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1. Uvod

Druhy rodu Cordyceps (Fr.) Link su huby, ktoré ziji
na larvéach, kuklach a imagach hmyzu, resp. na plodniciach
hluzoviek rodu Elaphomyces'. Zapadna civilizicia spoz-
nava tieto huby len poslednych 30 rokov, pocas ktorych
objavuje stale viac vedeckych dokazov o moznostiach ich
vyuzitia v medicine, ktoré s v ramci tradicnej cinskej
mediciny vyuZivané uz po staro&ia’. Nazov Cordyceps
pochadza z latinskych slov cord (palica, kyjak) a ceps
(hlava). Nazov popisuje nezvycajny spdsob rastu plodnice
huby — z hlavy uhynutej larvy hmyzu, najmé himal4jskeho
noného motyla  Hepialis  armoricanus  Oberthur
(Lepidoptera). Jej tvar a vyznam dal aj zaklad slovenské-
mu nazvu tejto huby — Zezlovka.

Najznamejsim zéastupcom tohto rodu je druh Cordy-
ceps sinensis (CS, obr. 1) znamy nielen z tradi¢nej ¢inskej
mediciny, ale aj z najnovsich vyskumov v rdmci objavova-

Obr. 1. Cordyceps sinensis: prirodzeny vyskyt v prirode

nia lie¢ivych vlastnosti tychto hub. Prirodzene sa vyskytu-
je najma na nahornej plosine Himalaji v nadmorskej vyske
od 3000 do 5500 metrov. Velmi naroCny spdsob zberu
a vyznamné lieCivé schopnosti spdsobili, Zze huba mala
vzdy velmi vysoki cenu a tak ju spo€iatku mali pravo
vyuzivat' len na ¢inskom cisarskom dvore. Hoci lieCivé
vlastnosti Zezlovky boli v Cine a inych krajinach Orientu
zname uz v staroveku, v Eurdpe bola prvykrat predstavena
az v roku 1726. Zezlovky sa tradi¢ne vyuZivaji na lie¢bu
Sirokého spektra 'udskych chordb. Prvi zapadni pozorova-
telia pisali, ze CS ma podobné vlastnosti ako zensen, pou-
Zivali sa po vy&erpanosti a dlhodobej chorobe®. Tradine
sa tieZ vyuzivali pri impotencii, neurasténii, bolesti chrbta*
a ako antidétum pri otrave 6piom a odvykani od épia’.

V ramci tradi¢nej cinskej mediciny sa Cordyceps
pouzival pri dychacich tazkostiach, chorobach obliciek,
pecene a srdcovocievnych problémoch, hyposexualite,
hyperlipidémii, pri oslabeni imunitného systému. V sucas-
nosti aj ako doplnok pri modernych sposoboch liecby ra-
koviny (chemoterapii, oZarovani a po operaciach)®. Moder-
na veda potvrdila ucinnost’ liecby hubou Cordyceps vo
vigsine pouzivanych postupov z tradi¢nej mediciny’.

Moderné farmaceutické stidie ukazuja, ze Cordyceps
mé skutocne priaznivy ucinok na niekolko biologickych
systémov, napr. imunitny systém, kardiovaskularny, respi-
raény, zPazovy®. V. mnohych vedeckych pracach je opisané
klinické vyuZitie tejto parazitujicej huby”'’ s naslednym
biologickym a farmakologickym t¢inkom’.
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2. Chemicka Struktura biologicky zaujimavych
latok a ich vplyv na 'udsky organizmus

2.1 Polysacharidy

Cordyceps obsahuje velké mnoZstvo polysacharidov
(priblizne 3-8 % z celkovej hmotnosti)''. Polysacharidy
predstavuju jednu z hlavnych skupin chemickych latok,
u ktorych bol dokézany vyrazny imunostimulaény, hypo-
glykemicky a antitumorovy U€inok. Mnohé $tudie preuka-
zali, Zze farmakologicka aktivita polysacharidov koreluje
sich molekulovou hmotnostou. Napriklad polyglukany
s molekulovou hmotnost'ou 10-1000 kDa su lepsie roz-
pustné vo vodnom prostredi a vyznacuju sa lepSim antitu-
morovym uéinkom'?. Z chemického hl'adiska ide o $truk-
tarne odlisné polyméry D-glukopyrandzy (D-Glcp). Na
zaklade anomérnych Struktir D-Glcp jednotiek sa delia do
troch hlavnych skupin: a-D-glukény, B-D-glukdny a zmie-
$ané o,p-D-glukany. Dalsie delenie je podl’a polohy glyko-
zidickej vizby, resp. podla molekulovej hmotnosti; napr.
linearne alebo rozvetvené glukany (1—3)-, (1—4)-, (1—6)-
s vysokou, strednou alebo nizkou molekulovou hmot-
nostou'’. Zo surového materialu CS sa podarilo izolovat’
niekol’ko desiatok polysacharidov, v ktorych ako zakladné
monosachridové jednotky boli najcastejsie identifikované
glukodza, manoza, galaktoza a xyloza.

NH, NH,
¢ ] 7]
HO " N/) HO <N " _
(e} (e}
H OH R! R2
1 Il aR"=-OH, R2=-OH

bR'=-OH, R2 = -H

¢ R' = -NH,, R2 = -OH

]
N
</ | NH
HO N P>
0 N NH,
OHOH
"4

Obr. 2. Chemicka Struktura nukleozidov I-V1

Referat

Struktara polysacharidu CPS-2 izolovaného extra-
kciou z vody bola uréena na zdklade FTIR a NMR spek-
troskopie. Zistilo sa, ze glukan CPS-2 je z vidcSej Casti
tvoreny a-(1—4)-D-glukdzou a o-(1—3)-D-manodzou, kto-
ré su rozvetvené cez o-(1—4)-D-glukdzu na kazdom dva-
nastom fragmente linedrneho retazca. Ochranny efekt
CPS-2 polysacharidu bol Studovany na modely buniek
chronického obli¢kového ochorenia. Ako sa ukazalo, poly-
sacharid vyznamne pozitivne stimuloval renalne bunky
obli¢iek a prispieval tak k ich znizenému poskodzovaniu',

Heteropolysacharid oznacovany ako PS-A, ktory
pozostava z D-glukoézy, D-galaktézy a D-mandzy v pomere
2:1:1 s molekulovou hmotnostou 460 kDa sa vyznacuje
silnou inhibi¢nou aktivitou proti cholesterolesteraze a je
potencialnym glukanom kontrolujucim hypercholesterolé-
miu. Polysacharid oznaovany IPS s molekulovou hmot-
nostou 8,1-460 kDa sa vyznacuje protizapalovym, imuno-
modulaénym a hypoglykémickym ucinkom. U tohto glu-
kanu bola zistend aj schopnost’ znizovat' hladinu
cholesterolu'.

2.2. Nukleozidy
Nukleozidy sa povazuju za jedny z kl'acovych biolo-

gicky aktivnych zlicenin, ktorych obsah zodpovedd za
urcovanie kvality druhov Cordyceps. Vo vseobecnosti je

0 o]
N NH
NH
HO </ | /J HO |
N N~ 0
0 0
OHOH R' R?

n IV aR'=-OH, R? = -OH
bR'=-OH, R? = -H
cR'=-H, R? = -OH

R
HN™
N B
o, 1]
NT °N
o)
OHOH

VI aR = -CH,-CH,-OH
bR =-CH,
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zastupenie tychto chemickych latok vysSie u kultivova-
nych v porovnani s prirodne sa vyskytujucimi druhmi. Ich
hlavny biologicky t¢inok spociva v ich vyraznej antitumo-
rovej aktivite. Za hlavnych ukazovatel'ov kontroly kvality
tychto hib s zodpovedné dva typy nukleozidov: kordyce-
pin I aadenozin Ila (obr.2). Viac ako 10 nukleozidov
aim pribuznym derivatov bolo izolovanych z CS, napr.
inozin III, uridin IVa, guanozin V, N°-(2-hydroxyetyl)-
adenozin Vla (obr. 2)'°.

Kordycepin, 3-deoxyadenozin I je derivatom adeno-
zinu Ila, ktory na rozdiel od tohto nukleozidu IIa neobsa-
huje v polohe 3 sacharidovej jednotky hydroxyskupinu. Na
zéklade tejto analogie niektoré enzymy nedokazu rozpoz-
nat’ — odliSit’ tieto dva nukleozidy a mdézu kordycepin 7
zabudovat’ do Struktary RNA, ¢o sposobi ukoncenie synté-
zy tejto kyseliny. Z tohto dovodu je kordycepin I zaradeny
do triedy chemickych zlucenin, ktoré maji antitumorovy
ucinok. Okrem iného inhibuje rast Clostridium paraputrifi-
cum a Clostridium perfringens, ale nevplyva na Bifidobac-
terium spp. a Lactobacillus spp."’. Objavuju sa aj stadie,
kde je opisany novy ucinok tejto latky I v prevencii vzniku
trombov'®. V roku 2004 Yoshikawa zistil, ze kordycepin I
inhibuje rast mysacieho melanému B16 (cit."”). Nukleozi-
dy su zodpovedné aj za regulaciu a modulaciu rozli¢nych

Vila R = -H
Vilb R = -CH,CH(CH;),
Vile R = -CH(CHj),

Obr. 3. Chemicka Struktira cyklickych dipeptidov VIla—c

;ﬁ%

Hac
o N
@JY 0
N N—CH,
HY% HO
Villa R = -OH
b R=-H

Referat

fyziologickych procesov v centralnom nervovom systéme
(CNS).

Pre adenozin ITa je typicka jeho schopnost’ zniZzovat’
drazdivost’ neurénov CNS a inhibovat’ uvolfiovanie rozlic-
nych neurotransmitérov v presynaptickej Casti spojenia
neurénov. Hlavnym biochemickym metabolitom, ktory
vznikne oxidativnou deaminaciou nukleozidu I7a, je ino-
zin I1I. Tento pozitivne vplyva na axon, stimuluje jeho rast
in vivo v CNS (cit.2°).

2.3. Aminokyseliny a peptidy

Cordyceps sinensis obsahuje okolo 29,1-33,0 %
proteinov?'. Zistilo sa, 7e chemické 3truktira proteinov je
tvorena 18 aminokyselinami. Najcastejsie vyskytujice su:
kyselina aspardgova, treonin, serin, kyselina glutdmova,
prolin, glycin, valin, metionin, izoleucin, leucin, tyrozin,
fenylalanin, lyzin, histidin, cystein a tryptofan. Medzi ami-
nokyseliny, ktoré sa vyznacuji zaujimavym farmakologic-
kym ucinkom, patria arginin, kyselina glutdmova, trypto-
fan a tyrozin®. Okrem tychto zakladnych aminokyselin
boli v Zezlovkach identifikované aj acyklické a cyklické
dipeptidy, ako aj komplikovanejsie Struktiry, obsahujice
vo svojej molekule radovo aj 10 aminokyselin.

Medzi najznamejSie cyklické dipeptidy patri cyklo-
[L-glycyl-L-prolyl] VIla, cyklo-[L-leucyl-L-prolyl] VIIb,
cyklo-[L-valyl-L-prolyl] ~VIIc (obr.3). U niektorych
ztychto latok sa objavila antitumorova, antiviralna
a antibiotické aktivita™.

V Cordycepse boli identifikované aj zlozitejSie pepti-
dy, ako napr. kordyheptapeptid A a B VIII. Kordyhepta-
peptid A VIIla sa vyznaCuje antimalarickou aktivitou,
kym peptid B VIIIb je inaktivny. V kombin4cii v§ak poso-
bia mierne cytotoxicky.

Produkciu neribozomalného peptidu s ndzvom cica-
peptin 1 IXa a Il IXb v roku 2005 prvykrat opisal Kras-
noff. U tychto latok bola zistena antibakterialna a antifun-
galna aktivita (obr. 4)**.

O<__NH
2 R1
R2
H,C__CH, Lo oH,
N N CH,

N N

H o O HC cH 't o HC CH, o) CH,
o NH,

IXa R'=-CH,, R2=-H
b R1'=.H, R2=-CH,

Obr. 4. Chemicka Struktira kordyheptapeptidu A VIlla, B VIIIb a cicapeptinov I IXa a I1 IXb
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2.4. Alkoholy a polyoly

Medzi zluceniny obsahujlice alkoholovu skupinu pat-
ria izoflavony Xa,b (obr. 5) izolované z Cordyceps sinen-
sis. Su to prirodzene sa vyskytujice zliCeniny v rastlinich
i hubach patriace do skupiny fytoestrogénov, ktoré nemaju
steroidnu Struktiru, ale maji afinitu k estrogénovym re-
ceptorom a a P, ale i k PPAR receptorom®.

Pokusy uskutonené na potkanoch dokazali, ze ich
mozno vyuzit' v terapii strat kostnej hmoty, najmé pri es-
trogénovej deficiencii u menopauzalnych Zien. ZlepSenie
osteopordzy je pripisované znizeniu vylucovania Ca, kon-
centracie Ca a fosfatu v plazme, znizeniu aktivity enzymov
ALP aTRAP, hladiny INF-y, zvySeniu osteokalcinu
a estradiolu, normalizuje aj hladinu hormoénov estrogénu,
FSH a LH. Okrem toho sa podiel'aju aj na znizeni rizika
vzniku rakoviny, kardiovaskularnych chordéb a na zvySeni
antioxida¢nej ochrany™.

HO

Xa R'=-H
b R'=-OH

Obr. 5. Chemicka Struktira izoflavénov daidzeinu Xa
a genisteinu Xb

2.5. Steroly

Steroly pritomné v bunkovej stene hub maji doélezitu
fyziologicku funkciu a taktiez vykazuji biologicku aktivi-
tu. Medzi najvyznamnejSie steroly patri ergosterol X7
(obr. 6), ktory je pre tieto huby charakteristicky a je vyz-
namnym zdrojom vitaminu D, (cit.*).

Xl

Referat

Xl

Obr. 6. Struktiira ergosterolu X/

Bola studovana cytotoxicita a antimikrobialna aktivita
ergosterolu XI. Vysledky cytotoxickych testov na bunko-
vych liniach st pre HL-7702 (ICso = 37,10) a LX-2 (ICso=
55,51)”". TaktieZ bola sledovana aj antimikrobialna aktivi-
ta, ktora viak nepriniesla vyznamné vysledky™.

Derivéty ergosterolu XII a XIII izolované z metano-
lového extraktu CS, ktorych Strukttra bola potvrdena pomo-
cou NMR spektroskopie, 5,6-epoxy-24(R)-metylcholesta-
-7,22-dién-3B-0l (XII) a 5a,8a-epidioxy-24(R)-metyl-
cholesta-6,22-dién-3B-D-glukopyranozid (XIII), (obr. 7)
boli Studované na tumorovych bunkovych linidch K-562,
Jurkat, WM-1341, HL-60 a RPMI-8226.

Glykozylovany derivat XIIT vykazoval o 10-40 %
vys$iu cytotoxicku aktivitu na spomenutych bunkovych
liniach, ako derivat neobsahujlci vo svojej Struktire sa-
charidovii zlozku XTI’

Fytosteroly najmi B-sitosterol XIVa a kampesterol
XIVb (obr.8) maju antitumorovy efekt najmid v lieCbe
rakoviny hrubého Creva, prostaty a prsnika. B-Sitosterol
XIVa ma aj dolezita ulohu v lieCbe benignej hypertrofie
prostaty30.

2.6. Iné latky

Z hib rodu Cordyceps sinensis bolo izolovanych

29 nasytenych a nenasytenych mastnych kyselin aich

derivatov’!.

Xl R =-Glukéza

Obr. 7. 5,6-epoxy-24(R)-metylcholesta-7,22-dién-3p-o0l (XII) a Sa,80-epidioxy-24(R)-metylcholesta-6,22-dién-3p-D-glukopyranozid

(XTI
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H,C.,

HO

H.C CH H,C CH

3 3
3 3
XIVaR = );(/CHS XIVb R = JQ:CHs

Obr. 8. Chemicka Struktira fytosterolov XIVa a XIVb

Lipidy, ako zékladné zlozky zivych organizmov, si
na jednej strane zlozkou bunkovej membrany a na strane
druhej energetickym zdrojom bunky.

K voI'nym mastnym kyselindm v Studovanych hubach
patria kyseliny: laurova (C12), myristova (C14), pentade-
kanova (C15), palmitolejova [(Z)-hexadek-9-énova (C16)],
palmitova (C16), linolova (C18), olejova (C18), stearova
(C18), dokosanova (C22) alignocerova (C24), pricom
uvadzajl, Ze majoritnymi mastnymi kyselinami st kyseli-
ny palmitova a olejova®. St nevyhnutnou zlozkou vyzivy,
a okrem toho zabezpecCuju viaceré bunkové funkcie cez
svoje receptory spriahnuté s G proteinom, oznacuju sa ako
GPR-40, 41, 43, 120, 84, nachadzajuce sa hlavne
v pankrease, gastrointestinidlnom trakte a imunitnych bun-
kach. Podl'a tkanivovej distribicie cez ich aktivaciu sa
sprostredkuvavajl tieto aktivity, uvollovanie glukdza —
dependentného inzulinu, produkcia leptinu a protizapalova
aktivita, inhibicia lipolyzy, sekrécia inzulinu a podobne
(cit. ¥,

Do tejto skupiny latok mozno zaradit’ aj gliokladicili-
ny — gliokladicilin A XVa a B XVb (obr. 9). Ich struktiry
boli identifikované pomocou hmotnostnej spektrometrie
a NMR ako epipolytiodioxo-piperaziny. Ich hlavny Gc¢inok
je protirakovinovy, ¢o potvrdili in vitro aj in vivo Stadie.
In vitro inhibuji rast MCF-7 buniek rakoviny prsnika,
HepG2 buniek hepatocelularneho karcinomu, HeLa buniek
rakoviny krc¢ka maternice a zastavuju bunkovy cyklus vo

XVa

Obr. 9. Gliokladiciliny — gliokladicilin A XVa a B XVb
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faze G2/M a tiez indukuju apoptdzu. In vivo §tadie ukazu-
ju inhibi¢ny efekt na rast bunkovej populécie B16 melano-
mu v imunodeficientnych mysiach™.

3. Zaver

Uvedenad préca sa zaoberd stru¢nym prehladom roz-
manitej  skupiny  chemickych latok  zastipenych
v parazitujucej hube s nazvom Cordyceps sinensis, opisuje
ich chemicku $truktiru a hlavne pozitivny biologicky uci-
nok na Tludsky organizmus. Ako najdélezitejSie mozno
spomenut’: pomaha v prevencii hyperglykémie, podporuje
srdcovy rytmus, znizuje hladinu cholesterolu, podporuje
imunitny systém, selektivne inhibuje syntézu RNA — naru-
$a tym syntézu proteinov v rakovinovych bunkéch, inhibu-
je metylaciu nukleovych kyselin, je to silny antioxidant,
chrani oblicky pred poskodenim, Gcinkuje ako antibioti-
kum — ma baktériostatické ucinky proti niekol’kym desiat-
kam patogénnych baktérii vratane pneumokokov, strepto-
kokov a zlatého stafylokoka, ma protizapalové UCinky,
zvySuje sexualnu vykonnost’ a pdsobi ako afrodiziakum,
a mnoho dalSich inych.
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L. Ungvarska Malucka, Z. Bedlovicova,
and J. Harvanova (Department of Chemistry, Biochemis-
try and Biophysics, Institute of Pharmaceutical Chemistry,
The University of Veterinary Medicine and Pharmacy in
Kosice): Cordyceps Sinensis: Medicinal Fungus of Chi-
nese Medicine

The paper gives a brief overview of a diverse group
of chemical compounds present in the parasitic fungus
called Cordyceps sinensis. It focuses on the description of
their chemical structure and their positive biological ef-
fects on the human body. Some of the key biological activ-
ities of Cordyceps sinensis are discussed: It helps to pre-
vent hyperglycemia, supports heart function, decreases the
level of cholesterol, supports the immune system, selec-
tively inhibits the synthesis of RNA in cancer cells through
disturbing the synthesis of some proteins, inhibits the
methylation of the nucleic acid, proves to be a powerful
antioxidant, protects kidneys from damage, acts as an anti-
biotic showing a bacteriostatic effect against several patho-
genic bacteria, including pneumococci, streptococci and
Staphylococcus aureus, as well as anti-inflammatory ef-
fects, improves sexual performance, acts as an aphrodisiac,
and many more others.
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1. Péstovani vinné révy Vitis vinifera

Vitis vinifera je jednou z nejpéstovangjSich plodin
svéta. Tab. I uvadi udaje o celkové plose vinic na tzemi
vybranych zemi Evropy z roku 2014. Mezi nejvétsi produ-
centy vina v Evrop¢ se fadi Spanélsko, Francie, Italie,
Portugalsko, Rumunsko, Recko, ale také Némecko & Ma-

Tabulka I

darsko. V Ceské republice v roce 2014 ¢inila plocha osa-
zenych vinic 15 783 ha, pficemz 93 % tohoto uzemi pfipa-
dalo na Jihomoravsky kraj'. Vynosy se v témze roce pohy-
bovaly okolo 4,03 t/ha, tj. téméf 63,5 tisic tun sklizenych
uvadi, ze celosvétova rocni produkce Cinila za rok 2013
ptiblizng 77 miliond tun vypéstované vinné révy".

Vitis vinifera je popinava rostlina s dilezitou vlast-
nosti apikalni dominance, kterd se projevuje ptfevahou
riistu letorostd vrcholové &asti rostliny®. Vinohradnik proto
kazdym rokem, nejcastéji béhem mésice UGnora, provadi
tzv. zimni fez. Cilem fezu je probirka a odstranéni preby-
tenych vyhont — letorostli, coz je pro budoucnost kefe,
jeho spravny rist a plozeni zasadni. Béhem vegetacniho
obdobi révy vinné je dileZité zajistit optimalni listovou
plochu, ktera je zodpovédna za fyziologické déje, prede-
v§im fotosyntézu, dychani a transpiraci. Intenzita odlisténi
ovliviiuje slozeni hroznti (obsah cukrl, kyselin) a kvalitu
vinnych produktd’.

2. Technologie vyroby vina

Technologické postupy pouzivané pii zpracovani
vinnych hroznd ovliviiuji podobu vznikajicich odpadd.
Prvnimi kroky, spole¢nymi pro vyrobu bilych i ¢ervenych
vin, jsou po sklizni procesy odstopkovani a mleti vinnych
pocatku zpracovani vinnych hroznt pfi jejich odzrnéni
v mlynko-odzriiovaci, jsou jimi tfapiny. Samotné bobule
mohou byt nasledné pomlety®.

U bilych vin (a u modrych hroznl pouzivanych pro
vyrobu klaretu) je vznikly rmut lisovan za vzniku hrozno-
vého mostu, ktery je jiz pfipraven ke kvaseni. Lisovani
muze predchazet nékolikahodinova macerace, ktera se
vSak v ptfipadé€ bilych vin tykd pouze aromatickych odrid
(tj. muskatové odridy, odridy ,traminového® typu aj.)’.
Naopak u modrych odrud, tedy pii vyrobé ¢ervenych vin,
je macerace nepostradatelnym krokem, jelikoz se pii ni
extrahuji aromatické a barevné latky. Pfi maceraci mod-
rych hroznt, ktera trva 4 az 14 dni, dochazi vlivem vznika-

Oséazena plocha vinic (v 1000 ha) ve vybranych evropskych zemich v roce 2014

Zemée Ploha (v 1000 ha) Zemée Ploha (v 1000 ha) Zemée Ploha (v 1000 ha)
Spanélsko 9473 Rumunsko 174,6 Rakousko 44,8
Francie 7579 Recko 110,9 Bulharsko 31,9
Italie 682,2 Némecko 100,1 Srbsko 21,2
Portugalsko 179,0 Mad’arsko 69,3 CR 15,8
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Obr. 1. Schéma vyroby bilych a ¢ervenych vin a vznik meziprodukti

jiciho ethanolu k uvolnéni nejen barviv, ale i fenolickych
latek”. Celkovy obsah fenolickych latek je zpravidla vyssi
u ¢ervenych vin nez u bilych.

Lisovani rmutu vede vzdy ke vzniku zna¢ného mnoz-
stvi odpadu. Tim je zbytek po vylisovani oznacovany jako
vinné matoliny. Pfi samotném kvaSeni a dokvaseni hroz-
nového mostu dochazi postupem casu k sedimentaci.
Vznikly sediment (vinné kaly) je dal§im zdrojem odpadu
vznikajictho  piH  zpracovani  vinnych  hroznd®.
K sedimentaci a tvorbé vinného kalu dochazi vSak
i v pribéhu skoleni vina, a to v dusledku biologického
odbouravani kyselin. To je zaloZeno na principu jablec¢no-
mlééného kvaseni a je nepostradatelnym krokem prede-
v§im ve vinatskych oblastech Ceské republiky.

3. Odpady ze zpracovani vinnych hrozni

Mezi hlavni meziprodukty zpracovani vinnych hrozn
patii matoliny, které zaujimaji nejvétsi podil (13 hm.%),
dale jsou to vinné kaly (6 hm.%) a tfapiny (3 hm.%). Cel-
kové tedy tvofi odpad vznikly pfi vinifikaci asi 22 hm.%.
Mnozstvi vzniklého odpadu neni vyrazné zavislé
na odridé hroznli ani technologii dodrZzované pii jejich
zpracovani’.

Natizeni Rady (ES) ¢. 1234/2007, kterym se stanovi
spole¢na organizace zemédélskych trhli a zvlastni ustano-
veni pro nékteré zem&délské produkty, ve znéni Natizeni
Rady (ES) ¢. 491/2009, kterym se vyse uvedené nafizeni
méni, stanovi, Ze ¢lenské staty se mohou rozhodnout, ja-
kym zpisobem budou po svych vinafich pozadovat odstra-
néni vedlejSich produktd (Clanek 103v ve spojeni
s bodem D Prilohy XVb)*’. V Ceské republice postup pfi
odstrafiovani vedlejSich produktl vinafstvi stanovuje Vy-
hlaska Ministerstva zemédeélstvi ¢. 323/2004 Sb., kterou se
provadéji néktera ustanoveni zdkona o vinohradnictvi a
vinafstvi. Ta v § 5 tika, Ze odstranéni vedlejsich produkti
se miize provadét nejen destilaci, ale téz jejich prodejem,

likvidaci ve vinici nebo jinym prokazatelnym zptisobem'”.

3.1. Vinné ttapiny

Vinné tfapiny jsou jako odpad nejcastéji ukladany na
oteviena pole. Vzhledem k vysokému obsahu polyfenolic-
kych latek neni tento postup povazovan za pfilis ekologic-
ky, protoZe pfi ném dochazi ke znatnému sniZeni pH pi-
dy'". Tradi¢ni zpiisob zpracovani bioodpadu, kompostova-
ni, je rovnéz Casto aplikovanou metodou zpracovani tiapin.

Dalsi z potencidlnich variant vyuziti tfapin je uziti
jako krmiva pro zvét. Tuto variantu vSak komplikuje intole-
rance zvitat vi¢i nékterym slozkam tohoto meziproduktu'?.
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V soucasné dob€ jsou vinné tfapiny studovany
z hlediska mozného zdroje polyfenolickych latek, které
disponuji  antioxidacni, ale také antimikrobialni
a antikancerogenni aktivitou. Celkové mnozstvi fenolic-
kych latek (nejcastéji uvadéné v mg kyseliny galové (GA)
na gram susiny vzorku) v extraktech z tfapin se li§i prede-
v§im v zavislosti na odrtd¢ Vitis vinifera, ale také na zpu-
sobu ptipravy extraktl. Wenzel a spol. popsali vliv teploty
na mnozstvi fenolickych latek (35-65 mg GA g suginy;
163 + 0,9 az 260 + 1,5 °C)". Llobera a Catiellas uvadsji
celkové mnozstvi fenolickych latek extrahovanych z tfapin
az dvojnasobnd vy$si (116 + 2 mg GA g susiny), kdyz
extrakce probéhla ve dvou krocich, nejprve ve smési me-
thanol:voda (50/50, v/v), pak v roztoku acetonitril:voda
(70730, v/v)". Anastasiadi a spol. stanovili pii pouziti ex-
trak¢éni smési methanol:voda:HCL (90/9,5/0,5; v/v) celko-
vé mnozstvi fenolickych latek u extraktd z tfapin 367—
587 mg GA g susiny'’. Pouzitim stejné metodiky, ale
trapin z odliSnych odrad Vitis vinifera, stanovili Sahpazi-
dou a spol. celkové mnozstvi fenolickych latek
v extraktech v rozmezi 318-415 mg GA g ' susiny'".

Ttapiny jsou téz zdrojem vlakniny, ktera je pro lidsky
organismus velmi prospésna. Vlaknina snizuje obsah cho-
lesterolu v krvi, déle riziko vyskytu kardiovaskularniho
onemocnéni a chrani téz lidsky organismus pied vyskytem
nekterych typl rakoviny, pfedevS§im rakoviny tlustého
stteva. V této souvislosti se uvazuje o mozném vyuziti
vinnych trapin k prevenci nékterych onemocnéni'.

Extrakt z vinnych tfapin se zda byt rovnéz slibnou
alternativou oxidu sifi€itého, ktery je vyuzivan ve vinafstvi
pfi tzv. sifeni vina za Ucelem jeho konzervovani. Antioxi-
da¢ni i antimikrobidlni G¢inky oxidu sifi¢itého se shoduji
s ucinky fenolickych latek extrahovanych z vinnych tfapin.
Tato alternativa se zd4 byt vyhodna nejen z ekonomického
pohledu, ale také ve vztahu k Zivotnimu prostiedi. Nezane-
dbatelnym pifinosem tohoto nového postupu by byla také
Caste¢na eliminace vyuziti oxidu sificitého, které je spoje-
no s rizikem vzniku nékterych nemoci. Z tohoto divodu

mnozstevni limity”.

Vinné tfapiny mohou byt rovnéz pouzity jako pevny
substrat pro mikrobialni produkci ligninolytickych enzy-
mui. Tyto enzymy jsou produkovany jen izkou skupinou
plisni, napt. Basidiomycota. Ttapiny zbylé po zpracovani
vinnych hroznd tak zaroven ptedstavuji vhodny a levny
zdroj uhliku pro nékteré biotechnologické procesy'®.

3.2. Vinné matoliny

Soucasti vinnych matolin jsou nejen slupky a semena,
ale také zbytky tfapin, tedy stopky, které nebyly pii pred-
chozim kroku vyroby fadné odseparovany. Praktické
a relativn€ Casto vyuZivané je zpracovani vinnych matolin
na matolinovou palenku neboli matolinovici. Jedna se
o lihovinu, ktera se vyrabi vyhradné ze zkvasSenych vin-
nych matolin. Nafizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES) 110/2008 povoluje pii vyrobé této lihoviny pfidani
vinnych kald k matolindm, a to vSak v mnoZzstvi nejvyse
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25 kg na 100 kg pouzitych matolin. Toto nafizeni dale
stanovi minimalni obsah ethanolu v matolinovici na
37,5 obj.%, pticemz pfidani alkoholu zakazuje. Povolen je
piidavek pouze karamelu pro Gipravu zbarveni'. Nejzna-
mej§imi vyrobky jsou napf. italska grappa nebo francouz-
sky marc.

Pro ,,malovinate* se zda byt vhodnou variantou zpra-
covani tohoto druhu odpadu kompostovani, které je vsak
se na produkci odpadu podileji z vys$si miry. Vzhledem
k nizké nutri¢ni hodnoté a vysokému obsahu ligninu, poly-
fenold a drasliku neni pfili§ vhodné vyuzivat vinné matoli-
ny ani jako zeméd&lské krmivo pro bylozravee®.

Stejné jako trapiny, jsou i vinné matoliny vyznamnym
zdrojem pro ziskani ptirodnich antioxidanti*'. Ne piilig
dusledn4 extrakce vinnych matolin béhem vyroby vina ¢ini
z téchto odpadnich produktii idealni substraty s vysokym
obsahem fenolickych latek. Celkovy obsah fenolickych
latek je u matolin zpravidla niz§i nez u tfapin, nicméné
opét vyrazn€ zavisi na pouzitém extrakénim postupu a na
samotné odrudé¢ Vitis vinifera. Llobera a Canellas stanovili
celkové mmnozstvi fenolickych latek extrahovanych
z matolin (26,3 + 0,4 mg GA g ' suiny) po dvoukrokové
extrakci, nejprve ve smési methanol:voda (50/50, v/v), pak
v roztoku acetonitril:voda (70/30, v/v)". Dalsi studie pri
pouziti odlisného extrakéniho postupu udava celkové
mnoZstvi fenolickych latek v matolinach 3375 mg GA g
suiny?. Zavislost extrak&niho postupu na mnoZstvi vyex-
trahovanych fenolickych latek z matolin popsali i Drosou
a spol., kdy se hodnoty pohybovaly v relativné Sirokém
rozmezi 24-439 mg GA g ' susiny™.

Vinna semena, kterd jsou rovnéz soucasti vinnych
matolin, obsahuji vysoké mnoZstvi nenasycenych mast-
nych kyselin, a proto jsou ¢astym zdrojem piedev§im pro
vyrobu jemnych a chutové velmi pifjemnych vinnych
oleji. Nicméné mohou byt rovnéz vyznamnym zdrojem
fenolickych latek, dokonce i po vylisovani*.

3.3. Vinné kaly

Vinné kaly jsou dalSim neméné vyznamnym vedlej-
$im produktem vznikajicim pifi vyrobé vina po procesu
hlavniho kvaSeni. Sediment obsahuje predev§im mikrobi-
alni biomasu tvofenou kvasinkami a bakteriemi, dale ne-
rozpustné sacharidy (celulosa, hemicelulosa), fenolické
latky, anorganické latky a organické kyseliny (zejména
kyselina vinna)®.

Tento odpadni material je zpracovavan rtiznym zpu-
sobem. Dle vySe zminéného nafizeni a vyhlasky vzdy zéle-
7i na zvazeni samotného vinafe. BéZné¢ uzivanou praxi je
zaorani do zemé€, coz vSak mize nezadoucim zplsobem
okyselovat pidu na vinici. Vysoky obsah fenolickych latek
a nizka nutri¢ni hodnota znemoziuji vyuziti vinnych kali
pro krmivatské ucely™.

Asi nejvyznamnéjsi je vyuziti tohoto odpadniho me-
ziproduktu pro ziskani kyseliny vinné. Ta nachdzi uplatné-
ni v potravinafském, farmaceutickém, ale i vinatském pru-
myslu. Lze uvazovat i o priimyslové vyrobé ethanolu des-
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tilaci nebo vyuziti vinnych kald jako levného zdroje mi-
krobialni biomasy?”**. Vinné kaly rovn&z obsahuji fenolic-
ké latky a mohou byt vyuzity jako zdroj antioxidanti™.
Obsah fenolickych latek se vsak bude lisit v zavislosti na

pouzité technologii vyroby vina®.

4. Vinohradnické odpady

Rovnéz ve vinohradnictvi vznikd odpadni material
(listy a letorosty), ktery je nejcastéji kompostovan.
V pripadé letorosti je mozno jej zpracovat na Stépky
a dale prakticky vyuzit.

Nedavno prokézana ptitomnost fenolickych latek ve
vinohradnickych odpadech nabizi novou moznost jejich
vyuziti jako potencidlniho zdroje antioxidanti® . Cetin
a spol.” stanovili celkova mnozstvi fenolickych latek
v extraktech z letorostl. Latky byly extrahovany smési
ethanol:voda (60/40, v/v) za zvysené teploty (80 °C). Za-
stoupeni téchto latek se v jednotlivych extraktech liSilo
v zavislosti na odradé Vitis vinifera v rozmezi hodnot 25,3
az 36,6 mg GA g ' susiny™®. Zavislost volby extrakéniho
postupu na mnozstvi vyextrahovanych fenolickych latek
(konkrétné stilbenoidli) dokazuji ve své studii Soural
a spol.* nebo Karacabey a Mazza*®.

Byl také zjiStén vyrazny vliv doby a zpisobu usklad-
néni vyhont Vitis vinifera na mnozstvi stanovovanych
stilbenoidd. Za dobu 8 mésicti uchovani tohoto materialu,
od zimniho fezu, byl zaznamenan az pétinasobny narist
koncentrace stilbenoida®’.
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5. Antioxidacni a biologické icinky fenolickych
latek

Nejrozsifenéjs§imi  sekundarnimi metabolity rostlin
jsou fenolické latky, tedy pfirodni antioxidanty, jejichz
biologické tc¢inky jsou pfedmétem soucasného vyzkumu
v této oblasti. Nejpocetn€jsi skupinu fenolickych latek
tvori skupina flavonoidl. Mezi né patii flavonoly, flavan-

a OH
HO : A

OH

. OH
HO [I N

OCHs

Referat

-3-oly nebo anthokyaniny. Vyznamnymi biologickymi
ucinky pak disponuje zejména skupina stilbenoidi. Mezi
nejvyznamnéjsi zastupce stilbent se fadi resveratrol a jeho
glykosidicka forma polydatin, dale pak pterostilben nebo
pinosylvin (obr. 2)**. Relativn& rozsifenym zdrojem viech
té€chto latek je pravé Vitis vinifera a v soucasné dobé€ exis-
tuje i n€kolik potravinovych doplikt s deklarovanym ob-
sahem resveratrolu, vyrobenych z hroznl Vitis vinifera.
Vsechny vyse uvedené odpadni meziprodukty vzniklé pti
zpracovani vinnych hroznii 1ze tedy pokladat za potencial-
ni zdroje biologicky aktivnich sloucenin s antioxida¢nimi
ucinky.

5.1. Uplatnéni antioxidantll v potravinafském
primyslu

Antioxidanty se pridavaji do potravin nejcastéji za
ucelem prodlouzeni jejich trvanlivosti. V potravinarském
primyslu oxidativni jevy znehodnocuji predev§im tuky
procesem oxidativniho Zluknuti tukl. Tyto zmény pak
snizuji jak vyzivovou, tak senzorickou hodnotu potravin®.
Antioxidanty nachézi uplatnéni i jako latky zvysujici stabi-
litu barvy potravinaiskych vyrobka**'.

Podminky pfidavani antioxidantii do potravin jsou
upraveny legislativou. Nejvy$si povolené mnozstvi a dru-
hy ptidatnych latek, mezi né€z se fadi i antioxidanty, vyuZi-
té pii vyrob& potravin, stanovi Vyhlaska &. 4/2008 Sb.,
kterou se stanovi druhy a podminky pouziti ptidatnych
latek a extrakénich rozpoustédel pii vyrob& potravin.
V piiloze ¢. 7 této vyhlasky je seznam povolenych antio-
xidantid, skupiny potravin, v nichZz se mohou vyskytovat,
a podminky pouZiti antioxidanti*?.

5.2. Uplatnéni antioxidantl v 1ékaftstvi

5.2.1. Kardiovaskularni onemocnéni

Kardiovaskularni ~ onemocnéni  jsou  spojovéna
s vysokou hladinou cholesterolu v krvi. Pravé vysoké hla-
diny LDL (low density lipoproteins) cholesterolu v krvi
indukuji tvorbu aterosklerotickych platd, tedy nahromade-

Obr. 2. Strukturni vzorce resveratrolu (a), pinosylvinu (b), pterostilbenu (c), polydatinu (d)
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ni tukové hmoty ve sténach cév. Se vznikem tohoto one-
mocnéni jsou uzce spjaty peroxidacni reakce lipida. Témto
reakcim 1ze predchazet plisobenim antioxidantii, mezi kte-
ré patii fenolické latky obsazené ve viné a odpadnich suro-
vinach jeho zpracovani. Vysledky studii dokazuji i skutec-
nost, ze fenolické latky se z tohoto pohledu jevi G¢innéjsi-
mi antioxidanty neZz napf. kyselina askorbova ¢i tokofe-
rol®. Na portugalské univerzité v Coimbie byl testovan
inhibi¢ni ucinek bilého a Cerveného vina na oxidaci LDL
cholesterolu. Snizeni téchto oxidacnich reakci bylo dosa-
zeno jak pifi pokusech in vitro, tak in vivo. Vyrazné&jsi
Gginky byly zaznamenény u ervenych vin**.

5.2.2. Antikancerogenni ucinky

Rada studii potvrzuje rovnéz antikancerogenni i¢inek
antioxidantd, ktery souvisi s inhibici oxidativnich mutaci
DNA a se snizovanim abnormalniho narGstu bunécnych
populaci, tedy s proliferaci rakovinnych bunék®’. Zejména
kvercetin, epikatechin a resveratrol jsou fenolické latky,
jez chrani DNA proti oxidativnimu naruseni jeji struktu-
ry*¥’. Byla dokézana také schopnost aktivnich slozek
extraktu z odpadnich surovin zpracovani vinnych hroznd
zpomalit proliferaci rakovinnych bunék, a to u rakoviny
prsu, tlustého stfeva, ledvin, §titné zlazy a jater”.

5.2.3. Antimikrobialni ucinky

V soucasné dobé je znacna Cast vyzkumu zamétfena
na studium antimikrobidlnich uc¢inkd polyfenolt extraho-
vatelnych nejen z vinnych tfapin. Man-Ying Chan popsal
antimikrobidlni G¢inky resveratrolu proti skupiné plisni,
které jsou ptvodci nékterych dermatologickych onemoc-
néni u 1idi*. Dias a spol.”’ se zabyvali vyzkumem antimi-
krobialni aktivity extraktt vinnych tfapin proti patogeniim
zazivaciho traktu lidi, specidlné proti vybranym druhiim
gram pozitivnich a gram negativnich bakterii. Vysledky
studie ukédzaly rozdilnou citlivost jednotlivych kmenti bak-
terii na extrakty vinnych tfapin riznych odrad Vitis vinife-
ra. Extrakty vinnych tfapin se jevily ucinngj$imi proti
gram pozitivnim bakteriim, coZ je dano rozdilnou stavbou
bun&ené stény®. Byl vysledovan i vliv flavonoidi a feno-
lickych kyselin na inhibici ristu gram negativni bakterie
Helicobacter pylori, jez osidluje zalude¢ni sliznici a zpa-
sobuje chronickou gastritidu®.

Resveratrol prokazal inhibi¢ni ucinek na tvorbu mi-
krobialniho biofilmu (in vitro) a negativni efekt na stabili-
tu jeho struktury®'. Biofilm je heterogenni struktura tvofe-
na mikrobialni populaci bunék, které jsou obklopeny poly-
sacharidovou matrix, a které mezi sebou navzijem komu-
nikuji**. Biofilmové populace jsou oproti suspenzné ros-
toucim buitkdm vyrazné odolné&jsi a biofilmové kontami-
nace predstavuji zavazny problém nejen v potravinovych
provozech. Naskyta se tak moznost vyuzit resveratrol ja-
kozto aditivum zvySujici trvanlivost potravin a zirovei
zajistujici jejich zdravotni nezévadnost. Tuto moZznou
aplikaci resveratrolu vSak komplikuje fakt, Ze resveratrol
je ve vodnych roztocich malo rozpustny a stabilni>.

1"
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6. Zavér

Vedlejsi produkty vinafského pramyslu byly dlouho
opomijenou surovinou s vysokym obsahem polyfenolic-
kych latek (resveratrol, polydatin), které mohou byt vyuzi-
ty jak ve formé potravinovych dopliikd, tak jako ucinna
smés latek s antimikrobidlni aktivitou. Zavadéni moder-
nich technologii ve vinafstvi zvySuje moznosti dlouhodo-
bého vyuziti odpadnich surovin, pfedevs§im tfapin, které
disponuji vysokym obsahem celkovych polyfenold. Leto-
rosty se zdaji byt nejvhodnéj§im zdrojem resveratrolu —
jedné z nejstudovangjSich latek s antimikrobidlni
a antioxidacni aktivitou.

Tato prace byla realizovana v ramci ,,Operacniho pro-
gramu Praha — Konkurenceschopnost* CZ.2.16/3.1.00/24503)
za podpory “Narodniho programu udrzitelnosti I” - NPU I
(LO1601 - ¢.: MSMT-43760/2015).
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P. Cviner, K. Padrova, and I. Kolouchova
(Department of Biotechnology, University of Chemistry
and Technology, Prague): Modern Utilization of Bio-
waste from Wine Grape Processing

Vitis vinifera is one of the most widely grown crops
throughout the world. During the production of wine, vari-
ous by-products are accumulated. The most important
waste by-products include stems, grape pomace and wine
lees. This is the reason why the wine making industry be-
came one of the main producers of biowaste which bur-
dens the environment. However, the waste by-products
may be a source of many valuable substances. Therefore,
the research is focused on the possibility to use the winery
waste by-products as a new source of antioxidants; it is
especially the utilization of the stems and the canes which
have not been used for this purpose yet. The antioxidants
can further be used in food industry or medicine.
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1. Uvod

V poslednich letech se zvysuje pocet novych psycho-
aktivnich latek na evropské i svétové trovni. Nové psy-
choaktivni latky (NPS, z angl. New Psychoactive Substan-
ces), nebo také nové syntetické drogy, legal highs, desig-
ner drugs, piipadné research chemicals jsou syntetizovany
jako strukturni analoga nebo chemické derivaty jiz zéko-
nem kontrolovanych latek"*. Byvaji nabizeny jako sbéra-
telské predméty, vykufovadla ¢i soli do koupele, tedy jako
latky, u nichZ neni deklarovano pouziti k vnitinimu uZiti.
Touto cestou se jejich vyrobci vyhybaji pravnimu postihu.
Soucasny narst NPS je pfipisovan rozvoji jistého druhu
tanecnich zabavnich scén a ochoté zejména mladych lidi
vyhledavat a ziskavat nové psychedelické zkusenosti.
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2. Definice novych psychoaktivnich latek (NPS)
a legislativa na Evropské urovni

Nova psychoaktivni latka je definovana jako: Nova
omamna nebo psychotropni latka v Cisté formé¢ nebo
v pfipravku, ktera nepodléha kontrole podle Jednotné
umluvy Organizace spojenych narodd o omamnych lat-
kéch zroku 1961 nebo podle Umluvy Organizace spoje-
nych narodd o psychotropnich latkdch zroku 1971, ale
kterd muze predstavovat srovnatelnou hrozbu pro vetejné
zdravi jako latky uvedené v t&chto umluvach®.

Problematika NPS je feSena na celoevropské urovni.
Rada Evropské unie pfijala v ¢ervnu 1997 Spolec¢ny po-
stup v oblasti novych syntetickych drog (Joint Action on
New Synthetic Drugs), jehoz cilem bylo zajistovat co nej-
lepsi a nejrychlejsi informovanost o syntetickych drogach,
jez se nové vyskytnou ve statech EU. Dokument se vzta-
hoval na syntetické drogy nepodléhajici kontrole podle
mezinarodnich umluv, viz vyse. Na zakladé Spole¢ného
postupu byl vytvoren tzv. systém vcasného varovani pied
novymi drogami (EWS, z angl. Eearly Warning Systém on
New Synthetic Drugs), ktery je koordinovan Evropskym
monitorovacim stfediskem pro drogy a drogovou zavislost
(EMCDDA, z angl. European Monitoring centre for Drugs
and Drug Addiction) a Europolem®.

V roce 2005 byl Spolecny postup proti novym synte-
tickym drogdm nahrazen rozhodnutim Rady o vyméné
informaci, hodnoceni rizika a kontrole novych psychoak-
tivnich latek, jenz se vztahuje nejen na nové syntetické
latky, které nejsou zahrnuté v mezinarodnich tmluvach,
ale i na obecné€ nové omamné a psychotropni latky véetné
veterinarnich ¢i humannich 1é¢ivych ptipravki, které nej-
sou kontrolované mezinarodnimi imluvami, a také znovu-
objeveni se nékterych starych psychotropnich latek a/nebo
vysoce rizikovych zpiisobti uzivani drog”.

3. Hlavni skupiny NPS

EMCDDA monitoruje znac¢nou $kalu NPS, které déli
podle struktury nebo funkce do jedenacti skupin (obr. 1)*.
Pocet NPS se kazdym rokem zvysuje. Pro pfedstavu — v r.
2015 bylo do EWS nahlaseno 98 NPS, ¢imz se jejich pocet
zvysil na vice nez 560, (70 % bylo zjisténo v poslednich
péti letech). NejpocetnéjSimi skupinami hlaSenych latek
jsou syntetické kanabinoidy, kathinony a fenylethylaminy.

3.1. Syntetické kanabinoidy

Syntetické kanabinoidy (SK) predstavuji nejvetsi
procentudlni podil zachycenych NPS. Vétsina téchto latek
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Obr. 1. Podet a kategorie novych psychoaktivnich latek poprvé hlasenych do systému véasného varovani EU, 2009-2015 (pievzato
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byla ptivodné pfipravena jako 1éCiva, proto je jejich nazev
spojen se jmény védcu a instituci kde byly pfipraveny (pf.
JWH-200 — Dr. John William Hufman; CP-47,497 — Char-
les Pfizer; HU-210 — Hebrew University)®. Jsou agonisté
kanabinoidnich receptortt (CB; a CB,), vykazuji tedy po-
dobné G&inky jako A’-tetrahydrokanabinol (A’-THC, psy-
choaktivni latka marihuany, obr. 2). Popularitu mezi uzi-
vateli ziskaly v ndvaznosti na legislativni omezovani mari-
huany. Na trhu se zacaly objevovat kolem roku 2008 jako
vykutovadla balend v pestrobarevnych saccich prevazné
s né1627vem Spice apopiskou ,,nevhodné k lidské spotie-
be™".

Z chemického hlediska jsou SK velmi riiznorodé,
nemaji fddn€ prostudovanou farmakologii a toxikologii.

Rada z nich vak vykazuje vy3$3i afinitu ke kanabinoidnim
receptorim nez A’-THC, jejich ucinky proto mohou byt

Obr. 2. Strukturni vzorec A’-tetrahydrokanabinolu
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V souvislosti s uzitim SK byla popséna Siroké4 Skéla
nezadoucich psychoaktivnich ucinkt, napt. tzkostné sta-
vy, psychozy, zména vnimdni ¢asu a prostoru, poruchy
paméti, problémy s koncentraci. Fyziologické ucinky SK
se znacné liSi, byly popsany sedativni GCinky, ale také
neklid, nevolnost, néavaly horka, paleni oci, suchost
v ustech, tfes a buSeni srdce. Dlouhodobé uzivani Spice
produktti vedlo k rozvoji tolerance a abstinenénimu syn-
dromu®’.

3.2. Syntetické kathinony

Syntetické kathinony jsou riiznorodou skupinou deri-
vatd piirodniho kathinonu (obr. 3). Kathinon je monoami-
novy alkaloid obsazeny ve stromu kata jedla (Catha edu-
lis), ktery je chemicky podobny amfetamintim. Stimuluje
centralni nervovou soustavu a zplsobuje uvolnéni kate-
cholaminti z presynaptickych ulozist' do oblasti centralni
nervové soustavy a periferniho nervového systému. Za
obménovanim struktury kathinonu byla snaha pfipravit
derivaty se stejnym nebo vysSim farmakologickym ucin-
kem. V puvodni struktuie jsou ménény délky alkylovych
fetézel, pocty alkyld na dusiku, nahrazuji se alkyly na
aromatickém jadie za halogeny. DalSi moznosti je celkova
zaména benzenu za jiné aromatické jadro (thiofen, nafta-
len). Timto zpisobem vznikl napf. mefedron, methylon,
butylon, flefedron a MDPV'°.

Kathinony se prodéavaji predevS§im v krystalické for-
m¢é jako koupelové soli (bath salt). V internetovych obcho-
dech se daji koupit napt. pod anglickymi nazvy Bliss, Ma-
gic, Meow Meow nebo Zoom, ovSem opét s poznamkou
,ne pro lidskou spotiebu®, ,rostlinné potraviny*
a ,,insekticidy*. Takovéto oznaceni brani v zakroceni bez-
pecnostnim agenturdm a zminéné latky se stdvaji snadno
dostupnymi''. Syntetické kathinony mohou byt uzivany
oraln¢, intranasaln¢, intravendzn¢ nebo rektalng.

0]

©/lH/N H2

Obr. 3. Strukturni vzorec kathinonu

Vsechny derivaty kathinonu maji podobné ucinky
jako kokain a metamfetamin, které stimuluji uvolfiovani
a inhibuji zpétné vychytdvani noradrenalinu, serotoninu
a dopaminu. Pfesny mechanismus G¢inku je predmétem
vyzkumu. Farmakokinetika je vzhledem k proménlivému
slozeni ,,koupelovych soli“ neptfedvidatelna. Dusledkem
uzivani téchto latek mtize byt halucinace, paranoia, neklid,
euforie, sebevrazedné myslenky, ale také poruchy srdecni-
ho rytmu, hypertenze nebo Spatné prokrveni perifernich
tkéni. Publikovany byly také zdvazné komplikace, jako je
napiiklad selhani ledvin, sebevrazdy, vrazdy a smrt'"*'%.
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3.3. Fenylethylaminy

Do této skupiny spadaji NPS odvozené od strukturni-
ho motivu fenylethylaminu (obr. 4). Fenylethylamin je
latka vyskytujici se nejen v lidském organismu, ale i v fadé
pfirodnich produkti a potravindch. Tento biogenni amin
nevykazuje psychoaktivni u¢inky. V organismu vznika
metabolickou pfeménou z aminokyseliny fenylalaninu
a nasledné podléha dalsim metabolickym pfeménam piso-
benim enzymu monoaminooxidasy a dopamin-B-hydroxy-
lasy'?.

Derivaty fenylethylaminu jsou zneuZivany na celém
svété. Jedna se o Sirokou skupinu latek, do které spada
pfinejmensim 200 riznych syntetickych derivata'’. Velké
mnozstvi moznych modifikaci samostatného aromatického
jadra, substituentll na aromatickém jadre, postranniho fe-
tézce Ci substituce na atomu dusiku vedla a v budoucnosti
povede k moznosti ziskat stovky aZz tisice velmi G€innych

sloucenin'®.
©/\/N Hy

Obr. 4. Strukturni vzorec fenylethylaminu

Nejrozsitenéjsimi latkami z této skupiny jsou extaze
(MDMA) a jeji analoga 3,4-methylendioxyamfetamin
(MDA) a 3,4-methylendioxyethylamfetamin (MDEA),
dale pak stimulanty amfetamin a metamfetamin. Posledni
dvé jmenované latky byly jiz za 2. svétové valky soucasti
balickl pro preziti u leteckych jednotek. Diky stimula¢nim
Gginkam mély zvysit bojeschopnost vojaka'”.

V Evropé€ byl zaznamenan predevsim vyskyt latek ze
skupiny tzv. 2C’s (2C-B, 2C-D, 2C-E, 2C-I, 2C-B-Fly,
2C-T-7) a substituované derivaty amfetaminu (DOB, DOI,
DOC). Rada vyse uvedenych latek je asto vydavana za
jinou drogu s velice podobnymi ucinky. V poslednich le-
tech je na drogové scéné vysoky narist podvodd, kdy jsou
tablety vydavany za extazi, avSak tyto prodavané tablety
obsahuji jiné psychoaktivni latky®.

Latky z této skupiny vyvolavaji u lidi senzoricko-
percepéni (zménéné vnimani barev, zvuki, Cichu), psy-
chické (zna¢né proménné a Casto protichidné zmény psy-
chiky) a somato-motorické ptiznaky (stavy slabosti, tfes,
zvraceni)'’. V nékterych piipadech bylo uziti fenylethyla-
minl spojeno se zavaznymi nezadoucimi reakcemi, a né-
které z nich dokonce se smrti'"?.

4. Metody detekce novych syntetickych latek

Vznik stale novych psychoaktivnich l4tek na rekreac-
nim drogovém trhu je neustalou vyzvou pro analytické
toxikology. Pfestoze vétSina novych latek mize zpisobit
vazné toxicity, nejsou NPS rutinné detegovatelné bézné
zavedenymi analytickymi metodami. Jako klicova se pak
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ukazuje identifikace hlavnich prokdzanych metabolitil
v pomérn& komplikované matrici'’.

Imunochemické techniky zaméfené na klasické drogy
(kokain, opiaty, benzodiazepiny, THC) nedeteguji vétSinu
novych psychoaktivnich latek. V téchto imunochemickych
testech, zalozenych na interakci protilatky s antigenem
(stanovovana droga), hraje vyznamnou roli protilatka,
ktera musi vykazovat dostate¢nou citlivost a specifitu vaci
stanovovanému antigenu'®. Drobna strukturni zména
v molekule antigenu (NPS) miiZze negativné ovlivnit jeho
reaktivitu s protilatkou proti ptivodnimu antigenu a tim
padem zpusobit negativni vysledek testu. Pfi porovnani
struktury NPS a tradi¢nich drog, 1ze vidét vétsi ¢i mensi
strukturni variabilitu, ktera vysvétluje, pro¢ jsou testy na
klasické drogy nevhodné pro stanoveni novych drog.

U sofistikovangjsich metod, jako je hmotnostni spek-
trometrie, nelze NPS identifikovat z divodu chybéjicich
referen¢nich hmotnostnich spekter v pouzivanych knihov-
nach. Pokud se tedy objevi neznama latka, nejprve musi
byt objasnéna jeji struktura diky kombinaci informaci
zruznych spektroskopickych, hmotnostné spektrometric-
kych a chemickych metod'®. Laboratofe pracujici v oboru
klinické a soudni toxikologie tak ziskaji novou referencni
latku a poté mohou bud’ aktualizovat stavajici metody, nebo
vyvinout nové, které pokryji i novou psychoaktivni latku®.

4.1. Screening syntetickych kanabinoida

Zvysujici se popularita NPS a rizika spojena s jejich
uzivanim vedla k vyvoji rychlych metod pro detekcei synte-
tickych kanabinoid v riiznych matricich (oralni tekutiny,
moc¢, sérum/plazma, vlasy, bylinné smési). Pro rychlé ori-
entacni testovani na bazi LFIA (Lateral Flow Immu-
noassay), vyuZitelné v diagnostice intoxikaci ve zdravot-
nictvi ¢i pii dopravnich kontrolach fidicd, existuje na trhu
nekolik komercnich souprav. Tyto testy poskytuji pouze
kvalitativni informaci o ptfitomnosti ¢i nepfitomnosti
drogy.

Pro laboratorni podminky je vhodné&jsi imunoanalytic-
ka metoda ELISA (Enzym-Linked Imunosorbent Assay),
kterou lze v urcitych ptipadech pouzit i ke kvantifikaci
drog. V literatuie je popsano nckolik ELISA k detekci
vybranych syntetickych kanabinoidi v mo¢i ¢i oralnich
tekutinach*'**. Jsou dostupné také komeréni ELISA sou-
pravy, jez jsou urCeny pro analyzu kanabinoidd z plné
krve, séra nebo mo¢i (firma Neogen, Randox). Uskalim
vSech téchto metod je to, Ze jsou schopny detegovat pouze
vybrané strukturni typy syntetickych kanabinoidii a nede-
teguji nedavno objevena analoga (napf. QUPIC nebo
CHMINACA).

Pro konfirmaci pozitivnich nalezi screeningovych
testll se vyuzivaji chromatografické metody. Identifikace
a kvantifikace syntetickych kanabinoidd v bylinnych smé-
sich se nejcastéji provadi plynovou chromatografii s hmot-
nostni detekci (GC-MS). Biologické vzorky jako moc,
krev, sérum, sliny nebo vlasy byvaji analyzovany techni-
kou kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni
detekci (LC-MS/MS)>.
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4.2. Detekce kathinonu a fenylethylamint

Existuje n¢kolik komer¢nich LFIA a ELISA souprav
(od firem Imunalysis, Neogen, Randox, OraSure) pro sta-
noveni amfetaminu, metamfetaminu — drog natolik rozsite-
nych, Ze je lze v dneSni dob¢ chépat spiSe za klasické.
V nedavné dob¢ firma Randox piedstavila dva ELISA kity
pro detekci kathinoni (MDPV a mefedron/metkatinon
ELISA kit). Vysledky studie zaméfené na testovani speci-
fity komer¢nich ELISA souprav (16 typl, zahrnujicich
MDPV a mefedron/metkatinon ELISA) vSak odhalily, Ze
valna vétSina kitl, prestoze obsahuje polyklonalni protilat-
ky, je vysoce specifickd pouze na uréity strukturni typ?.

Nejbéznéjsi instrumentalni metodou pro detekci
kathinonli a fenylethylaminli je plynova chromatografie
(GC) spojena s detekénim systémem k potvrzeni struktury
(napf. hmotnostni spektrometr (MS) nebo infracerveny
detektor (IRD)). Tato kombinace je dulezita, protoze bé-
hem GC se latky ve smési oddéli podle velikosti, ale tepr-
ve MS/IRD pomuze identifikovat latky podle rtznych
funké&nich skupin®’. K identifikaci a kvantifikaci vzorki z
vlast, krve (i posmrtn¢), séra, plasmy, mozkomisniho mo-
ku nebo moci lze pouZzit nejen metody GC ale také LC-
MS/MS920.28

5. Zavér

Nové psychoaktivni latky ptedstavuji stile popular-
n¢js$i formu rekreacnich navykovych latek, zejména u do-
spivajicich osob. Tento fenomén mé vzristajici tendenci
alze ocekavat nelegalni syntézu stovky dalSich latek
s t¢zko odhadnutelnou toxicitou. V posledni dobé se do
poptedi dostavaji predevsim latky ze skupiny syntetickych
kanabinoidtli, syntetickych kathinoni a fenylethylamind.
Tyto syntetické latky predstavuji modifikované struktury
ilegalnich nebo kontrolovanych substanci, nejsou detego-
vatelné béznymi screeningovymi metodami a velmi casto
jsou spojeny s riznymi zdravotnimi nasledky, které mohou
vést az ke smrti. V¢asna detekce NPS je tedy velmi potieb-
na. Kromé tradi¢nich instrumentalnich metod jako je LC/
MS nebo GC/MS bylo v souvislosti s analyzou syntetic-
kych kanabinoidd, kathinond a fenylethylaminti vyvinuto
nékolik uZivatelsky nendrocnych imunochemickych me-
tod, které jsou schopny detegovat alespon nekteré zastupce
té€chto skupin.

Tato prdace byla podporena projektem bezpecnostniho
vyzkumu Ministerstva vnitra (projekt VI20172020056).
Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoskol-
sky vyzkum (MSMT No 20-SVV/2016).
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The presented review demonstrates that new psycho-
active substances represent an increasingly popular form
of recreational drugs. In recent years, primarily substances
from the group of synthetic cannabinoids, synthetic cathi-
none and phenethylamines come to the fore. These syn-
thetic substances pose a significant health risk for users
and their early detection is desirable. Besides traditional
instrumental methods, such as LC/MS or GC/MS, several
user-friendly immunochemical methods were developed in
connection with the analysis of synthetic cannabinoids,
cathinones and phenethylamines, which can detect at least
some members of these groups.
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S S

1. Uvod

Probiotika jsou mikroorganismy, které po podani
v dostateéném mnozstvi Ui€inkuji pozitivné na zdravi hosti-
tele'. Vybér probiotickych mikroorganisméi probiha na
zakladé zkoumani celé fady vlastnosti zahrnujicich bez-
pecnostni, funk&né-zdravotni a technologickd kritéria’.
Jednim ze zakladnich pozadavkl je schopnost prezivat
podminky traviciho traktu v takové koncentraci, ktera
umozni jejich plisobeni v gastrointestinalnim traktu (GIT).
Jednou ze stézejnich vlastnosti probiotickych mikroorga-
nismt je tolerance ke zIuc¢i. Za normalnich fyziologickych
podminek se miize v lidském tenkém stfev€ vyskytovat
gradient koncentrace ZluGovych soli od 40 mmol I''
k méné nez 1 mmol I'' (2-0,05 %)’. Nékteii autofi uvadgji
hodnoty pouze v rozmezi 2—1,5 % v prvni hodiné traveni
s naslednym poklesem na hodnotu 0,3 % (cit.*). Kromé
normalni fyziologické funkce pro traveni tuku zajistuje
zIlu¢ svoji toxicitou silnou antimikrobidlni aktivitu vici
mikroorganismiim, které nejsou na pritomnost zlu¢ovych
soli adaptovany.
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2. Zlué a Zlu¢ové kyseliny

Zlug je 7luto-zelena kapalna latka, ktera je syntetizo-
vana v jatrech hepatocyty. Obsahuje Zlucové kyseliny,
cholesterol, fosfolipidy (hlavn€ fosfatidylcholiny), pig-
ment biliverdin a steroidni hormony. Z jater je transporto-
vana bud’to pfimo do dvanéctniku, nebo je docasné sklado-
vana a zakoncentrovana ve zlu¢niku. Po konzumaci potra-
vy je Zluénik vyprazdnén a Zlu€ je vyloucena zlu¢ovodem
do dvanactniku, kde slouzi jako emulgator a umoziuje
traveni lipidi’.

Zlu¢ové kyseliny a soli tvofi ptiblizné 50-60 % orga-
nickych slozek zluci. Primarni Zlucové kyseliny — kyselina
cholova a chenodeoxycholova jsou rovnéz syntetizovany
de novo v jatrech z cholesterolu (prakticky pouze z LDL
¢astic) multienzymovym procesem. KliCovym enzymem
této metabolické dréhy je cholesterol-7-hydroxylasa, ktera
katalyzuje  pfeménu cholesterolu na  7a-hydroxy-
cholesterol. Na hydrofobni steroidni jadro je poté napojena
aminokyselina glycin nebo taurin za vzniku hlavnich mo-
lekul konjugovanych Zlucovych kyselin amfifilniho cha-
rakteru (kyselina glykocholova, glykochenodeoxycholova,
taurocholovd a taurochenodeoxycholovd). Pokud dojde
k propojeni s jinou aminokyselinou (napt. leucinem nebo
lysinem), jsou tyto konjugaty rychle hydrolyzovany pan-
kreatickymi  karboxypeptidasami’.  Pomér  glyko-
konjugovanych a tauro-konjugovanych kyselin je v lidské
7lugi 3:1 (cit.®). Konjugace kyselin aminokyselinami sni-
zuje jejich pK, napf. kyselina cholova ma pK 6,4, zatimco
kyselina glykocholova 4,4 (cit.”). Sekundarni zlu¢ové ky-
seliny vznikaji ve stfevé enzymovou ¢innosti mikroorga-
nismi. Prvnim krokem je odstépeni glycinu nebo taurinu
za vzniku primarnich zlu¢ovych kyselin a jejich nasledna
transformace 7o0-dehydroxylaci na kyselinu deoxycholo-
vou a lithocholovou™ nebo 7a-dehydrogenaci — z kyseliny
chenodeoxycholové vznika 7-oxolitocholova, kterd epime-
raci miize prechazet na kyselinu urodeoxycholovou’.

Lidska jatra denn€ vyprodukuji asi jeden litr zlu¢i,
avSak jen pomérné¢ malé mnozstvi je ztéla odvedeno.
Zpétné je reabsorbovano kolem 95 % Zzlucovych kyselin
aasi 5% je vylouceno stolici a musi byt syntetizovany
znovu'’, ¢imz se organismus miize zbavovat cholesterolu’.
Zlugové kyseliny se za normalnich podminek dostavaji
zpét do jater procesem enterohepatdlni cirkulace, coz je
proces sekrece zluovych kyselin z jater do Zluci a dale do
stfeva s naslednou reabsorpci'!. Reabsorpce — pasivni difu-
ze probihd podél celého stieva a aktivni transport pak
v terminalnim ileu®.
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3. Obranné mechanismy buiiky vii¢i Zlu¢i

Vétsina probiotickych bakterii, které jsou v soucasné
dobé pouzivany v potravinach ¢i doplicich stravy, patii
mezi rody Lactobacillus a Bifidobacterium. Byla publiko-
vana cela fada praci zabyvajicich se jejich schopnosti tole-
rance a riistu v pritomnosti Zlu¢ovych soli'>". Tato vlast-
nost je kmenové specificka a nelze fici, ktery druh bakterii
je pii ptritomnosti Zlucovych soli odolngjsi. Odolnost bak-
terii ¢i zlepSeni jejich rlstu v pritomnosti Zlucovych soli
ovliviiuje pH, teplota a dalsi faktory (napf. charakteristika
membran bungk)'.

Existuje n¢kolik mechanismi, které mohou tuto tole-
ranci vysvétlovat. Prvnim znich je aktivni vypuzovani
zluCovych soli, které se hromadi v cytoplasmé prostiednic-
tvim efluxni pumpy. Bylo popsédno nékolik transportérii
ukmend L. acidophilus, L. reuteri, B. longum a B. breve
odpovédnych za toleranci ke Zzlu¢i'>'®. Buika mize
k vyludovani vyuzivat piipadné také proton-motivni silu’.
Dalsi mozZnosti jsou zmény ve slozeni lipidii bakteridlnich
membran u bunék, které byly vystaveny puasobeni zluco-
vych soli'’. Tyto zmény jsou kmenové specifické a jejich
vysledkem jsou alterace ve fyzikalné-chemickych vlast-
nostech bun&éné stény a cytoplazmatické membrany, které
mohou pfispivat ke snizeni difuze ZluGovych soli'™'®.
Zmény v morfologii bunék byly potvrzeny i skenovaci
a transmisni elektronovou mikroskopii. Bunky (L. del-
brueckii subsp. lactis 200) kultivované v prostfedi hovézi
zluéi se prodluzovaly a vykazovaly nepravidelnosti
a svrasténi bunécné stény. Kromé toho se vyrazné snizova-
la hydrofobicita povrchu bungk, autoagregacni a koa-
gregacni schopnosti pravdépodobné kvili detergentnimu
ucinku zlu¢ovych soli na mastné kyseliny na povrchu bu-
nécné stény. Dale byla také snizena adhezni schopnost ke
sttevnim bunéénym liniim HT29MTX. Pfedpoklada se, ze
byla naruSena produkce jednoho nebo i n€kolika adheziv-
nich proteint'®. U kment L. brevis byl vyznamné zvysen
relativni obsah kyseliny olejové v bunéénych lipidech,
pokud byla ke kultivaénimu médiu MRS ptidana Zluc®.
Bustos a spol.?' prokazali rozdilnou syntézu 25 bilkovin
jako odpov&d na piitomnost zlucovych kyselin. Hlavni
funk¢ni kategorie pritazené témto bilkovinam byly meta-
bolismus nukleotidt a glycerolipidd, transkripce a transla-
ce, pH homeostaze a stresova odpovéd.

Ochrannou funkci mohou plnit také dal$i povrchové
struktury bun&k, jako je exopolysacharidova vrstva®*?
nebo tzv. S-vrstva u laktobacild. Bylo potvrzeno, Ze gen
zodpovédny za produkci S-vrstvy u L. acidophilus ATCC
4356, slpA, byl indukovan v pritomnosti zluci o koncentra-
ci v rozmezi 0,01-0,05% (cit.”®). ZvySena produkce
exopolysacharidt v pfitomnosti zIu¢i byla potvrzena
iu B. animalis subsp. lactis™.

Pritomnost Zlu¢ovych soli hraje vyznamnou roli rov-
néz ve zménach vlastnosti, povrchovych struktur a expresi
genil povrchovych bilkovin u patogennich mikroorganis-
mil gastrointestinalniho traktu, jako jsou Shigella spp.>,
Listeria monocytogenes®®, Campylobacter jejuni®’. Pii
analyze 37 membranovych proteind u Bacteroides fragilis
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bylo zjisténo, ze 8 =znich je syntetizovano pouze
v piitomnosti Zlu¢ovych soli**. Podrobny souhrnny &lanek
o ovlivnéni zivotniho cyklu a kolonizacni rezistence vici
Clostridium difficile v ptitomnosti sekundarnich zluc¢ovych
soli zpracovali Winston a Theriot™.

4. Hydrolasa Zlu¢ovych soli

Velkd pozornost v souvislosti sristem probiotik
v pritomnosti ZluCovych soli je vénovana aktivité¢ enzymu
hydrolasa zlu¢ovych soli, ktera se dava i do souvislosti
s terapeutickym uc¢inkem téchto mikroorganismi ke sniZo-
vani obsahu sérového cholesterolu. Piitomnost BSH enzy-
mu byla zji§téna u n¢kolika bakteridlnich rodéi pochazeji-
cich z traviciho traktu, jako napf. u kmend bakterii Lacto-
bacillus spp., Bifidobacterium spp., Lactococcus lactis,
Leuconostoc mesenteroides, Clostridium perfringens, Bac-
teroides fragilis subsp. fragilis, E. coli’™', Enterococcus
spp.>2, Eubacterium spp.*>. 1 kdyz vétsina autorii se zabyva
pfitomnosti tohoto enzymu pfedevs§im u Gram pozitivnich
bakterii izolovanych z traviciho traktu, byl tento enzym
potvrzen i u mikroorganismil ziskanych z fermentovanych
mlécnych vyrobku, syrového kravského mléka, horkych
prament & fermentované zeleniny™.

Hydrolasa Zlucovych soli (BSH — bile salt hydrolase),
nebo také choloylglycin hydrolasa (EC 3.5.1.24) je konsti-
tutivni, intracelularni enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu
amidové vazby, dochazi k uvolnéni pfipojené aminokyseli-
ny (glycin, taurin) od steroidniho jadra Zlucové kyseli-
ny’*. Enzym je klasifikovan jako N-koncova nukleofilni
hydrolasa, na N-konci enzymu je cysteinovy zbytek, jehoz
thiolova skupina je katalyticky aktivnim mistem®. Kromg
cysteinu 2 se na aktivnim centru tohoto enzymu podileji
aminokyseliny arginin 18, kyselina asparagova 21, aspara-
gin 175 a arginin 228. BSH enzym vykazuje vysoky stu-
pent podobnosti v aminokyselinové sekvenci s penicillin
V amidasou (EC 3.5.1.11) izolovanou z Bacillus
sphaericus®®. Optimalni podminky piisobeni tohoto enzy-
mu se mohou mirné lisit v zavislosti na jeho zdroji. Taran-
to a spol.’” zjistil, Ze optimalni pH enzymu je 4,5-5,5
a optimalni teplota 37—45 °C pro L. reuteri. P¥idavek Zn*",
Mn?*, Cu*, Cd*" a Hg* ionti mé&l za nasledek sniZeni
aktivity enzymu na 46-0 %. Jako vyznamné inhibitory
BSH aktivity u kmene L. acidophilus PFO1 byly identifi-
kovany  nékteré latky pouzivané jako  aditiva
v krmivafském primyslu (KIO;, NaHIO;, NalO4, CuSOy,
CuClp), dale riboflavin ¢i néktera antibiotika, kde dosaho-
vala inhibice témé&t 100 % (cit.*®). Jiny zdroj*’ udava opti-
malni pH 7 ateplotu 37 °C pro L. buchneri ATCC 4005.
Pfi navySeni teploty aktivita prudce klesala a pii 60 °C
byla témeét nulova. Pro produkci enzymu byla optiméalnim
zdrojem uhliku sacharosa a maltosa a optimalnim zdrojem
dusiku smés peptonu a kvasni¢ného extraktu. Produkce
BSH enzymu u laktobacili je vysSi ve stacionarni fazi
ristu nez ve fazi exponencialni’’’. Hydrolasa Zlu¢ovych
soli plsobi na Siroké spektrum vazanych Zzlucovych kyse-
1in*. Cela fada autori se shoduje, e tento enzym vykazuje
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vy$si substratovou specifitu ke glyko-konjugovanym kyse-
linam nez k tauro-konjugovanym®’**4!.

Pritomnost a uspofadani genti kodujicich BSH enzym
je u laktobacill a bifidobakterii velmi variabilni. Analyzou
genl u vybranych kment rodu Bifidobacterium se zabyva
nékolik studii****. U n&kterych druhd laktobacilii byl zjis-
tén pouze jeden gen — L.fermentum™, L. casei®,
L. gasseri®®. Naproti tomu 2geny byly potvrzeny
u L. acidophilus NCFM (bshA a bshB)"" a L. johnsonii*®.
U L. salivarius se uvaddji 2 geny®, ale jini autofi*® pouze
1 gen. U L. plantarum se prokazala ptitomnost 4 rGznych
gentl pro BSH aktivitu®",

Piesnd funkce BSH enzymu neni zcela objasnéna.
Dekonjugované Zlucové soli vykazuji silnou antimikrobi-
alni aktivitu v porovnani se Zlucovymi solemi syntetizova-
nymi hostitelem. Samotna kyselina cholova mtize byt vice
toxicka vici buiice nez jeji konjugované derivaty, je vice
hydrofobni a miiZe volné vstupovat do bunék®’. Dekon-
jugace Zlucovych soli uvoliiuje protony, a tim zplsobuje
intracelularni acidifikaci a poskozeni DNA®. V buiikach se
pak obecné& aktivuji systémy odpovédi na oxidaéni stres™.
Nekonjugované kyseliny jsou ale slabsi kyseliny (viz vyse),
atak zachyceni souCasné transportovanych protoni muze
piisobit proti poklesu pH probihajicimu v prostiedi zluci’.

Nejcasteéji se v souvislosti s BSH aktivitou uvadéji
nasledujici mozné vyhody pro produkéni kmen:

1. Nutri¢ni funkce — aminokyseliny uvolnéné po de-
konjugaci mohou slouZzit jako potencidlni zdroje uhliku,
dusiku a energie, vyhodou je to zejména pro hydrolytické
kmeny bakterii*®**. U probiotickych bakterii nebylo pro-
kazéano vyuziti steroidniho jadra Zlucovych kyselin. Jejich
biotransformace v§ak miize probihat pomoci jinych bakte-
rif pfitomnych v GIT*.

2. Detoxikace zIu¢i — mlize hrat roli v toleranci bakte-
rii ke zluci a tedy i v prezivani podminek traviciho traktu.
Protoze nedisociované formy Zlu¢ovych soli mohou vyka-
zovat toxicitu, ktera je zpusobena intracelularnim okysele-
nim podobnym jako u organickych kyselin, pfedpoklada se,
ze bakterie s pozitivni aktivitou BSH maji schopnost se chra-
nit proti tomuto vlivu tvorbou vedlejsich produkti*®**. Jak
ale bylo uvedeno vyse, volné zlucové kyseliny (kyselina
cholova a deoxycholovd) mohou byt vice toxické nez je-
jich konjugované derivaty. Proto se né€ktefi autofi ptiklané-
ji k vysvétleni, ze je dekonjugace spiSe antagonistickou
reakci k podpote autochtonnich mikroorganismi GIT proti
patogentim®. Nicméné dalsim piedpokladem podporuji-
cim teorii detoxikace je, ze produkty dekonjugace za niz-
kého pH (vytvotfeného napt. plisobenim bakterii mlééného
kvaseni) v intestinalnim traktu precipituji>®. Byly ale rov-
n& publikovéany prace™**, které nepotvrzuji korelaci mezi
BSH aktivitou a toleranci ke Zluci. Také ne vSechny mi-
kroorganismy gastrointestinalniho traktu vykazuji aktivitu
BSH enzymu a jsou pfitom schopné prezit prichod GIT
a vykazovat rist'.

3. Zmeéna slozeni membranovych lipiddi — muze
usnadnovat inkorporaci (adsorpce nebo absorpce) choles-
terolu nebo Zlu¢i na bakterialni membrzinu14’56, ¢imz se
zvysuje jeji pevnost, méni se propustnost nebo naboj, a to
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mize ovlivnit citlivost k a-defensiniim ¢i jinym obrannym
molekuldam hostitele. Tento mechanismus miize byt dilezi-
ty pro vytvoreni ptipadné perzistentni infekce™.

5. Vyznam mikrobialni hydrolasy Zlucovych
soli pro hostitele

Z vyse zminénych zkoumanych funkci ptisuzovanych
BSH enzymu je ziejmé, ze neméné sledovand bude i pro-
blematika vlivu jeho pasobeni na hostitele. V soucasné
dobé se stale vice studuji mechanismy, které napoméhaji
v této souvislosti k redukci hladiny sérového cholesterolu.
Zpusob snizovani hladiny cholesterolu piimo souvisi
s dekonjugaci zluovych soli katalyzovanou timto enzy-
mem. Volné dekonjugované zlucové kyseliny jsou méné
rozpustné a hufe resorbovatelné v intestinalnim traktu,
atak jsou v této formé vylouceny z téla. Toto vylouceni
vede ke snizeni koncentrace zluovych soli a naslednou
reakci organismu je pak nové syntéza Zlucovych soli prave
z cholesterolu, ¢imZ dochazi k redukci hladiny sérového
cholesterolu™®'*** Popsany mechanismus pisobeni na
hladinu sérového cholesterolu je srovnatelny s lécbou po-
moci cholestaminu. Terapie pomoci probiotik s BSH akti-
vitou mize byt tedy pokladana za ,,biologickou* alternati-
vu b&zné 16¢by™. Provadéné studie vét§inou potvrzuji
schopnost probiotickych bakterii snizovat obsah choleste-
rolu®®, ale napf. u randomizované studie na 156 dobrovol-
nicich nebyly uc¢inky probiotickych kment L. acidophilus
La5 a Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 na hla-
dinu cholesterolu a triglycerid potvrzeny”.

Dekonjugace zluovych soli mize mit ale i nezadouci
ucinky. Pokud je tato reakce v tenkém stievé hostitele
rozsahlejsi, mohla by vést k onemocnéni zvaném steatorea
(tzv. tukova stolice). Navic zvysené koncentraci sekundar-
nich zlucovych kyselin ve stfevé se pripisuji i G¢inky pod-
porujici vznik kolorektalniho karcinomu®>® &i Zlucovych
kament, kdy zména poméru koncentrace zluovych soli
a cholesterolu vede k precipitaci cholesterolu se solemi
vapniku a ZluCovymi pigmenty®. Také se objevuji teorie,
ze naslednou modifikaci dekonjugovanych zlucovych soli
mohou vznikat toxické slouceniny, které narusi stfevni
mikrofloru, coz miize zpisobovat prijmova onemocnéni,
zanéty stfevni sliznice a aktivovat karcinogeny ve stieve.
Jako dalsi negativni vlastnost se uvadi nizs$i emulzifikacni
schopnost dekonjugovanych Zlucovych kyselin nez u kon-
jugovanych, nasledkem ¢ehoz mtize dochazet ke zhorsené-
mu traveni lipidd a naruSeni absorpce mastnych kyselin
a monoglycerida™®,

6. Zavér

Jak je patrné z vySe uvedenych skuteCnosti, funkce
enzymu BSH je$t¢ neni pln¢ upfesnéna, Zafazeni jeho
aktivity do zadanych vlastnosti probiotik by tedy mélo byt
provedeno s opatrnosti a po objasnéni urcitych nejasnosti
souvisejicich s timto enzymem.
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S. Hora¢kova, A. Miihlhansova, and M. Plockova
(Department of Dairy, Fat and Cosmetics, Faculty of Food
and Biochemical Technology, University of Chemistry and
Technology, Prague): Interaction between Bile Acids
and Probiotic Microorganisms

One of the most important properties of probiotic
microorganisms, among which belong especially Lactoba-
cillus spp. and Bifidobacterium spp., is their ability to sur-
vive the conditions in gastrointestinal tract, i.e. low pH and
tolerance to bile acids. The bacterial strains could use sev-
eral different defend mechanisms against bile salts as are
special transporters responsible for active efflux, alteration
in properties of cell wall or different synthesis of surface
proteins and fatty acids. Protective function can be ful-
filled also by S-layer or by the increased exopolysaccha-
rides production. Many bacteria present in gastrointestinal
tract show the activity of bile salt hydrolase. This enzyme
(choloylglycine hydrolase EC 3.5.1.24) is constitutive
intracellular enzyme responsible for the hydrolysis of am-
ide bond between glycine or taurine and steroid nucleus of
bile acid. Bile salt hydrolase can bring several advantages
to production strain, such as improvement of nutrition (use
of released amino-acids), detoxication of bile or facilita-
tion of cholesterol incorporation in the bacterial membrane
which increases its strength or changes the membrane per-
meability. Bile salt deconjugation could also lead to a re-
duction of serum cholesterol in a host.

SACHARIDY

Miloslav Cerny, Toma§ Trnka, Milo§ Budé&sinsky
SACHARIDY, 2. piepracované vydani
Edice Chemické listy, Ceska spole¢nost chemicka, Praha 2016
ISBN 978-80-86238-92-0, s. 319, cena 350 K¢

Tato ucebnice sacharidii zahrnuje monosacharidy, oligosacharidy, polysacharidy a jejich derivaty,
jak piirodni, tak syntetické. Uvadi jejich strukturu a zabyva se jejich syntézou, chemickymi, fyzi-
kalnimi a popfipad¢ i biologickymi vlastnostmi. V porovnani s prvnim vydanim z roku 2010 je toto
druhé vydani vyrazné€ upraveno po strance formalni i vécné. Byly pfidany nekteré podkapitoly tyka-

jici se biologicky aktivnich neoglykoderivatli a rozsifena byla podkapitola Nuklearni magneticka rezonance o nové
metody méfeni spekter. Odkazy na literaturu jsou doplnény do konce roku 2016. Nové bylo jako dodatek ptipojeno
Nazvoslovi sacharidii doporuc¢ené komisi IUPAC. Ucebnice je k dostani na katedfe organické chemie PfF UK Praha
u Ing. M. Lorence nebo v sekretariatu Ceské spole¢nosti chemické, Novotného lavka 5, Praha 1.
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1. Uvod

Rastlinné extrakty patria medzi historicky najstarSie
liekové formy. Ich priprava povodne vychadzala
z empirickych postupov, ktoré boli sucastou ludovych
receptarov. S rozvojom lekdrenstva sa extrakty stavali
sucastou liekopisov a vécsina lekarni vyuzivala k ich pri-
prave rozne individualne metody. S rozvojom priemyslu sa
produkcia extraktov stala predovSetkym sucastou indus-
tridlnej vyroby a magistraliter priprava sa z lekarni praktic-
ky vytratila. Suc¢asny trend uprednostiiujici prirodné lieci-
va vsak pozvol'na vedie k ich renesancii a rastlinné extra-
kty aich metddy pripravy zostavaju stale neoddelitenou
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sucastou liekopisov. Cielom tohto ¢lanku je vymedzit
sucasnu podobu klasifikacie rastlinnych extraktov v sulade
s lieckopismi a zdokumentovat’ metddy pripravy najdolezi-
tejSich priemyselnych aj lekarenskych principov.

2. Rastlinné extrakty a ich rozdelenie

Extrakty su pripravky tekutej, polotuhej alebo tuhej
konzistencie ziskané extrakénymi metdédami zvycajne
zo suSenych rastlinnych drog alebo zo zivociSneho
materialu'. Droga je konzervovand, upravena alebo neup-
ravena rastlina, jej Cast, pripadne produkt, sluziaci
k vyrobe lieCiv, technicky dolezitych latok alebo priamo
pouzivany k lie¢ivym, technickym alebo inym ugelom?.
Extrakcii sa mézu podrobit’ jednotlivé rastlinné ¢i zivocis-
ne drogy, pripadne ich zmesi. Samotnej priprave extraktov
obvykle predchadza uprava pouzitého materialu napriklad
odtu¢nenim ¢i inaktivovanim enzymov. Medzi najcastejsie
pouzivané extrahovadld patria voda, etanol, propyléngly-
kol, glycerol alebo ich zmesi’. Liekopis rozlisuje dva za-
kladné druhy extraktov. Patria sem Standardizované extra-
kty, ktoré sa upravuji pomocou inertnych prisad na poza-
dovany obsah latok soznamym lieCebnym ucinkom
a kvantifikované extrakty, ktoré sa pripravujii zmieSanim
extraktov réznych Sarzi na poZadovany obsah uvaZova-
nych latok'. Ostatné extrakty su definované vyrobnym
postupom a svojimi vlastnostami.

3. Prehlad extrakénych metod

Extrakéné metddy mozno rozdelit na tradi€né
amoderné (tab. I). Tradi¢né techniky vyuZzivaji jednodu-
ché a nenaroéné zariadenia, no mnohokrat byvaju zdihavé
a vyzaduji pouzitie vacSiecho mnozstva rozpustadla. Po-
jmom moderné extrakéné metddy su oznacované procesy,
ktoré vznikli v poslednych 20 rokoch so zdmerom usetrit’
¢as a mnozstvo rozpustadla potrebného pre extrakciu so
zachovanim rovnakej, pripadne vicsej efektivnosti
procesu’. Podl’a typu procesu sa rozdel'uji na periodické,
kontinualne a polokontinualne. V periodickych metddach
sa nasada drogy a vyluhovadla vkladd do extrakéného
systému jednordzovo a extrakcia prebiecha v uzavretom
okruhu do rovnovazneho stavu. Medzi takéto metody patri
maceracia, ktora moéze prebichat’ priizbovej ako aj
pri zvySenej teplote kratkodobo (30 min) alebo dlhodobo
(po dobu 3 az 7 dni)’. Dalej st to infizia a dekokcia, ktoré
sa pouzivaju hlavne na pripravu extraktov z lieivych drog
alebo Cajovych zmesi na okamzita spotrebu. Pri infuzii sa
droga zahrieva na vriacom vodnom kupeli spravidla 5 min
a slizi na extrakciu latok z mékkych cCasti rastlin (viate,
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Tabulka I
Tradi¢né a moderné extrakéné metody
Metody Vyhody Nevyhody Lit.
Tradicné extrakcné metody
Maceracia jednoducha, lacna, bez zlozitého asové nArodnost 4
technického zariadenia
. . jednoducha, rychla, kontinualna vel'ké mnozstvo rozpustadla, riziko
Perkolacia . PSSV . . 4
metoda, vysoka vytaznost upchatia perkolatora
Infazia/ dekokcia Jét:inoducha, lacnd, kratky extrakény moznost’ termickej degradacie 4
Destilacia selektivna metdda na extrakciu silic ~ moznost’ termickej degradacie
e o 11z riziko tepelnej degradacie, tvorba
. nenaro¢na na ¢as a rozpustadla, . L
Soxhletova extrakcia . , . zrazenin v extrakte, nemoznost 4
odpada filtracia S
mieSania
Ultrazvukom urychlena vysoka ucinnost’, kratky extrakény riziko degradacie izolovanych latok, 7
extrakcia (UAE) cas zl4 automatizacia
Extrakcia plynnou fazou selektivna extrakcia prchavych latok ggleku_vna a@sorpga a desorpcia 13
Sirokej skupiny latok
Moderné extrakcné metody
Extrakcia nadkritickymi rychla, ekologicka, v extrakte vysoka cena, nutnost’ upravit’ vzorku 15
kvapalinami (SFE) chybaji rezidua rozpustadiel (dehydratovanim)
Tlakom urvchlena kvapalinova vhodna na velké mnozZstvo vzoriek,
ox trakci];r{PLE) P vysoké vytaznost’, nendrocné na moznost termickej degradacie 10
rozpustadla
rychla, vysokoicinnd, len pre polarne rozpustadla
Mikrovinna extrakcia (MAE) na rozpustadla nenaro¢na, moznost’ pre poratt phstaca, 26
automatizacie degradacia niektorych latok
Miktroextrakcia tuhou fazou moznost a’utf)matlzam'e 5¢ lffktlvna stacionarna faza je krehka
na prchavé latky, nenaro¢na . e uns , 33
(SPME) o 114 a je komercne t'azSie dostupna
na rozpustadla
iﬁ;ﬁ?gﬁ;ﬁc(ns}ggm vysSia vytaznost nez SPME vel'ké mnozstvo extrakénej fazy 35
Disperzia matrice na tuhej rychla, lacna, vhodna pre nestabilné absencia automatizécie 4
faze (MSPD) latky na rozpt$tadla nenarocna,
Extrakcia kvapalinou rychla, jednoducha metdda, nizke . . L
doblnend Kei . o 1 g niekedy je nutnd Gprava vzorky
plnena o extrakciu tuhou naroky na rozpustadla a technické (zahustenim) 4
fazou (QUEChERS) vybavenie
listy, kvety), zatial' o pri dekokcii trvajucej obvykle uskutoénuje pri laboratornej alebo zvySenej teplote

30 min sa extrahuju tvrdé Casti rastlin — kora, korene, ko-
7ovité listy a niektoré plody’. Medzi periodické extrakéné
metody patri aj destilacia, pri ktorej sa samotna droga po-
drobi priamemu pdsobeniu vodnej pary. T4 so sebou strha-
va napr. lipofilné terpenické silice, ktoré sa zachytavajt
v separétore a daju sa od vody pomerne lahko izolovat®.
Metody kontinudlne su charakterizované ustalenym prie-
behom a droga s vylihovadlom sa do systému privadzaji
plynulo a plynuly je taktiez aj zber extraktu. Polokontinu-
alne metody st kombinaciou predchadzajucich dvoch ka-
tegorii. Prisun extrahovaného materidlu je jednorazovy,
pritok vyluhovadla a vytok extraktu je plynuly. Prikladom
polokontinuélnej extrakénej metddy je perkolacia. T4 sa
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v §pecialnych zariadeniach — perkolatoroch. Princip perko-
lacie spociva v tom, ze Cisté rozpustadlo extrahuje najviac
vyluhovanii drogu a nevylihovanad droga je obmyvana
postupne sa koncentrujiicim rozptastadlom. Vysoka vytaz-
nost metddy sa vysvetl'uje priaznivym koncentracnym
spadom  vdaka  stale pritekajicemu  Cerstvému
vylthovadlu’.

3.1. Soxhletova extrakcia
Soxhletov extraktor je jednym z najstarSich polokon-

tinudlnych systémov. PraSkovany rastlinny materidl je
ulozeny v celulézovej patrone extrakéného nastavca pri-
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stroja, ktory je umiestneny na vrchu zbernej banky pod
spiatnym chladicom. Extrakéné rozpustadlo je v banke
zahrievané, jeho vypary kondenzuju v chladici a kvapkaji
do patrony obsahujucej drogu, ktora je postupne extraho-
vand. Po dosiahnuti urcitej hladiny je rozpustadlo
z patrony odvedené trubickou extrakéného nastavca spit
do banky. Nésledne sa cely proces opakuje s Cerstvym
rozpuitadlom a? do dosiahnutia kompletnej extrakcie’.
Napriek niekol’kym nevyhodam (absencia miesania, ¢aso-
va narocnost, neselektivita a mozna termickéa degradacia)
je kvoli svojej financnej nenarocnosti a jednoduchosti Sox-
hletova extrakcia stdle obltbena’. Pomocou nej sa daju
ziskat' alkaloidy ¢i oleje zroznych rastlinnych semien
alebo kantaridin z hmyzu rodu Cantharis®, ktory sa naj-
novsie vyuziva pri odstraneni bradavic a pri terapii hepa-
talneho & ezofagealneho karcindmu’. Coraz &astejiie sa
proces Soxhletovej extrakcie zvykne modifikovat
scielom automatizdcie askratenia Casu extrakcie
s vyuzitim vysokého tlaku, ultrazvuku & mikrovlnami’.

3.2. Ultrazvukom urychlend extrakcia

Ultrazvukom urychlena extrakcia (angl. ultrasound
assisted extraction, UAE) je modifikovanou periodickou
extrakénou metddu, kedy sa vzorka vo vodnom kupeli
vystavi vplyvu ultrazvuku s frekvenciou pulzov nad
20 kHz. Vibracie st prenaSané vodnym prostredim
za tvorby bublin s negativnym tlakom (kavitdciou), kto-
rych implozia v systéme vyvola lokdlne vysoky tlak
a teplotu. Tieto mechanické u¢inky vyvolavaju vacsi prie-
nik rozpustadla do rastlinného materialu mechanizmom
rozbitia Casticovych agregitov a naruSenim bunkovej
steny'®. Prakticky sa vyuziva ultrazvuk vo forme kapela
alebo sondy. Ultrazvukovy kupel ma SirSie vyuzitie, no
jeho nevyhodou je nerovnomerna distribtcia ultrazvukovej
energie a pokles vykonu v priebehu procesu. Ultrazvukové
sondy zabezpeCuju zameranie energie priamo na vzorku,
¢im sa zvySuje ucinnost’ extrakcie. Tato ucinnost’ zavisi aj
od frekvencie ultrazvuku, doby trvania a teploty’. Pri UAE
sa generuje vel’ké mnozstvo tepla a aby sa predislo stratam
prchavych latok, je vécSinou nutné chladit’ extraként
nadobu’. UAE je povazovani za vyhodni metodu na ex-
trakciu kyseliny karnézovej z rozmarinu (Rosmarinus offi-
cinalis L. z &elade Lamiaceae)''. Kyselina karnézova je
fenolovy diterpén znamy svojimi  antioxidac¢nymi
a antibakteridlnymi vlastnostami, pre ktoré nachadza
uplatnenie v potravinarstve, kozmetike ¢&i vyZivovych
doplnkoch'?.

3.3. Extrakcia plynnou fazou

Extrakcia plynnou fazou (angl. headspace extrakcia)
je zékladnou a Casto pouzivanou metdédou pre extrakciu
prchavych latok. Extrahovana vzorka je v kvapalnom ale-
bo pevnom stave umiestend v nadobe tak, aby bol nad fiou
volny priestor — headspace s obsahom plynu. Metoda je
zaloZend na rozdeleni izolovanych latok medzi neprchav(
kvapalinu prip. pevnil fazu aplynni fazu, ktord bola
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v kontakte s extrahovanym materidlom. Pokial’ je vzorka
v rovnovaznom stave s plynnou fizou v uzavretom prie-
store, ide o staticku exktrakciu. Ak nosny plyn pradi nad
hladinou vzorky alebo vzorkou prebublava, tento postup sa
oznacuje ako dynamicka extrakcia. Extrahované latky sa
nasledne zachytavaju v kryogénnej alebo sorpénej pasci'”.
Metodika dynamickej extrakcie bola pouzitd napr.
pri extrakcii a naslednej detekcii butyltinovych kontami-
nantov Vo vine. Tieto latky  sa  pouzivaju
v pol'nohospodarstve pre biocidne vlastnosti a nachadzaji
uplatnenie aj pri vyrobe plastov (zlepSuju stabilitu PVC
pred posobenim tepla a svetla)'.

3.4. Extrakcia nadkritickymi kvapalinami

Pri extrakcii nadkritickymi kvapalinami (angl. super-
critical fluid extraction, SFE) sa rastlinny material vklada
do extrakénej nadoby vybavenej regulatorom tepla, vstup-
nym a vystupnym tlakovym ventilom. Tlak v extrakénej
nadobe je udrziavany pomocou kvapalinového Cerpadla.
Kvapalina sa spolu s rozpustenymi zlu¢eninami presiva
do separatora, kde sa zniZuje jej rozpustacia schopnost
znizenim tlaku, alebo zvySenim teploty. Produkt sa odobe-
ra pomocou ventilu, ktory je umiestneny v dolnej Casti
separdtora. Kvapalina je dalej recyklovand a vracia sa
do obehu'*'®. Specifikom SFE je pouzivanie rozpuitadiel
v nadkritickom stave, kedy su teplota a tlak rozptstadla
zvySené nad kritické hodnoty. Na extrakciu nepolarnych
zli¢enin sa najcastejSie vyuziva kvapalny oxid uhlic¢ity
a na extrakciu polarnych zlucenin je vhodny chlordifludr-
metan (freén 22) pripadne oxid dusny. Nadkritické kvapa-
liny maji vlastnosti kvapalin aj plynov. K ich vyhodam
oproti konven¢ne pouZivanym rozpustadlam patri vysoky
difuzny koeficient, nizka viskozita a povrchové napétie
pripadne jednoduchost’ ovplyvnenia rozpustacej schopnos-
ti zmenou tlaku a/ alebo teploty'” . Vyrazné zlep3enie roz-
pustnosti polarnych zlacenin mozno docielit’ pridanim
kosolventu napr. metanolu, etanolu alebo acetonitrilu'®.
Svojmu vyuzitiu vd’a¢i SFE hlavne relativne nizkej cene
a obmedzeniam tykajucich sa ostatnych organickych roz-
pustadiel. SFE sa pouziva na dekofeinizaciu kavy a Caju,
pri extrakcii chmel'u, ale aj na odstranenie pesticidov
zo zendenu’. Této technika bola tieZ pouZitd na extrakciu
silic, terpenickych prchavych latok, z borievky Cerveno-
plodej (Juniperus oxycedrus L. z &elade Cupressaceae)'’
alebo flavonoidu — naringinu z grapefruitu (Citrus paradisi
Macf. z &elade Rutaceaea)'®, ktory ma schopnost’ inhibo-
vat rast nddorov a okrem antiflogistickych ucinkov dispo-
nuje aj schopnostou znizovat’ poskodenie pokozky pri jej
vystaveni UVB Ziareniu'®. Dalsie priklady vyuzitia SFE st
uvedené v tab. II (modifikované podl'a cit.?).

3.5. Tlakom urychlena kvapalinova extrakcia

Limity na mnohé nadkritické rozpstadla pouzivané
pri SFE viedli k vyvoju tlakom urychlenej kvapalinove;j
extrakcii (z angl. pressurized liquid extraction, PLE), ktora
prebieha pri vysokej teplote s pouzitim klasickych organic-
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Tabulka II

Referat

Priklady SFE pri extrakcii rastlinnych latok (modifikované podra cit.?’)

Lieciva latka

Rastlina (¢el'ad’)

Extrakéné podmienky a poznamka

Taxany Tis obycCajny — ihlicie CO, s metanolom; 50 °C; 40,5 MPa; 100 min.
(Taxol) Taxus baccata L. Vytaznost je porovnatelna s LCS.
(Taxaceae)
Prchavé latky Evodia rutoploda — plody CO,; 20 MPa ; 50 °C; 40 min. Dobra vytaznost' pre
Evodia rutaecarpa Benth. vysokomolekularne oxygenované zlozky.
(Rutaceae)
Diosgenin Smldinec nipdnsky — hl'uzy COy; 21,5 MPa; 44 °C; 70 min vedie k najvysSiemu
Dioscorea nipponica Makino vytazku.
(Dioscoreaceae)
Taxol, Tis japonsky — ihlicie CO; s etanolom; 40 °C; 30 MPa; metdda prietokovej
Boccatin III Taxus cuspidata Sieb. et Zucc. cely.
(Taxaceae)
Silice Rimbaba obycajna — kvety CO,; 450 °C; 25 MPa; cas neuvedeny. Na rozliSenie
Tanacetum parthenium L. zloziek jednotlivych rastlin je mozné vyuzit
(Asteraceae) chromatogram.
Vrati¢ obycCajny — kvety
Tanacetum vulgare L.
(Asteraceae)
Rumancek kamilkovy — kvety
Matricaria recutita L.
(Asteraceae)
Oxindolové alkaloidy Macaci pazar — koren CO, samostatne, ale aj s metanolom; 60 °C;
Uncaria tormentosa Willd. 25,5-45,5 MPa; 60 min. Pre maximalnu vytaznost je
(Rubiaceae) mozné pre d’alSiu extrakciu (4 hodiny) pouzit’ Cisty CO,.
Flavokawainy Piepor opojny — koreii CO, samostatne, ale aj s metanolom; 60 °C; 25,5 MPa;

Piper methysticum Forst.
(Piperaceae)

30-60 min.

TanSinén IT A

Salvia &ervenokorenna — koreti,
podzemok

Salvia miltiorrhiza Bge.
(Lamiaceae)

CO,; 60 °C; 15 MPa; 30 min; na rozliSenie jednotlivych
druhov je mozné vyuzit’ GC.

Flavanony a Xantony

Maklura oranzova — koren, kora
Maclura pomifera Raf. (Moraceae)

CO, samostatne a s etanolom; 40—100 °C; 40,5 MPa;
45 min; prisada metanolu k CO, zvySuje vytaznost.

Flavonoidy

Sisiak bajkalsky — korefi
Scutellaria baicalensis Georgi.
(Lamiaceae)

CO, s metanolom a vodou (20:2,1:0,9); 50 °C; 20 MPa;
(¢as neuvedeny).

kych rozptstadiel. Pevna alebo polotuha vzorka sa pri nej

umiestiiuje do uzavretej extrakénej komory, ktora je napl-
nenda rozpustadlom a zahriata v piecke na 50-200 °C.
Ohrievanie spdsobuje expanziu rozpustadla a tym aj zvy-
Senie tlaku v komore. Ventil komory sa v pulzoch automa-
ticky otvara a zatvara. Rozpustadlo, ktoré cez neho unik-
ne, je zhromazd’'ované v ampulke. Faza statickej extrakcie
trva 5—10 min a pokracuje pumpovanim cerstvého rozpts-
tadla za ¢elom preplachnutia vzorky a hadiciek. Rozpuas-
tadlo pritomné v systéme sa neskor vytlaci stlacenym ply-
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nom, najcastejSie  dusikom, azhromazdi taktiez
v ampulke”'. Metoda PLE je vhodna na rychlu a opakova-
telnt extrakciu velkého mnozstva vzoriek. Extrakéna vy-
taznost' je vysSia prip. porovnatelna s tradicnymi techni-
kami. Vyznacuje sa ¢asovou nenaro¢nostou a nizkou spot-
rebou rozptstadiel, no existuje tu riziko degradacie termo-
labilnych zloziek v dosledku vysokych pracovnych
teplétlo. Pomocou PLE sa extrahovali saponiny zo semien
pagastanu konského (desculus hippocastanum L. z Cel'ade
Sapindaceae). Extrakty pagaStanu sa Casto indikuju
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pri chronickych venéznych ochoreniach®. Metéda PLE
modze byt pouzitd na extrakciu xantéonov a flavandnov
zkory maklury oranzovej (Maclura pomifera Raf.
z &elade Moraceae)™, ktoré v sebe skryvaju antiflogistic-
ké, analgetické, antibakteridlne a antioxidacné ﬁéinky24.
Pomerne dobrii vytaznost' zaznamenala metodika PLE
pri extrakcii zndmeho lokalneho anestetika — kokainu,
z listov kokainovnika pravého (Erythroxylum coca Lam.
z &elade Erythroxylaceae)™.

3.6. Mikrovlnna extrakcia

Vyssia ucinnost’ mikrovlnnej extrakcie (angl. micro-
wave assisted extraction, MAE) je spdsobena ohrevom
rozpuitadla uginkom mikrovin s frekvenciou od 0,3
do 300 GHz (v praxi sa najCastejSie pouziva frekvencia
2,45 GHz)"". Na absorpciu mikrovinného Ziarenia je po-
trebna pritomnost’ polarnej latky, ktorou je okrem rozpts-
tadla aj vlhkost (voda) prirodzene obsiahnutd v droge.
Kratky extrakény Cas a velka vytaznost’ s zapriCinené
rovnakym smerom pdsobenia teplotného a koncentracného
gradientu. Pri klasickych extrakciach totiz koncentracny
gradient smeruje z extrahovaného materidlu smerom
do rozptstadla, ale teplotny gradient smeruje od zdroja
tepla cez rozptstadlo do vniitra substratu®®. Komeréne st
dostupné mikrovinné extraktory pracujice s otvorenym
systémom. Extrakcia sa v nich uskutocCniuje
pri atmosférickom tlaku s rozpu§tadlami o nizkej hodnote
dielektrickej konStanty. Pri tejto metdde nevznikd vel'mi
vysoké teplota, a preto je vhodna aj na extrakciu niekto-
rych termolabilnych latok. V otvorenom systéme je napr.
mozné zo semien lupiny menlivej (Lupinus mutabilis Swe-
et z Celade Fabaceae) extrahovat’ chinolizidinovy alkaloid
spartein®’, ktory disponuje antiarytmickym a potencialne aj
spazmolytickym u&inkom?. Daliim prikladom je izolacia
fenolického derivatu gossypolu z bavlnikovych semien
(r. Gossypium z &elade Malvaceae)™, u ktorého boli pozo-
rované antivirotické a antitumorézne Géinky>’.

Extraktory pracujice s uzavretym systémom majl
kontrolovanu teplotu a tlak. Prednostne sa u nich pouziva-
ju rozpustadla s vysokou hodnotou dielektrickej konstan-
ty. Droga je teda vystavend poOsobeniu vysokej teploty
a tlaku podobne ako v PLE"’.

Uzavrety systém bol pouzity pri extrakcii karotenoi-
dov z mletej papriky (Capsicum annuum L. z ¢elade Solana-
ceae)’!. Takto ziskané karotenoidy (B-karotén, o-karotén,
B-kryptoxantin) moézu slazit ako zdroje vitaminu A
a makularnych pigmentov (lutein, zeaxantin) potrebnych
pre spravnu funkciu oka®.

3.7. Mikroextrakcia tuhou fazou

Mikroextrakcia tuhou fazou (angl. solid phase micro-
extraction, SPME) patri medzi periodické metody vyuziva-
juce pasivnu difiziu. Kremenné vldkno pokryté vrstvou
sorpéného materialu, ktory predstavuje stacionarnu fazu, je
vlozené do kvapalnej alebo plynnej vzorky pripadne prie-
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storu nad vzorkou. Obsahové latky sa nasledne rozdel'uju
medzi vzorku a tuht fizu az do vzniku rovnovéhy. Vyta-
zok SPME je uréeny rozdel'ovacim koeficientom vlakna
a vzoriek. SPME prebieha bez pouzitia rozpistadla, ¢im
zabezpeCuje vySSiu senzitivitu, nakolko nedochadza
k riedeniu obsahovych latok rozpustadlom®. Pomocou
SPME boli stspechom izolované prchavé zlozky
(prevazne terpény) rozli¢nych rastlin z oblasti Auvergne
vo Franctizsku™.

3.8. Extrakcia sorpénymi mieSadielkami

Medzi periodické metody patri aj extrakcia sorpénymi
mieSadielkami (angl. stir bar sorptive extraction, SBSE).
Miesadla pokryté polymérom (najéastejSie polydimetylsi-
loxan) st umiestnené¢ do kvapalnej vzorky a obsahové
latky sa nasledne prerozdel'ujii medzi fazy>. Sorpcia mbze
prebiehat’ aj v priestore nad vzorkou, kedy je do vzorky
umiestnené miesadlo a do priestoru nad vzorkou vlakno
pokryté adsorpénym polymérom. Tento postup sa aplikuje
najmid na stanovovanie prchavych latok. V porovnani
so SPME vyuziva SBSE vi¢si objem faz, ¢o ma
za nasledok vysSiu vytaznost’ procesu. SBSE bola vyuzita
pri extrakcii latok zodpovednych za vonu rozliénych rast-
lin. Touto metdodou sa zhrozna pomerne l'ahko izoluju
oxidagné produkty citronellolu®. Tie vd’aka véni pripomi-
najlicej ruze predstavujl zaujimavi surovinu pre
parfumériu’’.

3.9. Disperzia matrice na tuhej faze

Disperzia matrice na tuhej faze (angl. matrix solid
phase dispersion, MSPD) je patentovany proces na rozdro-
bovanie a extrakciu pevnych, polotuhych a viskéznych
vzoriek®®. Pri tejto technolégii sa latka mechanicky roztie-
ra s pevnym, abrazivnym sorbentom, ¢o vedie k poruseniu
bunkovych membran rastlinného materidlu a uvolneniu
extrahovanych latok, ktoré sa ¢iastone rozpustia a nasled-
ne adsorbuju na povrch sorbentu, ¢o nazyvame extrakcia
tuhou fazou (SPE). Obsahové latky sa zo sorbentu eluuju
vhodnym rozpustadlom. Vytaznost MSPD zavisi od typu
a mnozstva pevného nosi¢a, mnozstva vzorky, eluotropic-
kej sily a mnozstva rozpustadla. Ako nosi¢ sa Casto pouzi-
vaju modifikované silikagély, najméd s naviazanym oktade-
cylovym retazcom’. MSPD je rychla, jednoducha, flexibil-
na anamnozstvo rozpustadla nenaro¢na metdda, ktora
vSak na druhej strane vyzaduje manualne zmieSanie drogy
apevného nosi¢a v maziari a prave preto nie je plne
automatizovana®. Je mozné ju uplatnit’ pri extrakcii xanto-
nov a flavanonov z korena maklury oranzovej (Maclura
pomifera Raf. z &elade Moraceae) s miernou anti-HIV
aktivitou® ako aj na formulaciu modernych vyzivovych
doplnkov s antioxidaénym w&inkom na baze chlorofylu®'.
Pri jeho extrakcii sa rovnako ako v pripade inych polar-
nych rastlinnych latok vyuzivaju polarne nosice, napr.
Florisil® alebo oxid hlinity™.
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3.10. Extrakcia kvapalinou doplnend o extrakciu
tuhou fazou

Tato metoda bola primarne publikovana ako metoda
pre extrakciu pesticidov z ovocia a zeleniny®. V skutog-
nosti ide o proces, ktory zahina niekol’ko faz upravy vzor-
ky zaloZenych na mikroextrakcii organickym rozpustad-
lom (acetonitril) s naslednym precistenim pomocou dis-
perznej SPE. Oznacuje sa tiez ako rychla, l'ahkd, lacna,
robustna, efektivna a bezpe¢na extrakcia (angl. quick, ea-
sy, cheap, rugged, effective, and safe, QUEChERS). Vzor-
ka sa pretrepava srozpuStadlom a na odstranenie vody
z organickej frakcie slizi bezvody siran hore¢naty. Prida-
vok primarneho a sekundarneho aminu zabezpecuje odde-
lenie polarnych rastlinnych zloZiek (organické kyseliny,
cukry). Na odstranenie sterolov a pigmentov mozno pouzit
grafitovany uhlik*. Nevyhodou metody je nemoznost’ auto-
matizacie, no vdaka svojej jednoduchosti a rychlosti sa
po doplneni o0 GC-MS alebo LC-MS analyzu ¢asto vyuzi-
va na stanovenie rezidui roznych chemickych latok v jedle
C¢irastlinnych produktoch. Metéda QuEChERS je casto
sucastou detekcie pesticidov a herbicidov (organofosfaty,
organochloridy a triaziny) v olivach a olivovom oleji*.

4. Budice trendy extrakénych metod

Environmentalne ¢i ekonomické faktory ostanu aj
nad’alej dolezitym aspektom v problematike extrakénych
procesov. Coraz &astejsie sa na ukor konvenénych organic-
kych rozpustadiel uplatiujt GRAS rozpustadla (z angl.
generally recognized as safe — vSeobecne povazované za
bezpeéné), ku ktorym patri nadkriticky oxid uhlicity, voda
alebo polyetylénglykol®’. Preferuju sa techniky s nizkou
spotrebou energie (napr. MAE) a Coraz viac sa pouzivaju
nové pomocné technické latky zvysujiice vytaznost®. Jed-
na sa predovSetkym o enzymy, ktoré s priextrakcii
schopné rozrusit’ bunkové steny a membrany spracované-
ho materialu. Napriklad enzymatickym oSetrenim karda-
moénovych semien (Elettaria cardamomum Maton.
z Celade Zingiberaceae) je mozné ziskat' vyS$8i obsah
silic*®. Blizka buducnost’ pravdepodobne zmeni aj charak-
ter extrahovaného materialu, ktory uz aj dnes stale Castej-
Sie tvoria bunkové kultary toho rastlinného organu, kde su
obsahové latky zastiipené najviac®’.

Zoznam skratiek

MAE mikrovlnna extrakcia (microwave assisted
extraction)

MSPD disperzia matrice na tuhej fdze (matrix
solid phase dispersion)

PLE tlakom urychlend kvapalinové extrakcia
(pressurized liquid extraction)

QuEChERS  extrakcia kvapalinou doplnend o extrakciu

tuhou fazou; rychla, ahka, lacna, robustna,
efektivna a bezpecna extrakcia (quick,
easy, cheap, effective, rugged, and safe),
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SBSE extrakcia sorpnymi mieSadielkami
(stir bar sorptive extraction)

SFE extrakcia nadkritickymi kvapalinami
(supercritical fluid extraction)

SPE extrakcia tuhou fazou (solid phase
extraction)

SPME mikroextrakcia tuhou fazou (solid phase
microextraction)

UAE ultrazvukom urychlena extrakcia
(ultrasound assisted extraction)
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Extract as a Modern Dosage Form for Natural Drugs

Plant extracts still constitute a part of commonly used
dosage forms, but they can also be understood as raw ma-
terials for pharmaceutical industry. The production of ex-
tracts is based on the periodic, continuous and semi-
continuous methods, which can also be classified as con-
ventional extraction methods (maceration, percolation,
infusion, decoction, distillation, Soxhlet extraction, ultra-
sound assisted extraction and headspace extraction) or
modern extraction methods (supercritical fluid extraction,
pressurized liquid extraction, microwave assisted extrac-
tion, solid phase micro extraction, stir bar sorptive extrac-
tion, matrix solid phase dispersion, quick easy cheap rug-
ged effective and safe extraction). The extraction-method
efficiency depends on the characteristics of the extracted
material (e.g. particle size, ballast materials, thickness of
the cell wall), physical factors (e.g. temperature, pressure,
microwave, ultrasound), the extraction time, mixing (it
influences the concentration gradient), solvent type and the
presence of cosolvent. For environmental reasons, it is
suitable to produce the extracts by using certain gases in
supercritical conditions as solvents (e.g. carbon dioxide,
nitrogen) or other generally recognized as safe solvents
(e.g. water, propylene glycol) that provide a high yield at
a correct methodology.
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Uvod

Psenica (Triticum aestivum L.) je jednou z najrozsire-
nejSich rastlin, ktord tvori vyznamna cast potravy
v mnohych krajinach'. Jednotlivé odrody psenice sa od
seba liSia agrotechnickymi vlastnost'ami (hektarovy vynos,
odolnost’ voc¢i Skodcom a chorobam), ale aj kvalitou zrna
a jeho vhodnostou na mletie a peGenie?.

PSenica Lubica je prvym slovenskym krizencom pSe-
nice letnej formy ozimnej a pSenice Spaldovej. Tato odroda
si zachovava kvalitu $paldovej pSenice a zarovenl dosahuje
vysoké arody zrna, ktoré netreba odplevovat™.

PSeni¢né otruby, vedl'ajsi produkt ziskany pri spraco-
vani pSenice na muku, predstavuju okolo 14,5 % z celko-
vej hmotnosti zrna®. Tvoria vonkajsiu vrstvu cerealnych
zin a obsahuji nucelarnu epidermu, obal zrna, perikarp
a aleurénovi vrstvu’.

Otruby st najznamejS§im zdrojom nerozpustnej
vlakniny® a do istej miery obsahujii aj vo vode rozpustnii
vlékninu, ¢o predstavuje hrubt vldkninu (10 %), pentdza-
ny (26,5 %), celulozu (21,4 %), skrob (7,51 %), celkové
sacharidy (5,04 %), sacharézu (2,98 %) a redukujuce sa-
charidy (4,42 %)’. Epidemiologicky je dokazané, 7e denna
spotreba cerealnych vyrobkov obohatenych o pSenicné
otruby znizuje riziko chor6b ako je obezita, kardiovasku-
larne ochorenia a rakovina hrubého ¢reva. Z tohto dévodu
je inkorporacia otrib do ceredlnych vyrobkov zaujimavy
a lacny spdsob zvysenia ich nutri¢nej hodnoty'.

Vyuzitie pSenicnych otrub v cerealnych vyrobkoch
ma vsak niekol’ko technologickych nevyhod. V porovnani
s vyrobkami z pSeni¢nej muky sa pridanim otrub zhorsuje
kvalita kone¢nych produktov, ako je napriklad zniZenie
objemu vyrobku, zmeny v textare a celkovom vzhlade
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produktu’®. Negativny uéinok pridavku otrib zavisi od
odrody pSenice, velkosti Castic danych otriib a od metody
ich predchadzajucej upravy’.

Ciel'om prace bolo vykonat’ analyzu chemického zlo-
zenia pSeni¢nych, polospaldovych a Spaldovych otrib,
sledovat’ vplyv pridavku (5, 10 a 15 %) roznych otrub na
kvalitativne parametre pekarskych vyrobkov. Sucast'ou
prace bolo aj senzorické hodnotenie pekarskych vyrobkov.

Experimentilna ¢ast’
Material

Pseni¢na muka hladka, pSeni¢né otruby (PO) (PRO-
BIO, s.r.0., Staré Mesto, Ceska republika), $paldové otru-
by (SO) (PRO-BIO, s.r.0., Staré Mesto, Ceska republika)
a d’al$ie ingrediencie boli zakipené v lokalnej maloob-
chodnej sieti. Vzorka otrub z novo vyslachtenej odrody
pSenice Lubica (LO) (krizenec Triticum aestivum x Triti-
cum spelta), bola ziskana z Vyskumného ustavu rastlinnej
vyroby, Piestany, Slovenskd republika a Vyskumno-
Slachtitel'skej stanice Vigl'a§ Pstrusa, Slovenska republika.

Chemicka analyza

Vo vzorkéch otrib a v hladkej muke bol podl'a metod
AACC 2000 (cit.'"’) stanoveny obsah vlhkosti (metoda
44-19.01)"°, popola (metoda 08-01.01)'°, tuku (metoda
30-25.01)"°, bielkovin (metoda 46-13.01)'°. Obsah skrobu
bol stanoveny metodou podla Ewersa polarimetricky''.
Obsah celkovej potravinovej vlakniny (TDF) bol stanove-
ny enzymaticko-gravimetrickou metodou'>.

Farinografické stanovenie

Reologické parametre psSeni¢ného cesta (farino-
graficka véznost, stabilita cesta, ¢as vyvinu cesta, stupen
mechanickej odolnosti) boli stanovené pomocou farinogra-
fu Brabender (Duisburg, Nemecko) podl'a normy ISO
5530-1:2013 (cit.").

Priprava bezného peciva

Bezné pecivo bolo pripravené podl'a zakladnej recep-
tary Kohajdova a Karovicova'’, kde sa ast’ muky nahra-
dzala pSeni¢nymi otrubami vo vyske 0, 5, 10 a 15 %.
Kvalitativne parametre bezného peciva

Dve hodiny po peceni sa stanovili fyzikalne paramet-
re petiva: objem", merny objem, straty pecenim
a klenutost".

Senzorické hodnotenie

Pri senzorickom hodnoteni jednotlivych znakov (tvar
vyrobku, farba, hrabka/tvrdost, vona a chut’ korky; vona,
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pruznost’, farba, chut, lepivost’ striedky) bola pouzita
9-bodova hedonicka stupnica'’. Pri hodnoteni celkovej
prijatelnosti vyrobku bola pouzitda 100 mm usecka s ozna-
enim hraniénych bodov (0 a 100 %)'®.

Statistické vyhodnotenie

Vysledky analyz st vyjadrené ako priemer z troch
merani + smerodajni odchylka. Statistické vyhodnotenie
bolo vykonané v programe MS Excel, prostrednictvom
jednofaktorovej analyzy rozptylu a t-testu pri hladine vyz-
namnosti P = 0,05.

Vysledky a diskusia

PSenic¢né otruby nie st Standardizovanym produktom
s definovanou kvalitou a chemickym zlozenim. Zlozenie
komerénych otrab zavisi od mnohych faktorov, vratane
triedy, do ktorej pSenica patri, tvaru a velkosti zrna, hrab-

Tabulka I
Chemické zloZenie pSenicnej muky a otrab

Laboratorni pfistroje a postupy

ky obalovych vrstiev, sposobu mletia a typu vyrobenej
miky'’. Chemické zloZenie jednotlivych druhov otrib
a pSeni¢nej hladkej muky je uvedené v tab. . Najvyssi
obsah bielkovin (17,78 %) mali Spaldové otruby. Obsah
tuku a popola v $paldovych otrubach (6,13 % a 6,97 %)
bol v porovnani s poloSpaldovymi otrubami (3,54 %
a 3,50 %) takmer dvojnasobne vyssi. Z literarnych udajov
vyplyva, Ze pSeni¢né otruby su vyznamnym zdrojom po-
travinovej vlakniny'’. Najvy$iu hodnotu obsahu TDF
obsah TDF mali polospaldové otruby (23,89 %). PSeni¢né
otruby moézu obsahovat' vy$sie mnozstvo Skrobu, kvoli
prichytenému zostatkovému endospermu, alebo nedosta-
toéne odstranenym fragmentom volnému endospermu’.
Vzorka polospaldovych otrub obsahovala zvyskovu frak-
ciu muky z procesu mletia v laboratériu a mala vyssi ob-
sah Skrobu (49,70 %) ako komeréne dostupné vzorky pSe-
ni¢nych (15,69 %) a spaldovych otrab (17,64 %).
Vyznamnym ukazovatelom potencidlneho vyuzitia
muky a tiez kvality konecnych vyrobkov su reologické

Vzorka®  Vlhkost Popol Tuk Bielkoviny TDF Skrob

[70] (%] (%] (%] (%] (7]
HL 9,56 +0,01 0,58 0,02 1,09 + 0,04 11,67 £ 0,02 1,95+0,07 82,20 + 0,61
LO 11,45 + 0,04 3,50 + 0,09 3,54 +0,03 14,18 £ 0,38 23,89 + 0,05 49,70 £ 2,31
PO 10,84 + 0,03 5,94 £0,03 5,02 +£0,05 15,49 + 0,11 45,44 £ 0,16 15,69 + 0,75
SO 10,85 + 0,07 6,97 0,02 6,13 +0,04 17,78 £ 0,10 35,09 0,70 17,64 + 0,26

“HL — hladka mitka, LO — otruby z polodpaldovej pienice, PO — pseni¢né otruby, SO —$paldové otruby, TDF — celkové

potravinova vldknina

Tabul’ka IT
Farinografické parametre pSeni¢ného cesta s pridavkom otrab

Vzorka ? Viznost Cas vyvinu cesta [min]  Stabilita cesta Index mechanickej
[%] [min] odolnosti [BJ] °
KV 5427+0.18 3.00+0.02 16.15+0.25 25.03£1.04
PO 5% 56.39 +£0.25 440+0.11%* 8.68 £ 0.08* 30.25+1.50
10% 60.31 £0.18% 531+0.17% 737+0.11% 38.08+1.23
15% 63.25 £ 0.34% 582+0.11* 7.02 +£0.05* 49.21 £0.13*
LO 5% 58.67+0.45 4.01 £0.06* 9.15+£0.11* 42.29 +1.58%
10% 59.93 £ 0.28% 439+0.13*% 8.72 £ 0.08* 55.13 £2.05%
15% 62.31 £0.52* 527 +0.08* 7.18 £0.14* 58.89 + 1.20*
SO 5% 59.75+0.25 411+0.11* 11.18 £0.13* 29.96 +0.75
10% 61.17 £0.16* 5.21£0.14* 7.48 £0.23* 46.18 £ 1.06*
15% 63.55+0.13* 5.62 +£0.08* 6.34+0.11* 52.36 +1.08*

“KV — kontrolna vzorka, LO — otruby z polo$paldovej psenice, PO — pieniéné otruby, SO — §paldové otruby, " BJ — braben-

derove jednotky; hodnoty * v indexe su Statisticky vyznamné rozdiely pri P = 0,05
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vlastnosti cesta'®. Reologické parametre pSeniéného cesta s
pridavkom r6znych druhov otriib si uvedené v tab. II.
Zistilo sa, ze pridavok otrib mal za nasledok zvysenie
farinografickej véznosti. NajvysSia hodnota 63,55 % bola
zaznamenana pri 15 % pridavku Spaldovych otriib. Narast
hodnoty viznosti je spdsobeny pritomnostou vécSieho
poc¢tu hydroxylovych skupin v Strukture vlakniny aich
podetnymi interakciami s vodou'’. Nedochadza tak
k spravnemu vytvoreniu lepkovej Struktiry, pretoze arabi-
noxylany pritomné v otrubach pevne viazu vodu, ¢im sa
znizuje mnozstvo vody, ktora je dostupna na tvorbu lepko-
vej Struktary. Onipe a spol.' uvadzaji, Ze pridavok otrib
sposobuje zmeny v stabilite cesta a prediZenie Gasu vyvinu
cesta. Zistilo sa, ze s pridavkom otrab sa hodnoty casu
vyvinu cesta prediZili, pri¢om najvyssie hodnoty pri viet-
kych pridavkoch boli pri pridavku pSeni¢nych otrib
anajnizsie s pridavkom polospaldovych otrib. ZvysSenie
hodnoty ¢asu vyvinu cesta naznacuje, ze vyssi obsah vlak-
niny v zmesi spomal’uje proces hydratacie a vyvinu lepko-
vej struktiry'®. Dalej bolo stanovené, 7e hodnoty stability
cesta sa s rastucim obsahom otriib znizovali. V porovnani
s pSeni¢nym cestom bez pridavku otrab sa stabilita cesta
skratila zo 16,15 min az na 6,34 min po pridavku 15 %
Spaldovych otrab. Aplikacia pSenic¢nych otrib mala za
nasledok aj zvySenie hodnot indexu mechanickej odolnos-
ti. Najvyssie hodnoty tohto parametra boli zaznamenané
pri vSetkych pouZitych pridavkoch polospaldovych otrab.
Vplyv pridavku pseni¢nych otrab na kvalitu cereal-
nych vyrobkov zavisi od typu vyrobku, do ktorého sa pri-
daju, od velkosti ich castic, spdsobu predupravy otrub
a sposobu pripravy dané¢ho vyrobku. Aplikacia vyssich
pridavkov pseni¢nych otriib ma negativny vplyv na kvalitu
konecného produktu19. Kvalitativne parametre peciva obo-
hateného o otruby st uvedené v tab. III. Zistilo sa, ze ob-
jem peciva bol v porovnani s kontrolnou vzorkou

Tabulka III
Kvalitativne parametre peciva s pridavkom otriib

Laboratorni pfistroje a postupy

(330,25 cm’®) vyznamne niz&i pri pridavku 15 % polospal-
notu objemu dosiahlo pecivo s pridavkom 15 % Spaldo-
vych otrib (233,50 cm®). Pokles objemu vyrobkov zazna-
menali aj Gémez a spol.” pri aplikacii extrudovanych aj
neextrudovanych psenicnych otrub do chleba. Tento efekt
je spojeny s nizSou schopnostou cesta vytvorit’ a zadrzat
plyn poas fermentacie’.

Stanovenie strat peCenim vo vyrobku je vel'mi dolezi-
té, pretoze konecny pekarsky produkt musi mat’ definova-
ni hmotnost™’. Straty pecenim v peive s obsahom otriib
boli v rozmedzi 8,97-12,78 %. V dosledku zvySovania
obsahu otrtb sa v pefive straty peenim zniZovali. Najniz-
Sie hodnoty pri vSetkych pridavkoch boli pri pecive
s obsahom polospaldovych otrib, naopak najvyssie hod-
noty boli pri pecive s pridavkom pseni¢nych otrib.

Kohajdova a spol.'' uvadzaju, 7e klenutost’ peliva
pod hodnotou 0,50 je nevyhovujuca. Z vysledkov vyplyva,
ze klenutost’ peciva obohateného o otruby sa pohybovala
v rozmedzi 0,53 az 0,41. Oproti kontrolnej vzorke (0,68)
15 % polospaldovych otrib (0,41) a najvysSiu hodnotu
pecivo s pridavkom 5 % Spaldovych otrub (0,53).

Pridavok jednotlivych druhov otrib vo vyske 5 % mal
v porovnani s kontrolnou vzorkou, ktord obsahovala
2,87 g/100 g vlakniny za nasledok zvySenie obsahu celko-
vej potravinovej vlakniny. Vyrobok obsahujuci aspon 3 g
vlakniny na 100 g moZno oznaéit’ za zdroj vlakniny*'. Tuto
podmienku spiiia pe¢ivo s 5% pridavkom $paldovych
a polospaldovych otrub, ktorych obsah vlakniny bol 4,33
a5,59g /100 g. V pecive s pridavkom pSeni¢nych otriib
bol zisteny najvyssi obsah vlakniny, 6,19 g/100 g, ¢im
bola splnend podmienka minimélneho obsahu 6 g vldkniny
v potravine a toto pe¢ivo mozno oznacit’ ako pecivo s vy-
sokym obsahom vlakniny?'.

Vzorka * Objem Straty pecenim Merny objem Klenutost’ Celkova
[cm’] [%] [em?/100 g] prijatelnost’ [%]
KV 330,25+ 11,09 12,90 + 0,32 383,65+ 11,98 0,68 + 0,02 95,25 + 4,36
LO 5% 318,75+ 4,79 10,31 £ 0,47* 354,30 + 6,67* 0,52+0,01 95,08 +4,51
10% 288,75 £4,79* 9,31 £0,10%* 317,24 + 4,98% 0,44 +£0,01* 92,00 + 4,34%
15% 260,00 + 4,08* 8,92 £0,43* 284,78 + 3,66* 0,41 +£0,01* 86,83 £4,31*
PO 5% 278,75 £ 7,50% 12,78 £ 0,62 318,80 + 7,54%* 0,46 £0,01* 84,17 £ 4,20%
10% 258,75+ 11,09* 11,55 +0,40% 291,35 +11,88* 0,44 £ 0,02* 82,67 +4,08*
15% 257,50 £ 9,57* 10,12 + 0,50* 285,38 £ 13,54* 0,42 +0,02* 81,33 +3,99*
SO 5% 261,00 + 12,81* 10,79 + 0,54* 291,10 + 13,85* 0,53 £0,02%* 81,00 +4,03*
10% 245,00 +5,77* 9,91 +0,49* 271,32 +5,54* 0,48 £0,02* 80,33 + 3,80*
15% 233,50 + 11,36* 8,97 £0,44* 255,19 + 12,74* 0,43 +0,02* 79,50 + 3,67*

“KV — kontrolna vzorka, LO — otruby z polopaldovej pSenice, PO — pséné otruby, SO — §paldové otruby; hodnoty * v

indexe su Statisticky vyznamné rozdiely pri P = 0,05
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Tabul’ka IV
Senzorické hodnotenie peciva

Laboratorni pfistroje a postupy

Vzorka * Vzhlad Farba Vona Farba Pruznost’ Zuvatelnost  Chut
korky striedky

KV 8,68+0,42 8,98+0,32 8,98+0,24 8,90+0,41 8,83+0,32 8,79+0,34 8,91+0,38
LO 5% 8,67+£0,43 8,83+0,39 8,50+0,41* 8,67+0,40* 8,75+0,39* 8,75+0,42 8,83+0,30*
LO 10% 8,17+0,40* 8,67+0,43* 8,25+0,39* 8,67+0,36* 8,58+0,41* 8,33+0,35* 8,75+0,37*
LO 15% 7,58+0,36* 8,17+0,40* 7,92+0,34* 8,25+0,41* 8,33+0,38* 7,67+0,33* 8,08+0,29*
PO 5% 8,08+0,39* 8,33+0,41* 8,25+0,38* 8,25+0,39* 8,25+0,33* 7,954+0,33* 7,92+0,36*
PO 10 % 8,00+0,39* 8,17+0,40* 8,25+0,41* 8,00+0,34* 8,17+0,36* 7,83+0,31* 7,83+0,34*
PO 15 % 7,92+0,33* 7,92+0,36* 8,08+0,40* 7,75+0,33* 8,08+0,37* 7,83+0,38* 7,67+£0,31%
SO 5% 8,17+0,40* 8,08+0,24* 8,00+£0,28* 7,83+0,37* 7,75+0,37* 7,834£0,34* 7,92+0,35*
SO 10 % 7,67+0,26* 7,83+0,30* 8,00+0,39* 7,75+£0,31* 7,67+0,29* 7,67£0,31* 7,58+0,30*
SO 15 % 7,58+0,39* 7,33+0,29* 7,50+0,29* 7,75+0,34* 7,58+0,33* 7,50+0,31* 7,42+0,30%

“KV — kontrolna vzorka, LO — otruby z polodpaldovej psenice, PO — penitné otruby, SO — $paldové otruby; hodnoty *

v indexe st Statisticky vyznamné rozdiely pri P = 0,05

Vysledky senzorického hodnotenia jednotlivych vzo-
riek peciva su uvedené v tab. IV. Farba korky a striedky
peCiva bola s rasticim obsahom otrib v porovnani
s kontrolnou vzorkou tmavsia. Pecivo s pridavkom 5
a 10 % polospaldovych otrab malo prijatelnejsiu farbu
v porovnani s pe¢ivom obohatenym o psenicné a Spaldové
otruby. Vo vSeobecnosti, chut’ peciva s rasticim pridav-
(7,42) malo pecivo s pridavkom 15 % S$paldovych otrub.
Heinié a spol.?? uvadzaju, Ze pSeni¢né otruby dodavaju
vyrobkom horkastu chut, ¢o je spdsobené pritomnostou
fenolovych latok. ZhorSenie chuti peciva mohlo byt
ovplyvnené aj zlozenim obalovych Casti zrna, ktoré obsa-
huju znaénu &ast’ celulozy a ligninu®. Obsah lignocelulo-
zovej vrstvy, vicsie Castice a nerozpustna vldknina mozu
taktiez sposobit’, ze vysledny produkt je tvrd$i a ma nesu-
rodti textaru. Zuvatelnost’ a pruznost’ pediva, v porovnani
s kontrolnou vzorkou, sa so zvySujucim obsahom jednotli-
vych druhov otrib zhorSovala. Pri vyske pridavku 15 %
bolo pecivo tvrdSie a menej pruzné. NajnizSie hodnoty
pruznosti a Zuvatel'nosti pri jednotlivych pridavkoch malo
pecivo s obsahom Spaldovych a najvysSie hodnoty pecivo
s obsahom polospaldovych otrib.

Pri vyhodnoteni celkovej prijatelnosti (tab. I1I) peciva
bolo so zvySujucim sa obsahom otrib zistené postupné
znizovanie bodového ohodnotenia. Vo vSeobecnosti bolo
pre hodnotitelov v porovnani s kontrolnou vzorkou
(95,25 %) najprijatel'nejSie pecivo s pridavkom polospal-
dovych otrib a to pri kazdej vyske pridavku, pricom naj-
vys$iu hodnotu celkovej prijatelnosti malo pecivo s obsa-
siahlo pecivo s obsahom Spaldovych otrib a to pri kazdej
vyske pridavku.
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Zaver

PSeni¢né otruby st vedlaj$im produktom ziskanym
pri mleti pSenice a v cerealnych produktoch predstavuji
lacny zdroj vlakniny. V préci sa sledoval vplyv inkorpora-
cie pSeni¢nych otrab z réznych odrdd psenice na reologic-
ké parametre pSeni¢ného cesta a kvalitativne parametre
peciva. Samostatna Cast’ prace bola venovana senzorické-
mu hodnoteniu peciva. Bolo zistené, Ze s pridavkom roz-
nych druhov otrib doslo k zvySeniu hodndt farinograficke;j
vaznosti, prediieniu Casu vyvinu cesta a tiez k skrateniu
stability cesta. Pridavok otrib mal tiez vyznamny vplyv na
kvalitativne parametre peciva. S rasticim obsahom otrib
sa znizoval objem a Specificky objem peciva. Senzorické
hodnotenie ukézalo, Ze najprijatelnejSie pecivo bolo po
pridavku 5 % polospaldovych otriib. Z literarnych tidajov
vyplyva, Ze negativny vplyv pridavku otrab na kvalitativne
parametre vyrobkov je mozné eliminovat’ pridavkom zlep-
Sujucich latok alebo predupravou pseni¢nych otrub, napr.
fermentaciou, alebo namacanim. Na zédklade nariadenia
Eurépskeho parlamentu a rady (ES) o vyzivovych a zdra-
votnych tvrdeniach o potravinach je mozné konstatovat’,
ze pecivo s 5% pridavkom Spaldovych a polospaldovych
otrub mozu byt povazované za zdroj vlakniny a pecivo
s 5% pridavkom pSeni¢nych otrib za potravinu s vysokym
obsahom vl&kniny.

Tato prdaca bola podporena projektom VEGA .
1/0487/16.
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The aim of this study was to evaluate the chemical
composition of different kinds of wheat bran. Effects of
the addition of the wheat bran to reach the concentration of
5, 10 and 15 % on wheat dough rheology, physical and
sensory parameters of baked rolls were examined. It was
concluded that the wheat bran addition increased water
absorption and mixing tolerance index, prolonged dough
development time and decreased dough stability. It was
observed that addition of the bran significantly reduced
volume and specific volume of baked rolls. The addition
of the bran from crossbreed (Lubica) caused lower baking
loss than that of wheat and spelt bran. Generally, bakery
products containing the bran had lower values of camber-
ing, as compared with the reference rolls. It resulted from
the sensory evaluation that bakery products containing the
wheat bran showed inferior appearance, taste and color
values. It was also shown that baked rolls with the addition
of 5 % wheat bran can be considered as food with high
fiber content.
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1. Uvod

Lipoxygenazy (LOX, linoleat : O, oxidoreduktazy,
EC 1.13.11.12) patria do génovej rodiny dioxygenaz, kto-
ré maja v aktivnom mieste viazany i6n Zeleza. Katalyzuju
priestorovo a polohovo Specificku adiciu molekulového kys-
lika na polynenasytené mastné kyseliny s cis,cis-1,4-penta-
diénovym zoskupenim dvojitych vézieb (ako st kyselina
arachidonova — C20:A4, ®-6; linolova — C18: A2, ®-6;
alebo linolénova — C18: A3, ®-3), a tym premenu cis,cis-
-1,4-pentadiénovej Struktary dvojitych vizieb na prislusné
1,3-cis,trans-5-hydroperoxidové derivaty'. Lipoxygenazy
su kIicovym enzymom lipoxygenazovej cesty. Aktivna
LOX metabolicka cesta vyzaduje uvolfiovanie mastnych
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kyselin z esterov lipidov lokalizovanych v bunkovych
membranach.  Hydrolytické  Stiepenie  fosfolipidov
v membranach katalyzuje cytosolova fosfolipaza A,
(cit.>?).

U cicavcov sa LOX vyskytuju v 4 izoformach, a to 5-,
8-, 12- a 15-LOX tvoriacich hydroxyeikosatetraénové
kyseliny (HETE). 15-LOX moze byt zaradena do podtrie-
dy retikulocytového typu (Typ 1) alebo epidermalneho
typu (Typ 2). Vzhl'adom k tomu, Ze retikulocytovy typ
15-LOX je vel'mi podobny na leukocytarny typ 12-LOX,
tieto enzymy st oznagené ako 12/15-LOX (cit.*).

2. Charakteristika Zivo¢iSnych lipoxygenaz —
Struktirne ¢rty a substratova Specifita

2.1. Substratova Specifita lipoxygenaz

Lipoxygenazy sa zarad’uju medzi lipidy peroxidujuce
enzymy schopné oxygenacie polynenasytenych mastnych
kyselin na zodpovedajice hydroperoxidové derivaty. Su to
dioxygenazy, t.j. katalyzuju adiciu molekulového kyslika
na vol'né mastné kyseliny (MK) alebo esterikované poly-
nenasytené mastné kyseliny obsahujice minimdlne dve
izolované cis-dvojité vizby za formovania prislusnych
hydroperoxidovych derivatov. V bunkiach cicavcov su
substratmi LOX najmd polynenasytené mastné kyseliny
(PNMK) — kyselina linolova (LA, C18:2) a kyselina ara-
chidénova (AA, C20:4)". Obidve slizia ako substraty pre
polohovo $pecifické formy LOX. Vo vSeobecnosti LOX
cicavcov uprednostituju ako substrat vol'ni mastnt kyseli-
nu pred mastnou kyselinou viazanou v esteroch lipidov.
Nakol’ko je koncentracia vol'nych PNMK v bunke nizka,
aktivacia lipoxygenazovej metabolickej cesty vyzaduje
uvolnenie substratu — mastnej kyseliny (MK) z esterov
lipidov lokalizovanych v membrane bunky. Po hydrolytic-
kom $tiepeni membranovych lipidov za katalyzy fosfolipa-
zou A, su uvolnené MK hlavne kyselina arachidénova
(AA), kyselina eikozapentaénova (EPA) a kyselina doko-
sahexaénovd (DHA) oxygenované cyklooxygenazami
(COX) na prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany,
alebo lipoxygenazami (LOX) za vzniku hydroperoxy deri-
vatov PNMK. Podobnu funkciu ma aj cytochrom P-
450 oxygenaza (CYP) pri premene AA na hydroperoxidy®.
Priméarne produkty LOX metabolickej cesty sa nasledne
menia na rozne biologicky aktivne lipidové mediatory, ako
st leukotriény, lipoxiny, hepoxiliny, eoxiny, resolviny,
protektiny a in¢®’ (obr. 1).

LOX moé6Zu oxidovat aj PNMK, ktoré su viazané
v §truktare  fosfolipidov alebo esterov cholesterolu'.
Vzniknutd hydrofilné peroxidové skupina MK mdZze menit’
fyzikéalno-chemické vlastnosti lipidu a oxidované lipidy
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Fosfolipazy
(PLA))

Lipoxygenazy

==

Cyklooxygenazy Cytochrém P450
COX-1, COX-2 5.L0X  12-.LOX  15-LOX
PGG2 5-HETE 12-HPETE 15-HPETE HETE a epoxidy
PGH2 LTA4 12-HETE 15-HETE
. / l \ Lipoxiny
Prostaglandiny LTC4 LTB4 Lipoxi
poxiny LXA4
PGD2, PGE2, PGF2a LTD4 LXA4 LXB4
Prostacyklin LTE4 LXB4
PG12
Tromboxany
TXA2, TXB2

Obr. 1. Metabolické cesty premeny Kyseliny arachidénovej. Kyselina arachidénova po uvolneni z membran uc¢inkom fosfolipazy A,
moéZe byt metabolizovana cyklooxygenazami, lipoxygendzami a cytochrom P-450 oxygenazami®

v lipidovej dvojvrstve biologickej] membrany stracaju
ochrannii Glohu''. LOX je tiez kPaovym enzymom pre
tvorbu prooxidaénych faktorov. Lipoxygendzami katalyzo-
vana tvorba peroxidov lipidov ovplyviuje aj aktivitu re-
doxne zévislej transkripcie a translacie, ¢o vedie k tzv. up-
regulacii alebo down-regulacii expresie génov citlivych na
redoxnii rovnovéhu v bunke'?.

LOX patria medzi ubikvitarne enzymy, rozsirené tak
v rastlinnej, ako i Zzivoc¢isnej riSi. Ich pritomnost’ bola do-
kazana a preskiimana tiez u baktérii, hib, jednobunkovych
rias, a tiez niz§ich tried morskych Zivo&ichov®. LOX nie st
pritomné v genéme kvasiniek (Saccharomyces cerevisiae)
z dovodu nepritomnosti desaturdz potrebnych na syntézu
substratu'’.

Z hladiska lokalizacie na subcelularnej urovni st
lipoxygenazy pritomné najma v cytoplazme
v solubilizovanej forme, ale nachadzajo sa tiez
v cytoplazmatickej membrane, mitochondriach, mikrozo-
moch, matrixe a membrane chloroplastov, vo vakuolach
a lipidovych telieskach'.
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2.2. Struktara lipoxygenaz

Zo struktarneho hladiska je LOX monomérny enzym,
ktory v aktivnom centre obsahuje i6n zeleza v nehémovej
forme. Ked’ze LOX st ¢lenmi multigénovej rodiny, dizka
ich polypeptidového retazca je variabilna. U cicavcov
predstavuje 662—711 aminokyselin (AK) s molekulovou
hmotnostou 75 az 80 kDa. U rastlin je tvoreny 838-923
AK s molekulovou hmotnostou 94 az 104 kDa (cit.").
Aminokyselinové sekvencie rastlinnych a cicavcich lipo-
xygenaz vykazuju signifikantnd homolégiu. Izoenzymy
LOX zo sojovych bobov, LOX-1 a LOX-3, su vo svojich
sekvenciach aminokyselin identické na 72 %, ale zdiel'aji
iba 25% zhodu v sekvencii k akejkol'vek cicavéej 15-LOX.
LOX u cicavcov st o 165-261 AK kratSie ako LOX
rastlin'®"".

Stc¢asné poznanie Struktary LOX je zalozené na roz-
rieSeni kryStalovej Struktary sdjovej lipoxygenazy. Hoci
sojova lipoxygenaza LOX-1 bola krystalizovana uz v roku
1947, az v roku 1993 sa pomocou rontgenovych difraké-
nych metdd detailnejSie odhalila krystalova Struktara izo-
enzymov sojovej lipoxygendzy LOX-1 a LOX-3 izolova-
nych z Glycine max'®. Postupne bolo popisané i priestoro-
vé usporiadanie AK cicavéej 15-LOX (cit.'?), uskuto¢nila
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sa kryStaliz4cia krali¢ej retikulocytovej 15-LOX  a neskor
bola vyriesend jej 3D-§truktura®.

Napriek rozdielnej AK sekvencii, 3D Struktiry rast-
linnych a cicavéich LOX sa vyznacuju vysokou mierou
podobnosti. Vsetky izoformy LOX st zlozené z jediného
polypeptidového retazca tvoriaceho dve hlavné domény.
Rastlinné i cicavéie enzymy maju N-termindlnu doménu
zlozenu z 6smych antiparalelnych p-barelov. U kralicej
15-LOX je zakomponovanych 110 AK, avSak v pripade
sojovej lipoxygenazy je tato doména vyrazne vécsia ako
u kréali¢ieho enzymu'”*".

C-terminalna doména je centrom katalytickych dejov
enzymu, je zlozena z 18 $pirdl preruSenych antiparalelnym
B-barelom, formuje aktivne miesto, kde sa nachadza jeden
atom zeleza. Takmer vo vSetkych lipoxygenazach je
v aktivnom mieste nehémovo viazany i6n Zeleza
s vynimkou hub, u ktorych sa vyskytuje mangan. Helikal-
na doména navySe ohranicuje dve vnutorné dutiny. Prva
z nich ma rarkovity tvar, vykazuje dioxygenazovu aktivitu
a zaroven zabezpecuje kysliku a mastnym kyselindm pri-
stup k atomu Zeleza'.

Centrom C-terminalnej domény st dva velké helixy
obsahujuce histidinové ligandy i6nu Zeleza. Ten je viazany
v oktaedrickej koordina¢nej sfére pozostavajucej z His365,
His540, His544 a molekuly vody vytvarajucej rohy okta-
édrového Stvorca a His360 s C-terminalnym I1e662 tvoria-
cich vertikdlnu os. Sekvencné analyzy odhalili vysoku
konzervovanost’ ligandov s vynimkou jedného histidinu'.
U zivocichov su teda Styri ligandy tvorené aminokyselinou
histidin. Piatym ligandom je atom kyslika resp. molekula
vody pochadzajica z koncovej karboxylovej skupiny izo-
leucinu stabilizovana vodikovou vézbou. Poslednym, Sies-
tym ligandom méze byt serin, asparagin i histidin'"**2*.
Trojrozmerna Struktira kralicej 15-LOX bola stanovena na
zéklade réntgenovej Struktirnej analyzy®. Schématicky
pohl'ad na Struktiiru LOX je zndzorneny na obr. 2.

Obr. 2. Trojrozmera Struktira kralicej 15-LOX s obsahom
nehémového ionu Zeleza v C-katalytickej doméne**>
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2.3. Interakcia substratu v aktivnom mieste
lipoxygenaz

Na zaklade rontgenovej kryStalografickej analyzy je
predpokladana substrat-viaziica dutina ,,vrecusko kralicej
retikulocytovej 15-LOX  definovana nasledovne: ,,dno*
tvoria postranné retazce Phe353, Met419, Ile418 a 11e593;
,»steny* substrat viazucej dutiny tvoria hydrofobne AK
zvySky s vynimkou dvoch polarnych zvyskov — Glu357
a GIn548 — hraniciacich s idbnom Zeleza v aktivhom centre;
,,vchod dutiny vystiela bo¢ny retazec Arg403, ktorému sa
pripisuje interakcia s karboxylovou skupinou substratu>>2.
Predpoklada sa, ze hydrofébne vnitro dutiny spolu s nabi-
tym bo¢nym retazcom argininu na usti dutiny usmernuji
vstup a ulozenie kyseliny arachidénovej v dutine vo vhod-
nej polohe pre 5-, 8-, 12-, alebo 15-oxygenaciu. Podla
sucasnych znalosti sa uplatiiuju tri typy védzbovych inter-
akeii:

a) hydrofébne interakcie metylového konca substratu
s AK zvySkami tvoriacimi dno substrat viaziicej dutiny,

b) m-elektronové interakcie medzi nasobnymi vézbami
substratu a aromatickymi postrannymi retazcami AK
tvoriacich ,,steny dutiny,

¢) ionové interakcie koncovej karboxylovej skupiny

substratu a kladne nabitym AK zvySkom Arg403.

Pre polohovu $pecificitu LOX je dolezitd samotna
hibka dutiny a jej objem. Hibka dutiny je dana trojicou AK
tvoriacich dno dutiny (tzv. koncepcia triad). Mutagénne
zmeny tychto AK na AK s mensimi bocnymi ret'azcami
viedli k zmene 12/15-LOX na 12-LOX a preferencnt tvor-
bu 12-HETE (cit."*?*°) (obr. 3).

3. Nomenklatiira lipoxygenaz

Ked’ze LOX tvoria superrodinu enzymov, systematika
nazvoslovia vychadza z pomenovania produktu ich meta-
bolickej reakcie, resp. z polohy dioxygenacie na uhliku ich
substratu, ktorym je u rastlin LA a AA u cicavcov'™?’.

LOX premiena polynenasytent MK s obsahom 1,4-
-pentadienového systému dvojitych vidzieb na prislusné
hydroperoxidové derivaty. Atmosfericky kyslik sluzi ako
druhy substrat. Na podklade polohovej Specifity dioxyge-
nacie AA rozliSujeme u cicavcov Styri zakladné typy izo-
enzymov lipoxygenaz**>’.

Sumarne mozno LOX klasifikovat” podla polohy
dioxygenacie AA, u zivocichov sa vyskytuje 5-, 8-, 12-
a 15-LOX (cit.*'*?):

a) S-lipoxygenaza (5-LOX, EC 1.13.11.34, arachidonat
5-lipoxygenaza) vnasa molekulu kyslika na poziciu
C-5 retazca AA za vzniku (6F,87,11Z,147)-55-
-hydroperoxyeikoza-6,8,11,14-tetraénovej  kyseliny
(5S-HpETE);

8-lipoxygenaza (8-LOX, EC 1.13.11.40, arachidonat
8-lipoxygenaza) vnasa molekulu kyslika na poziciu
C-8 do retazca AA za vzniku (5Z,9E,11Z,152)-(8S)-
-hydroxyeicosa-5,9,11,15-tetraénovej kyseliny
(8S-HpETE);

b)
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Obr. 3. Interakcia medzi 15-LOX a substratom — Kyselinou arachidénovou (AA). Aktivne miesto LOX je vrecko, ktoré je tvorené
boénymi ret'azcami hydrofobnych aminokyselin (AK). Polyénové mastné kyseliny (MK) st orientované metylovou skupinou k AK
v aktivnom mieste. Nehémovo viazany i6n Zeleza v aktivnom je zndzorneny cervenou farbou. (A) Medzi MK a AK v aktivnom mieste sa
uplatiiuju tri typy vdzbovych sil: (i) hydrofobne interakcie medzi nepolarnymi retazcami MK s postrannymi retazcami hydrofobnych AK
— dvojité Sipky, (ii) i6nové interakcie medzi karboxylovou skupinou MK s Arg, (iii) m-elektronové interakcie aromatickych AK
s dvojitymi vizbami MK. (B) Substrat v aktivnom mieste 12- a 15-LOX enzymov (singularna polohova $pecificita) a substrat v aktivnom

mieste 12/15-LOX s dualnou $pecificitou®*"?

c) 12-lipoxygendza (12-LOX, EC 1.13.11.31, arachido-
nat 12-lipoxygenaza) vnasa molekulu kyslika na pozi-
ciu C-12 do retazca AA za vzniku (5Z,8Z,10E,147)-
-12S-hydroperoxyeikoza-5,8,10,14-tetraénovej kyseli-
ny (12S-HpETE);

15-lipoxygenaza (15-LOX, EC 1.13.11.33, arachido-
nat 15-lipoxygenaza) vnasa molekulu kyslika na pozi-
ciu C-15 do retazca AA za vzniku (5Z,8Z,11Z,13E)-
-15S-hydroperoxyeikoza-5,8,11,13-tetraénovej kyseli-
ny (15S-HpETE).

Alternativnym sposobom klasifikacie je rozdelenie
cicav€ich LOX na zaklade fylogenetickej pribuznosti na
Styri skupiny: 1) 125/15S-LOX (zahfnajtce retikulocytovy
a leukocytarny typ 12- a 15-LOX s dualnou polohovou
$pecificitou); 2) dostickovy typ 125-LOX; 3) 55-LOX a 4)
epidermalny typ LOX (zahina 12R-LOX, 15-LOX-2, 8S-
LOX a typ LOX-3)**.

S prihliadnutim na stereoSpecifitu sa rozliSuju S-,
resp. R-LOX (napr. 125-LOX a 12R-LOX)**"**. Priestorova
Specifita je dana pritomnostou unikatneho AK zvysku na
protilahlej strane voc¢i nehémovo-viazanému atomu Zeleza.
V pripade, Ze substrat viazice miesto je tvorené glycinom,
vznikaju produkty s pravotocivou (R) konfiguraciou. Ak sa
v tomto mieste vyskytuje alanin, je uprednostnend syntéza
produktov s l'avotocivou (S) konfiguraciou. Polohova $pe-
cifita nie je absolutnou vlastnostou enzymu, ale vo velkej
miere zavisi od substratu a jeho Struktary. Vstupom MK

d)
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do aktivneho miesta metylovym koncom (,,.tail-first* orien-
tacia), dochadza k oxygenacii v polohe C-8. Ak MK vstu-
puje do aktivneho miesta enzymu karboxylovym koncom,
s orientaciou ,.end-first”, nastiva oxygenacia v polohe
C-12 (cit."***3%) (obr. 4).

Ludsky genom obsahuje Sest’ funkénych génov LOX
(ALOX5, ALOXI1S5, ALOXI5SB, ALOXI2, ALOXI2B,
ALOXE3), ktoré koduju Sest roznych LOX izoforiem.
S vynimkou ALOXS génu, ktory bol mapovany na chro-
mozome 10, vietky ostatné LOX gény su lokalizované na
chromozoéme 17. Zodpovedajice gény mysi boli detekova-
né na chromozoémoch 6 a 11 (cit.*”).

4. Izoenzymy lipoxygenaz
4.1. 5-Lipoxygenaza (5-LOX)

Cicavcia 5-LOX je najlepsie charakterizovanym izo-
enzymom s molekulovou hmotnost'ou 78 kDa. Je distribu-
ovana najmé v bunkach imunitné¢ho systému, od monocy-
tov, makrofagov, mastocytov, bazofilov, eozinofilov
a neutrofilov*®, cez dendrické a penové bunky aterosklero-
tického tkaniva, az po Zirne bunky a B-lymfocytym. Za
fyziologickych podmienok sa 5-LOX vyskytuje
v inaktivovanej forme s viazanym kationom Zeleza Fe™'.
Konverzia 5-LOX na aktivnu Fe** formu vyzaduje pritom-
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Obr. 4. Tvorba R-, resp. S-enantiomérov v aktivnom mieste 8-LOX alebo 12-LOX. Tvorba R- alebo S-enantiomérov v aktivnom
mieste LOX je ovplyvnena pritomnostou roznych aminokyselin v substrat viazicom vrecku LOX (cit.*®)

nost ATP, Ca®", 5-LOX aktivujliceho proteinu ( FLAP)
a hydroperoxidov. Prave potreba aktivacie a schopnost
asocidcie s jadrovou membrénou odliSuje 5-LOX od ostat-
nych izoenzymov. Napokon sa aktivovana 5-LOX prestiva
z jadra do jadrovej membrany, resp. z cytozolu do cyto-
plazmatickej membrany. Konecnym dosledkom je produk-
cia leukotriénov — prozéapalovo posobiacich lipidovych
mediatorov. Spolo¢ne s 15-LOX v8ak na druhej strane
zabezpeCuje aj syntézu protizapalovo pdsobiacich
lipoxinov™’.

4.2. 8-Lipoxygenaza (8-LOX)

Existencia 8-LOX, ako jedného z LOX izoenzymov,
bola dokdzand v tkanivach potkanov amysi, u ktorych
dochadza k expresii 8S-LOX, za vzniku 8S-HpETE. Pri-
tom l'udsky a hovéddzi homoldg tohto enzymu st schopné
oxygenacie AA len na pozicii C-15, avsak 8-HETE vystu-
puje vo funkcii substratu. 8S-HETE sa Specificky viaze
a aktivuje receptory v bunkovom jadre PPAR-a
(peroxisome proliferator-activated receptor ), nasledne
aktivuje transkripciu a translaciu, vysledkom je stimulacia
diferenciacie keratinocytov*.

39

Hoci indukovatel'nd mySacia 8S-LOX a jej ludsky
homolég, 155-LOX-2, zdiel'ajii 78% zhodu v aminokyseli-
novej sekvencii, ich polohova Specifita je odlisna. Vyskum
bol zamerany na determinanty polohovej $pecifity s pouzi-
tim riadenej mutagenézy. Vymenou tretiny C-terminalnej
domény 8-LOX s odpovedajucou castou 15-LOX-2 sa
ziska chimericky enzym s vyhradne 15S-lipoxygenazou
aktivitou*'.

4.3. 12-Lipoxygenaza (12-LOX)

V sucasnosti pozname tri typy 12-lipoxygenaz, ktoré
sa diferencuju na zaklade substratovej Specifickosti, odlis-
nej imunologickej a biochemickej odpovede a podla vy-
skytu v v ur€itom type tkaniva. Prvé dva typy boli izolova-
né z humannych buniek, ide o epidermalnu a trombocyto-
va 12-LOX. Pritomnost’ leukocytovej 12-LOX bola ziste-
na u odipanych*’.

Narast aktivity 12-lipoxygenaz je spajany najméi
s vyskytom imunodeficientnych porich a malignych na-
dorov, predovietkym rakovinou prsnika®. Samotna
12-LOX a produkty jej metabolickej premeny 12(S)-HETE
vedl k zvySeniu tvorby vaskularneho endotelidlneho rasto-
vého faktora (VEGF) v matrixe nadoru’®.
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4.4. 15-Lipoxygenéza (15-LOX)

Izoenzymy 15-LOX sa vyskytujii v dvoch forméch,
15-LOX-1 a 15-LOX-2. 15-LOX-1 katalyzuje premenu
LA na nestabilntl racemick(l zmes 13-hydroperoxy-9Z,11E-
-oktadekadiénovej kyseliny (13-HpODE).  Substratom
15-LOX-2 je AA akoneénym produktom oxygenacie je
15-hydroperoxyeikosatetraénova kyselina (15-HpETE)* .

15-LOX bola popisand v krali¢ich retikulocytoch a je
schopna oxidovat’ aj fosfolipidy biologickych membran'®.
Tento enzym bol purifikovany do homogenity z krali¢ich
retikulocytov a biochemicky charakterizovany™. Neskor
bol podobny enzym izolovany z Pudskych eozinofilov*®.
Porovnanie kinetickych parametrov viedlo k zaveru, ze
tento enzym, resp. ALOX15 gén je l'udsky ortolog kralicej
15-LOX. 15-LOX retikulocytov u inych druhov cicavcov
nebola popisand. Avsak u mysi, oSipanych a potkana bol
identifikovany leukocytovy typ 12-LOX, atento je pova-
zovany za funkény ekvivalent retikulocytového typu
15-LOX u tychto druhov*. Retikulocytové Fudské a krali-
¢ie 15-LOX zdiel'aju vysoky stupeti fylogenetickej pribuz-
nosti s leukocytovym typom 12-LOX z prasat’a, potkanov
a my3i*’. Medzi leukocytovym typom 12-LOX a d’alsimi
12-LOX izoformami je vSak iba nizky stupefl zhodnosti
sekvencie. Cudska retikulocytova 15-LOX a mysia leuko-
cytovd 12-LOX zdiel'aji podobné mechanizmy regulécie
cytokinov a expresiu génu. V P'udskom gendome neexistuje
ziadny samostatny gén kodujuici leukocytovy typ 12-LOX
a umysi nie je ani ziadny dokaz o géne pre 15-LOX reti-
kulocytového typu. Avsak ukralika st samostatné gény
pre retikulocytovy typ 15-LOX a leukocytovy typ
12-LOX. Vysoky stupeit (> 99 %) zachovania sekvencie
medzi tymito izoformami mdze pochadzat z génovej
duplikacie'’. Tieto enzymy boli oznadené 12/15-LOX
a oxygenaciou AA produkuju aktivne metabolity lipidov,
ktorych expresia sa vyskytuje v mnohych chorobnych
stavoch™®®.

4.5. 12/15-Lipoxygenaza (12/15-LOX)

Ortology ALOX15 sa vyskytujii u vacsSiny cicavcov
amozeme ich klasifikovat’ na zaklade polohovo Specific-
kej oxygenacie AA na 12- a 15-LOX (cit."?). 12-LOX ka-
talyzuje vznik 12-HpETE produktov a je typické pre mysi,
osipané a dobytok. U ¢loveka, orangutina a Simpanza vSak
prevlada ortolog ALOXI5 formujici 15-HpETE
produkty*®°. Vynimkou je kralik, u ktorého je exprimova-
na izoforma 12-LOX sucasne s 15-LOX v zavislosti od
typu tkaniva®. V nedozretych &ervenych krvinkach prevla-
da 15-LOX izoforma, zatial ¢o v monocytoch 12-LOX.
Zaujimavostou je pritomnost’ jediného génu v gendéme
kralika koédujiiceho oba typy LOX izoforiem. Sekvencia
DNA pre krali¢ci enzym katalyzujuci vznik 15-HpETE
naznacuje pritomnost AK zvySkov s priestorovo objem-
nej$im boénym retazcom v aktivnom centre LOX. V polo-
he 353 je to fenylalanin a v polohach 418 a 593 izoleucin.
Ide o pozicie determinujuce polohovll Specifitu LOX
(cit."). Aviak cDNA pre ALOX15 izolovana z monocytov
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kralika obsahuje na pozicii 353 leucin. Protein, ktory bol
exprimovany v E.coli, katalyzoval tvorbu produktov typu
12-HpETE (cit.”").

Koncept tridd opisuje moznost konvertovania
15-LOX, tvoriacej polohovo S$pecifické produkty
15-HpETE na 12-LOX formujucej 12-HpETE produkty
zmenou jedinej aminokyseliny v polynukleotidovom re-
tazci LOX (cit.*®). Ako cielova AK u 15-LOX &loveka
(ktora vedie k zmene polohovej $pecifity LOX) méze byt
izoleucin 418 a metionin 419, fenylalanin 353 alebo izole-
ucin 593 (cit.*”). Vietky cielové AK tvoria dno 3trbiny
aktivneho centra a determinuji hibku, do ktorej substrat
moéze vojst*’. Aplikaciou tejto stratégie Ivanov a spol."
premenili l'udskt 15-LOX na izoformu 12/15-LOX vysky-
tujicu sa u hlodavcov anaopak, 12/15-LOX hlodavcov
mdze byt mutaciou jedinej AK Ciastocne konvertovana na
»ludska®“ 15-LOX. U potkana je vSak tato zmena mozna
len po ovplyvneni cielovych AK mutaciou podla Bor-
ngraber Ia Borngrdber II (cit.*). Cudska 15-LOX-2 tvori
vyluéne 15-HpETE produkty. Mysi ortolog oxygenuje ten
isty typ substratu za vzniku 8-HpETE produktov. Mutacia
dvoch AK nachéadzajtcich sa v kritickych pozicidch umoz-
fuje tento enzym mysSi premenit’ na 15-LOX-2 podobni
Iudskej'>*'. Pekarova a spol. 12/15-LOX potkana expri-
movali v E. coli a linii eukaryotickych buniek N2a. Pripra-
vili 6 typov mutantov typu Borngriber I, Sloane a Bor-
ngréber II, kde sa uskutoCnila zdmena jednej AK. Po sta-
noveni LOX aktivity kontrolného enzymu a mutovanych
enzymov RP-HPLC metddou sa pozorovala zmena aktivi-
ty, polohovej $pecifity a preferencia substratu’,

5. Zaver

Tento prehladny Clanok sa zameriava na objasnenie
Struktary a ulohy lipoxygenaz vo fyziologickych
i patologickych procesoch a naznacuje stratégiu mutagené-
zy génov kdodujucich LOX s cielom ovplyvnit® polohova
$pecifitu tychto enzymov.

Izoenzymové formy LOX su pritomné
v multiplitnych systémoch a orgdnoch T'udského tela, za-
hriiujuc adipocytové, vaskuldrne, imunitné a nervové tka-
niva. V dosledku vyrazne zvysenej expresie izoenzymov
LOX (5-, 8-,12- a 15-LOX) a ich metabolitov v 'udskom
organizme bolo zistené zakomponovanie do réznych zapa-
lovych, nadorovych a kardiovaskularnych ochoreni, diabe-
tes mellitus, ochoreni centralneho a periférneho nervového

systému.
Mnozstvo §tadii v ostatnych rokoch prispieva
k objasneniu  ulohy, ktora  lipoxygendzy hraju

v uvedenych ochoreniach. Vyvoj zvieracich modelov
s cielenymi génovymi mutdciami ukazuje moznosti k lep-
Siemu pochopeniu uloh lipoxygenaz. Hl'adanie selektiv-
nych inhibitorov lipoxygendz a jej izoenzymovych foriem
je aktivna oblast’ skiimania a mdéze byt dolezitym vy-
skumnym néstrojom a sl'ubnym cielom pre liecbu Siroké-
ho spektra 'udskych ochoreni.
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M. ObloZinsky®, and P. Miku3" (“ Department of Cell and
Molecular Biology of Drugs, Faculty of Pharmacy, Come-
nius University, ” Department of Pharmaceutical Analysis
and Nuclear Pharmacy, Faculty of Pharmacy, Comenius
University): Animal Lipoxygenases — Structure, Posi-
tional Specificity of Lipoxygenase Isoenzymes and
Their Importance

Lipoxygenases (LOX) constitute a heterogeneous
family of lipid peroxidizing enzymes which catalyze the
stereospecific insertion of molecular oxygen into polyun-
saturated fatty acids. The primary products of LOX reac-
tion are hydroperoxy fatty acids, which are rapidly reduced
to the corresponding hydroxy derivatives. In mammalian
organisms, there are 4 main LOX isoforms, 5-LOX,
8-LOX, 12-LOX, 15-LOX, constituting hydroperoxides
with positional and stereo specificity. In the subsequent
metabolic processes they provide significant cell signaling
molecules and secondary messengers taking part in the de-
velopment of inflammatory, tumorous and other diseases.

Recent studies clarified the role of lipoxygenases in
various diseases. The study of the structure and the active
site of enzyme, preparation of recombinant forms with the
targeted gene mutations have shown possibilities for better
understanding the lipoxygenase role in various pathologi-
cal processes. Searching for selective inhibitors of LOX
isoenzymes is an active area of investigation. They can
represent an important research tool or become a promis-
ing targeted therapy of a wide range of human diseases.
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1. Uvod

Strukoviny sa délezitou suastou TFudskej stravy'.
Vyznamné Cast’ I'udskej populacie vyuziva strukoviny ako
zakladni potravinu, najmid v kombindacii s obilninami.
Strukoviny sa vyznacuji vysokym mnoZstvom proteinov,
obsahuju sacharidy vo forme Skrobu aj vlakniny, obsah

Tabul’ka I
Potravinové alergény v s6ji a podzemnici olejnej'!

mineralnych latok, vitaminov a fytonutrientov je tiez
vysoky*®.  Pravidelny prijem strukovin  prispieva
k znizeniu hladiny cholesterolu®. Strukoviny vsak obsahu-
ju aj Siroké spektrum antinutri€nych latok s negativnym
Gginkom na T'udské zdravie’. Vysoky prijem neo3etrenych
strukovin je nebezpecny pre I'udi aj zvieratd, dokonca mo-
7e sposobit’ aj smrt®. V dobe, ked’ sa rozne diétne trendy’
teSia obrovskej popularite, je nevyhnutné poukazat na
potencidlne  nebezpecenstvo nesprdvne  upravenych
strukovin®.

2. Antinutri¢né proteiny

V strukovinach sa nachadzaju mnohé proteiny anti-
nutricného charakteru. Niektoré pdsobia ako alergény, iné
inhibuja &innost’ traviacich enzymov. Dalsiu skupinu anti-
nutri¢nych proteinov tvoria lektiny. Do tejto Casti st zara-
dené aj neproteinogénne aminokyseliny.

Alergény strukovin

Proteiny strukovin tvoria vyznamnt skupinu rastlin-
nych alergénov. Obzvlast pozoruhodné su sojové alergény
(tab. I), pretoze potravinarsky priemysel vyuziva soju na
vyrobu mnohych produktov. Zo sdje sa vyraba sdjova mu-
ka, s6jové koncentraty, izolaty sdjovych proteinov, sojové
mlieko, sojovy tvaroh (tofu), koreninové zmesi (s6jova
omacka), texturované produkty zo soéjovych proteinov,
sojovy lecitin, sojovy olej lisovany za studena. Samotné
sojové boby sa vyuzivaju ako pochutka, alebo sa pridavaju
do mnohych vyrobkov. Az 90 % alergickych reakcii
v detskej populacii spdsobuje séja. Sojové proteiny st
Casto zosietované disulfidickymi vdzbami, ktoré sa mozu
Stiepit’ s vyuzitim N-acetylcysteinu. Alergenicita s6jovych
proteinov sa moze znizit' tepelnou denaturaciou alebo en-

Strukovina Alergén Mol. hmotnost’ [kDa] Charakter Stabilita
glycinin 350-360 stredna

. B-konglycinin 156 ) stredna
Séja ) glykoprotein .
2S globulin 18 stredna

trypsin KI 21,5 stredna

. o Arahl 63-66 7S globulin vysoka
Podzemnica olejna , .
Ara h2 17 glykoprotein stredna

*Trypsinovy inhibitor Kunitzovho typu
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zymovou hydrolyzou proteinov’. Pre relativne vysoku
termostabilitu niektorych proteinov je vhodné pri vyrobe
hypoalergénnych hydrolyzatov s6éjovych proteinov kombi-
novat’ tepelny zakrok s enzymovou hydrolyzou'®. Sachari-
dy znizuju alergenicitu sdjovych proteinov pri zahrievani.
Reakéné produkty sojovych proteinov s oxidovanymi li-
pidmi alergenicitu zvySujl, hoci samotny sdjovy olej aler-
gicki reakciu nevyvolava’.

Okrem soje je vyznamnou alergizujliicou strukovinou
podzemnica olejna (tab. I), ktora obsahuje niekol’ko zatial’
iba Giastoéne identifikovanych alergénov''. Tieto alergény
st vel'mi odolné voci tepelnému oSetreniu, preto je pod-
zemnica olejnd pre mnohych alergikov nepozivatelna.

Inhibitory traviacich enzymov

Antinutriény 0¢inok v strukovinach maju aj proteiny,
ktoré posobia ako inhibitory protedz a amylaz. Tieto potra-
vinarsky vyznamné inhibitory maju zvycajne nizSiu mole-
kulov hmotnost’ 5-50 kDa (cit.?).

Inhibitory protedz sa nachadzaji hlavne v semendch
strukovin, ale v menSom mnozstve sa mézu vyskytovat’ aj
v ostatnych castiach rastliny, pricom maju rozdielnu Speci-
fickt aktivitu, termostabilitu a rozdielnu Specificitu ucin-
ku. Inhibitory plnia v rastlinach rozne funkcie. Sluzia zrej-
me ako ochrana cytosolu proti endogénnym protedzam
uvolnenym pri poruseni bunkovych 3truktir'!. V obdobi
klicenia plnia funkciu zasobnych proteinov a podiel’aju sa
aj na ochrane rastlinnych tkaniv pred predatormi
a mikroorganizmami®. Patria tu inhibitory trypsinu, d’al3ie
inhibuju trypsin aj chymotrypsin a niektoré posobia proti
rastlinnym aj mikrobidlnym protedzam (napr. subtilizinu
a papainu). Obsah inhibitorov v rastlindch zavisi od druhu
rastliny, stupfia zrelosti a doby skladovania. Inhibitory
proteaz je kvoli eliminacii ich neziaducich ucinkov
(spomalenie rastu zvierat, poruchy funkcie pankreasu)
nutné inaktivovat’. Inhibitory proteaz st termolabilné,
apreto sa tepelnym posobenim daju  viac-menej
inaktivovat?. Pri tepelnom o3etreni st déleZité parametre
technologického postupu: doba, teplota, tlak a tiez hydrata-
cia. Napriklad inhibitory v sdji sa daju na 87 % inaktivo-
vat’ pdsobenim vodnej pary pri 100 °C po&as 9 min (cit."").
Pri klieni zrelych  sdéjovych  bobov  dochadza
k postupnému zniZeniu aktivity Kunitzovych inhibitorov,
lebo proteolyzou a syntézou de novo vznikaju ich modifi-
kované formy.

Tabulka IT
Obsah inhibitorov protedz v niektorych strukovinach’

Referat

Struktara mnohych inhibitorov proteaz je v su¢asnosti
zndma. RozliSujeme inhibitory Kunitzovho typu s jednym
vizbovym miestom pre trypsin a inhibitory Bowmanovho-
Birkovho typu s dvoma nezévislymi vézbovymi miestami
pre trypsin a chymotrypsin (tab. II)’. Aktivne centrum
inhibitorov trypsinu obsahuje Specifické peptidové vézby
Lys-X alebo Arg-X, kym pre inhibitory chymotrypsinu st
$pecifické vizby Leu-X, Phe-X alebo Tyr-X (cit.'"). Séjo-
vé inhibitory Kunitzovho typu (STI — Soybean Trypsin
Inhibitor) maji molekulovli hmotnost’ 18—-24 kDa. Hlavna
zlozka tychto inhibitorov obsahuje 181 aminokyselinovych
zvyskov a dva disulfidické mostiky. K vézbe s trypsinom
dochéadza na pozicii Arg 63 alle 64. S trypsinom reaguju
v pomere 1:1. Inhibitory Bowmanovho-Birkovho typu
majui hmotnost’ okolo 610 kDa a viac disulfidickych mos-
tikov. St to najbeznejSie inhibitory protedz nielen
v strukovinach, ale aj vinych rastlinich. Maju dvojakt
vizbovu $pecificitu’.

Inhibitory amylaz st relativne termostabilné proteiny,
ktoré sa v crevach odburavaju iba ciastocne (obzvlast
u fazule, hlavne bielej). Semena strukovin v surovom stave
obsahujii inhibitory hydrolazovych enzymov’. V procese
technologickej alebo kuchynskej upravy su inhibitory
viac-menej inaktivované, takze stracaju negativny zdravot-
ny G¢inok. Pri zavddzani novych potravinarskych surovin
alebo technologickych postupov je potrebné inaktivaciu

inhibitorov kontrolovat’™.

Lektiny

Lektiny (predtym nazyvané fytohemaglutininy) su
velkou skupinou neimunitnych proteinov, ktoré dokazu
s vysokou mierou Specificity rozpozndvat’ a viazat’ sachari-
dy volné, aj viazané v glykoproteinoch alebo glykolipi-
doch. Lektiny majii okrem katalytického centra aspon jed-
no d’alSie centrum, ktorym sa proteiny reverzibilne viazu
na $pecifické mono- a oligosacharidy. Zo vSetkych rastlin
sa v strukovinach nachadzaju v najva¢Som mnozZstve
(tab. IIT)’. Ked sa dostant do krvi, viazu sa k erytrocytom
a sposobuju ich aglutinaciu. Lektiny st va¢sinou glykopro-
teiny pozostavajuce z podjednotiek, ktoré pri zmene pH
alebo i6novej sily Tahko disociuji. Obsahuju vysoké
mnozstvo kyseliny asparagovej, kyseliny glutamovej
a hydroxyaminokyselin. Zaroveii majii malo metioninu'’.
Ich toxicita je podmienena hlavne ¢iastonou rezistenciou
na in vivo proteolyzu. Dlhodoba expozicia aj malym

Nazov Soja fazulova

Latinsky nazov Glycine max

Hrach siaty Cicer barani

Pisum sativum Cicer arietinum

BBI®
2-3

Typ inhib.
Obsah, g kg™

KI*®
20

KI

BBI KI BBI
0,05-3 - 2,3

K1 — inhibitor proteaz Kunitzovho typu, ® BBI — inhibitor proteaz Bowmanovho-Birkovho typu
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Tabul’ka I11

Obsah lektinov v niektorych strukovinach’

Referat

Strukovina Latinsky nazov Vyskyt Obsah Tepelna Toxicita v potravine
[gkg] stabilita* surovej spracov.
Podzemnica olejna Arachis hypogaea semena 0,2-2 nestala ano ano
Hrach siaty Pisum sativum semend 0,22 nestala mozna nie
Fazul'a obyc¢ajna Phaseolus vulgaris semena 1-10 stredna ano mozna
Fazul'a mesiacovita Phaseolus lunatus semena 1-10 stredna ano mozna
Fazul'a ostrolista Phaseolus acutifolius semend 1-10 stredna ano mozna
Fazul'a Sarlatova Phaseolus coccineus semena 1-10 stredna ano mozna
Sosovica jedla Lens culinaris semena 0,1-1 nestala ano nie
Soja fazulova Glycine max semena 0,2-2 nizka ano nie
Bob obycajny Vicia faba semena 0,1-1 nestala mozna nie

*Tepelna stabilita lektinov: vysoka — lektin nestraca aktivitu zahrevom pri 80 °C; stredna — pri 70 °C; nizka — pri 60 °C;

nestala — lektin denaturuje pri 60 °C

mnozstvam lektinov moze byt Skodliva. Konzumécia su-
rovej alebo nedostatocne uvarenej fazule spdsobuje napr.
zaludo¢né problémy, zvracanie a hnaCky a u zvierat spo-
maluje rast’.

Neproteinogénne aminokyseliny

V bobovitych strukovinach (podcelad’ Fabeae, Pha-
soleae, Mimosoideae a Caesalpinioideae) sa detegovalo
viac ako 900 réznych neproteinogénnych aminokyselin.
Najznamejsie neproteinogénne aminokyseliny v struko-
vindch st B-N-metylamino-L-alanin a kanavanin. Obsah
neproteinogénnych aminokyselin v strukovinach moze
dosiahnut’ az 10 % hmotnosti suSiny. Vysokym obsahom
tohto antinutricného faktora sa vyznacuju hlavne semena
hrachora vonného (Lathyrus odoratus) a ciceru baranieho
(Cicer arietinum)’.

Neproteinogénne aminokyseliny sliizia pocas kli¢enia
ako zdroj dusika anasledne si remobilizované'®. Mézu
inhibovat’ aminoacyl-tRNA syntetdzy alebo iné stupne

(0]

NH OH
NH,

beta-N-metylamino-L-alanin; BMAA

NH, o]
)% o} ©
HoN N \/ﬁ/lkOH
NH,

kanavanin
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proteosyntézy, napr. tvorbu vizieb medzi kolagénovymi
vlaknami'*. U stavovcov mozu sposobit’ fetalne malforma-
cie, neurotoxické poruchy, halucinacie, vypadavanie vla-
sov, hnacky, paralyzu, cirh6zu pecene, hypoglykémiu ale-
bo srdcova arytmiu'®.

3. Antinutri¢né sacharidy

Okrem hlavnych oligosacharidov (sachardza, rafino-
za, stachydza a verbaskéza) (tab.IV) sa v strukovindch
nachadzaju predovsetkym a-galaktooligosacharidy
(najvyssi oligosacharid je nonasacharid’), tiez cyklitoly
a galaktocyklitoly  (tab. V).  Pankreatické  sacharazy
v tenkom cCreve nie su schopné tieto a-galaktooligo-
sacharidy Stiepit, preto sa do hrubého ¢reva dostavaju
v nezmenenej forme. V hrubom c¢reve st usadené baktérie,
ktoré produkuju a-galaktozidazu a metabolizuju a-galakto-
oligosacharidy za tvorby plynov (oxid uhli¢ity, metan,
vodik ai.). Tento proces vedie pri konzumaécii strukovin
k nafukovaniu — flatulencii, preto sa o-galaktooligo-
sacharidy povazuju za antinutri¢ny faktor'"'>.

Na druhej strane su a-galaktooligosacharidy dolezi-
tym zdrojom uhlika pre populaciu bifidobaktérii hrubého
¢reva. Konzumdcia strukovin teda napomaha selektivnemu
rastu  uzitoCnej  Crevnej  mikroflory  a prispieva

k zachovaniu zdravia>'e.

4. Glykozidy
Saponiny

Z glykozidov su v strukovinach zastipené predovset-
kym saponiny (tab. VI). Saponiny st heteroglykozidy po-
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Tabulka IV

Prehl'ad vyznamnych vyssich oligosacharidov v strukovinach
Trivialny nazov Skrateny zapis Charakter
Maninotridza a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—6)-D-Glcp redukujuci
Rafinéza a-D-Galp-(1—6)-a-D-Glcp-(1<>2)-B-D-Fruf neredukujuci
Stachyoza a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—6)-D-Glcp-(1>2)-B-D-Fruf neredukujuci
Verbaskoza a-D-Galp-(1—6)-[a-D-Galp-(1—6)],-a-D-Glcp-(12)-B-D-Fruf neredukujuci
Ajugbza a-D-Galp-(1—6)-[a-D-Galp-(1—6)];3-a-D-Glcp-(12)-B-D-Fruf neredukujuci

Tabulka V

Obsah vyznamnych cyklitolov a ich galaktozidov v strukovinach [% suiny]’
Strukovina Myo-inozitol D-pinitol Galaktinol Galaktopinitoly® Ciceritol
Fazul'a obyc¢ajna 0,02-0,06 0,08-0,20 0,04-0,05 0,00-0,04 stopy
Hrach siaty 0,10-0,17 0,05 0,07 0,00 0,00
Sosovica jedla 0,07-0,11 1,11-0,40 0,10-0,12 0,36-0,39 1,60
Séja fazulova 0,03-0,10 0,20-0,90 0,00 0,35-0,70 0,08
Cicer barani 0,10-0,30 0,40-0,45 0,08-0,20 0,50-0,80 2,30

*Shget obsahu 2-0-a-D-Galp-1D-chiro-inozitolu (fagopyritolu B1) a derivatov D-pinitolu 2-O-0-D-Galp-4-O-metyl-1D-
-chiro-inozitolu a 5-0-0-D-Galp-4-O-metyl-1D-chiro-inozitolu

zostavajuce z aglykonu sapogenolu a z jedného alebo via-
cerych monosacharidovych zvyskov. Sapogenoly su zluce-
niny odvodené od Cjy triterpenoidov alebo od Cy
steroidov’. V strukovinach sa v porovnani s inymi rastlina-
mi vyskytuji vo vy$Som mnozstve. Saponiny zvySuju he-
molyzu erytrocytov, znizuju hladinu cholesterolu v krvi
apeceni, mézu inhibovat aktivitu hladkych svalov
a modifikovat’ permeabilitu bunkovej membrany’. Ovplyv-
fuju aj resorpciu zivin tym, ze sa dokazu viazat’ na bunky
tenkého Creva.

séjovy sapogenol A

Tabul’ka VI
Obsah saponinov v niektorych strukovinach
Strukovina Latinsky nazov Obsah [%]
Soja fazulova Glycine max 0,22-5,6
Fazul'a obyc¢ajna Phaseolus vulgaris 0,35-1,6
Fazul'a zlata Phaseolus aureus 0,34
Fazul'a mesiacovita Phaseolus lunatus 0,10
Cicer barani Cicer arietinum 0,23-6,0
Hrach siaty Pisum sativum 0,11-0,18
Sosovica jedla Lens culinaris 0,11-0,51
Podzemnica olejna Arachis hypogaea 0,01-1,6
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Kyanogénne glykozidy

Okrem saponinov obsahuju strukoviny aj kyanogénne
glykozidy, t. j. glykozidy nitrilov 2-hydroxykarboxylovych
kyselin®. Je znamych asi 75 roznych kyanogénnych glyko-
zidov, najjednoduchsim z nich je linamarin (predtym nazy-
vany fazeolunatin). Vo vSeobecnosti sa ur€ity kyanogénny
glykozid vyskytuje len vjednej alebo dvoch celadiach
rastlin a v jednej rastline sa nachadzaju jeden alebo dva
rozne kyanogénne glykozidy. Pri hydrolyze kyanogénnych
glykozidov vznika aglykon, cukor a kyanovodik (tab. VII).
Niektoré aglykony mozu byt toxické (napr. benzaldehyd
vznikajuci z amygdalinu), av§ak vznikajtci kyanovodik je
u kazdej ztychto latok vel'mi nebezpe¢nou zliceninou.
Kvoli vznikajicemu HCN sa odporuca strukoviny varit
v otvorenej nadobe'”.

Je nepochopitelné, ze amygdalin sa v mnohych §ta-
toch (aj na Slovensku) eSte stale predava ako antikarcino-
génny ,,vitamin B;“ (laetrile), pricom v USA (kde tato
teéria vznikla) uz davno dokazali nebezpecenstvo jeho
uzivania a neaéinnost’ v lie¢be rakoviny'® a produkty boli
stiahnuté z obehu.

R' O—cukor O—cukor

R° C=N C=N

vSeobecna Struktura
kyanogénnych glykozidov

linamarin
OH
0
o
OH j
HO |
OH oH

HO CN

OH

° OQ =

Referat

5. ZIiceniny viaZuce mineralne latky
Kyselina fytova, fytaty

Kyselina fytova je pre obilniny zéasobariiou fosforu,
50-85 % fosforu je viazaného kyselinou fytovou. Kyselina
fytova tvori s Ca?, Mg®", Fe'', Zn*" ainymi kovovymi
i6nmi stabilné zluceniny v pomere 1: 1 az 1: 6, tzv. fyta-
ty. Véapenato-horec¢naty komplex kyseliny fytovej sa nazy-
va fytin’. Pevna vizba prvkov v tychto zlueninach a ich
mala rozpustnost’ zhor$ujt biologickt vyuzitel'nost’ prvkov
70 stravy, ktora obsahuje vacsie mnozstvo kyseliny fytovej
afytatov. Na druhej strane vdaka pevnej vézby
s prechodnymi kovmi ma kyselina fytova isti antioxidac¢nu
funkciu aboli preukdzané aj jej antikarcinogénne
cinky™". Pre strukoviny je charakteristicky vysoky obsah
soli kyseliny fytovej (tab. VIII). Hoci sa fytaty povazujii za
hlavny zdroj fosforu v rastlinach, fytatovy fosfor ma nizku
biologickll vyuziteInost” a nizsia je aj vyuZite'nost’ d’alsich

mineralnych latok viazanych kyselinou fytovou™'".

OPO3H,

H,P0O,0 ,;O:OPO3H2
H,P0O,0 . OPO3H,

OPO3H,

kyselina fytova

+ HCN + 2D-Glc

Hydrolyza amygdalinu

Tabul’ka VII

Obsah HCN v kyanogénoch niektorych strukovin [mg kg™ &erstvého materialu]

Strukovina Latinsky nazov Cast rastliny Obsah HCN
Fazul'a mesiacovita Phaseolus lunatus semena 1000-4000
Fazul'a obycajna Phaseolus vulgaris semena 20
Hrach siaty Pisum sativum semena 23
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Tabulka VIII

Referat

Obsah kyseliny fytovej a podiel fytatového fosforu v niektorych strukovinach

Strukovina Kyselina fytova [g kg’l] Podiel fytatového fosforu [%]
Sojové boby 10,0-22,2 50-70

So6jova muka odtuénena 15,2-25,2 87

Sosovica 2,7-10,5 27-87

Hrach 2,2-12,2 37

Podzemnica olejna 17,6 57

Oxalaty zovu aktivitu Stitnej Zlazy znizuje hlavne vitexin

Kyselina stavelova poésobi podobne ako kyselina
fytova. S minerdlnymi latkami vytvéra tazko rozpustné
soli oxalaty, ¢im sa zhorduje ich vyuZitelnost®. Oxalaty
mozu prispievat’ k tvorbe oblickovych kametiov. Kyselina
Stavelova moze byt pri¢inou hypokalcémie, ma neuroto-
xické ucinky a moze spdsobit’ aj zastavu srdca. Pocas te-
pelného oSetrenia sa kyselina Stavelova rozklad4 na kyse-
linu mravéiu a oxid uhligity'".

6. Fenolové zluceniny

Fenolové zluceniny z rastlin maju mnoho pozitivnych
fyziologickych uginkov'®?’, avsak vyznamné st aj antinut-
ricné  ucinky  fenolovych  zlicenin  pritomnych
v strukovinach. Triesloviny inhibuji hydrolyzu proteinov
bud’ tym, ze sa viazu k protedzam (k trypsinu alebo chy-
motrypsinu), alebo priamo na proteiny a tym znemoziuju
ich stiepenie’. Dalsim délezitym antinutriénym faktorom
je fytoestrogénny a antityreoidny uc¢inok izoflavonovych
zltcenin (hlavne daidzeinu, genisteinu, glyciteinu), ktoré
sa nachadzaju predovsetkym v s6ji*"**. Tento vazny nega-
tivny ucinok izoflavonov je obzvlast’ nebezpecny pre doj-
cata vegetarianskych rodicov, ak st namiesto materského
mlieka kfmené sdjovym mliekom. Pri takej strave moze
dosiahnut’ denny prijem izoflavonov u 4-mesacnych deti 5
az 8 mg kg™ hmotnosti, ¢o je po prepoéte na telesna hmot-
nost’ 5 az 10-ndsobok davky pouZivanej na hormondlnu
reguldciu menstruaéného cyklu Zien fytoestrogénmi®.
Predpokladéd sa, ze existuje suvislost medzi skorym po-
hlavnym dozrievanim a zvy$enou konzumaciou soje*!. Pre
minimalizaciu rizika sa konzumécia sojového mlieka
v detskom veku odporuca iba pre deti trpiace neznasanli-
vost'ou mlieka.

V Azii, kde soja tvori podstatne ddlezitejsiu stdast
stravy ako v Eur6pe, denny prijem fytoestrogénov dosahu-
je priemerne 3 mg kg™' hmotnosti®®. Organizmus azijskej
populacie je pravdepodobne geneticky viac prisposobeny
odburavat’ daidzein za vzniku ekvolu (4',7-izoflavandiol),
ktory ma eSte vyraznejSie fytoestrogénne vlastnosti ako
povodné izoflavony™ .

Soéjové izoflavony moézu inhibovat aj tyreoiddlne
peroxidazy a zasahovat do biosyntézy hormoénov Stitnej
7lazy, hlavne tym, Ze limituju absorpciu jodu®. Peroxida-
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21,27

a genistein zo soje

Izoflavény
R' R?
daidzein H H
genistein H OH
OH glycitein  OCH3; OH

vitexin
©\OH
ekvol
7. Alkaloidy
Rastliny  syntetizuji  cely rad  alkaloidov

a sekundarnych metabolitov ako ochranu proti bylinozra-
vym Zzivo¢ichom, hmyzu aréznym patogénom, pripadne
ako prostriedok na prezitie v nepriaznivych podmienkach
pestovania®. Z alkaloidov sa v strukovinach nachadzaju
hlavne komplexné zmesi chinolizidinovych alkaloidov
(lupinin, lupanin, spartein a.i.), ato predovsetkym
v semenéch roznych druhov rodu lupina (Lupinus spp.)™.
Je znadmych viac ako 100 roznych alkaloidov v lupine
(tab. IX), pricom obsah alkaloidov v rastline zavisi od



Chem. Listy /71, 789797 (2017)

Tabulka IX

Obsah hlavnych alkaloidov v semenach lupiny (rod Lupinus)’

Referat

Alkaloid Podiel z celkového obsahu alkaloidov [%]
L. albus L. angustifolius L. luteus * L. mutabilis

Lupinin - - 60 -
Spartein <1 <1 30 16
Albin 15 - - -
Angustifolin <1 10-16 - 1
Lupanin 70 70 1 46
3-Hydroxylupanin - - - 12
13-Hydroxylupanin 12-38 - 7
Multiflorin - - -
V semenach niektorych odréd byva az 1,2 g kg ' protoalkaloidu graminu
druhu rastliny a klimatickych podmienok’. V semenach CH,0H N
povodnych horkych odrdd L. angustifolius modze obsah

alkaloidov dosiahnut’ az 5 %. V sladkych odrodach ziska- N
nych $lachtenim je hladina alkaloidov podstatne nizsia N

(moze klesnat’ az na 0,001 %).

Lupina je doélezitd hospodarska rastlina. Je zlozkou lupinin

mnohych kimnych zmesi®™®. Na Slovensku sa vyskytuja lupanin

Styri druhy tohto rodu. V ostatnej dobe sa lupina zacina
vyuzivat' v potravinarstve aj ako aditivna latka. Muka vy-
robend zo semien lupiny Zltej sa pridava do pekarenskych
vyrobkov, cestovin, jogurtovych analdégov alebo do bez-
laktézového mlieka. Z oprazenych semien sa vyraba na-

8. Odstranenie antinutricnych faktorov

Niektoré antinutri¢né latky v strukovinach ovplyviiuja

hrada kavy. stravitelnost’ potravin, iné maju toxicky charakter. Postu-
py, ktorymi sa antinutricné faktory daju aspon Ciastoéne
N odstranit’, si zname (tab. X). Ide predovsetkym o tepelné
oSetrenie, macanie, fermentdciu a klitenie®®*'. Mnohé
chinolizidin antinutriné zlozky strukovin su termocitlivé. Obsah ter-
mostabilnych antinutrientov sa mdZe znizovat’ macanim’>.
Tabul'ka X
Najdélezitejsie antinutriéné latky v semenéach strukovin a moZnosti zniZenia ich obsahu®
Strukovina Latinsky nazov Hors3ia stravitenost’ * Toxicita *
inhibitory triesloviny lektiny alkaloidy
trypsinu
Soja fazulova Glycine max +++ - + -
Fazul'a obycajna Phaseolus vulgaris - - +++ -
Hrach siaty Pisum sativum + - + -
Hrach pol'ny Pisum sativum var. arvense + + + -
Bo6b obycajny Vicia faba + ++ + -
VICi bob Lupinus spp. - - - +++
Sposob znizenia obsahu tepelny proces, odstranenie macanie, macanie
klicenie osemenia tepelny proces

*+ nizky obsah, ++ stredny obsah, +++ vysoky obsah, — vel'mi nizky obsah alebo bez obsahu

795
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Technologické postupy odstrdnenia antinutriénych
zloziek mozu viest’ k strate mineralnych latok a vitaminov,
alebo k vzniku nestravitelnych komplexov'?. Straty nut-
rientov zavisia aj od metddy tepelného zasahu (varenie,
autoklavovanie, mikrovina)®. Pri tepelnej tprave sa pozi-
tivne hodnoti sGCasna zelatinizacia S$krobu, zmédkcenie
textary strukovin a tvorba aromatickych zloziek™. Pri te-
pelnej Gprave sa znizuje aktivita inhibitorov proteaz, ¢im
sa zvysuje dostupnost’ lyzinu a sirnych aminokyselin®>>°.
Lektiny sa v potravinarskych materialoch detoxikujt kom-
bindciou macania atepelnej Upravy, predovsetkym
varenia®>"*?, Uginnost’ detoxikaénych operacii zavisi od
doby mécania a tepelného zékroku, ako aj od teploty opra-
covania. Samotné macanie k detoxikacii nestaci. Ked’ze sa
lektiny vyltihuju do mécacej vody a vody k vareniu, tieto
tekutiny sa neodpora¢a konzumovat®. Lektiny sodje sa
inaktivuju pri posobeni 100 °C pocas 10 min, ale lektiny
niektorych dalSich strukovin maji podstatne vysSiu
termostabilitu''. Nizsie teploty pouZivané pre odstranenie
antinutricnych G¢inkov strukovin nemusia uplne elimino-
vat’ toxicitu lektinov’”. Prehnane vysoké teploty viak zvy-
Suju rozsah Maillardovych reakcii a veda k zniZeniu nut-
ricnej hodnoty dietarnych bielkovin alebo k racemizacii
aminokyselin®®.

Macanie, varenie a fermentacia strukovych semien
znizuji okrem obsahu inhibitorov proteaz a amylaz aj ob-
sah kyseliny fytovej a fenolovych zlagenin®. Obsah oligo-
sacharidov sa varenim 40 min da znizit' priblizne o 25 %,
kli¢enim aplne*.

Ziadna metéda bez kombinacie sinymi metodami
nemdze odstranit’ va&sinu antinutriénych faktorov™.

9. Zaver

Prehl'ad antinutri¢nych latok pritomnych v strukovi-
nach upozoriiuje na nebezpecenstvo konzumacie strukovin
bez inaktivacie tychto faktorov. Je dolezité si uvedomit’, ze
po odstraneni antinutricnych G¢inkov su strukoviny na
celom svete vyznamnou stcastou l'udskej stravy. Na od-
stranenie je nevyhnutné pouZivat kombinaciu viacerych
metdd inaktivacie, predovsetkym tepelnt Gpravu, macanie,
fermentaciu a klicenie. Celé generacie naSich predkov
intuitivne upravovali strukoviny takymto sposobom. Nové
trendy stravovania v kombindcii s neinformovanostiou
samozvanych odbornikov na stravovanie moze predstavo-
vat’ vysoké zdravotné riziko pre beznych nadSencov
,»zdravého* spdsobu stravovania.
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J. Siili, A. Sobekova, and Z. BujdoSova (University
of Veterinary Medicine and Pharmacy in KoSice, Depart-
ment of chemistry, biochemistry and biophysics): Antinu-
tritional Compounds in Legumes

The article reports on the main antinutritional com-
pounds in legumes which have a unique nutritive value,
especially for vegetarians. Besides a high amount of pro-
teins, saccharides, dietary fibres, minerals and vitamins,
the legumes contain a wide range of negative bioactive
compounds, such as allergens, protease inhibitors, lectins,
non-proteinogenic amino acids, o-galactooligosaccharides,
cyanogen glycosides, phytates, phenolic compounds and
alkaloids. This review aims to show the adverse effect of
antinutritional compounds in legumes on human health
and call attention to the risk of consummation of legume
seeds without an adequate inactivation of dangerous sub-
stances.
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1. Uvod

Kukuticnym hedvabim (CS) jsou oznacovéana obalova
pletiva rostliny Zea mays L. (kukufice setd), jez jsou ob-
vykle povaZovana za levny a hojné dostupny vedlejsi pro-
dukt, ktery je ponechan bez uzitku, spalen nebo pouzit
jako krmivo. Kukuficné hedvabi vSak obsahuje mnoho
druhti nutri¢nich a bioaktivnich latek, jako jsou polysacha-
ridy, fenoly, flavonoidy a antokyany. Kukufi¢né hedvabi
ma proto vyznamny 1é&ivy a zdravotni benefit'. Funkce
extraktti CS zahrnuje antioxidacni, protinadorové, antiobe-

rrrrr

kukufi¢ného hedvéabi maji téZ pozitivni G¢inky na srdec¢ni
a ledvinova onemocnéni!. Soulasné jsou dileZitymi
vlastnostmi CS také netoxicita a biologicka sorpce ionti
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kovi™®. Aktualni studie a publikované &lanky o kukufig-

ném hedvabi nejsou pocetné, na fytochemické a farmako-
logické aspekty CS se zaméfuje pouze jedina studie
z 1. 2012 (cit.”). Predkladané review predstavuje, spojuje,
analyzuje a diskutuje nejen vySe uvedené aspekty, ale také
extrakci bioaktivnich slozek kukuficného hedvabi, trzni
status a budouci uplatnéni CS. Tato studie kromé toho
uvadi diivejsi i nejnovejsi vysledky publikované v ramci
vyzkumu kukufi¢ného hedvabi.

2. Technologie extrakce bioaktivnich sloZzek
kukuti¢ného hedvabi

2.1. Extrakce polysacharidu kukuficného hedvabi

Tradi¢ni technologie extrakce polysacharidd kukufic-
ného hedvabi (CPS) zahrnuje extrakci horkou vodu, enzy-
matickou extrakei, extrakci za pomoci ultrazvuku a mikro-
vinnou extrakci® '°. Chen a spol.” aplikovali enzymolyzu
spolu s technologii extrakce ultrazvukem, ¢imz dosahli
mirngjSich extrakEnich podminek, niZ§ich nékladi a mensi
spotfeby energie a zjednodusili samotny extrakéni proces.
Optimalni podminky enzymolyticko-ultrazvukové extrak-
ce byly stanoveny jako nasledujici: obsah celulosy 7,5 %
pro 150 min extrakce pfi 55 °C a pomér kapalina-pevna
latka 31,8 pro 34,2 min pti 66,3 °C. Za téchto podminek se
vytéZzek polysacharidli kukufi€ného hedvabi zvysi ze
4,56 % na 7,10 % (ve srovnani s extrakci teplou vodou)
a extrahované CPS poskytuji na zéklad¢é své konformace
lepsi antioxidagni a protinadorovou aktivitu. Chen a spol.?
i Maran a spol.'" vyuzili Boxiiv-Benkeniv design (BBD)
metodologie povrchové odezvy pro statistickou analyzu
extrakéniho procesu a optimalizaci extrakénich podminek.
BBD je nezavisly, rotaéni kvadraticky design bez vloze-
nych faktoridlnich nebo zlomkovych faktoridlnich bodd,
kde proménné kombinace lezi ve stfednich bodech mezi
okraji variabilni fady a uprostfed této fady''. BBD tak
umoziuje efektivnéji a jednoduseji uspofadat a interpreto-
vat experimenty ne optimalizovat extrakéni podminky'Z.
Kvadratické rovnice BBD je nasledujici:

k k k k
Y=By+ 2 B,X,+D ByXT+20 D B XX, +e

j=1 Jj=1 i <j=2
kde Y je odezva; X; a X; jsou proménné (i aj leZi v rozmezi
laz k); Bo je modelovy intercepéni koeficient; B;, B; a By
jsou interakéni koeficienty linedrniho, kvadratického
a druhého tadu; £ je pocet nezavislych parametri a e; je
chyba méfeni'”.
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2.2. Extrakce flavonoidi kukufi¢ného hedvabi

Celkovéa technologie extrakce flavonoidii zahrnuje
extrakci horkou vodou, alkalickou vodou nebo alkalickym
zfedénym alkoholem a extrakci organickymi rozpoustédly.
Dale je mozné vyuzit mikrovinnou extrakcei, ultrazvukovou
extrakei, superkritickou kapalinovou extrakci, enzymatic-
kou extrakci, vodnou dvoufazovou extrakci, semi-
bionickou extrakci, membranovou separaci, extrakci hor-
kou tekutinou a vysokotlakou kapalinovou extrakei'*?'.
Peng a spol.' provedli extrakci 80 °C horkou vodou, vyté-
zek flavonoidd kukutiéného hedvabi (CSF) Cinil 10,45 %.
Liu a spol.? vyuzili k extrakci flavonoidii 95% ethanol
o teplot¢ 50 °C, nejvyssi celkovy obsah CSF byl
69,4+5.1 png RE g ' DCS (RE = ekvivalent rutinu, DCS =
sudina kukufiéného hedvabi). Liu a spol.” aplikovali su-
perkritickou kapalinovou extrakci flavonoidii a pouzili
BBD metodologii povrchové odezvy pro analyzu a opti-
malizaci extrakénich podminek. Maximalni vytézek CSF
&inil priblizng 4,24 mg g™, optimalni podminky extrakce
byly 50,88 °C, 41,80 MPa, obsah vody v ethanolovém
rozpoustédle 2,488 ml g’l, doba trvani extrakce 120 min,
velikost ¢astic 0,4 mm a pouziti 20% vodného roztoku
ethanolu jako rozpoustédla.

2.3. Extrakce fenolickych latek kukufi¢ného hedvabi

Technologie extrakce rostlinnych polyfenolii zahrnuje
extrakci rozpoustédlem, extrakci ultrazvukem a mikrovin-
nou technikou, superkritickou kapalinovou extrakci, ex-
trakci iontovym vysraZenim a separaéni adsorpci*?’. Liu
a spol.” extrahovali fenolické latky kukufiéného hedvabi
(CSP) za pomoci 50% ethanolu; nejvyssi celkovy obsah
CSP ¢inil 164,1+9,7 pg GAE g’1 DCS (GAE = ekvivalent
kyseliny gallové, DCS = suSina kukuti¢ného hedvabi).

3. Vztah mezi extrakcei bioaktivnich sloZek
a typem odrudy a zralosti kukufi¢ného
hedvabi

Obsah bioaktivnich slozek kukufi¢ného hedvabi zavi-
si t¢Z na typu odridy a zralosti kukuficného hedvébi.
Sarepoua a spol.?® zjistovali celkovy obsah fenolickych
latek (TPC), celkovy obsah flavonoidi (TFC) a celkovy
obsah anthokyanint (TAC) v 5 vzorcich purpurové vosko-
v¢é kukufice, 3 vzorcich bilé voskové kukufice a 2 vzorcich
supersladké kukufice v poskliziiové fazi, ve fazi mlécné
zralosti a ve fazi plné zralosti. Zkoumané vzorky vykazo-
valy nejvyssi obsah TAC a v pfipadé purpurové kukufice
i TPC ve fazi mlécné zralosti, obsah flavonoidi (TFC) byl
nejvyssi v poskliziiové fazi; u supersladké a bilé voskové
kukufice byl nejvyssi obsah TPC stanoven v poskliziové
fazi. Rahman a Wan Rosli® stanovili v nezralém kukufi¢-
ném hedvabi vyssi obsah polyfenoli a flavonoida.
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4. Antioxidaéni aktivita extraktu kukuri¢ného
hedvabi

Mnohé bioaktivni slozky kukufi¢éného hedvabi,
zejména fenolické latky, polysacharidy, flavonoidy, taniny
a anthokyaniny maji antioxidacni vlastnosti, jsou tedy
schopny zachytavat volné kyslikové radikaly a inhibovat
peroxidaci®®. Liu a spol.? zjistili, Ze uvedené vlastnosti
vykazuji dva druhy flavonoidnich glykosidi kukufi¢ného
hedvabi: glykosid isoorientin-2"-O-0-L-rthamnosid a 3'-me-
thoxymayin, pfi¢emz zv1aste isoorientin-2""-O-o-L-rhamnosid
vykazoval ve srovnani s dal$imi flavonoidnimi glykosidy
kukuticného hedvabi vyznamnou antioxidacni aktivitu,
schopnost zachytavat volné radikaly prokazanou pomoci
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazinu (DPPH), reduk¢-
ni schopnost a schopnost chelatace kovti.

Zili¢ a spol.’" porovnavali antioxidaéni aktivitu ex-
traktl ze 4 vzorku kukufi¢éného hedvabi (zIuté, zelené,
rizové a fialové zbarvenych) a extraktll z listd 6 rliznych
1é¢ivych bylin: maty peprné (Mentha piperita), medunky
lékaiské (Melissa officinalis), jinanu dvoulalo¢ného
(Ginkgo biloba), matefidousky tuzkolisté (Thymus ser-
pyllum), Salvéje 1ékatské (Salvia officinalis) a zeleného
Caje (Cajovniku cinského, Camellia sinensis). Vysledky
prokazaly vyssi obsah fenolickych a flavonoidnich latek
a vetsi antioxidacni aktivitu u kukufi¢ného hedvabi.

Maksimovié¢ a spol.** hodnotili 15 vzorkii kukufi¢né-
ho hedvabi extrahovaného ve vodném roztoku acetonu;
vysledky prokazaly, ze obsah polyfenold je hlavnim stan-
dardem pro urceni antioxidac¢ni kapacity. Rahman a Wan
Rosli®® zjistili, ze vodné, ethanolové a ethylacetatové ex-
trakty z nezralého kukuti¢ného hedvabi maji vétsi antioxi-
dacni kapacitu nez zralé CS. V ramci studie provedené
Chen a spol.? bylo stanoveno, Ze extrakty polysacharidi
kukufiéného hedvabi ziskané enzymolyticko-ultrazvu-
kovou extrakci vykazovaly vy$§i antioxidacni a protinado-
rovou aktivitu nez polysacharidy extrahované horkou vo-
dou. Vranjes a spol.” studovali uginky extraktti medvédice,
petrzele a kukufi¢ného hedvabi na antioxidacni kapacitu
v ledvindch mysi; obdrzené vysledky prokézaly, Ze extrak-
ty z petrzele a kukuficného hedvabi by mohly najit vyuziti
pfi 1é€bé onemocnéni ledvin vyvolanych oxidanty.

Chen a spol.** zkoumali 3 réizné chemicky modifiko-
vané polysacharidy kukuficného hedvabi (sulfatované,
acetylované a karboxymethylované derivaty) a zjistili, ze
karboxymethylované polysacharidy mély lep$i rozpust-
nost, uzs$i distribuci molekulové hmotnosti, niz§i vnitini
viskozitu, velmi rozvétvenou konformaci a znacné vyssi
antioxida¢ni schopnosti nez ptirodni polysacharidy a ostat-
ni derivaty. Karboxymethylované derivaty kukufi¢ného
hedvabi tak mohou predstavovat novy nutraceuticky dopl-
nék pro lidskou vyzivu.
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5. Extrakty kukuti¢ného hedvabi a jejich
antidiabeticky u¢inek

Kukuti¢né hedvabi bylo po dlouhou dobu pouzivano
jako tradi¢ni antidiabetikum v Ciné a Americe’. Vodné
extrakty CS zahrnuji polysacharidy, flavonoidy a fenolické
latky, které dokazi snizit hladinu glukosy v krvi**. Chen
a spol.3 ? navic zjistili, Ze nekteré chemicky modifikované
CSP (karboxymethylované polysacharidy) vykazuji lepsi
inhibici a-amylasy. Zhao a spol.”> srovnavali antidiabetic-
ké ucinky kukuficnych polysacharidd u zdravych krys
a krys trpicich hyperglykemif; jejich vysledky prokézaly,
ze CSP nevyvolaly zadnou nezadouci hypoglykemii
u zdravych krys, mély vSak pozoruhodny hypoglykemicky
ucinek u krys s hyperglykemii.

6. Protinadorové vlastnosti kukuri¢ného
hedvabi

Kukufi¢né hedvabi je velmi vhodné k 1é¢bé a preven-
ci nadorovych onemocnéni vyvolanych oxidanty a zancty,
nebot’ extrakty CS maji mimofadnou antioxidac¢ni, antira-
dikalovou a protizanétlivou schopnost’®. Yang a spol.”’
zkoumali hepatoprotektivni aktivitu kukufi¢nych polysa-
charidd u mysi majicich nador jater H22. Autofi studie
prokazali, ze CPS mohou inhibovat rist karcinomu jater,
prodlouzit délku Zivota mysi s nddorem H22, zvysit téles-
nou hmotnost a pocet perifernich bilych krvinek (WBC),
a také bez toxikologickych ucinkt zvysit produkcei cytoki-
nl v krevnim séru, jako jsou IL-2, IL-6 a TNF-a. Kukufic-
né hedvabi by tak mohlo byt vyuzito jako podplirné proti-
nadorové 1é¢ivo omezujici bolestivé ucinky chemoterapie.

Choi a spol.*® se zabyvali vyzkumem neuroprotektiv-
nich G¢inkl flavonoidnich glykosidi CS na apoptozu bu-
nek SK-N-MC lidského neuroblastomu, jez byla vyvolana
oxida¢nim stresem (ptsobenim H,0,). Vysledky ukazaly,
ze predbézna 1écba nadoru extrakty CS redukovala cytoto-
xicky ucinek H,0O, na buniky SK-N-MC, snizila uvolinova-
ni laktatdehydrogenasy i hladinu vnitrobunéénych kysliko-
vych radikdli a inhibovala Stépeni poly-ADP-ribosa-
polymerasy. Jinymi slovy, poSkozeni DNA a apoptdza
buné€k vyvolana pisobenim H,0, byly vyznamné reduko-
vany. Kromé toho, predbéznd 1écba extrakty CS 5 az
50 pg ml' po dobu 2 hodin vyznaéné a v zavislosti na
davce zvysila hladinu mRNA antioxidac¢nich enzyma
(CAT, GPx-1, SOD-1, SOD-2 a HO-1) v bunkach vystave-
nych pisobeni 200uM H,0,.

Lee a spol.”” zkoumali protinadorové vlastnosti flavo-
noidd kukuficného hedvéabi na androgen-nezavisly karci-
nom prostaty (PC-3). Vysledky prokézaly, Ze extrakty CS
v zavislosti na davce redukovaly zivotnost bunék PC-3,
které pii koncentraci davky 200 pg ml™" byly redukovany
0 87 %. Lécba kukuficnym hedvabim tedy vyznamné in-
dukovala apoptdzu nadorovych bungk, fragmentaci DNA,
depolarizaci elektrického potencialu  mitochondrialni
membrany a snizeni Urovné exprese genli Bcl-2 a hladiny
enzymu pro-kaspasa-3. Mimoto tato 1é¢ba rovnéz vyrazné
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redukovala fosforylaci fluoroproteini ART (proteinii vaza-
jicich se na arrestin) a estrogen-piibuznych receptort
(ERR). Uginek extraktti CS vedouci ke smrti nadorovych
bunék PC-3 by také mohl byt synergizovan spolec¢nou
aplikaci téchto extraktd s S-fluorouracil etoposidem,
cisplatinou nebo kamptothecinem. Liu a spol.” popsali
schopnost flavonoidd kukuficného hedvabi zachytavat
dusitany, ¢ehoz by mohlo byt vyuzito k prevenci nadoro-
vych a chronickych onemocnéni vyvolanych puisobenim
dusitand.

7. Toxicita kukufi¢ného hedvabi

Saheed a spol. se zabyvali toxickym uginkem vod-
nych extrakti kukuficného hedvabi v davce 100, 200
a 400 mg kg' télesné hmotnosti laboratorni wistarské
krysy; hematologické ukazatele byly pribézné hodnoceny
po 24 hodinach a vysledky za 1, 7, 14, 21 a 28 dni proka-
zaly, ze vodny extrakt CS neni hematotoxicky. Vyzkum
Yanga a spol.”” dokézal, 7e polysacharidy kukufi¢ného
hedvabi nemaji Zadné toxické Ucinky pfi 1é€b€ mysi s na-
dorem H22. Peng a spol.' ve své studii prokazali, Ze flavo-
noidovy extrakt kukuficného hedvabi nevykazoval u mysi
zadnou subchronickou toxicitu ani genotoxicitu pii aplika-
ci maximalni experimentalni davky 10 g kg ™' den™'. Také
ve studii Wanga a spol.® nebyla zji§téna zadna subchronic-
k4 toxicita nebo nepiiznivé G€inky u samcti a samic wistar-
ské krysy pfi piijmu extraktd CS o davee cca 10 g kg™ den™
po dobu 90 dni. Netoxicitu kukuficného hedvabi a jeho
vytazkd rovnéz potvrzuji dali studie’.

8. Dalsi zdravi prospésné vlastnosti
kukufFi¢ného hedvabi

Chaiittianan a spol.*’ zjistili, ze flavonoidy a fenolic-
ké latky extrahované 50% ethanolem z hedvabi sladké
a voskové kukufice maji antiobezitni potencial plsobici
proti tvorbé tukovych bunék (adipogenezi) a spoustéjici
lipolyzu. Rafsanjany a spol.*® prokézali, Ze derivaty flavan-
-4-olu a derhamnosylamaysinu ziskané¢ z kukufi¢ného
hedvabi by mohly 1é¢it nekomplikovanou infekci moco-
vych cest vzhledem ke své antiadhezivni aktivité proti
uropatogenni E. coli, namisto pouziti benzethonium-
chloridu. Saheed a spol.* pii svém vyzkumu zjistili, Ze
vodné extrakty CS by mohly 1é¢it koronarni choroby srd-
ce. Vranje§ a spol.® konstatovali, 7e 96% ethanolové ex-
trakty z CS by mohly zmirfiovat onemocnéni ledvin a byt
vyuzity k prevenci riznych poruch ledvin.

9. Utinky adsorpce ionti kovii kuku¥i¢nym
hedvabim

Vzhledem k rostoucimu zne€i$téni vodnich zdrojl
ziskava kukuficné hedvabi vyznam jako novy adsorbent
iontii tézkych kovii. Yu a spol.” zkoumali u kukufiéného
hedvabi modifikovaného kyselinou dusi¢nou (HNO;-
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MCS) biosorpci iontti Cu®*, Co*" a Ni*" s ohledem na ion-
tovou rovnovahu, kinetickd a termodynamicka hlediska.
Vysledky potvrdily maximalni adsorpci iontd Cu**, Co*"
a Ni** pii pH 6,0 a teplot& 25 °C, pfi¢emz maximalni ad-
sorpéni kapacita iontli modifikovanym hedvabim cinila
96,15 mg g (Cu*"), 90,09 mg g (Co*") a 76,92 mg g
(Ni*"). HNO;-MCS by mohlo efektivné odstrafiovat dané
ionty z vodného roztoku a byt znovu pouZito po vice nez
11 cykla.

Petrovi¢ a spol.*! studovali na HNO;-MCS mechanis-
mus adsorpce iontdl kovii Cu’* a Zn**, kdy maximalni
sorpéni kapacita pro tyto ionty byla pii teploté cca 40 °C
apH 501535 mg g’ (Cu®)a 13,98 mg g (Zn®"). Me-
chanismus adsorpce iontti probihal na zakladé povrchové
morfologie modifikovaného hedvabi vhodné pro adsorpci
kovi, pticemz toto hedvabi obsahovalo riizné aktivni sku-
piny (-OH, C=0, C-O-C, C=C a tzv. amid II), které moh-
ly reagovat s kovovymi ionty. Petrovié a spol.** také zkou-
mali adsorp¢ni u€inek syrového (nemodifikovaného) ku-
kufiéného hedvabi na ionty Pb*". Adsorpéni kapacita hed-
vabi se pohybovala v rozmezi 82,5 do 90 mg g ' pii teploté
od 20 do 40 °C, pficemz toto syrové hedvabi mohlo byt
opakované pouzito v péti cyklech adsorpce a desorpce.
Ukézalo se, Ze syrové CS je téZ idedlnim adsorbentem
iontd Pb** v podminkach normélniho vodného prostiedi
opH 7,0.

10. Postaveni kukuri¢ného hedvabi na trhu
a budouci vyvoj

Kukuti¢né hedvabi se dlouhodobd pouziva v Cing
a Americe jako tradini 1écivy pfipravek diky svym vy-
znaénym diuretickym, antioxida¢nim a protinadorovym
vlastnostem, diky schopnosti zachytdvat volné radikaly

ucinky, jelikoZ je soucasné netoxické a bez nepiijemného
zédpachu’. Piesto je pouziti CS v jinych zemich jako 1éku &i
potravinaiského aditiva omezené. Vyuziti kukufi¢ného
hedvabi ve farmacii a na trhu aditivnich latek potravin ma
tedy zna¢ny potencidl a je velmi perspektivni. Navic mize
toto hedvabi prispét ke zlepSeni barvy a textury potravin.
Aukkanit a spol.¥ zkoumali vyuziti CS v nizkotuénych
masovych kulickach (karbanatcich) a prokazali, ze jejich
barva i textura se po pfidani CS zlepSily. Kukufi¢né hed-
vabi tak mtize byt prodavano na trzich i jako kofeni.

Kromé toho mohou byt extrakty CS dale vyuzity jako
ptisada do pletovych krémii a kosmetiky. Mohsin a spol.**
provadéli vyzkum ethanolového extraktu kukufi¢éného
hedvabi. Emulze voda v oleji, kterou piipravili, byla stabil-
ni a vhodna k naneseni na pokozku jako pletovy krém
proti starnuti s antioxida¢ni funkeci.

Kukufi¢né hedvabi a jeho extrakty maji diky svym
jedineénym vlastnostem znacny potencial téZ v oblasti
tabakového prumyslu, pivovarnictvi, pramyslu napoji
i ochrany zivotniho prostedi. Dal$i vyzkum této komodity
je z uvedenych diivodd zadouci.
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P. Li and L. Lap¢ik (Department of Food Technolo-
gy, Faculty of Technology, Tomas Bata University in
Zlin): The Research of Functional Ingredients from
Corn Silk

Corn silk (Stigma maydis) contains many bioactive
and functional ingredients and has many health benefit
effects. This commodity is of a great value and has a good
prospect in research and market. In addition, corn silk can
also contribute to the development of environmental pro-
tection. This review deals with the research findings on the
extraction technology of corn silk bioactive ingredients. It
also covers anti-oxidative activity, anti-diabetic effects,
antitumor capacity, and other health benefit effects of corn
silk, as well as the issue of toxicity and metal ions adsorp-
tion effects. Last but not least, this review discusses mar-
ket status and future prospect of corn silk.
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1. Uvod

Neuropeptidy tvori velmi rozsahlou skupinu biologic-
ky aktivnich latek, kterym je v soucasnosti vénovana velka
pozornost. Spolu s jejich receptory prezentuji nejrozsite-
né&jsi systém prenosu signali v mozku. Jejich Siroka distri-
buce v CNS pritahuje pozornost nejen védci, ale
v posledni dobé také farmaceutickych spolec¢nosti. Tyto
latky puasobi bud’ jako neurotransmitery nebo jako samo-
statné molekuly zasahujici do perifernich a centralnich
regulacnich funkci i odpovédi na puisobeni vnéjsich podné-
th veetnd stresu'”. V souvislosti s u¢inky stresu byla
popsana fada neuropeptidd, z nichz primarni lohu zastava
kortikotropin uvoliiujici hormon (kortikoliberin, CRH)".

Tento prehled vychazi z dlouhodobého vyzkumu la-
boratofe biochemické neurofarmakologie, ktery je zameé-
fen na studium ulohy neuropeptidii pfi stresu na moleku-
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larni, bunééné a behavioralni urovni. Uvadime nové po-
znatky o mechanismu ptsobeni CRH a jeho dvou recepto-
ri* s odkazy na vyznamné piehledové &lanky. Nazvoslovi
CRH, jeho receptort a ligand odpovid4 idajim mezina-
rodni farmakologické unie v pfehledu ,,International Union
of Pharmacology* (cit.”).

Studium CRH je zaméfeno na stresovou adaptacni
odpovéd a psychické poruchy souvisejici se stresem,
s cilem moZzného terapeutického vyuZiti ziskanych poznat-
ki®. Hlavni funkci CRH je regulace sekrece adrenokortiko-
tropniho hormonu (ACTH) a dalsich hypofyzarnich hor-
mond. Syntetizuje se v hypotalamu a i v fad¢ dalSich ob-
lasti mozku a zfejmé se podili i na pribéhu psychickych
poruch, jako jsou deprese, demence a Alzheimerova cho-
roba'*.

Objev CRH, dvou podtypi receptorti pro CRH a nere-
ceptorového vazebného proteinu, znamenal pro biochemii,
farmakologii a dal$i medicinské obory pievratnou udalost,
ktera umoznila objev novych agonistl a antagonistli CRH
vhodnych pro mozné terapeutické vyuziti.

2. Kortikotropin uvoliiujici hormon (CRH)

Kortikotropin uvolfiujici hormon (CRH), tzv. kortiko-
liberin, je nazyvany také faktor, nebot’ byl ptivodné obje-
ven jako hypothalamicky faktor (CRF) kontrolujici sekreci
hypofyzarnich proopiomelanokortinovych peptidd. CRF
byl poprvé izolovan v roce 1981 Valem’, jako peptid tvo-
feny 41 aminokyselinami se sekvenci H-Ser-Gln-Glu-Pro-
Pro-Ile-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Glu-
Val-Leu-Glu-Met-Thr-Lys-Ala-Asp-Glu-Leu-Ala-GIn-Gln-
Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Leu-Asp-Ile-Ala-NH,. Po
odhaleni struktury CRF se dava prednost oznaceni hormon
stimulujici sekreci kortikotropinu. N&ktefi autofi doporu-
¢uji pouzivat i nadale oznaceni faktor s tim, ze Iépe vysti-
huje funkci tohoto peptidu®. Nésledovalo intenzivni studi-
um purifikovanych hypothalamickych extrakti u riznych
zivo¢isnych druhl a hledani mechanismu funkce téchto
peptidi.

CRH je syntetizovan podle Crh genu se zakddovanou
oblasti pro translaci prekurzoru CRH. Rozstépenim pro-
peptidu vznikne plné funkéni CRH peptid. Pre-pro-CRH
peptidem nejsou kodovany dals$i bioaktivni peptidy, na
rozdil od prekurzorG ostatnich neuropeptidi. Promotor
CRH obsahuje misto pro signaliza¢ni elementy odpovédi,
jakymi jsou glukokortikoidy a cyklicky AMP. Jak jiz bylo
uvedeno, hlavni funkci CRH v CNS je aktivace sekrece
nékterych medidtord a hormond, pfedevsim glukokortikoi-
dy kury nadledvin s naslednou produkci stresovych hor-
mond, hlavné kortisolu, u hlodavcu kortikosteronu, na
principu negativni zpétné vazby® fizené aktivitou hypotha-
lamo-hypofyzo-nadledvinové osy (HPA osa).
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Tyto regula¢ni mechanismy jsou v organismu fizeny
aktivitou hypothalamo-hypofyzo-nadledvinové osy (HPA
osa) nejen za fyziologickych podminek, ale i za piisobeni
stresu a dalSich patologickych stavi. Tato aktivace HPA
osy ma prostresové ucinky. Po syntéze CRH v hypothala-
mu putuje tento peptid do hypofyzy, kde stimuluje CRH-
R1 receptory a vyvola rychlou akutni stresovou odpovéd’.
Nasleduje uvolnéni ACTH do krevniho fecisté a stimu-
lace ktry nadledvin k vyplaveni glukokortikoidd, které
pfipravi organismus na akutni stresovou reakci a inhi-
buji tak dalsi aktivitu HPA osy. Druhy podtyp CRH recep-
toru CRH-R2 ma protistresovou funkci, je aktivovan po
skonceni akutni stresové odpovédi, a vraci HPA osu do
rovnovahy. CRH-R2 receptory primarné ovliviiuji procesy
nezbytné pro preziti, jako jsou pfijem potravy, reprodukce
a obranné reakce®.

3. CRH receptory

W. Vale se spolupracovniky ze Salk Institutu Kali-
fornské Univerzity v San Diegu pokracovali v intenzivnim
studiu CRH a dalsich hormonti a do vyzkumu se zapojily
rovnéZ pracovni skupiny z NIH (National Institute of He-
alth) v Bethesdé. Nasledoval objev CRH receptoru a jeho
identifikace v hypofyze potkanti v r. 1983, pomoci vazeb-
nych studii s radioligandy'®"'. Dal3i pokrok v poznani
struktury a fyziologie CRH receptoru se naskytl az po re-
kombinantni expresi lidského CRH receptoru'? s nasled-
nym objasnénim jeho molekularni struktury. Tento vy-
zkum vedl k identifikaci druhého typu CRH receptoru
(CRH-R2). CRH receptory jsou kédovany dvéma riznymi
geny lokalizovanymi na 17. chromosomu. Bliz§i udaje
o CRH genech jsou mimo rdmec tohoto piehledu,
v literatufe je vSak fada publikaci, z nich doporucujeme
piehled pracovni skupiny Z. Liu z r. 2013 (cit.”®).

CRH receptory jsou proteiny, kde je peptidovy feté-
zec lidského CRH-R1 tvofen 415 rezidui aminokyselin
a u ruznych zivocisnych druhd je homologni z 98 %.
CRH-R2 se vyskytuje u savci ve tiech isoformach, a to o,
B, v (pfejmenované na 2a, 2b a 2c, a také oznacované jako
21, 25, 23), které se lisi lokalizaci, funkci a strukturou.
a-Forma se vyskytuje centrdlné v nervovém systému,
B-forma v periferii a y-forma byla charakterizovana zatim
jen castecné. CRH-R2 a-forma je tvofena 411 aminoky-
selirhami a ma 71% homologii s receptorem CRH-R1
(cit.™).

3.1. Struktura CRH receptort

Struktura lidského CRH receptoru je zobrazena na
obr. 1. Patii do rodiny transmembranovych receptorti spia-
zenych s G-proteiny (GPCR, G-protein coupled receptor),
jejichz  strukturnim znakem, spole¢nym pro vSechny
GPCR receptory, je ptitomnost sedmi transmembranovych
a-Sroubovicovych segmentl (helixd). Tyto useky peptido-
vého fetézce zaujimajici strukturu o-helixd v plazmatické
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membrané jsou oznacovany jako transmembranové domé-
ny (TM) a jsou ¢islovany TM 1-7 od N-konce. Na mimo-
bunééné (extracelularni) strané receptoru je N-konec pepti-
du spolu se tfemi extracelularnimi (EC) smyckami pepti-
dového tetézce, které slouzi jako vazebna mista pro ligan-
dy. C-konec je umistén na vnitrobunécné (intracelularni)
strané¢ spolu se tfemi intracelularnimi (IC) smyckami, které
umoziuji spolu s C-koncem vazbu o-podjednotky
G-proteinu' (viz obr. 1).

Receptory sptazené s G-proteiny se vyskytuji jak
v mozku, tak ve stfevé, tzv. ,,brain-gut receptors”. Pfi in-
terakci CRH s receptorem dojde k aktivaci adenylatcykla-
sy, ktera katalyzuje tvorbu druhého posla cyklického ade-
nosin-3',5'-monofosfatu (CAMP). Aktivovany cAMP mtize
mit také dlouhodobé G¢inky piestupem z cytosolu do jadra,
kde aktivuje transkripci s tvorbou transkripniho faktoru
oznacovaného jako CREB (cAMP responsibilni element /
CRE/ binding protein). Naslednou translaci vznikne novy
protein vedouci k bun&éné odpovédi®’.

Tento typ  pfenosu signdlu je dnes uvadén
v klasickych ucebnicich chemie, biochemie, molekularni
biologie nebo farmakologie'®'"'®. Sou¢asné poznatky
0 CRH-R signalizaci sumarizuje ptehled D. K. Grammato-
poulose'’.

3.2. Lokalizace CRH receptoriit v CNS

Rada studii ukézala odlisnou lokalizaci a odlinou
genovou expresi obou podtypit CRH receptort™. Nejvyssi
denzita CRH-R1 je v hypofyze, kde tyto receptory puso-
bi uvolnéni ACTH. V na$i vyzkumné préci jsme urcili
expresi mRNA obou receptord CRH-R1 a CRH-R2 v hy-
pofyze za fyziologickych podminek a po plisobeni riznych
typa strest’’ a expresi obou CRH receptorti u zvifat
s vyfazenym genem pro CRH u kontrol a po aplikaci stre-
su®®. Dale jsou CRH-R1 lokalizovany v cerebralnich korti-
kalnich oblastech, amygdale, hipokampu a také v septu
a mozeCku. Moduluji kognitivni funkce jako pozornost,
vykonnost, anxietu, ufeni a pamét. Receptory CRH-R2
maji v mozku odlisnou distribuci nez je vyse uvedena dis-
tribuce u CRH-R1 a jsou nejvice lokalizovany v subkorti-
kalnich oblastech, v¢etné lateralni septalni oblasti. Sep-
tum hraje vyznamnou ulohu v klasickém limbickém
okruhu, ktery je dilezity pro emoce, strach i agresi.

Vzhledem k tomu, Ze se oba receptory lisi i afinitou
k ligandim, ma tato rozdilna afinita a distribuce receptor
fyziologicky vyznam. Znalost lokalizace CRH receptorti je
predevsim velmi diilezita pro syntézu ligandid k selektivni-
mu ovlivnéni funkce dané oblasti CNS a tim pro terapeu-
tické vyuziti. Na obr. 2 je znazornéna lokalizace CRH
receptort v jednotlivych oblastech mozku primatd.

4. CRH vazebny protein

Biologicka funkce CRH je také déana jeho interakci
s nereceptorovym vazebnym proteinem (CRH binding
protein, CRH-BP), ktery je v mozku a hypofyze pfitomen
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Obr. 1. Struktura CRH receptoru. CRH receptorovy peptid prochazi 7krat plazmatickou membranou (zluta barva), ktera peptid rozdélu-
je na tii ¢asti. Mimobunécna (extracelularni, EC) ¢ast je tvofena N-koncem a tfemi EC smyckami peptidu (EC2, EC3, EC4). Tyto EC
smycky jsou spojeny s C-koncem pomoci tii intracelularnich IC smyéek (IC1, IC2, IC3). Barevné (modie) jsou oznaceny aminokyseliny,
na které se mizou vazat ligandy, tzv. vazebna mista (CRH-R1 L a CRH-R2 L) a vazebna mista (CRH-R1 K) v kapsovité prohlubni, tzv.
vazebné kapse. Druhou ¢asti peptidového fetézce jsou iseky prochdzejici plazmatickou membranou, tzv. a-helixy (Sroubovice) oznacené
jako transmembranové TM a Cislované TM1-TM?7. Tteti ¢ast receptoru je ve vnitrobunécném (intracytoplazmatickém, IC) prostoru a je
tvofena C-koncem a tfemi intracelularnimi smyckami peptidového fetézce (IC1, IC2 a IC3). Oznacené sekvence aminokyselin (Cervené)
zahrnuji vazebna mista pro vazbu G-proteinu, pro fosforylaci proteinkinas (PKC) (upraveno podle cit.'*)

ve velkém mnozstvi. CRH-BP je rozpustny protein o veli-
kosti 37 kDa a sklada se ze 322 aminokyselin. Ma odlis-
nou strukturu od CRH receptoru, s mnohonasobné vyssi
afinitou k CRH. Vazbou na CRH ovliviyje hladinu CRH
v ob&hu a piisobi tak jako CRH antagonista™.

CRH-BP se nachazi v CNS mezi oblastmi exprimuji-
cimi CRH a CRH-receptor, jako je neokortex, hipokam-
pus, hypofyza, amygdala a mozkovy kmen. Rlizné stresory
mohou ovliviiovat rizné oblasti tohoto slozitého systému
a tim vyvolat rozdilnou odpovéd’ na stres. Vazba CRH-BP
na CRH blokuje jeho primarni funkci sekrece ACTH
z hypofyzy a pusobi tedy jako negativni regulator CRH
aktivity. CRH-BP také moduluje funkci CRH béhem tého-
tenstvi. Testovani na zvifecich modelech prokazalo, Ze
velka exprese CRH-BP nebo naopak jeho deficit vede ke
zmén¢ aktivity HPA osy a energetické rovnovahy. Nedo-
statek CRH-BP vede ke zvySeni volného CRH a toto zvy-
Seni zplsobi zmény v CNS vedouci k aktivaci HPA osy
a tim zvySeni ucinku stresu (viz**). Modulace funkce CRH
pomoci CRH-BP neptisobi anxiogenni efekt, ktery je ty-
picky pro uc¢inky agonistt CRH receptori. CRH-BP je tak
vhodny pro 1é¢bu kognitivnich deficiti s neurodege-
nerativni demenci. V soucasném vyzkumu je sledovana
pfitomnost CRH-BP v neurondlnich propojenich s dalSimi
neuropeptidy®.
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5. Ligandy CRH receptori

Po objasnéni struktury CRH receptort a ziskéani no-
vych poznatkii o regulaci signalizace G-proteiny a s nimi
spiazenymi receptory’®, pracovisté W. Valeho pokradovalo
v syntéze novych CRH ligandt®’. N&§ prehled z r. 2016
uvadi mechanismus vazby riiznych typd ligandii na GPCR
receptory a prehled metod zabyvajicich se interakei recep-
toru s ligandy, molekularnim dokovanim a virtualnim scre-
eningem”,

Agonisté i antagonisté hraji dulezitou roli v fadé fyzi-
ologickych funkci a v koordinaci stresovych odpovédi
organismu, jak bude uvedeno dale. Syntéza novych ligan-
dia pro CRH-R receptory je vysoce aktualni, nebot’ dopo-
sud existuje pouze velmi malé mnoZstvi latek specifickych
pro terapii stresu a poruch spojenych se stresem. Po této
fazi vyzkumu se v soucasnosti vénuje fada pracovist’ ove-
fovani preklinickych a klinickych G¢ink jednotlivych
CRH ligandd.

5.1. Agonisté CRH
Wylie Vale se spolupracovniky popsal i dalsi peptidy

vazajici se na CRH receptor. Na prvnim misté je nutné
Jjmenovat urokortin oznaceny Valem urokortin 1 (zkratka
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Obr. 2. Lokalizace CRH-R1 a CRH-R2 receptorii v CNS. CRH receptory se vyskytuji v mozku oddélené, mensi ¢ast receptorovych
subtypt je pfitomna spolecné v olfaktornim bulbu (OB), hipokampu (CA1-CA4, DG) a ¢asti amygdaly (CoA). Receptory CRH-R1
(Cervené krouzky) se vyskytuji vyhradné ve frontalnim kortexu (Cx), v pfedni hypofyze (APit), v mozecku (Cereb) a v fadé mozkovych
jader (R a dalsi R viz schéma). Vyskyt CRH-R2 (modré ¢tverecky) je nejvice lokalizovan v subkortikalni oblasti a v septu (LS, MS),
které hraje vyznamnou tlohu v klasickém limbickém okruhu dilezitém pro emoce, strach i agresi. U primati jsou CRH-R2 rozmistény
disperzné a vyskytuji se s vétsi densitou v kortikélnich oblastech®. Popis jednotlivych oblasti mozku (véetné vysvétleni dalsich zkratek)

Ize nalézt v uebnici neuroanatomie CNS*

UCN 1)*. Urokortin 1 je peptid sloZeny ze 40 aminokyse-
lin a ma 5-20krat vétsi afinitu k CRH receptorim ve srov-
nani s CRH. Krom¢ agonistt CRH a UCN byly popsany
dalsi dva ligandy CRH receptoru, se sekvenci obou
peptidit vysoce homologni s UCN 1, a proto byly oznace-
ny jako urokortin UCN 2 (také znamy jako peptid pfibuz-
ny streskopinu) a urokortin UCN 3 (oznaCovany jako
streskopin)®. Urokortin 2 je tvofen 43 aminokyselinami
a urokortin 3 se skladda z 38 aminokyselin. Geny pro
UCN 2 a UCN 3 maji obdobnou strukturu jako gen pro
UCN 1.

Agonisté CRH a UCN 1 jsou vysoce dulezité peptidy
u veétsiny druhti savcll a béhem evoluce prokazuji 45%
homologii také s nesavéimi neselektivnimi agonisty CRH
receptortl, sauvaginem a urotensinem I (cit.**’). Oba pepti-
dy vedou in vitro i in vivo k sekreci ACTH a tcinek uro-
tensinu I je vyrazngjsi. Rada laboratoii sledovala fyziolo-
gicky ucinek a vyznam obou peptidl u patologickych sta-
vl s cilem vyuZiti téchto poznatkl k syntéze selektivnich
antagonistd. Urotensin ovlivituje fadu periférnich funkci,
ale udaje o syntéze nového antagonisty nebyly doposud
publikovany. U sauvaginu byly syntetizovany nové analo-
gy, napf. ['*’I]-PD-sauvagin (PD-Svg), umoziujici daleko
presnéjsi urceni exprese CRH receptori v mozku mysi,
nez doposud pouzivané imunohistochemické metody™. Po
zméné v peptidovém fetézci sauvaginu byly syntetizovany
analogy s antagonistickymi uc¢inky, jak bude uvedeno dale.
Rada vysledki o uginku novych ligandii éeka na zvefejnéni.
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5.2. Antagonisté CRH

Antagonisté jsou latky, které po vazbé na CRH recep-
tor blokuji navazani agonisti. Tim dochazi k zabranéni
aktivace signalizacni cesty, ktera by vedla expresi genil ke
kone¢né bunééné odpovédi. Pii interakci antagonisty
s CRH receptorem se tak neindukuje zadny vlastni ucinek.
Tuto inhibici Ize piekonat vysokymi davkami agonistd'.
Kromé interakce s receptory mohou antagonisté reagovat
s efektorovym systémem. Podle mechanismu U¢inku lze
antagonisty rozd¢lit na latky peptidové a nepeptidové po-
vahy.

5.2.1. Antagonisté peptidové povahy

Antagonisté peptidové povahy jsou latky odvozené od
fyziologicky se vyskytujicich ligandii, které hraji roli ve
studiu GPCR. Toto studium pfispélo piedevsim
k objasnéni mechanismu ¢inki CRH a k objasnéni streso-
vych odpovédi. Vyvoj kompetitivnich CRH-R antagonist
byl dilezity pro uréeni funkci CRH receptort za bazalnich
a stresovych podminek s predpokladem, ze C-terminalni
oblast ligandu neni zapojena do signdlni transdukce, ale
vazbou na receptor blokuje vazbu agonisty a naslednou
signalni transdukei.

Prvnim syntetizovanym kompetitivnim antagonistou
byl a-helikalni CRH9-41, analog CRH vznikly po odebra-
ni 8 aminokyselin na C-konci CRH*'. Tento peptid byl
pouzit k u¢inné inhibici CRH systému v odpovédi na rizné
stresové podnéty. Ke zvySeni G¢innosti CRH antagonistil
byly syntetizovany analogy se zménénou sekundarni struk-
turou CRH: skupina analogii odvozena od vysoce G¢inné-
ho D-Phe-CRHI2-41 ([D-Phe'?, Nle*'**, CaMe Leu’]



Chem. Listy 712, 105-111 (2018)

Urokortin 1 Urokertin2  Urokortin 3

S % 5 o

AL

Plazmatlcka mem Drana

..H

i

= AR T ll- TR S S TEavet T JJ_

CRH-R2

CP-154,526
Antalarmin

NBI 27914

NEI 35965

NBI 30775/R121919
DPME26

CRA 1000

SNO03
SSR125543A

alfa-Helical CRF 9-41 Antisauvagine-30
D-CRF 12-41 Astressinz-B
Astrassin
Astressin-B

Obr. 3. Pirehled CRH receptorovych agonisti a antagonisti.
Na schématu jsou uvedeny CRH receptory R1 a R2 lokalizované
v plazmatické membrang, jejich agonisté (CRH a urokortiny)
a vybrani antagonist¢é obou CRH receptori. Piehled CRH-R1
selektivnich nepeptidovych antagonistti je uveden v levém sloup-
ci. Neselektivni CRH-R1 antagonisté (prostfedni sloupec)
a CRH-R2 antagonisté (prostfedni a pravy sloupec) jsou peptidy.
Upraveno podle Taché®

CRF12-41) a skupina odvozena od astresinu (cyklo(30-33)
[D-Phel12,Nle21,38,Glu30,Lys33]  Ac-CRF9-41) (cit.).
Tito antagonisté se vazi na oba CRH-R1 a CRH-R2 recep-
tory a neposkytuji tidaje o ucasti CRH-R2 receptortl.

Prilomem byla syntéza selektivnich antagonistl
CRH-R2 receptori s malou nebo zadnou afinitou pro
CRH-R1 receptory. Prvné byl syntetizovan specificky pepti-
dovy CRH-R2 antagonista antisauvagin-30 [D-Phel1,His12]
sauvagin 1140, K41498 [D-Phel 1, His12, Nlel7] sauvagin
1140 a pro dalsi neurochemické, funkéni a radiografické
studie CRH-R2 receptorti analog antisauvaginu-30 K 41498
znadeny radiojodem™.

Dalsi analog je dlouhodobé puisobici anatago-
nista s dal§imi konforma¢nimi zménami, astressin2-B cyk-
lo(31-34)[D-Phel1,His12,Nle12,CaMeLeul3,39,Nlel7,
Glu31, Lys34] Ac-sauvagin8-40 (cit.**). Byla syntetizova-
na i fada dalSich latek (viz prehledy nize).

5.2.2. Antagonisté nepeptidové povahy

Rada laboratoti se zaméfila na syntézu selektivnich
antagonistd pro receptor CRH-R1, jejichZ prinik membra-
nami je ovlivnén fyzikalné-chemickymi vlastnostmi,
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zejména jejich lipofilnim charakterem, a prochazeji mozko-
miSni bariérou. Tyto poZadavky spliiuji antagonisté nepep-
tidové povahy o malé molekulové hmotnosti. K jejich
identifikaci doSlo v roce 1995 a jsou od té doby nejasteji
uzivanymi syntetickymi latkami pii studiu psychickych
poruch.

Mezi nejznaméjsi a nejCastéji pouzivané selektivni
nepeptidové CRH-R1 antagonisty patii latka NBI 27914,
latka CP-154,526 a antalarmin®*. Antalarmin inhibuje cho-
vani a emoce spojené se strachem a uzkosti, vyvolané
vn&jSimi sociadlnimi stresory, a mize tak slouzit v 16¢bé
tzkosti. Rada dalsich syntetickych antagonistli, napf-.
DPM696, NBI30775 (znamy jako R121919) a NBI35965,
je charakterizovana v fadé prehledi®® >’

Pokrok v syntéze antagonistdi nepeptidové povahy
umoznilo vyuZziti novych technik pro zobrazeni krystalové
struktury. Na obr. 4 uvadime piiklad krystalové struktury
lidského CRH-R1 receptoru v komplexu s antagonistou
CP-376395, se zobrazenim aminokyselinovych zbytki
klicovych pro vazbu resp. disociaci ligandu. To poskytuje
informace o puvodu selektivity daného antagonisty. Tato
generace antagonistl byla syntetizovana predev§im na
zdklad¢ analyzy struktury aminokyselin podilejich se
na vazb¢ s ligandem, coz vSak neni postacujici k objasnéni
G¢ink syntetizovanych latek™. Tyto latky bylo nutné
v pokusech aplikovat do mozku ve vysokych davkach,
které nemély na sekreci ACTH predpokladany a dlouho-
doby ucinek, a rovnéz ucinek in vitro a in vivo se znacné
lisil, stejné tak jako vysledky z rfiznych pracovist.

5.3. Soucasny vyzkum terapeutického vyuZiti
CRH ligandu

Nasledovala dalsi etapa vyvoje antagonistl, zasahuji-
ci do soucasnosti, sledujici prostorové struktury CRH re-
ceptoru s navazanym antagonistou. Cilem bylo a je naleze-
ni takovych antagonistii, ktefi maji terapeuticky potencial
v 1é¢bé psychiatrickych poruch spojenych se stresem.

Antagonisté nepeptidové povahy CRH-RI1 receptori
maji fadu i dalsich terapeutickych u¢inké'. Mezi indikace
patfi pfedevsim jiz vySe zminéné poruchy CNS, deprese,
anxieta, migréna, cévni mozkové piihody, ale také nekteré
projevy latkové zavislosti. Je nutné zduraznit, ze ligandy
CRH jsou zapojeny nejen v CNS a hypofyze, ale také na
periferii, kde se vazi na periferni CRH receptory. U terapie
fady nemoci, napt. drazdivého tra¢niku, zanétu, se dnes jiz
vyuzivajici jak agonisté, tak antagonist¢ CRH-R, jak je
podrobnéji uvedeno v prehledu laboratoie G. P. Chrousose
a v dalsich prehledech***.

V literatuie je velké mnozstvi preklinickych a klinic-
kych studii podporujicich hypotézu, ze CRH byl nejenom
kli¢ovy fyziologicky mediator neuroendokrinnich odpové-
di, ale také behavioralnich odpovédi na psychosocialni
stres — etiologicky faktor v depresi, anxieté a latkové za-
vislosti***’. Bohuzel tyto studie nepfinesly jednozna&né
vysledky. Preklinické a klinické studie opakovan€ nepotvr-
dily terapeutické ucinky antagonistti, vysledky jsou casto
protichiidné nebo Z&dné. Priikopnici v preklinickém vy-
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Obr. 4. Krystalova struktura CRH-R receptoru s naviazanym
antagonistou CP-376395. Na schématu (a) na levé strané¢ je
zobrazena krystalova struktura vazebné Stérbiny tvofené trans-

membranovymi helixy (TM1-TM7) u receptoru CRH-R1
s navazanym antagonistou CP-376395. Tato vazba je detailnéji
znazornéna v dalsi ¢asti schématu, v zelené barvé (b) pro recep-
tor CRH-R1 a vazurové barvé (c) pro receptor CRH-R2
s oznacenim polohy klicovych aminokyselin této interakce. Ten-
to postup umoziuje urcit vazbu resp. disociaci ligandu a tim
i piivod selektivity antagonisty®

zkumu byla dr. Athina Markou (12016), pracovnice The
Scripps Research Institute a profesorka University of Cali-
fornia, San Diego (UCSD). Je nutné uvést jeji Mezinarod-
ni program spoluprace akademickych a firemnich labora-
tofi umoznujici zavést védecké vysledky do klinické pra-
xe. Publikovala prace o u€inku selektivnich CRH-R1 anta-
gonistd u emoc¢nich poruch v zavislosti na jejich struktu-
fe*!. Popsala anxiolytickou aktivitu antalarminu a latek
R121919, BMS-562,086 (dnes zndmy pod nazvem Pexa-
cerfont), GSK-561,679 (dnes znamy pod nazvem Verucer-
font). Vyznamné jsou i jeji prace o vztahu stresu a navyko-
vych latek a publikace o vyuziti zvifecich modell
u mentalnich poruch®.

Vyzkumna prace v laboratotich ,,Scripps Research
Institute* a na UCSD je v soucasnosti pod vedenim Erica
Zorrilly zaméfena na studium pfi¢in ,,selhani CRH-R1
antagonisti“ a na vyhodnoceni nedavnych zjisténi tykaji-
cich se CRH a CRH-R1 systému v psychopatologii. Ve
vynikajici prehledové praci® ,,Nebojte se o CRF: posouze-
ni selhani translace antagonistt CRF1* Zorrilla se spolu-
pracovniky vyhodnotili 174 publikaci, kde podani
CRH-R1 antagonisty nevyvolalo ptedpokladanou odpo-
véd. Hodnoceni vysledki studii novych ligandi v pribéhu
cca 15 let se zaméfilo také na prezkoumani studii (od 2014
k dne$nimu dni), které nejsou dosud dokonceny. Tyto pu-
blikace navazuji na ptedchozi studie G¢inkii CRH systému
a analyzu novych ligandi in vitro a u laboratornich zvitat
(viz blize citace uvedené v publikaci®®). V navazujici etapé
byly testovany ucinky CRH ligandli u zdravych osob
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a u pacientll. Jedna se o klinicky vyzkum, tzv. ,klinické
hodnoceni®, které probiha ve 4 fazich. Cilem tohoto vy-
zkumu je urcit, prokéazat a ovéetit 1é¢ivé Ucinky daného ligan-
du, zjisténi jeho nezadoucich a dalsich u¢inkd.

Zorrilla uzavirda hodnoceni dosavadniho vyzkumu
tim, Ze je tfeba pokracovat ve studiu sdilené molekularni
ulohy CRH receptorti u neurobiologie stresu, dysforie
a navykového chovani u lidi. S rozsifenim téchto poznatkd
bude dostupnéjsi najit nové ligandy se specifickou indivi-
duélni tlohou s cilem terapeutického vyuZiti.

6. Zavér

Nové pokroky ve znalostech mechanismi u¢inkt
CRH a jeho receptort a nové poznatky o ucasti CRH
u stresu a dalSich psychickych a fyzickych poruch, otevira-
ji nové moznosti klinického vyuziti téchto poznatku. Ci-
lem soucasného vyzkumu je nalezeni ligandd nepeptidové
povahy, které pronikaji mozkomisni bariérou, a vazbou na
ptislusny CRH receptor budou mit cileny protistresovy
a antidepresivni u¢inek. Diky lokalizaci CRH receptorti
nejen v CNS, ale i na periferii, 1ze o¢ekavat pouziti anta-
gonisti CRH u fady celkovych onemocnéni.

Prace byla realizovana za podpory Grantové agentu-
ry Univerzity Karlovy PROGRES Q25/LF1/2 a SVV
266 377/2017.
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This review summarizes past and recent findings
related to corticotropin releasing hormone (CRH, CRF)
regulation and its involvement in the neuroendocrine, au-
tonomic and behavioral stress reaction. CRH belongs to
a larger family of neuropeptides that also includes uro-
cortins with different affinity toward the two types of CRH
receptors, CRH-R1 and CRH-R2. The new advances in the
knowledge of mechanisms of CRH and its receptor sub-
types effects show an involvement of CRH in stress and
stress-related disorders, such as depression, anxiety and
other psychiatric and physic diseases. This review lists
some ligands and new drugs that act as agonists and anta-
gonists on CRH receptor subtypes. Recent studies open up
new possibilities for finding antidepressants that would
also influence defensive stress mechanisms. Because CRH
receptors are also located in the periphery, the use of CRH
antagonists can have therapeutic potential in the treatment
and prevention of organic diseases. Mainly non-peptide
antagonists that have a potential for the therapeutic use in
psychiatric, behavioral and other disorders are prospective
in this respect. The aim of the current research is to find
non-peptide ligands that penetrate the cerebrospinal barrier
and, by binding to the respective CRH receptor, will have
an anti-stress effect.
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1. Uvod

Mikroskopické vlaknité huby oddelenia Ascomycota
st ddlezitou skupinou v riSi Fungi. Predstavuji potencial-
ne riziko najmé z hl'adiska znehodnotenia pol'nohospodar-
skych plodin, na ktorych sa mozu vyskytovat’ ako patogé-
ny v priebehu ich rastu, tzv. polné huby. Mikromycéty,
ktoré ako saprofyty kontaminuju nezivy organicky mate-
rial pocas skladovania, sa nazyvaji skladové huby'. Typic-
kymi zastupcami polnych hub su druhy rodov Fusarium
a Alternaria, medzi skladové huby patria rody Aspergillus
a Penicillium. Rozdelenie hib na pol'né a skladové nie je
striktné a pol'né huby mdzu byt detegované aj pri zbere ¢i
skladovani obilnin®>. Mikroskopické vldknité huby oboch
typov st schopné za vhodnych environmentalnych pod-
mienok (teplota, relativna vlhkost, pritomnost’ kyslika)
produkovat’ sekundérne metabolity — mykotoxiny®. Proble-
matika mykotoxinov je vysoko aktualna, nakolko
sa odhaduje, Ze az 25 % z celosvetovej produkcie plodin je
kontaminovanych®. Pritomnost’ toxinogénnych hiib v kfm-
nych obilnindch, resp. v krmive predstavuje aj potencialnu
kontaminaciu mykotoxinmi. Riziko ich vyskytu sa moze
stanovit’ az po identifikécii Specifického mykotoxinu, pri-
com:

—  pritomnost’ samotnej mikroskopickej vlaknitej huby
neznamena, ze je producentom mykotoxinu,
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— mykotoxin mdze byt pritomny v substrate aj bez
aktualnej prezencie mikroskopickej vlaknitej huby,

—  mikroskopické vldknité huby mézu produkovat’ viac
ako jeden mykotoxin,

— jeden mykotoxin méze byt produkovany viacerymi
zastupcami mikroskopickych vldknitych hub’.

Tvorbu mykotoxinov ovplyviuju tiez klimatické pod-
mienky ako sucho a mraz, ale aj teplotné poskodenie, me-
chanické narusenie celistvosti zrna pocas zberu plodin,
poskodenie celistvosti zrna hmyzom, rastlinnd varieta,
hustota rastlinného porastu, Struktiura pddy, kvalita hubo-
vého inokula a vegetaéné §tadium®’. Steyn popisuje, Ze
existuje viac ako 300 chemicky odlignych mykotoxinov®.
Uplna eliminacia mikroskopickych vlaknitych hub
a mykotoxinov nie je mozni. AvSak kombinicia spravnej
polnohospodarskej  praxe, pouzivanie adsorbentov
(bentonit, zeolit, aktivne uhlie), antioxidantov (etoxyquin,
butylhydroxytoulén, butylhydroxyanizol, propylgalat,
vitamin E, vitamin C, karotenoidy, L-karnitin a melatonin)
a biologicky uc¢innych latok (baktérie, kvasinky, huminové

kyseliny) predstavuje moznosti preventivnych opatreni’ .

2. Mykotoxiny rodu Fusarium

Mykotoxiny maji réznu chemickt Struktaru, od kto-
rej zavisi ich metabolizmus a stupen toxicity v Zivom orga-
nizme. Rod Fusarium sa zarad’uje medzi toxinogénne hu-
by s vysokou produkciou réznych mykotoxinov (tab. I).
Optimalnymi podmienkami pre rast a tvorbu mykotoxinov
mikroskopickymi vldknitymi hubami rodu Fusarium su:
teplota 15-25 °C, relativna vlhkost’ 20-25 %, vodna akti-
vita 0,98-0,99 a slabo kyslé pH prostredia. Tri najvyznam-
nejSie skupiny mykotoxinov syntetizované rodom Fusa-
rium su: trichotecény, zearalenon a fumoniziny'*. Ochore-
nia (mykotoxikdzy) spdsobené tymito mykotoxinmi su
rozmanité a zahfnaju Siroku skalu vnimavych druhov zvie-
rat, vratane ¢loveka'”. Mykotoxikozy sa mozu prejavovat’
roznymi klinickymi priznakmi, ktoré zavisia od faktorov,
ako st typ a koncentricia mykotoxinu, doba expozicie,
druh, rod, vek a zdravotny stav zvierat. Dlhodoba expozi-
cia zvierat voci u€inkom mykotoxinov vyustuje do stavu
zvySenej vnimavosti k sekundarnym ochoreniam virusové-
ho, bakterialneho a hubového povodu'®.

2.1. Trichotecény

Trichotecény predstavuju pocetnu skupinu sekundar-
nych metabolitov mikroskopickych vlaknitych hub rodu
Fusarium a podla charakteristickej funkcénej chemickej
skupiny (r6zne substituenty na C — 3, 4, 7, 8 a 15) sa roz-
deluji do $tyroch zakladnych skupin (A-D)". Zakladom
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Tabulka I
Najvyznamnejsie druhy rodu Fusarium a ich mykotoxiny’

Referat

Druh Fusarium Mykotoxin

F. acuminatum

F. avenaceum

F. chlamydosporum

F. crookwellense

F. culmorum

F. equiseti

F. graminearum

F. napiforme

F. oxysporum

F. poae

F. proliferatum

F. pseudograminearum
F. sambucinum

F. semitectum

F. solani trichotecény

F. sporotrichioides

akuminatum, aurofusarin, beauvericin, trichotecény, moniliformin, fuzariny a iné
aurofusarin, beauvericin, chlamydosporol, fusariny, moniliformin
chlamydosporol, moniliformin

aurofuzarin, kulmorin, fuzariny, trichotecény, zearalenon

aurofuzarin, chlamydosporol, kulmorin, trichotecény, zearalen6n
equisetin, moniliformin, trichtecény, zearalenon

aurofuzarin, chlamydosporol, kulmorin, fuzariny, trichotecény, zearalenon
fumoniziny, moniliformin

fumoniziny, moniliformin

aurofuzarin, kulmorin, fuzariny, trichotecény

fumoniziny, moniliformin

trichotecény, zearalenon

aurofuzarin, beauvericin, trichotecény

moniliforin, trichotecény, zearalenon

aurofuzarin, kulmorin, fuzariny, moniliformin, trichotecény

molekuly trichotecénov je tricyklicky seskviterpénovy
kruh s dvojitou védzbou medzi uhlikom C9, CI10
a epoxidovy kruh v polohe uhlika C12, C13, ktory je zod-
povedny a nevyhnutny pre ich toxicitu. Trichotecény st
oznaGované ako 12,13-epoxytrichotecény'®. Chemicka
Struktara trichotecénov je variabilnd a zavisi od poctu
a pozicie hydroxylovych skupin a tiez od poctu a pozicie
esterifikacnych skupin. Trichotecény rodu Fusarium su
relativne jednoduché alkoholy s kratkymi retazcami este-
rov. Biosyntéza trichotecénov prebicha z trichodiénu
(obr. 1)'°. V obili st dominantnymi typmi najma trichote-
cény typu A (T-2 toxin, HT-2 toxin, diacetoxyscirpenol,
neosolaniol a verucol) a trichotecény typu B (deoxy-
nivalenol, acetylované formy deoxynivalenolu 3-ADON
a 15-ADON, nivalenol a fusarenon-X), ktoré sa najcastej-
Sie vyskytuju v obilninach. Rozdelenie trichotecénov do
skupiny A alebo B je na ziklade pritomnosti ketonickej
skupiny na C8. Trichotecény typu A su latky, ktoré nemaju
na C8 ketonickll skupinu a trichotecény typu B st latky
s ketoskupinou na C8. Makrocyklické trichotecény typu C
maju na C7, C8 iny epoxid a trichotecény typu D maji
makrocyklicky kruh spojeny dvoma estermi od C4 po C15
(cit.®). Trichotecény typu C a D sii menej vyznamné a naj-
Zastejiie su izolované z potravin a krmiv?®. Z hladiska
toxicity su trichotecény klasifikované ako gastrointestinal-
ne toxiny, dermatotoxiny, imunotoxiny, hematotoxiny
a genotoxiny”'.

Deoxynivalenol (DON), celosvetovo rozsireny fuza-
riotoxin bol prvykrat izolovany v Japonsku v roku 1972
Moorokoom a spol.”>**. DON (C;sH»00s) je produkovany
druhmi ako F. graminearum, F. culmorum, F. crook-
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wellense, F. sporotrichioides, F. poae, F. tricinctum
a F. acuminatum. V Eurépe je Ccasto detegovany
v obilninach, ako su pSenica, jaCmen a ovos, ale vyskytuje
sa aj v kukurici®®. Inhibuje syntézu DNA a RNA na urovni
ribozomov. Poskodzuje expresiu cytokinov a zvysuje hla-
dinu intracelularneho vapnika, ¢o vedie k ativacii kaspazy,
k zlomom DNA a proteinov s naslednou apoptdzou bu-
niek. Makrofagy ako hlavny zdroj cytokinov sii velmi
klacové pri stimulacii produkcie imunoglobulinov IgA
(pravdepodobne prostrednictvom  cytokin-interleukinu-6)>.
Strukturalne je DON polarna organicka zl&enina, ktora
patri do skupiny B-trichotecénov a jeho chemicky ndzov je
12,13-epoxy-3a,7a,15-trihydroxytrichotec-9-en-8-on
(obr. 2)**?7. Vo svojej molekule ma 3 volné hydroxyskupi-
ny, ktoré st zodpovedné za jeho toxicitu. Jeho najdolezi-
tejSou fyzikalno-chemickou vlastnostou je odolnost’ voci
vysokym teplotam, ¢o zvySuje riziko jeho vyskytu
v potravinach®™. Deoxynivalenol je biela krystalicka lat-
ka, chemicky a tepelne vel'mi stabilnda s bodom topenia
151-153 °C. Jeho molekulova hmotnost’ je 296,32 g mol ',
je rozpustny vo vode a polarnych rozpustadlach (metanol,
acetonitril, chloroform) a v zmesiach octan etylnaty : ace-
tonitril (4 : 1) alebo chloform : metanol (9 : 1)*’. Medzina-
rodné agentura pre vyskum rakoviny (IARC) pre nedosta-
tocné¢  dokazy nezaradila  deoxynivalenol  medzi
karcinogény?’.

2.2. Zearalenon

Po prvykrat bol zearalenon (ZEA) izolovany z huby
Gibberella zeae a je jednym z najvyznamnej$ich mykoto-
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Obr. 1. Syntéza trichotecénov produkovanych rodom Fusarium'

Obr. 2. Strukturalny vzorec deoxynivalenolu®’

xinov. Zearalenon (C;sH»0s) je produkovany tym istym
druhom ako deoxynivalenol, a to F. graminearum

a d’alsimi druhmi ako F. culmorum,
F. equiseti, F. crookwellense, F. roseum, F. nivale,
F. tricinctum, F. sporotrichioides, F. oxysporum,

F. moniliforme, F. lateritium, F. sacchari, F. sambucinum,

9

66

i OH

‘A

wOAC

niOQAC

Kalonektrin 15-Dekalonektrin

F. equiseti, F. gibbosum, F. solani'**'. Zearalenon (obr. 3)
je nesteroidny estrogenicky mykotoxin, ktory m4 Struktiru
podobnti so steroidnymi horménmi, ¢o zvysSuje jeho
schopnost’ viazat’ sa na intraceluldrne estrogénne receptory
uteru, hypotalamu a hypofyzy. Posobi ako agonista a Cias-
to¢ne ako antagonista estradiolu. Inhibuje sekréciu foliku-
lostimula¢ného horménu (FSH) a potlaca dozrievanie ova-
rialnych folikulov v preovulaénej faze*. Z hradiska toxici-
ty je zearalendbn zodpovedny za funkéné zmeny
v reprodukénom systéme s naslednym celkovym rozvra-
tom hormonalnej regulacie. OSipané s v porovnani s iny-
mi druhmi zvierat mimoriadne citlivé, pretoze v ich peceni
dochadza k biotransformécii zearalenénu na o-zearalenol,
ktory je toxickejsi ako samotny zearalenén. V porovnani
so zearalenénom a f-zearalenolom ma a-zearalenol vyssiu
schopnost’ viizby na estrogénne receptory”>*. Okrem es-
trogénnych ucinkov mdze posobit’ hepatotoxicky, hemato-
toxicky, imunotoxicky a genotoxicky®. Po chemickej
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Obr. 3. Strukturalny vzorec zearalenénu®’

stranke je zearalenon makrocyklicky lakton Kkyseliny
B-resorcylovej a ma tzky Strukturdlny vztah s inymi anti-
biotickymi metabolitmi, ktoré st produkované mnozstvom
mikroskopickych vlaknitych hub*®. Zearalenon je biela
krystalicka latka s bodom topenia 159-163 °C. Jeho che-
micky nazov je 3.,4,5,6,9,10-hexahydro-14,16-dihydroxy-3-
-metyl-1H-2-benzoxacyklotetradecin-1,7(8 H)-dién.  Jeho
molekulovd hmotnost’ je 318,36 g mol™. ZEA je pomerne
stabilnou latkou, ktord nepodlicha degradacii v procese
spracovania obilnin, ani pri jeho tepelnom spracovani. Je
rozpustny v benzéne, acetonitrile, metanole, etanole
a acetone’’. Casto sa vyskytuje v skladovanom obili, hlav-
ne v kukurici, ovse, razi, ryZi, ciroku a pSenici. Zearalenon
kontaminuje priblizne 32 % obilnin a potravin z nich vyro-
benych (suSienky, ranajkové cerealie, pecivo, zdkusky)
1824 podra IARC patri zearalenon do 3. skupiny, kde su
zaradené mykotoxiny, ktoré nie su klasifikované ako kar-
cinogénne pre &loveka®’.

2.3. Fumoniziny

Fumoniziny predstavuju skupinu mykotoxinov, ktoré
su produkované hubami F. verticillioides, F. proliferatum,
F. nygamai, ale aj Alternaria alternata. Do tejto skupiny
mykotoxinov sa zarad’uji fumonizin A;, A, By, B,, B3, Bs.
Po chemickej stranke su to zlozité alifatické zluceniny,
diestery propan-1,2,3-trikarboxylovej kyseliny. Svojou
Struktarou st podobné celularnym sfingolipidom — sfingo-
idom, sfinganinu a sfingozinu, na ktoré pdsobia prostred-
nictvom inhibicie sfingozin-acyl-transferazy*®. Aj napriek
ich relativne jednoduchej chemickej Struktire ovplyviuja
metabolizmus sfingolipidov u zvierat, ¢o modze spdsobit’
komplexy zmien v nervovom tkanive’. Inhibuju ceramid-
syntetazy (sfinganin a sfingozin N-acetyltransferazu)
s ndslednym hromadenin sfinganinu a sfingozinu. ZvySené
koncentracie tychto dvoch latok maju inhibi¢ny ucinok na
vapnikové kanaliky (L-typ), ¢o vedie k akatnemu zlyhaniu
l'avej &asti srdca s nasledkom plicneho edému (u prasiat)™.
Najviac citlivymi na fumoniziny su kone a ogipané'*. Pod-
I'a IARC sa fumoniziny zarad’ujii do skupiny 2B — mozZné
karcinogény cloveka a sl ozna¢ované ako promotory kar-
cinogénneho procesu’. Rheeder a spol. uvadzaju, ze fu-
monizin B, je prométorom vzniku ezofagealneho nadoru®.
Fumonizin B, stimuluje proliferdciu epitelidlnych buniek
pazeraka prostrednictvom zvysenej expresie proteinu cyk-
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Obr. 4. Strukturilny vzorec fumonizinu B (cit.")

linu D, a zniZenin cyklinu E, p21 a p27 (cit.*"). Fumonizin
B (C34Hs5oNO;s) je dominantnym toxinom (obr. 4), ktory
je produkovany druhom F. verticillioides*. Prvykrat bol
izolovany az v roku 1988 v juznej Afrike z kultary
F. moniliforme®. Fumonizin B, sa podiel'a na ochoreniach
ako leukoencefalomalacia u koni a pulmonalny edém
u prasiat. Ma karcinogénny ucinok u mysi a potkanov
a u potkanov pdsobi aj hepatotoxicky™. Chemicky nazov
fumonizinu je 1,1°-[(12-amino-4,9,11-trihydroxy-2-metyl-
tridecyl)-2-(metylpentyl)-1,2-etandiyl]-ester s molekulovou
hmotnostou 721,84 g mol™'. Fumonizin B, je amorfna
latka s bodom topenia 103—105 °C, rozpasta sa vo vode
a v metanole, ale nie v polarnych rozpustadlach. Pri tech-
nologickom spracovani je stabilny®’.

3. Zaver

Vyskyt mikroskopickych vlaknitych hib a nasledne
ich  sekundidrnych  metabolitov ~—  mykotoxinov
v potravinach a krmivach predstavuje vysoko aktualny
problém. Jednou z moznosti ako predchadzat vyskytu
mikroskopickych vlaknitych hiib a mykotoxinov je elimi-
nacia pomocou adsorbentov, antioxidantov a biologicky
ucinnych latok. Je potrebné poznamenat, ze tieto latky
nemaju terapeuticky efekt pri mykotoxikoézach s prebieha-
jucimi klinickymi prejavmi, ale pridavaju sa do krmiv za
ucelom eliminacie mykotoxinov. Dekontaminac¢ny postup
ma vo vSeobecnosti splnit’ nasledujice poziadavky:

— mykotoxin musi byt zniceny, inaktivovany alebo od-
straneny,

— nesmie viest k novej tvorbe toxinov alebo produktov
toxickej degradacie,

— kfmna hodnota by nemala byt’ ohrozena a mali by sa
zachovat’ d6lezité technologické vlastnosti,

— spory hub by mali byt zni¢ené, aby sa zabranilo na-
slednej tvorbe mykotoxinov,

— dekontaminacny postup by mal byt nakladovo efek-
tivny a Setrny k Zivotnému prostrediu.

Poznatky o fyzikalno-chemickych vlastnostiach jed-
notlivych mykotoxinov mézu byt jednym z dodlezitych
aspektov pri vol'be spravneho dekontaminacného postupu
v procese eliminacie mikroskopickych vlaknitych hub.
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Most Important Fusarium Mycotoxins

The incidence of microscopic filamentous fungi and
consequently their secondary metabolites — mycotoxins —
in foods and feeds is a highly actual problem. One way to
prevent the occurrence of microscopic filamentous fungi
and mycotoxins is their elimination by adsorbents, antioxi-
dants and biologically active substances. It should be not-
ed that these substances do not have therapeutic effects in
acute mycotoxicoses with clinical manifestations but they
are added to the feed to eliminate mycotoxins. Knowledge
of the physicochemical properties of individual mycotox-
ins may be one of the important aspects in choosing the
right decontamination process in the process of eliminat-
ing microscopic filamentous fungi.
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1. Uvod

Syntetické polymery a polymery vyskytujici se
v ptirod¢ byly dfive zkouméany v pomérn¢ oddélenych
oblastech vyzkumu. Takové rozliseni je opodstatnéné,
protoze obé skupiny polymert se 1isi v mnoha zékladnich
aspektech. Biopolymery (proteiny, nukleové kyseliny
a polysacharidy) maji velmi casto dobfe definovanou
strukturu, optimalizovanou miliardami let evoluce. Jedna
se predevsim o jejich pfesné chemické slozeni, poradi jed-
notlivych sekvenci, nadmolekularni strukturu a také o
pfesné dany pocet zabudovanych monomernich jednotek
v jednom fetézci, v disledku ¢ehoz je vétSina biopolymert
uniformni. Naproti tomu vétSina syntetickych polymert
ma mnohem jednodussi a ndhodnéjsi strukturu, avSak che-
micky mnohem pestiejsi. Pred nékolika desetiletimi se
vSak tyto oblasti vyzkumu ¢éstecné protly a vytvofily nové
vyzkumné odvétvi hybridnich makromolekul slozenych
jak z pfirodnich, tak ze syntetickych polymerti. Tyto kopo-
lymery, oznacované v literatuie nejcastéji jako polymerni
biokonjugaty, byly nejprve hojné studovany a posléze
vyuzivany ve farmacii'?. Nicméné rychly rozvoj v oblasti
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nanotechnologii a biotechnologii v nedavné dobé ptispél
k tomu, ze vyuziti polymernich biokonjugatii vyrazné pte-
kracuje farmaceutické pole a zahrnuje riznoroda odvétvi
jako napf. biosenzory, umélé enzymy, biometrii, fotoniku
¢i nanoelektroniku®®. Diky tomuto $irokému vyuziti se
studium hybridnich polymerd stalo dilezitou oblasti poly-
merni chemie.

Cilem tohoto piehledu je poskytnout komplexni popis
jedné specifické skupiny polymernich biokonjugati — gly-
kokonjugatti, tedy hybridnich polymert na bazi polysacha-
ridl, které jsou nejcastéji vyuzivany pro cileny transport
1é&iv & v tkafiovém inzenyrstvi’. Tento kol neni jednodu-
chy, nebot’ ob¢ kategorie (polysacharidy i syntetické poly-
mery) maji extrémné ruznorodé vlastnosti. Polysacharidy
se 1i8i od ostatnich biopolymerti tim, Ze mohou byt vysoce
rozvétvené a jejich monomerni jednotky mohou byt navza-
jem spojeny mnoha riiznymi typy vazeb. Typ spojujici
glykosidové vazby ma pritom zésadni vliv na vlastnosti
vysledného polysacharidu i na jeho nadmolekularni struk-
turu. Ulohou polysacharidi v organismech je predeviim
skladovat a transportovat energii (napt. Skrob, glykogen) ¢i
chranit proti mechanickému poskozeni (chitin), avSak mo-
hou zastdvat i pomérné slozité biologické funkce®. Tento
piehled nejprve ukazuje mozné postupy priprav téchto
polymernich glykokonjugatt a dale se vénuje jednotlivym
prikladiim, které jsou usporadané dle jednotlivych druhti
polysacharidii.

2. Priprava polymernich glykokonjugati
2.1. Zdroje polysacharida

Je s podivem, ze i kdyz je studium polymernich gly-
kokonjugatti dulezitou oblasti soucasného vyzkumu, tak
syntéza/ptiprava samotnych polysacharidd je pomérné
slozita. Tento fakt je dan piedevsim tim, Ze zatim, narozdil
od proteint a nukleovych kyselin, neexistuje jednoduchy
automatizovany systém pro syntézu oligosacharidd, a to
i pfesto, ze se vyzkumu této tématiky vénovalo nemalé
usili (viz tab. I). Vysvétleni prozatimniho netspéchu tkvi
ve struktufe samotnych polysacharidi. Zatimco chemicka
syntéza oligopeptidu zahrnuje opakujici se tvorbu peptido-
vé vazby napf. mezi jednou aktivovanou karboxylovou
skupinu a volnym aminem, chemickd syntéza oligosachari-
di vyzaduje n€kolik hydroxylovych skupin podobné reak-
tivity vhodné diferencovanych tak, aby se ziskal pozado-
vany produkt s pfisluSnou regio- a stercoselektivitou, od-
povidajici pozadované trojdimenzionalni struktufe. Tato
syntéza tedy Ccasto zahrnuje namdhavé manipulace
s chranicimi skupinami a extrémné dlouhé syntetické ces-
ty. V Zivych organismech existuje centrdlni dogma mole-
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Tabulka I
Obecné metody vyuzivané k ziskani biopolymerta

Biopolymery Metody k ziskani

Proteiny extrakce z biologického materialu,
automatizovana peptidova syntéza,
nativni ligace peptidi, nadmérna
exprese gent vlozenych do produkéni-
ho organismu, katalyza proteasou

Nukleové kyse-  extrakce z biologického materialu,

liny automatizovana syntéza nukleovych
kyselin, polymerasova fetézova reakce

Oligo/ extrakce z biologického materialu,

polysacharidy chemicka syntéza, enzymaticka

syntéza

kularni biologie (DNA — RNA — proteiny), které bohu-
zel neplati pro glykokonjugaty. Ty totiz nejsou syntetizo-
vany templatovou reakci, ale spiSe posttranslaénim proce-
sem, pficemz jejich vysledna struktura je ovlivnéna mnoha
faktory — kompetici enzymi pro jeden substrat, substrato-
vou specifitou enzymu a také dostupnosti substratu.
Z tohoto divodu jsou glykokonjugaty véetné glykoprotei-
ni typicky polydisperzni'®.

Polysacharidy pouzivané k ptipravé polymernich
glykokonjugatd  jsou dostupné pomoci extrakce
z biomateridlu, chemickou syntézou ¢i enzymatickou syn-
tézou (viz tab. I).

Relativné nejjednodussi a nejvice prostudovany zpu-
sob je zmiflovana extrakce polysacharidd, avsak tyto meto-
dy casto neprodukuji dostatecné mnozstvi materialu
v potfebné kvalité. Polysacharidy, ziskavané extrakci, jsou
obsaZeny nejcastéji jako strukturni komponenty v bunéc-
nych sténach, predev§im hub, bakterii a fas. Vybér ex-
trak¢éni metody je zavisly na struktue dané bunec¢né stény,
napf. bunecné stény hub obsahuji dva typy polysacharidi:
fibrilarni  chitin  (nebo celulosu) a vodorozpustné
B-glukany, o-glukany a glykoproteiny''. Vétsina extraké-
nich metod zahrnuje nejprve odstranéni nizkomolekular-
nich latek pomoci 80% ethanolu. Dale mohou nasledovat
3 postupné extrakce: vodou (100 °C, 3 h), 2% roztokem

OPG OPG
0, 0,
PGO LG+ HO OPG
PGO OPPG PGO OPG
glykosidacni €inidlo nukleofil
(donor) (akceptor)

Referat

Stavelanu amonného (100 °C, 6 h) a 5% roztokem hydroxi-
du sodného (80 °C, 6 h)'?. Extrakce horkou vodou vedou
obecné k polysacharidim rozpustnym ve vod¢, které se
vyskytuji na  vngjsi  vrstvé  bunecné stény
(exopolysacharidy) a chrani ji pred externim mechanickym
poskozenim. Extrakce alkalickymi roztoky vedou naproti
tomu spiSe k polysacharidim ve vod¢ nerozpustnym, které
tvofi vnitini vrstvu bunecné stény (endopolysacharidy).
Pfesnd metoda extrakce daného polysacharidu se muze
lisit od vyse popsané¢ho obecného postupu v zavislosti na
jeho struktufe a rozpustnosti ve vod¢€, avSak vzdy je nutné
narusit strukturu bunecné stény pomoci vhodn¢ zvolenych
extrak¢nich podminek (pH a teplota). Nakonec mohou byt
extrahované  polysacharidy  pfeCistény  presrdzenim
v ethanolu. Casto se také vyuZivé iontova chromatografie
na diethylaminoethyl (DEAE) celulosové koloné, separuji-
ci neutralni a nabité polysacharidy, pfi¢emz nejprve jsou
eluovany neutralni polysacharidy vhodnym pufrem a poté
je eluovan nabity polysacharid pufrem o vysoké iontové
sile'". Neutralni polysacharidy mohou byt dale separovany
na o- a P-glukany pomoci afinitni chromatografie, ktera
vyuziva specifické reakce a-glukani s imobilizovanym
ligandem uvnitt kolony. Po pfidani smési a- a B-glukani
k takovémuto ligandu se na néj vazou jen a-glukany, které
s nim tvofi silné vazby, a zbytek smési protékd kolonou
beze zmény. Navazany a-glukan se nasledné eluuje pomo-
ci vysoce koncentrovaného roztoku soli (napf. chloridu
vapenaté¢ho, chloridu sodného ¢i chloridu draselného).
Jako ligandy se specifickou reakci na o-glukany se vétsi-
nou vyuzivaji lektiny.

Jak jiz bylo diskutovéno vyse, dalsi zplisobem ziska-
vani oligo/polysacharidii je chemicka syntéza, ktera je
vSak velmi ndrocnd, coz vyplyva ze struktury té€chto latek.
Vznik glykosidové vazby chemickou syntézou je uskutec-
nén nukleofilem (,,glykosidovy akceptor®), ktery napada
aktivované anomerni centrum (,,glykosidovy donor®), pfi-
¢emz vSechny hydroxylové a aminové skupiny musi byt
maskovany chranicimi skupinami tak, aby pouze pozado-
vana hydroxylova skupina ¢i skupiny byly glykosidovany
(obr. 1). Velikost, elektronické vlastnosti a konformace
chranicich skupin maji obrovsky vliv na finalni reaktivitu
a stereoselektivitu glykosidace, stejné jako pouzité roz-
poustédlo, teplota a aktivator. Vzhledem ke komplexité

OPG

aktivator o) 0,

rozpoustédlo
teplota

PGO
PGO

Obr. 1. Obecné schéma vzniku glykosidové vazby pomoci chemické syntézy (PG — chranici skupina, LG — odstupujici skupina, PPG —
,»Ucastnici se* chranici skupina). Stereochemie vysledného produktu zavisi na povaze chranici skupiny, odstupujici skupiny, aktivatoru,
rozpoustédle a teploté. Zde uvedeno pro piipravu PG-chranéného disacharidu D-glukosa-p(1—4)-D-glukosa
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té&chto reakci vznikl specializovany obor organické synté-
zy, pro néjz je charakteristickd strategicka jednoduchost,
provozni sloZitost a nepfedvidatelnost glykosidacnich re-
akci. V prib¢hu mnoha let byla vyvinuta fada odstupuji-
cich anomernich skupin, napf. glykosylhalogenidy, avSak
v posledni dobé€ byly nahrazeny piedevsim glykosylimida-
ty"?, thioglykosidy'* nebo glykosylfosfaty'. K tomu navic
nové znalosti reaktivit glykosidacnich ¢inidel pfinesly
pokrok v sekvenéni ,,one-pot“ syntéze, kdy je nutnd sprav-
na kombinace jednotlivych stavebnich bloku, které mohou
slouzit jednak jako glykosidacni Cinidla stejné jako nukle-
ofily'®. Touto metodou byly piipraveny aZ hexasacha-
ridy'’. Rozdily reaktivit jednotlivych glykosida¢nich &ini-
del obecné komplikuji syntézu glykanl, protoze rdzné
stavebni bloky vyzaduji rizné reakéni teploty a cas. Veel-
ku spolehliva stereoselektivita je v ptipad¢é vzniku trans-
glykosidické vazby, kdy se chranici skupina (nejcastéji
estery nebo amidy) v misté C-2 ucastni vzniku oxoniového
meziproduktu a blokuje tak jednu jeho stranu, a tudiz nuk-
leofil ma moznost ptistoupit pouze z druhé strany. PFitom-
nost chranicich skupin v jakékoliv jiné poloze glykosidac-
niho ¢inidla miZze potencialné ovlivnit stereochemicky
vysledek glykosidace'®. Opagna situace je v piipads vzni-
ku cis-glykosidické vazby, kdy nelze vyuZit tyto ,,uCastnici

GLYKOSYLTRANSFERASA

a) klasicka syntéza sacharidu

HO

QO 8]
;\kwoa HO =~

" glykosyltransferasa™._
e ~J

NDP-cukr

fosfatasa

b) multienzymova recyklace

Q

HO
- glykosyltransferasa™._
- .
NDP-cukr NDP
[ GOy
F}F‘i T & )\:)F'El_,_
NDP cukva;r\;\_ / kinasa
fosforylasa ) o,

NTP
cukr-1-fosfat

> N+2R
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se* chranici skupiny (estery, amidy), ale vyuzivaji se tzv.
,»netcastnici se* skupiny v pozici C-2, napi. benzyl ethery
¢i azidy. Zde se bez vlivu ,,ucastnici se“ skupiny vytvari
termodynamicky stabiln€j$i produkt — o-glykosid diky
anomernimu efektu. Tento fakt naznacuje, ze reakce ve-
douci k cis-B-glykosidické vazbé, pfitomné napf.
v B-mannosidech, jsou vcelku naro¢né, nebot’ nelze pouzit
,.ucastnici se” chranici skupiny a musi se zaroveil elimino-
vat anomerni efekt pomoci tzv. ,,konformaéniho uzamknu-
ti“!?. Nejnovéjsi vyzkum pak piinesl koncept automatické-
ho oligosacharidového syntetizdtoru na pevné fazi,
Glyconeer 2.1, se kterym je mozné syntetizovat riizné oli-
gosacharidy obsahujici az 30 jednotek v fetézci®.

Dalsi moznosti pfipravy oligosacharidl je enzymatic-
ka syntéza, ktera vyuziva glykosyltransferasy a glykosida-
sy jako cenné regio- a stereoselektivni katalyzatory vzniku
glykosidové vazby. Glykosyltransyltransferasy jsou zod-
povédné za syntézu vétSiny glykanti na povrchu savéich
bunék, kde prenaseji dany sacharid od odpovidajiciho do-
norového substratu (nukleotid sacharidu) ke specifické
hydroxylové skuping akceptujiciho sacharidu (obr. 2a)*'.
Velké mnozstvi eukaryotickych glykosyltransferas bylo jiz
usp€Sn€ klonovéno, pficemz bylo zjiSténo, ze vykazuji
obecné vynikajici vazebnou a substratovou specifitu

GLYKOSIDASA

c) reverzni hydrolyza

0 o)
mﬂl\l‘oﬂ + %DH
HO HO
akceptor donor

glykosidasa

HO

Obr. 2. Obecné schéma enzymatické syntézy sacharidi pomoci a) klasické glykosyltransferasy; b) multienzymové recyklace s
glykosyltransferasou® a c) reverzni hydrolyzy glykosidasou (N — nukleosid, NDP — nukleosid-difosfat, NTP — nukleosid-trifosfat)
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a zarovenl velmi dobré vytézky. BohuZzel vSak i tyto synté-
zy maji i urCité nevyhody. Mezi né patii napt. fakt, Ze nuk-
leosid-difosfaty (NDP) generované béhem reakce jsou
veelku ucinné inhibitory glykosyltransferasy a navic pfi
syntéze ve velkém méfitku se finan¢ni ndklady na vyrobu
vyvinuta metoda multienzymové recyklacezz, pri které je
NDP-cukru vyzadovan pouze v katalytickém mnozstvi,
protoze se generuje in situ z levnych vychozich materialt
(obr. 2b). Kromé toho se vznikajici NDP recykluje na
NDP-cukry, ¢imz se zabraiiuje inhibici produktem. Posled-
ni nevyhodou vyuziti glykosyltransferasy pro syntézu oli-
gosacharidu je jeji Spatna dostupnost. I kdyz v dnesni dobé
je na trhu dostupnych mnoho komerénich glykosyltransfe-
ras, pfesto 1ze najit chybéjici specifické enzymy pro vznik
uréitych pozadovanych glykosidovych vazeb. Jak bylo
vySe uvedeno, vedle glykosyltransferas byvaji vyuzivany
také exo-glykosidasy a endo-glykosidasy. V Zivych orga-
nismech jsou glykosidasy zodpovédné nejcastéji za Stépeni
glykosidickych vazeb, ovSem za kontrolovanych podmi-
nek mohou byt pouzity spise pro syntézu glykosidickych
vazeb neZ pro jejich Sté€peni (obr. 2¢), pticemz jako kataly-
zatory pri syntéze oligosacharidi jiz byly uspé$né pouzi-
ty”**. Ve srovnani s glykosyltransferasami jsou glyko-
sidasy nenakladné, stabilni a snadno dostupné a navic vy-
zaduji levné donorové substraty oproti neekonomickym
nukleotidim sacharidu. Jediné jejich nevyhoda je obecné
slaba regiospecifita, kterd mize bohuzel vést ke tvorbé
vice produkti.

2.2. Ptiprava roubovanych kopolymert

Nejcastéjsim typem studovanych modifikovanych
polysacharidil jsou jejich roubované kopolymery, které se

a) Roubovani ,,z"”

Referat

mohou pfipravit pomoci tii syntetickych strategii (obr. 3):
roubovanim ,,z“ (a), roubovanim ,,na* (b) nebo roubova-
nim ,,skrz (c), pfi¢emz prvni dva pfistupy jsou nejcastéji
pouzivané®. Technika roubovani ,,z* je obecn& pouzivana
v ptipad¢, kdy je potieba vyssi hustota roubovani. Pfi této
technice jsou nejprve zavedeny skupiny inicidtoru
na hlavni fetézec polysacharidu, pfi¢emz vznika tzv. mak-
roiniciator, a nasledné je zahajen rust roubovanych fetézcti
z povrchu polysacharidu za ptitomnosti pozadovaného
monomeru. Naproti tomu pfi technice roubovani ,,na“ jsou
nejprve samostatné vytvoreny zivé polymerni fetézce,
které jsou nasledn¢ terminovany funkénimi skupinami
nesenymi hlavnim polymernim fetézcem. Tato technika je
vyhodna zvlasté diky tomu, ze polymerizace vedlejsiho
fetézce probiha oddélené od polysacharidu, a tudiz na néj
nema zadny degradacni vliv. Dalsi vyhodou roubovani
,,na“ je moznost snadno a detailné charakterizovat rouby,
napf. jejich molekulovou hmotnost (pro charakterizaci se
Cast polymerizaéni smési terminuje nizkomolekularnim
¢inidlem). AvsSak pfi roubovani ,,na“ je obecné dosahova-
no niz8i roubovaci hustoty, predevsim kvuli sterickému
efektu®®. Nejméné pouZivanou technikou piipravy roubo-
vanych polysacharidii je roubovani ,,skrz, pfi kterém je na
jeden konec oligo/polysacharidového fetézce zavedena
polymerizovatelnd skupina (nejcastéji dvojna vazba), pfi-
¢emz pii polymerizaci vytvari monomerni jednotky této
skupiny hlavni fetézec nesouci oligo/polysacharidové rou-
by.

Technika roubovani ,,z* byva Casto zkouména ve
spojeni s radikalovou polymerizaci, kdy jsou nejprve radi-
kaly generovany podél hlavniho polysacharidového fetéz-
ce pomoci chemického iniciatoru nebo zafeni. Takto vy-
tvofeny makroiniciator je nasledné mozné radikalové poly-
merizovat v pfitomnosti monomeru za vzniku pozadované-

O o ey
%50 o0 o° ? '? £
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polysacharid makroiniciator c; &
o}
b) Roubovani ,,na"
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funkéni skupiny ol
ysacharid polymer s
polysacharid o © funkénimi skupinami i

c) Roubovani ,,skrz"

S

polysacharid zakongeny
polymerizovatelnou skupinou

polymerizace

Obr. 3. Syntetické strategie pripravy roubovanych polysacharidi: a) metodou roubovani ,,z*; b) metodou roubovani ,,na“ a c)

metodou roubovani ,,skrz*
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ho roubovaného glykokonjugatu. Nevyhodou této metody
je v8ak mozna degradace polysacharidového fetézce
a velmi omezena kontrola molekulové hmotnosti roubt
stejné jako disperzity. Nové moznosti v kontrole délky
syntetického roubu pfinéseji specidlni techniky fizené radi-
kalové polymerizace — nitroxidem zprostiedkovana poly-
merizace (NMP)?’, radikalova polymerizace s prenosem
atomu (ATRP)* a polymerizace s reverzibilnim adi¢né-
fragmentaénim pienosem (RAFT)®. Tyto fizené polymeri-
zace jsou vice tolerantni vii¢i béZznym necistotdm a vlhkos-
ti a zarovetl jsou kompatibilni s velkym mnozstvim funk¢-
nich skupin, a tak umoziiuji pfesné prizpisobeni pozado-
vanych vlastnosti polysacharidovych hybridi. Principem
této techniky je vyznamné sniZeni koncentrace propagac-
nich radikalovych konct fetézce, ¢imz se vyrazné minima-
lizuje také koncentrace ireverzibilnich termina¢nich center,
a jelikoz rychlost rekombinace radikalovych center je
umérna druhé mocniné koncentrace radikald, zatimco
rychlost propagace je pouze pfimo umérna této koncentra-
ci radikald, tak 1ze v systémech s velmi nizkou koncentraci
radikalovych center dosahnout polymeri s tizkou distribu-
ci molarnich hmotnosti. Pro sniZeni koncentrace propagu-
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jicich radikalovych center se do systému ptidavaji latky,
které zajiSt'uji reverzibilni zachyceni ,,aktivniho* radikélo-
vého centra a jeho pfeménu na ,,spici® centrum. Napftiklad
fizeni techniky NMP spocivéa v ptidavku nitroxidu, vytva-
fejici v reakcéni smési relativné stabilni radikaly, zatimco
pfi ATRP se pfiddvd komplex prechodného kovu jako
katalyzator a alkylhalogenid jako iniciator. Pfi procesu
RAFT je reverzibilni zachyceni radikalu zajisténo pfeno-
sovymi reakcemi pomoci napt. dithioesterovych sloucenin.

2.3. Ptiprava blokovych kopolymert

Nase literarni reSerSe prekvapivé ukazala, Ze oproti
roubovanym polysacharidovym kopolymertim se jen velmi
malo publikaci vénuje syntéze blokovych kopolymera
oligosacharidt ¢i polysacharidi. Jako prvni takovyto blo-
kovy kopolymer byl koncem 80. let pfipraven polyethyle-
noxid-blok-oligosacharid pomoci tzv. ,,couplingu“ konco-
vych skupin®. Od t¢ doby byly ptipraveny kopolymery
obsahujici synteticky blok spojeny s polysacharidovym
také pomoci radikalové® a enzymatické polymerizace™.
V ptipadé radikalové polymerizace je na konec polysacha-
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Obr. 4. a), b) oligosacharidové prekurzory schopné iniciovat polymerizaci typu ATRP; ¢) schéma enzymaticke syntézy

amylosa-blok-polyethylenoxid
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ridového fetézce zavedena skupina, ktera se nasledné
ucastni fizené polymerizace syntetického bloku. Napiiklad
glykokonjugované adukty 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-
-oxylu (TEMPO) byly pfipraveny z glukosy, malto-
oligosacharidti a B-cyklodextrinu®, pti¢emz jejich nasled-
nou fizenou polymerizaci typu NMP byly vytvoieny poly-
meru typu P-cyklodextrin-blok-polystyren (M, = 5 az
37 kDa, D < 1,5). Z komerén¢ dostupného B-cyklodextrinu
byl také syntetizovan acetylovany oligosacharid schopny
iniciovat polymerizaci typu ATRP (obr. 4a)* pfi¢emz
tento inicidtor umoznil fizenou polymerizaci fady mono-
mert, napf. styrenu, methyl-methakrylatu a dalsich funkc-
nich hydrofilnich methakrylat. Ziskané oligosacharidové
bloky byly nasledné kvantitativné deacetylovany methoxi-
dem sodnym ve smési methanolu a chloroformu za ziskani
blokovych oligosacharidovych polymerd. Navic ATRP
iniciatorova skupina byla také Uspesné zavedena
na reduktivni konec dextranu (M, = 6,6 kDa) pomoci re-
duktivni aminace s o-tercidrnim bromidem, pficemz na-
sledné¢ byly —OH skupiny dextranu chranény silylaci
(obr. 4b). Poté byly fizenou polymerizaci ziskany kopoly-
mery dextran-blok-polystyren s nastavitelnym slozenim
jednotlivych blokt™. Jak jiz bylo vyse zmin&no, blokové
polysacharidové kopolymery byly také pfipraveny enzy-
matickou syntézou, pficemz nejdfive byl nasyntetizovan
prvni blok methoxypolyethylenoxid-p-nitrofenylkarbonat
(M, = 5,0 kDa), ktery nasledné¢ reagoval s maltopenta-
ozylaminem. Tento meziprodukt (MPEO-primer, obr. 4c)
byl nasledné uspesné enzymaticky polymerizovan fosfory-
lazou extrahovanou z brambor vyuZivajici o-D-glukosa-1-
-fosfat jako substrat™®.

3. Vyuziti polymernich glykokonjugatu v praxi

3.1. Kopolymery polysacharida vyskytujicich se
v rostlinach

Celulosa je linearni ve vod¢€ nerozpustny polysacharid
obsahujici jednotky 1,4-B-D-glukosy. Je hlavni stavebni
slozkou rostlinnych bunéénych stén, coz ji stavi do role
nejrozsifenéjsiho biopolymeru na zemském povrchu (bylo
odhadnuto, Ze ro¢né vznika cca 1,5:10° tun celulosy™).
Modifikovana celulosa je jiz dlouhou dobu primyslové
vyuzivana a tato historie saha az do roku 1870, kdy byl
poprvé vyroben polymerni material ,,celuloid (nitrat celu-
losy zmékceny kafrem) ve firmé Hyatt Manufacturing
Company™®, pfi¢emz vyroba nitratu celulosy zahrnuje jeji
esterifikaci kyselinou dusi¢nou v pfitomnosti kyseliny
sirové, fosforecné nebo octové. V soucasné dobé jsou dal-
§imi obecné pouzivanymi estery celulosy acetat celulosy,
propionat celulosy a butyrat celulosy. Dal$im moznym
zpisobem chemické modifikace celulosy jsou etherifikacni
reakce, kterymi se daji ziskat dulezité produkty, napf. me-
thylcelulosa, karboxymethylcelulosa a hydroxyalkylcelu-
losa. Tyto estery a ethery celulosy se vyuzivaji pfi vyrobé
nejruznéjSich natérd, optickych folii, sorpcnich medii,
1éCiv, potravin ¢i kosmetiky. V roce 1943 se Ushakov po-
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kousel polymerizovat nékteré allyl estery a vinyl estery
celulosy s estery kyseliny maleinové, pfi¢emz ziskal ne-
rozpustné produkty, coz byly pravdépodobné prvni roubo-
vané kopolymery celulosy”. Od té doby bylo syntetizové-
no nepieberné mnozstvi roubovanych kopolymeri celulo-
sy. Napriklad bylo provedeno kationtové iniciované rou-
bovani celulosového substratu pomoci isobutylenu
a o-methyl styrenu, pfic¢emzZ inicidtor byl vytvoren reakci
fluoridu boritého (Lewisova kyselina) a hydroxylovych
skupin celulosy (Lewisova béze). Roubovand celulosa
polyakrylonitrilem, polymethakrylonitrilem a polymethyl-
methakrylatem byla pfipravena aniontovou polymerizaci,
vyuzivajici alkoholaty celulosy jako iniciatory. Velmi
dobfe fizené molekulové hmotnosti a Gzké distribuce bylo
dosazeno také pfi roubovani celulosy pomoci poly(2-
-methyl-2-oxazolinu) a poly(isobutylvinyletheru)*.

[-Glukany jsou polysacharidy obsahujici B-D-
-glukosové jednotky, spojené vétSinou 1,3-B- nebo 1,6-B-
-glykosidovymi vazbami. B-Glukany se v ptirod¢ vyskytu-
ji v bunéénych sténich obilovin, bakterii a hub, pficemz
vlastnosti jednotlivych B-glukani se signifikantné lisi
v zavislosti na jeho plvodu. B-Glukany se pouZzivaji ja-
ko ztuzovaci Ccinidla v nejriznéjSich potravinarskych
a kosmetickych vyrobcich. Obecné je znamo, Ze f-
glukany maji velmi prospésny vliv na lidské zdravi. Bylo
prokazéano, ze pifjem nejméné 3 g ovesného PB-glukanu
denné snizi hladinu LDL cholesterolu a ptispiva tak ke
snizeni rizika kardiovaskularnich chorob*'. Velmi zajima-
vou skupinou B-glukanti, jiz v tradi¢ni orientalni mediciné
vyuzivanych, jsou B-glukany pochazejici z bunéénych stén
hub. V nedavnych studiich byly popsany jejich imunotera-
peutické vlastnosti, véetné zesileni protinadorové imunitni
odpovédi*, coZ je spojeno se stimulaci imunitnich recep-
tortt (pfedevsim Dektin-1 a Toll-like receptory), a tak se
modifikované B-glukany v posledni dobé studuji jako po-
tencidlni protinddorovd immunoterapeutika. Kurdlan
(B-1,3-glukan), vyrabéjici se fermentaci bakterii Agrobac-
terium biobar, byl roubovan polyethylenglykolem, pfi-
¢emZ vznikly kopolymer byl pouZit pro pfipravu nanocas-
tic nesoucich chemoterapeutickou latku doxorubicin. Pfi-
pravené nanocastice tudiz kombinovaly dvé 1é¢ebné meto-
dy — chemoterapii a immunoterapii*. Na podobném kon-
ceptu byla také zaloZena lécba immunoradioterapii, pro
kterou byl B-glukan (pochazejici z Auricularia auricula-
judae) roubovan poly(2-methyl-2-oxazolin-co-2-butyl-2-
-oxazolinem), ktery byl dale oznagen radioaktivnim *°Y.
Takto oznaceny polymer spojoval vhodné termoresponziv-
ni vlastnosti pro tvorbu polymerniho depa, terapeutickou
lokalni radioaktivitu a imunoterapeutické puisobeni, coz
bylo uspesné prokdzano pii in vivo testech na mySich
s lymfomem™.

x-Karagenan je polysacharid skladajici se ze stiidavé
vazanych galaktosovych a 3,6-anhydrogalaktosovych jed-
notek, sulfatovanych i nesulfatovanych, pfi¢emz tyto jed-
notky jsou propojeny a-1,3 a B-1,4 glykosidickymi vazba-
mi. k-Karagenan se ziskava extrakci z Cervenych mof-
skych ftas, nejCastéji z Chondrus crispus. Graftovanim
k-karagenanu pomoci polyvinylpyrrolidonu (M, = 10 kDa)
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vznikéd material vytvafejici ve vodném prostiedi pti pH ~ 7
hydrogely vykazujici zvySenou schopnost udrzovat vodu
i pfes slabsi gelovou pevnost nez prislusné kontrolni poly-
sacharidy®. Zajimavé pH-responzivni hydrogely k-karage-
nan-graft-polymethakrylamid byly pfipraveny jako poten-
cidlni kandidati pro fizeny transport bioaktivnich latek,
piicemz fazovy piechod byl pozorovan pii pH ~ 3 (cit.*).
Pozd¢ji byla vytvofena interpenetraéni pH-responzivni
polymerni sit’ k-karagenan-graf#-polyakrylamidu a alginé-
tu sodného, pfi¢emz tento material byl Gspesné vyuzit pro
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1éCivo s analgetickymi a antipyretickymi ucinky) do
sttev?’. Podobné hydrogely, vykazujici velmi vyhodnou
pH-responzivitu, byly pfipraveny roubovanim polyakrylo-
vé kyseliny-co-poly-2-akrylamido-2-methylpropan-
sulfonové kyseliny na x-karagenan®. Pro pouziti k hojeni
ran, vyzadujici od materidlu schopnost zadrZzovat vodu,
absorbovat vlhkost a antimikrobialni aktivitu, byl
k-karagenan modifikovan kyselinou chloroctovou. Vznikly
karboxymethyl-karagenan vykazoval vSechny tyto potieb-
né vlastnosti, které byly siln€ zavislé na jeho stupni substi-
tuce — ¢im byl vEtsi stupen substituce, tim lepsi vysledky
byly prokazany®. Tenké filmy pochézejici z moiskych
porostii na bazi k-karagenanu byly roubovany polymethyl-
methakrylatem s vyuZitim peroxodisiranu draselného jako
iniciatoru. Vysledné materialy vykazovaly vhodnou veli-

kost pori vyuzitelnou pro membrany na separace plyni™.

3.2. Kopolymery polysacharidd zivo¢isného pivodu
a vyskytujicich se v houbach

Chitin je relativn€ hydrofobni linedrni polysacharid
tvorici primarni komponentu bunéénych stén vétSiny hub
a také se vyskytujici v kutikule ¢lenovcetl, pficemz u nékte-
rych z nich (napf. u hmyzu, korysi apod.) je kutikula
zpevnéna pomoci minerdlnich latek a pfeménéna v pevny
exoskelet. Chitin je slozen z molekul N-acetyl-D-
-glukosaminu vzdjemné propojenych pomoci 1,4-B-glyko-
sidické vazby. Je nerozpustny ve vod¢ pii neutralnim pH,
ale jeho modifikace pomoci N-deacetylace (— chitosan
obsahujici jednotky N-acetyl-D-glukosaminu a D-glukos-
aminu) zvySuje rozpustnost ve vodé a zaroven poskytuje
podél fetézce reaktivni primarni aminoskupiny, které je
mozné dale modifikovat. Chitosan rozpustény za kyselych
podminek spoleéné v kombinaci s polyolovymi solemi
(napt. glycerol- nebo glukosa-fosfatova stl) vytvari termo-
responzivni gel, ktery je pii laboratorni teploté v kapalném
stavu a pfi 37 °C se pfemeéni na gel, coz je velmi uzite¢né
pro enkapsulaci zivych bunék ¢i terapeutickych proteint.
Tento systém byl Uisp€sné vyuzit in vivo pro transport bio-
logicky aktivnich ristovych faktort a také pro enkapsulaci
matric Zivych chondrocytii pro tkafové inzenyrstvi’'. Dal-
§im zajimavym ptikladem vyuziti chitosanu pro responziv-
ni systémy je chitosan-graft-poly(2-dimethylamino)ethyl
methakrylat, ktery je citlivy na zménu pH. Pfi pH ~ 4 vy-
tvéari polymer molekularni roztok, zatimco pfi pH 5-6 se
zaCinaji vytvaret ,,core-shell“ nanocastice, pii pH ~ 7 se
tyto nanocastice dale spojuji a vytvafi nanocastice typu
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dvouvrstvé koule a pfi pH ~ 8 nakonec dochazi k jejich
agregaci a vysrazeni’>. Dokonce byl pfipraven systém
kombinujici oboji vySe zminéné responzivni chovéani, chi-
tosan-graft-poly-2-(N,N-dimethylamino)ethyl-methakrylat,
ktery vykazuje jak pH- tak termoresponzivni chovani>.
Modifikovany chitosan mize byt také vyuzit pro selektivni
adsorpci rtutovych iontll, pfi¢emz za timto Gcelem byl
pomoci ATRP syntetizovan chitosan-grafi-polyakrylamid,
ktery pfi nasledné studii vykazoval velmi dobrou maximal-
ni adsorp¢ni kapacitu rtuti (az 322,6 mg Hg iontl/
g polymeru)™.

Kyselina hyaluronova (KH) je hydrofilni linearni
glykosaminoglykan,  obsahujici  kyselinu  1,4-B-D-
-glukuronovou a 1,3-B-N-acetylglukosamin. KH byla prv-
né objevena v dobytéim oku v roce 1934 (cit.), aviak
pozdéji bylo zjisténo, ze KH je distribuovano v celém téle,
zejména v extracelularni matrici a synovidlnich tekuti-
nach’®. Piestoze samotnd KH miize byt pro aplikace izolo-
véna extrakci z zivych tkéni, nejcastéji je produkovéana
mikrobialni fermentaci kvali snizenému riziku infekci,
kontaminaci a vird®’. Bylo prokéazano, ze KH podporuje
angiogenezi a pomaha pii hojeni ran>®, pficemz tato zjists-
ni motivovala k masivnimu vyuziti KH pro regeneraci
poskozenych hlasivek a 1écbu jejich nedostatecné funkc-
nosti, pro vy latek a také
v kosmetickém a potravinaiském pramyslu® . Dale také
bylo zvazovano pouziti KH jako biomateridlu pro dlouho-
dobé implantaty, avsak vyuziti nemodifikované KH bylo
problematické kvuli jeji velmi rychlé enzymatické degra-
daci v téle (u lidi se syntetizuje a degraduje az 5 g KH
denné, pficemz v pramérném cloveku je celkem obsazeno
piiblizné 15 g KH)®. Pro snizeni rychlosti degradace
a také jeji kontrolu byla KH konjugovéna se syntetickymi
polymery, které navic €asto i zvySovaly mechanickou pev-
nost téchto materialii. Prestwich a spol. studovali tvorbu
hydrogelt tak, Ze nejfive KH pfevedli na derivat dihydra-
zidu adipové kyseliny, ktery potom zesitovali
s polyethylenglykol propiondialdehydem®, ale nakonec se
ukazalo, ze pro polymerni sit¢ KH budou vyuzitelngjsi
spise chemicky Setrnéjsi postupy. Jako eventualita se uka-
zala moznost funkcionalizace KH volnymi thioly a nésled-
né zesitovani pomoci Michaelovy adice s polyethylen-
glykol diakrylatem®’. Takto pfipravené materidly mohou
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1ékd, zvyseni reepitelizace pii hojeni ran®, stimulaci réistu
vlase&nic pomoci uvoliiovani cytokinii® nebo jako nahraz-
ka tukové tkand®. Na KH byla také roubovéna poly
(mlécna-co-glykolova kyselina), pti¢emz vysledny kopoly-
mer vytvarel nano€astice vyuzitelné k cilenému transportu
protinadorovych 1&¢iv’’. Rovnéz byla zkouméana konjugace
methakrylatu KH s diakrylatem blokového kopolymeru
Pluronic® F127 pomoci fotozesitovaciho efektu. Takto
vzniklé hydrogely vykazovaly termoresponzivitu’', tedy
rychle ztracely obsah vody ve své struktufe (odbotnaly)
s rostouci teplotou, coz bylo nasledné vyuzito v aplikaci
kontrolovaného uvoliiovani lidskych rtstovych faktord
a plazmidi DNA, indukujicich transfekci in vitro. Podobné
hydrogely byly vytvofeny roubovanim methakrylatu KH
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amino-funkcionalizovanym produktem Pluronic® F127
s naslednym fotozesitovanim s akrylatovymi bunécné-
adheznimi doménami. Enkapsulace chondrocyti té€mito
hydrogelovymi strukturami poté zpiisobila in vitro zvyse-
nou produkci proteini extraceluldrni matrice, predevsim
kolagenu IT (cit.”).

Chondroitin sulfat (CS) je linedrni polysacharid obsa-
hujici 1,3-B-N-acetylgalaktosamin a 1,4-B-glukuronovou
kyselinu. N-Acetylgalaktosamin je v fetézci sulfatovan
v poloze 4 nebo 6 (chondroitin-4-sulfat resp. chondroitin-6-
-sulfat). CS byl poprvé objeven v roce 1861 Fischerem’?,
avSak jeho struktura byla objasnéna az na zacatku
20. stoleti”. CS se nejvice vyskytuje jako soudast proteo-
glykand v matricich pojivovych tkani, plnici zde prede-
v§im strukturni ulohu, nebo na povrchu bun¢k a membran,
plnici tlohu receptort’®. Komeréné dostupny CS se ziska-
véa extrakci z mnoha pfirodnich zdrojli, napf. chrupavky
skotu, prasat & Zraloka’>. DileZitou roli hraje CS
v kloubni chrupavce, kde mnoho fetézct CS je konjugova-
no na jeden fetézec proteinu, a vytvari tak gradient naboje,
ktery zpeviiuje chrupavku a zvySuje tak jeji schopnost
absorbovat zatéz’’. Tato pfirozena role CS nasmérovala
jeho pouziti v tkafiovém inZenyrstvi pro 1é&bu chrupavek’”.
Konkrétné pro tuto aplikaci byl CS nejdiive modifikovan
pomoci glycidyl-methakrylatu a nasledné fotozesitovan
pomoci polyethylenglykol-diakrylatu. Modifikaci CS alde-
hydem nebo sukcinimidyl-sukcinatem a naslednym zesit'o-
vanim poly(vinylalkohol-co-vinylaminem) vznikd material
vyuzitelny jako adhezivum pfi operacich rohovky, nebot’
tento material vykazuje minimalni zanétlivé reakce a zaro-
vef je odolny viidi poskozeni pii velkych tlacich’. Tento
materidl byl také studovan pii hojeni ran, kdy hydrogelovy
film byl nanesen na povrchové zranéni mys$im a také na
vnitini zranéni Celistni sliznice kralikl, pfi¢emz v obou
pripadech ukazala 1é¢ba pomoci téchto hydrogelti znacné
urychleni hojeni oproti kontrolni skupin&”. Dal§im vyuzi-
vanym glykokonjugatem CS je CS-grafi-polylaktid vytva-
fejici ve vodnych roztocich micely, které jsou vhodné
pro enkapsulaci chondrocytt a pro cileny transport 1é&iv’’.

Heparin je linedrni glukosamin s vysokym stupném
sulfatace a jeho struktura je sloZzena z 1,4-a a také
B-kyseliny uronové a a-D-glukosaminovych zbytkd, obsa-
hujicich smés funkénich skupin. Heparin byl poprvé obje-
ven v roce 1916, pficemz od roku 1935 je klinicky pouzi-
vén jako antikoagulant®. Heparin je syntetizovan jako
proteoglykan obsazeny v zirnych bunikach (60-100 kDa)
a poté je Stépen na mensi fragmenty pomoci endoglykas (5
az 25 kDa)®'. Komerénd se heparin vyrabi extrakci
z nejrizngjSich tkani (napf. praseci ¢i hovézi stievni slizni-
ce) nasledovanou slozitymi purifikaénimi procesy. Vysoky
negativni naboj heparinu vyvolava vznik mnoha iontovych
interakci s fadou proteind (rustové faktory, proteasy, che-
mokiny), coZ je pfedmétem intenzivniho studia. Bylo napft.
prokazano, Ze takova interakce muze mit za nasledek sta-
bilizaci, zejména proti denaturaci, fady rstovych faktord,
napf. bazalniho fibroblastového ristového faktoru (bFGF)
nebo vaskuldrniho endotelového ristového faktoru
(VEGF), a zaroven zpisobuje zvyseni afinity tohoto kom-
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plexu na buneéné receptory®. Pro zlepieni mechanickych
a chemickych vlastnosti byl heparin konjugovan nejprve
s polystyrenem za vzniku specifickych desek, jejichz po-
vrch vykazoval zvySenou aktivitu ristovych faktort VEGF
a FGF-2. Heparin konjugovany na hydrogely polyethylen-
glykolu byl také pouzit k prozkoumani diferenciace a fe-
notypové odpovédi mezenchymdlnich kmenovych bun¢k
a valvularnich intersticialnich bunék (VIC) tim, Ze zachyti
ristové faktory a dalii proteiny vazajici se na heparin®’.
V tomto ptipadé bylo pozdéji zjisténo, ze kovalentni kon-
jugace heparinu s hydrogelovou siti polyethylenoxidu
k zachyceni rustového faktoru FGF2 vyvolala expresi
myofibroblastovych fenotypovych markerd, coz naznacu-
je, Ze imobilizovany heparin mize modulovat bunéény
osud pres vazbu riistovych faktorti na rozhrani gel/buiiky™.

4. Zavér

Mnoho vyse diskutovanych piikladii ukazuje Sirokou
Skalu vyuziti polymernich glykokonjugatii, dostupnych
kombinaci polysacharidii a syntetickych polymerd. Tyto
materialy jsou pfipravovany a pouZzivany z diivodu zlepSe-
ni vlastnosti samotnych polysacharidi, nebot’ syntetické
polymery mohou mit vliv na hydrofilitu, teplotni responzi-
vitu a pH responzivitu, samouspotadani, citlivost k hydro-
lyze a také na umisténi funkénich skupin ve vysledném
hybridnim materialu. Pro jejich pfipravu byvaji obecné
pouzivany spiSe Setrné konjugacni techniky. Pozadova-
nych vlastnosti syntetickych polymeria se da snadno docilit
vybérem jejich struktury, a tudiz se daji snadno modifiko-
vat i vlastnosti vysledného hybridniho kopolymeru. Roz-
sahlé vyuziti polymernich glykokonjugati je zplsobeno
kombinaci jejich jedineénych vlastnosti a relativné nizké
vyrobni ceny. Polymerni glykokonjugéaty vyuzivajici zvi-
feci polysacharidy se Casto pouZivaji k vyrobé systému
vyzadujicich nizkou imunogenicitu, zatimco glykokonju-
gaty z polysacharidi pochazejicich z hub jsou potiebné
pro imunologické aplikace, nebot’ jsou schopné vyvolavat
specifické reakce receptori. Nevyhodou vSech polysacha-
ridd pochézejicich z pfirodnich zdrojii je jejich necistota
a obsah patogentll. AvSak tento problém odpadé pfi pouZiti
novych postupti vyroby polysacharidd, tedy jejich chemic-
kou nebo enzymatickou syntézou. Takto vytvorené polysa-
charidy maji dobfe definovanou strukturu, ale jesté bohu-
zel nebyly pln€ vyuzity pro pfipravu polymernich glykon-
jugatl. Vyvoj polymernich glykokonjugatl umoznil vyro-
bu velmi riznorodych a funkEnich materialli s takovymi
biologickymi odezvami a takovymi chemickymi a mecha-
nickymi vlastnostmi, aby lépe napodobovaly vlastnosti
ptirozenych matric. Budoucnost konjugace polysacharid
a syntetickych polymert je pfedevsim v pokracujicim tren-
du ,,ptizpisobovani* polysacharidii a jejich vlastnosti dle
pozadovanych potieb.

Vypracovano s financni podporou Ministerstva Skol-
stvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky v ramci Nd-
rodniho programu udrZitelnosti I (NPU 1), Projekt POLY-
MAT LO1507.
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L. Loukotova and M. Hruby (Institute of Macromo-
lecular Chemistry, Czech Academy of Sciences, Prague):
Polysaccharides as Building Blocks of Hybrid Copoly-
mers

Hybrid copolymers combine the biopolymer proper-
ties (biodegrability, biocompatibility, specific interactions)
with the tunable properties of the synthetic polymers
(hydrophility vs. hydrophobicity, external stimulus respon-
sivity, ionic character). Therefore, these polymers can be
used for the preparation of material with desired proper-
ties, while it is necessary to take into account the synthetic,
physical, physico-chemical, economic and application
aspects of the materials used. This review article shows the
preparation procedures of polymeric glycoconjugates and
also their use in technical and biomedical applications.

Keywords: polysaccharides, hybrid polymers, glycoconju-
gates, drug delivery
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1. Uvod: $krob jako nejbé&zn&jsi p¥irodni
biodegradovatelny polymer

Biopolymery pfitahuji v poslednich letech ¢im dal
vetsi pozornost vyzkumnikl po celém svété. Pojem biopo-
lymer neni zcela jednoznacny, jak ukazuje obr. 1: musime
rozlisSovat minimalné¢ dvé hlediska (pivod polymeru
a biodegradovatelnost) a dostavame tak Ctyfi kategorie
plastli (pfirodni degradovatelné, pfirodni nedegradovatel-
né, syntetické degradovatelné a syntetické nedegradovatel-
né)'. Ptitom pokud jde o pivod, pojem piirodni zde ozna-
¢uje polymer z obnovitelnych zdroji (biomasa), zatimco
pojem synteticky oznaCuje polymer z fosilnich zdroji
(pfedevsim ropa, ale i uhli, zemni plyn a zemni vosk).
Pokud jde o degradovatelnost, minime zde vyhradné roz-
klad v pfirodnich podminkach, tj. biodegradovatelnost.
Omezime-li se na pfirodni degradovatelné polymery, prvni
misto mezi nimi zaujiméa $krob a jeho smési', jak doklada
obr. 1b.

Skrob je piirodni zasobni polysacharid, vznikajici
jako koneény produkt fotosyntézy. Uklada se v zasobnich
organech rostlin ve formé Skrobovych zrn (rozliSujeme
napf. ceredlni skroby: ze semen pSenice, Zita, ryze, kukufi-
ce a dal$ich obilovin; hlizové Skroby: zejména hlizy bram-
bor a tapioky neboli manioku; semena dal$ich rostlin: lus-
téniny aj.). U ceredlnich Skrobi rozliSujeme podle velikosti
zrn Skroby typu A (vétsi Cockovitd zrna s primérem
~25 pum), typu B (mensi kulovitd zrna s primérem ~5 pm),
pfipadné i C (nejmensi zrna s prumérem kolem ~2 pm).

Polymery z obnovitelnych zdrojl = pfirodni polymery, a5 Polymer ]Produkoe
biopolymery = bio-based po‘ymers gf; a0 Nebiodegra- - | Biodegra- 'é‘:ltfr:'fs'adwatel né blﬂl:ml'.frn?eé\f9 y
Biodegradovatelné Mebiodegradovatelné % s dpvatelné d_nvatelne PUR 41'2 -
z obnovitelnych zdroji: z obnovitelnych zdroji: - biopolymery | biopolymery PET 22.8%
Ekrob a jeho smési, bio-based PE, = 5 4 PE 2.8 %)

N - J
PLA, PHA, PBS ... bio-based PET ... ] oA e
H - = - . Ostatni nedegr. 4.6 %)
biodegradovatelné nebiodegradovatelné g 15
—] o Biodegradovatelné biopolymery
me olyme; 10 1

Bty L2 nn ;: . Celkem 23.1%|
Biodegradovatelné Mebiodegradovatelné 2 0 Skrob a jeho smési 10.3 %)
z neobnovitelnych z necbnovitelnych zdroji: - v i N « T 6 4 PLA 5.1%)
zdroji: konvenéni syntetické EVEE R $‘6} & Qgr QQF' e‘b@b’ PBS 2.8 %]
PCL, PBAT... polymery: PE, PP, PS ... R & PBAT 2.5%)
& 45 ¥ &5 PHA 1.6 %)
Polymery z neobnovitelnych zdroji = syntetické polymery o \éé" o Ostatni degrad. 0.8%
= fossil-based polymers = Celkem 100 %)

(a) Kategorie biopolymerd a konvenénich polymerd.

(b) Produkce nebiodegradovatelnych a biodegradovatelnych biopolymerd.

Obr. 1. Biopolymery: (a) rozdéleni do kategorii podle zdroje a biodegradovatelnosti a (b) produkce biopolymeri v r. 2016 (podle
cit.!, kde pojem nebiodegradovatelné biopolymery oznacuje polymery z obnovitelnych zdrojii, zatimco pojem biodegradovatelné biopo-
lymery oznacuje polymery bez ohledu na pivod). Vyznam zkratek: PUR = polyurethany, PET = (bio-based) polyetylentereftalat, PE =
(bio-based) polyetylen, PA = (bio-based) polyamidy, PLA = polylaktid, PBS = polybutylen sukcinat, PBAT = polybutylen adipat-
tereftalat, PHA = polyhydroxyalkanoaty
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Skroby rtizného ptivodu se mohou pondkud ligit svym larni polyethylen ma molarni hmotnost srovnatelnou
slozenim a vlastnostmi®’; nize diskutované materialy s amylosou, ale niz$i nez amylopektin). Skrobova zrna
z nasi laboratote jsou zalozeny na jednom z nejbéznéjsich obsahuji i mensi mnozstvi dalSich slozek, zejména lipida a
typti — pSeni¢ném 8krobu typu A. Skrob je klicova slozka proteint™”.
lidské potravy, v niz slouzi jako zdroj energie”. Z hlediska nadmolekuldrni struktury je Skrob se-
Po extrakci z rostlin ziskdme tzv. nativni, praskovy mikrystalicky polymer (krystalinita 20-45 %), ov§em jeho
Skrob sestavajici ze skrobovych zrn, ktery ma fadu aplikaci struktura je dosti slozitd. V nativnim Skrobu jsou linearni
diky kombinaci pfiznivych vlastnosti, jako je pomérné amylosové fetézce amorfni, zatimco rozvétvené amylopek-
dobra dostupnost z obnovitelnych zdroji a s ni souvisejici tinové fetézce vytvareji Casteéné krystalickou strukturu
nizk4 cena, biodegradovatelnost, nebo i snadna chemicka sestavajici z orientovanych dvousroubovic o délce kolem
modifikovatelnost’. Oviem pokud chceme krob vyuzit 5 nm (obr. 2a; cit”). Situace ohledné nadmolekularni
jako termoplasticky material (napf. ve smésich s dal$imi struktury se jest¢ dale komplikuje pfi termoplastifikaci
polymery), musime ho smisit s nizkomolekularnimi latka- Skrobu (obr. 2b-2d), kterou popisujeme v nasledujici sek-
mi a za zvysené teploty plastifikovat’, neboli pievést na ci. Mensi odlisnosti v rdmci molekularni i nadmolekularni
termoplastifikovany Skrob (thermoplasticized starch = struktury rtznych typti Skrobu maji ziejmé za nasledek

TPS). Praskovy skrob, jeho vlastnosti i aplikace byly jiz i riizné velikosti a tvary §krobovych zm'’.

v &eské odborné literatuie popsany™’. Tato prace se zamé-
fuje na termoplastifikovany $krob. Po velmi stru¢ném po-
pisu struktury praskového skrobu se podrobnéji zabyvame 3. Plastifikace $§krobu
popisem plastifikace a uvadime i nas vlastni, nedavno vy-

vinuty reprodukovatelny zptsob piipravy vysoce homo- 3.1. Teoreticka &ast

genniho TPS®, ktery je vhodny pro technické i medicinalni

aplikace. Ve druhé ¢asti této préce stru¢né Shmujeme apli- Jak bylo popséno V}']ée’ nativni Skrob je semikrystalic_
kace Skrobu a opét uvadime i nase vysledky, tykajici se ky prasek, jehoz polymerni fetézce maji ve srovnani
polymernich smési na bazi TPS pro fizené¢ uvolfiovani s béZnymi syntetickymi polymery vy$§i molarni hmotnost
antibiotik’. a navic se uspoiadavaji do slozit&jsich nadmolekularnich

struktur. Nativni Skrob netaje — pfed dosazenim teploty
tani krystalické faze dojde k degradaci. Nejedna se tudiz

2. Molekularni a nadmolekularni struktura o standardni termoplasticky polymer’. Nicmén& smisenim
Skrobu s vhodnymi nizkomolekularnimi latkami (zejména
s vodou, ktera mtize byt kombinovana nebo zcela nahraze-
Z hlediska molekularni struktury jsou viechny druhy na glycerolem, kyselinou citronovou, mocovinou a dal§imi
Skrobu polysacharidy, pf‘esnéji homog]ykany (tvoi’-ené nizkomolekularnimi latkami schopn)'/mi VytVéfCt vodikové
pouze glukosovymi jednotkami). Hlavnimi slozkami $kro- miistky) za zvySené teploty (typicky 60-120 °C) Ize nativ-
bu jsou dva a-D-glukany: pievazné linearni amylosa (ktera ni pragkovy Skrob plastifikovat a tim pfevést na termoplas-
oviem miZe mit jista rozvétveni®), obsahujici a-(1—4) tifikovany Skrob (TPS), ktery uz vykazuje vlastnosti ter-
glykosidové vazby (molarni hmotnost M~ 10°-10° g mol") a moplastd, jako jsou napf. polyoleﬁnys’“.
znaéné rozvétveny amylopektin obsahujici jak o-(1—4) Termoplastifikace Skrobu (n€kdy téz mazovaténi ¢i
vazby, tak i a-(1—6) vazby, které tvoii mista vétveni (M ~ zelatinizace = gelatinization) je slozity proces, béhem kte-
10'-10* g mol™"). Ob& hlavni slozky maji neobvykle vyso- rého (a také bezprostfedné po ném) dochazi k rozsahlym
kou molarni hmotnost, kterd se u bé&znych syntetickych zménam jeho struktury i vlastnosti (obr. 2; cit.”). V prvnim
polymerii vyskytuje jen vzacné (napf. ultravysokomoleku- kroku dosdhneme smisenim s vodou (nebo i jinou vhodnou

(d)

termo- retro- ;

plastifikace gradace

—_— —_—

vysena T delii éas 5]}

plastifikdtory (starnuti)

(voda, glycerol...) x_ -
“+ amorfni amyldza > < amorfni amyldza > < wykrystalizovana arr:vléza “ vykrystalizovana am\rlézi//'
«+ semikrystalicky amylopektin +» zbobtnaly amylopektin (dvousroubovice, nowy typ) ++ semikryst. amylopektin

(dvouiroubovice s délkou ~5nm) (ve formé ,gelowych mikrokuliéek”) * zbobtnaly amylopektin (ndvrat k plvodni struktufe)

Obr. 2. Schématické znazornéni strukturnich zmén p¥i termoplastifikaci $krobu a po ni. Prekresleno podle cit.’
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nizkomolekularni latkou, napf. glycerolem) za zvySené
teploty nabotnani a rozruSeni struktury amylopektinovych
fetézcl (obr. 2a — 2b). Ve druhém, bezprostfedné nasle-
dujicim kroku, musi dojit k ochlazeni pravé vzniklého
TPS, pti kterém z¢asti vykrystalizuji dfive amorfni fetézce
amylosy (obr. 2b — 2c¢). Ve tfetim, dlouhodobé&jsim kroku
dochézi k castecné ztrat¢ vody a preusporadani molekul
amylopektinu do ptvodnich krystalickych struktur, pfi-
¢emz ovSem ve struktufe zbydou dvojsroubovice amylosy
z ptedchoziho kroku — tento finalni proces se ¢asto nazyva
retrogradace a dochdzi k nému zvlasté pfi starnuti ve vlh-
ku>'#B (obr. 2¢ — 24).

Vétsina aplikaci vyzaduje TPS jako homogenni mate-
rial s minimem neplastifikovanych zrn nebo jejich gasti*'*.
V technickych aplikacich je homogenita TPS duleZitou
podminkou pii miseni s dal$imi polymery a/nebo plnivy
(viz dale kap. 3.2.), zatimco v medicinalnich aplikacich je
homogenita TPS naprosto nezbytna pro dosazeni reprodu-
kovatelnych vysledkd, napf. pfi fizeném uvolnovani anti-
biotik (viz dale kap. 4.3.). Destrukce semikrystalickych zrn
byla intenzivné zkouména'> 2. Ukazalo se, e dany proces
zavisi na mnoha faktorech: pfedev§im na podminkach
termoplastifikace (koncentrace nizkomolekularnich plasti-
fikatort, intenzita michani™'>'**"), dale na pouzitém plas-
tifikatoru (voda, glycerol aj.'”'®), ale i na zdroji $krobu
(cerealni, hlizovy aj.), typu $krobovych zrn (A, B, C)**"°
¢i typu krystalinity skrobu (ktera se shodou okolnosti také
&asto oznaluje pismeny A, B, C)**'.

Pokud jde o podminky termoplastifikace, z hlediska
systematického rozdéleni procest je vhodné uvazovat dvé
zékladni kritéria’: za prvé podle koncentrace nizkomoleku-
larnich plastifikatord (zejména vody; odtud termin moistu-
re content = MC) rozliSujeme plastifikaci pii nizkém
a vysokém MC (low-MC a high-MC gelatinization) a za
druhé podle intenzity michani rozliSujeme plastifikaci pfi
nulovych, niZ§ich nebo vysSich stfiznych silach (shearless,
low-shear a high-shear stress gelatinization). Ve vétsing
dosavadnich praci byla pouzivana jednokrokovd metoda
termoplastifikace a to bud’ (i) miseni ve vodném prostiedi
(solution casting = SC; tj. obecné vyssi MC, nizsi stfizné
sily; cit.”*®) nebo (ii) miseni v tavening (melt-mixing =
MM; tj. obecné nizdi MC, vyssi stiizné sily; cit.?*%). Au-
tofi vétsinou dospéli k makroskopicky homogennimu TPS,
ale z mikroskopického hlediska zpravidla nebyla homoge-
nita materialu dokonala, coz potvrdily i nase vysledky
diskutované v nasledujici kapitole.

3.2. Vysledky z UMCH: reprodukovatelna ptiprava
vysoce homogenniho TPS

Hledanim jednoduché, spolehlivé a reprodukovatelné
metody pfipravy vysoce homogenniho termoplastifikova-
ného $krobu jsme se zabyvali i na Ustavu makromoleku-
larni chemie (dale UMCH). V na3i praci® jsme ukazali, Ze
nejlepsich vysledki 1ze dosdhnout dvoukrokovym postu-
pem, pii kterém kombinujeme miseni ve vodném prostredi
(SC) a nasledné miseni v taveniné (MM). Pokud pouzije-
me pouze MM, dostavame makroskopicky homogenni
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material, ale pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie
(SEM) lomovych ploch lze ukézat, Ze takto pfipraveny
TPS vzdy ve vétsi ¢i mensi mife obsahuje oblasti s neplas-
tifikovanymi zrny (obr. 3a), které se nepodafilo zcela eli-
minovat ani zménou podminek miseni (teplota, otacky,
opakované miseni aj.), ani zménou ¢i kombinovanim plas-
tifikatort (voda, glycerol aj.). Pokud pouzijeme pouze SC,
lze sice dosahnout homogenni struktury, v niz nejsou ne-
plastifikovana zrna patrnd, ale pfidané plnivo (v nasem
pripadé mikrocastice TiO,) ma tendenci se hromadit mezi
zbotnalymi plastifikovanymi zrny a témét nepronika do-
vnitf (obr. 3b a 3d). Hlavnim pfinosem nasich experimen-
t0° bylo zjisténi, Ze dokonale homogenni TPS Ize spolehli-
v¢ a reprodukovatelné ptipravit vhodnou kombinaci obou
postupt, tj. (SC+MM): v prvnim kroku (SC) Skrobova
zrna v nadbytku vody dokonale zbotnaji (takze nezdstanou
oblasti neuplné plastifikovanych zrn, které jsou typické
pro miseni v tavenin¢), a v nasledujicim kroku (MM) se
rozru$i hranice mezi zbotnalymi zrny, coz se projevi mj.
velmi dobrou a rovnomérnou distribuci plniv (srovnej
obr. 3b vs. 3¢ a 3d vs. 3e). Technické detaily (nalezené
optimalni podminky SC a MM pro dokonalou termoplasti-
fikaci) a podrobné&jsi charakterizaci morfologie a vlastnosti
vyslednych produktt (TPS a jeho kompoziti s mikro-
a nanocasticemi na bazi TiO,) l1ze dohledat piimo v plivod-
ni praci®.

4. VyuZziti termoplastifikovaného $krobu
4.1. Technické aplikace

Zhruba od devadesatych let minulého stoleti je
v ohnisku zajmu vSech odvétvi primyslu adaptovat takové
technologie, které v co nejmensi mife poSkozuji Zivotni
prostiedi. V oblasti priimyslu plastii se zminény trend pro-
jevil zvySenym zajmem o pfirodni biodegradovatelné po-
lymery, z nichz nejvice vyuZivany je Skrob (Casto
v termoplastifikované formé¢) a jeho smési (obr. 1).
V zeméd¢lstvi se kuptikladu rozsitilo vyuzivani mulcova-
cich biodegradovatelnych folii, kde se hojné vyuziva TPS
diky své nizké cen&’'. Zajimavé je vyuziti TPS folie plasti-
fikované mocovinou, ktera v pribéhu degradace slouzi
jako hnojivo™. Rozsahlé je téz vyuziti $krobu i TPS
v oblasti obalové techniky, kde fada praci popisuje envi-
ronmentalné pfijatelné obaly™, obaly s antimikrobialnimi
vlastnostmi** nebo TPS kompozity s vhodnymi nanoplni-
vy”?*%_ Velmi vyznamnou aplika¢ni oblasti je potravinai-
sky primysl, protoze $krob je jednou z hlavnich slozek
stravy, mj. jako kli¢ova ¢ast mouky. Skrob se v potravinai-
stvi vyuziva jak v neplastifikované formé, zejména pro
upravu funkénich vlastnosti potravin, jako je zahu$t'ovani
& Gprava textury™', tak ve formé tepelnd modifikovaného
Skrobu (pre-gelatinized starch), ktery byva slozkou tzv.
instantnich potravin (instantni polévky, omadky aj.)*’.
Tématika skrobd v potravinaistvi je tak rozsahla, ze zde
uvedeme jiz jen dva neddvné souborné &lanky®®.
Z dalsich vyznamnéjsich aplikaci Skrobu (zpravidla v ne-
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Obr. 3. Morfologie termoplastikovaného Skrobu (TPS) a jeho kompozitu s 3 % TiO, mikroé¢astic (TPS/TiO,), piipraveného pomo-
ci miseni v taveniné (MM), miseni ve vodném prostiedi (SC) a kombinaci obou zminénych metod (SC+MM). (a—c) SEM mikrofo-
tografie lomovych ploch ptipravenych v kapalném dusiku: (a) ¢isty TPS pfipraveny pomoci MM, (b) TPS/TiO, pfipraveny pomoci SC a
(¢) TPS/TiO, ptipraveny pomoci SC+MM. (d—e) LM mikrofotografie tenkych fezi: (d) TPS/TiO, ptipraveny pomoci SC a (e) TPS/TiO,
pfipraveny pomoci SC+MM. (SEM = rastrovaci elektronova mikroskopie, zobrazovani pomoci sekundarnich elektront; LM = svételna

mikroskopie, proslé svétlo)

plastifikované, ale Casto i v plastifikované form¢) 1ze jme-
novat kupiikladu textilni primysl (aprava tkanin®®), papi-
renstvi*’, kosmetiku a hygienu (détské pleny, hygienické
vlozky*"), farmaceuticky pramysl (3krob jako plnivo, poji-
vo & rozvoliovadlo®) a dokonce i t&Zebni pramysl*. Pro
TPS muzeme je§t€é zminit vyuziti jeho adhezivnich
a lepicich u¢inka*, nebo i mén& obvyklé vyuziti v oblasti
optoelektroniky a ohebnych displeji® a dokonce i v lase-
rové technice, kde pouziti Skrobu mize v uréitych systé-
mech zvysit fotostabilitu laserové emise™.

4.2. Medicinalni aplikace

Skrob je povazovan za velmi perspektivni materidl
pro biomedicinalni aplikace, coz doklada neobvykle vyso-
ké mmnozstvi publikaci, ze kterych zde vybirdme kvili
struénosti jen mensi ¢ast — zaméfujeme se zejména na nej-
nove¢jsi prace a/nebo prace reprezentujici klicové vyzkum-
né sméry. Velmi aktudlni prace® shrnuje, 7e TPS pro me-
dicindlni ucely se vyuzivda v mnoha formach, napt. jako
hydrogel*, porézni mikrokuligky*’, mikrogastice®, nano-
gastice ™, porézni material®® nebo nanovlédkna ziskana
pomoci elektrostatického zvlakiiovéani (electrospinning)® >,
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Protoze samotny TPS je citlivy vici vodg, relativné obtiz-
n¢ zpracovatelny kvuli vysoké viskozit¢ a trpi i horSimi
mechanickymi vlastnostmi, pouziva se ve viech vyse uvede-
nych formach &asto ve smésich &i kompozitech®; velmi Gasto
ve smésich s poly(e-kaprolaktonem) (PCL)™, ale i ve vice-
slozkovych smésich zahrnujicich napt. PCL a poly(mléénou
kyselinu) (PLA)*’, v kompozitech s neplastifikovanym kro-
bem & celulosou™, v kompozitech s anorganickymi nano-
plnivy™® nebo i s fluorescenénimi nanocasticemi®’. Kviili
optimalizaci vlastnosti se Casto pouziva modifikovany
Skrob, pficemz nejcastéjsim zpusobem modifikace je este-
rifikace, ktera mj. snizuje rychlost hydrolyzy
a biodegradace’ ™. Ve vétiing biomedicinalnich aplikaci
je ve skrobu dispergovano téz 1é¢ivo, které se uvoliuje
v zavislosti na zmén& uréitého stimulu, jako je pH (cit.*),
zbotnani materialu®’, enzymaticka reakce*® nebo teplota**.
Vyznamnou roli pfi rychlosti uvoliiovani léciva
z nékterych systémt hraje i morfologie®?, coZ se potvrdilo
i v nasi praci (viz nasledujici sekce). Kromé vyuziti TPS
slozky jako nosi¢e 1éCiva ovSem autofi Casto uvazuji

o vyuziti TPS smési a kompozitl v oblasti tkanového inze-
nyrstviso,ﬂ,szfss,éo,m.
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4.3. Vysledky z UMCH: systémy pro fizené
uvoliovani antibiotik na bazi TPS

Spolehlivou metodu pfipravy vysoce homogenniho
TPS (viz kap. 3.2.) jsme na UMCH zagali vyvijet zejména
kvuli potencialnim medicinalnim aplikacim. Ukazalo se,
ze dvoukrokova metoda pfipravy umoziuje nejen homo-
genni dispergaci anorganickych plniv (jak je ukdzano na
obr. 3¢ a 3e a doloZeno v nasi praci®), ale i velmi rovno-
mérné smiseni Skrobu s vybranymi typy antibiotik (ATB),
ktera ovSem musi byt odolnd vici vySSim teplotdm pouzi-
vanym pii dvoukrokové modifikaci (SC+MM; popis
v kap. 3.2., max. teploty zpracovéani ~120 °C). Mezi Casto
pouzivana a ptitom dostatecné tepelné odolna ATB patii
zejména cykliny (napf. tetracyklin), aminoglykosidicka
antibiotika (napf. gentamicin) a glykopeptidova antibiotika
(napf. vankomycin). V prvnim kroku (SC) dojde
k promiseni skrobu a vodného roztoku ATB a ve druhém
kroku (MM) dojde k finalni homogenizaci systému. Rych-
lost uvoliovani antibiotika mizeme v Sirokém rozmezi
fidit tim, ze smisime TPS s dal§im, pomaleji biodegrado-
vatelnym polymerem poly(e-kaprolaktonem) (PCL). Nej-
vy$si rychlosti uvolnéni ATB, fadové hodiny az jednotky
dni, dosdhneme pro systémy s vys$§im obsahem TPS
(takova rychlost je zadouci zejména pii silnych lokalnich
infekcich jako je osteomyelitida). Pfi stoupajicim podilu
PCL se rychlost uvolnovani antibiotika postupné snizuje
az na tydny a mésice. VySe uvedené poznatky se staly
zdkladem  &eského  patentu’  (fizeni  souvisejici
s mezinarodni ptihlaskou vynalezu pravé probiha).

Féazova struktura ptipravenych systému TPS/PCL/
ATB je ukazana na SEM mikrofotografiich (obr. 4).
V zavislosti na slozeni (a do jisté miry i zménou podminek
miseni v tavening) dokdzeme fidit strukturu smési, pfi-
¢emz Skrobova slozka (ktera byla pii ptipraveé vzorkd od-
leptana, takze pii zobrazeni pomoci sekundarnich elektro-

(a) TPSIPCLIATB(70/30/10) )T
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ni v SEM se projevi jako diry na zobrazené plose) postup-
né méni svoji morfologii z kontinualni (obr. 4a) na ¢astec-
n¢ kontinualni (obr. 4b) a casticovou neboli diskrétni
(obr. 4¢). Pomoci UV/Vis spektroskopie jsme prokazali, ze
se snizovanim kontinuity Skrobové faze drasticky klesa
rychlost uvolnovani ATB. Podrobnéjsi SEM experimenty
kombinujici zobrazovani (SE a BSE imaging) a mikroprv-
kovou analyzu (EDX analysis) poskytly diikaz, ze
v ptipadé casteéné kontinualni nebo diskrétni morfologie
Skrobové faze dochazi k difuzi ATB pies PCL fazi poruse-
nou zbotnanim skrobu. V tuto chvili probiha in vitro testo-
vani systétmi TPS/PCL/ATB ve Fakultni nemocnici
v Motole a prubézné vysledky ukazuji, Ze pouzité ATB
(vankomycin) nebylo v prubéhu plastifikace poruseno
a uchovalo si svoji antibakterialni aktivitu.

Systémy PCL/TPS/ATB se zdaji byt velmi perspek-
tivnimi materidly pro 1é¢bu silnych lokalnich infekei
v oblasti skeletu, jejichz typickym zastupcem je osteomye-
litida. Ve srovnani s bézné pouzivanymi materidly pro
danou aplikaci (kostni cement a fibrinové pény
s ptidavkem ATB) vykazuji lepsi mechanické vlastnosti
(Iepsi tvarovatelnost nez kostni cement, vétsi pevnost nez
fibrinové pény) a zejména moznost pomoci jejich morfolo-
gickeé struktury efektivné fidit rychlost uvolnovani ATB.

5. Souhrn

Skrob je nejpouzivangjii ptirodni biodegradovatelny
polymer, ktery je relativné snadno  dostupny
z obnovitelnych zdrojt, nebot” se uklada v zasobnich orga-
nech rostlin ve formé& Skrobovych zrn. Po extrakci
z vhodnych rostlin ziskame tzv. nativni, praskovy Skrob
(prasek sestavajici z granuli — resp. zrn Skrobu); struktura
a vlastnosti praskového Skrobu byly jiz v Ceské literatuie
popsany™. Tento prispévek se soustfedi na popis piipravy

]
/10)

Obr. 4. SEM mikrofotografie polymernich systémi TPS/PCL/ATB, kde TPS = termoplastifikovany $krob, PCL = poly(e-kaprolakton)
a ATB = antibiotikum vankomycin. Vzorky pro SEM byly pfipraveny fezanim a vyhlazenim v kapalném dusiku, po kterém nasledovalo
odleptani skrobové faze. Mikrofotografie ukazuji, jak 1ze slozenim fidit morfologii, pfic¢emz struktura TPS faze se méni z kontinudlni (a),
pres castecné kontinualni (b) az na diskrétni (c); SEM zde oznacuje rastrovaci elektronovou mikroskopii, zobrazovani v rezimu sekundar-

nich elektront
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a aplikaci termoplastifikovaného Skrobu (TPS), ktery na
rozdil od praskového skrobu (ktery se pii vyssich teplotach
rozkladd) vykazuje vlastnosti béznych termoplastickych
polymerti. Kromé stru¢ného prehledu literatury uvadime
i nase vlastni nedavno publikované vysledky, které se ty-
kaji spolehlivého a reprodukovatelného zplsobu piipravy
vysoce homogenniho TPS (kap. 3.2.) a jeho nasledného
vyuziti v systémech pro fizené uvoliiovani antibiotik (kap.
4.3)).

Vypracovino s podporou MSMT CR, Narodni pro-

gram udrzitelnosti [ (NPU 1), projekt POLYMAT LO1507.
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1. Uvod

V priebehu rokov sa empiricky prislo na to, Ze konzu-
macia urCitych potravin, ako st mlie¢ne produkty priro-
dzene obsahujice mikroorganizmy, pozitivne ovplyviuje
zdravotny stav organizmu. To vedie k zdmernému uziva-
niu prospesnych baktérii, ¢i uz prostrednictvom potravin,
doplnkov stravy alebo liekov, ¢o mé pozitivny vplyv na
celkovy zdravotny stav a pohodu hostitel’a. Tieto prospes-
né mikroorganizmy, zname ako probiotikd, si definované
Svetovou zdravotnickou organizaciou ako ,,zivé mikroor-
ganizmy, ktoré ak si poddvané v primeranom mnozstve,
poskytuji zdravotné vyhody hostitelovi“' . Prebiotika st
nestravitel'né zlozky potravy, ktoré podporuju rast a zivo-
taschopnost’ probiotik. V sti¢asnej dobe s dostupné infor-
macie o probiotickych baktériach a ich G¢inkoch. Zaroven
sa zistuje, Ze nielen samotné druhy baktérii, ale aj rozne
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dalSie faktory, ako napr. ich schopnost’ tvorby exopolysa-
charidov, biofilmov a podobne, vo vyznamnej miere
ovplyviujt pozitivny ucinok probiotik. Probiotické bakté-
rie su schopné produkovat’ rozne biologicky aktivne latky,
z ktorych sa venuje popredna pozornost’ najmi exopolysa-
charidom pre ich vyznamné mnohostranné ucinky aj
na makroorganizmus®.

2. Charakteristika exopolysacharidov
produkovanych baktériami mliecneho
kvasenia

Skupina baktérii mlie¢neho kvasenia pozostiava
z grampozitivnych baktérii so spolo¢nymi morfologicky-
mi, fyziologickymi a metabolickymi vlastnostami. Ide
o nesporulujuce, fakultativne anaerdébne alebo mikroaero-
tolerantné koky alebo palicky, ktoré fermentuju sacharidy
za vzniku kyseliny mlie¢nej, pripadne dalSich
metabolitov”.

Polysacharidy (PS) su biopolyméry Siroko rozsirené
v prirode. Ich vyskyt je zdokumentovany vo vsetkych or-
ganizmoch (zvierata, rastliny, huby a baktérie), rovnako
ako aj ich biologické funkcie, ako je skladovanie energie
(Skrob), Struktura bunkovej steny (celuléza) ¢i mobilna
komunikicia (glykozaminoglykéany). Tieto makromoleku-
ly maju vysoku molekulovii hmotnost’, ktora nickedy dosa-
huje az niekol’ko miliénov Daltonov; mézu byt substituo-
vané necukornymi substituentami, pricom dosahuju linear-
ne alebo rozvetvené Struktury, ktoré vedu napr. k ich Spe-
cifickému spravaniu v roztoku.

Polysacharidy produkované mikroorganizmami mézu
byt klasifikované do troch hlavnych skupin podla ich
umiestnenia v bunke:

— cytozolové polysacharidy (poskytuji uhlik a energiu
pre bunku);

— polysacharidy tvoriace bunkové steny (peptido-
glykany, teichoové kyseliny a lipopolysacharidy);

— polysacharidy uvolfiované do extracelularneho pro-
stredia vo forme kapsul alebo biofilmu, zname ako
exopolysacharidy®.

Exopolysacharidy (EPS) st umiestnené v extracelu-
larnom médiu bez kovalentného ohranicenia bakterialnou
membranou. Medzi popisované ulohy EPS patri napr.
ochrana bakteridlnych povrchov, pri interakciach s inymi
bakterialnymi povrchmi sltizia ako substrat ¢i lepidla, ako
ochranné prostriedky proti vonkajSiemu prostrediu, ako
latky pre bakterialne agregacie v rhizosfére, ako stavebné
stabilizatory v biofilme, ¢i ako signalne molekuly7. Nie-
ktoré bakteridlne polyméry st vyuzivané ako aditiva
v potravinarskom priemysle (xantan, gellan a curdlan)™*’.
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Priblizne 30 druhov laktobacilov je opisanych ako
producenti EPS. Medzi nimi su najznamejSie L. casei,
L. acidophilus, L. brevis, L. curvatus, L. delbrueckii bulga-
ricus, L. helveticus, L. rhamnosus, L. plantarum, L. john-
sonii, atd’. (cit.”).

Rozoznavame exopolysacharidy vylu¢ované do pro-
stredia (r-EPS — Released Exopolysaccharides) a exopoly-
sacharidy viazané k stene bunky (c-EPS — Cell-Bound
Exopolysaccharides). EPS produkované u niektorych pro-
biotickych kmenov znazoriiuje tab. 1. Podla zloZenia sa
EPS delia do dvoch skupin: homopolysacharidy (homo-
EPS) a heteropolysacharidy (hetero-EPS). Homo-EPS su
tvorené z jedného typu monosacharidu, ako napriklad dex-
tran I (obr. 1) alebo levan II (obr. 2), kym hetero-EPS su
zlozené z roznych typov monosacharidov®'®!!.

Referat

Homopolysacharidy

Medzi dve ddlezité skupiny homo-EPS produkova-
nych baktériami mlie¢neho kvasenia patria: 1. a-glukény,
pozostavajuce hlavne z a-1,6- a a-1,3-viazanych glukozo-
vych jednotiek; napriklad dextrany I produkované Leuco-
nostoc mesenteroides ssp. mesenteroides a Leuconostoc
mesenteroides ssp. dextranicum a mutany produkované
Streptococcus mutans a Streptococcus sobrinus; a 2. fruk-
tany, zlozené prevazne z B-2,6-viazanych molekul frukto-
zy, ako je napriklad levan produkovany Streptococcus
salivarius.

Spoloénym znakom vSetkych dextranov je prevaha
a-1,6-vizby s vetvenim v polohach 2, 3, alebo 4 (cit.25).
Niektoré kmene Leuconostoc mesenteroides™ a Lactoba-
cillus curvatus® si uvadzané ako dextran I produkujice
kmene. Mutan IIT (obr. 3) je glukan syntetizovany rozny-

Obr. 1. Millsov vzorec dextranu /

Tabulka I
Produkcia r-EPS a c-EPS u niektorych probiotickych kmenov

Kmen

Lactobacillus plantarum 70810

L. acidophilus A4

Enterobacter cloacae (Cislo GenBank, GQ426323)
Bifidobacterium animalis ssp. lactis ADO11
L. reuteri SK24.003

Pseudomonas fluorescens WR-1
Streptococcus macedonicus Sc 136

L. delbrueckii ssp. bulgaricus OLL1073R-1
L. brevis KB290

L. acidophilus 606

L. plantarum EP56

EPS Lit.
r-EPS 12,13
r-EPS 14
r-EPS 15
r-EPS 16
r-EPS 17
r-EPS 18
r-EPS 19
r-EPS 20
c-EPS 21,22
c-EPS 23
c-EPS 24
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11

Obr. 2. Millsov vzorec levanu 11

mi sérotypmi Streptococcus mutans, a 1isi sa od dextranu
tym, ze obsahuje vysoké percento a-1,3-vdzieb. Rozdiely v
dosledku rozpustnosti vyplyvaji z pomeru réznych typov
védzieb; vo vode rozpustné glukény su bohaté na a-1,6-
vézby, pricom vo vode nerozpustné glukany su bohaté na
a-1,3-viizby®. Pozitie mutanov bolo spojené so zubnym
kazom, pretoze nerozpustné mutany moézu adherovat’ na
zuby, a tym pomahat’ mikroorganizmom zostat’ na povrchu
zubov. Alternan IV (obr. 4) ma alternativne a-1,6- a a-1,3-
vézby, a tato Struktira je zodpovednd za jeho charakteris-
tické fyzikalne vlastnosti, vratane vysokej rozpustnosti
a nizkej viskozity. Levan II je EPS vyrabany zo sacharozy,
ide o fruktan zlozeny z B-2,6-viazanych molekul fruktozy

Referat

i

Obr. 3. Millsov vzorec mutanu I17

s niektorymi [B-2,1-vdzbami. Inulin je fruktdn zlozeny
z B-2,1-viazanych molekul fruktdézy s niektorymi B-2,6-
spojenymi vetvami produkovany napr. Streptococcus mu-
tans. Inulin produkovany baktériami sa lisi od inulinu rast-
linného povodu svojou rozvetvenou Struktirou a vyrazne
vysSou  molekulovou  hmotnostou.  Streptococcus
salivarius®®, Leuconostoc mesenteroides™ a Lactobacillus
reuteri®® su levan IT produkujice baktérie mlie¢neho kva-
senia. Lactobacillus sanfranciscensis TMW 1.392 produ-
kuje fruktan®'.

Medzi linearne homopolysacharidy patria napr. pullu-
lan (zloZeny z glukodzy tvoriacej maltotridzové opakujiice
sa jednotky) a curdlan (nerozpustny, zlozeny z 400-500
D-glukézovych zvyskov spojenych B-(1-—3)-glykozidickymi
vizbami)®. Lactobacillus amylophilus produkuje pulluldn®
a curdlan je produkovany Agrobacterium spp.>.

Obr. 4. Millsov vzorec alternanu IV

w
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Heteropolysacharidy

Heteropolysacharidy su zloZené z pravidelne sa opa-
kujucich jednotieck 3-8 rdéznych sacharidovych skupin
syntetizovanych zvycajne vo vnutri bunky®'’. St zlozené
z roznych typov monosacharidov, predovsetkym
D-glukézy, D-galaktézy, L-rhamndzy a ich derivatov''.
Preukazuju mala Struktirnu podobnost’ a ich produkcia je
ovplyvnena bakteridlnym rastom, jeho fazou, zlozenim
média (zdroj uhlika a dusika), pH a teplotou®; mézu byt
produkované Lactococcus spp. a Lactobacillus spp., pri-
¢om zohravaji klucova tlohu v potravinarskom
priemysle®. Medzi kmene baktérii mlie¢neho kvasenia
produkujuce hetero-EPS patria Streptococcus thermophi-
lus, Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii, L. hel-
veticus, L. rhamnosus, L. plantarum, L. pentosus, L. para-
casei, L. kefiranofaciens a iné (cit."").

3. Utinky exopolysacharidov produkovanych
baktériami mlie¢neho kvasenia

Okrem technologickych vyhod ako je zlepsenie reolo-
gickych vlastnosti fermentovanych potravin (viskozita
a pruznost), d’alej ich mozné vyuzitie ako prirodné zahus-
tovadld, emulgétory, latky na tvorbu gélov, fyzikélne sta-
bilizatory a pod., maji EPS syntetizované baktériami
mlie¢neho kvasenia priaznivé fyziologické ucinky na zdra-
vie a opisané su najmi ich protinadorové, antivredové,
imunomodula¢né uc¢inky, ¢i schopnost’ znizovat” hladinu
cholesterolu''%".

Imunomodulaéné ucinky a najmi ich interakcie
s Crevnymi epitelidlnymi bunkami boli popisané u EPS
(vylu¢ovanych do ich okolitého prostredia pocas rastu)
izolovanych z Lactobacillus acidophilus ssp. 5¢2 a Lacto-
bacillus helveticus ssp. Rosyjski’®. Shao a spol.* potvrdili
potencidlnu imunomodula¢nu aktivitu EPS kmena Lacto-
bacillus rhamnosus KF5 stimuldciou splenocytovej proli-
feracie in vitro. Boli potvrdené imunostimulacné ucinky
EPS produkovanych Lactobacillus delbrueckii ssp. bulga-
ricus (L. bulgaricus) (cit.*®).

Vysledky naznacuju, ze c-EPS produkovany L. plan-
tarum 70810 mo6ze byt vhodny na pouzitie do funkénych
potravin a prirodnych protinadorovych lieiv'?. Kim
a spol.”® popisali mechanizmy, ktorymi probiotické bakté-
rie indukuju smrt nadorovych buniek prostrednictvom
autofagie. EPS izolované z Lactobacillus acidophilus 606
priamo ovplyviiuju morfologiu buniek a nie bunkovy cyk-
lus, ¢o skimali na bunkovej linii HT-29 karcindmu hrubé-
ho creva.

Antioxida¢né ucinky boli preukazané u EPS produko-
vanych Pseudomonas fluorescens WR-1 (cit.'®) a u EPS
z probiotického kmena Enterococcus faecium (BDUT)
z Ngari (,,Ngari“ je tradi¢na fermentovana ryba z Indie),
pricom sa uvaZuje o jej terapeutickej hodnote pri lieeni
7aladoénych vredov*.

EPS z L. rhamnosus E/N moze byt pouzity ako na-
stroj na odstraiiovanie i6nov tazkych kovov z vodného
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roztoku, ¢im sa =zabrani ich absorpcii z gastro-
intestinalneho traktu do krvného obehu. Povrchova adsorp-
cia kovovych iénov na povrchu EPS bola potvrdena sni-
macou elektronovou mikroskopiou®'.

3.1. Anti-adhezivne vlastnosti exopolysacharidov
(anti-biofilm activity)

Vicsina druhov baktérii produkuje biofilm pocas ich
rastu v Zivotnom prostredi****. Tvorba biofilmu je vyz-
namnym problémom v mnohych oblastiach, od priemysel-
nych korézii a biologického znegistenia®’, po chronické
a nozokomialne infekcie***”.

Biofilmy sa podiel'aju na viac ako 80 % chronickych
infekcii sposobenych baktériami, vratane otitidy, endokar-
ditidy, infekcidch mocovych ciest a pl'ic, aj na infekciach
u pacientov s cystickou fibrozou®®*.

Biofilmy vyvinuté na prirodnych tkanivach (koza,
sliznica, endotel, epitel, zuby, kosti) alebo umelych zaria-
deniach (centralne zilové, peritonedlne a mocCové katétre,
dentalne materialy, srdcové chlopne, vnatromaternicové
antikoncepcné prostriedky, kontaktné SoSovky, roézne typy
implantatov) zahfnaju 60 az 85 % vSetkych mikrobidlnych
infekcii*®*. Biofilmy sa zarovei mdzu podielat aj na re-
zistencii baktérii voci antibiotikdm.

Biofilm je Strukturované konzorcium baktérii vloze-
nych do samoprodukovanej polymérnej matrice zloZenej
z polysacharidov, bielkovin a extracelularnej DNA. Bakte-
ridlne biofilmy su rezistentné na antibiotikd, dezinfekéné
chemikalie, fagocytdozu a iné¢ zapalové obranné systémy
organizmu. Je zndme, Ze pretrvavanie stafylokokovych
infekcii spojenych s cudzimi telesami je v dosledku tvorby
biofilmu. Rovnako aj chronickd infekcia plic vyvolana
Pseudomonas aeruginosa u pacientov s cystickou fibrézou
je spdsobena rastom mukoidnych kmenov biofilmu. Nedo-
chadza k prechodu zivin a kyslika z vrcholu az na dno
biofilmov a u bakteridlnych buniek umiestnenych
v oblastiach chudobnych na Ziviny dochadza k poklesu
metabolickej aktivity. Tieto ,,spiace bunky* st zodpovedné
za niektoré tolerancie voci antibiotikdm. Baktérie v biofil-
me komunikujii pomocou molekul, ktoré aktivuju niektoré
gény zodpovedné za produkciu faktorov virulencie a do
istej miery aj Struktary biofilmu. Tento jav sa nazyva
»quorum sensing“ a zavisi od koncentracie molekul
a poctu baktérii. Sl'ubne sa v tomto pripade javi pouzitie
zliCenin, ktoré moéZu rozpustit matricu biofilmu,
a pouzitie inhibitorov ,,quorum sensing®, ktoré¢ zvySuju
citlivost’ biofilmu na antibiotiké a fagocytozu*’.

Bakteridlne EPS sprostredkivaji mnohé interakcie,
ktoré su potrebné pre vytvorenie, sidrznost’ a stabilizaciu
bakterialnych biofilmov. Niektoré bakteridlne polysachari-
dy inhibuju tvorbu biofilmu v Sirokom spektre baktérii
a hub, a to ako in vitro aj in vivo®'. Bolo preukézané, ze
bakteridlne interferencie prostrednictvom signalnych mo-
lekul a povrchovo aktivnych latok antagonizuju tvorbu
biofilmu, ¢o naznacuje, Ze non-antibiotické molekuly pro-
dukované pocas konkurenénych interakcii medzi baktéria-
mi by mohli byt’ pouzité na redukciu biofilmu’?,
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Sayem a spol.* identifikovali PS zlozeny z jednodu-
chych monomérnych jednotiek o-D-galaktopyranozyl-
(1-2)-glycerol-fosfat, ktory vykazoval anti-biofilmovi
aktivitu proti radu patogénnych a nepatogénnych kmenov
baktérii bez baktericidnych uc¢inkov. Polysacharid bol ex-
trahovany z kmena Bacillus licheniformis z morského or-
ganizmu Spongia officinalis. OSetrenie abiotickych po-
vrchov tymto PS zniZuje pociato¢nu prilnavost’ a vyvoj
biofilmu u kmenov ako E. coli PHL628 a Pseudomonas
fluorescens.

Antibiofilmové polysacharidy boli izolované aj zo
supernatantov rdoznych baktérii mlie¢neho kvasenia. Poly-
sacharid izolovany zo supernatantov z L. acidophilus A4
inhiboval tvorbu biofilmu E. coli, Salmonella spp., Y. ente-
rocolitica, P. aeruginosa, L. monocytogenes a Bac. cereus
v statickom a prietokovom bunkovom reaktore'.
L. acidophilus sa bezne vyskytuje v gastrointestinalnom
trakte T'udi a zvierat, ustach a posve. Zubny kaz vznika
nerovnovahou metabolickej aktivity v zubnych biofil-
moch, ktoré vznikaju predovSetkym pdsobenim Strepto-
coccus mutans. Wu a spol.” analyzovali 64 kmeiov Lacto-
bacillus salivarius (vyskytujici sa v Tudskych slinach)
a zistili, ze dva kmene, K35 a K43, vyznamne inhibuju
tvorbu biofilmu Str. mutans.

3.2. Prebiotické vlastnosti izolovanych
exopolysacharidov

Zvyseny pocet bifidobaktérii a/alebo laktobacilov
v hrubom ¢reve ma priaznivy U€inok na zdravie. Ako pre-
biotika boli definované rézne oligosacharidy, ktoré mézu
zvySovat’ polty Bifidobacterium spp. v hrubom creve.
Galaktooligosacharidy a fruktooligosacharidy st povazo-
vané za dolezité prebiotikd. Medzi d’alSie sacharidy pova-
zované za prebiotika patria gluko-oligosacharidy, isomalt-
oligosacharidy, laktul6za, mannan-oligosacharidy''.

Exopolysacharidy syntetizované pomocou baktérii
mliecneho kvasenia maji prebiotické vlastnosti (napr.
2-(1,3)-B-D-glukany) a prispievaji aj k reologii a texture
fermentovanych potravin. Werning a spol.** standardizova-
li imunologicki metodu pre Specificki detekciu
2-substituovanych (1,3)-B-D-glukanov. Metdda umoziuje
priamu detekciu a kvantifikaciu tohto EPS v supernatante
s obsahom inych mono- a polysacharidov. Metéda umoz-
fuje rychlu identifikaciu produktov baktérii aj biochemic-
ka charakterizaciu glykozyltransferdz zodpovednych za
ich syntézu.

Nie je zname, ktoré¢ oligosacharidy su najvhodnejsie
ako substraty pre selektivny rast konkrétnych prospesnych
druhov alebo kmeniov. Boli navrhnuté metddy na zistenie
potencialnej prebiotickej aktivity oligosacharidov® ™.
o-D-Glukan produkovany Lactobacillus plantarum DMS5
moze slazit’ ako potencidlna prebiotickd latka pre potravi-
narske vyrobky. Prebioticka aktivita tohto glukanu bola
potvrdena zvySenym rastom probiotickych baktérii ako
Bifidobacterium infantis a Lactobacillus acidophilus, pri-
¢om nedoslo k rastu patogénnych baktérii ako st Escheri-
chia coli a Enterobacter aerogenes™.
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3.3. Vplyv exopolysacharidov na prospesné/
patogénne baktérie traviaceho traktu

Exopolysacharidy vd’aka svojej zvySenej viskozite
v potravinach mozu ostat’ dlhsi ¢as v gastrointestindlnom
trakte, a preto st prinosom pre prechodnii koloniziciu
probiotickymi baktériami''>*.

Interakcie medzi druhmi Bifidobacterium a Bacteroi-
des v kofermentaciach su ovplyvnené uhlikovymi zdrojmi,
vratane EPS produkovanych bifidobaktériami. Rios-
Covian a spol.” poukazujii na vyznam interakcii s ohla-
dom na Specificky bakteridlny druh a kmen. V pritomnosti
glukdzy bol napriklad rast Bacteroides thetaiotaomicron
DSM-2079 inhibovany Bifidobacterium breve, ale nezme-
nil sa v pritomnosti Bifidobacterium longum. Bacteroides
fragilis DSM-2151 prispel k vyS§Siemu prezivaniu Bifido-
bacterium longum podporou zmeny v syntéze mastnych
kyselin s kratkym retazcom a d’alSich organickych kyselin
v kokultivacii v porovnani s monokultirou.

Li a spol.? vo svojej stadii skimali antioxidadné
a antibakterialne ucinky EPS produkovanych Bifidobacte-
rium bifidum WBINO3 (B-EPS) a Lactobacillus planta-
rum R315 (L-EPS). Pre hodnotenie antioxidacnej aktivity
bolo pouzité vychytavanie 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl
(DPPH) radikélov, hydroxylovych radikdlov a super-
oxidovych radikalov. Okrem toho bola merana inhibicia
hemolyzy erytrocytov a peroxidacie lipidov. EPS produko-
vané obidvoma kmefimi mali silnl schopnost’ zachytavat
DPPH a superoxidové radikadly vo vysokej koncentrécii.
Inhibi¢ny ucinok B-EPS na hemolyzu erytrocytov bol sil-
nejsi ako u L-EPS, zatial' ¢o schopnost’ zachytavat’ hydro-
xylové radikaly bola u L-EPS vyznamne vysSia. Vsetky
tieto schopnosti boli rozvijané v zavislosti od koncentra-
cie. Agar difuzny test ukazal, ze obe EPS vykazovali anti-
bakteridlne ucinky proti testovanym patogénom, ako s
Cronobacter sakazakii, Escherichia coli, Listeria monocy-
togenes, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Bacil-
lus cereus, Salmonella typhimurium a Shigella sonnei.
Mozno povedat, ze oba EPS maji antimikrobialne
a antioxida¢né ucinky a mézu byt aplikované v potravinar-
skom priemysle®.

4. Zaver

Zvyseny zaujem sa v sicasnosti orientuje na produkty
prospesnych (probiotickych) baktérii, ktoré¢ su schopné
rozruSovat’, pripadne eradikovat' biofilmy patogénnych
baktérii s perspektivou pouzitia vo farmaceutickom a po-
travinarskom priemysle ako alternativa antibiotik. Medzi
takéto produkty s antibiofilmovou aktivitou patria EPS.
Vyznamné s aj ich imunostimulatné a dalSie zdraviu
prospesné ucinky, ¢i mozné vyuzitie pre zlepSenie vybra-
nych vlastnosti fermentovanych potravin. Vyskum uvede-
nych latok si zaslizi aj v budicnosti zvlastnu pozornost.

Tato praca bola podporovand Agentirou na podporu
vyskumu a vyvoja na zaklade Zmluvy ¢. APVV-15-0377.
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M. Fedorova®, M. Prokes®, J. Pistl‘, and R. Nemco-
Va° (“Department of Pharmacy and Social Pharmacy, "De-
partment of Epizootology and Parasitology, ‘Department
of Microbiology and Immunology, University of Veterinary
Medicine and Pharmacy in KoSice, Slovak Republic:
Exopolysaccharides as Important Probiotic Products

Probiotics are beneficial microorganisms, defined as
"live microorganisms which, when administered in a rea-
sonable amount, provide health benefits for the host". Not
only the types of bacteria themselves, but also various
other factors such as the ability to produce exopolysaccha-
rides, biofilms, etc. significantly affect the positive effect
of probiotics. Probiotic bacteria are extremely efficient in
the production of biologically active substances — exopoly-
saccharides. These substances are important for their mul-
tilateral effects on the human organism. Significant prop-
erties of the exopolysaccharides produced by the lactic
acid bacteria include anti-biofilm activity, prebiotic prop-
erties and other impacts of these substances on both bene-
ficial and pathogenic bacteria of the digestive tract.

Keywords: exopolysaccharides, biofilm, lactic acid
bacteria, probiotic bacteria
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1. Uvod

Zlugové kyseliny (BA) tvofi skupinu latek
s pleiotropnimi funkcemi. Vyzkum struktury zlucovych
kyselin ma velmi dlouhou tradici, od izolace ,,matiére
aciculaire* vroce 1827 Tidemannem a Gmélinem', po
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prvni izolace krystalickych Zlucovych kyselin Streckerem
v 1847-1849 (cit.?), postulovani sumarniho vzorce cholové
kyseliny tymz autorem a nasledné dlouhotrvajici sili
hlavné organickych chemikt, které objasnilo jak zékladni
konstituci, tak 1 stereochemii zluovych kyselin
(podrobngji viz napi. Janata® a Cerny*). Fylogeneticky
nejpokrocilejsi obratlovci, savei, jsou (az na vyjimky)
schopni syntetizovat pouze Zludové kyseliny s 24 uhliky”.
U clovéka se navic ptispévek jednotlivych biosyntetickych
drah v prubéhu ontogeneze méni: u novorozencl prevazuje
alternativni cesta, kdezto dospéli tvoii BA pfevazné pomo-
ci klasické biosyntetické drahy®. Zlucové kyseliny podstu-
puji v lidském organismu mnoho dalsich reakci, jako kon-
jugaci’, dekonjugaci enzymy stfevniho mikrobiomu nebo
i plisobenim pankreatickych karboxypeptidas®, a dalsi
metabolické pfem&ny — dehydroxylaci®'’, dehydrogenaci
7a, epimerani reakce, pfipadné sulfataci, predev§im to-
xické litocholové kyseliny (LCA) vzniklé mikrobidlni
konverzi chenodeoxycholové kyseliny (CDCA). Zlucové
kyseliny v organismu podstupuji enterohepatalni cirkulaci;
odhaduje se, ze kazdd molekula BA je pred ztratou exkreci
ve stolici recyklovana az 9—14 krat.

2. Funkce Zluc¢ovych kyselin
2.1. Proces traveni

Historicky nejdéle znamé funkce zlucovych kyselin
v gastrointestindlnim traktu jsou indukce toku Zzluci
(Zlucovych lipidi), micelarizace a traveni lipidi vcetné
latek v nich rozpustnych, nebo usnadnéni absorpce protei-
ni podporou aktivity pankreatickych proteas. Podpora
absorpce tukil (volnych mastnych kyselin tvoficich s ionty
Ca®" nerozpustna mydla) je dileZitd pro precipitaci oxala-
tu'!, pfipadné nekonjugovaného bilirubinu'? vapenatymi
ionty, coz v prvnim piipad¢ zabranuje poskozeni ledvin
a druhém tvorbé pigmentovych kament. Novéjsi poznatky
zduraznuji dalezitou roli BA v homeostize cholesterolu
a v antimikrobialnim obranném stfevnim systému, protoze
BA ovliviiji stievni mikrobiom® i indukuji expresi antimi-
krobidlnich genti.

2.2. Signalni molekuly

Potencidlni receptory pro BA lze nalézt v zivych bu-
néénych kulturach pomoci fotoreaktivnich chemickych
sond zalozenych na struktufe cholové kyseliny
s alkynovou skupinou pfistupnou pro cykloadici azidem.
Naslednymi kvantitativnimi proteomickymi analyzami
bylo identifikovano n&kolik set kandidatnich proteini'?.
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2.2.1. Jaderné receptory

BA jako signalni molekuly ovliviiuji mnoho metabo-
lickych drah a procesii véetné vlastni biosyntézy a ente-
rohepatalni cirkulace pomoci vazby na jaderny transkripc-
ni faktor FXR'*, FXR dale reguluje metabolismus lipidt
a glukosy pomoci slozitych vazeb s dal§imi transkripénimi
faktory. FXR je aktivovan BA, které se do jater vraceji pii
traveni lipidd, a tedy pii dostatku potravy; BA tedy funguji
jako nutricni senzory v jatrech pfi prechodu do sytého
stavu'®. Litocholova kyselina a jeji oxoderivaty se vazi na
dalsi jaderné receptory, jako PXR a CAR (jaderné recepto-
ry fungujici jako senzor pro organismu cizi latky — xenobi-
otika), nebo receptor pro vitamin D (ve stfevé pomaha
chranit sliznici pted kancerogennimi a zanétlivymi ucinky
LCA a deoxycholové kyseliny (DCA), protoze zvysuje
akti\lIGitu enzyml hydroxylujicich a sulfatujicich tyto BA
(cit.™)).

2.2.2. Membranové receptory

Interakce molekul BA s membranovymi receptory
pomahaji objasnit jejich endokrinni funkce; v roce 2002
byla objevena vazba BA na povrchovy receptor TGRS/
M-BAR (cit.'”). Ve stievé vazba BA na receptor TGR5
zvySuje sekreci proteinu GLP-1, a tak zlepSuje inzulinovou
rezistenci, dale priznivé ovliviiuje funkei stfevni bariéry
i motility'’. V jatrech funguje TGRS jako senzor pro BA
pii napliiovani Zluéniku a inhibuje prozanétlivé procesy'®.
V hnédé tukové tkani i v bunikach kosterniho svalstva vede
stimulace TGRS ke zvySeni energetického vydeje bunék,
coz plati i pro tzv. ,,béZové adipocyty uloZené v bilé tuko-
vé tkani'.

Vroce 2012 byla publikovéna prvni prace o vazbé
BA na receptor SIPR2 a rok pozdéji bylo prokazano, ze
konjugat taurinu a ursodeoxycholové kyseliny (TUDCA)
ptimo aktivuje B1 integriny®, coZ objasnilo p¥iznivé uin-
ky této BA na jatra. Dalsi interakce BA s receptory spoje-
nymi s G-proteiny vysvétluji imunosupresivni vlastnosti
BA i jejich vztah ke kontraktilité hladkého svalstva®'.

3. Jiné funkce BA

BA ovliviluji zvlaStni schopnost jater zvanou
,hepatostat* (cit.??), kterd zabezpetuje spravnou velikost
jater podle télesné hmotnosti, véetné reakce na ztratu jater-
niho parenchymu resekci nebo poskozenim. BA funguji
jako feromony u nékterych Zivocisnych druhii: olfaktorni
systém ryb je extrémné citlivy na BA (cit.*’) a BA snad
funguji jako feromony nebo kairomony (pozn. kairomony
= mezidruhova analoga feromont) i u savcl, konkrétné
mysi**. U Caenorhabditis elegans patticiho do hlistic,
bezobratlych Zivocichti neschopnych syntetizovat choles-
terol, plsobi struktury C27 ZluCovych kyselin
(dafachronické kyseliny, obr. 1) jako hormony ovliviiujici
odolnost proti stresu a délku Zivota”. Podobné piisobi
u kvasinek LCA, kterd se akumuluje v mitochondriich®,
pokud je podéna v uréitych fazich Zivotniho cyklu®’.
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Obr. 1. 258,A*-dafachronicka kyselina

3.1. Farmakologické vyuziti BA

Z predchozich udaju je ziejmé, ze BA ¢i jejich analo-
ga budou mit Siroky terapeuticky potencial pii 1écbé jater-
nich onemocnéni, ale i jinych, jako diabetes mellitus®®.
Zlu¢ové kyseliny se podavaji pii snizené biosyntéze BA
zpusobené vrozenymi metabolickymi chorobami (CA,
CDCA) nebo se podava UDCA, pokud je tieba zmirnit
cytotoxicitu akumulovanych BA, napf. pfi terapii cholesta-
zy (pteruseni toku zluce), pfipadné dalSich typt jaternich
poskozeni®.

Utinek analog BA je zprostiedkovan pres receptory
zminéné v pfedchozi kapitole. Vé&tSinou je snaha syntetizo-
vat latky selektivné aktivujici pouze nékteré receptory: pro
FXR je selektivni ligand 6a-ethyl-CDCA (obeticholova
kyselina), jiné ovliviiuji jak FXR, tak TGRS (obr. 2,
cit.?h).

Nekteré prirodni triterpenoidy (obr. 3 a 4) se také vazi
na TGRS5: oleanolovad kyselina izolovand z olivovniku
evropského (Olea europeaea), dale betulinova kyselina
a ursolova kyselina maji dokonce vys§i afinitu k TGRS nez
LCA*. Dalsi latky podobného typu vyskytujici se
v extraktech z hiebicku (Syzygium aromaticum) nebo no-
vého koteni (Pimenta dioica), korosolova kyselina
a maslinovd kyselina, byly neddvno identifikovany jako
ligandy TGRS (cit.*).

R R? R®
obeticholova kyselina  COOH H H
INT-767 OSO,Na H
INT-777 COOH CH, OH

Obr. 2. Syntetické ligandy receptori FXR a TGR5
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R' R® R R
oleanolova kyselina CH; CH; H H
ursolova kyselina CH, H CH; H
maslinové kyselina CH, CH; H OH
korosolova kyselina CH, H CH, OH

Obr. 3. PFrirodni ligandy receptori FXR a TGRS

Obr. 4. Betulinova kyselina

3.2. Stfevni mikrobiom a BA

Koncentrace bakterii ve stfevnim obsahu tlustého
stteva je velmi vysoka (cca 10'? bakterii na 1 g stolice),
pfi¢emz mnozstvi stfevnich bakterii a jejich slozeni je
vysledkem komplexni symbiotické rovnovahy mezi hosti-
telskym organismem a stfevnim mikrobiomem. Do tohoto
vztahu vyznamné prispivaji také BA, protoze BA na strané
jedné ovliviiuji pocet a druh bakterii a na stran¢ druhé
mikrobiom BA aktivné metabolizuje. Metabolismus BA ve
stfev€ je uskutecilovan nékolika typy bakteridlnich enzy-
mi, po&inaje bakterialni BA hydrolasou (BSH) (cit.®) hyd-
rolyzujici amidovou vazbu konjugati BA. Mezi aktivitou
BSH ve stfevnim mikrobiomu a lipidovym metabolismem
(t€lesnou vahou) hostitele je urcity vztah, dokonce
v soucasné dobé¢ probihaji pokusy o nahrazeni promotort
ristu zaloZenych na antibioticich vhodné¢ zvolenymi inhi-
bitory BSH (cit.*).

3.3. BA jako markery patofyziologickych procest

Pti poruchach tvorby BA jsou Casto stanovovany me-
ziprodukty biosyntézy®’; nékteré patofyziologické procesy
probihajici v jatrech nebo stfevé jsou spojeny se zméné-
nym metabolismem BA (cit.>*7). Profil BA je zménén
u mnoha dal$ich nemoci zazivaciho traktu, ale i u astmati-
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kt, obéznich jedincti, snad i diky pozménénému sttevnimu
mikrobiomu (viz téz kapitola 3.2, cit.*®).

4. Zlutové kyseliny jako vychozi struktury
pro syntézy novych molekul

Pii chemickych modifikacich BA se vyuZivad pevna
struktura steranového jadra s danymi chiralnimi centry
a dvéma moznostmi vazeb pro nckteré uhliky, navic jesté
karboxylova skupina na postrannim fetézci a nékolik hyd-
roxylovych skupin.

4.1. Antibiotika

Vroce 1993 bylo izolovano z ostrouna obecného
(Squalus acanthias L.) steroidni kationické antibiotikum
skvalamin (obr. 5). Pozd¢ji se ukazalo, ze v jatrech tohoto
typu zraloka je pfitomno mnoho typl aminosteroll
s protinadorovymi a antivirovymi G&inky”; zfejmé zame-
zuji i rozvoji Parkinsonovy nemoci®’. Design jedné tidy
novych kationickych antibiotik je odvozen ze skvalamino-
vého skeletu*.

HN NS N

Obr. 5. Skvalamin

4.2. Protinddorovda/antivirové terapie

Nekonjugované BA jsou cytotoxické, a podporuji
rozvoj kolorektalniho karcinomu i rakoviny jicnu. Konju-
gaty BA s polyaminy nebo 1,2,3-triazolem a deoxyadeno-
sinem, jako napt. SAA-CDC (obr. 6) zamezuji bunécnému
rustu a jsou cytotoxické pro nékteré bunééné nadorové
linie*. Mechanismus u¢inku spoéiva nejen ve spusténi
apoptotickych procesi, ale i ve specifickych interakcich
téchto molekul s fetézcem DNA. Podobné konjugaty BA
s oligodeoxynukleotidy mohou snadngji vstupovat do bu-
nék a disledkem vazeb s komplementarnimi useky DNA
vykazovat protinadorové nebo antivirové uginky®. Kon-
jugace s BA je vhodna také pro pfipravu cytotoxickych
komplext s Pt*", které obecn& maji zavazné vedlejsi efek-
ty. Nové syntetizované konjugaty na bazi lithocholové
kyseliny (obr. 7) vykazuji mirné cytotoxické ucinky (ICsy
28 pmol I'") bez vlivu na normalni bun&éné linie*. Pokud
se struktury porfyrint konjuguji s BA, Ize takovéto slouce-
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NH

Hok“j
(@)
OH

Obr. 6. SdA-CDC

Obr. 7. cis-Pt derivat litocholové kyseliny

niny vyuzit pro selektivni ablaci tumord pii fotodynamické
terapii®.

4.3. Molekularni senzory pro riizné latky

Molekula BA obsahuje minimélné dvé funkéni skupi-
ny, které lze orientovat do jednoho poloprostoru, a tak
pouzit pro tvorbu relativné malych cyklickych struktur.
Piikladem mohou byt cholafany, které obsahuji ve své
struktue 2—4 molekuly BA (obr. 8), a podle velikosti pro-
storu, ktery obklopuji, mohou interagovat napf. s rdzné
velkymi kationty: Ag" > K, nebo s derivaty naftalenu®.
Kationty lze s riznou mirou selektivity vazat i pomoci tzv.
crown etheri, makrocyklickych etherd, s rizné navazany-

Obr. 8. Priklad struktury cholafanu
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OC20H41

R' = SO,C¢H,NO,
R? = NONHC,H,NO,

Obr. 9. Cholapodni struktura s navazanym iontem CI”

mi molekulami BA. Do cykliza¢nich reakci vstupuje bud’
hydroxyl na pozici C3 a karboxyl*, nebo v ptipadé BA
obsahujicich 2 a vice hydroxylovych skupin pouze hydro-
xyly*’. Nékdy se na strukturu BA pfipojuje jak molekula
crown etheru vazajici kation (= senzor), tak ijednotka
fluoroforu (= zdroj signalu pro detekci) (cit.*).

Struktura BA s tfemi hydroxyly umoziuje tvorbu
tripodélnich struktur, v tomto piipad& cholapodia™® (obr. 9);
s vyhodou se hydroxylové skupiny steranového jadra na-
hrazuji aminoskupinami pro snazsi reaktivitu pti modifi-
kacnich reakcich. Nékteré molekuly vykazuji vysokou
afinitu pro halogenové anionty, jiné i pro acetatovy/
dusi¢nanovy anion™.

Byly pfipraveny i dalsi struktury obsahujici BA, které
muzeme zafadit do cyklocholatl, molekularnich box,
cyklofani nebo kryptanda®’. Piikladem vyuZiti chiralnich
vlastnosti struktur odvozenych od BA jsou pro biomedi-
cinské ucely dulezit¢ enantioselektivni  senzory.
U cyklického derivatu deoxycholové kyseliny (CDTB,
obr. 10) je selektivni koordinace Hg®" ionti (jez potlatuje
fluorescenci) ovlivilovana kompetitivni interakei D- nebo L-
isomer aminokyselin s Hg*" (cit.>").

Obr. 10. CDTB
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4.4. Organotropni latky

Enterohepatalni cyklus BA zavisi na jejich schopnosti
pfekonavat membrany pomoci transportu specifickymi
pfenaSeci. Pfipojeni molekuly BA k aktivni latce tedy mi-
7e a) zvysit absorpci ve stfeve, a tak zvysit dostupnost
aktivni latky v krevnim ob&hu nebo b) zvysit specificitu
pro rizné organy gastrointestinalniho traktu (hlavné stfev-
ni epitelie a jatra). Pro terapii proti hepatitidé B byly nové
syntetizovany estery adefoviru s BA a L-isomery aminoky-
selin®®. Ziskana molekularni struktura (obr. 11) tak kombi-
nuje hepatotropni vlastnosti latky (ziskané zbytkem BA)
a antivirotické Ucinky (adefovir). Podobné nékteré poly-
merni nanocastice na bazi poly-[3-(4-vinylbenzoatu)]
s navazanymi zbytky BA (obr. 12) se jevi jako slibné 1éko-
vé vektory pro terapii nadort jater™.

NH,

R' = H nebo OH
R? = H nebo OH
R® = CH, nebo CH(CH,),;nebo CH,CH(CH.),

Obr. 11. Estery adefoviru se Zlu¢ovymi kyselinami a L-amino-
kyselinami

o” o

Obr. 12. Polymer na bazi 4-vinylbenzoatu a cholové kyseliny

5. Supramolekularni struktury s BA
5.1. Molekuléarni deStniky

Molekuly na bazi konjugat cholové kyseliny a sper-
midinu jsou znamy jako molekularni ,,destniky*, struktury
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O___

Obr. 13. Iontovy kanal na bazi cholové kyseliny
a rezorcin[4]arenu

schopné prenaset hydrofilni peptidy, piipadné thioly AMP/
ATP pies membrany™*. Ctyframenné struktury s BA byly
syntetizovany jako umélé iontové kanaly, struktura znazor-
nérslsé na obr. 13 je schopna prenaset ionty K™ pies membra-
ny>.

5.2. Dendrimery

Molekuly BA byly v poslednich letech vyuzity pro
asymetrické syntézy, nebo pfi tvorbé struktur molekular-
nich ,klesti* pro vazbu na baze nukleovych kyselin, pfi-
padné funkcnich dendritickych molekul, které se daji vyu-
zit pfi konstrukci transmembranovych iontovych kanalt.
Dalsi typ dendrimert odvozenych od BA jsou fotosenzitiv-
ni struktury (obr. 14), kde absorpci svételnych kvant obsta-
ravaji naproxenové Casti, a anthracenové zbytky jsou pfi-
jemci intramolekularniho pfenosu energie pohlceného
svétla®,

5.3. Gely

Neobvykld struktura BA s hydrofobni a hydrofilni
¢asti na pevném steranovém skeletu je piredurcuje k tvorbé
supramolekularnich struktur, jako nanovlaken, ptipadné
gelovitych struktur’®. Hydrogely na bazi BA jsou dobré
vychozi latky pro biologické aplikace — snadno se tvori
v biokompatibilnich rozpoustédlech a jako gelatory se
pouzivaji netoxické endogenni latky. Naopak organogely,
které se uplatiiuji v kosmetice, farmakologii nebo i pfi
likvidaci toxickych odpadut, se mohou tvofit pomoci struk-
tur na bazi amidovych derivati BA (obr. 15, cit.*%),

5.4. Nanocastice

Z dalsich potencialnich aplikaci v medicing l1ze zminit
smési sodnych soli DCA s nanocasticemi zlata tvorici slo-
zit€¢ veétvené struktury, které maji vysokou absorpci
v blizké infracervené oblasti, coz by se mohlo vyuzivat
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Obr. 14. Piiklad dendrimerni fotocitlivé struktury obsahujici cholovou Kkyselinu

Obr. 15. (3a,7a,120)-trihydroxy-N-[1,10-fenantrolin-5-yl]-58-
-cholan-24-amid

k fototerapii nadort®® po dalsi modifikaci peptidy cilenymi
pro vstup do nadoru. Cholova kyselina tvofi
s benzylaminem ve vodném prostiedi agregaty, které¢ pod-
poruji tvorbu sférickych dutych kiemikovych nanocéstic
o velikosti 200-1000 nm a tloustce cca 60 nm (cit.”).
Tyto Castice jsou Zadané v imunochemickych aplikacich
jako podkladovy material pro multiplexové analyzy, ve
farmakologii pro fizené uvolnovani latek, dale v separacni
analyze apod. Zluové kyseliny mohou usnadiiovat pie-
chod rliznych typt latek pfes stievni bariéru (viz kap. 4.4.)
a uplatiiovat se pii zvySovani absorpce 1¢ka® &i genovych

struktur uzavienych v nano¢asticich na bazi chitosana®'.

5.5. SmiSené micely, liposomy a bilosomy

Smisené micely jsou tvotfeny v biomedicinskych apli-
kacich BA, polarnimi lipidy a amfifilnimi latkami (napf.
Iéky), u kterych je pozadovana vyssi biologicka dostup-
nost. Mezi dnes jiz konvenéni vezikularni systémy fadime
liposomy (slozené z fosfolipidli a cholesterolu) nebo ni-
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osomy (slozené z neionickych surfaktantl a cholesterolu).
Hledéani jest¢ vyhodngjsich vakcin vhodnych pro oréalni
imunizaci vedlo k vyvoji bilosomt, vezikul s BA a neio-
nickymi surfaktanty (vlastn€ jsou to niosomy s pfidanymi
BA). Bilosomy maji proti liposomim i niosomtiim né&které
vyhody — jsou stabilni v ZaludeCnim i stfevnim obsahu
ajsou snadno skladovatelné®. V bilosomech se usp&$né
vyzkouSelo podavani jak 1ékd, tak peptidi nebo riznych
vakein®,

5.6. Fotolitografie

Fotolitografické metody ptevadéji informace (napf.
o struktuie integrovaného obvodu) pomoci ozafeni svétlem
o definované vlnové délce na matrici (napf. kfemik).
V soucasné dobé predstavuji fotolitografické metody nej-
¢emz vzristajici tlak na miniaturizaci struktur pfinasi
i nové problémy pfi tvorbé tzv. fotorezistu, svétlocitlivych
slouCenin ménicich po ozéafeni své chemické vlastnosti.
Pouzivané vinové délky se postupné zkracuji, slouceniny
s BA nalezly uplatnéni jak v oblasti hluboké UV (193 nm
lit06%raﬁe64), tak u i struktur jest¢ jemné&jSich (150 nm,
cit.”™).

6. Zavér

Ackoliv vyzkum BA mé dlouhou tradici, v posledni
dobé byly objeveny zcela nové funkce téchto malych mo-
lekul. Zda se, ze chapani BA jako molekul dualezitych
hlavné pro jejich fyzikalné-chemické vlastnosti budeme
muset pfehodnotit a zdlraziovat vyznam BA v organismu
jako struktur se signalnimi funkcemi. Molekuly BA nacha-
zeji v soucasné dobé¢ Siroké uplatnéni, které na jedné strané
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je odvozeno od jejich biologickych funkei, a na strané
druhé vyuziva charakteristickych vlastnosti molekul BA.

Tato prdace byla podporena vyzkumnymi projekty

MPO FV10380, RVO VFN 64165/2012, PROGRES Q25/
LF 1 UK a SVV 260370-2018.

Seznam pouzitych symbolu a zkratek

BA zlucové kyseliny

BSH bakterialni hydrolasa Zlucovych kyselin
CA cholova kyselina

CDCA chenodeoxycholova kyselina

DCA deoxycholova kyselina

| (OFN polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace
LCA litocholova kyselina

TUDCA ursodeoxycholyltaurin

UDCA ursodeoxycholova kyselina
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Medical Faculty, IV" Department of Medicine, " Institute
of Microbiology, Academy of Sciences of the Czech Repub-
lic): Bile Acids — Small Molecules with Great Possibili-
ties

Bile acids are compounds with many functions in
liver and other parts of gastrointestinal tract. Apart from
long-known ability of bile acids to form micelles and help
with both intestinal digestion and absorption of lipids,
other (but not less important) properties of these molecules
are still neglected. Among pleitropic effects of bile acids
belong regulation of cholesterol homeostasis, antimicrobi-
al properties and novel functions discovered in last dec-
ades. It seems that the notion of bile acids as compounds
important mainly for their physico-chemical properties
should be reevaluated and we have to put stress on the
importance of bile acids as structures with hormonal func-
tions. Moreover, the molecules of bile acids have unusual
properties, which predetermine them for attractive drug
designs, as vectors for delivery of active substances, pro-
duction of chiral compounds, dendrons, or even photore-
sistant molecules for microcircuits.

Keywords: bile acids, receptors, supramolecular structures
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1. Uvod

Role kyseliny mlé¢né v lidském organismu se v pove-
domi vefejnosti obvykle omezuje na svalovou bolest
a pichani v boku pfi velké fyzické ndmaze. Dnes uZ vime,
ze v tomto pripad¢é nezpusobuje poskozeni tkang, ale pou-
ze drazdi receptory bolesti, aby naopak zabréanila netmér-
nému znidujicimu zatizeni'. A nejen to, poslednich 10 let
vyzkumt ukazalo, Ze kyselina mléénd, resp. jeji anion
laktat, nehraje v lidském organismu zdaleka jen podifadnou
roli metabolického meziproduktu, ale mnohé buiky ji vyu-
zivaji jako exkluzivni zdroj energie a signalni molekulu.
Z praktického hlediska je zase zajimava jeji ucast
v prevenci nebo naopak patogenezi riznych civilizacnich
chorob. Je tedy molekulou, kterd ma nejen zvu¢nou minu-
lost, ale ziejmé i budoucnost.

2. Metabolismus Kkyseliny mlé¢né v lidském
organismu

V piirod€ obecné, lidské télo nevyjimaje, je hlavnim
zdrojem kyseliny mlééné (2-hydroxypropanové) proces
kvaSeni, pfesnéji glykolyza. Pii ni je typicky jedna mole-
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kula glukosy pfeménéna na dvé molekuly kyseliny pyro-
hroznové a kromé potiebného ATP vzniknou 2 redukéni
ekvivalenty NADH. Pokud pro né¢ nema organismus dalsi
vyuziti, napf. je nemtze spotfebovat jako substrat pro ci-
tratovy cyklus a respiraci, ukonc¢i celou metabolickou dra-
hu redukci kyseliny pyrohroznové piebytecnym NADH,
¢imz vznika kyselina mlécéna. V lidském téle se to stava
predevsim v situacich, kdy je burika nedostate¢né zasobo-
véana kyslikem, nebo kdy respiracni kapacita mitochondrii
nedostaguje toku metabolitil glykolyzou?.

Vzhledem k svému pK, 3,86 se kyselina mlé¢na pfi
fyziologickém pH nachazi t¢éméf vyhradné ve formé svého
aniontu — laktatu. Nicméné€ jeji vyssi produkce muze pre-
konat pufrovaci kapacitu dané¢ho prostiedi a vést k poklesu
pH. Typickym piikladem je bakteridlni kvaSeni mléka za
vzniku kyselého jogurtu. Pokud timto zplsobem dojde
k okyseleni vnitiniho prosttedi lidského organismu, byt se
jedna jen o setiny jednotek pH, vznika potencialné zavaz-
ny stav zvany laktatova acidoza.

Protoze prostiedni uhlik laktatu je chiralni, jedna se
o opticky aktivni slouceninu. Zatimco nékteré bakterie
vcetné¢ kment ptitomnych v kvasenych potravinach nebo
v tlustém stfevé produkuji kyselinu mlécnou ve formé
racemické smési, lidské bunky vytvareji vyhradné L-laktat.
Tento rozdil je podstatny vzhledem k pfisné optické speci-
fit¢ metabolickych enzymti a molekularnich receptort.
ProtoZe v lidském téle se D-laktat vyznamnéji hromadi jen
v souvislosti se vzacnymi patologickymi stavy, bude zby-
tek tohoto ¢lanku vénovan vyhradné L-laktatu, aniz by na
to bylo dale upozoriiovano®.

vvvvvv

tatu v lidském organismu jsou svalova prace a kvasna ¢in-
nost bakterii. V prvém pftipadé vznika laktat zesilenou
glykolyzou v intenzivné pracujicich svalech. Jejich poza-
davky na energii jsou totiz pii mimofadné namaze vyssi,
nez vdany okamzik  staéi  pokryt  respirace
v mitochondriich. Glykolyza v téchto situacich predstavuje
nouzové feSeni, na rozdil od respirace je rychlejSi a neni
limitovana piisunem kysliku. Vznikajici kyselina mlécna
ovSem musi byt exportovana ven ze svalovych bungk, aby
nepusobila jako zpétnovazebny inhibitor. Bila svalova
vlakna, ktera jsou uzplsobena ke kratkodobé intenzivni
namaze, napt. sprintu, proto spoléhaji predevsim na glyko-
lyzu, a obsahuji mnohem méné mitochondrii, nez ¢ervena
svalova vlakna slouzici vytrvalostnimu pohybu. Diky tomu
miZze hladina laktdtu v krvi pfi intenzivnim sportovnim
vykonu vystoupat vysoko pres 10 mmol I"\. V ostatnich
tkénich, které nejsou tak zatiZzeny, se laktat pomoci speci-
fickych prenaseci dostava zpét do bunek a je oxidovan na
pyruvat. Jaterni tkan z n&j obvykle glukoneogenezi znovu
vytvoii glukosu, kterou mize uvolnit do krevniho obéhu,
¢imz uzavie tzv. Coriho cyklus. Naproti tomu srdecni nebo
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mozkova tkai takto vznikly pyruvat vyuzije spiSe jako
zdroj energie a ,,prodycha“ ho v mitochondriich. Laktat
vSak neprodukuji jen svaly, jeho hladiny jsou zvySeny také
v rostouci ¢i hojici se tkani, v intenzivné pracujicich cas-
tech mozku, nebo v tukové tkani intenzivné metabolizujici
glukosu. V podstaté¢ kazda bunka lidského téla se muze
stat producentem ¢i konzumentem laktatu, a tak se
i v klidu pohybuji jeho tkanové a sérové koncentrace né-
kde mezi 0,5 a 2 mmol 1" ( cit?).

Dalsim velkym producentem laktatu je naSe prirozena
mikroflora. Nejvyssi koncentrace symbiotickych bakterii
se nachazeji v tlustém stfevé, kde tyto mikroorganismy
zavrSuji proces traveni rozkladanim pro ¢lovéka nestravi-
telnych slozek potravin, jako je tfeba celulosa. Kvili nizké
koncentraci kysliku jsou pro né hlavnim zptsobem ziské-
vani energie ruzné typy kvaseni véetné mlécného, tedy
vySe uvedené glykolyzy. Vznika fada metabolickych pro-
duktii. Kromé kyseliny mlééné téz ethanol a kyseliny octo-
va, propionova a maselnd, které jsou potom vstiebavany
stfevni sténou a tvoii nezanedbatelnou Cast kalorického
pfijmu ¢loveéka. Stejné tak je vyuzit laktat z kysanych po-
travin, jako je jogurt, kefir & kysané zeli’. Kyselinu mléé-
nou produkuji i bakterie osidlujici pokozku a zejména
laktobacily ve vagindlni sliznici postpubertélnich zen. Tam
se uplatiuji jeji hydratacni a hlavné antiseptické Gcinky,
které znesnadiuji pohlavni pfenos patogenti véetné viru
HIV*.

Laktat se hromadi i pfi nékterych patologickych sta-
vech. Laktatova acidoza doprovazi napiiklad vrozené me-
tabolické poruchy mitochondrialniho ptivodu, mnohé otra-
vy vcetné otravy alkoholem a piedevsim situace vyznacu-
jici se nedostateCnym zisobenim tkdné€ kyslikem, napfi-
klad Sok zplsobeny téZzkym poranénim, popalenim, alergii
¢1 infekci. Nedostate¢né lokalni zasobeni tkan€, ischémie,
jako dusledek z0zeni ¢i ucpani cév (napf. pti infarktu nebo
mrtvici) vede pro zménu k hromadéni laktitu pouze
v postizeném mist&’. Konetné nesmime vynechat zavazné
téma, které je velmi exponovanym odvétvim zakladniho
i klinického vyzkumu. Je jim laktatova acidoza uvniti na-
dord, jakozto dasledek intenzivniho metabolismu a zaro-
venl nedostate¢ného cévniho zasobeni nadorové tkané.
Pfitomnost laktatové acidozy ovliviiuje agresivitu nadoro-
vého onemocnéni a je tématem natolik obsahlym a vy-
znamnym, Ze vyzaduje samostatny &lanek”.

3. Signaliza¢ni role laktatu

Laktat se vyznamné a predvidateln¢ hromadi za speci-
fickych situaci, obvykle souvisejicich s metabolickym
stresem a zvySenym energetickym vydejem. Proto je na-
snad¢, ze by télu mohl slouzit jako signal upozoriujici na
zatézové situace. OvSem kazda signalni molekula potiebu-
je také receptor ¢i alespon obecny signalizacni mechanis-
mus, a ty byly v pfipad¢ laktatu dlouho pfehliZzeny. Revo-
luce prisla az pred 10 lety, kdy byly objeveny hned dva
signaliza¢ni mechanismy laktatu a nasledné byla popsana
jeho role v regulaci celé plejady procesi.
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3.1. Signalizace ve svalové a tukové tkani

Poprvé byl laktdit oznacen za signalni molekulu
v praci publikované skupinou G. A. Brookse v roce 2007.
Tehdy se ukézalo, ze kultury svalovych bunék in vitro
vystavené laktatu sepnuly transkripéni program stimulujici
tvorbu novych mitochondrii, ktery zvysuje jejich respirac-
ni kapacitu®. Néartst respiraéni kapacity doprovazi adaptaci
svall na pravidelné cviceni a patii mezi faktory, které ptiz-
nivé ovliviiyji celkové zdravi Cloveka, takze tato prace
vlastn€ poprvé naznacila, ze laktat by se jako signal mohl
podilet na zdravotnich benefitech pravidelného sportovani.

Nasledovala cela fada dalSich praci, které signaliza¢ni
roli laktatu potvrzovaly a rozvijely. Kromé toho se ukaza-
lo, ze i mnohé dalsi metabolity véetné produktl bakterialni
fermentace, ketolatek a metabolitil citratového cyklu maji
signaliza¢ni funkce, pficemz se n€kdy s laktatem ve svych
Ggincich prekryvaji’.

Stfedobodem signaliza¢nich G¢inkt laktatu je aktiva-
ce transkripéniho faktoru ,,Peroxisome proliferator-activa-
ted receptor gamma coactivator 1a“ (PGCla). Ten ovliv-
nuje transkripci nékolika stovek gend zodpovédnych za
stimulaci mitochondrialni biogeneze, oxida¢niho metabo-
lismu, antioxidacni ochrany butiky, ale také za tlumeni
chronické zanétlivé reakce. Typickymi aktivatory PGCla
jsou zat€Zzové podminky jako hladovéni, podchlazeni
a fyzickd namaha. Slusi se zminit, Ze vSechny uvedené
faktory byly asociovéany se zvySenou odolnosti proti chro-
nickym onemocnénim a s dlouhovékosti'’.

Laktat zcela jist¢ neni jedinym aktivatorem PGCla,
patii vSak mezi nékolik malo pftirodnich molekul, které
jsou této aktivace schopny, takZe je nad€jnym kandidatem
na piipadnou farmakologickou aplikaci. Zajimavé je, Ze
laktat ani dal$i metabolity podle vSeho neaktivuji PGCla
pfimo. Soucasny stav poznani naznacuje, Ze pritomnost
laktdtu zvySuje cytoplasmaticky pomér NADH/NAD®,
¢imz vznika tzv. reduktivni stres, ktery zvySuje produkci
reaktivnich kyslikovych sloucenin (ROS) v mitochon-
driich. Zatimco vysoké koncentrace ROS mohou buriku
poskozovat, nizké fyziologické hladiny jsou dobie kom-
penzovany antioxidanty a slouzi jako signal. A pravé
PGCla patfi mezi signalni proteiny, jejichz aktivita je
ROS stimulovéna''.

V tukovych bunkach aktivuje kaskada laktat — ROS —
PGCla proces hnédnuti, ktery zahrnuje zvysenou tvorbu
mitochondrii a také proteinu odpiahujiciho oxidaci tukti od
tvorby ATP (cit.”). Zatimco normalni bilé tukové buiky
slouzi hlavné€ jako zasobarny tuku, hnédé tukové burky
obsahuji zvyseny podil mitochondrii s aktivnim odpfahuji-
cim proteinem, které¢ tuk naprazdno spaluji, a vytvareji tak
teplo. Hnédnuti bilé tukové tkané je nedilnou soucasti
adaptace organismu na pobyt v nizkych teplotach a dopro-
vazi také pravidelnou fyzickou namahu. Experimenty na
mysich ukazuji, Ze nejen fyzicka namaha, ale i otuzovani
je (pfinegjmensim v tukové tkani) doprovazeno zvysenim
hladin laktatu, ktery je mediatorem procesu hn&dnuti’.
Protoze hnédad tukova tkan spaluje tuky jen tak,
»zadarmo®, a protoze lidé, ktefi maji vice hnédého tuku,
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jsou Stihlej8i a hrozi jim mensi riziko, Ze onemocni diabe-
tem, je hnédnuti tukové tkané oste sledovanym objektem
farmaceutického primyslu. Je pfijemné v&dét, ze laktat
dokéze tvorbu hnédého tuku indukovat ptirozené.

V tukové tkani byl také poprvé popsén druhy signali-
zacni mechanismus laktatu. Tukové buiiky maji na svém
povrchu hojné vystaven receptor snazvem ,,G-protein-
coupled receptor 81 (GPR81), ktery ptivodné pattil mezi
,,0sifelé” receptory, protoze nebyla znama signalni mole-
kula, ktera by se na n¢&j vazala. Ukazalo se, ze ligandem
GPRS8]1 je laktat, jehoz vazba aktivuje v bunice enzym fos-
fodiesterasu snizujici koncentraci cyklického adenosinmo-
nofosfatu (cAMP)'2. Ten patfi mezi tzv. druhé posly
avbuiice ma celou fadu funkci zavislych na kontextu.
V tukovych a svalovych bunkach zastavuje pokles cAMP
po vazb¢ laktatu na GPRS81 $tépeni a uvoliiovani tukovych
zasob'2. Objev této signalizace pomohl objasnit dlouho
znamy fenomén, Ze pii intenzivnim fyzickém vykonu, kdy
svaly spotfebovavaji obrovské spousty glukosy a krevni
feCisté je plné laktatu, klesa v krvi hladina volnych mast-
nych kyselin a glycerolu pochazejicich z tukovych zésob,
a jako zdroj energie pro ostatni builkky misto nich slouzi
praveé piebytecny laktat. Dalsi prace ukazaly, Ze tento me-
chanismus nehraje roli jen pfi fyzickém vykonu, ale je
soucasti fyziologické regulace tukové tkané. Zjistilo se, ze
béhem ukladani tukovych zisob po jidle bohatém na sa-
charidy nedochazi jen k ptimé preméné glukosy pres py-
ruvat a acetyl-koenzym A na mastné kyseliny, ale velké
mnozstvi pyruvatu je redukovano na laktat. Lokalni zvyse-
ni jeho hladiny pak aktivuje GPR81 a tim v tukové butice
potlacuje Stépeni tukt, které by jinak kolidovalo s jejich
soucasnym ukladanim'. Mimochodem ani v tomto piipa-
dé neni laktat jedinym metabolitem, ktery se ucastni regu-
lace bunéénych procesii skrze GPR receptory. Rada dal-
Sich ,,osifelych® receptorti sjinym c¢iselnym oznacenim
nasla  své ligandy opét mezi  mikrobidlnimi
a intermediarnimi metabolity®.

3.2. Rist a regenerace

V rostouci tkani nebo hojicim se poranéni se také
zvySuje koncentrace laktatu jako diisledek nedostate¢ného
zasobeni kyslikem a piekotného déleni novych bungk,
pfipadné i energeticky ndro¢né imunitni odpovédi proti
pronikajicim patogeniim. V tomto kontextu laktat skrze
ROS a PGCla aktivuje signalni kaskadu angiogeneze,
ktera stimuluje proliferaci endotelovych bunék a tvorbu
novych krevnich cév nezbytnych pro spravné vyzivovani
a okysli¢ovani vznikajici tkang'*'*. Laktat tak vlastné uka-
zuje bunkam cévni stény, kde je potieba, aby se délily
a tvorily nové kapilary. Zajimavé je, ze stejnym zptisobem
zlepSuje laktat uvoliovany pii sportovnim vykonu i prokr-
veni svalii a mozku'®. Kromé toho laktat v buiikich pojivo-
vé tkang, fibroblastech, stimuluje produkci mezibunécné
molekuly hyaluronanu, kterd usnadituje migraci bun€k do
mista uréeni'’. Z praktického hlediska je zajimavé, Ze po-
kud se hlodavciim do hojici se rany implantuje polymerni
nosi¢ uvoliujici pozvolna kyselinu mlé¢nou, proces hojeni
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se vyrazn& urychli a to i u obtizné hojitelnych ran'®. Néko-
lik takovych nosici uz je patentovanych a lze doufat, ze
v blizké budoucnosti pfispéji k lepsi kvalité Zivota pacien-
th trpicich syndromem diabetické nohy nebo bércovymi
viedy'’.

Systémové zvyseni hladin laktatu pti naroc¢né fyzické
aktivit¢ nebo pobytu ve velkych nadmoiskych vyskach
zase stimuluje tvorbu Cervenych krvinek a jejich vyplavo-
véani do krve. Pouh4 injekce laktatu pokusnym mysSim tak
zvy$i hematokrit a koncentraci hemoglobinu v krvi o 10 %
(cit.?%). Laktat mbze stimulovat i d&leni a diferenciaci dal-
sich bun&k, véetnd kmenovych?'. Posledni experimentalni
prace ukazuji, ze laktatovad signalizace timto zplsobem
prispiva k rdstu svald po cviceni, regeneraci poSkozené ¢i
opotiebované nervové tkané, obnové stfevniho epitelu po
jidle a u muzd téz k vyssi kvalité spermii. Nicméné tento
vyzkum je teprve v pocatcich. Nase nedavné vysledky
predestiely jesté dals§i roli laktatové signalizace
v regeneraci. Kozni bunky pravideln¢ vystavované kon-
centracim laktatu béznym pii sportovnim vykonu vykazo-
valy méné€ znamek starnuti nez buiiky ve standardnim mé-
diu*?. Divodem je ziejmé opét aktivace kaskady ROS —
PGCla. Tato data jsou nepifimo podpofena klinickymi
studiemi ukazujicimi niz§i tvorbu vrasek na pokoZce paci-
entek osetfovanych chemickym peelingem obsahujicim
kyselinou mlé&nou™.

3.3. Imunitni odpovéd

Velice vyznamné je zjisténi, ze laktat slouzi jako sig-
nal i v imunitni odpovédi. Uplatiiuje se zde ziejmé nékolik
signaliza¢nich mechanismi najednou véetné GPR81, ROS,
PGCla a prosté inhibice glykolyzy produktem. Proto se
ucinek laktdtu mize vyrazné liSit podle koncentrace, doby
expozice a pH. In vitro studie, kde byla pouzita dlouhodo-
b4 expozice laktitu bez pifitomnosti acidozy, ukazaly, Ze
laktat miZe skrze ROS stimulovat zanétlivé procesy™*.
Tato situace muze byt relevantni u obéznich lidi trpi-
cich metabolickym syndromem, jejichZ systémové hladiny
laktatu jsou dlouhodobé mirné zvyseny v disledku piitom-
nosti velkého mnozstvi tukové tkané nekontrolovatelné
produkujici laktat”. Vzhledem k tomu, Ze metabolicky
syndrom i s nim souvisejici ateroskler6za jsou doprovaze-
ny chronickym zénétem, mlze laktat pfispivat
k prohlubovani zanétlivych zmén az ke vzniku nevratného
diabetu ¢i srde¢nimu selhéni.

Naopak prace studujici kratkodobou expozici laktatu,
pfipadné soucasnou piitomnost laktatu a acidozy, ukazaly

rrrrr

pfechodného zvySeni hladin laktitu pifi fyzické namaze,
resp. lokalni laktatové acidozy v hojicim se poranéni ¢i ve

alnich aplikaci v€etné prevence metabolického syndromu.
Pokusy na mysSich ukazaly, ze podani laktitu vyrazné
zmensuje poskozeni jater a pankreatu vlivem septického
Soku, coz je zivot ohrozujici systémova zanétliva reakce na
piitomnost bakterialnich antigenti v krvi*®. V in vitro expe-
rimentu zase laktat v hladinach béznych pii sportovnim
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vykonu vyrazné tlumil aktivaci Zirnych bunék, tedy prvni
krok v alergické reakci’’. Kone&né v ex vivo experimen-
tech uz jen samotné médium vzniklé Cinnosti bakterii
mlécného kvaseni dokazalo vyznamné utlumit zanét stiev-
ni stény pacientl s Crohnovou chorobou a zanét spojeny
s invazi salmonel*®.

3.4. Signalizace v centralni nervové soustaveé

Mimotadné zajimava a komplexni je role laktatu
v centralni nervové soustave, kde slouzi jako zdroj energie
a neurotransmiter. Pomérné nedavné vyzkumy ukazaly, ze
hlavnim energetickym substrdtem pro neurony neni cukr
glukosa, ale pravé laktat. Glukosa je totiz v mozkové tkani
nejprve pfeménéna pomocnymi buiikami, gliemi, na laktat,
a az ten slouzi za palivo neuronim®’. Zajimavym privod-
nim jevem této skutecnosti je zvysend koncentrace laktatu
v aktivnich ¢astech mozku. V pfipadech, kdy v disledku
svalové ndmahy roste hladina laktatu v krvi, pak neurony
spotfebovavaji pfimo tento laktat a Setéi tim glukosu pro
pracujici svaly. Laktat je dokonce nezbytny pro tvorbu
dlouhodobé paméti. Mysi s chybé&jicimi exportéry laktatu
na gliich, nebo importéry laktatu na neuronech, ztratily
schopnost se uéit’’. Tento jev neni diisledkem nutriéni, ale
spise signalizacni role laktatu, ktery v neuronech stimuluje
expresi proteinli zodpovidajicich za neuroplasticitu, tedy
podstatu tvorby paméti’'. Vyznamnym peptidem stimuluji-
cim neuroplasticitu a novotvorbu neuronli z kmenovych
bun¢k je ,brain-derived neurotrophic factor” (BDNF).
Jeho exprese fizend skrze PGCla je stimulovéna fyzickou
i dusevni aktivitou a je mozné ji zvysit dokonce i pouhou
infuzi laktatu’>>. Nizké hladiny BDNF byly asociovany
s depresemi a Alzheimerovou chorobou. Aktivace signalni
drahy laktat — PGClo — BDNF je moznd vysvétlenim toho,
pro¢ davka fyzické aktivity u lidskych dobrovolniki i po-
kusnych zvitat kratkodobé zlepsuje schopnost se uéit*
a pro¢ jsou fyzicky i duSevné aktivni lidé méné nachylni
k depresim a rozvoji demence, véetnd té Alzheimerovy ™.

V mozku se uplatiiuje i signalizace pomoci receptoru
GPRS81, i kdyz o jejim vyznamu zatim mame jen dil¢i in-
formace. Aktivace GPR81 na membrané neuronti mozkové
kiiry snizuje frekvenci pienasenych impulsi®®. Vzhledem
ktomu, ze koncentrace laktaitu se lokalné¢ zvySuje
v intenzivné pracujici mozkové tkéni, jednd se ziejme
o zpétnovazebnou ochranu pfili§ aktivnich neuronti. Tuto
hypotézu podporuje fakt, ze laktat chrani neurony pied
glutamatovou  excitotoxicitou®’, tedy jakousi smrti
z piepracovani, ktera je zodpoveédna za masivni odumirani
neuronti pfi mozkové mrtvici, epilepsii nebo poranéni hla-
vy. Naopak v ¢asti mozku zvané locus coeruleus plsobi
laktat produkovany gliemi jako neuronalni aktivator .
Locus coeruleus je zodpovédny za vybuzeni pozornosti
a aktivuje se napf. béhem probouzeni ze spanku nebo ve
stresu. Zvirata, ktera dostala injekci laktatu do této oblasti,
se vyznatovala zvy3enou pozornosti aZ nervozitou’.
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3.5. Humoralni signalizace

Mimo svou roli v centralni nervové soustavé se laktat
ucastni i humoralni signalizace tim, Ze inhibuje nebo akti-
vuje produkci nékterych hormont. Pro nasi utéSen¢ tloust-
nouci populaci, kde oblibu TV poradl o hubnuti pted¢i jen
obliba pofadli o vafeni, je jist€ zajimavé, ze receptor
GPRS81 se nachazi na zalude¢nich bunkach produkujicich
hormon ghrelin. Ten patii mezi tzv. orexigenni peptidy, tj.
jeho vyssi hladiny zpusobuji hlad a nizs$i naopak pocit
sytosti. Vazba laktatu na GPR81 snizuje jeho sekreci a tim
tlumi pocit hladu®. Vyznam tohoto jevu potvrdily experi-
menty, kdy byl lidskym dobrovolnikiim nebo pokusnym
myS$im podavan laktat ve formé nitroZilni infuze a nasled-
né byl hodnocen jejich apetit. Zvysend hladina laktatu
v krvi skutecné sniZzovala pocit hladu i nasledny piijem
potravy*™*'. Tento jev je v souladu s niz§im pocitem hladu
kratce po intenzivnim cvieni* a predstavuje ziejmé evo-
luéni adaptaci branici tomu, aby intenzivni fyzickd zatéz,
napf. pfi lovu, boji ¢i téku pied predatorem, ktera je po-
chopiteln€ spjata s energetickym deficitem, vyvoldvala
intenzivni chut’ k jidlu v moment¢, kdy jsou na misté dile-

Ztejmé z podobnych diivodl tlumi infuze laktatu téz
vylev stresovych hormonti noradrenalinu, adrenalinu
a kortizolu, které se vyplavuji pfi hladovéni, podchlazeni
a fyzické namaze, a jejichz ukolem je aktivovat metabolis-
mus a zajistit dostate¢né zasobovani tkani Zivinami*. Na-
proti tomu produkce muzského pohlavniho hormonu testo-
steronu je stimulovana jak fyzickou aktivitou, tak infuzi
laktatu a v ex vivo pokusech téz oSetfenim testikularni
tkéné roztokem obsahujicim laktat*.

Komplikovana, nejasnd, ale potencidlné¢ velmi vy-
znamnd je role laktitu v inzulinové signalizaci. Zatimco
pravidelné cviceni a konzumace kysanych mléénych vy-
robki, tedy situace spojené s prechodnym zvySenim hladin
laktatu, jsou dobfe zdokumentovanou prevenci inzulinové
rezistence i diabetu®™*, chronické mirné zvyseni hladin
laktatu u obéznich jedincti vlivem jeho nadprodukce
v hypertrofované a hypoxické tukové tkdni ma presné
opaény efekt”*®. Infuze laktatu skuteén& sniZuje transport
glukosy do svalovych a jaternich bung¢k, coz lze interpreto-
vat jednak jako inzulinovou rezistenci, jednak jako priorit-
ni odstrafiovani laktatu z cirkulace®’. Naproti tomu aktiva-
ce PGClo puisobi spise jako prevence diabetu'®. Cel4 situ-
ace je jest¢ komplikovana tim, ze inzulinova rezistence je
v podstaté projev chronického zanétu a i v zanétlivé signa-
lizaci ma laktat dvoji roli zavisejici na dob€ expozice. Na
koneéné vyjasnéni této problematiky si zkratka jesté musi-
me pockat (obr. 1).

4. Laktat jako 1ék v akutnich stavech

Ziejmé jiz v horizontu né€kolika malo let bude laktat
plosné pouzivan jako 1ék v akutni medicing. Je to diky
sérii nezavislych klinickych studii, které ukazaly, Ze perio-
peracni infuze hypertonického roztoku laktatu sodného
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Obr. 1. Prehled nejvyznamnéjsich signdlnich drah ovliviievanych laktatem. Bilé Sipky — aktivacni signalizace, ¢erné Sipky —

inhibi¢ni

signalizace, Sedé Sipky — metabolické toky, AMPK — AMP-aktivovana protein kinasa

namisto bézné uzivaného Ringerova nebo fyziologického
roztoku vyrazné zlepSuje prognoézu pacientii s mozkovou
mrtvici, traumatickym poskozenim mozku, hemoragickym
Sokem nebo akutnim srde¢nim selhanim***'. Kromé lepsi-
ho hospodaieni s vodou a ionty, které je mimo zabér toho-
to ¢lanku, je zfejmé piiznivy u¢inek laktatu vazéan i na jeho
protizanétlivé vlastnosti, schopnost aktivovat mitochondri-
alni respiraci, komplexni stimulaci hojivych procest
a angiogeneze, a v pripadé poskozeni mozku téZ neuropro-
tektivni a neuroplasticky u¢inek.

5. Laktat jako prevence chronickych chorob

Zatimco terapeutické pouZziti laktitu v akutnich sta-
vech se teprve zvolna prosazuje, jeho preventivni Ucinky
na celou fadu chronickych onemocnéni byly empiricky
objeveny jiz davno a mize je vyuzivat kazdy a hned. Pra-
Videlné konzumace nizkotuén}'lch kysan}'/ch mlé(’:n}'lch V}'/-
denci kardiovaskularnich chorob, diabetu, karcinomu tlus-
tého stieva a s celkové niz&i mortalitou®*>, Mimotadné
vyznamné jsou preventivni G¢inky sportu: pravidelna po-
hybova aktivita dramaticky sniZuje riziko vzniku kardi-
ovaskularnich chorob, obezity, diabetu, hypertenze, de-
mence véetné Alzheimerovy choroby, nékterych druhti
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nadorovych onemocnéni a také vyrazné prodluzuje Zivot™.
Prestoze laktat jist€ neni jedinym U¢innym principem téch-
to dvou intervenci, data sumarizovana v naSem c¢lanku
ukazuji, Ze se na jejich ptiznivém uc¢inku vyznamné podili.

6. Zavér

V poslednich 10 letech doslo ve védecké komunité
studujici laktat k razantni zméné paradigmatu. Opadl za-
jem o prace studujici negativni roli laktatové acidézy pii
sportovnim vykonu a Sokovych stavech. Naopak se objevi-
la spousta praci popisujicich signalizacni roli laktitu v celé
fadé fyziologickych regulaci. Kromé toho je laktat stale
Cast&ji oznacovan za molekulu schopnou aktivovat obran-
né mechanismy lidského organismu a pusobit tak jako 1ék
v akutnich stavech a jako prevence chronickych chorob.
To je dulezité zejména vzhledem k rychlému tloustnuti
a starnuti celosvétové populace, které s sebou nesou zvy-
Sujici se riziko vySe uvedenych problémi a s tim spojenou
zdravotni, spolecenskou i finan¢ni zatéz. Data sumarizova-
na v tomto ¢lanku naznacuji, Ze bychom méli zacit uvazo-
vat o laktatu jako o strategické sloZce vyzivy a potencial-
nim terapeutiku.
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J. Zelenka (Department of Biochemistry and Micro-
biology, University of Chemistry and Technology, Pra-
gue): Lactic Acid as a Signaling Molecule and its Pro-
spects in Prevention and Therapy

Lactic acid and its anion lactate are known as meta-
bolic waste products of bacterial fermentation and anaero-
bic muscle work. However, during the last 10 years of
research, much evidence of their role in physiological reg-
ulations of human organism has been accumulated. This
review describes their role in metabolic adaptation of mus-
cle and fat tissues, their stimulating effect on regeneration
and reparation, double-edge function in the immune re-
sponse, signaling role in the central nervous system, and
modulatory function in humoral regulations. The review
also describes their potential applications in acute medi-
cine and in the prevention of chronic diseases.

Keywords: lactic acid, lactate, signaling, inflammation
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1. Uvod

Slina je snadno dostupna biologicka tekutina, jejiz
sloZeni je za fyziologickych i patologickych podminek jiz
mnoho let intenzivng zkoumano' . Ve sling Ize stanovovat
fadu analytd jako soucast diagnostického procesu ruznych
onemocnéni, prokazovat drogy, monitorovat hladiny 1éka
a vzhledem k pfitomnosti bun€k 1ianalyzovat DNA.
K rutinnimu vyuziti sliny jako diagnostické tekutiny zbyva
jesté vyfesit fadu problémi tykajicich se standardizace
metod ve fazi preanalytické i analytické"*’. Z $irsiho po-
hledu terminem slina oznacujeme tekutinu v ustni dutiné,
ktera obsahuje kromé produkti slinnych zlaz (vlastni slina)
tekutinu dentogingivalniho Zldbku a slizni¢niho transuda-
tu, produkty bakterialniho metabolismu, soucasti nosniho
a faryngedlniho sekretu, zbytky potravy, uvolnéné buiky
epitelu, krevni bunky a mikroorganismy”.

109

Soucasny rozmach analytickych metod zahrnujici
i oblasti metabolomiky, genomiky a proteomiky otevira
moznosti pro rozSifeni spektra latek vyuzitelnych
v diagnostice jak onemocnéni v oblasti ustni dutiny, tak
dalsich chorob (napf. nadorové, endokrinologické a in-
fekéni), nebo pro testovani DNA'.

Ve sliné, ktera je tvotfend z 98-99 % vodou, jsou roz-
pusténé Cetné mineralni latky a nizkomolekularni i vyso-
komolekularni organické slouceniny vcetné proteint
a peptida'”. Proteiny a peptidy predstavuji dileZité soutas-
ti sliny, jejichZ rozmanité ucinky jsou nezbytné pro zajiste-
ni spravné funkce Gstni dutiny’®. Pro studium proteint
existuji v souCasnosti moderni analytické postupy. Uplat-
néni metod proteomické a peptidomické analyzy pfineslo
celou fadu informaci, které doplnily naSe znalosti
o slinnych proteinech a peptidech ziskanych pied érou
proteomiky a peptidomiky’''. K dispozici jsou nové po-
znatky o kvantitativnich i kvalitativnich vlastnostech mno-
ha slinnych proteint za fyziogickych i vybranych patolo-
gickych podminek®*'2.

Proteiny a peptidy pfedstavuji slozky, bez nichz by
slina nebyla schopna plnit své funkce. Ustni dutina je
vstupni branou pro ¢etné mikroorganismy, ale také mis-
tem, v némz mineralni zubni tkdn¢ mohou byt v kontaktu
s agresivné pusobicim okolim. Dilezita je tloha proteint
v inicidlni f4zi trdveni, pfi vytvéateni proteinového filmu na
povrsich v Ustni duting, pfi poskytovani ochrany proti riz-
nym infek¢nim agens a pfi udrzovani homeostazy vapniku,
potiebné pro zachovani integrity mineralni slozky zub.

Zajisténi nékterych funkci, zejména protektivnich,
neni omezeno na jeden protein, ale podili se na ném néko-
lik proteinﬁw. V této souvislosti jsou vhodnym piikladem
redundantni antimikrobidlni Uc¢inky histatinQ, cystatin,
mucind a enzymil amylasy a peroxidasy, zajiSt'ujici obranu
proti Sirokému spektru mikroorganismd, které se dostavaji
do ustni dutiny s potravou a vzduchem. Jiny ptiklad redun-
dantniho ptisobeni slinnych proteinti souvisi se zachova-
nim integrity minerdlu skloviny. Rozpou$téni mineralu
skloviny v prostiedi ustni dutiny zabranuje pfesyceny roz-
tok fosfore¢nanu vapenatého ve slin€. Nezadoucim dusled-
kem téchto podminek by byla precipitace fosfore¢nanu
vapenatého v laliccich a vyvodech slinnych Zlaz a dale
tvorba krystalll hydroxyapatitu na povrchu zubl. Uvede-
nym jevim zamezuje piitomnost nékolika peptidl a protei-
nl ve sling, jako jsou napf. statherin a proteiny bohaté na
prolin".

Cilem ¢lanku je podat prehlednou informaci o struk-
tufe, chovani a funkcich vybranych skupin slinnych protei-
nl a peptidd. Text bude zaméfen zejména na ty proteiny,
popt. peptidy, jejichz pfitomnost je nezbytna ve specific-
kém prostiedi ustni dutiny. Soustfedime se zejména na
fosforylované  proteiny ¢i  peptidy, interagujici
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s hydroxyapatitem a tvofici soucast antimikrobialni ochra-
ny vustech. Podobnd prace v Ceské literatufe neni
k dispozici.

2. Charakteristika vybranych proteinii ve sliné

K hlavnim skupinam slinnych proteintl jsou fazeny
muciny, slinnd amylasa, proteiny bohaté na prolin, cystati-
ny, statherin, histatiny a karboanhydrasa, jejichz hmotnost-
ni podily ve slin€ jsou uvedeny na obr. 1. Tabulka I shrnu-
je zakladni udaje o proteinech a peptidech, kterymi se bu-
deme podrobnéji zabyvat v dal§im textu.

2.1. Histatiny

Histatiny predstavuji rodinu strukturné pribuznych
peptidit s neobvykle vysokym obsahem aminokyseliny
histidinu'*. Piivodn& byly histatiny povazovany za peptidy
specificky produkované pouze ve slinnych zlazach, ale
nedavno byla prokdzana produkce i v nékterych jinych
tkanich".

2.1.1. Struktura histatinii

Bylo charakterizovano nejméné 12 histatind, které
jsou produkty dvou gent a proteolytického Stépeni. Jejich
velikost se pohybuje v rozmezi od 7 do 38 aminokyselino-
vych zbytkt. Hlavnimi zastupci jsou histatiny 1, 3 a 5 tvo-
fené z 38, 32 a 24 aminokyselinovych zbytka'*. Histatiny
1 a 3 jsou kédovany geny HTNI a HTN3, histatin 5 vznika
proteolytickym odstépenim C-koncové ¢asti z histatinu 3.

Tabulka I
Ptehled hlavnich proteinii ve slin€ — vybrané skupiny

Referat

Kromé¢ dvou vyjimek je  sekvence  prvnich
22 aminokyselinovych zbytkt pro histatiny 1, 3 a 5 iden-
tickd a sekvence sedmi zbytkli na C-konci je spole¢na pro
histatin 1 a 3 (obr. 2). Prekurzorem ostatnich histatint jsou
histatiny 1 a 3 (cit.'"*'*"").

Oznaceni histatiny je odvozeno z primarni struktury
proteiny bohaté na histidin (HRPs — histidine-rich pro-
teins), upozoriioval na vysoky podil histidinu, ktery
v histatinech tvoii kolem 1829 % (cit.'*'?). Kazdy
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Obr. 1. Zastoupeni hlavnich proteini a peptidia ve sliné.

V grafu jsou uvedeny hlavni skupiny slinnych proteinti (aPRP —
kyselé proteiny bohaté na prolin, bPRP — bazické proteiny bohaté
na prolin, gPRP — glykosylované proteiny bohaté na prolin).
(ptepracovano podle cit.'®)

Protein/peptid Pocet amino- Mr Hlavni typy Koncentrace Puvod ve sliné
kyselinovych posttranslacnich v plné sliné
zbytkli modifikaci (ng ml™)
Histatin 1 38 4929 proteolyza, fosforylace, 10,9—44,3 priusni,
sulfatace podjazykova
a podcelistni zlaza
Histatin 3 32 4063 proteolyza 1,7-11,8 priusni,
podjazykova
a podcelistni Zlaza
Kyselé proteiny 150 (171 ® 15 000-17 000 proteolyza, fosforylace, 90-180 priusni,
bohaté na prolin transglutaminace podjazykova
a podcelistni Zlaza
Bazické 56-300 rizna proteolyza, fosforylace, — pfiusni Zlaza
a glykosylované proteiny transglutaminace,
bohaté na prolin glykosylace
Statherin 43 5000 fosforylace, proteolyza, 2-12 priusni,
transglutaminace podcelistni

a podjazykova zlaza

*Pouze jeden z kyselych proteinii bohatych na prolin je slozen ze 171 aminokyselinovych zbytku; (zpracovano podle

- 9,12,14,18,19,21,39,41
cit.” )
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Zjednodu8ené schéma molekuly
Gen Protein Potet
N-konec C-konec aminokyselin
HTN1 | Histatin 1 | | | 38
Histatin 3 | [ - | | 32
HTN3
Histatin5 | | |eee————— 24

Obr. 2. Hlavni zastupci histatini — strukturni vztahy mezi isoformami. Histatiny 1 a 3 jsou kodovany geny HTNI a HTN3, histatin 5
vznika proteolytickym odstépenim C-koncové ¢asti z histatinu 3. (---- oblast chybé&jicich ¢asti polypeptidového fetézce), (piepracovano

podle cit.'"®)

z histatinii 1, 3 a 5 obsahuje sedm histidinovych zbytku.
Jedinym fosforylovanym zastupcem je histatin 1, v némz
je fosfat vizan na serinovy zbytek Ser2 (cit.'?).

Histatiny jsou charakterizovany prevazné jako katio-
nické proteiny, které ve vodném prostiedi zaujimaji struk-
turu nahodného klubka'”. V polypeptidovém fetézci hista-
tind jsou rozliSovany domény odpovédné za specifické
funkce. N-koncovy usek v histatinu 1 a 3 zabezpeCuje
antimikrobidlni aktivitu a C-koncovd doména se podili
na hojeni ran podporou procesu epitelizace a angiogeneze.
V N-koncovych oblastech histatinGt 3 a 5 byly popsany
motivy umoziiujici vazbu kationtdi kovi Cu®" a Ni** a ve
vSech hlavnich histatinech i mista schopné vytvétet kom-
plex se Zn*" (cit.").

2.1.2. Histatiny v ustni dutiné

Histatiny, jejichz podil v plné sliné pfedstavuje 1,0 az
1,5 % ze vSech slinnych proteintl, jsou secernovany velky-
mi parovymi slinnymi Zl4zami. Nejvice zastoupené histati-
ny 1, 3 a 5 tvofi kolem 80 % vSech histatinii secernova-
nych slinnymi zlazami'*'®, Koncentrace celkovych histati-
sekrece (napf. zvykanim) je 155 + 59 pg ml ™', ale koncentra-
ce histatinél v plné sling s hodnotou 26,8 + 7,3 pg ml”' je
nékolikanasobné nizsi, nez v sekretech slinnych 71az".
Tento rozdil je vysvétlovan tim, Ze poté, co se histatiny
uvolni ze slinné zlazy a dostanou se do kontaktu se sou-
¢astmi plné sliny, stavaji se predmétem intenzivniho proteo-
lytického $t&peni, na némz se ulastni riizné proteasy' ">,
Kromé toho se histatiny s vysokou afinitou adsorbuji na
povrch zubl jako soucast ziskané pelikuly a rovnéz mohou
vytvaret komplexy s muciny nebo se prostiednictvim en-
zymu transglutaminasy propojuji pficnymi vazbami
s dalsimi proteiny a peptidy”+**. Proteolytickému $t&peni
podléhaji i histatiny vazané na povrch zubni skloviny®*.

2.1.3. Funkce histatinii
Utinky histatind v Gstni duting se projevuji v n&kolika

oblastech.

—  Spoleéné s dalsimi peptidy a proteiny jsou histatiny
fazeny mezi antimikrobidlné pisobici latky, které
v ustech poskytuji ochranu proti Sirokému spektru
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mikrobt'**?®, Predpokladd se, e dilezitou roli
v jejich antibakterialnim pasobeni hraji pozitivné na-
bité skupiny, které se elektrostatickymi interakcemi
vézou na negativni naboje kyselych fosfolipid pfi-
tomnych v membranach bakterii. Integrace histatind
do bunécné membrany vyvola jeji zvySenou permea-
bilitu a naruSeni struktury, coZ mize vyustit az v de-
strukci bakterii'”. Vyznamné je pfedeviim fungistatic-
ké a fungicidni pisobeni histatinli namifené proti Can-
dida albicans'. Neju&inn&ji in vitro pasobi histatin 5
(cit.""). Mechanismus, kterym histatiny znekodiiuji
Candida albicans, je popisovan jako né€kolikastupno-
vy. Je zah4jen internalizaci histatinu 5 po navazani na
membranovy receptor. Uvnitf bunky muze histatin
ovliviiovat mitochondrie a indukovat tvorbu reaktiv-
nich forem kysliku. Jinymi uvadénymi disledky jsou
tinik ATP a K" zbuiiky a zéstava bunééného cyklu
v Gl fazi'*%.

Dalsi Uc¢inky histatind souviseji s jejich schopnosti
vytvatet komplexy s kovovymi ionty'’. Ionty se stava-
ji nedostupné pro enzymy, coZz miZe ovlivnit riist
bakterii’’. Vznik komplexii miZe také prispivat
k uvoliiovani reaktivnich forem kysliku s nezddoucimi
ucinky na rtizné bunééné struktury mikroorganismui.
Histatiny pfedstavuji slinné slozky, které mohou chra-
nit extracelularni soucasti pojiva v ustni duting.
In vitro byly prokazany inhibi¢ni u¢inky histatind na
bakterialni, ale i endogenni metaloproteasy podilejici
se na destrukci struktur bilkovinnych soucasti pojivo-
vé tkané u onemocndni parodontu®.

Histatiny maji i schopnost vazby na hydroxyapatit,
v niz hraje dulezitou roli fosforylovany serinovy zby-
tek v histatinu 1, ale zfejm¢ i konformacni zmény
navozené adsorpci k hydroxyapatitu. Histatiny se po-
dileji na potlaceni spontanniho riistu hydroxyapatito-
vych krystal ve slinném prostiedi ptesyceného rozto-
ku fosfore¢nanu vapenatého'®.

Vyznamnou a intenzivné zkoumanou funkci histatinti
je urychleni hojeni ran. Pfitomnost histatinti ve slin¢ je
davana do souvislosti se skuteCnosti, ze rany se
v dutiné Ustni hoji rychleji nez kozni poranéni. Na
C-konci molekuly histatinti 1 a 3 je lokalizovana ob-
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last, kterd se podili na hojivych procesech. Histatiny
podporuji rust epitelidlnich bunék a jejich migraci, coz
je predpokladem re-epitelizace a angiogeneze a po-
dobnym zptisobem pulisobi i na fibroblasty a nékteré
dalsi bun&éné typy™.

Histatiny jsou peptidy vykazujici vysokou afinitu
k taninim. Vytvareji s nimi komplexy, které jsou sta-
bilni ve stfevé. Tim mohou omezovat nékteré negativ-
ni G¢inky tanind (napf. poSkozeni sliznice gastrointes-
tinalniho traktu)™.

2.2. Proteiny bohaté na prolin

Proteiny obsahujici Gseky bohaté na prolin jsou hojné
zastoupeny u eukaryot i prokaryot. Jejich specificka struk-
tura podminuje fadu dilezitych funkci v burnkach.
V rliznych proteinech miize byt prolin soustfedén do krat-
kych repetitivnich sekvenci nebo rtizné uspotadanych del-
Sich sekvenci. Ve skuping proteinii bohatych na prolin
proteinovym slozkdm ve sling, je prolin obsaZen v delSich
Gisecich, které se tandemové opakuji*’.

2.2.1. Struktura proteinit bohatych na prolin

Slinné PRP predstavuji skupinu proteini s charakte-
ristickou primarni strukturou®. Kromé vysokého obsahu
prolinovych zbytku, jez dosahuje v lidskych PRP az 40 %,
jsou v PRP pocetné zbytky glycinu, glutaminu a kyseliny
glutamové'®. Pievazujici zastoupeni uvedenych aminoky-
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selin, které naru$uji vytvareni a-helixu, zpisobuje, ze PRP
zaujimaji strukturu néhodného klubka®. Slinné PRP na
rozdil od jinych PRP (napf. kolagenu) neobsahuji hydro-
xylovany prolin ani lysin'®.

Lidské PRP jsou produkty Sesti genii a vyznacuji se
vyraznym polymorfismem®'. Vysledkem RNA splicingu,
proteolytického S$tépeni, odehravajiciho se pred sekreci,
a dalSich posttransla¢nich modifikaci, jsou skupiny protei-
nu, obvykle oznacované jako kyselé, bazické a glykosylo-
vané PRP (cit."3%*).

Molekuly kyselych PRP, na jejichz polypeptidovém
fetézei se podili s vyjimkou jednoho PRP 150 aminokyse-
linovych zbytkd, jsou tvofeny dvéma hlavnimi doménami
— N-koncovou, siln¢ kyselou s malym obsahem prolinu,
ale vétsim poctem zbytkl kyseliny glutamové a asparago-
vé, a delsi C-koncovou ¢asti s vysokym zastoupenim proli-
nu, glutaminu a glycinu®*’. Serinové zbytky v pozicich 8
a 22 mohou byt fosforylovany oba soucasné¢ nebo muze
byt fosforylovan pouze jeden z nich. V malé miie se muze
vyskytnout nefosforylovand a trifosforylovana varianta,
v niz fosforylaci podléha i serin na 17. pozici*®. Sekvence
aminokyselin v¢etné fosforylace serind podminuje vyraz-
nou asymetrii v molekule zhlediska rozlozeni néboja.
V prvnich 29 aminokyselinovych zbytcich v N-koncové
¢asti molekuly jsou soustfedény negativni naboje podstat-
né pro vazbu kladné nabitych Ca** iontd’’. N-konec kyse-
Iych PRP je zakonéen zbytkem kyseliny pyroglutamové,
ktera poskytuje ochranu ptfed plisobenim aminopepti-
das®***. Intracelularnim proteolytickym t&penim vznikaji

Zjednodusené schéma molekuly Potet
Gen Protein N-konec C-konec aminokyseli:lov;’rch
zbytkl
PRH1 | Db-s [ 171
Db-{ [ | — 127
PIF-s [ 150
PIF-f _ I:l P-C peptid 106
Pa-dimer = 2x150
priz | pre1 | ] 150
PRP3 I ] p-cpeptid 106
prez | ] 150
PRP4 T T p-cpeptid 106

Obr. 3. Hlavni zastupci kyselych proteinii bohatych na prolin a isoforem vzniklych proteolyzou. Kyselé proteiny bohaté na prolin
jsou kodovany dvéma geny PRHI a PRH2. Cast kyselych proteint bohatych na prolin podléha intraceluldrnimu proteolytickému §tépent,
kterym vznikaji zkracené isoformy. Spole¢nym produktem uvedené proteolyzy je fragment jejich C-konce obsahujici 44 aminokyselino-
vych zbytkd, tzv. P-C peptid. Jeden z kyselych proteinti bohatych na prolin (Pa) vytvari dimer.
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zkracené isoformy odpovidajicich kyselych PRP. Spolec-
nym produktem uvedené proteolyzy kyselych PRP je frag-
ment jejich C-konce obsahujici 44 aminokyselinovych
zbytkd, tzv. P-C peptid. Stépeni ale nepodléhaji viechny
kyselé PRP a ve slin€ se spole¢né s proteolytickymi frag-
menty nachazeji i intaktni kyselé PRP (cit.2'***"%?). Jeden
z kyselych PRP je ve sliné pfitomen ve formé€ dimeru spo-
jeného disulfidovym mitistkem (obr. 3).

Bazické PRP tvofi skupinu vysoce polymortfnich pro-
teint, liSicich se v primarni struktufe a rdznych post-
transla¢nich modifikacich zminiovanych u kyselych PRP,
jako jsou proteolyticka Stépeni, fosforylace a vytvofeni
zbytku kyseliny pyroglutamové na N-konci'®***. Post-
translacni upravy jsou zahajovany intracelularné a pokra-
Cuji 1v extracelularnim prostfedi ve vyvodech slinnych
zlaz a vustni dutiné. Vyznamna je iproteolyza, které
se ucastni bakterialni endoproteasy. Vysledkem jsou pepti-
dy o délce 7-20 aminokyselinovych zbytka*’. Na rozdil od
kyselych PRP nejsou ve sliné¢ prokazovany bazické PRP
ve formé ne§tépenych proproteint®.

Bazické PRP kromé¢ jiz zminénych posttranlacnich
modifikaci podléhaji i glykosylaci, jejiz produkty jsou
zahrnovany pod samostatnou skupinu glykosylovanych
PRP. Pfipojeni oligosacharidii s variabilnim sloZenim se
déje prostrednictvim N- a O-glykosidovych vazeb na riz-
nych glykosyla¢nich mistech®.

2.2.2. Proteiny bohaté na prolin v ustni dutiné

Skupina heterogennich PRP tvoii ve slin¢ téméf 40 %
viech proteinti a peptidii'®. Kyselé PRP, které piedstavuji
asi jednu tfetinu mezi v§emi PRP, jsou produkovany pouze
slinnymi zlazami. Hodnoty koncentraci kyselych PRP jsou
v plné sliné po stimulaci ve srovnani s jinymi slinnymi
proteiny vysoké, a to vrozsahu 430 + 130 pgml .

vy$si nez v plné sling".

Bazické PRP jsou také syntetizovany ve slinnych
zlazach, predevsim v gl. parotis, ale jejich pifitomnost je
prokazovana i v jinych sekretech'®*!. Jejich koncentrace se
zvySuje v prubéhu détstvi az do obdobi dospivani ziejmé
v zavislosti na hormonalnich, ale i dietnich zmé&nach*. Ve
slin€ se odehrava fragmentace PRP, pii niZ se tvoii i fos-
fopeptidy. Rada z nich jsou N-koncové fragmenty vzniklé
proteolyzou kyselych PRP a c¢inné v inhibici precipitace
fosfore¢nanu vapenatého®*.

PRP se vazou na povrch zubl a stavaji se soucasti
ziskané pelikuly. V mens$im mnozstvi PRP nalézame i ve

slizni¢ni pelikule, kde se predpoklada jejich ucast
v lubrikaci,  hydrataci, popf. interakci s mikro-
organismy”*+**4,

2.2.3. Funkce proteinii bohatych na prolin

Podobné jako histatiny i PRP se svymi t¢inky podile-
ji na interakcich s vapenatymi ionty nebo ovliviiji vazby
mikroorganismi k povrchiim skloviny.
Hlavni funkce kyselych PRP spociva v ucasti na udr-
7ovani homeostazy vapniku v prostiedi tstni dutiny”’.
Toto plsobeni kyselych PRP je podminéno zapornymi
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naboji kyselych aminokyselin, ale i fosforylaci obou
serinovych zbytki N-domény, ktera vykazuje vysokou
afinitu k hydroxyapatitu a schopnost vazat vapenaté
ionty®'®. Adsorpce kyselych PRP na povrch zubu
zamezuje sekundarnimu ristu krystalt hydroxyapatitu
na povrchu zubd, ale nikoliv primarni precipitaci fos-
foreCnanu vapenatého pii fyziologickych koncentra-
Cich3*3947

Vazba PRP na hydroxyapatit skloviny prostiednictvim
N-domény navozuje konformacéni zménu v molekule
proteinu, pii niz se odhali C-koncovy usek molekuly,
umoznujici vazbu bakterii. Krat$i fragmenty kyselych
PRP zahrnujici N-usek molekuly schopnost vazby
bakterii postradaji a naopak s nativnimi PRP soutézi
o vazbu na hydroxyapatit®. Podobné jako kyselé¢ PRP
i skupina bazickych PRP vaze mikroorganismy. Zatim
neni pln¢ prozkoumdna uloha cetnych peptidovych
fragmentl. Pfitomnost nékterych z nich byla prokaza-
na v ziskané pelikule®.

Utinky glykosylovanych PRP vyplyvaji z pfitomnosti
pfipojenych sacharidi. Podobné jako muciny napoméa-
haji lubrikaci a poskytuji ochranu tvrdym i mékkym
tkanim ustni dutiny. Chrani i proti riznym patogentim.
Prostfednictvim znaéné variabilni sacharidové slozky
jsou glykosylované PRP schopny vazat rizné mikro-
orgz?glgismy a napomahat jejich odstranéni z Gstni duti-
ny .

PRP, zejména bazické, vykazuji vyraznou afinitu
k taninim. Stejné jako histatiny s nimi tvofi stabilni
komplexy* a omezuji jejich absorpci v gastrointesti-
nalnim traktu®’.

2.3. Statherin

Statherin pfedstavuje dal$i multifunkéni peptid ve
sling, jehoZ vyznam spociva zejména ve stabilizaci zubni
skloviny. Ve slinném prostfedi pfesyceného roztoku regu-
luje statherin primarni (spontdnni) i sekundarni precipitaci
(rist krystalil) fosfore¢nanu vapenatého'®. Nazev statherin
ma puvod v feckém slovu statheropio, coz znamena stabi-
lizovat™.

2.3.1. Struktura statherinu

Statherin, produkt jednoho genu, je peptid tvoreny
43 aminokyselinovymi zbytky o relativni molekulové
hmotnosti 5380 (cit.”’). Na N-konci v prvni teting mole-
kuly je soustfedéna vétSina nabitych aminokyselinovych
zbytkll a v poloze 2 a 3 dva sousedici fosforylované seri-
nové zbytky, po kterych bezprostiedné nasleduji dva zbyt-
ky kyseliny glutamové. Kyseld ¢ast molekuly zahrnujici
prvnich pét aminokyselin umoziuje vazbu vapenatych
iontl. V dalSich dvou tfetindch molekuly ptedstavuje tyro-
sin  tém&F jednu Ctvrtinu aminokyselin a pfispiva
k hydrofobnimu charakteru této struktury™™'. Existuje
varianta statherinu ozna¢ovana SV2, ktera postrada vnitini
usek 10 aminokyselinovych zbytkd obsahujici vSechny
bazické aminokyseliny. Je produktem alternativniho sestfi-
hu mRNA. Z polypeptidového fetézce statherinu i jeho
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varianty SV2 muize byt posttranslaéné proteolyzou odsté-
pen fenylalanin na C-konci, coz se projevi snizenim hydro-
fobicity molekulylg’2 132 (obr. 4).

Ve vodném prostiedi statherin nezaujima zadnou ze
sekundarnich struktur a je fazen mezi nestrukturované
proteiny™**. N-koncova doména statherinu, pokud je va-
zdna k povrchu hydroxyapatitu, ma potencidl vytvofit
strukturu o-helixu. Usek N-konce s dvéma fosforylovany-
mi serinovymi zbytky a dvéma karboxylovymi skupinami

Moevr

zatimco zbyla &ast o-helixu je pfipojena méng pevn&™.

2.3.2. Statherin v ustni dutiné

Statherin produkuji pfedevSim piiusni, podcelistni
a von Ebnerovy slinné Zlazy, ale nepatii mezi peptidy spe-
cifické pouze pro sliny**. Statherin je prokazovan
ivjinych biologickych tekutinach, jako jsou slzy a bron-
chialni a nosni sekrety®'.

Koncentrace statherinu ve sliné vykazuji vyrazné
interindividualni diference, ale na rozdil od histatinti neby-
ly prokazany cirkadialni rytmy®®. Rozmezi koncentraci
statherinu v sekretech priusni Zlazy je 17,7-208,2 pg ml™
a je pouze mirn¢ vyssi nez v sekretech podcelistni a podja-
zykové Zlazy na rozdil od plné sliny, v niz byly naméfeny
tadové nizsi hladiny (2,5-12,0 ugml™) (cit.”’). Tak vy-
znamny rozdil mezi koncentracemi statherinu v sekretech
slinnych zldz a plnou slinou, ktery v této mife u jinych
slinnych proteint ¢i peptidli neni pozorovan, je mimo jiné
podobné jako u histatinii vysvétlovan degradaci peptidu
a vyraznou adsorbci na povrch zuba'®. V sekretech slin-
nych zlaz byl statherin popsan jako jedna ze slozek hetero-
typickych komplexti s muciny, které by mohly poskytovat
ochranu pred proteolyzou, ale také predstavovat zasobni
formu pro ziskanou pelikulu’®.

Statherin patii mezi hlavni slozky ziskané pelikuly
a v mensi mife je prokazovan i jako soucdst slizni¢ni peli-
Kuly?45:57,

2.3.3. Funkce statherinu
Hlavni funkce statherinu souvisi s homeostazou vap-
niku v ustni duting. Statherin efektivné inhibuje pri-
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marni precipitaci fosfore¢nanu vépenatého na rozdil
od jinych slinnych proteinti a peptida®. Na uginné
inhibici spontdnni precipitace vapenatych soli
v pfesyceném roztoku sliny (primarni precipitace) se
Gicastni cela molekula®. Spoleéné s dalsimi slinnymi
proteiny pusobi statherin také jako inhibitor sekundar-
ni precipitace fosfore¢nanu vapenatého®*®'. Pomoci
N-konce polypeptidového fetézce se mize vazat na
hydroxyapatit skloviny a tim zamezit ristu krystalt
hydroxyapatitu na povrchu zuba>**. Vrstvicka oboha-
cend statherinem a vapnikem, kterd byla prokdzana na
povrchu zubii, mize podporovat mineralizaci zubi
bez projevii nezadouci sekundarni precipitace®.
Statherin pfipojeny k hydroxyapatitu skloviny je jed-
nim z prekurzorti ziskané pelikuly a prostfednictvim
hydrofobni C-domény je schopen vazat nékteré bakte-
rie na povrch zubt®®. Na druhé strané tim, Ze stathe-
rin spole¢né s dalSimi proteiny nékteré mikroorganis-
my agreguje, jejich schopnost adheze miize byt potla-
cena ”.

Molekula statherinu mutize za urcitych podminek pro-
jevovat amfipatické vlastnosti a na povrchu zubt fun-
govat jako piirozeny lubrikant®®’.

3. Zavér

Slina je perspektivni biologicka tekutina a proteiny
a peptidy predstavuji jeji vyznamnou slozku. Svymi G¢in-
ky slinné proteiny a peptidy zajiSt'uji optimalni prostiedi
v ustni duting, ktera je vystavena nejriznéj$im vliviim ze
zevniho prostiedi.

Proteiny a peptidy ve slin€ jsou tvofeny heterogennim
souborem po strance strukturni i funkéni. Nékteré z nich
jsou prokazovany pouze ve sling, jiné jsou piitomné
ivdalSich biologickych tekutindch. Néro¢nost analyzy
slinnych proteintl je dana ¢etnymi posttranslaénimi modifi-
kacemi a degradacnimi procesy, které se v ustech odehra-
vaji zejména vlivem bakterialnich enzymu.

Studium slinnych proteinti a peptidii pfind$i cenné
poznatky perspektivné aplikovatelné pro diagnostické tGce-

ZjednoduSené schéma molekuly Pok

ocet

Gen Protein N-konec C-konec ammokysellonovych

zbytkl
STATH | Statherin | [ 13
sv1 (I 42
STATH | SV2 =t [ 33
R 2

Obr. 4. Statheriny — strukturni vztahy mezi isoformami. Statherin je produkt jednoho genu STATH. Vysledkem alternativniho sestfihu
mRNA je varianta statherinu oznaCovana SV2, kterd postrada vnitini tisek 10 aminokyselinovych zbytkl. Posttransla¢ni proteolyzou
statherinu nebo varianty SV2 mutze byt na C-konci odstépen fenylalanin. Vzniklé produkty se oznacuji SV1 a SV3. (---- oblast chybéji-

cich &asti polypeptidového fetézce), (pfepracovano podle cit.'®)
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ly a monitorovani rliznych onemocnéni. Oteviraji se i dalsi
moznosti jejich vyuziti, napt. jako u€innych antimikrobial-
nich prostiedk a latek podporujicich hojeni ran (napf.
histatiny)®. Tyto aplikace jsou viak zatim ve fazi primar-
niho vyzkumu.

Prace byla podporena projekty PROGRES Q25 a MZ

CR — RVO VFN64165, Vieobecnd fakultni nemocnice
v Praze.
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1. Charakteristika Vitis vinifera

Vitis vinifera neboli réva vinna patii do Celedi révovi-
tych (Vitaceae). Tato Celed’ zahrnuje nekolik desitek divo-
kych druht Vitis rozptylenych po Asii, Severni Americe
(Vitis labrusca) a Evropé. Prvni zdznamy o révé byly nale-
zeny jiz v mladsi dob& kamenné, proto ji fadime mezi jed-
nu z nejstarSich kulturnich rostlin. VétSina odrud Vitis
vinifera je $iroce péstovana pro ptimou konzumaci hrozn,
mostu a predevsim vina'™*.

Vitis  vinifera celosvétové pokryvad vice nez
7,16 milioni hektart, z ¢ehoz plocha evropskych vinic
predstavuje 3,56 milioni hektart’. V roce 2016 tvofila
plocha vinic v Cesku 17,7 tis. ha s produkei 0,6 miliénu hl
a dovoz vina &inil 1,4 mil. hl (cit.). Ceska republika je
minoritnim producentem vina ze svétového i evropského
pohledu, nicméné ji to nijak zvIaSt’ neubira na jedinecnosti.
Svymi specifickymi a spiSe severné rozkladajicimi se vi-
nafskymi oblastmi se zafazuje ke statiim s tzv. ,,cool cli-
mate viticulture“ (vinohradnictvi chladného podnebi).
Prave casté vykyvy teplot a chladné klima maji za disle-
dek pfiznivéjsi podminky pro rozvoj fenolickych latek
uvnitt hroznd’.

Z hlediska morfologie délime révu na nadzemni
a podzemni ¢ast (kofenovy systém). Nadzemni ¢ast je tvo-
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fena drevnatymi (kmen, kordonova ramena, dvouleté
a jednoleté dievo) a zelenymi ¢astmi. Jednoleté dievo nebo
také letorost na sobé nese pupeny (ocka), ze kterych se
pozdéji vytvaii nové letorosty, dale listy, zalistky
(fazochy), kvétenstvi, Giponky a hrozny se stopkou, tfapi-
nou a bobulemi (slupka, duzina, semena). Kofenovy sys-
tém je tvofen kmenem, z n€hoZ vystupuji hlavni, vedlejsi
a povrchové kofeny.

2. Antioxidacni slouceniny Vitis vinifera

Reaktivni formy kysliku a volné radikaly hraji dalezi-
tou roli v bunééném poskozeni a onemocnénich souviseji-
cich s procesem starnuti®. Bylo prokazano, e antioxidaéni
slouCeniny jsou hlavnimi ¢initeli, které vyznamné snizuji
Skodlivé ucinky reaktivnich forem kysliku jejich neutrali-
zaci a mohou zabranit vyskytu degenerativnich procest,
jako je rakovina, kardiovaskularni onemocnéni ¢i dia-
betes’. Antioxida¢ni slouéeniny zahrnuji vitaminy, fenoly,
karotenoidy a flavonoidy. K flavonoidiim fadime: flavony,
isoflavony, flavanony, flavonoly, anthokyanidiny a ka-
techiny (obr. 1), které jsou svymi ucinky fazeny mezi nej-
tou'”.

Obecné mohou byt antioxidanty rozdéleny do dvou
hlavnich skupin na syntetické a piirodni druhy. Zatimco
syntetické antioxidanty jako butylhydroxyanisol (BHA)
a butylhydroxytoluen (BHT) jsou b&zné v potravinatstvi
pouzivany jako aditiva pro zvy3eni trvanlivosti'!, ptirodni
antioxidanty maji predevSsim ochranné ucinky proti urci-
tym lidskym chorobam'?. Jedna se hlavné o antioxidanty
rostlinného pivodu — zdroji jsou plody a jejich duZina,
semena nebo slupka'’. Hlavnimi skupinami piirodnich
antioxidacnich sloucenin v pfirod¢, zejména rostlinného
puvodu, jsou flavonoidy a fenolové kyseliny. Tyto slouce-
niny byly identifikovany a kvantifikovany u n€kolika dru-
hti ovoce a zeleniny a vykazovaly vysokou korelaci
s antioxida¢ni aktivitou'*.

Hrozny Vitis vinifera obsahuji zna¢né mnozstvi riz-
nych fenolickych sloucenin v listech, slupce, duzin¢ a se-
menech, které mohou vykazovat biologické vlastnosti spo-
jené s antioxidaénim charakterem'’. Kromé toho anthokya-
nidiny, patfici do jedné z hlavnich skupin flavonoidu, jsou
vyhradné pfitomny v bunéénych sténéach a vakuolach hroz-
nu (jejich slupek) a ptimo predurcuji barvu hroznl. Semena
hroznt jsou bohatymi zdroji monomernich fenolickych slou-
Cenin, jako jsou (+)-katechiny, (-)-epikatechin, (—)-epi-
katechin-3-gallat a dalSich latek, které maji antimutagenni
a antivirové G&inky'®. Koncentrace fenolickych sloucenin
v hroznech zavisi na odriid€ révy a je téZ ovlivilovana kli-
matickymi a geografickymi faktory, agrotechnickymi po-
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Obr. 1. Chemicka struktura flavonoidii: a — anthokyanidiny, b — flavan-3-oly (katechiny), ¢ — flavanony, d — flavony, e — flavonoly,

f—isoflavony

stupy a fazi zralosti'”. P¥i porovnavani fenolickych slouge-
nin a antioxidac¢nich profild ¢inskych odrid révy a srovna-
ni s evropskymi hrozny a hrozny pochéazejicimi z Ameriky
(muscadine) byl objeven vyznamny rozdil mezi celkovymi
fenoly a flavonoidy v semenech a slupce. Nejvice fenolo-
vych sloucenin a antioxida¢nich vlastnosti méla semena
Vitis vinifera Cabernet Sauvignon (99,28 + 2,14 mgga/
kgosing) @ Vitis rotundifolia (muscadine) (68,29 + 0,24
mgca/kgsusing), zatimeco orientdlni druhy Vitis jako Black
Pearl (40,20 £ 0,97 mgga/kgasiny) @ Sangye (41,21 + 1,24
mgea/kgsusing) MEly nejvyssi obsah fenolovych slouce-
nin  ve slupkach'®. Také bylo potvrzeno, Ze rozdily
v celkovém obsahu fenolovych sloucenin a flavonoidl
mezi odriidami zavisi na barvé hrozni'’.

3. Endofyty

Vyznam slova endofyt pochazi z feckych slozenin
endo (vnitini) a phyton (rostlina)®’, aviak tyto mikroorga-
nismy jsou charakterizovany rozliénymi definicemi. Po-
mérné nedavna definice popisuje endofyty jako vSechny
mikroorganismy, které jsou schopny kolonizovat béhem
celého nebo &asti svého Zivota vnitini rostlinné tkang”'.
Dalsi definice podle Hallmann a spol.22 endofyty vymezuje
maji negativni vliv na rostlinny rast a po sterilovani po-
vrchu je lze z rostliny izolovat. Endofyty mohou byt pro
rostlinu bud’ neutrdlnimi mikroorganismy, komenzaly
nebo také parazity. Jednotlivé typy vztahi mohou byt
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ovlivnény vné&jsimi vlivy, jako jsou napft. klimatické zmé-
ny”?*. Tato rozséhld skupina obsahuje viry, bakterie
a houby®.

Endofyty mohou rostliny osidlovat proniknutim pfes
tizky, nebo jejich jiné vegetativni organy, av§ak predevsim
se jedna o vstup semeny’. Endofytické bakterie byly izo-
lovany z odlisSnych rostlinnych tkani, jako jsou kofeny,
stonky, listy, kvéty a semena®”**. Konkrétné rhizosférické
bakterie jsou specifické, protoze mohou proniknout, kolo-
nizovat a prezit v kofenech, ze kterych se mohou ptesu-
nout do dalSich ¢asti rostliny, kde si nicmén¢ stale zacho-
vavaji své endofytické chovani®~’.

3.1. Sekundarni metabolity endofyta

Jako antagonisté mohou né€které endofyty prispivat
k omezeni nebo potladeni riistu patogeni’®’, resp. znaénd
¢ast endofyti je schopna produkovat biotechnologicky
vyznamné latky, jako jsou protinadorova 1é¢iva a antibioti-
ka*. Endofyty hub byly primarné zkoumény pro jejich roli
promotord rdstu rostlin, biokontrolnich Ciniteld®®, aktivato-
1t bioremediace pomoci rostlin®* a producentti enzymt™®
nebo novych sekundarnich metabolita™.

Studie Schulz a spol.”’, pii které bylo za 12 let studie
izolovano 6500 endofytickych hub, prokazala, ze z testo-
vanych sekundarnich metabolitt endofyti bylo 51 % do-
sud nezndmych bioaktivnich latek, zatimco
u 2800 ptdnich mikrobt bylo toto ¢islo jen 38 %.

Jednim ze zndmych sekundéarnich metabolitli je pacli-
taxel®®. Paclitaxel je vysoce oxidovany diterpenoid, ktery
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byl poprvé izolovén z kiiry pacifického tisu Taxus brevifo-
lia. Pro své protinadorové ucinky byl v 90. letech minulé-
ho stoleti z tohoto tisu hojné izolovan az do té miry, Ze
rostliné hrozilo vymieni. Pravdépodobnym horizontalnim
pfenosem genu z hostitele Taxus brevifolia na endofyty
Pestalotiopsis ~ guepini, Seimatoantlerium  tepuiense
a Taxomyces andreanae se u téchto hub prokazatelné obje-
vila produkce bioaktivniho paclitaxelu®**.

Dvoudélozné rostliny z ¢eledi Convolvulaceae véetné
obvyklych druhti [pomoea jsou vyznamné diky produkci
namelovych alkaloidli v semenech. Bylo zjiSténo, Ze alka-
loidy jsou produkovany endofyty hub z celedi Clavicipi-
taceae®', protoze rostliny, které byly oetfeny fungicidnimi
latkami, neobsahuji ani vlaknité houby, ani alkaloidy™*.

Studie zamétené na Theobroma cacao (kakao) proka-
zaly, ze endofytické houby mohou snizit poSkozeni pato-
geny Phytophthora palmivora, Moniliophtora roreri
a Moniliophtora perniciosa. Nejéastéj$im principem sledo-
vaného mechanismu endofytickych hub byla kompetice
o substrat, kromé toho ¢ast zkoumanych mikroorganismi
také vykazovala antibidzu (parazitismus Trichoderma na
M. roreri) proti vySe zminénym patogentim P. palmivora,
M. roreri a M. perniciosa 35

Znadmymi producenty sekundarnich metabolitd jsou
vlaknité houby rodu Monascus, které produkuji pigmenty,
monakoliny a ankalaktony®. Hledéani piirodnich potravi-
novych barviv vedlo k znovuobnoveni zajmu o pigmenty
hub Monascus purpureus a téz M. anka nebo M. kaoliang.
Tento mikroorganismus je v Asii pouzivan k barveni
a aromatizaci potravin a napoji jiz mnoho staleti.
M. purpureus produkuje strukturalné ptibuzné plgmenty,
které se barevné rozliuji od dervené az po zlutou”’. Cerve-
na ryze fermentovana druhem Monascus purpureus je ve
vychodni Asii produktem, jenZ se pouZiva jako doplnck
stravy pro podporu krevniho ob&hu snizenim hladiny cho-
lesterolu a triglyceridli v krvi. Nejaktivnéj$i sloucenina
ryze, fermentované M. purpureus, monakolin K, dokaze
v cesté biosyntézy cholesterolu inhibovat HMG-CoA re-
duktasu. Ve studiich se nicméné také ukazalo, ze produkty
fermentované Cervené ryze jsou sice prospésné, ale nejsou
uplné bez rizika. U n€kolika pacientd, ktefi 1ék z Cervené
ryze uzivali, se vyskytly problémy, jako je svalova myopa-

tie, poskozeni ledvin & rabdomyolyza*® ™"

4. Endofyty Vitis vinifera

Réva vinna je hostitelem velmi rozmanitych endofy-
tickych bakterii patficich do rodlt Pseudomonas, Entero-
bacter a Bacillus*>. Dosavadni hledani poznatki, které se
zamétovalo na spolecenstvi bakteridlnich endofyti ve Vitis
vinifera, popisuje citelné rozdily mezi zdravymi a nemoc-
nymi rostlinami** d1V0kym1 a $lechténymi odriidami’®,
odlignymi typy organii rostliny® a riznymi postupy ochra-
ny proti 8kodlivym vlivim’’. Pokud jde o sloZeni spektra
houbové populace, jeho zména a mozné patogenni piisobe-
ni Casto zavisi na stafi rostliny a vegetaénim obdobi*®
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Mnoho studii prokazalo, ze urcité kmeny rhizobakte-
rii podporujici rast rostlin, zvlaste ty, které patii do rodu
Bacillus a Pseudomonas, se mnozi nejen na kofenech rost-
lin, ale také uvniti kofenovych tkani rostlinnych druha® .
Vyznamnou skupinou rhizobakterii, u nichz se projevuje
efekt pozitivni konkurence, jsou napt. Agrobacterium,
Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas nebo Rhizobium,
kterym bylo rovnéz dano oznaceni PGPR (z angl. ,,plant
growth-promoting rhizobacteria®), nebot’ jsou pfitomné v
kofenovych systémech, kde bud’ soutézi s patogeny o
zdroje energie, nebo stimuluji riist rostliny®. Pravé Bur-
kholderia phytofirmans je pro Vitis vinifera dalezitym
endofytickym  zastupcem, protoze ji pii interakci
s buiikkami révy chrani pted Botrytis cinerea (plisen Seda)
tim, e vyvola lokalni imunitni odpovéd’ rostliny®.

4.1. Sekundarni metabolity endofyta Vitis vinifera

Endofyty Fusarium subglutinans a Tripterygium wil-
fordii, které se nachazeji ve stoncich révy, produkuji sub-
glutinol A a diterpenové pyrony s imunosupresivni aktivi-
667 Dalsi endofytni vlaknitd houba rodu Fusarium
produkuje metabolity, které maji aktivitu proti intravasku-
larni tromboze, ktera je hlavnim divodem kardiovaskular-
niho onemocnéni®.

Popularnim antioxidantem, ktery mizeme nalézt kro-
mé hroznl révy i v Cokolad¢ a arasidech, je resveratrol
(obr. 2). Jde o polyfenol a derivat stilbenu patfici mezi
prirodni sekundarni metabolity rostlin®’’. V révé bylo
prokézano, ze resveratrol mohou produkovat endofytické
houby rodu Botryosphaeria, Penicillium, Cephalosporium,
Aspergillus a Alternaria jako vlastni sekundarni metabo-
lit"'. Resveratrol existuje ve dvou isomerech cis- a trans-.
Konkrétné€ u trans-resveratrolu bylo zjiSt€éno hned né&kolik
priznivych ucinku: pti fyziologickych koncentracich fungi-
toxické uginky proti Botrytis cinerea’”, zvyseni odolnosti
Vitis vinifem Vuéi ostatnim patogenum jako jsou Plasmo-
para viticola”, Phomopsis viticola™ a Rhizopus stonifer”.
Dale pozitivni korelace ve vzorcich vina (jizni Italie) mezi
ochratoxiny a celkovymi stilbeny, stejn¢ tak jako mezi
ochratoxiny a celkovym resveratrolem, coz pravdépodob-
n¢ ukazuje na fakt, ze produkce ochratoxinl nebo infekce
danymi fytopatogeny stimuluje syntézu stilbent’®’’. Pro
boj s patogeny révy je dulezité nalézt takové aplikacni
latky, které by zamezily ristu a sporulaci a produkci my-
kotoxind, stimulovaly sekundarni metabolismus endofytd,

O = OH

OH

Obr. 2. Chemicka struktura trans-resveratrolu (frans-3,4",5-
-trihydroxystilben)
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a zaroven nemély vliv na organoleptické vlastnosti hroznd.
Proto pravé resveratrol by mohl byt potencialni latkou,
kterd by svymi fungicidnimi a antioxida¢nimi vlastnostmi
mohla vnést nové moznosti pii vyrobé prirodnich pestici-
da’”.

Vlaknita houba Acremonium byssoides osidluje Vitis
vinifera bez viditelného U¢inku a byla popsana jako anta-
gonista plisn& Plasmopara viticola™. Jde o schopnost
A. byssoides inhibovat klieni spor P. viticola, diky pro-
dukei sekundarnich metabolit (akreminy A-F)™.

5. Zavér

Endofytické organismy ziji za uréitych podminek
v rostlinnych tkdnich bez nezadouciho vlivu na jejich hos-
titele a jsou podstatnymi ¢astmi rostlinného mikrobiomu.
Endofyty plisobi na dal§i mikroorganismy , které osidlu-
ji rostlinné tkané. Nékteré z houbovych endofyti mohou
ovliviiovat rist rostlin jako reakci na zmény Zivotniho
prostiedi ¢i patogeny, jiné produkuji uzitecné nebo neob-
vyklé sekundarni metabolity. Prave Vitis vinifera se diky
své rozsifené sveétové produkcei stava vhodnym a prospés-
nym modelem pro sledovéani diverzity endofytli. Endofyty
révy vinné produkuji mnozstvi sekundarnich metabolitl
s antioxidacnimi ¢i antimikrobidlnimi UCinky a je tedy
mozné uvazovat o jejich §ir§im vyuziti napf. v zeméd¢€lstvi
¢i farmacii.

Tato prace byla podporena Grantovou agenturou
Ceské republiky (GACR) 18-26463S.
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A. Markova, L. Gharwalova, M. Vrublevskaya,

and I. Kolouchova (Department of Biotechnology, Uni-
versity of Chemistry and Technology, Prague): Endo-
phytes from Grapevine (Vitis vinifera)

Endophytes are microorganisms that colonize the

internal tissues of plants and may have beneficial effects
on plants such as growth promotion or resistance to biotic
and abiotic stress. Endophytic bacteria and microscopic
fibrous fungi were also isolated from grapevine (V. vinif-
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era). These organisms may not only have a positive effect
on the vitality of host plants and promote their growth but
also be a source of new and interesting secondary metabo-
lites that could find use in pharmaceutical and food indus-
try or agriculture.

Keywords: endophytes, secondary metabolites, Vitis
vinifera
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Historicka poznamka: Hormony neurohypofyzy
a pocatky endokrinologie

Endokrinologie jako autonomni obor biomediciny
byla ustanovena na zlomu 19. a 20. stoleti, pfevazné zaslu-
hou britskych fyziologh. Pojem hormon poprvé pouzil
v pfednéasce (Croonian Lecture) pro Royal College of Phy-
sicians of London v ¢ervnu 1905 fyziolog Ernest Henry
Starling (1866-1927)". Hormonem ozna&il latku produko-
vanou sekretorickou tkani, a ktera je transportovana krevnim
obé&hem do cilové tkang, kde vyvolava funkéni zmény®.

Starling tuto definici dolozil pokusy se sekreci pan-
kreatu, které spolu s dal§im vyznamnym londynskym fyzi-
ologem, Williamem Maddock Baylissem (1860-1924),
publikovali v roce 1902 (cit.?). Prokazali, 7¢ sekrece pan-
kreatu, kterou vyvolali stimulaci tenkého stieva (duodena)

kyselinou chlorovodikovou, trva i po Gplné denervaci stie-
va. Déle zjistili, ze extrakt takto stimulované stfevni tkané
vyvola i po jeho intraven6znim podani u pankreatu stejnou
sekretorickou reakei jako stimulace kyselinou ¢i postpran-
dialni stimulace duodena potravou. Tento prvni pfesny
popis humoralni regulace, jako alternativy nervové regula-
ce, m&l mnohem §irSi vyznam v dalSich vyzkumech fyzio-
logickych procesti. Hypotetickou, ¢aste¢né ovSem uz tehdy
predciSténou stimulujici latku, oznacili jako sekretin. Se-
kretin se proto v literatufe oznacuje jako prvni prokazany
hormon®.

Ne ovSem zcela pravem. Biologické tcinky latek,
pozdéji podle Starlingovy a Baylissovy definice identifiko-
vané jako hormony, byly totiz zndmy uz diive. V roce
1888 popsali Oskar Minkowski (1858-1931) a Josef (téz
Joseph) Freiherr von Mering (1849-1908)° glykosurii
u pst po odstranéni pankreatu a otevieli tim i cestu
k pozd¢jsi identifikaci a izolaci inzulinu. V souvislosti
s tehdej$im z4djmem o tzv. organoterapii® studovali o néko-
lik let pozdé&ji, v roce 1895, londynsky prakticky lékar
George Oliver (1841-1915) a fyziolog Edward Albert
Schifer (téz Sir Edward Albert Sharpley-Schafer, 1850—
1935), pozdéjsi profesor fyziologie na univerzité
v Edinburghu, fyziologické tc¢inky extrakti nadledvinek,
§titné Zlazy, sleziny a hypofyzy*’. Zajimaly je jejich cen-
tralni G¢inky, u extraktd hypofyzy a nadledvinek prede-
v§im na zvySeni arteridlniho tlaku v dasledku vasokon-
strikce. William Harry Howell (1860-1945)°, profesor
fyziologie na John-Hopkins University, E. A. Schaifer
a (Thomas) Swale Vincent® (1868-1933)’ pak lokalizovali
ucinné slozky extraktii zadniho laloku hypofyzy (1898—
1899). Lze tedy fici, ze Oliver, Schifer, Howell a Vincent
zavedli jako prvni do endokrinologického vyzkumu bio-
chemicko-farmakologické postupy. Funkce jednotlivych
organd ¢i tkani byly doposud studovény jejich chirurgic-
kym odnétim (-ektomie). Hormony produkované neurohy-
pofyzou oxytocin a vasopresin (pozd¢€ji oznacovany jako
antidiureticky hormon — AHD) se tak vyznamné zatadily
do dé&jin endokrinologie.

*Citat v Lancet' (s. 340) ,,...These chemical messengers [...] or ,hormones’ (from Spudwm, 1 excite or arouse), as we might
call them, have to be carried from the organ where they are produced to the organ which they affect by means of the blood

stream ...*

® Bayliss a Starling dochazeji v tomto sdéleni k opaénym zavérim neZ Ivan Petrovi¢ Pavlov (1849-1936), ktery deklaroval
pfimou a vyhradni roli nervového impulsu a pfitomnosti chymu v duodenu na pankreatickou sekreci. Jeho nalezy diskutuji
kontroverzné a poukazuji na existenci humoralni regulace. Pfispévek Pavlova (Nobelova cena za fyziologii ¢i medicinu
v roce 1904, tedy dva roky po publikaci jejich vysledkl) cituji autofi se znaénym, plné kolegiadlnim respektem a ocenénim.
Nicméné nadepisuji ptislusnou kapitolu ve své publikaci titulem VII. The normal mechanism, chemical or nervous?

¢ Organoterapii se ozna¢ovalo pouZzivani tkafiovych extrakti k terapeutickym t¢eliim.

4 Britsky fysiolog, pozdgji profesor fyziologie (University of Manitoba in Winnipeg, Kanada).
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Uterokineticky tc¢inek extraktd hypofyzy pak poprvé
popsal v roce 1906 londynsky biochemik Sir Henry Hallett
Dale (1875-1968)%, laktadni efekt Isaac Ott (1847-1916)
a John C. Scott’ z Medico-Chirurgical College ve Phila-
delphii. Peptidovy charakter uterokinetické slozky extraktii
z neurohypofyzy se snazil prokazat Harold Ward Dudley
(1887-1935) jejich inaktivaci proteolytickymi enzymy'’.
Avsak z pohledu dne$ni enzymologie Slo spiSe o zavéry
pokusii typu ,,right-for-the-wrong-reason. Cisté enzymo-
vé preparaty jeSté nebyly ve dvacatych 1étech 20. stoleti
vétSinou dostupné, proto Dudley referuje o rychlé inakti-
vaci extraktu z neurohypofyzy trypsinem na krysi déloze.
Ve svych pokusech pouzival ale Pankreatin firmy Merck,
tedy extrakt pankreatickych enzymil z rliznych zivoclis-
nych druhd. Pozdé&j$i méfeni potvrdily, Ze oxytocin neni
enzymove Cistym trypsinem §tépitelny. Dudleyovy vysled-
ky by bylo mozno vysvétlit enzymologicky netypickym
Stépenim oxytocinu mezi obéma koncovymi aminokyseli-
nami (leucinem v poloze 8 a glycinamidem v poloze 9)
chymotrypsinem'', nebot chymotrypsin byl totiz tém&f
jisté v pouzitém preparatu obsazen.

Tuto prukopnickou epochu pak uzavira pecliva prace
vyzkumnikd z laboratofi firmy Parke, Davis and Co.
v Detroitu (Michigan). Oliver Kamm se spolupracovniky'?
zde rozdé€lili v roce 1928 slozitym pracovnim postupem —
opakovanou precipitaci, vysolovanim a extrakci do orga-
nickych rozpoustédel — neurohypofyzarni extrakt na dvé
frakce, jedna vykazovala pfevazné¢ uterokinetickou a druhé
vice vazokonstrikéni aktivitu. Déle odhadli (z rychlosti
difuze) molekulovou hmotnost uretokinetické substance na
600 Da (pozdgji ptesné potvrzena molekulova hmotnost
oxytocinu ¢ini 1007 Da) a naznadili, Ze vazokonstrik¢ni
komponenta vykazuje téz antidiuretickou aktivitu. Patrné
let R. M. Stehle a A. L. Fraser'®. Protiproudnim vytfepava-
nim v systému voda/2-butanol (techniku zavedl Lyman C.
Craig v roce 1944, cit.'*) ziskal pak Arthur H. Livermore
a Vincent du Vigneaud"® &istou substanci s vysokou ute-
rokinetickou aktivitou. Tento preparat pouzil pak na pocat-
ku 50. let du Vigneaud (1901-1978) a jeho spolupracovni-
ci tzv. Edmanovym odbouravanim'® k urdeni struktury
a jako standard pii syntéze oxytocinu'"'®.

Du Vigneaud a jeho pocetny tym spolupracovniki
z Cornell University Medical College (Ithaka, NY) ma pak
jednoznacénou zasluhu na prvni chemické syntéze vasopre-
sinu a oxytocinu. Tato du Vigneaudova prace byla zahy,
v roce 1955, ocenéna Nobelovou cenou za chemii.

Referat

Laudatio Nobelovy komise plné vystihuje jeho zasluhy —
a zaroven ovsem i zasluhy jeho spolupracovnikd: ,,... for
his work on biochemically important sulphur compounds,
especially for the first synthesis of a polypeptide hormo-
ne...” Pokud jde vSak o uréeni struktury, zvladl totéz
v mnohem skromnéjsich technickych a finanénich pod-
minkéch, nez jaké méla k disposici du Vigneaudova skupi-
na, ve stejné dobé mlady rakousky biochemik Hans Tuppy
(*1924) spolu se svym tehdejSim spolupracovnikem
H. Michlem. Stalo se tak témé&f paraleln¢ s du Vigneau-
dem. Urcil sekvenci aminokyselin oxytocinu u méné Cisté-
ho oxytocinového preparatu chromatografickou meto-
dou'®?"¢. Zasluha o uréeni struktury oxytocinu, coz byl ve
své dobé unikatni védecky vykon, nepatfi tedy vyhradné
du Vigneaudovi, ale i H. Tuppymu. Du Vigneaud tento
fakt ve zminéné piednédsce pii piebirani Nobelovy ceny
presel pouze bagatelizujici poznamkou®".

V nasledujicich 1étech uvefejnilo nékolik laboratofi
alternativni metody syntézy oxytocinu, jejichZ synteticka
schémata shrnul do nazornych diagramt R. A. Boissonas
a St. Guttmann (Sandoz A. G., Basel)*. Jednou z nich byla
elegantni syntéza vypracovana v roce 1956 v Ustavu orga-
nické chemie a biochemie Ceskoslovenské akademie véd
(dale také UOCHB) Josefem Rudingerem (1924-1975)
a jeho spolupracovniky Janem Honzlem a Milanem Zaora-
lem®*®. Oproti du Vigneaudové syntéze se tato ,,prazska
metoda®, spolu se syntézou oxytocinu z laboratofi Sandoz
(R. A. Boissonnas a spol.?®), projevila jako zv1ast’ metodic-
ky vyhodna a vice uzivatelsky prakticka. ,,Stavebnicovy*
postup, takzvané ,trojkové” schéma (obr. 1), pozlstavajici
ve spojovani kratSich peptidi (tripeptidli), navrhla jako
alternativu k ponékud naroénému postupu du Vigneauda
v nasledujicich letech fada dalSich autord. Syntéza struk-
turnich analogii neurohypofyzarnich peptidd tim byla
usnadnéna a zrychlena. Diagram jeji verze pouzité Rudin-
gerem a spolupracovniky je na obr. 1. Tato strategie ve
farmakologii peptidli rovnéz velice usnadnila studium
vztahu zavislosti mezi strukturou latky a jejimi biologicky-
mi aktivitami. Endokrinologické charakteristiky, izolace
a syntetické prace na obou hlavnich hormonech neurohypo-
fyzy — oxytocinu a arginin- ¢i lysin-vasopresinu — probihaly
paralelné. T projekty syntézy analogli vychazely ze stejnych
¢i velmi podobnych strategii. V dob€ po publikaci prvnich
syntéz se jejich autofi pfevazné soustiedili na izolované zmé-
ny struktury jednotlivych pozic peptidového fetézce. Kombi-
nace aminokyselin v jednom peptidovém fetézci vedly poz-
dgji k piiprave klinicky pozoruhodnych farmak.

¢ Hans Tuppy mél jiZ v tomto oboru nejen zkuSenosti, ale i vyznamné vysledky: Na ro¢ni stazi v roce 1949 urcil
v laboratofi F. Sangera v Cambridge strukturu B-fetézce inzulinu. Frederick Sanger jeho podstatny pfispévek ke struktute
inzulinu s uznanim zddraznil ve své prvé nobelovské prednasce’ (cena za chemii 1958): ,, ... the work on fraction B pro-
gressed so favourably and Tuppy worked so hard that by the end of the year we were virtually able to deduce the whole of

the sequence of its 30 residues. “

T Cit. 2. It is of considerable interest that Tuppy, on the basis of data we had published along with some data of his own,
arrived at the same structure independently. Tuppy’s proposal was based on the data from our laboratory on composition,
molecular weight, terminal groups, as worked out by our use of the Sanger dinitrophenyl end group procedure ..."
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Pozice v peptidovém fetézci
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Obr. 1. Postup syntézy oxytocinu pouzity skupinou Josefa Rudingera v roce 1954. Naznaceno je v jednotlivych stupnich syntézy
(svisla osa) postupné propojeni jednotlivych komponent dané¢ho stupné (aminokyselin a peptidi ze stupné piedchazejiciho). Pfedposledni
stupeii je ,,linearni* oxytocin s cysteinem v poloze 1 a 6. Aktivni oxytocin je ziskan jeho oxidaci (uzavfeni disulfidového mustku). Chra-
nici skupiny v jednotlivych stupnich nejsou znzornény, jsou znazornény ve schématu v cit.>

Strukturni analogy neurohypofyzarnich
peptidu a farmakologické strategie

Prazska ,,stavebnicova“ syntéza oxytocinu a struktur-
n¢ obménénych molekul v oxytoxinu ,,v roztoku“ je
v primyslové vyrob¢€ pouzivana ¢asto dodnes. Po zavedeni
pozdéjsi a dnes Siroce pouzivané syntézy v ,,pevné fazi“
Brucem R. Merrifieldem (1921-2006), ktery obdrzel No-
belovu cena za chemii roku 1984, byla u nékterych 1€¢i-
vych latek tohoto typu zvolena pak tato metoda z hlediska
spravné vyrobni praxe jako vyhodnéjsi. Problém dostup-
nosti a strategie volby analogli se pozdéji presunuly do
oblasti farmakologie a biochemie. Pfi studiu zavislosti
mezi strukturou a biologickou aktivitou (SAR — structure-
activity relationships) neurohypofyzarnich peptidi se
v nasledujicich ,,pionyrskych* letech jednotlivé vyzkumné
laboratote zaméfily na rizné cile.

1. Vliv jednotlivych funkénich skupin ¢i vazeb
v peptidickém Fetézci

HIntuitivni® postup (,,trial-and-error”) pouzila prede-
v§im du Vigneaudova skupina. Cilem bylo zjistit vliv jed-
notlivych funkénich skupin ¢i vazeb v peptidovém fetézci
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pomoci jejich modifikace ¢i jejich vypusténim. Tak byly
ziskany prvni zajimavé analogy — jako piiklad uved’'me
2-O-methyltyrosin-oxytocin®’ a  2-D-tyrosin-oxytocin
(substituce enantiomeru L-tyrosinu za D-formu). Pfede-
v§im tak ale vznikly podklady pro dal$i racionalni postupy
pro analyzu SAR.

2. Biologicka aktivita jednotlivych analogi

Dalsim cilem bylo studium spekter biologickych akti-
vit jednotlivych analogl. Pro neurohypofyzarni peptidy je
typické, ze vykazuji pluripotentni aktivitu. Maji v riznych
proporcich uterokinetické, laktacni, vazopresorické a anti-
diuretické ucinky (a dalsi, spise farmakologicky zajimavé,
ucinky). Zmeéna spektra aktivity biologickych éinkid se
stala zajmem i zakladniho vyzkumu. Posun aktivit ve pro-
spéch jedné z nich je Casto klinicky zadany.

Dva priklady:

1) Analoga se zvySenym pomérem vazopresorického/
antidiuretického u¢inku (analoga vasopresinu) syntetizova-
li R. A. Boissonnas, W. Doerpfner, St. Guttmann,
K. Saameli a E. Stiirmer ve vyzkumnych laboratofich fir-
my Sandoz v Basileji***. Klinicky vyznamny byl svého
casu Octapressin®  (2-fenylalanin-8-lysin-vasopresin),
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vykazujici pomér vazopresorickd/antidiureticka aktivita
2,58, uzivany pii lokalni anestezii. Pfidani této latky
k lokalnimu anestetiku zpisobilo vazokonstrikci a tim
prodlouzeny anesteticky ti¢inek a nizsi potfebu anestetika.
Pro tpravu hemodynamiky, zejména u hemoragického
Soku, byl navrhovan 8-ornitin-vasopresin (Ornipressin),
pfipadné jeho analog (2-fenylalanin-8-ornitin)-vasopresin
(pomér aktivit 4,0). Tyto latky, ve srovnéani s jinymi vazo-
aktivnimi aminy, byly vyrazn& vyhodngjsi™.

2) Mezi klinicky pouzivanymi analogy byl nejuspés-
né&jsi vasopresinovy analog prazské skupiny, 1-deamino-8-
D-arginin-vasopresin (DDAVP, Desmopressin, Minirin),
syntetizovany v laboratotich UOCHB (Milan Zaoral, Jaro-
slav Kolc, Frantiek Sorm)*'. Extrémné zvy$ena antidiure-
tickd aktivita pfi minimdlni aktivit¢ vazopresorické tento
analog pfedurcila byt téméf vyhradnim lékem pro substi-
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tucni terapii diabetes insipidus. Pozd¢ji bylo ndhodné zjis-
té€no, Ze tento analog zvySuje hladinu koagulac¢niho faktoru
VIII jako hematostatikum pfi mensich chirurgickych (napt.
stomatologickych) zasazich u osob s leh¢i formou hemofi-
lie a osob se sklonem k hemoragické diatéze.

3. Metabolicka stabilita neurohypofyzarnich
hormonii

Specifickym cilem biochemické skupiny na UOCHB
byla metabolicka stabilita (inaktivace a clearance) neuro-
hypofyzarnich hormont v souvislosti s jejich enzymovym
odbourdvanim in vivo. Tento zadmér vedl chemiky
k syntéze analogli s obménénymi misty potencialnich en-
zymovych atakii v molekulach nativnich hormont. Vznik-
lo tak n€kolik velice pozoruhodnych analog (obr. 2).

Pozice v peptidovem retézci
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Obr. 2. Modifikované pozice v molekule oxytocinu potencialné vedouci k prodlouZzenému biologickému ucinku, schematické zob-
razeni. Sekvence oxytocinu je naznac¢ena v hornim fadku, ve schematickych vzorcich jsou neobménéné pozice vyznaceny silnou teckova-
nou ¢arou. Obmeénéné pozice jsou oznaceny tenkou pierusovanou ¢arou (kruhy a ctyfthelniky)

£ Test na kryse. Pomér aktivit pro arginin-vasopresin (standard) je 1,0.
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Predné€ byl ucinén pokus o chranéni peptidové vazby
na N-konci peptidu, tedy mezi koncovym cysteinem
a nasledujicim tyrosinem. Jiz v padesatych 1étech zjistili
Tuppy a Nesvadba®?, Ze oxytocin je v priibdhu tdhotenstvi
Stépen enzymem aminopeptidasového charakteru; pozdéji
byl oznacen jako sérova ¢i tehotenskd oxytocinasa. Za
Castecné empiricky potvrzeného ptfedpokladu, Ze amino-
peptidasy tuto vazbu nestépi, neni-li aminoskupina pfitom-
na, byl jiz du Vigneaudovou skupinou syntetizovany —
plné aktivni 1-deaminooxytocin rezistentni vii¢i enzymim
tohoto typu. Pozdg&ji bylo, opét v laboratofich UOCHB,
objeveno, ze vSechny oxytocinové a vasopresinové analo-
gy s vypusténou ¢i modifikovanou aminoskupinou skutec-
né vykazuji prodlouzené ucinky. Podobnd strategie byla
pouZita i pro dal$i mista moZného enzymového Stépeni, ¢i
vice versa k zodpovézeni otdzky, zda projektivni modifi-
kace takovych mist ve struktufe peptidu vede
k prodlouzeni G¢inku a tim k identifikaci dalSich inaktivu-
jicich enzymu. Tak se na ptikladu dalo prokazat, ze tyrosi-
nasa®" | jiny mozny inaktivatni enzym neurohypofyzar-
nich peptidd, je bez podstatného vlivu na kinetiku inakti-
vace: alkylace hydroxylové skupiny na druhé aminokyseli-
né oxytocinu ¢i vasopresinu délku ucinku vyrazné nezvy-
Suje. Protekéni zasahy na karboxylovém, resp. karboxami-
dovém, konci fetézce nemaji vliv na kinetiku biologickych
ucinkd, i1 kdyz farmakologové z Mount Sinai University
v New Yorku existenci enzymii §té€picich oxytocin na tom-
to konci popsali***>',

Disulfidovy mistek mezi obéma cysteinovymi fetézci
v pozici 1 a 6 zarucuje aktivni cyklickou konformaci mole-
kuly oxytocinu a s vyjimkou zminéné sérové oxytocinasy
patrné i resistenci vi¢i aminopeptidasam. Redukce, resp.
odstranéni, disulfidického mustku vede k téméf neaktivni-
mu ,,linearnimu* oxytocinu. Zda se, ze specificka reduk-
tasa oxytocinového miustku, kterd by vedla k inaktivaci
tohoto hormonu, neexistuje, i kdyz byla v biochemickych
laboratotich na UOCHB dlouho hledana. J. Rudinger
a K. Jost navrhli feSeni otazky vyznamu disulfidového
mistku pro aktivitu a inaktivaci oxytocinu zcela unikatnim
zpisobem. Navrhli ndhradu jednoho nebo obou atomi
siry neredukovatelnou ,,izosterni* methylenovou skupi-
nou (-CH,-) o zhruba stejném molekularnim objemu jako
ma atom siry (obr. 2). Tak vznikly pozoruhodné slouceni-
ny s biologickymi aktivitami fadoveé srovnatelnymi
s nativni molekulou, oznadené jako ,,carba“-oxytociny’’.
Pod timto jménem jsou dnes zndmy v chemickém
a farmakologickém nazvoslovi mezinarodné. Kupodivu
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vSak nevykazuji zvlast’ prodlouzené ucinky, takze fyziolo-
gicky vyznam inaktivace neurohypofyzarnich peptidi re-
dukci disulfidického mustku byl timto pfinejmensim zpo-
chybnén®®.

,»Chranéné* analogy umoznila nadto reverzni strategii
tzv. enzymovych sond (enzyme probes), tedy analyzu far-
makokinetickych procesii v blizkosti receptorii neurohypo-
fyzéarnich peptidd, tedy v tzv. receptorovém kompartmen-
tu®’. Vysledky, struéné shrnuté, svédéi o tom, Ze stabilita
peptidu, a tim i poloc¢as ucinku, souvisi pfevazné se struk-
turou aminokyseliny na jeho aminovém konci (na N-o-
koncové aminokyselin€). Kriticky inaktivujici enzym je
tedy aminopeptidasa typu oxytocinasy popsané jiz vysSe
zminénymi autory Tuppym a Nesvadbou™. Snaha o pro-
dlouzeni u¢inku, zvlast€¢ pro Kklinické vyuziti, vedla
k syntéze dalsi vyznamné skupiné oxytocinovych a vaso-
presinovych analogli, k tzv. ,syntetickym* hormonoge-
niim, u nichz byla na N-koncovou aminoskupinu pfipojena
dal3i aminokyselina & kratky peptid*®*' (obr. 2). Pfedpo-
kladalo se, ze takto upravené molekuly se budou in vivo
v prvém kroku enzymové S§tépit aminopeptidasami,
a teprve pak ze dojde k uvoliovani G¢inného hormonu.
Farmakologické a imunologické podklady tento piedpo-
klad u oxytocinovych a lysin-vasopresinovych hormono-
genll plné potvrdily. Dva zvlasté nazorné ptiklady — Caso-
vé profily antidiuretického a vazopresorické¢ho ucinku
analogll lysin-vasopresinu — piinasi obr. 3. Klinicky se
uplatnil jako akutni prostiedek pfi krvacivych stavech
1-N-a-triglycyl-8-lysin-vasopresin (TGLVP, Terlipressin,
Glypressin), predev§im v pfipadé krvaceni z jicnovych
varixi, a to kvili svému vazokonstrikénimu/
hemostatickému Géinkw’. O podobnych oxytocinovych
analozich, ptedev§im 1-N-o-triglycyl-oxytocinu a 1-N-a-
-leucyl-glycyl-glycyl-oxytocinu, existuje sice fada sdéleni
v literatufe, v gynekologicko-porodnické praxi se ale pfili§
neujaly. Vyhody ve srovnéni s oxytocinem se nezdaji byt
vyrazné.

4. Inhibice biologickych aktivit
neurohypofyzarnich hormont

Vyzkum strukturnich analogt pisobicich jako inhibi-
tory biologickych aktivit neurohypofyzarnich hormond se
datuje od rovnéz spise nahodného nalezu inhibice vazopre-
sorického ucinku 8-arginin-vasopresinu 2-O-methyltyrosin-
oxytocinem na krysach. Jako prvni publikovali syntézu
tohoto analogu v roce 1960 Law a du Vigneaud”’; stalo se

" Enzym katalyzujici oxidaci fenolti v ortho-pozici k hydroxylové skuping tyrosinu (oxytyrosinasa), &i — za piitomnosti
exogeniho kysliku —na chinony. Lze pfedpokladat, Ze takto modifikovana molekula oxytocinu je biologicky neaktivni.

Peptidy vzniklé odstépenim koncového glycinamidu zminénymi enzymy (karboxamidopeptidasami) — zvlasté desglycina-
mid-8-lysin-vasopresin — mohou mit detné G&¢inky na rtizna mozkova centra®®. Dlouha léta se jimi zabyval David de Wied
(1925-2004) se spolupracovniky (zvlast¢ B. Bohus, T. B. van Wimersma Greidanus) na univerzit¢ v Utrechtu (Rudolf
Magnus Institut). Jde ovSem o ucinky sekundarni; jejich regulacni fyziologicka funkce neni dostate¢né dolozena.

Podle neovéfenych sdéleni byl jako akutni protiSokovy prosttedek zajimavy pro sanitni sbory nékterych armad. Dalsi tes-

tovanou farmakologickou moznosti bylo pouziti Terlipressinu jako kontracep¢niho prostiedku v prvnim trimestru.
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Obr. 3. Prodlouzeny ucinek syntetickych vasopresinovych analogi. Horni ¢ast: vazopresoricky efekt 1-N-a-triglycyl-8-lysin-
-vasopresinu (TGLVP) na kryse (tlak v kPa, arteria carotis). Dolni ¢ast: antidiureticky efekt TGLVP na hydratované kryse v alkoholické
anestezii (stav vodni diurézy). Ordinata: konduktivita kontinualné vymésované mo¢i (mS/cm). Na profilu TGLVP zndzoriiuje prvni
vrchol vlastni antidiureticky efekt analogu, z n¢hoz se postupné uvolituje LVP (druhy vrchol). Davky (v nmolech) substance injikovany
do kanylované femoralni zily. Bilé trojuhelniky: lysin vasopresin (LVP), tmavé: hormonogen

tak kratce pred publikaci stejné latky v laboratofich
UOCHB*. Casovy rozdil obou publikaci byl velmi kratky.
Obé¢ skupiny pracovaly na syntéze nezavisle a téméf sou-
Casné. Prazska skupina vsak piesto v tomto piipad¢ ztrati-
la primat*. Aviak brzy nato publikovali biochemici

vvvvvv

nického Gc¢inku oxytocinu timto a dal$imi analogy modifi-
kovanymi v pozicich aminokyselin 2, 3 a 4 (cit.**, obr. 2).
Popsané objevy dosveédcuji, ze tento typ strukturni modifi-
kace byl na UOCHB jiz dfive ve stiedu zajmu. Z praz-
skych vyzkumnych pracovist’ pochazeji pak dalsi studie
téchto analogl. Tykajici se farmakologicky vyznamného
jevu, a to zmény antagonismu v parcialni a plny agonis-
mus zménou pokusnych podminek*. Dodnes jsou vztahy
mezi strukturou analogl a jejich inhibi¢nimi vlastnostmi
celosvétové predmétem studii v Cetnych laboratofich. Jiz

na zlomu Sedesatych a sedmdesatych let shrnul Josef Ru-
dinger vysledky dosavadnich studii v né€kolika piehle-
dech®™*®. Prehled novgjsich praci, zaméfeny prevazné na
vyznam antagonisticky pusobicich analoglti neurohypofy-
zarnich peptidil a jejich mozné 1é¢ebné vyuziti, publikoval
nedavno Maurice Manning (University of Toledo College
of Medicine) se spolupracovniky z riiznych laboratoti*’.

5. Syntéza analogii s kombinacemi zmén na
ruznych pozicich peptidového fetézce

Obdobi izolovanych obmén, které¢ vedly k jiz zna-
mym zméndm biologickych aktivit, vystfidaly zhruba od
70. let pokusy s kombinacemi zmén na riznych pozicich
peptidového fetézce, motivované prevazné snahou piipra-
vit klinicky pouzitelnd farmaka. K tomu dvé poznamky.

¥ Jeden z autorti tohoto sd&leni (V. P.) si vzpomina, e Josef Rudinger se ihned po uveiejnéni syntézy skupinou du Vigne-
auda vyjadfil, Ze na primatu nezalezi, hlavné Ze analog byl syntetizovan. To je presvédcivy priklad vysoké védecké moral-

ky Josefa Rudingera.
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Prvni se tykd kumulace strukturnich zmén v jednotlivych
analozich. Tato nevede zpravidla ke kumulaci biologic-
kych vlastnosti spojenych se stavem jednotlivych pozic
v molekule. Vedla ov§em k syntéze fady pozoruhodnych
farmak. V pfipadé oxytocinu takto vznikly dnes klinicky
v porodnictvi hojné pouzivané 1éky carbetocin
(Duratocin®/Pabal®) a  (dnes jiz generikum) atosiban
(Tractocile™ a dali generické nazvy jeho lékovych forem).

Poznémka druhé, biologicky fenomén charakterizova-
ny farmakologicky se nemusi nutné¢ v podobné formé pro-
jevit klinicky. Vyrazné se to tyka farmakokinetickych
vlastnosti konkrétnich latek, kdyz polocasy ucinkti mére-
nych v pokusech ex vivo se li§i od pozorovani in vivo.
V klinické praxi pouZzivany analog vasopresinu, 1-deamino
-8-D-arginin-vasopresin (Desmopressin, DDAVP), vyka-
zoval v antidiuretickém testu pfi aplikaci ekvipotentnich
davek odpovidajicich 8-arginin-vasopresinu jen mirné
prodlouzeny polocas (nejspiSe  vlivem  vypusténi
aminoskupiny na N-konci), ale téméf dramaticky
prodlouzeny ucinek pfi intranazalnim podani pacientim
s diabetes insipidus. Pfi¢inou ovSem mulZe byt i vznik
depotnich forem, napiiklad vazbou peptidu ve velké davce
na bilkoviny a jeho postupného uvolnovéani. Podobny
efekt 1ze pozorovat u carbetocinu, 1-deamino-carba'-2-O-
-methyltyrosin-oxytocinu. Carbetocin se v dnes$ni dobé
pouzivda v porodnictvi pro prevenci a/nebo 1écbu
peripartalniho zivot ohrozujiciho krvaceni. Jak jiz bylo
zminéno, samotna substituce -S- atomu skupinou -CH,-
neprodluzuje polocas rozpadu oxytocinu, avsak v klinické
situaci vyrazné prodlouzen¢ pulsobi. Klinicky vyznam
carbetocinu pak spociva v uterotonickém ucinku. Oproti
oxytocinu navozuje silngj§i a dlouhodobgjsi retrakci
myometria pfi porodu placenty ¢lovéka, tedy ve III. dobé
porodni. Proto je vedle preventivniho podani pouZzivan
i 1é¢ebné, a to pifi poporodni hypotonii a/nebo atonii
hladké svaloviny délohy.

Dva protagonisté ve vyzkumu
neurohypofyzarnich peptidu v Praze

Od poloviny 50. do konce 60. let minulého stoleti byl
Cesky vyzkum obou hormonti neurohypofyzy zcela neroz-
luéné spojen s osobnostmi Josefa Rudingera a Frantiska
Sorma (1913-1980) (obr. 4). Prvni z nich byl uZ od po&at-
ku své akademické kariéry piedevS$im sv€tové uznavany
chemik v oblasti peptidi. Byl spiSe konstruktivni teoretik
nez experimentator. Kvili svému neobycejnému jazykové-
mu nadani byl soucasné vynikajici organizator; dovedl
pohotové shrnout pohledy odbornikid riznych obort a for-
mulovat z nich védecké zavéry. Byl proto také vitanym
hostem na nejriznéjSich védeckych shromazdénich. Jako
prvni piiSel s mySlenkou inovativni syntézy oxytocinu
v Ustavu organické chemie a biochemie Ceskoslovenské
akademie v&d. AvSak vzhledem ke své rodinné historii
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Obr. 4. Josef Rudinger a FrantiSek Sorm (sedici), 1st Europe-
an Peptide Symposium, Prague 1958. Snimek patrné z archivu
jednoho z ucastnikl, prof. Dr. Maxe Brennera (Basel) zapijcil
a s reprodukcei souhlasil prof. Dr. Alex N. Eberle (Basel)

(otec odsouzen v procesech na pocatku 50. let k dlouhému
trestu odnéti svobody) by své myslenky v ranych létech
komunistické diktatury neuskute¢nil bez jednoznaéné pod-
pory druhého jmenovaného, profesora Frantiska Sorma,
tehdejsiho feditele UOCHB a pozdgjsiho prezidenta Ces-
koslovenské akademie véd.

Ngkolik slov k F. Sormovi. Byl pfesvédéeny (snad?)
komunista, ¢len ustfedniho vyboru KSC, v dob& komunis-
ticktho rezimu poslanec Narodniho shromazdéni.
V tehdejsim totalitnim staté se tedy jednalo o pevné zakot-
venou osobnost. V prvé fadé byl ale profesor a védec. Jed-
nal pfimo, energicky a svoje tehdejsi postaveni nezneuZi-
val v neprospéch védy a sotva kdy k vlastnimu prospéchu.
»Kadrové® zalezitosti ho nezajimaly, kritériem pro vybér
spolupracovniki byl, snad jen s malymi vyjimkami, védec-
ky talent. Tim Ize i vysvétlit, Ze jednim z prvnich jim vy-
branych spolupracovniki byl Josef Rudinger, a to i pfes
jeho jiz zminénou rodinnou historii. Obsahly Zivotopis
Josefa Rudingera publikoval jako editorial v roce 2004
John Jones*®.

Zasluhou obou byla zaloZena tradice dodnes se rozvi-
jejicich Evropskych peptidovych sympozii: V dobg, kdy
komunisticky rezim naprosto zabranoval stykiim se Zapa-
dem, se prave prvni Evropské peptidové sympozium kona-
lo v roce 1958 v Praze. Toto svym stranickym vlivem,
z podnétu Josefa Rudingera, umoznil Frantisek Sorm.

! Jsou do dnesniho dne organizovany prostiednictvim European Peptide Society vzdy v sudych letech v jednotlivych evrop-

skych statech.
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Snad nejlépe bude tento pocin charakterizovat pasiz
z knihy The World of Peptides dvou vyznamnych chemi-
ki, Theodora Wielanda a Miklose Bodanszkyho, spolupra-
covnika Vincenta du Vigneauda4°: ,We cannot enumerate
here Rudinger’s many valuable contributions to the metho-
dology of peptide synthesis or to the design of molecules
for specific pharmacological studies. It seems to be more
important to recall one of his ideas, that had and still has
a major impact on peptide chemistry. In 1958 he invited
the handful of European investigators active in peptide
research to participate in a symposium in Prague. This
first European Peptide Symposium was followed [...] by
meetings held in various locations in Europe. Their excell-
ence acted as a stimulus or perhaps as catalyst and led to
an unprecendent growth in research and understanding of
peptide chemistry. Not less important are the friendships
and collaborations formed at the Symposia. Their example
was followed in the United States and also Japan ... *

Po sovétské okupaci, jiz koncem srpna 1968, odesel
Josef Rudinger z Ceskoslovenska do Svycarska. Jako své-
toznamy védec se stal na jedné z nejlepSich evropskych
univerzit, Eidgendssische Technische Hochschule (ETH)
v Ziirichu, jednim z prvnich profesorii molekularni biolo-
gie. Vénoval se, vedle Cetnych dalSich ukold spadajicich
do povinnosti vysokoskolského profesora, spolu se svoji
skupinou az do své piedcasné smrti v roce 1975 nadéle
chemii a biologii peptidl. Avsak védecky nejproduktivnéj-
§i bylo bezesporu jeho Zivotni obdobi na prazském Ustavu
organické chemie a biochemie v Praze. Vyzkum peptida
ovSem na tomto ustavu pokracoval dale, piesto Zze Rudin-
gerova nepiitomnost zanechala nepiekonatelnou mezeru.
Jeho roli ptevzalo nékolik vynikajicich chemikd, z nich je
na misté zminit alesponn Karla Josta (1932-1986), Karla
Podusku (71974, datum neovéfeno) a Milana Zaorala
(1926-2011) (obr. 5). Prvni dva rovnéz pfed¢asné zemfteli,
ve stejné dobé jako Josef Rudinger™. M. Zaoral se pak od
puvodni ,,peptidové skupiny®, vedené po odchodu Josefa
Rudingera Karlem Blahou (1926-1987), odpojil a vedl
vlastni nezavislou laboratof.

Oxytocin a vasopresin v laboratofich
a na klinikach v Praze

Dostupnosti analog, které pochazely z praci Rudinge-
rovy skupiny, iniciovala pozdé&jsi farmakologicky, bioche-
micky a klinicky vyzkum neurohypofyzarnich hormont na
riznych pracovistich v Praze. V 60. letech existovala jiz
v Praze, zasluhou Frantiska Sorma, rozsahld komunikace
se zapadnimi a stfedoevropskymi pracovisti, predevsim
v Mad’arsku, v Polsku, v NDR, ve gvycarsku, ve Velka
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Obr. 5. 1st European Peptide Symposium, Prague 1958. Sni-
mek 0Castniki. Oznaceni jsou piislusnici peptidové skupiny
UOCHB (identifikace: VP a MF). (Archiv M. Brenner, viz
obr. 4)

Britanii a v Némecké spolkové republice. I v této dobé jiz
existovala mezinarodni vyména informaci a Casto i prepa-
ratd. Centralni osobou byl v Uloze jakéhosi vyslance opét
Josef Rudinger. V té dobé¢ se stal prazsky vyzkum peptidi
soucasti svétového vyzkumu.

Biochemicky a z¢asti téz farmakologicky vyzkum byl
na Ustavu organické chemie a biochemie soustfedén
v oddéleni molekularni biologie, zpoc€atku v laboratofi
vedené Ivanem Rychlikem (Ivan Rychlik, Zdenka Beran-
kova-Ksandrova, Ivan Barto$ek, Vladimir Pliska, Tomi-
slav Barth, Tomas Dousa), posledni tfi jmenovani spolu
s dal$imi spolupracovniky v odd€lené laboratofi biochemie
a  farmakologie  peptidi. Kromé metabolickych
a farmakokinetickych studii byl zijem zaméfen na anti-
diuretické a natriferické ucinky analogli vasopresinu
a oxytocinu. Farmakokinetickd charakteristika peptidii
a originalni antidiureticky test na kryse pochazejici z této
laboratote se rozsifily ve farmakologickém vyzkumu
a farmaceutickém primyshu®’.

Z UOCHB rovné&? pochazeji jedny z prvnich konfor-
macnich studii oxytocinu a jeho carba-analogti (Ivo Fric,
Milan Kodigek, Karel Jost, Karel Blaha®").

Velkou ¢ast farmakologického vyzkumu prevzal praz-
sky Vyzkumny ustav piirodnich 1é¢iv (Ivan Krej¢i, Ivo
Polacek, Béla Kupkova, Alena Machova a tada dalSich).
Odtud pochazi vétsina dat k uterotonickym a vazopresoric-
kym aktivitim peptidi z UOCHB. Ivan Krejéi se spolupra-
covniky se nadto zabyval zakladnimi otazkami farmakolo-
gie peptidi. Studovali inhibici uterotonického efektu oxy-

™V 70. 1étech zemielo nékolik peptidovych chemikil v Praze a v zahrani¢i (Italie, USA) pied dosazenim padesati let nebo
kratce po padesatce, nejméné tii z péti ndm zndmych s onkologickou diagnozou. Podle nepotvrzené domnénky mohlo je-
jich onemocnéni souviset s dlouhodobou expozici dicyclohexylcarbodiimidem (DCC), bézné pouzivané¢ho v chemii pepti-
di jako kondenzacni ¢inidlo. Jeho kancerogenitu deklaruje National Institute of Health (NIH Publication No. 07-4426).
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tocinu, pfechody mezi plnym agonismem a antagonismem, Prazsky vyzkum pozd€ji zménil svilj charakter a ori-
a vlivem véapniku a hof¢iku na tyto procesy. Jeho skupina entoval se vice na klinickou farmakologii. Rada chemicko-
presla koncem 60. let do Vyzkumného tstavu pro farmacii syntetickych a farmakologickych projekti se pak soustie-
a biochemii. I tam pfetrvala tematika oxytocinovych ana- dila nejprve v Malmd, pozdéji v dalsich pobockach této
log 70. 1éta a koncila az v novém tisicileti. Rovnéz, avsak rychle rostouci a zvétSujici se firmy ve svété. Prazsky
snad v mensi mife, spolupracovali v tomto ustavu »Qriinderzeit“ ma zde sviij pfirozeny, pfesto velmi uspés-

s biochemickou skupinou UOCHB Karel Rezabek, Evzen ny konec.
Kasafirek a Jaroslav Kyncl na syntéze, pfedevS§im vSak na

farmakologické charakteristice =~ vazopresopresorickych Autori jsou zavdzani diky pani Mgr. Olze Stajnrtové z
hormonogend. Gynekologicko-porodnické kliniky 1. LF UK a VFN

Projekty z oboru kardiovaskularni farmakologie v Praze za peclivé jazykové a vécné korektury rukopisu,
a fyziologie vasopresinu byly az do poCatku 70. let sou- zvlaste pak za ovéreni a opravu citovanych udajii.

¢astmi programu Ustavu pro choroby obéhu krevniho
v Praze-Kr¢i (Jifi Heller, n&jaky ¢as také Joseph H. Cort").

To je ovSem pouze strucny vycet prazskych farmako- LITERATURA
logickych a fyziologickych pracovist, kterd se na vyzkumu

,prazskych* analog oxytocinu a vasopresinu podilela. Do 1. Starling E. H.: Lancet 2, 339 (1905).
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Amino acid sequence of oxytocin, identified already
in 1906 as the uterotonic component of neurohypophyseal
extracts, was established in 1953 by Vincent du Vigneaud
in New York and Hans Tuppy in Vienna. Its structure was
verified by the total synthesis one year after in the du
Vigneaud laboratory. In the following years, simplified
synthetic strategies elaborated in a number of laboratories
worldwide enabled structural modifications of individual
sites in the peptide chain, aiming at a detailed elucidation
of their influence upon pharmacologic features of oxyto-
cin. Frequently, these peptide analogues opened the way to
new, clinically useful drugs. The research on vasopressin,
the other main peptide hormone of posterior pituitary, un-
derwent a similar development.

Among the first who elaborated a more flexible alter-
native to du Vigneaud protocol was the peptide group at
the Institute of Organic Chemistry and Biochemistry,
Czechoslovak Academy of Sciences (UOCHB) in Prague,
chaired by Josef Rudinger. Its research activities were
broadly supported — sometimes even enabled — by Fran-
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tidek Sorm, director of the Institute. This opened a way to
an easier synthesis of oxytocin analogues. Design strategy
in Prague was focused on oxytocin analogues with an en-
hanced metabolic stability (prolongation of half-life in
vivo), and on analogues acting as inhibitors to its uteroto-
nic/galactobolic response. In the former case, design strat-
egy has originated from studies of enzymatic stability of
oxytocin, accomplished in the biochemical laboratories at
the UOCHB, or reported in earlier communications. Dose-
response and time-response behaviour of analogues in
which potential sites of enzymatic attacks were replaced
by resistant sequences, and modified peptides investigated
in a number of in situ and/or ex vivo pharmacological ex-
periments. Of particular interest were analogues in which
one or both sulphur atoms in the —S-S— bridge were re-
placed by the methylene group (-CH,-), the so-called car-
ba-analogues. Individual analogues of this series pos-
sessed, in various degrees, biological activities of oxytocin
but not a prolongation of their responses in pharmacologi-
cal models or in their physiological clearance. Thus, the
carba analogues document, firstly, that the integrity of the
disulfide bridge in not a necessary condition of oxytocin
(or vasopressin) activity, and secondly, that the —S-S—
bridge is not the rate determining site of neurohypophyseal
hormone inactivation in vivo. In an attempt to prolong the
action of oxytocin, its N-a-group was acylated by an addi-
tional amino acid or a short peptide, in expectation that
such analogues would act as prohormones: splitting of
additional substituent by tissue aminopeptidases would in
vivo produce “free” oxytocin (therapeutically, the ana-
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logues would act as oxytocin depots). A number of in vivo
experiments verified this “hormonogen” model and
brought forth some clinically interesting substances; some
of them are in use until now. In the latter case, the search
for structural modifications potentially leading to antago-
nism indeed brought some new antagonists but, in particu-
lar, contributed to the notion of continuous change from
“full” agonism via partial agonism to antagonism, accord-
ing to the tissue conditions. Such a change could have
been achieved for uterotonic response of several analogues
by changing calcium and magnesium concentrations in the
tissue medium.

Ideas originated by Rudinger’s group brought about
several clinically useful peptides like Carbetocin, Atosi-
ban, Glypressin, Terlipressin. Very successful was the
Prague vasopressin analogue dDAVP (Desmopressin)
licensed to the Swedish pharmaceutical company Ferring
Likemedel AB.

Josef Rudinger left Czechoslovakia in 1968 and be-
came a professor of molecular biology at the Swiss Feder-
al Institute of Technology (ETH). He passed away, 51
years old, in 1975.

Full text English translation is available in the on-line
version.

Keywords: oxytocin, vasopressin, neurohypophysis, endo-
crinology — neurohypophysial hormones, I. P. Pavlow,
secretin, carbetocin, dDAVP, deamino-D-arginine vaso-
pressin, desmopressin, atosiban, Frantisek Sorm, Josef
Rudinger
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1. Uvod

Proteolytické enzymy (zvané téz proteasy nebo pepti-
dasy) hydrolyzuji peptidové vazby bilkovin a peptidi.
Peptidasy se objevily jiz v ranych fazich biologické evolu-
ce, jelikoz i ty nejprimitivnéjsi organismy je vyuzivaji pro
zpracovani vnéjSich proteinovych potravnich zdroji a pro
Stépeni vlastnich bilkovin. Analyzy genomi ukazuji, ze az
2 % vSech genovych produktl piipadaji na peptidasy, coz
je fadi mezi nejvetsi funkeni skupiny proteind.

Peptidasy je mozné podle katalytického mechanismu
a katalytickych aminokyselinovych zbytkd v aktivnim
misté¢ délit do sedmi tfid: na aspartatové, asparaginové,
cysteinové, serinové, threoninové, glutamatové, metalo-
peptidasy a dosud nezatfazené peptidasy s neznamym me-
chanismem. Podle databaze peptidas MEROPS' jsou pep-
tidasy rozdéleny na zakladé strukturni a evolu¢ni piibuz-
nosti do rodin a klan. Rodiny obsahuji peptidasy, které
vykazuji evoluéni a sekvenéni ptibuznost. Klany jsou sku-
piny peptidas, které maji podobné terciarni struktury'.
Podle lokalizace $tépené peptidové vazby v substratu se
peptidasy déli na endopeptidasy, §tépici uvniti polypepti-
dového fetézce, a na exopeptidasy, Stépici z N-konce
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(aminopeptidasy) nebo C-konce (karboxypeptidasy) pepti-
dového fetézce. Dipeptidylaminopeptidasy odsté€puji di-
peptidy z N-konce, peptidyldipeptidasy z C-konce peptido-
vého fetézce substratu. Oligopeptidasy jsou enzymy, které
S$tépi peptidy, ale nikoliv proteiny.

Specificita peptidas je definovana vazebnymi podmis-
ty, kterd se nachézeji po obou stranich katalytického cen-
tra, ve kterém je Stépena peptidova vazba. Do téchto pod-
mist, oznacovanych S4-S3-S2-S1-S1°-S2°-S3°-S4" se va-
zou aminokyselinové zbytky polypeptidového fetézce sub-
stratu  znaené od S$tépené peptidové vazby smérem
k N-konci P1-P4 a k C-konci P1°-P4’". Pocet definovanych
vazebnych podmist se u jednotlivych peptidas 1isi. U endo-
peptidas umoznuje aktivni misto vazbu do vSech podmist,
zatimco u exopeptidas je poCet podmist omezen pomoci
strukturnich prvkd, které n€ktera vazebna podmista blokuji.

Schopnost $tépit za zbytkem Pro v pozici P1 je pozo-
rovana u peptidas relativné vzacné. Peptidova vazba tvore-
na prolinovym zbytkem je vici peptidasam velmi odolna
a mnoho peptidas (vCetné téch, které nejsou specifické) ji
neni schopno hydrolyzovat. Prolin je pfirozena proteino-
genni aminokyselina s unik4tnimi vlastnostmi: neobsahuje
primarni aminoskupinu (Casto se proto nazyva iminokyse-
lina) a ma postranni fetézec v podobé cyklu (pyrroli-
dinového kruhu), ktery omezuje stupen konformacni vol-
nosti. Tyto vlastnosti chrani proteiny a peptidy obsahujici
prolin pied obecnou proteolytickou degradaci. Zaroven se
v prubéhu evoluce u vétSiny organismu vyvinuly vysoce
specifické peptidasy $té€pici za prolinem pro regulaci funk-
ce bioaktivnich peptidi obsahujicich prolin®. Podle kataly-
tického mechanismu tyto peptidasy patii mezi metalopep-
tidasy a serinové peptidasy, podle polohy Stépené vazby
v peptidovém fetézci substratu mezi nimi najdeme endo-
peptidasy, exopeptidasy a dipeptidasy (obr. 1).

Cilem tohoto ptehledného referatu je podat souhrn
aktualnich znalosti o prolyloligopeptidase, serinové endo-
peptidase Stépici peptidovou vazbu za prolinem uvnitt
peptidového fetézce substratu. S ohledem na evoluéni kon-
zervovanost prolyloligopeptidas (enzymy z riznych orga-
nismt maji obdobné strukturné-funkéni vlastnosti) se refe-
rat zaméfuje predevs§im na lidsky enzym a jeho biologic-
kou roli ve fyziologii a patofyziologii.

2. Prolyloligopeptidasa

Prolyloligopeptidasa, téz nazyvanad prolylendopepti-
dasa (EC 3.4.21.26), patii do rodiny S9 serinovych pepti-
das, pro kterou je charakteristicka katalyticka triada v po-
fadi Ser-Asp-His (cit.’). Tato rodina dale zahrnuje oligo-
peptidasu B, dipeptidylpeptidasy 1V/8/9, fibroblastovy
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Prolylaminopeptidasa
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Dipeptidylpeptidasa Il, IV/8/9
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Obr. 1. Variabilita peptidas $tépicich peptidovou vazbu za zbytkem prolinu. Prolyloligopeptidasa a neurolysin jsou endopeptidasy,
které $tépi uprostied peptidového fetézce substratu. Jiné peptidasy plisobi jako exopeptidasy — prolylaminopeptidasa odstépuje zbytek
prolinu z N-konce peptidového fetézce, dipeptidylpeptidasy II, IV, 8 a 9 dipeptidy, prolylkarboxypeptidasa specificky rozpoznava prolin
v piedposledni pozici z C-konce fetézce a odstépuje C-terminalni aminokyselinovy zbytek. Fibroblastovy aktivaéni protein ma jak dipep-
tidylaminopeptidasovou, tak i endopeptidasovou aktivitu. Prolinasa je dipeptidasa hydrolyzujici dipeptidy, které obsahuji prolin na

N-konci dipeptidu.

aktivacni protein, acylaminoacylpeptidasu a glutamylpep-
tidasu'. Daldimi obecnymi rysy peptidas této rodiny je
strukturni o/f hydrolasovy motiv katalytické domény, jejiz
aktivni misto je blokovéano vrtulovou doménou cylindric-
kého tvaru zvanou ,,B-propeler, a schopnost §tépit substrat
mezi aminokyselinovymi zbytky Pro-Xaa, kde Xaa je
jakakoliv aminokyselina.

Prolyloligopeptidasa byla poprvé identifikovana
v roce 1971 v lidské déloze jako enzym degradujici oxyto-
cin®. Popsany byly i typy sav&i prolyloligopeptidasy
(v cytoplazmé®, séru® a v bunéénych membranach’), které
se liSily nékterymi fyzikalnimi a enzymologickymi vlast-
nostmi, nicméné se pozdé€ji prokazalo, ze se jedna o pro-
dukt stejného genu®. A¢koliv je prolyloligopeptidasa velmi
dobfe charakterizovana strukturné a enzymologicky, jeji
piesna fyziologicka funkce nebyla dosud objasnéna.

2.1. Struktura a katalyticky mechanismus
prolyloligopeptidas

Prostorova struktura byla vyfeSena pro dvé savcei
(lidskou a praseci) prolyloligopeptidasy a pro enzymy
z bakterii a hub. U vétSiny sav¢ich druht je sekvence
prolyloligopeptidas tvofena 710 aminokyselinovymi zbyt-
ky a neobsahuje zadnou signalni sekvenci. Prostorova
struktura enzymu ma tvar valce o priméru 50 A a vysce
60 A. Jedna se o jednofetézcovy multidoménovy protein
slozeny z peptidasové domény s aktivnim centrem, na
kterou axialné navazuje kovalentn¢ vazana nekatalyticka
doména B-propeler (obr. 2).

Katalytickd peptidasovda doména je tvofena N-
a C-koncem peptidového fetézce (aminokyselinové zbytky
1-72 a 428-710). Katalyticka doména se sklada z osmi
vlaken stfedové stoCenych B-listd obklopenych na obou
stranach celkem osmi a-helixy’. Tento typ strukturniho
motivu se obecné nazyva o/ff hydrolasovy motiv, protoze
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mnoho proteint s touto doménou ma hydrolasovou aktivi-
tu’. B-Propeler je doména specificka pro peptidasy rodiny
S9. V pfipadé¢ prolyloligopeptidasy ma strukturu slozenou
ze Ctyf antiparalelnich B-listd sedmkrat se opakujicich.
Listy jsou paprscité stoCeny okolo osy proteinu a vytvaieji
ve svém stfedu tunel. B-Propeler funguje jako brana ke
katalytickému mistu enzymu, kterd propousti substraty do
velikosti maximalné 30 aminokyselinovych zbytkl a chrani
tak v&tsi peptidy a proteiny pred proteolyzou v cytosolu’.

Aktivni  misto obsahujici  katalytickou triadu
(aminokyselinové zbytky Ser554, Asp641, His680) je ulo-
zeno v prostorné dutin€ na rozhrani obou domén. Hydro-
xylova skupina Ser554 je vystavena do prostoru, kde je
snadno ptistupna pro imidazolovou skupinu His680, ktera
zbytek serinu deprotonuje. Na druhé strané deprotonovany
Ser554 nukleofilné atakuje karbonylovou skupinu peptido-
vé vazby mezi zbytkem prolinu a nasledujicim aminokyse-
linovym zbytkem S$tépeného substratu. Asp641 je v roviné
s imidazolovym kruhem His680, se kterym tvofi vodiko-
vou vazbu, a tim ho polarizuje. Analogicky katalyticky
mechanismus byl popsan i pro nékteré dalsi serinové pep-
tidasy, napiiklad pro peptidasy rodiny S1 (rodiny chymo-
trypsinu).

Krystalova struktura prolyloligopeptidasy v komplexu
s peptidomimetickym inhibitorem Z-Pro-Prolinalem (Z =
benzyloxykarbonyl), reaktivnim aldehydem odvozenym od
struktury malych syntetickych substrati pouzivanych pro
stanoveni aktivit prolyloligopeptidas®, umoznila analyzo-
vat vazbu inhibitorti a substratii do aktivniho mista prolyl-
oligopeptidasy. Nukleofilni skupina Ser554 tvoii kovalent-
ni hemiacetalovy adukt s aldehydem inhibitoru. Hydrofob-
ni vazebné podmisto S1, tvofené zbytky Phe476, Val580,
Trp595, Tyr599 a Val644 poskytuje nepolarni prostiedi
pro vazbu prolinového zbytku (obr. 2). Specifita vazby je
zvysena stohovanim (tzv. ,,stacking®) mezi zbytkem proli-
nu a indolovym kruhem Trp595. Vazebné podmisto S2,
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Obr. 2. Prostorovy strukturni model prolyloligopeptidasy v komplexu s inhibitorem Z-Pro-Prolinalem (PDB kod: 1QFS). Prolyl-
oligopeptidasa se sklada ze dvou domén: peptidasové domény (zelen€) s aktivnim centrem, ve kterém se nachazi katalyticka triada
Ser554, Asp641 a His680 (zluté) a kovalentné vazany inhibitor (Cerné), a z B-propeleru (modfe), ktery stéricky blokuje pfistup ke kataly-
tickému mistu, kam propousti pouze oligopeptidové substraty. Vyiez: Detail aktivniho mista prolyloligopeptidasy ukazuje interakci se
Z-Pro-Prolinalem (Cerng). Zobrazeny jsou postranni fetézce katalytickych zbytkii (oranzové) a zbytki tvoticich vazebna podmista P1, P2
a P3 (zelené a modie podle umisténi v peptidasové doméné respektive v B-propeleru). Heteroatomy dusik, kyslik a sira jsou zobrazeny

tmavé modie, Cervené a Zluté.

tvofené prevazné Arg643, je méné specifické a podmisto
S3 je tvofeno postrannimi fetézci nepolarnich zbytkl
(Phel73, Met235, 11e591 a Ala594), coz vytvafi relativné
hydrofobni prostredi.

Substrat pristupuje do aktivniho mista prolyloligopep-
tidasy bo¢nim otvorem mezi B-propelerem a katalytickou
doménou. Prolyloligopeptidasa ma aktivni konformacni
dynamiku, nachazi se v rovnovaze mezi uzavienou a ote-
vienou konformaci. Vazbou substratu nebo kompetitivniho
inhibitoru se posunuje konformace proteinu z oteviené na
uzavienou formu. V blizkosti pfedpokladaného vstupu do
katalytického mista jsou umistény pruzné mobilni smycky,
které reguluji vstup do tohoto mista.

2.2. Aktivita a specificita prolyloligopeptidas

Prolyloligopeptidasa je endopeptidasa Stépici pouze
oligopeptidové substraty, ve kterych hydrolyzuje vazby
Pro-Xaa (Xaa je jakakoliv aminokyselina kromé prolinu)
10 Substratova specifita prolyloligopeptidasy byla studo-
vana pomoci sady syntetickych substratd'®'". Tyto studie
ukazaly, ze aktivni misto enzymu je tvofeno péti vazebny-
mi podmisty S3, S2, S1, S1” a S2°. V substratové pozici
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P1 preferuje prolyloligopeptidasa kromé prolinu také ala-
nin, ovSem rychlost hydrolyzy vazby Ala-Xaa je o jeden
az dva fady niz8i neZ u vazby Pro-Xaa'*">. V pozici P2
preferuje bazické, hydrofobni a alifatické aminokyseliny'?,
v P1’ hydrofobni aminokyseliny, v pozicich P3 a P2" ne-
byla pozorovana vyrazna preference pro zadnou aminoky-
selinu'®. Prolyloligopeptidasy z riiznych druhti nevykazuji
podstatné rozdily v substratové specifité'®. Pro stanoveni
katalytické aktivity prolyloligopeptidasy se pouZzivaji malé
syntetické chromogenni a fluorogenni substraty, nejéastéji
dipeptid Gly-Pro s blokovanym N-koncem a pfipojenou
detekeni skupinou. pH optimum aktivity prolyloligopeptidas
z riznych druht je mezi pH 7 a 8.

Prolyloligopeptidasa in vitro fragmentuje hormony
obsahujici prolin jako napf. vasopresin, oxytocin, bradyki-
nin, angiotensin, neuropeptidy ovliviiujici pamét’ a uceni
jako substanci P, hormon uvoliujici thyreotropin a opoidni
neurotransmitery endorfiny a endomorfiny. Detailni se-
znam biologickych peptidd fragmentovanych prolyl-
oligopeptidasou in vitro lze nalézt v piehledném c¢lanku
Garcia-Horsman a spol. (cit.'”).

Prolyloligopeptidasa nestépi proteinové substraty jako
jsou napt. lidsky gastrin, kolagen, albumin, imunoglobuli-
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ny, elastin nebo hemoglobin. Jedinou znamou vyjimkou
jsou enzymy z parazitQ rodu Trypanosoma (nazyvané
Tc80 a Tb80), které degraduji fibronektin a kolageny typu
LalV (cit.'®).

2.3. Biologicka role prolyloligopeptidas

Prolyloligopeptidasa je Siroce rozsifena v mikroorga-
nismech, houbach, rostlinach i u zivoéichu véetné ¢loveé-
ka'®. A¢koliv jsou savéi prolyloligopeptidasy velmi dobie
charakterizovany jak strukturné, tak i enzymologicky,
jejich fyziologické funkce nebyly dosud pln€ pochopeny.

U cloveka je prolyloligopeptidasa pfitomna ve vSech
organech a tkanich, nejvice v mozku, ledvinach, varlatech
a brzliku'®. V lidském mozku byla prolyloligopeptidasa
lokalizovana vyhradné v neuronech v mozkové kife, ob-
lastech, které jsou spojené s ucenim a dlouhodobou pame-
ti*”. Enzymova aktivita prolyloligopeptidasy byla také
nalezena v télnich tekutinach (v krvi a spermatu), v proli-
ferujicich buiikach a riiznych nadorech'.

Prolyloligopeptidasa in vitro degraduje fadu biologic-
ky aktivnich peptidi, hormont a neuropeptida'’, které jsou
uzce spojovany s neurodegenerativnimi a neurologickymi
chorobami (s poruchami paméti, depresemi?', s kognitivni
disfunkci u osob trpicich stafeckou demenci, Alzheimero-
vou a Parkinsonovou chorobou®?), nebo se podili na regu-
laci krevniho tlaku®. Nicméné modulace aktivit bioaktiv-
nich peptidi prolyloligopeptidasou byla prokazana in vivo
pouze pro substanci P, vasopresin a hormon uvoliujici
thyreotropin®***. Podle jedné z hypotéz maji inhibitory
prolyloligopeptidasy pozitivni vliv pfi 1é¢bé poruch pameé-
ti, uceni a mozkovych poruch a obnovuji snizenou hladinu
neuropeptidii spojovanou s procesem starnuti nebo maji
piiznivy vliv na progresi neurodegenerativnich poruch™.

Prolyloligopeptidasa by mohla mit prospé$né ucinky
pii 1é€be pacienti s celiakii, neboli glutenovou enteropatii,
zanétlivym onemocnénim sliznice tenkého stieva zpuisobe-
nym nestravenym lepkem (glutenem), ktery je bohaty na
prolin®"?®*, Momentalné je jedinou lé¢bou piisna dieta bez
glutenovych proteinti obsaZzenych v pSenici, zit¢ a jeCmeni.
Za vy$e zminény zanét tenkého stfeva jsou zodpovédné na
prolin bohaté peptidy vzniklé netiplnym St€penim lepku
pepsinem a pankreatickymi peptidasami®®. JelikoZ prolylo-
ligopeptidasa degraduje tyto imunogenni peptidy, mohla
by byt pouzita k ¢inné detoxifikaci lepku.

Mnoho funkci prolyloligopeptidasy je zprostfedkova-
no nikoliv jeji aktivitou, ale interakcemi s jinymi proteiny.
Nejvice studovana interakce je s a-synukleinem (piehledné
shrnuta v ¢lanku™). Prolyloligopeptidasa in vitro akceleru-
je rychlost agregace a-synukleinu, coz je jeden z kliovych
faktorti patologie Parkinsonovy nemoci. Ackoliv proces
agregace neni spojen s aktivitou enzymu, je mozné jej
blokovat prostfednictvim inhibitord prolyloligopeptidasy.
Ty pravdépodobné indukuji zménu tercidrni struktury
prolyloligopeptidasy a znemozilyji tak interakei s a-synu-
kleinem. In vivo byly prolyloligopeptidasa a o-synuklein
kolokalizovany v bunéénych liniich nadmémé produkuji-
cich a-synuklein a posmrtné v ¢erné substanci (substantia

137

Referat

nigra) mozku osob trpicich Parkinsonovou nemoci®'.
U buné&cného modelu inhibitory prolyloligopeptidasy za-
branily kolokalizaci s a-synukleinem a vyrazné snizily
mnozstvi agregovaného o-synukleinu®?. Prolyloligopepti-
dasy proto pfedstavuji potencidlni cil pro lécbu tohoto
onemocnéni.

Dale je prolyloligopeptidasa povazovana za potencial-
ni cil pro 1é¢bu parazitarnich chorob: schistosomoézy,
Chagasovy choroby a spavé nemoci'***. U krevnigky,
puvodce schistosomdzy, je prolyloligopeptidasa lokalizo-
vand na povrchu parazita a je zapojena do interakce s hos-
titelem. Pfispiva k modulaci nebo deregulaci homeostatic-
kych systém fizenych peptidovymi hormony, a tim napo-
maha preziti parazita v krevnim systému hostitele. Anti-
schistosomalni ucinek inhibitord prolyloligopeptidasy byl
testovan na zivych larvach krevnicky (tzv. schistosomu-
lach). Pti kultivovaci v médiich tyto inhibitory zpiisobily
silnou degeneraci az mortalitu schistosomul'®. Prolyl-
oligopeptidasa krevnicky je proto kritickd pro peZiti toho-
to parazita a fadi se mezi potencidlni cilové molekuly pro
vyvoj antischistosomalnich terapeutik na bazi malych inhi-
bitort*.

Oproti ostatnim prolyloligopeptidasam maji trypano-
somalni enzymy z protozodlnich paraziti Trypanosoma
cruzi a T. brucei (Tc80 a Tb80), ptivodci Chagasovy
a spavé nemoci, odlisné fyziologické funkce. Jako jediné
prolyloligopeptidasy jsou schopné degradovat proteiny,
konkrétné slozky extracelularni matrix hostitele, jako jsou
kolageny typu I a IV. Jsou vylucovany parazity do hostite-
le, kde napomahaji degradovat tyto proteiny extracelularni
matrix a bazalni laminy a pfispivaji tak k invazi do dal$ich
hostitelskych bungk'**.

3. Inhibitory prolyloligopeptidas

Pripraveny a testovany byly stovky uc¢innych syntetic-
kych inhibitor prolyloligopeptidasy, nékolik z nich bylo
aplikovano i v klinickych studiich (detailné jsou zpracova-
ny v prehlednych referatech?®*%). Vétsina tdchto inhibitort
jsou analoga malych syntetickych substratli a jsou charak-
teristické reaktivnimi derivaty prolinu nebo pyrrolidino-
vym kruhem v pozici P1. Karboxylova skupina tohoto
prolinu je Casto nahrazena elektrofilni skupinou, jako je
napf. nitril, aldehyd nebo keton (obr. 3). Prolin nebo jeho
derivaty jsou preferovany i v pozici P2 a hydrofobni aro-
matické cykly v pozici P3. Jednim z prvnich syntetickych
inhibitorti byl aldehyd Z-Pro-Prolinal®®, ktery se pouziva
jako kanonicka sloucenina pro vyvoj novych peptidomi-
metik. Dal§imi, ¢asto pouzivanymi inhibitory jsou reverzi-
bilni kovalentni inhibitory JTP-4819, KYP-2047 a nekova-
lentni inhibitory jako SUAM-1221, Z-321 a S-17092
(obr. 3). Tyto specifické inhibitory byly navrzeny
k objasnéni funkce prolyloligopeptidasy v biologickych
a patologickych procesech. V klinickych testech byly jako
terapeutickd cinidla pro 1é€bu kognitivnich deficitd testo-
vany tii inhibitory prolyloligopeptidasy (S-17092, Z-321
a JTP-4819), nicméné klinické studie byly zastaveny
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Obr. 3. Vybrané syntetické nizkomolekularni inhibitory prolyloligopeptidasy

z divodu nizké ucinnosti pii podavani lidem — aplikace
inhibitori neprokédzala vyrazné kognitivni zlepSeni.

4. Zavér

Prolyloligopeptidasa je cytoplasmatickd serinova
peptidasa, ktera Stépi biologicky aktivni peptidy (hormony
a neuropeptidy) za prolinovym zbytkem. Tento enzym je
u savcl pritomny témét ve vSech tkanich, relativné vysoka
koncentrace se nachdzi ve tkanich centralniho nervového
systému. Pfepoklada se proto, ze prolyloligopeptidasa je
zapojena do neurologickych procest a inhibitory prolyl-
oligopeptidasy by mohly zlepSovat kognitivni vlastnosti
a mit neuroprotektivni ucinek. Nicméné presna biologicka
role prolyloligopeptidasy je stale nejasna, a proto neni
stale dobfe definovanym terapeutickym cilem. Pro objas-
néni jeji biologické ulohy a pro ovéfeni terapeutického
ucinku inhibitori v kognitivnich procesech jsou nutné
dalsi studie.

Tato prace vznikla za podpory projektu InterBioMed
LO1302 Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy Ces-
ké republiky a grantového projektu 19-17269S Grantové
agentury Ceské republiky.
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Uvod

Antokyany, podskupina flavonoidov, su Siroko distri-
buovanou skupinou vo vode rozpustnych rastlinnych pig-
mentov. Su to glykozidy alebo acylglykozidy antokyanidi-
nov odvodenych z flavyliového i6nu a tvoria polyhydroxy-
a polymetoxyderivaty, kde stupeni ich chemickej modifika-
cie poskytuje vyiiu stabilitu a rozpustnost’'™. Najéastejsie
prirodzene sa vyskytujuce antokyany su kyanidin, delfidin,
pelargonidin, malvidin, petunidin a peonidin®. Antioxidag-
na aktivita flavonoidov v Zivych systémoch bola dokazana
niekol’kymi Stdiami, pricom tato aktivita silne koreluje
s obsahom antokyanov>®. Uvadza sa, Ze tato vlastnost
zavisi, okrem inych faktorov, od druhu rastliny, zemepis-
ného povodu a &asu zberu”®,

Niektoré vyhody prijmu antokyanov sa tykaju znizo-
vania rizika ,,ochoreni Zivotného $tylu®. Ich priaznivé
ucinky na zniZzovanie metabolickych rizikovych faktorov
a rozvoj mitvice, srdcovych ochoreni a diabetu st pripiso-
vané schopnosti zlepsit' antioxida¢ny stav, dyslipidémiu,
znizeniu postprandidlnej glykémie, sekrécie inkretinu
a inzulinu'®'% Ich potencial v prevencii ako aj v lie¢be
rakoviny je odvodeny zo schopnosti modulovat’ mitochon-
dridlne funkcie, ¢im ovplyvnuju energeticky metabolizmus
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buniek a potencialne indukuju vnutorné cesty apopto-
zy'*!'*. Okrem vnitorného pouZitia sa zistili aj priame foto-
protektivne Uc¢inky antokyanov, pri priamom topickom
pouziti'®.

Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott patri do ¢elade
Rosaceae a pochadza zo Severnej Ameriky, kde sa plody
tradicne pouZzivajii v l'udovom lie€itel'stve na liecbu pre-
chladnutia'®!”. V 20. storoéi, okolo roku 1946, sa zaviedla
ako odroda v Sovietskom zvize a vo vychodnej Euro-
pe'®'¥. Bobule arénie maju najvyssiu antioxida¢éni kapaci-
tu spomedzi bobul'ovych a inych plodov, ktoré boli doteraz
preskamané'®. Bobule ardnie sa vyzna&ujii vysokym obsa-
hom antokyénov, prokyanidinov a fenolovych kyselin?*?'.
Kultivary boli pestované pre ziskanie vacSieho ovocia
alebo ako okrasné rastliny. Medzi najvyznamnejsie kulti-
vary v Europe patria ,Nero“, ,Rubina“, ,Viking*,
,»,Hugin®, Fertodi“ a LAron“'. Vaccinium corymbosum L.
(syn. V. covilleanum Butkus et Pliszka) patri do ¢elade
Ericaceae. Cuéoriedky st spominané pre vysoky obsah
antokyanov, fenolovych kyselin (benzoovej a Skoricovej),
flavanolov, flavonolov, prokyanidinov a stilbénov®*. Spe-
cificky obsah uc¢innych latok je zaujimavy z hl'adiska za-
hradnictva a pre lahku dostupnost’ pre spotrebitelov.
Hrozno je jednou z najstarSich rastlin pestovanych clove-
kom®. S cielom zvy3it’ odolnost’ viniéa voéi uréitym choro-
bam sa ziskali viaceré nové medzidruhové hybridy spatnym
krizenim s eur6pskymi odrodami Vitis vinifera L**. Antoky-
anny st hlavné flavonoidy zodpovedné za Cervent farbu
odrdd vini¢a vzhladom na umiestnenie v koZzi bobul’. Je
dobre zname, Ze koncentracia antokyanu sa moze medzi
réznymi roénikmi daného kultivaru znacne lisit’ v dosled-
ku environmentélnych a agronomickych faktorov?.

Vzhl'adom na potencialne zdravotné prinosy ma ana-
Iyza obsahu antokyanov kI'i¢ovy vyznam, najmé pre ich
pouzitie v potravinarskej a doplnkovej vyrobe. V Eurdpe
su predavané mnohé potravinové doplnky obsahujiice ex-
trakty z tychto troch plodov, ziskané réznymi postupmi.
Ciel'om tohto vyskumu bolo porovnat’ dve metody pripra-
vy s ohl'adom na obsah antokyanov v troch komerénych
kultivaroch tychto plodov.

Materialy a metédy
Rastlinny material a chemikalie

Zozbieralo sa desat kilogramov zkazdého druhu
bobul: V. corymbosum "Berkeley' z Kriva na Orave (N49°
28'13", E19°47'34"); A. melanocarpa 'Nero', z PozdiSovce,
(N48°71'83", E21°84'41"); V. vinifera 'Lemberger', z ize-
mia PreSovskej univerzity (N48°5922", E21°13'35") na
Slovensku. Chemikalie analytickej kvality boli zakupené
od Sigma-Aldrich (Nemecko).
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Postup lyofilizacie a extrakcie

Po odstraneni stoniek a inych Casti rastlin sa plody
rozomleli a homogenizovali. Do zasobnikov z nehrdzave-
jucej ocele sa umiestnilo 187 g kazdého homogenatu
apotom sa skladovalo v lyofilizdtore GEA Lyophil
SMART® SL 2 (Kolin, Nemecko). Parametre lyofilizac-
ného procesu su uvedené v tab. I, podl'a postupu Michal-
czyka a spol.?. Lyofilizaty a homogenaty Gerstvého ovocia
boli pripravené na extrakciu nasledovne: pomer extrahova-
ného materidlu/rozpustadla bol 1:10; proces extrakcie
rozpustadlom prebiehal pocas jednej hodiny za staleho
mieSania v zmesi metanol: voda: kyselina mravcia (70:
29:1, v/v/v). Zmes sa potom ochladila na —10 °C, nasledo-
vala filtracia a kvantitativny prenos s 10 ml metanolu do
odparovacej banky. Kone¢ny objem extraktu z rotacnej
odparky bol 2 ml. Na kvantitativny prenos vysledného
zvySku sa pouzili 3 ml 1% kyseliny mravcej v metanole
a extrakty sa uskladnili v mraznicke pri teplote —20 °C.
Postup sa opakoval trikrat. Koncentrovanie extraktov sa
uskutocnilo na rotacnej odparovacke: odparovanie sa zaca-
lo pri tlaku 10 az 15 kPa. Nasledne sa tlak znizil na asi
5 kPa. Konecné odparenie rozptstadla sa uskutocnilo pri
zvySkovom tlaku asi 2,5 kPa.

Kvantitativna a kvalitativna analyza

ESI-LCMS-IT-TOF (Shimadzu, Japonsko) pristroj
bol pouzity na kvalitativne a kvantitativne sledovanie anto-
kyanov za nasledujucich podmienok: HLPC: Shimadzu
HPLC systém, systémovy kontrolér: CMB — 20A, bindrne
cerpadlo LC — 20AB, automaticky davkova¢ SIL — 20A,
stojan na vzorky — 1,5 ml /105 injekénych liekoviek, rara:

Tabulka I
Parametre lyofilizacného procesu
Krok Teplota Tlak v Cas
produktu komore [min]
[°C] [kPa]
Nakladanie 5 100 -
Zmrazovanie -23 100 60
Zmrazovanie -23 100 120
Evakuacia -23 20 30
Primarne susenie 0 20 120
Primarne suSenie 0 20 615
Primarne suSenie 15 20 60
Primarne susenie 15 20 555
Sekundarne susenie 35 10 60
Sekundarne susenie 35 10 540
Prevzdusnovanie 100 -
Trvanie procesu 2160

lyofilizacie
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CTO - 20A, LCMS: koléna C18 (150 x 3 mm, 5 pm), pH
v rozmedzi 27, prietok: 0,8—1,2 ml min'. MS: Shimadzu
LCMS-IT-TOF®, softvér: LCMS Solution®, Formula
predictor®.

Separacia antokyanov sa uskutocnila gradientovou
chromatografiou na koléne s reverznou fazou s pouZitim
externého S$tandardu modifikovanou metdédou povodne
podla Ksonzekovej a spol.””. VzhFadom k tomu, Z¢ medzi
potencialne zistovanymi antokyanmi sa vyskytuje viacero
latok s identickou mdlovou hmotnost'ou, ako napr. kyani-
din-3-O-galaktozid a kyanidin-3-O-glukozid, ktoré maju
identicki hodnotu m/z i6nov [M+H]" , bolo nutné prispod-
sobit’ podmienky HPLC analyzy tak, aby tieto latky eluo-
vali v odlisnych ¢asoch. Zlozenie mobilnej fazy bolo na-
sledovné: A: acetonitril, B: kyselina mrav¢ia vo vodnom
roztoku (pH 2,35) 0,19 mol dm?, prietok: 0,3 ml min”!,
injekény objem: 20 pl, teplota kolony: 40 °C, doba:
40 min; priebeh gradientovej elicie (¢as A/B): 0,0-10,0
min 10/90, 10,0-20,0 min 20/80, 20,0-33,0 min 50/50,
33,0-40,0 min 10/90. Parametre kvalitativnej analyzy po-
mocou hmotnostnej spektrofotometrie s elektrosprejovou
ionizaciou boli nasledovné: teplota CDL: 250 °C, prietok
N, (nebulizér): 1,50 Imin~', N, (suSiaci plyn), tepelny
blok: 250 °C, ¢as analyzy: 40 min, MS s manualnym ske-
novanim a rozsah analyzy: m/z 150,0000-800,0000. Ko-
mercne Cisté antokyany (kyanidin-3-O-galaktozid, kyanidin-
3-O-glukozid,  malvidin-3-O-galaktozid,  malvidin-3-O-
-glukozid, kyanidin-3,5-di-O-glukozid, kyanidin-3-O-
-glukozid, 3-O-rutinozid a pelargonidin-3-O-glukozid
v koncentraciach 13,34 mg 1, 95,2 mg 1! a 667 mg 1) sa
pouzili na overenie Uplnej separacie na HPLC kolone
a tiez k informaciam o MS a MS? podas experimentu. Cel-
kovy obsah stanovenych antokyanov bol vyjadreny ako
mg ekvivalentov kyanidin-3-glukozidu na kg Ccerstvej
hmotnosti (fresh weight, FW) zo spektrofotometricky sta-
novenych koncentracii vzoriek pri rozdielnom pH podla
nasledujiceho prepoétu: (A x Mw x DF x 10%)/(e x a).
A predstavuje rozdiel absorbancii meranych pri 520 a 700
nm (A520 — A700)pH1 — (A520 — A700)pH4,5. Mw — moleku-
lova hmotnost’ kyaninid-3-O-glukozidu (449,2 gmol™),
DF — faktor riedenia, a — opticka diZka kyvety, € — molarny
absorpény koeficient pre kyaninid-3-O-glukozid (26900
dm® cm™ mol™).

Statistick4 analyza

Na statistické vyhodnotenie Gc¢innosti lyofilizaéného
procesu a porovnanie vytaznosti extrakcie rozpustadlom
alyofilizdcie boli pouzit¢ neparametrické Kruskal-
Wallisove a Wilcoxonove testy (STATISTICA, Ver. 10
StatSoft, USA).
Vysledky

Kvalitativna analyza

Rozne antokydny boli identifikované pomocou
LC-MS analyzy s pouzitim potvrdzovacieho algoritmu.
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Hmotnostné spektra antokyanov boli ziskané ionizaciou
elektrosprejom v pozitivnom moéde. V priebehu celého
experimentalneho procesu v Ziadnych bobuliach nebol
najdeny ani kyanidin-3-O-rutinozid ani pelargonidin-3-O-
-glukozid (tab. II).

Kvantitativna analyza

Stanovenie antokyanov sa uskutocnilo pomocou
HPLC v reverznej faze s gradientovou elliciou s pouzitim
externej Standardnej kalibracnej krivky (obr. 1). Vysledny
obsah pevnej latky po lyofiliz4cii bol 23,49 + 1,16 g pre
V. corymbosum, 3429 + 0,36 g pre A. melanocarpa
a 40,59 £ 0,79 g pre V. vinifera, z pociatocnej celkovej
hmotnosti 187 g homogenatu.

Tabulka II

Plivodni a metodické prace

Vysledky ukazuju priemerny celkovy obsah antokya-
ov v metanolovom extrakte z hrozna 1576,3 + 132,5
mgkg! FW a s 2,1-nasobnym zvysenim, teda 3325,3 +
156,7 mg kg™' FW v lyofilizate. Pre antokyany ¢ucoriedky
bol priemerny obsah v metanolovom extrakte 364,3 +
49,35 mg kg™ FW na rozdiel od 2840,4 + 123,8 mg kg™’
FW v lyofilizovanom stave, s 7,8-nasobnym zvySenim pri
lyofilizacii. NajvysSie mnozstva antokyanov sme ziskali
v extrakte z EuGoriedok s hodnotami 3963,2 + 140,2 mg kg™
FW a s 3,7-ndsobnym zvySenim pri lyofilizacii (14758,8 +
2352 mg kg™ FW).

Koncentracie jednotlivych antokyaninov zistené
v metanolovych a lyofilizovanych extraktoch z troch typov
bobul’ st uvedené v tab. IIl. Najvyssi obsah antokyanu
malvidin-3-O-glukozidu bol detegovany v lyofilizatoch

Kvalitativna analyza antokyanov v bobuliach — Vaccinium corymbosum L., Vitis vinifera L., Aronia melanocarpa L.

Antokyan Retencny cas Molekularny ién Fragmentacny i6n
[min]

V. corymbosum

Delfinidin + 3 hexozy 3,105 627,16 465,10
303,05

Delfinidin-3-O-galaktozid 3,118 465,10 303,05
Delfinidin-3-O-glukozid 3,905 465,10 303,05
Delfinidin-3-O-arabinozid 5,067 435,09 303,05
Kyanidin-3-0-galaktozid 5,290 449,11 287,06
Kyanidin-3-0-glukozid 6,023 449,11 287,06
Petunidin-3-O-galaktozid 6,083 479,12 317,07
Petunidin-3-0-glukozid 6,267 479,12 317,07
Kyanidin-3-0O-arabinozid 7,334 419,09 287,06
Petunidin-3-0O-arabinozid 8,954 449,11 317,07
Peonidin-3-O-galaktozid 9,233 463,13 301,07
Malvidin-3-O-galaktozid 10,91 493,13 331,08
Malvidin-3-O-glukozid 13,22 493,13 331,08
Malvidin-3-O-arabinozid 16,39 463,12 331,08

V. vinifera
Delfinidin-3-O-glukozid 4,216 465,10 303,05
Kyanidin-3-O-glukozid 6,130 449,11 287,06
Petunidin-3-0-glukozid 7,156 479,12 317,07
Peonidin-3-O-glukozid 11,45 463,13 301,07
Malvidin-3-O-glukozid 13,43 493,13 331,08

A. melanocarpa
Kyanidin-3,5-O-diglukozid 4,305 611,16 449,11

287,06

Kyanidin-3-O-galaktozid 5,290 449,11 287,06
Kyanidin-3-0-glukozid 6,023 449,11 287,06
Kyanidin-3-0O-arabinozid 7,188 419,09 287,06
Kyanidin + pent6za 12,57 419,09 287,06
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Obr. 1. Ukazka HPLC analyzy obsahu antokyanov

v Cerstvych bobuliach vini¢a. Podmienky uvedené v texte

Tabul’ka III

Plivodni a metodické prace

V. corymbosum a V. vinifera. Podobne vysoky obsah kya-
nidin-3-O-galaktozidu a kyanidin-3-O-glukozidu bol na-
jdeny v metanolovom extrakte z plodov A. melanocarpa.
Zd’aleka najvyS$§i obsah antokyanov, kyanidin-3-O-
-glukozidu a kyanidin-3-O-galaktozidu bol néajdeny
v lyofilizovanych cucoriedkach. Hodnoty kyanidin-3-O-
-glukozidu sa pouzili na kvantitativne hodnotenie lyofili-
zovanych a metanolovych extraktov Kruskal-Wallisovym
testom®° vo vietkych extraktoch. Jeho obsah sa vyrazne
lisil v extraktoch (df = 2, N = 15, 12,3750, p = 0,0021) po
viacnasobnom porovnani hrozno/arénia, ako aj po viacna-
sobnom porovnani CucCoriedky/arénia (df = 2, N = 15,
12,5000, p = 0,0019).

Extrakty z ar6nie, bud’ metanolové extrakty alebo
lyofilizaty, vykazovali najvyssi obsah kyanidin-3-O-
-glukozidu. Priemerna hodnota metanolovych extraktov
bola 1488,2 mgkg' FW a lyofilizatov 5492,7 mg kg™
FW, Co predstavuje 3,7-nasobné zvysenie (tab. III). Pre
Cucoriedky bol narast obsahu kyanidin-3-O-glukozidu
v lyofilizatoch priblizne 1,6-nasobny, s priemernymi hod-
notami pre extrakty metanolu 33,76 mg kg ' FW a 54,01
mg kg™' FW pre lyofilizaty (tab. IIT). Najvyssie mnoZzstva
boli zistené v hrozne, kde obsah kyanidin-3-O-glukozidu
v metanolovom extrakte bol 12,71 mgkg' FW a 178,8

Statistické vyhodnotenie obsahu antokyanov (mg/kg FW) v extraktoch z procesu extrakcie rozptstadlom a lyofilizacie

MeOH exktrakcia Lyofilizacia
Antokyany strednd hodnota SD CcvV strednd hodnota SD cv
(min-max) [%] (min-max) [%]
Vaccinium corymbosum "Berkeley'
Kyanidin-3-O-galaktozid 64,46 4,77 7,40 537,7 44,03 8,18
(61,15-71,46) (485,7-586,3)
Kyanidin-3-0-glukozid 33,76 4,74 14,05 54,01 14,20 26,30
(28,74-39,00) (30,89-64,87)
Malvidin-3-O-galaktozid 230,0 36,57 15,90 20714 161,9 7,81
(200,1-282,3) (1870,0-2266,2)
Malvidin-3-0-glukozid 36,05 2,38 6,62 177,3 18,98 10,70
(32,99-38,10) (151,3-204,9)
Vitis vinifera '"Lemberger’
Kyanidin-3-O-glukozid 12,71 2,17 17,06 178,8 85,05 47,57
(10,53-16,04) (89,40-308,9)
Malvidin-3-0-glukozid 536,2 122,9 21,81 3146,5 521,5 16,57
(436,8-721,5) (2283,1-3674,1)
Aronia melanocarpa 'Nero'
Kyanidin-3,5-O-diglukozid 13,37 0,69 5,16 76,51 1,47 1,92
(12,61-14,55) (74,61-78,36)
Kyanidin-3-0-galaktozid 2461,7 169,1 6,86 9189,6 276,8 3,01
(2170,3-2666,3) (8930,9-9662,6)
Kyanidin-3-0-glukozid 1488,2 147,8 9,92 5492,7 770,0 14,01

(1306,0-1687,9)

(4849,5-6797.,5)
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mgkg" FW v lyofilizite, &o predstavuje priblizne
14,06-nasobné zvysenie (tab. I1I). Wilcoxonov test ukazal
zavislost’ medzi obsahom antokydnov a extrakénou meto-
dou z arénie a hrozna (p = 0,043).

Napriek tomu, Ze proces lyofilizacie vedie k zvySeniu
obsahu antokydnov vo vSetkych extraktoch. Vysledky
ukazali, ze pocas lyofilizaéného procesu dochadza
k degradacii vyznamného mnozstva kyanidin-3-glukozidu.
Potvrdzuje to relativne vysoky variacny koeficient
(tab. IIT) pre obsah kyanidin-3-O-glukozidu v metanolo-
vych extraktoch a lyofilizatoch (14,05-26,30 % pre ¢uco-
riedky, 17,6-47,58 % pre hrozno a 9,92— 2,14 % pre aro-
nie). Koeficienty varidcie pre ostatné antokyany boli
v rozpiti od 1,925 do 9,928 % pre ardnie, 16,57-21,82 %
pre hrozno a 7,407-15,90 % pre ¢ucoriedky.

Diskusia

Antokyany su velmi dobre rozpustné v polarnych
rozpustadlach, lahko sa extrahuji vodou, metanolom
a etanolom®. Konkrétne sa zistilo, ze metanol je vo vieo-
becnosti ucinnejsi pri extrakceii polyfenolov s nizSou mole-
kulovou hmotnost'ou, pricom sa dosiahli najlepsie vytazky
extrakcie antokyanov pridanim slabych organickych kyse-
lin, ako je kyselina mravdéia, kyselina octova atd’., ktoré
zabrafiuju ich oxidacii’'. Hua aspol.”? a Thao aspol.*
urcili pre extrakciu antokyanov najlepsie pomery rozpus-
tadla/suroviny v pomere 1:10 a 1:20. V nasej studii bola
taktiez dodrzand odporucana doba extrakcie 60 min
(cit.**). Ugelom §tidie bolo porovnat’ u&innost extrakcie
rozpustadlom a lyofilizacie pre tri druhy bobul’ stanove-
nim obsahu celkovych antokyanov.

Vysledky niekolkych §tadii zhrnutych Jovancevicom
a spol.” sa zhodujii, e ¢udoriedky su charakteristické 15
antokyanovymi glykozidmi (5 antokyanov je kombinova-
nych s galaktézou, glukdzou a arabinézou). Koncentracie
antokyanov mozu byt ovplyvnené podmienkami prostre-
dia a genetickymi rozdielmi. Stupen ich akumulacie vsak
zavisi predovsetkym od svetelnych podmienok a nizkych
teplot. U V. corimbosum sme zistili pritomnost’ piatich
antokyanov v kombindcii s vyssie uvedenymi sacharidmi.
Obsah antokyanov sthlasi so =zisteniami Diaconeas
a spol.*, pricom ich mnoztsvo sa li§i medzi odrodami.
V porovnani so §tadiou Pereira a spol.*” bol obsah malvi-
dinu-3-0-galaktozidu najvyssi (tab. II); avSak peonidin-3-
-O-arabindza zistena nebola. Nase vysledky potvrdzuju
uspesnost’ metody extrakcie rozpustadlom. Celkovy obsah
antokyanov v lyofilizovanych extraktoch predstavoval
7,8-nasobné zvysenie obsahu v porovnani s extrakciou
rozpustadlom.

Najvyssi obsah jednotlivych antokyanov bol zisteny
v bobuliach arénie 'Nero'. Extrakty vykazovali najvyssi
obsah nielen v metanolovom extrakte (3963,2 mg kg
FW), ale aj v lyofilizovanom stave (14758,8 mg kg ' FW),
kde sa celkovy obsah zvysil az na 3,7-nasobok. Ardnie
patria k najbohat§im rastlinnym zdrojom antokyanov, kto-
ré obsahuji najméd glykozidy, predstavujuce priblizne
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25 % celkového obsahu polyfenolov*®*. V nadej $tadii
sme nasli len kyanidinové glykozidy. Hoci mnozstvo anto-
kyanov z extrakcie rozpustadlom (3963,2 mg kg™' FW) je
niz§ie ako mnoZstvo stanovené pre kultivar 'Nero' z rdz-
nych oblasti, ako je uvedené v Hwang a Thi*’, vysoky
obsah kyanidinu-3-0-galaktozidu je totozny s Uidajmi uva-
dzanymi pre koncentrat §tavy zarénie*’. V nasej $tadii
vSak bolo zistené mnozstvo kyanidin-3-O-galaktozidu
v lyofilizovanych extraktoch ovela vyssie ako najvysSie
mnozstva detegované Hwangom a Thi*® z oblasti Sangju.
Najvy$§i obsah bol pozorovany pre kyanidin-3-O-
-glukozid. Bolo ho len asi trojndsobne menej ako kyanidin
-3-0O-galaktozidu, ale v uvedenych S§tidiach bol obsah az
15 az 20x niz8i.

Podobne sme zistili pritomnost’ kyanidin-pent6z. Ho-
ci Brazdauskas a spol.*’ identifikovali iné antokyaniny,
ako je napriklad delfinidin arabinozid, petunidin
p-kumaroylglukozid alebo peonidin-glukozid, rozdiel je
v mnozstve diglukozidu. Identifikovali sme antokyany
glykozylované iba glukdzou (tab. III) a niz§im mnoZstvom
kyanidinu v hrozne cv 'Lemberger', ako uz bolo uvedené
v extraktoch z celych bobul’ z r6znych odrdd cerveného
hrozna®. Podla zistenych profilov antokyanov v tejto $ti-
dii, antokyany s kyanidinom sa vyskytovali v odrodach
V. vinifera v niz8ich mnozstvach. Priemerné mnozstva
jednotlivych pigmentov boli 49 % malvidin-3-O-gluko-
zidu, 12 % malvidin-3-0-(6'-O-kumaroyl)glukozidu, 10 %
peonidin-3-O-glukozidu, 6 % petunidinu-3-O-glukozidu
a6 % delfidin-3-O-glukozidu, s vyznamnym obsahom
malvidin-3-O-glukozidu. Po procese lyofilizacie sa v po-
rovnani s metanolovym extraktom pozoroval viac ako
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dobné zisteniam Luki¢a a spol.”’. V porovnani s kvantifi-
kovanym obsahom tej istej odrody sa zistili vyssie hladiny
kyanidin-3-O-glukozidu**.

Vytazok lyofilizacie sa medzi plodmi liSil. Ako vy-
plyva zo Statistického spracovania, tato skutoCnost’ bola
ovplyvnena viacerymi faktormi; najmé zlozenim lyofilizo-
vanych plodov. Plody ¢ucoriedky sa skladaju najmé z po-
kozky a duziny, pricom podstatna Cast’ matrix je voda.
Bobule hrozna vSak obsahuje okrem pokozky a duZiny aj
jadierka, ktoré zvySuji hmotnost’ lyofilizacného produktu,
¢im ovplyviiuju Gcinnost’ lyofilizacného procesu. Lyofili-
zaty vSak tiez vykazovali niekolkokrat vysSie mnozstva
antokyanov. Bolo pozorované, ze zahrievanie na 40—60 °C
vyznamne neovplyviiuje celkovi koncentraciu antokya-
nov**, naopak, ohrev na teploty nad 60 °C celkovu koncen-
traciu antokyanov moéze ovplyvnit. Dokonca bolo preuka-
zané, ze niz§i tlak pri procese suSenia vymrazovanim zvy-
$uje degradaciu®®.

Zaver

Mnozstvo a zlozenie antokyanov ukazané v predcha-
dzajucich studiach sa lisi aj v ramci odrdd. Z vysledkov
Stadie vyplyva, ze aj ked’ je celkovy obsah antokyanov
v lyofilizovanych  extraktoch niekolkonasobne  vyssi
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v porovnani s extrakciou rozpustadlom, hodnoty Stan-
dardnej odchylky a variacného koeficientu zo Statistického
vyhodnotenia a tiez z relativnych pomerov koncentricii
jednotlivych antokyanov v metanolovych extraktoch v
porovnani s lyofilizdtmi poukazuju na fakt, ze degradacia
vyznamného mnoZstva glukozidov (najmi kyanidin-3-O-
glukozidu) pocas procesu lyofilizcie je zrejma.

Radi by sme sa podakovali doc. prof. R. Mariychuko-
Vi za jeho skiusenosti a cenné pripomienky k procesu ex-
trakcie.

Tento vyskum bol podporeny projektom KEGA
018PU-4/2018: Inovacia metod a foriem vyucovania pred-
metu biochémie.
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Biologically active natural compounds (e.g., isopre-
noids, flavonoids, anthocyanins, alkaloids, organic acids,
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coumarins, etc.) have proven significant preventive and
curative effects in various diseases. In the present study,
we have provided a qualitative and quantitative monitoring
of anthocyanins in a methanolic extract and a freeze-dried
extract of three fruits rich in anthocyanin: blueberries of
Vaccinium corymbosum “Berkeley”, grapes of Vitis vinif-
era “Lemberger” and chokeberries of Aronia melanocarpa
“Nero”. The identification of anthocyanins was carried out
by the reverse phase liquid chromatography and mass
spectrometry. The results indicated that the average con-
tent of anthocyanins in the methanolic extract was lower
than in the freeze-dried extract. The highest content of
anthocyanins was obtained in chokeberry extracts. The
process of freeze-drying, however, leads to changes that
probably affect the biological activity via changes in the
ratio of biologically active compounds.

Keywords: anthocyanins, blueberry, aronia, grape, MeOH
extraction, lyophilisation
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Uvod

Ackoliv je stabilita u¢innych latek pro tcely stanove-
ni doby pouzitelnosti 1é¢ivych piipravkl obvykle studova-
na v rozsahu jednotek let, v posledni dobé se v literatute
diskutuji otazky degradace ucinnych latek takovych pii-
pravki v fadu desitek let'. To by v ptipadé nékterych latek
mohlo vyustit v podstatné prodlouzeni doby pouzitelnosti
daného 1é¢ivého pripravku, coz by mélo nezanedbatelné
ekonomické i ekologické dopady’. Mozné prodlouZeni
doby pouzitelnosti 1é¢ivého ptipravku obecné zavisi jak na
chemické struktufe U¢inné latky, tak na pouzité 1ékové
form&®. Lé¢ivé latky mohou na zakladé své chemické
struktury podléhat nejrizngjsim degradaénim reakcim®.
Nejcasteji se jedna o hydrolyzu, dehydrataci, isomerizaci
aracemizaci, eliminaci, oxidaci, nebo o interakci
s pfitomnymi pomocnymi, nebo jinymi uc¢innymi latkami.
Tyto reakce mohou byt ovlivnény fadou faktord, jako je
svétlo, teplota, vlhkost, pfistup vzduchu (vzdusna oxida-
ce), pH, nebo kontaminace mikroorganismy. Hlavni pozor-
nost dosud publikovanych studii o dlouhodobé stabilité
ucinnych latek v fadu desitek let je vénovana prevazné
injekénim formam 1é¢ivych ptipravki, zietelné méné Casto
jsou studovany pevné lékové formy (tablety, drazé, &ipky)'.
Ztejmou vyhodou injekénich forem 1éCivych ptipravki je
jejich hermetické oddéleni od okoli, které mlze piispét
k vétsi stabilité piipravku’’. Dosud nejstar§imi pevnymi
formami 1é¢ivych ptipravkil, u nichz byla studovéana jejich
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stabilita, nebo 1épe feceno slozeni po dlouhé dobé od jejich
piipravy, byly tablety o staii 40 let (cit.).

V této praci jsme studovali stabilitu pevnych forem
1é¢ivych pripravkt s obsahem alkaloiddi jako ucinnych
latek, pticemz stafi pfipravki bylo v rozmezi 23 az 73 let.
Struktury G¢innych latek a obaly studovanych vzorkl 1é¢i-
vych pfipravkll jsou uvedeny na obr. 1. K analyze byla
pouZita metoda HPLC-MS, konkrétni podminky byly mo-
difikaci v literatufe popsanych metod. Analyza vzorkd
probéhla v roce 2014, jeden piipravek byl analyzovan
v roce 2016.

Experimentalni ¢ast
Analyzované vzorky

Studované vzorky lécivych ptipravkl (obr. 1) pocha-
zely z Ceského farmaceutického muzea v Kuksu, nebo
sbirek Katedry analytické chemie PfF UK. Podminky skla-
dovani vzorki nejsou znamy, predpoklada se jejich uloze-
ni v temnu pfi laboratorni, resp. pokojové, teploté. Datace
vzorkli byla provedena bud na zaklad¢ vytisténé Sarze,
nebo v nekterych piipadech jen pfiblizné podle informaci
na obalu (podle nazvu firmy a udané ceny).

Vzorek I byly peroralni tablety ,,Codein phosphoric.
Dr. Heisler 0,05 g, vyrobené firmou Dr. Robert Heisler
v Chrasti u Chrudimi v rozmezi let 1944-1945 (v dobé
analyzy v roce 2014 tedy ve stati okolo 70 let), s deklaro-
vanym obsahem fosfore¢nanu kodeinu 0,05 g v jedné tab-
let¢. Tablety byly volné€ ulozeny v originalnim papirovém
obalu.

Vzorkem II-VI byly tablety s hydrochloridem ethyl-
morfinu jako ucinnou latkou, které byly k dispozici v né-
kolika Sarzich. Prvni tfi Sarze ptedstavovaly peroralni tab-
lety ,,Diolan“ vyrobené firmou Spolek pro chemickou
a hutni vyrobu v rozmezi let 1944-1945 (v dobé¢ analyzy
v roce 2014 tedy ve stari okolo 70 let), deklarovany obsah
byl 0,01 g (vzorek II), 0,015 g (vzorek III) nebo 0,03 g
(vzorek IV) hydrochloridu ethylmorfinu v jedné tableté.
Tablety byly volné uloZeny v originalnich papirovych oba-
lech. Ctvrtou Sarzi (vzorek V) byly perordlni tablety
,,Diolan“ vyrobené firmou Slovakofarma Hlohovec v roce
1952 (v dobé¢ analyzy v roce 2014 tedy ve stari 62 let),
deklarovany obsah hydrochloridu ethylmorfinu byl 0,03 g
v jedné tableté. Tablety byly uloZzeny v originalnim sklené-
ném obalu opatfeném plastovou zatkou. Patou Sarzi
(vzorek VI) byly peroralni tablety ,,Diolan“ vyrobené fir-
mou Spofa v roce 1991 (v dobé analyzy v roce 2014 tedy
ve staii 23 let), deklarovany obsah hydrochloridu ethyl-
morfinu byl 30 mg v jedné tableté. Tablety byly uloZeny
v originalnim sklenéném obalu opatfeném plastovou zatkou.
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Obr. 1. Struktury ucinnych litek a obaly studovanych vzorkii 1é¢ivych pFipravki

Vzorek VII byly peroralni tablety ,,Dilaudid hydr.“
vyrobené jako klinicky vzorek firmou Sanomedia (Praha)
v roce 1941 (v dobé analyzy v roce 2014 tedy ve stari
73 let), deklarovany obsah hydrochloridu hydromorfonu
byl 0,0025g v jedné tableté. Tablety byly ulozeny
v origindlnim sklenéném obalu opatfeném korkovou zatkou.

Vzorek VIII byly cipky ,,Syntophyllin®“ vyrobené
firmou Spolek pro chemickou a hutni vyrobu v roce 1948
(v dobé¢ analyzy v roce 2016 tedy ve stafi 68 let), deklaro-
vany obsah aminofylinu dihydratu 0,35 g v jednom ¢ipku.
Cipky byly jednotlivé obaleny originalnim obalem
z hlinkové folie.

Vzorek IX byly peroralni tablety ,,Papaverin-Thesal
vyrobené firmou Spofa v roce 1954 (v dobé¢ analyzy v roce
2014 tedy ve stari 60 let), deklarovany obsah ucinnych
latek byl 0,3 g theobrominu a 0,025 g hydrochloridu pa-
paverinu v jedné tableté. Tablety byly ulozeny v originalnim
sklenéném obalu opatfeném plastovou zatkou.

148

Chemikalie

Ke kvantifikaci G¢innych latek v analyzovanych vzor-
cich byly pouzity standardy: hemihydrat fosfore¢nanu
kodeinu Ph. Eur. 2012 97 % (Zentiva), ethylmorfin > 99 %
(Sigma-Aldrich), theofylin > 99 % (Sigma-Aldrich), the-
obromin > 99 % (Sigma-Aldrich) a papaverin hydrochlorid
> 98 % (Sigma-Aldrich).

Ostatni pouzité chemikalie byly (pokud neni udéano
jinak) analytickeé Cistoty: acetonitril pro HPLC (Lach-Ner),
amoniak 25% vodny roztok (Lach-Ner), mraven¢an amon-
ny (Sigma-Aldrich), mraven¢i kyselina 86% (Lachema),
octan amonny (Lach-Ner) a octova kyselina 80%
(Lach-Ner).
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Piiprava vzorki k analyze

V piipadé analyzy vzorkl ve formé tablet byly odva-
Zeny dvé tablety analyzovaného pfipravku, néasledn¢ ho-
mogenizovany v tfeci misce a odvazen podil, ktery byl
rozpustén v odmérné batice v piislusné mobilni f4zi. Roz-
tok byl pfefiltrovan pomoci stiikackového filmu porovitos-
ti 0,2 um (Whatmann). V piipadé vzorku VIII byl odvaze-
ny ¢ipek rozpustén v 250 ml mobilni faze v odmérné barn-
ce v ultrazvukové 14zni a nésledné piefiltrovan sklenénou
fritou S3. Ziskany filtrat byl dale nafedén mobilni fazi
v poméru 1:25.

Kapalinova chromatografie s hmotnosti detekci

Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci pro-
bihala na pfistroji UHPLC Nexera XR (Shimadzu) ve spo-
jeni s trojitym kvadrupdlovym hmotnostnim spektrome-
trem Agilent 6460 (Agilent Technologies). Hmotnostni
detekce probihala za pouziti elektrosprejové ionizace
v pozitivnim modu (ESI+). Jako zmlzovaci plyn byl pouzit
dusik (380 kPa). Jako susici plyn byl pouzit dusik o priito-
ku 11 dm® min", teplot& 350 °C a napéti na kapilaie 4 kV.
Rozsah méfeni byl 50-700 m/z. Ke kvantifikaci byla pou-
zita metoda kalibracnich zavislosti. Statistické vyhodnoce-
ni bylo provedeno z trojnasobné analyzy vzorku.
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Vysledky a diskuse

Bylo studovano devét vzorkt pevnych forem historic-
kych 1éCivych pripravkii s obsahem benzoisochinolino-
vych, xantinovych a isochinolinovych alkaloidii. Pfehled
dosazenych vysledkt poddva souhrnné tab. 1.

Vzorek 1

Vzorek I obsahoval jako u¢innou latku kodein, benzo-
isochinolinovy alkaloid vyuzivany pro antitusivni vlast-
nosti, méné pro ucinky analgetické. K analyze vzorku I
byla modifikovana metoda z literaturylo’“. Separace vzor-
ku I rozpu$téného v acetonitrilu probihala na koloné Pron-
tosil C18 (200 x 2,0 mm, 3,0 um; Bischoff Chromato-
graphy) izokratickou eluci s mobilni fazi obsahujici aceto-
nitril a 0,01 mol dm™ vodny mravenéanovy tlumivy roz-
tok (HCOOH/HCOONH,) o pH 3,00 v poméru 50:50 (v/v)
pfi pritoku 0,20 mlmin~'. Retenéni ¢as kodeinu byl
2,6 min, jeho identita byla potvrzena zméfenim ESI+
hmotnostnich spekter a jejich porovnanim s literaturou'*"
a spektrem ziskanym zméfenim standardu. V analyzo-
vaném vzorku I nebyly nalezeny zadné degradacni produk-
ty, ¢emuz odpovida i nalezeny obsah kodeinu 98,0 + 0,7 %
deklarovaného obsahu. Z hlediska stability byla v literatu-
fe popsana dlouhodoba stabilita kodeinu ve 2040 let sta-
rych tabletach, v nichz bylo nalezeno > 95 % deklarované-
ho obsahu litky*’. Podle stabilitnich studii pfispivaji

Tabulka I
Vysledky identifikace a stanoveni u¢innych latek v analyzovanych vzorcich pevnych forem 1é¢ivych piipravka
Vzorek  Staii/let  Uginna latka, CASRN m/z Nalezeno® / %
[M+HT dcefiné ionty
I 70 kodein, 76-57-3 300,3 282,3;243,1;225,1; 215,1; 199,1; 98,0+ 0,7
183,1
II 70 ethylmorfin, 76-58-4 3143 296,2; 257,1;239,1; 229,1; 213,1; 98,4+0,2
201,1; 183,2
11T 70 ethylmorfin, 76-58-4 3143 296,2; 257,1;239,1; 229,1; 213,1; 114,6 £0,7
201,1; 183,2
v 70 ethylmorfin, 76-58-4 3143 296,2; 257,1;239,1; 229,1; 213,1; 100,0+0,9
201,1; 183,2
\% 62 ethylmorfin, 76-58-4 3143 296,2; 257,1; 239,1; 229,1; 213,1; 117,9+04
201,1; 183,2
VI 23 ethylmorfin, 76-58-4 3143 296,2; 257,1; 239,1; 229,1; 213,1; 109,3+0,3
201,1; 183,2
vl 73 hydromorfon, 466-99-9  286,2 268,1; 255,1; 243,0; 229,0; 211,0; b
199,0; 185,0; 157,0
VI 68 theofylin, 58-55-9 181,1 124,0 104,9 £ 0,3°
IX 60 theobromin, 83-67-0 181,3 163,0; 138,0; 110,0 93,1+0,4
papaverin, 58-74-2 340,6 324,2;296,1;250,1 202,0; 171,0 53,7+0,8

 Vztazeno k deklarovanému obsahu. ® Nestanoveno pro nedostupnost standardu. ¢ Piepo¢itano na &isty theofylin.
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k degradaci kodeinu zejména neutralni a alkalické pH
avyssi teplota, degradacnimi reakcemi jsou predev§im

oxidace a isomerizace'>'*.

Vzorky II-VI

Utinnou latkou ve vzorcich II-VI byl ethylmorfin,
synteticky derivat morfinu produkovany alkylaci morfinu,
¢imz se dosahne sniZeni analgetického a zvySeni antitusic-
kého tcinku. K analyze vzorkt II-VI byla pouZita modifi-
kace v literatufe popsané metody'"'’. Separace vzorku
rozpusténého v acetonitrilu probihala na koloné¢ Watrex
RP C18 (250 x 4,0 mm, 5 um) izokratickou eluci s mobilni
fazi obsahujici acetonitril a 0,01 mol dm > vodny mraven-
canovy tlumivy roztok (HCOOH/HCOONH,) o pH 3,00
v poméru 40:60 (v/v) pii pritoku 0,65 ml min ', Retenéni
¢as ethylmorfinu byl 6,3 min, jeho identita byla potvrzena
zméfenim ESI+ hmotnostnich spekter a jejich porovnanim
s literaturou'®'” a spektrem ziskanym zméfenim standardu.
V analyzovanych vzorcich II-VI nebyly nalezeny Zadné
degradac¢ni produkty, nalezeny obsah ethylmorfinu odpo-
vidal obsahu deklarovanému. U vzorkd III, V a VI byly
nalezeny vyssi obsahy ethylmorfinu, coz lze vysvétlit chy-
bou pii vyrobé, resp. nedokonalosti kontrolnich metod
v dobé vyroby danych lécivych ptipravkl. Z hlediska sta-
bility byla v literatufe popsana pouze stabilita ethylmorfinu
v roztocich, kde kdegradaci pfispivdA neutrdlni pH
a ptitomnost kysliku'®, hlavni degrada&ni reakei je hydrolyza.

Vzorek VII

Vzorek VII obsahoval jako tcinnou latku hydromor-
fon, hydrogenovany keton morfinu s asi pétkrat vysSim
analgetickym ucinkem nez ma samotny morfin. Vzhledem
ke strukturni podobnosti hydromorfonu s ethylmorfinem
byla pro analyzu vzorku VII pouzita metoda popsana vysSe
u analyzy vzorkt II-VI. Retenéni ¢as hydromorfonu byl
5,8 min, jeho identita byla potvrzena zméfenim ESI+
hmotnostnich spekter a jejich porovnanim s literaturou'*2.
Protoze nebyl k dispozici standard hydromorfonu, nebylo
mozné kvantifikovat jeho obsah ve vzorku. Vzhledem
k tomu, Ze ve vzorku nebyly detegovany zadné degradacni
produkty hydromorfonu, 1ze usuzovat na jeho dlouhodo-
bou stabilitu v tomto 1éCivém piipravku. Tento zavér lze
podpotit vysledky rozsahlych studii o stabilité strukturné
ptibuzného morfinu v 1é¢ivych ptipravcich, které ukazuji,
ze degradace morfinu je urychlovana pfitomnosti kysliku
a pii vy$$im pH roztoku, zatimco teplota a svétlo maji na
degradaci jen maly vliv?'.

Vzorek VIII

Utinnou latkou vzorku VIII byl aminofylin, smés
xantinového alkaloidu theofylinu (uzivan pro bronchodila-
tacni ucinky pii 1é¢be respiracnich onemocnéni) a ethylen-
diaminu v poméru 2:1. Uelem ethylendiaminu je zvySo-
vat rozpustnost theofylinu. K analyze vzorku VIII byla
modifikovana metoda z literatury””, separace vzorku roz-
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pusténého v mobilni fazi probihala na koloné¢ Zorbax Ec-
lipse C18 (150 x 4,6 mm, 3,5 um; Agilent) izokratickou
eluci s mobilni fzi obsahujici acetonitril a 0,02 mol dm
vodny  acetatovy  tlumivy  roztok  (CH;COOH/
CH;COONHy,) o pH 4,00 v poméru 20:80 (v/v) pfi pritoku
0,50 ml min"". Retenéni &as theofylinu byl 3,9 min. Identi-
ta theofylinu byla potvrzena zmétenim ESI+ hmotnostnich
spekter a porovnanim s literaturou”** a spektrem ziska-
nym zméfenim standardu. Analyzou vzorku VIII nebyly
nalezeny zadné degradacni produkty, ¢emuz odpovida
inalezeny obsah theofylinu 104,9 + 0,3 % deklarovaného
obsahu (po pfepocitani na Cisty theofylin). Z hlediska sta-
bility byla v literatufe popsana dlouhodob4 stabilita a uc¢in-
nost theofylinu ve 35 let starych tabletach, ve kterych bylo
nalezeno 90 % deklarovaného obsahu latky>. Za stresové
faktory zvySujici degradaci theofylinu byly uréeny zejmé-
na kyselé pH a vy3si teplota®?.

Vzorek IX

Vzorek IX obsahoval jako ucinné latky dva alkaloidy.
Prvnim byl xantinovy alkaloid theobromin, pochazejici ze
semen kakaovniku pravého, dfive uzivany pro vasodilatac-
ni a diuretické Gc¢inky. Druhym pak isochinolinovy alka-
loid papaverin, ziskavany z opia, s U€inky spasmolyticky-
mi a vasodilatacnimi. K analyze vzorku IX byla pouzita
metoda navrzend na zékladé literatury'®?’ 2, separace
vzorku rozpusténého ve smési acetonitril—voda v poméru
50:50 (v/v) probihala na kolon¢ Watrex RP CI18
(250 x 4,0 mm, 5 um) izokratickou eluci s mobilni fazi
obsahujici acetonitril a 0,01 mol dm™ vodny mravengano-
vy tlumivy roztok (HCOOH/HCOONH,) o pH 3,00 v po-
méru 50:50 (vA) pii pritoku 0,65 ml min~'. Retenéni &as
theobrominu byl 2,9 min, papaverinu 4,7 min (obr. 2).
Identita obou alkaloidii byla potvrzena zméfenim ESI+
hmotnostnich spekter a jejich porovnanim s literaturou
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Obr. 2. HPLC/MS chromatogram analyzovaného vzorku IX
(peroralni tablety ,,Papaverin-Thesal“) v ESI+ médu. Piky
(I) theobromin, (II) papaverin. Méfeno na kolon¢ Watrex RP C18
(250x4 mm, 5um) s mobilni fazi obsahujici acetonitril
20,01 mol dm* vodny mraven¢anovy tlumivy roztok (HCOOH/
HCOONH,) o pH3,00 v poméru 50:50 (v/v) pii pratoku
0,65 ml min™
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23,2430 10,29,31

(pro theobromin , pro papavenin ) a spektrem
ziskanym zmétenim standardu. Analyzou vzorku IX neby-
ly nalezeny zadné degradaéni produkty, stanoveny obsah
theobrominu odpovida 93,1 + 0,4 % deklarovaného obsa-
hu. V ptipadé¢ papaverinu bylo ale ve vzorku IX stanoveno
pouze 53,7+ 0,8 % deklarované hodnoty, coz vzhledem
k neprokazané degradaci latky (nepfitomnosti moznych
degradacnich produktt papaverinaldinu ani papaveri-
nolu®?), 1ze pravdépodobné vysvétlit jako chybu pii vyro-
bé. Pro stabilitu theobrominu neposkytuje literatura pod-
statné udaje, je nicmén¢ znamo, ze jeho roztoky se rozkla-
daji za varu®, ptipadné v alkalickém pH (cit.**). U papave-
rinu je z hlediska dlouhodobé stability popséana jeho oxida-
ce na papaverinaldin a papaverinol, ktera probiha pouze
v roztocich®.

Zavér

Analyzou deviti historickych vzorkt pevnych 1éko-
vych forem (tablety a Cipky) byla zjisténa dlouhodoba
stabilita u¢innych latek ze skupiny alkaloidi. Z pohledu
ucinné latky by tedy studované piipravky vyhovély usta-
novenim 1ékopist, které pozaduji obsah v rozmezi 95—
105 % deklarovaného obsahu. Na druhou stranu je tieba
upozornit, ze k pouzitelnosti konkrétniho pfipravku patii
i mnohé dalsi parametry. Jedna se o prvni studii stability
pro pevné 1ékové formy ve staii okolo 70 let. Zjisténa sta-
bilita ucinnych latek koresponduje s dlouhodobou stabili-
tou jinych molekul se skupiny alkaloidu (alkaloidy ipeca-
cuanhy) ve farmaceutickych vzorcich z 18. stoleti®.
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K. Nesmérik®’, K. Kudladek’, P. Kozlik®,
M. Sticha®, P. Vasitkova®, and J. Babica® (“ Department
of Analytical Chemistry, Faculty of Science, Charles Uni-
versity, Prague; " Section of Chemistry, Faculty of Sci-
ence, Charles University, Prague, © Czech Pharmaceutical
Museum, Faculty of Pharmacy, Charles University, Kuks):
Long-Term Stability of Alkaloids in Solid Dosage
Forms

There are only few studies showing that shelf-lives of
pharmaceutical preparations are often longer than expira-
tion dates (which usually range from 3 to 5 years). The
objective of the study was to determine the content of nine
solid dosage forms of pharmaceutical preparations with the
alkaloid content ranging in age from 23 to 73 years by
means of HPLC-MS/MS. Codeine, ethylmorphine, hydro-
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morphone, aminophylline, theobromine, and papaverine
were the active pharmaceutical ingredients of the analyzed
preparations. The conditions for analysis on the reverse
phase C18 of the preparations under study were modified
according to literature and optimized. The compounds
were identified by ESI+ tandem mass spectrometry. The
quantification of the active pharmaceutical ingredient in
a particular preparation was based on calibration depend-
ence. There was no evidence of any alkaloid degradation
in the pharmaceutical preparations analyzed, and the found
content ranged from 93 to 113 % of that declared (with the
exception of the papaverine preparation, where the found
content of 53.8 % is interpretable by a manufacturing error).

Keywords: HPLC-MS, long-term stability, degradation,
shelf-life, alkaloid
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1. Uvod

Lipoxygenazy (LOX, EC 1.13.11.x) patria do rodiny
enzymov peroxidujucich lipidy, ktoré katalyzuju dioxyge-
naciu polynenasytenych mastnych kyselin (PNMK)
s obsahom cis,cis-1,4-pentadiénového systému. Aktivne
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miesto v katalytickej doméne obsahuje nehémovo viazany
i6n Zzeleza. LOX reakcie moZu iniciovat’ syntézu signdl-
nych molekul a Strukturalne a metabolické zmeny v bunke
za roznych patofyziologickych podmienok. V cicavc¢ich
bunkach kyselina arachidéonova (AA) (C20:A4, ©-6)
a kyselina linolova (LA) (C18:A2, -6) (cit.") st najéastej-
Sie PNMK, ktoré sluzia ako substrat pre rézne izoenzymy
zivo¢iSnych LOX. Vo vSeobecnosti cicavéie LOX preferu-
ju voIné mastné kyseliny (MK) ako substrat, ale st schop-
né poOsobit’ aj pocas ich vézby v Struktirach fosfolipidov,
esterov cholesterolu a lipoproteinov?. Oxygenacia PNMK
uc¢inkom LOX je zdrojom vysoko aktivnych bioregulato-
rov a lipidovych mediatorov, ktoré maju kl'ucovu ulohu
v patogenéze zapalovych, nadorovych, kardiovaskular-
nych, neurodegenerativnych a inych ochoreni.
Z primarnych metabolitov LOX cesty (hydroperoxy-
eikosatetraénové kyseliny (HPETE) a hydroxyeikosatet-
raénové kyseliny (HETE)) sa tvoria bioaktivne lipidové
mediatory — leukotriény, lipoxiny, hepoxiliny, eoxiny,
resolviny a protektiny®*.

Miesto dioxygenacie dvojitej vézby v Strukture
PNMK urcuje nomenklataru cicav¢ich lipoxygendz. Na
zaklade polohovej Specifity st lipoxygenazy kategorizova-
né ako 5-LOX, 8-LOX, 12-LOX a 15-LOX. Tieto izoenzy-
my LOX st polohovo a priestorovo Specifické, a tak sa
vysledné eikosanoidy liSia nielen v polohe oxidacie, ale aj
chiralitou, ktora je kli¢ovym faktorom ich biologickej
aktivity’. U ¢loveka sa nachadza $est’ réznych génov kodu-
jucich rozne izoenzymy LOX, ato ALOXS5, ALOXI2,
ALOXI12B, ALOXI15, ALOXI5B a ALOXE3. Jednotlivé
izoenzymy LOX sa od seba odliuju svojou funkciou
a bunkovou a tkanivovou distribticiou®’.

V sticasnosti sa vyskum zameriava na vyhladavanie
terapeuticky ucinnych inhibitorov LOX s roznym mecha-
nizmom inhibi¢ného UCinku. V snahe najst’ selektivne
a u¢inné LOX inhibitory sa testuju tak novo syntetizované
zliceniny, ako aj sekundarne metabolity rastlin. Aktudlne
sa pozornost venuje rastlinnym metabolitom zo skupiny
fenolickych latok (polyfenoly), ktoré preukazuji oxidore-
dukéné aktivity, ale mozu byt zapojené aj do Struktural-
nych a metabolickych zmien v bunke v pripade réznych
ochoreni.

Cielom predlozenej prace je hodnotenie vyznamu
biologickej tulohy polohovo a priestorovo Specifickych
izoenzymov LOX, ich §truktary, regulécie aktivity a géno-
vej expresie pri vyhl'addvani u¢innych inhibitorov zo sku-
piny polyfenolov. Z hl'adiska perspektivneho vyuzZitia pre-
zentovanych LOX inhibitorov, ako potencidlnych terapeu-
ticky u¢innych latok, je potrebné poznanie mechanizmu
ich u¢inku, ktory je diskutovany ako integralna sucast
tejto prace.
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2. Vyznam izoenzymov lipoxygenaz pri 5-LOX vyzaduje k aktivacii maly membranovy prote-
vyhladavani potencialnych inhibitorov in FLAP (5-LOX aktivujuci protein), s ktorym vytvara
komplex. Enzym viazany v tomto komplexe premiefia AA

Pri $tadiu LOX je esencialne objasnenie uloh ich me- cez 5-HPETE a 5-HETE, na leukotrién A4 (LTA4) — epo-

tabolitov za fyziologickych a patologickych stavov. Ddle- xid s konjugovanym triénovym systémom. LTA, mozZe
Zity je vztah medzi izoenzymami LOX a ochoreniami, ako byt’ metabolizovany na leukotrién LTB, alebo cysteinylle-
su zapalové a nadorové procesy, ateroskleroza ale aj diabe- ukotriény LTC,, LTDs a LTEs po konjugécii
tes mellitus. K dispozicii je v§ak malo informacii o vzta- s glutationom. FLAP po6sobi na 5-LOX aktivitu alosteric-
hoch medzi LOX metabolitmi a signalnymi molekulami, kym mechanizmom®'" (obr. 1). Ca®" iony a adenozintrifos-
akym je napriklad nuklearny faktor kappa B (NF-«xB) pat- fat (ATP) s tiez aktivatormi 5-LOX (cit.'?).
riaci medzi indukovatel'né transkripcné faktory, ktoré re- Enzym 8-LOX oxiduje AA za tvorby 8-HPETE. Ten
gulujii imunitné a zépalové odpovede®. KIi¢ova regulacna sa nasledne redukuje na 8-HETE, ktord je agonistom
uloha LOX v spojeni so signalnymi kaskadami ukazuje, ze PPARa receptorov (receptory aktivované proliferatormi
prostrednictvom molekul inhibujucich LOX mozno pri- peroxizomov)'®. 8-LOX, prvotne objavend v epiderme
spiet’ k objasneniu roznych patologickych stavov®. Lipoxy- mys$i, sa povazuje za ortoloég l'udskej 15-LOX2 na zaklade
genazy sa podiel'aju na regulécii zapalovych reakcii tvor- 78% sekvencnej identity aminokyselin. 8-LOX a 15-LOX-
bou prozapalovych mediatorov, zndmych ako leukotriény 2 sa nachadzaju v koznom epiteli u 'udi aj umysi a st
a protizapalovych mediatorov, oznagenych ako lipoxiny’. tkanivovo a polohovo $pecifické"’.

Z pohladu studia biologickej aktivity lipoxygenaz 12-LOX vytvéara ako primarny produkt 12-HPETE,
aich ucasti na patologickych procesoch st vyznamné ich zneho sa tvori 12-HETE a mozu vznikat' aj epoxy-MK
polohovo a priestorovo Specifické formy, ktoré st klasifi- (hepoxiliny)'*. St zname 3 izoenzymy, a to 12-LOX —

kované ako 5-LOX (EC 1.13.11.34), 8-LOX leukocytovy, trombocytovy a epidermalny typ. Leukocyto-
(EC 1.13.11.40), 12-LOX (EC 1.13.11.31) a 15-LOX vé a trombocytové typy 12-LOX sa liSia primarnou Struk-
(EC 1.13.11.33) v zavislosti na selektivite ich oxygenacie tirou a tkanivovou $pecifitou. Si zapojené do zapalového
MK (cit.'”). procesu, hypertenzie a diabetes mellitus'. Aj Pudské bun-

Enzymy:
1-LTA, hydrolaza

2-LTC, syntéza
3 - -Glutamyltranspeptidaza

4 - Dipeptidéza g

5 - Glutationperoxidéza Transportéry:

6 - 5-Hydroxyeikosanoiddehydrogenaza 8- LTB, transportér
7-1215L0X 9- MDR asociovany protein 1

Obr. 1. Metabolicka draha kyseliny arachidonovejkatalyzovana 5-LOX; V zapalovej bunke sa syntetizuju leukotriény, ktoré opustaju
bunku prostrednictvom $pecifickych transportérov a aktivuju $pecifické receptory''. AA — kyselina arachidonova; BLT,, — receptory
leuktriénu  By; CysLT;,g — cysteinylleukotriénové receptory; FLAP — protein aktivujuci 5-LOX; HETE - kyselina
hydroxyeikosatetraéno-va; HPETE — kyselina hydroperoxyeikosatetraénova; LOX — lipoxygenaza; LT — leukotrién; LX — lipoxin; MDR
— viacnasobna liekova rezistencia; 5-oxo-ETE — kyselina 5-oxoeikosatetraénova
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kové linie nadorov prostaty zvysSuju tvorbu 12-LOX, ktora
tak prispieva k rozvoju karcindmu prostaty u Fudi*®.

Skupinu enzymov 15-LOX je mozné rozdelit’ na dva
typy: 15-LOX-1 a 15-LOX-2. Typ 15-LOX-1 sa pozoruje
v leukocytoch a endotelovych bunkéach dychacich ciest,
zatial’ ¢o 15-LOX-2 je pritomna v prostate, pl'icach, pece-
ni, oblickach a mozgu. Bunky indukované interleukinmi
IL-4 a IL-13 wvykazuju selektivne zvysSenie aktivity
15-LOX-1. Aktivita l'udskej epitelovej 15-LOX-2 je sti-
mulovana pri nddoroch epitelového tkaniva'®. Pozornost
sa upriamuje na inhibitory 15-LOX ako potencidlne lieciva
pre liecbu zapalovych, alergickych, kardiovaskularnych
a nadorovych ochoreni'”'®, Vzhladom k tomu, Ze retikulo-
cytovy typ 15-LOX je vel'mi podobny 12-LOX typu leu-
kocytov, ozna¢uju sa tieto enzymy ako 12/15-LOX (cit.*).

12/15-LOX katalyzuju tvorbu aktivnych lipidovych
metabolitov, ktoré sa podiel'aju na rozvoji diabetes melli-
tus typu 1 a typu 2, kardiovaskularnych ochoreni, ochoreni
obliciek a Alzheimerovej a Parkinsonovej choroby. Stimu-
lacia 12/15-LOX bola popisand v bazalnych ganglidch
centralneho nervového systému a jej metabolity 12-HETE
a 15-HETE predstavuji druhych poslov v synaptickom
prenose'**’.

Ludsky gendom obsahuje Sest’ funkénych génov pre
LOX (ALOX5, ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B,
ALOXE3), ktoré koduju Sest’ roznych LOX-izoenzymov.
Zatial' ¢o ALOXS5 gén je situovany na chromozéme 10,
vSetky ostatné gény su lokalizované na chromozéme 17.
V genoéme mysi je sedem funkénych LOX génov?®!. Hoci
LOX izoenzymy katalyzuju rovnaky typ reakcie, inhibito-
ry mdzu réznou mierou ovplyviiovat’ ich aktivitu. Napri-
klad inhibitor 5-LOX, ktoré¢ho cielom je zabezpecit' an-
tiastmaticky u¢inok, nemd vplyv na aktivitu 12-LOX2.
Tato funk¢éna multiplicita LOX vyzaduje vyvoj inhibitorov
Specifickych voci danému izoenzymu. Preto sa vyskum
orientuje na sledovanie izomorfnej $pecifity ré6znych inhi-
bitorov. Vyznamna je aj priprava a pouZivanie rekombi-
nantnych LOX (cit.?).

Mutagenetickymi Stadiami, pri ktorych dochadza
k zdmene jednej alebo dvoch aminokyselin vo vizobnych
poziciach aktivneho miesta LOX, sa potvrdil koncept triad
s osobitnym vyznamom Leu353 a 11593 ako klucovych
determinantov Specifity a bola dosiahnuta ako zmena aktivi-
ty, tak aj polohovej $pecifity a preferencie substratu (AA)*.

3. Polyfenoly — vychodisko pre vyber molekul
s protizapalovym u¢inkom

Rastaci zdujem o vyskum polyfenolov z rastlinnych
zdrojov vychadza z ich pozitivnych Gc¢inkov na Tudsky
organizmus. Za fyziologickych podmienok polyfenoly
posobia prostrednictvom receptorov a bunkovych signal-
nych kaskad.

Polyfenoly su heterogénna skupina fenolickych zluce-
nin, vyhradne rastlinného charakteru. V struktare ich mo-
lekuly je pritomny aspofi jeden aromaticky kruh, na kto-
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rom je jedna alebo viac hydroxylovych skupin viazanych
na alifatické alebo aromatické Struktury.

3.1. Klasifikécia a biologicka aktivita

Fenolické zluceniny moézu byt rozdelené na flavono-
idné a neflavonoidné®.

Flavonoidy su Siroko distribuované, nizkomolekulové
sekundarne metabolity rastlin. Tvoria vel'ka skupinu poly-
fenolovych zlicenin s benzo-y-pyranovou Struktirou. Su
zlozené z dvoch aromatickych kruhov spojenych prostred-
nictvom kyslikového heterocyklu. Biologickd aktivita
flavonoidov zavisi od charakteru a polohy substituentov?.
V zavislosti od stupfia hydrogenacie a nahradenia hetero-
cyklu su d’alej rozdelené na flavanoly, flavony, izoflavony,
antokyany, flavanoly a flavanény®. Flavonoidy sa zvy¢aj-
ne v prirode vyskytuji ako glykozidy. Kompetentny sa-
charid sa naviaze na uhlik C3, C5 alebo C7. NajcastejSim
monosacharidom, ktory sa pripdja, je glukdza, ale tiez je to
aj galaktoza, xyloza, arabinéza a ramnéza™. Flavonoidy
normalizuju priechodnost’ ciev a kapilar, zlepSuji prietok
krvi, znizuji koncentraciu cholesterolu v krvi, znizujt
lamavost’ ciev, maji hepatoprotektivny, vazodilatacny,
antitromboticky, protinddorovy, antiflogisticky
a imunomodulaény Uc¢inok. Patria medzi vyznamné antio-
xidanty a vd’aka tymto vlastnostiam moéZu predchadzat
vzniku zépalovych, kardiovaskularnych, nadorovych
ainych ochoreni***. Flavonoidy st vyuZivané v tradié-
nom imodernom lekarstve. Cennym zdrojom takychto
biologicky G&innych latok st lie¢ivé rastliny®.

Do skupiny neflavonoidov patria fenolické kyseliny,
napr. hydroxylované derivaty kyseliny benzoovej
a Skoricovej. Medzi najvyznamnejSie derivaty kyseliny hyd-
roxySkoricovej  patri  kyselina  p-kumarovd, kavova
a ferulova, ktoré sa vyskytuju glykozylované alebo vo forme
jednoduchych esterov. Vzt'ahy medzi Struktirou a aktivitou
stvisia s typom a poétom funkénych skupin na aromatickom
jadre (-COOH, -CHO, -CH,O0H, -CH3, -COOC,H;)*. Deri-
vatmi fenolickych kyselin st aj stilbény, taniny, ligniny,
kurkuminoidy a iné?’.

3.2. Struktirne érty polyfenolov vo vztahu
k protizapalovej aktivite

Prepojenie medzi fenolickou Struktirou a protizépalo-
vou aktivitou zohrdva vyznamnu lohu vo vyvoji novych
lieCiv. Boli definované zakladné Struktirne poziadavky,
ktoré by mali zabezpec¢it’ Gi¢innu protizapalovi aktivitu”>* :

planarny kruhovy systém,

pritomnost’ karbonylovej skupiny v pozicii

a C2-C3 a dvojita vizba v kruhu C,

hydroxylové skupiny v poziciach C5 a C7 kruhu A,
dolezity je pocet a poloha hydroxylovych skupin a ich
orto-pozicia na kruhu B.

Zaroven sa zistilo, ze flavony a flavonoly, ktoré
maj hydroxylové skupiny v pozicii 4'- na kruhu B, uka-
zali vy$$iu protizapalova aktivitu nez tie, ktoré ich ne-
maju.

C4
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4. Inhibicia lipoxygenaz polyfenolmi — vzt’ah
Struktary a uéinku

4.1. Mechanizmy inhibicie

Vzhl'adom k tomu, Ze izoenzymy LOX st zakompo-
nované do patogenézy roznych ochoreni, vyhladavanie
inhibitorov LOX je predmetom ziujmu medicinskeho
a farmaceutického vyskumu.

Ako inhibitory LOX boli testované rozne syntetické
molekuly a niektoré boli zavedené do terapeutickej praxe.
V lie¢be bronchidlnej astmy a alergickej rinitidy sa uplat-
nili montelukast, zafirlukast a pranlukast, ktoré st inhibito-
ry cysteinyl leukotriénovych (CysLT) receptorov. Zileu-
ton, inhibitor 5-LOX, bol schvaleny ako antiastmatikum,
ale vzhl'adom na jeho nepriaznivé farmakokinetické hod-
notenia nedosiahol $irokého rozsirenia®*. Na druhej stra-
ne, rastlinné sekundarne metabolity su historicky overené
tak v 'udovom lieCitel'stve, ale aj v modernej medicine,
a st alternativnym pristupom v modulédcii patologickych
procesov’. Zo skupiny polyfenolov st v centre pozornosti
flavonoidy, fenolické kyseliny aich derivaty (stilbény,
kurkumin ainé). Vo fyziologickych systémoch pdsobia
prostrednictvom receptorov a bunkovych signalnych kas-
kad®'. Studie zaroven dokazali, Ze inhibicia zavisi od oxi-
dacného stupiia nehémového Zeleza v aktivhom mieste
enzymu. Mechanizmus inhibicie LOX flavonoidmi sa
vysvetl'uje tym, ze elektron pochadzajici z flavonoidnej
Struktary prijme Fe'* forma LOX, dochadza k jej redukcii
na Fe?" a tym aj k inhibicii enzymu*2.

Podla mechanizmu inhibicie mézu byt inhibitory
LOX rozdelené do nasledovnych skupin. Mnoho inhibito-
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rov vSak vykazuje viac typov inhibi¢nych mechanizmov
stcasne™.

4.2. Redoxné inhibitory

Ked’ze v priebehu lipoxygenazovej reakcie vznikaju
vol'né radikdly peroxidov, predstavuje pouzitie antioxidan-
tov vhodnl cestu prirodzenej inhibicie LOX neutralizaciou
radikalov generovanych procesom lipidovej peroxidacie™.
Redoxné inhibitory pdsobia ako antioxidanty pri oxidativ-
nej reakcii uskuto¢nenej LOX. Okrem redoxnych vlastnos-
ti je pre ich aktivitu urujuca i lipofilita’. Zlaeniny
s antioxida¢nymi vlastnostami st teda zvécsa latky lipofil-
ného charakteru s aromatickym fenolovym kruhom vo
svojej Strukture, ktory podliecha oxidacii na chino-
ny. Stucasne redukuju atom zZeleza v aktivnom mieste enzy-
mu atak brania iniciacii LOX katalyzovanej reakcie.
Z rastlinnych antioxidantov s zname flavonoidy, kyselina
kavova a kumariny. Podmienkou zachovania antioxida¢nej
aktivity flavonoidov je pritomnost hydroxylovych skupin
v polohach C5, C6, C7 a C8 kruhu A (cit.”) (obr. 2).

4.3. Inhibitory viazuce i6n zeleza

Do tejto skupiny inhibitorov patria zlu¢eniny schopné
chelatacie i6nu zeleza v aktivnom mieste enzymu a/alebo
redukcie aktivnej Fe®* obsahujucej formy na neaktivnu
Fe*" formu. To znamena, Ze inhibitory sa mézu kovalentne
viazat’ na i6n zeleza alebo tvoria molekularne komplexy
blokujtice pristup k Zelezu®. In vivo aktivita inhibitorov
modze zavisiet od izoenzymov LOX, ale aj od oxida¢ného
stavu i6nu Zeleza®. K inhibicii enzymu dochadza v jeho
aktivnom centre naviazanim inhibitora na atéom Zeleza za

B)
flavonoid

vodikova vézba stabilizujuca

vzniknuty fenoxylovy radikal

stabilna o-chinénova
struktura

stabilna p-chinénova
struktira

R-CH-CH, < H's. R-CH,CH,

R-00° € H"_ R-ooH

R-CH-CH, " R-CH,CH,
R-00' &H' | R-00H

Obr. 2. A) Podmienky pre antioxida¢naiktivitu polyfenolov — blizkost’ dvoch hydroxylovych funkénych skupin alebo hydroxylovej a
oxo-skupiny; B) Mechanizmus antioxida¢nejaktivity polyfenolov — poskytnutie elektronu, ktory redukuje Zelezity kation a neutrali-zuje

radikalové medziproduky
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tvorby chelatu. Do tejto skupiny inhibitorov patria flavo-
noidy, kurkumin a zliéeniny, ktoré v molekule obsahuju
N-hydroxymocovinu (zileuton)*~.

4.4. Analogy substratov/produktov

Medzi vysoko selektivne a u€inné inhibitory LOX
patria zlG¢eniny siitaZiace s AA o vdzbu na aktivne miesto
enzymu — kompetitivne inhibitory. Jedna sa o latky, ktoré
su Struktirne podobné substratom LOX. Medzi analogy
AA patria ETIA (kyselina all-cis-5,8,11-eikosatriénova)
aETYA (kyselina all-cis-5,8,11,14-eikosatetraénova).
Z rastlinnych obsahovych latok tieZ kurkumin, Struktiirne
podobny substratu, je kompetitivnym inhibitorom izoenzy-
mov LOX (cit.*®).

Zluceniny, ktoré sa Struktirou podobaju produktom
LOX reakcie su inhibitory, ktoré pdsobia mechanizmom
spatnej inhibicie. Sem patria 15-HETE; 5-HETE-lakton;
5,6-metano-LTA, a metoxyalkyltiazol’’.

4.5. Alosterické inhibitory

Tento typ inhibicie bol objaveny pri in vitro inhibi-
ciach sojovej LOX1 ale aj humannej 15-LOX zluceninou
oleylsulfat. Oleylsulfat sa viaze na alosterické miesto
enzymu, ¢o sposobi zmenu konformdacie enzymu a defor-
méciu aktivneho miesta*®.

4.6. FLAP (aktivator 5-LOX) a jeho inhibitory

FLAP je protein aktivujuci 5-LOX, ktory sa podiel’a
na transporte a na vhodnej orientacii AA k 5-LOX. Medzi
FLAP inhibitory sa zaraduji zluceniny, ktoré selektivne
inhibuji FLAP bez priameho ovplyvnenia aktivity 5-LOX,
pricom znemoziiuji ulahéeny prenos substratu k 5-LOX.
Patri sem zlu¢enina MK-866 prvykrat zavedena skupinou
vedcov pod vedenim Johna Gillarda®.

4.7. Duélne inhibitory

Zaujimavé su snahy ziskat’ zIUCeniny, ktoré umoziuju
suasnu inhibiciu aktivity LOX a cyklooxygenazy
a dosiahnut’ zvysenie ich antiflogistického, antidiabetické-
ho a protinadorového Géinku. Tieto inhibitory sa nazyvaju
dualne inhibitory a vyznacuju sa synergickymi u¢inkami.
Dudlne inhibitory su nesteroidné antiflogistikd (NSAID),
pyraiglinové a pyrolizinové derivéaty, derivaty tiofénu
ainé™.

4.8. Inhibitory cysteinylovych receptorov

Cysteinylleukotrién (CysLT) je jednym =z pro-
zapalovych mediatorov. CysLT pdsobi prostrednictvom
Specifickych receptorov spolupracujucich s G-proteinmi.
Antagonisty CysLT1 receptorov, ktoré su uz uvedené
v medicinskej praxi (montelukast, zafirlukast, pranlukast,
ibudilast) obsadzuju vizbové miesta cys-leukotriénov, ¢im
tlmia nastup astmatickych zachvatov*'.
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Zo struktarnych vlastnosti fenolickych latok vyplyva
aj ich schopnost’ inhibovat’ aktivitu polohovo $pecifickych
LOX. Existuje mnoho préc, ktoré sa zameriavajli na sledo-
vanie vplyvu rastlinnych biologicky aktivnych latok typu
polyfenolov na aktivitu LOX. Aj na naSom pracovisku sa
venujeme Studiu antilipoxygenazovej aktivity sekundar-
nych metabolitov rastlin v modeloch diabetes mellitus
a reumatoidnej artritidy. V publikovanych pracach sme
testovali vplyv flavonoidov izolovanych z Calendula offi-
cinalis L. (cit.*?), fenylpropanoidov Ligustrum vulgare L.
(cit.43 )a kurkuminu** na aktivitu LOX. Doteraz nepubliko-
vanymi vysledkami sme dosiahli inhibiciu rekombinantne;j
12/15 LOX pouzitim modifikovanych flavonoidov.

5. Zaver

Mnohé stadie sa venuju syntéze a hodnoteniu ucinku
r6znych chemickych zlicenin, ktoré posobia ako inhibito-
ry LOX. Vzhl'adom na existenciu izoenzymov LOX, ktoré
su polohovo a tkanivovo Specifické, sa ukazuje, ze vyvoj
selektivneho inhibitora je naro¢ny. Funkénd multiplicita
LOX vyzaduje vyvoj inhibitorov Specifickych voci izo-
enzymom. Preto sa vyskum orientuje na sledovanie izo-
morfnej Specifity roznych inhibitorov. Existuje obmedzeny
pocet tspesnych lieCiv, ktoré sa moézu pouzit’ na terapeu-
tické ucely.

Polyfenoly, sekundarne metabolity rastlin, sa vyzna-
cuju efektivnou antilipoxygenazovou aktivitou, pricom
mozu posobit’ ako antioxidanty a zhasace volnych radika-
lov. Z hladiska moznosti ich vyuzitia ako selektivnych
inhibitorov izoenzymov LOX je podstatné Studovat’ me-
chanizmus inhibicie LOX. Perspektivne hl'adanie optimal-
nych inhibitorov vyzaduje aj objasnenie Struktury a iloh
LOX pri réznych ochoreniach. Vyvoj zvieracich modelov,
priprava purifikovanych arekombinantych enzymov
acielené mutacie su cesty k lepSiemu pochopeniu tuloh
LOX. Toto moze byt’ doleZitym nastrojom pri vyhl'adavani
terapeuticky ucinnych latok.

Zoznam skratiek

AA kyselina arachidonova

CysLT cysteinylleukotrién

ETIA kyselina all-cis-5,8,11-eikosatriénova

ETYA  kyselina all-cis-5,8,11,14-cikosatetraénova

FLAP  five-lipoxygenase activating protein (protein
aktivujuci 5-lipoxygenazu)

HETE  hydroxyeikosatetraénové kyseliny

HPETE hydroperoxyeikosatetraénové kyseliny

IL interleukin

LA kyselina linolova

LOX lipoxygendza

LT leukotrién

MK mastné kyseliny

NF-«kB  nuklearny faktor kappa B

NSAID nesteroidné antiflogistika

PNMK polynenasytené mastné kyseliny

PPARa  a-receptor aktivovany proliferatormi peroxizomov
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Praca bola vypracovana v ramci rieSenia projektov

VEGA 1/0394/18, VEGA 1/0290/16, VEGA 1/0463/18,
2/0115/19 a APVV-15-0308.
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L. Bezikova®, A. Balazova®’, 1. Holkova®,
M. ObloZinsky’, K. Bauerova‘, and P. Mikus’
(“Department of Cell and Molecular Biology of Drugs,
Faculty of Pharmacy, Comenius University, Bratislava,
*Department of Pharmaceutical Analysis and Nuclear
Pharmacy, Faculty of Pharmacy, Comenius University,
Bratislava, “Institute of Experimental Pharmacology and
Toxicology, Centre of Experimental Medicine Slovak,
Academy of Sciences, Bratislava): Animal Lipoxygenases
— Polyphenols as Potential Lipoxygenase Inhibitors

Lipoxygenases belong to the multigene family of
dioxygenases containing non-heme iron in the active site
of the enzyme. They catalyze the stereospecific insertion
of molecular oxygen into the cis,cis-1,4-pentadiene config-
uration of polyunsaturated fatty acids, thus forming corre-
sponding hydroperoxides which serve as starting com-
pounds for the synthesis of leukotrienes and lipoxins, i.e.,
mediators of allergic and inflammatory diseases. Based on
their positional specificity, lipoxygenases are categorized
as 5-LOX, 8-LOX, 12-LOX and 15-LOX isoenzymes,
which differ not only in the position of oxidation but also
in the chirality, essential for their biological activity. In-
creased expression of genes for lipoxygenase in the patho-
genesis of inflammatory, cardiovascular or cancer diseas-
es, but also diabetes mellitus and other diseases, has
prompted considerable research efforts toward finding new
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effective inhibitors applicable in the therapy. Furthermore,
in addition to the searching for new selective inhibitors of
LOX isoenzymes, the current attention is also focused on
plant secondary metabolites, particularly from the group of
polyphenols. For the application of medicinal plants con-
taining polyphenols, the isolation and characterization of
their biologically active compounds and study of the
mechanism of their lipoxygenase inhibitory activity is
a way to succeed. The use of LOX as a model enzyme in
the search for effective inhibitors requires consideration of
the functional multiplicity of the enzyme and the selection
of inhibitors specific for LOX isoenzymes. The prepara-
tion of purified and recombinant forms and targeted muta-
tions of LOX coding genes could be the way of obtaining
potential therapeutically active agents.

Keywords: animal lipoxygenases, polyunsaturated fatty
acids, lipoxygenase inhibitors, plant secondary metabo-
lites, polyphenols, biological activity
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1. Uvod
Kofein  (1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-1H-purin-2,6-

-dion) patfi mezi nejznaméjsi a nejuzivangjsi alkaloidy,
povzbuzujici nervovou soustavu a srdec¢ni Cinnost. Jeho
strukturni vzorec mizeme vidét na obr. 1. Je to hoika, bila,
krystaly vytvétejici latka, nachazejici se v kdvovych bo-
bech, listech ¢ajovniku a ofesich koly. Kromé kavy a Caje
se s nim tak mizeme setkat i v mnoha riznych napojich,
potravinach, kosmetickych vyrobcich (Sampony podporu;ji-
ci rast vlast, krémy omlazujici plet’) a potravinovych do-
pliicich podporujicich snizeni Gnavy.

Jak uz bylo zminéno, tento alkaloid se pfirozené vy-
skytuje pfevazné v listech ¢i plodech nékterych rostlin, kde
m4 biocidni uéinky. Rada védeckych studii se proto nyni
zamé&fuje na vyuziti jeho potencialu proti riznym Skad-
cum. Biocidni pfipravky, které byly v minulé dobé vyuzi-
vany, totiz vétSinou obsahovaly rizné kovy anebo se jed-
nalo o perzistentni chlorované organické latky, jejichz
vyroba a pouziti jiz dnes neni doporuceno anebo je pfimo
zakazano mezinarodni legislativou REACH' a souvisejici-
mi predpisy. Nebezpecnost kofeinu pro zivotni prostiedi —
ekotoxicita kofeinu pro necilové organismy (vodni a su-
chozemské rostliny, zivo¢ichy, mikroorganismy), jiz také
byla studovana a nebyl zjistén vyznamny negativni efekt
ipii vysokych koncentracich ¢i davkach kofeinu pro mo-
delové laboratorni organismy®™. V piirodnich vzorcich
vod ¢i pudy byva vétSinou kofein nachazen v piko- az
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mikrogramovych koncentracich, kde mtizeme brat v ivahu
jeho pfipadny toxicky potencidl v pfitomnych smésich
v interakci spolu s dal§imi chemickymi latkami, jako jsou
residua 1é¢iv a vyrobkd denni spotieby’. V poslednich
letech je vyzkum zaméfen pievazné na aplikaci kofeinu
jako latky fungicidni a insekticidni pro ochranu dfeva
a vyrobkli na bazi dfeva. V nasledujicich kapitolach je
proto popsana zjisténa ucinnost kofeinu proti jednotlivym
skupinam sktdct, jeho degradace a uc¢innost kofeinu pii
pouziti riznych druhti ochrany dfeva (impregnace, mace-
ni) za riznych podminek.

2. Utinnost proti biologickym $kiidciim

Bylo prokédzéano, ze kofein mize paralyzovat, ovliv-
novat chovani nebo zabit nékteré druhy hmyzu. Napt. ve
studii® autofi popisuji vliv kofeinu a theobrominu na cho-
vani larev potemnika mouc¢ného, ktery je schopny napadat
sklady jakychkoliv potravin anebo konzumovat i dfevo.
Stejné tak byl zjistén negativni vliv kofeinu, theofylinu
a theobrominu pro larvy zavije¢e voskového, ktery se vy-
skytuje jako $kiidce ve véelich ulech’. Byl také potvrzen
neurologicky ucinek kofeinu na pavouky. Pokud pavouci
zkonzumovali mouchy namocené v kofeinu, byli z toho
dezorientovani a stavéli Spatné svoje sité pro chytani dalsi
kofisti®. Kofein byl pouzit i v piipravcich proti termitiim’.
Termiti patii mezi tzv. spoleensky, socialni hmyz, jejichz
preziti zavisi na intenzivni komunikaci a spolupraci mezi
jednotlivymi ¢leny termitisté. Po aplikaci biocidniho pii-
pravku na bazi kofeinu termiti prezili, byli ale siln¢ zmate-
ni a byla narusena jejich vzédjemna komunikace.

Kofein byl tspésné pouzit také proti dievokaznym
houbam a plisnim. V préaci Arory a Ohlana'® byla studova-
na ucinnost ¢ajovych extrakti a Cistého kofeinu proti dese-
ti druhim hub, zptisobujicich tzv. hnédou a bilou hnilobu.
Extrakt ze zeleného caje byl ze vSech zkouSenych caju
proti nékterym houbdm nejucinnéjsi. Kava byla Gcinngj-
$im inhibitorem rustu vybranych druhil nez testované dru-
hy ¢aje. V jedné studii autofi zkoumali vliv prazené kavy
na inhibici riistu vybranych druhd plisni a hub''. Tento
pokus byl proveden na agaru. Opét byl potvrzen inhibi¢ni
Gginek kofeinu. Ve studii Lekounougou a spol.'? byl ko-
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Obr. 1. Chemicky vzorec kofeinu
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fein uspésné testovan proti drevokaznym houbam, v kom-
binaci s komerénim, toxickym propikonazolem a byl zde
prokazan jejich synergicky ucinek. Ratajczak a spol."
zkoumali G¢inek kofeinu na impregnované drevo, ale pou-
ze jednu koncentraci (20gl') a v kombinaci
s organosilany a propolisem (30 %). Zjistili lepsi rezistenci
dreva oSetfeného kombinaci téchto latek, nez kdyz by bylo
dfevo impregnovano pouze kofeinem. Kwasniewska-Sip
a spol." testovali vodné roztoky kofeinu proti 4 druhtim
hub a 10 druh@m plisni, bézné se vyskytujicich na dievu.
Houby se projevily jako citlivéjsi (100% inhibice nastala
od koncentrace kofeinu 10 g 1) nez plisné (100% inhibice
od koncentrace 25 g 1""). Ti sami autofi o rok pozd&ji pro-
kazali, ze borovicové dievo bylo po termalni modifikaci
chranéno proti plisni 4. niger pouze &aste¢ns". Ve studii
Kobeti¢ové a spol.'® byl testovan kofein spolu
s theofylinem (1,3-dimethyl-7H-purin-2,6-dion) a theobro-
minem (3, 7-dimethyl-3,7-dihydro-1H-purin-2,6-dion) na
agaru proti plisnim. U vSech latek byla pro testovani pou-
Zita koncentrace odpovidajici maximélni rozpustnosti latek
ve vodé pii 20 °C. Jedin€ kofein se zdal byt v této studii
100% ucinny proti plisnim (obr. 2).

Na druhou stranu, pfiroda se vzdy snazi o zachovani
uréité stability a druhové rozmanitosti. Existuji proto
i organismy, které si v prib¢hu evoluce bohuzel dokazali
vytvofit imunitu proti ptisobeni insekticidnich ucinkt ko-
feinu ¢i jinych latek pfitomnych v listech kdvovniku. Jedna
se napf. o jeho thlavniho Sktidce, motyla druhu Perileuco-
ptera coffeella, jehoz larvy hromadné poziraji listy a bohu-
el dokazaly zpusobit vyznamné hospodarské skody'’.

3. Pfijem a (bio)degradace kofeinu

Ve védeckych databazich (Web of Science, Scopus)
lze dohledat mnoho studii, ve kterych je analyzovano
mnozstvi kofeinu vyskytujici se v urcitém prostredi, jako
jsou potraviny anebo povrchové ¢i odpadni vody. Nikdo

Obr. 2. Test se vzduSnymi plisnémi na agaru po 7 dnech expo-
zice testovanym litkdm. Smérem z levé na pravou stranu: kon-
trola (&isty agar), teobromin (0,33 g I™"), teofylin (5,5 g 1), ko-
fein (20 g I'"). Foto: K. Kobeti¢ova, CVUT v Praze
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ale prozatim nezkousel méftit chemickou degradaci kofeinu
v ¢asovém horizontu. Naopak, biodegradace kofeinu je
u sktiidct prozkoumana pomérné na dobré trovni. U hmy-
zu byla degradace kofeinu popsina ve studii’ na lar-
vach zavijeCe voskového (Galleria mellonella). Biodegra-
dace kofeinu na theobromin a theofylin byla v larvach
potvrzena pomoci HPLC. Bylo zjisténo, ze degradace ko-
feinu v larvach probiha stejnou cestou jako u savci, autofi
proto uvadéji, Ze je mozné tyto organismy pouZivat
v podobnych typech studii jako nahradu sav¢ich modelt.
Tim by doslo kredukei obratlovcl, pouzivanych
v pokusech podle nejnovéjsich pozadavkid na ochranu
laboratornich zvifat podle evropské legislativy REACH.
Na dfevokaznych skudcich, jako jsou tesafik, lykozrout
nebo klirovec, prozatim podobny vyzkum dle dostupnych
informaci neprobéhl. Nelze se tomu ale divit, tito brouci
maji larvy zavrtané hluboko ve dreve, dospéli jedinci poté
opoustéji posSkozené dievo pouze v urcitych casovych
intervalech, napf. jednou za tfi roky. Zisk dostatecného
mnozstvi jedincl pro provadeéni pokust by tak byl velmi
problematicky.

Bylo naptiklad zjisténo, Ze dfevokazné houby a plisné
jsou podobné jako rostliny'® schopné kofein z prostiedi
prijimat'® a stejné tak i degradovat ve svém organismu.
Kofein se v nich miize biodegradovat na tfi rizné produk-
ty, a to na paraxanthin, theofylin a theobromin®. Para-
xanthin se dale mize degradovat na 7-metylxanthin anebo
I-metylxanthin. Theofylin na 1-methylxanthin anebo na
3-methylxanthin. Theobromin na 3-methylxanthin. Hlav-
nim meziproduktem byva theofylin. Kone¢nym metaboli-
tem biodegradace vSech meziprodukti je xanthin. Oproti
tomu bakterie degraduji kofein jinym zpisobem. Bakterie
degraduji kofein na theobromin anebo paraxanthin®' a poté
na 7-methylxanthin a dale na xanthin'®. Ten je poté kon-
vertovan na aminokyselinu guanin, kterou mikroby vyuzi-
vaji jako zdroj Zivin ke svému ristu®.

4. U¢innost kofeinu v boji p¥i ochrané di‘eva

U dfeva existuje spousta moznosti, jak jej chranit pred
pusobenim pocasi, starnutim, pozary i biologickymi skad-
ci. Tato opatieni se obvykle rozdéluji na konstrukéni, fyzi-
kalni, chemické a biologické. Velmi Casto se tyto metody
kombinuji*’. V ptipadé kofeinu se jedna o ochranu che-
mickou. Jak je zminéno v kapitole 2, ucinky kofeinu proti
riznym Skideim byly studovdny z mnoha hledisek, tj.
v Cisté formé, ve formé extraktd anebo vyluhli na agaru
anebo v kombinaci s riznymi latkami. Malo z téchto studii
se ovSem zaméfuje na vliv jakékoliv aplikace kofeinu pii-
mo na vlastnosti dieva. Vyjimku tvori ¢lanek', kde autofi
za predepsanych podminek impregnovali borovicové dre-
vo smesi silant, propolisu a kofeinu. Tento komplex se
navézal na dfevo vazbami Si-O a Si-C diky silantim, coz
bylo potvrzeno FTIR analyzou. Na vazbé se také podle
FTIR analyzy podilely aminoskupiny a karbonylové skupi-
ny kofeinu a propolisu. Na druhou stranu, nebyly prokaza-
ny zmény vazby smési na dfevo na zlepSeni odolnosti dfe-
va napadeného houbami v porovnani s kontrolni skupinou
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bez pritomnosti hub. Déle bylo zjisténo, ze pokud je misto
maceni dfeva v roztoku s ucinnou latkou pouzita tlakova
impregnace, tak je sniZen vliv druhu oSetfovaného dfeva
a pouzité koncentrace na efektivitu aplikace®. Navic, po-
kud pouzijeme k oSetfeni dieva vodni vyluh cistého kofei-
nu, tak casem mulize dochazet k jeho vyluhovani ze dreva
a sniZeni jeho ochrany, jak bylo prokazano ve studii®.

Ve studii'® proto autofi pouzili kombinaci impregnace
kofeinem s termalni modifikaci borovicového dieva. Ter-
malni modifikace redukuje sorpci vody a méni chemismus
dieva, diky degradaci termolabilnich hemicelulos®**’. Vy-
sledky této studie naznacily, Ze pfi teplot¢ 237 °C doslo ke
ztraté dfevni hmoty vlivem rozvoliiovani chemickych va-
zeb. Doslo také ke zméné zbarveni dfeva pfi teploté od
180 °C do 200 °C. Jako optimalni pro termalni modifikaci
se zdala byt teplota 160 °C, protoze vedla k tvorb¢ stabil-
nich vazeb kofeinu a dieva'® bez jeho nasledného posko-
zovani.

5. Zavéry

Kofein, stejné jako mnoho dalSich latek rostlinného
puvodu, se dostava do poptedi védeckych praci, zabyvaji-
cich se ochranou stavebnich materiald proti riznym skid-
cium. Jeho pesticidni ucinky jsou §iroké, od fungicidnich
az po insekticidni. Jeho vyhodou je nizka toxicita pro Zi-
votni prostfedi, snadnd vyroba a nizka cena a efektivni
ucinnost proti riznym Skidcim v riznych formach od
Cistého kofeinu pres jeho aplikaci v riznych smésich ¢i
extraktech z ptirodnich zdroji (vyluhy z listti a plodd riz-
nych rostlin).

Vypracovano s financni podporou Grantové Agentury
Ceské republiky, z projektu cislo 19-02067S.
Seznam zkratek
HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (High
Performance Liquid Chromatography)
infraervena spektroskopie s Fourierovou trans-
formaci (Fourier Transform Infrared spectros-
copy)
nafizeni o registraci, hodnoceni, povolovani
aomezovani chemickych latek (Registration,
Evaluation, Assessment of Chemicals)
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REACH
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Caffeine is one of the most widely used stimulants in
the world. It can also be added to various drinks, foods and
cosmetics. Caffeine occurs naturally in plants, where it
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performs a protective function against pests. This feature is
also beginning to be used in the woodworking industry.
This work summarizes the existing studies dealing with
the use of caffeine as an active substance in biocides, its
uptake and biodegradation by wood pests and its known
interactions with wood and the possibilities of use.

Keywords: caffeine, biocides, methylxanthines, coatings
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1. Uvod

Betulinova kyselina (angl. betulinic acid, BA) je pii-
rodni pentacyklicky triterpen lupanového typu (obr. 1) se
Sirokym spektrem farmakologickych indikaci. VE&tsi pozor-
nost si ziskala v 70. letech minulého stoleti, kdy byla po-
zorovana jeji inhibi¢ni aktivita vi¢i nadorovym buikam.
BA je bila krystalicka latka, ktera je téméf nerozpustna ve
vodé (0,02 pg ml™', laboratorni teplota)' a jen omezend
rozpustna v béznych organickych rozpoustédlech. Nevyka-
zuje zadnou absorpci v UV-Vis oblasti.

Jedna z prvnich studii popisuje extrakci a izolaci BA
z listt rostliny Vauquelinia corymbosa®, & z listd a kvétd
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Hyptis emoryi®. Nachazi se ve svrchni bilé &asti kiry rost-
lin z Celedi Betulaceae, ale je mozné ji nalézt i v jinych
rostlinach, napf. Ziziphus spp., nebo Syzygium spp’.

Ackoliv je BA vrostlinné fi§i hojné rozsitenym
sekundarnim metabolitem, jeji procentudlni zastoupeni
v samotném rostlinném materialu neni pfili§ vysoké. Pou-
ha extrakce z rostlinného materialu tak neni dostatecna pro
jeji ziskavani. BA lze snadno pfipravit semisynteticky® i
mikrobidlni biotransformaci’ z jiného ptirodniho triterpenu
betulinu (obr. 2), ktery mtze tvofit az 20 % vahy suseného
rostlinného materialu®. Samotny vyskyt betulinu v biezové
kiife popsal ve své praci Lowitz jiz v 18. stoleti’. Syntetic-
ky je betulin oxidovan smési oxidu chromového a kyseliny
sirové, za vzniku betulonové kyseliny. Pisobenim NaBHy,,
je  vdalsim  kroku  stereoselektivné  redukovana
3-oxoskupina za vzniku BA (obr. 2).

I pfes nizkou rozpustnost ve vodnych roztocich si BA
ziskava velkou pozornost svym Sirokym spektrem vice ¢i
méné zajimavych ucinkt. Velkou vyhodou je také jeji
velmi nizka toxicita 500 mgkg” (my$)'’. K méng vy-
znamnym G&inkom BA patii slabd antimikrobialni'' &
spasmogenni'’ aktivita. Zajimavéjsim faktem je, Ze byla
pozorovana toxicita in vitro proti parazitickému prvokovi
Plasmodium falciparum". Nicméné nepiiznivé vysledky
testll in vivo, potencialni vyuziti BA jako nového antimala-
rika vylougily'. V soutasné dob& jsou, predeviim
v zemich zasazenych epidemii, vyvijeny nové a Géinng&jsi
derivaty, které by bylo mozné vyuzit jako G&inny 1ék'.
Jedna ze soucasnych studii téZ naznacuje mozné vyuziti
BA pii 1é&bé diabetu druhého typu'®. Jak jiz bylo uvedeno
vyse, BA je jen velmi malo toxicka. O to piekvapivéjsi je
pak jeji selektivni cytotoxicita vii¢i niddorovym buiikam'.
V neposledni fadé patii k vyznamnym u¢inkiim BA antivi-
rova aktivita viiéi viru HIV (cit."”).

Mimo svou Sirokou $kalu biologickych aktivit je také
BA nevazebnymi interakcemi schopna v nékterych orga-
nickych rozpousdtédlech'® samoskladby (self-assembly).
Diky tomuto procesu mohou pak vznikat rizné supramole-
kularni systémy, které vytvari stabilni gely. Této vlastnosti

betulinova kyselina
BA

Obr. 1. Cislovana struktura betulinové kyseliny
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Obr. 2. Priprava BA z betulinu

miliZze byt vyuzito pfedev§im v kombinaci s derivaty 1épe
rozpustnymi ve vodé, k vytvoreni cileného systému davko-
vani 1é¢iv'®. Mast obsahujici 20 % BA byla predmétem
klinického testovani (Cislo NTC00346502) pro 1écbu
dysplastického névu, nicméné proces testovani byl
z finanénich divodl pozastaven.

Zastoupeni v prirodé, dobra dostupnost, protinadoro-
vé, antivirové Ucinky a velmi nizké toxicita délaji z BA
ideélniho kandidata pro vyvoj nového 1é¢iva. V soucasnos-
ti je BA pfedmétem mnoha rozsahlych studii. Vyvoj no-
vych derivatd BA se nejcastéji soustfed’uje na modifikace
vedouci ke zlepSeni biodostupnosti a zvySeni konkrétni
biologické aktivity.

2. Protinadorové ucinky

Asi nejzajimavéjsi vlastnosti BA je jeji selektivni
cytotoxicita. BA vyvolava apoptdzu celé fady nadorovych
bunék jiz pti nizkych nanomolarnich koncentracich, avsak
na nenadorové buiiky vliv nema®. Schopnost vyvolat se-
lektivni apoptézu ma za nasledek nebyvale piiznivy tera-
peuticky index. To BA stavi oproti, v soucasnosti uziva-
nym lé¢iviim pro terapii rakoviny (napf.: taxol, vinkristin),
do naprosto vysadni pozice. VétSina téchto latek je silné
cytotoxicka, a to nejen vici nadorovym bunkam, ale také
vuci bunkam normalnim, coZ muze mit za nasledek
i nezadouci vedlejsi Géinky. Ackoliv je mechanismus zod-
povédny za selektivitu stale pfedmétem diskusi, piedpo-
klada se souvislost s niz§im pH (<6,8) v nadorovych buii-
kach, které pravdépodobné napomaha absorpci této slabé
organické kyseliny”'. BA potladuje nékteré deubiquitinasy
a snizuje tak celkovou hladinu onkoproteint, coz by mohlo
také vysvétlovat vyse zmifiovany selektivni uéinek®.

Dalsi vyhodou BA je jeji mechanismus G¢inku, nebot’
neexistuje pouze jedna draha, ale hned ne€kolik moznych
zpusobl, kterymi je schopna vyvolat programovanou bu-
nécnou smrt. Jednim je pfimé pisobeni BA na mitochon-
dridlni membranu. Predpoklada se, Ze je BA inkorporova-
na do fosfolipidové dvojvrstvy. Dochazi k vyznamnému
zvySeni permeability vnéj§i membrany, jeji depolarizaci
auvolnéni cytochromu ¢ do cytosolu. Ten je nasledné
zodpovédny za spusténi apoptozy, pficemz tento proces je
nezavisly na proteinu p53 (cit.*). Mimo jiné dochazi ke
vzniku reaktivnich kyslikovych ¢astic (ROS — z angl. Re-
active Oxygen Species), které zpisobuji nespecificka po-

Cr0;, H,80,,
aceton, 0°C
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redukce betulonova kyselina

skozeni****. V normalnich (nenddorovych) bunkach je

funkce BA opacna, kde ma spiSe funkci antioxidantu
a napoméha vychytavani ROS (cit.”®). V dasledku posko-
zeni mitochondrii je indukovana kaspasova aktivita
(aktivuje kaspasu 3 a 8)*’. Obvykle dochézi k vychlipeni
bunééné membrany, ke smr$tovani bunék, fragmentaci
DNA a ke kondenzaci a fragmentaci jadra®. BA dale vy-
kazuje inhibi¢ni aktivitu vii¢i topoisomerase I** a protea-
som dependentni i independentni regulacni cestou je zod-
povédna za inhibici funkce transkripéniho faktoru Spl,
Sp3 a Sp4 (cit.??). Také je schopna inhibovat aktivaci stre-
sového transkripéniho faktoru NF-kB, ktery zajistuje rezi-
stenci poSkozenych, tedy i nadorovych bunék vici
apoptoéze. Pravé tato vlastnost by mohla byt vyuzita pfi
prevenci vzniku rakoviny™. Ackoliv jina studie poukazuje
na fakt, ze v zavislosti na bunécné linii mize byt tento
transkrip&ni faktor BA spide aktivovan®'. Pon&kud odliny
zpusob, jakym je inhibovan rdst tumoru v organismu, je
kompletni, ¢i alesponn Caste¢né zpomaleni angiogeneze.
Predpokladalo se, ze BA je schopna inhibovat vyznamny
angiogenni faktor aminopeptidasu N (ANPEP gen). Zpu-
sob, jakym k inhibici dochazi, nebyl objasnén®. Pozdgjsi
studie nakonec ukdzaly, Ze antiangiogenniho efektu je
dosazeno spide skrze modulaci mitochondrii®’. Byla také
prokdzana schopnost zastaveni bunétného cyklu v G,
nebo v M fazi, nicméné bez jasného mechanismu®.
Schopnost vyvolavat apoptozu a inhibovat dalsi rtst
byla u BA i jejich derivati studovana in vitro na mnohych
bunéénych linii jednotlivych typt tumori. V nékterych
ptipadech pak probihaly i dalsi studie in vivo na mysich.
Apoptéza a inhibice rustu byla postupné pozorovana
u mnohych bunéénych linii nddorovych bunék, které jsou
zodpovédné za melanom'®, neuroblastom, medulloblas-
tom, leukémii, rakovinu tlustého stieva, prsu a plic”, gli-
om™, rakovinu prostaty*, rakovinu vaje&niki®’, rakovinu
délozniho &ipku®®, endothelialni karcinom®, rakovinu kr-
ku, hlavy a slinivky*’, rhabdomyosarkom, osteosarkom,
hepatocelularni karcinom®' &i rakovinu jicnu*. Ptedmétem
dalsich studii je také moznost synergickych ucinkd
sjinymi, pifi chemoterapii jiz vyuzivanymi, latkami
a mozné kombinované vyuziti BA za soucasné radiotera-
pie. Byl popséan aditivni efekt BA a ionizujiciho zafeni pii
inhibici ristu nékterych nadorovych bungk***. Stejn& tak
v kombinaci BA s n¢kterymi soucasnymi protinddorovymi
lécivy (jako napf. doxorubicinem, VP16, taxolem,
mithramycinem A, cisplatinou &i vinkristinem***®) bylo
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dosazeno dualniho efektu pfi indukci apoptdzy. Pti kombi-
novaném podavani bylo pozorovano zvyseni citlivosti rezis-
tentnich tumort, napt. vii¢i 5-fluoruracilu, ¢i oxaliplatirlé46.

3. Anti-HIV ucéinky

Obdobné jako jiné pentacyklické triterpeny byla
v minulosti u BA testovana anti-HIV aktivita. Tato vlast-
nost byla uspé$né prokazana, ackoliv vysledky testd neby-
ly pfilis uspokojivé, nebot’ zminény Gcinek byl pozorovan
az pii pomémé vysokych koncentracich'’. Vysledky této
studie v8ak nevyhnuteln€ vedly k syntéze a testovani fady
derivatl. Jeden zprvnich pozitivnich vysledkli pfinesl
derivat kyseliny betulinové — RPR103611 (obr. 6, 19a),
ktery vykazoval mnohondsobné vyssi aktivitu vaéi viru
HIV (cit.*’). Vyznamnym derivatem s velmi silnou inhi-
bicni aktivitou byl 3-O-(3,3-dimethylsukcinyl)derivat
betulinové kyseliny, neboli bevirimat*®. Nicméné u dospi-
vajicich samcich krys byla zjisténa toxicita vici dopami-
nergnim a serotoninergnim nervovym zakonenim, za
soucasného podani bevirimatu a metamfetaminu. Vzhle-
dem ktomu, Ze vyznamné procento nakazenych virem
HIV je také drogové zavislych, mize byt vyvolana neuro-
toxicita zavaznym problémem pii aplikaci 1é¢iva®.

Vétsina 1éCiv urCenych pro antiretroviralni terapii
(ART) putisobi né€kolika riznymi mechanismy. Jednd se
nejcastéji o inhibitory reverzni transkriptasy, proteasy, €i
integrasy™. Soucasna kombinovana ART nedokaze kom-
pletné zastavit infekci, pouze potlacuje jeji projev. Dlou-
hodoba terapie ma tak za nasledek nékolik vyznamnych
negativ vedoucich k selhani 1é€by jako napt. chronicka
toxicita®’, nutnost velmi dobré spoluprace pacienta™,
a predevsim se pfi dlouhodobém podavani jednoho typu
1é¢iva zvysuje riziko vzniku rezistentnich kment>’. Sou-
Casnym trendem je tak hledani novych latek, jejichz me-
chanismy jsou zaloZeny na odlisném principu. RPR103611
zabranuje tvorbé komplexu ,,virova castice — napadena
bunka®“, znemoziuje tak vstup infekénich ¢Castic viru
HIV-1 do neinfikovanych bunék?’. Velmi brzy byla obje-
vena rezistence kmenll s mutaci v glykoproteinu gp4l
virové obalky™. Unikatni mechanismus blokace vstupu
neni v ART pfili§ bézny, a proto by mohlo byt
v kombinované 1é¢bé dosazeno vyznamného pokroku.
Jinym ptikladem je pravé druhy jmenovany derivat, beviri-
mat. Ten pusobi jako inhibitor dozravani ¢astic viru HIV-1
(maturaéni inhibitor)*®. Inhibice dozravani virovych &astic
se skute¢nd ukazuje jako kriticky bod zasahu™. B&hem
faze dozravani virova proteasa opakované Stépi Gag poly-
protein za soucasného uvolnéni jednotlivych strukturnich
proteinti. Poslednim krokem je $tépeni p25 Gag (CA/SP1)
na funkéni p24 (CA) protein. Inhibici posledniho kroku
vznikaji virové castice s nespravné vytvofenou maturni
kapsidou, které nejsou schopny dalgi infekce™. Bevirimat
postoupil do druhé faze klinického testovani’’ . B&hem
faze Il byla pozorovana redukce viru pouze u 40-50 %
pacientd. U zbyl¢ casti doslo ke vzniku rezistence pfiroze-
nou polymorfni variaci v Gag polyproteinu. Dalsi klinické
studie tohoto 1é&iva byly zastaveny®. Vétsina derivatd BA
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je pripravovana a studovana s vizi vyvoje l1éCiva pro paci-
enty nakazenych rizikovéj§im virem HIV-1. Nékteré deri-
vaty BA byly téZ Gsp&n€ testovany vici méné rozsifené-
mu a pomaleji postupujicimu kmenu viru HIV-2 (cit.®").

4. Derivaty

Vzhledem k vySe zminénym vyznamnym vlastnostem
BA neni zadnym ptekvapenim, ze se ji zacalo vénovat
velké mnozstvi vyzkumnych skupin po celém svéte. Pred-
métem jejich studii je jak zkoumani podrobného mechanis-
mu uc¢inku v jednotlivych piipadech aplikace, tak vyzkum
zabyvajici se piipravou a testovanim novych derivatl.
Nejvétsi prekazkou v uvedeni do klinické praxe je prave
lipofilni charakter této latky. Za poslednich nékolik desitek
let byly pfipraveny stovky derivati, které mnohdy vykazo-
valy lep$i rozpustnost ve vodé. Nicméné s derivatizaci se
napiiklad vytratil sledovany efekt, doslo k rychlému vzni-
ku rezistence, ¢i k dramatickému zvySeni toxicity vuci
normélnim buiikdm. U protinddorovych preparati dochazi
Casto ke ztrat¢ inhibiéni aktivity vi¢i nékterym typlim
tumoru, ale k vyznamnému posileni G¢inku vaci jinému
typu tumoru. U anti-HIV derivati bylo pak nalezeno néko-
lik tzv. ,,vad¢ich struktur, neboli strukturnich motivii BA
pravdépodobné vedoucich k vytvoreni ucinného l1éciva. Na
z4klad¢ pozorovanych vztahdi mezi strukturou a aktivitou
derivati BA jsou neustale pfipravovany nove, U¢innéjsi
latky proti HIV, rakoving, ¢i malarii.

Nejcasteji se BA modifikuje v polohach C-3 a C-28.
Pti adici na dvojnou vazbu mezi atomy uhliku C-20 a C-29
nedochazi obvykle k vyraznému posileni aktivity, naopak
se aktivita Casto vytraci. Tento poznatek plati obecné jak
pro protinadorové, tak i pro anti-HIV &inky***%2.

Zvysené rozpustnosti nemusi byt dosazeno jen zava-
dénim polarnich funkénich skupin, ale také naptiklad pii-
pravou farmaceuticky akceptovatelnych soli®, vytvofenim
inkluzniho komplexu s vhodnym nosi¢em, kterym muze
byt naptiklad B-cyklodextrin®, & formulaci do liposomu®.

4.1. Protinadorové derivaty

4.1.1. C-3 derivaty

Kyslik vazany v poloze C-3 (obr. 1) se zda byt esenci-
alnim substituentem'”. Oxidovana forma BA, betulonova
kyselina (obr. 2) je aktivn&j$i naptiklad viigi melanomu®.
Na druhou stranu je i typickym piipadem, kdy dochazi ke
ztraté aktivity napiiklad vigi rakoving prostaty &i plic®.
Acetylace hydroxylu v poloze C-3 nema vyznamnéjsi vliv
na zménu cytotoxicity’®, nicméné nékteré 3-O-acyl-
derivaty s elektronegativnimi substituenty vykazuji silné
antiangiogenni u¢inky*’. Kyslikovy atom miize byt také
nahrazen atomem dusiku (obr. 3). Napiiklad derivaty
3-hydrazono-20,29-dihydrobetulinové kyseliny (1-3) vy-
kazuji podstatn€ vyssi toxicitu vici endothelidlnimu karci-
nomu plic*. Z fady glykosylovanych derivati byla nejvét-
§i pozornost vénovana B-p-glukopyranosidu BA (4), ktery
vykazoval dobrou rozpustnost a zvySenou cytotoxicitu
viiéi rezistentnim nadorovym buitkam®*®’. Za ti¢elem zvy-
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Obr. 3. Vyznamné protinadorové C-3 derivaty

Seni rozpustnosti byla aplikovana strategie konjugace BA
za vzniku tzv. proléciva, které se v organismu enzymatic-
ky rozstépi. Prikladem mohou byt C-3 konjugaty
s rozvétvenymi  polyethylenglykolovymi  spojovacimi
mustky (PEGy), které jsou 250-750x rozpustnéjsi ve vodé
a zaroveit dochazi k zachovani protinadorové aktivity®®.
Jinym pfistupem mize byt zavadéni polyamind. Spermino-
vy C-3 derivat (5) vykazoval velmi dobrou cytotoxicitu
napiiklad vic¢i bunkdm rakoviny prsu. Analogicky C-28
derivat BA byl toxicky i na normélni buiiky®’. Tyto amfi-
filni molekuly jsou diky pfitomnosti sperminového fetézce
schopny utvéfet zmifiované supramolekulérni gely'’.

4.1.2. C-28 derivaty

Pti porovnavani oxidovanych forem betulinu, ktery
sam o sob& nevykazuje pfili§ silné cytotoxické ucinky,
bylo zjisténo, Ze mezi vlastnostmi C-28 aldehydu a BA
neni piili§ velky rozdil”®”". Timto zjisténim byl vyvracen
puvodni ptedpoklad, Ze pro Gcinnost je nezbytna pritom-
nost karboxylové skupiny v poloze C-28 (obr. 1) a dale se
predpoklada, ze pravé karbonylova skupina je esencialnim
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farmakoforem. Nejcastéjsi modifikaci v této poloze je
tvorba esterti, ¢i amidi (obr.4). Priprava amidd
s aminokyselinami mutize zvySovat rozpustnost ve vodé”
(6). Specialnim ptipadem C-28 derivatu je latka NVX-207
(7), kdy pfi deacetylaci v poloze C-3 dochazi ke ztraté
aktivity. Tato latka vykazuje velmi dobrou rozpustnost,
selektivitu a téz je cytotoxicka vuci Siroké skale nadoro-
vych bunéénych linii’>. Obdobné jako u C-3 derivatd byla
navrzena prolé¢iva modifikovanad v poloze C-28, jako
napft. 28-O-B-p-glukuronopyranosid BA (cit.”). Azidothy-
midinovy derivat BA (8) pfipraveny ,,click® reakci vyka-
zoval oproti BA témét Ctyfndsobnou Ucinnost viici nekte-
rym typtim rakoviny.”> Vyhodou iontovych sloudenin BA
je minimalni strukturni modifikace a vyrazné zvyseni roz-
pustnosti. K ,,vysolovani“ je mozné pouzit latky, které jsou
farmaceuticky akceptovatelné, netoxické, pripadné dispo-
nujici aditivni biologickou aktivitou. Pfedpoklada se, ze
vzhledem k mirné kyselému prostfedi v nadorovych bun-
kach dochazi po vstupu do buiky k obnoveni ptivodni
struktury. Mezi latky, u kterych byla prokdzéna vyznamna
selektivni cytotoxicita, patii derivaty benzalkoniovych
a choliniovych kationtd (9-10, obr.3)’®. Tyto derivaty
vykazuji t¢Z velmi dobrou anti-HIV aktivitu skrze inhibici
dimerizace proteasy, ¢imz se zasadné liSi v mechanismu
ucinku od niZze rozebiranych derivati s anti-maturacni
aktivitou, plisobici na kapsidovy protein”’. Na zakladé
predpokladu dobré rozpustnosti iontovych sloucenin byly
dale pripraveny ucinné estery BA s ligandy obsahujicimi
kvartérni amoniovou skupinu v molekule (11)7%.

4.1.3. Dalsi derivaty s protinadorovou aktivitou

Rada studii se zabyva modifikacemi kruhti lupanové-
ho skeletu (obr. 5). Mezi latky, které stoji za pozornost,
patii enony, odvozené od betulonové kyseliny
s elektronegativnim substituentem v poloze C-2 (obr. 1
aobr. 5), které vykazuji az 59x vyssi cytoxicitu nez BA
(12)”°. Seko-anhydridy vykazuji vyznamné posileni cytoto-
xicity viiéi mnohym nadorovym bunéénym liniim (13)*.
Studie zabyvajici se derivatizaci kruhu E demonstruje
potencial ,,nové“ skupiny velmi ucinnych latek souhrnné
oznaovanych jako betulininy (14-16). Rada z nich vyka-

Obr. 4. Vyznamné protinadorové C-28 derivaty BA
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Obr. 5. Dalsi protinadorové derivaty BA

zuje cytotoxicitu i proti rezistentnim liniim nadorovych
bunék, ackoliv nebyla prokazana jejich zvySena solubilita
ve vodnych roztocich®'. Byla piipravena cela fada silné
cytotoxickych soli BA (34—40x ucinngjsich nez BA), jez
maji ve své struktufe vézany trifenylfosfoniovy kation
(reprezentativni ptiklad — latka 17). Tyto sole byly navrze-
ny na zaklad¢ faktu, ze kationovy trifenylfosfoniovy zby-
tek (R-PPh;") v molekulach je schopen cilené transporto-
vat biologicky aktivni latky do mitochondrii nadorovych
bun&k®'. Pro mozné vyuziti BA v radioterapii a pro sledo-
vani distribuce BA in vivo (ptipadné diagnostice) byl pii-
praven derivat znadeny "*'T (molekulérni struktura derivatu
neni v publikaci vyobrazena). Byla prokdzéna selektivni
akumulace v nadorovych bunkach. Iodovany derivat by
mohl najit uplatnéni v radioterapii, zvlasté pti 1é¢bé hepa-
tocelularniho tumoru cilenou radionuklidovou brachytera-
pii*>. Pro bliz&i porozuméni uéinku a detekci za soucasné-
ho vyvolani apoptozy byl syntetizovan konjugat BA-bis
(aryliden)indolu (18). Touto studii byla potvrzena selektiv-
ni bunécna lokalizace i cytotoxicita proti nadorovym bun-
kam v porovnani s doxorubicinem®’.

19aR'=OH,R?=H 19bR'=H, R?=0OH
EC50= 45 nM ECs(J: 20 nM
CCsp=>9 uM CCsp=>3,3 M
[HIV-1; MT-4]* [HIV-1nL4.3 WT; MT-4]86

Obr. 6. Vyznamné derivaty BA zabraiujici vstupu HIV-1 do buiiky
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4.2. Anti-HIV derivaty

4.2.1. Derivaty zabranujici vstupu viru HIV-1 do bunky
Jak jiz bylo uvedeno vyse, jednim z prvnich derivati BA,
u kterého byla prokdzana schopnost zabranit vytvoreni
komplexu ,,infek¢ni ¢astice viru HIV-1 a napadené bunky*
byl derivat y-aminokyseliny ((35,45)-4-amino-3- -
hydroxy-6-methylheptanové kyseliny) RPR103611 (19a,
obr. 6)*" a jeho isomeru IC9564 (19b, obr. 6)*. Latka 19b
na rozdil od 19a pravdépodobné zabrafiuje vstupu viru do
bun¢k vazbou na jinou ¢ast glykoproteinu virové obalky
(gp120). V tomto piipadé, jako i v dalSich, dochazi
k mutacim a vzniku rezistence (obr. 6)**. Zavérem t&chto
studii bylo, Ze 3B-hydroxyl je esencialnim substituentem
pro tento mechanismus G¢inku. Malé zmény ve struktute
BA na kruhu A jsou pfi¢inou uplné ztraty ucinku.
3B-Hydroxylova skupina neni vhodnym mistem chemic-
kych modifikaci. Stejné tak je dilezitd i amidova vazba
v poloze C-28, nebo délka uhlovodikového fetézce vaza-
ného na karbonyl**®. Aktivita derivatu pak zfistiva zacho-
vana i v piipadé€, Ze je 3-hydroxyaminokyselinovy zbytek
nahrazen L-leucinem®’. Obdobnou aktivitu a lepi rozpust-
nost v porovnani s latkou 19b vykazovala i latka 20
(obr. 6), ktera je navic derivatizovana v poloze C-29. Tato
poloha se zd4 byt vhodnym mistem pro zavadéni substitu-
entli zvySujicich hydrofilitu, bez ztraty aktivity (obr. 6)*.

EC50= 90 nM
CCs0=>10 uM
[HIV-1 43 WT; MT-2]%°
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ECso= 10 11 nM
CCso= 16,8 £ 14,5 uM
[HIV-1yL 4.3 WT; MT-2]105

ECs0= 5,9 n\M
CCso= 13,2 M
[HIV-1nL4.3 WT; MT-4]%

ECso=46 nM
CCso= 12,1 uM
[HIV-1y 4.3 WT; MT-4]%2

e
N o
0
HON
27
o ECso= 16 £ 3 1M
CCqo= >5 TM

[HIV-1y 4.3 WT; MT-41%7

CCso= >10 uM

31

ECs0= 16 + 13nM
CCso= 27,2 uM

[HIV-1y 4.3 WT; MT-2]104

Obr. 7. Vyznamné maturacni inhibitory HIV-1

o ECso= 31 nM
CCs=8,6 ‘M
[HIV-1y 4.3 WT; MT-4]%°

O ECgy= 19+ 54 nM
CCsy= >4,5 ;M
[HIV-1y, 4.5 WT; MT-4]%3

ECs0=29 nM
CCso=>10 uM
[HIV-1 WT; MT-41%2

H
o ECq,=6,5+0,8 nM
CCyy=>10 uM
[HIV-1y4 5 WT; MT-417

30
ECs0=5+3nM
CCs= 0,195 £ 0,013 uM
[HIV-1y14.3 WT; MT-4]10

ECso= 1,9+ 1,2 nM
CCs0=9,2 4 1M
[HIV-1yL43 WT; MT-2]105
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4.2.2. Maturacni inhibitory HIV-1

Vyse zminovany C-3 ester BA s 2,2-dimethyl-
sukcinanhydridem (21) se zdal byt jednim z nejvétsich
Gispéchil v boji s infekei virem HIV-1 (obr. 7)*. Nicméné
selhdni 1écby nakazenych vedly k zastaveni klinickych
testll. Strukturni motiv bevirimatu (21) je ale nesporné
vhodnou predlohou pro ptipravu fady jinych latek, které
by disponovaly lepsimi farmakokinetickymi a farmako-
dynamickymi vlastnostmi. Lepsiho ucinku pak bylo dosa-
zeno u disubstituovanych isomerd, 3,28-di-O-(dimethyl-
sukcinyl)betulinu®. Vzhledem k zdanlivé nezaménitelnosti
substituentu v poloze C-3 bylo pfipraveno nepfeberné
mnozstvi inhibitor ,,druhé generace s modifikaci
v poloze C-28 (obr. 7). Nékteré dokazou prekonat rezisten-
ci viru oproti ptivodni slouceniné. Z téchto C-28 derivati
pak nejvétsi aktivitu vykazovala latka 22. Navazanim cyk-
lického sekundarniho aminu je navic dosaZeno vyssi meta-
bolické  stability®™.  Vyznamny byl objev  tzv.
»privilegované struktury* (voln¢ ptelozeny z angl. Privi-
leged Structures), tj. substituovanych C-28 piperazinylami-
di (23)°. Naslednou konjugaci s dalsi ,,privilegovanou
strukturou® odvozenou od skoficové kyseliny (24)°' bylo
dosazeno jeSt€¢  uspokojivéejsi Pojem
»privilegovana struktura“ oznacuje motivy, ¢asto pfitomné
v ptirodnich latkach, které maji afinitu k Sirokému spektru
receptorii a obecn¢ zlepsuji biodostupnost, biologickou
aktivitu & metabolismus 1é¢iva’**. Za zminku stoji také
dobie rozpustny methoxyethoxymethylovy derivat (25)™.
Vliv konformace struktury na aktivitu byl zkouman pomo-
ci rigidnich makrocyklickych derivati (26), které¢ vykazo-
valy Géinek obdobny 21, nicméné zadny nebyl schopen
prekonat piirozené se vyskytujici mutaci®. Derivatizaci 21
v poloze C-28 se podafilo pfipravit i dudlné aktivni kon-
strukty, latky LH15 (27), LH55 (28) a 29, ptsobici jednak
jako maturaéni inhibitory, ale soufasné dokazi zabranit
vstupu virové &astice do buiiky”>*®. Pravé kombinaci vice
mechanismii se da obvykle nejlépe rezistence ptekonat. Na
zéakladé téchto poznatkd byla také piipravena fada aktiv-
nich latek odvozenych od 3-O-(3,3-dimethylglutaryl)betu-
linové kyseliny”’, napt. alkylaminoderivati (30). Tyto
latky prekonavaji pfirozenou rezistenci vzniklou polymorf-
ni variaci v Gag polyproteinu®®. Byla také piipravena série
derivatt 21 substituovanych v riznych pozicich fluorem.
Fluor je pro svou vysokou elektronegativitu a maly atomo-
vy polomér ¢asto inkorporovan do novych struktur vyvije-
nych jako potencialni 1é¢iva”. Pouze pii substituci
v poloze C-29 doslo k zachovani anti-HIV aktivity, coz
naznacuje, Ze tato pozice by mohla byt dal§im vhodnym
mistem modifikace'”. Ptiprava jinych 3-O-acyl derivatd
vedla vétsinou ke ztratd sledované aktivity'®', nicméné
pravé predpoklad zachovani vzdalenosti mezi uhlikem C-3
a karboxylovou skupinou vedl k Gsp&sné ,,cross-coupling™
syntéze dalsiho aktivniho C-3 derivatu s navazanou benzo-
ovou kyselinou (31)'”*. Objeveni latky 31 pak nevyhnutel-
n¢ vedlo k syntéze dalSich derivatll, z nichz BMS-955176
(32) vykéazala schopnost uspésné piekonavat rezistenci,
kterd byla zasadni piekdzkou u ptivodniho 21. BMS-
955176 je také velmi dobfe rozpustna, tudiz je, v zasadg,
mozné i jeji peroralni podani'®.
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ECso= 150 + 40 nM
CCso= >70 uM
[HIV-2¢rx3; TZM-b 1183

Obr. 8. Priklad inhibitoru HIV-2

4.2.3. Derivaty s anti- HIV-2 aktivitou

Vétsina latek, které byly dosud ptipraveny, ale i latky,
které jsou predmétem soucasnych studii, vykazuji selektiv-
ni aktivitu vuci viru HIV-1. Ackoliv virus HIV-2 neni
v civilizovanych c¢éastech svéta tolik rozSifen, jde
o nevylécitelnou infekci, kterd vede k imrti pacienta.
Vzhledem k tomu, ze oba viry vykazuji genetickou homo-
logii pouze asi z 50 %, neni zddnym piekvapenim, ze vét-
Sina latek, které inhibuji Sifeni jednoho typu, je vici druhé-
mu typu neaktivni'®. Vzhledem ktomuto piedpokladu
vznikla série latek odvozena od RPR103611, ktera se lisila
v délce alifatického uhlovodiku, ktery je vazan v poloze
C-28. Bylo zjiSténo, Ze molekula se zkracenym substituen-
tem na fetézec o délce 5-ti uhlikti miize vykazovat inhibic-
ni aktivity v&i viru HIV-2 (33, obr. 8)°'.

5. Zavér

V piipad¢ hledani derivati BA s anti-HIV aktivitou
bylo v poslednich letech u¢inéno mnoho zésadnich pokro-
ki vedoucich k nalezeni n€kolika vhodnych kandidatli na
nové 1écivo. U protinadorovych preparati je pak situace
ponékud komplikovanéjsi, nebot’ existuje velké mnozstvi
rtuznych bunéénych linii, které jsou jinak citlivé vici roz-
dilnym derivatim. Hledani idealniho kandidata pro vyvoj
je BA intenzivné studovana jiz od 90. let minulého stoleti,
nepodafilo se dosud pfipravit zZadny dostate¢né ucinny
a bezpecny derivat pouzitelny v klinické praxi, jez by
mohl byt uveden na trh jako registrované 1é¢ivo.

Tento prehledovy clanek vznikl z podpory interniho
grantu z rozpoctu na realizaci aktivit Institucionalniho
planu VSCHT Praha v roce 2020 a instituciondlniho gran-
tu MSMT A1_FPBT 2020 _004.
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1. Uvod

Latky ovlivitujici hormonalni systém (a jejich pfitom-
nost ve vodnim prostiedi) jsou posledni dobou velmi dis-
kutovanym tématem. Provadi se fada vyzkumi za Géelem
sledovani jejich vyskytu v prostiedi a sili snahy o jejich
degradaci a odstranéni. V mnoha studiich byl prokazéan
jejich negativni vliv na vodni Zivocichy a o jejich u¢incich
na lidsky organismus se stale diskutuje. Abychom se mohli
zaméfit na jejich odstranéni z vodniho prostiedi, musime
byt schopni tyto latky detegovat. Mnoho latek se ale ve
vodé vyskytuje ve stopovych koncentracich, a tak je jejich
stanoveni technicky naro¢né. Z téchto diivodid je posuzo-
vani jejich pfitomnosti ¢asto zalozeno na vyuziti bioche-
mickych markertl kontaminace.

2. Endokrinni disrupce
Kontaminanty zivotniho prostiedi, které mohou naru-

$it funkci neuroendokrinniho systému obratlovcl, nazyva-
me endokrinni disruptory'. Latky suvedenym efektem

174

muzeme najit v fadé produktli, které se v minulosti inten-
zivné€ vyuZzivaly, nebo se uzivaji i nyni. Jedn4 se naptiklad
o pesticidy (atrazin, organofosfaty, arzenik), ftalaty vyuzi-
vané ke zmekcovani plasti, dioxiny, kovy (Cu, Pb), zpo-
malovace hofeni, glykolethery pouzivané jako rozpouste-
dla (v barvach, cisticich prostfedcich, kosmetickych pii-
pravcich, brzdovych kapalindich) a mnoho dalSich.
V nésledujicim textu se zaméfime pouze na ty endokrinni
disruptory, které vykazuji xenoestrogenni ucinek, tzn. Ze
ovliviiuji reprodukéni systém napodobenim vlivu estrogenti®.

V oblasti humanni mediciny se dnes vyuziva odha-
dem asi 20 riznych progestinl (jinym nazvem gestagend,
progesteronti, progestagentt), které fadime mezi endokrinni
disruptory. Jedna se o latky, které maji Siroké spektrum
pouziti. V kauzalni medicin€ se vyzivaji naptiklad k 1écbe
déloznich nadord nebo pii  déloznim  krvaceni’.
V preventivni mediciné pak maji nezastupitelnou ulohu
v oralni antikoncepci. Napiiklad v roce 2017 bylo dle in-
formaci Statniho tGstavu pro kontrolu 1é¢iv dodano na trh
v Ceské republice vice nez 3,5 milionu baleni 1é¢iv faze-
nych do skupiny ,,Pohlavni hormony a modulatory genital-
niho systému“*. Takto uZita 1é¢iva se z organismu vyluguji
spolecné s moc¢i a nasledné¢ odchazi do odpadnich vod.
Cistirny odpadnich vod (COV) viak &asto nemaji natolik
efektivni technologie, aby tyto latky z vody zcela odstrani-
ly. COV tedy opousti nedokonale vy&isténa voda, kterd
nasledné kontaminuje rizné slozky vodniho ekosystému
(napt. feky a potoky). Zde dochézi, za pfedpokladu vétsiho
pritoku, k jejimu dal§imu nafedéni. Pokud je ale prttok
nizky, napiiklad béhem suchého letniho obdobi, jsou latky
ve vod¢ ve vyssi koncentraci a mohou na vodni organismy
psobit s vétsi intenzitou®. Konkrétni proces probiha prav-
dépodobné tak, ze ackoliv ztéla tyto latky odchazeji
v konjugované podobé, ve formé glukoronidii a sulfati,
v COV diky bakteriim v odpadnim kalu dochazi k jejich
dekonjugaci, tedy aktivaci®. V roce 2018 provedli Sauer
aspol.” odbér vzorkd odpadnich vod v nékolika vétsich
méstech Ceské republiky a analyzovali p¥itomnost estro-
genngé pusobicich latek. Vzorky byly odebirany na pfitoku
vody do COV i na jejim odtoku. Na odtoku byla zji§téna
koncentrace testovanych latek ve vét$iné piipadli nizsi,
nikoli viak nulové. P¥ikladem mize byt COV v Brng, kde
ze vSech 17 testovanych latek byla naméfena nejvyssi kon-
centrace u cyproteron acetatu, konkrétné v mnoZzstvi
12,0ng 1" na pitoku a 0,5ng 1" na odtoku’. Vzhledem
k tomu, ze ve vodnim prostiedi se latky tohoto typu vysky-
tuji v riznych kombinacich, je tfeba brat toto v potaz pti
testovani jednotlivych estrogenné pusobicich latek. Ekpe-
ghere a spol.® stanovili na odtoku vody z COV hladiny
estrogenll vrozmezi od hodnot pod hranici detekce
(0,0001 ng I"") az po 0,05 ng 1"', pii¢emz nejnizsi Gi¢innost
COV byla zaznamenana u hladin estronu. Vzorky odebira-
li v letech 2009 a 2010 na fekach v Koreji®. Jejich vysled-
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ky potvrdili i Ben a spol.’, ktefi porovnavali koncentrace
latek pted a po prichodu vody COV v provincii Jiangsu
ve vychodni Cing. Sledovéni téchto polutanti na piitoku
a odtoku vody z COV provadéla i fada dal$ich autorti.
V laboratornich podminkach je Casto testovan vliv jedné
latky v rliznych koncentracich. Pokud jsou zaznamenéany
zmény az pii vyrazné vyssich hodnotach, nez je bézné se
vyskytujici koncentrace, neznamend to, ze k uvedenému
jevu nemuze v pfirod¢ dojit. Ve vodnim prostiedi je fada
latek a jejich metabolitli, z nichZz nékteré maji viici sob&
agonistické nebo antagonistické uginky'’.

3. Vitellogenin

Vitellogenin je hlavnim prekurzorem Zzloutkového
proteinu. Jednda se o molekulu fosfoglykolipoproteinu,
ktera je syntetizovana v jatrech dospé€lych samic ovipar-
nich obratlovct, tedy ryb, plazl, obojzivelniki a ptaku.
V nasledujicim textu se ale zamé&fime pouze na jeho vy-
skyt u ryb. Za urcitych podminek mize k syntéze vitello-
geninu dojit i u samcl a juvenilnich samic. Jeho syntézu
indukuje estrogen, jehoz koncentrace jsou v krvi samci
velmi nizké. Pokud jsou vsSak ryby samciho pohlavi vysta-
veny pusobeni xenoestrogennich latek, dochazi k jeho
syntéze i u nich. Z uvedeného diivodu se vitellogenin ¢asto
vyuziva jako vhodny biomarker pro hodnoceni pfitomnosti
estrogennich kontaminantil ve vodnim prosttedi'”.

Proces syntézy vitellogeninu probihd na zakladé akti-
vace hypothalamo-hypofyzo-ovarialni osy. Hypothalamus
zajistuje produkci gonadotropin-uvoliiujiciho hormonu
(GnRH). Na tento proces ma vliv mnoho endogennich
a environmentalnich faktord. Mezi uvedené faktory patii
vrozeny biorytmus, vyzivovy stav, sezénni zmény fotope-
riody a teploty a dalsi. Jako odpovéd na GnRH zacne hy-
pofyza uvolnovat folikuly stimulujici hormon, ktery na-
sledné indukuje tvorbu 17B-estradiolu a jeho uvoliovani
ze tkané theca follicula ovarialnich folikult. 17p-Estradiol
vyvola v jatrech syntézu vitellogeninu a jeho nasledné
uvolnéni do krevniho fecisté. Z krevniho fecisté vitelloge-
nin difunduje pfes bazalni membranu a mezibunécny pro-
stor mezi buriky zony granulosy. Ptes folikularni buiiky se
vitellogenin dostavd do kontaktu s oolemou. Do oocytu
pak vstupuje pomoci specifickych receptort, které se na-
chazeji na jeho membrang''. Molekula vitellogeninu je
v koneéném disledku rozloZena proteolytickymi enzymy'?
a poté zabudovéana do vajecného Zloutku. Stejné tak jako
lipovitellin, fosfitin a fosvetin slouzi jako hlavni zdroj
energie pro nasledny vyvoj embrya'?. Z divodu usnadnéni
proteolyzy je celd molekula vitellogeninu pomérné nesta-
bilni a nachylna ke §tépeni proteasami. Z uvedeného diivo-
du je tfeba pii skladovani a analyze vzorkli vyuzivat pro
stabilizaci specilni inhibitory proteas'”.
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4. Stanoveni a vyuZiti vitellogeninu jako
biochemického markeru

Pritomnost vitellogeninu ve tkanich samct a nedospé-
Iych jedinci ryb byla na zakladé mnoha vyzkumii zvolena
jako jedna z moznosti detekce ptfitomnosti endokrinnich
disruptorti ve vodnim prostiedi'’. Vitellogenin je obvykle
detegovan v krevnim séru, jatrech, plazmé, celotélovych
homogenatech'* a povrchovém hlenu ryb®.

K detekci vitellogeninu se vyuziva fada metod. Jed-
nou z nejéastéji pouzivanych je metoda ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay)'®. Protoze je molekula vi-
tellogeninu specifickd pro kazdy jednotlivy zivociSny
druh, je k jeho detekei touto metodou tfeba piipravy speci-
fickych protilatek v zavislosti na typu pokusnych zvifat'®.
Z modifikaci imunochemické metody ELISA se pak vyu-
7iva napt. piima'®, nepiima kompetitivni'’ a dale i sandwi-
chové varianta'?. Dal$i moZnosti je vyuZiti molekularng-
biologickych metod (napf. PCR) pro detekci mRNA vi-
tellogeninu'®. Detekci endokrinnich disruptorti lze také
provadét ptimou analyzou jednotlivych analytd v riznych
biotickych a abiotickych matricich vodniho ekosystému.
Pro uvedené analyzy se bézné vyuzivaji chromatografické
metody v kombinaci s hmotnostni spektrofotometrii'®.
Mezi dal$i parametry, které 1ze vyuzit pro hodnoceni nega-
tivnich u¢inkt xenoestrogenti v laboratornich podminkach,
fadime napf. posouzeni poméru pohlavi v testovanych
skupinach, biometrické zmény (napt. délka a véha ryb)
a histologické vySetfeni gonad. MiZeme sledovat i vliv na
nasledné generace tak, jak to provedli Bhandari a spol.”.
Ti béhem svého experimetu zkoumali vliv bisfenolu A
(100 pg 1) a EE2 (0,05 pg 1" na nasledujici (F1, F2, F3
a F4) generace Oryzias latipes. Oplozena vajicka byla po
dobu sedmi dni vystavena uvedené lazni. Vyrazny pokles
preziti embryi byl zaznamenan az u F3 a F4 generace
(P <0,05), coz jasné poukazuje na negativni vliv téchto
latek na nasledné generace'.

4.1. Detekce vitellogeninu v laboratornich
podminkach

V laboratornich podminkach je, v porovnani s pokusy
provadénymi v terénnich podminkach, mnohem jedno-
dussi zajistit stalé prostfedi a tim zarucit validni vysledky.
Vyuzitim vitellogeninu, jako biochemického markeru pfi
hodnoceni latek s estrogennim Géinkem, se zabyvala fada
autord! 72024

Vitellogenin v krevni plazmé a celotélovém homoge-
natu detegovali u juvenilnich stadii jelecka velkohlavého
(Pimephales promelas) vramci experimentu Tyler
aspol.?’. Pro zhodnoceni vysledki bylo tieba nejdiive
stanovit bézné hladiny vitellogeninu. K tomu byly vyuzity
vzorky plazmy jelecka velkohlavého jinych nez pozdéji
testovanych ryb. Ty byly rozdéleny do skupin podle pohla-
vi a faze pohlavniho cyklu. U samcl se mnozstvi vitello-
geninu v krevni plazmé pohybovalo v rozmezi 25,0 + 6,0
ngml™. U nedospélych samic se jednalo o hodnoty
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37,0+ 6,0 pg ml™', usamic dospélych pak byly hodnoty
182,0£2,6 pygml™. Pro samotny prabéh pokusu byly
pouzity skupiny ryb skombinovanym pomeérem samci
isamic z diivodu nemoZznosti zajistit vyrovnané pohlavi
u takto mladych jedinct. Tyto skupiny ryb byly po dobu
30 dni po vykuleni vystaveny testované latce 17f3-
-estradiolu. Z kone¢nych vysledkll je ziejmé, Ze existuje
statisticky vyznamna zavislost mezi koncentraci vitelloge-
ninu a hladinou testované latky. Nejvyssi koncentrace byly
zaznamenany u pokusné skupiny vystavené 100 ng ™
17B-estradiolu. V tomto piipad¢ byla koncentrace vitello-
geninu v plazmé 12,0 + 2,2 ngml™ a 15,1 + 3,3 ngml™
v duplicitnim tanku®’.

Dalsi z casto uzivanych latek je 17a-ethinylestradiol
(EE2). Jeho vliv na indukci tvorby vitellogeninu
u oviparnich zivo¢ichd, konkrétné¢ déania pruhovaného
(Danio rerio), prokéazali Andersen a Holbech?!. V ramci
svého pokusu vystavili pokusné ryby v nékolika vékové
oddélenych skupinach (jikry, larvy a jedince do 60 dnil
véku) koncentraci 15,4 + 1,4ng "' EE2. Koncentrace vi-
tellogeninu v celotélovém homogenatu byla analyzovana
30. den po vylihnuti, pficemz pro analyzu byla pouzita
metoda ELISA. V pokusné skupiné byly prokazany vy-
znamné rozdilné koncentrace v porovnani se skupinou
kontrolni. Nejvyssich koncentraci vitellogeninu dosahova-
la skupina vystavend EE2 ve fazi embrya. K tomu mohlo
dojit z ddvodu kumulace lipofilniho EE2 ve Zloutkovém
vacku, nebot’ takto ulozeny EE2 mohl pozdé&ji vyvolat
zvySenou indukei vitellogeninu. Skupina vystavena testo-
vané latce do obdobi deseti a dvaceti dni véku vykazovala
naopak niz8i koncentrace vitellogeninu nez ostatni skupi-
ny. To mohlo byt zptisobeno tim, Ze pfed dvacatym dnem
veéku nemaji tyto ryby jesté zcela vyvinuty jaterni enzymy.
Histologickym vysetfenim gonad 60. den véku Andersen
a Holbech?' detegovali ptipadné zmény vyvoje pohlavnich
organd. Histologicky byl prokazan feminizacni efekt této
latky na diferenciaci sam¢ich pohlavnich organti. U jedin-
ct vystavenych EE2 v obdobi 20-40 dni po vylihnuti byl
u 59 % samcii zaznamenan vyskyt oocytii ve tkani varlat®!.

Uvedené experimenty ukazuji pouze vliv kratkodobé-
ho piasobeni estrogennich latek na vodni Zivocichy. Jak ale
budou reagovat ryby vystavené xenoestrogennim latkam
0 znamé koncentraci po del$i casové obdobi, v ramci let, je
v laboratornich podminkach velmi obtizné zjistit. Kidd
a spol.'” proto provedli pokus v experimentilnim jezefe,
které se nachéazi v severozapadnim Ontariu v Kanadg. Cely
experiment trval sedm let (1999-2005) a byl zaméten na
sledovani chronického vlivu nizkych koncentraci EE2 na
jelecka velkohlavého (Pimephales promelas). Béhem prv-

Tabulka I
Indukce tvorby vitellogeninu u juvenilnich stadii jelce tlouste
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nich dvou let pokusu byly odebirany vzorky ryb pro stano-
veni hladin vitellogeninu pfed pfidanim EE2. Béhem dal-
Sich i let trvani experimentu byl EE2 v mnozstvi 5-6 ng 1™
pravidelné pfidavan do jezera. Nasledujici dva roky experi-
mentu jiz EE2 do vody v jezefe pfidavan nebyl. Pro ziska-
ni kontrolnich vzorkli bylo vybrano nezatizené jezero ze
stejné oblasti. K detekci vitellogeninu byly pouzity celoté-
lové homogenaty pokusnych ryb. V obdobi pted zahaje-
nim podavani EE2 byly hodnoty koncentraci vitellogeninu
u samct do 0,5 ugg. Ve vzorcich odebranych b&hem
obdobi, ve kterém byl do vody pfidavan EE2, byly u sam¢i
populace zaznamenany vyznamné zvySené hladiny vitello-
geninu, které se pohybovaly od 2500 pug g™ az po 12 000
ng g . B&hem pokusu byly také odebrany vzorky jater pro
analyzu mnozstvi mRNA vitellogeninu, které u jedincii
vystavenych EE2 bylo mnohonasobné vyssi. Tato skupina
vykazovala mnozstvi exprimované mRNA vitellogeninu
vrozmezi 0,4 £0,6 az 1,2+ 0,1, zatimco u kontrolni sku-
piny zjist€éné mnozstvi odpovidalo <0,1-1,6 % hodnot
pokusné skupiny. Histologické vySetfeni mimo jiné potvr-
dilo fibrézu a malformace tubuld testikularni tkané u ryb
vystavenych G&inkam EE2 (cit.").

Ve vodnim prostiedi existuje nebezpeci kumulace
vlivu vice estrogennich latek a jejich mozného synergické-
ho paisobeni. Uvedenou problematikou se zabyvali Zlabek
a spol.”%, ktefi zkoumali uginek estrogennich a androgen-
nich latek na stadia gonad, pohlavni diferenciaci a na in-
dukci tvorby vitellogeninu u juvenilnich stadii (stafi
5 mésicu) jelce tlousté (Squalius cephalus). Jedné skupiné
pokusnych ryb byl v krmivu podavan 17p-estradiol, druhé
testosteron a treti skupiné kombinace téchto dvou latek
(tab. I). Po tficeti dnech byl proveden odlov ryb a analyza
hladin vitellogeninu v celotélovych homogenatech. U sku-
piny ryb, kterd byla krmena krmivem obsahujicim
17B-estradiol, se hladina vitellogeninu statisticky vyznam-
né neliSila od kontrolni skupiny. Nejvyssi produkce vi-
tellogeninu byla zaznamenana u ryb, jejichZz krmna smés
obsahovala kombinaci 17B-estradiolu a testosteronu. Tes-
tosteron tedy markantng zvysil Gginky estrogenu®.

BéZné se analyza hladiny vitellogeninu provadi z krve
nebo tkani, které jsou ziskdvany v ramci invazivniho odbé-
ru, ¢asto s nutnosti usmrceni zvifete. Alternativou k t€émto
postuptim je moznost analyzy hladiny vitellogeninu
v povrchovém hlenu®. Tato alternativa by mohla poskyt-
nout moznost odbéru vétsitho mnozstvi vzorkl a celkové
zjednodusSeni odbéru. Pfipadné sniZeni stresovych faktorii
Ize také povazovat za pozitivni faktor. Maltais a Roy”
provedli pokus, pii kterém juvenilni staddia pakaprovce
Hubbsova (Moxostoma hubbis) vystavili pusobeni latek

Testovana latka 17B-Estradiol 17B-Estradiol + Testosteron Testosteron Kontrola
Mnozstvi testované latky v krmivu 20 mg kg 20mgkg' +0,1 gkg™ 0,1 gkg' X
Koncentrace vitellogeninu po 30 7+11 32+28 0,4+04 0,4+0,3

dnech (pg g )
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EE2 a nonylfenolu (NP) v riznych koncentracich (EE2:
10ng I''; NP: 1 pg 1™, 10 pg I, 50 ug I'") po dobu 21 dni
a sledovali koncentraci vitellogeninu v krevni plazmé
a povrchovém hlenu. Statistickou analyzou byla potvrzena
statisticky vysoce vyznamna pozitivni korelace (P < 0,05).
Ke statisticky vyznamnému zvySeni obsahu vitellogeninu
(P < 0,01) doslo uryb az pii koncentraci 50 pg 1™ NP
(6500 ug mI™" plazmy; 3,1 pg mg™" proteinu v povrchovém
hlenu). Pokusy s nizs§imi koncentracemi NP nevykazovaly
statisticky vyznamné zvySeni syntézy vitellogeninu
(<1000 ugml"  plazmy; < 0,5ugmg’ proteinu
v povrchovém hlenu)®.

U juvenilnich stadii, 7-8 dni po vykuleni, mofana
japonského (Pagrus major) aokounika nacernalého
(Sebastus melanops) byly prokazany statisticky vyznamné
zvySené koncentrace vitellogeninu v plazmé pii jejich
vystaveni NP v koncentraci 10 pg1™”" a 50 pg1™" a 5ng 1™
estrogenu (E2) po dobu Sedesati dni (P < 0,05). V pokusné
skupiné se vyskytovali jak samci, tak samice. Koncentrace
vitellogeninu byla analyzovdna v pribéhu experimentu
(30. den) a na jeho konci (60. den) (tab. II). Dale bylo pro-
kazano, ze vystaveni ryb exogennimu vlivu E2 statisticky
V}'fznz%mné zvysi (P < 0,05) indukci produkce vitelloge-
ninu™".

4.2. Detekce vitellogeninu v terénnich podminkach

Detekee vitellogeninu v krevni plazmé/séru a ve tka-
nich ryb v terénnich podminkach je dulezitd z hlediska
sledovani estrogenné pusobicich latek v zivotnim prostie-
di. Analyza vzorki pro detekci vitellogeninu se ve svété
bézné vyuziva a také na naSem uzemi byla provedena fada
studii zabyvajicich se touto problematikou. Samotnou
detekcei vitellogeninu je vhodné kombinovat s chemickou
analyzou konkrétni latky ve vodnim prostfedi. Mimo to
jsou hodnoceny i dalsi ukazatele — histologické vySetieni,
pomér pohlavi, délka a vaha ryb apod.

Jedna ze studii probéhla na fece Jihlave, ktera je jed-
nim z piitokt Dyje. Jako oblast pro odbér vzorkl byl vy-
mezen usek mezi mésty Tiebic a Ivancice. Studie probéhla
v letech 1999-2002 a jako modelovy organismus byla
vybrana parma obecnd (Barbus barbus). Odlov ryb probi-
hal béhem doby sledovani tfikrat. Prvnim mistem odbéru

Tabulka II

Referat

byl usek feky nad méstem Ivancice, konkrétné v obci
Hrubsice. Dalsi misto odbéru bylo situovano pod Tiebici
a posledni misto odbéru pak bylo nad Tiebi¢i. V Ttebici se
nachazi COV, mezi Ttebi¢i a Ivané&icemi vodni elektrarny
Dalesice a Mohelno, v Dukovanech pak jaderna elektrarna.
U odlovenych ryb byly odebrany vzorky jater a gonad pro
histologické vysetfeni. Béhem studie bylo celkem odchy-
ceno 993 kust ryb, pficemz 47,5 % z nich byli samci. Fe-
minizace byla zaznamenana u 6 odchycenych jedinct.
Histologické vySetfeni gonad pak odhalilo, Ze frekvence
feminizovanych samcti je niz8i u ryb odchycenych v méné
zneCisténé vodé (v HrubSicich), nez ve vodé obsahujici
vice polutanti (u Tiebice). Pfitomnost polutantti ve vodé
se stanovovala na zakladé jejich detekce ve tkani ryb. Jed-
nalo se o Hg, As, Cd, Pb, Cr, Ni, Cu, Zn, polychlorované
bifenyly (PCB), hexachlorbenzen (HCB) a dichlordifenyl-
trichlorethan (DDT) a jeho metabolity. Koncentrace vi-
tellogeninu v krevni plazmé samcli byla vyrazné niZsi
v méné znecisténé vodé v Hrubsicich (0-3,84 pg ml™") nez
ve vodé znedisténé (0,02-880,26 pgml™). Autofi ve své
studii  uvadéji, ze pfi¢inou femizinace samcl
(celkove 2,8 %) mohlo byt i souhrnné plsobeni vice fakto-
rt, zahrnujicich kromé xenoestrogennich latek ve vodnim
prostredi i pfirodni a hydrologické podminky (koncentrace
ryb, teplota vody) a vek®.

Kralicky potok, ptitok Tiché Orlice, byl v minulosti
vyuzivan pro umélou reprodukci lipana podhorniho
(Thymallus thymallus) a pstruha obecného poto¢niho
(Salmo trutta fario). Kolem roku 1990 byla v okoli mésta
Kraliky poprvé zaznamenana snizena reprodukce ryb, coz
vedlo k detailngjsimu sledovani této oblasti. Jednim
z pokusti zaméfenych na tuto oblast bylo sledovani kon-
centrace vitellogeninu v krvi ryb na fece Ticha Orlice,
kterd je levostrannym piitokem Labe. Jako indikatorovy
organismus byl vybran pstruh obecny potoéni (Salmo trut-
ta fario). Vzorky krevni plazmy byly odebrany od ryb
odlovenych na dvou mistech (obce Kraliky a Lichkov)
a jako kontrolni misto byla zvolena lokalita Cervena Voda.
Nejvyssi koncentrace vitellogeninu byla detegovana ve
vzorcich zlokality Kraliky (3-30 mgml'). V lokalité
Lichkov byl vitellogenin detegovan v mnozstvi do
0,01 mgml™ a v Cervené Vod¢ byla koncentrace vitello-
geninu pod mezi detekce. Ze zjisténych vysledkd bylo

Hladiny vitellogeninu v plazmé (ng ml™") u motana japonského a okounika nagernalého

30. den 60. den
Koncentrace NP * 10 pg ml™ 50 pg ml™! 10 pg ml™ 50 pgml™!
Motan japonsky <2900 <4000 <3900 <2900
Okounik nacernaly <4000 <3400 <5000 <4000
Koncentrace E2 ° Ongl’ 5ngl’ Ongl’ 5ngl’
Motan japonsky <1000 <8500 <1100 <7000
Okounik nacernaly <900 <7000 <800 <8500

“NP — nonylfenol, " E2 — estradiol
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potvrzeno, ze zvySend koncentrace vitellogeninu v krvi
samci muze indikovat poruchy  spermiogeneze
a reprodukce”®?’.

Na fece Labi v roce 2008 provedli Randak a spol.”®
vramci experimentu odbér vzorkidl ryb na tfech mistech
toku feky, a to v oblastech, ve kterych se predpokladalo
vetsi znedisténi. Sledovanym organismem byl jelec tloust’
(Squalius cephalus). Ryby byly odloveny v okoli mésta
Pardubice, Neratovice a Usti nad Labem. Odlov se vzdy
provadél nad a pod uvedenymi lokalitami. Ve svaloving
ryb byla provedena analyza vybranych perzistentnich po-
lutanth (Hg, PCB, DDT, HCH a dalSich). Déle byly analy-
zovéany vybrané biomarkery, mezi kterymi byl i vitelloge-
nin. Jako kontrolni lokalita bylo vybrano odbérové misto
na fece VItavé nad nadrzi Lipno, kde byl predpoklad mini-
malniho zneCisténi. Nejvyssi koncentraci vitellogeninu
obsahovaly vzorky zryb odlovenych na fece Labi nad
Ustim nad Labem. Naopak nejnizsi koncentraci vitelloge-
ninu obsahovaly vzorky odebrané pod méstem Neratovice.
Kromé detekce vitellogeninu provedli Randak a spol.?®
také histologické vySetfeni gonad. U dvou samcid ze Ctyt
odlovenych pod Ustim nad Labem byly nalezeny patoana-
tomické anomalie. Ve tkani varlat se nachazely perinukle-
arni oocyty. Ve vzorcich z jinych lokalit podobné zmény
nebyly nalezeny. B&hem odlovu ryb pod Ustim nad Labem
byli z necelych padesati ryb pouze Ctyii samci, z toho po-
hlavni organy dvou z nich vykazovaly histologickou ano-
malii. Jak vyplyva zuvedeného, rozlozeni pohlavi
v populaci jelce tlousté nebylo ani z daleka podobné piiro-
zenému poméru 1:1. Ktomuto ukazu mohlo dojit
z n€kolika divodi. Samci mohou byt na pfitomnost endo-
krinnich latek ve vodé mnohem citlivéjsi, coz mohlo ovliv-
nit pohlavni vyvoj v raném stadiu ryb a zapficinit vyssi
procentualni zastoupeni samic. Tento nepomér mohla ale
také zavinit migrace samic za potravou po sméru toku
teky. Obecné lze fict, Ze vzorky odebrané pod mésty uka-
zuji vyssi kontaminaci nez vzorky odebrané nad méstskou
aglomeraci. V Neratovicich byly zaznamenany nejvyssi
koncentrace PCB ve svaloving ryb, nad Ustim nad Labem
nejvyssi koncentrace HCH a pod Ustim nad Labem pak
nejvyssi koncentrace DDT v tukové tkani. Nejvyssi kon-
centrace Hg ve svaloving byly zaznamenany u ryb odlove-
nych v referenénim mist& na Vitavé®.

Na soutoku fek Svitavy a Svratky lezi druhé nejvétsi
mésto Ceské republiky, Brno. Na téchto fekach byly ode-
brany vzorky ze 7 lokalit. Na fece Svitavé se na hornim
toku jednalo o lokalitu Bilovice nad Svitavou. Na fece
Svratce to pak na hornim toku byla lokalita Kninicky. Na
dolnim toku pod Brnem to byla mista pfed soutokem obou
iek, dale pak lokality Modfice, Rajhradice a Zidlochovice.
Jako indikatorovy organismus byl vybran jelec tloust’
(Squalius cephalus), detekce vitellogeninu byla provadéna
z krevni plazmy samci. Nejvyssi hodnoty vitellogeninu
byly naméfeny v Bilovicich nad Svitavou (medidn
52,2ngml™") a v Modficich (median 14,7 ng ml™"). Nej-
nizsi pak v Knini¢kach, v Zidlochovicich a na fece Svratce
pied soutokem (median 0,5 ng ml™"). Bilovice nad Svita-
vou byly ur¢eny jako kontrolni lokalita, ptedpokladalo se
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ké hodnoty vitellogeninu v oblasti Bilovice nad Svitavou
patii moznost kontaminace zapfi¢inénd chemickou
a strojirenskou firmou v nedalekém Adamové nebo vliv
bakterii odpadniho kalu COV pi#imo v Bilovicich nad Svi-
tavou. Odlov ryb v lokalit¢ Modfice i Bilovice nad Svita-
vou byl proveden pod COV (cit.”).

Vyznamnym problémem je také skutecnost, ze nékte-
rymi vét§imi aglomeracemi protékaji vodni toky s nizkym
priatokem, tudiz nedochazi k dostate¢nému natedéni pii-
tomnych nezadoucich latek ve vodé€. Touto problematikou
se zabyvala napf. studie provedend na Libotyiiském poto-
ce, Cerném potoce a fece Moravici. Na té&chto vodnich
tocich Zelnitkové a spol.*® sledovali obsah kontaminanti
ve vodnim prostiedi, konkrétné ve tkanich ryb. Odlov
pstruha obecného potocniho (Salmo trutta m. fario) probé-
hl v za#i roku 2012 vzdy nad a pod COV, a to ve méstech
Vlachovo Bfezi, Bruntal a Bridlicna. Nejvyssi koncentrace
vitellogeninu v krevni plazmé samct byla zjisténa u ryb
odlovenych na Libotyniském potoce (Vlachovo Biezi). Na
toku3 (})od COV byly naméieny hodnoty 5,4-2978,1 ng mI™
(cit.™).

Jeden zvelkych pokusi zamétenych na sledovani
znegisténi vodnich tokd probshl na fekach v Ceské repub-
lice vroce 2007-2011 (cit.*"). Vramci sledovani byly
odebrany vzorky pro analyzy ze samcu jelce tlousté
(Squalius cephalus) odlovenych v zavérovych profilech na
10 Ceskych fekach (Berounka, Dyje, Labe, Luznice, Odra,
vitellogeninu byly naméfeny uryb odlovenych v fekach
Dyje, Labe, Ohie a Vltava. Naopak nejvyssi hodnoty
v plazm¢ byly naméfeny u ryb odlovenych na fece Svratce
pod Brnem. Pouze 11 % samct jelce tlousté zde odlove-
nych mélo vkrevni plazmé hodnoty vitellogeninu pod
mezi detekce pouzité metody®'.

Problematika endokrinnich disruptord ve vodnim
prostiedi je také intenzivné studovana v zahranici.
V Kanad¢ byly v ramci pokusu v roce 2017 umistény po-
kusné ryby v klecich, po dobu jednoho mésice, do toku
feky North Saskatchewan u mésta Edmonton. Hlavnim
cilem studie bylo sledovani vlivu musk sloucenin, synte-
tickych analogli pyzma, galaxolidu a tonalidu na jelecka
velkohlavého (Pimephales promelas). Mimo jiné autofi
zkoumali u samci i syntézu vitellogeninu. Koncentrace
sledovanych latek byly v uvedené fece natolik nizké, ze
nezpusobily zvySeni syntézy vitellogeninu (nejvyssi zazna-
menané hodnoty: galaxolid — 381,0 ngl'; tonalid —
21,6 ng 1™

Ve Spojenych statech americkych, konkrétné na hra-
nicich Arizony a Nevady, lezi narodni rekreacni jezerni
oblast (Lake Mead National Recreation Area). V letech
19992000 zde Jenkins a spol.** provedli sledovani kon-
centrace vitellogeninu v krevni plazmé kapra obecného
(Cyprinus carpio), pticemz nejvyssi hodnoty byly zazna-
menany v zalivu Las Vegas. V listopadu 1999 byla zazna-
menana hodnota 1504 pgml™ anejvy$si hodnota byla
zaznamenana v kvétnu 2000 (68 074 pgml™), jinak se
hodnoty pohybovaly pod hranici 200 pg ml™'. V roce 2006
pak zjistili nejvyssi hladiny vitellogeninu (5192 pg ml™")
v oblasti Willow Beach, kde byl zaroven zaznamenan nej-
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vyssi vyskyt PCB (0,38 pg g™), jehoz moznym zdrojem
jsou transformétory v Hooverové prehrads®.

V severozapadni oblasti Spojenych statli americkych
na zéklad¢é odbéru vzorkl z rliznych fek zjistili Iwanowicz
a spol.** vyznamn& zvysené hladiny vitellogeninu v krvi
samcll okounka pstruhového (Micropterus salmonides)
odloveného na fece Ohio (Ohio River Island). Zaroven ale
na této fece nebyl zaznamenan takovy vyskyt intersexua-
lismu u samc (pfitomnost oocytii ve tkani varlat), jak by
se mohlo ocekavat vzhledem k naméfenym koncentracim
vitellogeninu. V porovnani s ostatnimi fekami byl na fece
Ohio vyskyt intersexualismu pomérné nizky. Na fece Mo-
osehorn zase pozorovali vyraznou negativni korelaci vzta-
hu hladiny vitellogeninu v plazmé a zavaznosti patologic-
kych zmén, kdezto na fece Assaber River naopak zjistili
vyraznou pozitivni korelaci sledovanych parametrai®®. Stej-
nou tématikou se zabyvali i Geraudie a spol.*, kteii odebi-
rali vzorky z ryb ve francouzskych fekach severozépadné
od Parize, konkrétné ze Seiny a jednoho z jejich pfitokd,
Epty. Nejvyssi koncentrace vitellogeninu v krevnim séru
samcti plotice obecné (Rutilus rutilus) zaznamenali
u mésta Poses (feka Seina), a to 1225,0 ng ml™". Niz3i hla-
diny, 435,0 ng ml™" a 156,0 ng ml™', pak zachytili u mést
Gournay a Dampierre (feka Epta). U samct ryb odlove-
nych v oblasti Poses, Gournay a Dampierre byla histolo-
gickym vySetfenim gondd zjiSténa pfitomnost oocytl ve
tkani varlat, ale specificky vztah mezi hladinou vitellogeni-
nu a histologickymi zménami gonad nebyl potvrzen, jelikoz
samci ryb se znamkami intersexualismu z oblasti Poses
a Gournay vykazovali nizs$i koncentrace vitellogeninu nez
samci bez patologii odchyceni ve stejnych lokalitach®.

5. Zavér

Vyznam vitellogeninu pro detekci hormonalnich
zmén zpusobenych xenoestrogennimi latkami u samct ryb
v experimentalnich a terénnich podminkach je nezastupi-
telny. Ve vodnich tocich nalézame samce ryb, u kterych je
nazorn¢ vidét negativni vliv estrogennich latek na vyvoj
jejich pohlavnich organt. Z ceskych tokt, zminénych
vtextu, byly nejvy$§i hladiny vitellogeninu zjistény
v krevni plazmé ryb na fece Ticha Orlice a na Libotyn-
ském potoce. Otazkou je, zda tomu je z toho diivodu, Ze se
jedna o mensi toky, které protékaji fadou mést, nebo zda je
zde jesté jiny duvod. Jiz probéhla fada vyzkumt zaméie-
nych na degradaci nebo odstranéni rezidui estrogend
z vodniho prostiedi, ale zatim neni zndm zpusob, jak tyto
latky z vody jednoduse a kompletné odstranit.

Vypracovdano s finanéni podporou Interni grantové
agentury Veterindrni a farmaceutické univerzity Brno,

projekt cislo 224/2019/FVHE.

Seznam pouzitych zkratek

cov ¢istirna odpadnich vod
E2 estradiol
EE2 17a-ethinylestradiol
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ELISA  enzyme linked immunosorbent assay
GnRH gonadotropin-uvoliujici hormon
NP nonylfenol
PCB polychlorované bifenyly
HCB hexachlorbenzen
DDT dichlordifenyltrichlorethan
HCH hexachlorcyklohexan
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Vitellogenin — Biomarker of Endocrine Disruption in
Fish

Vitellogenin is one of biomarkers in aquatic environ-
ment which is widely used for laboratory testing of the
influence of estrogens, especially on the function of fish
genitals. While normal concentration of vitellogenin is
very low in wild male fish, their exposure to water con-
taining endocrine disruptors causes rapid increase of vitel-
logenin. Vitellogenin can cause fertility disorders, such as
feminization of male fish or histopathology changes of
gonads, which could lead to suppression of reproduction of
fish and therefore it could result in a reduction of the fish
population.

Keywords: aquatic environment, hormonal system, xeno-
estrogenic substances
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