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Organické prirodni latky v zrcadle casopisu Chemické listy, 2021-2025

V roce 160. vyroé&i zaloZeni Ceské spole¢nosti chemické a 150. vyro&i
zaloZeni casopisu Chemické listy bylo rozhodnuto zacit vydavat tematické
sborniky z ¢lankd, zverejnénych v ¢asopise Chemické listy. Vybér je samoziejmé
zaujaty, jsou zde zatim pominuty clanky specializované predevsim na analytiku
¢i biochemii.

Spole¢nost i redakce k tomuto pfistoupila zejména z dlvodu lepsi
propagace ¢asopisu a obecné i ¢innosti Spolecnosti.

Volnym predchlidcem zamyslené série sbornik(i je sbornik BAREVNE A
CHUTOVE LATKY V PRIRODE A POTRAVINACH, vydany v roce 2016.

Casopis Chemické listy publikuje systematicky studie zaméfené na izolaci,
strukturni analyzu, biologickou aktivitu a syntézu organickych prirodnich latek.
Prehledy zahrnuji sekundarni metabolity, enzymovou syntézu a vybér latek,
odpovédnych za specifické vlastnosti, jako jsou percepcni viemy.

Redakce tuto serii vnima jako uzite€nou ucebni pomicku a predpoklada
nejen to, Zze s ni budou ucitelé pracovat, ale Ze naleznoui odvahu a podobné
¢lanky do Chemickych list(i zaénou psat i oni.
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1. Uvod

Rozli¢né mechanismy umoznily evoluci stale slozitéj-
Sich a riznorodgjsich systému. Ty postupem casu ziskaly
schopnost produkovat latky, které jim umoznily ziskat nad
okolim jisté vyhody a zvysit tak Sanci na preziti. Rostliny
v tomto ohledu ziskaly pfevahu nad Zivocichy. Tim, Ze se
nemohou v piipadé nebezpeci fyzicky branit nebo utéct, si
vyvinuly alternativni zplsob obrany. Staly se tak dilezi-

tym zdrojem tzv. sekundarnich metabolith — latek
s rozmanitou chemickou strukturou a zajimavymi biolo-
gickymi ucinky.

V dobéch, kdy neexistovala organickd syntéza, byly
rostliny jednim z nejvyznamnéjSich zdroji 1éCivych latek,
které byly pfedchiidci dnesnich modernich 1é¢iv. A praveé
struktury té€chto latek inspirovaly spoustu medicindlnich
chemikt a farmaceutickych firem k vyvoji 1é¢iv, se ktery-
mi se dnes bézné setkavame. Kyselina acetylsalicylova,
uzivana k 1é¢bé bolesti, ma plvod v salicinu, ktery je obsa-
Zeny ve vrbové kife (Salix alba)'. P¥irodni opioidy obsa-
zené v maku setém (Papaver somniferum) jsou samy

o sob¢ silné analgetika, ale znalost jejich struktury umoz-
nila vznik jesté siln&jsich syntetickych analgetik”. Taxany,
slouzici jako chemoterapeutika, se nachazeji v kufe tisu
zapadoamerického (Taxus brevifolia) a v jehlicich tisu
&erveného (Taxus Baccata)®. Dobie znamy je taktéZ chinin
izolovany z chinovniku ¢erveného (Cinchona succirubra)
uzivany k 16¢bé malarie®. V neposledni fadé existuji latky,
které jsou jiz dlouho zavedené jako 1éCiva v terapii srdec-
niho selhani a srde¢nich arytmii. Jednd se o latky ze skupi-
ny kardioglykosidii (KG), jejichz hlavnim zdrojem jsou
rostliny rodu naprstnika (Digitalis).

Prvni zminky o pouzivani KG k lé¢ebnym ucelim
sahaji az do starovékého Egypta a jsou zaznamenany na
tzv. Ebersové papyru, ktery se datuje pfiblizné do roku
1555 pt. n. 1. V té dobé byly vyuzivany jako slozka antidot
proti nékterym jedim. Ackoli se nékteii badatelé zabyvali
KG jiz diive, do Sir§iho povédomi se dostaly az diky Wili-
amu Witheringovi, ktery ve své praci v r. 1785 publikoval
zkuSenosti nabyté pii uzivani KG k 16¢b& pacienti’. Na
praci W. Witheringa navazali dal$i autofi s riznou mirou
uspéchu. Skute¢ny rozmach v uzivani KG nastal az ve
20. stoleti a dnes se fadi mezi 200 nejuzivanéjSich 1€kt
v USA (cit.®). Do Ceské republiky bylo v roce 2019 dodé-
no zhruba 400 000 baleni 1écivych ptipravki obsahujicich
KG, coz je tadi v zebticku na 80. misto z celkovych témét
10 000 dodavanych 1é¢iv’. Nejznaméj$im a také nejlépe
prozkoumanym mechanismem jejich bioaktivniho plsobe-
ni je inhibice sodno-draselné pumpy (NKA; z angl. Na'/K'-
-ATPase; obr. 1), kterd je spojena prave s jiz zminénym
vyuzitim KG jako 1éCiv srdec¢nich arytmii a srde¢niho
selhani. Mimo jiné se v dnesni dobé dostavaji KG do po-
pfedi zajmu jako potencialni 1é¢iva nadorovych onemoc-
néni. V nasledujicich kapitolach jsou shrnuty chemické
struktury, biosyntéza, biologicka aktivita a antineoplasticky
potencial KG v¢etné nejvyznamnéjsich klinickych studii.

2. Vyskyt kardioglykosidu

KG jako sekundarni metabolity rostlin se v rizné
mife nachazeji témét ve vSech jejich Castech (shrnuto
v cit.®). Hlavni ulohou KG v rostlinach je ochrana proti
skiidctim’, ackoli nékteii z nich si proti KG vytvotili t&in-
nou obranu'’. Na obr. 2 jsou uvedeny strukturni vzorce
vybranych KG. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii latky
digitoxin (Dgt) a digoxin (Dg), které se vyskytuji
v rostlindch z rodu naprstniku z Celedi jitrocelovité, piede-
vS§im pak v naprstniku cerveném (Digitalis purpurea)
a naprstniku vlnatém (Digitalis lanata)'"'". Dale ouabain
nachazejici se v krutikvétu cenném (Strophanthus gratus)"
a oleandrin vyskytujici se v oleandru obecném (Nerium
oleander L.)"*". Hyrkanosid byl izolovan ze semen ¢ito-
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Obr. 1. Ilustrativni schéma dvou nejvyznamnéjsich mechanismii Gi¢inku kardioglykosidi (KG) p¥i nizkych (10-100 nmol I''; vle-

vo) a vysokych (100-1000 nmol I''; vprave) koncentracich. Ras/MAPK — mitogenem aktivovana proteinkinasa; p21°P!

cyklin-dependentni kinasy

re¢ky pestré (Coronilla varia)'®. Vyskyt dal§ich zastupct
KG je shrnut v literatuie'”.

KG jsou sice zndmé predevsim jako rostlinné metabo-
lity, nicméné se vyskytuji i v i zivocisné. Prikladem
takovych latek jsou bufogenin a bufotoxin, které jsou izo-
lovany zropusiho jedu'® a marinobufagin detegovany
v lidské plasmg®®.

Je pozoruhodné, ze nékteré KG maji své ekvivalenty
jak v rostlinné, tak v zivoci$né 1isi. Tyto latky se souhrnné
oznacuji jako latky podobné latkdm z naprstniku (z angl.
digitalis-like factors). V této souvislosti byla v lidské
plasm¢ objevena existence ,endogenniho ouabai-
nu“ (n€kdy také prekladano jako ouabainu podobna latka;
z angl. ouabain-like factor), ktery je strukturné totozny se
svym rostlinnym analogem®. Do plasmy je endogenni
ouabain sekretovany pravdépodobné klrou nadledvin,
nebot’ byla pozorovana jeho produkce buiikami odvozeny-
mi ztéto tkan&®'. V lidské plasm& byla rovnéz objevena
existence Dg podobnych latek (zangl. digoxin-like
factors), které svymi biologickymi vlastnostmi pfipominaji
rostlinny Dg. Dg podobné latky jsou vyluCovany moci
pacienty trpicimi renalni dysfunkci* a zvySenym krevnim
tlakem®. N&kdy se také oznaduji jako Dg podobné imuno-
reaktivni faktory (z angl. digoxin-like immunoreactive
factors), nebot interaguji s protilatkami ptivodné ur¢enymi
proti Dg, a proto také interferuji pfi klinickém stanoveni
Dg v plasmé™.

— inhibitor 1

3. Chemicka struktura kardioglykosidi

Z chemického hlediska se KG fadi mezi steroidni
latky. Jejich molekula se tedy sklada ze steroidniho skele-
tu, ktery je substituovain methylovymi skupinami
v polohach C-10B, C-13B, hydroxylovou skupinou
v poloze C-14f a nenasycenym laktonem v poloze C-17f.
Podle typu laktonu délime KG na kardenolidy a bufa-
dienolidy. V kardenolidech se nachazi pétiuhlikaty furano-
novy cyklus a v bufadienolidech Sestiuhlikaty pyranonovy
cyklus. V poloze C-3 je dale obvykle pfitomen sacharid
(nejcastéji  D-glukosa, D-digitoxosa nebo L-rhamnosa).
Stejné jako u ostatnich glykosidl se steroidni skelet KG
bez navazaného sacharidu nazyva aglykon (genin).

Biologicka aktivita KG vychazi stejné jako u jinych
latek z jejich chemické struktury, kterd ovliviiuje silu vaz-
by s jejich nejvyznamnéj$im molekularnim cilem — NKA.
Zakladni strukturou KG, ktera je nezbytna pro jejich biolo-
gicky ucinek, je 3B,58,14p-androstan-3,14-diol. Modifika-
ce této zakladni struktury, pfedev$im pfitomnost laktonu
v poloze C-17f a sacharidli v poloze C-3, ma vyznamny
vliv na biologickou aktivitu vysledného KG stejné jako na
jeho farmakokinetické parametry, jako je napf. rozpustnost
ve vodg, biologicky polodas a zptisob vyludovani>. Nasy-
ceni astejn¢ tak otevieni laktonového cyklu kardenolidt
mé za nasledek snizeni biologické aktivity KG (cit.”**").
Rovnéz pocet a typ sacharidovych jednotek v pozici C-3
ma vliv na biologickou aktivitu vysledného KG. Aglykon
ptislusného KG ma obvykle nizsi biologickou aktivitu nez
jeho glykosylované formy. S rostoucim stupném glykosy-
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Obr. 2. Strukturni vzorce vybranych kardioglykosidi

lace biologicka aktivita KG rovnéz klesa a nejvyssi je tu-
diz u monoglykosylovanych KG (cit.®**%).

Vazebna kapsa NKA se sklada z polarniho a nepolar-
niho povrchu, z ¢ehoZ vyplyva, Ze vhodné rozloZeni sub-
stituentll na steranovém skeletu KG ma za nasledek nardst
afinity pfislusného KG k NKA. Pro nazornou ukazku lze
vyuzit molekulu ouabainu (obr. 2). Ta obsahuje hydroxy-
lové skupiny v pozicich C-1B, C-11a a C-19, které intera-
guji s polarnimi aminokyselinami Gln;;; a Thryy; NKA.
Magpusao a spol. prokézali®’, e pii blokovani hydroxylo-
vych skupin na uhlicich C-1 a C-19 dojde k podstatnému
narGstu aktivity vysledného derivatu, a to piiblizn¢ 120krat.

4. Biosyntéza kardioglykosidi

Vzhledem k znacnému terapeutickému potencialu
kardenolidd a také s ohledem na velké mnozstvi dostupné
literatury bude pro ucely tohoto ptehledového ¢lanku dis-
kutovana pouze biosyntéza kardenolidii v rostlindch rodu
Digitalis. Z hlediska reak¢nich prekurzorti je mozné ji
rozdélit do nekolika dil¢ich krokd (obr. 3). Prvnim vy-
znamnym prekurzorem kardenolidt je cholesterol, ktery je
konvertovan na progesteron pomoci cholesterolmonooxy-
genasy (EC 1.14.15.6) a 3B-hydroxysteroiddehydrogenasy
(EC 1.1.1.145)*°. Progesteron je nasledn& redukovan po-
moci progesteron-5p-reduktasy (EC 1.3.1.3) na 5p-

Referat

ouabain

ol
V-0

oH Y

| ()
? ‘e OH
. o ) )

digoxin

marinobufagin

-pregnan-3,20-dion’'. Konverze 5B-pregnan-3,20-dionu na
3B,14p,21-trihydroxy-5p-pregnan-20-on se Ucastni 3p-hy-
droxysteroiddehydrogenasa (EC 1.1.1.145) a dva dalsi
hypotetické enzymy (pregnan-14p-hydroxylasa a 14f-hy-
droxypregnan-21B-hydroxylasa), jejichz existence dosud
nebyla plné prokazana. Posledni ¢ast syntézy aglykonu
zahrnuje reakci 3B,14f,21-trihydroxy-5p-pregnan-20-onu
s malonyl-CoA za vzniku hemiesteru katalyzovanou ma-
lonyl-koenzym A:21-hydroxypregnan-21-0O-malonyl-
transferasou (Dp21MaT; EC 2.3.1-)** nasledovanou kon-
denzaéni reakci za vzniku laktonového cyklu pomoci za-
tim neznamého enzymu®’. Aglykon je poté glykosylovan
pomoci glukosyltransferas (EC 2.4.1.-) na piislusny kar-
dioglykosid***.

I kdyz se objevily snahy o izolaci KG z endofytické
houby Epicoccum nigrum pro dosazeni vyssich vytézka,
zustavaji nejvyznamnéjSim zdrojem KG stale rostliny —
zejména z rodu Digitalis'. Mnozstvi produkovanych KG
je ovlivnéno nékolika faktory, jako je vlnova délka svét-
1a¥’, ptitomnost biotickych i abiotickych elicitora®® a nedo-
statek Ca”". SniZena koncentrace Ca”" zpiisobuje zvysenou
produkci peroxidu vodiku (elicitor), ktery puasobi jako
stresovy faktor, ¢imz dochézi k vyssi produkei sekundar-
nich metabolitd rostlin, a tedy i KG (cit.*).
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Obr. 3. Schéma biosyntézy digitoxinu z cholesterolu. Enzymy: 1 — cholesterolmonooxygenasa (EC 1.14.15.6), 2 — 3B-hydroxy-
steroiddehydrogenasa (EC 1.1.1.145), 3 — progesteron-5p-reduktasa (EC 1.3.1.3), 4 — 3B-hydroxysteroiddehydrogenasa (EC 1.1.1.145),

5 — pregnan-14f-hydroxylasa (hypoteticky),

6 — 14B-hydroxypregnan-21B-hydroxylasa (hypoteticky),

7 — malonyl-koenzym A:21-

hydroxypregnan-21-O-malonyltransferasa (EC 2.3.1-), 8 — glukosyltransferasy (EC 2.4.1.-)

5. Biologicka aktivita kardioglykosidi

Biologicka aktivita KG zahrnuje vazbu na rizné bu-
nééné proteiny. Nejznaméjsi a nejvice prozkoumana je
jejich schopnost inhibice NKA, ktera je podstatou vyuZiti
KG jako 1é¢iv srde¢niho selhani a srde¢nich arytmii. NKA
se podili na udrzovani fyziologické koncentrace Na" a K*
iontll apfi jeji inhibici tudiz dochéazi k naruseni iontové
rovnovahy a tim souvisejicimu nardstu intracelularni kon-
centrace Na'. Na tento stav nasledné reaguje Na'/Ca*"
pfenase¢ zménou smeéru transportu, coZ zpusobi nartst
intracelularni koncentrace Ca®* s naslednym stahem srdeé-
ni tkané. Tento jev se oznacuje jako tzv. pozitivné iono-
tropni u¢inek*’. Nevyhodou KG jako 1é¢iv je jejich tizké
terapeutické okno a jednim ze znakll predavkovani jsou
v pripadé srdecniho svalu jevy tzv. brzké a pozdni nésled-
né depolarizace (z angl. early and delayed after depola-
rization), ke kterym dochazi néasledkem naruSeni ho-
meostazy koncentrace Na" a Ca®’, coz zplisobuje opét
srde¢ni arytmie*'. V soucasnosti se v klinické praxi pouzi-
va vyhradné digoxin. Dal$i dva nejznaméjsi KG, digitoxin
a ouabain, maji méné vyhodné farmakokinetické
a farmakodynamické vlastnosti. Jsou ale vyuzivany
v experimentalni farmakologii pro porovnani G¢inki struk-
turné podobnych latek.

Kromé¢ indukce pozitivniho ionotropniho efektu ma
zvysena koncentrace Ca®" vliv na dal§i bun&éné pochody,
pfi kterych dochazi ke zvy$enému transportu Ca** do mito-
chondrii. Pfi dlouhodobém pisobeni KG je ptesazena puf-
rovaci kapacita mitochondrii, narusen elektrochemicky
potencial a spusténa apoptoticka drdha*?.

Kromé transportu Na" a K* iontii pfes cytoplasmatic-
kou membranu plni NKA také funkci receptoru — podili se
na regulaci proliferace bunék. V takovém piipadé se NKA
vyskytuje v komplexu s proteinkinasou Src, ktera neni
aktivni. Po navazani KG se Src kinasa aktivuje a spousti
tak signalni drahu mitogenem aktivované proteinkinasy
(Ras/MAPK; =zangl. Rat sarcoma protein/mitogen-
activated protein kinase) s naslednou aktivaci fady tran-
skripénich faktord®™ (podrobné v literatuie). Déje se tak
v ptipadé, kdy je koncentrace KG dostatecné nizk4 a do-
chazi tak pouze k Caste¢né inhibici NKA. Aktivace této
signalni drahy ma za nasledek inhibici proliferace bunék,
kterd je zprostiedkovana zvySenim produkce inhibitoru
bun&éného cyklu p21“P' (z angl. cyclin-dependent kinase
inhibitor 1) (cit.**; obr. 1). Nicméné aktivaci Src kinasy
mize dojit naopak také ke stimulaci bunécéné proliferace
transaktivaci receptoru pro epidermalni rustovy faktor.
Neaktivni Src kinasa v komplexu s NKA je také divodem,
pro¢ u nadorovych bunék s nizkou produkci NKA dochazi
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k jejich zvysené proliferaci®. Inhibice proliferace je také
mozné docilit stimulaci bunék syntetickym peptidem, kte-
ry je odvozen od struktury NKA a interaguje tak se Src
kinasou"’.

Pti vazbé KG na NKA dochdzi, krom¢ vySe zminé-
nych efektd, také k okyseleni intracelularniho prostedi.
Tento jev je zprostiedkovan uéinkem Na'/H' prenasece,
ktery za fyziologickych podminek prenasi H' ven z buiiky
a Na" dovnitf do buiiky. V pfipadé nariistu intracelularni
koncentrace Na" dojde k obraceni sméru transportu, coz ma
za nasledek snizeni pH a piipadné az apoptozu buiiky™ .

Biologicka aktivita KG neni vzdy spojena jen s vaz-
bou na NKA. Bylo zjiSténo, Zze kromé¢ NKA maji KG vliv
také na signalni drahu faktoru nadorové nekrozy o/
nuklearniho faktoru kappa B (TNF-a/NF-«xB; z angl. tumor
necrosis factor alpha/nuclear factor kappa B), ktera regulu-
je imunitni odpovéd’ organismu na patologicky podnét
a v piipadé jejiho zablokovani dojde ke snizeni zanétlivé
reakce”’. KG déle pasobi cytotoxicky inhibici aktivity
topoisomerasy I a IT (cit.’?), které pii replikaci a transkripci
za normalnich okolnosti sniZuji napéti v rozvoliujicim se
vlakné DNA. Kromé toho byla rovnéz prokazana schop-
nost KG inhibovat produkci hypoxii indukovaného fakto-
ru la (HIF-1a; z angl. hypoxia-inducible factor 1a). Pro-
dukce  HIF-la  pomah4d builkdm  vyrovnat se
s nedostate¢nym zasobenim kyslikem, které je typické pro
vysoce metabolicky aktivni nadorovou tkai. Inhibice pro-
dukce HIF-1o tedy napomahd destrukci nadoru>. Antipro-
liferacnich G¢inkad je také mozné docilit aktivaci objemem
regulovanych aniontovych kanalti (VRAC; z angl. volume-
regulated anion channels). VRAC transportuji anionty pies
cytoplasmatickou membranu ven z buiiky v pfipadé zvyse-
ného transportu vody do cytoplasmy, nachazi-li se buika
v hypotonickém prostedi. Tim pomahaji vyrovnat koncen-
trani rozdil a nasledné¢ snizit bunéény objem.
V membranovych mikrodoménach jsou VRAC asociovany
s NKA, ktera postrada transportni funkci; misto toho po
stimulaci KG pfenasi signal na VRAC, které jsou otevieny
a dochazi k redukci bunécného objemu a omezeni rdstu
nadoru®.

Kromé vySe popsané antiproliferatni aktivity KG,
mohou tyto latky také inhibovat expresi gent viru HIV.
Tento jev pravdépodobné souvisi s roli NKA jako recepto-
ru, nebot’ pro nékolik KG byla pozorovana inhibice pro-
dukce virovych proteint jiz pfi nanomolarnich koncentra-
cich®. Antivirova aktivita KG byla popsana také pro lid-
sky cytomegalovirus, a to pravdépodobné diky snizeni
exprese genu pro draselny kanal (hERG; z angl. human
ether-a-go-go related gene)*®.

6. Antineoplasticky potencial kardioglykosidii

Prvni zminky o tom, ze KG maji, kromé pozitivné
ionotropniho U€inku na srde¢ni sval, také protirakovinné
ucinky, se poprvé zacaly objevovat v 60. letech minulého
stoleti. Od té doby znalost této problematiky znacné po-
krocila. V soucasné dob& jsou popsany protinadorové

Referat

ucinky KG (ptedevsim pro Dgt a Dg) na Sirokém spektru
nadorovych bunék odvozenych z nemalobunééného karci-
nomu plic®?**¥% karcinomu prostaty’**’, prsu®-’, ka-
7623 tlustého stieva®®, vajeénikﬁ”’msg, ledvin?®*,
kostni dieng®~**? a pankreatu®. N&kteti autofi sice uvadé-
ji, Ze uzivani KG je spojeno s vy$§im rizikem vzniku rako-
viny®', nicméné jednoznaéna priikaznost je v tomto piipa-
d¢ obtizna. Jini autofi naopak toto riziko vyvraceji, a to
pfedevsim proto, Ze sledovani pacienti jsou vétSinou jiz
ve vySSim véku a riziko vzniku rakoviny je v pokrocilé
fazi zivota obecné vyssi®*®. V piipadé rakoviny prostaty
bylo dokonce pozorovano niZ$i riziko jejitho vzniku pfi
uzivani KG (cit.*). Lopez-Lazaro a spol.®” ukazali, ze Dgt
je schopen inhibovat rist bun¢k odvozenych z nadoru led-
vin, prsu a koze pii3-33 nmol I koncentracich, coz
jsou koncentrace shodné nebo niz§i nez koncentrace
(20-33 nmol I") b&né& uZivané pii 16¢bé srdeénich chorob.

Dvéma nejvyznamnéj$imi mechanismy ucinku KG
jsou inhibice NKA a aktivace Src kinasy, jak jiz bylo
popsano v kap. 5. Kromé toho také Dgt inhibuje aktivaci
fokalni adhezivni kinasy (FAK), ktera podporuje angioge-
nezi a bun&énou migraci®, a je schopen vyvolat apoptozu
potladenim exprese proto-onkogenu ¢-MYC (cit.*”). Kromé
toho jsou KG také schopné vyvolat imunogenni buné¢nou
smrt charakterizovanou sekreci ATP, které slouzi jako
atraktant dendritickych bun&k®®, a sekreci proteinu kddova-
né¢ho genem HMGBI (HMGBI; zangl.: high-mobility
group box 1), ktery slouzi jako aktivator dendritickych
bunék. Dale je pro imunogenni bunéénou smrt charakteris-
ticka translokace kalretikulinu z endoplazmatického reti-
kula na bun&ny povrch®. Kalretikulin slouzi jako ,.eat
me* signdl a takto ,,0znacené* bunky jsou pak dendriticky-
mi buitkami fagocytovany’®. Dendritické buiiky také akti-
vuji T-lymfocyty schopné zni¢it dalsi nadorové buiiky’'.
Z tohoto divodu byl Dg vsoucasné dobé zatazen
do klinické studie v kombinované 1¢¢bé s cisplatinou, ktera
je pouzivana pro 1é¢bu fady nadorovych onemocnéni, ale
ktera imunogenni bun&nou smrt neindukuje’®. Kromé
toho probihaji i1 dalsi klinické studie na podobné indikace
za pouziti samotného Dg anebo v kombinaci s dalSimi
1éCivy, viz shrnuti v tab. I. Samostatn¢ je Dg studovan jako
blokator HIF-1. Novéji je zkouman vliv Dg na rozpousténi
cirkulujicich nadorovych klastrii a 1é¢bu klasického nebo
endemického Kaposiho osteosarkomu. V kombinované
terapii je Dg, krom¢ jiz zminéné cisplatiny, studovan pie-
dev§im z hlediska 1ékovych interakci u pacientl trpicich
nékterym typem nadorového onemocnéni (akutni myeloid-
ni leukemie, rakovina slinivky bfisni).

Zajimavé je, ze Dg vykazuje protinddorovou aktivitu
na leukemickych bunkach v synergii s inhibitorem odpo-
védi na nesbalené proteiny (UPR; z angl. unfolded protein
response) GSK2606414 prostiednictvim indukce apoptozy
a zastaveni bunééného cyklu v G2/M fézi a inhibice onko-
genni signalizace prostfednictvim proteinkinasy B/savciho
cile rapamycinu (Akt/mTOR; =z angl. proteinkinase B/
mammalian target of rapamycin)’>. Protinadorovou aktivi-
tu Dg je také mozné ovlivnit zvySenim intracelularni kon-
centrace Na* a Ca’" iontll pfidanim NaCl do média.
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Tabulka I

Referat

Klinické zkousky kardioglykosida pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni (cit.”)

Potadi Nazev studie Typ rakoviny Datum Stav studie Faze Pouzité 1é¢ivo
vypsani
1. Zhodnoceni vlivu enzalutamidu rakovina 19.09. 2019 nabor zatim I enzalutamid, digoxin,
na farmakokinetiku digoxinu jako  prostaty neotevien rosuvastatin
substratu Pgp a rosuvastatitu jako
2. Farmakodynamické hodnoceni rakovina prsu  09.01.2013 aktivni, nabor II. digoxin
digoxinu jako blokatoru HIF-1 uzavien
u nove diagnostikované,
operovatelné rakoviny prsu
3. Féze 1B pro metformin, digoxin pevné nadory, 26.03.2019 nabor otevien . metformin, simvastatin,
a simvastatin v pevnych nddorech  rakovina digoxin
slinivky bfi$ni
4. Digoxinem indukované rozpusténi rakovina prsu, 26.04.2019 nabor zatim L. digoxin
klastrti cirkulujicich nadorovych cirkulujici neotevien
bun¢k nadorové
buniky
5. Folfirinox s digitoxinem u pacientd rakovina 28.10.2019 nabor zatim 1L digoxin, 5-fluoruracil,
s odstranitelnou rakovinou slinivky slinivky bfisni neotevien calcium leucovorin,
bfisni irinotecan, oxaliplatina
6. Farmakokinetika lékovych interakci Neoplazma 15.04.2016 aktivni, ndbor 1. kofein, warfarin,
s rucaparibem uzavien omeprazol, midazolam,
digoxin, vitamin K,
7. Féze Il multicentrické studie Kaposiho 08. 08.2014 nabor otevien II. digoxin
digoxinu u klasického nebo osteosarkom
endemického Kaposiho
osteosarkomu
8. Studie 1ékovych interakei akutni 25.10.2018 nabor zatim L. kofein, dexytromethor-
enasidenibu u pacientd s akutni myeloidni neotevien fan, flurbiprofen,
myeloidni leukémii leukemie midazolam, omeprazol,

digoxin, rosuvastatin,
pioglitazon

V takovém piipadé dojde ke zvysSeni klidového membra-
nového potencialu, uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii
a spusténi apoptotické drahy. Kromé toho maji takto oSet-
tené bunky vyssi citlivost k Dg vzhledem k vyssi produkci
NKA, rovnéz zplsobené zvysenou intracelularni koncen-
traci Na" (cit.”*). Kroms toho bylo také popsano, 7e¢ Dg
snizuje rezistenci bun€k adenokarcinomu pankreatu na
gemcitabin inhibici jaderného faktoru 2 piibuzného ery-
throidu 2 (Nrf2; z angl. nuclear factor erythroid 2-related
factor 2)"°. B&zné& vyuzivana cytostatika, jakymi jsou napf.
oxaliplatina, cisplatina a  5-fluorouracil, pusobi
v kombinaci s Dg synergicky nebo aditivné na buiky
z adenokarcinomu tlustého stfeva a stejné tak s druhym
z nejznaméjsim KG, Dgt (cit.”®). Bylo také popsano, Ze
Dgt vykazuje synergicky antiproliferacni  ucinek
s thapsigarginem (inhibitor sarko-/endoplazmatické retiku-
larni vapenaté ATPasy, shrnuto v cit.”’) a simvastatinem
na modelu karcinomu prsu s deficienci estrogenniho recep-
toru’®. Kromé toho je Dgt a jeho synteticky monosachari-

dovy derivat (MonoD) schopen zesilit antiproliferacni
ucinek hydroxymocoviny a paklitaxelu pfi klinicky rele-
vantnich koncentracich na modelu bunék odvozenych
z karcinomu plic (kultivace s depleci séra)’®. V novgjsi
studii byl prokdzan antiproliferacni ucinek Dgt
v kombinaci s inhibitorem proteinkinas sorafenibem také
na buiikéch hepatokarcinomu.

7. Zavér

Vyzkum rakoviny dosahl v poslednich letech obrov-
ského pokroku, coz pomohlo nejen 1épe porozumét prici-
nam jednotlivych typti nadorovych onemocnéni, ale
i systematickému navrhu novych protinadorovych 1é¢Civ,
kterd by mohla mit vyS§i ucinnost i selektivitu nez ta
vsoucasné dobé pouzivand. Viadé studii bylo
v poslednich letech publikovano, ze nékteré z ptirodnich
latek ze skupiny KG, inhibitory NKA, by bylo mozné vyu-
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zit pro 1écbu rakoviny. Nejen, Ze vykazuji antiproliferacni
ucinky pfi nizkych nanomolarnich koncentracich, ale do
urcité miry vykazuji také selektivu pro nadorové bunky,
a to diky vazbé€ na a podjednotku NKA. Kromé¢ toho indu-
kuji imunogenni bunécnou smrt a aktivuji imunitni systém
nemocného. Nékteré z KG (Dg, Dgt) jsou v klinické praxi
pouzivany jiz po dlouhou dobu, ale pro 1é¢bu jinych indi-
kaci (srde¢ni onemocnéni). Vzhledem k tomu, ze koncen-
trace KG nutné pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni jsou
mnohem niz§i nez koncentrace pouZivané pro jiné indika-
ce, mohl by byt schvalovaci proces znacné jednodussi
(pouziti jiz zavedeného léciva pro jinou indikaci, tzv.
,»drug repositioning®), nez je tomu v pfipad€ nové latky.
Nabizi se také novy terapeuticky protokol, ve kterém by
mohly byt KG kombinovany s jiz pouzivanymi protinado-
rovymi 1é¢ivy anebo imunoterapeutiky, coz by mohlo vy-
znamné zvysit dobu preziti pacientd s nadorovymi one-
mocnénimi. Studium KG jako potencidlnich 1é¢iv ma ze
vSech téchto diivodu stale veétsi vyznam.

Publikace byla pripravena diky podpore granti
OPPC CZ.2.16/3.1.00/24503, NPU I LO1601.

Seznam zkratek

Akt proteinkinasa B

BCRP protein rezistence rakoviny prsu

Dg digoxin

Dgt digitoxin

Dp21MaT malonyl-koenzym A:21-hydroxypregnan-21-

-O-malonyltransferasa

FAK fokalni adhezivni kinasa

hERG draselny kanal

HIF-1a hypoxii indukovany faktor 1a
HMGBI1  protein kddovany genem HMGBI

KG kardioglykosidy

MAPK mitogenem aktivované proteinkinasy
mTOR savéi cil rapamycinu

Nfr2 jaderny faktor 2 ptibuzny erythroidu 2
NF-xB nukleérni faktor kappa B

NKA Na'/K'-ATPasa

Pgp P-glykoprotein

TNF-a faktor nadorové nekrozy o

UPR odpovéd’ na nesbalené proteiny
VRAC objemem regulované aniontové kanaly
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many years, cardiac glycosides have been utilized to treat
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heart failure and arrhythmias; however, according to novel
research studies, these compounds have an enormous po-
tential also as medicinally promising compounds for can-
cer treatment. The goal of this review is to provide a brief
insight into the research topic of cardiac glycosides by
describing their chemical structure, biosynthesis,
the mechanism of action, anticancer potential alongside
with the most significant clinical trials, as well as their
other biological activities, such as the modulation of the
immune system.
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1. Uvod

Med je prirodna sladka latka produkovana vcelami
medonosnymi (Apis mellifera) z nektaru rastlin, zo sekré-
tov zivych Casti rastlin, alebo z vylu¢kov hmyzu cucajice-
ho zivé Casti rastlin, ktory véely zberajli, pretvaraju a obo-
hacuju vlastnymi $pecifickymi latkami, ukladaji, zahustu-
ju, uskladituju a ponechavaji v plastoch aby dozrel
a vyzrel'.

Med je najstarSie zname sladidlo a bol a je stile
pouzivany taktiez pre predpokladané lie¢ebné uginky’.
Existuje mnozstvo informacii o vyzivovych a lie¢ivych
vlastnostiach medu. AvSak med modze obsahovat
zlugeniny, ktoré mozu viest' k jeho toxicite®.

Rastlinné toxiny alebo fytotoxiny su sekundarne
rastlinné metabolity, ktoré vykazuji akatnu alebo
chronicki toxicitu alebo maju anti-nutriéné G¢inky. Mozu
pdsobit’ ako chemickd obrana s cielom ochrany rastlin
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proti bylinozravcom, baktériam a hubam*. Rastliny
obsahujtce sekundarne metabolity, ako st pyrolizidinové
alkaloidy, grayanotoxiny (GTX), hyoscyamin, hyoscin,
strychnin, gelsemin, tutin, hyenanchin, oleandrin
a oleandrigenin, majii toxické vlastnosti’. Zivenie sa vé&iel
na kvetoch toxickych rastlin méze mat za nasledok
kontaminaciu medu”.

2., Sialeny“ med — med obsahujici GTX

Zlozenie medu vel'mi zavisi od kvetov navstivenych
vcelami a poveternostnych podmienok v oblasti, z ktorej
sa zozbieral med.

Med ziskany z nektéru rastlin z rodiny Rhododendron
je znamy ako ,Sialeny“ med alebo ,horky* med
v Turecku®’. V tureckom &iernomorskom regiéne je
rododendréonovy med dostupny na miestnych trhoch
v surovej forme bez akéhokol'vek spracovania a je znamy
ako ,delibal“ alebo ,Sialeny med“ kvoli svojim
intoxikaénym vlastnostiam a tiez ako ,horky med* kvoli
jeho mierne ostrej chuti®. Med bol v minulosti v gréétine
nazyvany ,maenomeno®, ,miraculummellisa“ alebo
,,zazraény med*’. Stu¢asni Gréci ho nazyvaju v pontickom
dialekte ,,zanton* alebo ,,palalon®, o znamena ,,éialeny“g.

Kvety rodu Rhododendron s Siroko roz§irené
v krajindach ako Spanielsko, Portugalsko, Japonsko,
Brazilia, Spojené Staty, Nepal, Velka Britania a najmi
Turecko. Rod Rhododendron obsahuje viac ako
750 druhov rastlin, z ktorych vécSina, aj ked’ nie vsetky,
obsahuje toxiny (napr. GTX). V Turecku bolo najdenych
pat’ druhov, vratane R. ponticum (fialovy kvet), R. luteum
(ZIty kvet), R. ungernii (biely kvet), R. smirnovii (ruzovy
kvet) a R. caucasicum (kavkazsky rododendron) a ich
12 taxénov a tieto mozu rast’ od hladiny mora do vysky

priblizne 3200 m.
GTX su tvorené rastlinnou ¢el'ad’'ou Ericaceae, rodmi
Rododendron, Pieris (Andromeda), Leucothoe,

Craibiodendron, Lyonia alebo Kalmia. GTX je druh
neurotoxinu ziskany z rastlin, ktory vcely nevedia
detoxikovat a priamo sa dostava do medu, coho
vysledkom su intoxikacie’. Vd'aka véelarstvu v regiénoch,
kde rastd druhy produkujuice GTX, med modze byt
kontaminovany a jeho pozitie mdze mat za nasledok
akutne toxické 1cinky'’. PretoZze viciina miestnych
vcelarov vyraba med v malom rozsahu, kone¢né produkty
moézu pochadzat’ z oblasti husto pokrytych rastlinami
Celade FEricaceae a moézu tak obsahovat’ znacné
koncentracie GTX (cit.%).
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3. Grayanotoxiny (GTX)

Tieto toxiny bez dusika st polyhydroxylované
cyklické diterpény tiez zname ako andromedotoxin,
acetylandromedol a rhodotoxin’. Su to sekundarne
metabolity s tetracyklickou  A-nor-B-homo-ent-kaura-
novou kostrou zvanou grayanan, grayanotoxan, asebotoxin
alebo andromedédn, ¢o je polyhydroxylovany cyklicky
uhlovodik s 5/7/6/5 kruhovou §truktiirou (obr. 1)'°.

Bolo izolovanych viac ako 25 GTX izoforiem
z rastlin rodu Rhododendron. Zatial’ co GTX-I a GTX-II sa
v nich nachadzaji v mensSich mnozstvach, GTX-III
izoforma je hlavny toxin v ,,Sialenom‘ mede.

V  Turecku produkujt GTX len R. ponticum
a R. luteum’. Mnozstvo GTX v ,§ialenom® mede mozu
ovplyvnit' rdzne faktory a moze sa liSit' v zavislosti od
Cistoty medu (jeho monofloralna vlastnost), geografickych
podmienok v prislusnom regioéne a od toho, ¢i bol/nebol
med spracovany'!. Distribicia GTX v mede nie je
homogénna anie je l'ahké ur¢it' presne mnozstvo GTX,
ktorému bol jedinec exponovany’.

Kvoli toxickym ucinkom sa Stidie sustredili na
urovanie a charakterizdciu mnozstva GTX vo vzorkéach
rastlin 2 medov. Kvapalinova chromatografia —
hmotnostna spektrometria (LC-MS/MS) za poslednych
20 rokov a nedavno time-of-flight LC-MS/MS umoznili
urcit’ GTX z biologickych materidlov (listy, kvety a med).
Holstege a spol.'' vyvinuli pre LC-MS/MS rychlu metodu
kvantitativneho stanovenia GTX-I, GTX-II a GTX-III
v biologickych vzorkach, vritane obsahu Criev, stolice
amocu. Tuto citliva techniku je tiez mozné pouzit pre
toxikologiu a suvisiace laboratorne vysetrenie'.

4. Utinky grayanotoxinov (GTX)
po konzumacii ,.Sialeného* medu

Med obsahujuci grayanotoxin, nazyvany ,Sialeny“
med, moze spdsobit’ dramatické Gcinky pri poziti, ako to
zaznamenal uz grécky bojovnik Xenophon v roku 401
pred n.l. v jeho Anabasis ,,... ale v okoli boli pocetné roje
vciel a vsetci vojaci, ktori jedli z medu, stratili hlavu,
vracali, mali hnacku a ani jeden z nich by sa nemohol
postavit, ale ti, ¢o jedli len trochu, boli ako opiti, zatial’ ¢o
ti, ktori si zajedli vela, sa zdali ako Sialeni, alebo dokonca
v niektorych pripadoch ako na pokraji smrti. Takze tam
lezali vo velkom pocte, akoby armada utrpela porazku
avladlo velké sklamanie. Nasledujuci denn ale nikto
nezomrel a priblizne v rovnaku hodinu, ako ked jedli med,

Obr. 1. Grayanotoxan' Viz pozndmka na str. 15.
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zacali prichadzat' ku zmyslom; a na treti alebo Stvrty der
vstali ako po poziti drogy*S. Strabon tiez spominal
porazku, ktort utrpeli Pompeiovi vojaci po konzumacii
medu z toxickych plastov, zadmerne zanechanych
pontskymi armadami pocas tretej mithridatickej vojny
vroku 67 pred n.l. Existuji tiez hypotézy, Ze ,Sialeny*
med bol u¢innou latkou lektvaru, ktory inSpiroval orakula
v Delfach a tiez Menady, Zenské nastupkyne Dionyza,
ktoré zmienil Euripides"*.

Intoxikécia ,,Sialenym* medom bola zaznamenana
v mnohych krajindch po celom svete, vratane Turecka,
Ciny, Filipin, Korey, Indonézie, Japonska, Nepalu,
Rakuska, Nemecka, Brazilie a niektorych Statov severnej
Ameriky, ale vi¢sina pripadov sa uvadza okrem Turecka
v Azii'*.

,Sialeny med sa vo vieobecnosti konzumuje ako
potravina, ale pouZiva sa aj ako alternativna lietba'.
Rododendrénovy med sa v 'udovom liecitel'stve tradi¢ne
pouziva najmé ako sexualny stimulator, proti vysokému
krvnému tlaku a vysokej hladine glukézy v krvi.
Vzhladom na velké pouzitie tohto medu v Tudovom
lieCitel'stve v krajine, intoxikdcia s prejavmi, ako su
zavraty, zvracanie, nevolnost, slabost a rozmazané
videnie, nie je v Turecku neobvyklym problémom’.

Alimentarne otravy su beznym problémom pre
konzumentov ,Sialeného“ medu kvoli pritomnosti
gryanotoxinov GTX. Avsak ucinky jednotlivych toxinov
uludi nie st zname. Aktualne poznatky o relativnej
toxicite roznych toxinov st obmedzené a informacie su
odvodené len z niekol’kych pokusov na zvieratach'®. GTX
ma akuatne toxické ucinky a vztah davky a ucinku
niektorych z GTX bol intenzivne skimany u mysi®.
Skodlivé Gginky GTX s vysledkom ich vizby na
sodikové kandly excitabilnych membran a vyslednej
inaktivacie ich akéného potencialu. To vedie k nepretrzitej
depolarizacii a zvySeniu influxu véapnikového kationu.
NajvyraznejSie symptomy boli nauzea, hypotenzia,
bradykardia a poruchy vedomia®. Priznaky sa moéZu
vyskytnut' do 10 mintt alebo oneskorene az o 4 hodiny
(cit.'®). Priznaky mézu trvat od niekolkych hodin do
niekol’kych dni, v zavislosti od zédvaznosti intoxikacie'”.
Zavaznost a priebeh klinickych priznakov sa liSia
v zavislosti od citlivosti konzumentov na toxin'*. Nebola
zistena ziadna asociacia medzi hladinami GTX v krvi
a klinickymi tdajmi'>. Na zaklade vyhodnotenia 1199

pripadov otravy po konzumadcii ,Sialeného* medu
konzumacia 1-5 lyzic ,Sialeného“ medu zvycajne
sposobuje intoxikaciu’. Zavazna otrava §ialenym®

medom méze byt smrtelna, ak sa nelie¢i. Ziadne smrtelné
pripady neboli hlasené od Casu lekarskeho vymedzenia
tejto formy otravy v roku 1983. Dva smrtelné pripady,
tykajuce sa ruskych vojakov, ktori konzumovali vel'ké
mnozstvo medu, boli zdokumentované v obdobi prvej
svetovej vojny®, kym zopar dalsich pripadov bolo
zaznamenanych v oblastiach Kastamonu a Kocaeli
v Turecku na zaciatku 40. rokov 20. storocia®.

Po vyhodnoteni pripadov otravy po konzumaécii
,,Sialeného* medu medzi rokmi 1981 a 2014, t.j. priblizne
za obdobie 34 rokov sa zistilo, Ze pripady otravy boli
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hlasené castejsie u muzov (75,17 %) a vo veku od 41 do
65 rokov’. Naj&astejsie priznaky spojené s otravou medom
boli zavraty (51,58 %), bradykardia (49,92 %), nauzea
(37,58 %), vracanie (35,50 %), presynkopa (27,33 %),
rozmazané videnie (20,42 %), nasledovala hypotenzia,
synkopa, mdloby a iné a nalezy EKG boli: sinusova
bradykardia (79,58 %), uplny atrioventrikularny blok
(45,83 %), atrioventrikularny blok (30,91 %), elevacia
segmentu ST (22,63 %) a nodélny rytmus (11,27 %), Na
zaklade vyhodnotenia 1199 pripadov sa zistilo, ze neboli
hlasené ziadne umrtia. Pacienti boli obvykle prepusteni do
24 hodin po zotaveni’.

Zda sa, ze intoxikacie medom su najmi v regionoch,
kde su rastliny s prislusSnymi toxinmi husto pestované
amed sa vyrdba v malom rozsahu bez akéhokol'vek
dalsieho riedenia s medom z inych produkénych oblasti'.
Ako Tudia zvySuji pouzivanie ,,prirodnych® vyrobkov,
pripady intoxikacie ,,Sialenym® medom moZno pozorovat’
CastejSie ako predtym v neendemickych oblastiach. Preto
by mali lekari mysliet na moznost konzumacie
»Sialeného medu v pripadoch nahlej nevysvetlenej
hypotenzie a bradyarytmie u predtym zdravych

pacientov'®.

5. U¢inky grayanotoxinov (GTX)
po konzumacii inych potravin

Okrem toho je potrebné mat’ na pamiti, ze historicky
bolo vela pripadov intoxikacie GTX po konzumadcii
potravin ziskanych z rododendréonu, a to nielen
,,Sialeného* medu, ale aj surového rododendronového listu
a vytazkov z neho. V Korei sa nazyva ,,Rododendrénovy
likér“, a stale sa pripravuje a masovo konzumuje'”.

6. ,,Tutinovy“ med — med obsahujici toxin tutin

Najznamejsie su 2 otravy medom: otrava ,,Sialenym
medom®, popisand napr. v Turecku, Nepale a Korei
aotrava ,tutinovym®“ medom opisana v casti Nového
Zélandu'®. Kym otravu ,$ialenym“ medom sposobuji
GTX z toxickych druhov Rhododendronu, otravu
LHtutinovym® medom spdsobuje neurotoxin tutin z kriku
rodu Coriaria'®.

»lutu®“ je pévodny ker alebo maly strom, ktory je
bezny na celom Novom Z¢lande. Vsetky Casti rastliny su
toxické okrem okvetnych listkov okolo semien'®. Analyzy
piatich druhov Coriaria na Novom Zélande ukazali, ze
koncentracie tutinu boli vicsie v listoch ako v stonkach.
Stadie na zvieratich ukazali, e mladé listy tutu boli viac
toxické ako zrelé listy a ze stonky, korenovy obal a jadro
korenia neboli pri maximalnej testovanej davke toxické™.
Prenos tutinu do medu bol zaznamenany len tam, kde sa
vyskytuje hmyz Scolypopa australis (passion vine hopper
alebo ,.Cipkované kridlo®). Tento $kodca saje $tavu
z mladych zelenych vyhonkov. Ked’ sa zivi na ,tutu®
rastlinach, lepkavé crevné sekréty (,,medovica®), ktoré
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vylucuje, obsahujii tutin. Vyskytuje sa iba v teplych
oblastiach, ¢o vysvetl'uje, preco boli otravy medom
opisané iba v teplejSich Castiach Nového Z¢landu (najmi
vsevernej polovici Severného ostrova a v regione
Marlborough), aj ked’ ,tutu rastlina rastie v celej
krajine'”.

V niektorych oblastiach North Island je teraz
produkcia medu zakazana a v inych oblastiach Nového
Zélandu sa odporuca veelarom nezbierat’ med v uréitych
obdobiach roka, kedy sa vyskytuja Scolypopa australis.

7. Tutin

Tutin (obr. 2)" patri medzi pikrotoxiny a ovplyviiuje
cicavce. Zda sa, ze nemd vplyv na véely’. Ukéazalo sa, Ze
hmyz pouziva glykozylaciu ako detoxika¢ny mechanizmus
a ako metddu, ktord zabranuje, aby ich medovica
vyvolavala ochranntl reakciu rastlin. Tutin je rastlinného
povodu, nepochadza z hmyzu®. Tutin nedegraduje
ohrevom alebo pri spracovani medu. Tutin sa povazuje za
velmi stabilny a méa zavazny vplyv na ludsky nervovy
systém’.

Obr. 2. Molekularna $truktira tutinu®

8. U¢inky tutinu po konzumacii ,,tutinového*
medu

Klinické prezenticie a vysledky otravy medom
zavisia od toxickych latok v mede. Umrtia boli hlasené
medzi Maormi a osadnikmi na novozélandskom North
Island®. Otravy nekon&iace smrtou boli roz§irené na
Novom Zélande az do dvadsiateho storocia, kedy bola
produkcia medu na North Island zastavena. Ako zdroj
otravy bola identifikovana kombindacia rastliny Coriaria
arborea (,tutu®) a produkcie medovice zo Scolypopa
australis’.

Typickou ¢rtou otravy medom obsahujucim tutin je
velka variabilita v ¢ase nastupu priznakov a symptémov
toxicity®!. Zagiatok klinickych priznakov sa pohybovaje od
0,5 do 17 hodin s medianom 7,5 h. BeZne boli pozorované
nevolnost’ a zvracanie a v niektorych pripadoch zachvaty.
Spotrebované mnozstvo sa pohybovalo od nepatrného
mnozstva po 200 g medu'®. Zavaznejsie klinické priznaky
a priznaky toxicity sui cCasto oneskorené po akitnej
expozicii®’. Po charakteristickom oneskoreni od troch po
Sest’ hodin nastupuje nevolnost’ a zvracanie, za ktorymi
Casto nasleduje tras a/alebo velké zachvaty, ktoré moézu
byt zdvazné a opakujlce sa. Nevolnost’ a zvracanie moze
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pretrvavat’ vel'a hodin. Iné prejavy zahiaju tachykardiu,
tachypnoe, tazkosti s dychanim, delirium, rozmazané
videnie, uzkost, vzrusenie, slabost, zavraty, amnéziu,
stupor a kdmu. Smrt’ nastane zvyc€ajne v dosledku zéstavy
dychania'’.

9. Zaver

Napriek nespochybnitelnym vyZivovym a zdraviu
prospesnym vlastnostiam medu, ktoré st vSeobecne
zname, je potrebné mat’ na zreteli aj aspekt zdravotnej
bezpecnosti  z hladiska  potencialnej pritomnosti
kontaminantov, konkrétne rastlinnych toxinov. Zivenie
vciel na kvetoch toxickych rastlin moéze mat’ za nasledok
kontaminaciu medu rastlinnymi toxinmi a naslednt
humannu intoxikéciu po jeho poziti. Zd4 sa, Ze intoxikacie
medom st najmd vregidonoch, kde st rastliny
s prisluSnymi toxinmi husto pestované a med sa vyraba
vmalom rozsahu bez akéhokol'vek dalSieho riedenia
s medom z inych produkénych oblasti. Ako Tudia zvySuju
pouzivanie ,,prirodnych® vyrobkov a rozmaha sa globalny
obchod a turizmus do exotickych krajin, pripady
intoxikacie mozno pozorovat CastejSie ako predtym
v neendemickych oblastiach.

Vyhlasenie: Clanok je vyjadrenim autora ako
sukromnej osoby a nejde o oficidlne stanovisko
Ministerstva  pddohospodarstva  arozvoja  vidieka
Slovenskej republiky.

Clanok vznikol v ramci v ramci aktivit podporovanych
vyskumnym zamerom PROGRES Q29/LF 1.

Zoznam skratiek

GSH-Px glutatiénperoxidaza

GTX gryanotoxiny

LC-MS/MS  kvapalinovd chromatografia — hmotnostna
spektrometria

SOD superoxiddismutaza
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Charles University, Prague, Czech Republic and General
University Hospital, Prague, Czech Republic, * Depart-
ment of Food Safety and Nutrition, Ministry of Agriculture
and Rural Development of the Slovak Republic, Bratislava,
Slovak Republic): Plant Toxins in Honey of Exotic
Origin — "Mad" Honey and "Tutin" Honey

There is a lot of information about the nutritional and
medicinal properties of honey. However, honey may con-
tain compounds that can lead to its toxicity. The composi-
tion of honey depends very much on the flowers visited by
bees and the weather conditions in the honey harvesting
area. Phytotoxins are secondary plant metabolites that
show acute or chronic toxicity or have anti-nutritional
effects. Bees feeding on the flowers of toxic plants can
result in contamination of honey. The two best-known
poisonings by honey of exotic origin are those by the so
called "mad" honey, described for example in Turkey,
Nepal and Korea, caused by the grayanotoxins produced
by the plant family Ericaceae, the genera Rhododendron,
Pieris (Andromeda), Leucothoe, Craibiodendron, Lyonia
or Kalmi, and the "tutin" honey poisoning described in
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a part of New Zealand caused by the neurotoxin tutin from
shrubs in the genus Coriaria. This is primarily the case of
endemic areas, but given the widespread use of natural
products, global trade and tourism, it is necessary to take
into account the potential risk of not only allergic but also
toxic manifestations after ingestion of honey of exotic
origin.
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Errata

ERRATA

RASTLINNE "[OXiNY V EXOTICKYCH
MEDOCH - ,,SIALENOM“ MEDE
A ,,TUTINOVOM“ MEDE

K. KROMEROVA, V. BENCKO

Chem. Listy 115, 20 (2021).

V praci byl zvefejnén vzorec:

H

pod nazvem Grayanotoxan, coZ je pouze zakladni uhlovo-
dikova struktura grayanotoxinu.
Spravné mélo byt:

Grayanotoxin R R? R}
Grayanotoxin I OH CH; Ac
Grayanotoxin II CH, H
Grayanotoxin IIT OH CH; H
Grayanotoxin [V CH, Ac
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ARYL-7-DEAZAPURINOVE NUKLEOSIDY A JEJICH BIOLOGICKA AKTIVITA
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1. Uvod

Nukleosidy ptitahuji pozornost medicinalnich chemi-
kd jiz po mnoho desetileti. Pfirodni nukleosidy a nukleoti-
dy jsou stavebnimi kameny nukleovych kyselin, u€astni se
energetického metabolismu a podili se na bunécné signali-
zaci. Jejich syntetické analogy proto nasly uplatnéni jako
1é¢iva s protivirovym a protinadorovym uginkem'.

7-Deazapurinové nukleosidy jsou strukturné blizké
béZnym purinovym nukleosidim. 7-Deazapurin se od puri-
nu odliSuje pouze zaménou dusiku v poloze 7 za uhlik.
Diky této zaméné je vSak péticlenny kruh 7-deazapurinu
oproti purinu elektronové bohatsi. 7-Deazapurin se proto
mize snadnéji zapojit do kation-n a m-m interakci. Uhlik
v poloze 7 navic umoziuje zavedeni dalsiho substituentu
do této polohy, ¢ehoz se Casto vyuziva napf. pii enzyma-
tické piipravé modifikovanych RNA? a DNA®, kde jsou
7-fenyl-7-deazapurinové 2'-deoxynukleotidy dokonce lep-
$imi substraty pro DNA polymerasy nez pfirozené purino-
vé nukleotidy™’. Vzhledem k podobnosti purinovych
a 7-deazapurinovych nukleosidi, kterd se projevuje i na

jejich biologické aktivité, bude v tomto referatu pouzivano
oznaceni 7-deazapurin s pfislusSnym cislovanim namisto
systematického nazvu pyrrolo[2,3-d]pyrimidin.

V ptirod¢ se vyskytuji 7-deazapurinové nukleosidy
jako sekundéarni metabolity prokaryot i eukaryot. Jsou také
ve form¢ nukleotidd queuosinu (I)° a 2’-deoxyqueuosinu
(I1)” obsazeny vRNA i DNA organismi (obr. 1).
7-Deazapurinové nukleotidy se také casto vyskytuji
v DNA virt, kde tato modifikace slouZzi jako ochrana pted
restrikénimi enzymy hostitelskych bundk®. Nejznaméjsi
pfirodni 7-deazapurinové nukleotidy s cytotoxickou aktivi-
tou, tubercidin (III), toyokamycin (IV) a sangivamycin
(V), byly objeveny v 60. letech 20. stoleti v bakterialnich
kulturach rodu Streptomyces. Viechny tii nukleosidy jsou
siln¢ cytotoxické vuéi celé fadé nadorovych bunéénych
linii®'%. Spoleénym rysem jejich mechanismu uéinku je
fosforylace bunéénymi kinasami na piislu§né mono-, di-
a trifostaty, které se nasledné inkorporuji do RNA a DNA,
¢imZz omezuji jejich funkEnost. Zaroveni tyto nukleosidy
inhibuji nékteré dilezité enzymy. Silné a selektivni inhibi-
ce proteinkinasy C sangivamycinem (V) je dokonce pova-
7ovana za hlavni mechanismus jeho Gginku'. I pres své
slibné vlastnosti ptirodni 7-deazapurinové nukleosidy ni-
kdy nebyly schvaleny pro klinické pouziti, protoZze jsou
znacné toxicke. Jejich biologicka aktivita vSak vedla medi-
cinalni chemiky k vyvoji celé fady syntetickych analogg.
7-Deazapurinové nukleosidy byly pfedmétem nékolika
nedavnych piehlednych ¢lanka'*">. Tato prace se zamé&tuje
na arylované 7-deazapurinové nukleosidy, jimZ se autorka

HO
HO
N NH
0 NH 2 R
N7 N\
HN l |
PN NT N
5 N N (o}
O HO
HO
S HO OH
HO R
queuosin (l), tubercidin (lll),
R=0H R=H
2'-deoxyqueuosin (Il), toyokamycin (V)
R=H R=CN
sangivamycin (V)
R = CONH.

Obr. 1. Struktury pfirodnich 7-deazapurinovych nukleosidi

* Autorka je laureatkou ceny Alfreda Badera za bioorganickou a bioanorganickou chemii pro rok 2019.



Chem. Listy /15, 84-90 (2021)

hloubéji vénuje a shrnuje predevsim vyzkum, za ktery ji
byla udélena Cena Alfreda Badera.

2. Syntéza aryl-7-deazapurinovych nukleosidi

Syntéze 7-deazapurinovych derivati se vénovalo
v posledni dob¢ nékolik piehlednych &lanka'*'®. Moznost-
mi pfipravy 7-deazapurinovych nukleosidi glykosyla¢nimi
reakcemi se dlouhodobé zabyva skupina prof. Franka See-
ly, ktera publikovala nékolik prehlednych praci na toto
téma'’"?. Shrneme proto pouze postupy k zavedeni arylo-
vé a hetarylové skupiny na nukleobazi 7-deazapurinovych
nukleosidi.

Nejvice pfimocarou metodou syntézy aryl-7-deaza-
purinovych nukleosidi je cross-couplingova reakce kataly-
zovana prechodnymi kovy. Vychozimi slouc¢eninami jsou
pfislusné halogenderivaty — 6-chlor-7-deazapurinové nebo
7-jod- ¢i 7-brom-7-deazapurinové nukleosidy. Pro pfipra-
vu aryl-7-deazapurinovych nukleosidii je mozno pouzit
Stilleho, Negishiho i Suzukiho-Miyaurovu reakci. Vybér
se fidi vétSinou dostupnosti reaktantt. Stilleho reakce
s aryl(tributyl)stannany probiha za katalyzy Pd(PPh;)Cl,
v N,N-dimethylformamidu (DMF). Tato reakce se nejcas-
t&ji pouziva pro syntézu 2-thienyl- a 2-furylderivati a po-
skytuje vysoké vytézky. Hydroxyskupiny nukleosidu jsou
pfi této reakci vétSinou chranény, neni to vSak podmin-
kou”?*?'. Vzhledem k riznym elektronovym pomérim na
Sesti- a péticlenném kruhu 7-deazapurinu reaguje u 6,7-di-
chlor-7-deazapurinu prednostné chlor v poloze 6 (obr. 2)*.
Nevyhodou Stilleho reakce je pouziti toxickych stannant,
jejichz ptipadna rezidua mohou ovlivnit biologické vlast-
nosti produkta.

BzO 0Bz BZd‘ bBZ
\'! Vil
N//\NTr
NHy | NH, \=
oy, o
SNON b SNTN
o 77% 0
BzO BzO
BZO\\ ’/OBZ BZO¢ ’/OBz
\[] IX

Obr. 2. Priprava aryl-7-deazapurinovych nukleosidi Stilleho
a Negishiho reakci®**; a: RSnBu;, Pd(PPh;),Cl,, DMF, 100 °C;
b: RZnCl, Pd(PPhs),, THF, 90 °C
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Obr. 3. PFiprava aryl-7-deazapurinovych nukleosidii Suzuki-
ho-Miyaurovou reakei”?’; a: RB(OH),, Pd(PPh;)4, K,CO;, tolu-
en, 100 °C; b: RB(OH),, Pd(OAc),, TPPTS, Na,COs, voda —
acetonitril (2:1), 100 °C

Negishiho reakce s organozinacnatymi cCinidly byla
pouzita pro pfipravu hetaryl-7-deazapurinovych ribonukle-
osidu substituovanych péti¢lennymi dusikatymi heterocy-
kly®?2. Reakce probiha za katalyzy Pd(PPhs), v tetrahyd-
rofuranu (THF) a vytézky se pohybuji mezi 40-80 %
(obr. 2)*.

Nejrozsitenéjsi reakci pro zavedeni arylovych substi-
tuentll na 7-deazapurin je vSak Suzukiho-Miyaurova reak-
ce s arylboronovymi kyselinami®** nebo jejich estery
s pinakolem®, které jsou vétSinou komeréné dostupné.
Typické podminky pro Suzukiho-Miyaurovu reakci na
substratech s chranénymi hydroxyskupinami vyuzivaji
katalyzu Pd(PPhs); za pfitomnosti uhli¢itanu draselného
jako baze a jako rozpoustédlo se nejcastéji pouziva toluen
(obr. 3)*%. Cast&jsi se viak reakce s volnymi nukleosidy,
kde je Kkatalyzatorem octan palladnaty v kombinaci
s fosfinovym ligandem rozpustnym ve vodé, 3,3',3"-
-fosfantriyltris(benzensulfonatem)  sodnym  (TPPTS),
areakce se provadi za pfitomnosti uhli¢itanu sodného ve
smési vody a acetonitrilu (obr. 3)**.

Kwvili vysoké cen¢ palladiovych katalyzatort a rovnéz
kvuli riziku vzniku toxickych rezidui v produktech urce-
nych k biologickému testovani byla neddvno vyvinuta
alternativni metoda ptipravy 6-aryl-7-deazapurinovych
ribonukleosidl, kterd vyuziva katalyzu Zelezem a m&di*.
Zdrojem arylové skupiny je zde pfislusné Grignardovo
¢inidlo. Reakce poskytuje vytézky 20-60 % (obr. 4).

Uvedené reakce maji obecné pouziti a byla jimi pii-
pravena celd ftada aryl-7-deazapurinovych nukleosidu,
jejichz biologické aktivité se budeme vénovat nize.
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BZO¢ ”O Bz
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Obr. 4. Priprava 6-aryl-7-deazapurinovych nukleosidii bez
palladiovych katalyzitorda®; a: RMgBr, Fe(acac);, Cul, THF,
NMP, 0 °C

3. Aryl-7-deazapurinové nukleosidy
s cytotoxickou aktivitou

3.1. 6-Aryl-7-deazapurinové nukleosidy

Aryl-7-deazapurinové ribonukleosidy je mozno roz-
deélit do dvou strukturnich skupin podle polohy arylu. Za-
timco 7-aryl-7-deazapurinové nukleosidy lze povaZovat za
analogy tubercidinu (III), 6-aryl derivaty nejsou piimo
odvozeny od piirodnich nukleosidii. Arylovéd skupina
v poloze 6 znemoziuje standardni Watson-Crickovské
parovani bazi a muze tak velmi ovlivnit mechanismus

R [ONPZ
N~ | N\ A
N~ N\
L\N N L\ ‘ N

HO OH
XIVa, R = furan-2-yl XV, X=F
XIVb, R = thiofen-2-yl XVI, X = CI

XIVc, R = fenyl
Obr. 5. 6-(Het)aryl-7-deazapurinové ribonukleosidy

Y%

N/

Nk/ Sy

Ad PhO- onAd HO?
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Xvil XVIII, R = Me, Et, Bn
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ucinku nukleosidu. Mezi 6-aryl- a 6-hetaryl-7-deaza-
purinovovymi ribonukleosidy byly objeveny derivaty se
silnou cytotoxickou aktivitou (ICso < 100 nM, ICs, je kon-
cencentrace, kdy pfeziva 50 % bunck) vici nejriznéjsim
nadorovym liniim (napf. jsou u¢inné vic¢i karcinomu plic
A549, karcinomu prostaty Dul45, kolorektalnimu karcino-
mu HCT166 a karcinomu prsu Hs578) (obr. 5)**. Nejaktiv-
n&jSimi byly derivaty substituované péticlennymi hetero-
cykly, zejména furanem (latka XIVa) a thiofenem (latka
XIVb), naopak slouceniny s vétSimi substituenty (napf.
fenyl derivat XIVe) byly vyrazné méné aktivni, nebo zcela
neucinné. Silna cytotoxické aktivita nebyla ovlivnéna pii-
tomnosti fluoru v poloze 7 u derivatu XV, naopak
7-chlorderivat XVI byl o fad méné aktivni nez vychozi
derivat XIVa, ktery nenese substituent v poloze 7. Ukaza-
lo se, Ze ucinnost bunécné fosforylace je u 7-chlorderivatu
XVI oproti nesubstituovanému nukleosidu XIVa vyrazné
nizsi. Znamena to, ze efektivni fosforylace je, stejné jako
u pfirodnich cytotoxickych 7-deazapurinovych nukleosidi,
pro cytotoxickou aktivitu 6-hetaryl-7-deazapurinovych
ribonukleosidi kli¢ova.

Vzhledem k tomu, Ze uGcinnost fosforylace 7-deaza-
purinovych nukleosidii bunécnou adenosinkinasou muize
byt limitujicim faktorem pro cytotoxickou aktivitu
6-hetaryl-7-deazapurinovych nukleosidii, byly pfipraveny
dvé série jejich fosfatovych proléciv (obr. 6). V piipadé
tzv. cykloSal-pronukleotidii (napt. XVII) se prolécivo
samovoln¢ hydrolyzuje z divodu vyssiho vnitrobunécného
pH. U fosforamidatovych proléciv (napf. XVIII) dochazi
k enzymatické hydrolyze. V obou pfipadech je do bunék
uvolnén piislusny ribonukleosidmonofosfat, ¢imz odpada
nutnost fosforylace nukleosidu adenosinkinasou. Zatimco
cykloSal-pronukleotidy (jako XVII)* mély cytotoxickou
aktivitu srovnatelnou s pfislusnymi nukleosidy, u fosfora-
midatovy prolégiv (jako u XVIID* doslo k vyraznému
sniZzeni aktivit na mikromolarni arover, protoze tato prolé-
¢iva byla velmi u¢inné transportovana ven z bunék. Zda se
tedy, ze pouziti fosfatovych proléiv nevede ke zvyseni
cytotoxické aktivity 6-hetaryl-7-deazapurinovych ribonuk-
leosidi. Zcela neucinné pak byly cyklické (XIX)
a acyklické (XX) fosfonaty, které by mély strukturné na-
podobovat 6-hetaryl-7-deazapurinové nukleosidmonofos-

faty?.

N/

Sy

o OH Ho™

/—Z
Z

XIX XX

Obr. 6. Proléciva a cyklické a acyklické fosfonaty odvozené od 6-hetaryl-7-deazapurinovych nukleosidi
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Obr. 7. 6-Hetaryl-7-deazapurinové nukleosidy
modifikacemi

s cukernymi

Dale byla vénovana pozornost vlivu cukernych modi-
fikaci na cytotoxickou aktivitu 6-aryl-7-deazapurinovych
nukleosidii (obr. 7). Byly pfipraveny nukleosidy s modifi-
kacemi v poloze 4’ (XXI)** a v poloze 2" (XXII a XXIIT)*,
véetnd ti sérii fluorovanych nukleosidd (napf. XXIVZ,
XXV? a XXVI?). Zadna z piipravenych latek vsak neby-
la aktivni. Ukazalo se tedy, Ze ribosovy motiv je zasadni
pro zachovani silné cytotoxické aktivity 6-hetaryl-7-deaza-
purinovych nukleosidii. Pfesny mechanismus ucinku
6-hetaryl-7-deazapurinovych ribonukleosidii dosud nebyl
popsan. Vi se vsak, Ze tyto nukleosidy zpisobuji (pfimou
& neptimou) inhibici syntézy RNA v buiikich™, zatimco
syntéza DNA je ovlivnéna jen mirné€. To je mozna jeden
z dvodu, proc jsou cytotoxické praveé pouze ribonukleosi-
dy. Molekularni cil téchto latek vSak zdstava neznamy.

3.2. 7-Aryl-7-deazapurinové nukleosidy

7-Deazapurinové nukleosidy s arylovou skupinou
v poloze 7 1ze povazovat za analogy pfirodnich cytotoxic-
kych nukleosidd, tubercidinu (III), toyokamycinu (IV)
a sangivamycinu (V). Prvni derivaty z této skupiny byly
piipraveny jiz v 70. letech 20. stoleti a byla u nich pozoro-
véana protileukemicka aktivita®. Vice viak byly 7-aryl-7-
-deazapurinové nukleosidy zkoumany aZz v poslednich

letech. Mezi 7-aryl-7-deazaadenosinovymi derivaty
=
NH, NS NH, R
N™ N
| ) | )
NT N NT N
(0] O
HO HO
HO O HO  OH

AB61 (XXVIla)  XXVIIb, R =furan-2-yl
XXVllc, R =fenyl

XXVIId, R = p-chlorfenyl

Obr. 8. Cytotoxické a protiparazitarni 7-(het)aryl-7-deaza-
adenosiny
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XXVII byla objevena fada latek s cytotoxickou aktivitou
viiéi nadorovym bundénym liniim® a také s aktivitou proti
trypanosomam®. Silné cytotoxické jsou derivaty substitu-
ované pétiClennym  heterocyklem, napt. thiofenem
(XXVIIa) nebo furanem (XXVIIb). Naopak derivaty
s objemné&jSimi substituenty, napt. fenyl derivat (XXVIIc),
cytotoxickou aktivitu nemaji, nebo jsou cytotoxické pouze
v mikromolarnich koncentracich’. Mechanismus cytoto-
xického ucinku byl podrobné studovan u latky XXVIla
oznadované jako AB61 (cit.’"). Latka AB61 (XXVIIa) je
cytotoxickd v nanomolarnich koncentracich (ICsy 0,4 az
70 nM) vuci celé fadé nadorovych a leukemickych bunéc-
nych linii, v€etn¢ rezistentnich linii a linii s mutovanym
genem pS53. Naopak vici normalnim fibroblastim je jeji
cytotoxicita vyrazné nizsi (ICso ~ 10 uM). Divodem vyso-
ké selektivity AB61 (XXVIIa) je skutecnost, Ze je nukleo-
sid v nadorovych bunkéach ucinné fosforylovan, kdezto
v normalnich buiikdch je troven fosforylace velmi nizka.
AB61 (XXVIIa) se ve form¢ ribonukleotidu inkorporuje
do bunécné RNA i DNA. Inkorporace do mRNA pak vede
k inhibici translace. Pfitomnost ribonukleotidu AB61
v DNA aktivuje opravné mechanismy DNA a v DNA
vznikaji dvoufetézcové zlomy, které nakonec zptiso-
bi apoptdzu buiiky. Navic je nukleosidtrifosfat odvozeny
od AB61 substratem mitochondrialni DNA polymerasy y
amuze tak ovliviiovat replikaci mitochondridlni DNA
idalsi funkce mitochondrii. Plisobeni latky AB61
(XXVIIa) je tedy velmi komplexni a svym mechanismem
ucinku se tato sloucenina odliSuje od jinych znamych cyto-
toxickych nukleosidt. Protinadorova aktivita latky AB61
(XXVIIa) byla také testovana in vivo v mySich, kde se
ukazal slibny ucinek proti xenograftim kolorektalniho
karcinomu a karcinomd prsu a vajeénika’.

Vramci studia zavislosti cytotoxické aktivity na
struktufe byly pfipraveny séric 7-(het)aryl-7-deaza-
purinovych nukleosidl s dal$imi modifikacemi na nukleo-
bazi a cukerné ¢asti molekuly. Byl zkouméan vliv substitu-
ce 7-deazapurinu v polohach 2 a 6 (cit.*). Pfitomnost me-
thylové nebo aminoskupiny v poloze 2 (u derivatd
XXXIII-XXXYV) neni tolerovana a dan¢ slouceniny neby-
ly cytotoxické viic¢i nadorovym bunéénym liniim. Naopak
u 6-substituovanych derivati byl cytotoxicky efekt zacho-

~=

R N0 \_0

R1
= =

N N
LY IS
N~ N R2Z”NT N
o) 0
HO HO
HO  OH HO OH

XXVIII, R = OCHj
XXIX, R = SCH;,
XXX, R = CHj
XXXI, R = NHCH;
XXXII, R = N(CH3),

XXXII, R" = NH,, R? = CHg
XXXIV, R" = NH,, R? = NH,
XXXV, R' = OCH3, R? = NH,

Obr. 9. 7-(Het)aryl-7-deazapurinové nukleosidy s modifika-
cemi v polohich 2 a 6
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XLlia, R = 2-thienyl
XLIIb, R = 2-benzofuryl

Obr. 10. 7-(Het)aryl-7-deazapurinové nukleosidy s cukernymi modifikacemi

van. Mezi pfipravenymi slouc¢eninami byly typicky nejvice
cytotoxické 2-furylderivaty (XXVIII-XXXII). Submikro-
molarni cytotoxickd aktivita in vitro vi¢i nadorovym
liniim 6-methoxy- (XXVIII), 6-methylsulfanyl- (XXIX),
a 6-methylderivatu (XXX) byla srovnatelna s jiz zminé-
nym 7-deazaadenosinovym derivatem XXVIIb. Presny
mechanismus cytotoxického plisobeni 6-substituovanych
derivati neni znam. Stejné jako u 7-hetaryl-7-deaza-
adenosidd XXVII vsak dochazelo k vyrazné inhibici syn-
tézy RNA v bunkach. Znamena to tedy, Ze i kdyz nukleo-
sidy ztrati moZnost standardniho Watson-Crickovského
parovani, jejich cytotoxicka aktivita nemusi byt ovlivnéna.

Pozornost byla vénovdna také nukleosidim
s cukernymi modifikacemi odvozenym od 7-hetaryl-7-de-
azaadenosint (obr. 10). Byly pfipraveny 2'-modifikované
analogy latky AB61 (XXXVI-XXXVII)*® a fluorované
nukleosidy (XXXIX-XLI)****. Modifikace v poloze 2’
obecné vedla ke snizeni cytotoxické aktivity. Latky
XXXVI, XXXIX a XLI byly cytotoxické vici nadorovym
bunéénym liniim v mikromoldrnich koncentracich, naopak
slouceniny XXXVII, XXXVIII a XL byly zcela neucinné.
Také modifikace v poloze 4’ u 7-hetaryl-7-deaza-4'-C-methyl-
ribonukleosidi XLII vede ke sniZeni cytotoxické aktivity
vic¢i nadorovym bunécnym liniim. Analog latky AB61
(XLIIa) je zcela neaktivni, u derivatu XLIIb, ktery nese
objemny benzofuranovy substituent, byla pozorovana pou-
ze mirna cytotoxicita®. Stejn& tak i v piipadé 3’-modifi-
kovanych nukleosidd, jako napf. u 3'-C-ethynyl-
ribonukleosidu XLIII, je cytotoxickd aktivita pouze sla-
ba®. Na rozdil od 6-hetaryl-7-deazapurinovych nukleosidi
neni pro cytotoxicky ucinek v ptipadé 7-hetaryl-7-deaza-
adeninovych nukleosidi zachovani ribosové ¢asti moleku-
ly tak striktni. Je vSak pravdépodobné, Ze mirna cytotoxi-
cita nukleosidi s modifikacemi na ribose souvisi spiSe
s jejich odlisnym mechanismem Ucinku oproti ribonukleo-
sidim. Napiiklad nukleosidtrifosfat odvozeny od fluorderi-
vatu XLI je inhibitorem lidské DNA polymerasy a, zatimco
ribonukleosidtrifosfat latky AB61 (XXVIIa) tento enzym
neinhibuje’.  Detailni  mechanismy ué¢inku  viak
u cukernych derivati 7-deazaadenosinovych nukleosidii

20

Referat
Cl
=
(6]
NH, \=
NH,
N~ N\
| Z
N N7
N~ N -

(@) N N
Chagy o
= HO

HO  ©OH

XL XLIv OH

studovany nebyly.

Vyrazné sniZeni cytotoxické aktivity 7-aryl-7-deaza-
adenosint substituovanych Sesticlennymi aromatickymi
substituenty bylo nedavno uspésné vyuzito pii vyvoji latek
s aktivitami proti trypanosomam, piivodclim spavé nemoci
a Chagasovy choroby”. Nizka cytotoxicta nukleosidi je
zde vitana, protoZe je nutné, aby potencialni protiparazitar-
ni derivaty nebyly toxické vici lidskym buiikam. Skupina
prof. Van Calenbergha pfipravila nukleosidy XXVIId
a XLIV, které¢ byly 0¢inné iin vivo na mySim modelu
Chagasovy choroby™®.

4. Aryl-7-deazapurinové nukleosidy jako
inhibitory mykobakterialni adenosinkinasy

Rada patogent jako napf. trypanosomy postrada en-
zymy pro de novo syntézu purinu. Mohou vyuZivat pouze
purinovou Setfici drahu (purine salvage pathway) a jsou
z4vislé na piisunu purinovych derivath od hostitele, ¢ehoz
se hojn¢ vyuziva pfi navrhu novych derivatll proti témto
patogeniim. V purinové Setiici draze se nukleotidy tvofi
z nukleobazi a 5'-fosforibosyl-1'-difosfatu, ptipadné fosfo-

Xz
NH, O

(0)

NS NS
N~ N RN N
o o
HO HO
HO  ©OH HO  OH
XLV XLVla, X = O,R = H
XLVIb, X = S, R =H
XLVII,’X =0, R=F

Obr. 11. Hetaryl-7-deazapurinové ribonukleosidy jako inhibi-
tory mykobakterialni adenosinkinasy
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rylaci nukleosidd, napiiklad adenosinkinasou. V piipadé
puvodce tuberkuldzy, Mycobacterium tuberculosis, jsou
sice piitomny ob¢ biosyntetické drahy, jejich vzajemné
propojeni a mechanismy jejich regulace jsou vsak stale
nejasné. Mykobakteridlni adenosinkinasa (Mth-ADK) je
strukturné velmi odli$na od lidské adenosinkinasy a zda se
proto jako vhodny cil antituberkulotik®”.

Inhibitory Mth-ADK (obr. 11) musi byt dostatecné
selektivni a zaroven nesmi byt cytotoxické vuci lidskym
bunkam. Takové vlastnosti maji 7-deazaadenosinové deri-
vaty s objemnym heterocyklickym substituentem v poloze
7, napf. latka XLV (cit.*®). Derivat XLV je selektivni inhi-
bitor Mth-ADK (ICsy = 0,6 uM), ktery je G€inny proti riz-
nym kmenlim Mycobacterium tuberculosis v mikro-
molarnich koncentracich. Také mezi 6-hetaryl-7-deaza-
purinovymi ribonukleosidy bylo objeveno nékolik latek,
které vyrazné inhibuji Mth-ADK (cit.?"). Jsou to napt. deri-
vaty s objemné&j$im benzofurylovym, resp. benzothienylo-
vym substituentem v poloze 6, XLVIa a XLVIb, které
jsou silnymi inhibitory Mth-ADK (ICsy, = 14,5, resp.
7,5 nM) s vynikajici selektivitou a zaroveil nejsou vilbec
cytotoxické. Dalsi modifikaci struktury byl ziskan jesté
(&inng&jsi 2-fluorderivat XLVII (ICso = 1,2 nM)¥. U viech
zminénych 6-hetaryl-7-deazapurinovych ribonukleosidi
vSak silna inhibice Mth-ADK nekoreluje s antimyko-
bakteridlnimi aktivitami, které jsou u téchto derivati jen
velmi slabé. Diivodem pro tuto skutec¢nost miize byt nedo-
state€nd vnitrobunécné koncentrace téchto latek zptisobena
Spatnym pronikanim téchto nukleosidi pies mykobakteri-
alni bunécnou sténu. Druhym mozZznym vysvétlenim je
fakt, Ze adenosinmonofosfat mize byt v mykobakteriich
syntetizovan i alternativnimi biosyntetickymi cestami puri-
nové Setfici drahy.

5. Zavér

Mezi aryl-substituovanymi 7-deazapurinovymi nukle-
osidy byly objeveny latky vhodné pro dalsi vyvoj sméfo-
vany k protinadorové 1é¢be, stejné tak jako slouceniny se
zajimavou protiparazitarni aktivitou. Pfitomnost arylové
nebo hetarylové skupiny mé znaény vliv na jejich biolo-
gickou aktivitu. Zménami velikosti arylového substituentu
je mozné ovlivnit cytotoxickou aktivitu dané¢ho derivatu
tak, aby byla zachovana protiparazitarni aktivita. Vzhle-
dem ke své snadné a ptimocaré syntéze predstavuji aryl-7-
-deazapurinové nukleosidy skupinu latek se znaénym po-
tencidlem pro uplatnéni v medicindlni chemii a vyvoji
novych léciv.

Autorka dekuje prof. Michalu Hockovi za jeho vedeni
v pritbéhu doktorského studia i po ném. Zaroven si velmi
vazi ocenéni Cenou Alfreda Badera a rdada by vyjddrila
podékovani Ceské spolecnosti chemické za podporu mladych
Ceskych chemikii a chemicek a organizaci této soutéze.

Tento prehledovy clanek vznikl za podpory Evropské-
ho fondu pro regionalni rozvoj; Operacni program Vy-
zkum, vyvoj a vzdélavani; projekt ChemBioDrug, reg. C.
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000729.
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P. Perlikova (Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry of the Czech Academy of Sciences, Prague):
Aryl-7-deazapurine Nucleosides and their Biological
Activity

Aryl-7-deazapurine nucleosides possess interesting
cytotoxic and antiparasitic activities. This review summa-
rizes synthetic approaches to introduction of aryl group to
the nucleobase of 7-deazapurine nucleosides. Biological
activities of 7-deazapurine nucleosides, their mode of ac-
tion and structure-activity relationships are discussed. The
most promising compounds with cytotoxic activities
against cancer cells are 6-hetaryl-7-deazapurine ribonucle-
osides substituted with a 5-membered heterocycle and
7-hetaryl-7-deazaadenosines with the same substituents.
Anew complex mode of action was described for
7-(2-thienyl)-7-deazaadenosine  (AB61). Significant
antitrypanosomal activities both in vitro and in vivo were
discovered among 7-phenyl-7-deazaadenine nucleosides.
6-Hetaryl-7-deazapurine ribonucleosides with bulky heter-
ocyclic substituents in position 6 strongly and selectively
inhibit mycobacterial adenosine kinase. Due to their di-
verse application possibilities and relatively easy synthe-
sis, aryl-7-deazapurine nucleosides represent a source of
interesting new compounds for further research by medici-
nal chemists.

Keywords: nucleoside, 7-deazapurine, cytotoxicity, adeno-
sine kinase
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1. Uvod

Oceadn pokryva vice nez 70 % zemského povrchu
a skryva v sobé neuvéfitelnou biodiverzitu, pticemz fasy
patii mezi jedny z nejvice prozkoumanych moftskych orga-
nismii'. Krom& mote se fasy vyskytuji také ve sladkych
vodach, v pudé ¢i v symbidze s zivoCichy nebo rostlina-
mi’. Rasy jsou fazeny do nékolika odlignych ¥i&i. Do spo-
leénych charakteristik patii skute¢nosti, ze si béhem evolu-
ce opattily chloroplast, ziskaly schopnost fotosyntézy,
a tak predstavuji v potravnich fetézcich primarni produ-
centy. Jelikoz se jedna o velmi nepfibuzné skupiny orga-
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nismil, vyznacuji se nevidanou variabilitou, co se tyce
slozeni a organizace bunék i jejich mnohobunécnych
stélek’. Rasy mohou byt rozdéleny na zaklads velikosti na
mikrofasy o velikosti n€kolika mikrometri a makrofasy
dosahujici az 60 metri (cit.?). Dnes jiz zastaralé, aviak pro
svou jednoduchost stale pouzivané ¢lenéni fas, je zalozeno
na obsazenych pigmentech, podle kterych rozeznavame
fasy zelené, Cervené, hnédé a dale pak sinice, které jsou
vSak prokaryotického piivodu. Navzdory faktu, Ze sinice
nepatii mezi fasy (jsou piibuzné bakteriim), jsou obvykle
zahrnovéany v publikacich tykajicich se fas®*. Velmi zjed-
nodusené lze fict, Ze mikrofasy jsou pfitomny témét ve
a Amoebozoa. Mezi makrofasy patfi hnédé chaluhy
(Phaeophyceae z tise SAR) a dale pak Cervené ruduchy
(Rhodophyta) a  zelené makrotasy (Ulvophyceae
a Charophyceae), které vSak jsou vzhledem ke své prislus-
nosti k #i3i Archaeplastida piibuzngjsi rostlinam®. Motské
fasy se musely prizplsobit nepfiznivym podminkam, na-
priklad kolisajici osmolarité, teploté, intenzité slune¢niho
zateni a dostupnosti zivin. Pravé diky témto faktorim jsou
moiské fasy stimulovany k produkci sekundérnich meta-
bolitli s jedine¢nou chemickou strukturou a vyjimecnou
biologickou aktivitou?. Nékteré z téchto metabolitii jsou
halogenovany, coz mé souvislost s dostupnosti chlorido-
vych, bromidovych a jodidovych iontli v moiské vodg’.
Sulfatace polysacharidll je dal$im adaptacnim mechanis-
mem moftskych fas na zvySenou salinitu moiského prostie-
di’. Tyto specifické modifikace jsou &asto zodpovédné za
biologickou aktivitu téchto latek nebo ji alespori modifi-
kuji®®”?,

Rasy samotné nebo jejich metabolity nachazeji vyuzi-
ti ve vSech odvétvich biotechnologii. Vyuzivaji se napii-
klad pfi bioremediaci odpadnich vod nebo jako krmivo,
hnojivo a biostimulator v zemedglstvi>'®!". Diky vybor-
nym nutricnim  vlastnostem  jsou fasy sbirany
a konzumovany uz cela tisicileti. V posledni dobé¢ se tento
trend celosvétové rozsifil a fasy jsou hojné pouzivany
v potravinaiském primyslu. Vzhledem k ztencujicim se
zasobam fosilnich paliv a zvySujici se spotiebé energie
jsou fasy také slibnym zdrojem biomasy pro produkei bio-
paliv’. Oviem nejcennéjiimi produkty fas jsou rozliéné
biologicky aktivni latky, kam nalezi cela fada sloucenin
lisicich se strukturou i biologickou aktivitou (obr. 1). Patfi
mezi n¢ napriklad sulfatované polysacharidy, mastné kyse-
liny, terpenoidy, pigmenty, fenolické latky a halogenované
slouceniny. U téchto slouc¢enin byly mimo jiné prokazany
antibakterialni, antivirové, protirakovinné, antioxidacni,
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nomodulaéni a neuroprotektivni u¢inky'®'?. Na produkci
téchto cennych metabolitli ma velky vliv i zptsob kultiva-
ce fas, nebot’ za normalnich podminek je obsah téchto
latek velmi nizky a k jejich akumulaci dochézi az po in-
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PRIME VYUZITi
potravina k primé spotrebé
krmivo pro hospodaiska zvirata
dopliiky stravy
fykoremediace

PRUMYSLOVE VYUZITI
zemédélstvi
hnojiva a biostimulanty
potravinarsky primysl|

pigmenty
ztuzovadla a Zelirovaci latky
emulgatory a stabilizatory
kosmeticky pramysl
zvlhcovace
bioaktivni slozky
bioplasty a biopaliva

VYUZITi BIOAKTIVNICH
SLOUCENIN
protinadorovy U¢inek
antioxidacni U¢inek
antivirotika
antibakterialni Gcinek
imunomodulacni ucinek
antinociceptivni uc¢inek
|&é€ba obezity a diabetu
fungicidni ucinek
fotoprotektivni Gcinek

Obr. 1. Pfehled vyuziti Fas a jejich produkti v riznych biotechnologickych odvétvich

dukci stresovymi faktory, jako jsou nadmérné osvétleni,
vysoka teplota, deprivace Zivin &i UV zafeni'’. Rasy mo-
hou byt kultivovany v otevienych systémech nebo uzavie-
nych fotobioreaktorech v zavislosti na pozadavcich na
vystupni produkt'®.

Tento ¢lanek predstavuje zékladni pfehled biologicky
aktivnich latek pfitomnych v motskych tfasach a sinicich,
ato jak zhlediska struktury a biologickych aktivit, tak
i jejich realného vyuziti.

2. Polysacharidy

Motské fasy obsahuji velké mnozstvi polysacharida,
jez slouzi jako stavebni prvky bunécné stény a také jako
zasoba energie. Kromé dobfe znamych strukturnich poly-
sacharidii (celulosa, hemicelulosa atd.) obsahuji moiské
fasy i druhové specifické polysacharidy, které jsou ve vét-
$in¢ pripadt sulfatované. Obsah a slozeni polysacharidi je
znaéné variabilni v zavislosti na druhu, vyvojové fazi,
lokalizaci a roénim obdobi'>'®. Z ekonomického hlediska
polysacharidy ptedstavuji nejvyznamnéjsi produkty z fas,
a to diky hojnému vyuziti v potravinafském a zemeé-
délském primyslu. V kosmetickém a farmaceutickém
prumyslu nachézeji uplatnéni zejména sulfatované polysa-
charidy, které jsou znamé pro své rozmanité biologické
ucinky, vcetné antioxidacni, antivirové, imunomodulacni,
antimikrobialni a protirakovinné aktivity'®'>'7,
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2.1. Polysacharidy chaluh (hnédych tas) — alginaty,
fukoidany, laminariny

Alginaty jsou linearni kopolymery B-D-manuronové
a a-L-guluronové kyseliny spojené (1,4)-glykosidovou
vazbou'®. Pomér B-p-manuronovych a a-L-guluronovych
kyselin a jejich uspofadani v ramci tohoto fykokoloidu
uréuje jeho fyzikaln&-chemické vlastnosti'®. Diky schop-
nosti vytvaret termostabilni gely a zvySovat viskozitu roz-
toku se alginaty vyuzivaji v potravinafském pramyslu
zejména jako zahustovadla, zelirujici latky, emulgatory ¢i
stabilizatory. Dale nalezly uplatnéni v kosmetic-
kém, textilnim, papirenském, zeméd€lském a farmaceu-
tickém prumyslu. Biomaterialy na bazi alginatd se vyuzi-
vaji k regeneraci srdeéni tkané, kryti ran ¢i jako vypliiovy
material estetické mediciny'®.

Fukoidany jsou heteropolymery fukosy, pficemz vice
jak 90 % polysacharidu tvofi a-L-fukosa. Zbylych 10 %
tvoii zejména galaktosa, arabinosa, xylosa, rthamnosa ¢i
uronové kyseliny a jsou soucasti vétveni. Rozlisujeme dva
typy polysacharidové kostry fukoidanu, prvni obsahuje
pouze o-L-fukosy spojené (1,3)-glykosidovou vazbou,
zatimco u druhého typu se stfida (1,3) a (1,4)-glykosidova
vazba'®. A¢koliv u t&chto polymer? byla popséana cel4 fada
biologickych aktivit a vhodnych vlastnosti pro tkanové
inzenyrstvi Ci cileny transport 1éCiv, jejich neuvéfitelna
variabilita pfedstavuje velky problém pro primyslové vyu-
7iti'"™!"”. Bylo zjiténo, Ze nizkd molekulova hmotnost
a vysoky stupen sulfatace maji pozitivni vliv na potlaceni
rakovinného bujeni®”. Mechanismus protirakovinnych
ucinki neni jesté kompletné popsan, nicméné byla proka-
zana inhibice angiogeneze, prevence tvorby metastaz Ci

stimulace imunitniho systému®'®.
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Laminariny jsou nizkomolekularni zasobni polysa-
charidy vyskytujici se zejména v rodech Ecklonia, Eisenia,
Saccharina a Laminaria. Strukturné se jedna o B-(1,3)-
-glukany s moznym fB-(1,6) vétvenim a nizkym obsahem
uronovych kyselin'®. Vyzkum téchto polysacharidii se
soustied’'uje na nejrizngjsi strukturni modifikace, které
zlepSuji jejich fyzikalné-chemické a mechanické vlastnosti
a biologické ucinky. Modifikované laminariny, naptiklad
methakrylovany laminarin, se vyuzivaji v tkdfiovém inZe-
nyrstvi ve vyvoji hydrogel urychlujicich hojeni'>*..

2.2. Polysacharidy ruduch (¢ervenych fas) —
karagenany, agar

Karagenany jsou linearni sulfatované polysacharidy
tvofené opakujicimi se jednotkami disacharidu sestavajici-
ho z B-p-galaktosy vazané bud’ na a-p-galaktosu nebo na
3,6-anhydro-o-D-galaktosu pomoci stfidajicich se (1,3)
a (1,4)-glykosidovych vazeb. Na zéklad¢ stupné sulfatace
rozliSujeme A, k, 1, € a p karagenany, pfiCemz
z komeréniho hlediska jsou nejvyznamngjsi «, A a 1 (cit.??).
Jejich vyskyt a zastoupeni se 1i§i v jednotlivych druzich
fas, nékdy dokonce v jednotlivych vyvojovych stadiich.
Karagenany jsou rozpustné ve vodnych roztocich o vyso-
kém pH, ve kterych vytvafi termoreverzibilni gely (1 a x)
nebo viskézni roztoky (A). Diky svym fyzikalné-
chemickym vlastnostem nachazeji uplatnéni zejména
v potravinaiském primyslu, ve kterém se vyuzivaji jako
stabilizatory nebo Zelirovaci latky. Dale jsou soucasti zub-
nich past, gelovych osvézovact vzduchu ¢i krmiv a mohou
byt vyuzity k imobilizaci bunk nebo enzymi'®. Karagena-
ny se také vyuZzivaji k vyvolani akutni zanétlivé reakce
u laboratornich zvitat'"®. Carragelose®™ (1 karagenan ve spre-
ji) pfedstavuje prozatim jediny lécivy piipravek na trhu
s antivirovymi t&inky izolovany z fas>.

Agar je posledni ze tfi hlavnich fykokoloidi
z motskych tas. Jedna se o smés agarosy a agaropektinu,
ktera se ziskava zejména z rodu Gracilaria a Gelidium.
U obou polysacharidt je zakladni strukturni jednotka tvo-
fena z -D-galaktosy a 3,6-anhydro-a-L-galaktosy. Zatim-
co agarosa je neutralni linearni kopolymer schopny vytva-
fet tuhy gel, agaropektin je nabity a vétveny polymer, kte-
ry gel netvofi. V porovnani s ostatnimi fykokoloidy nevy-
zaduje agar pro tvorbu gelu pfitomnost kationtti a diky
niz§imu stupni sulfatace ma vznikly gel vétsi pevnost
avy$si teplotu tani nez karagenan'®. Hojné se vyuZiva
v potravinaiském primyslu jako stabilizator, emulgator ¢i
ztuzovadlo a v kosmetickém primyslu jako zvlhcovaci
slozka. V biotechnologii je agar soucasti zivnych pud
a agarosa se pouziva k elektroforetické separaci nukleo-
vych kyselin nebo jako stacionarni faze u chromatografic-
kych technik'’. Za poviimnuti také stoji mozné vyuziti
modifikovaného agaru jako biodegradabilniho obalového
materialu'®.

2.3. Polysacharidy zelenych fas — ulvany

Nejcast€jsimi stavebnimi prvky ulvanu jsou bud’ B-b-
glukuronova kyselina nebo o-L-iduronova kyselina nava-
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zand na o-L-rhamnosu-3-sulfat (1,4)-glykosidovou vazbou.
Tyto polysacharidy maji unikatni komplexni mechanismus
tvorby termostabilnich gelii, ktery doposud nebyl piesné
popsan a je ovlivnén pH, teplotou a pfitomnosti bivalent-
nich iontdl & kyseliny borité¢">. Ulvany jsou strukturné
podobné savéim glykosaminoglykaniim a tudiZ je u nich
velka pravdépodobnost celé fady biologickych ucinki.
Velmi slibnou aplikaci ulvanu je vyroba vakcin, nebot
jeho pridavek do vakcin zvySuje ucinnost ockovéani az
0100 % (cit.'®). Dalsi vyuziti nachazi v zem&délstvi diky
schopnosti aktivovat rostlinné obranné mechanismy induk-
ci signalni drahy kyseliny jasmonové, kterd predstavuje
G¢inny fytohormon®.

3. Lipidy

Rasy jsou bohatym zdrojem lipidfi, pfi¢em? nejhojngji
jsou zastoupeny membranové lipidy, ale nalezneme v nich
i dalsi skupiny lipidt jako naptiklad terpenoidy, sfingolipi-
dy, steroly ¢i pigmenty. Dale fasy obsahuji celou fadu
netradi¢nich lipidd, jako napfiklad halogenované mastné
kyseliny ¢i fosfatidylsulfocholin, které jsou vétSinou dru-
hové specifické”. Z hlediska vyuziti biologicky aktivnich
latek jsou nejzajimavéjsi terpenoidy a polynenasycené
mastné kyseliny'.

3.1. Polynenasycené mastné kyseliny

Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), konkrétné
®-3 a -6 PUFA, jsou pro ¢lovéka a fadu dalSich organis-
mit esencialni, a tudiz musi byt pfijimany v potravé. Primarni-
mi zastupci te€chto skupin je kyselina linolova (18:2n-6)
a linolenova (18:3n-3), které mohou byt v lidském téle
dale pfeménény pomoci desaturas a elongas na kyselinu
arachidonovou (20:4n-6), eikosapentaenovou (20:5n-3) ¢i
dokosahexaenovou (22:6n-3) (cit.?®). PUFA s dlouhymi
tetézei (20-22 C) jsou prekurzory fady signalnich molekul
zvanych eikosanoidy?’. Velmi zjednodu$ené je mozné fict,
ze signalni molekuly vychazejici z w-6 PUFA maji proza-
nétlivé ucinky, zatimco z -3 PUFA protizanétlivé u¢in-
ky*. Avsak nejnovéjsi studie naznacuji, Ze tato pfeména je
znacn¢ limitovand, a proto je nezbytné PUFA s dlouhymi
fetézci také piijimat z potravy. Nedostatek ¢i nespravny
pomér PUFA muzZe vést k celé fadé zavaznych onemocné-
ni zejména chronického zanétlivého pivodu, kam se fadi
naptiklad artritida, kardiovaskularni, neurodegenerativni ¢i
autoimunitni onemocnéni’. Doposud byly hlavnimi zdroji
PUFA v potravé rybi tuky, av§ak primarnimi producenty
téchto mastnych kyselin jsou fasy (pfedevs§im motské mi-
kroskopické tasy rodu Nannochloropsis), které rybi tuk
s nejveétsi pravdépodobnosti v budoucnu kompletné nahra-
di*®. Zavérem jesté dodejme, e -3 PUFA jsou hlavni
slozkou membrany neurontl, a tudiZ jsou nezbytné pro
spravny vyvoj mozku. Z tohoto divodu jsou posledni de-
setileti ®-3 PUFA izolované z tuku mofskych ryb soucasti
umélé vyzivy novorozenct a v posledni dob¢ zacinaji byt
nahrazovany -3 PUFA z moiskych fas®’.
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3.2. Terpenoidy

Terpenoidy piredstavuji jednu z nepocetnéjsich a nej-
rozmanitéjSich skupin pfirodnich produktdl, pfi¢emz do
dne$niho dne bylo izolovano vice nez 70 000 riznych
terpenoidd®. Nalezneme je ve viech organismech, zejmé-
na vsak v rostlinach, nebot’ jsou nedilnou soucasti elektro-
nového transportniho fetézce, bunéénych membran, svét-
losbérnych systémi a ucastni se fady obrannych reakei®.
Na zékladé poctu isoprenovych jednotek se déli na hemi-
terpeny (CS5), monoterpeny (C10), seskviterpeny (C15),
diterpeny (C20), triterpeny (C30), tetraterpeny (C40)
a polyterpeny s jeSt¢ vyS$§im poctem isoprenovych jedno-
tek'”. Prekurzory terpenoidi jsou syntetizovany bud’ dobie
znamou mevalonovou drdhou nebo 2-C-methyl-D-
-erythritol-4-fosfatovou drahou, ktera je hlavnim zdrojem
terpenoidii pravé u fas®®. V dnesni dobé terpenoidy tvori
60-75 % léciv vyuzivanych k 1é¢bé infek¢nich onemocné-
ni a rakoviny, a to diky hojnym biologickym funkcim,
mezi néZ patfi antimalarické, protirakovinné, antibiotické,

tektivni uginky'?. Rada t&chto G&inkt vychazi z inhibice
NF-kB signalizace. Ackoliv jsou fasy dobrym zdrojem
terpenoidil, vétSina biologicky aktivnich latek na trhu po-
chazi z vyssich rostlin®'. Piestoze u terpenoidi izolova-
nych zfas (zejména ruduch, ale i chaluh a zelenych fas)
a piipadn¢ sinic byly prokazany stejné biologické ucinky
analezeme zde fadu strukturné unikatnich terpenoidd,
vétsina studii je soustiedéna spiSe na vyuziti fas jako systé-

mi pro rekombinantni produkci rostlinnych terpenoi-
dﬁ12,29‘

4. Pigmenty

V fasach nalezneme Siroké spektrum pigmentt, které
jim proptjéuji jejich specifické zbarveni. Patii mezi né
chlorofyly, karotenoidy, fykobiliproteiny a scytonemin®”.
Potravinatsky, kosmeticky a textilni primysl pomalu na-
hrazuje synteticka barviva, ktera mohou mit skodlivé Gcin-
ky jak na lidské zdravi, tak i na zivotni prostfedi, pfirodni-
mi barvivy. Pigmenty z fas ptedstavuji udrzitelny zdroj
pfirodnich barviv, ktera jsou na rozdil od syntetickych
barviv zdravi prosp&sna®. Déle diky hojnym biologickym
ucinkim (za zminku stoji zejména velmi silna antioxidacni
aktivita) nachazeji pigmenty své uplatnéni i ve farmaceu-
tickém pramyslu™, konkrétné pfi potladovani nezadoucich
vlivli oxidativniho stresu, ktery se podili na rozvoji fady
onemocnéni veetné diabetu, rakoviny a neurodegenerativ-
nich onemocnéni®”.

4.1. Chlorofyly

Chlorofyly patii k fotosyntetickym pigmentim a na-
jdeme je jak ve vyssich rostlinach, tak i fasach. Zakladem
struktury je porfirinovy kruh s centralné vazanym atomem
Mg*" a dlouhy uhlovodikovy fetézec (fytol)**. Existuje
nékolik forem chlorofylu, oznacovanych a, b, ¢, d, e af,
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které se lisi funkéni skupinou a jeji lokalizaci v rdmci por-
fyrinového kruhu, coz ovliviiuje jejich absorpéni spek-
trum. NejdileZitéjsi pro fotosyntézu obecné je chlorofyl a,
ktery se nachazi ve vSech fotosyntetizujicich organismech.
Vyssi rostliny a zelené fasy obsahuji chlorofyl a a b casto
v poméru 3:1, hnédé fasy obsahuji chlorofyl a a ¢ a Cerve-
né fasy pouze formu a. Ackoliv chlorofyly nachazeji uplat-
néni ve farmaceutickém a kosmetickém primyslu, pro své
antioxidacni, antibakterialni, hojivé, protizanétlivé ¢i proti-
rakovinné Ucinky, vyuzivaji se zejména jako barviva
v potravinaiském primyslu™’. Nejéastji se jako zelena
barviva vyuzivaji chlorofyly a a b a jejich feofytiny. Hlav-
nimi nevyhodami vyuZiti pfirodnich chlorofylt jako barviv
je jejich nestabilita a Spatnd rozpustnost, které mohou byt
eliminovany modifikacemi jejich struktury. Za ucelem
zvyseni stability se nahrazuje centralné vézany atom Mg*"
atomem Cu*" a vy$3i rozpustnosti se dosahne hydrolyzou
fytolového fetézce®.

4.2. Karotenoidy

Chlorofyly jsou vétSinou doprovazeny karotenoidy,
které absorbuji odlisnou ¢ast svételného spektra a zaroven
chrani fotosynteticky aparat pred nadbytkem slunecniho
zateni. Jedna se o derivaty tetraterpenti a mizeme je dale
délit na karoteny a xanthofyly®’. Karoteny neobsahuji ve
své struktufe molekulu kysliku, jedna se o vysoce nenasy-
cené alifatické a alicyklické uhlovodiky. Xanthofyly nao-
pak obsahuji ve své struktufe kyslik, a to v podobé hydro-
xylové, epoxidové, karbonylové, karboxylové nebo metho-
xy skupiny. Dale mohou obsahovat unikatni allenovou
skupinu ¢i acetylenovou skupinu, ktera se vyskytuje pouze
v fasach. Casto obsahuji i nékolik funké&nich skupin zaro-
veit’’. Vzhledem k tomu, e lidé ani zvifata nedokazi syn-
tetizovat karotenoidy de novo, je nezbytné je ziskavat
z potravy, pri¢emZ nékteré znich slouzi jako prekurzory
vitaminu A, konkrétné -karoten, B-kryptoxanthin a o-karoten.
B-Karoten je nejucinnéj§i provitamin A, nebot z kazdé
molekuly P-karotenu vznikaji dvé molekuly retinalu®.
Karotenoidy patii mezi velmi silné antioxidanty schopné
zhaset reaktivni formy kysliku vcetné singletového kysli-
ku. Zatimco jejich schopnost zhasSet singletovy kyslik
vzrusta s poctem konjugovanych dvojnych vazeb, antioxi-
daéni aktivita vzrista spoctem funkénich skupin
v terminalnich cyklech®. Mezi dikladng prozkoumané
a z hlediska biologickych aktivit zajimavé patii asta-
xanthin a fukoxanthin. Fukoxanthin, ktery se vyskytuje
zejména v hnédych fasach a rozsivkach, je povazovan za
nejhojnéjsi karotenoid v piirodé*™*!. Astaxanthin i fuko-
xanthin maji celou fadu biologickych aktivit, pfi¢emz nej-
vyznamné&jsi jsou jejich antioxidacni, fotoprotektivni, pro-
tizanétlivé a protirakovinné G&inky'?. Zatimco astaxanthin
ma neuroprotektivni G¢inky diky kombinaci silné antioxi-
dacni aktivity a schopnosti snadno piechazet pres hemato-
encefalickou membranu®’, fukoxanthin snizuje mnozstvi
télesného tuku ovlivnénim hladiny thermogeninu, syntézy

mastnych kyselin, lipolyzy a Zzaludeéniho mikrobio-
B
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4.3. Fykobiliproteiny

Fykobiliproteiny jsou soucésti velkého doprovodného
svétlosbérného komplexu zvaného fykobilisom a nachézi
se vyhradné v sinicich a ruduchach. Na zéklad¢ jejich
spektralnich vlastnosti rozliSujeme Ctyfi typy: fykoerytrin
(Amax = 490-570 nm), fykocyanin (Apx = 610-625 nm),
allofykocyanin (Ayax = 650-660 nm) a fykoerytrocyanin
(Mmax = 560-600 nm)**. Kromé& proteinové &asti obsahuiji
fykobiliproteiny také fykobiliny, coZz jsou oteviené tetrapy-
rolové chromofory zodpovédné za zachyt svételného zare-
ni, které jsou kovalentné navazany thioetherovou vazbou
na specifickd cysteinova rezidua®. Diky témto vysoce
ucinnym svétlosbérnym komplextiim dokazi tyto fasy pre-
zivat 1 v hlubokych vodach, kam pronika zejména modro-
zelené svétlo o nizké intenzits*. Fykocyanobilin se pouZi-
vé jako modré barvivo v potravinafském primyslu. Fyko-
biliproteiny by také mohly nalézt uplatnéni ve farmaceu-
tickém a kosmetickém primyslu, a to diky antioxida¢nim,
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fykocyanin je schopen inhibovat prozanétlivy transkripéni
faktor NF-xB 1 aktivitu cyklooxygenasy-2, ktera je zodpo-
v&dna za tvorbu dalsich prozanstlivych mediatora*. Proti-
rakovinné G¢inky fykocyaninu jsou dany jeho schopnosti
indukovat apoptdézu a zastavit proliferaci rakovinnych
bun¢k. Navic mohou byt fykobiliproteiny vyuzity
k fotodynamické terapii*’. Dal3i uplatnéni nalezly fykobili-
proteiny jako fluorescenéni sondy v cytometrii, fluorescen-
¢ni mikroskopii a imunometodach™.

4.4. Scytonemin

Scytonemin je Zlutohnédy pigment pfitomny
v extracelularni matrix nékterych sinic. Strukturné se jedna
o indolovy alkaloid, vznikly kondenzaci podjednotek od-
vozenych od tyrosinu a tryptofanu®. Scytonemin existuje
bud’ v redukované, nebo oxidované formé v zavislosti na
redoxnich podminkach. Komplexni cyklicka struktura
umoznuje silnou absorpci UV zéafeni s maximem okolo
370 nm (cit.*?). V sinicich je syntetizovan v rdmci obranné
reakce na stresové faktory, zejména na zvySenou expozici
UV zafeni ¢i na nedostatek zivin. Velkou vyhodou scyto-
neminu je jeho vysoka stabilita, diky které chrani sinice
i v momentu, kdy ostatni obranné mechanismy selzou®’.
Diky silnym fotoprotektivnim, antioxidacnim a protizanét-
livym ucinkiim a soucasné lipofilni povaze by mohl najit
uplatnéni v kosmetickém prumyslu jako soucast opalova-
cich krémi*.

5. Proteiny a latky odvozené od aminokyselin

Nekteré fasy jsou skvélym alternativnim zdrojem
proteinti pro stale rostouci populaci. Zaroven v nich byly
objeveny i proteiny s biologickymi u¢inky jako naptiklad
vySe zminéné fykobiliproteiny, dale pak lektiny ¢i biolo-
gicky aktivni peptidy, vznikajici hydrolyzou ptvodnich
proteindi bez biologickych u¢inka*. Velmi zajimavou sku-
pinou biologicky aktivnich latek, ktera zde bude podrobné-
ji popsana, jsou mykosporinu podobné aminokyseliny'”.
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5.1. Mykosporinu podobné aminokyseliny

Mykosporinu podobné aminokyseliny (MAA) jsou
nizkomolekularni amfolyty, které nalezneme ve vodnich
organismech, které jsou vystaveny vysokym hodnotdm
UV zéfeni. Nejvetsi mnozstvi a také diverzitu MAA nalez-
neme v &ervenych fasach®. Zakladnim stavebnim prvkem
je chromofor, bud’ cyklohexenon nebo cyklohexenimin,
ktery je dale konjugovan s jednou nebo dvéma aminokyse-
linami, piipadné aminoalkoholy®'. Tyto latky jsou synteti-
zovany prostfednictvim Sikimatové drahy. MAA jsou po-
vazovany za nejucinnéjsi pfirodni UV-A absorbujici latky,
jez maji absorpéni maximum v rozmezi 310 az 362 nm
a vysoky molarni absorp¢ni koeficient. Doposud je znamo
vice nez 30 riznych MAA (cit.”'*?). Vyjma silné fotopro-
tektivni funkce také hraji roli v obrané viic¢i dalSim abiotic-
kym stresovym faktorm, napiiklad zvySené salinits*’.
MAA maji celou fadu biologickych tc¢inkd, jejichz aplika-
ci se zabyva vice nez 60 patentll. Komercni vyuziti nalezly
tyto latky jako soucast opalovacich krémi, konkrétné He-
lioguard® 365 a Helionori®, které krom& ochrany proti
UV zéfeni také zpomaluji starnuti pleti®™'. Mechanismus
jejich ucinku spociva v ochrané DNA pted poSkozenim,
omezeni neenzymové glykosylace proteintl, inhibici proteas
podilejicich se na starnuti (napi. kolagenas a elastas) a dale
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i vjejich antioxidaénim a protizanétlivém paisobeni®”.
5.2. Lektiny

Lektiny pfedstavuji rozmanitou skupinu proteind,
které se s vysokou mirou specifity reverzibilné¢ vazou na
sacharidy at’ uz volné, nebo ve formé glykokonjugati.
Lektiny nalezneme v Siroké Skale organisml vcetné fas
(ruduch, chaluh i zelenych fas) a sinic™. Lektiny ptitomné
v fasach se vyznamné odliSuji od rostlinnych lektinu, jeli-
koz jsou to ve vétsing piipadd monomerni, nizkomoleku-
larni proteiny s vy$§im obsahem kyselych aminokyselin,
jejichz aktivita neni zavisla na pfitomnosti iontd kovd.
Dale témé&f vyhradné interaguji s glykoproteiny®*. Stejné
jako rostlinné lektiny, maji i lektiny pfitomné v fasich
celou fadu biologickych ucinkl. K nejvyznamnéj$im patfi
antivirové pusobeni vuci Siroké Skale vird, nebot’ zabranuji
vstupu viru do hostitelské bunky navazanim lektind na
glykoproteiny piitomné na povrchu vira***. Déle by moh-
ly slouzit jako diagnosticky nastroj pro vcasné odhaleni
rakoviny, protoze hned né¢kolik lektini z fas specificky
rozpoznava pozménénou fukosylaci glykani, typickou pro
rakovinné bunky. Zarovei u nich byly popsany antinoci-
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ucinky. Jejich schopnost specifické vazby na cilovou mo-
lekulu by bylo mozné dale vyuzit pro cileny transport 1é-
«: 53,54

Civ

5.3. Bioaktivni peptidy

Bioaktivni peptidy s biologickymi ¢inky podobnymi
hormontim tradi¢né obsahuji 2-20 aminokyselin a vznikaji
hydrolyzou biologicky neaktivniho proteinu. U peptidl
ziskanych z chaluh, ruduch i zelenych fas byly popsany
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antioxidacni, protirakovinné, antihypertenzni, antiatero-
sklerotické, imunomodula¢ni, fotoprotektivni, antikoagu-
laéni a antiosteoporézni ¢inky'>*. Piesny mechanismus
plisobeni peptidi s protirakovinnymi ucinky musi byt jeste
podrobné prostudovan, ale doposud je znamo, Ze jsou
schopné zastavit bunény cyklus, iniciovat apoptézu
a inhibovat angiogenezi. Antihypertenzni G¢inky jsou dany
inhibici angiotenzin konvertujiciho enzymu a reninu. Imu-
nomodulacni peptidy aktivuji jak vrozenou, tak i ziskanou
imunitu, zvySuji pocet lymfocytli, monocytil a granulocyti
a zarovenn moduluji hladiny cytokinti. Veskeré dosud obje-
vené mechanismy UC€inkd jsou shrnuty v fad¢é piehledo-
vych &lanka'>*%%",

6. Fenolické latky

Tyto chemické slouceniny, hojné zastoupené
v rostlinné i§i vCetné fas, jsou charakterizované pfitom-
nosti minimaln¢ jedné fenolové jednotky. Fenolické latky
hraji dilezitou roli v zivotnim cyklu fas a také jsou nepo-
stradatelnou soucasti jejich obrannych mechanismi®*®.
Jejich silné antioxidacni u¢inky jsou spojeny s fadou dal-
Sich biologickych aktivit. Ackoliv byla v fasach popsana
pfitomnost raznych fenolickych latek, Casto s unikatni
strukturou, veskery vyzkum je soustfedén pouze na floro-
taniny. Florotaniny pfedstavuji jeden ze tfi typl tanint
anachdzeji se vyhradné v hnédych moiskych fasach'>™,
Jedna se o polymery floroglucinolu a jsou to produkty
acetat-malonatové drahy. Na zaklad¢ typu vazeb se déli do
¢ty skupin: 1) fuhaloly a floroetholy (etherové vazby), 2)
fukoly (fenylové vazby), 3) fukofloroetholy (etherové
a fenylové vazby) a 4) eckoly (vazby typu dibenzo-1,4-
-dioxin)*’. V rAmci bunék se nachdzeji bud’ ve vadcich
zvanych fysody nebo navazané na polysacharidy bunécné
stény’’. Antioxida¢ni aktivita florotanini je dana jejich
schopnosti vychytavat volné radikaly a dale jejich redukc-
nimi a chelataénimi G&inky™. Florotaniny absorbuji UV
zafeni v rozmezi vinovych délek 200-300 nm a tudiz chra-
ni fasy pied jeho fototoxickymi G&inky>. Kromé zde jiz
mnohokrat popsanych antioxidacnich, protirakovinnych,
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zajimava jejich schopnost inhibovat enzymovou aktivitu
enzymt, které jsou cilem fady 1é¢iv, nebot’ hraji dulezitou
roli ve vyvoji vaznych onemocnéni. Casto tyto enzymy
inhibuji 1épe nez dostupna 1éCiva na trhu. Jako ptiklad
mohou slouzit inhibitory hyaluronidasy (G¢astni se alergic-
kych reakcei, tvorby metastaz a zanétlivych procest), tyro-
sinasy (hraje roli v poruchach pigmentace) ¢i a-amylasy
a a-glukosidasy (ovliviiji vznik hyperglykémie u diabetes
mellitus typu 2)*°. Dale inhibuji cholinesterasy, coz je
principem 1é¢by Alzheimerovy choroby. Taktéz by mohly
byt Zlyuiity k 1é¢bé AIDS, jelikoz inhibuji replikaci viru
HIV”.

7. Alkaloidy
Alkaloidy jsou heterocyklické slouceniny, které obsa-

huji jeden ¢i vice atomt dusiku, které jsou soucasti cyklu.
Ackoliv jsou alkaloidy predmétem fady studii diky jejich
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vyznamnym farmakologickym aktivitam, pouze hrstka
znich se vénuje alkaloidim pfitomnym v fasach. Prvni
alkaloid izolovany zftas (hordenin) byl izolovan v roce
1969 z ruduchy. Alkaloidy moftskych fas mizeme na za-
klad¢ struktury rozd¢€lit na dvé hlavni skupiny: 1) alkaloi-
dy odvozené od fenylethylaminu nachézejici se zejména
v ruduchach a 2) indolové alkaloidy vyskytujici se pie-
vazné v zelenych fasach a ruduchéach. Indolové alkaloidy
jsou Casto halogenovany, coz je jev unikatni pouze pro
moiské organismy a fasy®”. U alkaloidi z fas byly doposud
deklarovany antibakteridlni, antimykotické, antioxidacni,
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protektivni uginky'?. Napiiklad vyse zminény hordenin
inhibuje monoaminoxidasu B, ¢imz zvySuje hladinu nore-
pinefrinu a také inhibuje pyruvatdehydrogenasakinasu 3,
ktera hraje dileZitou roli v progresi rakoviny®.

8. Zavér

Neni pochyb, Zze motské fasy jsou skvélym zdrojem
velmi ucinnych biologicky aktivnich latek. Velkd cast
jejich biologickych uc¢inkli vSak byla dosud prokazana
pouze na zakladé in vitro testil. Pro jejich budouci komerc-
ni vyuziti je ovSem potfeba potvrdit tyto aktivity
v systémech in vivo i klinickych testech. Jejich praktické
pouziti navic komplikuje i neuvéfitelna strukturni variabi-
lita té€chto biologicky aktivnich molekul, zavisla na risto-
vych podminkéch fas. Prozatim je na trhu dostupny pouze
jeden lécivy ptipravek pochazejici z fas, a to jiz zminova-
né antivirotikum Carragelose®. Ostatni biologicky aktivni
produkty fas jsou soucasti potravinovych doplikid a kos-
metickych pfipravki. Aby bylo mozné rozsitit sortiment
1é¢ivych ptipravki na trhu, je nezbytné vylepsit kultivaéni
a extrakeni postupy, tak aby se dlouhodobé zajistily pro-
dukty s deklarovanou strukturou i U€inky.
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T. Prerovskd, E. BeneSova, and P. Lipovova
(Department of biochemistry a microbiology, UCT Pra-
gue, Prague): Biologically Active Compounds from
Marine Algae

Natural products have been used as treatment of vari-
ous diseases from time immemorial and even nowadays
majority of commercially available drugs on the market
are derived from natural compounds. Ocean provides
a home to a number of marine organisms including algae
and shelter endless sources of new natural biologically
active compounds. Marine algae had to cope with harsh
stress conditions, which gave them outstanding variability
and made them one of the major sources of compounds
with unique chemical features and with exceptional bio-
logical activity. Amongst these compounds belong sul-
phated polysaccharides, special pigments, halogenated
compounds, mycosporine-like amino acids and many other
compounds beneficial to human health. Despite the tre-
mendous amount of publications declaring impressive
biological activities of algal compounds, so far only one of
them was approved as antiviral drug. Nevertheless, with
the advancements in technology, soon other will follow.

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

Keywords: algae, cyanobacteria, biologically active com-
pounds
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1. Uvod

Rod Monascus patii do tiSe Fungi, jedna se o vlaknité
mikromycety tvotici hyalinni az hnéd€ zbarvené myceli-
um. Pfestoze byl tento rod poprvé popsan az v 19. stoleti,
je v Asii (hlavng Cing, Japonsku, Thajsku a Indonésii)
znam a vyuzivan jiz po staleti. Tradi¢n€ se pouziva
k produkci fermentovanych potravin, jako soucast ¢inské
mediciny nebo jako potravinarské barvivo. Nejvyznamngéj-
$im produktem je fermentovand ryZze, oznaCovand jako
MFR (Monascus-fermented rice)'. Zastupci rodu produkuji
nové pigmenty, monakoliny a mykotoxin citrinin. Ro¢ni
produkce pigment produkovanych houbou Monascus je
jen v Cing 20 000 tun. Uvédi se, Ze vice nez miliarda lidi
konzumuje produkty fermentované houbou Monascus
kazdy den’.

2. Rod Monascus

Rod Monascus byl poprvé popsan a definovan fran-
couzskym botanikem van Tieghemem v roce 1884 (cit.”).
Rod taxonomicky patfi do fise Fungi, kmene Ascomycota,
tiidy Eurotiomycetes, fadu Eurotiales a celedi Mo-
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nascaceae, v nékteré literatufe je rod fazen do &eledi
Aspergillaceae’. Nejblize fylogeneticky piibuzné rodu
Monascus jsou xerofilni rody Xerochrysium, Xeromyces
ataké rod Leiothecium. Typovym druhem je Monascus
ruber van Tieghem”.

Oznaceni rodu jako Monascus naznacuje, ze zastupci
tohoto rodu se pohlavné rozmnozuji prostfednictvim jed-
nobunécného viecka (neboli monoasku), coZz vSak plati
pouze vyjime&né u nékterych kmend®.

Nejstarsi dolozend zminka o ryzovych produktech
fermentovanych houbou Monascus pochazi z obdobi dy-
nastie Song (16. stoleti), jedna se o tzv. Jiuqu nebo Qu,
tedy startovaci kulturu pro vyrobu ryzového vina. Kromé
zastupci rodu Monascus obsahovaly startovaci kultury
a vyuzita ryzova zrna irod Rhizopus, Mucor, Aspergillus
anékteré druhy kvasinek’. Nejvyznamngj§im produktem
vyuzivajicim houbu Monascus je bezesporu fermentovana
ryze, oznaCovana jako MFR (Monascus-fermented rice),
Hung-Chu, Hong Qu, Ang-kak, Ankak rice, Red yeast
rice, Red mold rice nebo Beni-Koji'. Kromé fermentace
ryze se houba Monascus pouziva také k fermentaci sojo-
vych bobid nebo jako konzervant a barvivo pouzivané pti
vyrob& masnych vyrobkd’.

2.1. Charakteristika rodu

Zastupci rodu Monascus v zavislosti na kmenu tvofi
hyalinni az hnédé mycelium a 1i§i se rychlosti rustu
v riznych médiich a schopnosti produkce jednotlivych
sekundarnich metabolitd®®. Zastupci rodu Monascus jsou
aerobni, mezofilni organismy vyznacCujici se respirac-
né-fermentativnim metabolismem, ptfi nadbytku glukosy
za aerobnich podminek produkuji ethanol”. Produkuji
amylolytické, proteolytické, lipolytické a celulolytické
enzymy, jsou proto schopny vyuzivat Sirokou Skalu sub-
stratt, véetné napiiklad celulosy (M. ruber)'.

Vétsina zastupct rodu Monascus jsou homothalické
kmeny rozmnozujici se pohlavng, jedna se tedy
otelemorfa. Nepohlavné se rozmnozujici forma
(anamorfa) je nazvana Basipetospora. Rozmnozovani pro-
bihd pohlavné prostiednictvim askospor, askospory maji
ovalny tvar. Nepohlavni rozmnozovani probiha prostied-
nictvi jednobunéénych kulatych konidii (obr. 1)°. P po-
hlavnim rozmnozovani se askospory vytvaii v askokarpu.
Askokarp, v ptipadé rodu Monascus se jedna o kleistothe-
cium, vznikd v riznych velikostech sriznym poctem
askospor'”. Po rozruSeni askokarpu jsou spory uvolnény
a po vykliceni vytvaii nové hyfy. Na riznou velikost kleis-
tothecii a pocet askospor vnich méa vliv pocet jader
v askogonech (sami¢i gametangia). Pokud obsahuji mensi
pocet jader, tak dochazi ke vzniku méné askogennich hyf.
Dale pak pii vyvoji askil z askogennich hyf mize u nékte-
rych aski dochazet k degradaci'".
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Obr. 1. Mikroskopicky snimek kleistothecia (zralé (a), nezralé (b)) a konidii (¢) kmene Monascus purpureus CBS 109.07, zvétseno

400x

2.2. Vyskyt a druhové zastoupeni

Zastupce rodu Monascus muzeme nalézt hlavné jako
kontaminanty potravin bohatych na skrob. Nejcastéji se
jedna o houby fermentujici ryzi, vyskytuji se také jako
kontaminanty obilnin a jinych Skrobnatych ineSkrob-
natych plodin. Nalézt je kromé potravin mizeme také
v sildZich &i jinych zeméd&lskych produktech”. Jsou vak
popsany i izolaty ziskané z ¥i¢niho sedimentu'®, pady',
rostlinnych tkani'® nebo z medu, pylu a hnizd bezzihadlo-
vych véel (Melipona scutellaris)"’.

V roce 1985 britsky mykolog David L. Hawksworth
definoval tii zastupce rodu, Monascus pilosus K. Sato,
Monascus purpureus Went a Monascus ruber van
Tieghem'®. B&hem let bylo izolovano a popsano vice nez
20 druhti. Dnes je vSak mezinarodné uznavano pouze de-
vét druhti rodu Monascus®. Jedna se o Monascus ruber
Van Tieghem, Monascus pilosus K. Sato ex D. Ha-
wkswoth and Pitt, Monascus purpureus Went'®, Monascus
floridanus Cannon and Barnard'®, Monascus pallens
Canon, Abdullah and Abbas'>, Monascus sanguineus
Canon. Abdullah and Abbas'®, Monascus eremophilus
Hocking and Pitt", Monascus lunisporas Udagawa and
Baba® a Monascus argentinensis'*.

Taxonomické zafazeni zastupct rodu Monascus se
stale vyviji, u nékterych druht bylo béhem dalsich genetic-
kych i morfologickych vyzkumi zjiSténo, Ze se jedna
onové kmeny jiz znamych, popsanych druht. Naptiklad
M. kaoliang, M. rubiginosus, M. anka, M. albidus,
M. araneosus, M. major jsou shodné s druhem
M. purpureus, dale M. pubigerus, M. rubropunctatus,
M. serorubescens jsou shodné s druhem M. pilosus
aM. paxii, M. vitreus, M. fuliginosus jsou shodné
s druhem M. ruber’.

Zastupce rodu Monascus 1ze na zakladé morfologic-
kych znaki a charakteristik rozdélit do dvou skupin, Flori-
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dani a Ruberi. Skupina Floridani odpovida vlastnostmi
druhu Monascus floridanus, do skupiny patfi naptiklad
druhy M. pallens, M. argentinensis, M. lunisporas. Skupi-
na Ruberi odpovida vlastnostmi druhu Monascus ruber, do
skupiny dale patfi napiiklad M. pilosus ¢i M. purpureus.
Zastupci skupiny Ruberi jsou charakterizovani jako produ-
centi biologicky aktivnich sekundéarnich metabolitli, napft.
pigmenti, monakolind a citrininu'’. Avsak i v ramei skupi-
ny se jednotlivé kmeny li§i svou schopnosti tvorby jednot-
livych metabolitd®'. Zastupci skupiny Floridani tyto skupi-
ny sekundarnich metabolitd neprodukuji, nékteré kmeny
vSak produkuji specifické sekundarni metabolity. Jedna se
napiiklad o questin &i bisdechlorogeodin'”.

3. Metabolity

Rod Monascus se vyznacuje, jako mnoho dalSich
askomycet, produkci Siroké Skaly sekundarnich metaboli-
th. Nejvyznamné&j$imi a nejvice vyuzivanymi sekundarni-
mi metabolity jsou pigmenty. Jedna se o azafilonové pig-
menty se zlutym, oranzovym nebo Cervenym zabarvenim.
Kromé pigmentt produkuji zastupci rodu také statiny,
napftiklad monakolin K, L, J ¢i dihydromonakolin L. Vy-
znamnym metabolitem je také mykotoxin citrinin. Dal§imi
produkovanymi metabolity jsou napiiklad GABA
(y-aminomaselna kyselina), dimerumova kyselina, ethanol,
organické kyseliny (jable¢na, fumarova, jantarova) ¢i en-

zymy (amylasy, proteasy, lipasy, celulasy ¢i esterasy)
1,6,10,11,22-24

3.1. Monakoliny

Monakoliny patii do skupiny statind. Statiny jsou
latky pusobici jako inhibitory 3-hydroxy-3-methylglu-
taryl-koenzym A (HMG-CoA) reduktasy. HMG-CoA re-
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Obr. 2. Strukturni vzorec monakolinu K, J a L

duktasa katalyzuje hlavni krok biosyntézy cholesterolu,
kdy je HMG-CoA redukovan na kyselinu mevalonovou.
Nejvyznamnéj$im monakolinem je monakolin K, oznaco-
vany také jako lovastatin ¢i mevinolin. Jeho struktura je
uvedena na obr. 2. Jedna se o komeréné produkované 1€¢i-
vo pouzivané pod nazvem Mevacor ke sniZovani mnozstvi
cholesterolu v krevni plazmé (hypercholesterolemii). Hy-
percholesterolemie vede k ateroskleréze a kardiovas-
kularnim onemocnénim'. V Evropské unii je mozné pouzi-
vat zdravotni tvrzeni ,,Monakolin K z ¢ervené fermentova-
né ryze prispiva k udrzeni normalni hladiny cholesterolu
v krvi“ pokud je pifijem monakolinu K z doplikt stravy na
bézi MFR 10 mg/den (cit.**).

Biosyntéza monakolinli probiha z acetatu polyketido-
vou drahou, syntézy se ucastni napfiklad enzymy lovasta-
tin-nonaketidsynthasa a lovastatin-diketidsynthasa z rodi-
ny polyketidsynthas (PKSs)**?’. Je znamo vice nez
27 sloucenin ze skupiny monakolinti. Monakolin K je
nejucinnéjsi  slouceninou ze skupiny, hypolipidemické
ucinky muzeme pozorovat i u jeho strukturnich analogt,
napiiklad monakolinu J, L a dal3i derivata®* .

U monakolind vSak byly pozorovany i zdvazné neza-
douci ucCinky, hlavné na muskuloskeletdlni systém
(naptiklad rhabdomyolyza) ¢i na jatra. Nezadouci ucinky
monakolind pfi uzivani doplnkd stravy na bazi MFR byly
pozorovany pti davkach 10 mg monakolinu/den, v nékte-
rych ptipadech jiz pfi 3 mg/den. Nebyla vSak stanovena
bezpecna denni davka pfijmu monakolinu jako dopliku
stravy pro bé&znou populaci®’.

3.2. Citrinin

Citrinin, oznacovan ptvodné jako monascidin A, je
mykotoxin s nefrotoxickymi a hepatotoxickymi G&inky'.
Jedna se o zlutou krystalickou latku s bakteriocidnimi
ucinky na grampozitivni bakterie, jeho struktura je uvede-
na na obr. 3 (cit.>*?). Biosyntéza citrininu probiha nejprve
prostiednictvim enzymu dréhy biosyntézy mastnych kyse-
lin, kdy synthasa mastnych kyselin (FAS) katalyzuje kon-
denzaci acetylCoA se tiemi malonylCoA. Poté pokracuje
podobné jako syntéza monakolinti polyketidovou drahou*”.
Kromé houby Momnascus citrinin produkuji ijiné mikroor-
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Obr. 3. Strukturni vzorec citrininu
ganismy, naptiklad  zastupci  rodu  Aspergillus

&i Penicillium®.

Mnozstvi citrininu je v Evropské unii regulovano
nafizenim evropské komise ¢. 2019/1901, kde jsou stano-
veny maximalni limity citrininu v dopliicich stravy na bazi
MFR (100 ug kg™). V nékterych asijskych zemich je limit
nastaven podobn&, napiiklad v Japonsku 200 pgkg™
(cit.>*) a v Jizni Koreji 50 pgkg™ (cit.*). Akutni letalni
davka (LDso) byla u mysi stanovena na 100 mg kg™ t&les-
né vahy™.

3.3. Pigmenty

Pigmenty produkované houbou Monascus jsou latky
dobfe rozpustné ve vod¢ i ethanolu, jedna se o barviva
s azafilonovou strukturou. Jednd se o smés rtznych pig-
mentl, které mizeme dé€lit na zaklade jejich absorpénich
maxim do tfi skupin: na zluté¢ (330-450 nm), oranzové
(460480 nm) a cervené (490-530 nm). Je znamo
44 Zlutych, 8 oranzovych, 42 ¢ervenych pigmentl, nejvy-
znamn&j$i pigmenty jsou ankaflavin, monascin (Zluté),
rubrobunktatin, monaskorubrin  (oranzové)  a rubro-
punktamin, monaskorubramin (Cervené). Jednotlivé skupi-
ny pigmentl se lisi svou strukturou, jak je vidét na obr. 4
(cit.?). Kromé azafilonovych pigmentl jsou znamy také

Obr. 4. Strukturni vzorce hlavnich pigmenti produkovanych
zastupcei rodu Monascus (1, Monascin; 2, Ankaflavin; 3, Rubro-
punktatin; 4, Monaskorubrin; 5, Rubropunktamin; 6, Monasko-
rubramin)
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jejich derivaty oznadované jako monafilony®®. Biosyntéza
probiha jako v pfipadé monakolinli a citrininu polyketi-
dovou drahou za piisobeni specifickych enzyma?.

U pigmentti produkovanych houbou Monascus byly

-----

(cit.**?%) a antimikrobialni G¢inky — proti bakteriim, kva-

sinkam i mikromycetam®.

Tyto pigmenty nachazi vyuziti v potravinafstvi, kdy
se pouzivaji k barveni masa a masnych produkti, vyrobé
sojovych produkti a ryzového vina nebo ke konzervaci
susené¢ho masa a ryb. Slibné je jejich pouziti ve farmaceu-
tickézm i kosmetickém primyslu ¢i jako primyslova bar-
viva“,

3.4. Dimerumova kyselina

Dimerumova kyselina (DMA), jejiz struktura je uve-
dena na obr. 5, je produktem rozpadu sideroforu coproge-
nu B. Siderofory jsou extracelularni nizkomolekuldrni
organické latky produkované mikromycetami i bakteriemi
s vysokym chelataénim u&inkem na ionty Zeleza (Fe®")
(cit.*'*%).

Jedna se o pfirodni antioxidant, jeho plisobeni proti
reaktivnim formam kysliku je vyS8i nez naptiklad
v pfipadé resveratrolu ¢i kurkuminu. DMA ma také proti-
zénétlivé, hepatoprotektivni a chemopreventivni uginky™.

Obr. 5. Struktura dimerumové kyseliny (DMA)

3.5. y-Aminomaselna kyselina

v-Aminomaselna kyselina (GABA) je neproteinogen-
ni aminokyselina pfitomna nejen v houbach, ale i dalSich
mikroorganismech ¢i rostlindch. Vznikd dekarboxylaci
L-glutamové kyseliny aje zndma jako hlavni inhibitor
neurotransmitert v centralni nervové soustavé (CNS)®*.

GABA ma vyznamnou roli s ohledem na lidské zdra-
vi, vykazuje totiz Sirokou skalu biologickych aktivit. Na-
piiklad ma hypotenzni, antialergenni, protirakovinné, anti-
mikrobialni, neuro-, hepato- a renoprotektivni ucinky,
pusobi také jako prevence neurologickych onemocnéni,
insomnie, deprese & diabetu®.

4. Zavér

Zastupci rodu Monascus produkuji Sirokou $kalu me-
tabolitll, z nichz nekteré vykazuji vyznamnou biologickou
aktivitu. Tradi¢né se houby rodu Monascus vyzivaji
v asijskych zemich, k barveni a konzervaci potravin ¢i
jako soucést tradi¢éni ¢inské mediciny. V Evropé se zatim
rod Monascus vyuziva pievazné k vyrobé dopliku stravy
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k udrzeni normalni hladiny cholesterolu. Primyslové vyu-
ziti houby v potravinafstvi naptiklad k barveni a konzerva-
ci masa a masnych vyrobkli vSak zlstdvd otdzkou
z diivodu bezpecnosti produktil s vyuzitim houby Mo-
nascus, respektive mozné regulace produkce nezadoucich
latek, hlavné mykotoxinu citrininu. Doufejme, Ze budouci
vyzkumy vnesou do této problematiky nové poznatky
aotevie se tak cesta SirSi produkci a vyuziti rodu Mo-
nascus.
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M. Husakova (Department of Biotechnology, Univer-
sity of Chemistry and Technology Prague): Genus Monas-
cus and Its Secondary Metabolites

Genus Monascus belongs to the kingdom Fungi.
These are ascomycetes known and used in Asia for centu-
ries for food dyeing and conservation, or as part of tradi-
tional Chinese medicine. In the western world, Monascus
fungus is used to produce food supplements. The repre-
sentatives of genus Monascus produce a wide range of
secondary metabolites, some of them having significant
biological effects. The most important metabolites are
azaphilone pigments, monacolins and mycotoxin citrinin.
However, wider production of pigments and use of genus
Monascus in food industry proves to be problematic be-
cause of the production of undesirable compounds such as
citrinin.

Keywords: genus Monascus, secondary metabolites, mon-
acolins, citrinin, pigments, biological activity
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knihou Yao Xing Lun (Z%45®%) az po soucasny &insky
1¢kopis® (Chinese Pharmacopoeia), viak jiZ o tisic let dfive
popisuje pouziti preparatu Ch’an Su (M&Hk, vyslov ,.¢an
su“, Chan Su, japonsky senso, korejsky Sumsu), preparatu
ziskaného z koznich vymeéskt ropuch Bufo gargarizans
Cantor nebo Bufo melanostictus Schneider a dalSich, pfi-
padné jeho vodného extraktu zvaného HuaChanSu
(cinobufacini) k 1é¢eni celé fady chorob a neduhii. Nekdy
je pouzivana samotna suSena kize pod nazvem Chanpi.
Dluzno podotknout, ze bufadienolidy (patfici mezi kardio-
tonické steroidy) jsou obsazeny nejen ve vymésku ropuch
orientalnich, ale Ze jsou ropuchy s obsahem uvedenych
latek rozsifeny po celém svéts’.

Chan Su a jeho derivaty byly a jsou pouzivany velmi
Siroce, od takovych chorob jako izeh a mdloby, bolest
bficha, bolest v krku a dal$i, zvraceni a prijem, srde¢ni

Referat

nedostatecnost, otoky, furunkly, plynatost, rachitis, leuke-
mie az po omezeni rastu nékterych zhoubnych nadort
a jejich 1éteni, a dokonce proti toxickym latkdm®.
V japonském stfedovéku si samurajové pro jeho anestetic-
ké ucinky natirali rany masti z Chan Su. Za vyznamnou se
dnes povazuje i aktivita imunomodulaéni’.

Podstatnou slozkou Chan Su jsou kardiotonické stero-
idy. V Evropé 1ékatska véda, aZ na vyjimky, zdstala u pou-
ziti kardioglykosidli pro jejich pozitivn€ inotropni
(zvysujici stazlivost srde¢niho svalu) a negativné chrono-
tropni (snizujici frekvenci srde¢nich stahd) Géinek u léceni
srdecni insuficience, arytmii a nékterych dalSich srdecnich
chorob. Nicméné Evropa a také USA do velké miry opus-
tily pouziti kardioglykosidi, protoze se statisticky zjistilo,
ze stimulace srdce sice zlepsi jeho Cinnost, ale nesniZuje
mortalitu®. Navic davkovani digoxinu vykazuje znaénou
interindividualni variabilitu’. V soudasnosti se zda byt
ucinnéjsi druhy piistup: otevieni periferniho fecisté, a tim
odlehéeni srdci, tady je prezivani pacientd statisticky vy-
znamngjsi.

Vychodni medicina odjakziva, jak jiz bylo feceno,
pouzivala ropusi kardiotonické steroidy bud’ jako substanci
Chan Su, nebo ve formé¢ Chanpi, HuaChanSu, ¢i ve smési
s jinymi 1é¢ivymi drogami, piehled pfinasi cit.®’. Casto jde
o pomérné neobvyklé smési, které vychazeji ze specifik
tradi¢nich asijskych 1éc¢itelskych systémi. Nicméné 1éceni
rakoviny prsu pouZzitim Chan Su bylo popsano jiz v roce
1617 (cit.'®).

Webova encyklopedie tradi¢ni ¢inské mediciny TCM
Wiki fadi Chan Su mezi ,,0zivovaci byliny* (Resuscitative
Herbs; jakkoli ropucha patfi do jiné fiSe) a popisuje ho
jako Stiplavy, teply, toxicky s tim, Ze vyvolava resuscitaci
a osvézuje mysl, mirni toxicitu a bolest, 1¢¢i abscesy, roz-
sahly karbunkl, velké otoky a zanéty, bolesti v krku a bo-
lesti zubi. Jako jednotlivou davku v pilulkach (pilulae) ¢i
prasku (pulvis) doporucuje 15 az 30 mg, pficemz nabada
davku ptisné dodrzovat. Kontraindikuje drogu t€hotnym
Zendm''.

Hlavnimi projevy otravy Chan Su jsou kiece, zastava
dychani a zanét zazivaciho traktu. Davka LDs, pro ¢lovéka
pfi oralnim podani Chan Su byva uvadéna 0,36 mg kg’
Obecné bylo rozmezi terapeutickych davek 3—5 mg den™
a méné nez 135 mg den" (cit. ®). Je logické, Ze podle mo-
delu ACD/Labs Percepta je peroralni letalni davka kardio-
tonik o dva fady vyssi nez davka intravenozni a o jeden
tad vys§i nez intraperitonealni'?. Obvykla udrzovaci davka
kardioglykosidd, konkrétné digoxinu, je 0,125-0,250
mg den ' a terapeuticka hladina v plazmé v ustaleném stavu
se pohybuje téméf v ,,homeopatickém* fadu 10° g ml™.

* panacea, oznaceni prostiedku, ktery ma byt schopen 1é¢it v§echny choroby; venenum bufonis, ropusi jed
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Lékati za starych ¢asi u pacientli postupné zvySovali dav-
ku kardiotonik tak, az pacient zacal zvracet, a pak po
uklidnéni aplikovali davku sniZenou na polovinu.

Terapeutické davkovani Chan Su pro posileni srde¢ni
¢innosti bylo 4-8 mg 2-3krat denng, i tak se ale projevo-
vala nevolnost. Davka u léceni malignich tumorli byla
2 ml 2% Chan Su v sezamovém oleji, podand nitrosvalo-
vou injekei. Toxické ptiznaky, pokud se mluvi o Chan Su,
které se mohou projevit jiz béhem 30 minut, jsou nevol-
nost, zvraceni, necitlivost jazyka, bolesti bficha a prijem,
pénéni v ustech, cyandza prsti, rtll a samoziejmé poruchy
srdeCni ¢innosti. Pitevni ndlez zaznamenal ekchymozu, byl
nalezen mozkovy a plicni otok a také intersticidlni edém
myokardu. Mikroskopické vySetieni popsalo intersticialni
kongesce myokardu, kongesci plic, edém a fokalni krvace-
ni, t€Zky mozkovy edém, edém jater, kongesci ledviny
a balonovou degeneraci. Kromé toho byla popséna o¢ni
toxicita pii pfimém zasazeni o¢i®. Nutno vzit v ivahu, Ze
otrava touto drogou ma z hlediska pozorovatele ponc¢kud
jiny prubéh nez Cista otrava kardiotonickymi steroidy.

Otrava 1é¢ivymi drogami s obsahem bufadienolidu je
pomérné vzacna a ma leh¢i prubéh nez u digitalisovych
glykosidu, protoze bufadienolidy jsou resorbovany z travi-
ciho traktu v mensi mife (coZ je zptisobeno tim, Ze resi-
bufogenin a cinobufagin, hlavni slozky Chan Su, nejsou
glykosylovany, a maji tudiz mensi biodostupnost), maji
relativné nizky kardiotonicky ucinek, zato vsak je vystup-
tiovan t&inek diureticky'>.

V ucebnicich najdeme rozdéleni kardiotonickych
steroidd na kardenolidy (steroidni derivaty majici v poloze
C-17 steroidu nenasyceny péticlenny lakton) a bufadieno-
lidy (kde je tento lakton opét nenasyceny, ale Sesticlenny).
Dale se doc¢teme, Ze kardenolidy nachazime v isi rostlinné
a bufadienolidy v fisi Zivocisné, toto rozdé€leni je vSak
dnes nutno povazovat za ,,uéebnicové®, protoze neplati na
100 % (cit.'*").

HO HO

kardenolid, 3f3,14-di-
hydroxy-5p-kard-20(22)-
-enolid (digitoxigenin)

bufadienolid, 3f,14-di-
hydroxy-5p-bufa-20,22-
-dienolid (bufalin)

Ze vsech biologickych aktivit byl nejlépe prozkoumén
pozitivné inotropni mechanismus ucinku kardioglykosidd,
jenz je zaloZen na inhibici Na’/K" dependentni ATPasy, zde
odkazujeme na literaturu'®'’. Pro dostate¢nou biodostup-
nost u libovolné studované aktivity musi mit molekula
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bud’ fadu polarnich substituentii kolem steroidniho skeletu,
anebo Sikovnou substituci aglykonu zejména v poloze
C-3B. Mezi sikovné substituce patii zejména glykosidace,
esterifikace né&kolikasytnou organickou kyselinou, ale
1 anorganickou, potazmo kyselinou sirovou nebo fosforec-
nou. Cytotoxické ucCinky jednotlivych kardiotonickych
steroidd'>'® jsou v soudasnosti piedmétem intenzivniho
vyzkumu, véetnd SAR', pro jejich vyuziti v protinadorové
1écbé. Dalsi biologické aktivity jsou méné studovany
a stejné tak i jejich moZné uplatnéni v ,,zdpadni“ medicing.

Chan Su pfipravené z vytlacenych suSenych vyméskt
usnich a koznich 714z ropuchy se, zejména v Cing&, Koreji
a Japonsku, prodava ,,od nepaméti“ ve form¢ kolacka
(cake, disk-like) nebo desticek (thin-plate, flake).
V soucasné¢ dobé dodavaji ¢inské farmaceutické firmy
tento vyrobek i v podob¢ prasku. Chan Su miva hnédavou
az tmavé (Cerveno)hnédou barvu, uvnitt vzorku byva jaka-
si opalescence, kterd se obvykle zachova i po rozpusténi
ve vodé. Chan Su vodou bobtna. Bohuzel byva pancovan
zejména Skrobem nebo dokonce mletymi ropusimi k-
zemi®. Na internetovém trzisti Alibaba se d4 koupit, podle
kvality, za vcelku rozumnou cenu kolem 100 $/kg EXW
jako surovy prasek. Lze jej ale koupit i v ¢inskych 1ékar-
nach jako tablety, injekce (nemalobunéény karcinom plic),
roztok (na lé¢eni hnisavych ran), kapky (na obnoveni imu-
nity, jako antiradia¢ni prostfedek) ¢i néplast (proti revma-
tickym a jinym bolestem) a podobné. Rada praci se zabyva
téz kvalitou vyroby tohoto preparatu (napi.’). Piehled
analytické chemie pro tradiéni Cinské 1éCivé pripravky
uvadi i Chan Su?, hezky piehled se zabyva analytikou
cytotoxickych bufadienolidéi®. V posledni dobé Ize zazna-
menat fadu udélenych patentl na rtzna zlepseni vyroby
Chan Su (napt.?).

Biologicka ucinnost Chan Su je vazana na tfi hlavni
pfitomné skupiny latek: bufadienolidy, indolové alkaloidy
a peptidy (i polypeptidy) s tim, ze dale jsou obvykle pfi-
tomny téz dal$i komponenty jako adrenalin, steroly (tj. bez
laktonu na C-17), cyklické amidy, polysacharidy, amino-
kyseliny, organické kyseliny a fada dalSich latek. V Chan
Su byl popsan i steroid s péticlennym nenasycenym lakto-
nem, kardenobufotoxin®~*,

Z Chan Su bylo zatim izolovano vice nez 140 bufadi-
enolidl a je jim ptipisovana zodpovédnost za vyznamné
protinadorové, kardiotonické a anestetizujici G&inky®.
Z nich je vice nez polovina ,,genini*“ (samotnych aglyko-
nu), 16 derivati dikarboxylovych kyselin, kde na druhém
konci kyseliny mlze byt pfipojena aminokyselina
(arginin), a 8 esterti kyseliny sirové.

Steroidni skelet bufadienolidii miize obsahovat celou
fadu substituenti, véetné hydroxylovych, epoxidovych,
acetylovych, keto, mastnych kyselin se stfednim a dlou-
hym fetézcem, thiosulfonovou kyselinu a jiné. Mén¢ byva-
ji zastoupeny formidty nebo methylethery. Hydroxylova
skupina muze byt v polohach 18, 3B, 58, 118, 12a, 12,
148, 16 a 19. Kromé toho miize byt v polohach 3, 11, 12
a 19 karbonyl. Vyjime¢né miize byt methylova skupina na
uhliku C-10 nahrazena hydroxyskupinou, peroxoskupinou
(19-norbufadienolidy) nebo oxidovana na karboxylovou
skupinu. Byly také izolovany norbufadienolidy, bufogar-
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Obr. 1. Chan Su kolakovy a desti¢kovy>*

gariziny s obménénymi kruhy A a B: A-nor, B-homo
a A-homo, B-nor’’. Za zminku stoji 1 20,21-epoxy-
bufadienolidy®®.

Aglykony mizeme rozd¢lit na klasické bufadienolidy
s 14B-hydroxyskupinou a latky odvozené od resibufogeni-
nu obsahujiciho v molekule p-orientovany 14,15-epo-
xidovy kruh. Podle ¢inského 1ékopisu by mélo byt v Chan
Su ne méné nez 6 % resibufogeninu a cinobufaginu, coz
jsou steroidy vyskytujici se v nejvyssi koncentraci.

resibufogenin

bufotalin

Dalsi nekonjugovanou slozkou je téz bufotalin, ktery
byl recentné navrzen m.j. jako prostfedek k 1éceni lidského
zhoubného melanomu®.

Nékdy je jako samostatna skupina bufadienolidi od-
délena skupina tzv. toxind, ve kterych je aglykon substitu-
ovan na hydroxylu v poloze 3f jako hemiester dvousytné
organické kyseliny (nejcastéji kyselina suberova), kterd ma
opacny karboxyl substituovan aminokyselinou (nejcasteji
arginin).

bufotoxin

Indolové alkaloidy bufoteninového typu jsou v Chan
Su obsazeny v mnozstvi témét 8 % a zahrnuji dosud iden-
tifikovanych 15 ve vod€ rozpustnych sloucenin tohoto
typu, vcetné samotného serotoninu. Nesou neurotoxickou
a halucinogenni aktivitu a ta vedla drogové experimentato-
ry az tak daleko, Ze olizovali ropuchy®’. Samotny bufote-
nin, 5-hydroxy-N,N-dimethyltryptamin, je coby psychomi-
meticka latka zpochybiiovan samotnym Shulginem®', ktery
jej pripravil synteticky z 5-hydroxyindolu.

¥ N
/
HO \N\ HO NH,

bufotenin (mappin, serotonin

5-HO-DMT)
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Tteti podstatnou slozkou Chan Su jsou peptidy a pro-
teiny. Zde neni mnoho dat o biologické aktivité, ale jsou
zminky, Ze jde o latky cytostatické, antimikrobidlni, antio-
xidaéni, ovlivijici imunitni a metabolické procesy™,
omezujici proliferaci naddorovych bunc¢k a angiogenezi,
déle proteiny ovliviiujici apoptdézu, majici co do Cinéni
s bunécnymi strukturami, katalytickymi a transportnimi
procesy & se zvySenim transdermalni penetrace®. Byla
publikovana analyza 153 peptida** z Chan Su. Pfipomei-
me, ze v koznim sekretu ¢inské zaby Odorrana tormota
byly téZ nalezeny a charakterizovany peptidy podporujici
hojeni ran*’. Navic byly nalezeny antimikrobialni peptidy
i v koznich sekretech dalsich zab™.

V literatufe se objevuje popis riznorodého pisobeni
Chan Su. Tak naptiklad v dobé koronavirové pandemie
bylo zjisténo®’, ze Chan Su zlep3uje dychaci funkce paci-
entll téZce zasazenych infekci COVID-19. Patentovano
bylo pouziti Chan Su k lé¢eni AIDS* i jako adjuvans pro
zvySeni imunity”. Chan Su ma vliv na tzkost a depre-
si**¥! ato i ve farmakopunkturni aplikaci do definovanych
akupunkturnich bodd*, je popsana i anestezie pomoci
Chan Su ve farmakopunkturni aplikaci®. Chan Su byl
pouzit k vyrob& piipravku na lé¢eni drogové zavislosti*.
Jakkoli to vypada zvlastné, lze najit prace, kde je popsan
pozitivni vliv Chan Su na zanét zpisobeny radiaci®, coz
muze souviset s tim, Ze bufalin ovliviiuje opravu poruch
DNA zptisobenych rentgenovym zafenim*®, Méné& vyhod-
nou vlastnosti z hlediska farmakoterapie je fakt, Zze bufalin
inhibuje CYP3A4 in vitro i in vivo™.

Za zminku jisté stoji patenty, které uvadéji Chan Su
jako 1¢k na erektilni impotenci a ptedéasnou ejakulaci*®*.
K zamysleni vede ale zprava, ze pouziti topického pfiprav-
ku obsahujiciho bufadienolidy vedlo v letech 1993-1995
k onemocnéni a smrti péti muzi’’; podobné afrodisiakum
s nazvem ,,Kamen 1zisky“5] nebo ,,Jamajsky kamen*>? za-
hubilo dal$i muze®.

Jako piiklad alchymickych smési, které pro ,,zapadni
medicinu“ budou vypadat ptinejmensim zvlastné, uved'me
Liu-Shen-Wan (smés pizma, bezoaru, Chan Su, perel
a realgaru), pfipravek s protizdnétlivou, protinddorovou,
antivirovou, analgetickou, antibakteridlni a imunomodu-
la¢ni aktivitou se pouziva téz pii infekénich onemocnénich
(chtipka)®™* a m.j. i pii polybakterialni sepsi vyvolané per-
foraci slepého stieva™. She-Xiang-Bao-Xin (smés piZma,
zlu¢ovych kament, Chan Su a Ctyf rostlinnych drog) se
pouziva pii ischemické chorob& srde¢ni a hypertenzi™®.
Smés z Chan Su, broskvového semene, gardénie, mandli,
lepkavé ryze, bilého pepie a vajecného bilku byla patento-
vana jako 16¢ivy piipravek na epilepsii®’. Jina smés Chan
Su a arsenu byla patentovana jako 1éCivy pfipravek na
praseéi virovou horetku®®. Cinsky lékopis uvadi nékolik
desitek takovych 1é¢ivych piipravki, soudoba patentova
literatura o fad vice. Podle Casopisu Forbes se téchto pfi-
pravkii prodaji miliony dévek roén&*.

Vyznamny zastupce biologicky aktivnich pfirodnich
latek Chan Su je v posledni dobé stfedem velkého zajmu
védeckého zkoumani zalozeného na diikazech. Zatimco do
roku 1994 byly publikovany ro¢né nanejvys jednotky praci
na toto téma, v mezidobi 1995-2010 desitky, tak
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v poslednich letech desitek né€kolik. Svédéi to m.j. o vel-
kém zajmu odbornikid o obsahové latky Chan Su, potazmo
o bufadienolidy a zejména o jejich vliv na rizné typy na-
dorti. Léciva droga, pouzivana jiz n€kolik tisic let, je tak
stale opravnén¢ ve stiedu zajmu. V ropusim jedu (venenum
bufonis) stvofila pfiroda pravou knihovnu biologicky ucin-
nych latek, kterou se v Orientu naudili lidé pouzivat jiz
pred tisicovkami let a kterou vyrabéji, pouzivaji a zkouma-
ji dodnes.
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An important representative of biologically active
natural substances, Chan Su, has recently been the focus of
great interest in evidence-based scientific research. While
until 1994 no more than single papers on this topic were
published annually, in the period 1995-2010 there ap-
peared tens, and in recent years several tens. This indicates
a great interest of experts in the components of Chan Su,
and thus in bufadienolides and especially in their influence
on various types of tumours. The corresponding medicinal
drug, being used for several thousand years, is still rightly
in the centre of attention. In the toad venom (Venenum
bufonis), nature has created areal library of biologically
active substances, which people in the Orient learned to
use thousands of years ago and which they produce, use
and examine to this day.

Full text English translation is available in the on-line
version.
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1 kdyz byl proces destilace
zndmy feckym alchymis-
tim v Alexandrii a zafize-
ni k provadéni tohoto pro-

Ziberde arte ditillindi, de Simplicibus,
Bas buchder rechren bunft
suolailicren vie eingIge OIng

cesu je popsano
v prastarych chemickych
pojednanich, jako jsou
rukopisy Zosima

z Panopolisu v Hornim
Egypté z prelomu 3. a 4.
stoleti', byl spiritus vini
objeven az pozd¢ji. Kli-
¢em k objevu alkoholu,
znamého jako aqua vitae
nebo aqua ardens, byly
pristroje umoznujici chlazeni kondenzatu, které se datuji
pfiblizng do 12. stoleti n.l. (cit.>’). Alkoholové destilace
jsou popsany ve dvoudilné monografii od Hieronyma
Brunschwiga ze Strassburgu® najmé pro piipravu 1é&eb-
nych napoji, ke kterym pattil historicky i jalovcovy desti-
lat dnes zvany ponejvice
gin. Je to aromatizovany
destilovany napoj
v souCasnosti vyrabény
z lihu obvykle ziskavaného
ze zkvasené obilné zapary
s jalovcovymi bobulemi®
(coz je nepravy plod samici

S T e élétlce,' galbulus) ngovce
g‘g.. h&--!" obecnehg Juniperus
2N communis L., tzv. Juniperi
X pseudo-fructus, Juniperus
optimus qualis bacas, Juni-
peri  baccaea, Juniperi

fructus, jako hlavni aroma-
tickou pfisadou. Za ptivod-
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ce ginu je Casto myln¢ oznacovéan profesor mediciny na
univerzité¢ v Leidenu dr. Franciscus Dele Bo€, zndmy jako
dr. Sylvius’, ktery destiloval jalovcové bobule s lihovinami
v polovin¢ 17. stoleti, aby pfipravil levné diuretikum
a smichal tedy dvé mocopudné suroviny — jalovcovou
silici® a obilny destilat. Sylviovo prvenstvi miize byt zpo-
chybnéno faktem, Ze takovy népoj je popsan ve hie Philipa
Massingera The Duke of Milan z roku 1623. Pocatky ja-
lovcového destilatu 1ze vysledovat téZ u benediktinskych
mnichil z 11. stoleti v Salernu v jizni Italii, v klastefe ob-
klopeném zvIinénymi kopci a jalovci. Tito mnisi pouzivali
alchymicky alembik, ktery uzival i otec arabské alchymie
Abu Musa Jabir ibn Hayyan zvany Geber v Bagdadu na
dvofe chalifa Harina al-RaSida na konci 700. let n.l.
k ptipravé 1€ki, z nichz jeden byl destilovan z vina smise-
ného s bobulemi jalovce. Jalovec byl jako 1é¢iva bylina
znam po staleti. Rimané palili vétve jalovce kvili o¢isténi
a sttedovéci morovi 1ékafi naplnili zobaky svych strasidel-
nych masek jalovcem, aby je ochranili pfed ¢ernou smrti.
V celé Evropé podavali 1ékarnici jalovcova vina proti kas-
li, nachlazeni, bolestem a kie¢im, zfejmé podle uceni fec-
kého 1ékate Pedania Dioscoridea ze sedmdesatych let Léta
Pan&’. Nejstarsi holandsky recept na gin (Aqua Juniperi,
genererbessenwater) se nachazi v knize z roku 1551 od
Adama Lonicera'®. V némeckych zemich se vyrabél po-
dobné& Steinhdger & Wacholderbranntwein''; vyhlagkou
z roku 1688 udélil ,velky kurfiit“ Frederick William
z Braniborska jako hrabé z Ravensbergu obyvatelim
Steinhagenu vyhradni vysadu destilovat tento alkohol
s ptichuti jalov&inek'?. Na Slovensku je takovy napoj, byt
mnohem siln€jsi chuti, zndm jako borovicka jiz od
16. stoleti, kdy takovou palenku jezuité po piichodu na
Turiec vyrab&li jako 1ék''*. Nema to nic spoleéného
s borovici (Pinus), ale se slovenskym nazvem pro jalov¢in-
ky — borievky. Ve Slovinsku je to pak brinjevec a berrysh-
ka, v Srbsku klekovaca, kleka a podobné.

Borovicku Ize vyrabét pifimo i ze zkvaSené zapary
z rozdrcenych bobuli jalovce, protoze pokud dobie vyzraji,
obsahuji az 30 % cukrti, najmé glukosy a fruktosy. Klasic-
ky postup citovany Codexem Agrol" (proti piivodnimu
receptu jsme nékteré nazvy ,,zmodernizovali®) bere 100 kg
drcenych jalov€inek, 300 1 vody a nechava kvasit pii 32 °C.
Ke smési se ptidava tzv. rozkvas z lihovarského drozdi,
siranu amonného a superfosfatu. Zkvasena zapara se desti-
luje a z destilatu se sbira silice (Oleum Juniperi bacca-
rum). Vypalky se smisi s bramborovym lihem a smés se
opét destiluje. Oba destilaty se smisi. Tak ze 100 kg ja-
lov¢inek ziskdme 12 1 borovicky. Na rozdil od borovicky
Steffl'® ve svém klasickém receptafi bere na ,,holandsky
genévre 1,8 kg Cerstvych jalov¢inek, 151 vody a 10 196%
lihu, coz destiluje na 60 % (10 1). Tento destilat smicha
s 18,5 1 96% lihu, sirupem z 1,6 kg cukru, 800 ml vody
a 13 g kyseliny citronové, 4 g anyzové silice (Etheroleum
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Anisi vulgaris), 1 g silice z hotkych pomeranct (Oleum
Aurantii pericarpii) 8 g celerové silice (Apii aetheroleum
e fructibus) a ptida se 21 1 destilované vody. V jiném re-
ceptu pak piidava mimo jalovcové silice i samotnou boro-
vicku, brandy, skoficovou silici (Oleum Cinnamomi), po-
merancovou silici (Oleum Aurantii pericarpii), angeliko-
vou silici (Oleum Angelicae), puskvorcovou silici (Calami
aethereum).

V archivech se dochoval recept na slavny laboratorni
Juniperas'’, na ktery bereme 400 g rozmackanych jalovéi-
nek a 600 ml 70% lihu a macerujeme je 8 dni, tekutinu
slijeme a opakujeme maceraci jeSt¢ jednou. Jalov€inky
vylisujeme a extrakty spojime na esenci. Ke 2 1 50% lihu
pfidame 7 ml esence, 5 kapek citronové silice (Oleum Ci-
tri). Smés destilujeme pies Vigreuxtuv deflegmator nejmé-
né 10 cm dlouhy a bereme destilat az do t.v. 90 °C. Desti-
lat zfedime destilovanou vodou na 50 %, pfidame 0,25 g
vanilkového cukru, 0,5 ml glycerinu a 1 kapku kyseliny
sirové p.a. V nékterych postupech je pfidavan pred destila-
ci i extrakt z jehli¢i kleCe (Pinus mugo) a borovice lesni
(Pinus sylvestris L.).

Nazev gin pochazi z francouzského nazvu pro jalov-
cové bobule (genievre), ktery Holand’ané pozménili na
genever (jenever) a poté zkratili na gin. Napoj byl ptene-
sen do Anglie vojaky vracejicimi se z Nizozemska jako
»holandska kuraz“ a byl nesmirn¢ popularni, najmé za
vlady britského krale Williama III. V 18. stoleti vytvofila
nadmérnd konzumace niz$imi vrstvami socidlni problém,
zvany'® m.j. ,ginova epidemie®, piestoze byl zpo&atku
prodavan v 1ékarach jako 1ék na onemocnéni ledvin, Za-
ludku, lumbago (Gsttel), zlu¢ové kameny a dnu. Pocinaje
rokem 1736 pfiSel prvni zdkon z tzv. Gin Acts, jejichz
cilem bylo vybalancovat pomér cena/dan za napoj uréeny
pro vétsinu populace a soucasné zvysit piijmy vlady. Ani
zéakony konzumaci neomezily, béhem 19. stoleti vSak pro-
blém intoxikace mezi proletafi oi moAAloi pretrvaval
a Charles Dickens ve svych roméanech popisuje hospody
znamé jako ,,ginové palace®, v té dob¢ bylo jen v Londyné
témeéf 10 tisic obchodid s kotalkami. Podavan byl v sile az
50 % (cit.'”) a nékdy, ke vii hriize, jako terpentynem ochu-
ceny obilny destilat®, coz, ve vii Gctd, neni tak uplné od
véci, protoze pies 50 % destilovatelné silice z jalov¢inek
predstavuje a-pinen®', jedna z hlavnich slozek terpentynu.

Suché anglické nebo americké giny maji vice piida-
nych dochucovadel nez nizozemské giny, které se také
nazyvaji Holland gins, Geneva, Genever nebo Schiedam
(destilacni centrum pobliz Rotterdamu), a kazda palirna
pouziva svij recept, ktery kromé bobuli jalovce pouziva
také byliny, jako jsou kofeny angeliky, kosatce a 1ékofice,
klry citronu a pomerance, skoficova kira, anyz, kmin,
kardamom, koriandr a fenykl. Holandské giny nemaji pii-
li§ vyraznou chut’, nez aby se dobie kombinovaly s jinymi
napoji, a obvykle se podavaji samotné nebo s vodou. Ke
konci 19. stoleti zacali pfedni londynsti lihovarnici vyrabét
novy neslazeny gin s pfidomkem ,,suchy* (t.j. neslazeny,
dry), a jesté pozdg¢ji ,,suchy Londynsky* (London dry), na
rozdil od ,,Plymouth gin®, ktery je slazeny. Obsahem cuk-
ru mezi londynskym suchym a plymouthskym je ,,0ld
Tom gin®.
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Gin se pil na lodich kralovského namofnictva (az
s 57 % alkoholu ,,Navy Strength*) ochucen trochou 1é¢i-
vych hot¢in Angostura (,,rizovy gin“) Gdajné proti moiské
nemoci”?. Gin po smichani s chininovou vodou slouzil
jako specificky prostfedek proti maldrii v mnoha ¢astech
odlehlého britského impéria a dnes pfeziva jako ,,gin-
tonik®, a to dokonce v celém vesmiru (jynnan tonnyx, gee-
-N'N-T'N-ix)*.

V dnesni dobg, kdy se na svété vyrobi témér miliarda
litrh ginu ro¢né (za vice nez 15 miliard dolart);
s o¢ekdvanym ro¢nim pfirdstkem 6,7 % je gin velmi dob-
rou komoditou®. V soucasnosti jsou hlavnimi komponen-
tami na vyrobu ginu, typu London dry, kromé& minimalné
37,5% alkoholu a samicich S$istic jalovce obecného
(Juniperus communis L.), nazky Kkoriandru setého
(Coriander sativum L.), citronova (Citrus limon L.) a po-
merancova kura (Citrus sinensis), kira kassie obecné
(Cassia fistula), koten kosatce (Iris florentina L.), semena
kardamomu (Elettaria cardamomum L.), kofen andéliky
1ékaiské (Angelica archangelica L.), skoficova kura
(Cinnamomum zeylandicum), koten puskvorce (Acorus
calamus L.), nazky fenyklu (Foeniculum vulgare) a anyzu
(Pimpinella anisum), nazky Sabreje kminovitého (fimsky
kmin, Cuminum cynimum L.), jadra plodt mandloné obec-
né (Prunus amygdalus L.) a koten 1ékotice (Glycyrrhiza
glaba), maximélné 0,1 g I'! cukru a extrémné nizky podil
methanolu®. Bylo identifikovano pies 70 t&kavych slozek
odpovédnych za chut’ a vini londynského suchého ginu,
zejména pochdazejicich z jalovee a koriandru, monoterpe-
ni, seskviterpend a jejich oxidovanych derivati®. Sam
jalovec obsahuje az ptes 3 % silice. Slozeni teékavych frak-
ci z jalovce se znaéné 1isi, sestava se hlavné z monoterpe-
ni (58-85 %) s a-pinenem jako hlavni slozkou (10-76 %)
a z tady dalSich monoterpenil, zejména jsou zastoupeny
sabinen (1-28 %), B-pinen, B-myrcen, limonen a terpinen-
-4-ol; malé mnozstvi seskviterpenti (2-10 %); aldehydy;
alkoholy; a dalii oxoslou¢eniny?’.

Mezi ,aromatické komponenty patii zejména
myrcen, limonen, 1,8-cineol, nonanal, linalool (smés lika-
reolu a koriandrolu), estragol (1-allyl-4-methoxybenzen),
trans-anetol, ve znac¢né kolisajicich koncentracich podle
vyrobce a znacky od 0,6 do 28 mg 1!, déle a-pinen, kam-
fen, terpinen-4-ol, limonen, humulon, jalovcovy kafr, bor-
neol, kadinen, 8-karen, y-terpinen, p-cymen, rel-(2R,4S)-
-tetrahydro-4-methyl-2-(2-methyl-1-propenyl)-2 H-pyran
((2)-rose oxide), citronellal, citral, geraniol, hexanal, ok-
tanal, dekanal, (FE)-2-hexenal, (E)-2-decenal, (E,E)-2,6-
-nonadienal, kyseliny olejov4, linolova a linolenova®.
Obsazeny jsou i flavonoidy a fada bicyklickych diterpent
(obr. 1).

Co se tyce Gcinkl ginu a jeho slozek na lidské zdravi,
pokud odhlédneme od samotného alkoholu, podivejme se
napt. na a-pinen (2,6,6-trimethyl-bicyklo[3.1.1]hept-2-en,
2-pinen, (+)-a-pinen, Acinten A, Leavo 95, NSC 7727, PC
500, Sylvapin A), jehoz je v destilovatelné jalovcové silici
i pres 50 % (cit.”"). Byla popsana §iroka kala jeho farma-
kologickych aktivit, véetné modulace rezistence na antibi-
otika, ucinek antikoagulacni, antimikrobidlni, antimykotic-
ky, antimalaricky, antileishmanicky (ni¢ivka), protizanétli-
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vy, analgeticky, anxiolyticky, dale gastroprotektivni, cyto-
protektivni, antikonvulzivni a neuroprotektivni, jakoz
1 jejich Gcinek proti oxida¢nimu stresu, pankreatitidé, stre-
sem stimulované hypertermii a pulpalni bolesti**. Zjisténa
byla i inhibi¢ni aktivita na prsni rakovinu a leukemii*’, ba
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7 o
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\_/
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i na dalsi nadory™. Bylo patentovéno, 7¢ o-pinen mize
obnovit dopaminovy systém poSkozeny metamfetami-
nem®'. Kromé jiného je a-pinen feromonovym atraktantem
pro znaény poéet druhti hmyzu**.

OH g;i
’ o}
\

koriandrol

likareol estragol
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O O
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Obr. 1. Hlavni sloZky odpovédné za chut’ a viini londynského suchého ginu
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0 0

(1R,5R)-(+)-a-pinen (18,58)-(—)-a-pinen

Pro poradek, pineny jsou 4 stereoisomery, (+)-a, (—)-0,
(+)-B, (-)-B, které maji velmi nizkou toxicitu® a které jsou
dokonce znageny pro potravinaistvi jako GRAS?. Pokud
mluvime o a-pinenu, mluvime o smési (+)-a, (—)-a isome-
ra.

Jalov€inky jsou povazovany za diuretikum a mocové
antiseptikum, antidiabetikum a antihyperlipidemikum,

~~~~~

stimuluji pritok krve v panevni oblasti a déloze, usnadnuji
menstruaci, proti migrén¢, proti revmatickym a bolestivym
otoktim, stimuluji poceni, digestivum a proti mnohym
daldim problémim?®'***>. Jalovec byl v Indii zkoumén
i jako bylinné oralni kontraceptivum®®. Silice z jalové&inek
byla pouzita téz jako ,,zdravéj$i“ alternativa k dusitanu
sodnému pii vyrobé za sucha fermentovanych uzenin®’, ne
nadarmo veli spravna ,,lidova“ udici praxe (pokud neudi-
me piimo na kouti z jalovcového difeva) dat do ohné na
konec uzeni alespoii jalovcovou vétev (v CR je jalovec
bohuzel chranény).

Abychom uvedli informace i z druhé strany, némecti
farmaceuti uvadi, Ze pfi dlouhodobém uZivani nebo pfi
predavkovani plody jalovce miize dojit k poskozeni ledvin,
albuminurii a hematurii, negativni U¢inky jsou piipisovany
vysokému obsahu monoterpent, jako jsou pineny, a nizké-
mu obsahu terpinen-4-olu®®. Je popsana i otrava jalovco-
vym dehtem (Pix juniperi, obvykle z Juniperus oxycedrus
pouzivanym kdysi jako dermatologikum), ktera zpisobila
horecku, silnou hypotenzi, selhani ledvin, jaterni obtize
a kozni problémy’”. (Pfedavkovat se viak Ize i sacharosou,
je uvadéna LDs, = pies 29 g kg ', cit.*’.) Pokud by 3lo jiz
i o gin a podobné napoje, je jisté nabiledni i poSkozeni
jater a dalsi zdravotni rizika.

Aby n€kdy nedoslo k ptekladu typu vecerni petrklic¢o-
vy olej (evening primrose oil) ¢i guinejské prasatko
(guinea pig), musime upozornit na fakt, Ze ,,cotton gin* je
pfistroj na vyzriiovani bavilny, a nikoli gin vyrobeny
z plodi této rostliny.

Pfinasime tento prispévek jako ucebni text popisujici
riizné zajimavé aspekty chemie piirodnich latek***i pro-
to, Ze chceme takto reagovat na mnozstvi smyslenek, polo-
pravd a nesmysld, které jsou kolem ptirodnich sloucenin
dnes Sifeny. Je nabiledni, ze zkoumani pfirodnich latek
jakozto latek z obnovitelnych zdroju je jednou z cest, jak
lacinym a efektivnim zplsobem pfispét ku vSeobecnému
prospéchu®™**. Pokud se tak &ini s piirodni latkou, ktera
ma navic zanedbatelnou toxicitu, téméf nulové kontraindika-
ce a ktera je lidstvem pouzivana po tisice let, je jen dobfe.
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Uvod

Repik lékaisky (Agrimonia eupatoria) je vytrvala
bylina z ¢eledi rdzovitych (Rosaceae), ktera obsahuje vel-
ké mnozstvi biologicky aktivnich sloucenin. Jde
o sekundarni metabolity ze skupiny polyfenold, pfedev§im
taniny, jejich obsah v su§in¢ dosahuje az 11 %, flavonoidy,
kterych obsahuje kolem 1,9 % a fenolové kyseliny'?.

Repik je od nepaméti vyuZivan v tradiéni medicing
pro své Siroké spektrum 1é¢ivych ucinkd. I dnes se pro své
terapeutické U¢inky a nizkou toxicitu vyuziva v medicing
pro ptipravu 1é¢ivych ptipravki, volné v prodeji jsou smé-
si na pripravu ¢aju ¢i oplachti pokozky. Pro tyto ucely je
vyuZzivana nat’ fepiku, a to pfedevsim pro sviij protizanétli-
vy ucinek. Ma diky nému pozitivni efekt na hojeni chro-
nickych ran, jeho mechanismus ale neni dosud detailné
popsan®*. Pro medicinské ucely se pouZivaji riizné p¥ipra-
vené extrakty fepiku Iékafského. Zastoupeni biologicky
aktivnich slozek v daném extraktu samoziejmé zavisi na
pouzitém extrakénim cinidle. V tradiéni mediciné se pou-
zivaji extrakty vodné ve formé odvarii ¢i vyluhtl, extrakty
ethanolové nebo extrakty ve smési vody a ethanolu, tak-
zvané tinktury* .

Cilem této prace je srovnani profilu biologicky aktiv-
nich latek obsazenych ve vodnych extraktech fepiku 1ékat-
ského pripravenych alternativnimi postupy, bud’ jako od-
var nebo vyluh, pomoci ultra-vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie s vysokorozlisujici tandemovou hmotnost-

£ Metrohm

Plivodni a metodické prace

ni spektrometrii (UHPLC-HRMS/MS) umoziujici sledo-
vat rozdily v obsahu bioaktivnich latek.

Experimentalni ¢ast
Ptiprava vzorki

Susena nat’ fepiku lékatfského pochézela z trzni sité
(Byliny Mikes s.r.0.). Pro pfipravu extraktd bylo pouzito
18 g susené nati a 1 litr deionizované vody (pfecisténa
z destilované vody pomoci zafizeni Milli-Q, Millipore).
Vramci pifipravy vyluhu byl fepik zalit jednim litrem
vrouci vody a 15 min louhovén, pii pfipravé odvaru byl
vsypan do litru vrouci vody a 10 min povafen. Extrakty
byly zfiltrovany pies filtrani papir a alikvotni podily pte-
vedeny do 2ml vialky pro analyzu.

Instrumentalni analyza

K UHPLC-HRMS/MS analyze byl vyuzit kapalinovy
chromatograf Dionex UltiMate 3000 (Thermo) s kolonou
HSS T3 (2,1x100 mm, velikost ¢astic 1,8 pm) (Waters).
Teplota kolony byla 40 °C, objem nastiiku 2 pl. Pro pfi-
pravu mobilnich fazi byl vyuzit mravenfan amonny
(Cistota 99 %, Sigma-Aldrich), methanol (Honeywell Rie-
del-de Haén™), mravenci kyselina (Cistota 98 %, Sigma-
Aldrich) a deionizovana voda (Milli-Q, Millipore). Slozky
mobilni faze byly nasledujici: A: SmM mravenc¢an amonny
ve vode s ptimési 0,1 % mravenéi kyseliny, B: SmM mra-
vencan amonny v methanolu s pfimési mravenci kyseliny.
Gradientova eluce zacinala v 1. minuté na 95 % vodné
slozky a 5 % organické slozky mobilni faze, od 8. do
13. minuty byl pomér nastaven na 100 % organické slozky
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a od 13. do 15. minuty byl pomér znovu 95 % vodné a 5 %
organickeé slozky.

Hmotnostni detekce byla provedena na pfistroji
TripleTOF™ 6600 (SCIEX) s hybridnim hmotnostnim
analyzitorem typu Q-TOF (kvadrup6l ve spojeni
s analyzatorem doby letu). PouZita byla ionizace elektro-
sprejem v pozitivnim inegativnim moédu ionizace. Para-
metry pozitivni ionizace byly: teplota iontového zdroje
500 °C, napéti na kapilaie +5000 V. Parametry negativni
ionizace byly: teplota iontového zdroje 450 °C a napéti na
kapilare —4000 V. Kolizni energie byla 35 eV (+/— 15 ¢eV)
a rozsah snimanych hodnot m/z byl 100-1200.

Tabulka I

Plivodni a metodické prace

Pro vyhodnoceni naméfenych dat byl pouzit program
PeakView v.2.2 s funkci MasterView (SCIEX).

Vysledky a diskuse

U obou extrakti byl proveden cilovy screening latek.
Dle literatury byla vytvofena databaze biologicky aktiv-
nich sloucenin vyskytujicich se v fepiku 1ékaiském, ktera
obsahovala sumdrni vzorce, resp. elementdrni sloZeni,
teoretické presné hodnoty protonovanych i deprotonova-
nych molekulovych iontl 37 latek ze skupin tanint, flavo-

Prehled identifikovanych slouéenin v obou extraktech fepiku 1ékatského, jejich retencnich ¢ast a nalezenych hmotnostnich

fragmentl z pozitivniho a negativniho médu ionizace

Sloudenina Sumarni Retenéni [M+H]* [M-H]
vzorec ¢as [min] protonovany fragmenty deprotonovany fragmenty
molekularni [m/z] molekularni [m/z]
iont [m/z] iont [m/z]
Isomer chlorogenové C16H 1309 3,25 355,1023 135,179,191 353,0878 135,179,
kyseliny 191
Apigenin Cy5H,00s 5,58 271,0601 153,271 269, 0455 -
Apigenin-7-0O- C,1H1501; 5,58 447,0921 153,271 445,0776 -
-glukuronid
Katechin C15H1406 4,41 291,0863 123,139,165 289,0717 109, 123,
Kaempferol Ci15H;00¢ 5,81 287,0550 153, 165, 285,0405 108, 151
p-Kumarova kyselina CoH305 3,47 165,0564 91, 119, 147 163,0400 -
p-Kumaroyl chinové CsH304 3,15 339,1074 - 337,0929 163, 191
Prokyanidin B1/B2/B3/ C30H36012 3,52 579,1497 123, 127, 577,1351 125, 289,
B6/B7 139, 163, 407
275,287,
409
Prokyanidin C1/C2 Cy4sH33015 3,55 867,2130 245,287, 865,1588 -
407, 425,
579
3,4-Dihydroxybenzoova C;Hs04 0,97 155, 0339 - 153,0193 91, 109
Kvercetin 3-O- C,1H0012 5,47 465,1027 85,127, 153, 463, 0673 255,271,
-galaktosid/Kvercetin-3 303 300, 301
-O-glukosid
Kvercetin-3-O- Cy1H01; 5,81 449,1078 85, 287, 303 447,0968 151, 178,
-rhamnosid/Kvercetin-7 229,301
-O-rhamnosid
Kvercetin-acetyl- Cy3Hp0p3 5,8 507,1133 303 505, 0987 255,271,
-glukosid 300, 301,
463
Chinova kyselina C;H,04 0,7 193,0706 - 191,0561 59, 85,93
Rutin C57H30016 5,46 611,1606 - 609,1461 300, 301
Vitexin C11H2019 5,36 433,1129 283,313, 431,0983 281, 283,
349 311, 341,
353
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Obr. 1. Graf relativnich intenzit jednotlivych sloucenin v odvaru Fepiku lékai'ského, data z pozitivniho médu ionizace; barevna
verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy
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Obr. 2. Graf relativnich intenzit jednotlivych sloucenin ve vyluhu Fepiku lékafského, data z pozitivniho médu ionizace; barevna
verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy
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noidd a fenolovych kyselin. Na zaklad¢ analyzy byla po-
tvrzena piitomnost 16 latek z vytvotrené databaze. Jednalo
se o 8 latek ze skupiny flavonoidi, 2 ze skupiny taninti a 6
ze skupiny fenolovych kyselin. Jejich vycet je uveden
v tab. L.

Identifikace sloucenin byla provadéna s pomoci funk-
ce MasterView programu PeakView, ktera na zakladé
zhodnoceni shody naméfené molekulové hmoty sledova-
ného iontu, reten¢nich ¢asu, izotopového profilu a vloze-
nych dat vyhodnoti pfitomnost ¢i nepfitomnost dané latky.
Potvrzeni bylo provedeno na ziklad¢ shody namétenych
fragmentacnich spekter latek a spekter dostupnych
z internetové databaze Metlin (https://metlin.scripps.edu/
landing_page.php?pgcontent=mainPage), pfipadné¢ dle
shody s literaturou.

Chromatografické profily obou typti vodnych extrakt
byly prakticky shodné, rozdil byl pozorovan pouze
v celkové intenzité signalu detekovanych metaboliti vylu-
hu.

Jak dokumentuji obr. 1 a 2, dominantné byly zastou-
peny latky ze skupiny flavonoidi, které tvofily 59-63 %
relativniho zastoupeni identifikovanych latek. Skupina
fenolovych kyselin tvofila kolem 23 %. Taniny byly za-
stoupeny v nejmensim procentu (13—16 %) a jednalo se o
latky typu prokyanidint. Ackoli se dle literatury v fepiku
vyskytuji prokyanidiny rtzného typu (napf. prokyanidin
B1, B2, B3, B6, B7), byly identifikovany pouze jako suma
vSech téchto latek, jelikoz se jedna o isomery a v ramci
chromatografické separace se nerozdélily.

Zavér

Cilovy screening technikou UHPLC-HRMS/MS
umoznil prokézat pfitomnost dominantnich biologicky
aktivnich latek ve vodnych extraktech fepiku lékatského.
Pro jejich kvantifikaci bude tfeba mit k dispozici analytic-
ké standardy cistych sloucenin. V navazujicim vyzkumu
bude studovan cely metabolom rtizné pfipravenych extrak-
th fepiku Iékatského pomoci necilového screeningu
(fingerprintingu); porovnana bude i jejich biologicka akti-
vita.

Tato prace byla podporena projektem vyzkumné in-
frastruktury  METROFOOD-CZ (MEYS grant ¢.:
LM2018100).
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A. Louckova, K. Hirkova, and J. Hajslova
(Department of Food Analysis and Nutrition, University of
Chemistry and Technology, Prague): Characterization of
Biologically Active Compounds in Agrimonia eupatoria

Agrimonia eupatoria is a plant widely used in tradi-
tional medicine due to its wide range of healing effects.
These include, for example, the positive effect on the heal-
ing of chronic wounds which is attributed to the content of
various bioactive substances but the exact mechanism of
this effect of Agrimonia is not known. In this work, two
differently prepared aqueous extracts of Agrimonia were
analysed in order to describe the differences between their
contents of bioactive substances. First extract was pre-
pared by pouring hot water over Agrimonia with subse-
quent leaching; second extract (decoction) was prepared
by boiling Agrimonia in water. Instrumental analysis of
prepared extracts was performed by ultra-high perfor-
mance liquid chromatography coupled to high-resolution
tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) and the
target screening in extracts was performed according to the
database of substances created by us from the data ob-
tained from the literature. The database of substances con-
tained 37 compounds from the groups of tannins, flavo-
noids and phenolic acids. Based on the analysis and identi-
fication of substances, the presence of 16 substances out of
37 was confirmed. The extracts showed minimal differ-
ences in the contents of substances, differing only in their
total amount which was higher in the extract prepared by
leaching.

Keywords: Agrimonia eupatoria, UHPLC-HRMS/MS,
contents of bioactive substances
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Botanické zarazeni a pouZiti v tradi¢ni
mediciné

Jiz davni jihosibif§ti osadnici (stejné jako davni Ri-
mané, ktefi natirali lokomotivy suiikem') zjistili, Ze jeleni
maralové (Cervus elaphus sibiricus,
Caspian red deer, oneH-mapai) se po
dlouhé a vycerpavajici zim¢ obvykle
zivi a tim 1 posiluji vyhrabavanymi
kofeny viceleté rostliny podobné
bodlaku maralu ¢ili parchy safloro-
{ vité/saflorové (Rhaponticum cartha-
moides (Willd.) Iljin, nékdy téZ Leu-

LA A oo o a o o o
AAAAASAALD

BVHIMBOJOUOVO HICEI & 4

3 {zea carthamoides (Willd.) DC.,
p ‘ Cnicus carthamoides Willd.,
b [TOYTA CCCPH*% Stemmacantha carthamoides

(Willd.) Dittr.), endemické na Sibifi,

Obr. Wikipedie nyni péstované na celém svéte,

a upeviji si tak své zdravi. Mezi Sibifany bylo dlouho
znamo, ze tato bylina ,,omlazuje” a pomaha udrzovat
,»well-being®. Orientalni medicina pouzivala kofeny par-
chy jiz pted tisicovkami let k potlaceni tepla (podle tradic-
ni ¢inské mediciny (TCM)) a toxickych otokil, zanétu,
infekce, jako antivirdlni a antibakterialni prostredek; téz ke
zvySeni produkce moc¢i a matefského mléka. Byly také
pouzivany” pii onemocnéni ledvin a plic, hepatitidé nebo
tonsilitidé (angina)3. TCM tuto rostlinnou drogu zné jako
Lou Lu (/™ ¢i JsE, i kdyZz n&kdy jde o kofeny podob-
nych rostlin jako Echinops latifolius Tausch. ¢i Rhapon-
ticum uniflorum (L.) DC; taxonomie téchto rostlin neni
jednoducha*®). Encyklopedie TCM udava, Ze , &isti teplo®
a ,,odstraiiyje toxicitu®; 1é¢i absces a odblokuje meridiany,
podporuje laktaci, uvoliuje §lachy a odblokuje krevni fe-
Cisté. Dale je indikovan na bolest prsu a prsni absces
s bolestivym otokem, krticnatost a bolaky; galaktostazu
(zastavu tvorby mléka), bolesti zpiisobené vihkosti (dle TCM)
a kiece. Doporucuje nalev z 5-9 g. Nedoporucuje podavat
téhotnym Zenam.

2. Parcha v dneSni farmakologii a fytoterapii

Koncem léta a na podzim se zpracovavaji a susi hlav-
n¢ dratovité koteny (Leuzeae radix, Rhizoma cum radici-
bus Leuzeae, nékdy oznacované i jako Radix Rhapontici,
¢i ,,Uniflower Swisscentaury Root“). Tyto susené kotfeny
jsou v dal§im textu oznacovany jako parcha. Droga obsa-
huje ekdysteroidy, steroly a jejich estery, triterpeny, silici,
uhlovodiky, polyiny, tfisloviny, kumariny, flavonoidy
a seskviterpenové laktony, thiofeny, anthocyany, triacyl-
glyceroly, fenolové kyseliny, mastné kyseliny a N-feruloyl-
serotoniny®’.

Parcha je uvedena v ruském Iékopise od roku 1961
a pouziva se jako rostlinna droga v 1ékafstvi i v naSich
krajich®®. Vyznamnym zastincem jejiho pouzivani je
N. Timofeev'®. Uzivanou &asti je kofen, ale miZe se uZit
i list. Prokazuje tonizacni a imunostimulac¢ni ucinky po-
dobné zensenu. Povzbuzuje mentalni aktivitu, stimuluje
zivotni procesy, poméhd v adaptaci organismu na stres,
piiznivé ovlivituje innost srdce a cév'""'?. Popsano je zvy-
Seni proteosyntézy (né€kdy nazyvané jako ucinek anabolic-
ky)"*™'® aniz, na rozdil od androgennich steroidnich anabo-
lik, by vyzadoval spolu s administraci i fyzickou zatéz. Je
popsano odstranéni syndromu chronické Unavy, snizeni
unavy nervi a svali, zlepSeni procest vyuziti paméti
a zlepseni pozornosti'®, protizanétlivé pasobeni'’, pouziti
jako neurostimulatoru, afrodisiaka a obecné pfi psychické
a fyzické zatézi organismu. Pisobi velmi dobfe pfi astenii

*V ¢lanku je pro steroidy pouzito ,.ekdysteroidarské polotrivialni nazvoslovi
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a depresich, coz ji predurcuje k vyuziti v psychiatrické
a neurologické praxi. Byla také s tispéchem pouzita pfi
lécbe diabetu, pfedevsim leh¢ich forem. Podporuje travent
a odstrailuje nechutenstvi, uzivd se pifi rekonvalescenci
a bolestech hlavy. Mirn€ zvySuje krevni tlak, avSak nékte-
ré klinické pokusy ukazaly naopak antihypertenzni G€inky.
Dobrych vysledkd bylo dosazeno také pii 1é¢eni pacientil
s pohlavni impotenci. Snizuje hladinu cukru, tukt a cho-
lesterolu v krvi, ma ptiznivy vliv na ¢innost jater a také na
kardiovaskularni systém. Velmi zajimava je schopnost
usnadiiovat vybaveni dynamického stereotypu, urcitou
dobu necvic¢eného, zlepSeni uceni a paméti bez vedlejSich
ucinkd na organismus. Je pouZita i jako slozka smési pod-
porujicich muzské sexualni funkce'®, pipadné pro zvyseni
libida kanci'. Nelze se divit, Ze v asech koronavirové
pandemie byl mj. zkouman i extrakt z parchy jako antivi-
rovy a imunomodulaéni prostiedek” k 1é¢eni osob
s infekci COVID-19. Prokdzdn byl i antimikrobidlni,
a antioxidaéni efekt oleje z kofenti parchy?.

Zajimavé vysledky” byly zaznamenany pouZitim
ethyl-acetatového extraktu parchy na nadorové linie dlaz-
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dicovych bunék jazyka (SCC-15). Podobné vysledky byly
popsany iulinie plicni rakoviny” (Calu-1). Extrakt
z parchy u krys fungoval jako profylaktikum vzniku nado-
1 indukovanych radioaktivnim zafenim**.

Pro pouzivani parchy existuje né€kolik upozornéni.
Téhotné a kojici Zeny by se pro jistotu mély parchy vyva-
rovat (coz je v rozporu s TCM). Lidé alergicti na rostliny
z Celedi hvézdnicovitych by méli zvazit konsultaci se spe-
cialistou. Parcha mlze zpomalit srazeni krve, tudiz by
nerr;c?la byt pouzivana min. 2 tydny pfed planovanou ope-
raci”.

3. Obsahové latky parchy

Hlavni obsahové latky parchy jsou polyhydroxylova-
né steroly nazyvané ekdysteroidy (obr. 1). Zde bychom
radi upozornili na velmi dobfe udrZzovanou databazi Ecdy-
base®, ktera obsahuje vice nez 500 polozek jak fyto-
ekdysteroidii, tak zooekdysteroidii, z nichz né¢které jsou
hmyzi hormony svlékani a metamorfézy ¢lenovcii.

o O

HO H H
H |l OH
HO
HO o
polypodin B

20-hydroxyekdyson-2,3-monoacetonid

Obr. 1. Hlavni ekdysteroidy parchy (kromé 20-hydroxyekdysonu)

20-hydroxyekdyson-20,22-monoacetonid
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Ususené koteny parchy obsahuji kolem 16 % bilko-
vin, 2,5 % tukd, 16 % vlakniny a 11 % mineralnich latek.
Kofeny obsahuji, krom¢ ekdysteroidli, nepatrné mnozstvi
alkaloidd, az 0,9 % silice, 5-10 % tfislovin, 12—-13 % inu-
linu, déle pryskyfici, kumariny a flavonoidy. Nejvice latek
z rostliny se dostane do tinktury, kdy kofen je eluovan 50
az 60% ethanolem”’. Mezi hlavni fytoekdysteroidy z par-
chy patii 20-hydroxyekdyson, polypodin B, makisteron A,
ajugasteron C, 20-hydroxyekdyson-2,3-acetonid, 20-hydro-
xyekdyson-20,22-acetonid, 20-hydroxyekdyson-2,3;20,22-di-
acetonid, polypodin-B-20,22-acetonid a isovitexiron®**’.
Béhem pozdéjsi doby pak byla izolovana a identifikovana
jesté¢ série dalSich minoritnich ekdysteroidii z kotfent
L. carthamoides®®”'. Ecdybase udava razné obsahové
ekdysteroidy pro Rhaponticum carthamoides a pro Leuzea
carthamoides, nezbyva tedy uvést jejich pranik (jsou pone-
chany anglické nazvy, podle abecedy): (5a)-20-hydroxy-
ecdysone (epiecdysterone), 14-epi-ponasterone a 22-glu-

coside, 15-hydroxyponasterone A a C, 1B-hydroxy-
makisterone C, 20-hydroxyecdysone  2,3;20,22-di-
acetonide,  20-hydroxyecdysone  2,3-monoacetonide,

20-hydroxyecdysone 20,22-monoacetonide, 22-deoxy-28-
-hydroxymakisterone C, 22-0x0-20-hydroxyecdysone,
24(24"[Z]-dehydroamarasterone B, 24(24')-dehydro-24*
-hydroxymakisterone C, 24(28)-dehydromakisterone A,
24-hydroxy-24,28-dihydrocarthamosterone, 26-hydroxy-
makisterone C, 3-epi-20-hydroxyecdysone, ajugasterone
C, carthamoleusterone, carthamosterone a A a B, dacryhai-
nansterone (5-deoxykaladasterone), inokosterone
20,22-acetonide, integristerone A, integristerone A
20,22-acetonide, isovitexirone, lesterone, leuzeasterone,
makisterone A a C (podecdysone A, lemmasterone), poly-
podine B, polypodine B 20,22-acetonide, polypodine B
22-benzoate, poststerone, rapisterone B a C a D, rapistero-
ne D 20-acetate, rubrosterone, taxisterone, turkesterone.

Podobné slozeni obsahovych latek, hlavné co se tyce
hlavnich ekdysteroidd, ma i fada ptibuznych rostlin, lze
i fici, ze schopnost produkovat ekdysteroidy je v rostlinné
tisi Siroka, nebot’ se soudi, ze funguji mj. jako protipoZero-
va ochrana rostlin. V rostlindch a houbach péstovanych
pro potravinaiské ucely se obecné¢ mnoho ekdysteroidu
nenaléza s vyjimkou quinoy a Spenatu; zde je zfejmé ana-
bolicka aktivita 20-hydroxyekdysonu podstatou fyzické
zdatnosti bajného Pepka namotnika®?.

4. 20-Hydroxyekdyson

idem  je 20-hydroxyekdyson: (2B,3B,5B,22R)-
-2,3,14,20,22,25-hexahydroxycholest-7-en-6-on. V litera-
tufe muzeme latku najit i pod dal$imi nazvy: (+)-20-
-hydroxyecdysone, (+)-ecdysterone, commisterone, crus-
tecdysone, B-ecdysone, ecdysten, ecdysterone, ekdisten,
isoinokosterone, polypodine A, polypodine C, THE 7,
viticosterone, 20E, 20-OHE.
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20-hydroxyekdyson

20-Hydroxyekdyson je diilezity steroidni hmyzi hor-
mon, ktery reguluje embryondlni vyvoj, lihnuti, meta-
morfézu a reprodukci ¢lentt kmene Arthropoda. Dobie
byla prostudovana jeho biochemie u hmyzu. Jeho prekur-
zor ckdyson je syntetizovan z cholesterolu v potraveé
v prothorakalnich zlazach hmyzu, je vylu¢ovan do hemo-
lymfy a oxidovan na 20E v perifernich tkanich, jako jsou
tukové tkan&™. Halloween geny, které koduji monooxyge-
nasy cytochromu P450, jsou zapojeny do né€kolika kroki
biosyntézy. 20-Hydroxyekdyson aktivuje geny souvisejici
se svlékanim a metamorfézou prostfednictvim heterodime-
ru EcR/USP, ktery patii do nadrodiny jadernych receptori
(genomova akce). Také moduluje intracelularni signalizac¢-
ni kaskady prostfednictvim specifickych transmembrano-
vych span GPCR (negenomova akce). Mezi hlavni reakce
prispivajici k jeho deaktivaci (metabolismu) patfi epimeri-
zace, tvorba kyseliny ekdysonové, fosforylace, acylace
mastnymi kyselinami a glukosylace®.

Biosyntéza 20-hydroxyekdysonu zacina, napf. u octo-
milky obecné, u cholesterolu. Zpocatku je modifikovan
cholesterol ~ 7-desaturasou za  vzniku  7-dehydro-
cholesterolu. V endoplazmatickém retikulu je dale modifi-
kovan cytochromem p450 307al za vzniku diketolu. Dike-
tol muze také spontanné tvofit 3f,5B-ketodiol, ktery je
modifikovan v endoplazmatickém retikulu cytochromem
p450 306al za vzniku 3B,5B-ketotriolu. V mitochondriich
je potom 3B,5B-ketotriol modifikovan cytochromem p450
302al za vzniku 2-deoxyekdysonu a poté cytochromem
315al za vzniku ekdysonu, ktery je ekdyson 20-mono-
oxygenasou v mitochondriich oxidovan na
20-hydroxyekdyson™. V rostlindch (4juga) je biosyntéza
podobna®, ale misto 7-dehydrocholesterolu probihd pies
3B-hydroxy-5B-cholest-7-en-6-on.

Ziskavani 20-hydroxyekdysonu je odkazano na rost-
linnou ¥i3i*’. Jako jeho zdroj miiZe byt pouZito mnoho
druht rostlin (i semennych) véetnd hub®®, mechorosti
a kapradin®. Vyskytuje se i v fi§i Zivo&igné, napt. v bourci
morusovém, langusté Jasus lalandii a mnoha ¢Elenovcich
a bezobratlych, mékkysich, v parasitickych &ervech
a moiské sasance Zoanthus®. Nejvétsi obsah v rostlinné
droze (téméf 2 %) byl nalezen v opét bodlaku podobné
rostling Serratula coronata (hvézdnicovité)®. Nase parcha
obsahuje v nadzemnich ¢astech 0,02-0,4 % a v kofenech
0,04-0,24 % 20-hydroxyekdysonu.

I pfes 7 kyslikatych substituci na skeletu steroidu ma
20-hydroxyekdyson malou rozpustnost ve vodé (pouze
84 mg I™"). Rozpustnost se zvysi 105krat vytvorenim kom-
plexu s B-cyklodextrinem*'. Podstatné rozpustn&jsi je
v alkoholech (MeOH 75 g1, EtOH 5 g1 a 70% EtOH
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61 g1™), stejnd jako dalsi hydroxylované steroidy se roz-
pousti dobfe i ve smésich jako chloroform-MeOH (2:1,
32g1™), cit.*”. 20-Hydroxyekdyson je vyuzivan jako
emulgétor a povrchové aktivni latka®.

Cisty 20-hydroxyekdyson o Cistoté az 99 % se da
dnes v Ciné& koupit za rozumnou cenu. Jedna se o produkt
izolovany z riznych druh@ Cyanotis (Commelinaceae,
ktizatkovité). Na kvalitu je tfeba dat pozor a vyzadat si
pfed nakupem analyticka data.

7 7 we

5. Biologické ucinky 20-hydroxyekdysonu

Toxicita ekdysonu je velmi nizka LDso (my3) 6,4 g kg™
intraperitonealn&* a >9 g kg™ oraln&*, coz umoziuje jeho
Siroké pouzivani. Nékdy je téZ oznacovan za legalni do-
ping nejen vychodni Evropy*®*.

20-Hydroxyekdyson patii mezi vyznamné adaptoge-
ny. Jeho podavani mize pomoci dosahnout nespecifického
stavu vysoké odolnosti organismu. Hypotetickym mecha-
nismem ucinku adaptogenil jsou prostressory, které snizuji
nadmérné zvySeni mediatort stresu pii nasledujici expozi-
ci stresu'®.

Recentné byl publikovan obsahly piehled vyuziti
20-hydroxyekdysonu v humanni medicin&*®. Nékteré uéin-
ky jsou uvedeny i v tomto piehledu. 20-Hydroxyekdyson
byl pouzit pro vyvoj novych prfistupii k 1écbé sarkopenie,
Duchennovy muskularni dystrofie a dalSich stavii ochabo-
vani svali®™®, ziejmé pro zvyseni syntézy bilkovin a rege-
neraci kosterniho svalstva™. Zlep3eni stavu svalstva mize
byt spojeno s Gcinkem na zvySeni produkce ATP ve sva-
lech®. V roce 2018 byl schvalen jako 16&ivy piipravek pro
vzacna onemocnéni podle natizeni Evropského parlamentu
a Rady (ES) & 141/2000 (cit.>®). Latka byla pouzita
v mnoha studiich k potlaceni disledkd estrogenni deficien-
ce”. Bylo publikovéno pouziti 20-hydroxyekdysonu proti
filariim™. V letech 2019-2020 prob&hly té2 klinické testy
s cilem prozkoumat moZnost zlep$eni stavu prediabetiki™.
V roce 2021 byl zahajen klinicky test®® na zlepseni dycha-
cich funkci i u pacientt s COVID-19. Bylo popsano, Ze
zlepSuje metabolické a kardiovaskularni funkce u potkand
s ovariektomii na diet¢ svysokym obsahem tukd
a fruktosy’’, muze fungovat jako hepatoprotektivum’®
a imunoadjuvantni latka®. Byla zaznamenana i jeho akti-
vita proti viru dengue typ 2 (DENV-2)* a moznost pouziti
pii 1éCeni bobii horecky, giardiazy, infekce v tenkém stie-
v& zphsobena parazitem Giardia lamblia®, hymenole-
piasie zptisobené parazitem Hymenolepis®'. Studovan byl
ivliv na experimentalni arytmie, zmény hemodynamiky
a kontraktility myokardu produkovaného okluzi koronarni
arterie®”. Imunomodulaéni vlastnosti 20-hydroxyekdysonu
ani jeho bézné dostupnych derivati nebyly prokazany na
jedné strand® a na druhé strané jinymi autory byly popsa-
ny®*%. Bylo prokazano, e zlepSuje sexualni funkce
u muzi trpicich nizkym poétem spermii, Spatnou pohybli-
vosti spermii, erektilni dysfunkci nebo nizkym libidem pti
zotaveni z infarktu®. Popsano bylo pouziti ekdysteroidd
pro pripravu dermatologickych nebo kosmetickych pro-
stiedki proti vypadavani viasa® a k 16¢eni ran®®.
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Jiz od roku 1979 probiha intenzivni vyzkum ptisobeni
20-hydroxyekdysonu na nejriznéj$i nadory. K nejzaji-
mavéj§im vysledklim patii vyzkum 20-hydroxyekdysonu
k potlageni rezistence nadort k protinddorovym lékiim®*"°,
coz bylo pozorovéno i u jeho syntetickych derivata’"’2.

Obecn¢ 1ze ekdysteroidy zatadit mezi pitirodni latky,
u kterych probiha intenzivni vyzkum moznosti 1é¢eni rako-
viny”™ a leukemie’; zajimavé je pouziti ekdysteroidd
kléeni tdchto chorob’’” spoletné s bufadienolidy’®.
Vroce 2019 byl 20-hydroxyekdyson popséan jako vitamin
DI (cit.”’). Vitamin D1 (CAS RN 520-91-2) byl popiso-
van®® od roku 1932 jako ekvimolarni smés (komplex) er-
gokalciferolu (vitaminu D2) s lumisterolem (stereoisomer
ergosterolu s opacnou konfiguraci na atomech C-9
a C-10), coz bylo zjisténo i na zaklad¢ krystalografické
studie®'.

lumisterol

ergokalciferol (vitamin D2)

Sbératel mize zakoupit plySovy model vitaminu D od
firmy Giant Microbes za 9,95 USD.
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6. Poznamky na zavér

Lécivé a hlavné adaptogenni ucinky cajl, extraktil
a jinych produktd ziskavanych z parchy se nemusi opirat
jen o jejich obsahové latky ekdysteroidniho typu. Dal§imi
faktickymi nositeli G¢inkd mohou byt i obsahové latky
typu polyfenolového. Napiiklad lignanové a feruloylsera-
toninové derivaty ziskané ze semen L. carthamoides®
projevily protizanétlivé Géinky v testech na artritidu® nebo
ochranné ucinky v pribéhu oxidacniho stresu v lidskych
neutrofilech®. Neméné zajimavou je i prokdzand moznost
potlaceni vnimani bolesti a stavu uzkosti ¢i neklidu u ex-
perimentalnich laboratornich zvifat®*¢. Podobné uginky
mohou vyznamné pomahat v adaptaci organismu na stres
pfedevsim po vycerpani organismu dlouhodobym hladem,
fyzickym vycerpanim, ¢i tfeba extrémnim vykonnostnim
sportem.

Modemni pfistupy ktzv. ,repurposingu®, pouziti
schvalenych 1ékovych substanci k 1éceni chorob, pro které
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puvodné nebyly urceny, je jednou z cest, jak lacinym
a efektivnim zplisobem pfispét v ramci lékarskych véd
k vSeobecnému prospéchu. Pokud se tak €ini s pfirodni
latkou ziskanou z obnovitelnych zdrojii, kterd ma navic
zanedbatelnou toxicitu, téméf nulové Kkontraindikace
a kterd je lidstvem pouzivana po tisice let, je jen dobfe.

Pfinasime tento prispévek jako text popisujici rizné
zajimavé aspekty chemie piirodnich latek®”® i proto, ze
chceme takto reagovat na mnozstvi smyslenek, polopravd
anesmysll, které jsou kolem piirodnich sloucenin dnes
Sifeny. Je nabiledni, Ze zkouméni pfirodnich latek, jakoZto
latek z obnovitelnych zdrojii, je jednou z cest, jak lacinym
aefge()k()toivnim zpisobem pfispét k vSeobecnému prospé-
chu™™.
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Pharmacy in Hradec Kralové, Charles University Prague,
¢ Institute of Organic Chemistry and Biochemistry AS CR,
Prague, “Laboratory of Insect Physiology, Prague):
About the Miraculous Power of the "Maral Roots"

Rhaponticum carthamoides, maral root, is being used,

namely in Orient, for centuries. The focus of interest of
medicinal chemists has recently been pointed to its chemi-
cal components, namely 20-hydroxyecdysone, a herbal
drug with very low toxicity. It is registered in the EU to
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cure, e.g., Duchenne muscular dystrophy. Moreover, being
recognised as an adaptogen, it has been in use to cure pre-
diabetes and can be classified as a natural substance, for
which intensive research into cancer and leukaemia treat-
ment is running, in some cases together with bufadi-
enolides. Ecdysteroids also have the ability to affect drug
resistance in the treatment of tumours. The paper brings
the digest of the most interesting information, mainly from
the human health research.

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

Keywords: maral root, Lou Lu, Rhaponticum car-
thamoides (Willd.) Iljin, oriental medicine, folk medicine,
substances increasing proteosynthesis, 20-hydroxy-
ecdysone
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Uvod

V padesatych az sedmdesatych létech minulého stole-
ti byly hormonalni peptidy z neurohypofyzy, vasopressin
a oxytocin, jednim z nejvyznamnéjsich vyzkumnych pro-
gramii Ustavu organické chemie a biochemie Ceskoslo-
venské akademie véd (dale také UOCHB) a predmétem
zajmu velmi podstatné ¢asti védecké, klinické a farmaceu-
tické obce v tehdejsim Ceskoslovensku. Nové vyvinuté
chemické, biofyzikalni a farmakologické postupy umozni-
ly v té dobé Cetnym laboratofim v fadé¢ dalSich zemi zaby-
vat se otazkou zavislosti jejich biologickych aktivit na
struktufe jejich molekul. Prazsky pfispévek k tomuto vy-
zkumu je vyznamné spojen s UOCHB a predevsim se jmé-
ny Frantiska Sorma a Josefa Rudingera'.

Historick4 poznamka: Neurohypofyza, oxytocin
a vasopressin: prvni polovina 20. stoleti

Klinicky zajem o neurohypofyzarni peptidy je pozo-
ruhodné starého data, pozornost klinik{i upoutaly jiZ pocat-
kem 20. stoleti. AZ do padesatych let byly ovsem, stejné
jako jiné hormonalni pfipravky, k dispozici pouze ve for-
mé¢  extraktl  z biologického  materidlu, pfevazné
z vepiovych a dobytéich hypofyz ziskavanych z jatecnich
zvifat.

Uterotonické Uc€inky hypofyzarnich extraktli popsal
ve farmakologické studii poprvé v roce 1909 H. H. Dale’.
Jejich pouZiti v porodnictvi nasledovalo brzy po publikaci
jeho sdéleni v Biochemical Journal, zpocatku pro 1écbu
porodniho krvaceni v ptipadech hypotonie/atonie myome-
tria délohy nebo po cisaiském fezu®*, pozdgji k posileni
retrakce d&lohy pro porod placenty’. Jako lékové formy,
zpravidla parenterdlné aplikované, pfichdzely v Gvahu
mirné kyselé vodni extrakty hovézi neurohypofyzy, produ-
kované farmaceutickymi firmami pod riznymi firemnimi
nazvy — Pitocin, Pituitrin (Parke Davis & Co), Pituglandel
(Hoffmann-La Roche), Infundibulin. Jejich standardizaci
definovala Farmakopéa Spojenych statti (USP): piipoustée-
la 16 % celkového znecCisténi a preparaty mély obsahovat
10 mezinarodnich jednotek oxytocinu® a malé procento
konzervacnich latek (0,5 % chlorbutanolu).

Rovnéz v nefrologii a angiologii nalezly pituitarni
extrakty od druhého desetileti 20. stoleti obéasné pouZiti.
Souvislost neurohypofyzy s ziznivkou (diabetes insipidus)
byla znama z klinickych zku$enosti®; o 16&bé& s ni spojené
polyurie hypofyzarnimi extrakty referovali poprvé v roce
1913° F. Farini” a R. von den Velden®. Pozdgjsi aplikace
téchto extraktl pro hemostazu v gastroenterologii pfi vari-
cealnim krvaceni, v protiSokové terapii a pfi lokalni anes-
tezii cituje v prehledu K. Saameli’.

Preparaty pripravované extrakci zvitecich neurohypo-
fyz obsahovaly ovsem kromé peptidovych hormont i fadu
dalsich komponent — potencialnich alergenti ¢i pyrogen-
nich latek — a je s podivem, Ze pii parenteralnim podavani
jsou nezéadouci ucinky v literatufe zmiflovany jen zfidka
(viz napt.®). Piesto se tyto formy peptidi jako usp&na
1é¢iva udrzely az do poloviny padesatych let®.

* 1 15.7.2021. Nekrolog dr. Flegela viz Drasar P.: Chem. Listy 715, 575 (2021).

* Mezinarodni jednotka (IU) oxytocinu je nové definovana jako uterotonicka aktivita 1,68 pg mezinarodniho standardu
NIBSC (National Institute for Biological Standards and Control); viz https://www.nibsc.org/documents/ifu/76-575.pdf.
V prepoétu: 1 mg (nového) mezinarodniho standardu (ca. 107 mol oxytocinu) = 595 IU. Stary standard (lyofilizované ho-
vézi neurohypofyzy) uvadél 500 IU.

® U klinickych ptipadii popsanych v tehdejsich sd&lenich §lo velmi pravdépodobné o neurogenni (centralni) formu Ziznivky
(d.i. centralis). U jeji rendlni formy (d.i. renalis), nezavislé na plasmatické koncentraci vasopressinu, jde zpravidla o mutaci
genu vasopressinového receptoru V2R ¢i jeho signalni dréhy.
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Oxytocin, vasopressin a jejich analoga: vyzkum
na UOCHB

Zasadni zlom v dostupnosti Cistych preparatt peptido-
vych 1&&iv nastal po publikaci prvni syntézy oxytocinu'®!!
a vasopressinu'? v laboratofi Vincenta du Vigneauda na
Cornellové Univerzit¢ v New Yorku. Téméf soucasné
navrhli alternativni postupy syntézy oxytocinu chemici
basilejské firmy Sandoz AG" a prazska laboratoi Josefa
Rudingera'* na UOCHB CSAV; diagramy stévajicich syn-
téz shrnul koncem 60.let Boissonas s Guttmannem'”.
Koncem 50. let byly tedy k dispozici jen ,,spolehlivé” me-
tody peptidové syntézy ,.v roztoku“’. Zdokonaleny a pfi-
zplisobeny k danym Ucelim byly téz farmakologické testy
a fyziologické experimentalni postupy. Tim byla dokonce-
na prvni etapa jejich vyzkumu, jejimz cilem bylo pfede-
v§im objasnit zavislost mezi strukturou peptidového fetéz-
ce aspektrem biologickych aktivit hormoni, a to
i z fylogenetického hlediska (v 60. letech bylo jiz znamo,
ze v jednotlivych zivocisnych tfidach se vyskytuji analogy
hormonti ptivodné identifikovanych u savct). Vysledkem
byly strukturné modifikované neurohypofyzarni hormony
s pozoruhodnymi  farmakologickymi charakteristikami
adalsi moznost zmén akombinace aminokyselin
v jednotlivych polohach peptidu. V pribéhu prvni polovi-
ny 60. let vyvstala pfirozené otazka, které z téchto latek
mohou byt klinicky pouzitelné; fada takto ziskanych ana-
logil tuto moznost naznacovala.

Klinické uziti nového 1éCiva je ovSem vzdy spojeno
s otazkou jeho syntézy ve velkém méfitku (upscaling);
upscaling je kritickym limitem produkce jejich 1ékovych
forem. Postup laboratornich syntéz pouzivany v 50. a 60.
letech byl pro vyrobni techniku naro¢ny a nadto neekono-
micky: na zaklads udaj ve star§i literatuie'®' jsou vy-
tézky produktii syntézy oxytocinu v jednotlivych stup-
nich 30-85 %; ztraty vztaZzené na vychozi produkty mohou
byt pii devitistupnové syntéze az 92-99,8 %. Dnes pouZi-
vana syntéza kratSich peptidi v pevné fazi na riznych
nosi¢ich v kombinaci s jejich Cisténim vysokotéinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC) vyrobu ovS§em zrych-
lila a zjednodusila.

Referat

Nicméné¢, synteticky oxytocin byl jiz ke konci 50. let
distribuovéan nékolika evropskymi firmami. Slo o produkt
vyrabény v rozSifeném laboratornim méfitku, ¢asto patrné
ziskdvany ve spoluprici firem s vyzkumnymi laboratote-
mi: Oxytocin-Spofa (Praha), Syntocinon Sandoz (Basel) —
pozdéji Syntocinon Novartis, Oxytocin Ferring (Malmo,
Kiel) — pozd¢ji Oxytocin Ferring-Léciva (Praha), na pocat-
ku 60. let i firmou Sanabo GmbH Wien®.

Jesté méné prizniva byla tato situace pro vyrobu ana-
logh oxytocinu, a to i pfes to, ze nékteré z nich byly pokla-
dany za velmi nad&jné pro klinické uziti. Jejich redlnou
Sanci bylo ovSem té€zké posoudit. Farmakologické testy na
izolovanych tkanich i na zvifatech in vivo jsou zpravidla
zavislé na extrinzickych (iontové slozeni okolniho média
ve farmakologickém textu, pH, atd.) a intrinzickych fakto-
rech testovaciho systému (hormonélni stav ptislusné tkané,
atd.) a jejich ucinek v klinické praxi nelze spolehlivé od-
hadnout. Rozhodujici jsou proto pouze klinické testy. Uve-
deni nové lécivé latky a jeji 1ékové formy je velmi dlouhy
a komplikovany proces. Uspét mohou jen spolecnosti pra-
cujici v systému ,,spravné vyrobni praxe“ (SVP).

Pred koncem 20. stoleti byly farmaceutické firmy
pracujici v systému SVP v Ceskoslovensku ojedin&lé. Tim
lze také vysvétlit, ze se zde vyrabélo v gramovém mnoz-
stvi pouze jediné nové peptidové uterotonikum, Methy-
loxytocin Spofa, ackoliv prazské laboratofe, zvlasté na
Ustavu organické chemie a biochemie CSAV, patiily
v designu a syntéze peptidi ke svétové Spicce. Pritom $lo
o analog, ktery v gynekologické a porodnické praxi nedo-
sahl velkého rozsifeni. Farmakologické studie uz tehdy
dokladaly, ze chranéni hydroxylu methylovou skupinou na
aromatickém jadru tyrosinu v poloze 2 vede ke sniZeni
uterotonické aktivity pfi zachovani jistého stupné afinity
k oxytocinovému receptoru, tedy k posunu od agonismu
k antagonismu'®'”. Obecng& jsou starsi udaje o aktivitich
2-O-methyltyrosin-oxytocinu spiSe nejasné; presnéjsi data
v oblasti agonisticky plsobiciho peptidu uvadéji 0,05-0,1 %
aktivity oxytocinu, nulovou (pouze antagonistickou) akti-
vitu vasopressorickou u krysy a 1,8 % u kohouta. Publiko-
vana data o klinickych vlastnostech (Spofa) nejsou v tomto
sméru piili§ presvédeiva'®. Z klinického hlediska zajima-

¢ Podobna situace pfichazela v prvni poloving 20. stoleti u vétSiny, ne-li u vSech, hormonalnich preparatii izolovanych béz-
nymi biochemickymi technikami ze Zivo¢iSnych tkani. Riziko, ze dojde k nebezpecnym nésledkiim, bylo zna¢né a spojeno
s nebezpeéim, ze vyvoj ucinného 1éku bude na léta pozdrzen. Snad nejdramati¢téjsi situace vyvstala v piipadé inzulinu:
jako prvnimu (14letému) pacientovi s infaustni prognoézou diabetu (typy I, II nebyly tehdy jesté identifikovany) byl
v kritické situaci v prosinci 1921 na jedné z klinik Toronto General Hospital intravendzné aplikovan jesté nedokonale vy-
¢istény extrakt pankreatu ptipraveny F. Bantigem a C. Bestem. OSetiujici 1ékat, Dr. W. Campbell, ho oznadil jako ,,a thick
brown muck®. Nicméné¢, a nastésti, hypoglykemicky ucinek byl neslychany a neptfedpokladany, zadna vaznéjsi nezadouci
reakce nenastala, a proto dalsi vyzkum inzulinu nebyl blokovan (viz Michael Bliss: ,,The Discovery of Insulin®, The Uni-
versity of Chicago Press, 1982, str. 112).

4 Pozoruhodné je, Ze oxytocin, vyrabény podle postupu z UOCHB v n.p. Létiva — SPOFA, obsahujici stopy diethyletheru
po extrakei zbytkl chranicich skupin, se uzival v porodnictvi jesté v 70. letech minulého stoleti.

¢ Peptidlaboratorium der Firma Sanabo Wien XII. Udaje o produkci v této firmé chybi. Ve firm& byl &inny spolupracovnik
profesora Hanse Tuppyho, Hans Nesvadba, piivodn¢ Organisch-chemischen Institut der Universitidt Wien. Firmu prevzala
podle ustniho sdéleni jednomu z autort tohoto textu firma Sandoz AG (V. P., sdéleni B. Berde, Sandoz AG, Basel, 1968).
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vy, 1 kdyz fyziologicky ne zcela podlozeny, je prokazany
pokles laktacidozy u dlouhotrvajicich porod. U porodu,
unichz se délozni kontrakce zesilovaly oxytocinem, po-
kles laktacidozy pozorovan nebyl: autofi z Ustavu pro
matku a dité v Praze-Podoli'’ uvad&ji hladinu laktatd pfi
nahradé¢ oxytocinu methyloxytocinem zhruba 20nasobné
nizsi. Presto se tento 1ék v zahrani¢i nerozsitil a mél vy-
znam spiSe lokalni.

Podstatné zajimavéjsi pro klinickou praxi byla analo-
ga vasopressinu (predevs§im 8-lysin-vasopressinu) synteti-
zovanych v laboratofich UOCHB. Slo jednak o analoga
hormonogenového typu®**' s prodlouzenym uginkem,
z nichz [(Gly);-Cys',Lys®]vasopressin byl pozd&ji vyrabén
ve Svédsku jako Glypressin Ferring® (Terlipressin INN)
a v Némecké spolkové republice jako Haemopressin fir-
mami Curatis Pharma GmbH a Meduna Arzneimittel
GmbH. Jako velmi slibny se jevil analog vasopressinu
s vyraznym posunem ve farmakologickém spektru smérem
k antidiuretické aktivité 1-deamino-8-D-argininvasopressin
(Desmopressin INN, dDAVP)**?*, V prvnim piipadé §lo
o peptidy s pouzitim v ptipadech, kde hrozil kardiovasku-
larni kolaps: traumaticky Sok ¢i krvaceni z ezofagealnich
varixi. Literatura pfinasi fadu zprav o jejich terapeutickém
pouziti, v konkurenci s dal§imi kardiovaskuldrnimi léky
nebyly vSak na prvnim misté. Pokud jde o dDAVP, byl
hned po prvnich klinickych zkouskach rozpoznan jako
potencialni peptid pro substitucni terapii diabetes insipidus
(viz®). V mensim mnozstvi, kolem 30 g za rok, byl
dDAVP nejprve vyrabén v UOCHB, pozd&ji po vybudova-
ni novych peptidovych laboratofi v roce 1976 ve statnim
podniku Lé¢iva-SPOFA. Tehdejsi feditel UOCHB a pied-
seda akademie véd Frantisek Sorm se snazil o jeho rychlé
zavedeni do vyroby a tim i jeho rozsiteni v klinické praxi.
V Ceskoslovensku vsak nebyl piili§ uspésny, predeviim
v disledku strnulé hospodaiské a legislativni politiky.

Potatky spolupriace UOCHB s firmou Ferring
Likemedel AB Malmé

K prvnimu kontaktu UOCHB se zéstupci firmy Fer-
ring Liékemedel AB Malmo doslo na podzim roku 1967 na
sympoziu ,,Pharmacology of Hormonal Polypeptides®

Referat

v Milanu prostfednictvim danského neurofyziologa Nielse
A. Thorna, profesora fyziologie na kodaiiské univerzit&".
Symp6zium bylo zaméfeno na hormondlni polypeptidy
a proteiny®, z UOCHB se ho na pozvani ugastnili
s ptednaSkami Josef Rudinger, Karel Jost a Vladimir Plis-
ka. (Jejich souhrnné sdéleni bylo publikovano v Advances
of Experimental Medicine and Biology*). Niels Thorn
seznamil V. P. s tehdejsim vedoucim 1ékaiské sekce firmy
Ferring AB, Janem Mulderem, ktery rovnéz patfil mezi
Ggastniky sympozia. Ugelem sezndmeni oviem nebyla
budouci spoluprace firmy s UOCHB (a tim méné pozdgjsi
produkce dDAVP jako 1é¢iva), nybrz jiz déle piedtim pla-
novany spole¢ny projekt Thorna a V. P., tykajici se tehdy
jesté neobjasnéného transportu neurohypofyzarnich hor-
mont z nervovych zakonceni v neurohypofyze do periferni
cirkulace®?’. V laboratofich firmy Ferring syntetizovali
kratce predtim Carlsson a Sjoholm" oxytocin a 8-lysin-
-vasopressin specificky tritiovany na tyrosinu v poloze 2
(cit.®*). Oproti nespecificky tritiovanym produktim se
predpokladala podstatné omezena izotopova vymena
s okolnimi molekulami vody; to se ostatné potvrdilo
v dlouhodobé studii stability tritiovaného vasopressinu®.
Tritiovany vasopressin mohl tedy byt s vyhodou pouzit
v uvedeném projektu a Jan Mulder dal nejen najevo svij
souhlas, ale zarugil i svoji plnou podporu. Cést kodaiiské-
ho projektu se tim presunula do Ferringovskych laboratoii
v Limhamnu u Malmd, na druhém biehu Oresundu, kde
bylo tehdy hlavni sidlo firmy. Vedle jiz jmenovaného Jana
Muldera se na projektu podileli pfedevsim vedouci che-
mickych laboratofi Lars Aake Ingemar Carlsson a jeho
asistent Jan-Ake Skoldbock, kteii syntetizovali a &istili
oxytocin pro vyrobu lékovych forem, farmakolog Per Me-
lin, zabyvajici se neurohypofyzarnimi hormony (jeho jmé-
no je Uzce spojeno s pozdéjSimi uspéSnymi léky — Atosi-
ban, Carbetocin), dale ekonomicky feditel Ferringa Sam
Matarasso a predevsim zakladatel firmy Ferring, jeji prezi-
dent a v t& dob¢ jesté hlavni akcionatr Frederick Paulsen
a jeho manzelka Eva Paulsen. V diskusich s V. P. byl také
zminén nové syntetizovany analog dDAVP z laboratofe
Milana Zaorala na UOCHB a jeho pozoruhodné spektrum
aktivit se silnym posunem k aktivit¢ antidiuretické
a s témét uplnou absenci vazokonstrikéni aktivity. Pies
pomérné nizkou prevalenci centralni formy diabetes insi-
pidus se dADAVP jevil jako naprosto preferencni prostiedek

"Niels Anker Thorn (1924-2014), Institute of Medical Physiology C, Panum Institute, University of Copenhagen, Den-
mark.

€ International Symposium on the Pharmacology of Hormonal Polypeptides, held in Milan, Italy, September 14-16, 1967.
(Publikace: Proceedings of an International Symposium on the Pharmacology of Hormonal Polypeptides, held in Milan,
Italy, September 14—16, 1967. Editors: Nathan Back, Luciano Martini, Rodolfo Paoletti. Plenum Press, 1968).

" Lars Aake Ingemar Carlsson byl vedouci peptidovy chemik ve firemnich laboratofich firmy FERRING, Ingvar Gosta
Holger Sjbolm, pozdgji profesor na Uppsalské univerzité, pracoval v té dobé na Kralovském farmaceutickém institutu
(Kungliga Farmaceutiska Institutet) ve Stockholmu. K syntéze pouZili v prvnim stupni jimi syntetizovany L-3 iodotyrosin-
-lysin-vasopressin, ve kterém v alkalickém prostiedi substituovali jod plynnym tritiem. Ziskali tak tritiovany peptid s tehdy
tictyhodnou specifickou radioaktivitou 2—3 Ci/mmol (7,4-10'°~1,1-10"" Bq/mmol) a vyhnuli se tehdy b&Zn& pouzivané pii-
mé expozici zavérecného produktu — tedy oxytocinu ¢i 8-lysin-vasopressinu — tritiem (Wilzbachova metoda), vedouci
k nespecifické vyméné riznych vodikovych atomi v molekulach obou peptid tritiem.


https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=Kungl.+Farmaceutiska+Institutet+Stockholm&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjlitasv4_lAhXptYsKHVbzCnUQBQgsKAA
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pro substitucni terapii; dosud pouzivany Pitressin riznych
vyrobctt vykazoval nepfijemné az nebezpecné vedlejsi
ucinky spojené s vasokonstrikéni aktivitou. Analog vzbu-
dil pochopitelny zajem zv1ast€ u Jana Muldera a u Frederi-
ka Paulsena. O tomto z4jmu referoval V. P. po ndvratu
fediteli UOCHB Frantisku Sormovi. Zda se, Ze ten mezi-
tim ucinil dalsi pokus prosadit vyrobu dDAVP
v Ceskoslovensku; po jeho nezdaru pozadal Sorm o zpro-
sttedkovani kontaktu s Ferringem. Jan Mulder pfiletél do
Prahy k pfedbéZnému jednani o podminkach spoluprace,
1969 béhem nékolika hodin dohodnuto. Prvni dohoda byla
pisemné dokumentovdna a podepsana F. Sormem,
J. Mulderem a V. P. a pfedloZena pravnimu oddéleni Aka-
demie ke schvaleni'. Jeho platnost byla potvrzena je$té
v pribéhu odpoledne a Jan Mulder odleté]l do Svédska
s predbéznou pisemnou dohodou, ktera pfinesla firmé Fer-
ring neocekavany uspéch a zisk, chemiklim obou stran
prosp&iné kontakty a také finanéni vyhody pro UOCHB.

Nékolik poznamek k firmé FERING v dobé
pocatku spoluprace s UOCHB

Na pocatku 70. let, tedy v dobé pocatku kontaktl
mezi obéma institucemi, byla firma Ferring AB spiSe men-
§im farmaceutickym podnikem, od roku 1954 v Malmo-
Limhamnuv'. Je$té vroce, kdy zapodala spoluprace
s UOCHB, byl veskery provoz firmy soustiedén ve vile
blizko pobiezi Oresundu; k rozsifeni o dal§i nemovitosti
v okoli a k rozsahlé piistavbé doslo po tomto datu. V jejim
Cele stal jiz zminény zakladatel firmy Dr. med. Frederik
Paulsen  (1909-1997; puvodné Friedrich, narozen
v Dagebiill, Nordfriesland, Schleswig-Holstein)’' (obr. 1).
Byla to po vSech strankdch vzacnd a vysoce vzdélanad
osobnost. Jeho zajmy zahrnovaly nejen jeho pivodni vé-
decky obor — endokrinni farmakologii; stejné intenzivné se
zabyval historii a jazykem svého rodného kraje, Severo-
frizskych ostrovii (od jména ostrova Faroe a jeho obyvatel
ferringii je odvozeno jméno spolecnost Ferring), svétovy-
mi d€jinami, literaturou a lingvistikou. Soucasny politicky
vyvoj a socialni otazky s nim spojené sledoval o¢ima libe-
raln¢ progresivniho pozorovatele. Samoziejmé mél jako
teditel firmy odpovédnost za jeji ekonomicky prospéch,
av8ak védecka stranka byla jeho pfednostnim zajmem.

Referat

Z toho hlediska také pohlizel na spolupraci s ceskou stra-
nou, i kdyz se aktivné na jednanich s UOCHB nepodilel.
Prvnim 1ékafskym feditelem vyzkumu byl az do své
tragické smrti (30. dubna 1976) Holand’an Dr. med. Jan
Louis Mulder, ktery, jak jiz bylo zminéno, navazal ze
$védské strany spolupraci s UOCHB. Dik svym organizag-
nim schopnostem a kontaktim na evropskych klinikach
dosahl rychle povoleni ke klinickym zkouskam. To, ze
dDAVP byl vcas a §iroce dostupny v 1ékaiské praxi byla
pfedevsim jeho zésluha. Jan Mulder podnikl rovnéz kon-
cem roku 1969 prvni kroky ke klinickym testim jednoho
z prvnich potentnich oxytocinovych antagonistli z labo-

ratoii UOCHB, 1-N“-acetylcystein-2-O-methyltyrosin-
-oxytocinu®**® ve Svédsku. Pozdg&jsi Gsp&ny rozvoj

v aplikaci tokolyticky piasobicich oxytocinovych analogi
(atosiban) nastal az po jeho smrti. Ve funkci feditele jej
vystiidal Hans Vilhardt (1940-2015) z Ustavu lékaiské
fyziologie na univerzit¢ v Kodani (pozd¢€jsi profesor tam-
té2)*. Po ném nésledoval Jan Ivan Thorell (*¥1934), profe-
sor klinické chemie na univerzit¢ v Lundu; odeSel pozd¢ji
do vedouci funkce ve vyzkumu Pharmacia Diagnostics AB
(Uppsala). Posledni z této fady, dosazeny jesté Frederikem
Paulsenem sen., byl Tain C. A. F. Robinson (¥*1949) z Na-
tional Institute for Medical Research, Mill Hill, London.

Vedouci pozice ve firemnim vyzkumu zaujimaly dvé
osobnosti, peptidovy chemik Lars Aake Ingemar Carlsson
a farmakolog Per Melin'. Prvni z nich byl zde jiz nékoli-
krat zminén jako vyznamny syntetik, ktery se o svou pu-
blicitu mezi evropskymi kolegy malo zajimal, publikoval
spise jako spoluautor; jeho doménou byly peclivé naro¢né
syntézy v laboratofi, nevyhybajici se ani operacim
s radioizotopovym znaCenim peptidd. Uvazoval je
s ohledem na provozni produkci peptidovych lé¢ivych
latek v SirSim smyslu. Tyto vlastnosti ocefiovala fada mla-
dych peptidovych chemikl a v Malmé tak vznikla inova-
tivni skupina peptidovych syntetikd. Mezi jinymi byl pol-
sky chemik Jerzy Trojnar (¥1943), ktery pozdé&ji Carlsso-
novu funkei pfevzal (v létech 2003-2008 byl pak ¢inny
v Ferring Research Institute Ltd., San Diego, CA™ jako
jeden z reditelir).

Per Melin stal na pocatku vyvoje farmakologického
testovani a vyzkumu ve firmé Ferring. Jeho publikacni
aktivita je rozsahla, byl vitanym partnerem v etnych vy-
zkumnych a klinickych projektech. Ma velmi vyznamny
podil na zavedeni tokolytika atosibanu do klinické praxe

e

stupny (Ci snad neni na ptislu$nych mistech z4jem zveftejnit priibéh téchto jednéni).

J'V roce 1956 byla oteviena pobo¢ka FERRING GmbH v Kielu, vedena bratrem Frederika, Dr. Otto Paulsenem. Byla od
pocatku zaméfena na produkci 1éCiv a na jejich odbyt, zvlasteé na némeckém trhu.

¥ Sdéleni na okraj (V. P.): po navratu Hanse Vilhardta na kodafiskou univerzitu uvazoval F. Paulsen sen. o pozvani Tomi-
slava Bartha (1938-2007) z UOCHB do této funkce. V té dob& (pocatkem 80. let) existovaly ale opravnéné pochyby, Ze by
kdokoliv z tehdejsi CSSR (a i z ostatnich zemi pod sovétskym vlivem) mohl takovou funkei prevzit. Doklad4 to nicméng

tehdejsi uzké vztahy mezi spoleénosti FERRING a UOCHB.

'V soucasnosti nebylo autoriim mozné jejich Zivotopisné udaje zjistit. Lars Carlsson zemiel — snad koncem 90. let — na
nasledky diabetu, Per Melin odesel po roce 1999 do penze a presidlil do Velké Britanie.

™ Ustav zanikl v roce 2016.
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Eva Paulsen, Alkersum (Fohr

zari 1991 (Foto V.P.)

()

Hans Vilhardt (& V.P.) Niels A. Thorn (& V.P.), severni
Kopenhagen, zdri 1984 Zealand (Ddnsko), kvéten 1968

e
Per Melin (& V.P.), Edinburgh, Tom Barth (& V.P.), Edinburgh,
ZGri 1999 (Foto Maurice Manning) 2Gri 1999 (Foto Maurice Manning)

Obr. 1. Autorim dostupné fotografie osob spojenych s projektem spolupriace UOCHB — Ferring Likemedel AB, Malmé

a s jeho pouzitim jako inhibitoru oxytocinového receptoru vyzkumu a vyvoje peptidii v Ustavu organické chemie
ve farmakologickych a fyziologickych studiich®*** a biochemie CSAV. Vliv jeho zakladatele a feditele Fran-
tiska Sorma byl, pro jeho postoje a nazory na okupaci Ces-
koslovenska armadami zemi VarSavské smlouvy, potlaco-

Vyzkum neurohypofyzirnich peptidi van a postupné slabl. Pfes trvajici védeckou kvalitu Gstavu

v Ceskoslovensku po roce 1968 a jeho piislunikdl byly podminky vyzkumu v dasledku
5 politicky motivovaného omezeni kontaktli se svétovou
Rok 1968 piedstavoval v Ceskoslovensku meznik vé&deckou komunitou, nedostatku importovanych chemika-

z mnoha historickych hledisek. Byl kriticky také z hlediska lii a pfedev8im snahami o byrokratické fizeni vyzkumu
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velice ztizeny.

Laboratof Josefa Rudingera (1924—1975) byla po jeho
odchodu v roce 1968 do Svycarska rozdélena na dvé &asti.
Jednu z nich vedl Karel Bléha, jehoz védecka aktivita ve
spolupréci s Ivo Fricem byla zaméfena spiSe na problémy
fyzikaln€ chemickych a spektrdln€ chiroptickych vlastnosti
peptidi. Ve vyzkumu neurohypofyzarnich hormoni
a hlavné pak analogli oxytocinu pak pokracoval zejména
Karel Jost a Karel Poduska, spolu s Vladimirem Gutem.
Biochemické a biologické vlastnosti latek pak nadéle stu-
doval Tomislav Barth. Ve Vyzkumném ustavu farmacie
a biochemie v Praze (VUFB) pak pokradoval ve vyzkumu
peptidli vedle Ivana Krej¢iho také zdk Josefa Rudingera
Evzen Kasafirek (tragicky zahynul v kvétnu 2001 (cit.>®)").

Druhou skupinu peptidit vedl Milan Zaoral. Predmé-
tem jeho zajmu byly zejména vasopressinova analoga,
predevsim jiz pfed rokem 1968 podrobné zkoumany vliv
modifikace  struktury = vasopressinu v poloze 8
(enantiomerni zdmeéna L/D argininového postranniho fetéz-
ce) v této pozici. Jak zminéno vyse, analogy 1-deamino-8-
-D-arginin-vasopressin (dDAVP, Desmopressin) a 1-tri-
glycyl-8-lysin-vasopressin (Terlipressin) byly pak prodany
v licenci firm¢ Ferring AB, ktera tak ziskala pravo vyrabét
tyto latky pro zapadoevropskeé staty a pro USA.

Produkce peptidovych lé¢iv v Ceskoslovensku
v 70. a 80. letech

V Ceskoslovensku byly tradiéné peptidy vyrabény
laboratorn¢ v nepfilis velkych (gramovych) mnozstvich
v narodnim podniku (dale také n.p.) Léciva v ramci skupi-
ny SPOFA (zkratka pro Spojené farmaceutické zavody).
Vedeni SPOFA a Léciv sice spolupracovalo jiz od padesa-
tych let sUOCHB, peptidy vSak piedstavovaly
z vyrobniho a ekonomického hlediska jen nepatrny objem
a maly zisk. Tomu odpovidal i maly zajem ¢eského farma-
ceutického primyslu o tento druh kvalifikované chemie.
Po prodeji licence firmé Ferring zéjem o peptidovou vyro-
bu v n.p. Léciva ponc¢kud vzrostl a v disledku toho byly
laboratote peptidii v zadvod€¢ Léciv v prazskych Komora-
nech postupné rozsiteny a rekonstruovany (nové oddéleni
peptidii v Lécivech bylo vsak otevieno az v lednu 1976).
Analogy neurohypofyzarnich hormond, které jiz
v relativné velkém objemu licenéné vyrabél Ferring, byly
v Lécivech v podstatné mensim objemu vyrabény pro soci-
alistické staty vychodni Evropy a Sovétského svazu. Zisk
z vyroby peptidii byl vSak v celkovém objemu vyroby
v n.p. Lé¢iva stale velmi maly.

V poloprovoznim oddéleni UOCHB byly nékteré
peptidy, schvalené jako 1é¢ivé latky, syntetizovany pro n.p.
Léciva. Je nutno zminit, Ze v sedmdesatych letech nebyl
jesté ani ve vyrobnich farmaceutickych provozech zaveden
systém SVP (viz vyse). Pfimétené, avsak z hlediska SVP
stale nedostate¢né vybaveny poloprovoz UOCHB, mohl
tak byt jesté vyuzit ipro vyrobu Ilécivych piipravka.

" http://www.csbmb.cz/bulletin/2002_2.pdf
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Zejména Cisténi peptidd predstavovalo v n.p. Léciva velky
problém. Prvni Sarze 1é¢ivé latky desmopressinu byly pro-
to vyrabény v poloprovozu UOCHB a CiStény pfimo
v laboratofi Milana Zaorala. 20-30 g desmopressinu bylo
pak dodavano pro vyrobu lékové formy desmopressinu
pod nazvem Adiuretin SD (nosnich kapek) v mécho-
lupskych Lécivech.

Analog oxytocinu 2-O-methyltyrosin-oxytocin (methyl-
oxytocin) byl v oddéleni peptidii ve skupiné Karla Blahy
¢istén jen v malém mnozstvi (kolem 5 g) metodou proti-
proudého  vytfepavéani, zavedenou vroce 1944
L. C. Craigem’’. Surovy methyloxytocin byl vyrabén pii-
mo v Lécivech v Praze Komotanech postupem vyvinutym
v UOCHB. UOCHB tak pomahal pfi vyrob& peptidti az
témét do poloviny osmdesatych let minulého stoleti.

Pozdéjsi vyvoj

Vztahy mezi vyzkumniky prazského okruhu a labora-
tofemi Ferring AB v Malmé byly od konce 60. do polovi-
ny 70. let velmi produktivni a vedly k vyvoji terapeuticky
zajimavych analogi neurohypofyzarnich peptidi. UOCHB
se po uzavieni zminéné dohody stal pro Svédskou firmu
a pro jeji vedeni soucasti védeckého zazemi, ke kterému se
vedle jiz tradi¢nich skandinavskych univerzitnich kontakti
(Uppsala, Lund), casto vlivem prazskych peptidovych
vyzkumnikdl, pfipojovali védci-peptidati z dalSich zemi.
Ze §védské strany priSly naproti tomu impulsy, které
v pozdgjsich Sedesatych letech iniciovaly zahajeni moder-
n¢jsiho pristupu k peptidové vyrobé v Praze.

Vté dob& oviem autokratickd politika v Cesko-
slovensku védeckému rozvoji — pokud nevedl ke kratkodo-
bym ekonomickym piinosiim — nepfala a styk mezi védec-
kymi pracovniky ze zapadnich zemi a z evropskych zemi
pod sovétskym vlivem administrativnimi a finanénimi
opatfenimi ztézovala, ¢i spiSe znemoziiovala. Po roce 1969
vedeni UOCHB ztracelo moznosti volné spoluprace se
zapadnim zahrani¢im; osobni styky s kolegy z Ferringov-
skych laboratofi byly koncem sedmého desetileti velmi
omezené. Za takovych okolnosti se vyzkumné a i vyrobni
aktivity firmy Ferring postupné soustiedily na spolupraci
s dal$imi evropskymi a zamotskymi laboratofemi.

V této situaci vznikla z iniciativy Frederika Paulsena
v lednu 1981 mensi mezinarodni skupina externich védec-
kych pracovnikl s ndzvem ,,Ferring Colloquium* se zamé-
rem sledovat vyvoj v oboru peptidovych farmaceutik a tak
podporovat rozvijejici se vyzkumnou komunitu v Malmao®.
Spole¢né publikace autorti z této skupiny a vyzkumniki
z Ferringa byly az do ukonceni jeji ¢innosti v fijnu 1986
obvyklé. Na jeji navrh sponzorovala firma Ferring (a poz-
d¢ji PolyPeptide Group) pro Evropskou peptidovou spo-
lecnost (The European Peptide Society) ,,Josef Rudinger
Memorial Award®, cenu udilenou za vyznamné piispévky
k chemii peptidu, spojenou s plenarni pfednaskou na pravi-
delnych Evropskych peptidovych sympoziich (v dvouroc-
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nich cyklech)?. V roce 1983 organizovali ¢lenové kolokvia zajimavych 1&Civ,

ve Stockholmu mezindrodni sympozium na téma — marketingovou organizaci Ferring Pharmaceuticals
,biogenetika neurohormonélnich peptidi®“, vroce 1985 CZ s.r.o.

pak publikované v Academic Press®. S fadou pfislusnika

tohoto seskupeni pak Ferring navézal uzsi a obcas i for- Vice nez padesatileté vztahy mezi peptidovymi vy-
malni kontakty: Ulf Ragnarsson (Biomedical Center, Uni- zkumniky v Praze a v plivodn€ malé §védské firmé Ferring
versity of Uppsala) byl v letech 1980-1987 konzultantem AB, ktera se béhem casu — a jisté i zasluhou ceskych part-
firmy, ¢lenové jeho laboratofe (Lars-Eric Larsson, Bengt nert — vyvinula ve vyznamnou svétovou farmaceutickou
Sandberg) spolupracovali v projektech tykajicich se neuro- firmu, pokracovaly tak za novych historickych podminek
hypofyzarnich hormont; spoluprice s Michaelem Szelke jiz na zcela jiné osobni a instituciondlni Grovni.

vedla k zaloZzeni vyzkumné odbocky Ferringa v Anglii.
Uzké védecké kontakty existovaly s ustavy dalSich clenli LITERATURA
kolokvia, znichz dva znich pfevzali doCasné vedouci

postaveni laboratofi Ferring v Malmo (Hans Vilhardt, lain 1. Pliska V., Pafizek A., Flegel M.: Chem. Listy 713,
C. A. F. Robinson). Skupina ukoncila svou ¢innost, pies 675 (2019).
nesouhlas Frederika Paulsena sen., pro neshody 2. Dale H. H.: Biochem. J. 4, 427 (1909).
s nastupujicim novym vedenim Ferringu. V roce 1988 3. Blair Bell W.: Br. Med. J. 2, 1609 (1909).
pfevzal vedeni rodinného podniku nejmladsi syn Frederika 4. Foges A.: Archiv fiir Gyneakologie 99, 455 (1913).
starSiho Frederik Dag Arfst Paulsen (*1950). 5. Blair Bell W.: Proc. R. J. Med. 8, 71 (1915).
Pod jeho vedenim doslo k zékladnim zméndm ve 6. Lindholm J.: Pituitary 7, 33 (2004).
struktufe firmy, které se velmi podstatné tykaly i spolupra- 7. Farini F.: Gazz. Osp. Clin. 34, 1135 (1913).
ce s ¢eskou stranou. V ramci ,,joint venture” Ferringa se 8. von den Velden R.: Berl. Klin. Wochenschr. 50, 2083
skupinou Léciva Praha vznikla v 1étech 1990-1992 nejpr- (1913).
ve spolecnost Prague Polypeptide Institute spol. s.r.o. 9. Saameli K., v knize: Neurohypophysial Hormones and
a pozde¢ji Ferring-Léciva a.s., kam postupné presla cast Similar Polypeptides (Berde B., ed.), str. 577. Sprin-
zaméstnanci spoleCnosti Léciva st.p. Praha, rozsifena ger-Verlag, Berlin, Heidelberg 1968.
o dalsi peptidové chemiky. Vyrobni prostory pro produkci 10. du Vigneaud V., Ressler C., Swann J. M., Roberts
zakladnich peptidd pro farmaceutické preparaty zlstaly C. W., Gordon S., Katsoyannis P. G.: J. Am. Chem.
nejprve v laboratofich Lé¢iv v Praze — Komotanech, poz- Soc. 76,3115 (1954).
déji se spolecnost jiz pod nazvem Polypeptide Laborato- 11. du Vigneaud V., Ressler C., Swann J. M., Roberts
ries Praha pfestéhovala do laboratoii v Hostivafi, kde fir- C. W., Katsoyannis P. G., Gordon S.: J. Am. Chem.
ma pronajala prostory diivéjsiho Ustavu pro vyzkum, vy- Soc. 75,4879 (1953).
robu a vyuziti radioizotopti. 12. du Vigneaud V., Gish D. T., Katsoyannis P. G.:
Pro produkci 1ékovych forem byl po roce 1997 urcen J. Am. Chem. Soc. 76, 4751 (1954).
nové vybudovany farmaceuticky podnik spole¢nosti 13. Boissonnas R., A,, Guttmann S., Jaquenoud P.-A.,
nFerring Léciva“ v Jesenici u Prahy. J.-P. Waller J.-P.: Helv. Chim. Acta 28, 1491 (1955).
Podle firemni informace (https://www.ferring.cz/) 14. Rudinger J., Honzl J., Zaoral M.: Collect. Czech.
byla pak ¢eska pobocka v roce 2008 rozdélena na dvé sa- Chem. Commun. 27, 202 (1956).
mostatné jednotky: 15. Boissonnas R. A., Guttmann S., v knize: Neurohypo-
— vyrobni zavod Ferring-LéCiva a.s. vyroba lékovych physial Hormones and Similar Polypeptides (Berde
forem peptidt a dalSich, pro spolec¢nost Ferring Group B., ed.), str. 40. Springer Verlag, Berlin 1968.

© Trvali pfislusnici (ptivodni plisobisté): Rolf Hikanson (University of Lund), Vladimir Pliska (ETH Ziirich), UIf Ragnars-
son (University of Uppsala), Iain C. A. F. Robinson (National Institute of Medical Research, London), Michael Szelke
(Royal Postgraduate Medical School, Hammersmith Hospital, London), Jan 1. Thorell (FERRING AB, Malmé), Hans
Vilhardt (University of Copenhagen), Karlheinz Voigt (Universitdt Ulm, pozdgji Philipps-Universitit Marburg, Institut fiir
Physiologie und Pathophysiologie), Wolfgang Wuttke (Max-Plank-Institut fiir Biophysikalische Chemie, Géttingen). Pozo-
ruhodné je, ze Cesti vyzkumnici do této skupiny zaclenéni nebyli, ackoliv jejich pfitomnost by byvala byla velice vitana,
zvlasté spoluprace s T. Barthem. Vznikly ale pochybnosti, Ze jejich pravidelnd ucast na zasedanich v zapadnich zemich by
se ze strany ¢s. ufadu nesetkala s pochopenim a bylo by tudiz nutno pocitat s jejich témét pravidelnou absenci. Vedeni fir-
my mélo rovné€z opravnéné obavy, ze pokud by jejich cesta povolena byla, byli by po navratu ¢eskoslovenskymi organy
dotazovani na diivérné interni zlezitosti firmy.

P The Josef Rudinger Memorial Lecture Award is presented “in commemoration of Josef Rudinger’s role in the foundation
of the European Peptide Symposia and of diverse contributions he made to peptide chemistry”. The Award is presented
during the EPS Symposium and is sponsored by PolyPeptide Group.

9 The FERRING Symposium on “Biogenetics of Neurohormonal Peptides” held in Stockholm, Sweden, July 1-2, 1983;
Biogenetics of Neurohormonal Peptides (eds. R. Hékanson, J. Thorell), Academic Press, London 1985.

63


https://www.ferring.cz/

Chem. Listy 116, 20-27 (2022)

16. Krejci 1., Polacek I.: Eur. J. Pharmacol. 2, 393 (1968).

17. Krejéi 1., Polacek I., Rudinger J.: Br. J. Pharmacol.
Chemother. 30, 506 (1967).

18. Navratil K.: Ceskoslovensk4 Farmacie 15, 540 (1966).

19. Hodr J., Stembera Z. K., Brotanek V., Rudinger J.,
Vondracek J., v knize: Intra-Uterine Dangers to the
Foetus: Based on an International Symposium, Pra-
gue, October 11th-14th, 1966 (Horsky J., Stembera Z.
K., Merkatz 1. R., Dennis K. J., ed.), 12. dil, str. 445.
Excerpta Medica Foundation, Amsterdam 1967.

20. Kyn¢l J.,, Rezabek K., Kasafirek E., Pliska V.,
Rudinger J.: Eur. J. Pharmacol. 28, 294 (1974).

21. Rudinger J., Pliska V., Krej¢i I.: Rec. Prog. Horm.
Res. 28, 131 (1972).

22. Zaoral M., Kolc I., Sorm F.: Collect. Czech. Chem.
Commun. 32, 1250 (1967).

23. Vavra I, Machova A., Holeéek V., Cort J. H., Zaoral M.,
Sorm F.: Lancet 291, 948 (1968).

24. Vavra 1., Machova A., Krej¢i 1.: J. Pharmacol. Exp.
Ther. 188, 241 (1974).

25. Rudinger J., Pliska V., Rychlik L, Sorm F., v knize:
Pharmacology of Hormonal Polypeptides and Pro-
teins (Back N., Martini L., Paoletti R., ed.), str. 66.
Plenum Press, New York 1968.

26. Pliska V., Barth T., Thorn N. A.: Acta Endocrinol. 67,
1 (1971).

27. Pliska V., Thorn N. A., Vilhardt H.: Acta Endocrinol.
67,12 (1971).

28. Carlsson L., Sjoholm I.: Acta Chem. Scand. 20, 259
(1966).

29. Sjoholm 1., Carlsson L.: J. Labelled Compd. 3, 3
(1967).

30. Pliska V., Meyer-Grass M., Bersinger N., Carlsson L.,
Melin P., Vilhardt H.: Experientia 36, 1145 (1980).

31. Amon B.: Ahead of His Time. Ferring Gmbh, Kiel,
BRD 1999.

32. Jost K., Pliska V., Krejci 1., Sorm F.: U.S. Patent
3,973/69 (1973).

33. Joit K., Sorm F.: Collect. Czech. Chem. Commun. 36,
297 (1971).

34. Melin P.: Regul. Pept.45, 285 (1993).

35. Melin P., Trojnar J., Johansson B., Vilhardt H., Aker-
lund M.: J. Endocrinol. 771, 125 (1986).

36. Krejéi 1.: Bulletin Ceské spoleénosti pro biochemii
a molekularni biologii 30, 67 (2002).

37. Craig L. C.: J. Biol. Chem. 155, 519 (1944).

V. Pliska®, A. Pafizek’, and M. Flegel
(“ Department of Biology, Eidgendssische Technische
Hochschule (ETH), Ziirich, Switzerland, ® Department of Ob-
stetrics and Genecology, 1st Faculty of Medicine of Charles
University and General University Hospital in Prague, Pra-
gue, Czech Republic, © Department of Chemistry of Natural
Substances, University of Chemistry and Technology, Prague,
Czech Republic): Neurohypophyseal Peptides from Prague

64

Referat

and Swedish Laboratories Used as Medications: Desmo-
pressin, Terlipressin, Carbetocin. Part 1: History of Re-
search and Beginnings of Industrial Production

From the fifties to the seventies of the last century, the
neurohypophyseal peptides oxytocin and vasopressin con-
stituted one of the main research areas at the Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry in Prague (IOCB).
A significant contribution to this area is associated with
the names of Frantigek Sorm, director of the said institute,
and Josef Rudinger, head of the institute’s peptide labora-
tory. At that time, newly developed research tools enabled
to synthesize structural analogues of these hormones in
numerous laboratories worldwide and hence to investigate
the structure-activity relationships within this peptide
group. Contributions of single peptide-chain positions to
the respective biological activities were identified which
opened a possibility to rationalize a design of peptides
with a combination of changes in several positions. Sever-
al clinically interesting peptides were synthesized in the
late 1960s at the IOCB and employed as therapeutics:
[(Gly);-Cys',Lys®]-vasopressin  (Glypressin Ferring®,
Terlipressin  INN), 1-deamino-8-D-arginine vasopressin
(Desmopressin INN, dDAVP), and later the uterotonics
carbetocin (INN), widely used in obstetrics to prevent post-
partum haemorrhage. Since the industrial production of pep-
tide therapeutics was scarcely possible under the conditions
of socialist economy in Czechoslovakia as well as in other
countries under the Soviet influence, F. Sorm agreed to use
the already established scientific contacts of IOCB with the
Swedish pharmaceutical company Ferring AB and to transfer
the production licences to Sweden. The license agreements
were signed in 1969 and led to a quick spread of dDAVP in
the substitution therapy of the central form of diabetes insipi-
dus and, moreover, contributed to a fast upsurge of the Fer-
ring company. Somewhat later, Glypressin was produced as
a therapeutic with a prolonged action in cases of cardiovascu-
lar collapse. Contacts between Prague peptide chemists and
the Ferring company lasted on a rather informal base until
the end of the 1980s. After the fall of the totalitarian regime
in Czechoslovakia in 1990, Ferring started a joint-venture
collaboration with the newly organized Czech company
Léciva st.p. Praha in a newly established group Prague Poly-
peptide Institute spol. s. r.o. (later Ferring-Léciva A.S.).
A substantial part of the peptide-production capacities was
then transferred to new buildings in Prague.

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

Keywords: neurohypophyseal hormones, oxytocin, vaso-
pressin, deamino-D-arginine vasopressin, DDAVP, Glypres-
sin, Terlipressin, Carbetocin, Ferring company, peptide drugs
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Vyroba lé¢iv zaloZena na dohodach UOCHB
CSAYV - Ferring AB

Licen¢nimi dohodami, zminénymi v piedchazejicich
sdélenich'?, ziskala v priibéhu 70. a 80. let od Ustavu or-
ganické chemie a biochemie Ceskoslovenské akademie
véd (UOCHB CSAV) §védska farmaceuticka firma Fer-
ring AB Malmé prava na vyrobu fady analogli a na jejich
distribuci na svétovém trhu mimo staty sdruzené v RVHP
(zkratka pro Radu vzajemné hospodaiské pomoci)®. T
z nich nalezly pouziti jako Gspésné 1éky.

dDAVP: 1-deamino-8-p-arginin vasopressin
(Desmopressin)

Design tohoto analogu, jimz zapocala spoluprace
UOCHB s Ferringem'?, vychéazel ze stardich znamych
faktd o vlivech vypusténi N-terminalni aminoskupiny
a D-enantiomerni substituci v pozici 8 na antidiuretickou
a vasopressorickou aktivitu u peptidi vasopressinového
typu. 1-Deamino-L-arginin-vasopressin (dAVP) popsali
v jiz roce 1966 Huguenin a Boissonnas (SANDOZ S.A.,
Basel)® a pozdgji (1974) Sawyer se spolupracovniky®; ob&
laboratote nalezly shodné antidiuretické (1300 a 1390 IU/mg)
a vasopressorické (370 IU/mg) aktivity® proti ptivodnimu
L-arginin-vasopressinu, tedy podstatné zvyseny antidiure-
ticky ucinek pii stejné vasopressorické aktivité. Substituce
D-argininem v poloze 8 arginin-vasopressinu vedla sice
k mirnému snizeni antidiuretické aktivity (z 332 na 257
[U/mg (cit.%), resp. 114 IU/mg (cit.%)), ale zaroveii k pod-
statnému poklesu aktivity vasopressorické (mezi 1,1 a 4,1
IU/mg). Kombinace obou naznacovala, ze by mohlo jit
o zajimavy peptid pro substituéni terapii neurogenni formy
Ziznivky® (diabetes insipidus). Piesto, Ze kumulace struk-
turnich modifikaci v individudlnich peptidech obvykle
nevede k pfedpokladané kumulaci aktivit spojenych
s témito modifikacemi, povéfil feditel UOCHB Frantisek
Sorm skupinu Milana Zaorala, aby peptid s kombinacemi
obou strukturnich zmén syntetizovala’. Vysledek byl vice
nez prekvapivy. Jiz v prvnich antidiuretickych testech
provedenych farmakologickou skupinou UOCHB vykazo-
val kombinovany peptid ve srovnani s 8-L-arginin-vaso-
pressinem (AVP) antidiuretickou aktivitu nejméné padesa-
tindsobné vyssi, aktivitu vasopressorickou testovanou sku-
pinou Ivana Krej¢iho z Vyzkumného ustavu piirodnich
1é¢iv® mendi néz 3 %. Standardni farmakologické testy
antidiuretické aktivity nejsou pii tak velkych rozdilech
mezi standardem a testovanym peptidem jednoznacné

*+15.7.2021. Nekrolog dr. Flegela viz Drasar P.: Chem. Listy 715, 575 (2021).

 Po likvidaci RVHP poc¢atkem 90. let bylo toto omezeni bezpfedmétné a firma FERRING rozsifila ¢innost celosvétove.

® Mezinarodni jednotka (IU) oxytocinu je nové definovana jako uterotonicka aktivita 1,68 ug mezinarodniho standardu
NIBSC (National Institute for Biological Standards and Control); viz https://www.nibsc.org/documents/ifu/76-575.pdf.
V piepoétu: 1 mg (nového) mezinarodniho standardu (ca. 10~° mol oxytocinu) = 595 IU. Stary standard (lyofilizované ho-
vézi neurohypofyzy) uvadel 500 IU.

¢ U klinickych ptipadt popsanych v tehdejsich sdélenich §lo velmi pravdépodobné o neurogenni (centralni) formu Ziznivky
(d.i. centralis). U jeji renalni formy (d.i. renalis), nezavislé na plasmatické koncentraci vasopressinu, jde zpravidla o mutaci
genu vasopressinového receptoru V2R ¢i jeho celularni signalni drahy.

4 Pozdgji Vyzkumny ustav pro farmacii a biochemii (VUFB); na testovani se podilela Laboratof endokrinologie III. interni
kliniky vSeobecné fakultni nemocnice v Praze.

¢ Prepoéteno z dat ve zmin&nych publikacich. Data z VUFB pro anestetizovanou krysu jsou vztazeny na tehdejsi mezina-
rodni standard, pituitrin (extrakt z hovézi neurohypofyzy), po pfepoctu ~31 560 IU/mg; v pokusech na neanestetizovanych
krysach (standard: synteticky 8-lysin-vasopressin — LVP) ~25 000 az 50 000 IU/mg.


mailto:pliska@biol.ethz.ch
mailto:parizek@porodnice.cz
https://www.nibsc.org/documents/ifu/76-575.pdf
http://www.chemicke-listy.cz/ojs3/index.php/chemicke-listy/article/view/4005/3971

Chem. Listy 776, 101-109 (2022)

a dostate¢né spolehlivé®: jednotlivé laboratofe udavaly
hodnoty pro dDAVP mezi 870 IU/mg (cit.”) a zhruba 50
000 TU/mg (cit.”'%)* . Hodnotu dolni meze, pozdg&ji znovu
citovanou’, uvadéji autofi prvni (pfedbézné) publikace®,
aniz zminuji podstatn€ vys$i aktivity nalezené v tehdy
dosud neukoné&enych testech z UOCHB. Tyto pozoruhod-
né diskrepance lze snad Ccasteéné vysvétlit citlivosti
dDAVP na i pomérné malé rozdily v pouzitych testech,
pfedevS§im vsak pouzitim casto zcela rozdilnych testil
a vneposledni fadé nejednotnou numerickou formulaci
aktivit. Udaje antidiuretickych aktivit z jednotlivych labo-
ratofi pochézeji z testll na neastetizovanych krysach hydra-
tovanych jednordzovou peroralni davkou izotonického
hydrata¢niho media'' (s 1-2 % ethanolu, nebo bez alkoho-
lu), nebo krys s trvale udrzovanou hydrataci odpovidajici
8-10 % t&lesné vahy zvifete'>'". Antidiureticky efekt je
vztazen na celkovy objem ¢i vahu vylou¢ené moci, tedy
veli¢inu definovanou ve farmakologickych méfenich jako
AUC (area-under-the curve), hodnotu Casového integralu
diuretické krivky. V ptipad¢, kdy aktivita je definovana
jako podil k danému standardu (zde tedy AVP), musi AUC
byt vztazen na definovanou &asovou limitu'. Neni-li tomu
tak, postrada konecny udaj spolehlivou srovnavaci hodno-
tu. (Tak je tomu napf. u nékterych vy3e citovanych dat'®).

Referat

V ptipad¢é nerovnobéznych zavislosti davka-ucinek je tu-
diz pojem relativni specifické aktivity neadekvatni
a dovoluje jen srovnani ekvipotentnich davek (davek dvou
latek piisobicich stejny ucinek) na riznych Grovnich G¢inku.

Obr. 1 znazoriiuje spektrum publikovanych antidiure-
tickych a  vasopressorickych  aktivit jednotlivych
-mezistupni*“ vyvoje dADAVP a zarover i index preference
pro antiduretickou aktivitu (Cisla mezi svislymi Sipkami),
zde ad hoc definovany jako produkt poméru antidiuretic-
ka/vasopressoricka aktivita x relativni antidiureticka akti-
vita. Jeho vysoké hodnoty pro uddvané meze antidiuretic-
ké aktivity dokumentuji jeho pfednost mezi analogy poten-
cidln€ pouzitelné v substitucni terapii Ziznivky.

Pokud jde o délku trvani u¢inki dDAVP: prodlouze-
ny ucinek byl jeden z parametru, ktery byl jiz od planova-
né syntézy predpokladan a pozadovan. Autofi prvni klinic-
ké publikace'® udavaji pro dDAVP 12,75krat pomalejsi
eliminaci G¢inku ve srovnani s pituitarnim standardem (tj.
AVP), coz by svédcilo o vysoké metabolické stabilit¢ ana-
logu v cilovych tkénich. Jejich Udaje (obr. 1 v citované
publikaci) vsak svéd¢i o tom, Ze neslo o kinetickou analy-
zu a udavana vysoka charakteristika perzistence neni dveé-
ryhodna. Srovnani smérnic linearnich ¢asti zavislosti dav-
ka-uginek'* naznaGuje piiblizny index perzistence L)

Aktivity:
100— —_— ant:'d:'ureh'ck_d ’ dDAVP
—{— vasopressorickd o
50 -
,’ﬁ Elﬁidiul'l:ﬂick_ﬂ aktivita
25 - L2, petm vysSi
l’ ’,
iy, 10_ )’ ’ H :
Q. dgAVE“ ’ dCDAVP
= 51 O/ . 0
~ 2,5 1 - =
__8) Avp/m_:,s ’ ?>1s::ooo
g EE D'“—_—b]:[ ............ e .‘ .....
L 0,5 1 ’ i :
3 0,25 - DAVP(;D 264
2 : B :-1;25
X 0,14 - _
[} 10,5 : :
-~ 0.05 H : i
€ os- /l
0,01 O
0,005 -
0,0025 - O

Obr. 1. Schéma designu dDAVP predpoklidajiciho kumulaci poZadovanych aktivit peptidi s izolovanou strukturni zménou.
Anti-diureticka (krouzky) a vasopresoricka (¢tverce) aktivita analogii arginin-vasopressinu (AVP), deamino-arginin-vasopressinu (dAVP),
D-arginin-vasopressinu (DAVP) a kombinovaného peptidu deamino-D-arginin-vasopressinu (dDAVP, ¢erné symboly). Rozdily obou
aktivit jsou oznaceny svislymi teckovanymi spoji, ¢isla mezi nimi udavaji ,,ad hoc index preference* pro antiduretickou aktivitu: produkt
poméru antidiureticka/vasopresoricka aktivita x relativni antidiuretickd aktivita (analog/AVP). Dva tudaje antidiuretickych aktivit pro
dDAVP odpovidaji rozdilnym tGdajim z riznych zucastnénych laboratofi, pouzivajicich ¢asto rozdilné antidiuretické testy (viz text); nizsi
hodnota se vztahuje k extrapolované (prahové) davce peptidu, specificka aktivita pro vy&si davky' neni jednozna¢ng definovana (x ozna-
¢uje piibliznou horni hranici dat uvadénych v literatufe). Schéma naznacuje, ze v ptipadé dDAVP byl predpoklad kumulace strukturnich
modifikaci v riiznych polohach peptidového fetézce do zna¢né miry splnén. Pro srovnani jsou uvedeny aktivity dCDAVP (Sedé symboly;
viz text). Antidiuretick4 aktivita (2200 TU) byla testovina na neanastetisované kryse®'; jeji hodnota v testu (krysa v ethanolové narkae)e
podle autorl velmi vysoka a standardni metodou neméfitelna. Index preference je tudiz ve srovnani s ADAVP mnohem vyssi.
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vmezich 2,5 a3,9. Rovnéz udaje polocasu diurézy
v nasledujici publikaci® dovoluji hruby Gdaj inexu perzis-
tence (pouZitim napf. pfepoftu podle Kimury
a Yokoyamy'), v disledku volby neadekvatnich experi-
mentalnich podminek vSak neumoziuji detailni analyzu.
Nicméné, pfepocet naznacuje I, =~2, tedy hodnotu bliz-
kou predpokladu. Ackoliv v pracich T. Bartha a jeho sku-
piny na UOCHB byla kineticka analyza riznych fad neu-
rohypofyzarnich peptidi provadéna velmi dukladné,
dDAVP do téchto studii zahrnut nebyl. ZvySenou perzis-
tenci a s ni spojeny prodlouzeny Ucinek je patrn€ spojen
s hydrolyzou N-termindlni peptidové vazby (cystein-
tyrosin), kterd v analogickych pfipadech vede k dvoj- az
¢tyinasobnému zvyseni indexu perzistence. Udavané ex-
trémni hodnoty perzistence v citované publikaci'® jsou

United States Patent
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tedy patrné dusledkem piedavkovani tohoto velmi Géinné-
ho antidiuretika v citovanych pokusech.

Terapeuticky potencial dDAVP byl ovSem rychle
odhadnut a substance sama byla kryta americkym paten-
tem'® (US 3,497,491; Feb. 24, 1970; obr. 2). Eventudlni
dalsi patenty se tedy mohly tykat pouze produkéniho po-
stupu, pfipadné novych aplikaci. V tomto sméru mél Fer-
ring v dobé udéleni patentu jiz vybudovanou potiebnou
infrastrukturu a licen¢ni podminky byly tudiz pro ob¢ stra-
ny — CSAV a Ferring — vyhodné. Licenéni dohoda mezi
Ceskoslovenskou akademii v&d (podpis na dohodg:
K. Friml, Secretary General), Poly‘technouf (dva necitelné
podpisy) a Ferringem (S. Matarasso, Managing Director;
J. Mulder, Research Director) byla uzaviena v Praze v roce
1971.

3,497,491
Patented Feb. 24, 1970

Office

1

497,491
1-DEAMINO-8-D ARGININE VASOPRESSIN

Milan Zaoral, Ivan Vavra, Alena Machova, and Frantisek

Sorm, l’tague. Czechoslovakia, gnors to Cesko-
slovenska Akademie Ved., Prague, Czechoslovakia
No Drawing. Filed Sept. 14, 1967, Ser. No. 667,679
Claims priority, application Czechoslovnkm,
Sept. 15, 1966, 5,996/66
Int. Cl. C07¢ 103/52 A61k 17/00; CO7d 93/36
U.S. CL 260—112.5 1 Clail

ABSTRACT OF THE DISCLOSURE

Mep-Tyr-Pbe-Gln-Asa-Cys-Pro-D-Arg-Gly-NH;
il S R e e 8 9 I
wherein Mep is g-mercaptopropionic acid (Mep) at posi-
tion 1 and D-arginine is at position 8.
The compound of the invention has a high and specific
antidiuretic action.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Compounds exhibiting a high and specific antidiuretic
activity are important in the therapy of diabetes insipidus.
Such compounds are well known and represent structural
modifications of the vasopressin molecule. The most suit-
able properties have been observed in the case of 1-de-
amino-Phe?-Args-vasopressin (cf. the table below).

SUMMARY OF THE INVENTION
It is an object of the present invention to provide for

an antidiuretic that has a higher degree of activity and |
is more specific in its action than the just named vasopres- *

sin compound.
This is accomplished by a polypeptide of *
mula ¥

10

—

20

25

30

2

which latter is then oxidized, preferably with potassmum
ferricyanide in an aqueous solution at pH 6.5-7 to give
the polypeptide of Formula I.

The protected octapeptide derivative of Formula II can
also be obtained by other procedures such as are conven-
tional in the preparation of polypeptides. The compound
II may be thus prepared by a stepwise synthesis starting
with the amino terminal group as well as the carboxylic
terminal group, or by coupling of polypeptides containing
the partial amino acid sequences of the final polypeptide
of Formula I. The temporary protection of the amino
groups, mercapto (sulfhydryl) groups and of the guani-
dine group may be performed by means of substituents
that are conventional in the synthetic chemistry of poly-

5 peptides. E.g., a t-butyloxycarbonyl, o-nitrophenylsulfenyl

or trityl group can be used for blocking of the amino
groups, a trityl, benzoyl, or benzylthiomethyl group for
the protection of the sulfhydryl function, and a tosyl or
benzyloxycarbonyl group for the protection of the guani-
dine group.

The protective groups are then removed in the usual
manner in one stage or successively. Oxidation of the re-
duced form of the polypeptide of Formula ITI to the cyclic
rolypeptide of Formula I may be accomplished by meth-
ods known per se, for instance, in an aqueous solution or
in a mixture of water and solvents miscible with water.

Preferably, the following method is used. Condensation
of g-benzylmercaptopropionyl chloride with tyrosine meth-
yl ester leads to the so far unreported g-benzylmercapto-
propionyl-L-tyrosine methyl ester. By the action of hydra-
zine hydrate, the latter compound is converted to the so
far likewise unreported hydrazide and is then coupled
with L-phcnylalanmc methyl ester. The resulting dipeptide
ester derivative is condensed, anmn |n the form of tha
azide, with L-glutaminyl-L-acnn~=snias »
methyl -~

Obr. 2. U.S. patent chranici dDAVP jako substanci a plivodni postup jeji syntézy, anor 1970

"Polytechna (dnes: Polytechna Consulting, a.s.) byl statni podnik zahraniéniho obchodu, ktery zprosttedkovaval téZ vimén-

né zdravotnické sluzby, véetné lidské sily v zahranic¢

i. Jeden z autorii (A.P.) upozorniuje na tidaje kolegu-1ékait, ktefi zpro-

sttedkovanim Polytechny odjizdéli pracovat napt. na Maltu nebo do severni Afriky: Polytechna si pfivlastiiovala velkou
¢ast jejich vydeélkd. Na druh¢ stran¢ bylo znamo, Ze ten, kdo vyjel prostfednictvim Polytechny, byl podeziely ze spoluprace
s vladnimi a stranickymi Spionaznimi slozkami (KSC a STB).
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Klinické vyuziti dDAVP bylo pak v druhé poloviné
70. let rozsiteno o hematologické aplikace, vychazejici ze
studii o hemostatickém Uc¢inku vasoaktivnich peptidi.
Cash a spol.17 (Regional Blood Transfusion Centre, Royal
Infimary, Edinburgh) poukazali na zvySené vyplavovani
aktivatoru plasminogenu a koagula¢niho faktoru VIII po
intravendzni aplikaci neurohypofyzarnich hormond vaso-
pressinového typu, véetné dDAVP. Pozdégji rozsitili tuto
studii o dalsi zajimava analoga'®. Pozoruhodn& vysokou
hemostatickou aktivitu nalezli u 6-karba-analogu dDAVP
(dCDAVP); naproti tomu zcela neticinny byl 8-arginin-
vasotocin. Pouziti dDAVP ke zvySeni koncentrace faktoru
VIII u pacientt s leh¢i formou hemofilie A, von Willebran-
dova-Jiirgensova syndromu a trombocytarnich dysfunkcich
popsal pak hematolog Pier Mannuccio Mannucci
z mildnské univerzity se spolupracovniky'®*. Prevalence
téchto poruch hemostaze, zpravidla dédicnych, je zjevné
vy$$i nez prevalence diabetes insipidus; dDAVP (Minirin®
Ferring, Desmopressin INN) nalezl tak SirSi uplatnéni pfi
akutnich leh¢ich spontdnnich krvacenich a pfi mensich
chirurgickych zéasazich (ku piikladu ve stomatologii)®. To
vSe velice podstatné zvysilo vyznam licence, kterou Fer-
ring dohodou s UOCHB ziskal.

Ptipad dDAVP zaroven demonstruje casté rozdily
v uplnosti farmakologickych a klinickych dat. Zatimco
klinickd dokumentace dDAVP je obséahla a detailni, spo-
lehlivé farmakologické udaje jsou nedostatecné. Ne zcela
vysvétlitelné jsou zminéné rozpory v udajich aktivit mezi
jednotlivymi laboratofemi, chybéjici farmakokineticka
data a ostatné i doklad o tom, ze dDAVP piedstavuje pro
klinické ucely optimalni volbu ve skupiné analogt s velmi
podobnym spektrem aktivit. Publikovana data naznacuji,
ze pro stejné terapeutické aplikace by takovym mohl byt

ku pfikladu pozd&ji syntetizovany karba-6-analog
dDAVP?, 1-deamino-8-p-arginin-6-karba-vasopressin

(dCDAVP, obr. 1). S ohledem na uspéch, ktery dDAVP
v klinickém pouziti doznal, neni ovSem tato akademicka
kritika zcela podstatna.

Triglycyl-8-lysin-vasopressin (Terlipressin)

V podateéni  fazi licen¢nich dohod UOCHB
s Ferringem figurovala vedle dDAVP také skupina analo-
gl neurohypofyzarnich hormont s prodlouzenym peptido-
vym fetézcem na N®-koncové aminoskuping, pro néz se
ujalo (ptivodné pracovni) oznadeni ,,hormonogeny“*. Je-
jich syntéza byla motivovana ptedstavou, Ze prevladajici
inaktivaéni proces oxytocinu a vasopressinu vznika Stépe-
nim peptidové vazby mezi 1-hemicystinem a 2-tyrosinem
aminopeptidasami, patrné enzymem  leucin-amino-
peptidasového typu?. Od prodlouzeni N-konce amidopep-
tidasami Stépitelnou aminokyselinou ¢i kratkym peptido-
vym fetézcem se o¢ekavalo postupné (a docasné) uvolio-
vani aktivniho hormonu a tudiz prodlouzeni pfislusného

Referat

biologického uéinku in vivo®*. Tento predpokladany me-
chanismus byl postupné potvrzen syntézou fady analogl
8-lysin-vasopressinu®***?’ a oxytocinu®?*’ s vyrazné pro-
dlouzenymi U€inky antidiuretickymi, vasopresorickymi
a uterotonickymi, sindexem perzistence I, mezi 1 (pro
lehce Stépitelné aminoacidové substituenty — leucin, tyro-
sin) az 5. N%(Gly)s-[Cys',Lys*]vasopressin, jehoz stand-
ardni biologické aktivity na kryse jsou sice nizké
(antidiureticka 2,7, vasopressoricka 2,1 IU/pmol, t.j. ko-
lem 0,5 % aktivit lysin-vasopressinu), index perzistence
ale vysoky (I, = 5), naznacoval ve farmakologickych tes-
tech moZnost klinického vyuziti jako vasokonstri¢niho spaz-
molytika zvySujiciho periferni vaskularni rezistenci pfi hrozi-
cim hemoragickém Soku. Prodlouzeny terapeuticky t¢inek je
vyhodou piedevsim v akutnich stavech ezofagealnim a jiném
gastrointestinilnim krvaceni®, traumatickém a septickém
$oku, u cirhotickych pacientti s portalni hypertensi®' a's tzv.
hepatorenalnim syndromem®. (Struény piehled klinického
pouziti publikovali v roce 2004 Kam a spol.*?).

Analoga 8-lysin-vasopressinu acylované glycinovymi
peptidy na N-koncové aminoskupiné byly pGvodné chra-
nény Ceskoslovenskym patentem CS 4,399/64 (1.8.1964),
pozdéji patenty v dalSich zemich véetné Spojenych statd
(US 3,558,590, July 30,1968). Patenty kryji, velmi obecné,
derivaty lysin-vasopressinu N-acetylované ,,kratkymi pep-
tidy obsahujicimi glycin®, tedy rozsahlou skupinu peptidl
véetné meziproduktli jejich syntézy uvadéné spolu
s diglycyl- a triglycyl-analogem jako piiklady. Licenci na
jejich produkei ziskal Ferring jiz v prvni fazi spoluprace
s UOCHB a registroval druhy z nich pod nazvem Terli-
pressin (INN, Glypressin®). Z &etnych publikaci po roce
1974 1ze vyvodit jeho rychlé rozsifeni v ¢etnych klinikach,
i kdyZ v omezeném rozsahu aplikaci.

V klinickém zkouSeni byla také ptipadnd moznost
pouziti triglycyl-vasopressinu jako kontraceptiva. Tento
peptid hormonogenového typu ma znacné protrahovany
presoricky ucinek a nizky, vasopressinu podobny uteroto-
nicky efekt. Pfedpokladalo se, ze peptid béhem 1. trimestru
téhotenstvi zpusobuje kontrakéni ¢innost hladké svaloviny
dé€lohy a tim smrt plodu. OdhliZeje od etické stranky testo-
véani podobnych hypotéz, narazi zde fyziologicky vyzkum
na témét nepickonatelné potize: pribéh decidualizace
a struktura placenty jsou u jednotlivych savci zasadné
odlisné a tudiz data ziskana v pokusech na zvifeti nelze
v tomto specifickém pfipadé v humanni mediciné pouzit.
Pokud je ndm zndmo, dalsi kroky v tomto sméru nebyly
podniknuty.

Carbetocin: veterindarni a humadnni uterotonikum

Motivace syntézy a farmakologické zavéry

Carbetocin (INN)", deaminokarba'-2-O-methyltyrosin-
oxytocin, dnes rozsifené uterotonikum, byl syntetizovan

€ Pro zajimavost: dDAVP pronikl, byt epizodicky, i do soudasné anglické beletrie; viz Barbara Vine: The Blood Doctor,

Viking — Penguin Random House, London 2002.
" Generikum pod nazvem DURATOCIN®
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pred rokem 1971 v laboratofi Karla Josta v rimci vyzkumu
potencialnich  antagonisti  oxytocinu. OhlaSen byl
k patentovani v Ceskoslovensku v tmoru 1971; udéleni ¢s.
patentu (CS-149028 B1; 15. 6. 1973)** nasledovalo
v ¢ervnu 1973. Jak je zfejmé, neslo o ochranu latky samot-
né — to nebylo v Ceskoslovenském patentnim fizeni t€ doby
piipustné, nybrz o postup jeji ptripravy. Blizsi popis tehdy
pouzité syntézy spolu s udaji o biologickych aktivitach byl
popsan v roce 1974 v publikaci o fyzikalné-chemickych
vlastnostech karba-analogii oxytocinu®®. Tato publikace
poprvé zahrnujici téz carbetocin je z ruznych hledisek
pozoruhodna, uvedené biologické aktivity carbetocinu
(zminéné spiSe na okraj) nevzbudily vSak z farmako-
logického hlediska zvlastni pozornost: uterotonicka aktivi-
ta v pokuse na krysi déloze byla zhruba 3,5 % (ex vivo)
a 7 % (in vivo) aktivity oxytocinu; vyrazny antagonismus
ex vivo zprvu prokazan nebyl. Byl vSak dokumentovan
v pozd¢jsich pokusech na izolovanych bunéénych mem-
branach krysiho myometria®®. Stejna studie prokazala, Ze
jde o parcialniho agonistu oxytocinu (maximalni kontrakce
délohy ex vivo dosahla 50 % kontrakce inicializované oxy-
tocinem), patrné v diasledku inhibice ¢asti oxytocinovych
receptort carbetocinem samotnym a jeho postupné vznika-
jicimi metabolity (tab. I, obr. 3). Inhibici oxytocinu in vivo
a s ni spojeny tokolyticky tc¢inek nebylo tudiz mozné pted-
pokladat, peptid vykazoval zhruba 10% nizsi uterotonickou
aktivitu oxytocinu (viz tab. I). PoloCas uterotonického
ucinku in vivo u krysy je relativné k oxytocinu
n&kolikanasobn& del§i’’ (pomér rychlostnich konstant
eliminace je 3,5), pfedevsim patrné v disledku vypusténi
N-termindlni aminoskupiny (farmakologicka data jsou
shrnuta v tab. I). V souhrnu se tedy carbetocin ve srovnani

Tabulka I
Carbetocin a inhibitory uterotonické aktivity oxytocinu

Referat

s oxytocinem jevil jako dlouhodobé plsobici agonista se
slabs§im uterotonickym efektem. V té dobé vSak byla
antagonisticky plisobici oxytocinovd analoga jednim
z prioritnich zajmi prazského UOCHB? a timto zajmem
byla téZ motivovana syntéza carbetocinu. K tomu nékolik
poznamek:

Antagonismem uterotonickych u¢inkli oxytocinu
v §ir§im smyslu se v druhé poloving 60. let zabyval prede-
v§im Josef Rudinger na UOCHB a skupina Ivana Krejéiho
na VUFB. Jejich studie byly shrnuty v fadé publika-
i3 Zajem o antagonisty oxytocinu na této bazi byl
podnicen rovnéZ moznosti jejich pouZziti v klinické praxi
pfi hrozicim spontdnnim potratu (abortus imminens)
a trval i po odchodu Josefa Rudingera do Svycarska v roce
1968. Koncem 60. let syntetizoval Karel Jost 1-N%-acetyl-
cystein-2-O-methyltyrosin-oxytocin®, jeden z prvnich
inhibitortt uterotonického ucinku oxytocinu, chranény
patenty ve vice nez dvou desitkdch zemi (ve Spojenych
Statech US 3,752,799; Aug. 14, 1973, US 260-112.5, Int.
Patent No. 3,752,799; cit.‘”). Jeste pred publikaci projevil
zajem o toto potencialni tokolytikum Jan Mulder a spolu
s jednim z nas (V.P.) pfipravoval v fijnu 1969 podklady
pro klinickou registraci ve Svédsku. Doklady o daldim
licenénim jednani s UOCHB nejsou znamy; pravdépodob-
né je, ze licence byla udélena, ale dalsi vyvoj analogu ve
Svédsku nepokradoval. Mozné je, ze dalsi kroky
v klinickych zkouskach byly odlozeny v ocekavani, ze
nove¢ syntetizované latky budou piipadné mit vyhodné&jsi
antagonistické vlastnosti nez stavajici peptid s pomérné
nizkou inhibi¢ni konstantou — na krysi déloze ex vivo se
udava pA, = 7,03 (cit.*?)'. Zajisté byly dalsi kroky v tomto
sméru ovlivnény i ndhlym umrtim Jana Muldera v roce

Parametry uterotonického

Polocas eliminace [min]

ucinku (krysa)
aktivita [TU/mg] pD, partialni agonismus  antagonismus Clovek krysa®
in vivo ex vivo (relativni Einax) p4,* net¢hotné post
zeny® partum’
(2448 h)

Oxytocin 470 485 8,28 1 5,5-6,1 2,5
Carbetocin 45 17,1 7,32 0,52 8,21 41-42,7 60 8,8
Metabolit I° 7,81
Metabolit I1° 8,01
Atosiban 8,29
Ac-Tyr(Me)-OXT" 7,03

* Antagonisticka aktivita viigi oxytocinu in vitro (pA,: viz text, pozn.'). Dolni &ast tabulky zahrnuje dalsi potencialni inhibi-
tory zminéné v textu, véetn& metabolitii carbetocinu. ® Plasmaticka clearance (Sweeney et al. 1990, cit.**); © Clearance od-
vozena z uterotonického uginku (Hunter et al. 1992, cit.*’); ¢ Clearance odvozena z uterotonického uéinku (Barth a spol.
1980, cit.””); ¢ Identifikované §t&pné produkty carbetocinu®. ' N®-acetyl-2-O-methyltyrosin-oxytocin*’

" p4,: negativni dekadicky logaritmus molarni koncentrace antagonisty redukujici efekt E libovolné koncentace agonisty na

polovinu, £/2.
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v v

CH,-CH,-CO-Tyr(Me)-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-GlyNH,

CH,
proteasa chymotrypsinového
typu
Des-GlyNH,’-carbetocin Y
(metabolit 1)

v
CH,-CH,-CO-Tyr(Me)-Ile-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu

S

l

CH,

Des-(Leu’-GlyNH,’)-carbetocin
(metabolit 1)

CH,

Obr. 3. Potencialni metabolity carbetocinu identifikované in vitro a

S

post-prolinové
Stépeni
v

l

\

CH,-CH,-CO-Tyr(Me)-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro

S

jejich antagonistické vazby (pA,) na oxytocinovém receptoru

(krysa)*®. V prvnim stupni se predpoklada paralelni $tépeni C-terminalni peptidové vazby leucin-glycinamid (,,chymotrypsin-like enzy-

me“**2, bily trojihelnik; metabolit I) a enzymem hydrolyzujicim vazbu Pro’-Leu® (,,postproline cleavage enzyme

3334 gerny trojihel-

nik; metabolit II), v dal§im stupni nasledné §t€peni metabolitu I na kone¢ny metabolit I

1976. Intenzivni vyvoj novych antagonistd v Malmé po-
kracoval po nastoupeni nového feditele vyzkumu Hanse
Vilhardta, pfevazné pod vedenim farmakologa Per Melina.
Jeho vysledkem byl v druhé poloviné 80. let analog
1-deaminocystein-8-ornitin-oxytocin s dal§imi zménami
v poloze 2 (D-O-ethyltyrosin) a 4 (threonin)*, ktery se stal
postupné standardnim inhibitorem Vv experimentalni
farmakologii a fyziologii neurohypofyzarnich peptida (p4»
8,29) a jako Atosiban (INN) rozsifenym klinickym
tokolytikem** J .

Zda se, ze neprokazatelnost antagonismu u carbetoci-
nu byla pro prazskou peptidovou skupinu zklaméanim a ani
jeho agonistické ucinky neslibovaly vyrazné vyhody ve
srovnani s jinymi uterotoniky. Vysvétlovalo by to okol-
nost, pro¢ tento analog, resp. jeho piivodni syntéza, nebyl
chranén v zemich, jejichz farmaceuticky primysl byl scho-
pen v kratkém Case zajistit jeho produkci. Jeho patentové
kryti nebylo tudiz pfili§ diisledné a fada firem mé carbeto-
cin ve svych nabidkach. Podminky, za jakych pfevzal Fer-
ring v této situaci carbetocin do svého vyrobniho progra-
mu (patrné opét v licenci Cs. akademie v&d), nemohli au-
tofi tohoto sdé€leni zjistit.

Carbetocin jako veterinarni 1é¢ivo

Jeho prvni klinické pouziti ve veterinarni mediciné
spada do druh¢ poloviny 70. let. Patrn€ z popudu Karla
Josta (UOCHB) ptevzal veterinarni klinicky vyvoj carbe-

i Tractocile®, FERRING Pharmaceuticals A/S

tocinu a jeho zavedeni do veterinarni praxe Vyzkumny
ustav pro biofaktory a veterinarni 1é¢iva v Pohofi-
Chotouni u Jilového (jeho feditelem byl Bohumil Sevéik;
ustav byl v ¢ervnu 1994 zakoupen firmou FATRO SPA,
Bologna). Dokumentace pro FDA (Food and Drug Admi-
nistration®) ve form¢ ,,Drug Master File* (DMF)'pro 1¢¢i-
vou latku (Depotocin®) byla sestavena v prazské spoled-
nosti PolyPeptide Laboratories s.r.o. (PPL, viz nize) pro
firmu Veyx-Pharma GmbH, Sachwarzenborn (Hessen).
Deklarovanym cilem bylo usnadnéni a vedeni porodu
u krav a prasnic, predevsim ale snaha dosdhnout synchro-
nizovaného porodu ve velkochovech, v nichz zvifata byla
uméle inseminovana ve stejny den. Ocekavalo se téZ ome-
zeni nutné asistence veterinarnich 1ékaft pfi porodech —
tedy charakteristické cile zkolektivizovaného chovu uzit-
kovych zvifat. Ukazalo se vSak, ze zatimco porod mlad’at
bylo mozno prakticky synchronizovat, porod placenty
probihal nezavisle a mé¢l odliSny priubéh. Presto se stal
carbetocin ve veterinarni mediciné b&zné uzivanym pro-
sttedkem k indukci a vedeni porodu; jevil se jako obecné
SetrnéjSi ve srovnani s oxytocinem uz tim, Ze snizoval
frekvenci porodnich a poporodnich komplikaci. Zdtraziio-

v

a zvla§té u (multiparitnich) prasat*®™, absence tetanické

kontrakce uteru (Casté pii pouziti oxytocinu), zamezeni
poporodni hypoxie/asfyxie selat a urychleni involuce délo-
hy post partum u krav*’.

¥ Statni instance povolujici uziti 16&iv a pozivatin v U.S.A. Jeji rozhodnuti jsou tém&F universalng piebirana i mimo U.S.A..

"https://de.wikipedia.org/wiki/Drug_Master File
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Zde je nutno podotknout, ze vyzkum provadény ve
jmenovaném Ustavu nebyl in extenso publikovan. Prvé
publikace z jinych laboratofi pochazeji zlet 1977-1979.
Vyzkum ve veterindrni mediciné vSak pozdéji usnadnil
zavedeni carbetocinu v huménni mediciné, pfedevsim
v porodnické praxi.

Carbetocin, humanni klinicka aplikace

V humanni mediciné se carbetocin stal v poslednim
desetileti celosvétové pouZivanym lékem pro prevenci
a 1é¢bu porodnického krvéaceni, z hlediska matky nejcastcj-

K fyziologické zastavé porodniho krvaceni dochazi
po porodu ditéte ve III. dobé porodni v disledku redistri-
buce v cirkulaci krve a soucasné k aktivaci hemostatickych
faktortl. Tato zavérecna ¢ast porodu je ¢asove piesné kli-
nicky ohrani¢ena: za¢ina porodem ditéte (plod piestava byt
plodem a stdvd se novorozencem) a konci porodem pla-
centy. Pfi oddé€lovani placenty od stény délohy je hemosta-
za fizena kombinaci dvou mechanismi:

— retrakci hladké svaloviny délohy (myometrium). Tim
vznikd komprese cévniho fecisté, kterym byla zasobe-
na vedle myometria i placenta. Vysledkem je mecha-
nicka hemostaza,

— hemostatickymi faktory z délozni sliznice v té¢ho-
tenstvi (decidua"), kdy pisobi tkafiovy faktor, inhibi-
tor aktivatoru plazminogenu typu 1, syst¢émové koagu-
la¢ni faktory (fibrinogen apod.), které zptisobuji sraze-
ni krve.

V patologickych ptipadech dochazi k poruse alespon
jednoho ze Ctyi zacastnénych faktortt oznacovanych také
jako 4T (tonus — trauma — tkan — trombin); nasledkem
mize byt zdvazné, az zivot ohrozujici krvaceni. Peripartal-
ni krvaceni (peripartum/postpartum hemorrhage, dale také
PPH) patiti mezi pét nejcastéjSich pii¢in amrti Zen
v souvislosti s t€hotenstvim, porodem a Sestinedélim
(trombembolicka nemoc, hypertenzni choroby, kardiopa-
tie, sepse a PPH). Je tomu tak jak v zemich s vysokymi,
tak i nizkymi pfijmy na obyvatele, i kdyz absolutni riziko
umrti na peripartalni krvaceni v zemich s vysokymi ptijmy
je mnohonasobné nizsi.

Pro snizeni rizika PPH u vSech vaginalnich porodii ve
III. dobé porodni a po vybaveni plodu pii porodu
cisaiskym fezem, byl dosud Ilékem prvni volby
intravendzné nebo intermuskularné aplikovany oxytocin.
Od druhé poloviny 90. let minulého stoleti se v klinické
mediciné ke stejnym ucelim stile Castéji uplatiluje
carbetocin. Mechanismus u¢inku obou peptidl je stejny,
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ve IIIl. dobé porodni (porod placenty) zvySuji stazeni
(retrakci) délohy, a tim pusobi proti hypotonii nebo
dokonce atonii délohy, coz byva az v 80 % pficinou
peripartalniho Zivot ohrozujiciho krvaceni (podle definice
se jedna o krevni ztratu vyS$si nez 1500 ml krve matky). Ve
srovnani s oxytocinem je vyraznou piednosti carbetocinu,
jako uterotonika v této kritick¢ porodnické situaci, jeho
podstatné del$i eliminacni polocas (ptiblizn¢ 8krat
unetéhotnych Zen*, 10- az 20krat 24-48 hodin post
partum®). Mé tudiz mnohem delsi Gginek neZ oxytocin.
Podava se pouze intravenozné, rychlosti 100 pg béhem
jedné minuty. V pfipadé carbetocinu nejsou pfitom
popisovany zavazné vedlejsi ucinky.

V disledku netplného patentového chranéni carbeto-
cinu jako substance produkuje od pocatku 21. stoleti n¢ko-
lik firem na jeho bazi 1 veterindrni IéCiva
(Depotocin®:Veyx Pharma, Germany; WDT, Germany;
Veyx-Pharma, Netherlands a  Tettnang, Baden-
Wiirttemberg, BRD; Decomoton®: Calier Polska; Labora-
torios Calier SA, Barcelona; atd.)°. Ferring AB vSak zGsta-
va nejvyznamnéjsim distributorem jeho Iékovych forem
(pod rtiznymi jmény® ) pro humanni medicinu.

Carbetocin, navrzeny a poprvé syntetizovany
v laboratoti Karla Josta na prazském Ustavu organické
chemie a biochemie, se tak stal dik uzké spolupraci se
Svédskou firmou UCinnym, casto pouzivanym lékem
v kritickych porodnickych stavech.
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Prague and Swedish Laboratories Used as Pharmaceu-
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Licence agreements between the Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry, Czechoslovak Academy of
Sciences, Prague (IOCB), and the pharmaceutical compa-
ny Ferring AB Malmé enabled the Swedish company to
produce and commercialize worldwide a number of neuro-
hypophyseal peptides designed at the IOCB. Several of
them found therapeutic applications.

dDAVP: 1-deamino-8-p-arginine-vasopressin ~ was
designed in one of the IOCB peptide laboratories
(M. Zaoral and F. Sorm) in 1967. It displayed an extreme-
ly high antidiuretic activity (various tests indicate a 2- to
50-fold increase, as compared to arginine vasopressin) and
a very low pressor activity. The peptide (covered by the
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U.S. Patent No. 3,497,491, 1970) has been used as a pre-
ferred drug in the substitution therapy of the central form
of diabetes insipidus (Minirin®, today as Desmopressin
INN). Besides, as later discovered (Mannucci et al. 1977),
dDAVP increases the plasma concentration of the blood-
clotting factor VIII. This fact extended its clinical use as
haemostatics in cases of milder forms of haemophilia A,
von Willebrand-Jiirgens syndrome and some thrombocyte
dysfunctions. Despite of the clinical success of dDAVP,
a closer look reveals certain inadequacies in the presently
available pharmacological data: several reports declare
activity values and the prolongation effect (index of persis-
tence) in very broad ranges.

Triglycyl-8-lysine-vasopressin (Terlipressin), a pep-
tide with lysine vasopressin chain extended at the
N-terminal by a triglycine residue, acts mainly as a pro-
drug (releasing lysine vasopressin after aminopeptidase
splitting at the N* group). The analogue belongs to the so-
called ,,synthetic hormonogens®; individual peptides carry-
ing various acylating groups were synthesized in the mid-
sixties at the IOCB and legally protected by U.S. Patent
No. 3,558,590 (1968). It was a part of the licence agree-
ments mentioned above. The activities of triglycyl-8-lysine-
-vasopressin (both antidiuretic and vasopressor) are about
100 times lower than those of lysine vasopressin, but its
persistence is 5 times longer. As such, it is occasionally
used in emergency medicine in cases of esophageal (and
other gastroenteral) bleeding, traumatic or septic shock, in
cirrhotic patients and patients with portal hypertension. Its
use as an early abortion drug was discussed but not pur-
sued.
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Carbetocin (deaminocarba'-2-O-methyltyrosin-
-oxytocin) was synthetized in the laboratory of Karel Jost
at the IOCB before 1971; its synthesis was covered by
a Czechoslovak patent (CS-149,028 B1) in June 1973 (at
that time, Czechoslovak patent law did not provide for the
patentability of substances as such) and first published in
a biophysical communication by Fri¢ et al., 1974). As
a part of the licence agreement, it was included in the pro-
duction program of Ferring AB, but marketed later also by
several other pharmaceutical companies due to an incom-
plete patent protection. The peptide is a moderately active
uterotonic partial agonist and as such has been utilized in
veterinary obstetrics for delivery induction in cows and
(multiparous) pigs: its milder and better-controlled utero-
tonic action was found preferential as compared to oxyto-
cin so far used for these purposes. In the last two decades,
carbetocin has been commonly used also in the human
obstetrics, especially to prevent the peri- and post-partum
haemorrhage, from the maternal side the most frequent and
most severe delivery complication. It became a life-saving
drug in emergency obstetrics.

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

Keywords: neurohypophysial hormones, oxytocin, vaso-
pressin, deamino-D-arginine-vasopressin, DDAVP, Gly-
pressin, Terlipressin, Carbetocin, Ferring company, peptide
drugs
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Kolem nés je mnoho sekundéarnich metaboliti, které
maji podstatny (at’ jiz pozitivni, nebo negativni) vliv na
zdravi lidi, zvifat i rostlin. Tento Casopis se jich dotyka ve
svych ptehledovych ¢lancich pomérné casto, protoze re-
dakce zastava nazor, Ze je nutno bojovat proti vzrustajici-
mu (zejména internetovému) tmarstvi, které tuto oblast
zkaluje mnoha blaboly, jako naptiklad o ,,bilém zlu“ cuk-
i, octa, soli, mouky a tak podobné, a které Sifi Skodlivé
nepravdy jako napiiklad, ze ,,bily destilovany ocet a vinny
ocet (ve kterych je prevladajici substanci ,,kyselina aceto-
nova®) ... vznika kvasenim kyselych alkoholickych teku-
tin (cit."). TudiZ tento &lanek voln& navazuje na &lanky
o chutich a barvach®?, alkaloidech®, konopis, kofeinu®
apod. proto, aby se vefejnosti dostalo rozumnych infor-
maci.

Titulni sloucenina zvana DHEA je chemicky (3)-3-
-hydroxyandrost-5-en-17-on, znamy také pod pojmenova-
nimi jako 17-chetovis, 17-hormoforin, 3B-hydroxy-A’-
-androsten-17-on(e), androstenolon(e), astenil(e), dehydro-
epiandrosteron(e) (DHEA, téz DHA), deandros, dehydro-
isoandrosteron(e), diandron(e), EM 760, GL 701, IM 28,
immunor, intrarosa, NSC 9896, prasteron(e), psicosteron(e),
siscelar plus, trans-dehydroandrosteron(e) (TDA), A*-andro-
sten-3B-ol-17-on(e). DHEA je latkou, ktera je znama i pod
oznacenim ,,hormon mladi“ (ale i jako ,,matka hormonut*,
,zazracna pilulka®“, ,,pramen mladi“, ¢i ,,protilatka proti
starnuti’) bud’ sama, nebo v konjugované formé svého
esteru s kyselinou sirovou (DHEAS)®’, jehoz hladina je
v organismu mnohem vy$§i. Hormonem mladi byla nazva-
na, protoze mezi 20. az 30. rokem lidského zivota zacne
jeho hladina rapidné klesat'®, a protoZe jeho suplementace
u starSich lidi pfinesla nejen zlepSeni sexualnich funkci,
ale 1 snizeni vyskytu depresi a obav, spolu se zlepSenim
pocitu ,,well-being“'"'?, i kdyz se vyskytly i hlasy, které
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s vy§e popsanym nesouhlasi'’. BohuZel Ize nalézt pouziti
zkratky DHEA i pro jiné slouceniny, jako napf. dokosahe-
xaenoyl-ethanolamin (2-amino-1-hydroxytetrakosa-
4,6,8,10,12,14-hexaen-3-on) a zkratku DHA pro dokosa-
hexaenovou kyselinu, pficemz ob¢ latky rovnéz ptisobi na
CNS a jsou zkoumany v souvislosti s endokanabinoidy.

Neni divu, ze si u DHEA pfiroda vybrala konjugova-
nou formu, protoze zatimco DHEA ma logP = 3,44, odpo-
vidajici sulfat DHEAS ma logP =1,94, z ¢ehoz plyne mno-
hem lepsi rozpustnost ve vod, a tim i biodostupnost'.
Té¢lo si tento steroid vyrobi z cholesterolu (cholesterol
— pregnenolon — 17-OH-pregnenolon — DHEA) a je
vyluéovan v kiife nadledvin'®. Jako steroidni hormon hraje
diilezitou roli nepfimého meziproduktu na metabolické
cest¢ k androgenim a estrogenim. Muzi ziskavaji
z DHEA 50 % svého testosteronu a zeny 75 % svého es-
trogenu, u postmenopauzalnich Zzen dokonce 100 % estro-
gendl. Je zajimavé, ze DHEA nevykazuje typické anabolic-
ké vlastnosti, i kdyZ je za androgenni anabolikum povaZzo-
véan; v této souvislosti stoji za pfipominku, Ze zvySeny
pomér kortisolu k DHEAS v séru mtze byt rizikovym
faktorem vzniku sarkopenie (typ ztraty svalové hmoty)
u starich pacientd s diabetem'”. Existuji viak i studie, ve
kterych je popisovano snizovani rustu celkové vahy pfi
obezitd'®. DHEA zlepduje celkové metabolismus cukri
a dokonce sniZuje oxidativni stres zptisobeny cukrovkou'.
DHEA snizuje LDL, takZe se zda byt v této oblasti vhod-
nym sparingpartnerem 24-epibrassinolidu®.

Na zédkladé znamych imunomodulaénich vlastnosti
DHEA probéhl vyzkum jeho pouziti pti autoimunitnich
onemocnénich, jako systémovy lupus erythematodes®.

zkoumano 1 v procesu léceni astma a dalSich chorob, jako
Crohnovy nemoci a ulcerdzni kolitidy a dalsich®. Celkové
DHEA podporuje imunitu organismu. Lidé nakazeni HIV
maji velmi nizké urovné koncentrace DHEA (cit.”). Stu-
die ukazuji, Ze muzi i zeny nakazeni HIV po podani
DHEA vykazovali lep$i mentalni funkce a zvySeni imuni-
ty**. DHEA mize blokovat reaktivaci choroby, najmé
u HIV-1.

Snizeni koncentrace DHEA (o cca 2 % ro¢n¢) vede
nakonec k blokovani artérii srdce a k infarktu myokardu,
zejména u muza®. Doplnéni DHEA sniZuje stupeii hyper-
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protodioscin

tenze, nebezpeéi ischemické choroby srde¢ni a atero-
skler6zy. Dlikazy pro inverzni vztah mezi hladinou DHEA
a kardiovaskularnim rizikem jsou pomérné silné*®. Jsou téz
diikazy o pfiznivém plsobeni DHEA na hlavni onemocné-
ni plicniho ob&hu — plicni hypertenzi®’. Vyskytly se i pra-
ce, které doporucuji zkoumani vlivu DHEA na onemocné-
ni COVID-19 (cit.*®).

DHEA muze zlepsit mineralni hustotu kosti u zZen
imuzi s osteoporézou a osteopenii”’. Existuje mnoho
studii, které ukazuji pozitivni plisobeni DHEA proti
Hstarnuti. Jiz citované sniZzovani koncentrace DHEA
s vékem vede k vyssi incidenci vaznych nemoci. Udrzova-
ni urovné koncentrace DHEA ma vliv na celkovy obraz
pacienta, pfispiva i k udrzeni svalové aktivity a fyzické
vykonnosti. Studie na hlodavcich ukazala, ze DHEA muze
prodlouzit zivot az o 50 %, pokusné objekty vypadaji mla-
dé a nesedivi®®".

Je pravdépodobné, Ze po menopauze DHEA muze
napomahat udrzeni koncentrace zadoucich steroidi. Mize
usnadnit oplodnéni, zlepsit sexualni funkce, metabolismus
a ,,well-being®. Suplementace DHEA se ukazala byt uzi-
te€na pii zvladani posttraumatickych stavi a zlepSeni
abstinence u zavislosti. Byly nalezeny efekty DHEAS jako
anxiolytika a prostfedku tlumiciho agresi. Celkové DHEA
(S) prispiva k podpote ,,well-being™ a k pozitivnim emo-
cim, pfipadné ke zvySeni pozornosti a celkové pracovni
paméti®? >4,

Zd4 se, ze miZze snizit vyskyt rakoviny prsu®® a endo-
metria, nicméné zde se doporucuje administrace DHEA
ruku v ruce s lékafem, protoze existuje nebezpeci hormon-
senzitivnich nadori®®, které je viak i zleh¢ovano™’.

Bylo prokédzano, ze suplementace DHEA u muzi
s poruchou erekce zpusobila zlepsSeni erekce na dostatec-
nou troven®™. DHEA dokonce zlepSuje kvalitu semene
u muzi s poruchou fertility™.

Obecné je DHEA dulezity v endokrinologii a neuro-
endokrinologii. Mnoho receptorit je aktivovano DHEA,
Casto vSak na rozdilnych urovnich nez bézné ligandy.
DHEA je dulezitym regula¢nim néstrojem pro fadu moz-
kovych funkci. Pisobi jako ligand na nékterych signalnich
kanalech® a je mozkovou tkani piimo produkovéan. Tato
zjisténi ukazuji na Sirokou Skalu aktivit pfipisovanych
DHEA*'. Lékati a endokrinologové u nas dlouho bojovali

0 moznost pouziti DHEA pro jeho mnohocetnou biologic-
kou aktivitu, le¢ stale narazeli na prekazku, Ze tato latka
ijeji derivaty (7a-hydroxy-DHEA, 7p-hydroxy-DHEA
a 7-keto-DHEA) jsou dodnes povazovany za anabolické
androgenni steroidy, doping* a u nas navic tato latka ne-
byla k dispozici*. Dnes se voln& prodava, jako doplngk
stravy napt. v Mad’arsku a na Slovensku. I v literatufe se
vSak doéteme o anabolickém puisobeni DHEA pii sarko-
penii** a anorexii®.

Nase sféra ,,Cistého* sportu se spoléha na informaci,
ze ze steroidniho glykosidu protodioscinu (z kotvicniku
zemniho (Tribulus terrestris), ziejmé dovezeného jako
extrakt z Ciny a prodavaného i v 1ékarnach jako prostfedek
pro zlepsSeni nasi pohlavni kondice, vykonnosti a zdravou
hormonalni aktivitu) si DHEA organismus vyrobi sam.
Vzhledem ke struktuie o tom lze velmi pochybovat.

Nicméné pripravek Intrarosa, ktery obsahuje jako
1é¢ivou latku DHEA, ziskal kladné stanovisko EMA v roce
2017 jako 1écivy ptipravek pouzivany k l1écbé postmeno-
pauzalnich Zen se stiedné zavaznymi az zavaznymi piizna-
ky vulvalni a vaginalni atrofie. U Zen s vulvalni a vaginal-
ni atrofii se sténa pochvy a okolni tkané zten¢i a mohou
zpusobit piiznaky, jako je suchost, podrdzdéni a boles-
tivost v oblasti genitalii a bolestivy pohlavni styk. Bylo
prokazano, ze ptipravek Intrarosa zlepSuje strukturu vagi-
nalnich tkani a ma mirny tlumici ucinek na bolest pfi po-
hlavnim styku a ma pfijatelny bezpe&nostni profil*®. Pouzi-
va se jako vaginalni kulicka a u nas je na Iékaisky predpis.
SUKL o jeho dostupnosti v CR nema informace®’.

V Ceské ,,Sedé” literatuie se traduje nazor, Ze se
DHEA pfetvafi v organismu na testosteron, coZ potvrzova-
li muzi, kteti delsi dobu skoro tajné uzivali DHEA ¢i
DHEAS. Byli to vétSinou experimentatoii, kteti pfiznivé
hodnotili libido a erekci, ale také vzrist t€lesné sily a men-
talnich schopnosti, véetn& zlepseni paméti*’; aviak nadby-
tek muzskych pohlavnich hormonti se dava i do souvislosti
s n&kterymi zhoubnymi nemocemi, naptiklad s nadory
prostaty u muzi*®. EMA vsak uvadi, Ze nejbézngjsim ve-
dlejsim ucinkem pfipravku Intrarosa (ktery miize postih-
nout az 1 z 10 Zen) je vaginalni vytok. Ptipravek Intrarosa
se nesmi pouzivat u pacientli s nasledujicimi stavy: krva-
ceni z pohlavnich organd, u nichz nebyla diagnostikovana
pfi¢ina, diagnéza nebo podezfeni na rakovinu prsu nebo
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rakovinu zavislou na estrogenu, predchozi rakovina prsu,
neléena hyperplazie endometria (zesileni délozni slizni-
ce), akutni (kratkodobé) onemocnéni jater, piedchozi one-
mocnéni jater, kde jsou jaterni funkéni testy stdle abnor-
malni, pfedchozi nebo soucasny Zilni tromboembolismus
(tvorba krevnich srazenin v zilach), trombofilni poruchy
(abnormalni srazeni krve), aktivni nebo nedavné arterialni
tromboembolické onemocnéni (zpiisobené krevnimi sraze-
ninami v tepnach), porfyrie (neschopnost rozkladat che-
mické latky zvané porfyriny).

S latkami, jako je DHEA, se setkdvame ve védeckém
badani, sportovni medicing, ale i na trhu Sedé ekonomi-
ky*’. Je proto uZite¢né o nich v&dét najmé to, co udava
soucasna odborna literatura.
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M. Juragek®, L. Starka®, and P. Drasar® (“ Institute
of Natural Chemistry, University of Chemical Technology,
Prague, * Institute of Endocrinology, Prague): About the
Hormone of Youth

DHEA, prasterone, (3f)-3-hydroxyandrost-5-en-17-one,
is a natural secondary metabolite that is, mainly in its sul-
phated form, present in young humans. After the age of 30
its concentration gradually lowers. When it is supplement-
ed to the elderly people, their well-being and sexual func-
tions grow up together with mental capacity. Alternatively,
it may help to cure number of diseases. However, as it is
considered to be anabolic androgen, i.e., doping, its use is
in the Czech Republic limited on the medical prescription
only.

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

Keywords: DHEA, prasterone, hormone of youth, well-
being, doping
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Brassinosteroidy (brassinolidy, BS) jsou specifické
rostlinné polyhydroxylované derivaty Sa-cholestanu,
strukturné podobné ZivociSnym steroidnim hormoniim
odvozenym od cholesterolu, polyhydroxylovanym zluco-
vym kyselindm'a ekdysteroidim hmyzu®. Vyznaluji se
cis-diolem na kruhu A v poloze na C-2 a C-3, hydroxylo-
vanym boc¢nim fetézcem, ,,all-trans* anelaci a oxidaci na
kruhu B. Kruh B obsahuje bud’ sedmiclenny lakton (napt.
brassinolid) nebo Sesticlenny keton (napf. kastasteron). BS
se nachazeji ve velmi malych koncentracich prakticky ve
vSech c¢astech rostlin, zejména pak v pylu, semenech, lis-
tech a mladych vegetativnich tkanich v celé rostlinné ¥i3i’.
Prvni biologicky aktivni rostlinny BS byl izolovan®
v mnozstvi 4 mg ze 40 kg pylu brukve fepky Brassica
napus v roce 1979. Podstata vzesla ze starobylé praxe, kdy

péstitelé zalévali svoje kultury zalivkou obsahujici rostlin-
ny pyl ku zlepSeni péstitelskych vysledk. Béhem doby
bylo zjiténo, ze se podobné latky ze skupiny téchto poly-
hydroxysteroidii nachézeji prakticky ve vSech rostlinach
a Ze skupina obsahuje vice nez stovku piibuznych latek.
Dtkladnym studiem, a to i na polnich pokusech, bylo zjis-
téno, ze tyto latky v nepatrnych koncentracich (témét
,homeopatickych®) maji vyznamny a pozitivni vliv na
urodu, at’ jiz tim, Ze zlepSuji rist, vytéznost, ale i odolnost
rostlin.

Vyzkum BS vzdy omezovala jejich mala dostupnost
v pfirod¢ a syntetickd obtiznost, syntézu v provoznim mé-
fitku se vSak podafilo vyfesit at’ jiz vyuzitim bunécnych
kultur’ nebo &asteénou syntézou®. Zajem o tuto skupinu
latek stale roste”. Web of Science na dotaz ,,brassinolide
odpovida 1309 a ,,brassinosteroid” 4566 citacemi. Kdyz
Pavel Kocovsky zacatkem 80. let minulého stoleti, coby
,»mlady vojak®, navrhl $éfovi, Ze by bylo uzite¢né takové
latky syntetizovat, byl stroze odmitnut.

Exogenni aplikace BS na rostliny v nanomolarnich az
mikromolarnich koncentracich ma Siroké spektrum risto-
vych odpovédi, jako je prodlouzeni stonku, inhibice rtstu
kotenti, podpora déleni bun¢k a zvySeni odolnosti proti
stresu zpusobené¢ zménami v enzymové aktivité a genové
expresi, nicmén¢ v nékterych ptipadech zalezi na koncen-
traci a druhu rostliny; nizké koncentrace naopak rist kote-
nli mohou podporovat.

U rostlin BS zvySuji syntézu dalSich fytohormoni,
podporu;ji individualni expanzi bunék a proteinovou synté-
zu, aktivuji fotosyntézu pomoci kli¢ovych enzymatickych
reakci, a tim zvySuji rst, vyvoj a stabilitu rostlin.

kastasteron
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V zemédélstvi se aplikuji v extrémné nizkych, téméf
,,homeopatickych® davkach (napt. 5-50 mg/ha), jsou eko-
logicky bezpecné, netoxické ve vztahu k lidem, savclim,
uzitenému hmyzu a rybam.

V poslednich letech poskytla biochemicka a geneticka
analyza presvédCivé ditkkazy o zdsadni roli BS ve vyvoji
rostlin. Jako biologicky aktivni sloucenina pro pouziti
v zemé&dé€lstvi byl prvy brassinosteroid, 24-epibrassinolid,
registrovein8 v EU az v roce 2021 s tim, ze ,,S ohledem na
Jedno ci vice reprezentativnich pouziti alespon jednoho
pripravku na ochranu rostlin obsahujiciho dotcenou ucin-
nou latku, a zvlasté pak pouziti, jez byla zkoumana
a podrobné popsana ve zpraveé o prezkumu, bylo zjisténo,
ze kritéria pro schvdleni stanovend v clanku 4 narizeni
(ES) ¢. 1107/2009 jsou splnéna. Komise se dale domniva,
Ze 24-epibrassinolid je ucinnou latkou predstavujici nizké
riziko ... Proto ... ucinnd latka 24-epibrassinolid ... se
schvaluje”. V CR povoleni pro pouziti v zemé&d&lstvi BS
zatim nemaji, protoZe jsou posuzovany jako hnojiva
a nepodafilo se prokazat, Ze by mély u¢inné vlastnosti této
skupiny latek, ptestoze, podle zdkonnych ustanoveni bylo
prokazano, ze koncentrace arsenu, kadmia, chromu, rtuti
a olova v predlozenych vzorcich byly ,,niz§i“ nez pozado-
vané limity, coz je vecelku logické, protoze v BS zadné
tézké kovy nejsou.

Fakt, Ze po aplikaci BS rostliny odolavaji suchu, pfi-
lisné vlhkosti, zasoleni pidy a ze vyznamné zvysuji trodu
zemédélsky 1 lesnicky dllezitych rostlin, nenasel sluchu
ani na Ministerstvu zemé&délstvi CR. Pouziti 24-epi-
brassinolidu v zeméd¢lstvi je vSak dnes jiz povoleno
v fad& statd, mj. i v USA’. V Bélorusku, kde se vyrobce
setkal s podobnym ufednim postupem jako v CR, byla tato
latka, v souladu s ptisluSnymi ptredpisy, registrovana nako-
nec i jako hnojivo'’.

Piipravky s BS lze povazovat za reprezentativni za-
stupce nové generace bioraciondlnich agrochemikalii, kte-
ré nemaji zadny vliv na Zivotni prostfedi, plisobi pfiroze-
nymi davkami a pfirozenym zptsobem''. Tradiéng se
ucastni potravinovych fetézct lidi a savci, neb jejich me-
tabolickd cesta je pro né evoluéné obvykla. Obsah BS
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v rostlindch se zvySuje béhem prvnich 12 az 14 dnt po
oSetfeni, pak béhem nasledujicich 10 dni se pfipravek
zcela metabolizuje. Hlavnimi metabolity jsou steroidni
glykosidy. Rostliny musi byt oSetieny ve vhodné fazi vy-
voje; dobré vysledky poskytuje aplikace u mladych rostlin.
K dispozici jsou dva rezimy pouZiti: namaceni semen,
tizki a postiik listd. Vcelku Ize shrnout dlouhodobé vy-
sledky pfi péstovani rostlin, BS jsou zodpovédné zejména
za:

— zvySeni vytéZnosti (obr. 1), vynost a zlepSeni kvality
produkce (komer¢niho vzhledu, ornamentalni hodnoty
kvétl), tvorby kvétového stonku, posileni stability
sazenic, rstu kofent, zrychleni zakofeniovani fizkii a
zlepSeni jejich kvality, zlepSeni vyuziti dusiku, zvyse-
ni vynost semen a hliz, obsahu proteini, lepku, esen-
cialnich aminokyselin apod., olejd, cukri a vitamin,
kvality vlédkna, poctu ro¢nich vyhonki a fotosyntetic-
ké kapacity,

— zrychleni a zlep8eni kli¢ivosti, formovani uniformnich
stonkil, snizeni tvorby vadnych rostlin, zkraceni doby
vegetace,

— omezeni poSkozeni zplisobenych nemocemi, houbami
a hnilobou,

— zvySeni efektivity hnojeni, sniZzeni akumulace nitratd,
snizeni poskozeni pesticidy,

— zvySeni odolnosti rostlin k suchu, mrazu a piebytku
vody, zasoleni.

V podminkach sucha mtize byt aplikace BS kriticky
dilezita pro produktivitu. Ptikladem mtze byt napf. pouzi-
ti prostiedku s 24-epibrassinolidem EPIN v Moldavsku
v roce 2007 (viz obr. 2).

Popularitu prostiedkt s BS pro zemédé&lstvi i zahrad-
kare lze snadno vidét, pokud do internetového vyhledava-
¢e zadame heslo ,,5uH" (epin v azbuce).

BS maji fadu biologickych vlastnosti a u¢inkd i mimo
hajemstvi rostlin. Fakt, ze BS pozitivné ovliviiuji lidské
zdravi byl mnohokrat zdokumentovan'>', a to i v pfipadg,
7e prichazeji z bézné potravy'. V zemich byvalého SSSR
je 24-epibrassinolid dokonce registrovanym prostfedkem
jako ,,bylinny stimulant pro elitni sportovce* a prostiedek

ZVYSENi VYNOSU V %

S
S
(]
o

Obr. 1. ZvySeni vynosi nékterych plodin po aplikaci BS (cit.'%)
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Obr. 2. ZvySeni urody pSenice za katastrofilniho sucha
v Moldavsku v roce 2007 po oSetieni BS (cit.')

pro navozeni ,,well being*'® s tim, Ze neni antidopingovou

agenturou povazovan za prostiedek dopingu'’; je Siroce
distribuovan pod obchodnim nazvem ®uronoxn (Fitonol)'®
s obsahem 25-40 pg v kapsli (obr. 3). Doporucuje se apli-
kace max. 75 pg denné.

Americky patent pfinasi objev pouZzivajici BS k navo-
zeni anabolicky ptiznivého stavu pro rust, opravu a adrzbu
kosterniho svalstva a kuze' v koncentracich jiz od
0,01 pM a davkach od 0,1 mg kg™’ tydn&. Bylo téZ paten-
tovano, ze BS mohou byt uzitecné v regulaci cholesterolu
tim, Ze snizuji hodnoty LDL aniz sniZuji Groven HDL
(cit.?). Japonsky patent narokuje preventivni uginek BS
proti arterioskler6ze v koncentraci 20 pM (cit.2"). Podobné
jako strukturné pifbuzné ekdysteroidy® ptisobi BS i jako
anabolika a adaptogeny”>* a ptirozené maji vliv na vyvoj
hmyzu'. Prokdzana byla i velmi pozitivni role BS na rybi
chovy'**,

K vyse citovanym vlastnostem byla dale nalezena
antivirova aktivita téchto sloucenin proti RNA a DNA
virim. Nékteré ze sloucenin vykazovaly pfi testovani proti
viru Junin (JV) (4renaviridae) 10 az 18krat vyssi index
selektivity (SI) nez ribavirin, Sirokospektralni antivirova
slou¢enina; dobra antivirova aktivita proti viru spalni¢ek
(MV) (Paramixoviridae), s hodnotami SI také vySsimi nez
ribavirin pouzivany jako referencni lé¢ivo, a podobna nebo
niz§i aktivita proti herpes simplex typu 1 a 2 (HSV-1
a HSV-2) (Herpesviridae) ve srovnani s foscarnetem nebo
acyklovirem?. Bylo zji§téno, ¥e mohou mit vliv na odvra-

Obr. 3. Fitonol (cit.'®)
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ceni mnohodetné 1ékové rezistence®®, napf. u lidské
T lymfoblastoidni bunééné linie CCRF-VCR1,000.

Je Siroce popsano, Ze BS maji vhodné terapeutické
vlastnosti proti rozvoji rakoviny a ukazuji potencial pro
vyvoj novych protinadorovych 1éka***. BS s fluorovanym
postrannim fet€zcem vSak maji protirakovinnou aktivitu
zanedbatelnou®®, podobné jako derivaty fluorované na
skeletu®®. Nefluorované BS vykazaly, v mikromolarnich
koncentracich, schopnost inhibovat rtst nékolika lidskych
rakovinnych bunéénych linii, aniz by ovlivilovaly rist
bunék normalnich’’. Zejména pak sim brassinolid byl
schopen indukovat apoptézu v prostatické bunécné linii
PC-3 nezéavislé na androgenech v koncentracich jiz od
20 puM, a proto byl navrzen k prevenci nebo 1é¢bé pokroci-
1¢ rakoviny prostaty’’ a 1ékové rezistentnich malobunéé-
nych karcinomd plic*?. 24-Epibrassinolid méni signalni
osu PI3K/MAPK aktivaci apoptdzy zprosttedkované mito-
chondriemi navozenou Foxo3 v buiikach rakoviny tlustého
stteva®. BS prokazaly schopnost navodit apoptozu rakovi-
ny prostaty’* a prsu®. Existuji naznaky, Zze BS lze pouzit
pii 1éCbé stavt souvisejicich s androgeny, jako je benigni
hyperplazie prostaty a androgenni alopecie™.

K zajimavym zji§ténim patii to, Ze BS jsou spojovany
se schopnosti navodit rezistenci proti viram®’, bakteriim,
fasovkam (oomycety), ale i houbam a plisnim'***. BS jsou
povazovany za vazné kandidaty na prostiedky s antiviro-
vou aktivitou a pii léCeni pacientli trpicich herpetickymi
a virovymi chorobami®’, véetnd HIV*.

Bylo zjisténo pomoci inhibice inkorporace *Rb" do
lidskych erytrocytdi, ze BS inhibuji Na'K" dependentni
ATPasu, aviak v men$i mife nez digitoxin*. Bylo téz
popsano, ze BS s fluorovanym postrannim fetézcem vyka-
zuji GABA, aktivitu srovnatelnou s endogennim neuroste-
roidem alopregnanolonem™.

Bylo popsano, ze BS vykazuji antiglykemickou akti-
vitu u diabetickych potkant, zlep$uji hladinu RBC, WBC,
krevnich desti¢ek, hladinu hemoglobinu a snizuji poskoze-
ni bunék u chorob, jako jsou zanétlivé onemocnéni stiev,
alergické reakce a leukémie nebo myeloproliferativni neo-
plazma u lidi*%.

PrindSime tento ptispevek jako ucebni text popisujici
riizné zajimavé aspekty chemie piirodnich latek™ * i pro-
to, ze chceme takto reagovat na mnozstvi smyslenek, polo-
pravd a nesmyslu, které jsou kolem pfirodnich sloucenin
dnes S§ifeny. Je nabiledni, Zze zkouméni pfirodnich latek,
jakozto latek z obnovitelnych zdroja, je jednou z cest, jak
lacinym a efektivnim zpiisobem pfispét ku v§eobecnému
prospéchu*®*’. Pokud se tak ¢ini s p¥irodni latkou, ktera
ma navic zanedbatelnou toxicitu, téméf nulové kontrain-
dikace a ktera je lidstvem pouzivana po tisice let, je jen
dobre.

Sekundarni metabolity jako BS z obnovitelnych zdro-
jb majici Sirokou biologickou u¢innost a minimalni toxicitu
(LDs, pro 24-epibrassinolid je vy3si'® nez 5000 mg kg ™) jsou
studnici moznosti pro budouci vyuziti v humanni, zemé-
délské i lesnické praxi. Brassinosteroidy jsou prvni skupi-
nou steroidnich hormondlnich sloucenin izolovanych
z rostlin a pusobicich v rostlinach. Mezi ¢etnymi fyziolo-
gickymi ucinky jsou stimulace ristu a adaptogenni aktivita
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ovlivnéné BS obzvlasté pozoruhodné. V dnesni dobé exis-
tuje mnoho ditkazl o tom, ze BS maji podobné typy aktivi-
ty imimo rostlinnou #§ ba i v lidské bioregulaci®®
a k takové osveté chtél piispét i tento ¢lanek.
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Secondary metabolites such as brassinosteroids (BS)

from renewable sources having broad biological efficacy
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Chem. Listy 176, 223-227 (2022)

for future use in human, agricultural and forestry practices.
BS are the first group of steroid hormone compounds iso-
lated from plants and acting in plants. Among the numer-
ous physiological effects, the growth stimulation and adap-
togenic activity affected by BS are particularly notewor-
thy. Nowadays, there is much evidence that BS have simi-
lar types of activity outside the plant kingdom and even in
human bioregulation.

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

Keywords: brassinosteroid, brassinolide, plant growth
regulators, bio-based agrochemicals
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1. Uvod

Poprvé byl vitamin E popsan v roce 1922 Evansem
a Bishopovou jako antisterilni faktor nezbytny pro spravné
probéhnuti reprodukéniho cyklu krys'. V roce 1931 pak
byla popsana antioxidagni funkce tokoferolt®, ktera je
v soucasné dob¢ (vétsinou védecké komunity) povazovana
za hlavni projev biologické aktivity vitaminu E (cit.>).
Tento vitamin je pfitom ¢asto oznacovan za nejvyznamnéj-
§i lipofilni antioxidant, ktery v membranach buné¢k
a lipoproteinech krevniho séra ochraiiuje mastné kyseliny
pred oxidaci’. V poslednich cca 30 letech se navic ukézalo,
ze dostatecny pfijem vitaminu E (spolu s dal§imi anti-
oxidanty) miize hrat dulezitou roli v prevenci vzniku
a rozvoje kardiovaskularnich chorob a nékterych dalSich
onemocnéni'®. Tato skutetnost podnitila §ir§i vyzkum
tokoferold®?!, v ramci n&hoZ byly objeveny zejména né-
které dalii slouceniny s aktivitou vitaminu E (cit.''?")
a také né€které doposud nepopsané mechanismy puisobeni
tohoto vitaminu in vivo"®’. Nasledujici text proto shrnuje
aktualni pohled na vitamin E, a to pfedevSim pravé na
slouCeniny vykazujici aktivitu tohoto vitaminu a mecha-
nismy jeho plsobeni in vivo.

>
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2. Slouceniny vykazujici aktivitu vitaminu E

Podle klasického pojeti je vitamin E tvofen ¢tyfmi
tokoferoly a ¢tyfmi tokotrienoly, které jsou spole¢né ozna-
covany jako tokochromanoly3. Priblizné od konce
20. stoleti jsou vSak objevovany dalsi strukturn€ podobné
latky, pficemZ u nékterych z nich jiz byla experimentalné
prokazana biologicka aktivita vitaminu E (cit. 19, Mezi tyto
nové sloudeniny patii napt. tokomonoenoly'' ™, desmethyl-
a didesmethyltokotrienoly'®!” a tokodienoly'® (viz obr. 1).

Z nové objevenych sloucenin byla zatim nejvétsi po-
zornost vénovana studiu tokomonoenoli, které byly do-
konce detekovany v lidské plazm&'®, a které néktefi autofi
povazuji za treti skupinu sloucenin s aktivitou vitaminu E
(cit.'"). Z potravinovych zdroji byly ptitom tokomonoeno-
ly nalezeny zejména v palmovém'*'’, dyiiovém'
a slunenicovém oleji*?* a v kiwi'’. Zvlastnim typem
a-tokomonoenolu je pak MDT (marine-derived tocophe-
rol), ktery byl poprvé popsan v jikrach lososa' a ktery
pravdépodobné usnadiiuje adaptaci moiskych ryb na niz-
kou teplotu®'.

Jednotlivé tokochromanoly vykazuji rliznou miru
biologické aktivity vitaminu E (cit.>*®) (viz tab. I), a to
predevsim v zavislosti na své chemické struktuie®:

a) Dulezitou roli hraji methylové skupiny (s kladnym
indukénim efektem) umisténé v pozici ortho
k hydroxylové skupin€ na chromanovém jadre, které
usnadiuji odstépeni vodikového atomu z hydroxylové
skupiny, stabilizuji vznikly tokoferoxylovy radikal
a umoznuji reakci tohoto radikalu s peroxylovymi
radikaly. a-Tokoferol ma pfitom methylové skupiny
v obou ortho polohach k hydroxylové skuping,
B-tokoferol a y-tokoferol pouze v jedné a d-tokoferol
v zadné.

Stabilitu tokoferoxylového radikalu zvysuje kyslikovy
atom heterocyklu umistény v para poloze
k hydroxylové skupin€. Kyslikovy orbital p obsahujici
volny elektronovy par je témét kolmy na rovinu aro-
matického jadra a piekryva se s poloobsazenymi mo-
lekulovymi orbitaly radikalu. Cim je tento piekryv
orbitalll vétsi, tim je tokoferoxylovy radikal stabilnéjsi
prostfednictvim delokalizace elektronti. Miru ptekry-
vu orbitalll charakterizuje tzv. dihedralni uhel, jehoz
hodnoty jsou pro jednotlivé tokoferoly nasledujici:
a-tokoferol 21°, B-tokoferol 21,4°, y-tokoferol 18,9°
a d-tokoferol 20,2°.

Mira lipofility je dilezitd pro rozpustnost tokoferolt
(a tokotrienolt) in vivo v lipidovém prostiedi, jako
jsou napf. bunééné membrany nebo lipoproteinové
castice. Lipofilitu tokoferolt (a tokotrienold) ovliviiuji
methylové skupiny na chromanovém jadfe a postranni
fetézec pfipojeny na chromanové jadro v poloze C2.
Cim je tokochromanol lipofilngjsi, tim ma vétsi aktivi-

b)
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Obr. 1. Chemicka struktura jednotlivych vitameri vitaminu E a nékterych pfibuznych slou¢enin (MDT — marine-derived tocopherol)

Tabulka I
Relativni biologickd aktivita riznych sloucenin s aktivitou
vitaminu E (cit.>'%)

Nazev Relativni biologicka
aktivita [%]
a-Tokoferol 100
B-Tokoferol 50
v-Tokoferol 10
8-Tokoferol 3
a-Tokotrienol 50

B-Tokotrienol 5

v-Tokotrienol neznama
d-Tokotrienol neznama
MDT*? 49
a-Tokomonoenol 30

*Marine-derived tocopherol

tu in vivo. a-Tokoferol ma ptitom tfi methylové skupi-
ny a nasyceny postranni fetézec a vykazuje tudiz nej-
vyssi biologickou aktivitu ze v§ech tokochromanolti.
Relativni biologicka aktivita tokochromanold uvedena
v tab. I vychazi z pokusi se zvifaty, u kterych vitamin E
pusobi jako antisterilni faktor. V té€chto pracich byly napii-
klad sledovany biezi krysy s nedostatkem vitaminu E,
které byly krmeny riznym mnozstvim jednotlivych toko-
chromanoltl, pfi¢emz byl sledovan vliv téchto latek na
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preziti krysich plodd’. Ze ziskanych dat pak byla spo¢itana
relativni biologicka aktivita jednotlivych tokochromanolt.
Tyto hodnoty vsak pravdépodobné nelze pfimo pouzit pro
¢loveéka'*, u néhoz nebyl pozorovan antisterilni efekt
tokochromanold, ktery byl potvrzen v experimentech
s riiznymi zvitaty .

Pro posouzeni G¢innosti jednotlivych tokochromanoli
u Cloveka je tak pravdépodobné rozhodujicim faktorem
nasledujici skutecnost: Tokochromanoly jsou po absorpci
ze zazivaciho traktu transportovany do jater, kde jsou po-
moci transportniho proteinu pro a-tokoferol (a-TTP) za-
Clenovany do lipoproteinovych ¢astic a distribuovany do
okolnich tkani’. Bylo ptitom zji§téno, ze a-TTP upiednost-
fluje pfi vazebnych interakcich vétsi pocet methylovych
skupin, optickou konfiguraci R-uhliku ¢islo 2 na chroma-
novém jadie a nasyceny postranni fetézec. Experimental-
né pak bylo potvrzeno, ze a-TTP vyrazné preferuje vaz-
bu na o-tokoferol a ze vSech jeho moznych optickych
forem nejsnadnéji vaze R,R,R-a-tokoferol, ktery ma diky
tomu nejvyssi biologickou aktivitu (viz tab. II). Relativni
afinita o-TTP k ostatnim tokochromanolim (ve vztahu
k R,R,R-a-tokoferolu, vi¢i némuz ma afinitu 100 %) je
pak nasledujici: R,R,R-B-tokoferol 38 %, R,R,R-y-
-tokoferol 9 %, R,R,R-6-tokoferol 2 % a R,R,R-a-toko-
trienol 12 % (cit.’; méfeno za podminek soutéZe mezi da-
nym tokochromanolem a R,R,R-a-tokoferolem béhem
membranového pienosu in vitro). a-Tokoferol je tak v téle
zadrzovan, zatimco ostatni formy vitaminu E jsou v jatrech
prednostné metabolizovany a vyludovany*!. V dusledku
toho je koncentrace o-tokoferolu v krevni plazmé
(pramé&mé& 20 umol 1) ptiblizng 10krat vétsi nez kon-
centrace 7y-tokoferolu, a ostatni tokochromanoly se
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Tabulka II
Relativni biologicka aktivita optickych isomerd o-toko-
ferolu®

Nazev Relativni biologicka

aktivita [%]

2R, 4'R,8'R-a-tokoferol 100
2R,4'R,8'S-a-tokoferol 90
all-rac-o-tokoferol 74
2R,4'S,8'S-a-tokoferol 73
285.4'S.8'S-a-tokoferol 60
2R,4'S,8'R-a-tokoferol 57
28,4'R,8'S-a-tokoferol 37
28,4'R,8'R-a-tokoferol 31
28,4'S,8'R-a-tokoferol 21

v plazmé vyskytuji jen v zanedbatelném mnozstvi>2’.

S ohledem na tuto skute¢nost proto nové&jsi literatu-
ra">’ uvadi, Ze jako vitamin E by mé&l byt u &lovéka ozna-
¢ovan pouze a-tokoferol, resp. pouze jeho 2R-optické iso-
mery’

3. Vyznam vitaminu E pro ¢lovéka

Jak jiz bylo uvedeno, vitamin E byl objeven v roce
1922 jako sloucenina potfebna pro spravné probéhnuti
reprodukéniho cyklu krys®®. Tato funkce vitaminu E viak
nebyla u ¢lovéka potvrzena', a aékoliv k dnesnimu datu
bylo provedeno obrovské mnozstvi studii, které si kladly
za cil objasnit, pro¢ je vitamin E esencialnim mikronutri-
entem pro ¢lovéka, ani témét 100 let od objeveni tohoto
vitaminu neni znama jeho pfesna biologickd funkce®.
V odborné komunité pfitom ptevazuji dva odlisné néazo-
ry*’. Jedna &ast odbornikii tvrdi, Ze vitamin E piisobi pie-
vazné (ne-li vyhradng) jako antioxidant’, zatimco jini za-
stdvaji nazor, ze vitamin E plsobi spiSe tzv. ne-
antioxidaénimi mechanismy™".

3.1. Antioxidacni pisobeni vitaminu E

Vitamin E (a-tokoferol; spolu s dal$imi v tuku i ve
vod¢ rozpustnymi antioxidanty) poskytuje zivym systé-
mim ucinnou obranu proti volnym radikalim a poskoze-
nim, které tyto radikily vyvolavaji na bunétné trovni’.
Vitamin E se pfitom nachazi ve v§ech membranach bunék
(tedy jak v bunééné membrang, tak v membranach bunéc-
ného jadra, mitochondrii, endoplazmatického retikula
a dalgich)’. Sest molekul a-tokoferolu je dale soudasti kaz-
dé lipoproteinové LDL (tj. low density lipoprotein) ¢astice,
a nachézi se také v HDL a VLDL lipoproteinech (tj. v high
density a very low density lipoproteinech)**.

Vzhledem k jasné potvrzené antioxidacni aktivité
vitaminu E v in vitro studiich®, jeho umisténi
v membranach bunék a lipoproteinovych ¢&asticich, a na
zakladé¢ jeho antioxidacéni aktivity pozorované v nékterych

Referat

in vivo studiich®~*, je vitamin E povaZovan za nenahradi-
telny lipofilni antioxidant, ktery zhaSenim peroxylovych
radikalit  ochranuje nenasycené mastné  kyseliny
v biomembranach a lipoproteinovych Casticich in vivo.
Timto ptisobenim udrzuje integritu polyenovych mastnych
kyselin (napiiklad arachidonové kyseliny) a podporuje tak
jejich aktivitu. Bioaktivni lipidy v membranach bunék jsou
totiz dulezité signalni molekuly a jejich ztrata v dasledku
oxidace muze mit vliv na aktivitu enzymi, bunéc¢né signal-
ni drahy nebo expresi gentl, a tim ovliviiovat napt. shluko-
vani krevnich desticek, zanétlivy stav organismu nebo
zivotni cyklus bunék a dalsi déje’.

Vyznam vitaminu E jako antioxidantu v lidském téle
potvrdila v roce 2010 i EFSA (tj. Evropsky tfad pro bez-
peénost potravin — European Food Safety Authority)®,
ktera povolila uvadét na potravinach zdravotni tvrzeni:
,Vitamin E pfispivd k ochrané bunécnych slozek pied
oxida¢nim poSkozenim.”“ Vitamin E mé tedy potencial
pozitivn¢ plsobit v prevenci vzniku a rozvoje onemocnéni,
kterd mohou vznikat v disledku nadmémého oxidac¢niho
stresu (zejména tedy kardiovaskularnich nebo nadorovych
onemocnéni)®*’. Pro lidské zdravi je viak vyznamna také
antioxida¢ni funkce tokochromanold uplatiiujici se v po-
travinach, kde béhem jejich skladovani a zpracovani inhi-
buji vznik zdravi Skodlivych latek (zejména nékterych
oxidacnich produktd lipidl) a zarovenl ochraiuji zadouci
slozky potravy (napf. esencidlni mastné kyseliny) pied
oxidaci®®.

Antioxidac¢ni aktivita tokoferolil i tokotrienoll je dana
jejich schopnosti poskytovat vodikové atomy volnym lipi-
dovym radikalam®. Zda se viak, Ze in vivo a-tokoferol
reaguje pouze s peroxylovymi radikaly™. Ptitom se uvadi,
ze jedna molekula vitaminu E je schopna ochrénit az pii-
blizng 2000 lipidovych molekul®’. Tato vyjime&na schop-
nost je dana pravdépodobné kombinaci tii faktort:

a) vyssi rychlosti reakce mezi vitaminem E a peroxylo-
vymi radikaly ve srovnani s reakéni rychlosti téchto
radikald s nenasycenymi mastnymi kyselinami**;
schopnosti n¢kterych antioxidantil (napt. vitaminu C)
regenerovat radikaly vitaminu E do jeho plivodni for-
my vykazujici antioxidaéni vlastnosti®;

schopnosti a-tokoferolu v jednom reakénim cyklu
inaktivovat dva peroxylové radikaly”.

Vyjimecna schopnost a-tokoferolu ptisobit jako anti-
oxidant v biomembranach je pak dana nejen jeho obecnou
schopnosti inaktivovat volné radikély, ale také jeho orien-
taci v membranach. Pfedpoklada se, ze o-tokoferol je
v bunéénych membranach zanoten do lipidové dvojvrstvy
pomoci postranniho fetézce, zatimco chromanovy cyklus
s hydroxylovou skupinou je orientovan smérem k povrchu
membrany. Hydrofobni interakce a vodikové vazby mezi
chromanovym jadrem, postrannim fetézcem a mastnymi
kyselinami pfitom stabilizuji membranu a polohu chroma-
nového jadra, které poskytuje vodikovy atom peroxylovym
radikalim’.

Z a-tokoferolu vznika v této reakci relativné stabilni
a-tokoferoxylovy radikal, ktery mize dale reagovat néko-
lika zpisoby:

a) muze byt oxidovan az na a-tokoferylchinon, ktery je

b)

¢)
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pak z téla vylucovan zluci jako glukoronid nebo moci
jako a-tokoferonova kyselina®’;

milZe reagovat s dal§imi radikdly za vzniku neradika-
lovych produkti®*7;

miliZze migrovat z lipidové dvojvrstvy k povrchu mem-
brany, kde ho mize vitamin C (a jiné hydrofilni re-
dukéni slouceniny) regenerovat zpét na vitamin E
(cit.4’27’39)
muze se stat potencialnim reiniciatorem lipidové pero-
xidace v disledku své relativné dlouhé Zivotnosti*®*!.
Jak jiz bylo zminéno, antioxidac¢ni schopnost tokofe-
rold byla prokazana v fadé studii**>’. Nejéastgji se piitom
uvadi tyto dvé fady tokoferolli podle jejich klesajiciho
antioxidacniho efektu 3- > y- > B- > a-tokoferol nebo d- >
y- = B- > a-tokoferol®. Potadi jednotlivych tokoferoléi pod-
le antioxida¢ni aktivity v systémech in vitro (a tedy
i v potravinach) se tak vyznamné lisi od jejich poradi pod-
le biologické aktivity in vivo™® (viz diive). Tento nesoulad
lze vysvétlit vyznamnou zévislosti antioxidacni efektivity
tokoferoldl na experimentalnich podminkach®** a moznou
ucasti tokoferoxylovych radikali (zejména a-toko-
feroxylového radikalu) ve vedlejsich (prooxidacnich) reak-
cich v systémech in vitro™**. Naopak in vivo mohou byt
tokoferoxylové radikaly regenerovany nékterymi slouceni-
nami (vitamin C, ubichinon)*. Biologicka aktivita in vivo
je vsak pravdépodobné nejvyznamnéji ovlivnéna jiz zmi-
nénou rozdilnou afinitou a-TTP k jednotlivym tokofero-
léim (a tokotrienoltim)>*,

b)

¢)

5

d)

3.2. Jiné nez antioxidaéni pusobeni vitaminu E

Jak jiz bylo naznaceno, nékteti vyzkumnici se domni-
vaji, ze vitamin E plsobi in vivo pfevazné jinym nez anti-
oxidaénim zptisobem'. Tito autofi pfitom tvrdi, Ze toko-
chromanoly se v lidském organismu nemohou projevit
antioxida¢nim ucinkem, nebot’ se v ném vyskytuji v pfilis
nizkych koncentracich”', a e doposud provedené studie
antioxida¢ni funkce vitaminu E in vivo jsou nedostatec-
né"®.

Ne-antioxidacni plisobeni vitaminu E bylo ve vétSiné
pfipadt studovano pouze u a-tokoferolu, a to jak v bunéc-
nych modelovych systémech, tak v nékterych experimen-
tech se zvitaty***>'. V ramci té&chto pokust bylo zjisténo,
ze o-tokoferol se miize specificky vazat na nékteré protei-
ny, a tim se muze zapojovat napf. do regulace exprese
genl nebo modulovat aktivitu nékterych enzymut (napf.
proteinkinasy C, fosfatidylinositol-3-kinasy nebo cyklo-
oxygenasy)'~%. V disledku toho miize vitamin E pravdé-

mu">, sraZeni krevnich desti¢ek'™* nebo ukladani lipidd

v aorté'*, coz mize nasledné napt. snizovat cévni kompli-
kace u diabetiki'¢.

Teorii ne-antioxida¢niho pusobeni a-tokoferolu pod-
poruje také skutecnost, Ze kromé vazby a-tokoferolu pro-
stiednictvim jeho hydroxylové skupiny na nékteré proteiny
mize in vivo dochézet také k obaleni chromanového jadra
a-tokoferolu nékterymi bilkovinami a k esterifikaci
a-tokoferolu kyselinou fosfore¢nou, pfi¢emz vsechny tyto
modifikace vedou ke ztaté antioxidaéni aktivity vitaminu E
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(cit.").

Védeckych praci studujicich ne-antioxidacni potencial
ostatnich tokochromanolli je ve srovndni se studiemi
s a-tokoferolem jen relativné malo. Existujici prace vSak
ukézaly, ze B- (cit.””), y- a 3-tokoferol** > mohou prostied-
nictvim specifickych vazebnych interakci' vykazovat pro-

a-tokoferolu®) byla pfitom potvrzena v fadé studii'**.

Tokotrienoly pak maji pravdépodobné zejména schopnost
snizovat hladinu cholesterolu®**"’, a to potlatenim aktivity
3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A-reduktasy, ktera
se i¢astni syntézy cholesterolu’.

4. Zavér

Jak je z tohoto prehledu patrné, ackoliv vitamin E
brzy oslavi své ,,st€ narozeniny®, potencial jeho vyzkumu
neni jesté zdaleka vyCerpan, a to zejména v oblasti studia
tokomonoenolt a dalSich ,,novych® latek s aktivitou vita-
minu E, a dale pak v ramci plného objasnéni mechanismu
pusobeni vitaminu E in vivo.
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J. FiSnar and Z. Réblova (Department of Food
Analysis and Nutrition, University of Chemistry and Tech-
nology Prague): Vitamin E — Known or Unknown?

Vitamin E was described in 1922 and its basic mecha-
nism of action was elucidated in 1931. However, some
new compounds with vitamin E activity have been
discovered, and some unknown mechanisms of action of
this vitamin in vivo have been described in a research con-
ducted in the last 20 years. Therefore, the present review
provides a comprehensive, current view of vitamin E.
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tocomonoenols, antioxidants, biological activity
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Kurkuma, v cestiné téz indicky Safran, zluty kofen,
zluty zézvor, indicky 1€k, indicky ZenSen ¢i Zluty zézrak
(angl. turmeric, castor saffron, saffron root) je prasek vyra-
bény varenim (v alkalickém prostfedi), ususenim a pomle-
tim oddenku kurkumovniku (Curcuma longa L., syn. Cur-
curma domestica Valeton, Stissera curcuma Giseke, Amo-
mum curcuma Jacq. V literatufe se vyskytuje i nazev Kua
domestica Medik. (nom. illeg.), ktery vSak vznikl jako
tiskova chyba. S ¢eskym jménem podle Presla (1846) kur-
kuma dlouha, ¢i podle Marecka (1994) kurkumovnik do-
maci, je rostlina pattici do Celedi Zingiberaceae Lindl. —
zazvorovité. Popsana a charakterizovana byla cela fada
kurkum'. P&stovéna jiz nejmén& 4000 let je proslulou dro-
gou (Ié¢ivou drogou), ale i typickym kofenim orientdlni
kuchyné a materidlem pro barvifstvi. Zejména v Indii je
pouzivana bud’ samostatn¢ nebo jako soucast kofeni typu
masala ¢i kari. Kari je ptivodné indické jidlo, duSenina,
podle kterého dostalo kofeni, jez se v ném typicky pouZzi-
va, 1 svij anglicky nazev ,,curry powder”. Samostatné se
kurkuma pouziva i k barveni latek, dieva a potravin na
zluto (hoicice, ceredlie, ,,vajecné* vyrobky, brambirky,
syr, zmrzliny, maslo, margariny apod.)?, proslula je Zluta
kari ryze nebo Zlutoucké brambory obarvené tim, ze se
kurkuma ptida do vody pfi jejich vafeni. V Indii je znamy
i ¢aj s pfidavkem téchto kofeni.

Zlutohn&dy prasek mé charakteristickou vini a lehce
palcivou, difevnatou ¢i nahotklou chut. Barva drogy se
skladovanim neméni, kdezto viné mtze dlouhym sklado-
vanim ztratit na intenzité. Uz ve Wikipedii se dozvime, Ze
mé vynikajici protizanétlivé ucinky’ a je prokazatelnym
antioxidantem®. Vyznamné& podporuje mozkové kognitivni
funkce, zejména u starSich lidi’. Ve svétové literatufe exis-
tuje fada serioznich popist kurkumy® i kurkuminu’®
a daldich komponent rostliny Curcuma longa L. (cit.’).
Ceska literatura se, bohuzel, vétsinou omezuje na popis
fakthh a ne¢kdy i pover, bez literarnich citaci. Obecné 1ze
kurkumu a kurkumin oznacit za vysoce aktivni biologicky
material s potencialem 1€¢it ¢i pfedchéazet riznym onemoc-
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Ebrh }2. »Cyperus®“ ze Spanélského piekladu Dioskoridovy
nihy

nénim i v rAmci moderni mediciny'®. PouZiti nalezne kur-
kuma 1 proti hypoxii zplisobené vysokymi nadmoiskymi
vyskami''.

Kurkuma pochazi z Orientu. VétSinou byla vyrabéna
v Indii (zejména v jihoindickém mésté Erode, znamém téz
jako ,,Zluté mésto*). Do Evropy se kurkuma dostala od
arabskych kupcti a v obdobi 50-75 n. 1. ji popsal Pedanius
Dioscorides ve svém dile ITepi GAnc iazpuciic (O lécivech)™?
pod nézvem Cyperus. Nazev kurkuma (curcuma) pochazi
z arabského kurkum ¢i hebrejského karkom, znamenajici
zluty. Kurkuma i kurkumin maji potravinaisky status
GRAS (generally recognized as safe)*'; nejsou viak
schvaleny pro barveni majonézy a salatovych dresingu.
Pfijem kurkuminu z normalni diety by podle reevaluace
EFSA z roku 2010 mél &init méné nez 3 mg/kg/den (cit.").

Anglicky nazev turmeric pochazi ze sanskrtu a opét
ve vyznamu zluty'®. Pro svoji velmi intenzivné Zlutou bar-
vu byva kurkuma michéna s metanilovou zluti (Acid Ye-
llow 36, 3-(4-anilinofenylazo)benzensulfonan sodny),
ktera je toxicka. V lep§im ptipad¢ je kurkuma fedéna cih-
lovym pragkem &i kiddou'’.

Z kurkumy bylo izolovéno vice nez 100 komponent.
Hlavni slozkou kotene je tekavy olej, obsahujici vonavé
turmerony a barviva zvana kurkuminoidy (zejména kurku-
min (2,86-5,69 %), demethoxykurkumin (1,47 %), bisde-
methoxykurkumin (1,36 %), 5’-methoxykurkumin a dihyd-
rokurkumin)'®, které byly studované stran antioxidagnich
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a protirakovinnych 0¢ink. Bylo popsano, ze za antioxi-
dacni vlastnosti mize byt zodpovédny i z drogy izolovany
protein TAP (Turmeric Antioxidant Protein)".

Kurkumin (E100, CI Natural Yellow 3, kurkumova
zlut', kurkum, diferuoylmethan) je nejdilezitéjsi slozkou
kurkumy a hlavnim ¢lankem jeji biologické aktivity. Znac-
nou nevyhodou kurkuminu je jeho prakticka nerozpustnost
ve vodg, ktera &ini 3-10° pmol ml™ (cit.?%); logP 2,92
(ACD/LogP v. 14,50). Rozpustnost ve vodé¢ lze az 12x
zvysit za tepla, aniz pfitom dojde ke zménam zaznamena-
telnym spektrofotometrickou analyzou®'. Lépe se rozpous-
ti v ethanolu. Také je popsana cela fada Gspésnych substi-
tuci, formulaci a forem ke zvy3eni rozpustnosti*>**. Spatna
biodostupnost této velmi biologicky Ucéinné latky
s minimalni toxicitou (p. 0. u mysi LDso > 2000 mg/kg) je
pti¢inou, ze jednotlivé peroralni davky kurkuminu
1-5 g/kg nevyvolaly u potkant 7adné toxické uginky*’.
Nebyly hlaSeny zadné piipady predavkovani. Kurkumin
byl izolovan v roce 1815, ale az v roce 1910 byla objasné-
na jeho struktura jako diferuoylmethan ((1E,6E)-1,7-bis(4-
-hydroxy-3-methoxyfenyl)hepta-1,6-dien-3,5-dion)*.

Jiz v roce 1949 bylo publikovano, ze kurkumin ma
antibakterialni vlastnosti’®, a to i na Staphylococccus au-
reus, Salmonella paratyphi, Trichophyton gypseum a my-
kobakterium zpusobujicim tuberkulézu. Poté se po roce
1970 stal pfedmétem dalStho védeckého badani a byly
publikovany aktivity jako antidiabeticka®’, hypocholeste-
romicka®®, protizanétliva® a antioxidaéni*’. Pozdgji v osm-
desatych letech bylo poukazano na aktivitu protirakovin-
nou jak in vitro, tak in vivo®!, a to skutedn& z mnoha G&in-
ka (antiproliferaéniho, proapoptotického, antimetastatické-
ho)®. V roce 1995 bylo publikovéno, Ze vykazuje protiza-
nétlivou aktivitu potlacenim prozanétlivého jaderného
transkripéniho faktoru NF-«B (cit.*?). Az do soudasnosti
1ze dokumentovat vyzkum pouziti kurkuminu jako neuro-
protektiva a jako latky pozitivné ovliviiujici subjekty
s Alzheimerovou chorobou'®. Dile jsou zkoumany jeho
extenzivni kardioprotektivni®, antimalarické®, fungicid-
ni* a anticytotoxické® uinky.

V letech 2017-2019 byla provedena klinicka studie
pouziti kurkuminu pro udrzovani nebo zlepseni fyzickych
a kognitivnich funkci béhem starnuti dospélych pfti zvyse-

ném riziku jejich  postizeni’’.  Klinické  testy
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(ClinicalTrials.gov jich udava zatim 272) s kurkuminem
byly shrnuty v roce 2013 (cit.*®) a 2021 (cit.”®). Je nutno
ale pfiznat, Ze existuji i zminky o mozném negativnim
piisobeni kurkuminu na lidské zdravi*’, navic Drugbank
online udava 796 moznych ptipadii interakce s jinymi 1é¢i-
vy**. Publikovany byly i piehledy pouziti synteticky ob-
ménéného kurkuminu®.

Také turmerony maji zajimavé biologické vlastnosti.
Patti knim aktivita antimykoticka®, izané
(psoriasa)*!, pouziti k prevenci a léGeni ulcerdzni koli-
tidy*, ale i k prevenci demence® inhibici B-sekretasy, ba
dokonce i proti poskozeni hepatocytli vyvolaném ethano-
lem*.

Zda se, ze né€které ptirodni latky mohou mit tak Siroké
spektrum vyuziti, Ze je mlizeme povazovat témét za uni-
verzalni bolehoj* ™, coZ radi zaznamenavame a pokracu-
4849 ve zvefejiiovani ,,ucebnich textl na takova téma-
ta v naSich Chemickych listech.
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M. Jurasek and P. Drasar (Department of Chemis-
try of Natural Compounds, University of Chemistry and
Technology, Prague): Turmeric, Yellow Miracle from
the East

Turmeric, Indian saffron, is being used for at least
4000 years. It is a well known medicinal drug and spice.
Curcumin, the its main component, has vast biological
activity, i.a. as an antibacterial, antidiabetic, hypocholes-
teromic, anti-inflammatory, antioxidant, neuroprotective,
and even anticancer agent.

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

Jednym z najCastejSie sa vyskytujucich monoterpénov
v prirode je cyklicky monoterpén limonén. Existuje
v dvoch enantiomérnych formach, R-(+)- a S-(—)-limonén.
Spomedzi nich sa CastejSie vyskytuje (+)-limonén, ktory je
majoritnou zlozkou citrusovych esencidlnych olejov.
V stcasnosti sa ziskava ako vedl'ajsi produkt pri vyrobe
citrusovych Stiav. Jeho ro¢na produkcia dosahuje 60 000 t
a predpoklada sa, ze do roku 2023 narastie na viac ako
65 000 t/rok (cit."?) .

Limonén je atraktivnym substratom pre produkciu
cennych terpenoidnych zliCenin, akymi si napr.
a-terpineol, perilylalkohol, karveol, karvon a mentol. Re-
gio$pecifické vnesenie hydroxylovej alebo karbonylovej
skupiny do $truktiry limonénu pomocou chemickych me-
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tod je velmi narocné. Aj preto sa biotransformaciami
(+)-limonénu vedci zaoberaju uz od Sest'desiatych rokov
minulého storo¢ia. Odvtedy bolo identifikované velké
mnozstvo mikroorganizmov schopnych transformovat’
limonén na enantiomérne Cisté produkty s aplikacnym
alebo syntetickym potencidlom v réznych priemyselnych
odvetviach.

2. Limonén
2.1. Vlastnosti

Limonén je bezfarebnd az do Zlta sfarbend, olejovita
kvapalina s nizkou rozpustnost'ou vo vode, ktora je ame-
rickou Spravou potravin a lie¢iv (Food and Drug Adminis-
tration, FDA) vSeobecne povazovana za bezpecnu
(Generally Recognized as Safe, GRAS)’. Vyskytuje sa
v dvoch enantiomérnych formach, (R)- a (S)-limonén. Pra-
votoCivy izomér, (R)-(+)-limonén, ma typicki pomaranco-
vl arbmu a vyskytuje sa v réznych rastlinach, najmi
v kore plodov Citrus spp., akymi su napr. pomarance, cit-
rony a mandarinky. Druhy izomér, (S)-(-)-limonén sa vy-
znacuje terpentinovou vonou a je pritomny v esencialnych
olejoch z rastlin rodu Mentha spp. a Pinus spp.*’. Okrem
toho existuje limonén aj vo forme racemickej zmesi, ozna-
Sovanej ako dipentén®. Zakladné fyzikalne a chemické
vlastnosti izomérov limonénu st zhrnuté v tab. L.

Limonén je malo toxicky pri ordlnom poziti, nie je
genotoxicky ani teratogénny’. Cisty limonén pri kontakte
s pokozkou je iba minimalne drazdivy, avSak jeho alergén-
nost’ suvisi s procesom jeho oxidécie. Oxidativne produkty
— hydroperoxidy a karvon s silné kontaktné alergény®.

2.2. Aplikacie

(+)-Limonén je bezne vyuzivany v potravinarstve
ako aroma a ochucovadlo v cukrovinkach, Zuvackach,
nealko napojoch ¢i zmrzlindch. Je tiez jednou
z  najCastejS§ie  pouzivanych  aromatickych  latok
v kozmetike. Bezne sa vyskytuje ako stcast mydiel, spr-
chovych gélov, samponov, kondicionérov a parfamov®. Je
tiez  suCastou  roznych  Cistiacich  prostriedkov
a osviezovatov vzduchu’.

Limonén bol jednou z prvych schvalenych prirodnych
prisad v pesticidoch (v USA bol registrovany uz v roku
1958). Insekticidne vlastnosti boli popisané napr. voci
hmyzu z nadéelade Coccoidea. U parazitického prvoka
sposobujuceho malariu, Plasmodium falciparum, limonén
inhibuje izoprenylaciu proteinov a zastavuje tak jeho
rast''. Nizka oralna a dermalna toxicita voéi cicavcom
umoznila jeho pouzitie v pripravkoch proti kliestom
a blcham, aj v repelentoch proti hmyzu®. Limonén vykazu-
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Tabulka I

Vlastnosti izomérov limonénu®'~®°

Referat

Vlastnost’ (+)-Limonén

(-)-Limonén Racemicky limonén

Struktira

R

D-limonén
(R)-limonén

Iné pouzivané nazvy

TUPAC nazov (R)-1-metyl-4-prop-1-én-2-yl-
-cyklohexén

CAS ¢islo 5989-27-5

Molekulova hmotnost, g mol™ 136,23

Teplota topenia, °C —74.,0 (cit.%?)

Teplota varu, °C 177,0 (cit.®?)

Teplota vzplanutiania, °C 44,8 (cit.?)

Hustota, g ml™" (pri 20 °C) 0,8411

Tlak pér, Pa (pri 20 °C) 190

Rozpustnost’ vo vode, mg 1" 13,8 (cit.%)
(pri 25 °C)

Koeficient prestupu oktanol/
voda, Log Konw

4,23

L-limonén dipentén
(S)-limonén rac-limonén
(S)-1-metyl-4-prop-1-én-2-yl- 1-metyl-4-prop-1-én-2-yl-
-cyklohexén -cyklohexén
5989-54-8 138-86-3
136,23 136,23
—74.,0 (cit.%) —86.,4 (cit.*)
177,0 (cit.”) 176,0 (cit.*")
44,9 (cit.%) 45,1 (cit.*%)
0,8422 0,8402

190 190

4,57 (cit.%) 4,83

je bakteriostatické a baktericidne ucinky voc¢i viacerym
patogénnym baktériam, ako napr. Pseudomonas aerugino-
sa, Klebsiella pneumoniae a Listeria monocytogenes. To-
xicita limonénu je pravdepodobne spojena s jeho lipofili-
tou a ovplyviiuje tak membranovy  transport
a metabolizmus buniek®.

Z medicinskeho hl'adiska je limonén zaujimavy pre
svoje chemoterapeutické a chemopreventivne vlastnosti,
ktoré boli popisané voc¢i viacerym druhom nédorovych
buniek sposobujucich napr. rakovinu pluc, prostaty alebo
prsnika'? . (+)-Limonén je stdastou komerénych vyzivo-
vych doplnkov deklarujicich podporu metabolizmu
a detoxifikaciu organizmu.

V chemickom priemysle predstavuje ekologicku alter-
nativu k toxickym organickym rozpustadlam ziskavanych
z fosilnych paliv. Limonén je potencidlnou ndhradou za
rozpustadla ako napr. hexan, toluén a dichlormetan”.

2.3. Zdroje limonénu

V priemyselnom meradle sa (+)-limonén ziskava pre-
dovsetkym ako vedl'ajsi produkt pri spracovani odpadu
z citrusov. Rocne sa vyprodukuje priblizne 25-30 milio-
nov ton pomarancovych Supiek ako odpad pri vyrobe po-
maranéovych dzisov'’. Biomasa z citrusov je cennym
zdrojom pektinu a da sa tiez pouzit’ ako substrat na bio-
technologicki vyrobu etanolu, metanu, alebo kyseliny
citronovej'*. Na to, aby bolo mozné biomasu takto vyuzit,
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je nutné z nej najprv odstranit’ limonén, ktory inhibuje
mikroorganizmy pouZivané v tychto procesoch'’. Limonén
pritom predstavuje az 3,8 % zo suSiny citrusového od-
padu'.

Racemicky limonén je mozné pripravit' z terpentinu
(produkcia 450 t/rok v USA), ale aj pyrolyzou starych
pneumatik'’. Takto produkovany limonén je vhodny iba na
technické ucely.

Dopyt po limonéne kazdym rokom narasta, priCom
jeho cena je priamo zavisla na sezénnej produkcii citrusov
a kvality suroviny pouzitej na extrakciu. Chemicky ziska-
ny limonén nie je opticky ¢isty, a preto ho nemozno ozna-
&it kvalitou ,,food-grade'. Z uvedenych dévodov je otaz-
ka biotechnologickej pripravy (+)-limonénu vel'mi atrak-
tivna. Doposial neboli objavené mikroorganizmy
s prirodzenou nadprodukciou limonénu, preto sa Stidium
zameriava na metabolické inzinierstvo. Vyhodou je jeho
enantio$pecifickd syntéza a moznost zakomponovat do
biosyntetickej drahy limonénu aj jeho naslednti oxidaciu
na %';aden z jeho viacerych cennych oxidativnych deriva-
tov .

2.4. Biotechnologicka produkcia limonénu

Biosyntéza vsetkych terpénov v organizmoch moze
prebichat’ jednou z dvoch drdh, mevalonatovou (MVA)
drahou alebo metylerytritol-4-fosfatovou (MEP) drahou.
MVA drdha sa vyskytuje zvyCajne u zivocichov,
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v kvasinkach, archaebaktériach, a niektorych G+ bakté-
riach, zatial ¢o MEP draha je pritomna predovsetkym
v baktériach'’. Rastliny si syntetizuju terpény oboma dra-
hami, priom MEP drdha prebieha v plastidoch a MVA
draha v cytosole'”. Poslednym krokom biosyntézy limoné-
nu u rastlin je reakcia katalyzovana limonénsyntézou (LS).
V zavislosti od zdroja sa tvori zvycajne iba jeden izomér
limonénu. Nakolko sa tento enzym nevyskytuje
v mikroorganizmoch, pri mikrobialnej produkcii limonénu je
nutna jeho heterologna expresia v hostovskom organizme'.

Hlavnymi problémami mikrobidlnej produkcie limo-
nénu je komplikovand metabolickd a regulacna sustava
obmedzujuca tvorbu izoprenoidov a predovSetkym cytoto-
xicita samotného produktu. Zatial’ najéastejSie vyuzivanym
a najefektivnejSim sposobom je fermentécia s in situ ex-
trakciou produktu pomocou organického rozpustadla neto-
xického pre produkény organizmus'®.

Maximalna mikrobidlna produkcia limonénu ((-)-izo-
mér) bola zatial’ popisana v E. coli (3,63 g 1"). Ako zdroj
uhlika sluzil glycerol a biosyntéza prebichala pomo-
cou heterologne exprimovanej MVA drahy a LS z Mentha
spicata'®. Na to, aby tento spdsob produkcie limonénu bol
schopny konkurovat’ si¢asnému sposobu vyroby limoné-
nu, je nutné, aby produktivita procesu bola minimalne na
tirovni 0,7 g I''h™" a $pecificky vytazok uhlika v procese
predstavoval minimalne 45 % (cit.%). V su¢asnosti maxi-
malna produktivita procesu dosahuje len 0,15 g I"'h™
a kolréverzia uhlika na produkt predstavuje menej ako 1 %
(cit.”™®).

Alternativnou moznostou biosyntézy limonénu su
enzymové systémy, avSak vzhladom na vysokd cenu
kofaktorov a purifikovanych enzymov je priemyselne eko-
nomicky nevyhodna. Takyto systém navrhli Korman
a spol."” a pozostaval z 27 enzymov umozitujicich konver-
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ziu glukdzy az na limonén, pricom v systéme dochadzalo
aj k regeneréacii potrebnych kofaktorov (ATP a NAD(P)H).
Produkcia limonénu dosiahla az 12,5 g I (vytazok
88,4 %), pricom systém bol stabilny po dobu 5 dni pri
jednom pridavku glukézy"’.

3. Oxidativne derivaty limonénu

Regiospecifickou oxidaciou izomérov limonénu je
mozné ziskat’ produkty s vysokou pridanou hodnotou. Ako
priklad méZeme uviest’ oxidaciu (+)-limonénu na perilylal-
kohol, karveol, karvon alebo limonén-1,2-diol, ktorych
cena prevySuje hodnotu substritu aj viac ako 10ndsob-
ne’®?!. V literatire bolo doteraz popisanych 6 zakladnych
dréh jeho biotransformacie v mikroorganizmoch (obr. 1).

Vo vseobecnosti katalyzuje prvy krok oxidacie limo-
nénu hydroxylaza alebo monooxygenaza, ktoré majti zvy-
¢ajne roznu Specifitu v zavislosti od zdroja/producenta. Pri
hladani mikrobidlnych producentov sa kladie doraz na
ziskavanie enantioselektivnych enzymov, nakol'ko rozdiel-
ne enantioméry derivatov limonénu mozu mat’ rozdielne
senzorické vlastnosti, ako je to napr. u izomérov karvonu,
ktorého (R)-izomér ma vonu maty, zatial’ o (S)-karvon ma
rascovii aromu’’.

3.1. Perilylalkohol a kyselina perilova

Oxidaciou metylovej skupiny (+)- alebo (-)-limonénu
na uhliku C; vznika prislusny stereoizomér perilylalkoho-
Iu, perilylaldehydu a kyseliny perilovej. Perilylalkohol
a kyselina perilova su zaujimavé najmé kvoli svojim che-
mopreventivnym a chemoterapeutickym vlastnostiam voci
viacerym typom rakovinovych buniek™*,

>, biodegradacia
e

perilylaldehyd kyselina perilova

e

dihydrokarvén

OH
(0]
—— biodegradacia
P

1-hydroxy-2-oxolimonén

karvon

OH
OH

—



Chem. Listy 776, 301-307 (2022)

Mikrobialna transformacia limonénu na kyselinu peri-
lovt zahina jeho oxidaciu v troch krokoch. Najprv nastava
oxid4cia limonénu na perilylalkohol pomocou monooxy-
gendzy. Po nej nasleduje dehydrogendcia na perilylaldehyd
a nakoniec je aldehyd oxidovany na kyselinu perilova
pomocou aldehyddehydrogenazy*.

Pri produkcii perilylalkoholu je délezité pouzit’ mik-
roorganizmus schopny selektivne oxidovat’ limonén na
uhliku C,, priCom nemo6ze dochadzat’ k preoxidacii az na
kyselinu perilovil. Spomedzi bakteridlnych izolatov degra-
dujtcich n-alkany bolo identifikovanych viacero kmenov
schopnych tejto regioSpecifickej oxidéacie limonénu. Tech-
nikami génového inzinierstva boli postupne zvySené vy-
tazky perilylalkoholu rekombinantnych producentov
z 2,3 g I'' u Pseudomonas putida GPol2 (cit.”®) az na
5,96 g I'! pri expresnom systéme E. coli W3110 (cit.*).

Transformacia limonénu, pri ktorej sa ako hlavny
produkt  tvoril  perilylalkohol,  bola  popisana
u mikrooganizmov ako napr. Aspergillus niger, A. cellulo-
sae, Mortierella alpina, M. minutissima alebo Yarrowia
lipolytica® .

Okrem biotransformaénej produkcie perilylalkoholu
z limonénu je aj snaha o jeho de novo biosyntézu pomocou
metabolického inzinierstva. Pomocou E. coli boli takto
produkované oba jeho izoméry, (R)-(+)-perilylalkohol®® aj
(8)-(—)-perilylalkohol®.

Produkcia kyseliny perilovej je dobre popisana
u P. putida GS1 (DSM 12264). Tvorbu kyseliny umoziuje
pritomna degradac¢na draha p-cyménu, aromatickej zluce-
niny Struktirne podobnej limonénu. Prvé tri enzymy tejto
drahy su schopné transformovat’ aj limonén, priCom vzni-
ka kyselina perilova, ktorti baktéria d’alej nie je schopna
metabolizovat’ a akumuluje sa. Na efektivnejsiu biokon-
verziu limonénu P. putida GS1 vyZaduje ko-substrat, pri-
¢om ako najvhodnejsi sa ukazal glycerol. Produkcia kyse-
liny perilovej bola popisand v pritokovom reaktore
s kontinudlnym pridavkom limonénu a glycerolu®,
v reaktore s integrovanym in sifu odstrafiovanim produktu
na baze i6novej vymeny a pritokom substratu®, ako aj
v kontinualnom biofilmovom reaktore so segmentovanym
tokom média®'. Poslednou menovanou metédou sa dosiahla
maximalna objemova produktivita reaktora a> 34 g ' d™".

Kyselina perilovd bola produkovana aj kvasinkou
Y. lipolytica, pricom okrem limonénu bol pouzity ako sub-
strat aj pomarandovy olej™.

3.2. Karveol a karvon

Oxidaciou uhlika Cs v molekule vznika karveol
a karvon. Karveol sa vyskytuje vo forme 4 stereoizomé-
rov: (1R,5R)-karveol ((-)-cis-izomér), (1S,5R)-karveol
((5)-trans-izomér), (1R,5S)-karveol ((+)-trans-izomér)
a (1S,5S)-karveol ((+)-cis-izomér); a karvon vo for-
me dvoch izomérov, (45)- a (4R)-karvonu, oznacovanych
aj (-)- a (+)-karvon. Obe tieto zluCeniny st vyuzivané ako
aromatické latky v kozmetike a potravinarstve. Tiez boli
popisané ich antimikrobidlne vlastnosti, potencidlne apli-
kécie ako substrat v chemickej syntéze a v medicine® >’

Karveol aj karvon st Castymi produktmi biologickej
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oxidacie limonénu, avSak vo vicsine pripadov su len jed-
nymi z mnohych reakénych produktov. Je to v dosledku
neSpecifickej oxidacie katalyzovanej mikrobidlnymi mo-
nooxygendzami a hydroxyldzami. VacSiu regioSpecifitu
vykazuju rastlinné enzymy, napr. limonén-6-hydroxylaza
z Mentha spp.*. Problémom v3ak je ich vel'mi nizka akti-
vita a problematicka aplikacia v priemyselnej praxi.

Regiospecificka oxidacia limonénu na trans-karveol
je katalyzovana kuméndioxygenazou (EC 1.14.13.48)
a bola popisana u baktérii Rhodococcus opacus®, viace-
rych kmetiov Pseudomonas sp.*® a Cellulosimicrobium
cellulans®®. Bunky R. opacus a Pseudomonas sp. boli
schopné transformovat’ (+)-limonén na (+)-trans-karveol
iba ked’ boli pocas kultivacie indukované parami toluénu
alebo naftalénu, zatial’ ¢o u C. cellulans to bola pritomnost’
etylbenzénu. Doteraz najvyssSia popisana produkcia trans-
karveolu je popisana prave u C. cellulans, a to 13,4 mM po
10 h biotransformacii™.

Gén pre kuméndioxygenazu z P. putida bol identifi-
kovany a naklonovany do expresného vektora P. putida
P12 (cit.**). Nasledne bola navrhnuta enzymové kaskada
na produkciu chirdlnych karvolaktéonov z (+)-limonénu
s potencialnou aplikaciou vo vyrobe biopolymérov*'.

Van der Werf a spol.*? viak popisali metabolicku
drahu degradacie karveolu u baktérie Rhodococcus
erythropolis DCL14. Tato baktéria schopna rast’ na limo-
néne zacina degradaciu karveolu jeho dehydrogenaciou na
karvon, ktory karvondehydrogenaza transformuje na di-
hydrokarvon. Baktéria je touto metabolickou drdhou
schopna metabolizovat’ vietky 4 stereoizoméry karveolu®.

Pri biotransformacii zmesi (-)-cis a (-)-trans-
karveolu za pouzitia buniek R. erythropolis DCL14 docha-
dza iba k transformacii cis-izoméru na (—)-karvon, zatial
¢o trans-karveol zostava v reakénej zmesi nezreagovany.
Touto biotransformaciou je teda mozné ziskat vzacnu
gistt trans-formu karveolu®.

3.3. Limonén-1,2-epoxid a limonén-1,2-diol

Degradac¢na draha limonénu zacinajuca epoxidaciou
dvojitej vazby medzi uhlikmi C;-C, bola prvykrat identifi-
kovana a popisana u baktérii R. erythropolis. Reakcia je
katalyzovana FAD- a NADH- zavislymi monooxygenaza-
mi, pri com vznikd limonén-1,2-epoxid. Ten je nasledne
hydrolyzovany na limonén-1,2-diol enzymom limonén-1,2-
-epoxidhydrolazou. Limonén-1,2-diol je d’alej transformo-
vany na 1-hydroxy-2-oxolimonén neSpecifickymi alko-
holdehydrogenazami*.

Pozornost’ puta predovsetkym enzym limonén-1,2-
-epoxidhydrolaza (LEH, EC 3.3.2.8), ktory je niekol'’kona-
sobne aktivnejsi ako ostatné enzymy tejto metabolickej
dréhy, ¢im brani v akumulacii potencidlne toxického epo-
xidu. Enzym bol purifikovany a exprimovany v E. coli.
Svojou Struktirou a reakénym mechanizmom sa lisi od
ostatnych epoxidhydrolaz a bol preto zaradeny do samo-
statnej skupiny***>. LEH vykazuje vo&i svojmu prirodze-
nému substratu vysoku stereoselektivitu, pricom je schop-
na hydrolyzovat' vsetky 4 stereoizoméry limonén-1,2-
-diolu*®. Vdaka svojej vysokej stercoselektivite, tzkej
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substratovej  Specifite, dobre popisanej  Strukture
a reakénému mechanizmu je LEH z R. erythropolis Casto
pouzivana ako modelovy enzym pre rdzne stratégie enzy-
mového inZinierstva®"**.

Mikrobialna transformacia limonénu az na limonén-
1,2-diol je velmi dobre charakterizovand aj u viacerych
druhov vlaknitych hab. Molina a spol.*’ popisali biotrans-
forméaciu (-)-limonénu na limonén-1,2-diol pomocou vlak-
nitej huby Fusarium oxysporum, priCom tvorba epoxidu
nebola zaznamenana, autori vSak predpokladaji, ze tato
huba metabolizuje limonén analogickym spdsobom ako
baktérie R. erythropolis. Maximalna produkcia limonén-
1,2-diolu bola 3,7 g I'" (cit.*).

Z hladiska aplikécie v praxi je zaujimava transforma-
cia (+)-limonénu na limonén-1,2-diol pomocou vlaknitej
huby Colletotrichum nymphae. Huby z rodu Coletotri-
chum sp. patria medzi fytopatogény a je predpoklad, ze
v porovnani s inymi mikroorganizmami st odolné voci
toxicite terpénov a vedia ich aj transformovat’. Rozsiahlou
optimalizaciou kultivacnych a reakénych podmienok sa
dosiahla maximalna koncentracia produktu 7,1 g I"' resp.
7,8 g I'! po 72 h pri pouziti 20 g I'' (+)- alebo (-)-limo-
Ilél’llslo. zzléxko substrat mohol byt tiez pouzity pomarancovy
olej” .

Produkcia limonén-1,2-epoxidu bola popisana pomo-
cou enzymového systému skladajiiceho z imobilizovane;j
lipdzy z Candida antarctica (frakcia B), karboxylovej
kyseliny, peroxidu vodika a substratu (+)-limonénu. Opti-
malizaciou reakénych podmienok a prenesenim procesu do
600ml reaktora s postupnym pritokom roztoku H,O, sa
dosiahol maximalny vytazok limonén-1,2-epoxidu na
tirovni 78 % po 60 min (cit.>").

Limonén-1,2-diol vykazuje inhibi¢ny efekt voci pro-
zapalovym aktivitim CD4+ a CD8+ T-lymfocytov a po-
tencialne protirakovinové vlastnosti. M6ze vSak byt’ pouzi-
ty aj ako atraktant pre hmyz alebo ochucovadlo
v potravinarstve®'. Limonén-1,2-epoxid ma velky aplika¢-
ny potencial ako substrat pre chemickl syntézu a vyrobu
biopolymérov°'.

3.4. a-Terpineol

Hydroxylaciou limonénu na dvojitej vdzbe medzi
uhlikmi Cg-Cy vznika terciarny monoterpenoid, a-terpi-
neol. Tento alkohol je hlavnou zloZzkou viacerych rastlin-
nych esencialnych olejov, ako napr. majoranu (Origanum
majorana L.), borovice primorskej (Pinus pinaster Aiton)
alebo Salvie muskatovej (Salvia sclarea L.) . a-Terpineol
existuje v dvoch enantiomérnych formach, (R)-(+)-a-
-terpineol a (S)-(—)-a-terpineol. (R)-(+)-a-terpineol sa vy-
znacuje prijemnou orgovanovou vonou, zatial’ ¢o (S)-(—)-o-
-terpineol ma jemnu voiu ihli¢ia. Pre svoju prijemnu vonu
je Casto pouzivany v kozmetike. Okrem toho ma tiez via-
ceré zaujimavé biologické ucinky. Vykazuje antihyperten-
zivny a antiproliferaény efekt na erytroleukemické bunky,
ma protizapalové vlastnosti, inhibuje produkciu super-
oxidov a viaceré Stidie popisali aj jeho protirakovinové
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Mikrobialna transformacia  (+)-limonénu  vedie
k produkcii (R)-(+)-a-terpineolu, z (-)-limonénu naopak
vznika (S)-(-)-o-terpineol. Prva biokonverzia limonénu na
a-terpineol bola publikované uz koncom 60. rokov minulé-
ho storo¢ia pomocou Cladosporium sp., pricom od vtedy
bola popisand u mnohych mikroorganizmov, napr.
Fusarium oxysporum, Penicillium digitatum, Aspergillus
sp. alebo Sphingobium sp.>*.

Zaujimava je predovsetkym biotransformacia limoné-
nu pomocou F. oxysporum 152b, pri ktorej sa v aerobnych
podmienkach tvori limonén-1,2-diol®, zatial’ ¢o v systéme
bez pristupu kyslika vznik4 o-terpineol®.

Najlepsie vysledky sa dosiahli s baktériou Sphingo-
bium sp. kultivovanej na limonéne ako jedinom zdroji
uhlika v médiu. Biotransformaciou (+)-limonénu
v dvojfazovom systéme, kde ako organicka faza sluzil
slne&nicovy olej, vzniklo 130 g I"' (R)-(+)-a-terpineolu®®.
Dalsou optimalizaciou podmienok biotransformacie (pH,
koncentracia biomasy, teplota a mieSanie) a pouzitim séjo-
vého oleja ako organickej fazy sa produkcia zvysila az na
takmer 240 g "' (cit.’’). Enzym tejto vliknitej huby je
navyse enantio$pecificky. Z (+)-limonénu sa tvoril (R)-(+)-a-
-terpineol v enantiomérnom nadbytku (ee) > 99 %, zatial
¢o z jeho (-)-izoméru vznikal majoritne (S)-(-)-a-terpi-
neol, ktorého bolo priblizne 60 % (cit.>®).

V stcasnosti je a-terpineol produkovany chemickou
syntézou z a-pinénu, terpentinu alebo inych im podobnych
zlicenin. Biotechnologickd vyroba je alternativna moz-
nost’ produkcie, vhodnéd predovsetkym na produkciu Cis-
tych enantiomérov a-terpineolu.

3.5. Izopiperitenol a limonén-8,9-epoxid

Trans-izopiperitenol je derivat limonénu, ktory vzni-
ka hydroxylaciou na uhliku C;. V prirode vznika
ako medziprodukt pri biosyntéze (—)-mentolu v mite
(Mentha sp.). Z biotechnologického hl'adiska je zaujimavy
najméd ako substrat pre chemickll pripravu (—)-mentolu,
aromatickej  latky = pouzivanej v  potravinarstve
a parfumoch. Biotransformacia (+)-limonénu na trans-
izopiperitenol v mikroorganizmoch bola dlho popisana len
u huby Hormonema sp. UOFS Y-0067. Maximalna pro-
dukcia bola 0,5 g I'!, ale vysledky experimentov bolo taz-
ké reprodukovat™®. Nedavno boli popisané dve limonén-3-
hydroxylazy z Aureobasidium pullulans a Hormonema
carpentanum. Oba enzymy boli naklonované do expresné-
ho vektora Pichia pastoris pre zvySenie produkcie trans-
izopiperitenolu, avSak jeho maximalna koncentracia do-
siahla hodnotu len 165 mg1™ (cit.”).

Regiospecificka epoxidacia limonénu na dvojitej véz-
be medzi uhlikmi Cg-Cy bola popisand len u baktérie
Xanthobacter sp. kultivovanej na cyklohexane. Tuto reak-
ciu katalyzuje cytochrom P-450 monooxygenaza.
Z experimentov sa zistilo, ze (+)-limonén ((4R)-izomér) je
transformovany na (4R)-limonén-8,9-epoxid, a z (—)-limo-
nénu ((4S5)-izomér) sa tvori zmes izomérov (4S,8R)-
a (4S,85)-limonén-8,9-epoxidu v pomere 78:22. Optimali-
zéciou reakénych podmienok bolo mozné ziskat' 0,8 g 1'!
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limonén-8,9-epoxidu, pri vyssich koncentraciach sa preja-
vila vyrazna inhibicia produktom®.

4. Zaver

Terpény su vdaka svojej unikatnej Struktire dobrym
vychodiskovym materidlom pre syntézu velkého poctu
Specialnych chemikalii s vyuzitim v potravinarskom, far-
maceutickom, kozmetickom ¢i materidlovom priemysle.
(+)-Limonén je najviac zastipeny monocyklicky monoter-
pén v prirode a jeho najvacsim zdrojom je olej z citrusovej
kory. Vyrobu limonénu a nésledne jeho biotransformaciu
na oxidativne derivity mozno povaZovat’ za biotechnolo-
gické procesy v stlade s hodnotami trvalo udrzatelného
rozvoja. Medzi vyhody spojené s tymito bioprocesmi patri
pouzitie vedl'ajsich produktov ako surovin, mierne reak¢éné
podmienky, vysoka regio- a stercoselektivita a vyroba
produktov s pridanou hodnotou. Této Studia predstavuje
nové metody pripravy a perspektivne aplikacie menej zna-
mych latok, ktoré je moZné pripravit’ biotechnologickymi
transforméciami limonénu s vyuzitim mikroorganizmov.

Praca bola financne podporena prostriedkami z gran-
tu VEGA ¢. 2/0130/20.
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1. Uvod

Bionafta, resp. biodiesel (FAME — zmes metylesterov
mastnych kyselin) patri do kategoérie ekologickych paliv
syntetizovanych najma transesterifikaciou z obnoviteI'nych
zdrojov energie (vdcSinou zoleja polnohospodarskeho
povodu), vhodnych pre naftové (spalovacie) motory.
FAME prispieva k znizovaniu emisii CO, v atmosfére az
0 70 % oproti fosilnym palivam'. Konkrétny druh pouZiva-
nej suroviny na vyrobu oleja pouzivaného na vyrobu bio-
nafty stvisi so socio-ekonomickymi aspektami a klimatic-
kymi podmienkami danej oblasti* a dostupnou vyrobnou
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technologiou. Na Slovensku a v CR sa bionafta vyraba
najmd spracovanim repkového oleja alebo zmesi oleja
spolu s post-fermenta¢nym kukuri¢nym olejom, slne¢nico-
vym olejom, pouZzitym kuchynskym olejom alebo Zivocis-
nymi tukmi, pricom hlavnou zloZkou zmesi zostava repko-
vy olej’. Uplné zloZenie bionafty ako aj jej vlastnosti zavi-
sia predovSetkym od zloZenia vstupného mixu suro-
vin, ktoré sa navzajom moézu li§it' zastipenim mastnych
kyselin a ich derivatov®. Surovina pouZita pri vyrobe bio-
nafty moze obsahovat’ zlozky znizujiice kvalitu bionafty,
ktoré spdsobuju niekol’ko procesnych a transportnych
problémov spojenych s relativne vysokou teplotou tuhnu-
tia v porovnani s fosilnou naftou’. Existuje tsilie o elimi-
naciu tychto neziaducich zloziek z bionafty tipravou suro-
viny alebo Cistenim bionafty.

Sterylglykozidy (SG) a glyceridy sa povazuji za dve
hlavné skupiny chemickych latok, ktoré iniciuju tvorbu
zrazeniny v bionafte a tym znizuju nizkoteplotné vlastnos-
ti, napr. filtrovatenost™® a stabilitu bionafty.

Tento referat predstavuje zakladné informacie o fy-
tosteroloch a SG v olejoch, so zameranim na post-
fermenta¢ny kukuriény olej, ktory je lokalne dostupny
vzhl'adom na priemyselné spracovanie kukurice na bioeta-
nol astCasne ma vyrazne vys§i obsah fytosterolov
v porovnani sinymi olejmi dostupnymi na Slovensku’,
a popisuje vybrané sposoby odstrafiovania SG z rastlin-
nych olejov a bionafty.

2. Vlastnosti fytosterolov a sterylglykozidov,
ich vplyv na vlastnosti bionafty

Steroly zohravaju v rastlinnych bunkach (fytosteroly)
vyznamnu Ulohu (regulacna, rastova, morfologicka funk-
cia)’. V rastlinach sa nachadzaju vol'né steroly, konjugova-
né steroly vo forme sterylovych esterov, sterylglykozidov
a acyl-sterylglykozidov, ktoré sa navzajom liSia charakte-
rom boc¢ného retazca a poctom a polohou dvojitych vi-
zieb®. Sterylglykozidy st derivaty fytosterolov a glukézy
vyskytujice sa vo forme acyl-sterylglykozidu (ASG) alebo
ako volné sterylglykozidy’. Ich obsah v rastlinnych ole-
joch je tiez spravidla v desatinach percenta'’.

Fytosteroly (FS) a ich estery tvoria prirodzent sucast’
prirodnych tukov a olejov, kde ich obvykly obsah zvycajne
predstavuje len niekolko desatin percenta a tvori hlavnu
zlozku nezmydelnitelného podielu'""'?. Zlozky nezmydel-
nitel'ného podielu mézu ovplyviiovat’ samotny proces vy-
roby bionafty'? alebo vyslednu kvalitu bionafty’.

2.1. Vlastnosti fytosterolov

Fytosteroly su prirodzene sa vyskytujuce bezfarebné
krystalické zliceniny s pomerne vysokym bodom topenia
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amalou optickou otacavostou, ktoré su Strukturalne po-
dobné cholesterolom, no maju odlisné konfiguracie bocné-
ho ret’azca. V rastlinnych olejoch je pritomné zmes niekol-
kych sterolov, zktorych je najrozSirenej$i [-sitosterol,
kampesterol a sitostanol. Menej roz§irené st stigmasterol,
ergosterol, brassikasterol'*. Fytosteroly rozdelujeme na
volné aviazané alicyklické alkoholy. Fytosteroly maju
bocny retazec zlozeny z 9 alebo 10 atdomov uhlika, z cel-
kového poctu 28 alebo 29 atomov uhlika. Alkylovy bo¢ny
retazec moze tiez obsahovat’ dvojita vizbu'®. Tieto steroly
sa hydrogendciou menia na fytostanoly. Fytosteroly a fy-
tostanoly su tuhej prachovitej konzistencie s vysokou tep-
lotou topenia'*'®. Nie st rozpustné vo vode a metanole, ale
su rozpustné v acetone a etylacetate, v chloroforme, diety-
léteri a horucom etanole. S kyselinou octovou 'ahko tvoria
krystalické octany, s digitoninom nerozpustné adi¢né zla-
¢eniny a so zmesou acetanhydridu a kyseliny octovej tvo-
ria Cervené sfarbenie (tzv. Liebermann-Burchardova reak-
cia)'’.

Fytostanoly a estery fytosterolov su chemicky stabil-
né materialy s porovnatelnymi chemickymi a fyzikalnymi
vlastnostami ako jedlé tuky a oleje'. Fytosteroly sa ko-
mercne izoluji z rastlinnych olejov, ako je sdjovy olej,
repkovy olej, slnenicovy olej alebo kukuriény olej'*. VoI-
né steroly st dobre rozpustné v bionafte na rozdiel od via-
zanych sterolov, napr. sterylglykozidov, ktoré su neroz-
pustné’.

2.2. Vlastnosti sterylglykozidov

Z chemického hladiska st sterylglykozidy glyko-
lipidy, ktoré pozostavaju z rastlinného sterolu glykozidic-
ky viazaného na molekulu glukézy'®. Molekulova hmot-
nost’ SG je v priemere 576 g mol™'. Teplota topenia SG sa
pohybuje v rozmedzi 240-290 °C. SG su rozpustné v or-
ganickych rozpustadlach' a obmedzene rozpustné vo
FAME: vytvaraju vrstvu medzi FAME a glycerinom po
transesterifikacii?’. V &erstvej bionafte st dobre rozpustné,

gasom pomaly krystalizuju®*'. Niektoré $tudie ukazuju, Ze
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ich rozpustnost’ sa zvyCajne pohybuje v rozmedzi 10-20
mg kg™ pri izbovej teplote®™ 2. Vo vyssich koncentra-
ciach st nerozpustné a po niekolkych diioch sa zacinaju
uvolnovat zroztoku, viazat na seba iné necistoty
a sedimentovat’ na dne nadrze. V oleji sa SG vicsinou
nachadzaju v rozpustnej acylovanej forme ASG (mastna
kyselina je estericky viazana na alkoholovt funkénu skupi-
nu v molekule glukozy). V dosledku hydrolyzy pocas tran-
sesterifikaéného procesu vyroby biopaliv st tieto mastné
kyseliny odstraiované pocas alkalickych procesov a do-
chaddza khromadeniu mélo rozpustnych sterylglykozi-
dov®, preto je vo vieobecnosti pritomnost ASG v oleji,
resp. SG v biopalive neZiaduca.

2.3. Vplyv sterylglykozidov na nizkoteplotné
vlastnosti bionafty

Vo vseobecnosti, bionafta méze spdsobovat’ viaceré
procesné aj transportné problémy najma pri preprave pot-
rubnymi systémami, ¢i cisternami pri nizkych vonkajsich
teplotach’, ktoré stvisia s jeho relativne vysokym bodom
topenia v porovnani s komerénymi fosilnymi palivami
(tab. I).

Mnozstvo SG pritomnych vo vyslednej bionafte je
teda podmienené nielen typom zdrojového rastlinného
oleja s individudlnym spektrom mastnych kyselin, ktory
bol pouzity na vyrobu bionafty, ale aj spdsobom predupra-
vy oleja, spdsobom spracovania FAME, intenzitou miesa-
nia, teplotou a dizkou skladovania®.

Pocas vyroby bionafty transesterifikaciou klesa pola-
rita rozpustadla (TAG) s tym, ako sa TAG premiena na
FAME. Zaroven narasta polarita SG, ktoré vznikaju z me-
nej polarnych ASG, ¢im moéze dojst’ k vzniku krystalov
a zrazenin v bionafte?®. SG su povazované za rozptylené
jemné tuhé &astice, ktoré uZ pri mnozstve 35 mg kg ' pod-
poruju krystalizaciu ostatnych latok v biopalive®, ¢asom
vytvaraji sedimenty v bionafte, o moéze zvySovat' pre-
vadzkové naklady skladovania a logistiky a mozu zhorso-
vat’ vlastnosti vyrobeného biopaliva.

Tabulka I

Porovnanie nizkoteplotnych vlastnosti FAME z rastlinnych olejov, Zivo¢isnych tukov a dieslového paliva
Druh suroviny pouzitej na vyrobu FAME Bod zékalu Bod tuhnutia CFPP Obsah SG

[CP, °C] [PP, °C] [°C] [mg kg ']

Canola -3 —4 —4 18
Kukuri¢ny olej -3 —4 -7 480
Palmovy olej 14 14 12 140
Repkovy olej * -3 -9 -9 -
Séjovy olej 0 -2 -2 25-270
Slneénicovy olej 2 -3 -2 18
Tuk z hydiny 4 6 1 -
Pouzité zivocisne tuky 8 6 1 -
Diesel =31 —46 —42 -

<5 hm. % kys. erukovej; Zdroj: Dunn’
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Dizka skladovania biopaliva vplyva na postupni
krystalizaciu malo rozpustnych SG na nerozpustné aglo-
meraty spdsobujice dnové usadzovanie SG pri skladovani.

Rovnako skladovanie pri nizkych teplotdch zhorSuje
vlastnosti paliva, pripadne vyvolavajlice prevadzkové
problémy’.

Zakal bionafty moéze vznikat’ aj pri izbovej teplote uz
pri koncentracii volnych SG v rozmedzi 10-90 mg kg™
(cit.”). Podl’a vyskumu Bondioliho a spol.?’ uZ po siedmich
diloch skladovania bionafty z palmového oleja bolo dno-
vym usadzovanim mnoZzstvo SG zniZené o viac ako 65 %
(skladovanie pri 20 °C).

Pritomnost’ vlhkosti moéze komplikovat' skladovacie
problémy, pretoZze monoacylglyceroly aj diacylglyceroly
maju amfifilni povahu a mozu interagovat’ s vodou. Mie-
Sanim s nepolarnym (hydrofébnym) podielom klesa roz-
pustnost, ¢o mdze spdsobit’ urychlenie zrazania. Tieto
Castice usadené na dne skladovacej nadrze mozu spdsobit’
obmedzenie prietoku alebo upchatie filtrov v rozprasova-
¢och paliva vo vozidlach pri nizkych teplotich’. Napriek
viacerym dostupnym Statistikdm, presnd limitna koncen-
tratnd hodnota ASG a SG stanovena nie je, resp. rozne
zdroje ju uvadzaju réznu®.

Ako vidno z tab. I, jednozna¢na koreldcia medzi ob-
sahom SG a medznou teplotou filtrovatelnosti (CFPP) nie
je preukazana. Spektrum volnych mastnych kyselin (FFA)
a obsah nezreagovanych acylglycerolov ma na CFPP ove-
I'a vyznamnejsi vplyv. Najmai etylestery mastnych kyselin
pritomné v KO, ktoré predstavuju viac ako 2 hm.%
z celkového mnozstva esterifikovanych mastnych kyselin,
a ich fyzikalno-chemické vlastnosti st zodpovedné za
zvySenu kinematicku viskozitu, ktord narastd Umerne
s dizkou uhlovodikového retazca zlugeniny. To znamena,
ze etylestery s viskdznejSie — menej teCice pri nizkej
teplote — ako metylestery**.

Cetanové Cislo je pre etylester vyssie a bod zakalu
niz8i ako pre metylestery mastnych kyselin, takisto kvoli
dizke ich retazca®.

3. Detekcia fytosterolov a sterylglykozidov
v olejoch a navrhy ich redukcie

Vol'né fytosteroly dominuju v sdjovom (0,24-0,45 %,
cit.?®), olivovom a slnenicovom oleji®. Slneénicovy olej

Tabulka I1
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bezne obsahuje 0,34 % volnych sterolov a 0,28 % esterifi-
kovanych sterolov'®. Zastiipenie fytosterolov v olejoch sa
znacne meni, na ¢o poukazuje tab. II, v rdmci $tudie zloze-
nia réznych druhov oleja. Variabilita v obsahu a zloZeni
fytosterolov je podmienena spdsobom spracovania surovi-
ny na vyrobu oleja ako aj typom odrody”'.

Post-fermentacny kukuriény olej (KO) je ziskavany
ako vedl'aj§i produkt vyroby bioetanolu z kukurice a je
spracovavany ako sucast’ vstupného surovinového mixu
pre produkciu bionafty. Pre moZné primieSavanie KO ako
pokrocilej suroviny do surovinového mixu je nevyhnutné
analyzovat’ obsah FS, prip. SG v surovom KO a ich distri-
buciu pocas jednotlivych krokov predupravy kukuri¢ného
oleja a vyrobného procesu metylesteru z KO a KO(MEFA)
— produkt kyslej esterifikacie KO. Je dolezité zdoraznit, ze
profil azlozenie KO tuzko suvisi stypom kukurice,
s klimatickymi  podmienkami a sezénou pestovania'®,
Z toho vyplyva Siroky koncentracny rozsah a nutnost’ ana-
lyzy tychto parametrov.

3.1. Zastupenie fytosterolov a sterylglykozidov
v surovom kukuriénom oleji

Fytosteroly sa nachadzaju vo vSetkych prirodnych
tukoch a olejoch a zvycajne tvoria hlavnt zlozku nezmy-
delnitel'ného podielu. V analyzovanom kukuri¢nom oleji
bol preukdzany 2,6% obsah nezmydelnitelnych latok,
ktoré sa povazuju za zdroj vzniku tuhych castic pri destila-
cii a vyrobe bionafty. Na zaklade dostupnych analyz suro-
vy kukuriény olej obsahuje celkovo 1,5-2 % fytosterolov,
z &oho sa 50 % vyskytuje v inej ako volnej forme®’. Ana-
lyzy vykonané pred a po zmydelneni oleja kvantifikovali
volné a celkové mnozstvo sterolov. Sucet identifikova-
nych volnych sterolov v priamej analyze KO sa pohyboval
v rozmedzi 5,7-8,4 g kg '. Tieto hodnoty sa po zmydelne-
ni viac ako zdvojnasobili (15,8-17,9 gkg "), ¢o naznaduje,
7e najmenej 50 % sterolov bolo vo viazanej forme?’.

Beta-sitosterol, sitostanol, stigmasterol + kampesterol
a ergosterol st steroly identifikované v post-fermentacnom
kukuriénom oleji na zaklade porovnania reten¢nych casov
a UV spektier s ¢istymi $tandardmi (obr. 1)*’. Vysledky
HPLC-DAD a LC-MS/MS analyzy*’ potvrdili aj pritom-
nost; SG vsurovom KO v mnozstve 110-120 mgkg
(cit.").

Typické zastlpenie fytosterolov (FS) a sterylglykozidov (SG) vo vybranych druhoch rastlinnych olejov a v biodiesli vyro-

benom z nich (mg kg )

Obsah Kukurica Repka Soja Palma Slnecnica
[mg kg ']
Komerény olej FS 11 800 6100 3600 2600 2100-4540
SG 500 200 (cit.?") >2300 (cit.’)  >2300 (cit.”) 200 (cit.”)
Biodiesel SG 480 18 (cit.%) 25-270 140 18 (cit.)

Zdroj: Tang®, Bondioli*’, Haupt*', Dunn’, Tang®
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2,2%

AVN
14,3%

STN

STG + CAMP
14,1%

Obr. 1. Relativne pomery jednotlivych skupin fytosterolov
identifikovanych v post-fermentaénom kukuri¢nom oleji;
hodnoty st priemerom dlhodobého sledovania kvality oleja.
(STN - sitostanol, ERG — ergosterol, AVN — avenasterol, STG —
stigmasterol, CAMP — kampesterol, B-SITO — beta-sitosterol)’

3.2. Distribucia fytosterolov a sterylglykozidov pri
predtiprave kukuri¢ného oleja a spracovani na
biopalivo

V surovom KO sa steroly mozu vyskytovat’ vo vset-
kych vyssie spomenutych formach. Vo volnej forme st
hydrofobne, takmer nerozpustné vo vode a Ciasto¢ne roz-
pustné v tukoch. V esterifikovanej forme ako sterylestery
su v tukoch aj vo FAME rozpustné. Pocas transesterifika-
cie dochadza k hydrolyze tychto esterov a stavaju sa z nich
vol'né steroly — nerozpustné latky, ktoré postupne krystali-
zuji vo FAME (cit.'"*), v pripade pouzitia kukuri¢ného
oleja ako vstupnej suroviny v produkte transesterifikacie
(metylestery kukuri¢ného oleja) a vo vzniknutom produkte
kyslej esterifikdcie FFA fazy kukuricného oleja — KO
(MEFA), obr. 2, cit.?®.

Se
L

Surovy kukuriény olej

Referat

3.2.1. Konvencné postupy rafindcie oleja

Rafinécia oleja sa konvencne uskutocnuje vo viace-
rych krokoch: odslizovanie — odstranenie nerozpustnych
latok, neutralizacia — odstranenie FFA, suSenie — odstrane-
nie vody, filtracia — odstranenie neziaducich tuhych castic,
bielenie — odstranenie farebnych latok, dezodorizacia —
odstranenie pachovych latok a prchavych kyselin. Vysku-
my Bondioliho a spol.?° poukazuju na to, Ze uplna fyzikél-
na rafindcia bionafty umoziuje odstranovanie SG
v postacujucej miere. Bieliaca hlinka sa pouziva na adsor-
pciu polarnych zludenin. Studia zérovein zistila, Ze
v procese vyroby bionafty dochadza vkazdom kroku
k postupnému odstrafiovaniu malého mnoZstva SG. Nao-
pak vplyv dezodorizacie na obsah SG bol vyliceny. Dezo-
dorizdciou je vSak mozné odstranit az 24 % FS
z celkového obsahu FS v surovom kukuri¢nom oleji.
V ramci kazdého kroku rafinacie dochadza k odstraiiova-
niu ur¢itého mnozstva FS a SG, ¢im sa zlepsuju vlastnosti
vysledného produktu’. Vyskum Tang a spol.® ukazuje, e
odstrafiovanie SG z bionafty prebieha s vicsou efektivitou
za znizenej teploty (az do —15 °C) a pri dlh§om case skla-
dovania. Ich vysledky odporuji niektorym tvrdeniam
Bondioliho a spol.?’, ked’ze v §tidii preukazali pozitivny
vplyv vodného degummingu (odslizenie) a destilacie na
znizenie koncentracie SG v bionafte.

Odstranenim tychto latok pocas rafina¢ného procesu
by sa zabezpecilo Ciastocné vyrieSenie technologickych
problémov v rafinériach. Vyskum ukazuje, ze napriklad
rafinovany s6jovy olej obsahuje az o 76 % menej SG ako
surovy sojovy olej (pokles z 272 mg kg ' na 64 mg kg ).
Zaroven so stipajucou intenzitou extrakcie oleja stupa aj
pravdepodobnost’ zvyseného obsahu SG a ASG v surovom
oleji. V lisovanom repkovom oleji bola takmer vzdy ziste-
né podstatne nizsia koncentracia SG a ASG (cit.?").

3.2.2. Inovativne postupy na odstranenie SG

Okrem vyssie uvedenych postupov je mozné zaradit’
do procesu technologické zariadenia zahrievania, studenej
filtracie, ultrafiltracie alebo membranového Cistenia, ktoré

Fytosteroly z KO(MEFA)

Obr. 2. Vstupny olej — post fermentany kukuri¢ny olej a separované precistené fytosteroly z vysledného produktu kyslej

esterifikacie KO(MEFA)
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mozu odstraniovat’ SG s vyssou ucinnostou. Vplyv zahrie-
vania surového oleja s cielom znizit' obsah FS skumali
Thanh a spol.*’. Zaver ich $tudie ukazuje, Ze zahriatie suro-
vého oleja na teplotu 200 °C po dobu 1 h spdsobilo znizenie
mnozstva FS voci referencii az o polovicu (50-60 %). Stero-
ly a prakticky aj SG pri tychto podmienkach oxiduji; vzni-
kajuce peroxidy sa rozkladaji na mensie fragmenty. Podl'a
stiidie Na-Ranong a spol.*! je mozné SG z bionafty odstra-
novat’ aj ich adsorbovanim na magnéziove;j silici, kedy za
podmienok experimentu (65-80 °C; 1 hm.% MS) bolo
odstranenych 81,4-82,5 % SG. Okrem SG doslo aj k od-
straneniu mono-, di- a triacylglyceridov, ktorych mnoZstvo
bolo v zavislosti od obsahu SG znizené o 11-13 %. Autori
Tremblay a Montpetit*> na odstrafiovanie SG z FAME
pouzivali ultrafiltraciu. FAME pochadzalo z odslizeného
(degummovaného) sdjového oleja. Najvicsia miera filtra-
cie bola dosiahnutd pri pouziti 0,7 hm.% katalyzatora
(metanolat sodny) a pomeru metanolu a oleja 4:1; mnoZstvo
odseparovanych SG bolo 86 %. Uvedené vysledky boli odo-
vodnené tym, ze pritomnost’ katalyzatora vo FAME sposo-
buje deprotonizaciu SG, ktoré sa stavaju menej rozpustné
vo FAME a viac rozpustné v polarnej faze, k comu docha-
dza, az pokial sa hodnota pH polarnej fazy (metanol/
glycerol) nevyrovna hodnote pKa sterylglykozidov (pKa
(stigmasterylglykozid) = 12,21)*. Vyuzitie tychto d’alsich
rafinaénych postupov vSak znamena zvySenie pociatoc-
nych a prevadzkovych nakladov na rafinovanie oleja, resp.
bionafty.

Vistvu SG nie je mozné odstranit’ pranim vodou®,
nakol’ko v nej pri beznych neutralnych podmienkach nie
st rozpustné. VSeobecne SG je mozné Stiepit’ na glukézu
a steroly pomocou silnych anorganickych (kys. sirova,
chlorovodikova, fosforecnd), ¢i organickych (kys. sulféno-
vé) kyselin®®, pripadne silno kyslych ionexov (katexov).
Nasledne je mozné glukézu vyprat’ vodou a steroly oddes-
tilovat od FAME.

Vyuzitie $pecifickych enzymov, najmé B-glukozidaz,
a enzymatickej modifikdcie kvality vstupnej suroviny
(oleja rastlinného povodu), pripadne koncového produktu
(FAME) a cielené odstranenie SG, ASG a inych minorit-
nych kontaminantov tak, aby sa dosiahli zlepSené kvalita-
tivne vlastnosti oleja (oxida¢na stabilita a nizkoteplotné
vlastnosti) sa ukazuje ako udrzatené a efektivne riese-
nie*. Sukasne je zachovany environmentalne Setrny pri-
stup® s perspektivnym komerénym vyuzitim aj v zimnych
mesiacoch za dodrzania Specifikacii danych platnymi tech-
nickymi normami (STN EN 14214) a internymi predpismi
vyroby™. Potencialom pri rie§eni odstranenia SG z bionaf-
ty by mohli byt’ enzymy, ktoré maju Specificku aktivitu k
SG a st oznaCované za sterylglykozidazy (SGase). SGase
hydrolyzuja SG na glukézu a sterol. Stiepne produkty
hydrolyzy SG — glukdza, no predovSetkym steroly — sa
daju ahko odstranit’ na beznych zariadeniach existujucich
biorafinérii (odstranenie glukozy po transesterifikacii pre-
myvanim vodou)*® a maju potencial stat’ sa d’al§imi ved-
l'aj$imi produktami biorafinérii s vysokou pridanou hodno-
tou. Stidia Eberhardtovej a spol.*® sa zaoberala odstraiio-
vanim SG zo séjového FAME pomocou SGase. Enzym
bol produkovany E. coli, ktora bola fermentovana po dobu
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25h (1300 1, 37 °C, pH = 6,9, 30 % sat. kyslika), pricom
zdrojom uhlika bol glycerol v koncentracii 20 g I". Expe-
riment ukazal, Ze 7 g SGase dokadZe priemerne odstranit’
100 mg kg™ SG. Teda z 1 litra kultary je mozné ziskat
SGase vyuziteInll na odstranenie SG z 1 t bionafty.

4. Zaver

Kukuri¢ny olej je vedl'ajsi produkt technologie vyro-
by bioetanolu momentalne spracovavany v zmesi olejov
ako vstupnej suroviny pri vyrobe biopaliva FAME. Jed-
nym z problémov aplikicie takéhoto FAME v doprave je
potencidlna tvorba precipitatov, ktoré je potrebné odstra-
nit’, aby sa zabezpecila oxidacna stabilita a optimalne niz-
koteplotné vlastnosti bionafty. Zrazeniny, ktoré st pritom-
né v bionafte, s vacSinou zlozené z monoglyceridov nasy-
tenych mastnych kyselin (SMG) a z SG, ktoré sa nacha-
dzajti v bionafte v rozmedzi koncentracii do 1500 mg kg™’
pre SMG a 10 az 480 mg kg™ pre SG. Na dosiahnutie lep-
Sej kvality bionafty je nevyhnutné odstranit’ sterylglykozi-
dové precipitaty, zatial' vSak nie st k dispozicii ziadne
efektivne nizko-nakladové metody na odstranenie tychto
zlugenin v priemyselnom meradle®’. Environmentalne
Setrny potencial predstavuji rekombinantné enzymy
SGase, ktorych aplikdciou dochadza k hydrolyze SG na
glukozu a sterol a tym aj vzniku a separacii Stiepnych pro-
duktov — latok s vysokou pridanou hodnotou. Produkcia
enzymov priamo vo vyrobnej prevadzke pozitivne ovplyv-
ni uhlikova stopu biotechnologickej vyroby a zvysi efek-
tivnost’ vyroby biopaliv, ¢im sa vyznamne zvys$i pozitivny
ucinok na globalnu klimu. Moznost' enzymatického opti-
malizovania zlozenia a vlastnosti rastlinnych olejov pri-
speje vo vyraznej miere k zvySenej efektivite a znizeniu
nakladov vyrobnych postupov produkcie biopaliv bez po-
trebnych vysokych investicnych ndkladov na prestavbu
alebo vymenu technologie, ked'ze aplikacia je mozna
v ktoromkol'vek kroku podla podmienok konkrétneho
enzymu.

Vypracované s financnou podporou Ministerstva skol-

stva, vedy, vyskumu a Sportu Slovenskej republiky, Agentii-
rou na podporu vyskumu a vyvoja (APVV-18-0254).

Zoznam pouzitych skratiek

ASG acylované sterylglykozidy

CFPP medzna teplota filtrovatelnosti (°C, Cold
Filter Plugging Point)

FAME metylestery mastnych kyselin (Fatty Acid
Methyl Esters)

FFA vol'né mastné kyseliny (Free Fatty Acids)

FS fytosteroly

KO kukuri¢ny olej

KO(MEFA) metylestery z kyslej esterifikacie FFA fazy
kukuri¢ného oleja

PP bod tuhnutia (°C, Pour Point)

SG sterylglykozidy
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triacylglyceridy
sterylglykozidaza
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M. Holi¢kova®, P. Ondreji¢kova®, V. Kafkova®
and V. Cyprichova® (“ Association ,,Energy 21*, Leopol-
dov, Slovakia, ® Centrum vyskumu a vyvoja, s.r.o., Leo-
poldov, Slovakia): Steryl Glycosides in Postfermentation
Corn Oil and Its Effect on the Biofuel Production

Post-fermentation corn oil in transesterification pro-
cess of biodiesel production is considered as feedstock
causing major quality problems influencing both filterabil-
ity and cold flow properties of crude biodiesel. Phytoster-
ols and steryl glycosides (SG) occurring naturally in crude
oil in acylated oil-soluble form are transformed during
transesterification into unwanted non-acylated SG particles
promoting sediments in final FAME (fatty acid methyl
ester) product. Elimination and SG precipitates removal is
necessary at industrial scale to achieve better biodiesel
quality but preferably without significantly increasing
costs of biodiesel production. Recombinant steryl glyco-
sidase enzymes represent an environmentally friendly way
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to reduce SG by its hydrolysis to glucose and sterols —
substances with high added value. The production of en-
zymes directly in the production plant can positively affect
the carbon footprint of biotechnological production and
increase the efficiency, without high investment costs for
conversion or technology change, since the application is
possible at any production step with respect to specific
enzyme conditions.
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Zazvor 1€kaisky (Zingiber offici-
nale Roscoe) je vytrvala tropicka
rostlina (obr. 1, cit.'), p&stovana
, v Orientu pod rlznymi jmény,
jmenovit¢ ada, adrak, aradraka,
adu, ale, allamu, gyin, halia bara,
ingiver, inchi, inji, sonthi.
V angli¢iné znama jako ginger,
némecky Ingwer. Je z celedi za-
» zvornikovitych spolu s kurkumou,
i kardamomem ¢i galangalem. Pou-
ziva se jeji oddenek, jako potravi-
na i léc¢iva droga, at’ jiz Cerstvy,
nakladany, kandovany, anebo mle-
ty suseny, ¢i z n¢ho ziskany olej a pryskyftice (oleoresin),
oba posledni s ptivlastkem GRAS (Generally Recognized
As Safe)’. Vangliéting je tieba odlisit ginger-grass
(Cymbopogon martinii) a black ginger (Kaempferia par-
viflora).

Ve svété je péstovan od nepaméti, s produkci vice nez
4 miliony tun ro¢né, ponejvice v Indii. Produktivita se
pohybuje kolem 3,5 t/ha (cit.%), pfidem? je znamo, Ze jeho
produkce je stale vice ohroZovana napadenim houbami’.
Zminuji se o ném, jako o uzite¢né 1é¢ivé rostling, jiz pred
4000 lety i véda®, dale pak TCM®, Dioscorides’ a Matthio-
1i*. O tuto drogu jevi chemicka literatura vzristajici zdjem,
kdy v roce 2021 Chemical Abstracts Service evidoval jiz
351 ¢lanku, jak ukazuje graf na obr. 2.

Zazvor je jednou z nejcastéji konzumovanych rostlin-
nych drog s vyznamnymi farmakologickymi a fyziologic-
kymi aktivitami. Je Siroce pouzivan v lidovém léCitelstvi,
ato u riznych onemocnéni, véetné chronickych, jako je
obecné cukrovka'®!!, diabeticka nefropatie'?, diabeticka
retinopatie’®, diabetes 2 typu'’, fady druhd nadorg'>™’,
erdyZO’ZI, Alzheimerova choroba?*?, kardiovaskularni
onemocn&ni?*?, plicni ﬁbr(')zy2 6 artritické bolesti, otravys,
virdzy”’, a deprese™. PFiznivy G&inek zdzvoru u téchto
onemocnéni spodiva piedevsim v jeho antioxidatnich?*,
antimikrobialnich®', fungicidnich® 1zang
vlastnostech®® a kromé jiného zmen3uje obtize pii kineto-
ze**, migréné®, snizuje hladinu lipida*®, mirni nevolnost

Obr. 1. Zazvor lékatsky
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a zvraceni, kterdZto vlastnost je vyuzivana mj. i pti podavani
chemoterapeutik®’, mirni kiede a bolesti v krku*® a podporuje
traveni®’. Je zndmo jeho pouziti jako afrodisiaka®, podle
Kor4nu jej budou uzivat pravovérni v r4ji*'. Jde o ptirodni-
nu stejné mocnych biologickych vlastnosti jako ty, které se
snazime popisovat vtomto Casopise, napt.* ", v sérii
&lanka, kterou jsme zahajili pred 15 lety™®.

Ostra viing a chut’ Cerstvého zazvorového oddenku je
dana smési bioaktivnich tékavych oleja*® & lipofilniho
extraktu®’ (napf. gingerolil, shogaold, paradolu a zingero-
nu), které tvoii pfiblizné 1-3 % jeho hmotnosti. [6]-
Gingerol ((5S)-5-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-
dekan-3-on) je povazovan za hlavni Stiplavou a hlavni
bioaktivni slou¢eninu v &erstvém zazvoru™. [4]-, [8]-, [10]-,
a [12]-gingeroly jsou pfitomny v men$im mnozstvi*®. Kro-
mé toho zazvor obsahuje i mono- a seskviterpeny™’, néko-
lik vyznamnych a antioxidacnich sloucenin, jako je vita-
min C, vitamin E, niacin, f-karoten, kyselina pantotheno-
va, lutein, lykopen, kvercetin, genistein a tanin''’'.
V zézvoru byly nalezeny nejen zakladni prvky, jako je
draslik, hot¢ik, fosfor, vapnik, ale i mangan, méd’, selen
a zinek''*%. Kromé toho bylo zjisténo, Ze zazvor obsahuje
malé mnozstvi toxickych prvku, jako je kadmium, olovo
a nikl>.

Databaze PubChem uvadi, ze [6]-gingerol je v litera-
tufe asociovan s piisobenim pfi fadé onemocnéni jako neo-
plazma, rakoviny, metastazy, hyperplazie, komplikace
spojené s diabetem, intolerance glukosy, keratoza, prijmy,
krvaceni, nemoci prostaty, teratozoospermia, testikularni
onemocnéni, patologické zmény véhy™. V téZe databazi se
uvadi, Ze je drazdivy a toxicky (LDsy/my&/p.o. 250 mg kg ')
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Obr. 2. Rostouci trend poétu publikaci o zizvoru (1969-2022)°
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[6]-gingerol
[8]-gingerol
[10]-gingerol
[12]-gingerol

[6]-shogaol
[8]-shogaol
[10]-shogaol
[12]-shogaol

R — (CH»)sCHs
R — (CHa)¢CHs
R — (CH,)sCH;
R — (CH3)10CH;
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OH l OH |
zingeron [6]-paradol

Cislo v hranaté zavorce znaéi po&et uhlikil v postrannim fetézci za a-uhlikem vedle uhliku karbonylu.

(cit.*"). Na rozdil od piedchoziho je statut GRAS pro pro-
dukty, které obsahuje, a mj. téz studie, ktera uvadi, Ze byl
studovan metabolismus gingerolll a shogaloll na zdravych
dobrovolnicich'> s ddavkami p.o. az 2 g Rozpusti se jej
80 mg v litru vody™, ale jeho rozpustnost lze zvysit kom-
plexaci s B-cyklodextrinem® minimalng& 4x.

Gingeroly a shogaoly jsou po poziti metabolizovany
na glukuronidy a sulfaty, a tak snadno vyludovany''.

Pti zkoumani biologickych vlastnosti zazvoru a jeho
komponent narazime na obtiz. Gingeroly, hlavni slouceni-
ny v ¢erstvém zazvoru, jsou nachylné k dehydrataci a pre-
meéné na shogaoly, hlavni slouceniny v suSeném zazvoru,
v disledku nestability f-hydroxyketonu pfi vystaveni mir-
nému teplu a/nebo kyselym podminkdm®’. Tepelna uprava
zazvoru transformuje reverzni aldolovou reakci gingerol
na zingeron, ktery je méné Stiplavy a ma kotenné sladkou
vini.

Department of Complementary and Alternative Medi-
cine, John A. Burns School of Medicine, University of
Hawai'i, USA, po vyhodnoceni dostupnych studii rozdélu-
je vysledky na ,,sugestivni (napf. kratkodobé uZzivani za-
zvoru pro bezpecnou tlevu od nevolnosti a zvraceni souvi-
sejicich s téhotenstvim), ,,smiSené* (napf. pouziti pro ces-
tovni nevolnost, nevolnost po chemoterapii nebo operaci)
a ,,nejasné (napf. 1écbu revmatoidni artritidy, osteoartriti-
dy nebo bolesti kloubti a svali)*®.

Pfinasime tento piispévek opét jako ucebni text popi-
sujici rizné zajimavé aspekty chemie pfirodnich latek
(srovnej™®), i proto, Ze chceme takto reagovat na mnoz-
stvi smyslenek, polopravd a nesmysld, které jsou kolem
pfirodnich sloucenin dnes Sifeny. Mame totiz radost, kdyz
najdeme piirodni latku, kterd ma navic zanedbatelnou toxi-
citu, témef nulové kontraindikace a ktera je lidstvem pou-
zivana po tisice let.
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Chmel ota¢ivy' (Humulus lupulus L., obr. 1) je vytr-
vala dvoudoma pravotociva popinava liana z ¢eledi kono-
povitych (Cannabaceae). Je péstovan od nepaméti a lze
najit, ze za starych ¢asl byl pouzivan jako bylina mnohého
uziti, jako napt. k barveni vlasi (Cesaci chmele potvrdi
pohledem na své ruce), k ,,¢isténi krve®, jako krmivo pro
dobytek, k vyrobé lan, latek a papiru, pro baleni kiehkych
predmétt a i k ,,odpuzovani démonid* v noci-.

Pokud se tyce pouziti chmele v humanni medicing, jiz
Dioscorides” radi ptimichavani do hmoty na piipravu ¢ip-
ki, do masti s adstringentnimi U¢inky, do parfémut, do
1é¢ivych piipravkl k odstranéni unavy, dale pak pouziti
chmele v odvarech na koupele za
tepla nebo za studena v okoli Zen-
ského prirozeni; posledni doporu-
¢uje i Matthioli’, napf. proti
,,otoku a tvrdosti luna*“. Jarni salat
z vyhonkll povazuje za dobry pro-
sttedek k ,otevieni zacpanych
jater* (ztejmé prostedek pro uvol-
néni zluci); jinak chmelem 1€¢i mj.
Zloutenku, malomocenstvi, fran-
couzskou nemoc. Pak tvrdi: ,,piti
odvaru vrskt chmelovych ¢ini télo
peknym®, coz i dnes Ize vidét na
pivafich. Téz vnitiné pomaha ke

Obr. 1. Chmel ota&ivy (Humulus lupulus L., cit.?)

zmirnéni pohlavniho pudu (anafrodiziakum)®, kupodivu
iv homeopatickych  pfipravcich  (dokonce 1 proti
,bolestivym erekcim*”’). V lidovém 1égitelstvi se také vyu-
ziva jako sedativum a prostfedek povzbuzujici chut k jid-
Iu. Poméha proti nespavosti, pisobi mocopudné a uziva se
pii kiegich svalt®. Pouzivé se pii potiZich v menopauze ke
zlepSeni psychického stavu. Pfiznivé plsobi na hladinu
cholesterolu v krvi. Evropskd encyklopedie 1é¢ivych bylin
uvadi’ mnohé pouziti a u¢inky, mj. i jako 1é¢ivou drogu
s estrogenni aktivitou. Droga je pouZzivana pro zmirnéni
slabsich ptiznaki psychického stresu a k navozeni spanku.

Chmel neni u nés pfili§ znam jako potravina, nicméné
je to jedno z nejstarsich a tradi¢nich vyuZiti rostliny'®, je
konzumovan na jare, podobn¢ jako chrest, kdy se sbiraji
mladé chmelové vyhonky (pazousky). Ty pak jsou kieh-
kou zeleninou a jsou uzivany, divoké i péstované, bud’
jako salat nebo jako vatené (podobné chiestu) nebo jako
nakladané. Po uvafeni maji mladé vyhonky nizky obsah
tuku, energetickou hodnotu (104 kJ/100 g) a jsou dobrym
zdrojem vlakniny. Obsahuji vitamin C a kyselinu listovou,
ale 1 kyselinu stavelovou. Vyhonky maji kratkou trvanli-
vost, proto by mély byt spotiebovany kratce po sklizni''.
Dnes patii k nejdraz§im zelenindm svého typu, protoze
jeden vyhonek délky do 10 cm vazi pouze cca 1 gram.
Star§i casti rostliny jiz jedlé nejsou, ale poslouzi
k dekoraci svym aroma.

Nejvice pouziti naléza samotna 1é¢iva droga: chmelo-
vé hlavky (vejcité Sistice samiciho kvétenstvi; svétle zele-
na S§isticovitd plodenstvi), Lupuli flos (jsou to ususena,
zpravidla celd samici kvétenstvi druhu Humulus lupulus
L.), Flores lupuli (chmelové kvéty), Fructus Ilupuli
(chmelovy plod), Strobuli lupuli (chmelové Sistice), skla-
dajici se zaz 2 cm dlouhych Supin se zlatozlutymi lupuli-
novymi Zzlazkami (Glandulae lupuli nebo Lupulinum
(lupulin). Chmelové hlavky slouzi zejména k vyrobé
piva'2. Droga obsahuje floroglucinoly (do 20 %), a to hu-
mulonovy typ (= a-kyseliny, do ~17 %), tj. humulon, ko-
humulon, prehumulon, posthumulon, adhumulon (obr. 2),

O O
~ R
o~ OH
HO
\
humulon R = CH,CH(CHj3)
kohumulon R = CH(CHj3);
adhumulon R = CH(CH3)CH,CHj;
prehumulon R = CH,CH,CH(CHj3),

posthumulon R= C,Hs

Obr. 2. Chmelové a-hoi'ké kyseliny
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O O
X R
o OH
4 A
lupulon R = CH,CH(CHs),
kolupulon R = CH(CHj3).
adlupulon R = CH(CH3)CH,CH3;
prelupulon R = CH,CH,CH(CHj3),

Obr. 3. Chmelové B-horké kyseliny

a lupulonovy typ (= B-kyseliny, do ~10 %), tj. lupulon,
kolupulon, prelupulon, postlupulon a adlupulon (obr. 3).
Dale pak silici  (0,5-3 %), obsahujici p-myrcen
(monoterpen), B-karyofylen, humulen (seskviterpeny) tvoii
57-82% podil v silici, dale flavonoidy (0,5-1,5 %) — pre-
nylované flavanony: 6-prenylnaringenin, 8-prenyl-
naringenin, isoxanthohumol) a chalkony: xanthohumol,
desmethylxanthohumol. Droga obsahuje polysacharidy
(50-60 %), naléza se zde i 2—-6 % tiislovin a dusikaté 1at-
ky®, cholin & adenin. Z chmele bylo dosud izolovano
a charakterizovano vice nez 1000 slou¢enin’. Pokud se
tyCe aromatickych latek, lze z hlavek ziskat extrakci ¢i
destilaci s vodni parou velmi aromaticky produkt, ktery je
jiz vyrabén od ¢asného 19. stoleti.

Smés tékavych slozek (silice) a pryskyfic chmele
(oleopryskyfice 3-20 %) sestava’ z riznych prenylova-
nych derivati floroglucinolu zvanych ,hotké kyseliny*.
Jsou Kklasifikovany bud jako ,,a-kyseliny”“ nebo
»P-kyseliny®, které se rozliSuji skute¢nosti, ze ty prvni jsou
vysrazeny z hrubého extraktu chmele pfidanim octanu
olovnatého. B-Kyseliny by podle definice mély zistat
v roztoku. o-Kyseliny jsou humulony (2-12 % susenych
Sistic), zatimco B-kyseliny se nazyvaji lupulony (1-10 %
susenych §istic). a-Kyseliny jsou povazovany za nejdulezi-
t&jsi slozky pii urovani kvality chmele. Prispivaji ke sta-
bilit¢ pény a také k antibakteridlnim vlastnostem. I kdyz
jsou povazovany za hlavni ,hoiké kyseliny” z chmele,
paradoxné nemaji hotkou chut, a to ani pfi koncentracich
100 pg ml™.

Chmelové a-kyseliny (humulony) isomerizuji na od-
povidajici ,,iso-a-kyseliny za rtiznych reakénich podmi-
nek, napf. pfi vysSich hodnotach pH. Tyto hotké iso-a-
kyseliny jsou artefakty a tvofi vice nez 80 % latek z chme-
le, obsazenych v typickych pivech. Mohou byt i oxidovany
na humulinony a 4’-hydroxyallohumulinony. Za stejnych
okolnosti jsou B-kyseliny (lupulony) transformovany na
tzv. hulupony.

Z uvedenych divodi je droga relativné nestabilni
a po urcité dobé (podle zptsobu skladovani) ztraci kvalitu.
Cerstva droga méa ostrou aromatickou chmelovou vini,
droga, u niz doslo ke tvorbé oxidacnich produkti pak vy-
razny syrovity zapach; tyto rozkladné produkty snizuji
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byt droga pouzivana maximalné 1 rok po jeji adjustaci,
v sou¢asné dobé vsak Cesky lékopis tento pozadavek
neobsahuje.

Silice (0,5-1,5 %) sestava hlavné z jednoduchych
oxidovanych alkanli, monoterpenii a seskviterpenti. Pri-
marnimi t€kavymi slozkami ve vSech kultivarech chmele
jsou monoterpen myrcen a seskviterpeny p-karyofylen
a humulen (57-82 % silice), obr. 4. Pokud jde o tradi¢ni
ekonomickou hodnotu, silice a hotké kyseliny pfedstavuji
nejvyznamngéjsi soucasti chmele.

Obr. 4. Struktury sloZek silice: (zleva) myrcen, p-karyofylen
a humulen

Jako slozky se sedativni aktivitou jsou uvadény hu-
mulon a lupulon z hotkych kyselin, jejich degradacni pro-
dukt 2-methyl-3-buten-2-ol a myrcen (7-methyl-3-
methylen-1,6-oktadien). Oba posledni jsou znamé hmyzi
feromony'®. Zminény alkohol je viak piitomen pouze ve
stopovych mnozstvich v Cerstvé sklizenych chmelech, ale
zvySuje se po dvou letech az na 20 % z obsahu té€kavych
latek v diisledku degradace hotkych kyselin.

Tieti skupina sloucenin sestdvd z flavonoidid
(0,5-1,5 %) vcetné kvercetinu (obr. 5) a glykosidi kemp-
ferolu (kaempferol) a z asi 30 prenylovanych, oxidova-
nych a/nebo cyklizovanych chalkonti. Nejhojnéj$imi
chalkony jsou xanthohumol (az 1 % ze suchych S§istic
a 80-90 % celkovych flavonoidd, obr. 6) a desmethylxant-
hohumol. Tyto chalkony jsou snadno isomerizovany na
odpovidajici flavanony, resp. na isoxanthohumol a smés
(cca 3:2) 6-prenylnaringeninu a 8-prenylnaringeninu
(25-60 mg/kg), obr. 7.

Latkou z chmelovych $istic s estrogenni aktivitou je
racemicky 8-prenylnaringenin, vytvofeny spolu s méné
aktivnim 6-prenylnaringeninem. Isoxanthohumol je hlavni
prenylovany flavonoid v pivu, protoze xanthohumol je
v prubéhu vateni pfi zvySenych teplotich do zna¢né miry
isomerizovan. Téchto pét prenylovanych flavonoidu, tj.
xanthohumol, desmethylxanthohumol, isoxanthohumol,

Obr. 5. Kvercetin
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Obr. 6. Xanthohumol

isoxanthohumol
6-prenylnaringenin
8-prenylnaringenin

R'=CHs, R =H, R® = prenyl-
R'=R®=H, R? = prenyl-
R'=R?=H, R® = prenyl-

Obr. 7. Flavonoidy

6-prenylnaringenin a 8-prenylnaringenin (obr. 6 a 7) pfed-
stavuje sadu zajimavych bioaktivnich sloucenin, protoze
prokazaly schopnost inhibovat proliferaci nékolika nadoro-
vych bunéénych linii in vitro. Mezi dalsi slozky chmele
patfi aminokyseliny a proteiny (15 %), polysacharidy
(50-60 %), mineraly, fenolové kyseliny, jako jsou chlo-
rogenova a kavova, lipidy a kondenzované tfisloviny
24 %Y.

Evropska encyklopedie 16¢ivych drog uvadi® u latek
z chmele velmi mnoho rliznych aktivit, jako sedativni,
estrogenni, antimikrobialni, antidiabetickou (a s tim spoje-
nymi pozitivnimi G¢inky na hypertriacylglycerolemii véet-
n¢ sniZzeného rizika souvisejicich onemocnéni, jako je ate-
rosklerdza), antiosteoporotickou, protizanétlivou, antipro-
lifera¢ni, antiangiogenni, protinddorovou.

Je zasluzné, ze pfipravu, jak bychom fekli dnes
»cerealné-chmelového smoothie®, které jiz samotny Odin
vafil ve Walhalle, upravuje i prvni zakonik naseho svéta,
ktery vydal kral Chammurapi. Jeho pfipravu chapali vlada-
fi jako mimotadné dulezitou a mnohy zakonik a soupis
prav ji reguluje. V ¢eském prostiedi se dokonce vzdy tra-
dovalo, ze ktera vlada dovoli zdraZeni piva, do roka padne
(to ale mohlo souviset s dobovymi sny za ¢ast budovani
lepsiho piistiho). Ovsem, pokud by to platilo, museli by-
chom asi mit v soucasnosti novou vladu nékolikrat za rok.
Nez vzdejme hold 1é¢ivé byling, ktera dala vzniknout nase-
mu ,,tekutému chlebu vezdej§imu®.

Pfinasime tento prispévek jako ucebni text popisujici
riizné zajimavé aspekty chemie pfirodnich latek'*™'° i pro-
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to, ze chceme takto reagovat na mnozstvi smyslenek, polo-
pravd a nesmyslu, které jsou kolem pfirodnich sloucenin
dnes Sifeny. Je nabiledni, Zze zkoumani pfirodnich latek,
jakoZto latek z obnovitelnych zdrojt, je jednou z cest, jak
lacinym a efektivnim zplisobem pfispét ku vSeobecnému
prospéchu'”'®, Pokud se tak &ini s ptirodninou, ktera byla
oblibena bohy i krali a ktera je lidstvem pouZzivana po tisi-
ce let, je jen dobfe.
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M. JuraSek’, A. Rybka®, L. Opletal,
and P. Drasar® (¢ Department of Chemistry of Natural
Compounds, University of Chemistry and Technology,
Prague, ® Department of Agricultural Machines, Faculty of
Engineering, Czech University of Life Sciences Prague,
“Department of Pharmacognosy and Pharmaceutical
Botany, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Charles
University, Hradec Kralové): About Hop Cones for
a Golden Brew

As a component of drinks, food, cosmetics, and spice,
hops yields a plethora of biologically active compounds.
This plant, which was valued by gods and kings through
the history, may serve as a basis for pharmaceutical ex-
ploitation: not only as a healthy folk medicine but also in
a search for the effective sedative, estrogenic, antimicro-
bial, antidiabetic, and cancerostatic compounds.

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

Keywords: hops, beer, biological activity, folk medicine
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Clanek popisuje muskatovy ofisek z muskatovniku (Myristica), ktery se pouziva jako kofeni a tradi¢ni 1é¢ivo, ale je
také zneuzivan jako nelegalni droga. Popisuje hlavni chemické slozky, konkrétné myristicin.

Klicova slova: muskatovy ofisek, muskatovnik, Myristica, kofeni, 1€k, zneuzita droga, myristicin

Muskatovnik vonny, téz pravy (nékdy téz macis) My-
ristica fragrans Houtt. (Myristicaceae, obr. 1) je stale zele-
ny strom endemicky pro Indonéskou provincii Maluku
(dfive znamou jako Spice Islands), byl dlouho dilezity
nejen jako kofeni, ale i jako komodita, kterd méla diive
geopoliticky vyznam. Jeho ro¢ni produkce je 12 tisic tun.
Mezi domorodci byly shroméazdény informace o 1é¢ivych
aspektech od prodejct bylinnych 1é¢ivych pripravkua, 1€¢i-
telll a porodnich asistentek. Bylo zjisténo, ze M. fragrans
se stale pouziva, zejména jeho ,,0fiSek*, mimo kulinaiské
i pro léc¢ebné ucely, najmé na zmirnéni prijmu ¢i nadyma-
ni, viedy, nespavost, k domaci 1écb¢ astmatu, pankreatiti-
dy, nefritidy. Jesté koncem minulého stoleti se udavalo, ze
jeho udajné halucinogenni a psychoaktivni vlastnosti, jiné
nez slabé& sedativni, nejsou literaturou podepfeny”. Nicmé-
né je znamo, Ze pouziti muskatového ofisku bylo bézné
v ,hippie kultufe* Sedesatych a sedmdesatych let, u drogo-
ve¢ zavislych, vézni, adolescentd a vysokoSkolskych stu-
dentt, kde byl povazovan za dostupnou alternativu pfi

Obr. 1. Muskatovnik vonny Mpyristica fragrans Houtt.
(Myristicaceae)"
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omezené dostupnosti alkoholu a rekreadnich drog®, &asto
v kombinaci s jinymi medikamenty (konopi, syntetické
kanabinoidy, amfetaminy, benzodiazepiny, difenhydra-
min, duloxetin, klonazepam, sirup proti kasli, acetamino-
fen, antihistaminka), a zvlasté pak s alkoholem, ¢i prosté
jako laciny fet*, psychomimetikum, p¥irodni halucinogen,
narkotikum a spiritualni agens’. Ze se jedna o fet, potvrzuje
ito, ze se o latku zajimal i znamy drogovy nestor Alexander
Shulgin®. Prvd udajnd intoxikace muskatovym ofiskem
(Moscata Nux) byla vSak popséana jiz vlamskym lékafem
Matthaeusem Lobeliem”® v roce 1576.

Muskatovy ofisek je vysusené semeno, endosperm
plodu stromu muskatovniku pravého, je vyuzivan piede-
v§im jako dochucovaci kofeni podporujici chut k jidlu
a zajistujici klidné traveni. Podobné jako ofiSek se pouzi-
va v kuchyni i muskatovy kvét. Je to suSeny miSek ze
semene muskatovniku, hmota, kterd se v plodu naléza na
povrchu ofisku, pod osemeni ,slupkou®. V kuchyni se
pouziva i osemeni (vné&jsi obal ,,ofisku‘).

Muskatovy ofisek je UCinné spasmolytikum, tiSici
zejména biisni bolesti a kiece, ve stiednich davkach vyvo-
lava menstruaci, midze rovnéz narusit vyvoj plodu. Lido-
vych a tradiénich pouziti muskatového ofisku je mnoho
a li$1 se napfi¢ riznymi kulturami, patii mezi né gastroin-
testindlni poruchy, balzamovani, 1é¢ba moru, astmatu,
kasle, cholery, uzkosti, hemoroidd, psychdz, melancholie
a revmatologickych onemocnéni, pouziti jako afrodizi-
akum, latka vyvolavajici potrat, narkotikum, latka proti
nadymani. Nasel i svoje misto v alternativni medicing,
napiiklad v podani a praxi Andrewa T. Weila’.

Soudobé¢ 1ze muskatovému ofisku pfisoudit aktivity
antimikrobialni, antioxidacni, analgetické, antidepresivni,

ni az afrodisiakalni. Neni vylouceno jeho pouziti pfi bo-
lestech zubu, svald a kloubld. Je studovdna anti-
leukemicka aktivita extraktl. Klinické testy s kontrolo-
vanymi davkami prokazaly zlepSeni stavu mysleni, spanku
a snizeni Gnavy a snieni neuropatickych bolesti’. Merck
Index uvadi, ze zmirnuje plynatost, koliku traviciho traktu
a zalude&ni nevolnost (karminativum)'®.

https://doi.org/10.54779/ch120230348
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Mezi negativni efekty lze zatadit pisobeni na CNS,
vyvolani depresi, sebevrazednych myslenek, ale i tachy-
kardii, hypotenzi, nevolnost, zvraceni, zizen, suchost
v Ustech, poceni, poruchy vidéni, sniZeni teploty a poruchy
ve vnimani ¢asti téla. Je prokdzano, ze nadmérna kon-
zumace muskatového ofisku piesahujici ,,toxickou turo-
ven* muaze pfinést negativni ucinky na zdravi, protoZe
puisobi neurotoxicky''.

Ve vyssich davkach se jiz chova jako delirogenni
narkotikum, ackoliv je jako droga zneuzivan ziidka,
mnohdy z pouhé zvédavosti. V nizsich davkach se droga
projevuje jako ucinné narkotikum, narusujici kvalitativni
urovenl védomi (tzv. delirant), nebot’ plisobi jako anticholi-
nergikum. Intoxikace je navic dlouhodoba a vysilujici,
zbytkovy diskomfort a bolesti hlavy mohou pietrvat i né-
kolik dni. Projevy intoxikace maji tfi faze: Faze 1 (2-5
hodin po poziti u¢inné davky): mozZnost lehké agrese, ne-
volnost az zvraceni, zarudnuti, zteplani pokozky, rozostie-
né vidéni, ataxie, zastfena te¢. Faze II (9—12 hodin): eufo-
rie ¢i dysforie, otupélost, netecnost, naruseni kratkodobé
paméti, zakalené védomi, dezorientace, iluze, snové vidi-
ny, strnulost, celkova slabost, naru$ené vnimani casu
(extrémné pomalu), deformace obrazu, ¢asu, prostoru,
znovuprozivani minulosti (zablesky vzpominek z minulos-
ti, na které ¢lovék méalem zapomnél), pfi zavieni o¢i kalei-
doskopické (n¢kdy barevné) obrazce a jiné vizuality, pro-
dlouzeni reakéni doby. Faze III (1224 hodin): vyCerpani
a skleslost, castecna amnézie, dlouhy spanek, Gporné bo-
lesti hlavy i kloubd, rozlamanost, schvécenost'?. Dozniva-
ni u€inku mize trvat mnohem déle.

Nicméné, jak pise Andrew T. Weil’: ,, Osoby, které
pouzivaji narkotika, jsou casto ochotny trpét extrémnim
diskomfortem pro par prijemnych okamZikii, vyvolanych
drogami*®, nebot’” Aldousem Huxleym vysloveny pozada-
vek'® na idealni drogu zni: ,Je zapotiebi novd droga, kterd
uvolni a utési nase trpici druhy, aniz by v dlouhodobém
horizontu zpisobila vetsi Skodu, nez jaké pusobi dobro
v horizontu kratkém. Takova droga musi byt silna v ma-
lych davkich a musi byt syntetizovatelna....... Musi byt
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meéné toxicka nez opium nebo kokain, méné schopna piiso-
bit nezadouci socialni diisledky nez alkohol nebo barbitu-
raty, méné skodliva viici srdci a plicim nez dehty a nikotin
cigaret. A na lepsi strané by méla piisobit zmény ve védo-
mi zajimavéjsi a prirozenéji cennéjsi nez pouhé zklidnéni,
uvolnéni, nebo sny a bludy, ci pocit vSemocnosti*“, ktery
zatim nikdy nebyl splnén, nebot’ zatimco se ocekavany
rau$ dostavi za né€kolik hodin po poziti 5-15 g umletych
ofiska (tj. 1-3 ofisky), k toxickému predavkovani dochazi
jiz po poziti 5 g (cit.').

Popséano bylo mnoho klinickych ptipadd otrav. Jed-
nim je ptipad 18leté studentky, kterd si st€Zovala na palpi-
taci (zvySené uvédomovani si srde¢niho rytmu, ¢asto spo-
jené s pocitem neobvykle rychlého, pomalého ¢i nepravi-
delného rytmu), ospalost, nevolnost, zavraté, zizen
a sucho v ustech. Byla velmi uzkostna, neklidna a rozruse-
na apopsala, Ze ,,ve stavu transu® se citila ,jako Certik
v krabici, ktery se chce dostat ven®, ale neméla halucina-
ce. Nestézovala si na mocové nebo bfisni problémy ani na
zachvaty nebo migrény. Popiela jakékoli sebevrazedné
myslenky’. Jako druhy z mnoha popsanych piipadi uved-
me ptipad 25let¢ho bélocha, ktery po otravé pocitoval
takovou zizen (polydipsia), ze pil 5 litrG vody (eventualné
i vlastni moci) za hodinu, u kterého po opakované intoxi-
kaci 1ékafi diagnostikovali chronickou psychézu (chronic
nutmeg psychosis) s velmi $patnou prognozou'®. Uginky
se li8i u rlznych lidi. Rlznych piipadli je popséano
v seridzni i Sedé literatuie mnoho.

Mezi hlavnimi obsahovymi latkami muSkatovniku
ajeho plodd jsou uvadény elemicin, isoelemicin, safrol,
myristicin, eugenol, 4-terpineol, sabinen, o- a B-pinen,
amnoho dalSich terpent, fenolt, lignanti a fada dalSich
latek™".

Kdyz se vsak podivame na prvni Ctyii latky a srovna-
me jejich strukturni vzorce s meskalinem MDMA (extéze,
3,4-methylendioxymethamfetamin) a MMDA (3-methoxy-
-4,5-methylendioxyamfetamin), tak uréitou podobnost
najdeme.

HO—</ >i
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Literatura povaZuje myristicin (4-methoxy-6-(2-prope-
nyl)-1,3-benzodioxol), jehoz je v oleji muskatového ofisku
z danych latek nejvice (az 12 %), za hlavni biologicky
aktivni slozku v ofisku'""'®. TyZ zdroj ma za to, Ze se my-
risticin v organismu transformuje na Shulginem'’ popsany
MMDA, coz oviem pozd&jsi zdroje nepotvrzuji'®. Ra-
hman'" dale pise, ze myristicin je slabym inhibitorem mo-
noaminoxidasy'’, zatimco jiné slozky muskéatovniku
(linalool, safrol, isoeugenol a eugenol) jsou (vzdalen¢)
strukturné podobné agonistu serotoninu, které by mohly
byt odpovédné za nékteré kardiovaskularni symptomy®. Je
také mozné, ze myristicin pouze zdiraznuje existujici
mentalni poruchu'®. Také puisobi jako anticholinergikum,
protialergickd,  protizanétliva cytoprotektivni  latka
a ovliviiuje funkci celé fady enzymi®, dale mize byt pro-
sp&sny pii ulcerativni kolitid&®'. Krom& muskatovniku je
myristicin obsazen i v tkanich mrkve, kopru, bazalky,
skotice (skoficovniku) a petrzele®, citrusa® a dalsich rost-
lin, je to pfirozené se vyskytujici insekticid a akaricid.

Vyse uvedené informace spole¢né ukazuji na v sou-
Casné dob¢ stavajici a zavazné mezery v oblasti potravi-
nafské chemie a mohly by pomoci ke zdlraznéni potieby
dalsiho vyzkumu nepfiznivych zdravotnich Uc¢inkd poten-
cialné spojenych se spotfebou potravin obsahujicich alke-
nylbenzeny, alkylfenoly a pfibuzné latky.

Pfinasime tento ¢lanek jako dalsi ptispévek do série
ucebnich textl popisujicich rizné zajimavé aspekty che-
mie piirodnich latek** *° i proto, Ze chceme takto reagovat
na mnozstvi smyslenek, polopravd a nesmyslu, které jsou
kolem pfirodnich slou¢enin dnes Sifeny. Je nabiledni, ze
zkoumani pftirodnich latek, jakozto latek z obnovitelnych
zdrojd, je jednou z cest, jak lacinym a efektivnim zptiso-
bem piispét ku vieobecnému prospéchu®’2®.
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M. Jurasek and P. Drasar (Department of Chemis-
try of Natural Substances, University of Chemistry and
Technology, Prague, Czech Republic): About Hallucino-
genic Nut in our Kitchen

The article describes the nutmeg of a nutmeg tree
(Mpyristica), which is used as a spice and traditional medi-
cine but is also abused as an illicit drug. The main chemi-
cal components, namely myristicin, are described.

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

Keywords: nutmeg, nutmeg tree, Myristica, spice, medi-
cine, illicit drug, myristicin
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POUZITIM VYBRANYCH POKROCILYCH EXTRAKCNYCH TECHNIK

VERONIKA VYBOHOVA™? a KATARINA HROBONOVA®
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Doslo 18.1.23, prijaté 20.3.23.

Tento Clanok predstavuje prehlad vybranych pokrocilych technik extrakcie tuhd fdza — kvapalina pouzivanych na
extrakciu zlucenin s organoleptickymi vlastnostami z prirodnych zdrojov. Tieto zlu¢eniny su ddlezitymi prisadami do
potravin, kozmetickych a farmaceutickych produktov. NajcastejSie pouzivané techniky su extrakcia podporena
ultrazvukom a extrakcia podporena mikrovinnym ziarenim, aj ked’ d’al$ie u¢inné techniky zahinaju extrakciu rozpustadlom
pri zvySenom tlaku, extrakciu tekutinou v nadkritickom stave, pulzové elektrické pole a extrakciu podporenti enzymami.
Tieto techniky znizuju alebo eliminujii mnozstvo toxickych rozptstadiel potrebnych na extrakciu, skracuju ¢as extrakcie
a vacsinou su energeticky ucinnejsie. Nizkoenergetické extrakéné podmienky (pulzové elektrické pole a enzymy) modzu

lepsie zachovat zluceniny citlivé na teplo, pH a svetlo.

Krucové slova: organoleptické vlastnosti, prirodné materialy, extrakcia tuha latka — kvapalina
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1. Uvod

Prirodné materidly (rastlinného, ZzivociSneho alebo
mikrobiologického pévodu) boli oddavna délezitym zdro-
jom latok s organoleptickymi vlastnostami. Niektoré
z tychto prirodnych chemikalii patrili medzi prvé organic-
ké chemikalie, ktoré boli izolované a charakterizované,
poéniic mentolom v roku 1771 (cit."). Mnohé zli&eniny
izolované z prirodnych zdrojov, zvycajne rézne esencialne
oleje alebo zlozky rastlinnych extraktov, sa dlhodobo pou-
zivaji na vyrobu ochucovadiel a voni. V devitnastom
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a dvadsiatom storo¢i sa izolované latky zacali pouzivat’ aj
ako udrzatelné vychodiskové zluceniny na pripravu
dalsich chemikalii s organoleptickymi vlastnostami po-
mocou chemickych, enzymatickych ¢i mikrobidlnych
procesov’. Izol4cia cielovych zli&enin s organoleptickymi
vlastnostami z prirodnych zdrojov predstavuje naroc¢nu
ulohu vzhladom na pritomnost mnohych d’alSich zlaéenin
v primarnom extrakte a tiez z dovodu nedostatku proces-
nych informacii. Ko-extrahované latky, ktoré maji podob-
né chemické a fyzikalne vlastnosti ako ciel'ové zlucenina,
vyznamne ovplyviuji ucinnost vybranej izolacnej/
extrakénej techniky”.

V tivode tohto prehladového ¢lanku su uvedené cha-
rakteristické vlastnosti prirodnych zla¢enin s organo-
leptickymi vlastnostami, ich vyznam a vyuzitie v roznych
oblastiach priemyslu a odvetviach. Dal3ia Gast’ sa zaobera
pokro€ilymi technikami pouzivanymi na ich izolaciu
z komplexnych matric. Uvedené st pokrocilé extrakéné
techniky v systéme tuhd faza —kvapalina, ich vyhody
anevyhody. Vybrané pokroCilé extrakéné techniky, ex-
trakcia podporena mikrovinnym Zziarenim, ultrazvukom,
pulzovym elektrickym pol'om ¢i enzymami, extrakcia
tekutinou v nadkritickom stave a rozpustadlom pri zvyse-
nom tlaku, st struéne charakterizované, dokumentované
prikladmi ich vyuzitia a podmienkami izolacie vybranych
zlicenin s organoleptickymi vlastnostami. V zavere je zhr-
nuty vyznam tychto metod a perspektivy do budtcnosti.

https://doi.org/10.54779/ch120230365
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2. Prirodné zluceniny s organoleptickymi
vlastnost’ami

Organoleptické vlastnosti latok st charakteristiky,
ktoré je mozné hodnotit’ l'udskymi zmyslami. Organolepti-
ka je teda zmyslové posudzovanie, ktoré¢ vyuziva hlavné
zmyslové vnemy na hodnotenie vlastnosti latok (vzhlad,
vona, chut, atd.). Na zaklade senzorického hodnotenia
mozno prichut’ opisat ako kombindciu chuti, vone
a chemickych vnemov. Vo vSeobecnosti existuje pat zi-
kladnych chuti sladkosti*, kyslosti5, slanosti®, horkosti’
a umami (vyskumy naznacuju, ze tuk moze tiez vyvolavat
chut®). Véiia zahffia vnemy prezivané cez orto- a retro-
nazalne cesty, napriklad vanilkové a citrobnové ar6my.
Chemestetické (chemicky stimulovany pocit bolesti
a teploty v oku, nose, ustach a krku) vnemy aktivuja troj-
klanny nerv, ako napriklad palenie od kapsaicinu z fefero-
nok alebo chladivy mentol z maty’.

Voina ma dominantna tlohu pri ovplyviiovani 'udské-
ho apetitu. Na detekcii aromatickych zlucenin sa podiel'a
priblizne 400 aktivnych cuchovych receptorov. Prchavé
zliCeniny extrahované z rastlin sa vyuzivaju ako pridavné
latky v parfumoch, arémach a inych kozmetickych vyrob-
koch, no uplatnenie maju aj v potravinarskom, farmaceu-
tickom priemysle a pol'nohospodarstve nielen ako prichu-
te, vone Ci farbiva, ale aj pre ich d’alSie biologické ucinky,
napr. antibakterialne (linalool), antivirusové, antifungalne
(geraniol), antiparazitické (tymol), insekticidne (eugenol),
analgetické (metyl salicylat), protirakovinové (kurkumin),
neuroprotektivne (quercetin), psychofyziologické (aromy)
a spomalenie starnutia (kurkumin) G¢inky'. Prirodné zl-
¢eniny s organoleptickymi vlastnostami zahrfiuji rozne
typy zlucenin, ktoré mozno zaradit’ do niekol’kych skupin,
alkoholy, aldehydy, ketony, estery, kyseliny, fenoly
a heterocyklické zluceniny.

Prirodné zliceniny s organoleptickymi vlastnost’ami

""" izoluji
z esencialnych olejov ziskanych vicsinou destilaciou roz-
nych Casti rastlin alebo priamo extrakciou z rastlinnej
hmoty. Okrem izolacie tychto zlifenin z uvedenych
Htradiénych® zdrojov sa zacali izolovat’ aj z médii z mikro-
bialnych procesov a z fermentacnych zmesi, kde mézu byt
ako primarny alebo vedl'ajsi produkt. Ziskavanie zlucenin
z vedlajsich potravinarskych produktov, pripadne
z ,,odpadu® a biomasy/fytomasy je potencialnym a aj eko-
logickym pristupom do budticnosti''.

3. Izolacia zlucenin s organoleptickymi
vlastnost’ami z prirodnych materialov

Chemicky spracovatel'sky priemysel &eli vyzvam
zameranym na vyvoj novych produktov, zefektivnenie
existujucich procesov smerovanych na znizenie kapitalo-
vych a prevadzkovych nakladov, ¢i zvySenie bezpecnosti
a ekologickosti postupov. V suvislosti s tym sa vo velkej
miere uprednostiiuju chemikalie ziskavané z prirodnych
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materialov. Aby sa vyhovelo uvedenym poziadavkam, je
potrebny systematicky pristup k navrhovaniu separacného
procesu pre komerénu izolaciu a Cistenie prirodnych zlo-
ziek, ktory casto pozostdva z kombindcie viacerych ex-
trak¢énych/separacnych technik.

3.1. Extrakcia tuha faza — kvapalina

Utinnost extrakcie tuhd faza — kvapalina (solid-
liquid extraction, SLE) zavisi od typu vzorky a fyzikalno-
chemickych vlastnosti analytov. Vol'ba extrakéného roz-
pustadla suvisi s ich rozpustnostou. Klasické SLE techni-
ky zahriluji macerdciu, perkolaciu (premyvanie)
a extrakciu v Soxhletovom extraktore'?. Su mnohokrat
Casovo narocnejsie, a preto sa nahradzaji pokrocilejsimi
technikami, ktorych cielom je aj zvysit ucinnost’ SLE.
V oboch pripadoch sa v stiCasnosti vyuzivaju aj alternativ-
ne extrakéné rozpustadla, ktorych priklady vyuzitia st
popisané v nasledujucich kapitolach.

3.1.1. Extrakcia podporend mikrovinnym Ziarenim

Extrakcia  podporend  mikrovinnym  Ziarenim
(microwave-assisted extraction, MAE) je rychly, G¢inny
a aj ekonomicky vyhodnejsi (mensia alebo Ziadna spotre-
ba rozpustadla v porovnani s klasickymi extrakénymi
metddami) proces na extrakciu latok z rastlinnych mate-
ridlov. V MAE bioaktivnych zlicenin z rastlin sa mikro-
vlnna energia distribuuje priamo do tkaniv rastlinnych
materialov prostrednictvom interakcii molekal latok
s mikrovlnnym Ziarenim (mikrovinny vykon 350-600 W),
pricom dochadza k jej premene na tepelnt energiu. Toto
teplo zvysuje medzibunkovy tlak, ¢o sposobuje prasknutie
rastlinnych buniek a uvolfiovanie zlii¢enin do rozpustadla
pocas extrakcie' ',

MAE je vhodnou metédou na extrakciu ucinnych
latok v kratkom ¢asovom intervale (5-30 min) s pouzitim
mensej spotreby rozpustadla. Prikladom je extrakcia feno-
lovych latok z jablénych vyliskov'’, betalainu z dragieho
ovocia Pitahaya', antokyaninu zlevandule (Lavandula
pedunculata L)', antokyaninu a fenolovych kyselin
z visne Marasca'®. Metoda MAE bez pouzitia rozpuitadla
sa pouzila na extrakciu metyleugenolu, safrolu, eukalypto-
lu, limonénu a borneolu z gafrovnika'® (extrakénym roz-
pustadlom bola voda pritomna v rastlinnom materialy).
Skupina zlicenin, ako st limonén, citral, dekanal,
dodekanal, geranial, eugenol a f-pinén, sa izolovala
z pomaranc¢ovej kory pomocou MAE za pouzitia iénovych
kvapalin®. Voda sa pouzila ako extrakéné &inidlo pre
extrakciu eukalyptolu, linaloolu a terpinén-4-olu z vavrinu
pravého?. Uvedené zli&eniny ziskané z gafrovnika
a vavrinu pravého sa pouzivaju v parfumérskom priemys-
le. Tato technika vSak nie je vhodna pre extrakciu tepelne
nestabilnych zlucenin, ked’ze pdsobenim mikrovinného
ziarenia dochadza aj k vyraznému ohrevu extrahovanej
zmesi. Priklady aplikacii MAE pre extrakciu zlicenin
s organoleptickymi vlastnostami z prirodného materialu
dokumentuje tab. I.
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3.1.2. Extrakcia podporend ultrazvukom

Extrakcia podporena ultrazvukom  (ultrasound-
assisted extraction, UAE) zahima desorpciu a difuziu roz-
pustenej latky z rastlinnej bunky do extrakéného rozpus-
tadla. UAE umoznuje dosiahnutie vyssich vytazkov ex-
trakcie z poérovitych substratov v dosledku zvySenej solva-
tacie a rychlosti prenosu hmoty v rastlinnej bunke®. Vy-
hodou UAE je dosiahnutie uc¢innej extrakcie v kratkom
¢asovom intervale (5—60 min) s men$im mnozstvom roz-
pustadla v porovnani s klasickymi extrakénymi metédami
a vhodnost’ aj pre tepelne nestabilné zlii¢eniny, ked’ze sa
véacSinou realizuje pri laboratornej teplote. AvSak dlhSie
extrakéné ¢asy mdzu prirodzene zvysit' vnitornu teplotu
v extrakénej nadobe. Aplikdciu UAE (pomocou ultrazvu-
kovej sondy) mozno kombinovat’ s d’alsimi technologiami,
napr. suSenim, pdsobenim mikrovinného ziarenia alebo
vodnym kupelom na zabezpeCenie konStantnej teploty,
ako je znazornené na obr. 1. Priklady aplikdcii UAE pre
extrakciu dimetyl disulfidu, diallyl sulfidu ¢i disulfidu
z cesnaku a eugenolu z klincekov dokumentuje tab. I. Pri
extrakcii spomenutych zla¢enin z cesnaku, ktoré st zodpo-
vedné za jeho Specificki aromu, bol vytazok 75 %. Ex-
trakcie podporené ultrazvukom trvali do 45 min pri teplote
25-30 °C.
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3.1.3. Extrakcia tekutinou v nadkritickom stave

Extrakcia  tekutinou v  nadkritickom  stave
(supercritical fluid extraction, SFE) v porovnani s inymi
extrakénymi metddami nepouziva toxické organické roz-
pustadla, pripadne len malé mnoZzstvo pridavného orga-
nického modifikatora. Ako extrakéné tekutiny moZzno
vyuzit oxid uhli¢ity (kritické parametre 31,0 °C,
7,37 MPa), chlordifluérmetan (kritické parametre 96 °C,
4,94 MPa), oxid dusny (kritické parametre 36,4 °C,
7,25 MPa). Vyuzitie chlordifluérmetanu a oxidu dusného
sa v poslednom obdobi minimalizuje pre ich nepriaznivé
vlastnosti (chlordifluéormetdn mé nepriaznivy Uc¢inok na
ozénova vrstvu, oxid dusny vytvara vybusni zmes)*.
Utinnost extrakcie sa zvy$uje pridanim modifikatora
k nadkritickej tekutine z dovodu zvySenia rozpustnosti
cielovych analytov (najmé pri vysoko polarnych latkach).
Napriklad v  pripade extrakcie izo-pinokamfénu
a pinokamfénu® bol pouzity pridavok modifikatora, meta-
nolu, k extrakénému cinidlu CO,. Obsah modifikatora
(napr. metanol, etanol, etyl-acetat a iné) je vécSinou
v rozsahu 1-15 %, av8ak zavisi aj od extrakénych podmie-
nok, typu matrice, typu rozpustenej latky a typu modifika-
tora. Tab. I dokumentuje priklady pouzitia SFE pre izola-
ciu zlicenin s organoleptickymi vlastnostami. Pomocou
SFE sa ziskali esencidlne oleje z kdvovnika a yzopu lekar-
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Tabulka I
Vybrané zltceniny s organoleptickymi vlastnost’ami ziskané z prirodného materialu pomocou pokrocilych extrakénych
technik

Technika Rastlinny zdroj ZlGeniny Extrakené Cinidlo  Parametre Vytazok Lit.
s organoleptickymi [%]
vlastnost'ami

MAE citronovnik pomaran- limonén, citral, dekanal, [C2mim]OAc, P=540W 2,1 20

covy (kora) (Citrus geranial, eugenol, [C4mim]C1 t =20 min
Sinensis) B-pinén, dodekanal
MAE gafrovnik lekarsky metyleugenol, safrol, bez rozpustadiel P=420W 8,03 19
(Cinnamomum eukalyptol, limonén, t =22 min
camphora) borneol

MAE vavrin pravy (Laurus eukalyptol, linalool, ter- H,O P=540 W - 21

nobilis) pinén-4-ol ¢t =30 min

UAE cesnak kuchynsky dimetyl disulfid, diallyl ~ hexan f=35kHz 75 42

(Allium sativum) sulfid, diallyl disulfid, T=25°C
1,4-dimetyl-tetrasulfid ¢t =30 min
Viozp = 50 ml
UAE klin¢ekovec vonavy  eugenol, a-kopaén, etanol:H,0 50:50 f=25kHz - 43
(Eugenia B-karyofylén, a-humulén, (v/v) T=28-30°C
caryophyllus) acetat eugenolu t =45 min
Vierp =201
SFE kavovnik arabsky 2-etyl-3-metylpyrazin, CO, p=15-30 MPa <30 44
(Coffea arabica) difurfuryléter, 5-metyl-2- T=40-60 °C
-furan-karboxaldehyd t =120 min
SFE yzop lekarsky izo-pinokamfén, CO, / metanol 94:6 p = 10-35 MPa 13,6-17,1 25
(Hyssopus officinalli) pinokamfén (v/v) T=35-75°C
PLE kavovnik arabsky pyraziny H,O p=3,45-17,24 MPa — 30
(Coffea arabica) T=40-200 °C
t=2-18 min
PLE kurkuma prava kurkumin H,O (pH 1,6) p=5MPa 18 31
(Curcuma longa L.) T=90-250°C
¢t =60 min
PLE brazilsky hroznovy antokyany cholin chlorid / p=10MPa 45 32
strom (Myrciaria propylén glykol T=160,90, 120 °C
cauliflora) 1:2 mol/mol t=12 min
PEF hneda makroriasa polyfenoly - E=75kVcm’ 1,0 33
(Alaria esculenta) t=0,96 ps
N=1720
f=12Hz
PEF sinice (Arthrospira fykocyanin - E=40kVcm 8,5 34
Platensis) U=28,562a112Jml"
f=2-6Hz
PEF I'ul’ok zemiakovy antokyaniny E=5kVcm - 35
(Solanum tuberosum U=135]ml"
L)) f=1Hz
EAE nechtik lekarsky karotenoidy - viskozym, pektinex, 7,6 41
(Calendula officinalis) neutraza, korolaza
EAE vanilka vonava vanilin - B-glukozidaza 14-21 40
(Vanilla fragrans) a pektinaza

[C2mim]OAc — 1-etyl-3-metylimidazoliumacetat, [C4mim]Cl — 1-butyl-3-metylimidazoliumchlorid, 4 — amplitada, T —
teplota, ¢ — Cas, p — tlak, E — intenzita elektrického pol'a, N — pocet impulzov, f'— frekvencia, U — $pecificky energeticky
prikon, P — mikrovinny vykon
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skeho obsahujice zluceniny ako st 2-etyl-3-metylpyrazin
a piokamfén. Vytazky nepresahovali 30 %. Hlavnym do-
vodom pouzitia SFE je ekologickost’ extrakéného ¢inidla
(COy) a uskutocnenie pri nizsich a stabilnych teplotach, o
je Ziadané napr. pri ziskavani latok, ktoré pri vysokych
teplotach degraduju pripadne aj na Skodlivé latky, no vys-
Sie naklady na vybavenie su Ciastocnym negativom. Tato
technika je vhodna pre ziskavanie cennych prirodnych
zltCenin, napr. lipofilnych zlucenin, ako su éterické oleje,
tokoferoly, oleje bohaté na polynenasytené mastné kyseli-
ny, steroly, skvalén — zloZky, ktoré sa mézu pouZzivat’ ako
ingrediencie v potravindrskom priemysle, kozmetike
a farmaceutikach®.

3.1.4. Extrakcia rozpustadlom pri zvySenom tlaku

Extrakcia rozpustadlom pri  zvySenom tlaku
(pressurized liquid extraction, PLE, accelerated solvent
extraction, ASE) vyuziva zvysenu teplotu (do 300 °C)
a tlak (3—20 MPa) na extrakciu cielovych zlicenin. Za
tychto podmienok zostava rozptstadlo v kvapalnom stave
aj pri teplotach nad bodom varu, ¢im sa dosiahne jeho
lepsi prienik do Struktiry ¢i tkaniv, ¢o vplyva na zvysenie
G&innosti extrakcie’’. Zvysena teplota tieZ zvysuje rozpus-
tnost’ a rychlost’ difuzie latok. Zmenou teploty a tlaku
mozno dosiahnut’ efektivnu extrakciu aj pomocou GRAS
rozpustadiel (generally recognized as safe — vSeobecne
uznavanych ako bezpecné), ako je voda alebo etanol (napr.
dielektrickd konStanta (¢) vody pri 300 °C a tlaku
22,99 MPa ma hodnotu 21, ¢o je porovnatel'né s etanolom
(e =25) pri 25 °C)*%.

Podmienky PLE je potrebné prisposobit’ vlastnostiam
cielovych analytov. Pre extrakciu latok s organo-
leptickymi vlastnost’ami je mozné uskuto¢nit’ extrakciu vo
viacerych sekvencnych krokoch. Prvy krok sa vécSinou
realizuje pri nizZSej teplote (napr. 40 °C) a nasledny pri
zvySenej teplote, napr. 100 °C. Tento proces mdze poskyt-
nat extrakty r6znych skupin latok, napr. extrakt obohateny
o antokyany ziskany v prvom extrakénom kroku a extrakt
obohateny o iné fenolové zluceniny (druhy krok). Nizsia
teplota v prvom kroku zabranila tepelnej degradacii anto-
kyanov pred druhym krokom®’,

V pripade PLE pyrazinov z pomletych kavovych zin
Arabica (tab. I) sa vyuzili vysoké extrakéné teploty (nad
150 °C), ked’Ze vhodnym extrakénym rozpustadlom bola
voda®. Ukazalo sa, e vysoké teploty nie vzdy negativne
ovplyviuji vytazok tepelne nestalych prirodnych bioak-
tivnych zli€enin. Pri extrakcii vodou pri nadkritickych
podmienkach zvysenie teploty (100-374 °C) znizuje pola-
ritu vody a zvySuje rozpustnost’ cielovych zloziek, a tym
aj ucinnost’ extrakcie. Na zlepSenie rozpustnosti analytov
vo vode je vhodné upravit’ pH. Jednym z prikladov je ex-
trakcia kurkuminu z kurkumy (Curcuma longa L.)*'. Kur-
kumin ma velmi obmedzenii rozpustnost vo vode
(0,6 pg ml™), avsak extrakciou vodou s pH 1,6 (iprava pH
pomocou 0,1 mol I"* HCI) pri tlaku 5 MPa a teplote 197 °C
sa dosiahlo vyznamné zvySenie rozpustnosti kurkuminu
(62 mg ml™"), pravdepodobne v dosledku jeho disociacie
(pKa = 7,8). Pre PLE sa pouzivaju aj hlboko eutektické
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rozpustadla. Zmesi zlozené z cholin chloridu, propylén
glykolu a kyseliny jabl¢nej sa testovali pre izolovanie
antokyany z bobul’ Jaboticaba, pricom sa dosiahli vytazky
45 % (cit.*?).

3.1.5. Extrakcia podporend pulzovym elektrickym polom

Energia pulzového elektrického pola (pulsed electric
field, PEF) bola vyuzitd pri extrakcii latok s organo-
leptickymi vlastnost’ami zo Sirokej §kaly prirodnych mate-
ridlov vratane rias, kvasnic a inych mikroorganizmov>>=**,
ovocia & zeleniny™.

Techniky podporované PEF si zalozené na vyuziti
elektroporacie — vytvarani porov v bunkovych membra-
nach vplyvom elektrickych impulzov s kratkym trvanim
(0,96-100 ps) a napatim do 20 kV. Zvysenie elektropora-
cie a permeability bunkovej steny ma za nasledok zvyse-
nie G&innosti extrakcie (obr. 2). Uginnost’ PEF zavisi od
parametrov, ako je intenzita elektrického pola (0,540
kV cm™), pocet impulzov (1-6000), trvanie alebo Sirka
impulzu (0,96-100 ps), frekvencia impulzov (1-20 Hz).
Stadie ukazali, Ze so zvy3enim intenzity elektrického pol'a
sa vyrazne zvysil vytazok extrakcie, o méze byt spdso-
bené vysSim prikonom energie, ktory ul'ah¢uje pretrhnutie
bunkovej membrany™.

Priklady pouzitia PEF na ziskanie polyfenolov
z hnedej makroriasy Alaria esculenta afykocyaninu zo
sinice Arthrospira Platensis dokumentuje tab. I. Vytazky
latok s organoleptickymi vlastnostami predstavovali ma-
ximéalne 9 % a boli porovnatelné s vytazkami extrakcie,
pri ktorej sa na rozrusenie bunkovej membrany pouzilo
miesanie s guld¢kami**.

3.1.6. Enzymami podporenda extrakcia

Enzymami podporend extrakcia (enzyme-assisted
extraction, EAE) je zaloZend na schopnosti urcitych enzy-
mov degradovat’ alebo narGisat’ bunkové steny, aby sa
umoznilo uvolnenie cielovych zluc¢enin. Enzymy st vhod-
né aj ako katalyzatory pri extrakcii a mézu znizit’ pouziva-
nie konvenénych rozpustadiel. Zmes enzymov moze ucin-
ne hydrolyzovat’ celulézovi Struktiru bunkovej steny
rastlin a v konecnom doésledku zvysit' ziskané mnozstvo
viazanych aj volnych zliCenin s organoleptickymi
vlastnostami**. EAE mé oproti konvenénym extrakénym
metodam niekol’ko vyhod: mierne reakéné podmienky
(uskutociiuje sa pri teplotach cca do 80 °C), kratky cCas
(niekol'’ko minut; zavisi od typu enzymu), moznost’ vyuZi-
tia celého rastlinného materidlu, proces vyzaduje mensi
pocet krokov (vdcsinou jeden). Substratova Specifickost,
ktord vedie k extrakcii zliCenin s vysokou Cistotou, pri-
spieva k znizeniu vyrobnych nakladov v porovnani s kla-
sickymi extrakénymi a separaénymi metodami®.

Enzymy, ako napr. celulaza, o-amylaza, B-gluko-
zidaza, protedza, xylanaza alebo pektindza, sa pouzili na
extrakciu vanilinu zo zelenych vanilkovych strukov
s vytazkom 21 % (cit.*’) a karotenoidov z nechtika lekér-
skeho! s vytazkom do 7,6 % (tab. I).
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Obr. 2. Schematicky diagram extrakcie pulzovym elektrickym poPom (upraveny podra’’)

4. Zaver a vyhliadky do buducnosti

Praca predstavuje struéné zhrnutie technik pouziva-
nych na izolaciu zlG¢enin s organoleptickymi vlastnostami
z rozliénych prirodnych materidlov. V stcasnosti sa zluce-
niny ziskavaju nie len extrakciou z esencidlnych ole-
jov, rastlin, no taktiez z vedlajSich potravinarskych pro-
duktov aodpadov, a a pomocou mikrobidlnych
a fermentac¢nych procesov.

Potreba znizit'" spotrebu rozpustadla, skratit’ cas
anaklady na spracovanie vzorky extrakciou, pouzivat
ekologické rozpustadld, ziskat' reprodukovatelné vysled-
ky a dosiahnut’ vysoka ucinnost’ extrakcie su hlavnymi
dovodmi hl'adania novych ¢i modifikacie uz existujiicich
metdd a postupov. Implementaciou mikrovinného ziare-
nia, ultrazvuku, pulzného elektrického pol’a ¢i enzymov sa
zlepsila Gcinnost’ a skratil Cas extrakcie. Enzymami pod-
porena extrakcia a extrakcia pulzovym elektrickym polom
su perspektivne do budtcnosti, pretoze ide o netepelné
vysokoucinné technoldgie. Vysoké extrakéné ucinnosti sa
taktiez dosahuju pouzitim iénovych kvapalin, hlboko eu-
tektickych rozpustadiel a tekutin v nadkritickom stave, ¢o
umozinuje eliminovat’ pouzitie toxickych organickych
rozpustadiel.
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Pouzitie danej techniky do uréitej miery suvisi
s matricou, v ktorej sa cielova extrahovana latka nacha-
dza. Je potrebné vybrat’ taki techniku, pri ktorej sa o
najviac rozru$i Struktira matrice/tkaniv rastlinného mate-
ridlu auvolni sa cielovy analyt. S vlastnostami
a Struktarou extrahovanej latky siivisia podmienky extrak-
cie — teplota (tepelne stabilné ¢i nestabilné zluceniny),
vyber vhodného extrakéného rozpustadla (mieSatelnost,
rozpustnost’, polarita).

Bez ohl'adu na extrak¢ént techniku, na lepSie pocho-
penie spravania prenosu hmoty zlii€enin sa Coraz CastejSie
vyuZziva matematické modelovanie, v ktorom mozno pred-
povedat’ spravanie rozpustenych latok v sub- a superkritic-
kych médiach pocas extrakénych procesov. Navyse, eko-
nomicka analyza a hodnotenie ekologickosti novych pro-
cesov su uzitocné, najmi ak je cielom zvicSenie (scale-
up) technik pre ucely ziskavania latok. Vo vicsine pripa-
dov kombinécia pokro€ilych extrakénych technik (napr.
UAE s MAE) poskytuje u¢innejsiu extrakciu latok zo zlo-
zitych matric. V niektorych pripadoch tiez znizuju celkovy
pocet krokov extrakéného postupu, eliminuju dalsie pro-
cesné kroky alebo aj znizuji energeticki naro¢nost. Pre
priemyselné uplatnenie tychto technik je vhodna ich auto-
matizacia, online prepojenie a pripadne aj online spojenie
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s metdodami stanovenia cielovych latok, napr. chromatogra-
fickymi metodami. Toto moze zvysit’ efektivitu prace, elimi-
novat’ chyby a vyriesit’ problémy pre cielené uplatnenia.

Tato prdaca bola podporena Vedeckou grantovou
agentiirou MSVVaS SR a SAV na zdklade projektu VEGA
(projekt ¢. 1/0159/20) a Agenturou na podporu vyskumu
a vyvoja na zaklade zmluvy ¢. APVV-20-0317.
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Organoleptic Properties Using Selected Advanced
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This review presents an overview of various ad-
vanced solid-liquid extraction techniques used for extrac-
tion of compounds with organoleptic properties from natu-
ral sources. These compounds are important additives to
food, cosmetic, and pharmaceutical products. The most
frequently used techniques are ultrasound assisted extrac-
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tion and microwave assisted one, but there are other effi-
cient techniques, such as pressurized liquid extraction,
supercritical fluid extraction, pulsed electric field and en-
zyme assisted extraction. These techniques reduce or elim-
inate the volume of toxic solvents required for extraction,
decrease the extraction time and mostly are more energy
efficient. Low energy extraction conditions (pulsed elec-
tric field and enzyme assisted) can better preserve the
compounds sensitive to heat, pH, and light.

Keywords: organoleptic properties, natural materials, solid-
liquid extraction
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Clanek popisuje muchomiirku &ervenou (Amanita muscaria) v zrcadle historie, ptirodni mediciny, obsahovych latek,
toxicity a v souvislostech s Samanskymi, ritudlnimi a ndboZenskymi praktikami s tim, ze dlirazn¢ varuje pted jakymkoliv

experimentovanim s pozivanim houby samotné, ¢i ptipravkil z ni pfipravenych, pro kterézto varovani uvadi védecké dtivody.

Klicova slova: muchomiirka, Amanita muscaria, soma, toxicita, halucinogen, rozpustnost, logP

Vse zadalo pted davnymi a ddvnymi &asy. Rada ar- Casnosti v nékolika regionech svéta®*. Z kruhti ugrofin-
cheologickych dlikazli naznacuje, Ze lidé maji od prehisto- skych Samantl se znalost rozsifila mj. do védskych, tibet-
rickych ¢ast sklon pouzivat psychedelické drogy skych, budhistickych a dalSich obfadt, jako napoj bohd,
v nabozenském a/nebo uzdravovacim kontextu. Jako du- soma (ze sanskrtského mackat, drtit).
kaz takového pouziti psychomimetickych hub miizeme V nasich krajich v§ak mnohem prozai¢té&ji hospodyi-
jmenovat obrazy a sochy zobrazujici mj. stylizované hu- ky braly klobouky houby, které pak macely ve sladké
manoidy s houbovymi rysy'. N&jakou dobu po posledni vode ¢i mléce, a posypaly je cukrem. Sladkd pochutina
dob¢ ledové v severském lesnim pasmu, mezi bfezovymi pak nalakala mouchy, které se jejim pozitim otravily; pro-
stromy, nalezli nasi pfedkové preferovany mykorrhizni to se ¢esky houba jmenuje muchomirka, neb umoti mou-
symbiont tohoto stromu — nadherné muchomuirky chy. Nutno poznamenati, ze jakkoliv je ldkavy tvar mo-
s Cervenobilymi klobouky (muchomurka ¢ervena, Amanita chomirka (podle vzoru Vochomirka), spravné je pouze
muscaria var. muscaria (L.) Lam. (Amanitaceae), obr. 1, muchomiirka®. Jina teorie tvrdi, e hmyz lika v houbé
cit.?). Poté, co pozorovali, Ze houba méla zajimavy u&inek obsazeny 1,3-diolein (2-hydroxypropan-1,3-diyl-di(92)-
na soby, kteti, kdyz ji pozteli, upadli do jakéhosi transu, to -oktadec-9-enoat)’.

zkusili také. Tak zacalo nadboZenské, mystické a rekreacni
pouziti této psychedelické houby, kterd pokracuje do sou-

OH

N o_L_o =

1,3-diolein

Ale zpét do historie, stafi Indoevropané nazyvali
muchomtirku, ¢i jeji vyluh ,maga“ (velky dar, udajn¢ se
od tohoto slova odvozuji vyrazy jak magie a mag),
Rgvéda nejstarsi klasicky text staroindického védéni, po-
chazejici z doby pred asi tfemi a pul tisici lety (Rg Veda
8.48.3) pak o ni ¥ika”:

Pili jsme somu a stali jsme se nesmrtelnymi,

svetlo jsme dosahli, bohy objevili.

Jakou skodu miize zloba nepritele zpiisobit, aby nam
ublizila?

dale pak (Rg Veda 8.68.1):

Obr. 1. Muchomiirka C¢ervena, Amanita muscaria var. B T oto Z(,je ]:e,soma, nicim omezend, aktivni, vse doby-
muscaria (L.) Lam. (Amanitaceae)* vajici, rozvijejici védeni pro jasnovidce a mudrce. Vsech-
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no, co je holé pokryva,; viechny nemocné léci: slepy muz
vidi, zmrzaceny chodi.

Béhem obtadi a pouzivani se experimentalné zjistilo,
ze je mozno zadouci intoxikace dosdhnout i poZitim moci
jedincll pozivSich muchomurku, pficemz moc¢ je mozZno
takto recyklovat aZ pétkrat, kterdzto ,,mysticka“ moudrost
byla zndma jak uZivatelim, najmé $amantm na Sibifi’,
kterym ji puvodné sdélil myticky Velky krkavec
(Quikinnaqu), tviirce vesmiru'®, Vikingtim, tak také nékte-
rym Indiantim Severni Ameriky a mnoha dal§im kulturam,
véetnd &inské, japonské'!, az do maloasijské'?. Samani
aknéZi téZ zjistili, Ze naopak jsou po prichodu organis-
mem metabolizovany nékteré emetické slozky obsaZené
v muchomurkach a ze tudiz recyklovand moc¢ je do jisté
vyluh. Darovanim moci k sobé pak vazali nevédomé sou-
kmenovce. Recentni zdroje uvadéji, ze davodem ,.kvality*
moci je metabolicky zplsobena dekarboxylace ibotenové
kyseliny'?.

Uktinnost extraktu z muchomurek byla znama i véd-
skym knézim, kde je takova intoxikace ve starobylé litera-
tufe spojovana sbajnym napojem ,soma (téz amrita,
haoma)“, nektarem nesmrtelnosti, jemuz jsou pfipisovany
magické vlastnosti alchymické mediciny. Napojem, ktery
vyvolava pocity bozskosti (entheogen)™®, ktery ma silny
psychotropni efekt s pocitem ,,nesmrtelnosti”, euforie
alétani. Staré texty explicitné spojuji poZziti muchomurek
s levitaci. Muchomurky udajné pozivali pied bitvou bojov-
nici evropského severu (Berserkové), kteti pak udajné
necitili bolest a ve svém stavu nekontrolovatelné zbésilosti
byli imunni vié ohni i kovu'®, neb, jak fikd (o haome)
také staroperska Yasna'®: ... Haoma prindsi silu a rychlost
valecnikim v sedle, ... poskytuje studujicim (jak mnoho
Jich!), vice znalosti a vice moudrosti ...

Klasik definuje'” psychedelickou drogu jako prostfe-
dek, ktery, aniz by zpusobil fyzickou zavislost ¢i touhu,
zavazné fyziologické poruchy, delirium, dezorientaci nebo
amnézii, vice ¢i méné spolehlivé tvoti myslenky, nalady
a zmény percepce, jinak zfidka zaZzivané s vyjimkou sni,
kontemplativni a nabozenské vytrzeni, zablesky zivych
nedobrovolnych fragmentd paméti a akutni psychozu.
Muchomurka se podle mnohych tomuto idealu blizi. Po-
veést pravi, ze zatijové muchomurky jsou pry narkotické,
srpnové vizionatsky psychedelické.

O (svych) zkuSenostech s muchomirkami zajimavé
pise Mika Waltari'®, piipadng Lewis Carrol (Charles
Lutwidge Dodgson)"’. Dlouze dokézal o psychoaktivitd
muchomtirek vypravét i znamy drogovy experimentator
Jifi Glos, alias Freud®*?!, vulgo Obrazek. Snil o tom, ze
muchomtirka, ,,by mohla byt takové ceské LSD*, jenom
kdyby se podafilo n&jak odstranit latky, které piisobi eme-
ticky; nestacilo mu, ze antiemeticky docela dobie plsobi
koufeni marihuany, on to chtél mit ¢istoucké, coz by se
mu asi nepovedlo, protoze sam muscimol je v konecné
fazi sedativni (ackoliv je to velmi silny agonista GABA,),
je opojny, halucinogenni, ale i vzbuzujici somatickou re-
akci zahrnujici nevolnost a zvraceni™, a trik s moéi neznal.

O Jitim Glosovi (*1947) povést pravi, ze ptivedl na
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Ceskou scénu v poloviné minulého stoleti pervitin, ac
udajné nedostudovany geolog, mél jiz v mladi takové zna-
losti zchemie, Ze by slozil na vysoké Skole zkouSku
z pokrocilé organické chemie i farmakologie. O jeho zé-
piscich, Gdajné, s povzdechem prohlésili 1ékafi, Ze byl ve
vyzkumu psychoaktivnich latek dvacet let pfed nimi, pro-
toze zatimco on experimentoval na lidech, oni na krali-
cich.

Jako kazdé véc, ma toto rub i lic. Poziti muchomirky
¢i extraktd z ni vSak také vyvolava dalsi ptiznaky, vcetné
poceni, nevolnosti, svalového Skubani a sluchovych nebo
vizuélnich halucinaci, podstatné jsou i toxické a potencial-
né fatalni vlastnosti vhoub& obsazeného muskarinu'®.
Dalsi potiz je vtom, Ze poziti halucinogeni muize vést
k ¢emusi, co se v angli¢tiné oznacuje jako ,,bad trip“ (stav,
kdy ¢lovek po uziti halucinogenu zaziva (velmi) nepiijem-
né vjemy), Ci k stavu deliria nebo k opakujicim se poru-
cham vnimani (tzv. flashback, tj. zdblesk z minulosti, pfi
kterém se Clovek chova tak, jako by se v minulosti prozita
situace (intoxikace) nebo nepiijemna udalost znova opa-
kovala)®.

Nicméné, jak jsme psali v ¢lanku o muskatovém
ofisku®, Andrew T. Weil® fikaval: ,, Osoby, které pouzi-
vaji narkotika, jsou casto ochotny trpét extréemnim diskom-
fortem pro par prijemnych okamziki, vyvolanych
(omamnymi) drogami “'.

K tomu je tieba dodat, ze soucasného pohledu psy-
chedelika nejsou narkotiky, mj. proto, ze narkotika jsou
vétsSinou spoustééi zavislosti, coz psychedelika nejsou
a extra vyznamny diskomfort po jejich aplikaci zpravidla
neni. Negativni aspekty pusobeni muchomirek vSak lze
do jisté miry eliminovat. Jiz jsme zminili prichod organis-
mem a marihuanu, podivejme se dale. Klasikové uvadéji,
ze je nutno macerovat houbu suSenou, potazmo jeji klo-
bouk samotny, nejlépe s co nejvice bilych zbytkli pochvy
(obalu). ,,S vyhodou“ se suseny klobouk maceruje ve vo-
dé, mléce, nebo ovocné §taveé. SuSeni téhoz se doporu-
¢uje'? na mirném teple, 35-50 °C, dokud material neni
zcela suchy (snadno se lame a droli), coz pry radikalné
zméni chemické slozeni houby, a vysledkem je pak aro-
maticky produkt sladké ptijemné chuti, ktery je pIn¢ pou-
zitelny a dobfe skladovatelny. Poté se v dobrém obalu
pfed pouzitim skladuje 2-3 mésice. Samoziejmé, jedna
vétev Gprav muchomirky vede k ,idealné“ pouzitelné
substanci  k navozeni halucinogenniho stavu, druha
k neskodné, vonavé potraving.

Recept na piipravu ,,jedlé¢ muchomurky cituje Pear-
son®®: Cheete-li piipravit Amanita muscaria k bezpeénému
jidlu (upraveno): (1) peclivé oloupejte klobouk a odstraiite
kazdy kousek korové vrstvy; (2) nakrajejte na malé kous-
ky; (3) vlozte kousky do vrouci vody a vaite presné pét
minut; (4) sced’te diikladné vodu a znovu vaite v Cerstvé,
vrouci vodé po dobu dalsich pét minut; (5) odstrarite vodu
a obvyklym zplsobem pfipravte houbu. (Autor
z bezpe¢nostnich diivodti radi peclivé likvidovat vodu,
pouzitou k extrakci.) Chemika zarazi, ze neuvadi mnozstvi
vody ani to, zda ,,pfedvafend muchomirka méla jesté
jakoukoliv biologickou aktivitu, krom& houbové ving
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a chuti. Asi nikoli, protoze hledaci sni si ¢ervené korové
vrstvy (exokarpu) ceni nejvice. Pfipravit muchomirku bez
jejich hlavnich alkaloidd se jevi zcela redlné, pokud pfi-
hlédneme k rozpustnosti podstatnych sloZek. Rozpustnosti ve
vod¢ jsme v literatufe nenasli, proto jsme je modelovali po-
moci programu ADMET Profiler’”: muskarin 129 mg ml™!
(logP=2,93), ibotenova kyselina 467 mg ml™" (logP=0,85),
muscimol 1000 mg ml™ (logP=0,92), muscazon 305 mg ml™
(logP=0,60).

Klasicky postup piipravy somy zahrnoval tfi stupn&®:
suSeni na slunicku, extrakci a filtraci pfes organismus.
Znémy farmakoetnograf Frantidek Sita®” ve svém pojedna-
ni o some pise: Postup pripravy (somy) zacinal ocisténim
drogy (muchomiirek) vodou, jejim rozdrcenim mezi kame-
ny a zalitim drti vodou. Tento postup se nékolikrat opako-
val. Potom byla kapalina odlita, zbytek vymackan, a takto
ziskana tekutina pridavana k drive ziskané. Nyni nastdval
vrcholny okamzik. Spojeny surovy macerdt byl filtrovin
pres platno. Jasné zluty filtrat predstavoval pri svém obje-
veni zjeveni samotného bozstva. Ziskana tekutina byla
pred pozitim smisena s mlékem, vodou nebo rozpusténym
maslem s medem, pripadné odvarem z vrbovky uzkolisté
(Epilobium  angustifolium, rostliny Siroce pouzivané
k ptipravé povzbuzujiciho nalevu na Rusi pfed pfichodem
Cajové kultury) ¢i stavou z bazinné boruvky viochyné ba-
henni (Vaccinium uliginosum, drogy znamé pro navozeni
psychomotorického neklidu a pocitii zavrati ¢i mirné halu-
cinogenni u¢innosti; ma se nicméné za to, ze zasadni podil
na uc¢incich nema4 rostlina samotnd, ale metabolické pro-
dukty parazitické houby hlizenky vlochynové (Sclerotina
megalospora), ktera ji napada’®). Dodejme k tomu citat
z prace Feeneyho®': Vzhledem k obtiznému rozpousténi
kyseliny ibotenové ve studené vodé mulize mit extrakt ve
studené vod¢ koncentrace této kyseliny niz$i nez extrakt
ve vode horké, a tudiz je sniZeno riziko zvraceni.

Sita nam déle piblizuje chronologii Gi¢inku mucho-
murek, je to natolik zajimavy text, Ze jej pfinasime beze
zmény, jakkoliv k nému lze mit pfipominky: Davka mu-
chomiirky cervené, ktera piisobi otravu primerného zdra-
vého cloveka, je asi 20—40 g. Na otravu umiraji nejméné
dva lidé ze sta. Obsahové latky se meni v zavislosti na
misté vyskytu houby. Proto dirazné varujeme pred neuvd-
Zenymi pokusy s houbou, které by velmi pravdépodobné
mely ty nejtézsi nasledky. Popisme si pribéh otravy mu-
chomiirkou u téch Stastnych, kteri ji prezili. Hledejme
motivy souhlasici, nebo odporujici popisu otravy somou...
Prvni priznaky otravy se objevuji v priuméru za pul az dve
hodiny po poziti houby. Postizeny citi vysychani v hrdle
a v ustech, ma ztizené polykani, prichdzi pocit , zatajeni
dechu“. Nasleduje nevolnost az tlak v Zaludku, podobné
jako pri prejedeni. Objevi se pocit tepla az neprijemné
intenzivni. Postizeny touzi po ochlazeni. Srdce zacina silné
busit. Objevi se poruchy vnimani. Do dalky je videét ne-
zvykle ostre, jasné, a to i pri slabém osvétleni. Obraz je
zdanlive plasticky, cernobily. Miize se vsak objevit i videni
zluté, modré nebo fialové. Zda se, Ze se blizké predmeéty
zveétsuji. Na blizko je vidét stile nejasnéji, postizeny neni
schopen psat. Nastava hyperakusie: otraveny se napriklad
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domniva, ze slysi zvuk hodin z vedlejsiho pokoje. Objevi se
poruchy hmatu, brnéni v koncetindch, pak necitlivost.
Pokrmy a nadpoje se zdaji bez chuti. Tento popis otravy
odpovida perifernim ucinkiim obsahovych latek mucho-
murky. VIiv jedii na centralni nervovy systém se rozviji
dale. Pocatkem je bolest hlavy, huceni v usSich a pocit
prazdnoty v hlavé, pak otaciva zavrat. Koncetiny se zdaji
byt ,,lehci nez papir“, nékteri otraveni maji pocit, Ze jsou
nadnaseni nebo hnani vpred neznamou silou, dostavuje se
i pocit létani. Soucasné se objevi ztrata svalové sily. Posti-
Zeny neudrzi ani lehké predméty v rukou. Nastavaji zasku-
by svalstva koncetin a trupu. Otrdaveny je stdale v kontaktu
s okolim, uvédomuje si skutecnost svého stavu, ma vzruse-
nou ndladu, je mnohomluvny, castokrat opakuje slova
nebo celé veéty, které uslysel v okoli. Vzruseni se stupnuje,
postizeny ztraci védomi a kontakt s okolim. Co proziva od
tohoto okamziku ve formé snu, dovede obvykle popsat jen
zcasti, nebo i viibec ne. Jeden nemocny vypravél, Ze
. existoval ve formé dvou osob, z nichz jedna pozorovala,
co déla druha*” — toto stadium otravy konci nékdy de-
lirantnim obrazem, ve kterém miize i agresivné vystupovat
vici svému okoli. Po vybiti sil nemocny zmaldtni, a pak
upadne spis do bezvédomi nez spanku. Klidné lezi, télesna
teplota klesa, dychani je rychlé a ztizené. Objevuje se
modrani. Zde je smrt nejblize. Fantasticnost snii otrave-
nych vystihuji vyroky jako ,,vis, vstal jsem z mrtvych, Ziju“
nebo ,, tak ja jsem se vratil, byl jsem na onom svété . Po-
mysiny navrat ze zahrobi je licen casto. Dalsi postizeny si
pripadal umistén ve velké bilé kouli zavratnou rychlosti se
otacejici mezi rotujicimi Cervenymi koulemi. Otrava trva
asi 24 hodiny. Obdobi uzdravovani zacind probuzenim,
nemocny se na nic nepamatuje, nebo si je védom, Ze pre-
stal tezky snovy stav. Pocituje bolesti hlavy, ochablost, ma
depresivni naladu. Poruchy vidéni mohou trvat i nékolik
dni. Nejcastéjsi pricinou smrti pri otravé muchomiirkou
Cervenou je — vedle rady dalsich komplikaci — selhani
srdce nebo bronchopneumonie.

Vyzkum obsahovych latek muchomirky Ccervené
zah4jili uz v roce 1869 Schmiedeberg a spol.*? a v roce
1875 publikovali strukturu® a o rok pozd&ji syntézu™ prvé
izolované latky; ziskali jedovatou latku, ktera dostala poz-
déji jméno muskarin. Pfi podkozni injekei 1-3 mg plsobi-
la slinéni, pocit tlaku v hlavé, zmény srdecni Cinnosti,
nevolnost, Cervenani v tvari, zavraté, uzkost, poceni
a kiece. Halucinogenni efekt se neprojevil ani pii zvySeni
davek na 100-200 mg, kdy vznikala uz nebezpecna otra-
va. Smrtelna davka je vyssi nez 300 mg. Teprve o sto let
pozdgji popsali Eugster a spol. ve Svycarsku® a Takemoto
a spol. v Japonsku® objev dalsi u¢inné latky z muchomuir-
ky Cervené. Byla to kyselina ibotenova a jeji rozkladny
produkt muscimol. Farmakologicky ucinek obou latek je
velmi blizky. Po davce 10-15 mg popisovali dobrovolnici
zmatenost, dezorientaci v prostoru i Case, zvétSené vidéni
pfedméti, zrakové i sluchové halucinace, tfes az svalové
ktece. Nakonec usinali. Obraz otravy muchomurkou je tak
syntézou ucinku  muskarinu, kyseliny ibotenové
s muscimolem i stavu organismu, na ktery houba ptisobi.
Proto nemutize byt zcela presné zpodobnén pokusnym po-
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danim Cistych izolovanych latek. V roce 1967 pak oba,
Eugster a Takemoto, polozili zaklad nazvoslovi obsaho-
vych latek muchomiirek®”.

Zajimavy je popis intoxikace od Donalda E. Tee-
tera'?, podobné podrobny jako popisy Shulginovy®: Kou-
pil jsem nékolik susenych vzorkit Amanita muscaria pro-
stiednictvim postovni objednavky. Pri otevieni sacku mé
zasahla nejprijemnéjsi viiné. Nékde v mém téle kliknul
stary prepinac, jako by moje télo mélo predchozi zkuSe-
nost s tim, co bylo v mych rukou. Zkouska potvrdila, ze
droga chutnala stejné, jako vonéla. Nebylo to viibec horké
nebo oSklivé, ale sladké, vlastné chutné.

Pozil jsem asi 1,75 g. Ucinky byly velmi mirné; Mirnd
euforie; Mirné zvyseni okolniho svétla, tyto prijemné ucin-
ky trvaly asi 3 hodiny. O tyden pozdéji jsem pozil 3,5 g.
Vyraznéjsi ucinky: obecny vnitrni klid, velmi uklidnujici;
vizualni iluze barvy, modra je obzvlaste brilantni; zvinéné
zorné pole; mirné problémy s chiizi; ménici se barevné
vzory se zavienyma ocima. Asi po 2 hodindch: ospalost,
musel jsem si lehnout se zavienyma ocima, mimorddné
vizualni iluze, vnitini smysl pro mir, 4,5 hodiny po poZziti
se citim odpocinuté a zpét v normalu. O tyden pozdeji, 7 g.
Mnohem vyraznéjsi efekty s rychlejsim nastupem: setméla
mistnost je svételné brilantni, chodim jako opily a musim
si lehnout. Asi po 2 hodinach: vidim intenzivni vzory per-
ského koberce za zavienyma ocima, mam velky pocit vnitr-
niho miru, pocituji néjaké sluchové vjemy. Jeden tyden
poté jsem pozil 14 g, velmi rychly nastup, jen pdar minut.
Po asi 1 az 1,5 hodiné jsem musel ulehnout: extrémni
vnitrni klid; nepopsatelné osvétlené vize; extrémné slozité
sluchové ucinky, od slySeného vypraveni vizi po slozité
,, wroky nebo uceni”, lépe to vyjadrit neumim. Zkusenost
nebyla uplné stejnad jako pri vnimani mluveného slova; k
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otazkam jsem znal odpovédi; nékdy pak vize ilustrovaly
odpovedi! V urcitéem okamziku jsem se duchovné vydal na
misto, které mohu nazvat pouze jako krdalovstvi. Vsechno
videné bylo osvétleno vnitinim svétlem. Tato vize byla
soudrzny celek se zacatkem, prostiedkem a koncem. Vizu-
alni a sluchoveé efekty ustoupily asi po 4,5 hodinach. Za
6 hodin po poZziti jsem se citil odpocinuty a fyzicky omla-
zen. Tento pocit fyzické pohody trval asi 14 dni po aplika-
ci. Teeter dale popisuje, Ze se po aplikaci zbavil celé fady
neduhu, véetné bolesti kloubd.

Podivejme se tedy na hlavni latky v houbé obsaze-
né*** ! Mezi hlavni latky méiZzeme uvést silng toxicky
muskarin (LDs, (my%) 0,23 mg kg™ 2, ktery je parasym-
patomimetikem, zjednoduSen¢ feceno ovliviluje hladinu
acetylcholinu, plsobi na muskarinové receptory
a zpusobuje kiece hladkého svalstva stiev, délohy, moco-
vého méchyfe a bronchi, poceni, slinéni, slzeni, bolesti
zaludku a nuceni na zvraceni; nicméné jeho obsah v mu-
chomurkach je nizky, kolem 0,002-0,02 % suché hmot-
nosti plodnic.

Dale pak kyselinu ibotenovou (LDsy (krysa) az
129 mg kg™, obsah v suiné klobouku kolem 1 %)*, ktera
je rozpustna ve vodé a pii suseni drogy dekarboxyluje** na
muscimol v droze téZ obsazeny. Je latkou, ktera prechazi
pfes hematoencefalickou bariéru, pak je dekarboxylovana.
V mozku sama pusobi jako silny neurotoxin. Strukturné je
pfibuzna s glutamovou kyselinou a aktivuje receptory
NMDA, nezda se vSak, ze by se ji daly pfipsat psychoak-
tivni vlastnosti muchomurek.

Muscimol (agarin, pantherin, obsah v susiné klobou-
ku kolem 0,09 %) je agonistou GABA,4 receptorti (LDs,
(krysa, p.0.) 45 mgkg") ziejmé nejvice spojovany
s psychoaktivnimi a psychedelickymi ucinky a funguje

I NG H o /N\O 0=_NH
5—7 AN o0 O 4% m
HO T\=
OH H,N OH
NH,
muskarin ibotenova kyselina muscimol 4-hydroxypyrrolidin-2-on
NH HO NH. (e}
(0] 2
0= U o OH
¢} v OH O 0] 0 \ /
NH, - %
OH HO  NH,
(@)
muskazon stizolobova kyselina stizolobinova kyselina
HO  NH,
o>/—<—s HO, . Y NH
o Y
0 OH
OH

2-amino-3-(1,2-dikarboxyethylthio)propanova kyselina

tetrahydroharman-3-karboxylova kyselina



M. Jurasek a spol.

jako primarni inhibujici neurotransmiter. Pisobeni je po-
dobné jako u alkoholu, navic ptisobi halucinogenné.

Dalsi latkou je muskazon, je zfejmé tvofen fotoche-
mickou reakci z ibotenové kyseliny, néktefi autofi sou-
di, Ze jde o izola¢ni artefakt. Obavame se vsak, ze tomu
tak nebude. Pfevést 1,3-oxazol-2-on-5-ylovy derivat na
1,2-oxazol-3-on-5-ylovy pii pouhé extrakci vodou se nam
zd4d nanejvy$ nepravdépodobné. Jeho toxicitu ACD/
Percepta’” odhaduje LDso na 180 mg kg™ (mys3 s.c.; nej-
niz$i udaj); jeho psychoaktivita je nizka. Dale byly naleze-
ny kyseliny stizolobové a stizolobinova, tetrahydroharman-
-3-karboxylovd kyselina a 2-amino-3-(1,2-dikarboxy-
ethylthio)propanova kyselina. Dalsi slozky jsou antibakte-
ridlni a antimykoticky 4-hydroxypyrrolidin-2-on, fada beta-
glukanti, najm¢ imunomodulaéni AM-ASN, antioxidacni
tokoferoly, stopy tropanovych alkaloidl, stopy vysoce
toxickych amatoxind a phallotoxinii (typické latky zejmé-
na pro A. phalloides), bufotenin (5-hydroxy-N,N-dimethyl-
tryptamin), barviva, aminokyseliny atd. Hlavni soucasti
klobouku je pfiblizné¢ 90 % vody. Muscimol je ve shod¢
s nazvem kreslen jako oxazolovy enol; stejné jako ostatni
derivaty si jej, podle podminek, umime pifedstavit v obou
formach, i existenci nékterych v zwitteriontové podobné.
Pridrzujeme se obvyklé literarni podoby vzorcti.

Neékolik autort udava, Ze k toxicité muchomurek,
a A. muscaria vto pocitaje, piispivaji mykotoxiny, jako
napf. o-amanitin (o-amatoxin), i kdyz jejich obsah
v (ziejmé Gerstvé) houbd je nizsi nez 1 mgkg™', coz pii
stiedni letalni davee 0,5-1 mg kg™ (cit.**°) znamena, ze
pokud by se chtél clovék otravit oa-amanitinem
z A. muscaria, musel by spotfadat pofadnou smazenici.
V jinych muchomtirkdch je obsah mykotoxinit mnohem
vys$§i, toxicita 4. muscaria je z tohoto aspektu relativné
nizka*’.

OH

HO

a-amanitin

ZkuSeni uzivatelé varuji pfed souCasnym pozitim
napoju s oxidem uhli¢itym, nebot’ maji za to, Ze ibotenova
kyselina, kterda je pifi suSeni dekarboxylovana na
muscimol, ktery mize byt pusobenim kyseliny uhli¢ité
pfeveden z muscimolu zpét na kyselinu ibotenovou'?, coz
je myslenka sviidna, le¢ pro chemika pfinejmensim podiv-
na, ale pfiroda jest mocna cCarodéjka. Je tfeba vSak pied
muchomurkou znovu varovat, neb i kdyZ intoxikace odez-
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ni bez vétsich zdravotnich problémd, stile potom hrozi
fada komplikaci, které se mohou objevit pozdé&ji: respirac-
ni a kardiovaskuldrni problémy, selhdvani ledvin, rhab-
domyolyza nebo nadorova onemocnéni*®.

O muchomirce Amanita muscaria uvadi Erowid
30 ¢lanka*’. SciFinder na dotaz ,,amanita® poskytuje 3494
¢lankd, které se po zpiesnéni dalsim dotazem ,,muscaria‘“
ztenci na 803 citaci, ptiemz jejich Cetnost zacala nartstat
v 50. letech minulého stoleti. Existuje i celd fada zdroji
tzv. $edé literatury, jako napf. materialy tzv. Ceské psy-
chedelické spolecnosti, kterd méa podle obchodniho rejstii-
ku 4 funkcionéafe a celkem 4 ¢leny, a mnoha dalSich sku-
pin a spolkidl. SnaZime se timto ¢lankem pfispét k poznani
skutecnosti, cerpané predev§im z odborné literatury. Pfi-
nasime i tento prispévek jako dalsi ¢lanek do série uceb-
nich textl popisujicich rizné zajimavé aspekty chemie
piirodnich latek®*>? i proto, Ze chceme takto reagovat na
mnozstvi smyslenek, polopravd a nesmysli, které jsou
kolem pfirodnich sloucenin dnes $ifeny. Je nabiledni, ze
zkoumani piirodnich latek, jakoZto latek z obnovitelnych
zdroju, je jednou z cest, jak lacinym a efektivnim zpuso-
bem piispét ku vieobecnému prospéchu®>*,

Zaveérem lze poznamenat, Ze souhlasime s vyrokem
ChatGPT™, kde jsme se zeptali na nazor k vyse popsané
problematice: ,Je dilezité poznamenat, zZe konzumace
muchomurky miize byt nebezpecna a miize vést k vaznym
zdravotnim problémiim. Mnoho jedincii po poziti mucho-
murky citi nevolnost, zvraceji, trpi silnymi bolestmi bricha
a zavratémi. Dale miize byt nebezpecné podcenit ucinky
houby a podlehnout halucinacim, coz miize vést k rizikové-
mu chovani a urazim. Z téchto ditvodu se konzumace mu-
chomiirky nedoporucuje a méla by byt ponechana pouze
pro vyzkumné ucely pod dozorem zkuSenych védcii a léka-
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Mumio (Siladzit), hmota podobna asfaltu ¢i pryskyfici, ktera vytéka ze skal béhem horkych slunnych dni vétSinou
v jeskynich v Himalaji, je znama jako medicinalni substance vychodni mediciny. Pozvolna je pfijimana zapadnim I&¢itel-
stvim, ale i medicinou. Obsahuje zejména fulvové kyseliny, huminy, humové kyseliny a radu dalsich latek. Clanek shrnuje

zejména recentni informace o této substanci.

Klicova slova: shilajit, mumijo, rasajana, biologicka aktivita, vlastnosti, fulvokyseliny, fulvové kyseliny

Shilajit (¢ti Siladzit; psano téZ shilajeet, Silajatu)
v sanskrtu neboli mumijo (mumio, moomiyo,
mumia), latinsky Asphaltum punjabianum, je vétSinou
Cernohnédd hmota podobna asfaltu ¢i pryskyfici, kterd
vytéka ze skal béhem horkych slunnych dni, vétSinou
v jeskynich v Himal4ji, v nadmotskych vyskach mezi 1000
—5000 m, od Arunacéalpradése na vychodé po Kasmir na
zapad€. Nachazi se také v jinych zemich, napt. v Afga-
nistanu, Antarktidé, Bhutanu, Cing, Nepalu, Pakistanu,
Severovychodni Africe, Tibetu a dnesni Ruské federaci,
nejvice cenény je dnes Kirgizsky shilajit. Ve vychodni
mediciné se ma za to, Ze zpomaluje starnuti a podporuje
omlazeni organismu, ¢imz napliuje pozadavek ajurvedické
mediciny na zafazeni mezi rasajany (XTI, rany &jurvéd-
sky termin souvisejici s prodluzovanim délky zivota
a posilovanim t&la). Podobn& jako u maraliho kofenu' na
jeho 1éCivé vlastnosti poukazala asijskym lovcim zvéf,
ktera shilajit vyhledavala a olizovala. Pivod mumia neni
zcela jasny, ale podle dne$niho nazoru to jsou organické
pozustatky fauny a flory, které se vzdjemné v pribchu

Obr. 1. Shilajit (Asphaltum punjabianum)
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tisiciletého ptirozeného procesu promisily a spojily s anor-
ganickymi skalnimi mineraly®.

Shilajit, latka opfedend mnoha povérami, uvadéna
napi. i Avicennou, Aristotelem a dalSimi (mj. na léceni
kasle, anginy, migrén, epilepsie, zlomenin, dislokace,
poliomyelitidy, ochrnuti obli¢eje, otrav, tuberkuldzy, vie-
di a zanétlivych onemocnéni)’, je stale velmi popularni
a ve form¢ doplnku stravy jej prodavaji u nas i renomova-
né 1ékarny. Nicméné, jako cokoliv, co je na prodej a ¢eho
je malo, je shilajit zhusta porusovan a dokonce je za n¢j
vydavano téméf kde co; na misté je zde pecliva analyza
a kontrola kvality*. Je nutno podotknout, Ze jeho sloZeni je
proménlivé, zalezi na mistu sbéru, a tudiz m4 i proménlivé
biologické vlastnosti, a to od nuly aZ po ,,zazrak®. Balastni
,»sedé“ literatury a informaci kolem této latky je velmi
mnoho a nestoji za citovani. Nicméné Chemical Abstracts
Service uvadi o tomto materidlu 298 Casopiseckych sdéle-
ni, 187 patentt, 33 piehledd a 6 zdznamu klinickych stu-
dii, ponejvice z naseho stoleti.

Pokud se podivame na ony zminéné klinické studie,
je zaznamenano, ze studie z roku 2020 ukazala, ze oralni
konzumace mumia po operaci zlomeniny holenni kosti by
mohla byt slibnou moZnosti pro zkraceni doby hojeni’.
Vysledky studie z roku 2019 prokézaly, ze 8 tydnt suple-
mentace mumiem podpofilo zachovani maximélni svalové
sily po unavném cviceni a vyvolalo pfiznivé adaptace
svalové a pojivové tkané®. Price z téhoz roku poskytla
dikazy, které prokazuji, Ze peroralni suplementace shilaji-
tem u dospélych zdravych zen indukovala geny relevantni
pro migraci endotelidlnich bun€k a rast krevnich cév
a zlepsila mikroperfuzi kize’. Lécba shilajitem, podle
studie z roku 2016, vyznamné zvysila hladiny celkového
testosteronu, volného testosteronu a dehydroepiandroste-
ronu (DHEA) ve srovnani s placebem. Urovné
gonadotropnich hormont (LH a FSH) zGstaly nezméné-

https://doi.org/10.54779/ch120230547
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ny®. Studie z roku 2016 poskytla diikaz, e peroralni suple-
mentace shilajitem u obéznich lidskych subjektti s nadva-
hou/tfidy 1 podporovala adaptaci kosterniho svalstva pro-
stfednictvim upregulace genll souvisejicich
s extracelularni matrici, které fidi svalové mecha-
notransduk¢ni vlastnosti, elasticitu, opravy a regeneracig.
Studie z roku 2009 prokazala spermatogenni ucinek shila-
jitu u oligospermickych pacientd tak, jak je popisovano v
ajurvédské medicing'®. Dale se d4 shrnout, Ze shilajit ma
antiulcerogenni, antidiabetické, anxiolytické, imunomodu-
lacni, antialergické, analgetické, neuroprotektivni, antimy-
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uvadéna i jeho aktivita podporujici kognitivni a pamétové
funkce''.

Soucasna literatura uvadi pouziti shilajitu jako nutra-
ceutika v prevenci Alzheimerovy choroby'? a kognitivnich
poruch™ mj. souvisejicich se stafim'*. Shilajit byl a je
pouzivan samotny, ale i jako komponenta, v orientalni
mediciné pro obecné fyzické posilovani, proti starnuti, pro
stabilizaci cukru v krvi, pro omlazeni mocovych cest, pro
zvySenou ucinnost fungovani mozku, pro omlazeni ledvin,
pro posileni imunitniho systému, na artritidu, hypertenzi
a také pro 16&bu mnoha dal$ich chorob'®. Shilajit byl stu-
dovan jako chemoterapeutikum na rakovinu mocového
méchyie'®. Byl pouzit ve formé antimikrobialniho hydro-
gelu k hojeni poranéni'’. Byl ale zaznamenan i piipad
fyzickou ndmahou indukované anafylaxe po poziti shilaji-
tu'® a piipad pseudohyperaldosteronismu po jeho poziti
béhem téhotenstvi'’.

Bakalatska prace®® uvadi fadu dalsich biologickych
aktivit, v€etné ochrany pfed ionizujicim zafenim. Prace je
vSak natolik zmate¢nd, Ze se n¢které uvedené udaje nedaji
ovérit ani podle citaci.

Obr. 2. Riizné predstavy o struktuie fulvovych kyselin dle cit.

OH
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Cesky klub skeptikii Sisyfos uvadi, ze udaje o 1é¢i-
vych vlastnostech shilajitu jsou nevérohodné?, nebot’ nej-
sou podepfeny klinickymi studiemi; zfejmé jim lze dopo-
rucit, aby se zajimali o soudobou lékatskou literaturu.
Vyse uvedené vysledky klinickych studii potvrzuji oprav-
nénost zafazeni shilajitu mezi rasdjany, mj. jak pro posile-
ni oligospermickych pacientd, tak pro zvySeni koncentrace
testosteronu a hormonu mladi*'.

Jakkoli je shilajit smés fady latek, ma v Chemical
Abstracts Service svoje registracni ¢islo 12040-71-0. Na
trhu s chemikaliemi jej lze zakoupit pfiblizné za 1 USD/g,
v 1ékarné ponckud draZze. Mumio, ocisténé od pifimeési
a extrahované, ma podobu tmaveé hnéd¢ zabarvené homo-
genni hmoty, elastické konsistence, s lesklym povrchem,
s osobitym aromatickym pachem a nahotklou chuti. Speci-
ficka hmotnost je 2-2,5 kg dm™, teplota tani ca 80 °C, pH
0,5% vodného roztoku 6,7-7,0 se stanim zvySuje na 7,5.
Pii uskladnéni mumio postupné tvrdne v disledku ztraty
vlhkosti. Je snadno rozpustné ve vodé (1/8), malo rozpust-
né v 95% ethanolu (1/4500) a etheru (1/7000) a témef
nerozpustné v chloroformu®.

Podivejme se blize na slozeni. Primarni slozkou shi-
lajitu jsou biologicky aktivni fulvové kyseliny (pouzivame
progresivni nazvoslovi®® misto vyrazu fulvokyseliny)
o molekulové hmot¢ 700-2000 Da tvofici min. 60 % shi-
lajitu a oxidované dibenzo-a-pyrony, tvorici ca 0,3 %
(cit.*). Mezi dalsi slozky mizeme uvést huminy, humové
kyseliny, fytofenoly, aromatické karboxylové kyseliny
(benzoova, hippurova, ellagova), organické kyseliny, ami-
nokyseliny, peptidy (mono-, di-, tripeptidy), proteiny mezi
nimi albuminy, lipidy, fosfolipidy, mastné kyseliny, triter-
peny, mineralni latky a vodu?. Pied potravinaiskym
a medicinalnim pouzitim je nutno pfirodni material precis-
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Obr. 3. Dibenzo-a-pyron (6 H-dibenzo[b,d|pyran-6-on)

o

tit, na coZ je popsana fada postupt®®. International Humic
Substance Society (IHSS) na svych strankach?’ piinasi
komplexni analytickd data a vzorky pro huminové latky,
které by bylo mozno k charakterizaci a identifikaci vyuzit.

Fulvové kyseliny (od lat. fulvus, zluty, angl. fulvic
acids (substances) CAS RN 308066-67-3) jsou zlutohné-
dou frakci huminovych latek (slozitych vysokomolekular-
nich polycyklickych sloucenin jako nepfili§ usporadana sit’
aromatickych organickych polymerti s mnoha karboxylo-
vymi skupinami (COOH). Tyto kyseliny snadno disociuji
a vazou kovové ionty). Maji relativni molekulovou hmot-
nost v rozmezi nékolika stovek az desitek tisic Daltond
(cit.”®). Pochazeji ziejmé z ligninu a jsou rozpustné jak
v kyselém, tak v bazickém prostfedi. Humové kyseliny
(nékdy fazené mezi allomelaniny®, angl. humic acids CAS
RN 1415-93-6) mohou byt charakterizovany jako nepiili§
usporadana sit’ aromatickych polymerid s riznou kyselosti
a reaktivitou®’, jsou to &ernohnédé huminové latky o mole-
kulové hmoté pét tisic az sto tisic Daltoni, rozpustné
v alkalickych roztocich, avSak nerozpustné v kyselinach,
ity jsou schopny vazat kovové ionty. Huminy jsou vSech-
ny ostatni nerozpustné hnédoc¢erné huminové latky piitom-
né v pidni organické hmoté, které nemizeme pievést do
roztoku Zadnou acidobazickou Gipravou®='=%,

Recentni prehled®® piinasi souhrn ukazujici, Ze fulvo-
vé kyseliny mohou pusobit jako imunitni modulator,
ovliviiovat redoxni stav a potencialn€ ovlivnit zdravi stiev.
Je popsano, ze fulvové kyseliny snizuji prozanétlivé mar-
kery, ale také aktivuji imunitni systém k zabijeni bakterii.
Ukazalo se, Ze snizuji oxidac¢ni stres a dokonce vyvolavaji
apoptozu v liniich rakoviny jater. Déle pak fulvové kyseli-
ny také ovliviluji mikrobiom a mozna zlepSuji funkci stie-

P
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va. Zda se, Ze fulvové kyseliny maji, pokud jde o tyto
fyziologické stavy, efekt Yin-Yang. Pii vysoké davce
a Spatném podavani se v§ak mlize projevit i jejich toxicita.

Opét, jako u jinych prostredkl tradi¢ni mediciny Ori-
entu’®”, musime byt opatrni a neodmitnout vysledky 1é-
katského vyzkumu majici za sebou tisiciletou tradici je-
nom proto, ze nezapadaji do ,,8katulek®, které jsme si pii
modelovani 1ékaiskych a pfirodnich jeva vytvofili my,
v naSem tradi¢nim pojeti. Ano, opatrnosti je tieba napfi-
klad u orientalni alchymie, i kdyZ i ta poskytla nasi sou-
Casné chemii lecktery zéklad. Na stran¢ druhé, zkuSenosti
s ptirodnimi drogami a jejich medicindlnim vyuZitim jsou,
tieba i pro takové ,,zdpadni® instituce jako National Insti-
tutes of Health, Bethesda, MD, jehoz odbornici sbiraji
rady kofenarek a Samanu z celé zemékoule, velmi uzitecné
ve vyzkumu novych 1ékd. A k malé osvété by méla po-

slouzit i série nasich ¢lanki, jako napf.***!.
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M. JuraSek?, J. Cabalka®, and P. Drasar®
(“ Department of Chemistry of Natural Substances,
University of Chemistry and Technology, Prague, ® Nové
Kounice, Bochov, Czech Republic): On the Strength
of Punjabi Asphalt

Mumio (shilajit), a substance similar to asphalt or
resin that oozes from rocks during hot sunny days, mostly
in caves in the Himalayas, is known as a medicinal sub-
stance in Eastern medicine. It is slowly being accepted by
Western healing as well as medicine. It mainly contains
fulvic acids, humic acids and a number of other substanc-
es. The article mainly summarizes recent information
about this substance.

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

Keywords: shilajit, mumijo, rasayana, biological activity,
properties, fulvic acids
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Huminové latky (déle jen HS; Humic Substances)’
jsou latky, které jsou znamy a vyuzivany pro svou vyso-
kou chemickou a biochemickou aktivitu, nebot jsou
schopny svou pfitomnosti vyrazné ovliviiovat mnohé che-
mické a biochemické procesy. Struktura, chemické a fyzi-
kalni vlastnosti a biologicka aktivita HS jsou stale pfedmeé-
tem intenzivniho vyzkumu. Tyto parametry jsou zavislé na
puvodu HS a zpisobu jejich izolace z vychozich
(pfirodnich) surovin. Pro HS existuje urcité sjednocujici
hledisko (jedna se o makromolekularni slouceniny, fada
shodnych funkénich skupin, rozpustnost v alkalickém pro-
stiedi a omezena rozpustnost v kyselém prostedi, schop-
nost vazani vicemocnych kationtd atd.), ale existuje téz
fada kvalitativnich parametrd (strukturnich, fyzikalnich,
chemickych, biologickych atd.), v nichz se HS lisi, jako
divody jsou bud’ puvod z riznych ptirodnich zdrojii nebo
uziti riznych postupti jejich pfipravy.

Obecné je mozno fici, ze dosavadni vyzkum vyuziti
HS je zaloZen pfevazné na empirické béazi. Diivodem jsou
chybéjici komplexni znalosti o strukturnich parametrech
HS. Tim je pomérné znaéné omezeno vyvozovani exakt-
nich zavérd a prognoéz o principech jejich ptisobeni v bio-
chemickych a chemickych procesech.

Vyznamnym zdrojem HS jsou kaustobiolity — raseli-
na, lignit a zejména zoxidovana mladd hnéda uhli, tzv.
oxyhumolity. V Ceské republice jsou jedny z nejkvalitngj-
Sich oxyhumolitli na svété. Molekulovd hmotnost HS se
pohybuje v rozmezi 2 000 az 200 000 g mol'. Zpravidla
byvaji v ptirodnich surovinach hlavni slozkou HS humové
kyseliny (dfive huminové, dale jen HA), vedlejsi slozkou
fulvové kyseliny (diive fulvokyseliny, dale jen FA). FA
jsou ve vodé rozpustné, HA jsou ve vodé jen omezené
rozpustné a jejich rozpustnost stoupa se zvysujicim se pH.

HS jsou tvoreny fadou stavebnich jednotek, pticemz
vedle vétSich fragmentl ligninu, polysacharidd, jednodu-
chych cukrt a proteinii maji ve svych molekulach ptede-
v§im aromatické polykarboxylové kyseliny, struktury se
skupinami —OH, chinony, heterocykly obsahujici O a N
a rizné aminokyseliny. Tyto ¢asti molekul jsou propojeny
riznymi mistky (—O—, -NH-, -N=, —-CH,—, -C(=0)—, —S—
a také del$imi uhlovodikovymi fetézci), jejichz mnozstvi
je ve velmi rozdilném pomeéru.

Chem. Listy /17, 581-584 (2023)

Chemicka struktura ptirodnich HA je velmi slozita.
Strukturni vzorce, resp. Casti strukturnich vzorct, jsou
konstruovany na zaklad¢ kvantitativniho stanoveni zéklad-
nich stavebnich jednotek a funkénich skupin. Wilson
publikoval 8 komplexnich fragmenti, které predpoklada
ze studii huminovych latek z jihovychodni Georgie pomo-
ci NMR. Pro HS pochazejici z ptirodnich zdroji v CR
nebyla dosud takova studie provadéna, 1ze vSak predpo-
kladat vysoky stupen podobnosti.

Obsah karboxylovych a fenolovych hydroxysku-
pin, tzv. aktivniho vodiku, se u HS pohybuje v rozmezi
3 a7 10 meq g~ v zavislosti na ptivodu uhlikaté suroviny
a zpusobu jejiho zpracovani. Pritomnost chinoidnich sku-
pin vysvétluje schopnost HS vazat aminokyseliny, napf.
vodikovou vazbou. V chemickych a fyzikalnich procesech
se uplatiuje schopnost HS vazat velmi ochotné ionty
a plyny s volnymi elektronovymi pary. HS se chovaji diky
svym karboxylovym a kyselym fenolickym funk&nim
skupinam jako slabé kyselé katexy s vysokou vyménnou
kapacitou. Pevnost vazby anorganickych kationtli na HS
se vyrazng lisi a je ovlivnéna mocenstvim a velikosti hyd-
rata¢nich oball kationtt.

Castice obsahujici HS maji velky vnitini povrch,
jehoz dutiny jsou vzajemné pospojovany kanalky, ve kte-
rych se zachycuji ionty i molekuly. Ty jsou zde véazany
nekovalentnimi interakcemi. Sorpéni vlastnosti umoziuji
HS vytvaret velmi stabilni agregaty s jily, napt. bentonity
a zeolity. Humaty alkalickych kovl jsou dobife rozpustné
ve vode.

Vzhledem k jejich komplexni struktufe jsou data
o jejich biologickych ucincich omezena, piesto ale ukazuji
na fadu zajimavych efekti. V roce 2000 schvalil Center
for Food Safety and Applied Nutrition (US Food and Drug
Administration — FDA) humifulvat (produkt ziskavany
alkalickou extrakci raSeliny té€zené v oblasti Balatonu)
jako bezpec¢né dietetikum (Dietary Ingredient) a povolil
prodej téchto preparati ve Spojenych statech®. Podobné
latky jsou k dispozici jako dietetika také ve vetSing statt
Evropy. Jedna se obvykle o humat (humifulvat) draselny
nebo jeho chelat s fadou dalSich stopovych prvki. Evrop-
ska unie povolila pfidavani humové kyseliny a jeji sodné
soli do krmiv pro vSechny druhy =zvifat urenych

https://doi.org/10.54779/ch120230581
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k produkci potravin®, piipadné jako hnojiva a pudni pii-
pravky™®. HS se uplatituji i v medicing a kosmetice’.

Huminové latky (HS) nejsou prozatim, stran nomen-
klatury, kodifikovany na zdklad¢ nazvoslovnych doporu-
¢eni ITUPAC. Pokud se obratime na angli¢tinu, ktera je do
znacené miry kodifikovdna zédpisem nazvli do registru
CAS, uvidime zde terminy: humic substances (HS), hu-
min, humic acids (HA), fulvic acids (FA), fulvinic acid,
fulvonic acid, fulvic acid a fulvic substances. Ale ani tam
to neni jednoduché a neni to vSak jednoduché ani
v Gesting®.

Podivejme se nejprve na anglické terminy. Internatio-
nal Humic Substance Society (IHSS) pouzivad terminy
Humic a Fulvic Acids’. Pokud se tyée strukturnich pied-
predstavu, z jakych komponent se dané latky mohou skla-
dat.
citovana vice nez 25 000x, ale jeji CAS RN 479-66-3 jen
1200x v pracich, které maji vztah k raselin¢ a rozkladnym
produktim rostlin. Je spojovana s latkou se systematickym
nazvem 4,10-dihydro-3,7,8-trihydroxy-3-methyl-10-oxo0-
-1H,3H-pyrano4,3-b1benzo-pyran-9-karboxylova kyseli-
na. PubChem spojuje termin fulvic acid s vySe popsanou
latkou a ukazuje na 1820 praci a 793 patentd.

4,10-dihydro-3,7,8-trihydroxy-3-methyl-10-oxo-1H,3 H-
-pyrano4,3-b1benzo-pyran-9-karboxylova kyselina

Podivejme se i na nazvoslovné piibuzné terminy.
Fulvinic acid (necic acid, 2,4-dideoxy-2,4-dimethyl-3-C-
-methylxylarova kyselina) je registrovana pod CAS RN
41478-07-3.

o) 0

OH OH OH
2,4-dideoxy-2,4-dimethyl-3-C-methylxylarova kyselina

Tato latka je v CA uvadéna v 17 pracich, z nichz
znacnd ¢ast ma souvislost s ptidou a huminovymi latkami.
Termin fulvinic acid v PubChem vede na strukturu a ndzev
fulvic acid.

Fulvonic acid (CAS RN 11029-39-3, bez struktury
a blizs§i definice) se vyskytuje v CA v 9 pracich, z nichz
nékteré maji vztah k raSeliné a rozkladnym produktim
rostlin. 'V PubChem termin fulvonic acid zobrazuji
3 madarské patenty souvisejici s rozkladem rostlinného
materialu.

Termin fulvic acids je registrovan jako CAS RN
308066-67-3, bez blizsi definice a neni k nému pfifazen
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zadny dokument. Fulvic acids vede v PubChem na 758
praci a 45 patent.

Fulvic substances téz jako CAS RN 308066-67-3,
Oxi-fulvic acid, Soil organic matter, a neni k nému pfifa-
zen zadny dokument. V PubChem vede tento nazev na
20 citaci, souvisejicich s rozkladem rostlinného materialu.

V literatufe se vyskytujici termin fulvo acid neni
v CA registrovan, protoze je zkracovan na FA a tyka se
huminovych latek; usuzujeme, Ze je ekvivalentem ceského
fulvokyseliny.

CAS RN 1561845-42-8 ma pfidélen termin fulvol
acetate s jednou citaci, pfi¢emz fulvol registrovan neni
a ten, ktery je soucésti fulvol acetate, je norseskviterpen.

Termin humic acids ma CAS RN 1415-93-6 (ulmic
acids, soil organic matter, humic acid, humic substances)
a neni k nému pfifazen zadny dokument. Termin je popi-
sovan jako: The brown polymeric product from the decom-
position of organic matter, particularly dead plants. This
combination of polymers may contain aromatic and hete-
rocyclic structures, carboxy groups, and nitrogen. Termin
je vSak obsazen v 54 registracich CAS jako soucast smési
a vede na 4062 citaci. Humic acid vede v PubChem na
CAS RN 308067-45-0, které v CAS vede na termin humic
acids, nitro-, nitrohumic bez pfitazenych citaci.

V PubChem je reprezentovan jako 2-nitrobicyklo-
[2.2.1]hept-5-en-2,3-dikarboxylova kyselina s 5630 cita-
cemi a 2426 patenty.

o)
_\OH
NS

N

'’

HO X
0]

2-nitrobicyklo[2.2.1]hept-5-en-2,3-dikarboxylova kyselina

Pod terminem humin(s) najdeme v CA 7363 ¢lankad,
termin ale nema CAS RN a neni definovan.

V Cestin€ nalezneme pro huminové latky fadu, po-
tazmo, degenerovanych a z letmého piekladu z anglictiny
vzniklych ndzvi. Nalezneme nazvy jako fulvokyseliny,
kyselina fulvicka, fulvicova, fulvinova, fulvonova, fulvo-
va aj., podobn¢ nalezneme nazvy jako huminova, humova
kyselina a to v dilech lidovych i akademickych.

Terminologie pudnich latek je samoziejmé staré¢ho
data. Zabyval se ji jiz Amerling v roce 1854 (cit.", obr. 1)
a pokousel se dat ¢eské terminologii urcity fad a souznéni
s nazvoslovim némeckym.

Piejdéme tedy k néazvoslovnému doporuceni, které
vychazi z anglického Humic a Fulvic Acid a z rozdé€leni
huminovych latek podle barvy a rozpustnosti'?. Alkalicky
extrakt pidniho vzorku budiz tmavohnéda ,,smés humino-
vych latek™ a nerozpustny podil pak ¢erny ,,humin“ (lat.
humus — puda). V kyselém prostiedi nerozpustna cast
smési huminovych latek jsou pak ¢ernohnédé ,humové
kyseliny*“. Podil v alkoholu rozpustné minoritni slozky
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Jestli Ze jsme pochopili, jek prst povelavd, tedy
snadno nahlidneme, Ze jest to smés rozliéno-stupennich
rozloutenin hmet Zivoinfoh; prel den oo den se méni,
vodik uecbézi a i whlik v zpiisebd vody a uhelce.

Dottené rozlibné stupnd sluji jilmovina (Wimin),
pratovina (Humin), jilmovioeo (Miminfiure), prslovinec
(Huminfaure), zemékys (Geinfiure), zildlee (Duellfiunre),
ssedlines (Duclfasfinre), a v tomtéz potddku Jedna
hmota z druhé se tvoli; 2 posledni kysy rozlekaji ve
vod: a jeow dilem phitinoo, Ze voda bahnald a rybni barvu
iluton neb hnédou ma; 3 kysy predchézejici roztekajl
toliko tenkrate, kdyi k vodd Ziraviva se pfida; ulmin a
hamin ani vodou ani Ziravioami rozpustiti se nedaji.

- Proto: tim alovem prel mysleme si emés hnbdych
dilem rozpustnyeh, dilem nerozpustnych, dilem kyselfch,
dilem obojetnych tlejicich hmot, jeni ve vzducku, svétle
a vlhko neustile dile ee rozloduji a pri tom whiec &
whiiditee & vodu vydavaji,

Obr. 1. Amerlingiiv text o piidnich latkach

humovych kyselin je smés ,,hymatomelanovych kyselin®,
které jsou hnédé se zlutym naddechem. V kyselém prostredi
rozpustna ¢ast smési huminovych latek jsou pak ,,fulvové
kyseliny*, jez jsou zluté az hnédozluté (lat. fulvus — hné-
dozluty). Doporucujeme termin fulvové kyseliny i tam,
kde je dnes pouzivan termin fulvokyseliny. Doporu¢enim
terminu humové a fulvové se snazime udrzet souvislost
s anglickymi terminy humic a fulvic. Zdtraziujeme pouzi-

tim mnozného ¢isla i fakt, Ze se jedna o smési latek, je-
jichz chemické slozeni mize byt proménlivé, a to i piesto,
7e maji registracni ¢isla CAS.

Toto nazvoslovné doporuceni vychazi z per Elent
nazvoslovné komise pro organickou chemii CSCH (OP
a PD) a celozivotniho specialisty na dot¢enou oblast (JK)
a predpokladd, alespont pro cesStinu, utfidéni nazvoslov-
nych termint.

Huminoveé latky
(alkalicka extraxce pldniho vzorku)

¥

Humin
(v alkaliich nerozpustny podil)

¥

v alkdliich rozpustny podil je
okyselen

Y

Humové kyseliny
(nerozpustmy podil po okyseleni)

Fulvoveé kyseliny
(rozpustng v kysslém prostredi)

Schéma 1.
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Pfirodni latky produkované rostlinami ptedstavuji vyznamny zdroj novych 1é¢ivych substanci. Tento ¢lanek je zame-
fen na popis antimikrobialni, antiviralni a cytotoxické aktivity syntetizovanych derivatd betulonové a platanové kyseliny,
zejména jejich oximovych derivatd. Cilem ¢lanku je poskytnout piehled zminénych aktivit téchto derivati a jejich mozné-

ho vyuziti v oblasti 1é¢by infekénich ¢i nadorovych onemocnéni.

Klicova slova: betulonova kyselina, platanova kyselina, oximové derivaty, antivirova aktivita, antibakterialni aktivita, pro-

tinadorova aktivita
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1. Uvod

Rostliny predstavuji rozmanity a bohaty zdroj biolo-
gicky aktivnich latek'. Lé&ivé rostliny byly pouZivany jiz
v historii v tradi¢ni humanni medicing®. Hlavni vyhodou
je, ze rostliny jsou snadno dostupnymi zdroji’. Piikladem
mize byt skupina rostlinnych triterpenoidd, syntetizovana
rostlinami v podobé& sekundarnich metabolitd®*. Sekundar-
ni metabolity maji rizné funkce a disponuji velkou struk-
turalni rozmanitosti**. Patii do skupiny isoprenoidd, které
jsou tvofeny zakladni jednotkou isoprenu o péti uhliko-
vych atomech a déli se podle poctu zucastnénych jednotek
ve struktuie®. Triterpenoidy (obsahuji ve struktufe hetero-
atom, vétSinou kyslik) jsou klasifikovany na tetracyklické
a pentacyklické™. Rozdéluji se dale na zakladé jejich
struktury na derivaty lupanu, oleananu nebo ursanu’. Za
dilezitou tfidu ptirodnich produktd jsou povazovany pen-
tacyklické triterpenoidy®. Pentacyklické triterpeny se skla-
daji ze Sesti isoprenovych jednotek, tedy ze skeletu o tfice-
ti uhlikovych atomech. Vznikaji biosyntetickou cyklizaci
2,3-oxidoskvalenu (1; obr. 1) katalyzovanou oxidoskva-
lencyklasami nebo triterpensyntasami’.

Bylo izolovano vice nez 20000 triterpend
a v rostlinach se mohou vyskytovat v jejich ¢astech (ktira,

Chem. Listy /18, 78-85 (2024)
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korek, list, ovocna slupka) ve formé volnych kyselin nebo
aglykoni™’. Triterpenoidni kyseliny se v piirodnich zdro-
jich mohou vyskytovat jako polarnéjsi konjugaty s mono-
a oligosacharidy nebo estery cukri'. Do kategorie pen-
tacyklickych triterpenoidt lupanové struktury patii lupeol,
betulin (2), betulinova (3), betulonova (4) a platanova
kyselina (5) (obr. 2)°. Kiira b¥izy bé&lokoré, ¢eled’ Betula-
ceae (Betula alba L., Betula pendula) je nejbohat§im zdro-
jem betulinu [(3B)-lup-20(29)-en-3,28-diol]’. Betulin tvofi
az 30 % biezové kiry’. Dale ho lze také izolovat
z hiebitkovee (Syzygium z Geledi Myrtaceae)’. Betulinova
kyselina [(3B)-3-hydroxy-lup-20(29)-en-28-ova kyselina]
mize byt také izolovana i z jinych rostlin celedi Betula-
ceae, avsak v menSim mnozstvi, proto se ziskava chemic-
kou nebo enzymatickou oxidaci betulinu®. Dalsim zdrojem
mohou byt rostliny z celedi Rhamnaceae, Myrtaceae,
Ebenaceae nebo Paeoniaceae®. Oproti betulinové kyseling

Obr. 1. 2,3-oxidoskvalen (1)

https://doi.org/10.54779/ch120240078
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CrO3, Hy,SO4
- .
aceton, 0°C

Schéma 1. Jonesova oxidace betulinu (2) na betulonovou kyselinu (4)

se betulonova [3-oxo-lup-20(29)-en-28-ova kyselina] ky-
selina 1isi v poloze C-3, kde se vyznacuje ketoskupinou
misto B-konfigurovaného hydroxylu. Betulonova kyselina
se ziskava také z bfezové kiiry extrakei organickymi roz-
poustédly (ethanol, aceton nebo chloroform), avsak jeji
obsah je nizky, takze pro jeji ziskani se vyuziva semisyn-
teticka oxidace betulinu — Jonesova oxidace (schéma 1)°.
Platanova kyselina [(3f)-3-hydroxy-20-0x0-30-nor-
lupan-28-ova kyselina] je pentacyklicky triterpenoid
30-norlupanového typu, vyskytujici se v rostlinach celedi
Platanaceae (Platanus x hybrida Brot. a Platanus occi-
dentalis L (cit.?). Lze ji jako minoritni slozku izolovat
z rostliny balmin metlaty (Leptospermum scoparium, cele-
di Myrtaceae)*’. Vzhledem k mengimu obsahu v rostli-
nach, platanovou kyselinu ziskame syntetickou cestou
zalozenou na oxidaci ze snadno dostupnych triterpenoidi,
jako je betulin. Oxidace C20(29)-nenasycené vazby miize
byt provedena pomoci RuO,4 (m -CPBA a CHCI;) nebo

0s0,/NalO0; ve vodném  dioxanu’. V porovnani
s betulonovou kyselinou, ma ketoskupinu umisténou na
C-20, ktery je soulasti fetézce, mnapojeného

do péti¢lenného kruhu E (cit.”).

2. Syntéza derivati

Semisyntetické derivaty piirodnich produkti jsou
navrhovany za Ucelem zlepSeni biologické dostupnosti

140

(snizeni hydrofobicity), prekonani bunécné rezistence
a posileni terapeutického uginku®. Timto zptsobem lze
ziskat latky se zvySenou biologickou aktivitou nebo zvy-
Senou selektivitou piisobeni™'’. Triterpenoidy rostlinného
puvodu jsou dilezitym vychozim bodem pro syntézu
strukturng rozmanitych derivata''. Komplexace s cyklode-
xtrinem a lipozomalni nanoformulace byly jednim z pfi-
stupt ke zvySeni hydrofility latek. Nejbéznéjsim moznym
feSenim v medicinalni chemii je modifikace struktury
a substituce riznymi typy skupin véetnd heterocykld’.
U novych derivatd lze sledovat vztah mezi strukturou
a aktivitou. Modifikace struktury lupanu se b&ézné prova-
dgji na C-1, C-2, C-18, C-20, C-22 a C-29 (cit.'?). Dalsimi
cilovymi misty v upravach skeletu triterpenoidu jsou C-3
(hydroxylova/oxo skupina), C-28 (hydroxylova/karboxy-
lova skupina) a C-30 (allylova skupina) nebo spojeni hete-
rocykll s A kruhem. Jako raménko (linker) spojujici ske-
let s heterocykly mize byt pouzivana 1,2,3-triazolova
skupina’. Castou strukturalni modifikaci je substituce pi-
perazinem, kde dva dusikové atomy ptedstavuji vhodny
linker pro tvorbu dal3ich strukturnich motivii'. Zavedenim
piperazinylové skupiny do triterpenoidnich struktur do-
chazi ke zvyseni biologickych aktivit (protinadorové, anti-
mikrobialni, antivirové, antimalarické, aj.)''. Derivaty
mohou byt strukturné modifikovany na kruhu A (C-3 a C-
2), na karboxylové funkcni skupiné (vznik amidového
nebo esterového postranniho fetézce)®. Pivodni kyseliny
(betulinova nebo platanova) maji relativné nizkou cytoto-
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xicitu v porovnani s polosyntetickymi derivaty, napt. 3-O-
-acetylované amidy téchto kyselin. Derivaty benzylamidd,
(homo)-piperazinyl amidi nebo konjugaty rhodaminu B
maji cytotoxické u¢inky i v nanomoldrnich koncentra-
cich®. Zavedeni piperidinu nebo pyrrolidin-nitroxylu po-
moci amidové vazby do polohy C-28 betulonové kyseliny
zpusobuje optimalizaci hepatoprotektivnich vlastnosti.
Pritomnost 1,3,4-oxadiazold pfipojenych pfes aminokyse-
linovy fetézec v poloze C-28 vykazuje in vivo protizanétli-
vy ucinek. Dalsim derivatem betulonové kyseliny vykazu-

-----

heterocyklem 1,2,3-triazolem v C-28 polozes. Derivaty
betulonové kyseliny s amidovymi, thiolovymi a piperidi-
novymi skupinami amplifikuji protinadorové vlastnosti
betulonové kyseliny’. Kromé& syntézy aminovych a amido-
vych derivatl je popsana jako dalsi z efektivnich zptisobti
modifikace také syntéza oximovych derivata’. Piehledovy
¢lanek Bednarczyk-Cwynar a spol.'* podrobné shrnuje
poznatky o triterpenickych oximech a oximesterech do
roku 2015, v dalSich letech se timto tématem zabyvali
naptiklad Kahnt a spol.’, Kozubek a spol.'> nebo Lombrea
a spol.’. Oximova funkéni skupina patii do skupiny imint
a je charakteristickd dvojnou vazbou mezi atomem uhliku
a dusiku, jehoz souéasti je hydroxylovéa skupina'®. Oximo-
vé derivaty lze syntetizovat pomoci reakce karbonylovych
sloucenin (aldehydd nebo ketonil) s ¢inidlem hydrochlori-
du hydroxylaminu za pfitomnosti nejcastéji bezvodého
organického rozpoustédla suchého pyridinu spolu
s methanolem nebo ethanolem a zahfivanim pod refluxem,
a to ve vysokych vytdzcich (schéma 2)"*'7"". Reakce vy-
plyva z nukleofilni adice, kde nukleofilni skupina, hyd-
rochlorid hydroxylaminu, atakuje elektrofilni misto karbo-
nylové skupiny. Reakei 1ze ziskat také smés produktu ob-
sahujici oxim jako isomer ve dvou konfiguracich syn
aanti®®. Kromé daldich moznosti miizeme oximy déle
modifikovat ptisobenim acyla¢nich a alkylaénich ¢inidel
na oximestery nebo oximethery. Jednim ze zpisobu pii-
pravy oximesterd je syntéza acylhalogenidi kyselin
soximy za béZnych podminek nebo reakce anhydridi
kyselin s oximy v p¥itomnosti silné kyseliny®'™. Dalsim
zpusobem je pfima esterifikace mezi karboxylovou kyseli-
nou aalkoholem s vyuzitim karbodiimidovych ¢ini-
del (napt. EDCI) v ptitomnosti DMAP v DCM za pokojo-
vé teploty, vedouci k vysokym vytéZkiim v optimalnim
gase?'?* . V piipadé syntézy oximetherovych derivatu je
realizovdna nejcastéji reakce oximt s alkyl/aryl-
halogenidy, nejcastéji chloridy pfipadné bromidy. Reakéni
podminky pak zalezi na volbé baze a rozpoustédla, napf.
NaH v DMF (cit.”).

OH
j\ NH,OH - HCI NI/
_—
R' "R2(H)  pyridin, EtOH Rt R2 (H)

Schéma 2. Syntéza oximovych derivati (R' a R*— riizné substi-
tuenty)
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3. Biologické aktivity

Vyzkum pentacyklickych triterpenoidi zacal jiz
vroce 1788, kdy byl poprvé extrahovan betulin
z rostlinného materidlu. Na pocatku a v poloviné 20. stole-
ti byla latka hojn¢ studovana, avSak jeji farmaceuticky
vyznam byl zaznamendn aZ pozdé&ji. V roce 1995 E. Pisha
pozoroval cytotoxicky ucinek betulinové kyseliny proti
buitkdm melanomu, diky némuz vzrostl zdjem o studium
téchto latek'. Po provedeni mnoha studii bylo odhaleno,
ze pentacyklické triterpenoidy disponuji fadou biologic-
kych aktivit, jako jsou protinddorovd, antimikrobidlni,

-----

ni, imunostimulacni a antioxidacni aktivita, které lze vyu-
Zit v 1é&ebné terapii’. Velkou pozornost si ziskala kyselina
betulinova, ktera je znama svymi protindadorovymi nebo
anti-HIV ucinky. Je 0¢innd v mikromolarnich koncentra-
cich avykazuje vysoky stupen selektivity k malignim
nadorim, napfiklad proti buikdm melanomu. Plsobi me-
chanismem zahrnujicim permeabilizaci mitochondrialni
membrany s uvolfiovanim faktoru cytochromu c, aktivato-
ru kaspasy Smac nebo faktoru AIF, aktivaci kaspas, jader-
nou fragmentaci a indukei apoptozy®. Antihyperlipidemic-
ka aktivita byla sledovana u betulinové kyseliny pfi testo-
vani na obéznich mysich'. Betulin a betulinové kyselina
zvysuji absorpci glukosy, zvysuji sekreci inzulinu, zvysuji
vychytavani glukosy v perifernich organech a pomahaji
tak v 1écbé diabetu. Stejné jako betulin, betulinova kyseli-
na snizovala hladinu glukosy v krvi, plazmatické trigly-
ceridy a hladiny celkového cholesterolu v my$im modelu
krmeném stravou s vysokym podilem tuku. U kyseliny
betulinové byly pozorovany in vitro antioxidacni G¢inky.
Bylo prokazano, Ze néckteré derivaty platanové kyseliny
jsou UCinnymi inhibitory butyrylcholinesterasy BChE
(EC 3.1.1.8). U derivata platanové kyseliny, které mély
C-20 karbonylovou skupinu modifikovanou na amino-
skupinu, bylo sledovano vylepSeni BChE inhibiéni aktivi-
ty jiz v nanomolarnich rozmezich®. Ptirodni latky by tak
mohly byt aplikovany do odvétvi mediciny, kde zaroven
roste zajem o jejich pouzivani'. Nicmén& doposud se
nepodarilo zavést slouceninu z této tfidy nebo jeji derivat
do terapie. Druhé faze klinickych studii dosdhl pouze
bevirimat pro své anti-HIV tucinky, avSak studie byla
vroce 2010 prerusena’. V dnesni dobé je piiblizng 50 %
vSech schvalenych 1éCiv  tvofeno nebo odvozeno
z piirodnich latek®®. Avsak limitaci pouziti pentacyklic-
kych triterpenoidil v terapii je jejich vysoka lipofilita maji-
ci vliv na biodostupnost in vivo®. Strategie chemické mo-
difikace ptvodnich struktur mtze pfispét k zisku mnoha
novych derivatl, které maji vyhodnéjsi farmakolologickou
aktivitu'®',

Soucasny vyzkum v mediciné se vénuje problematice
bakteridlnich infekci. Asi nejvyznamnéj$im piikladem
patogenni bakterie mize byt grampozitivni bakterie Sta-
phylococcus aureus® . Podle publikovanych udaja®® triter-
penoidy vykazuji antimikrobidlni aktivitu proti Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli a Enterococcus faecalis
v koncentracich mezi 0,006-200 mg ml™. U betulonové
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a platanové kyseliny je popsana zejména ucinnost proti
grampozitivnim bakteriim v porovnéni s gramnegativnimi,
a to snejvetsi citlivosti vici bakteriim Staphylococcus
aureus a Enterococcus faecalis”™'. Vyzkum Kazakové
a spol.3 ' ukazal, 7e betulonova kyselina v koncentracich
do 80 mgml™" snizila rist Staphylococcus aureus
a v koncentracich 90 a 100 mg ml™' zcela potlaila riist
této bakterie. Nicméné proti Klebsiella pneumonie se UCi-
nek projevil pouze sniZzenim rdstu, nikoliv Gplnym potla-
&enim rustu’'. Betulonova kyselina derivatizovana tri-Boc-
sperminem v pozici C-28 vykazuje antimikrobidlni Gi¢inky
na Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans a Liste-
ria monocytogenes pii koncentraci 6,25 mM (cit.*?). Pou-
male a spol.” zkoumali antibakteridlni uginky platanové
kyseliny v extraktu z Dorstenia convexa. Platanova kyseli-
na zde inhibovala rust vSech zkoumanych bakterii, mezi
nimiz byly Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli a dalsi, jeji Gi¢inek je srovnatelny s betu-
lonovou kyselinou®. V dnesni dob& je velkou vyzvou
aktivni hledani a vyvoj novych antibiotik®*. WHO prohla-
sila rezistenci k antibiotiklim za jednu ze tii hlavnich hro-
zeb pro veiejné zdravi'**.

V tad¢ publikaci je u triterpenovych kyselin také
popsana antivirova aktivita. U betulinové kyseliny je
zkoumana zejména anti-HIV aktivita. Virus HIV byl popr-
vé identifikovan pfed 30 lety. Betulinova kyseli-
na zabranuje dozravéani viru tim, Ze nedochazi ke §t€peni
capsid-spacer peptidu u Gag proteinu. Betulinova kyselina
pusobi také proti Herpes simplex viru (HSV-1, HSV-2),
Epstein-Barrové viru (EBV) a proti hepatitidé B (HBV)'.
Bylo zjisténo, Ze platanova kyselina a jeji derivaty vyka-
zuji znacnou aktivitu proti HIV inhibici replikace HIV-1
v buiikdich H9 lymfocyti”**%*". Methyl-3,20-bisoximo-
platanoat (5, obr.3) vykazuje antivirové ucinky proti
HSV-1aHPV-11s ECso> 1,20 pM a 3,47 pM (cit.”).

U betulonové kyseliny byla prokazana antivirova
aktivita zejména proti virim HSV-1 a EBV (cit.*®). Jeji
oximovy derivat byl popsan jako u¢inny proti viru Influen-
za A (cit.?®).

Rakovina i pres veskeré usili prevence a 1écby pied-
stavuje stale druhou nejéastdjsi piidinu Gmrti na svéts?.
Hlavnimi pfi¢inami pfispivajicimi k rozvoji onkologické-
ho onemocnéni mohou byt Zivotni styl, vlivy prostiedi
nebo dédicné vlivy. Zatimco v regionech s nizkymi ptijmy

Obr. 3. Methyl-3,20-bisoximo-platanoit (5)
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je zpusoben vznik rakoviny pfedev§im virovymi
a bakteridlnimi infekcemi, tak ve vyspé€lych regionech je
vani tabaku, alkoholu nebo nadvaha®’. Diky sekvenovani
genomu bylo zjisténo, ze rakovina zahrnuje dynamické
zmény v genomu*’. Mutace gentl ma za nasledek dysregu-
laci exprese protoonkogend (napi. Ras) a tumorsupre-
sorovych genl (napf. p53) majicich klicovou roli
v karcinogenezi*'**. P¥irodni produkty a jejich derivaty se
v pribéhu historie ukazaly jako uzite¢né pfi vyvoji novych
chemoterapeutik’. Pentacyklické triterpenoidy byly identi-
fikovany jako uc¢inné protirakovinné latky se selektivnim
cytotoxickym ptisobenim®. Nejéast&j§im mechanismem
protinadorového ucinku je indukovana apoptoza probihaji-
ci saktivaci kaspas, mitochondridlni permeabilizaci
a zvy$enou produkci ROS (cit.?). Bylo pozorovano, e
betulinova kyselina m4 také angiogenni vlastnosti. Mole-
kularni cile betulinové kyseliny pravdépodobné vyplyvaji
ze zmén v modulaci B-bunééného lymfomu (Bcl-2)
ajaderného faktoru NF-kB. Rozdily ve specifité
a mechanismu G¢inku (stimulaci apoptoézy a inhibici ki-
nas) mohou byt u betulinové kyseliny zptisobeny drobny-
mi modifikacemi ve struktute. Bylo prokazano, ze kyseli-
na betulinova redukuje nékteré projevy toxicity protinado-
rové latky doxorubicinu, ktery je siln kardiotoxicky'.
Betulinova kyselina mé silné antiproliferativni ucinky
proti lidskym bunkam melanomu ICsy = 1,5-1,6 pg ml™,
karcinomu plic ICsy = 1,54,2 pg ml™', karcinomu d&loz-
niho Cipku ICsp = 1,8 pg ml™, atd®. Zavedeni amidové
funkce v pozici C-28 vede k vytvoreni u¢innych induktorti
apoptozy, vyplyva to zvysledki Shintyapina a spol.*,
ktefi zkoumali inhibi¢ni 0¢inky na bunécéné linie MT-4,
MOLT-4, CEM (T-lymfoblasticka leukemie) a HepG2
(karcinom jater). V rozmezi koncentraci 4,2-32,0 pg ml™
bylo dosazeno hodnoty 50% inhibice®. Byly zkoumany
také di- a polyamin amidové derivaty betulinové kyseli-
ny. Nejvice cytotoxicky aktivnimi zde byly derivaty
s piperazinem a sperminem. Derivat betulinové kyseliny
syntetizovany z diazen-1-ium-1,2-dioxalatu (6, obr.4)
pusobil antiproliferacné v sub-mikromolarnich koncentra-
cich na nékolika nadorovych bunéénych liniich a byl
20krat aktivngj$i nez cisplatina'.

Obr. 4. Derivat betulinové kyseliny syntetizovany z diazen-1-
-ium-1,2-dioxalatu (6)
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Schéma 3. Syntéza cytotoxicky aktivniho C-2-oximového derivatu betulonové kyseliny (8)

Amidové derivaty betulinové kyseliny na bazi poly-
aminu vazaného k C-17-COOH amidovou vazbou vykazo-
valy vysokou cytotoxicitu. Analoga vzniklda kombinaci
esterové a amidové vazby na skupiné C-3-OH byla cytoto-
xickd pouze proti bunéénym liniim T-lymfoblastické leu-
kémie (CEM) a aktivita na fibroblasty byla nizka oproti
C-17 derivatim. Bylo prokazano, Ze poloha substituce (o-,
m- a p-) pyridinového kruhu v cilovych amidech ovlivituje
cytotoxickou aktivitu’. Hoenke a spol.’* pozorovali nej-
vy$si aktivitu u amidu betulinové kyseliny s trans-1,4-
cyklohexyldiaminem, ktery vykazoval cytotoxicitu ECso=
0,6 uM proti HT29 (buiikdm adenokarcinomu tlustého
stteva)'®. In vitro studie derivati betulonové kyseliny uka-
zuji cytotoxické ucinky proti nddorovym burikdm pocha-
zejicim z melanomu, lymfomu, karcinomu stieva, plic,
jater, prostaty, vajecniku, prsu, délozniho ¢ipku nebo mno-
hoéetného myelomu, atd.>*. U betulonové kyseliny byla
prokazana vysoka aktivita proti bunéénym liniim MEL-2
(melanom), KB (epidermalni karcinom), PC-3 (karcinom
prostaty) a A549 (adenokarcinom plic)****. Oximové deri-
vaty betulonové kyseliny vykazuji silnou cytotoxicitu
pfedevs§im na bunky HelLa (karcinom délozniho c¢ipku),
A2780 (karcinom vajecniki), MCF-7 (karcinom prsu)
a MOLT-4 (lymfoblasticka leukémie)>'*. V prehledovém
¢lanku Bildziukevich a spol.! je popsana syntéza 2,3-seco-
triterpenoidt zahrnujici modifikaci C-2-oximového deri-
vatu betulonové kyseliny (7) na cytotoxicky aktivni deri-
vat (8; schéma 3)'. Pii zavedeni amidové skupiny v pozici
C-28 betulonové kyseliny vznikd efektivni induktor
apoptozy s protinddorovymi w&inky*. N-Ethylpipera-

9:R =C,H;
10: R = CH,

Obr. 5. N-ethylpiperazinylamid (9) a N-methylpiperazinyl-
amid (10) betulonové Kkyseliny
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zinylamid betulonové kyseliny vykazuje protinadorovou
aktivitu proti bunénym kulturam CEM-13, U-937
aMT-4.

Amid betulonové kyseliny s N-methylpiperazinem je
ucinny proti SR (bunééna linie lymfomu), NCI-H460
(karcinomu plic) a HCT-116 (karcinom tlustého stfeva).
Z vysledkt  Giniyatullina a spol.'' bylo potvrzeno, Ze
po zavedeni C-3 oximu k amidu betulonové kyseliny
s N-methylpiperazinem je latka Gi¢innd pouze proti leuke-

1,2,3-triazolovy heterocyklus kli¢ovy farmakofor derivati
betulonové kyseliny s protinadorovou aktivitou. Konjugat
s 3’-deoxythymin-5'-ylem byl nejucinnéjsi proti bunécné
linii SNB-19 (glioblastom) s ICso = 0,17 uM. Pfipojenim
aminothiazolového kruhu ke kruhu A v poloze C-2 a C-3
vykazuji derivaty vyznamnou protinadorovou aktivitu
proti leukemickym buiikdm CEM, karcinomu plic A549,
karcinomu tlustého stieva HCT116, atd.’. Betulonova
kyselina substituovana piperidinem vykazuje jednu z nej-
vy$sich aktivit’. Pyridinova skupina derivatd 3-pyri-
dylideno-28-oxo-allobetulonu byla aktivni proti nékolika
typim nadori véetné leukemickych. Pii syntéze
4-pyridylideno-analoga bylo zji$téno, Ze poloha dusiku ma
vliv na cytotoxicitu a selektivitu®. V prehledovém &lanku
Lombrea a spol.” je uvedeno, Ze derivat oximu betulonové

11: R'=H;R?=0H

12: R'=Bu; RZ=0H

13:R!=H;R?= §_N/\j

Obr. 6. Oximové derivaty betulonové kyseliny
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kyseliny (11) ma silné ucinky na bunécnou linii A2780,
pouzije-li se ve vyssi davce, pfiCemz nejsilngjsi aktivitu
projevoval butylimin (12) proti HeLa bunkam. C-28-imi-
dazolid  3-hydroxyimino-lup-20(29)-en-28-karboxylové
kyseliny (13) inhibuje bunécné linie karcinomu plic, tlus-
tého stfeva, prsu, prostaty, vajecnikll, builky leukémie
a melanomu, atd. (obr. 6)°.

In vivo protinadorova aktivita nebyla zatim dostatec-
né prozkoumana z divodu hydrofobnich vlastnosti betulo-
nové kyseliny’. N&které derivaty betulonové kyseliny kon-
jugované s trifenylfosfoniovymi solemi vykazuji lepsi
antiproliferacni G¢inky selektivné na nadorovych butikach
zplisobené tim, Ze nadorové buiiky 1épe vstfebavaji triter-
penoidni kyseliny*®. Dalsi modifikace thiomorfolinem
v pozici C-28 také prokézala dobré vysledky, methylester
v pozici C-28 po enkapsulaci do liposomu pro zvySeni
biodostupnosti vykazuje tfikrat lepsi cytotoxické tginky*’.
Substituce v pozici C-17 1,3,4-oxadiazolem ma za nasle-
dek mirn¢ zvySenou a stfedni cytotoxickou aktivitu ve
srovnani s betulonovou kyselinou®. Ganaie a spol.® pozo-
rovali zvySeni cytotoxicity platanové kyseliny po syntéze
na aryl-enony. Nejvice aktivni a s vysokou selektivitou
zde byl derivat s p-tolylovou substituci, kde proti bunkam
MDA-MB-231 (karcinom prsu) a A-549 (karcinom plic)
byla aktivita srovnatelna s 5-fluorouracilem®. Ve vyzkumu
Khusnutdinové a spol.” bylo u platanové kyseliny zjisténo,
ze zavedenim benzylidenovych skupin do pozice C-2 do-

betické aktivity. Bylo pozorovano, ze methyl-3,20-bis-
oximo-platanoat (5, obr. 3) byl citlivy vici bunétné linii
karcinomu vaje¢nikii A2780 s ECsg= 9,14 pM (cit.”). Za-
vedeni oximu do pozice C-20 vede k mirnym protinadoro-
vym ucinkiim, pficemz konfigurace oximd nema vliv na
hodnoty ECsy. C-20 primarni amin platanové kyseliny
chranény methylovou skupinou na C-28 vykazuje protina-
dorové ucinky a vyvolava apoptézu nadorovych bunék.
Chranéni aminového derivatu benzylovou skupinou
na C-28 zvysuje protinadorovou aktivitu, byla prokazana
i¢innost proti liniim bunék stfevniho adenokarcinomu’.
Kozubek aspol.”” zjistili, Ze cytotoxicka aktivita amidi
platanové kyseliny je vyssi nez u odpovidajicich oximd.
Amidy v pozici C-28 odvozené od ethylaminu, morfolinu
¢i homopiperazinu vykazovaly vysokou cytotoxicitu na
vSechny typy lidskych nadorovych bunék, ale také na linii
nemalignich mysich fibroblast a lidskych embryonalnich
ledvinovych bunék'’.

4. Zavér

Ukolem moderni biologie a mediciny je hledani no-
vych vysoce Uc¢innych 1€k proti zminénym onemocné-
nim*. Triterpenoidy se jevi jako perspektivni a hraji tak
stale v&tsi roli pii objevovani a vyvoji novych léka ',
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Seznam pouzitych zkratek

A549 lidské4 bunécna linie karcinomu plic

A2780 lidska bunécna linie karcinomu
vajecnikil

ATF faktor indukujici apoptoézu

Bcl-2 protoongogen, regulac¢ni protein
apoptozy

BChE butyrylcholinesterasa

CD95 transmembranovy receptor

CEM burniky T-lymfoblastické leukémie

DCM dichlormethan

DMAP 4-(N,N-dimethylamino)pyridin

DMF N,N-dimethylformamid

EBV Epstein-Barrové virus

ECs polovina maximalni ¢inné koncentrace

EDCI N-[3-(methylamino)propyl]-N -
ethylkarbodiimid hydrochlorid

HBV virus hepatitidy B

HCT-116 lidské bunécna linie karcinomu tlustého
stieva

HelLa lidska bunécna linie karcinomu
délozniho ¢ipku

HepG2 lidskéa buné¢na linie karcinomu jater

HIV virus lidské imunitni nedostatecnosti

HPV lidsky papilomavirus

HSV Herpes simplex virus

HT29 lidské bunécna linie kolorektalniho
adenokarcinomu

IARC Mezinarodni agentura pro vyzkum
rakoviny

IL-12 cytokin, interleukin 12

MCF-7 lidské bunécna linie karcinomu prsu

MDA-MB-231  lidska bunécna linie karcinomu prsu

MDR mnohocetnd 1ékové rezistence

MEL-2 lidské buné¢na linie melanomu

MOLT-4 lidské buné¢na linie leukémie

MRSA Staphylococcus aureus rezistentni
k methicilinu

MT-4 burniky T-lymfoblastické leukémie

NCI-H460 lidsk4 bunécna linie karcinomu plic

NF-xB transkrip¢ni faktor

ROS reaktivni formy kysliku

Smac druhy mitochondridlni aktivator
kaspasy

SR lidska buné¢na linie lymfomu

TNF-a tumor nekrotizujici faktor a

U-937 lidska buné¢na linie histiocytarniho
lymfomu

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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P. Lovecka® (“ Department of Biochemistry and Micro-
biology, University of Chemistry and Technology, Prague,
Czech Republic, ® Department of Chemistry of Natural
Compounds, University of Chemistry and Technology,
Prague, Czech Republic): Betulonic and Platanic Acids
as a Basis for the Synthesis of New Therapeutically
Effective Substances

Natural substances produced by plants represent an
important source of new medicinal products. This article
is focused on the description of the antimicrobial, antivi-
ral, and cytotoxic activity of the synthesized derivatives of
betulonic and platanic acids, especially their oxime-based
derivatives. It is also aimed at providing overview of
the possible use of these derivatives in the treatment of
infectious or cancer diseases.

Keywords: betulonic acid, platanic acid, oxime deriva-
tives, antiviral activity, antibacterial activity, anticancer
activity
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Povidka o aspirinu je napinava a komplikovana. Pokusili jsme se rozklicovat tlohu hlavnich hrding, ale i Siroké pole
biologickych u¢inkd kyseliny acetylsalicylové, superléku, jehoz pouziti by dnes odpovédné instituce neschvalily, a ktery
1 presto patii k nejuzivangj$im 1ékiim na Zemi i mimo ni (pouzivali jej kosmonauté projektu Apollo na bolesti zubti). Snazi-
li jsme se co nejvice pouzivat ptivodni zdroje literatury s cilem narovnat nékteré dezinformace vyskytujici se kolem tohoto
tématu. Autofi jsou si védomi, ze Aspirin je chranény nazev, ktery vSak v bézné lidské mluve ,,zlidoveél™.

Klicova slova: historie, aspirin, acylpyrin, kyselina acetylsalicylova, salicin, E. Stone, P.-J. Leroux, J. A. Buchner, R. Piria,
C. F. Gerhardt, A. E. Eichengriin, F. Hoffman, H. Dreser, J. R. Vane

Je pozoruhodné, Ze historie dalsi. Mnohé z nejstar$ich civilizaci svéta rozpoznaly 1é¢i-
aspirinu saha do minulosti tak vou hodnotu, kterou tyto rostlinné drogy maji, a pouzivaly
davné, jako je 3500 let. Latka je k 1é¢beé riznych onemocnéni. Napiiklad Ebersiv papy-
patii do skupiny sloucenin nazy- rus, staroegyptsky 1ékafsky text z doby kolem roku 1550
vanych ,salicylaty, z nichz pfed nasim letopoctem, popisuje pouziti vrby a myrty
nejjednodussi je kyselina salicy- k 16¢bé horecky a bolesti’. Stafi Sumerové pouzivali vrbo-
lova. Rostliny obsahujici tyto vou kiru jako 18k, napf. proti bolestem”.
slouCeniny (véetné konjugatu, Sam Hippokrates obhajoval pouzivani ¢aje z vrbové
jako napt. glykosida a esterit) se kiiry chuti sviravé* (svirava chut je vsak déna nikoli
nachdazeji po celém svété, prikla- salicylaty nebo salicinem, i kdyz i tento je rovnéz hoiky,
dem budiz vrba (Salix alba, ale primarné obsahem tfislovin, kterych tam mize byt az
obr. 1, cit.!), myrta (Myrtus 10 %) ke snizeni horecky a zmirnéni bolesti, potazmo pfi
communis), tuzebnik jilmovy porodu. Dioscorides doporucoval nalev z vrby (Itea, nazev
(Filipendula ulmaria) a mnohé v citovaném vydani’, prepsany do latinky je matouci,

Obr. 1. Vrba (Salix alba)'
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spravné ma byt fecky nazev itid s prepisem do latinky itid)
jako analgetikum, coz &inil i Matthioli’. Na padé staré
mimoantické Evropy proslul pouzitim odvaru z vrby svaty
Kevin z Glendaloughu (Céemgen), Ir, zijici v Sestém sto-
leti naseho letopoétu®.

V 17. stoleti Nicolas Lémery (1645-1715) ve své
knize’ o jednoduchych drogach, publikované poprvé
vroce 1698, popisuje zejména ,febrifuzni“ (pravopisné,
i kdyz zastarale, by mélo byt Iépe febrifugni, tj. horecku
vyhangjici, antipyreticky) charakter vrby. Stary ¢esky lido-
vy navod pouzival odvar z vrbové kiry® na problémy gy-
nekologické, svrab, viedy apod., tak jako vySe uvedeny
Matthioli (salice)’. Jindy je doporucovan proti krvaceni
znosu'®, zimnici'', prijmu domacich zvitat'?, k lé&eni
hemeroidi® a Zloutenky', a nékdy se piidavala hotka
vrbové kira i do piva’.

Skokem vpted do moderni doby byla vibec prvni
zaznamenana klinicka studie zaméfena na vrbovou kiru,
kdyz vroce 1763 reverend Edward Stone z Chiipping
Norton (1702—-1768; zaménovany za matematika Edmunda
Stone'®), oxfordsky piirodovédec, duchovni a fellow
z Wadham College na Oxfordské univerzité, hledal pro-
sttedek na 16¢bu piiznakt malarie'’. V mleté vrbové kife,
kterou studoval pro jeji hotkou chut’ (pfipominala mu chut’
kiry chinovniku), naSel slibny prostfedek. Pozd¢ji napsal
1ékai Samuel James (cca 1763—1831) knihu'® Observati-
ons on the Bark of a Particular Species of Willow ..., kde
doporucuje odvar na riizné druhy horecek, vytok z pochvy,
abscesy a krvaceni. Podobnou knihu'® vydal v roce 1798
i William White, 1ékai' z mésta Bath. Jako jejich nasledov-
nika mame zdokumentovan piipad, kdy 1ékai George Wil-
kinson (1752-1831) odvarem z vrbové kiry™® 16¢il i ty-
fus*'. Snazil se popularizovat tento prostfedek, a dokonce
rozeslal britskym lékaiim vzorek kiry” s vysvétlujicim
,cirkulafem®, Trvalo ale téméf 100 let, nez véda odhalila
jeho tajemstvi.

V roce 1825 Francesco Fontana (1794-1867), 1ékar-
nik z Larizy u Verony, izoloval ne€istou U¢innou latku
z viby bilé a nazval ji salicin®. Kratce na to, idajné inspi-
rovan pracemi Wilkinsona, lékarnik z Vitry-le-Frangois,
Pierre-Joseph Leroux**?’ (1795-1870; v literatufe nékdy Le
Roux, Roux L. G, jindy Roux L. E.) izoloval z vrbové kiry
salicin &isty, coz publikoval® vroce 1830. Izolace je téZ

D

Obr. 5. G. Wilkinson? Obr. 6. F. Fontana®
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pripisovana Johannu Andreasi Buchnerovi (1783-1852;
n¢kdy jen A. Buchner, J. Biichner), ktery udajné o rok
dfive izoloval (publikoval téz v roce 1830, le¢ pozd¢ji nez
Leroux) ,.hotkou latku z vrby*, salicin®, jak pise jeho
syn30 L. A. Buchner ve stati®' , Zum 104. Geburtstage von
Johann Andreas Buchner®. Nicmén¢ Lerouxovi se podafi-
lo ziskat hotkou latku vrbové kiry v krystalickém stavu®?,
a jelikoz ji prezentoval ve vétSim mnozstvi a v Cisté forme
a jeji vlastnosti podrobnégji popsal v ¢lanku zaslaném na
Académie royale des sciences™, neni ve vétsing chemic-
kych praci zminén jako objevitel salicinu ani Fontana, ani
Buchner, ale Leroux. Je zajimavé, ze Chemisches Zentral-
blatt v redakéni poznamce® pod arou udavé, Zze Buchner
o Lerouxové objevu nevédél, 1ze se obavat, Ze jde o malé
nadrzovani kolegovi.

Obr. 8. P. J. Leroux™®

Obr. 7. J. A. Buchner*

V literatufe je Casto jako objevitel salicinu chybné
uvadén Charles Leroux®, coz byl americky vynalezce,
balonovy letec a parasutista, pfipadné Charles Henri Le-
roux, pafizsky lékat’’, chemik Henri Leroux’® i fada dal-
Sich. Citace ,,Leroux H.: J. Chem. Med. 6, 341 (1830),
kterou pocetni autofi opisuji jeden od druhého, cituje dilo
,pana“ Lerouxe (M. Leroux) je s nejvétsi pravdépodob-
nosti pomylenou citaci ¢lanku Gay-Lussaca a Magendie™.

Raffaele Piria (1814—1865), italsky chemik pracujici
v Patizi, hydrolyzoval v roce 1838 salicin z extrakti ziska-
nych z vrbové kiry na cukr a aromatickou slozku
(,,saligenin‘), kterou oxidaci pfeménil na kyselinu, kterou po-
jmenoval ,,Salicylwasserstoff*, kyselina salicylovét39’4°. Ta se
vSak ukézala byt toxickou a vyvolavala Zalude¢ni problémy.

JODRNAL DR CEIMIE MEDSCALE 5

340

RAPPORT

Fait & I’ Académie royale des sciences le 10 mai 1830, sur le

_mémoire de M. Lerouz, relatif & analyse de l'écorce de
saule et a la découverte d’un principe immédiat propre a
remplacer le sulfate de quinine , par MM, Gax-Lussac o
Macznoiz.

Obr. 9. Abstrakt &lanku Gay-Lussaca a Magendie®
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Mimo soutéz pak dalsi
francouzsky farmakolog, Augus-
te André Thomas Cahours (1813
—1891) prokazal v roce 1844, Ze
olej z libavky  poléhavé
(Gaultheria procumbens), tra-
dicni 1€k na choroby jako je
zimnice, obsahoval methylester
kyseliny salicylové®'.

Pti aplikaci odvarQ napf.
z vrbové kliry se mélo za to, ze
se salicylaldehyd uvolnoval
hydrolyzou glykosidu ptisobe-
nim kyseliny chlorovodikové
v lidském zaludku a oxidaci se
postupné z&asti pfeménoval na
kyselinu salicylovou. Ono je to
slozité, L. A. Buchner také ve
zminéné stati’' dava do souvis-
losti salicin (2-(hydroxymethyl)-
fenyl-B-p-glukopyranosid)

a helicin (2-formylfenyl-p-p-gluko-
pyranosid), o co piesné ale tehdy
Slo, je tézkeé zjistit.

V  devatenactém  stoleti
zacali lékarnici experimentovat
s riznymi slouceninami piibuz-
nymi kyselin¢ salicylové. V roce
1853 Francouz z Alsaska Char-
les Frédéric Gerhardt (1816—
1856) ptipravil a o rok pozdéji publikoval piipravu
»wasserfreie Salicylsdure-Essigsdure”, neboli kyseliny
acetylsalicylové®; alternativni postup publikoval Rakugan
Hugo von Glim*. V roce 1892 publikoval Paul Freer pra-
ci, kde zminuje reakci mj. acetylchloridu a salicylové ky-
seliny**. Chemical Abstracts jako nejstarsi praci zmifujici
kyselinu acetylsalicylovou uvadéji publikaci G. C. Fostera
z let 1860—1861; v originalu prace™ se nam vsak zming-
nou latku nepodafilo identifikovat, nicméné v poloviné
devatenactého stoleti se dalo stézi hovofit o ndzvoslovi.

Obr. 10. R. Piria
(Wikipedia)

Obr. 11. A. Cahours
(Wikipedia)

: Pharmaceutisches

Central

15. Juni 1839,

N DA,

Dy. A. Weinllg wod By, E. Wiakler.

Redactlon:

ANELALT. Salicin und seinc Produkte von Piria und Dumas und iiber
salicylige Siiure von Kttling., — Kinstliche Bildung des Chlors auf galvani-
schem Wege von Reinsch.

Ki. MiTTR. Darsullllng von kryst.Sch — Ki — Me-
consaures Mnrpluum — rd Yei yrup. — Kohl . Cincho-
nin und Chinin, — dukte .1._». Bleioxyds und Kali's.
— Blut bei Amv.-norrho? — Corrigans Apparate zu “Inhalationen aller Art.—
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Ueber Saliciv und seine Produkie von Pigia. und Dusas und iiber
salicylige Siure von ExrriNe.

Obr. 12. Titul piivodni Piriovy publikace*
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Obr. 13. C. F. Gerhardt
(Wikipedia)

Obr. 14. A. E. Eichengriin
(Wikimedia)

Trvalo ale opét téméet pul stoleti, nez chemik Arthur
Ernst Eichengriin (1867-1949) s kolegy v roce 1897 pte-
svédcili fadu farmakologti, aby preparat testovali, a nako-
nec 1inémeckou spoleCnost Friedrich Bayer & Co.
v Elberfeldu (kde byli zaméstnani ve farmaceutické labo-
ratofi u této firmy, specializujici se pivodné na vyrobu
barev), aby tento 1ék uvedla na trh. Zda se, ze acetylace
byla u Bayert popularni, vyvinuli zde acetat celulosy, ale
pracovali i s heroinem (diamorphin = diacetylmorfin)
a neni divu, Ze acetylovali i kyselinu salicylovou. Zid Ar-
thur Eichengriin pozdéji od Bayert odesel, aby se udélal
,»pro sebe®, jako tovarnik vyrabéjici zminénou acetylova-
nou celulosu (do roku 1938, kdy byl arizovan). Pozdéji
byl podle fisskych zédkont uvéznén a ,,zapomenut™. Ei-
chengriiniiv spolupracovnik a (podle nékterych autort)
»technik ¢i laborant Felix Hoffman (1868-1946) si
,vynalez* Gdajng pfivlastnil*®*? stim, Ze latku vyvinul
proto, Ze pry jeho otec nemél rad hotkou chut’ sodné soli
kyseliny salicylové, kterou uZival na revma. Pozice labo-
ranta, pracujiciho pod vedenim Eichengriina, je u Hoff-
manna pfinejmensim spornd, protoze Hoffmann mél dok-
torat z mnichovské univerzity, dokonce ,,magna cum lau-
de* a byl prakticky stejné stary*s+’

Eichengriin, ktery se navratil domi z terezinského
koncentra¢niho tabora, pak v roce 1949 objev narokoval
s tim, Ze Hoffmann, ktery kratce pfed tim zemiel, pracoval
podle jeho pokynii a tomu, co a pro¢ délal ani nerozumél,
kratce na to vSak také zemiel 23. 12. 1949 ve veku 82 let
v Bad Wiessee v Bavorsku™. Eichengriin je$té pred smrti
napsal, Ze jeho cilem bylo ziskat
derivat, ktery by nezpusobil
nezadouci UCinky (podrazdéni
zaludku, nevolnost nebo tinnitus
(huceni a piskani v usich), které
byly Casto spojovéany se salicy-
latem sodnym”'.

Na okraj lze pro potfadek
uvést, ze Heinrich Dreser (1860
—1924), vedouci experimentalni
farmakologické laboratofe
v Elberfeldu, tudajné experi-
mentoval s acetylsalicylovou

Obr. 15. F. Hoffmann®



M. Jurasek a spol.

Databeize terezinskych véziiti a osob deportovanych do ghett £6dz, Minsk a do pracowniho tébora Ujazdow

Jméno Arthur Ernst

Piijreni Eichengrin

Datum narozenf 13.8.1867

Titul Dr. phil. Ing.

Oznacenl transpertu do Ujazddwa (1942)
a ghett £&dz (1941), Minsk (1941), Terezin
(1941-1945)

1/112, 26.5.1944, Berlin = Terezin, 327

Transportni ¢islo do Ujazdéwa (1942) a 14780
ghett £8dz (1941), Minsk (1941), Terezin

(1941-1945)

Misto osvobozeni Terezin

Osud Prezil/a

Obr. 16. Vypis z databaze terezinskych véziii™

kyselinou jiz vroce 1897, ale s vysledky nebyl spokojen
a od dalsiho pokracovani vyzkumu této latky pry upustil.
Stat’ o aspirinu publikoval az pozdé&ji**, podpoiil zde jeho
alkalickou hydrolyzu, ale popisuje i pozitivn¢ inotropni
aktivitu aspirinu. Sirokou diskusi na komplikované histo-
rické téma objevu samotného aspirinu shrnul a publikoval
Walter Sneader se zavérem klonicim se ve véci prav na
vynalez na stranu Eichengriina®*.

Pro latku zavedli u Bayerti nazev ,,aspirin“ spojenim
,»a‘ z acetylchloridu se ,,spir* ze Spirea ulmaria, coz je
ulmaria (s Ceskym nazvem tuzebnik jilmovy, ktery je v
nékterych pramenech uvadén i jako tavolnik), z niZ Svy-
carsky chemik Johann Pagenstecher izoloval® ,.Spirsdure,

Obr. 17. Laboratoi H. Dresera (na obrazku druhy zprava;
Wikimedia)

OH

helicin

salicin
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Bayeﬁablefs

Aspirin
)

Obr. 18. Bayeriiv Aspirin (Bayer Co., USA)

kterou Karl Jacob Lowig ztotoznil®® s kyselinou salicylo-
vou — ,,Salicylwasserstoff*. TuZzebnik se odedavna pouZzi-
val diky své velmi ptijemné viini i jako vonna rostlina do
prostor domd, také se pridaval do ovocnych §t'av a medo-
viny’’. Z této rostliny u Bayert ptvodng ziskavali kyseli-
nu salicylovou, ta se vSak pozdé&ji (z divodu izola¢ni ne-
produktivnosti) vyrabéla napf. Kolbeho-Schmittovou re-
akei z fenolu™. To ,-in bylo v té¢ dobé jen modni zakon-
¢eni 1éciv. V roce 1898 podal Hoffmann na aspirin paten-
tovou piihlasku a v roce 1900 obdrzel i americky patent™,
kdyz se v prihlasce patentu optel o fakt, ze predchozi pu-
blikace Krauta o acetylsalicylové kyseliné neuvadéla jeji
kvalitni fyzikalné chemicky popis. Véc je zajimava, proto-
ze uvadény autor Kraut v pfihlaSce citovaném cCasopise
Annalen der Chemie und Pharmacie, podle Chemical Abs-
tracts o salicylové kyseliné nepublikoval a v patentu uve-
dena citace nebyla nalezena. Jakykoliv Kraut dokonce
nepublikoval o salicylové kyseliné zadnou praci, ktera by
byla podchycena v CA. Nabizi se mySlenka, Ze Hoffmann
byl pekny filuta. P¥ibéh trochu pfipomina historku udéleni
Nobelovy ceny za chemii z roku 2022 (cit.®").

Nase 1ékarnictvo bylo dobfe informovano a jiz v roce
1899 piinesl Casopis Geského lékarnictva® nasledujici
Zpravu:

COOH

,»INovEj§i 1éCiva: Aspirin C‘H‘\Ococ“g , kyselina ace-
tylsalicylova tvorfi bilé jehlicovité krystalky, rozpoust&jici
se ve 100 ¢. vody 37°, snaze v rozpustidlech tustrojnych.
Poziva se v davkach 4-5 gr, pro die (v denni davce, pozn.
red.) pii hostci (revma, pozn. red.) kloubt a svali, jakoz
i pleuritis sicca (tzv. suchém zanétu pohrudnice, pozn.
red.) a exsudativa (zanét pohrudnice, kdy je vytvofen po-
hrudni¢ni vypotek, pozn. red.). Jevi pted jinymi salicylo-
vymi ptipravky tu prednost, Ze se $tépi teprve v alkalické
§t'ave stievni, nasledkem ¢ehoz sliznici zaludku nedrazdi.

_0
OH
-0 OH I
O O
OH OH O N
o}

salicylaldehyd  kyselina

kyselina

salicylova acetylsalicylova
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Chuti jest pfijemné a vedlejsich nepiijemnych ucinkd ne-
jevi.“ (To je na svoji dobu dobry postieh, protoze deacety-
lace dobfe probiha jiz katalytickym mnoZstvim alkalie.)

Abychom u nés nebyli v konfliktu, jako napf. Emil
Sedivy, prazsky lékarnik, ktery kyselinu acetylsalicylovou
prodaval, a dostal se do sporu s firmou Farbenfabriken
vorm. Friedr. Bayer & Co., kdez pak, po domluvé, od
tohoto pojmenovani ustoupil®, jiz od dob prvé republiky
vyrabé&la napt. Akciova ludebni tovarna Kolin acylpyrin®,
v jehoZ ndzvu vidime acyl a antipyretickou aktivitu.

Kyselina acetylsalicylova krystaluje ve dvou krysta-
lovych formach (dimorfie); forma I (cit.**) a forma II
(cit.*?), které jsou morfologicky znaéné blizké a které ne-
maji nutné vSechny fyzikaln¢ chemické vlastnosti stejné,
a navic mohou prechézet jedna v druhou®, napt. pii proce-
sech jako Viedmovo zrani®. V roce 2010 byla podéna
patentova pfihlaska narokujici polymorf novy®®, patent
ziejme udélen nebyl. Firma Bayer AG udajné prodava
aspirin ve form¢ I s tim, Ze ma mit lepsi biodostupnost.
Jind metoda zvyseni biodostupnosti je pfiprava tablet spo-
leCnym mletim aspirinu a latky napomahajici rozpousténi,
jako jsou uhli¢itan nebo hydrogenuhli¢itan sodny ¢i vape-
naty, ktery potahuje krystaly. Smés se potom lisuje za
vzniku tablet, které maji zlepSeny profil rozpousténi pro
1é¢ebné aktivni slozku®. Takzvany New Aspirin™ obsa-
huje kyselinu acetylsalicylovou ve formé mikrocastic,
které maji v priméru 10 % velikosti Castic nachazejicich
se v predchozich tabletach Aspirinu™. Mikroc¢astice jsou
kombinovany s uhli¢itanem sodnym, ktery pisobi jako
dezintegracni Cinidlo a lokalni pufr, coz pomaha New
Aspirinu™ rychleji se rozpoustét, rychleji vstupovat do
krevniho feCiSt¢ a zmirfiovat bolest dvakrat rychleji nez
jiné tablety s touz aktivni substanci’®"".

Podle piibalovych letakli zvefejnénych SUKL™ se
kyselina acetylsalicylova pouziva k symptomatické 1é¢bé
horecky a/nebo mirné az sttedné silné bolesti, jako je bo-
lest hlavy, chtipkovy syndrom, bolest zubi, menstruacni
bolesti, nebo bolest svall, potlacuje také zanétlivou reakci,
v téchto pripadech je jednotlivda davka 400-500 mg.
V piipad¢ tablet s obsahem 100 mg léciva, tj. v nizsich
davkéch, brani tvorb& krevnich srazenin. SUKL eviduje
toto 1é¢ivo bud’ jako monokomponentni, anebo s dal$imi
1é¢ivy podobného charakteru (celkem je registrovano
zhruba 50 piipravkl v rizné sile a provedeni). Nejznamé;j-
§i pripravky u nas s obsahem kyseliny acetylsalicylové
jsou Acifein, Acygal, Acylcoffin, Acylpyrin, Acylpyrin
s vitaminem C, Algirin, Anopyrin a Aspirin’.

Kyselina acetylsalicylovd ma krom¢ analgetickych,
antipyretickych a antiflogistickych vlastnosti v nizkych
davkach i inhibi¢ni u€inky na agregaci trombocytil. Antit-
romboticky ucinek je zaloZen na ireverzibilni acetylaci
cyklooxygenasy v trombocytech; dochazi k inhibici vzni-
ku tromboxanu A2. Lécivo vykazuje ve formé pufrova-
nych tablet niz8§i vyskyt nezadoucich Uc€inkt ze strany
traviciho ustroji (pfedevsim zaludku).

Pouziva se pfi nestabilni angina pectoris (doplnék
standardni terapie), akutnim infarktu myokardu, pfi pre-
venci reinfarktu, po arteridlnich cévné chirurgickych nebo
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intervencnich vykonech (napf.
po aortokoronarnim bypassu, pii
perkutdnni transluminalni koro-
narni angioplastice). Nalezla
pomérné Siroké uplatnéni také
pfi sekundarni prevenci tranzi-
torni ischemické ataky a mozko-
vého infarktu.

Navzdory Sirokému pouZi-
vani latek obsahujicich salicyla-
ty byl po mnoho staleti presny
mechanismus, kterym aspirin
uplatiiuje  své 1z4né
a analgetické¢ ucinky (a¢ neni
analgetikum-anodynum), nezna-
my az do roku 1971. Vyzkum britského farmakologa Sira
Johna Roberta Vanea’ (1927-2004) vedl k objevu mecha-
nismu jeho uc¢inku a byl za tuto praci ocenén Nobelovou
cenu v roce 1982.

Acetylsalicylové kyselina a dal$i nesteroidni protiza-
nétlivé latky (NSAID) inhibuji aktivitu enzymu zvaného
cyklooxygenasa (COX)™*. COX existuje ve dvou izofor-
mach: COX-1 a COX-2, které jsou zodpovédné za pro-
dukci prostaglandini (pfedev§im PGH,) a tromboxant
(predevsim TXA;), dvou typu lipidd, které se nachazeji
témeét v kazdé tkani v lidském téle. Prostaglandiny jsou
zodpoveédné za pienos zprav o bolesti do mozku a zanétu,
zatimco tromboxany pii uvolnéni zptisobuji vazokonstrik-
ci (zGzeni cév) a shlukovani krevnich desti¢ek, ¢imz se
podileji na srazeni krve, které zptisobuje infarkty, snizeni
tvorby téchto intermediati dale prispiva ke snizeni srazli-
vosti krve. Acetylova skupina acetylsalicylové kyseliny se
nevratné vaze na serin v COX-1, ¢imz inhibuje produkeci
téchto lipidd. Zminéna ireverzibilni vazba piedstavuje
faktor, kterym se acetylsalicylova kyselina 1isi od jinych
NSAID, protoze mnoho z nich, jako je ibuprofen a diklo-
fenak, se vaZe reverzibilng”. Tudiz, jak lze ocekavat, exis-
tuji podstatné dikazy, ze nizké davky (75-325 mg) acetyl-
salicylové kyseliny mohou byt vysoce ucinné v prevenci
kardiovaskularnich pfihod svym antitrombotickym ucin-
kem, jak uz bylo dfive uvedeno. Podavani acetylsalicylové
kyseliny preventivné pied a b&hem srde¢niho infarktu
myokardu nebo nahlé cévni mozkové piihody (u pacienti,
kteti k t€émto staviim jevi nachylnost) miize zachranit zivo-
ty, ale existuji rizika spojena s krvacenim do mozku nebo
zaludku, coz vede mnoho 1ékaiti k opatrnosti pti doporu-
Covani tohoto 1éCiva jako prevence. Pro sniZeni zatéze
7aludku existuje i varianta aplikace pies pokozku’®, & per
rectum’’. Proti negativnimu plisobeni acetylsalicylové
kyseliny mize poslouzit naptiklad gastroprotektivni uci-
nek kapsaicinu z chilli paprik (Capsicum annuum)’®, alko-
holovy extrakt z bambusu obrovského (Citrullus melo)” &i
indického stromu Utleria salicifolia, jakkoliv jsou tyto
literarni informace kuriozni. Osvédcil se vsak pridavek
Ca*" iontt, resp. tvorba vépenaté soli, ktera drazdi nejmé-
n¢, anebo konjugat s glycinem (100 mg acetylsalicylové
kyseliny/50 mg Gly) ve formé& ptipravku Godasal, kdy
dochazi ke zvySeni rozpustnosti a tim biologické dostup-
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nosti acetylsalicylové kyseliny, tedy zaroven k moznému
snizeni drazdivosti®.

I kdyz neexistuje zadny presvédcivy dukaz, ze acetyl-
salicylova kyselina zabrailuje tvorbé neoplasmat, existuje
mnoho studif, které prokazuji, ze acetylsalicylova kyselina
mize snizit riziko jejich vzniku®'. Zejména se predpokla-
da, ze mize fungovat jako doplikova 1é¢ba nadort prsu,
tohoto 1éku mohou pomoci zabranit §iteni neoplastickych
procesti do jinych &asti téla®.

Cetné studie ukazuji, ze acetylsalicylova kyselina
miliZze pomoci i pii 1é€b& COVID mozZna pravé v disledku
trombocytarni agregace. Retrospektivni studie zjistila, ze
ti pacienti, ktefi jiz uzivali acetylsalicylovou kyselinu pii
kardiovaskularnich onemocnénich, m¢li o 47 % snizené
riziko Umrtnosti a riziko umisténi na ventilator. Dokonce
pfijeti do nemocnice v prvni instanci bylo o 40 % nizsi.
Dalsi studie provedena Oxfordskou univerzitou zjistila, ze
vlastnosti acetylsalicylové kyseliny na fedéni krve pted-
chéazely komplikacim zptisobenym krevnimi srazeninami,
které se b&zng vyskytuji v dasledku COVID-19 (cit.®).

Kyselina acetylsalicylova téZ snizuje vegetacni bakte-
ridlni hustotu, hematogenni Sifeni bakterii a frekvenci
embolickych pfihod v experimentilni endokarditidé, coz
zpusobuje Staphylococcus aureus, mj. prostfednictvim
antibakteridlnich u¢inka™.

Acetylsalicylova kyselina se pouZziva i proti migré-
n&%, udava se, ze piisobi i jako prostiedek, jehoz cilem je
ovlivnit zékladni pfi¢inu starnuti a nemoci souvisejicich
s vékem, a tim prodlouzit délku zivota®, udava se ale, ze
ma i teratogenni u¢inky®’” a miize byt alergenem™.

Na mnoha mistech vidime varovavani pfed kombina-
ci acetylsalicylova kyselina + alkohol®. Acetylsalicylova
kyselina mlize ménit absorpci ethanolu a rychlost jeho
metabolizace. Pfi¢inou tohoto jevu muze byt opozdéné
vyprazdiiovani Zaludku® & snieni aktivity Zalude&ni
alkoholdehydrogenasy’*>. Nasledkem je potom rychle;jsi
pocatecni nardst koncentrace alkoholu v krvi. Na strané
druhé preparat Alka-Seltzer kombinovany (Sumivy) pfi-
pravek obsahujici acetylsalicylovou kyselinu, kyselinu
citronovou a hydrogenuhli¢itan sodny, ktery je vyuzivan
jako analgetikum-antipyretikum uréené zejména pro ho-
reCnaté stavy pii virovych respiraénich onemocnénich, si
vydobyl renomé jako oblibeny prostfedek pro zmirnéni
kocoviny93 . Na kocovinu, podle lidové-Iécitelské tradice,
je pouzivan i Acylcoffin, kombinované analgetikum obsa-
hujici acetylsalicylovou kyselinu a kofein. Na stranu dru-
hou bylo v jedné staré studii zjisténo, ze maly panak vod-
ky pozity pied podanim acetylsalicylové kyseliny snizuje
riziko poskozeni zaludku™.

Poziti acetylsalicylové kyseliny, zejména spolknuti
celé, nerozpadlé Ci nectvrcené tablety bez fadného zapiti,
muze vyvolat krvaceni do zaludku. Acetylsalicylova kyse-
lina mize zplsobit zaludecni bolesti, paleni zahy, nevol-
nost, zvraceni a ulceraci, perforaci a vyrazné krvaceni do
traviciho traktu. Dyspepsie (souhrnné oznaéeni pro rizné
travici obtize; pozn. red.) je Castd, nastésti vSak 1ékarnici
pacienty poucuji, co vtakovém piipad¢é konat. Pacienti
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s aktivnim peptickym viedem v anamnéze by se méli vy-
hybat acetylsalicylové kyselin€. Tato latka mize také zpi-
sobit hypoglykémii (nebo hyperglykémii) u déti. Epidemi-
ologické kontrolni studie opakované prokézaly, Ze pacien-
ti pfijati do nemocnice s akutnim krvacenim do horni ¢asti
traviciho Ustroji, zejména pacienti bez radiologicky dete-
kované abnormality, obsahuji nepiiméfené vysoky podil
jedinct, kteti uzivali analgetika obsahujici acetylsalicylo-
vovou kyselinu®. Nesnagenlivost acetylsalicylové kyseli-
ny zptsobuje koZni a/nebo respiraéni reakce”. Obecné
vzato lidé nad 60 let a pacienti s travicimi problémy by se
méli mit na pozoru pred krvacenim do Zaludku a zaludec-
nimi viedy, zejména ve spojeni s vy$§i davkou alkoholu.
Acetylsalicylova kyselina muze tdajné zvySovat krevni
tlak a muze také znamenat zvySeni rizika pro pacienty
s jaternimi a ledvinovymi problémy. Muze také zpisobit
potize astmatikiim. Je kontraindikovéna pacientim citli-
vym na salicylaty a NSAID. Rovnéz je kontraindikovana
u pacientll s astmatem, rymou a nosnimi polypy. Muze
zpusobit anafylaxi, laryngedlni (hrtanovy; pozn. red.)
edém, tézkou kopfivku, angioedém (kozni onemocnéni
s otokem v podkozi na riznych mistech téla, zptsobujici
potize), nebo bronchospasmus (astma). VSechny salicyla-
tové produkty také nesou tradi¢ni varovani pifed Reyeo-
vym syndromem, aby se zabréanilo pouziti u déti nebo
dospivajicich, ktefi maji jakoukoli virovou infekci, s ho-
re¢kou nebo bez ni. Neni dobie, bez konzultace s 1ékafem,
kombinovat acetylsalicylovovou kyselinu s 1éky proti
srazlivosti krve, antihypertensivy, jinymi NSAID ¢i korti-
kosteroidy”’. Acetylsalicylova kyselina muaZe snizovat
ucinek inhibitord angiotensin-konvertujictho enzymu
(ACE), diuretik, beta-blokatorti a urikosurik (1é¢iv, ktera
zvysuji vyluCovani kyseliny mocové moci, jako probene-
cid a sulfinpyrazon), zvysit toxicitu acetazolamidu a met-
hotrexatu, prodlouzit protrombinovy ¢as a dobu krvaceni
u pacientll uzivajicich warfarin, zvysit antikoagulaéni
aktivitu heparinu, snizit hladiny fenytoinu v krvi, zvysit
sérové hladiny kyseliny valproové a zvysit ucinnost pero-
ralnich antidiabetik do té miry, Ze pacient mize trpét hy-
poglykémii. Pokud je acetylsalicylova kyselina podavana
soucasné s jinymi NSAID, maze zvysit krvaceni nebo
snizit funkci ledvin. Jiz v roce 1909 vsak i ¢esti farmaceuti
varovali®®, Ze: ,,Aspirin, ktery byl dosud povazovan za 16k
naprosto neskodny, vyvola u mnohych individui huceni
v usich, boleni hlavy, nevolnost zaludku a drazdéni
k vrhnuti. Také zevné muze pusobit tvofeni rtiznych
exanthému a enanthému pokoZznich a na sliznicich. N&kdy
vyvola zavraté, omamenost a porusi pravidelny tep srdce.
MIéko a zasadité vody nemély by se nikdy bezprostiedné
po uziti aspirinu piti, aby rozklad jich nekonal se tak rych-
le a nasilng*.

Je znadmo, Ze kombinace aspirinu s nékterymi dal$imi
1é¢ivy mize vést ke zdravotnim potizim ale i k smrti”.
Piedavkovani aspirinem je velmi vzacné, i kdyz neni vy-
louceno; ptiznakem mize byt tinnitus (huceni a piskani
v usich), hyperventilace, zvraceni, dehydratace, horecka,
dvojité vidéni a pocit na omdleni. Prostfedkem prvé volby
pfi otravé je podani aktivniho uhli. Oréalni toxicita LDs
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u krys je 1400 mg kg . U lidi se predpoklada toxicka dav-
ka'® v&t3i nez 500 mg kg '. Nejvyssi doporudené davky
dosahuji hodnoty”” 100 mg kg ' den”'. Starsi baleni acetyl-
salicylové kyseliny, zejména pokud nejsou uschovavéana
v naprostém suchu, mohou obsahovat hydrolyzou vzniklou
kyselinu salicylovou, kterd ma 2-3x vyssi toxicitu'"".

Kromé humanniho pouziti je znamo, ze kyselina ace-
tylsalicylova mlze na zahradce podstatné zvysit toleranci
stresu v rostlinach, jako fazoli'®, rajéat'®, paprik'™, me-
lounu cukrového'”, &i riist hliz u brambor'® a dalgi. Také
zmiriiuje poSkozeni chladem a udrZzuje bioaktivni slouce-
niny béhem skladovani granatovych jablek'”’. Lidova
tradice uci, ze pridame-li tabletu aspirinu do vody ve vaze,
fezané kvétiny déle vydrzi, pokus vsSak ukazal, ze to tak
asi nebude'®.

Je nabiledni, ze je pravdivy bonmot uvadgjici, ze
kdyby nékdo vynalezl aspirin dnes, zddna instituce by jeho
pouzivani nepovolila. Za vzpominku stoji i to, Ze byl
»propagovan jako zensky antikoncep¢ni prostiedek pod
heslem: ,,tabletu mezi kolena a drzet®; ochrana vsSak beze-
sporu nebyla, jak si umime piedstavit, stoprocentni.

Strucné feceno, acetylsalicylova kyselina je staré
1é¢ivo se zavedenym pouzivanim pii 1é¢bé bolesti, zanétu
a horeCky a stdle vice pouzivany pro prevenci kardi-
ovaskularnich onemocnéni. Toto 1éCivo a dalsi NSAID
nyni mozna Celi novym terapeutickym pouzitim, jako je
chemoprevence kolorektalniho karcinomu, prevence
alécba Alzheimerovy choroby a 1éCba refluxni ezo-
fagitidy'®.

Pfinasime i tento clanek jako dalsi prispévek do série
ucebnich textll popisujicich rizné zajimavé aspekty che-
mie ptirodnich latek''°"'? i proto, %e chceme takto reago-
vat na mnozstvi smyslenek, polopravd a nesmysld, které
jsou kolem piirodnich sloucenin, a najmé¢ kol aspirinu,
dnes Sifeny.
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Levandule jako rostlina a levandulova silice maji §iroké spektrum biologickych ucinki, levandule se v kosmetice
a lé¢ivych piipraveich vyuziva jiz od dob starého Recka a Rima. V dnesni dobé se na trhu vyskytuje neptebernd $kala pro-
duktd obsahujicich levanduli, at’ uz jako takovou (levandulovy ¢aj nebo susenky ¢i jiné pochutiny s kvéty levandule), pfi-
padné obsahujici levandulovou silici ¢i vodné extrakty levandule (kosmetika, drogerie, potraviny ¢i farmaceutické piiprav-
ky). Tato prace se zaméiuje na zjiSténi obsahu silice, zastoupeni t€kavych latek a stanoveni celkovych fenoll a flavonoida
u vzorkt levandule 1ékatské z Levandulového udoli a porovnani vysledki se slozenim levandulovych kvéta prodavanych

jako bylinné ¢aje v trzni siti Ceské republiky.

Klicova slova: levandule 1ékaiska, Lavandula angustifolia, silice, fenoly, flavonoidy

Uvod

Levandulova silice (Lavandulae etheroleum) je defi-
novana Ceskym Iékopisem jako silice ziskana z kvetoucich
vrcholkll druhu Lavandula angustifolia Mill. (syn. Lavan-
dula officinalis Chaix) destilaci s vodni parou, pfi¢emz by
suSeny kvét levandule mél obsahovat nejméné 13 ml silice
na kg (cit."). Kromé destilace s vodni parou lze k ziskani
silice vyuzit i superkritickou extrakci CO, ¢i extrakci do
hexanu®. Vedlejdim produktem destilace silice je vznik
hydroldtu. Dominantnimi latkami levandulové silice
(celkem ptes 300 latek) jsou linalool a linalyl-acetat, latky
s typickou levandulovou vini, jejichz obsah a vzajemny
pomér uréuje kvalitu silice. Ob¢ latky se v autentické
levandulové silici vyskytuji pievazné jako (R)-enan-
tiomery, obsah (S)-linaloolu a (S)-linalyl-acetatu by nemél
prekrogit 12 % resp. 1% (cit."). Mezi dalsi latky majici
pozitivni vliv na vyslednou vini silice patfi borneol,
a-terpineol, lavandulyl-acetat, karyofylen a linalool oxid.
Naproti tomu zvySeny obsah ocimenu, 1,8-cineolu, kafru
a terpinen-4-olu ma negativni vliv na vyslednou vimi silice’.

Porovnani procentualniho zastoupeni vybranych téka-
vych latek v levandulové silici rizného pavodu™®
s pozadavky Ceského lékopisu' a mezinarodni normy ISO
3515:2022 (cit.*), ktera definuje pozadavky pro levandulo-
vou silici (Lavandula angustifolia Mill.) uvadi tab. 1.

Mezi biologicky aktivni latky obsazené v levanduli
1ékatské patii vedle dalsich latek také fenoly, resp. jejich
hlavni podskupina flavonoidy, které maji antioxidaéni
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ucinky. Stanoveny obsah fenoll a flavonoidit mimo jiného
(péstovand odriida, klimatické a geografické podminky,
doba sklizng€) zavisi na metodach a podminkach extrakce.
Bézné pouzivanymi metodami extrakce jsou macerace,
odvar, Soxhletova extrakce, hydrodestilace ¢i moderni
postupy, jako je ultrazvukova (UAE), mikrovinna, tlakova
kapalinova ¢i zrychlena (akcelerovand) extrakce, pii kte-
rych jsou vyuzivany riizné druhy extrakénich rozpoustédel
(voda, methanol ¢i ethanol (o rizné koncentraci), petrol-
ether aj.), 1ze vyuzit i superkritickou fluidni extrakci (CO,,
1,1,1,2-tetrafluorethan)”®. Celkovy obsah fenolil se vyja-
dfuje nejcastéji jako obsah kyseliny gallové v mg na gram
vzorku (gallic acid equivalents, GAE), obsah flavonoidii
pak jako obsah katechinu v mg na gram vzorku (catechin
equivalents, CA). Pro stanoveni celkového obsahu flavo-
noidu je jednou z nejcastéji pouzivanych metod spektrofo-
tometrické stanoveni zaloZené na tvorbé barevnych kom-
plext s hlinikem. V literatufe se nejéastéji vyskytuji dva
postupy stanoveni (s a bez NaNO,) s vyjadienim vysledku
pro nékolik sloucenin z riznych tiid flavonoidt. Postupy
s NaNO,, ktery byl pouzit i v této praci, jsou specifické
pro rutin, luteolin a katechiny’. P porovnani extraktd
levandule 1ékatské ziskanych maceraci (50% ethanol,
30 min), odvarem (voda, var, 30 min) a ultrazvukovou
extrakei (UAE, 50% ethanol, 1 h celkem) byly zjistény
nejvyssi obsahy celkovych fenolti u UAE 23-33 mg GAE/
g, nasledovany maceraci (17-28 mg GAE/g) a odvarem
(15-21 mg GAE/g). Stejné pofadi Gcinnosti bylo ziskano
iustanoveni celkového obsahu flavonoidt (14-24 mg

https://doi.org/10.54779/ch120240284
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Porovnéni procentualniho zastoupeni vybranych t&kavych latek dle Ceského 1ékopisu' levandulové silice z riznych literar-

nich zdroja

Slouc¢enina Cesky lékopis'  I1SO 3515:2002 Evropa® Mimo Evropu® Ukrajina®
(cit?) (cit.”) (cit.%) (cit.%)
Oktan-3-on, % 0,1-5,0 <3,0 nd-1,6 nd-0,4 0,0-1,0
D-Limonen, % <1,0 <10 0,3-0,9 nd-3,1 0,0-0,6
1,8-Cineol, % <25 <13 <0,05-8,4 nd-3,1 0,0-1,1
Linalool, % 20,0450 20,0-43,0 23,1-36,2 23,6-33,3 11,4-46,7
Kaftr, % <12 <15 0,5-6,9 nd-9,8 0,1-0,8
Lavandulol, % >0,1 <3,0 nd-1,6 nd-1,2 0,0-7,8
Terpinen-4-ol, % 0,1-8,0 <8,0 nd-16,1 nd-14,9 1,2-18,7
a-Terpineol, % <20 <20 0,3-5,0 nd-6,3 0,5-4,5
Linalyl-acetat, % 25,0-47,0 25,0-47,0 14,2-39.9 19,7-47.,6 7,4-442
Lavandulyl-acetat, % >0,2 <8,0 nd—4,4 nd-6,5 0,2-12,3

29 vzorkd, ® 8 vzorkd, ¢ 13 vzorkd, nd — nedetekovano

CA/g pro UAE; 10-20 mg CA/g pro maceraci a 8—16 mg
CA/g pro odvar)’.

Tato prace se zaméfuje na zjiSténi obsahu silice, za-
stoupeni tékavych latek a stanoveni celkovych fenoll
a flavonoidt u levandule 1¢katské, odriida Munstead po-
chazejici z Levandulového udoli u obce Zdice — Chodoun
(Ceska republika) a porovnani vysledkd se vzorky levan-
dule zakoupené v trzni siti.

Experimentalni ¢ast
Vzorky

Soubor analyzovanych vzorka shrnuje tab. II. U vzor-
ki kvéty se stonky (tj. kvéty s kvétonosnymi lodyhami)
byla primérnd hmotnosti bilance kvétu a kvétonosné lody-
hy 55 : 45. Obsah vody ve vzorcich suSenych kvéth
a kvétu se stonky se pohyboval v rozmezi 8-10 %.

Destilace silice s vodni parou

Objem silice ve vzorcich byl stanoven destilaci s vod-
ni parou za podminek uvedenych v Ceském lékopise',
vysledek byl pfepocitan na kg vzorku. Stanoveni silice
bylo provedeno v materilu, jak byl dodan, tedy bez vysu-
Seni, a to z divodu porovnani obsahu silice mezi riznymi
matricemi.

Stanoveni t€kavych latek

Ziskané vzorky silice byly analyzovany plynovou
chromatografii s hmotnostnim detektorem (GC/MS). Pro
identifikaci t€kavych latek byly pouzity standardy latek
(p-limonen, linalool, terpinen-4-ol, a-terpineol a linalyl-
acetat), ostatni slouCeniny byly identifikovany na zakladé
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srovnani spekter s NIST knihovnou hmotnostnich spekter
(NIST 14, cit.") a pomoci Kovatsovych retenénich indexi
RI. Vzhledem k podobné retenc¢ni charakteristice latek
D-limonenu (RI=1027) a 1,8-cineolu (RI=1032) na pouzité
kolon¢ (DB-5) se nepodafilo tyto dvé latky separovat,
z tohoto divodu jsou vysledky prezentovany sumou téchto
latek. Kazdy ze vzork silice byl proméfen 2krat. Vysled-
ky jsou vyjadieny jako procentualni zastoupeni latky ve
vzorku.

Ptiprava extraktd pomoci ultrazvuku

Homogenizovany vzorek byl extrahovan v roztoku
ethanolu pomoci ultrazvuku dle podminek metody dle’
(UAE, 50% ethanol, 1 h celkem). VSechny vzorky byly
pfipraveny v paralelnim stanoveni. Ziskané extrakty se do
doby analyzy uchovavaly piti —18 °C.

Stanoveni celkovych fenoli

Ke stanoveni celkového obsahu fenolt (TPC, Total
Phenolic Content) byla pouzita modifikovana metoda dle’.
Celkové fenoly v extraktu byly stanoveny spektrofotome-
tricky po reakci s Folin-Ciocalteu ¢inidlem a Na,CO; pfi
vinové délce 765 nm. VsSechny vzorky byly méfeny
v paralelnim stanoveni a vysledky vyjadfeny jako mg ky-
seliny gallové na gram vzorku na zakladé ziskané kalib-
raéni kfivky y = 0,0011x — 0,0085, R*= 0,994 (mg kyseli-
ny gallové/ g vzorku).

Stanoveni celkovych flavonoidi

Ke stanoveni celkového obsahu flavonoidi (TFC,
Total Flavonoid Content) byla pouzita modifikovana me-
toda dle’. K extraktu byl piidan roztok NaNO, a AICl;
apo 5 min byl pfidan 1M NaOH. Flavonoidy v extraktu
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Tabulka II
Seznam analyzovanych vzorkd
C. Oznacenti Popis

1. Kvéty €. 1

Lavandula angustifolia odrida Munstead, Levandulové udoli, sklizen 2022,

vyrobee: Tti véZe s. r. 0., zemé puvodu: CR

2. Kvéty €. 2

Vzorek z trzni sité — levandulovy kvét (Flos lavandulae), bylinny ¢aj, znacka: ¢aj bylinare,

vyrobce: Mediate, s. r. 0., DMT 10/2024, zem¢ ptivodu: neznama

3. Kvéty €. 3

Vzorek z trzni sité¢ — levandule kvét, znacka: Gresik,

vyrobce: Natura s. r. 0., DMT 11/2024, ptivod: EU a mimo EU

4. Kvéty €. 4

Vzorek z trzni sité — levandule kvét (Lavandula angustifolia), znacka: Sonnentor,

vyrobce: Sonnentor s. r. 0., DMT 11/2022, zemé& ptivodu: Albanie

5. Kvéty se stonky

Lavandula angustifolia odrida Munstead, Levandulové udoli, sklizen 2021,
Lavandula angustifolia odrida Munstead, Levandulové udoli, 1. sklizen 2022,

Lavandula angustifolia odrida Munstead, Levandulové udoli, 2. sklizen 2022,

¢. 1 vyrobce: Tti véZe s. 1. 0., zemée ptivodu: CR
6. Kvéty se stonky L

¢.2 vyrobee: Tti véZe s. r. 0., zemé puvodu: CR
7. Kvéty se stonky L

¢.3 vyrobee: Tti véZe s. r. 0., zemé puvodu: CR
8. Stonky

Lavandula angustifolia odrida Munstead, Levandulové udoli, 1. sklizen 2022,

vyrobce: Tti véZe s. r. 0., zemé ptuvodu: CR

9. Produkt ¢. 1

100% BIO esencialni olej z Levandule Chodouiiské,

vyrobce: Tti véZe s. r. 0., zemé puvodu: CR

10.  Produkt¢. 2 BIO levandulovy hydrolat z Levandule Chodouiiské,
vyrobce: Tti véze s. r. 0., DMT 08/2023, zem¢ pivodu: CR

11.  Produkt¢. 3 BIO esencialni olej z Levandule Chodouiské (10ml),
vyrobee: Tti véZe s. r. 0., zemé puvodu: CR

12. Produkt ¢. 4 100% esencialni olej z levandule,

zemé puvodu: Francie

Pozn.: Termin ,,esencidlni olej je obchodni nazev prevzaty z doslovného anglického piekladu essencial oil, a jedna se tedy

o silici levandule 1ékarské.

byly nasledné stanoveny spektrofotometricky pfi vinové
délce 510 nm. VSechny vzorky byly méfeny v paralelnim
stanoveni a vysledky vyjadfeny jako mg katechinu na
gram vzorku na zdklad¢ ziskané kalibracni kiivky
¥ =0,0016x + 0,0014, R*= 1,000 (mg katechinu/ g vzorku).

Vysledky a diskuse

Silice ve vzorcich byla stanovena dle Ceského 1ékopi-
su po destilaci s vodni parou objemové, vysledky znazor-
fiuje obr. 1. Jak je vidét, vSechny analyzované vzorky kvé-
th splituji pozadavek Ceského 1ékopisu na minimalni ob-
sah silice (13 ml/kg bezvodé drogy', limit pii zohlednéni
10% vlhkosti vzorkl je 11,7 ml/kg vzorku). Stejné tak
spliiuji pozadovany minimalni obsah silice vzorky kvét
se stonky; samotné stonky levandule jsou na silici chudé
(pouze 1,5 ml/kg). Co se tyka vyrobkl z Levandulového
udoli: dle predpokladt produkt ¢. 1 (100% BIO esencialni
olej z levandule Chodouniské) obsahuje skoro 100 % silice
(960 ml/litr vyrobku), obdobné vysledky byly zjistény
iu produktu €. 3 a €. 4. Oproti tomu produkt ¢. 2 — hydro-
lat, ktery vznika jako vedlejsi produkt pii ziskavani silice,
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obsahuje pouze zanedbatelné mnozstvi (2 ml/litr vyrobku)
(neni uvedeno na obr. 1).

Ziskané vzorky silic byly analyzovany metodou
GC/MS pro zisk profilu tékavych latek a nasledné bylo
vypocitano jejich relativni zastoupeni. Nejvice tékavych
latek obsahuje z rostlinné suroviny kvét se stonkem (okolo
40 te€kavych latek), nejméné pak samotny stonek (do
30 tekavych latek). Z vyrobkt z Levandulového tudoli (ale
i v porovnani se surovinou) ma nejbohatsi zastoupeni té-
kavych latek produkt ¢.1 (100% BIO esencidlni olej
z levandule Chodounské, pres 55), jejichz profil je vyraz-
n¢ odlisny od ostatnich analyzovanych vzorkd.

Cesky 1ékopis definuje pozadované relativni zastou-
peni u 10 te€kavych latek (viz tab. I), porovnani relativniho
zastoupeni téchto latek u analyzovanych vzorku silic je
uvedeno na obr. 2. Jak je patrné, vzorky silic z kvétt €. 1
a €. 2 svym relativnim zastoupenim odpovidaji pozadavku
Ceského 1ékopisu. Oproti tomu vzorky z kvétd &. 3 a &. 4
maji vysoky obsah kafru (36,4 % a 41,9%) a sumy
D-limonenu + 1,8-cineolu (28,4 % a 25,3 %) na tkor nizsi-
ho obsahu linaloolu a nespliiuji v tomto sméru pozadavky
Ceského 1ékopisu (kafr <1,2 %, bD-limonen <1,0%
a 1,8-cineol <2,5 %). Z tohoto Ize usoudit, Zze se u téchto
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Obr. 1. Obsah silice v analyzovanych vzorcich levandule
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Obr. 2. Porovnani relativniho zastoupeni tékavych litek v analyzovanych vzorcich silic

dvou vzorkli nejedna o levanduli 1ékai'skou, ackoliv to
vzorek kvéty ¢. 4 na obalu deklaruje. Piivod tohoto vzorku
je z Albanie, coz by mohlo byt vysvétlenim rozdilného
zastoupeni t€kavych latek, protoze vysledky nejsou
v rozporu se zjisténim dalSich autort (viz tab. I). Evident-
n¢ zde hraje velkou roli odrida, misto a podminky pésto-
vani a zplsob izolace t€kavé frakce. Jak uvadi cit.®, obsa-
hové zastoupeni latek se liSi v zavislosti na druhu levandu-

159

le lékatské, ale i meziro¢né v ramci péstované odridy.
Z tohoto duvodu je obtizné porovnavat rtizné ro¢ni pro-
dukce i typy odrid levandule mezi sebou.

U vyrobku esencidlnich olejii z Levandulového udoli
(produkt €. 1 a €. 3) je profil tekavych latek ze ziskané
silice téméf totozny s profilem suSenych bylin (kvéty,
ptip. kvéty se stonky). Naproti tomu produkt ¢. 2 — levan-
dulovy hydrolat — ma rozdilny profil. V tomto produktu se
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Obr. 3. Porovnani obsahu fenoli (TPC) a flavonoidii (TFC) u analyzovanych vzorki

nevyskytuje linalyl-acetat, nejvice zastoupena latka levan-
dulové silice, coz je v souladu s literaturou’.

Mezi vyznamné obsahové slozky levandule patii
fenoly, konkrétné flavonoidy, jejichz obsah se pohyboval
od 23 mg TPC/g resp. 10 mg TFC/g u stonkd do 43 mg
TPC i TFC/g u kvéta (viz obr. 3). Tyto latky vsak
z divodu vysoké polarity a netékavého charakteru nepte-
chézeji béhem destilace s vodni parou do silice ani hydro-
latu. Zjisténé obsahy fenolu a flavonoidi ve vzorcich le-
vandule jsou ve shodé s dostupnou literaturou’.

Zavér

Cilem této prace bylo zjistit, zda se kvalita levandule
lékai'ska péstované v Ceské republice ligi od hlavnich pro-
ducentt, jako je Francie ¢i zemi z Balkanského poloostro-
va (Bulharsko, Albéanie) porovnanim s literaturou
a proméfenim omezeného mnozstvi vzorkli dostupnych
z trzni sité (viz tab. II). Vzhledem k tomu, Ze kosmeticky
prumysl nezpracovava jen Cisty kvét, jako tomu je ve far-
maceutickém primyslu, byla zaroven provedena bilance
sledovanych biologicky aktivnich latek v dalSich castech
rostliny (kvéty se stonky, stonky).

Vysledky ukazuji, ze majoritnim zdrojem silice jsou
podle ocekavani kvéty (az 37 ml/kg), oproti tomu stonky
obsahuji pouze 1,5 ml silice/kg. VSechny analyzované
vzorky kvétd levandule (kvét ¢. 1-4) spliuji pozadavky
Ceského 1ékopisu na jeji minimalni obsah, ale navzajem se
lisi az dvojnasobné. Stejné tak kvéty s kvétonosnymi lody-
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hami (kvéty se stonky), vyuzivané v kosmetickém pri-
myslu, obsahuji vice jak 20 ml silice/kg s obdobnym pro-
filem t€kavych latek jako silice z kvétd a z ekonomického
hlediska je jejich vyuziti v kosmetickém primyslu smys-
luplné. Vyskyt a relativni zastoupeni t€kavych latek silice
zavisi nejen na zpusobu ziskavani silice a metodé stanove-
ni, ale i na péstované odrude¢, klimatickych a geologickych
podminkach®>®. Presto lze s velkou pravdépodobnosti
tvrdit, ze v pfipadé vzorkl kvétd ¢.3 a ¢. 4 se nejedna
o levanduli 1ékafskou, ale o jiny druh levandule, a to
zejména pro vysoké relativni zastoupeni kafru na ukor
linaloolu a linalyl-acetatu. Tyto vzorky maji zaroven vyssi
obsah fenolt a flavonoidt. Vzhledem k tomu, Ze vyrobce
na obale deklaruje, Ze se jedna o levandulovy kvét, vzorek
kvéty €. 4 pak vyslovné uvadi z Lavandula angustifolia, je
zde riziko klamani spotfebitele ohledné botanického pivo-
du vyrobku a tim spojenych 1éCivych a aromatickych
vlastnosti vyrobku. Stejné tak v ptipadé vzorku francouz-
ské silice (produkt €. 4) se snejvétsi pravdépodobnosti
nejednd o levanduli 1ékafskou. O jaké druhy levandule se
jedna vsak nelze s urcitosti fici.
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Biologically Active Substances on Lavender Grown in
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Lavender as a herb and the lavender essential oil have
a wide range of biological effects. They have been used in
cosmetics and medicinal products since the times of
ancient Greece and Rome. Nowadays, there is a wide
range of products containing lavender on the market,
either as such (lavender tea or biscuits or other snacks
with lavender flowers) or containing lavender essential oil
or aqueous solutions of lavender (cosmetics, drugstore
goods, food or pharmaceutical preparations). This work
focuses on the determination of the essential oil content,
the representation of volatile substances and the
determination of total phenols and flavonoids in samples
of medicinal lavender from the Levandulové udoli and
bought in the Czech shops.

Keywords: lavender, Lavandula angustifolia, essential oil,
phenolics, flavonoids
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NUKLEOSIDOVA CHEMIE V UOCHB - OHLEDNUTI DO HISTORIE

Clanek je vénovan 70. vyroci zalozeni Ustavu organické chemie a biochemie AV CR v Praze.

MARCELA KRECMEROVA

Ustav organické chemie a biochemie AVCR, v.v.i., Flemingovo ndm. 2, 166 10 Praha 6, Ceskd republika
marcela.krecmerova@uochb.cas.cz

Doslo 26.2.24, prijato 27.3.24.

Nukleosidovéa chemie se v UOCHB rozvijela od roku 1957 diky piedvidavosti jeho prvniho feditele Frantiska Sorma.
Tento novy obor, z po¢atku cileny hlavng na syntézu oligonukleotidd, si brzy vydobyl skvélou reputaci. UOCHB byl v té
dob¢ jednim z pouhych Ctyf pracovist na svété uspéSnych v syntéze oligonukleotidi. Prvnimi tspéchy v syntézach
chemicky modifikovanych nukleosidii byly syntézy 6-azauridinu jako antileukemika, 6-azauridin-triacetatu jakoZzto léciva
proti lupénce (Riboazauracil) a zejména 5-azacytosinovych nukleosidi 5-azacytidinu a 2'-deoxy-5-azacytidinu
(decitabinu), které byly syntetizovany na pocatku 60. let Aloisem Piskalou. Obé slouceniny jsou antileukemické latky
fungujici na epigenetickém principu jako inhibitory DNA methylaci. V soucasné dobé se klinicky pouzivaji k 1écbé
myelodysplastickych syndromt a dalsich hematologickych malignit a jsou prodavany pod obchodnimi nazvy Vidaza®
(5-azacytidin, schvalen 2004) a Dacogen® (5-aza-2’-deoxycytidin, schvilen 2006). Vyznamné syntetické uspdchy jsou
spjaty s osobnosti Antonina Holého véetné syntéz L-nukleosidl a acyklickych nukleosidovych analogg, tj. latek, v nichz je
cukerny furanosovy kruh nahrazen (poly)hydroxylovanym acyklickym fetézcem. Mnohé byly shledany ucinnymi
antivirotiky a jeden z nich, 9-(S)-[(2,3-dihydroxypropyl)]adenin, dokonce vstoupil do klinické praxe jako antiherpetické
lé¢ivo Duvira gel. Skutecnym milnikem se stal vyvoj acyklickych nukleosidfosfonati (ANP), poprvé publikovanych
Holym a De Clercqem v roce 1986. V prubéhu piistich tii dekad bylo identifikovano ohromné mnozstvi biologicky
aktivnich ANP jako antivirotik, cytostatik, imunomodulatori a antiparazitik. Tti z nich se dostaly do klinické praxe jako
uspésna antivirotika: cidofovir pro 1é¢bu cytomegalovirové retinitidy u pacienttt s AIDS, tenofovir pro 1é¢bu a prevenci
HIV a pozdg&ji schvalen téZ pro 1é¢bu hepatitidy B a adefovir taktéz pro 1é¢bu hepatitidy B. Tenofovir je ve formé proléciv
nyni nejvice pouzivan jako soucast kombinovanych anti-HIV preparatli obsahujicich v jedné tableté né€kolik riznych anti-

vvvvvv

Klicova slova: 6-azauracil, 5-azacytidin, decitabin, antimetabolity, L-nukleosidy, acyklické analogy, DHPA, acyklické
nukleosidfosfonaty, cidofovir, adefovir, antivirotika, HIV, tenofovir, kombinovana antiretrovirova terapie, antiparazitika

V historii védy zlstane rok 1953 uz navzdy spojen prvnim feditelem Frantiskem Sormem. Cinnost Gstavu se
s jednim z nejvyznamngjsich objevil 20. stoleti. Stalo se zamégfovala hlavné na chemii pfirodnich latek (terpent
tak v Cavendishov¢ laboratofi v Cambridgi a onou udalosti a rostlinnych 1é¢iv), steroidd, klasickou organickou synté-
bylo vyfeseni struktury DNA jako dvojité Sroubovice zu (syntézy antibiotik, azulenli, aminokyselin a peptidi),
s antiparalelni orientaci obou fetézcl, kde se paruji adenin aplikaci fyzikalnich metod (IC a UV spektroskopie), che-
s thyminem a guanin s cytosinem pomoci vodikovych mii a biochemii bilkovin a enzymologii. Frantisek Sorm
vazeb. Revoluéni objev, ktery polozil zaklady budouci byl ¢lovék s mimotadnou védeckou intuici a brzy dokazal
molekularni biologie a genetiky, byl odhalen svétu rozpoznat nezbytnost vyzkumu nukleovych kyselin pro
25.dubna 1953 v Gasopise Nature'. Clanek dlouhy jen dalsi rozvoj biologickych a chemickych véd. Proto jiz
néco pres jednu stranku zacinajici ponékud nesmélym Ctyfi roky po zaloZeni ustavu, vroce 1957, zalozil
uvodem ,,R4adi bychom navrhli strukturdlni podobu soli v UOCHB oddéleni chemie nukleovych kyselin, jehoz
deoxyribonukleové kyseliny (D.N.A). Vyznacuje se novy- vedoucim se stal Dr. Jifi Smrt. Jednim z hlavnich témat
mi rysy, které maji znacnou biologickou zajimavost...* nového oddé¢leni byla syntéza oligonukleotidd.
zahy ovlivnil sméfovani védeckého vyzkumu chemickych Prvni oligonukleotidové prace autorti Smrta a Sorma
a biochemickych laboratofi po celém svété. z roku 1961 popisuje syntézu dimeru 6-azaU-p-U konden-

V prazskych Dejvicich byl ve stejném roce zalozen zaéni reakci chranéného 6-azauridinu a uridin-3'-fosfatu
Ustav organické chemie a biochemie CSAV v &ele s jeho s DCC a naslednym odchranénim®. Pozadavky molekular-
Chem. Listy /78, 311-320 (2024) https://doi.org/10.54779/ch120240311
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nich biologl na syntetické oligonukleotidy byly hnaci
silou k rychlému vyvoji novych efektivnéjsich metod syn-
tézy a prazska skupina si zde vydobyla velmi brzy prestiz-
ni pozici. Na pocatku 60. let patiil UOCHB k pouhym
Ctyfem pracovistim na svété GspéSnych v syntéze oligo-
nukleotidli. Pdvodni metoda syntézy oligonukleotidli
v roztoku fosfodiesterovou metodou (Khorana) byla po-
stupné nahrazovana nejprve ucinngjsi fosfotriesterovou
metodou (Letsinger), poté metodou H-fosfonatovou
(Todd, Froehler, Matteucci) a fosfitovou (Letsinger), ktera
vytvorila zédklad fosforamiditové metody (Caruthers), kte-
ra je v soucasnosti jedinou prakticky pouzivanou metodou
syntézy oligonukleotidii na pevné fazi’. Také zde jsme
dokazali drzet krok se zapadnimi pracovisti. Diky technic-
ké zdatnosti Jifiho Smrta a pracovnikli vyvojovych dilen
byly na ustavu svépomoci sestrojeny prvni automatické
syntetizatory SynGen-1 a SynGen-2.

Paraleln¢ s chemii oligonukleotidli byla vénovéana
pozornost syntézdm a biochemickym studiim chemicky
modifikovanych nukleosidii. Strukturné pozménéné nukle-
osidy funguji jako antimetabolity v procesech metabolis-
mu nukleovych kyselin a mohou tedy ovliviitovat enzymo-
vé reakce v bunikach nebo bunéénych parazitech (napft.
viry, bakterie, plisn¢). Osobnostmi nukleosidového vyzku-
mu byli v 60. letech FrantiSek Sorm, Alois Piskala, Jifi
Zemli¢ka, Stanislav Chladek, Jif{ Beranek, Miroslav
Prysta§, Antonin Holy, Josef Pitha, Jifi Vesely, Alois
Cihak a Karel Raska, Jr. Pozornost farmaceutického pri-
myslu se vté dobé upinala hlavné na latky s cyto-
statickymi G&inky. Prvni nukleosidové prace v UOCHB na
konci 50. let se tykaly hlavné 6-azauridinu (obr. 1), coz
byl v té dobé v socialistickém Ceskoslovensku jediny ko-
mercné dostupny nukleosid. Ziskaval se jako vedlejsi pro-
dukt z jedné biotechnologické vyroby na Slovensku a du-
vodem zajmu o ng& byly jeho cytostatické ucinky.
6-Azauridin byl kratce vyvijen firmou Spofa jako prostie-
dek k 1é¢bé leukémie a byl dokonce licencovan britské
firmé Distillers Co. V klinickych zkouskach se vsak jeho
antileukemické UcCinky ukazaly jako nedostate¢né a vyvoj
Tento derivat byl komer¢né dostupny pod ndzvem Ri-
boazauracil a prodaval se v USA jako 1é&ivo na lupénku™”.
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I jeho pouzivani vSak bylo zastaveno, a to z divodu
tromboembolickych vedlejsich G¢inkd u malého procen-
ta pacientdl.

Biologicka zajimavost 6-azapyrimidinovych derivati
vedla  logicky  kmySlence  syntetizovat  jejich
5-azaanalogy. Toto téma bylo néplni disertacni prace vé-
deckého aspiranta Aloise Piskaly. Ukazalo se, Ze synteti-
zovat 5-azauridin je nesmirné obtizné, a to z divodu ne-
stability triazinového kruhu — poloha 6 je extrémné na-
chylnéd k ataku nukleofilnich ¢inidel vcetné OH ™ iontl
vody a dochazi vzdy spontanné k jeho otevieni®. Po vel-
kém usili se Piskalovi latku podafilo pfipravit znacné slo-
zitym postupem vystavby celé heterocyklické casti.
K velkému zklamani v8ak byly jeho biologické ucinky
nulové a Sorm poté Piskalovi zakazal dalsi
S-azapyrimidinové derivaty pfipravovat jakoZzto ztratu
Casu a plytvani drahymi chemikaliemi. Piskala ale i tak
v syntézach tajn¢ pokracoval a roku 1963 pfipravil
5-azacytidin’. K prekvapeni viech se ukazaly jednak jeho
mimofadné silné antibakteridlni ucinky, ale pfedevSim
ucinky cytostatické, konkrétné antileukemické. Tématika
S-azacytosinovych derivati ziskala ihned oficialni podpo-
ru a rok na to byl syntetizovan i 2’-deoxy analog, 5-aza-2'-
-deoxycytidin (decitabin, obr. 1). Na ob& molekuly byly
podany patentové piihlasky a patenty dokonce licencovaly
velké farmaceutické firmy (Bayer a Upjohn, pozd¢ji Bris-
tol-Myers). Vzhledem ke komplikovanému zptsobu pii-
pravy byl prakticky veskery material obou nukleosidii na
preklinické a klinické testy (mnohasetgramové az kilogra-
mové $arze) po dlouha léta syntetizovan v UOCHB vlast-
nima rukama Dr. Piskaly a jeho spolupracovnikii. BohuZzel
jeho objevy byly ucinény v nepfili§ vhodné dobé, a presto-
ze obé latky po 40 letech vyzkumu nakonec dospély az ke
klinickému schvaleni, jejich autor ani Gstav z nich nem¢l
nikdy Zzadny zisk. Na tom se podepsaly jak nevyhodné
smlouvy s firmami nebo jejich nedodrzeni, tak predev§im
neznalost patentového prava a v§eobecné $patna patentova
politika tehdejsi Ceskoslovenské akademie véd. Pohnuta
historie vyvoje obou lé¢iv byla nedavno podrobné vylice-
na v &asopise Vesmir®. Prillomovy objev, ktery hlavni
mérou piispél ke klinickému vyvoji obou 1é¢iv, ulinili
vroce 1980 profesor Peter Jones se svou doktorandkou
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Obr. 1. Struktury biologicky aktivnich 6-aza- a 5-azapyrimidinovych nukleosidi
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Shirley Taylor z University Jizni Kalifornie (USC,
Los Angeles), kdyz pfi praci s 5-azacytidinem pozorovali
vté dobé témér neuvéfitelny jev pfemény rakovinnych
bun¢k do stadia viceméné normalnich bunék. K objevu
doslo nadhodou. Stacilo, aby si jeden z laborantii Jonesovy
laboratofe po skonceni experimentll s azacytidinem neu-
klidil stil a odjel na dovolenou. Kdyz se vratil, zapomenu-
té rakovinné bunky byly po né€kolikatydennim ptsobeni
azacytidinu zcela zdravé. Profesora Jonese ucinek latky
natolik nadchnul, Ze si 5-azacytidin podle Piskalovy publi-
kace v Collection of Czechoslovak Chemical Communica-
tion’ ihned nasyntetizoval k dal$im vyzkumtim a dokonce
si nechal jeho oznaceni 5-AZA-C piepsat jako novou po-
znavaci znacku svého auta.

Jak tedy S-azacytidin funguje? Ukazalo se, ze pii
nizkych koncentracich maji 5-azacytosinové nukleosidy
zcela novy mechanismus U¢inku, odlisny od vsech dosud
znamych cytostatik. 5-Azacytidin a decitabin funguji na
epigenetickém principu jako inhibitory DNA methylaci’.
DNA je methylovéna enzymem DNA methyltransferasou
v poloze 5 cytosinu; K DNA methylacim dochazi témét
vyhradné v oblasti zvySeného vyskytu CpG dinukleotidi,
tzv. CpG ostrivkid, které jsou pfitomny v promotorové
oblasti pfiblizné 50 % genl. Pravé abnormalni hyperme-
thylace promotorovych regiontt v CpG ostritvcich byla
umnoha druhfl malignit prokézana jako pfic¢ina utlumeni
funkce tumorsupresorovych genl a rozvoje rakovinného
bujeni. Enzym DNA methyltransferasa a jeji inhibice se
tak stava dulezitym targetem ve vyvoji antitumorovych
1é¢iv, ktera necili na rakovinné bunky za tcéelem jejich
zni¢eni, ale misto toho umoziuji zpétnou pfemeénu maligni
bunééné populace do stavu vice méné normalnich zdra-
vych bunék'®. Po &tyficeti letech od publikace prvnich
syntéz a mnoho let po expiraci pivodnich patenti byly
nakonec oba 5-azacytosinové nukleosidy schvaleny FDA
jako 1éc¢iva k terapii myelodysplastickych syndroml pod
nézvy Vidaza® (5-azacytidin, schvalen 2004) a Dacogen®
(5-aza-2'-deoxycitidin, schvalen 2006). Dal§imi indikace-
mi pro jejich aplikaci jsou akutni myeloidni leukémie
(Vidaza®, Dacogen®) a chronicka myelomonocytova leu-
kémie (Vidaza®).

Ve stejné dobé, kdy Piskala rozviji svou chemii
5-azacytidinu, za&ina svou kariéru v UOCHB také mlady
Antonin Holy. Ten se nejprve jako aspirant pod vedenim
Dr. Zdeinikka Arnolda vénoval klasické organické syntéze,
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specialné syntetickému vyuziti reaktivity dimethylforma-
midu a polymethiniovych soli''™*. Do nukleosidové sku-
piny nastoupil po aspirantuie a zde se n€kolik let zabyval
hlavné 6-azauridinovou chemii, fosforylacnimi reakcemi,
ptipravou kratkych oligoribonukleotidil, cyklickych ribo-
nukleosidfosfati a nukleosid 5'-fosfiti. Jeho prilomovou
praci vsak byla roku 1969 syntéza L-nukleosidi a jejich
fosforylovanych ~ metabolitd. L-Nukleosidy  byly
v hledacku biochemikd jiz néjaky Cas, ale cesta k nim byla
synteticky obtiznd. Prvni syntézy popsané o pét let diive
vychézejici z halogenosy L-ribosy nebo halogenosy 5'-di-
fenylfosforyl-L-ribosy a soli pfislusné baze vedly jen
k malym mnozstvim pozadovaného produktu'*'"*. Holého
syntéza vychazejici z L-arabinosy pfes 2-O-p-toluen-
sulfonyl-5-O-trityl-L-arabinosu, uzavieni epoxidového
kruhu mezi polohami 1 a 2 a nasledné otevieni epoxidu
sodnou soli prislusné baze bylo synteticky jednoduché,
univerzalni a umoznilo ziskavat L-nukleosidy ve velkych,
az 100 g Zarzich'® (obr. 2). O tfi roky pozdg&ji, roku 1972
publikoval Holy podobné uspéSnou metodiku syntézy
L-deoxyribonukleosidi'’. L-Nukleosidy byly piedmétem
vyzkumu mnoha biochemickych pracovist, avsak vy-
znamné ucinky a uplatnéni v té dobé¢ jesté nenasly. Jejich
»zlata éra*“ méla prijit az o n€kolik desitek let pozdéji,
kdyz se hlavnim ukolem farmaceutickych firem stal boj
s tézkymi virovymi infekcemi, jako HIV, hepatitida B
nebo cytomegalovirové infekce u transplantovanych paci-
entli. Antivirotika, kterd dnes patii k hlavnim terapeuti-
kiim proti témto virovym infekcim, jako napf. lamivudin,
emtricitabin, clevudin, telbivudin nebo maribavir, jsou
slouteniny na bazi L-nukleosidd'®. Piesto, e zadny
z téchto preparatd neni origindlnim produktem naseho
ustavu, puvodni syntetické know-how naSich chemikl
k jejich vyvoji pfispélo vyznamnou mérou.

Omezeny pristup k devizovym prostiedkiim byl inici-
aci snahy o maximalni sobéstacnost, a to v nejriznéjsich
odvétvich, chemii a zdravotnictvi nevyjimaje. Proto bylo
napf. vysoce ocenovanym pocinem vypracovani originalni
syntézy  cytostatika 1-B-p-arabinofuranosylcytosinu
(cytosin arabinosid, araC, cytarabin) pouzivaného k 1écbé
leukémii. Inovativni pouze tiikrokova syntéza vychazejici
z cytidinu (obr. 3) byla velmi efektivni a firma Spofa tak
mohla podle tohoto postupu vyrabé&t vlastni cytarabin,
ktery byl dodavan na trh pod firemnim nazvem Alcysten.
Autofi syntézy Hubert Hiebabecky a Josef Broke§ pod

CHO CHO
H——OH H——OTs o oTr 5 B .
— N BNa* o) oTr OH
HO — HO g H
HO—— — HO—— OH
HO OH
L—oH Lot HO  OH
L-arabinosa 2-O-p-toluensulfonyl-5- B=AT,C UG,
6-azaU

-O-trityl-L-arabinosa

Obr. 2. Zkracené schéma syntézy L-nukleosidii
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Obr. 3. Originalni syntéza cytosin arabinosidu (cytarabinu) vyvinuta v UOCHB

vedenim Jitiho Beranka byli za tuto syntézu v roce 1980
ocenéni Cenou CSAV ,,Za nové poznatky v oblasti kance-
rostatika 1-B-p-arabinofuranosylcytosinu vedouci k prak-
tické aplikaci dosazenych vysledki. (cit.").

Zatimco v 50. a 60. letech byl hlavni zdjem farmaceu-
tického primyslu soustfedén na vyvoj latek cytostatické
povahy, koncem 60. a pocatkem 70. let se zacina obracet
pozornost stale vice i k virovym infekcim. Jednim
z iniciatort tohoto trendu byl v té dob¢ explozivni nartst
genitalniho herpesu v USA, ziejm¢ jako disledek spole-
¢enskych zmén vedoucich k celkovému uvolnéni moralky,
vzniku hnuti hippies a zvySeni promiskuity. Genitalni
herpes je sexualné pfenosné onemocnéni, které je zpliso-
bené nejcastéji virem herpes simplex typu 2 (HSV-2), ale
puvodcem muze byt nékdy i HSV-1. Jedna z prvnich, kdo
se zacal systematicky vénovat hledani a testovani protivi-
rovych latek na bazi nukleosidovych analog, byla americ-
ka biochemicka a farmakolozka Gertrude Elion, vedouci
oddéleni experimentalni terapie spolecnosti Burroughs
Wellcome. Poté, co si v§imla, ze adenin arabinosid vyka-
zoval znamky aktivity proti nékterym DNA virim, zacala
syntetizovat nové latky na bazi nukleosidovych analogi.
Vysledkem tohoto usili byl mezi jinymi také purinovy
analog  9-(2-hydroxyethoxymethyl)guanin  (acyklovir,
Zovirax), ktery se zahy ukézal jako u¢inny inhibitor her-
pes simplex viru typu I a typu II a dalich herpetickych
virt®*?!. Zovirax firmy Burrough Welcome dlouho ved! na
zebricku prodeje protivirovych 18kt a v roce 1988 byla za
n¢j Gertrudé Elion spolu s kolegou Georgem Hitchingsem
udélena Nobelova cena. Byla to historicky prvni Nobelova
cena cilend do farmaceutického primyslu. Z chemického
hlediska byl acyklovir pfedstavitelem nové generace anti-
metabolitll, zalozené na tom, Ze potiebné prostorové uspo-
fadani bioaktivni molekuly nemusi byt a priori fixovano,
ale mize byt vyvolano z rozvolnéné struktury molekuly
teprve kontaktem s cilovym enzymem metabolismu, na
né&jz pusobi. Podobné jako u antimetaboliti diive zming-
nych, je i zde pro jejich funkei kliCovym metabolickym
krokem fosforylace. V builkach infikovanych herpes viry
je tato fosforylace 30—120krat rychlejsi nez u neinfikova-

nych bunék, klicovym enzymem katalyzujicim tuto fosfo-
rylaci je thymidinkinasa.

Novy typ nukleosidovych antimetabolitii s acyklic-
kym fetézcem nahrazujicim cukerny kruh inspiroval nuk-
leosidové chemiky z riiznych pracovist. V UOCHB tato
tématika zaujala mladého védce Antonina Holého, ktery
brzy na to syntetizoval svou vlastni sérii acyklickych ana-
logl. V kvétnu 1976 dostal Holy pfilezitost zicastnit se
v Gottingenu  nukleosidové  konference s nazvem
»Symposium on synthetic nucleosides, nucleotides and
polynucleotides®. Konferenci organizoval Karl-Heinz
Scheit, ktery byl Holého pfitelem a spolupracovnikem
spolu s Fritzem Ecksteinem b&hem Holého tiimésicni
postdoktorské staze v Gottingenu. Na konferenci se Holy
seznamil s pfednimi osobnostmi nukleosidové chemie té
doby, pfi¢emz do budoucna nejvyznamnéjsi bylo setkani
s mladym belgickym Iékatem — virologem z Lované
Erikem DeClercqem. De Clercq, a¢ vzdélanim lékaf, vyni-
kal znalostmi chemie a schopnosti spravného chemického
mysleni. Velmi rychle odhadl potencial nukleosidti a nuk-
leosidovych antimetabolitli v jejich pisobeni proti bunéc-
nym parazitim vcetné vird. Na konferenci do Gottingenu
ptijel hlavné proto, aby se tu pokusil najit chemika ochot-
ného ke spolupraci v hledani protivirové aktivnich latek.
Setkani De Clercqa s Holym bylo pro oba muZze doslova
osudové. Z obou védet se stali dozivotni pratelé a z jejich
spoluprace vnikla v prib&hu let protivirova 1é¢iva zachra-
nujici Zivoty miliond lidi. Toto prvni setkani pozdé&ji oba
zminovali ve svych pfednaskach a retrospektivnich publi-
kacich jako zcela zasadni***. Erik De Clercq se mnoho-
krat vyjadril, ze jeho nejvétsi zivotni vyhrou byla praveé
ucast na konferenci v Gottingenu v roce 1976 a objev
zdejsi plejady vynikajicich nukleosidovych chemikd,
z nichz prvni mezi vSemi byl Antonin Holy. Prvni série
pouhych Sesti latek pfiSla postou z Prahy do Lované jesté
téhoz roku. K obrovskému piekvapeni byly dvé latky proti-
hydroxypropyl)adenin (DHPA)*. K objevu DHPA doglo jen
kratce poté, co byl objeven protivirovy ucinek acykloviru.
Na rozdil od acykloviru pisobicimu selektivné proti her-
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pesvirim na zakladé prednostni fosforylace virovou thy-
midinkinasou, DHPA ma Siroké spektrum aktivit jak proti
DNA virim, tak i RNA virim. Jeho ucinek spociva
v reverzibilni inhibici enzymu S-adenosylhomocystein-
hydrolasy katalyzujicimu hydrolyzu S-adenosylhomo-
cysteinu (SAH) na adenosin a L-homocystein. Hromadici
se SAH, jenz vznikd z S-adenosyl-L-methioninu (SAM)
odstépenim methylu, nésledné pisobi jako inhibitor riz-
nych SAM-dependentnich methyla¢nich procesii vcetné
téch, které jsou nezbytné pro fazi zrani (maturace) virové
RNA®. Pro svou vysokou &innost a prakticky nulovou
toxicitu byl DHPA postoupen do klinického testovani
a posléze schvilen jako 1écivo k topickému pouziti pro
indikaci herpes labialis (opar), jehoz ptivodcem je virus
HSV-1. Preparat se prodaval ve formé krému pod nazvem
Duvira® gel a byl vyrdbén firmou Spofa.

Dalsimi Holého ucinnymi virostatiky s podobnym
mechanismem u¢inku (inhibice methylacnich reakci) byly
latky D-eritadenin, 3-(adenin-9-yl)-2-hydroxypropanova
kyselina (AHPA) a AHPA estery (obr.4, cit??).
Z téchto latek se vSak uz zadna do klinické faze nedostala.
Nejvyznamnéj§i Holého objevy z oboru protivirovych
1é¢iv v8ak jiz mély ptijit za nedlouho.

Jak jiz bylo zminéno vyse, vétsina nukleosidovych
analogl pii vstupu do bunky potiebuje byt fosforylovana,
aby se mohl projevit jejich biologicky ucinek jakozto anti-
metabolitu. Pfima aplikace nukleosidfosfati vSak neni
realnd, fosfaty jsou chemicky a metabolicky nestabilni.
Tento problém vytesil Holy jednoduchym a velmi elegant-
nim zplsobem — pfipojenim fosfatového uskupeni pres
methylenovy mistek. Takové latky jsou tedy nikoli fosfa-
ty, ale fosfonomethylderivaty. Nemohou v organismu
hydrolyticky odstépit fosfat, ale mohou se dale fosforylo-
vat a vstupovat do metabolickych déji podobné jako nuk-
leosidtrifosfaty. Ptipojenim fosfonomethylového uskupeni
k molekule (S)-DHPA tak vznikla prvni latka nového
strukturniho typu, 3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl-
derivati, zde konkrétné (S)-9-(3-hydroxy-2-fosfono-
methoxypropyl)adenin [(S)-HPMPA] (obr. 5). (S)-HPMPA
vykazoval §iroké spektrum aktivit proti prakticky vSem
DNA virGim, tj. herpesvirim, poxvirim, adenovirim, he-
padnavirim a papillomavirdm®. Navzdory vysledkiim
protivirovych testti nebyl HPMPA nikdy déle vyvijen jako
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protivirové 1é¢ivo, a to ani proti tém indikacim, kde zadna
alternativni moznost 1é¢by nebyla znadma, jako je tomu
napf. u adenovirovych infekci. Jeho objev vSak inicioval
syntézu dalSich acyklickych nukleosidfosfonati (ANP)
a v podstaté ur&il smér nukleosidové chemie v UOCHB na
pristi tfi dekady. Pii té prileZitosti je tfeba zminit izkou
spolupraci Antonina Holého s Ivanem Rosenbergem. Ivan
Rosenberg byl Holého prvni védecky aspirant. Tématem
jeho disertacni prace byla piiprava fosfonomethylderivati
piirozenych ribonukleosidd®’. Tyto latky sice Zadnou
biologickou aktivitu nemély, stejné jako jejich analogy
v 2'-deoxy tadé*', ale byly zde vypracovany zakladni me-
todiky fosfonatové chemie. Nejvétsim vysledkem spolu-
prace obou kolegli jsou nové protivirové struktury ANP,
znichz nékteré se pozdé€ji staly klinickymi 1écivy
(adefovir, cidofovir). Nedilnou soucasti celého tymu
a Holého pfitelem byl Dr. Ivan Votruba. Ten provadél
nejen veskeré dostupné biochemické eseje, ale téz farma-
kokinetické studie a polozil v UOCHB zaklady nového
oboru biochemické farmakologie. Antivirovy screening
ANP byl nadale provadén Erikem De Clercqgem v Rega
Institute for Medical Research Katolické Univerzity
v Lovani. Klicovym partnerem pro klinicky vyvoj
a komercializaci uspé$nych kandidati byl John Martin,
generalni feditel firmy Gilead Sciences, Inc.

Prvnim acyklickym nukleosidfosfonatem, ktery do-
sahl klinické praxe, byl cidofovir, (S)-1-(3-hydroxy-2-
-fosfonomethoxypropyl)cytosin ~ (HPMPC, cidofovir,
obr. 5, cit.*?). Tato latka s univerzalni aktivitou proti ves-
kerym DNA virim byla schvalena FDA roku 1996 jako
1€¢ivo proti cytomegalovirové retinitidé u pacientli s AIDS
a prodava se pod nazvem Vistide™ (vyrobce Gilead
Sciences, Inc.). Kromé¢ toho se pouziva off-label k 1écbé
zavaznych virovych infekci, kde neni zndma jind moZnost
1é¢by nebo stavajici 1écba selhava. Mezi takové indikace
patfi tézké papilomatdzy, polyomavirové infekce
(progresivni multifokalni leukoencefalopatie), adenoviro-
vé infekce a poxvirové infekce (molluscum contagiosum,
orf, opi¢i nestovice)”. V odiivodnénych piipadech lze
cidofovir také pouzit i pro imunokompromitované pediat-
rické pacienty s komplikovanymi adeno-, polyoma- nebo
cytomegalovirovymi infekcemi. Cidofovir se aplikuje
intravendzné, pri¢emz jeho biodostupnost je velmi nizka.
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Obr. 4. Acyklovir a protivirové acyklické analogy nukleosidii syntetizované v UOCHB
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Vice nez 90 % léCiva se vylucuje v nezménéné podobé
ledvinovou cestou a zpusobuje poSkozeni ledvin. Problém
s nefrotoxicitou se da ¢astecné vytesit pouzitim nefropro-
tektivniho 1éCiva probenecidu, ktery se podava pred vlast-
ni aplikaci cidofoviru®*.

Aby se zvysila biodostupnost cidofoviru, byly synte-
tizovany a zkouSeny rizné formy proléciv, avsak vétSina
pokusti aplikovat cidofovir v podobé oralné¢ dostupného
prolééiva selhala Jedinou V}'Ijirnkou byly alkoxyalkylestery,
pylester cidofoviru (brincidofovir, obr. 5), vyvijeny firmou
Chimerix, Inc. V ¢ervnu 2021 byl brincidofovir schvalen
FDA jako mozny prostiedek k 1é€b& pravych neStovic
v piipadé zneuziti jejich plvodce, viru variola,
k bioteroristickému utoku nebo v piipadé jeho ndhodného
uniku. Brincidofovir se prodava pod komerénim nazvem
Tembexa™. V klinickych zkouskach proti adenovirovym
a cytomegalovirovym infekcim dospél brincidofovir az do
faze 3, avsak jeho dalsi vyvoj byl ukoncen kvuli vaznym
vedlej$im uéinkim®.

Dalsim 1é¢ivem ziad ANP byl 9-[2-(fosfono-
methoxy)ethyl]adenin (PMEA, adefovir, obr. 5, cit.**"7).
Adefovir je aktivni proti retrovirim (HIV) a nékterym
typim DNA vird. Aktivita proti HIV a viru hepatitidy B
spociva v jeho funkci inhibitoru reverzni transkriptasy.
Adefovir se pouziva v prolékové formé jako bis
(pivaloyloxymethyl)ester (adefovir dipivoxil)*® a piivodné
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byl vyvijen jako 1éCivo proti HIV. Klinické testy vSak
ukazaly, Ze potfebna denni davka (120 mg) je s ohledem
na jeho nefrotoxicitu prili§ vysoka a vyvoj adefoviru jako
anti-HIV preparatu byl proto ukoncen. Nicmén¢ se ukaza-
lo, Ze 1atka ma mnohonasobné vyssi ucinnost proti HBV,
kde 1ze dosahnout pozadovaného terapeutického efektu jiz
pii denni davee desetkrat nizsi***’, tj. 10 mg. To umoznilo
pokracujici klinicky vyvoj adef0V1ru jako terapeutika proti
chronické hepatitidé B a posléze roku 2002 jeho schvaleni
FDA a prodej pod obchodnim nazvem Hepsera™ (Gilead
Sciences Inc)

slou¢eninou pochazejici z UOCHB je (R)-9-[(2-fosfono-
methoxy)propyl)]adenin (PMPA, tenofovir, obr. 5). Jeho
syntéza byla publikovana poprvé roku 1995 v Casopisu
Collection*'. O rok pozdgji nasledovala prace popisujici
jeho mimotadné protivirové ucinky proti hepadnavirim
(HBV) a retrovirim*, a to na principu inhibice jejich re-
verzni transkriptasy. Podobné ucinky kromé tenofoviru
vykazoval také jeSt¢ jeho 2,6-diaminopurinovy analog
(HPMPDAP). Situace kolem HIV/AIDS byla na pocatku
90. let nesmirné vazna. V rozvojovych zemich, zejména
v zemich subsaharské Afriky, zacalo S§ifeni viru nabirat
katastrofického rozméru. V zemich s vyspélejSim zdravot-
nictvim sice jiz nékteré preparaty proti HIV byly
k dispozici, av§ak 1é¢ba spocivala vice méné jen v urcitém
zpomaleni infekce. Virus si na tyto latky (pfevazné nukle-
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osidové povahy) rychle vytvarel rezistenci. Pacient byl
nucen uzivat denné az dvacet riiznych tablet a 1écba byla
provazena zavaznymi vedlejS$imi G¢inky. Zvladnuti pro-
blému s HIV se stalo prioritou farmaceutického primyslu.
Firma Gilead Sciences, ktera jiz méla jeden Holého prepa-
rat (Vistide) na trhu a druhy (adefovir) tou dobou
v klinickém vyvoji, zacala po zjisténi anti-HIV G¢innosti
tenofoviru na lidech ihned sjeho klinickym vyvojem.
Vzhledem k jeho nizké biodostupnosti ve formé volné
fosfonové kyseliny bylo pfistoupeno k syntéze proléci-
va, bis(isopropoxykarbonyloxymethyl)esteru (tenofovir
disoproxil-fumarat, TDF, obr. 5). Hlavni zasluha na dota-
Zeni tohoto narocného projektu do konce nalezi tehdejsi-
mu prezidentovi Gilead Sciences Johnu Martinovi. To celé
by vsak nikdy nebylo mozné bez vzajemné souhry a abso-
lutni davéry vSech tii zacastnénych stran, tj. Antonina
Holého jakozto autora latky, virologa Erika De Clercqa
a Johna Martina jako primyslového partnera. Dramaticky
primyslovy vyvoj latek z Holého laboratofe popisuje ge-
nidlnim zptisobem divadelni hra Petra Zelenky Elegance
molekuly v podani Dejvického divadla. Historickym mez-
nikem v boji s HIV se stal 26. tijen 2001, kdy byl teno-
fovir disoproxil-fumarat schvalen FDA pro 1é¢bu HIV. Na
trh byl uveden pod nazvem Viread a aplikoval se oralné
jako jedna tableta denné. Brzy na to Gilead uvedl na trh
kombinace Vireadu s dal§imi antiretrovirovymi 1éCivy.
Jsou to preparaty Atripla (TDF/ emtricitabin/efavirenz),
Complera (TDF/ emtricitabin/rilpivirin), Stribild (TDF/
emtricitabin/elvitegravir/cobicistat), a Truvada (TDF/
emtricitabin). Kombinovana antiretrovirova terapie
(cART) je v soucasné dob¢ preferen¢ni 1é¢bou pro napros-
tou vétsinu z celkovych dnes jiz 38 miliont HIV pozitiv-
nich lidi na svété. Princip cART spoc¢iva v kombinaci né-
kolika antiretrovirovych 1é¢iv zasahujicich nékolik stadii
replikaéniho cyklu viru soucasné. Tenofovir jakozto nuk-
leosidovy inhibitor reverzni transkriptasy (NRTI) tak mii-
ze byt kombinovan s nenukleosidovymi inhibitory reverz-
ni transkriptasy (NNRTI), inhibitory virové proteasy, inhi-
bitory vstupu nebo integrasovymi inhibitory®. Obrovsky
vyznam tenofoviru v potlaceni Siteni HIV infekce bylo
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zjisténi, ze tato latka funguje téz profylakticky. Zabranuje
pfenosu HIV z matky na dité a jeho preventivni uzivani
dokaze také spolehlivé chranit osoby, které jsou s HIV
pozitivnimi bézn€ ve styku. To jsou pfedevS§im rodinni
pfislusnici, partnefi nebo zdravotnicky persondl. Jen diky
tenofoviru mohou dnes HIV pozitivni prozivat normalni
plnohodnotny Zivot a nakaza HIV uz definitivné prestala
byt rozsudkem smrti, ale 1é¢itelnym chronickym onemoc-
nénim. Je smutnym paradoxem, Ze ke schvaleni 1é¢ebné
kombinace TDF s emtricitabinem pro preventivni pouZiti
jakoZto preparatu Truvada, doSlo dne 16. Cervence roku
2012, coZ je den Holého tmrti.

V roce 2015 byla firmou Gilead uvedena na trh nova
prolékova forma tenofoviru — tenofovir alafenamid-
fumarat (TAF). Toto prolécivo je ptedstavitelem tzv. pro-
Tides, aryloxyfosforamidatovych derivatd, v nichz amida-
tovou slozku pfedstavuje ester aminokyseliny. ,,ProTides*
jsou ve farmacii ¢astou pouzivanou prolékovou formou,
zejména diky optimalnim farmakokinetickym vlastnostem
a relativn€ snadné syntéze. TAF ma 10krat vyssi Gc¢innost
nez TDF a na rozdil od TDF k jeho aktivaci dochazi cilené
az v lymfoidnich bunkach, coz ptedstavuje vyhodu nizsi
systémové expozice a tedy i nizsi toxicity. TAF se proda-
va pod komerénim nazvem Vemlidy a je téZ soucasti né-
kolika preparati cART jako Genvoya, Odefsey, Descovy,
Biktarvy a Symtuza.

Nesmirné dulezity pfinos tenofoviru spociva i v 16€bé
dalsi zavazné virové choroby, a to chronické hepaptitidy
B. K 1é¢bé HBV byly schvaleny obé prolékové formy —
tenofovir disoproxil i tenofovir alafenamid**.

Déle je tfeba zminit, Ze krom¢ onéch tfi klinicky
uspésnych ANP cidofoviru, adefoviru a tenofoviru byly
v Holého tymu béhem tif dekad systematického vyzkumu
syntetizovany stovky dalSich sloucenin tohoto strukturni-
ho motivu. Mnohé z nich jsou u¢inna antivirotika, ale jsou
zde téz cytostatika a latky s antiparazitickymi ¢inky nebo
imunomodulaénimi ucinky. Pfed né€kolika lety byla velka
pozornost vénovana cytostatickym fosfonomethoxyethyl
derivatim purinovych bazi: guaninu, 2,6-diaminopurinu
a N-substituovanym 2,6-diaminopurinam®. Jeden z nich,

e
e

GS-9219 (rabacfosadin, Tanovea)

Obr. 6. Struktura cytostatickych fosfonatii cPrPMEDAP a jeho prolékové formy rabacfosadinu (GS-9219, Tanovea)
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NC-cyklopropyl-2,6-diamino-9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]-
purin (cPrPMEDAP, obr. 6) byl dokonce vybran jako viid-
¢i struktura a ve formé bis-amidatového proléciva
s ethylesterem L-alaninu vyvijen firmou Gilead Sciences
jako cytostatikum k 1écbé Non-Hodgkinovych lymfomd.
Jeho vysoka ucinnost v in vivo testech a dobra snasenli-
vost zahy vedly k zah4ajeni klinickych zkousek na lidskych
pacientech. U testd na psech stacila jedna jedina injekce
latky a nadory zmizely do nékolika dnt. Vysledky mély
tehdy znacny ohlas i ve sd€lovacich prostiedcich i tim
padem téZ u laické vefejnosti. O to vEtSi zklaméni bylo,
kdyz se u lidskych pacientli objevily necekané a zcela
neakceptovatelné vedlejsi ucinky a klinické zkouSky mu-
sely byt ukonceny. Nicméné, osud této latky byl nakonec
pfece jen uspésny. Licenci odkoupila firma na veterinarni
1éc¢iva VetDC v Coloradu, kde byla latka vyvijena jako
1é¢ivo proti psim lymfomim pod oznacenim (VDC-1101,
rabacfosadin). V dubnu 2017 byl rabacfosadin oficialné
schvalen FDA a v souCasné dobé je vyrabén a prodavan
firmou Elanco pod nazvem Tanovea™. Cely tento pozoru-
hodny piibsh nedavno zpracoval ve svém review*® Erik
De Clercq.

Jakym smérem pokracovala nukleosidova chemie
v UOCHB po smrti Anonina Holého a jaké jsou sou¢asné
trendy v medicinalni chemii ANP?

Jak jiz bylo zminéno, ANP nejsou jen virostatika
a cytostatika. Velka pozornost je vénovana novym struktu-
ram G¢innym proti parazitim. Ve spolupraci s Univerzitou
v Queenslandu jiz n¢kolik let uspé$né vyvijime ANP jako
potencialni antimalarika. Princip u¢inku spociva v inhibici
enzymi 6-oxopurin fosforibosyltransferas ptivodcii ma-
larie parazitG Plasmodium falciparum a Plasmodium
vivax. Jedna se o enzymy, které hraji zasadni roli
v zivotnim cyklu téchto parazith pii syntéze purinl
de novo®™*®. Hlavni zasluhu na rozvoji této tématiky méla
Dr. Dana Hockova (1970-2021) av soucasné dobé vy-
zkum stale probiha v tymu Dr. Zlatka Janeby. Z dalSich
paraziti je cileno na parazity Trypanosaoma brucei
(ptvodce spavé nemoci). Nesmirné dilezity je vyvoj no-
vych ANP derivatd proti tézkym bakteridlnim infekcim,
kde se ANP uplatiiyji napt. jako inhibitory adenylatcykla-
sového toxinu bakterie Bordetella pertussis (pivodce Cer-
ného kasle), nebo jako latky potencialné ucinné proti an-
traxu (bakterie Bacillus anthracis)®.

Je tfeba si pfipominat, Ze navzdory veskerému pokro-
ku v moderni mediciné potieba novych biologicky aktiv-
nich molekul stale trva. Diivodem jsou nové se objevujici
infekce, rezistence mnohych patogent vici stavajici 1écbe
a narustajici pocet pacientll s imunitnimi problémy. Mno-
hé nukleosidové analogy vcetné ANP s vysokou aktivitou
proti vaznym, zivot ohrozujicim infekcim dosud ¢ekaji na
svtj dalsi vyvoj a klinické vyuziti. Stale napt. chybi efek-
tivni 1é¢ba cytomegalovirovych a polyomavirovych infek-
ci u imunokompromitovanych pacietl, 1é¢ba poxvirovych
infekei a nékterych specifickych herpesvirovych infekci
(napt. lidsky herpesvirus typu 6, HHV-6). To vSe opod-
statiiuje nas dalsi vyzkum, kterym se aktualné zabyvame
a budeme se zabyvat i nadale.
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Seznam zkratek

AC S-azacytidin (5-azacytidine)

ANP acyklické nukleosidfosfonaty (acyclic
nukleoside phosphonates)

cART kombinovand antiretrovirova terapie
(combination antiretroviral therapy)

DAC decitabin (decitabine)

DHPA (8)-9-(2,3-dihydroxypropyl)adenin

DMT DNA methyltransferasa (DNA methyl-
transferase)

DNA deoxyribonukleova kyselina
(deoxyribonucleic acid)

HBV virus hepatitidy B (hepatitis B virus)

HCMV lidsky cytomegalovirus (human
cytomegalovirus)

HHV-6 lidsky herpesvirus typu 6 (human herpes
virus type 6)

HIV virus lidské imunitni nedostate¢nosti
(human immunodeficiency virus)

HPMP (8)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)-
propyl]

HPMP-5-azaC (S)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)-
propyl]-5-azacytosin

HPMPC (S)-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)-
propyl]cytosin

HSV-1 herpes simplex virus typu 1 (herpes
simplex virus type 1)

HSV-2 herpes simplex virus typu 2 (herpes
simplex virus type 2)

PME (fosfonomethoxy)ethyl
((phosphonomethoxy)ethyl)

PMP (fosfonomethoxy)propyl
((phosphonomethoxy)propyl)

TAF tenofovir alafenamid (tenofovir
alafenamide)

TDF tenofovir disoproxil-fumarat (tenofovir
disoproxil fumarate)

\VAY Varicella zoster virus
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M. Kreémerova (Institute of Organic Chemistry and
Biochemistry, Czech Academy of Sciences, Prague, Czech
Republic): Nucleoside Chemistry at the Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry — Looking Back
on History

Nucleoside chemistry has been developing at the
Institute of Organic Chemistry and Biochemistry (IOCB)
since 1957 thanks to the foresight of its first director
FrantiSek Sorm. This new area, targeted especially to
oligonucleotide synthesis, earned soon an excellent
reputation. At that time IOCB was one of only four
institutions in the world successful in oligonucleotide
synthesis. First successes in the field of chemically
modified nucleosides were syntheses of 6-azauridine as
antileukemic agent, 6-azauridine triacetate investigated as
antipsoriatic drug (Riboazauracil) and especially
S5-azacytosine nucleosides, i.e., S-azacytidine and 2'-deoxy
-5-azacytidine (decitabine) synthesized in early 1960s by
Alois Piskala. Both compounds are antileukemic agents
working on the epigenetic principle as inhibitors of DNA
methylations. At present, they are clinically used for the
treatment of myelodysplastic syndromes and other
haematological malignancies, marketed under the names
Vidaza® (5-azacytidine, approved 2004) and Dacogen®
(5-aza-2'-deoxycytidine, 2006). Remarkable synthetic
achievements are connected with the personality of
Antonin Holy including syntheses of L-nucleosides or
acyclic nucleoside analogues, compounds having a sugar
furanose ring replaced by a (poly)hydroxylic carbon chain.
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Many of them were found effective antivirals. One of
them, 9-(S)-[(2,3-dihydroxypropyl)]adenine entered to
clinical practice as antiherpetic drug Duvira gel. However,
it was the development of acyclic nucleoside
phosphonates (ANPs), first reported by Holy and De
Clercq in 1986, that became a real milestone. During next
three decades a number of biologically active ANPs were
identified as antivirals, cytostatics, immunomodulators
and antiparasitics. Three of them reached the stage of
clinical practice as successful antivirals: cidofovir for the
treatment of cytomegalovirus retinitis in AIDS patients,
tenofovir for the treatment and prevention of HIV (later
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approved also for the treatment of hepatitis B), and
adefovir for the treatment of hepatitis B. Tenofovir in the
form of prodrugs is mostly used as a part of several
combined anti-HIV therapeutics containing various anti-
HIV drugs in all-in-one pill and is currently the most
successful anti-HIV drug available.

Keywords:  6-azauracil,  5-azacytidine, decitabine,
antimetabolites, L-nucleosides, acyclic analogues, DHPA,
acyclic nucleoside phosphonates, cidofovir, adefovir,
antivirals, HIV, tenofovir, combined antiretroviral
therapy, antiparasitics
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IGF2: OPOMIJENY HORMON Z RODINY INZULINU S VYZNAMNYM
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Inzulinu podobny rastovy faktor 2 patii, spolu s néckolika dal§imi inzulinu podobnymi peptidy, do evoluc¢né
konzervované rodiny signalizacnich molekul, které jsou nezbytné pro normalni bunéc¢nou proliferaci a vyvoj mozku.

uuuuuu

odhaleny nové poznatky tykajici se role inzulinu podobného ristového faktoru 2 v centralni nervové soustaveé, zejména
jeho vyznam pro uceni, konsolidaci paméti a zlepSeni kognitivnich funkci. I pfes stile ne zcela prozkoumanou
fyziologickou roli inzulinu podobného ristového faktoru 2 se v nasem ¢lanku snazime podrobnéji popsat a vysvétlit jeho
znamé funkce a diskutovat jeho potencialni vyuziti, véetné mozné aplikace v 16€bé neurodegenerativnich onemocnéni.

Klicova slova: IGF2, inzulin, inzulinovy receptor, IGF2 receptor, kancerogeneze, neurodegenerativni choroby,

embryogeneze
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1. Uvod

Inzulinu podobny ristovy faktor 2 (IGF2) patii, spo-
le¢né se svymi znaméjsimi ,,kolegy*, inzulinem a inzulinu
podobnym rastovym faktorem 1 (IGF1), do rodiny inzuli-
nu podobnych hormont, tzv. inzulinové rodiny. Tato
rodina obsahuje kromé jiz zminénych peptidi tfi relaxiny
(H1-H3) a &tyii inzulinu podobné peptidy (INSL3-INSL6)'.
I pfes jejich rozdilné fyziologické funkce a pomérné niz-
kou sekvenéni homologii si tyto peptidy zachovavaji velmi
podobnou tercidrni strukturu, na které méa nejvétsi podil
zejména priitomnost Sesti cysteinti v konzervovanych pozi-
cich tvoticich tfi stabilizujici disulfidové mastky'.

Vzéajemna strukturni podobnost inzulinu, IGF1 a IGF2
zajistuje schopnost téchto molekul vazat se nejen na své
primarni receptory, ale i na receptory ostatnich ¢lenti inzu-
linové rodiny peptidd. Témito receptory jsou tii receptoro-
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vé tyrosinkinasy, konkrétné dvé izoformy inzulinového
receptoru (IR-A a IR-B) a receptor pro IGF1 (IGF1R),
a strukturné zcela odlisny receptor pro IGF2 (IGF2R)
(obr. 1). Naptiklad inzulin se kromé svych primarnich
receptortl IR-A a IR-B véze, i kdyz slabéji, i na IGFIR.
Obdobné je IGF1 schopen vazat se nejen na IGFIR, ale
ina IR-A. IGF2 se vaze primarné na IGF2R, stejné tak ma
ale pomérné vysokou afinitu k IR-A a IGFIR. Naopak na
IGF2R se IGF1 vaze jen minimaln¢ a inzulin vibec. IGF2,
jehoz mnozstvi je v dospélém organismu nékolikanasobné
vys$i nezZ mnozstvi ostatnich inzulinu podobnych peptidu,
interaguje tedy s né€kolika rliznymi receptory, v disledku
¢ehoz ma tento peptid Siroké spektrum fyziologickych
ucinki. Hraje roli zejména v prenatalnim vyvoji a rustu
organismu, z patologickych stavli je vyznamnym faktorem
ve vzniku a progresi né€kterych druhti rakovinného bujeni
a v posledni dobé se velmi diskutuje jeho role v centralni
nervoveé soustave.

2. Inzulinu podobny ristovy faktor 2 (IGF2)

Produkce IGF2 v buiice je slozity proces regulovany
velmi komplexnimi, komplikovanymi procesy. Vzhledem
ke zminénym fyziologickym G¢inkiim tohoto peptidu vede
jeji deregulace casto ke vzniku zdvaznych onemocnéni.
Poruchy exprese Igf2 jsou Casto pozorovany napiiklad
v nadorovych tkanich zavislych na IGF2. I proto 1ze pied-
pokladat, ze produkce IGF2 vyzaduje piisnou kontrolu.
Obecny mechanismus této regulace produkce IGF2 je

https://doi.org/10.54779/ch120240321
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Vyvoj (IGF1/2) Clearance IGF2

Rast (IGF1/2) Smérovani
Hojeni (IGF1) M6P-proteinu
Rakovina (IGF1/2) do lysosoml
Neuroprotektivita

Obr. 1. Inzulin/IGF systém. Sila jednotlivych interakci mezi hormony a jejich receptory je vyjadiena silou a pieruSovanim jednotlivych

Sipek

nasledovny. Gen Igf2 o velikosti 30 kbp spole¢né s genem
pro inzulin (/ns) a neproteinogennim genem H19 lezi na
kratkém raménku chromozomu 11 (11p15.5) (obr. 2A)%
Obsahuje 10 exonll a 5 promotori, ze kterych probiha
transkripce. Vznika tak 5 riznych pre-RNA, vSechny vsak
obsahuji 3'UTR, netranslatovanou c¢ast, tedy sekvenci, ze
které nevznika protein, a exony 8, 9 a 10, které koduji
prekurzory IGF2 (obr. 2B)®. Aktivita jednotlivych promo-
tortl zavisi na typu tkané a vyvojovém stadiu jedince®.

Exprese genu Igf2 je monoalelicka (probiha pouze
z otcovské alely chromozomu) a Uzce souvisi s expresi
zminéného genu HI9. Ten je rovnéZ exprimovan pouze
zjedné alely, tentokrdt vSak z matefské. Tento zplsob
regulace genové exprese je oznacovan genomovy imprin-
ting®®. Genomovy imprinting vyuziva methylace riiznych
oblasti gend, ktera ovliviiuje vazbu zesilovacée (enhanceru)
a dalSich DNA-vazebnych proteint. V pfipad¢ Igf2 je na
otcovském chromozomu methylovana oblast ICRI1
(imprinting control region 1) lezici mezi Igf2 a HI19. Tato
methylace znemoziuje vazbu proteinu transkripéniho fak-
toru CTCF (CTCF), ktery tak nebrani vazbé zesilovact
a exprese genu lgf2 probiha®. Zména konformace chroma-
tinu pti vazbé zesilovacli na promotory /gf2 zaroven zne-
moziuje expresi H19. V piipadé matefského chromozomu
je tomu naopak. Oblast ICRI neni methylovana, naseda na
ni tedy protein CTCF, ktery brani vazbé zesilovacii a po-
tlacuje tak expresi genu Igf2. Zaroven se neméni konfor-
mace chromatinu, ¢imZ je umoznéna exprese genu HI9
(obr. 2A)*°.
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Translaci mRNA vznika 180 aminokyselin dlouhy
prekurzor IGF2 (pre-pro-IGF2) slozeny z N-koncové sig-
nalni sekvence a domén B, C, A, D, E (cit.3’7). V endo-
plazmatickém retikulu je odSt€épen N-konec, vznikd tak
156 aminokyselin dlouhy pro-IGF2 (obr. 2C). Doména E
pro-IGF2 je déle glykosylovana v Golgiho aparatu a pro-
protein konvertasa 4 (PC4) katalyzuje $té€peni peptidovych
vazeb za aminokyselinami v pozicich 67, 87 a 104 (cit.%).
Vznika tedy maturovany 67 aminokyselin dlouhy IGF2
adveé delsi formy IGF2, souhrnné nazyvané jako big-
IGF2. Maturovany IGF2 je nasledn¢ sekretovan do krve,
kde cirkuluje v koncentraci asi 700 ng ml™ a je v naprosté
v&ting vazan na vazebné proteiny pro IGF (IGFBP)’.

Terciarni struktura maturovaného IGF2 byla pivodné
odhadnuta na zéklad¢ struktury inzulinu. Poprvé byla
upfesnéna v roce 1994 pomoci NMR (cit.'?) (obr. 3). Byla
potvrzena piitomnost 4 domén (B, C, A, D) (obr. 4). Do-
ména B zahmuje prvnich 32 aminokyselin N-koncové
Casti peptidu. S fetézcem B inzulinu sdili 50% sekven¢ni
homologii. Doména C hormonu IGF2 navazuje na domé-
nu B (aminokyseliny 33—-40), a je obdobou C-peptidu pro-
inzulinu, ktery se ale v inzulinu finaln¢ vystépuje. Obdobou
fetézce A inzulinu je pak ve struktufe IGF2 doména A, kte-
rou tvori aminokyseliny 41-61. Doména D (aminokyseliny
62-67) vytvari C-konec peptidu. Stejné jako molekula
inzulinu, 1 IGF2 obsahuje 3 disulfidové mustky, konkrétné
mezi cysteiny v pozicich 9—47, 21-60 a 46-51. Strukturu
dale stabilizuji tfi a-helixy. Dva se nachazeji v doméné A
(Glud4-Argd9, Leu53-Tyr59), kde jsou vuci sobé
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A
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B c
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Obr. 2. Regulace exprese Igf2 genu. A) Uspoiadani gentl na kratkém raménku chromozomu 11 (11p15.5) a mechanismus regulace ex-
prese Igf2 — genomovy imprinting. /NS — gen pro inzulin, /gf2 — gen pro inzulinu podobny ristovy faktor 2, /CRI — kontrolni oblast im-
printingu — na otcovském chromozomu methylovana (M), na matefském chromozomu bez methylace, H19 — neproteinogenni gen, CTCF
— DNA vazebny protein, PO—P4 — promotory genu Igf2 , ¢erné boxy 1-7 — nekodujici introny genu /gf2, barevné boxy 8, 9, 10 — exony
kédujici prekurzory IGF2, 3'UTR — netranslatovana ¢ast Igf2; B) Transkripty (mRNA) vznikajici pfepisem Igf2; C) Translaci vznikajici

prekurzor IGF2 — 180 aminokyselin dlouhy pre-pro-IGF2

v antiparalelnim uspofadani, jeden je pak v domén¢ B
(Glul2-Cys21).

2.1. Vazebni partneti IGF2

Jak jiz bylo feceno, strukturni podobnost IGF2
s inzulinem a IGF1 umoziuje jeho vazbu na rtizné recep-
tory inzulinu a inzulinu podobnych peptidi. Diky tomu
dokaze ovliviiovat rtizné fyziologické procesy (obr. 1). Jak
jeho nazev napovidd, jednou zjeho hlavnich funkci je
regulace ristu a vyvoje tkani. Pfedpoklada se, ze je tato
jeho funkce zprostiedkovéana prostfednictvim IGFIR, pii-
padn& IR-A (cit.'"). Oba tyto transmembranové receptory
se vyskytuji na povrchu téméf vSech bunék v organismu.
Na IR-B se IGF2 vaze pomérné slabé. Divodem této slabé
vazby je pfitomnost 12 aminokyselin pochazejicich z exo-
nu 11 genu pro inzulinovy receptor. Tyto aminokyseliny
jsou piitomny pouze v piipadé IR-B, u IR-A chybi'%.

Vsechny tyto receptory (IR-A, IR-B i IGF1R) jsou
2(ap) homodimery s extraceluldrnimi doménami zaujima-
jicimi v apo-formé antiparalelni tvar pismene A (obr. 5A).
Kazdy homodimer je slozen ze dvou monomeru, pfi¢emz
kazdy monomer je tvofen extracelularnim a-fetézcem (130
—135 kDa) a transmembranovym B-fetézcem (90-97 kDa).
a-Retézec tvori domény L1, CR, L2, Fnlll-1, FnllI-2 a o-
CT, PB-tetézec je tvofen doménami Fnlll-2, FnlII-3
a transmembranovou a kinasovou doménou (obr. SA, B).
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Monomerni jednotky homodimert jsou vzajemné propoje-
né disulfidovymi miistky tvofenymi cysteinovymi rezidui
extracelularnich o-fetézct. Receptor tak vytvaii dvé ekvi-
valentni vazebna mista. Po obsazeni i jen jednoho z nich
ligandem dochazi k rozsahlé zméné konformace receptoru
a nasledné k autofosforylaci tyrosinovych zbytkd na tyro-
sinkinasové doméné receptoru uvniti buiiky (obr. 5B)".
Jemné rozdily v mechanismu vazby jednotlivych liganda
s jednotlivymi receptory spousti rozdilné nitrobunécné
odpovédi vedouci k odlisnym biologickym efektim
(obr. 1).

Roku 2013 byla publikovana prvni struktura kom-
plexu inzulinu se zkracenou formou IR-A (cit.'*). Od té
doby bylo publikovano mnoho struktur komplexi inzulinu
nebo IGF1 s jejich pfislusSnymi receptory v riznych rozli-
senich*'®. V roce 2020 byla publikovéana struktura kom-
plexu IGF2 s receptorem IGFIR v rozliseni 3,2 A (cit'’),
ktera odhalila, Ze vazebna mista na IGFIR pro IGF2 jsou
velmi podobna vazebnym mistlim, ktera se iCastni inter-
akei inzulin:IR a IGF1:IGFIR (cit."*'%%).

Receptorem zodpovédnym za kontrolu hladiny vol-
ného IGF2 v krevnim fecisti je zejména IGF2R. Je to asi
300 kDa velky transmembranovy glykoprotein patiici do
lektinové rodiny typu P (cit.”") (obr. 5C). Tento receptor,
nazyvany také kation-nezavisly mannosa-6-fosfatovy re-
ceptor, je cilovym receptorem rovnéz nékterych 6-fosfo-
mannosylovanych proteini (nejcastéji lysosomalnich en-
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Obr. 3. Terciarni struktury inzulinu, IGF1 a IGF2. (A) Ptekryv terciarnich struktur lidského inzulinu (HI) (bila, PDB 6SOF), IGF1
(tmavé rizova, PDB 1GZR) a IGF2 (modra, PDB 1IGL); (B) IGF2 v komplexu s ¢asti IGF1R (PDB 6VWI) (L1, L2 — domény bohaté na
leucin, CR — doména bohata na cystein); (C) IGF2 v komplexu s ¢asti M6P/IGF2R (PDB 6UM2) (D4-D14 — domény 4-14 M6P/IGF2R)

B

IGF2
B

Inzulin FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT
B

IGF1

C A D

AYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPA--SRVSRRS--RGIVEECCFRSCDLALLETYCATPAKSE

A

————————— GIVEQCCTSICSLYQLENYCN

cC A D

GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFYFNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKFPAKSA

Obr. 4. Primarni struktura IGF2, inzulinu a IGF1. Oznaceni, uspofadani a vzajemné porovnani jednotlivych domén

zymu). Vazbu ligandl zajistuje 15 homolognich extrace-
lularnich domén (kazdd o 124-192 aminokyselinach)
s 14-28 % sekvencni identitou. Domény 3, 5, 9 a 15 jsou
zodpovédné za vazbu mannosylovanych glykoproteind,
doména 11 s ptispénim domény 13 vaze IGF2 (obr. 5D).
Receptor navadi jak lysosomalni enzymy (z trans-Golgiho
aparatu), tak IGF2 (z bunééného povrchu) do endosomi
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a lysosomi. Uvadi se, ze pouze 5-10 % z celkového
mnozstvi IGF2R se nachazi na bunééném povrchu, zbytek
cirkuluje uvnitt bun€¢k mezi trans-Golgiho aparatem
a endosomy?. Jinymi slovy, receptor je s navazanym li-
gandem internalizovan a pres Casné a pozdni endosomy
dopravuje ligand az do lysosomi, kde je tato molekula
degradovana (ptipad IGF2) ¢i vykonava svou proteolytic-
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Obr. 5. Struktura inzulinového receptoru. (A) Schématické znazornéni apo-formy inzulinového receptoru (PDB 3LOH). Kazdy
z protomeri receptoru je vyznacen jinou barvou (L1, L2 — domény bohaté na leucin, CR — doména bohaté na cystein, Fnlll — doména
tvotena fibronektinem typu III); (B) Aktivovana forma IR receptoru (PDB 6PXV). Navazané molekuly inzulinu jsou vyznaéeny zeleng;
(C) Apo-forma IGF2R (PDB 6UM1); (D) IGF2R s navazanym IGF2 (modie) (PDB 6UM2) (D1-D14 — domény 1-14 M6P/IGF2R)

kou funkei (piipad lysosomélnich enzymt)®. Samotny
IGF2R je recyklovan a z pozdnich endosomi se vraci na
bunéénou membranu ¢i do trans-Golgiho aparatu.

Dosud bylo uvefejnéno pomérné velké mnozstvi
struktur rizné€ velkych konstruktlh IGF2R bez ligandu ne-
bo s navazanym IGF2 (cit.?'***). V roce 2020 byla publi-
kovana studie cryo-EM struktury apo-formy IGF2R
(domény 4-14) i IGF2R s navazanym IGF2 (obr. 5C, 5D)*.
IGF2R je také schopen tvofit v plazmatické membrané
dimery?’ a tato dimerizace miize dopoméhat ke stabilizaci
domény 11 s navidzanym IGF2 navic jeSté¢ s piispénim
fibronektinové domény 13 (cit.”®).

Presto, ze IGF2R postrada katalytickou intracelularni
doménu s kinasovou aktivitou, je podle nékterych star§ich
vyzkumtl schopen prostfednictvim receptorit spfazenych
s G-proteiny (GPCR) pfimym nebo nepfimym zplisobem
iniciovat signalizaci a ovliviiovat fosforylaci proteint za-
pojenych do GPCR signalni kaskady®. V sou¢asné dobé
je velmi intenzivné diskutovana role IGF2R v centralni
nervové soustavé (viz kapitola Fyziologické funkce IGF2).

Plsobeni IGF2 a jeho biodostupnost jsou precizné
regulovany jeho interakci s rozpustnymi IGF vazebnymi
proteiny (IGFBP). IGF vazebné proteiny udrzuji IGF2
v cirkulaci a dopravuji ho k cilovym tkdnim’. Dosud bylo
identifikovano Sest vazebnych proteinti. Vazbou na nékte-
ry znich je vyznamné prodlouzen biologicky polocas
IGF2. Relativni afinita IGF2 k jednotlivym IGFBP je riz-
n4, ale je vy3si nez afinita IGF2 k IGFIR (cit.”*’). IGF2 ve
vazb€ na IGFBP3 a IGFBP5 mitize navic tvofit mnohem
veétsi ternarni komplex s proteinem ALS (tzv. kyselou
labilni podjednotkou — z angl. acide labile subunit). Tim je
mnohonasobné zvysSena stabilita komplexu a prodlouzen
jeho biologicky polocas. Odhaduje se, ze volny IGF2 ma
biologicky polocas vkrevni plazmé 5-10 minut,
v binarnim  komplexu s IGFBP kolem 30 minut
a v ternarnim komplexu s ALS az 16-20 hodin.
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2.2. Fyziologické funkce IGF2

Zasadni roli v organismu hraje IGF2 pfi regulaci fe-
talniho ristu a diferenciace. Jeho role v dospélém organis-
mu je uz méné¢ ziejmd, avSak na rozdil napiiklad od hlo-
davci je IGF2 v lidském téle produkovan béhem celého
zivota, a to v mnohem vys$sich koncentracich nez inzulin
a IGF1. Jeho hladina je striktné regulovana na trovni ex-
prese genu i na Grovni biodostupnosti pro vazbu na recep-
tory, coz naznacuje jeho vyznamnou funkei v lidské fyzio-
logii. Je prokazano, ze IGF2 dokaze ovliviiovat svalovou
atukovou tkan, kosti, vajecniky a v nékterych céstech
mozku také neurogenezi®'. Pozménéna exprese genu pro
IGF2 se mize projevit patologickymi stavy, jakymi jsou
napiiklad obezita, diabetes, syndrom polycystickych ova-
rii (PCOS), nemoci jater, rakovina ¢i poruchy kognitiv-
nich funkei. O nejvyznamnéjsich fyziologickych funkcich
se zminime v nasledujicich kapitolach.

2.2.1. Fyziologicky vyznam v riistu a vyvoji

Oba IGF jsou spole¢né s jejich membranovymi re-
ceptory a IGF vazebnymi proteiny klicovymi komponenty
komplexniho systému, ktery reguluje rust. Spole¢né
srustovym hormonem jsou schopny fungovat jak
v endokrinnim, tak parakrinnim ¢i autokrinnim modu.
Jejich hladiny jsou pfesné regulovany v prenatalnim véku,
vdétstvi, 1 vdospélosti. IGF1  reguluje  rust
od prenatalniho obdobi az do dospivani*, naproti tomu
IGF2 hraje zasadni roli v ristu ve fetalnim véku a pozdéji
uz rast t€la ovliviiuje podle soucasnych poznatkd relativné
malo, coz je v kontrastu s jeho vysokymi hladinami v do-
spélosti. I kdyz je IGF2 syntetizovan témér ve vSech orga-
nech, nejvice se ho tvofi ve slinivce plodu a jatrech
v jakémkoliv v&ku®. Riistova funkce IGF2 je zprostiedko-
vana nejvice IGF1 receptorem, vyznamnou roli vSak hraje
i jeho vazba na IR-A (cit.'").
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Aktivace IR-A pisobenim IGF2 byla prokdzana na-
priklad pti podpote obnovy nervovych kmenovych bunék.
Tato aktivace vede k expanzi nervovych progenitorovych
buné&k. Pozitivni vliv na obnovu kmenovych bunck byl
pozorovan i na jinych tkanich, napiiklad u stfevnich nebo
svalovych kmenovych bundk**. IGF2 navic dokaze
ovliviiovat diferenciaci adipocytt, pfijem glukosy buika-
mi a také inzulinovou sekreci®®.

Jakakoliv deregulace exprese Igf2 vede k ristovym
chorobam, jako je tfeba Beckwithiiv-Wiedemanntv syn-
drom (BWS), zplisobeny ztratou genomového imprintingu
genu /Igf2 nebo Silvertiv-Russeliv syndrom zplsobeny
ztratou genomového imprintingu vedlejsitho genu HI79.
Navic jsou tyto dvé choroby spojeny s vy$sim vyskytem
détskych tumord, jako je naptiklad Ewingtiv sarkom nebo
Wilmstv tumor””.

Dulezité informace o roli IGF2, ale i IGF2R, poskytly
zvifeci modely s deletovanymi piislugnymi geny*. Vyfa-
zeni genu Igf2 nesnizilo Zivotaschopnost mysich mladat,
ale zpusobilo jejich mensi velikost (asi 60 %) oproti kon-
trolnim mys$im. Delece Igf2r naproti tomu zpisobila vétsi
velikost (asi 140 % velikosti normalnich jedinct), Zivota-
schopnost mlad’at byla ale drasticky snizena a jen velmi
malo z nich ptezilo, a pokud ano, tak s ristovymi defor-
macemi. Zajimavé bylo, ze soucasna delece obou gend,
Igf2 a Igf2r, vedla k normélnimu pfeziti mysi a ke zmenSe-
ni jejich velikosti (asi na 75 %). Z vysledkt se da usoudit,
ze rustové efekty IGF2 pfi vyvoji embrya jsou zprostied-
kovany aktivaci IGFIR a IR-A a ne IGF2R. IGF2R ale
vaze a blokuje podstatnou ¢ast IGF2 a pokud IGF2R chy-
bi, pfili§ vysoka hladina IGF2 a jeho akce ptes IGFIR
a IR-A zpisobuje nadmérnou stimulaci ristu, malformace
a snizeni zivotaschopnosti plodu.

2.2.2. IGF2 a kancerogeneze

Zvysena produkce IGF2 muze byt pfi¢inou mnoha
zhoubnych nadort déti i dospélych. Za nadmérnou pro-
dukci IGF2 muze stat mnoho riznych faktort, jako je
zména methylace DNA s naslednou ztratou imprintingu,
zmény v expresi gend transkripcnich faktorti nebo zmény
v posttranskripcnich nebo posttranslacnich modulatorech
exprese genu pro IGF2 (cit.*®). Deregulace exprese genu
pro IGF2 je velmi Casto zaznamenana u pacientt s rakovi-
nou tlustého stfeva a kone¢niku, rakovinou prsu, prostaty
¢i plic.

Jednou z hlavnich pfi¢in vzniku a vyvoje rakovinné-
ho bujeni je ztrata imprintingu (LOI, z angl. loss of im-
printing) Igf2 genu. Ztratou imprintingu dojde ke zvySeni
exprese Igf2, bunky jsou tak vystavené vysoké hladiné
IGF2, coz zplusobuje rust tkani a podporu anti-
apoptotickych efekta*’. Jednim z nejéastéjsich onemocné-
ni spojenych s LOI Igf2 je BWS, ktery se projevuje nad-
mérnym rlstem jedince a vysokym rizikem tvorby nado-
ra*'. A az u 90 % pacientd trpicich tzv. Wilmsovym tumo-
rem (rakovinou ledvin vyskytujici se v détstvi) byla zazna-
menana LOI Igf2 genu®. LOI Igf2 byla objevena i u mno-
ha dal$ich typa rakoviny, napt. u hepatoblastomu, rakovi-
ny plic, rakoviny délozniho ¢ipku &i rakoviny varlat®**,
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Deregulace produkce IGF2 se mize projevit také pfi vzni-
ku sarkomi, jako napiiklad rabdomyosarkomu (sarkomu
mekkych  tkani) udéti nebo Ewingova sarkomu
(maligniho nadoru kosti déti a adolescenti)®.

IGF2 podporuje rtst bunék zejména pii jeho plsobe-
ni prostfednictvim IGFIR. Pfi aktivaci IGFIR pomoci
IGF2 je proto umocnén vznik nadorti a tvorba metastaz.
IGF2 miZze vznik nadorl zplsobovat i pti vazbé na IR-A.
Tento receptor se nejcastéji vyskytuje
v nediferencovanych zhoubnych nadorech, kde je dokonce
produkovan piednostné pred IGFIR (cit.**"’). V t&chto
typech nadort je potom IR-A hlavnim receptorem, ktery
je zodpovédny za rakovinotvorné uginky IGF2 (cit.*®).

Nespravné posttranslacni  zpracovani  pro-IGF2
(prekurzoru IGF2) vede k navyseni hladin proforem IGF2
— jiz zminénych big-IGF2. I jejich zvySena hladina
v organismu pusobi rakovinotvorn€, byva spojovana
s tvorbou masivnich nebo metastatickych tumortt mnohdy
s vahou prevysujici kilogramy*’. Hlavni nebezpedi téchto
nespravné zpracovanych proforem IGF2 spociva velmi
pravdépodobné v jejich zvySené biodostupnosti a tedy
vysokém proliferacnim Gcinku. Formy big-IGF2 totiz
vznikaji v disledku Spatné nebo nepfitomné glykosylace
E-domény pro-IGF2. V disledku toho neni molekula roz-
poznana proteolytickymi enzymy a E-doména tak neni
odstépena. Tyto big-IGF2 maji pak kvuli své velikosti
pozmeénénou schopnost tvofit bindrni a ternarni komplexy
s IGF-vazebnymi proteiny a kyselou labilni podjednotkou
(ALS) atim padem =zdstavaji ve volnych formach
v krevnim fecisti. Naopak jejich vazba na hlavni mitogen-
ni receptory (IGFIR a IR-A) je ovlivnéna pouze minimal-
né. Jejich biodostupnost je tak nebezpecné vysoka, coz se
miiZe projevit ve vyssi proliferativni funkci’®”".

Role IGF2 v progresi rakoviny je stdle mnohem méné
charakterizovana nez role inzulinu a IGF1. Existuji studie
dokazujici ptimé zapojeni IGF2 v primarnim vzniku nado-
rt, progresi rakoviny a také v imunitni odpovédi ¢i v me-
chanismu rezistence organismu na lécbu. V nadorovych
buikach byva Igf2 exprimovan vice nez Igfl a pusobi
autokrinn¢ i parakrinné, coZ umociiuje jeho vliv na pribch
rakovinnych onemocnéni. Navic IGF2 podporuje motilitu
a schopnost invaze nadorovych bun¢k, ovliviiuje fenotyp
kmenovych bunék, angiogenezi a podporuje schopnost
nadorovych bunék skryt se pfed imunitnim systémem
organismu (immune evasion). VSechny tyto poznatky
naznacuji, ze je IGF2 pleiotropnim promotorem metasta-
tického §iteni u nadora™.

2.2.3. IGF2 v nervové soustavé

Nezanedbatelnou roli ma IGF2 i v nervové soustave.
IGF2R je produkovan v neuronech celého mozku, zejmé-
na ale v hipokampu, kortexu, mozecku a mozkovém kme-
ni>. IGF2 je v centralni nervové soustavé rovnéz produko-
van, a to v porovnani s ostatnimi inzulinu podobnymi
peptidy v relativné velkych mnozstvich. Jeho pfitomnost
byla prokazéana napf. v hypothalamu, hipokampu, kortexu,
tteti mozkové komote, amygdale, choroidnim plexu
a v leptomeningach®**. O divodu produkce obou téchto
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molekul v mozku se intenzivné diskutuje. Obé jsou zmino-
vany v souvislosti s kognitivnimi schopnostmi jedinct,
pfedevsim pak s upeviiovanim dlouhodobé paméti. Pred-
poklada se i jejich zapojeni do molekularni podstaty rtiz-
nych patologickych stavil (napf. psychiatrickych poruch ¢i
neurodegenerativnich onemocnéni), jejichz symptomem je
pravé porucha kognitivnich funkci. Konkrétni mechanis-
mus pasobeni téchto molekul v mozku nejen pfi zminé-
nych patologickych stavech, ale i ve zdravém organismu,
je viak stale z velké ¢asti neobjasnén.

Proces formovani dlouhodobé paméti stoji na de novo
expresi mRNA a syntéze proteinl. Nové vzniklé proteiny
se podili na tvorbé strukturnich zmén v synapsich neuro-
nl. Pravé ve formé zmén v propojeni synapsi v mozku
jsou informace vpaméti ukladany™. Pocatetni impulz
k transkripci novych genti dava transkripéni faktor CREB
(cAMP response element binding protein). Ten reaguje na
zvySenou hladinu cAMP po stimulaci piislusné signalni
drahy neurotransmiterem Vv postsynaptickém neuronu.
CREB se dale vaZe na promotor genu pro C/EBPfJ
(CCAAT enhancer binding protein). Ten plsobi v jadie
rovnéZ jako transkripéni faktor. Vaze se na promotory
genu Igf2, coz vede k vysoké expresi genu pro IGF2
(cit.>”). Postupné se ukazalo, Ze je endogenni IGF2 produ-
kovany v hipokampu nezbytny pro formovéani dlouhodo-
bych vzpominek.

Nékteré experimentalni prace naznalily, ze podani
IGF2 muze podporovat dlouhodobou pamét’ a prodluzovat
uchovéavani vzpominek® . Navic se zd4, Ze podani IGF2
hlodavcim zptisobuje zvySenou produkei proteini kodo-
vanych tzv. ¢asnymi geny (IEG — z angl. immediate early
gene)™®. Dalsi prace na zvitatech také ukazaly, ze IGF2
pisobi proti zapominani v disledku vysokého véku®
a jeho administraci by patrné Slo zvratit n¢které symptomy
nemoci, jakymi jsou napf. Alzheimerova choroba ¢i rizné
poruchy autistického spektra® ®, véetnd Angelmanova
syndromu®. Pozorovani Cruze a spol.** se oviem nepoda-
filo potvrdit ve studii Bergové a spol.®’, kteii perifernd
podavali IGF2 mySim s indukovanym Angelmanovym
syndromem. Vysledky Bergové a spol. ukazaly, ze IGF2
nezlepsuje uchovavani dlouhodobych vzpominek zdra-
vych kontrolnich zvifat ani modelovych zvifat Angelma-
nova syndromu, nema vliv na koordinaci ani motorickou
¢i lokomotickou aktivitu zvifat a nezlepsSuje jejich socialni
komunikaci. Jediny, ale velmi zajimavy, dopad IGF2 na
organismus zvifat byl zaznamenan pfi méfeni intenzity
mozkovych (konkrétné kortikadlnich a hipokampalnich)
delta vin, které se vyznamné snizovaly jiz hodinu po peri-
fernim podani IGF2. Tyto viny jsou v pfipadé zvifat simu-
lujicich Angelmantv syndrom zvySené a IGF2 je G¢inné
snizuje. Podani IGF2 ma tedy evidentné vliv na funkci
mozku, ale o mife tohoto vlivu a molekularnim mechanis-
mu pisobeni na behavioralni chovani se vSak stale disku-
tuje.

Jisté je, ze efekty IGF2 na plsobeni v mozku a pfi-
padné na behavioralni chovani jsou zprostfedkované hlav-
né IGF2R a nikoli tyrosinkinasovymi receptory ostatnich
inzulinu podobnych peptidi (tedy IR-A, IR-B a IGFIR)
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(cit.**%%). Nové navrzeny mechanismus pasobeni IGF2
pfes IGF2R uzce souvisi s jeho zminénou schopnosti na-
vadéni ligandd do endosomi a nasledn€ do lysosomi —
tedy s vezikularnim transportem. Alberini®® navrhuje, Ze
mobilizované endosomy mohou piisobit jako platformy
pro translaci nové vznikajicich mRNA. Tim milZe byt
umocnén vznik potiebnych proteint. Translace vazana na
endosomy je pro bunku vysoce vyhodna. Umoznovala by
vznik novych proteinii ve specifickych castech bunky.
Proteiny by tak piimo vznikaly v misté jejich potfeby,
napf. vrostoucich synapsich neuront. Tim by IGF2
a IGF2R regulovaly proteinovou syntézu a proteinovou
degradaci (lysosomdlni i autofagickou) a zajiStovaly by
udrZzovani stalé hladiny proteinti v buiice nezbytné pro
zajisténi neuralni plasticity, potazmo tedy pro formovani
dlouhodobé pamé&ti®®.

IGF2 figuruje i v mnohych studiich mechanismu
psychiatrickych a neurodegenerativnich poruch. Naptiklad
pacienti s Alzheimerovou chorobou maji oproti zdravym
jedinclim  signifikantné niz§i hladiny mRNA IGF2
i samotného IGF2 v mozku®. V tomto piipads se proto
mluvi o vyuziti endogenniho IGF2 pro 1é¢bu této choroby.
Administrace IGF2 by mohla prospivat i pacientim
s Parkinsonovou chorobou, Huntingtonovou chorobou ¢i
amyotrofickou lateralni sklerézou®. Viechny tyto choroby
maji totiz spolecného jmenovatele, a sice hromadéni agre-
gati $patné sbalenych proteinii v buiikach®. Podpofeni
vezikularniho transportu a potazmo tedy mechanismu
degradace proteintt a vzniku novych proteinti by tento
problém mozna tesilo. Administrace IGF2 se nabizi i pro
léc¢bu pacientli se schizofrenii. U schizofrenikl byla totiz
prokazana vysokd hladina IGFBP2 v krvi, kterd vyrazné
snizuje mnozstvi biologicky dostupného IGF2 (cit.*).
Stejné tak i syndrom fragilntho X chromozomu, ktery je
jednim z typt autismu, by mohl byt 1é¢en podanim IGF2.
Jeho hladiny v hipokampu modelovych mysi jsou totiz
prokazatelné nizsi a pfimé podani IGF2 vyznamné zlepSu-
je kognitivni funkce mozku zvitat’.

2.3. Analogy IGF2

Jak je zfejmé z piedchozich kapitol, IGF2 je moleku-
la zastavajici v t€le mnoho riiznych funkci. Tyto funkce
zprostfedkovavaji tfi rizné receptory — IGFIR, IR
a IGF2R. Kvili této tzv. cross-reaktivité je velmi tézké
rozliit od sebe dopady aktivace jednotlivych receptorti pfi
vazbé IGF2 do jejich vazebnych mist.

Pro vyzkum fyziologickych funkci jednotlivych re-
ceptorit a konkrétnich signalnich transdukci, které spous-
t&ji, lze vyuzit Ctyfi rizné strategie. Zaprvé je mozné vy-
zkum provadét na bunéénych kulturdch obsahujicich jen
jeden konkrétni receptor z inkriminované skupiny’'. Za-
druhé 1ze vazebné misto nezadoucich receptorti blokovat
specifickymi protilatkami. Dalsi moznosti je receptor cile-
né¢ mutovat tak, aby nebyl schopny vazat své ligandy
azactvrté Ize produkovat mutované formy IGF2
s pozménénou aminokyselinovou sekvenci, kterd zarucuje
selektivitu analogu pouze k jednomu typu receptoru’”.
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Nejuzivangj§im pfistupem je Ctvrta varianta, tedy
produkce analogli nativni formy IGF2. Dnes je jiz znama
pfesnd struktura IGF2 i IGF2R (obr. 3C), a tedy i konkrét-
ni aminokyselinové zbytky, které se jejich vzajemné inter-
akce Ucastni. Diive byly analogy IGF2 vyuzivany i pro
ziskavani informaci o struktufe vazebného mista receptoru
a funkcich jednotlivych domén i konkrétnich aminokyse-
lin samotného IGF2 (cit.”*"*). Dnes jsou analogy vyuZiva-
né nejen pro vyzkum specifickych funkei IGF2R (cit.”*7®),
ale pfedevSim je atraktivni mySlenka terapeutického vyu-
ziti analoglh IGF2. Analogy se sniZenou afinitou k IR
a IGFI1R a zarovein se zachovanou afinitou k IGF2R by se
potencialné daly vyuzit pro 1é¢bu neurodegenerativnich
a psychiatrickych onemocnéni, aniz by pusobily pfehnany
bunéény rist prostiednictvim IGF1R a IR-A.

3. Zavér

IGF2 je nesmirn¢ zajimavym hormonem a zaroveil
ristovym faktorem, jehoZ biologickd role v prenatdlnim
ristu a vyvoji je pomérné dobfe prozkoumana, ale jeho
fyziologicka role v dospélosti neni ve srovnani s IGF1
a inzulinem pfili§ dobfe charakterizovana. To je ptekvapi-
vé zejména v kontextu nékolikanasobné vyssich hladin
IGF2 v dospélosti v porovnani s hladinami IGF1 a inzuli-
nu. Z tohoto pohledu je IGF2 molekulou vhodnou pro
blizsi objasnéni jeho dalSich fyziologickych funkci, a to
zejména v mozku, kde by mohl byt odpovédny za udrzo-
vani normalnich kognitivnich funkci. Molekularni mecha-
nismus jeho plsobeni, a to zejména skrze vazbu na IGF2R
je ale zatim stale nejasny a bude tfeba dal$iho intenzivniho
vyzkumu pro objasnéni role IGF2 v organismu a pro pii-
padny vyvoj terapeutik na bazi tohoto hormonu.

Seznam zkratek

IGF2 Inzulinu podobny ristovy faktor 2

Igf2 Gen pro inzulinu podobny rustovy faktor 2

IGF2R  Receptor pro inzulinu podobny rustovy faktor 2

Igf2r Gen receptoru pro inzulinu podobny rdstovy
faktor 2

IR-A Inzulinovy receptor — izoforma A

IR-B Inzulinovy receptor — izoforma B

Ins Gen pro inzulin

HI9 Neproteinogenni gen H19

3'UTR 3’ netranslatovana ¢ast genu (z angl. 3’ untrans-
lated region)

ICR1 Kontrolni oblast imprintingu 1 (z angl. imprin-
ting control region 1)

CTCF Transkripéni represor CTCF

PC4 Pro-protein konvertasa 4

IGFBP  Vazebné proteiny inzulinu podobnych rlsto-
vych faktord

GPCR Receptor spfazeny s G-proteinem (z angl.

G-protein coupled receptor)
Cryo-EM Kryoelektronova mikroskopie
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ALS Kysela labilni podjednotka (z angl. acid-labile
subunit)

PCOS Syndrom polycystickych ovarii

LOI Ztrata imprintingu (z angl. loss of imprinting)

CREB cAMP response element binding protein

C/EBPB  CCAAT zesilovaci vazebny protein B (z angl.
CCAAT enhancer binding protein [3)

IEG Casné geny (z angl. immediate early gene)
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LES, projekt LX22NPO5104, financovany Evropskou unii
— Next Generation EU) a Akademii véd CR (vyzkumny
zamér RVO:6138963).
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T. Turnovska, J. Jiragek, and L. Zakova (Institute
of Organic Chemistry and Biochemistry, Czech Academy
of Sciences, Prague, Czech Republic): IGF2: Overlooked
Peptide from Insulin-Like Family of Hormones with
Great Therapeutical Potential

Insulin-like growth factor 2 (IGF2), along with
several other insulin-like peptides, belongs to an
evolutionarily conserved family of signalling molecules
essential for normal cell proliferation and brain
development. Previous studies have mainly focused on its
role in embryonic development and carcinogenesis. In
recent years, new insights revealed the role of IGF2 in the
central nervous system, particularly its importance in
learning, memory consolidation and enhancement. Despite
the still not fully explored physiological role of IGF2, in
this article we aim to describe and explain its known
functions in more detail and discuss its potential uses,
including its possible application in the treatment of
neurodegenerative diseases.

Keywords: IGF2, insulin, insulin receptor, IGF2 receptor,
carcinogenesis, neurodegenerative diseases, embryogenesis
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Vyzkum steroidi v Ceské republice ma dlouhou tradici a tento &lanek si dovoluje shrnout nejpodstatn&jsi detaily
a informace, které si autor pamatuje a které se mu podafilo nalézt.

Kli¢ova slova: historie vyzkumu steroidt v Ceské republice, steroidy, suroviny

Tento Casopis pred Casem publikoval ¢lanek Prvni
piilstoleti steroidni chemie', ktery je viak orientovan pouze
na oddgleni steroidit UOCHB a nezabyva se fadou chemi-
ki a pracovist, zacastnénych v této oblasti badani
v Cechach, stojicich za zminku. Pokusime se to napravit.

Pohled do databaze Chemical Abstracts / SciFinder
napovi, ze pred zformovanim skupiny chemikd, jimz dal
Frantidek Sorm za {ikol rozvinout chemii steroidd, se ze
syntetického hlediska, v Ceskoslovensku neudalo mnoho.
Nékolik praci se zabyvalo steroidy, le¢ spiSe z hlediska
biologickych a 1ékatskych aplikaci. Z naSich chemickych
otcii zakladateld z oboru chemie pfirodnich latek se zde
podepsali napt. Frantisek Santavy, Jan Skoda a dal3i.

Obr. 2. Skoda J.2

Obr. 1. Santavy F.2

O steroidech se vramci akci chemické spole¢nosti
dosti pfednaselo a Chemické listy a jejich predchtidcové
pfinasely o nich referaty, tak jako napf. brnénsky chemik
Josef Frejka, ktery se mj. zabyval chemii ptirodnich latek,
publikoval praci o chemii steroidi* v roce 1940. Steroidy
se zabyval v Brné na Masarykové université¢ téz Jaromir
Hadacek, ktery tam dokonce vedl pfedmét Chemie steroi-
dt’. Hadacek se zabyval steroidy i experimentaln& a publi-
koval o nich jiz od roku 1935 (cit.®) fadu praci, potazmo
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Obr. 3. Frejka J.2 Obr. 4. Hadagek J.°

z oblasti izolace z pfirodniho materidlu a Gprav pfirodnich
steroidil. Se steroidy pracoval v padesatych letech experi-
mentalng Jiti Janda z Ustavu pro matku a dit&’.

Po skonceni valky vznikl, podle neautorizovaného
textu', jehoZ autorem je ziejmé Antonin Holy, na Vysoké
skole chemicko-technologického inZenyrstvi (VSCHTI,
tehdy soudasti Ceského vysokého udeni technického
v Praze) pod vedenim Frantiska Sorma Ustav technologie
lucebnin organickych a vybusnych
(pozd&ji  Ustav  technologie
latek organickych, a nakonec
Ustav organické technologie),
ktery se stal jadrem Ustiedni-
ho ustavu chemického.
Usttedni tstav chemicky vzni-
kl jako jeden ze sedmi Ustavil
zakladniho  vyzkumu  pfi
Ustiedi védeckého vyzkumu
vroce 1950. Po rozhodnuti
o zalozeni CSAV byl do této

Obr. 5. Sorm F.?

https://doi.org/10.54779/ch120240368
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instituce vé&lenén jako Ustav organické chemie CSAV;
teditelem se opét stal Frantisek Sorm. Ustiedni ustav che-
micky sidlil na Praze 6 v komplexu vybudovaném ptivod-
né pro potfeby Vyzkumnych tstavii zemédélskych, tehdy
s adresou Na Cvi¢isti (dnes UOCHB AV CR; Flemingovo
namesti 2).

Skupina chemiki kolem Frantiska Sorma, zabyvajici
se steroidy na VSCHTI CVUT, a od roku 1950 jiz
v Laboratofi steroidd'> v Ustfednim ustavu chemickém,
z pocatku zahrnovala doktorandku Helenu Dykovou
(pozdgji Ustav pro péci o matku a dit&) a postupné ptibrala
Viéclava Cerného, Ludvika Lablera, Zelimira Prochazku,
Jitiho Horu, Jana FajkoSe, posléze se ptfidruzivsich Jifiho
Josky, Vladimira Schwarze, Jaromira Kucery, Vlastimila
Sandy, a dalsich. Vedoucim skupiny byl F. Sormem usta-
noven V. Cerny". Oddgleni intenzivng spolupracovalo
s praxi a vypracovalo vyrobni postupy pro vyrobu steroid-
nich 1é¢iv v ustecké Chemopharmé (Soucast Spofy Praha).

Hezky pohled je na to, za co byli pracovnici laborato-
fe na zacatku jeji existence postupné odmeénovani, akade-
mik Sorm o to zfejm& pedoval. Schwarz zde zpo&atku
rozvijel chemii steroidnich sapogenintl, za coz byl odmé-
nén CSAV'. Labler a Kasal byli odmé&néni CSAV za syn-
tézy 18-substituovanych steroiddi'> a Hora za deaminace
18-aminosteroidi'®. Labler studoval i mikrobialni hydro-
xylace steroidl. Prochazka se vénoval mj. chromatografii
steroidii (mj. s Lablerem, Kucerou a VereSem), izolaci

Obr. 6. Cerny V." Obr. 7. Fajkos J.2
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latek z ptirodniho materialu, enzymatické hydroxylaci
a spolu s Sandou mj. problematice kyseliny askorbové, za
coz té7 obdrzeli odménu CSAV'". Sanda se vénoval téz
bromderivatim steroidd. Kuéera byl odménén CSAV za
préce tykajici se oxidace steroidi'®. V roce 1957 se Cerny
a Fajkos stali laureaty statni ceny Klementa Gottwalda za
vynikajici prace v oboru steroidéi a alkaloidd'. Fajko$
dostal vroce 1959 odménu CSAV za piipravu analog
steroidnich hormonti a pfispévek ke studiu stereochemie
steroidt®. Pracovnici Laboratofe/Oddgleni byli téZ redak-
tory Casopisu Steroids nakladatelstvi Elsevier. Pracovnici
Laboratofe/Oddéleni piispéli autorsky ke vzniku 1296-
strankové ,,bible steroidara®, unikatni monografie o kon-
stituci, syntéze, analyze a izolaci i biochemii steroidnich
sloucenin, postihujici také vztahy mezi farmakologickymi
ucinky a strukturou a totalni syntézy alicyklickych steroi-
dd, vydané jiz v roce 1960 (cit.?"). Neni bez zajimavosti,
7e podle tehdejsi praxe na UOCHB, publikovali steroidaii
v Chemickych listech praci cesky a v Collection ve svéto-
vém jazyce. Fajko§ byl prvy steroidaf, kdo publikoval
préczi3bez spoluautorstvi Sorma* ba i v zahrani¢nim &aso-
pise™.

V Sedesatych letech Ludvik Lébler proslul zejména
jako teoretik a propagator chromatografie na tenké vrst-
v&, ktery po roce 1968 skoncil ve Svycarsku (CIBA)
a Jifi Hora, téz v roce 1968 odesel a putoval pies Rakous-
ko a po ro¢nim pusobeni v Anglii na université v Londyné
skoncil u firmy Unilever PLC v Holandsku, kde pracoval
v oblasti detergentti. Ostatni jmenovani pracovali do kon-
ce své chemické kariéry na UOCHB. Nékteii z nich kromé
veédecké prace dlouhd léta zéasobovali americkou firmu
Trevora Arendse ,,Steraloids na miru syntetizovanymi
steroidy. Po V. Cerném vedl oddéleni chemie steroidi
Alexander Sasa Kasal®”®. Skupina vétinu svych praci pu-
blikovala v sérii ,,On Steroids®, kde bylo publikovano od
prvé prace série od F. Sorma®® pies 400 publikaci. Po
ukonceni série v 90. letech minulého stoleti publikovali
¢lenové tymu jeste dalsi desitky praci. Siroky rozsah syn-
tetické chemie publikované touto skupinou Ize stézi n€ko-
lika slovy charakterizovat, za zminku stoji i komicka pfi-
hoda, kdy vedouci skupiny nedovolil mladému chemikovi
zahéjit syntézu, tehdy nového, brassinosteroidu®’, do kte-
rézto syntézy se sam pozd&ji pustil®®.

Obr. 8. Prochazka Z.}

Obr. 9. Joska J.}
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Obr. 10. Sanda V.
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Obr. 12. Chodounska H.

Obr. 11. Kasal A%

Kasal s Chodounskou popisuji jako prvou ,.steroidni
publikaci praci F. Sorma a H. Dykové” ,On B-nor-
cholesterol”, s afiliaci VSCHT. Jesté rok pted tim publiko-
val Frantisek Sorm pre’tci26 A contribution to the oxidation
of cholesterol acetate®, s afiliaci Spolek pro chemickou
a hutni vyrobu v Praze-Vysoc€anech, ktera byla retroaktiv-
n¢ zafazena do dejvické série ,,On Steroids*.

Obr. 13. Havel M.

Ve své stati Kasal s Chodounskou také pomijeji pod-
skupinu oddéleni chemie steroidii zalozenou kolem roku
1980 pro Miroslava Havla, ktery se vratil z Moskvy, kam
odesel z UOCHB po roce 1975. V Moskvé pracoval fadu
letul. V. Torgova a S. N. Anan&enko™ v oblasti mj. total-
ni syntézy steroidu. Je zde vidét zfejmy zdjem na posileni
zdrojové zakladny pro Cesky chemicky a farmaceuticky
prumysl paralelné s tim, co se délo v Sedesatych a sedmde-
satych letech dvacatého stoleti na pracovistich kolem Spo-
fy (viz dale).

Tato podskupina sice neuspéla v oblasti totalni synté-
zy steroidl, oblasti Havlovy moskevské tematiky (Cemuz
se veénovala n¢kolik let), ale podilela se na vice nez sedm-
desati ,,dejvickych steroidnich® pracech, dale pak pracova-
la na izolaci a vyuziti kardioglykosidt, syntéze neurostero-
idt, steroidnich haptenti, vyvinula syntézy supramoleku-
larnich synthonl a stuzek se steroidy. Kromé jiného byl
Havel v osmdesatych letech i vedoucim Odboru piirodnich
a technickych véd oddéleni 8kolstvi a védy UV KSC
(cit.*") a feditel Utadu presidia CSAV (cit.*?), z kterychzto
pozic ,UOCHaBu* mnohokrat vydatn€ pomohl.
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Obr. 14. Ro¢ni pocet publikaci ve WoS na dotaz ,,steroid**

Cela skupina chemie steroidl byla na pielomu stoleti
rozkulacena, nebot’ ,,chemie steroidd* se tehdy zdala fadé
aktivistll neperspektivni a nevzrusiva, a zbylo z ni torzo,
v podob& zminénych'? Amazonek (H. Chodounské, Sla-
vikova B., Kudova E.). Uvedeny drobny omyl téchto
,hodnotiteld je ilustrovan pohledem do WoS (obr. 14).
Uhrnem WoS odpovida dnes na dotaz ,,cholester* AND
Czech** vice nez 3500 citacemi a na ,steroid* AND
Czech** vice nez 4000 citacemi.

Na UOCHB se kromé oddéleni vedeného V. Cernym
zabyvali steroidy, najmé ekdysteroidy a vztahem isopre-
noidy a hmyz, i entomologové a terpenaii (K. Slama®,
J.V. Jizba™, J. Harmatha, J. Vrko&®, K. Stransky,

Obr. 18. Soutek M.}

Obr. 17. Herout V.}



P. Drasar

M. Streibl*® a dalii) vedeni nejprve F. Sormem a po jeho
vynuceném odchodu do diichodu®” v roce 1973 Vlastimi-
lem Heroutem a skupina Milana Soucka (viz napi.**, mj.
steroidy z tkani dubu).

Je potieba vidét, ze se pole steroidl v Praze obd¢€lava-
la i jinde nez v Dejvicich. Vyzkumny ustav pro farmacii
a biochemii (VUFB) vznikl v roce 1951 z Vyzkumného
a kontrolniho ustavu SPOFA, ktery byl vytvofen z vy-
zkumnych pracovist’ neékolika vyrobnich zavoda prevazné
v prazském regionu®. Cast jeho pracovnikii se experimen-
taln€ zabyvala steroidy, najmé jejich mikrobidlni transfor-
maci (A. Capek, O. Hané, M. Protiva, V. Bumba,
V. Schwarz a dal8i). V roce 1952 byl v Praze téZz zaloZen
v Hloubétiné  Vyzkumny  ustav  1é¢ivych  rostlin
(VULERO; v roce 1960 piejmenovan na Vyzkumny Gstav
ptirodnich 1é¢iv (VUPL)*' a roku 1967 amalgamovan do
VUFB)*, jehoz pracovnici se experimentilné zabyvali
steroidy (S. Hefmanek, K. Syhora a dalsi). Pracovnici
téchto dvou instituci, byvSe vzdjemné propleteni, jen
v Casopise Collection of Czechoslovak Chemical Commu-
nications publikovali v letech 1956-1973 ptes Sedesat
odbornych sdéleni o steroidech. Je zajimavé, Ze originalni
1é&iva vyvinuta K. Syhorou ve VUPL (superlutin a chlor-
superlutin) viibec nejsou na publikovaném seznamu origi-
nalnich latek vyvinutych VUFB (cit.*?).

Problematiku surovinové zakladny pro vyrobu stero-
idnich hormoni dokonce H. Bo¢kova a M. Smid z VUFB
Siroce rozebrali v ¢asopise Ceskoslovenska farmacie®. Je
nicméné pozoruhodné, Ze viibec neuvadéji prace Ceskych
autort, na rozdil od piehledu Protivova®, potazmo z vyse
citovanych pracovist kolem Spofy a VUFB, nebot tam
probihaly rozsahlé studie moznosti ziskdvani steroidnich
surovin, zejména mikrobidlnim odbouravanim bocniho
fetézce, z piirodnich surovin a potravinaiskych odpadu,
jako byl talovy olej a semena rajskych jablicek, vody po
prani ov¢i viny a podobné. Problematiku vyzkumu steroi-
dit v VULERO-VUPL popsal podrobné K. Syhora®. Zde
¢teme, ze do roku 1957 byl jedinou ,,domaci“ steroidni
surovinou cholesterol z Zivo¢isné mozkové a misni tkang,
ktery byl pfeménovan ve velmi nizkém vytézku kolem
8 % na androst-5-en-3p-ol-17-on (TDA), ktery byl zdro-
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jem pro dalsi syntézy steroidt. Teprve po roce 1957 zaha-
jil VUPL ve spolupraci s UOCHB CSAV (cit.*®) prace na
degradaci postranniho fetézce solasodinu a preméné na
3B-acetoxy-pregna-5,16-dien-20-on, ktery slouzil jako
surovina pro dalsi syntézy steroidnich 1é¢iv. Pozdéji byly
pouzivany podobné i diosgenin, tigogenin a hekogenin.
Tak bylo v padesatych letech minulého stoleti na zakladé
postupti z VUPL, UOCHB CSAV a VUFB vyrabéno u nas
vice nez 15 steroidnich 1é¢iv ve firmé Spofa.

Chemii steroidii se vénoval mj. i Karel Veres'
z Isotopové laboratote Biologického ustavu CSAV. Zaby-
val se mj. derivaty steroiddl, pouzivanymi ke konstrukci
imunoanalytickych souprav.

Experimentaln¢ se pracemi o polarografii steroidi
zapojili téZ pracovnici Polarografického ustavu Akademie
v&d (P. Zuman, J. Teryngl, M. Biezina, V. Cerny, J. Volke
a dalsi; dnes UFCH JH), Masarykovy univerzity v Brné
(V. Moravek™, N. Cernikova®!, a dalsi) a Palackého uni-
verzity v Olomouci (J. J. Nosek®? a dals).

Vroce 1957 byl zaloZzen v Praze Endokrinologicky
Gistav a jeho feditel Karel Silink angaZoval &erstvé dostu-
dovaného organického chemika Luboslava Starku®®, ktery
jiz vroce 1959 zacal publikovat experimentalni prace
o steroidech a budovat kolektiv, ktery s nim tuto préci
rozvijel (R. Hampl, M. Bi¢ikova, O. Lapcik a dalsi). Sam
Starka publikoval pfevazné o problematice metabolicky
aktivnich steroidl ptes 1000 praci (z celé laboratofe jich
vySlo ptes 2000). Starkav blizky spolupracovnik
z 1. interni kliniky Fakulty vSeobecného 1ékatstvi UK
v Praze Vratislav Schreiber za objev tzv. endogenniho
digitalisového faktoru, za né&jz povazoval hydroxylovany
steroid, dostal dokonce Statni cenu.

Delsi dobu se chemii steroidli vénovali ve firmé Ga-
lena v Opavé (pozd&ji IVAX a TEVA; L. Cvak™ a dalsi).
Zejména zde rozvinuli vyrobu hormont, ekdysteroidi,
kardioglykosidi a dal$ich (o tom viak vice jinde®").

Prispévek Ceskych chemikil, biochemiki a biologi
ke studiu problematiky je nemaly, jak jiz psali Kasal
s Chodounskou' a zaslouzi si ocenéni zejména pro ,,staré
bardy*, ktefi budovali tuto oblast chemie pfecasto s nebo-
hatymi prostfedky a vybavenim. Je nabiledni, Ze na zakla-

Obr. 19. Veres K.* Obr. 20. Protiva M.*
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Obr. 21. Zuman P53

Obr. 22. Volke J.
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Obr. 23. Starka L. Obr. 24. Schreiber V.5 Obr. 25. Cvak L.

de¢ bohatych ,,pocatki* kvetla a bude kvést chemie steroi-
di nejen na jiz zminénych, ale i na dal$ich pracovistich.

Starsi  fotografie byly zpracoviny programem
MyHeritage™. Fotografie bez citace zdroje jsou z archivu
autora.
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Steroid research in the Czech Republic has a long
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remembers and that he managed to find.
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Piipravek Antigest firmy Spofa byl uveden na trh jiz v roce 1965 a Ceskoslovensko tak bylo &tvrtou zemi na svéts,
kde byla zavedena oralni antikoncepce. Antigest obsahoval jako gestagenni slozku originalni latku methenmanidonacetat
(superlutin), latku vyvinutou ve Vyzkumném tstavu piirodnich 1é¢iv. Superlutin a nékteré dalsi steroidni latky byly vyra-
bény v Galen¢ Opava. V ¢lanku jsou popsany syntézy vSech steroidnich latek vyrabénych v Galené a také shrnuty divody

ukonceni vyroby steroidll na zacatku osmdesatych let.

Klicova slova: oralni antikoncepce, vyroba steroidnich 1é¢iv, superlutin, Galena Opava, historie vyroby lé¢iv
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1. Uvod

V roce 1957 byly schvaleny americkou FDA pfiprav-
ky Enovid firmy Searle a Norlutin firmy Syntex pro ne-
kontraceptivni pouziti v gynekologii a v roce 1960 byl pak
Enovid schvélen jako prvni antikoncepéni pilulka na svété.
Piipravek firmy Syntex byl pro antikoncepéni pouZiti
schvalen az v roce 1964 a byl uveden na trh pod nazvem
Norinyl. Vroce 1961 byl Enovid registrovan i ve Velké
Britanii a ve stejném roce zaregistrovala firma Schering
jejich antikoncepéni piipravek Anoviar ve Spolkové re-
publice Némecko. No a Ctvrtou zemi na svéteé, kde byla
oralni antikoncepce vyvinuta a zavedena, bylo v roce 1965
Ceskoslovensko, kde firma Spofa zaregistrovala ptipravek
Antigest.

Vsechny tyto ptipravky obsahovaly dvé ucinné latky.
Jako estrogenni slozka byl ve vSech uvedenych prepara-
tech pouzit mestranol a jako gestagen byl v pfipravku
Enovid pouzit norethynodrel' a v ptipravcich Anoviar
a Norinyl byl pouzit norethindron (19-norethisteron)?.
V piipravku Antigest firmy Spofa byla pouzita kombinace
mestranolu a methenmanidonacetatu®. Posledn& jmenova-
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ny gestagen byla originalni latka vyvinutd ve Vyzkumném
Gistavu piirodnich 1é¢iv v Praze-Hloubéting (VUPL) skupi-
nou vedenou Ing. Karlem Syhorou. Methenmanidonacetat
je také znam pod nazvem superlutin a pod timto nazvem
se od roku 1964 az do poloviny osmdesatych let vyrabél
v Galené Opava. Kromé superlutinu se v Galené vyrabél
jesté jeho chlorovany derivat chlorsuperlutin, dalsi stero-
idni hormon neolutin a pozd¢ji i anabolikum demalon.

Rozvoj chemie steroidnich sloucenin a vyvoj steroid-
nich hormonti byl podminén nalezenim surovinové za-
kladny pro jejich piipravu. Hlavni surovinou byl pfirodni
saponin diosgenin, izolovany zhliz rostliny smldinec
(yam, téZ jam) mexicky (Dioscorea mexicana), rostouci
hojné v mexické dzungli. Postup na izolaci diosgeninu
a naslednou chemickou konverzi na dehydropregnenolon-
acetat (DPA) vyvinula pGvodné mexicka firma Syntex,
v niz vté dobé pracoval i jeden z protagonistii steroidni
chemie, Carl Djerassi.

norethindron

superlutin

https://doi.org/10.54779/ch120240374
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diosgenin

To, Ze se Ceskoslovensko stalo &tvrtou zemi na svétg,
kde byla hormonalni antikoncepce zavedena, bylo jisté
podminéno celkem liberalnim pfistupem obcant k této
problematice, ale rozhodujicim faktorem byl vynikajici
stav nasi steroidni chemie v té dob¢. Zalozeni skupiny
steroidl inicioval uz na zaatku padesatych let FrantiSek
Sorm a od roku 1953 byla tato skupina za¢len&na do nové
zalozeného Ustiedniho tstavu chemického v Praze, pred-
chiidce dnesniho Ustavu organické chemie a biochemie
(UOCHB). Prakticky od zaatku skupinu vedl Dr. Vaclav
Cerny a po jeho odchodu do penze pak Dr. Alexandr Ka-
sal, ktery na UOCHB puisobi dosud. Béhem své &innosti
skupina publikovala vice nez 400 pivodnich védeckych
praci. Krom& této skupiny pusobici na UOCHB vznikla
iuz vy$e zminéna skupina na VUPL vedena Ing. Karlem
Syhorou. VUPL byl jednim z vyzkumnych tstavi koncer-
nu Spofa a od roku 1967 se stal soucasti Vyzkumného
Gstavu pro farmacii a biochemii (VUFB). Skupina Ing.
Syhory zaji§tovala vyvoj steroidnich 1é&iv pro Spofu®.
Kromé vyvoje novych originalnich latek (superlutin,
chlorsuperlutin) se zabyvala i vyvojem postupi pro vyrobu
substanci neoriginalnich 1é¢iv (neolutin, norlutin, dema-
lon), dnes bychom fekli generickych. A postupy vyvinuté
touto skupinou byly pak ptrevadény do vyroby v opavské
Galené, ktera také byla soucasti Spofy a specializovala se
na vyrobu pfirodnich latek. Rozhodnuti Spofy o vyrobé
steroidnich hormont v Galené¢ se mi dnes jevi jako tro-
chu nelogické, v té dobé uz se jina steroidni 1é¢iva vyra-
béla v jiném podniku Spofy, v Chemopharmé v Usti nad
Labem.

2. Vyroba steroidnich hormoni v Galené

Jediné aktivni substance, které Galena na zacatku
Sedesatych let vyrabéla, byly kardioaktivni glykosidy
(kardenolidy) izolované z naprstniku vlnatého, lanatosid C
a digoxin. To se v8ak mélo velmi rychle zménit. Béhem
Sedesatych let byla v Galené postupné zavedena vyroba
namelovych alkaloidti (1963, pfirodni i semisyntetické
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namelové alkaloidy), steroidnich hormont (1964) a semi-
syntetickych penicilind (1965) a z tradi¢ni farmaceutické
firmy se tak postupné€ stala firma s velmi slu§nym chemic-
kym zdzemim. Zatimco namelové alkaloidy zlstaly ve
vyrobnim portfoliu firmy dosud a v souc¢asné dobé¢ je fir-
ma (dnes soucast koncernu Teva) jejich nejvétsim svéto-
vym vyrobcem, tak vyroba kardenolidii i vyroba polosyn-
tetickych penicilini byly ukonéeny jako nekonkurence-
schopné, kardenolidy uz na zacatku osmdesatych let
a peniciliny na zacatku let devadesitych. Také vyroba
steroidnich hormont skoncila uz na zacatku let osmde-
satych a o konci jejich vyroby pojednam v samostatné
kapitole.

Kdyz jsem nastoupil do Galeny v roce 1977, tak se
chemickému oddéleni sice jest¢ fikalo ,,Steroidy“, ale
vyroba steroidd uz tam prakticky koncila, a protoZe steroi-
dy byly ve firmé neperspektivni, tak jsem se s nimi ani
prilis neseznamil. To az nedavno mi pfislo lito, ze se
o této vyznamné historii firmy nic nevi, a tak jsem zacal
shanét informace. BohuZzel o vyrobé steroidii se nezacho-
vala prakticky zadna dokumentace. Ne Ze by takova doku-
mentace nikdy neexistovala. Urcité existovaly Vyzkumné
zpravy na VUPL a VUFB, a z vlastni zku$enosti vim, Ze
viechny zpravy vyprodukované na VUFB mély velmi
dobrou uroven, ale pfi ruseni instituce na zacatku devade-
satych let byly zlikvidovany. Podobné v Galené existovaly
vyzkumné Zpravy technologii a podklady pro vyrobu,
Technologické reglementy a Pracovni instrukce, ale i ty
byly vétSinou zlikvidovany. Z oficialnich dokumentt jsem
nasel jeden Technologicky reglement pro vyrobu demalo-
nu a jednu interni Vyzkumnou zpravu k nakonec nereali-
zované vyrobé norlutinu. TakZe jsem musel dalsi informa-
ce shanét pfes pamétniky. Postupné jsem ziskal jména
produktti a spolecné jsme identifikovali vyrobni zafizeni
a odhadli rozsah jednotlivych vyrob. Asi nejcenngjSim
materialem pro mé byl maly sesitek, do néjz si tehdy mla-
dy mistr vyroby steroidid Toma$ Berka zapsal navazky
vSech surovin do jednotlivych stupiili syntézy superlutinu
a neolutinu. Tento seSitek pro mé& byla pomiicka pro
Lretrosyntézu® postupu a soucasné to je dokument o tom,
jak minimalni byla tehdy dokumentace pro vyrobu aktiv-
nich substanci. Existoval néjaky obecny postup (Pracovni
instrukce) a mistr napsal na list papiru navazky surovin
pro tu konkrétni $arzi a délnik (dnes fikame operator) na
stejny papir psal dalsi parametry jako Casy, teploty a vy-
tézky, a to byl cely Operacni list.

Vyroba steroidnich latek byla v Galené zahéjena
vroce 1964. Vychozi surovinou byl nakupovany diosge-
nin, ktery se ve tfech stupnich ptevedl na dehydropreg-
nenolon-acetat (DPA) modifikovanym postupem, ktery
vypracoval Marker™® a do vyroby v Galené ho zavedl
Syhora. Postup je prezentovan na schématu 1.

2.1. Vyroba superlutinu a chlorsuperlutinu
Jako prvni byla zavedena vyroba superlutinu postu-

pem podle Syhory’, ktery Syhora sam ponékud modifiko-
val. Postup pouzivany v Galené je prezentovan na sché-
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diosgenin pseudodiosgenin-diacetat

CFO3 O

AcOH

dioson

Schéma 1. Odbourani diosgeninu na dehydroregnenolon-acetat

cyklohexanon
isopropylat hlinity

16-Me-DPAc

epoxy-progesteron epoxy-pregnanolon

ACZO
kyselina sulfosalicylova

enolacetat superlutin

Schéma 2. Syntéza superlutinu
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matu 2. Vyroba probihala vétsinou v 50 nebo 100 litro-
vych sklenénych kotlicich s michadlem a kotliky byly
ponofeny v laznich (vodnych, alkoholovych ¢i olejovych).
Do prvniho stupné se nasazovalo 7,5kg DPA
a v n¢kterych dalSich stupnich byla Sarze dé€lena na néko-
lik mensich dil¢ich Sarzi. Na konci byly ziskany necelé
2 kg superlutinu. Celda vyroba bézela naslepo, prubézna
kontrola byla minimalni (HPLC jesté prakticky neexisto-
vala a TLC se ve vyrobach steroidi v Galené¢ pouzivala
jen sporadicky), a tak jedinou kontrolou bylo sledovani
bodu tani izolovanych meziproduktl a jejich optické rota-
ce. Vyroba superlutinu v Galen¢ béZela az do poloviny
osmdesatych let, kdy byla ukoncena — viz dale. V dob¢
nejvetsi slavy vyroby steroidd v Galené se rocné vyrabélo
né¢kolik desitek kilogramd superlutinu.

Chlorsuperlutin (6-chlor-superlutin) se délal chloraci
superlutinu N-chlorsukcinimidem a jednalo se o malou
vyrobu, nékolik kilogramt aktivni substance ro¢né. Pouzi-
val se do pripravku Biogest Spofa.

2.2. Vyroba neolutinu

Neolutin (17a-hydroxyprogesteron-kapronat) je ges-
tagen s protrahovanym ucéinkem. I jeho vyroba v Galené
vychézela z DPA a postup je prezentovan na schématu 3.
Do prvniho stupné se nasazovalo 15 kg DPA, ale v dalSich

CsH1s
(CsH41CO)0

e
Y
(6]

formiat-kapronat pro neolutin

cyklohexanol
isopropylat hlinity

CsH11

neolutin

Schéma 3. Syntéza neolutinu

epoxid pro neolutin

formiat pro neolutin
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stupnich se Sarze délila na fadu mensich davek (obvykle 4,
nekdy i 6 davek). Vyroba bézela az do poloviny osmdesa-
tych let a rocné se vyrabélo do 20 kilogrami substance.

2.3. Vyroba demalonu

Demalon je anabolicky steroid a jeho vyroba byla
v Galené zavedena az na konci sedmdesatych let. Svym
rozsahem to byl maly produkt, jenom nékolik kilogramt
substance rocné. Vyrab¢l se az do poloviny osmdeséatych
let. Postup prezentovany na schématu 4 je opsan
z Technologického reglementu, ktery byl vydan v roce
1981. Zacinalo se s 6 kg dehydroepiandrosteron-acetatu
(TDAACc) a az do posledniho stupné byly vytézky velmi
dobré, ziskavalo se cca 5 kg androstendionu. Kriticka byla
Grignardova reakce v poslednim stupni, kde vznikala
smés produktll a zadana latka se izolovala opakovanou
krystalizaci, takze vytézek tohoto stupné byl jenom 30 %
teorie. Celkem se z 6 kg TDAAc ziskavaly necelé 2 kg
demalonu.

2.4. Norlutin
Norlutin je jenom jiné oznaceni pro uz vyse zminény

norethindrol. Tato latka se obvykle vyrabi z derivati es-
tronu, a proto se nefesi eliminace methylové skupiny

OH
Br

bromhydrin pro neolutin

Raney Ni

WOH
\ Ac,0, HCOOH

-

diol pro neolutin
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demalon

Schéma 4. Syntéza demalonu

v poloze 19. Na VUFB byl vypracovan postup vychazejici
z TDAAC a ten eliminaci methylu musel zahrnovat, a pro-
to je postup prezentovany na schématu 5 dosti slozity.
Postup jsem ziskal z interni Vyzkumné zpravy vypracova-
né Ing. B. Mosou v Galen¢ v roce 1973 a v ni se konstatu-
je, ze postup dodany panem Mazatem z VUFB (viz déle)
byl v Galen¢ uspésné ovéien a nic nebrani jeho zavedeni
do vyroby, ale k tomu uz nedoslo.

3. Proc byla vyroba steroidnich hormont
v Galené ukoncena

Divodli, pro¢ byla vyroba steroidd v Galené
v osmdesatych letech ukoncena, byla cela fada a pokusim
se je analyzovat.

Zacénu konstatovanim, ze program steroidnich latek
ve Spof¢ osifel. Ing. Syhora v roce 1968 emigroval. Jeho
asistent, pan Rudolf Mazac¢ se sice jesté nekolik let snazil
steroidni latky dale vyvijet (viz postup na vyrobu norluti-
nu), ale uz to nebylo ono a nové latky se prestaly délat
GipIng. Proto byla ¢innost jeho malé skupinky ve VUFB na
konci sedmdesatych let ukoncena a pan Maza¢ piesel do
skupiny Dr. Trojanka a pracoval tudiz az do penze na al-
kaloidech. Svét vSak mezitim Sel dal. Zatimco u nds se
stale pouzivaly pfipravky vyvinuté v Sedesatych letech

H
bromandrostandion
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androstandion

(Antigest a Biogest), ve svété byly zavedeny inovované
preparaty s niz§im davkovanim a mens$imi vedlej$imi
ucinky.

Druhym divodem ukonéeni vyroby steroidi byla
surovinova zakladna. Firmy, které ovladaly vyrobu
diosgeninu v Mexiku (napiiklad Syntex) mély zajem pro-
davat jejich pfipravky, a ne surovinu pro vyrobu, a tak §la
cena diosgeninu mnohonasobné nahoru. O tom, Ze se tim-
to problémem na VUFB zabyvali, svédéi publikace jejich
pracovnikil (Helena Botkova a Milan Smid), kde analyzo-
vali jiné zdroje steroidnich latek®. Jejich navrhy se nikdy
neuskutecnily a je otazka, jestli by to pomohlo.

Tteti diivod byla situace v Galené. Steroidni hormony
a polosyntetické antibiotika se délaly na jednom odd¢leni,
a zatimco steroidy na konci sedmdesatych letech stagno-
valy, vyroba antibiotik (ampicilin, amoxycilin a jiné) $la
prudce nahoru. Proto se investovalo do antibiotik, a zafi-
zeni pro vyrobu steroidil, které zlstalo na Grovni let Sede-
satych, se udrzovalo v chatrani. Navic Sarze steroidl byly
malé a vazaly hodné lidi, ktefi byli tfeba jinde. Musim
také konstatovat, ze v Galen¢ se nikdy nevytvofila skupina
odbornikt, kteti by byli schopni pokracovat ve vyzkumu
bez VUFB.

Posledni, neméné dilezity divod ukonéeni programu
steroidd bylo celkové zaméteni Spofy. Spofa byla fizena
Ministerstvem zdravotnictvi a jeho ukolem bylo zajisténi
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AcOK

AcOK

norlutin

Schéma 5. Syntéza norlutinu

»zdravi naroda“, proto se také nemocnice nazyvaly
,,Ustavy narodniho zdravi® (OUNZ, KUNZ). Treba stu-
denti farmacie byli takto vychovavani, sam si pamatuji,
jak se néktefi kolegové a zejména kolegyné divali
s nedivérou na nasi snahu vyrabét namelové alkaloidy na
export. V disledku tohoto zaméfeni nebyly ptipravky na
bazi steroidnich hormonti registrovany nikde jinde nez
v Ceskoslovensku. Vedlejsim efektem tohoto piistupu
bylo, ze nebyla dilezitd ekonomika vyroby 1é¢iv, hlavne,
ze byly 1éky. To spolu s cenou vstupnich surovin zpisobi-
lo, Ze nami vyrabéné piipravky byly drahé. A na konci
sedmdesatych let zacaly zahrani¢ni firmy nabizet
v Ceskoslovensku jejich inovované piipravky, které byly
dokonce levné&jsi nez ty nase, v osmdesatych létech uz
zastaralé. Dusledek vSech uvedenych faktord byl jedno-
znaény, vyroba byla postupné utlumovéana a v poloviné
osmdesatych let zcela zastavena.
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l2, Pb(OAC)q
<2 TP(OACH

Ac.
(0)

4. Pouzité trivialni (steroidarské) nazvy

20-oxopregna-5,16-dien-3p3-yl-
-acetat

dehydropregnenolon-
-acetat
17-hydroxy-170a-19-norpregn-
-4-en-20-yn-3-on

19-norethisteron

17a-hydroxyprogesteron- 3,20-dioxopregn-4-en-17-yl-

-kapronat -hexanoat
dehydroepiandrosteron-  17-oxoandrost-5-en-3p-yl-
-acetat -acetat
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L. Cvak (Mihulka s.r.o., Opava, Czech Republic):
Production of Steroid Hormones in Galena Opava

The drug product Antigest of the company Spofa was
launched as soon as in 1965 and Czechoslovakia thus be-
came forth country in the world where oral anticonception
was introduced. The gestagen component of Antigest was
methenmanidon acetate (superlutin), an original substance
developed in the Research Institute of Natural Drugs. Su-
perlutin and some other steroid drugs were produced in
the Galena Opava plant. In the article, all the syntheses
utilized in the manufacture of steroid drugs in Galena are
described and the reasons why the manufacture of steroid
drugs was terminated at the beginning of eighties are ex-
plained.

Keywords: oral anticonception, manufacture of steroid
drugs, superlutin, Galena Opava, history of manufacture
of drugs
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Clanek popisuje strom azadirachtu indickou, zvany neem, a vyrobky z n&j. Tyto vyrobky se pouZivaji v tradiéni
medicing, jako agrochemikalie, zdroj biologicky aktivnich latek, ale i jako soucast potravy. Clanek popisuje hlavni

chemické slozky, jmenovité azadirachtin.

Klicova slova: neem, Azadirachta indica, ptirodni biologicky aktivni latky

V Indii a okolnich
jihovychodnich asijskych
zemich se ma za to, Ze strom
zvany dnes ,neem“ ni:m,
( 19, nékdy téz nim, nimba,
margosa, Cesky azadirachta
indick4d, pati do rodu
Azadirachta;  tazeni  do
pfibuzného rodu zederach
(Melia) je chybné, oba rody
patii vSak do stejné podéeledi
Melioideae).  Strom  ziejmé
prisel puvodné z Myanmaru
(Barmy) jako dar bohd, nebot je znamo, ze kdyz byla
amrita (elixir nesmrtelnosti) pfenaSena do nebes, par jejich
kapek padlo na neem. Védy znaji tuto drogu jako ,,sarva
roga nivarini“, coz znamena ,ten, ktery 1é¢i vSechny
neduhy a nemoci“. Nazev neem je odvozen ze
sanskrtského ,nimbati svasthyamdadati®, znamenajici
,davat dobré zdravi“. Je proto nazyvan téz ,,vesnickou
lékarnou* nebo ,bozskym stromem®. Clanek mexickych
autori pfinasi rozsahly piehled piipravkil z neemu
a obsahovych latek, ale 1ijejich popsané biologické
vlastnosti’.

V tradi¢ni orientalni mediciné je pouzivan jiz pftes
4500 let. Jeho latinsky nazev je Azadirachta indica
A. Juss. a pochazi z perstiny ,,azad-darakht-e-hindi“, coz
znadi svobodny strom z Indie’. Popis lé¢ebnych uginkd Ize
nalézt jiz v poGatcich novodobé 1¢kaiské literatury®; zajimavé
je, Ze citovany anglicky ¢lanek pouziva termin ,,nim*.

V zemich, kde je uctivan, roste velky, stale zeleny
a bile kvetouci strom neem, dfevem podobny mahagonu,
obvykle uprostfed kazdé vesnice a poskytuje stin a chlad,
spolu se spiritudlni inspiraci pod svymi vétvemi az do té
miry, ze pod nim pifebyvala fada vyznamnych mudrct,
jako napiiklad znamy shri Sai Baba®.

Obr. 1. Azadirachta indicka'
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Po poranéni kiry vytéka z kmene pryskyficny
vypotek obsahujici mnoho proteinti a je pouzivany jako
lepidlo. Kiira obsahuje hojné tfislovin a trvanlivé barvivo.
Dfievo je tradi¢né pouzivano jako palivo v domacnostech
avyrabi se z n¢j vyhfevné dfevéné uhli. Listy a mladé
vétvicky se v obdobi sucha pouzivaji jako krmivo
domacich zvifat. Tenké vétvicky se od pradavna zvykaji,
coz nahrazuje CiSténi zubu kartaCkem, a navic posiluje
zdravi ustni dutiny a imunitu. UsuSené listy odpuzuji
rizny hmyz, vkladaji se napiiklad do knih nebo mezi
uskladnéné latky. Plody se konzumuji cerstvé nebo
vafené, pfipadné se z nich pfipravuje dezert nebo
limonada. Rozkvetlé¢ kvéty jsou slozkou riznych salati,
z mladych vyhonkt se vafi v Indii polévka. Ze semen se
v primyslovém méfitku lisuje olej, ktery je nevhodny ke
konzumaci, ale slouzi pro vyrobu mydla, kosmetiky, pro
lécitelské ukony, dale jako palivo do lamp ¢i vafi¢i nebo
mazivo jednoduchych stroji. Jeho obvykla produkce je
okolo 50 % z vahy semen a v roce 2024 Cinila cena oleje
jednotky dolart za kilogram.

Celé rostlina, nejvice vSak semena, a tudiz i olej
s vuni pfipominajici Cesnek, obsahuje desitky triterpend
(limonoid®), kde jako piiklad strukturnich typt lze uvést
salannin, nimbin, meliantriol, azadiradion, gedunin,
nimbolid a hlavné azadirachtin, které maji insekticidni,
fungicidni, baktericidni, protipoZerové, antimalarické,
antioxidacni i1 protinadorové ucinky. Rostlina obsahuje
idalsi biologicky aktivni slouceniny jako flavonoidy,
katechniny, saponiny aj.

V lidovém 1éCitelstvi se olej, znamy pod nazvem
nimbovy, uzivd proti vné&j§im mykozam, stfevnim
parazitim i jako uklidiiujici sedativum. Pfi déletrvajicim
uzivani ale $kodi jatrim a ledvinam®.

Insekticidni aktivita vyrobkli zneemu, pokrutin
(vyliskll) po ziskavani oleje (neem cake) a samotného
nimbového oleje je vyuzivana v zemé&délstvi, ovocnarstvi

https://doi.org/10.54779/ch120240475
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meliantriol

a pii produkci ryZe, baviny, vinné révy apod.’. Takovym
Siroce uzivanym insekticidnim prostiedkem je napf.
NeemAzal (Trifolio-M GmbH, Lahnau), obsahujici
¢iSténou aktivni slozku semennych jader neemu. Aktivni
latka (azadirachtin) pronikd do listd a je distribuovan
Castecné systémoveé v rostliné. Do organismu sktidce se
dostava sanim nebo poZerem. NeemAzal nema okamzity
toxicky ucinek (tzv. ,.knock down®); béhem né&kolika
hodin po aplikaci prostiedku dojde k inaktivaci Siroké
Skaly voln€ zijictho sajicitho, Zvykajictho ¢&i listy
pozirajictho hmyzu, jako jsou napf. mandelinka, msice,
molice a tfasnénky. Hmyz pfestane s pfevazné pozerovou
aktivitou, a tim postupné omezi cinnosti poSkozujici
rostliny. Procesy vyvoje a svlékani jsou navic inhibovany,
coz vede k umrtnosti jedince po né&kolika dnech.
U dospélych organismil je navic vyrazné snizena plodnost.

Pokud vezmeme jako piiklad pouziti NeemAzal
(v prostiedku je deklarovano 1 % azadirachtinu) proti
mandelince ubrambor, tak 2,5 g azadirachtinu je
aplikovano na 1ha, coZ je 0,25 mgnam?® Tato davka
ptirodni latky v zemédélstvi, ¢i péstitelstvi je srovnatelna
napf. s brassinolidy®. Lze snit o agrochemickém

nimbin
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prostiedku, kde ,,téméf homeopatické” davky absolutné
pfirodnich a pro ¢lov€ka bezpecnych sloucenin ochrani
zemédélskou plodinu pfed Skidci i stresem. Vedle
NeemAzalu je v Registru pfipravkd na ochranu rostlin
povoleno vCR pouziti jesté nékolika prostiedkd
obsahujicich azadirachtin a dvou prostiedkti obsahujicich
nimbovy olej. Na strané druhé Vyhlaska ¢. 58/2018 Sb.
o doplicich stravy a sloZeni potravin azadirachtu indickou
tadi mezi latky zakazané pfi vyrobé¢ potravin.

Samotné neemové pokrutiny jsou vhodnou piisadou
do komposti a pud, protoZze kromé organické hmoty
a obsahu vyzivovych komponent (hlavné NPK) stale
vykazuji insekticidni a baktericidni aktivitu, a navic
plsobi pfi péstovani rostlin velmi pozitivné zadrzovanim
vlhkosti a dusikatych sloucenin’. Clanek ghanskych
autorQl pfinasi obsahly piehled rostlin a skidct, kde bylo
popséno uzite&né pouziti vyrobkil z neemu'’.

Neem je, jak jiz bylo feceno, zajimavy i z 1ékafského
hlediska. Preklinické studie prokazaly, ze neem muze byt
potencialni preventivni a terapeutické ¢inidlo proti riiznym
typim rakoviny. Protirakovinné uc¢inky neemového
extraktu  jsou spojeny s modulaci  hlavnich
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charakteristickych jevii v nadorovych burnikach vcetné
inhibice nadmérné proliferace, indukce bunééné smrti,
potlaceni angiogeneze, obnoveni bunéfné redoxni
rovnovahy a posileni imunitni odpovédi proti nddorovym
buikdm, ale 1 ke zvySeni UCinnosti  jinych
chemoterapeutickych  ¢inidel nebo jako adjuvans
v imunoterapii a radioterapii, s minimalnimi nebo Zadnymi
vedlej$imi G&inky b&hem terapie'!. Dosavadni studie
ukazuji, ze mezi nejatraktivnéj$i piinosy neernu patii
protirakovinné, antidiabetické, fungicidni, baktericidni

rrrrr

Zastaveni ROS (antioxida¢ni aktivity) je méfitkem
prevence a zprostfedkovani  potencidlni  exacerbace
metabolickych  onemocnéni’>. Zajimava je aktivita

kontraceptivni, a to zfejm& u obou pohlavi'>"?.

Pro svoje zejména baktericidni aktivity se vyrobky
zneemu uplatni velmi Casto iv kosmetice a péci o télo
a vlasy.

Jako pfirodni zdroj mé& neem vyhody snadné
dostupnosti, nizké ceny a bezpecnosti pro ¢lovéka, coz
spole¢né ¢ini sloueniny ziskané z neemu cennymi
kandidaty pro dalsi zkoumani jak biologickych, tak
i agronomickych a insekticidnich vlastnosti. I zde je tfeba
upozornit na nejrizngjsi kuliséky, ktefi slibuji prostfedky
zarucené ,,bez chemikalii“ a 100% standardizované, aniz
uvedou, na kterou slozku byl standard pfirodniho produktu
vztazen. Inu, kSeft je kSeft. Je nutno dale poznamenat, ze
informace o neemu at’ jiz na webu, tak i v ,,odborné*
literatufe jsou velmi rtznorodého typu. Nékteré pred
publikovanim zfejmé necetl ani sam autor.

Pfinasime i tento prispévek jako dalsi ptispévek do
série ucCebnich textd popisyjicich jiz delsi dobu rizné
zajimavé aspekty chemie piirodnich latek'*'® i proto, Ze
chceme takto reagovat na mnozstvi smyslenek, polopravd
a nesmyslu, které jsou kolem ptirodnich sloucenin dnes
Sifeny. Je nabiledni, Ze zkoumani pifirodnich latek, jakozto
latek z obnovitelnych zdroju, je jednou z cest jak lacinym
a efektivnim zplsobem  pfispét  ku vSeobecnému
prospéchu' "',
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The article deals with the Azadirachta indica tree,
called neem, which, as well as its products, is used in
traditional medicine, agrochemicals, as a source of
biologically active substances, but also as part of food. It
describes the main chemical components, namely
azadirachtin.
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Prace charakterizuje 1é¢ivku vitanii snodarnou a pfinasi Uidaje o zékladnich obsazenych slouceninach a biologické

ucéinnosti.

Klicova slova: vitanie snodarna, Withania somnifera, withanolid, rasayana

Vitanie snodarna (Withania somnifera (L.) Dunal,
v sanskrtu YR, agvagandha, t¢z Withania ashwagandha
Kaul.), znama téz jako indicka zimni tfeSen, suranjan, ane-

ajurvedickych drog', znama té2 jako ,,Sattvic Kapha Rasa-
yana“. ASvagandhy se ro¢n¢ jen v Indii sklidi nékolik tisic
tun.

Rasayana’ YHIIT je 1é¢ivo, droga, v tomto piipadé
rostlinného ptivodu, slouzici k obnové zdravi a k omlaze-
ni®. Samo slovo ,,Rasayana“ znamena cestu pro podstatné
latky vyzivy (rasa-) ke vSem prvkiim télesné tkané (-ayana),
aby je vyzivovaly a dopliiovaly®. Rasayana neni jen lékova
terapie, ale je to specializovana procedura praktikovana ve
formé omlazujicich receptil, dietniho rezimu a specialniho
chovani a chovani podporujicich zdravi, dlouhovékost,
pocit mladi, hojeni a regenerace Zivych tkani v téle, zejmé-
na v preventivni medicing a pii 1é¢bé chronickych degene-
rativnich onemocnéni. Rasayany 1ze pouzit napiiklad jako
doplitky stravy’.

Vitanie snodarna je nenarocna subtropicka az tropicka
vytrvala dievnatjici bylina nebo kef se Zlutozelenymi

kvéty rostouci v Indii, vy-

chodni Asii, ve Stfedozemi
»’ a v severni Africe (obr. 1).

Vyznacuje se plody podob-
nymi ,lampionklim“ mo-
chyné¢ zidovské tfe$né
(Physalis  alkekengi L.),
kde, pro zajimavost, nalé-
zame podobné steroidni
biologicky aktivni latky’
(v obou pripadech jde
o rostliny lilkovit¢ — So-
lanaceae). Ob¢ rostliny jsou
zaméhovany, a to i v od-
borné literatufe.

Cetné studie prokézaly,
ze extrakt z této rostliny

Obr. 1. ASvagandha
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neuroprotektivni, imunomodulacni, hepatoprotektivni,
kardioprotektivni, antidiabetické, antiartritické, adapto-
genni, anxiolytické, antistresové a antimikrobialni ucin-
ky®. Neuroprotektivni u¢inky mohou byt tginnym 1é¢eb-
nym prostiedkem u neurodegenerativnich poruch’. Kromé
toho extrakt zlepSuje endotelialni funkci, omezuje reaktiv-
ni formy kysliku, kontroluje apoptdzu, zlepSuje mitochon-
drialni funkci® a 1ze jej vyuzit i jako dopln&k stravy zvysu-
jici hladinu testosteronu’. Déle se udavaji v literatute G&in-
ky rasayan jako protirakovinné, protiviedové, radioprotek-
tivni, afrodiziakalni, tlumici poruchy CNS, odstranujici
volné radikaly, 1é¢ici parazitalni sttevni giardiozu’.

Terapeuticky potencial a§vagandhy je zalozen piede-
v$im na fadé steroidnich laktond, withanolidi a withaferi-
jsou i glykosylované withanosidy a sitoindosidy'’, ale
i withanolidy obsahujici siru a chlor''.

Withaferin A je vyjimeéné G¢inny withanolid, ktery
se nachazi ve vysokych koncentracich v rostlinnych ex-

~~~~~

je zpusobena interakci s efektory mnoha signalnich drah
zapojenych do zanétlivé reakce. Dale je popsana reakce na
oxidativni stres, regulaci bunééného cyklu a synaptického
prenosu a bylo zjisténo, Ze je vyznamné ucinny pfi navo-
zeni programované bunécéné smrti v rakovinnych butikach,
obnové kognitivniho zdravi, 1é¢bé cukrovky, zmirnéni
metabolickych poruch a omlazeni celkové té€lesné ho-
meostdzy a zabranéni virové endocytézy ad. Na strané
druhé je v literatufe diskutovana i mozna hepatotoxicita'?,
ale i jeji 16¢eni™.

Dokonce je provadéna klinickd studie kombinacni
terapie s liposomalnim doxorubicinem a withaferinem A/
a§vagandhou u recidivujiciho karcinomu ovaria'*. SciFin-
der ve stovkach citaci potvrzuje aktivitu antibakterialni,
protizanétlivou a protirakovinnou. Vyskytuji se dokonce
préace o aktivité antipsoriatické'” a proti viru dengue'®.

https://doi.org/10.54779/ch120250160
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withaferin A

Pokud se tyCe withanolidl, kterych je v piirodé
popsano téméi 1000 (cit.'’), mizeme jako dalsi priklady
u asvagandhy uvést withanolidy B, D a E (cit.)),
s podobnymi biologickymi aktivitami jako u withaferinu A,

withanolid E

Chem. Listy /79, 160-162 (2025)

NH O HN [::E:ig/

isopelletierin

NH O N <:1ET?§A:E:>

anahygrin

anaferin

kuskohygrin

3~ Do
N,

pseudotropin withasomnin

a dalsi) a saponint s extra acylovou skupinou (mj. sitoin-
dosidy VII a VIII).

U alkaloidi neni kromé toxicity uvadéna Zzadné vy-
znamna biologicka aktivita.

Pro uvedené dva sitoindosidy neni v literatuie zminé-
na jejich biologickd aktivita, nicméné pro jejich blizké
derivaty sitoindosidy I a II uvadi SciFinder celou fadu
aktivit, najm& pak ucCinnost proti zlatému stafylokoku,
fadu ptipadl inhibice rakoviny, aj.

oH™ 0

withanolid D

withanolid B

a sominon A s pesticidni aktivitou'®. Trividlni ndzvoslovi
téchto latek je, bohuzel, zna¢né degenerovano.

Piitomna je i fada alkaloidt (isopelletierin, anaferin,
kuskohygrin, anahygrin, withasomnin'®, pseudotropin
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sitoindosid VII

sitoindosid VIII
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Zda se byt uzitecné, aby se védci zabyvali pfirodnimi
latkami, které jsou soucasti tradi¢nich systémd mediciny
riznych kulturnich oblasti svéta, coz se z mnoha aspektl
ukazuje jako prospéSné. Mimo jiné k tomu chce prispét
i série ¢lankd v tomto Casopise' .
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POCATKOVE CHEMIE TERPENU V CESKYCH ZEMICH
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Clének ptfinasi zdsadni informace o pocatcich vyzkumu terpenti v Ceskoslovensku a o klicovych osobnostech, které se

ho zicastnily.

Kli¢ova slova: FrantiSek Sorm, Vlastimil Herout, terpen, Ustav organické chemie a biochemie

Pokud vyhledavame v databazi Chemical Abstracts
Service SciFinder chemiky — terpenafre, kteti publikovali
ve své oblasti vice nez sto praci, nalézdme mezi nimi pou-
ze dva z Ceskoslovenska ¢ z Ceska, Frantiska Sorma
a Vlastimila Herouta. Pocet praci, ve kterych je autorem
jeden z nich nebo oba, je Gctyhodnych 353, a to z let 1947
az 1990.

Vzhledem k tomu, Ze termin ,,terpen” zavedl v roce
1866 némecky chemik Friedrich August Kekulé, je syste-
matické hledani v této oblasti pied rokem 1866 témér ne-
mozné.

Jedna z prvnich zminek o terpenech je z pera Karla
Slavoje Amerlinga' z roku 1854. Koncem 19. stoleti psal
Bohuslav Rayman? fadu stati o terpenech do Listfi chemic-
kych3 4 tamtéZ nalézame fadu ¢lankd redakénich, bez uve-
deni autora’. V Casopise pro pramysl chemicky vidime
i prace Josefa Koblice, p¥isezného chemika®. O terpenech
psal asto v Casopise &eského 1ékarnictva i &len spravniho
vyboru Farmaceutické spole¢nosti v Praze magistr farma-
cie Otta Schreiber’. V témze Gasopise publikoval &lanky
o terpenech jednatel Farmaceutické spolecnosti v Praze
prof. dr. Josef Zdenko Lerch®. V tomto &asopise najdeme
za jeho historii (1882—-1915) nekolik desitek ¢lankt zaby-
vajicich se terpeny.

Rozséhlejsi pojednani o terpenech najdeme v ucebnici
Nevoleho a Raymana z roku 1881 (cit.”), piipadné
v publikaci mnoha autora!® ,,.Chemie denniho Zivota“
z roku 1894 nebo i Raymanovu stat’ ve Véstniku Ceské
akademie cisafe Frantiska Josefa pro védy, slovesnost
a uméni''. O terpenech psaly Gasto i Biologické listy'
a Rozpravy Ceské akademie véd a uméni; Ttida II,
Mathematicko-piirodnicka’’.

Problematiky terpent v biologii se dotkl i Karel
Kavina'*.

Nicméné, experimentalné se na tomto poli mnoho
v Ceskych zemich nedélo. Samoziejmé mimo Zivnosti,
jako byli lihovarnici, pivovarnici, vonavkafti, bylinkafi
a podobné. Dokonce ani Vydrzeliv Codex-Agrol, bible
a almanach vseho ,,chemického* z obdobi prvni republiky,
se terpeny piili§ nezabyva.
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Az po valce se na Vysoké Skole chemicko-
technologického inzenyrstvi (VSCHTI) utvofila skupina
kolem Frantigka Sorma. Jeité pod vedenim Rudolfa Luke-
Se (na VSCHTI) se Ladislav Dolejs zabyval seskviterpeny
a Milo$ Suchy studoval diterpeny; obé prace vsak ve sku-
te¢nosti vedl Frantisek Sorm na Ustavu organické techno-
logie'®.

Pozdgji, kolem roku 1950, vznikl pii Ustiedi védec-
kého v§zkumu Ustfedni ustav chemicky v &ele s feditelem
Frantiskem Sormem, jenz se pozd&ji stal Ustavem orga-
nické chemie a biochemie CSAV, kam Sorm piesel ze
zminéné Vysoké Skoly chemicko-technologického inZe-
nyrstvi v Praze (sou¢asti CVUT). Ustav byl tehdy soucasti
III. sekce (Chemické) CSAV'. Zde jiz zformoval vétsi
skupinu zabyvajici se terpeny'®, jejimz zédkladem se stali
zpocatku Zora Sormova, Vlastimil Herout, Otto Knessl,
Milan Streibl, Zden€k Arnold, Josef Mleziva, Jan Pliva,
Jiti Gut, Filip Vonasek, Milan Zaoral, Viktor Ruzicka, Jan
Fajkos a dalsi. V roce 1952 doplnil tym Ladislav Novot-
ny", pivodem farmaceut. N&kteii ze jmenovanych pozdé-
ji v UOCHB zalozili skupiny s jinymi tématy a nékteii
z UOCHB odesli do jinych instituci. Nicmén& prace pi-
vodniho Sormova kolektivu v oblasti chemie steroidd jsou
klasifikovany jako nejstarS$i Usek c¢innosti Chemického
Gstavu, pozd&jsiho Ustavu organické chemie a bioche-
mie®®. Jako hlavni obor prvotni systematické prace Fran-
tiska Sorma je citovana chemie terpent®’.

WoS uvadi jako prvou publikaci Sormova tymu®
»Synthesa 4,6-dimethylazulenu® z roku 1947. I na tomto
¢lanku vidime tehdej§i praxi — uvést praci nejprve
v Ceském casopise a posléze v cCasopise Collection
v jazyce sveétovém. CAS v databazi SciFinder vidi
casopisu Collection uvadi jesté rané&jsi praci o 6-methyl-
azulenu®, piipadné o 5-methylazulenu®.

https://doi.org/10.54779/ch120250202
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Arnold Z.
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Sam Sorm se jesté pied valkou kratce zabyval vybus-
ninami*®. Po valce jiz na VSCHT pracoval na syntéze he-
terocyklll a amind, nicméné od roku 1947, kromé& pokracu-
jicich praci z oblasti heterocykld, jiz systematicky publi-
koval prace z oblasti terpend, a to nejen z oblasti syntézy
aizolace, ale i z oblasti analyzy a studia struktury.

V roce 1951 byla V. Heroutovi a F. Sormovi udélena
Statni cena I. stupné za vyzkum v oblasti chemie terpent
(azuleny, karotol, akoron, kalamendiol, farnesen, kalame-
nen, B-karyofylen, kaft, terpeny pelynku, chmele, puskvor-
ce a bergamotového oleje a fada dalSich). Velky ohlas zde
vzbudilo zejména rozieSeni chemické konstituce a vzniku

~~~~~

ucinku nékterych bylin, zejména hefmanku. Pracovnikim
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Sormova Z.

Novotny L.

Benesova V. Gut J.

Chemického ustavu se podafilo ziskat z pelyiiku latky
chemicky velmi piibuzné®’, ethyl- a methylchamazulen,
které maji tytéz biologické uc€inky, pficemz jejich ziskava-
ni se ukazalo byt hospodarsky mnohem vyhodné;jsi. Latky
byly podrobeny farmakologickému vyzkumu pod vedenim
Heleny Raskové ve Farmakologické laboratofi Chemické-
ho tstavu CSAV?,

I zde pecoval FrantiSek Sorm z titulu hlavniho sekre-
tate CSAV o své ovecky”. V roce 1953 odménila CSAV
kolektiv V. Herout, V. Benesova, V. Dolej§ V. Sykora,
M. Holub, M. Streibl, V. Jarolim a L. Novotny Odménou
I. stupné za prace v oboru terpenii”’. Nasledujiciho roku
byla vyroéni cena Akademie udélena kolektivu F. Sorm,
V. Benesové, Z. Cekan, L. Dolejs, V. Herout, J. Krupicka,
J. Novak, J. Sicher a V. Sneberk za izolaci prochamazule-
nu z hefmanku a za syntézu chamazulenu®'. V roce 1956
byli odm&néni F. Sorm, V. Herout, Z. Cekan a M. Roma-
fiuk za objev nové skupiny guaianolidd a O. Mottl,
M. Hava a . Jankt za izolaci a vyzkum nového 1éCiva,
terpineolu®”. V témze roce obhajil V. Herout kandidatskou
disertaéni praci o azulenech a V. Jarolim o karyofylanu®*.
Odménu za rok 1958 obdrzeli V. Herout, V. Sykora
a O. Mottl za vyfeSeni stereochemie terpenickych slouce-
nin kadinanové fady™. A tak to §lo fadu let dale.

Aby toho nebylo malo, byl 8. 9. 1958 Americkou
chemickou spoleénosti vyznamenan Frantisek Sorm Frit-
scheho cenou se zlatou medaili za prace v oboru terpent
a ptirodnich latek®.
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Raskova H.

Koncem padesatych let minulého stoleti se do tymu
v Dejvicich zaclenil Jan Vrko¢, ktery fadu terpent izolo-
val a charakterizoval®®. V sedmdesatych letech pak rozvi-
nul za pfispéni Gstavnich entomologli chemii obrannych
latek termiti’®’.

Jednou z uspé$nych kapitol vyzkumu terpent byla
oblast juvenilnich hormond™, ktera navazovala na vyzkum
v oblasti ekdysteroidi®’, ktery za¢al v sedmdesatych letech
minulého stoleti na Entomologickém tstavu CSAV a po-
kragoval i na UOCHB v Dejvicich. Kli¢ovymi pracovniky
zde byli FrantiSek Sehnal, Jan Vrko¢, Jan Zdarek, Karel
Slama, Miroslav Romanuk, Zdenék Wimmer, Jitka Ka-
hovcova, ¢i Jan Hlavacek.

Slama K.

Romainuk M.

Wimmer Z.
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Jan Vrko¢, Ivan Hrdy a Ladislav Kalvoda pozdgji
rozvinuli studium uplatnéni terpenti v praxi, zejména jako
feromoni na ochranu zemédélskych a lesnich kultur
a skladovanych potravin®*. Ivan Hrdy pfivezl do Cesko-
slovenska prvé prakticky pouzitelné feromonové odparni-
ky z USA, jejichz aktivni 1atku Kalvoda obratem pfipravil.
Ladislav Kalvoda pak syntetizoval feromony nejprve
v UOCHB CSAV, pozdgji v ramci nové zalozené skupiny
feromonovych piipravka JZD Slugovice*' s detaovanou
laboratoii v Praze™, a nakonec ve své privatni laboratofi
SynLab v Béchovicich. Tam odeSel z Ustavu poté, co ve-
deni UOCHB tidajné odmitlo navrh JZD Slusovice na jeho
podporu, na tu dobu velkorysou, svdzanou s tim, Ze pro né
bude feromony na tustavu vyvijet. V Béchovické firmé
.jednoho muze“ syntetizoval pro Ladislava Kohouta
(UOCHB) i brassinosteroidy®. Jan Vrko¢ na druhé strané
vyvinul v UOCHB CSAV nékolik vlastnich konstrukci
feromonovych odparnikli a Uispé€sné v této oblasti spolu-
pracoval s fadou zahrani¢nich vyrobet a distributorti fero-
monovych odparnikll, jako némeckou Trifolio-M GmbH
Lahnau** (dr. Hubertus Kleeberg) a americkou IPM Tech-
nology Ltd. Portland (dr. Philipp Kirsch).

Tematicky piibuznid byla studie Jana Cermaka
z Mendelovy univerzity v Brné€ o analyze terpent jedle
belokoré®.

Zacatkem 70. let se k prazské skupiné pfipojil Miro-
slav Holub*®, ktery studoval seskviterpenové laktony
z rostlin Celedi Umbelliferae/Apiaceae a Compositae/
Asteraceae. Podafilo se mu prokazat, ve spolupraci
s polskymi kolegy, ze seskviterpenové laktony z vySe
zminénych rostlin maji namnoze protirakovinnou aktivi-
tu*’. Byla studovéna i aktivita téchto laktonti proti hmy-
zu*. V jeho praci pozdgji pokracoval® mj. Juraj Har-
matha, ktery se pied tim 1éta zabyval ekdysteroidy.

Terpeny se zabyval i Josef Spinka, prednosta II. chi-
rurgické kliniky Lékatské fakulty Univerzity Karlovy
v Plzni, najmé z hlediska jejich biologické aktivity™. Petr
Zbotil a Viktor Dadak z Masarykovy univerzity v Brn¢ se
terpeny zabyvali té spise z hlediska biologické funkce®'.
Pracovnici Chemického ustavu SAV, napiiklad Zdeno
Voticky™, studovali fadu seskviterpent, mj. i ve spolupré-
ci s pracovniky UOCHB. Tékavé latky ze slivovice studo-

Vrko¢ J.

Hrdy L
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Holub M. Harmatha J.

val kolektiv z VSCHT Praha kolem Jana Velidka a Jitiho
Davidka®. Chemici z Kosic pak studovali terpeny febiic-
ku chlumniho®. Farmakologové z Hradce kralové zkou-
mali terpeny medvédice lékaiské™.

Na Karlov¢ univerzité, na jeji albertovské Piirodove-
decké fakulté, se koncem padesatych let minulého stoleti
vytvofil tym kolem Aloise Vystréila, ktery nastoupil jiz
roku 1946 (cit.*®), zahrnujici Jitiho Klinota, Jitiho Cerné-
ho, Karla Waissera, Evy Rihové, pozdéji Klinotové, roze-
né Vrbové®’. Pozdéji se ptipojili Jifi Protiva, Vaclav Kie-
¢ek, Vladimir Pouzar, Jan Sejbal, Frantisek Turecek, Hana
Skorkovska, pozdgji Chodounska, Jan Sarek a dalsi.
V tomto tymu i svoji prvou publikaci vytvofil Antonin
Holy®.

Prva publikace o triterpenech z Karlovy univerzity je
prace A. Vystréila a J. Klinota o alloheterobetulinu®. Pied
ni publikoval Vystréil prace obecné v organické chemii.
Publikace o alloheterobetulinu urcila na dlouha 1éta obor
prace spolupracovnikti Aloise Vystréila (prvych 9 praci
fady publikoval Vystr¢il pouze s Klinotem). Stejné jako
u zaméfeni jinych tyma katedry je nabiledni, Ze smér
ovlivnil Frantidek Sorm, ktery se po vélce stal na &as (do
roku1953) vedoucim katedry>® a ktery ve stejném roce, ve
kterém vysla prace o allobetulinu, publikoval se svymi
dejvickymi kolegy téz praci o terpenech z biizy bilé®. Na
strané druhé albertovsky kolektiv pracoval i v oblasti ste-
roida® a do jisté miry spolupracoval s oddélenim terpena-
6 na UOCHB CSAV v Dejvicich®, se kterym si viak
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tematicky nekonkuroval.

Dlouho se soudilo, ze triterpeny, kterymi se albertov-
ské skupina zabyvala, jsou biologicky neaktivni a Ze slou-
i jako vyte¢na rigidni konstrukce pro studium stereoche-
mie a regioselektivity reakei. Prvou vlastovkou byl objev
antibakterialni aktivity v této skupiné latek®. Nasledovaly
studie o proapoptotické®, cytotoxické aktivits®, mj. Vy-
zkum v této oblasti probiha dodnes, potazmo na Palackého
univerzité¢ v Olomouci.

Prispévek albertovské Skoly k vyzkumu terpenti pre-
vedl do praxe Jan Sarek, ktery z tymu odesel a zalozil
vlastni firmu Betulinines®, ktera nabizi do celého svéta
Sirokou plejadu triterpenti a piibuznych sloucenin, vse
vyhradné z vlastni produkce.

Prispévek ceskych chemiki, biochemiki a biologt ke
studiu chemie, biochemie a pouziti terpenll je nemaly
a zaslouzi si ocenéni zejména pro ,,star¢ bardy*, ktefi bu-
dovali tuto oblast chemie pfecasto s nebohatymi prostied-
ky a skromnym vybavenim. Je nabiledni, ze na zakladé
vysledkové bohatych ,,pocatkii™ kvetla a bude kvést che-
mie terpentl nejen na jiz zminénych, ale i na dalSich praco-
vistich.

Starsi  fotografie byly zpracovany programem
MyHeritage®. Fotografie bez citace zdroje jsou z archivu
autora.
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Jmeli bilé (Viscum album L.) fascinuje lidstvo svou vyjimec¢nosti od nepaméti a je spojovano s bohatou symbolikou
atadou povésti. Navzdory obsahu toxickych latek bylo po staleti vyuzivano k 1éCebnym ucelim a dodnes zlstava
predmétem vyzkumu. Uvodni &ast prace shrnuje biologii jmeli, na niz navazuje piehledem jeho vyskytu v historii: od
archeologickych nalezd ptes zminky u antickych autord (Hippokrates, Aristoteles, Theofrastos, Strabon, Vergilius, Plinius
Stars$i) az po jeho roli v mytologii Keltd, severskych sagach a kiest'anské tradici. Nasledujici cast analyzuje 1écebné vyuziti
jmeli od antiky pies stfedovék a renesanci (véetné nazorl Paracelsovych a Ceskych lékaiskych knih), baroko az po moderni
dobu. Posledni Cast prace se zamétfuje na skupiny obsahovych latek jmeli — fenolické slouceniny, lektiny, viskotoxiny,
alkaloidy, terpeny a sacharidy — a jejich medicinsky vyznam a toxicitu. Jmeli bilé je pfedstaveno jako pozoruhodna 1é¢iva
rostlina s bohatou historii a trvalym védeckym zdjmem diky obsahu bioaktivnich latek s potencialnim imunomodula¢nim
a cytotoxickym ucinkem.

Klicova slova: historie, jmeli bilé, 1é¢ivé rostliny, obsahové latky, Viscum album L.
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Obr. 1. Jmeli bilé: (A) haustorium, (B) kvetouci sam¢éi rostliny,
(C) vétvicka samiéi rostliny s plody, (1) sam¢i kvétenstvi, (2)
samci kvét, (3) fez samcim kvétem, (4) samici kvétenstvi, (5) fez
sami(;:im kvétem, (6, 7) semeno, (8) klicici semeno (pfevzato
Z cit.”)

ajmeli pomoci nich Cerpa ze stromu vodu a mineralni
latky. Zelena (fotosyntetizujici) ¢ast jmeli je tvofena vi-
dlicnatymi stonky, na jejichz vrcholu se nachazeji dva
vstiicné, podlouze vejcité az kopinaté, tlusté kozovité
listy. Kazdy rok pak jmeli pfirtsta o jeden ¢lanek stonku
se dvéma listy na vrcholu. Jmeli je dvodouma rostlina,
drobné jednopohlavné kvéty vyrustaji v rozsochach vétvi.
Na mist¢ samicich kvétl se nasledné objevuji nejprve
zelené a nasledné bilé az nazloutlé kulaté ,,plody* ukryva-
jici tvrdé semeno. Semena jsou rozs§ifovana pomoci ptakt
a na vétve stromu se pfichytavaji svym lepkavym obalem.

Hostitelskou rostlinou jmeli bilého jsou jehlicnany
a listnaté stromy. V pfipadé dubi, na kterych neni vyskyt
jmeli piili§ Casty, a jmeli z nich bylo proto v historii pova-
zovano za nejcennéj§i, mohlo dochazet k zaméné jmeli
s jinou poloparazitickou rostlinou, mnohem cast¢ji se na
dubech vyskytujici — ochmetem evropskym (Loranthus
europaeus Jacq.) — ktery se vSak od jmeli odliSuje opada-
vosti listll v zimnim obdobi a Zlutymi plody. Navic se obé
rostliny odliduji i ve slozeni obsahovych latek®®. Jmeli
bilé je také podobné svému americkému piibuznému Pho-
radendron leucarpum, ktery je ptivodni v Severni Americe
a stejné jako jmeli bilé je pouZivan k vyzdobg'. Samotné
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jmeli bilé se pak na zaklad¢ hostitelskych rostlin a morfo-
logickych odlisnosti rozdéluje do tii poddruhd: (1)
V. album L. ssp. album, jmeli pravé, rostouci na listnatych
stromech, (2) V. album L. ssp. abietis (Wiesb.) Abrom.,
jmeli jedlové, rostouci na jedlich a (3) V. album L. ssp.
austriacum (Wiesb.) Volim., jmeli borovicové, rostouci
pievazné na borovicich®'’.

Pro farmaceutické tcely se sbiraji mladé, olisténé
vétévky jmeli, oznadované v lékopisech jako Stipes et
folium visci (stopky a listy jmeli) nebo Herba visci (nat
jmeli)*.

3. Jmeli v historii a povésti s nim spojené

Jmeli fascinovalo lidi od nepaméti nejen svou schop-
nosti byt zelené i béhem zimy, ale také svym neobvyklym
vyskytem v korunach starych strom a absenci kofend,
které by ho spojovaly se zemi. A tak neni divu, Ze bylo
optedeno mnoha povéstmi'.

Archeologické néalezy dokladaji vyuziti jmeli nasimi
predky jiz v obdobi neolitu, kdy bylo zfejmé pouzivano
béhem rituald, v 1é¢itelstvi, ale také ke krmeni zvifat bé-
hem dlouhych zim'"'?. Nicméné podobné nalezy je nutné
opravdu kriticky zhodnotit, jak tomu naptiklad bylo
s udajnymi ,,bobulemi jmeli®, které byly nalezeny v hrob-
ce z rané doby bronzové v Severnim Yorkshiru. Nede-
struktivni analyza pomoci Ramanovy spektroskopie pro-
kazala, ze tyto malé kulovité utvary jsou ve skute¢nosti
mo&ové kameny zesnulého'>.

Z antickych autorti se jako prvni o jmeli zminuje
pf. Kr.). Ten ve svém spisu Ilept tdv évtog ITaBdv'
(O vnitinich chorobach) uvadi lécivy piipravek na posileni
¢innosti sleziny, ktery mimo jiné ingredience obsahuje
i listy rostliny i£6¢ (iksos), kterou 1ze pravdépodobné zto-
toznit se jmelim.

Aristoteles ze Stageiry (384—322 pi. Kr.) v dile ITepi
{hov yevéceng"” (O vzniku zvifat) uvadi jmeli jako pii-
klad organismu vznikajiciho spontanné¢ z matetské rostli-
ny. Domniva se, ze za sekundarni rozsifeni jmeli jsou
zodpovédni ptaci, ktefi nejprve snédi bobule jmeli, a pak
semena roznaSeji svym trusem. V dalSim svém spisu,
Metemporoyicd'® (Meteorologie), zmiiiuje jmeli na dvou
mistech: jednak jako priklad hmoty, kterd netuhne, a dale
jako pfiklad hmoty, ktera je vlacna. Konecné jako zajima-
vost uvadi ve svém dile Tav mept 0 (o ictoptidv'’
(O zvitatech), ze drozd bravnik (Turdus viscivorus L.) se
., ZIVi pouze jmelim a pryskyrici“. To se stalo zakladem po
staleti tradovaného vyroku ,, Turdus ipse sibi exitium ca-
cat.“ (drozd sam sobé& zahubu trousi), nebot’ plody jmeli,
respektive ochmetu, byly po staleti vyuzivany pta¢niky na
vyrobu lepu k chytani ptakad'.

Otec botaniky, Theofrastos (asi 371 az asi 287 pf.
Kr.), se o jmeli zmifiuje ve svém prilomovém dile ITepi
aitdv eutik@v'® (O piiginach riistu rostlin). Rozlisuje
mezi jmelim a ochmetem a uvadi, ze jmeli mize rlst jen
na jiné rostling, tedy paraziticky, a ze 1épe prospiva na
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jehli¢nanech, jako je borovice nebo jedle. Dodava, ze ten-
to parazitismus muze vést az k imrti hostitelské rostliny.
Nicméné ve svém nemén¢ proslulém spise Ilept putdv
iotopia'’ (Zkoumani rostlin) ochmet nazyva dubové jmeli.

Starofecky historik Strabon (asi 63—-19 pf. Kr.)
v nejobsirnéj$im dochovaném antickém geografickém dile
T'eoypaoucd™ (Geografika) uvadi zajimavé pouziti rostli-
ny i€6¢c k loveni opic, kdy se vyuziva lepivosti plodd
(nicméné zde se spiSe jedna o zaménu za ochmet).

Jmeli bylo ¢asto zmiflovéno i v antickych basnickych
dilech. Ptikladem miize byt slavna Aeneis, jejimz autorem
je nejproslulejsi #imsky basnik Publius Vergilius Maro
(70—19 pt. Kr.). Ve ¢tvrté knize (ver§ 205-207) popisuje
zlatou vétvicku, kterou potiebuje hlavni hrdina jako dar
pro bohyni Proserpinu®":
quale solet silvis brumali frigore viscum
fronde virere nova, quod non sua seminat arbos,
et croceo fetu teretis circumdare truncos:

V piekladu:

Nejinak za zimnich mrazii se obcas po lesich jmeli
zelend Cerstvym listim, jez nevzrostlo ze svého stromu,
kolem pak utlého kmene mu zlutavé bobulky rostou,

Chem. Listy 719, 374-384 (2025)

Basnik opét pfipomina parazitismus rostliny a jeji
zeleny vzhled v zimnim case, kdy je vétSina rostlin svych
listd zbavena. V kultufe starych Reki a Rimanti bylo jmeli
zasvéceno praveé bohyni podsveéti Proserpiné.

Kromeé fecké mytologie se jmeli objevuje i v té sever-
ské. Ve sbirce norskych a islandskych sag Edda je jmeli
pfi¢innou smrti boha Baldera’*. Jeho matka, bohyné
Frigga sice pfiméla vSechny rostliny, kovy a predméty na
svéte, aby slibily, ze jejimu synovi neublizi, ale piehlédla
jmeli, protoze ho povazovala za pfili§ bezvyznamné, a tak
se neobtéZovala ho s touto prosbou oslovit. KdyZ to zjistil
Loki, bth Isti, pfimél Balderova slepého bratra Hodra, aby
po Balderovi hodil $ip ze jmeli, a tak ho usmrtil.

Vyznamnou rostlinou bylo jmeli pro keltské druidy,
kteti jmeli rostouci na dubech, na nichz roste jen zfidka,
povazovali za omnia sanans (vielék)'>**. Keltové o své
kultufe nezanechali zadné pisemné zminky, a tak naléza-
me nejvice zminek o jejich vyuZivani  jmeli
v nejrozsahlejsi  dochované prirodovédné encyklopedii
antiky, Naturalis historia (O pfirod¢€), jejimz autorem je
Gaius Plinius Secundus (23/24—79), zvany Plinius starsi.
Po mnoho dalSich staleti byl citovan jeho detailni popis
druidského sbéru jmeli z dubu, které se uskutectiovalo Sest

Obr. 2. Druidsky ritual sbéru jmeli, jak si jej na zaklad¢ Pliniova liceni pfedstavoval anglicky malit Francis Hayman (1708—1776)
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dni po novoluni®*: ,, pripravuji ritudini obét a hostinu pod
stromem a privadeji dva bilé byky, jejichz rohy jsou popr-
vé pri této prilezitosti spoutany. Knéz, odeny v bily Sat,
vyleze na strom a zlatym srpem odrizne jmeli, které je
zachyceno do bilé latky. Nakonec obétuji zvirata ... VerFi,
ze jmell podavané v napoji zajisti plodnost jakémukoli
neplodnému zvireti a Ze je protijedem proti viem je-
diim. ”* (obr. 2). Plinius se samoziejmé zabyva i botanikou
jmeli, dokonce rozliSuje tii druhy jmeli, podle toho, zda
roste na jehlicnanech, dubu nebo jinych druzich stromd.
Upozornuje, Ze v dasledku toho se 1i§i vzhled jmeli, jeho
viin€ a jedovatost (jako protijed na otravu jmelim kromeé
nékterych rostlin doporucuje i osli mléko). Z praktického
pouziti jmeli pak uvadi moZnost vyroby lepu pro chytani
ptéki z jeho bobuli.

Magicky vyznam si udrzelo jmeli i v nasledujicich
dobach, kdy bylo napiiklad s dalsimi ptisadami pouzivano
k vykufovani domt, zvitat i lidi, aby je ochranilo pied
blesky, kouzly a zlymi sny"'>. Podle stiedovékych kies-
tanskych legend byvalo jmeli kdysi velkym, vzneSenym
stromem®. Ale protoze dievo z n& bylo pouzito na Je-
zisuv kiiz, stalo se prokletym a scvrklo se na malou, para-
zitickou rostlinu. Proto bylo jmeli nazyvano [lignum
sanctae crucis (devo svatého ktize). Na druhé strané bylo
jmeli uctivano i jako symbol samotného JeziSe Krista ¢i
vééného zivota (obr. 3). Proto se stalo i soucasti vanocnich
svatkl, kdy polibek pod zavéSenym jmelim je pfislibem
Stésti a dlouhého Zivota.

4. Historie vyuZivani jmeli v 1écbé
4.1. Doba anticka

Od antickych dob bylo jmeli doporucovano k mnoha
lécebnym Uceltim a pouzivano na nejriznéjsi onemocnéni.
Vedle jiz vySe zminéného Hippokrata je to zejména pro-
sluly fimsky 1ékai Aulus Cornelius Celsus (25 pi. Kr. az
50 po Kr.), ktery ve svém po staleti vyuzivaném spise
De medicina® (O 1ékafstvi) zmitiuje jmeli na fadé mist.
Doporucuje ho jako soucast sloZzenych 1écivych ptipravkil
pro nejriznéjsi indikace, jako je 1é¢ba nadorti, abscest
a hnisajicich ran, potlacovani bolesti, zmékcovani otlakd
a mirné prokrveni pokozky.

Plinius star$i v Naturalis historia® z1&&ivych vlast-
nosti jmeli uvadi jeho zvlacnujici charakter, dale jeho put-
sobeni proti nadorim a skrofuldze, a Ze ve smési s prysky-
fici a voskem hoji povrchové abscesy. Kosmeticky ho 1ze
pouzit k vyhlazeni zkrabatélych nehtl. Nasledné uvadi, ze
podle povérecnych nazorti ma jmeli pomahat pfi Zenské
neplodnosti a epilepsii.

Recky 1ékai Pedanius Dioscorides (40-90 po Kr.),
piisobici nicméné v Rimg, ve svém prilomovém dile Iepi
BAng iotpuciic®® (O 1é&ivych latkach) — které bylo zakla-
dem evropské farmacie po nasledujicich 1 500 let — uvadi
ve III. knize, 103. kapitole, rostlinu 1£dg, kterou ale podle
jeho popisu mize byt jak Viscum album, tak Loranthus
europaeus, pricemz druha varianta je pravdépodobnéjsi.
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Roboreabannofe vifewm fanare caducos
Luodvalct, est Chriflivinafigura Dei.

Obr. 3. Jmeli jako symbol JeZiSe Krista, jak ho uvadi némecky
1ékat a piirodovédec Joachim Camerarius mladsi (1534—1598) ve
svém proslulém emblematickém spisu Symbolorum & emblema-
tum ex re herbaria desumtorum (Noribergae, Hofmannus et Ca-
moxius 1590). Preklad textu pod emblémem: ,Jmeli z letitého
dubu uzdravuje nemoci zeslablé, coz znadi, Ze je Zivoucim obra-
zem Krista Boha.*

Lécebné ji doporucuje na kozni onemocnéni, zejména
otoky ¢i hnisavé zanéty.

Kone¢né jeden z nejproslulejsich antickych 1é¢kat,
Claudius Galénos (129-200/216 po Kr.), ve svém spisu
De simplicium medicamentorum temperamentis ac facul-
tatibus®’ (O povaze a G&incich jednoduchych 16¢iv) uvadi
o jmeli nasledujici: ,,Jmeli se sklada prevazné ze vzdusné
a teplé vodni latky, jen zcela nepatrné z latky zemské. Ne-
bot jeho ostrost prevysuje horkost. A tak mu také prislusi
ucinky odpovidajici jeho podstaté. Opravdu silné totiz
vytahuje stavy z hloubky, a to nejen ty vidke, ale i hustsi,
a rozptyluje je a rozpousti. Patri pak k téem druhiim [latek],
které nehreji ihned po prilozeni, ale vyzaduji cas, podobnée
Jjako tapsie [rostlina Thapsia garganica].

Byzantsky 1ékat Paulus Aegineta (okolo 625 az okolo
690) ve své rozsahlé medicinské encyklopedii Emttoptic
Tatpikiig Ppria éntd®® (Sedmero knih shrnujicich 1ékai-
stvi) uvadi vyuziti jmeli v prostfedku k odstranéni ochlu-
peni na pokozce (,,10 drachem vosku, jedna drachma
terpentynu a dvé drachmy jmeli se s olejem za tepla upravi
na ndplast”), upravu nehtd a jiné kozni problémy, dale
pro 1é¢bu problému se strumou, a na skroful6zu.

4.2. Stiedovék
Nejvyznamnéjsi stfedovéky arabsky lékaf Ibn Sina

(okolo 980 az 1037), znaméjsi pod latinizovanym jménem
Avicenna, ve svém proslulém dile al-Kdnin fi ttibb®
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(Kéanon mediciny) v podstaté jen sumarizuje antické nazo-
ry a poznatky o jmeli, a ve shod¢ s nimi jej indikuje do
ptipravkll pro léceni otokll, ran a viedii, a pro zlepSeni
¢innosti sleziny.

Z kiestanskych autorli zmifiuje jmeli sv. Hildegarda
z Bingenu (1098—1179), némecka mysti¢ka, spisovatelka
a abatySe benediktinského tadu®®. V dile Physica, sive
Subtilitatum diversarum naturarum creaturarum libri
novem® (Ptirodovéda, aneb devét knih o vlastnostech
riiznych piirodnich bytnosti) uvadi Hildegarda jmeli z hrusné
v nékolika 1é¢ivych smésich pro jeho chladnost a prach z néj
doporucuje na bolest hrudniku ¢i plic a 1écbu dny.

Cesky lékat a astronom mistr K¥i§tan z Prachatic
(pred 1370 az 1439) ve svém, Castecné kompilacnim dile
Lékaiské knizky z mnohych knih lékaiskych vybrané™
(vydaném posthumné 1568), doporucuje jmeli rostouci na
hrusni pti 1é¢bé nasledkd cévni mozkové ptihody: ,, kdo
ma Slak, ze lezi nemoha choditi, neb kterymz kolivek au-
dem vlasti nemuoz, vezmi mejli z hrusky, a ztluc v mozdivi
vybera drivicko, a smés je s starym sadlem coz muozes
najstarsi miti, a maz tim nemocného na horce, a budet
zdrav.

Podobné Staroceské knihy Iékaiské® (rukopisny sbor-
nik z poloviny 15. stoleti dochovany v Narodni knihovné
v Praze) uvadéji hned nékolik vyuziti jmeli. Proti ledvino-
vym kamenim doporucuji jednak praskované jmeli
z hlohu povatené ve starém pive, anebo pro muze jablofo-
vé jmeli ztlu€ené s Cistym vinem. Hrusnové jmeli je uva-
déno k lécbe dny, at’ uz v podobé¢ ,kalku“ (louh ziskany
z popela rostliny), masti, nebo svafené ve viné. Dubové
jmeli je pak doporucovano s ,,Zennym vinem® (destilo-
vanym vinem, tedy kotalkou) k zajisténi hladkého porodu,
dale proti ,padicie nemoci“ (epilepsii), zimnici,
,hlize* (rakovin€) i otravé (s odkazem na Plinia Star$iho).

4.3. Renesance

Neptehlédnutelnou postavou renesanéni mediciny je
bezesporu Svycarsky 1ékaf a alchymista Philippus Aureolus
Theophrastus Bombastus von Hohenheim (1493—1541),
zvany Paracelsus. Ten mimo jiné zastaval ndzor, Ze nemo-
ci lidi i 1éCivé schopnosti rostlin jsou siln€ zavislé na pliso-
beni hvézd. Rozvinul nauku o signaturach véci (signatura
rerum, z lat. signum = znameni), podle niz rostliny, resp.
zivocichové, disponuji zvlastnimi znaky, obdrzenymi od
Stvotitele, podle nichz lze poznat, jak je lze 1éCebné vyu-
7it**. Paracelsus jmeli podle jeho vlastnosti (stalezelenost,
rlst proti pfirozeném rytmu, jedovatost atd.) pfifadil pod
vladu planety Saturn. Ve spise Von den Krankheiten, so
die Vernunfit berauben® (O nemocech, které zbavuji rozu-
mu), vydaném posthumné roku 1567, doporucuje pro
1écbu epilepsie pripravek obsahujici mimo jiné jmeli
z dubu. Déle se jmeli objevuje jako slozka mnoha jinych
Paracelsem formulovanych 1é¢ivych pfipravki, zejména
pro 1é¢eni ran. Napiiklad ve spisu Kleine Wundartzney™
(Mensi chirurgie) z roku 1579 uvadi mast na rany obsahu-
jici med, jmeli z buku, kvéty tiezalky, stavu z aloe a kvéty
vétrnice (Anemonastrum).
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Paracelstiv soucasnik, némecky botanik a 1¢kat Hie-
ronymus Bock (asi 1498—1554), ktery usporadanim rostlin
podle ptibuznosti zah4jil prechod od stfedoveéké botaniky
k modernimu védeckému pfistupu, ve svém vyznamném
dile De stirpium, maxime earum, quae in Germania nostra
nascuntur’’ (O rostlinach, pfedevsim téch, které rostou
v nasi Némecké zemi) z roku 1552 uvadi vedle indikaci
navrzenych antickymi autory rovnéz, ze ,,omnia visci
genera dum viridia adhunc et recentia sunt cusa, succo
extracto auribusquae indito, discutiunt collectiones ea-
rum, et amolliunt eas intra paucos dies, doloremquae
finiunt“ (ze vSech druhli jmeli, dokud jsou jesté zelené
a Cerstveé sklizené, vytlaena Stava nakapana do usi, roz-
héni jejich hnisavé zanéty a zmekcuje je, ¢imz do nékolika
malo dnti bolest ustupuje).

V Ceskych zemich je v té dob& vyuziti jmeli zminéno
naptiklad Janem Cernym (asi 1456 aZ 1530), znamym pod
humanistickym zlatinizovanym piijmenim Niger. Ve svém
spisu Knicha Iékarska, kterdz slove herbdr aneb zelindi*
peclivé rozlisuje jmeli podle hostitelské rostliny. Tak jmeli
rostouci na dubu je — kromé ptipravy lepu ,,k lapani pta-
¢at* — vhodné zejména k 1écb¢ viedl a koznich problémd,
k Uprave nehtd ¢i zmenSeni sleziny; prebira tedy indikace
uvedené vyse u antickych autord. Hrusnové jmeli doporu-
¢uje podavat s dalsimi bylinami pro snadny porod. Jmeli
rostouci na hlohu ¢i jabloni pak indikuje pro neurologické
obtize (,,pro zblaznénie v viné davaji ).

Renesanc¢ni botaniku a farmakologii pifivedl k nové-
mu vrcholu italsky ucenec a 1ékai Pietro Andrea Mattioli
(1501-1578), autor rozsahlého komentaie k vyse zminé-
nému spisu Dioscoridové nazvaném Commentarii in sex
libros Pedacii Dioscoridis Anazarbei De medica mate-
ria*®. Nicméné v kapitole o jmeli pouze shrnuje jeho vyse
uvedené tradi¢ni indikace a nijak je nerozsifuje. Podobné
¢ini o generaci mladsi, prosluly anglicky botanik a 1ékar-
nik John Parkinson (1567-1650) ve svém dile Theatrum
Botanicum: The Theater of Plants® z roku 1640. Navic
kromé jmeli bilého uvadi ijmeli indické (V. indicum)
a peruanské (V. peruvianum), coz bezpochyby souvisi
s rozSifenim palety materia medica diky evropskym za-
moiskym vypravam v 15. az 17. stoleti.

4.4. Doba barokni

O zajmu barokni doby o jmeli a jeho ucinky svéd¢i
i univerzitni disertace, vénované této rostliné (obr. 4). Tak
v roce 1706 obhajoval Leonard Friedrich Hornung na dnes
jiz neexistujici univerzit€¢ v Altdorfu praci Dissertationem
botanico-medicam de visco (Botanicko-1ékai'ska rozprava
o jmeli). Autor se podrobné vénuje pivodu nazvu jmeli
v ruznych jazycich a popisuje morfologii a biologii rostli-
ny (vCetné zpusobu Sifeni diky ptaktim). Nésledné uvadi
metody sbéru a suseni jmeli, véetné¢ doporuceni ohledné
nejvhodnéjsi doby sklizné, a dale jeho vyuziti v nejriznéj-
Sich 1é¢ivych piipravcich, predevsim pii 1é¢be epilepsie,
krvéceni, vysokého krevniho tlaku. Zminuje i lidové 1é-
kafstvi a povéry se jmelim spojené. Podobnou disertaci
Viscum plerarumque arborum plantam parasiticam
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Obr. 4. Titulni listy baroknich léka¥skych disertaci o jmeli. Vlevo prace Leonarda Friedricha Hornunga z roku 1706, vpravo Johanna

Georga Kolderera z roku 1747

(Jmeli, paraziticka rostlina vétSiny stromil) obhajoval o 41
let pozdgji ve Strasburku Johann Georg Kolderer. Ten se
v souladu s tehdy modernimi trendy*' vénuje i chemické-
mu rozboru jmeli, na zdklad¢ jeho suché destilace nebo
extrakce rostliny vodou ¢i vinem, ato véetn€¢ stanoveni
jednotlivych podilt.

Z dalsich autor tohoto obdobi si zaslouzi zminku
londynsky 1ékarnik a 1ékat John Colbatch (1666—1729),
ktery v roce 1719 publikoval praci A Dissertation Concer-
ning Mistletoe: a Most Wonderful Specifick Remedy for
the Cure of Convulsive Distempers™, v niz vyzdvihuje
jmeli jako ucinny 1€k na kiecové nemoci, zvIasté epilepsii
u déti. Colbatch vychézel z pozorovani vysoké umrtnosti déti
na kiece v tehdejsim Londyné a na zéklad¢ historickych I¢-
katskych autorit se pokousel jmeli klinicky aplikovat.

Barokni 1ékopisy jsou typické slozitymi, polyprag-
mastickymi piipravky. Jejich oblibenou surovinou byl
Pulvis visci quercini (prasek z dubového jmeli), zpracova-
vany zejména do piipravki na epilepsii a hysterii®’. Jako
pozustatek magickych praktik je Casto pozadovano, aby
jmeli z dubu bylo ,,decrescente luna collecti* (sbirané za
ubyvajiciho mésice)*. Dale bylo jmeli souéasti piipravka
ivoblasti kardiovaskularnich a metabolickych chorob
jako jsou ,,slabosti srdce a ,,vodnatelnost” (edémy), coz
se mohlo setkat i s Gspéchem vzhledem k jeho mirnému
diuretickému a vazodilataénimu G&inku"*. Celkové jmeli
zlstavalo cenénou soucasti evropské farmacie a uchovalo
si povést prakticky univerzalniho 1éciva.

4.5. Novovék

Vzhledem k ristu védomosti a zvySené dostupnosti
ucinnéjsich 1&¢iv, doslo v pribéhu 19. stoleti k zna¢nému
posunu pohledu na terapeuticky potencial jmeli. Prestoze
jmeli zistalo soucasti lidové mediciny, ke konci 19. stoleti
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ho vétSina védeckych autorit povazovala za zastaraly pro-
stiedek, jehoz ucinnost nebyla podloZzena modernimi kli-

nickymi daty"'%.
Na pocatku 20. stoleti oZivil zdjem o mozné 1éCivé
ucinky jmeli francouzsky 1ékai René Gaultier

(1875—1942), ktery studoval vliv cerstvého extraktu
z jmeli na krevni tlak a zjistil, ze podavani (peroralné ¢i
injek¢éné€) tohoto extraktu snizuje krevni tlak a soucasné
zrychluje srdeéni tep u zvitat i 1idi*’. Na zaklad& toho byly
nasledné vyrabény rGzné preparaty k 1é¢bé hypertenze
(naptiklad pfipravek Fraviscum ¢i Viskan) nebo arterio-
sklerozy (napiiklad Ageron)**. Dosud je v prodeji &ajova
smés Alvisan, indikovana k témuz ucelu, ktera jako majo-
ritni slozku obsahuje nat’ jmeli bilého. Toto tradi¢ni 1é¢eb-
né vyuziti jmeli bylo potvrzeno i novymi studiemi. Raden-
kovic a spol.*’ prokazali snizeni krevniho tlaku u pokus-
nych zvifat po podani ethanolického extraktu jmeli a na-
vrhli, ze jde o nasledek interakce latek z této rostliny
s muskarinovymi receptory.

Dalsim prispévkem k lécebnému vyuziti jmeli je jeho
dodnes kontroverzni a hojné diskutované mozné vyuziti
v onkologické 1é¢bé. Na jeho pocatku stal rakousky okul-
tista Rudolf Steiner (1861—1925), ktery v roce 1916 navr-
hl vyuzit vytazky z jmeli k 16¢bé rakoviny'>**. Vychézel
z tradiéni homeopatické doktriny similia similibus curan-
tur (podobné 1é¢i podobné): jmeli jako parazit rostouci na
stromech je analogii nadorového bujeni, a proto by mélo
pulsobit protinadoroveé. Ve spolupraci s holandskou Iékat-
kou Itou Wegmanovou (1876—1943) ptipravili preparat ze
jmeli, ktery se pod riznymi komerénimi nazvy
(Abnobaviscum, Helixor, Iscador, Iscucin, Isorel) uplatnil
jako doplnkova terapie u onkologickych pacient. Tento
smér podpofili v roce 1965 Vester a Nienhaus®, ktefi ze
jmeli izolovali kancerostatickou frakci, pozdé€ji rozpozna-
nou jako smes viskotoxinu a lektinli (viz nize). Pies fadu
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optimistickych zprav v literatufe vSak provedené meta-
analyzy stale uvadéji ohledné uplatnéni jmeli v onkologii
nepritkazné vysledky’”>'. Nejnovéji se uvazuje o mozném
synergickém efektu pfipravkil ze jmeli v kombinaci s kla-
sickymi chemoterapeutiky, jako je cis-platina®. Celkové
ale plati, ze bude zapotiebi vice dlouhodobych studii, kte-
ré by skutecné zhodnotily t¢inky 1é€by jmelim pii 1écbé
rakoviny.

5. Obsahové latky jmeli, jejich medicinsky
vyznam a toxicita

Jmeli bilé jakoZto rostlinny materidl v sobé obsahuje
veliké mnozstvi rliznorodych latek, od malych organic-
kych sloucenin az po vysokomolekuldrni proteiny, které
byly v rostlin€ identifikovany diky rozvoji analytické che-
mie* . Vyskyt t&chto latek a jejich koncentrace zavisi na
mnoha biotickych i abiotickych faktorech. U jmeli Zijiciho
poloparazitickym zptisobem zivota je slozeni latek rovnéz
ovliviiovano hostitelskou rostlinou, tedy dfevinou, na kte-
1é jmeli roste””*. Sougasné vykazuje obsah latek ve jmeli
i kolisani b&hem roku; napiiklad Urech a spol.” zjistili, ze
v listech jmeli je nejvetsi obsah lektint v prosinci, zatimco
obsah viskotoxini kulminuje v ¢ervnu.

Nasledujici pehled uvadi predevsim ty latky, kterymi
se jmeli jevi nejvice pozoruhodné. Stejné jako je jmeli
pfitomnosti nékterych latek zajimavé, tak na sebe strhlo
pozornost i kvtli absenci jinych. Svoji jedinecnost, resp.
odli$nost, jmeli bilé projevuje iv oblasti metabolismu,
nebot’ se ukazalo, ze jako jediny mnohobunéény eukaryo-
ticky organismus zcela postrada komplex I (NADH de-
hydrogenasovy) v dychacim fetézci, ktery slouzi jako
hlavni vstup elektronii do této metabolické drahy a podili
se také na vytvaieni protonmotivni sily slouzici k tvorbé
ATP (cit.®™%). Pi zisku energie se tak jmeli nejspise spo-
1¢ha na hostitelskou rostlinu a jiné (alternativni) respiracni
enzymy.

Vyse uvedené vyuziti jmeli v lidovych a alternativ-
nich 1éCivych piipravcich miize mit za nasledek rovnéz
intoxikaci latkami v ndm obsazenymi. Kienle a spol.** na
zaklad¢ metaanalyzy 69 klinickych studii a 48 experimen-
th na zvifatech, pfi kterych byly podavany extrakty z jmeli
bilého, shrnuji, Ze mezi ptiznaky intoxikace patii zejména
zvySena teplota, alergické reakce, a je zde nebezpeci hepa-
totoxického poskozeni. Barker® pak uvadi, ze nahodné
pozieni bobuli jmeli z vano¢ni vyzdoby détmi se projevilo
gastroinstestinalnimi problémy a hypertenzi. K 1é¢bé do-
porucuje lavaz Zzaludku, aktivni uhli a symptomatickou
lécbu. Pripad chronické hepatitidy v disledku pouzivani
bylinného pripravku s obsahem jmeli popsali Harvey
a Colin-Jones®.

5.1. Fenolické latky
Zminénou promeénlivost obsahovych latek jmeli

v zévislosti na hostitelské rostlin€ 1ze ilustrovat na vyskytu
a obsahu fenolickych latek ve jmeli rostoucim na riiznych
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dfevinach®. Bylo zji§téno, e jmeli rostouci na jefdbu
ptacim (Sorbus aucuparia L.) obsahuje vysoky obsah
salicylové kyseliny, zatimco ve jmeli rostoucim na jabloni
(Malus domestica (Suckow) Borkh.) a hrusni (Pyrus
communis L.) byla zfenolickych kyselin dominantni
rosmarinovéa kyselina®. Nejvyssi zastoupeni fenolickych
kyselin pak bylo pozorovdno ve jmeli z dubu letniho
(Quercus robur L.). Vicas a spol.%® pfi studiu obsahu feno-
lickych latek ve jmeli rostoucim na rtuznych dievinach
zjistili jejich vysoké zastoupeni i ve jmeli rostoucim na
jasanu ztepilém (Fraxinus excelsior L.). Fenolické kyseli-
ny spolu s flavonoidy (jako je kvercetin, kempferol a jejich
glykosidy) a fenylpropanoidy (syringin, eleutherosid E) jmeli

-----

krevni tlak>>* (obr. 5).
5.2. Lektiny

Hlavnimi a nejcharakteristi¢téj§imi skupinami latek
jmeli jsou ale lektiny jmeli (oznacované jako viskolektiny)

OH

(a)

{b) R=-0OH
(c)R=-H
HO I
HO ; O
OH O (d)

OH

Obr. 5. Vybrani zastupci fenolickych latek obsaZenych v jmeli
bilém (a) rosmarinova kyselina, (b) kvercetin, (c) kempferol,
(d) syringin a (e) eleutherosid E
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ajim piibuzné viskotoxiny. V obou pfipadech se jedna
o skupiny proteini studované pro cytotoxické a imunosti-
mulaéni uginky'.

Lektiny jsou obecné proteiny schopné vazat urcité
struktury obsahujici cukry™. Viskolektiny patii mezi pro-
teiny inaktivujici ribozomy, mezi které se fadi také napii-
klad ricin ze skocce obecné¢ho (Ricinus communis L.),
abrin ze sotereku obecného (Abrus precatorius L.), ¢i
volkensin z rostliny Adenia volkensii'. Lektiny jmeli ne-
tvofi vice nez 2 % celkového obsahu polypeptidi jmeli,
maji molekulovou hmotnost od 50 do 63 kDa a jsou synte-
tizovany ve form¢ prekurzoru, ktery je nasledné post-
transla¢né roz$tépen na dva fetézce (A a B) vzajemné spo-
jené disulfidovym mistkem. Retézec B je schopen se va-
zat na cukerné zbytky membranovych proteint, ¢imz in-
dukuje svoji endocytdzu cilovou buiikou a usnadnuje tak
vstup fetézce A dovniti buiiky. Retézec A nasledné vyka-
zuje RNA-glykosidasovou aktivitu, aje tedy schopen
inaktivovat ribosomy a spoustét apoptozu>>"’. Proto jsou
lektiny jmeli zodpovédné za protinddorové ucinky této
rostliny’".

Dosud byly popsany tfi lektiny jmeli (mistletoe
lectins, ML), které se li§i svoji specifitou k cukernym
zbytkiim. Prevazujici lektin ML I (také znamy jako viscu-
min) ma Sirokou vazebnou afinitu na galaktopyranosylové
zbytky, lektin ML II se vaZe na N-acetyl-D-galaktosamin
a D-galaktosu a lektin ML III se vaze jen na N-acetyl-D-
-galaktosamin'. Viskumin je pravdépodobn& nejtoxiéts;jsi
latkou jmeli bilého, je toxicitou srovnatelny s ricinem
ama istejny mechanismus toxického G&inku’®. Dale byl
ve jmeli popsan chitin-vazajici lektin, oznaovany jako
visalb-CBA nebo visalb-CBL (cit."). V rostling se obsah
lektin® jmeli pohybuje v rozsahu 340-1000 pg g ' suché-
ho rostlinného materialu.

5.3. Viskotoxiny

Dalsi vyznamnou skupinou polypeptidd jmeli jsou
viskotoxiny, amfipatické polypeptidy s molekulovou
hmotnosti okolo 5kDa, tvofené 46 aminokyselinovymi
jednotkami s bohatym zastoupenim cysteinu, coz vede ke
stabilizaci konformace tvorbou 3 az 4 disulfidovych must-
ki. Jedna se tedy o peptidové toxiny patiici mezi thioniny
a vykazujici diky tomu vysokou stabilitu. Viskotoxiny
jsou biosyntetizovany ve formé prekurzoru, ktery je na-
sledn& posttranslaéng upraven®’’. Ve jmeli bilém byla
popsana tada izoforem, z nichz hlavni jsou A2, A3 a B
(cit.*™), celkovy obsah v rostling se pohybuje v rozmezi
0,05 az 0,1 %. Prestoze jsou si jednotlivé viskotoxiny vel-
mi podobné ve své primarni struktufe, li$i se vyznamné
jejich cytotoxicita, kterd spo¢iva v rychlém zvySeni pro-
pustnosti bunééné membrany, coz vede k nekrdze zasaze-
nych bundk a spuiténi apoptézy bunék okolnich’ .
Obecné vykazuji viskotoxiny piimou cytotoxickou aktivi-
tu vici riznym typim bunck a mohou vyvolat bunécnou
smrt naruSenim integrity buné¢né membrany. Vykazuji
také nékteré antimikrobidlni vlastnosti, napiiklad antimy-
kotické ucinky, coz odpovida jejich membranovému cili.
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Kromé toho mohou viskotoxiny pfispivat i k imunomodu-
laci.

Viskotoxin poprvé izolovali v roce 1949 Winterfeld
a Bijl”’, kompletni aminokyselinovou sekvenci viskotoxi-
nu popsali v roce 1971 Samuelsson a Pettersson’, kone¢-
né trojrozmérnou strukturu viskotoxinu vyfeSili v roce
2000 Romagnoli a spol.”. Toxicitu viskotoxinu (neudéno
jaké formy) stanovil Zipf*’, ktery pro intravenézni podéni
na potkanech udava hodnotu 0,260 mg kg .

Viskotoxiny jsou latky typické pro jmeli bilé, navic
zastoupeni jednotlivych izoforem se ukazalo jako charak-
teristické pro dané poddruhy jmeli bilého, tedy
iv zavislosti na hostitelské rostlin€, a viskotoxiny je tak
mozné vyuzit k chemotaxonomickému urceni rostlinného
materialu®.

5.4. Alkaloidtm pfibuzné latky

Dalsi dulezitou skupinou dusikatych latek ve jmeli
jsou alkaloidiim ptibuzné latky. Spolu se zminény-
mi lektiny a viskotoxiny jsou studovany pro své mozné
Gginky na 1é&bu nékterych typa rakoviny. Amer a spol.®!
v roce 2012 vibec poprvé identifikovali dva nové amino-
alkaloidy ve jmeli bilém (obr. 6). Pfedtim byly alkaloidy
ve jmeli dokdzény pouze nespecificky reakci s Dragen-
dorffovym ¢&inidlem™. Nové identifikované aminoalkaloi-
dy jmeli predstavuji zcela novou skupinu alkaloida®'.

5.5. Terpenoidy

Jmeli bilé také obsahuje mnohé terpenoidy, z nichz
byly hloubéji zkoumdany zejména triterpeny a triterpenové
kyseliny, jelikoz by mohly mit vliv na farmakologicky
Géinek ptipravkd ze jmeli®. Obsah triterpenovych kyselin
je stejné jako u ostatnich latek ve jmeli ovlivnén sezonni-
mi zmé&nami i hostitelskou rostlinou, coz bylo dokazano
pii sledovani koncentraci oleanolové a betulinové kyseli-
ny, jakozto nejhojnéji zastoupenych triterpenovych kyse-
lin ve jmeli. Deliorman a spol.** izolovali ze jmeli novy
acyklicky monoterpenovy glykosid (obr. 7).

Jako v mnoha rostlinach jsou i ve jmeli zastoupeny
fytosteroly, jako [-sitosterol, stigmasterol, a triterpeny
(naptiklad B-amyrin).

Ow_OH O _OH
(a)R=—H
(b} R =—OH
HO NH R
OH OH

Obr. 6. Aminoalkaloidy jmeli bilého (a) 3-[(5-karboxy-2-
-hydroxyfenyl)amino]-4,5-dihydroxybenzoova kyselina a (b) 3,3'-
-iminobis[4,5-dihydroxybenzoova kyselina]
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Obr. 7. Acyklicky monoterpenovy (3R,6E)-8-hydroxy-3,7-di-

methylokta-1,6-dien-3-yl-6-0-(3-C-(hydroxymethyl)-p-p-
-erythrofuranosyl)-p-b-glukopyranosid ze jmeli bilého

5.6. Sacharidy

Jako ve vSech rostlinach, tak i ve jmeli tvofi vyznam-
nou skupinu latek sacharidy, kterym je vénovana ¢im dal
tim vétsi pozornost vzhledem k jejich moznému vlivu na
farmakologicky wginek rostlinnych piipravki'. Studium
monosacharidového slozeni jmeli zlipy a borovice
v methanolovém extraktu po kyselé hydrolyze odhalilo
pfitomnost arabinosy, xylosy, glukosy, galaktosy, manno-
sy a polyolil xylitolu a inositolu a ukazalo na variabilitu
vyskytu mezi poddruhy jmeli®*. Stonky a listy jmeli obsa-
huji zejména vysoce methylesterifikovany p-galakturonan,
zatimco v plodech jsou hojné zastoupeny arabinogalakta-
ny®. Také je ptitomen tannin.

Ve jmeli je také hojné zastoupena celulosa a hemice-
lulosa, které mimo jiné tvofi i viscin, lepivy vnitiek plodu
skladajici se z viscanu a slouzici k zachyceni semene na
nové vetvi. Viscan tvoii 0,7 az 1,8 % suSiny plodd jmeli
a sklada se z priblizné 45 % celulosy, 53 % hemicelulosy
a malého mnozstvi pektinu®’. Viscan je uvazovan i pro
potencialni materialové aplikace, zejména pro své vlhkosti
aktivované samolepici vlastnosti, které by mohly byt vyu-
7ity i pro biomedicinské aplikace®.

6. Zavér

Jmeli bilé si béhem staleti vydobylo misto v evropské
medicin€. Od antickych autort, ktefi jej uctivali jako vSe-
1ék na nejriznéjsi neduhy (od epilepsie po neplodnost),
pies stiedoveké a renesanéni autority az po moderni dobu
predstavuje jmeli zajimavy ptiklad 1éCivé rostliny, jejiz
povést oscilovala mezi panaceou a povérecnym lékem.
Novodoby vyzkum izoloval z jmeli fadu bioaktivnich 1a-
tek (lektiny, viskotoxiny, flavonoidy, aj.) a ¢astecn€ potvr-
dil nékteré tradi¢né uvadéné ucinky, zejména imunomodu-
la¢ni a cytotoxicky efekt. Soucasnd medicina tedy nahlizi
na jmeli stfizlivé: neni vSelékem, ale v urcitych indikacich
mize poslouzit jako dopliikovy prostiedek. Jmeli tak na-
dale ztstava pfedmétem védeckého zajmu a je pfikladem
toho, jak se tradi¢ni 1é¢iva mohou uplatnit (byt’ s vyhrada-
mi) 1 v kontextu moderni mediciny zalozené na dikazech
(Evidence-Based Medicine).
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VYROBA KARDENOLIDU V GALENE OPAVA

LaApisLAv CVAK

Mihulka s. r. 0., PFemyslovcii 47, 74601 Opava, Ceskd republika
elce@centrum.cz

Doslo 4.6.25, ptijato 30.6.25.

Postupy na vyrobu kardenolidd byly po 2. svétové valce vyvinuty ve Vyzkumném ustavu piirodnich 1éCiv v Praze.
Koncem padesatych let byla v Galen¢ Opava zahdjena vyroba, nejdiive lanatosidu ABC, pozdé&ji i €istého lanatosidu C
a digoxinu. K déleni smési lanatosidii byla pouzivana technika tzv. protiproudého roztfepavani (craigovani), dnes uz malo
vyuzivana. Vyroba pokryvala potiebu téchto aktivnich substanci v tehdejsim Ceskoslovensku, ale kvili $patné kvalité
vychozi suroviny (susené listy naprstniku vlnatého) nebyla konkurenceschopna pro export. Proto byla vyroba v roce 1983
ukoncena a na uvolnéné extrakéni lince byla zahajena vyroba silymarinu, ktery firma, dnes TAPI Opava, vyrabi dosud.

Klicova slova: kardenolidy, lanatosid C, digoxin, silymarin, Galena Opava, historie vyroby léciv

Obsah Z ostatnich kardenolidii zminim jenom 4 latky:

—  k-strophanthin byl izolovan zplodi krutikvétu
1. Uvod (Strophanthus gratus),
2. Digitalisové glykosidy — ouabain byl izolovany piivodné z kofene afrického
3. Kardenolidy jako 1é¢iva stromu Acokanthera ouabaio a pozdéji se zjistilo, ze
4. Vyroba kardenolid v Galen& Opava stejna latka byla izolovana i zplodia krutikvétu
5. Vyroba lanatosidu C a nazvana g-strophanthin,
6. Vyroba digoxinu a dal$ich kardenolid — adonitoxin byl izolovan z nati hlavacku (Adonis ver-
7. Proc¢ byla vyroba kardenolidi v Galené ukoncena nalis) a

—  convallatoxin z listd konvalinky (Convallaria majalis).
Do stejné skupiny latek jako kardenolidy se obvykle
1. Uvod fadi i jejich analogy obsahujici v poloze 17 Sesti¢lenny
dienolidovy cyklus. Typické latky této skupiny jsou tzv.
Kardiotonické glykosidy neboli kardenolidy jsou pifi-
rodni latky obsahujici steroidni aglykon. Jest€ v nedavné
minulosti to byla jediné 1éciva, které m¢l 1ékat k dispozici
pri 1é¢bé srdeéni nedostatenosti. Jejich obecna struktura
je uvedena na obrazku 1. Steroidni aglykon obsahuje
v poloze 17 enolidovy kruh a vyznacuje se malo obvyk-
lym cis napojenim kruhti C a D. Rovnéz kruhy A a B mi-
vaji obvykle cis napojeni, které uz ale neni nutné pro za-
chovani kardioaktivity. Aglykon ma vzdy v poloze 14f
terciarni hydroxylovou skupinu a v poloze 3 sekundéarni
hydroxylovou skupinu, na niz je glykosidickou vazbou
pfipojena cukerna slozka. Ta vykazuje velkou variabilitu,

jak co do poctu sacharidovych jednotek, tak jejich struktu- - Ri Re Ra Ry Rs R
ry, Casto obsahuje deoxysacharidy. Vedle hydroxylovych k-strophanthin D-cymarosa- CHO OH H H H
- , oy g -D-glukosa
skupin v polohach 3 a 14 maze steroidni aglykon obsaho- )
ouabain L-rhamnosa CH,OH OH OH OH H

vat i dal$i —OH skupiny v riznych polohach a nékteré kar- -
denolidy maji v poloze 10B misto methylové skupiny hyd- adonitoxin L-rhamnosa CHO H H H OH

roxymethyl nebo formyl. convallatoxin  L-rhamnosa CHO OH H H H
Kardenolidy jsou v pfirodé pomérmé hojné zastoupe-

né, zejména v rodech Digitalis, Strophantus a Adonis. Di- Obr. 1. Obecny vzorec kardenolidii a struktura vybranych

gitalisovym glykosidim je vénovana samostatna kapitola. kardenolidi

Chem. Listy /19, 463467 (2025) https://doi.org/10.54779/ch120250463
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Obr. 2. Naprstnik Eerveny (cit.®) a naprstnik vinaty (cit.*)

ropusi jedy neboli bufadienolidy, naptiklad bufotoxin
a glykosidy izolované z moiské cibule (Urginea mariti-
ma), naptiklad proscilaridin nebo scilorosid.

Ackoliv se rostliny obsahujici kardenolidy pouzivaly
v 1ékafstvi uz v dob¢ antiky, kardiotonicka aktivita naprst-
niku ¢erveného byla popsana az koncem 18. stoleti a od té
doby zacal systemati¢téjsi vyzkum jak ucinki, tak obsaho-
vych latek. V roce 1875 byl izolovan digitoxin a v roce
1888 ouabain'. K velkému pokroku ve v§zkumu pak doglo
zejména diky farmaceutické firm¢ Sandoz ve dvacatych
a tficatych létech dvacatého stoleti, kdy byly vypracovany
postupy na izolaci glykosidii naprstniku a mnohé z nich
byly zavedeny do terapeutické praxe®. O tom bude pojed-
nano v samostatné kapitole. Za zminku stoji i jejich jiné
vyuziti — strofantové glykosidy se pouzivaly v Africe jako
soucast tzv. Sipovych jedu a scilorosid se pouzival jako jed
na krysy (podobné¢ jako strychnin).

2. Digitalisové glykosidy

Jako digitalisové glykosidy jsou oznacovany kardeno-
lidy izolované zrostlin rodu Digitalis. Ten zahrnuje

OH
Ho:é‘\\o,,
Ho” O o

~ R3

HO
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zejména u nas hodné rozsifeny a dekorativni naprstnik
Cerveny (Digitalis purpurea) a méné vyrazny naprstnik
vinaty (Digitalis lanata), pochazejici ze sttedomofi, viz
obr. 2.

Digitalisové glykosidy 1ze rozdélit na glykosidy pri-
marni a sekundarni. Jako primarni se oznacuji ty, které
jsou pfitomny v Cerstvych rostlinach. Obsahuji steroidni
aglykon a Ctyfi monosacharidy, tfi jednotky deoxysachari-
du digotoxosy a jednotku glukosy. Glykosidy naprstniku
Cerven¢ho se oznacuji jako purpureaglykosidy. Glykosidy
naprstniku vlnatého, které maji navic na treti digitoxose
acetylovou skupinu se nazyvaji lanatosidy. Podle poctu
a polohy hydroxylovych skupin na steroidnim aglykonu se
deéli na glykosidy fady A, B a C (existuji i fady D a E, ale
ty uz jsou méné bézné a méné dilezité). Struktury a nazvy
primarnich glykosidii jsou uvedeny na obr. 3. Naprstnik
Cerveny neobsahuje glykosidy fady C, a proto se odpovi-
dajici analog nazyva desacetyl lanatosid C (cit.”).

Sekundérni glykosidy vznikaji z primarnich enzyma-
tickym odstépenim jedné nebo i vice sacharidovych jedno-
tek. Nejznaméjsi a nejdulezitéjsi jsou glykosidy vznikajici
odstépenim koncové glukosy a acetylové skupiny
z lanatosidd A, B a C, které se nazyvaji digitoxin, gitoxin

lanatosid A H H Ac
purpureaglykosid A H H H
lanatosid B H OH Ac
purpureaglykosid B H OH H
lanatosid C OH H Ac
desacetyl lanatosid C OH H H

Obr. 3. Primarni glykosidy naprstniku ¢erveného a naprstniku vinatého
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digitoxin Ry=H Ry;=H

gitoxin  Ry=H R,=0H

digoxin R;{=0H R, =H

Obr. 4. Sekundarni glykosidy naprstniku vinatého

a digoxin, viz obr. 4. Samotné odpovidajici aglykony se
pak nazyvaji digitoxigenin, gitoxigenin a digoxigenin.

3. Kardenolidy jako lé¢iva

Az do objevu novych syntetickych 1éCiv v poloving
dvacatého stoleti byly kardenolidy prakticky jedinymi
lécivy, kterd méli 1ékafi k dispozici k 1écbé srdecni nedo-
stateCnosti. Vazi se na sodno-draselnou ATPasu, coz je
transmembranovy protein pracujici jako bunééna pumpa,
ktera ovlivituje mnozstvi sodiku a vapniku v buiice, a tim
dochéazi v myokardu k silnéjsi kontrakei. Srde¢ni glykosi-
dy obvykle i snizuji srdecni frekvenci a prodluzuji cas
kontrakce. O jejich vyznamu sveédci fakt, ze celkem bylo
do terapie zavedeno 15 latek a také, ze v knize Chemicka
léciva vydané v roce 1987 bylo kardenolidim vénovano
17 stran textu®. Jestd v osmdesatych letech minulého stoleti
obsahoval Ceskoslovensky 1ékopis’ nasledujici kardenolidy:
digitoxin, acetyldigitoxin, lanatosid C, digoxin, deslantosid
a ouabain. V zahraniCi se pouzivaly jest¢ mnohé dalsi latky:
acetyldigoxin, k-strofantin, konvallatoxin a proscilaridin.
Vesmés se jednalo o pfirodni latky, jediny semisynteticky
kardenolid zavedeny do praxe byl methyldigoxin.

4. Vyroba kardenolidii v Galené Opava

Postupy pro péstovani naprstniku vinatého a na izola-
ci jeho glykosid byly vyvinuty v byvalém Vyzkumném
Gistavu pfirodnich 16&iv v Praze-Hloubéting (VUPL, od
roku 1967 se VUPL stal soudasti Vyzkumného ustavu pro
farmacii a biochemii, VUFB). Skupinu agronomickou
vedl FrantiSek Stary a skupinu chemickou Josef Pitra.
Péstovani naprstniku zajistoval podnik LéCivé rostliny
Zbraslav. Izolaci G¢innych latek svéfila firma Spofa Gale-
né Opava (Lécivé rostliny i Galena byly podniky Spofy,
stejné jako uz zminéné vyzkumné tstavy VUPL a VUFB).
Podnik Lécivé rostliny si vlastni péstovani zajist'oval
u soukromych zahradniku, jejichz ¢innost byla i za hlubo-
kého socialismu tolerovana. Jeden takovy péstitel ve
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Straznici na jizni Moravé mi vypravél, ze péstovani na-
prstniku nebylo jednoduché. Osivo naprstniku vzchazi
velmi pomalu a az po celosezonni péci se vypéstuji mo-
hutné rostliny. Naprstnik vinaty je dvouleta rostlina, prvni
rok vytvofi jenom bohatou listovou riiZici a druhy rok
vyZzene lodyhu s kvétem. Pro farmaceutické ucely se sklizi
listy v prvnim roce. Listy se sklizely na podzim ruc¢né,
nozem ¢i srpem. Nékde sklizenou drogu zahradnici i sami
susili (volné v ktilnach), jinde mél podnik Lécivé rostliny
suSarny. Ve StraZnici byla vykonna pasova susarna (starsi
Ctenafi si takové suSarny pamatuji z chmelovych brigad).
Do Galeny ptichazela droga Digitalis lanata z LéCivych
rostlin v pytlich uz pofezana.

5. Vyroba lanatosidu C

Hlavnim vyrabénym kardenolidem v Galen¢ byl lana-
tosid C. Vyroba byla zalozena na puvodnim postupu
A. Stolla®, ktery byl vyzkumniky z VUFB’ a pozdéji
i z Galeny'” v detailech modifikovan. Vyroba byla zahaje-
na uz na konci padesatych let, ale naplno se rozjela az
vroce 1963, kdy byl uveden do provozu novy provoz
extrakce. Ten zahrnoval tzv. ,,velkou baterii perkolato-
ra“ (4 extraktory po 3000 litrech), ktera byla vyuzivana
k extrakci namele (Claviceps purpurea), dale ,,malou bate-
rii* (4 x 300 1) uzivanou vétsinou k extrakci kotene ruliku
(Atropa belladonna) a tzv. U-extraktor, ktery byl zakou-
pen praveé na extrakci naprstniku (Digitalis lanata). Autor
tohoto textu nastoupil do Galeny na oddéleni Vyzkumu
a vyvoje v roce 1977, a protoze pracovnik, ktery se digita-
lisovymi glykosidy zabyval, pravé odesel, dostal za tikol
i peCovat o dalsi rozvoj této vyroby. To se nezdatilo, ne-
bot vyroba kardenolidi byla vroce 1983 ukoncena
(dtivody k tomuto kone¢nému stavu budou jesté popsany).

Jak uz bylo uvedeno, extrakce drogy néaprstniku vina-
tého probihala od roku 1963 na tzv. U-extraktoru. Jednalo
se o rouru o praméru 30 cm sto¢enou do ovalu o $ifce 4 m
a vySce 8 m. Roura méla duplikaci, a tak bylo mozno ex-
trakci provadét pii zvysSené teploté (50 °C). V roufe se
pohyboval fetéz s dérovanymi hrably, jehoz rychlost se
dala nastavit, bézn¢ byla doba ob¢hu cca 8 h. Do extrakto-
ru se Snekovym dopravnikem pfivadéla extrahované droga
a ta byla fetézem posunovana. V protisméru protékalo
extrakéni rozpoustédlo — methanol. Methanolu se vyextra-
hované droga zbavovala v kontinualnim lisu. U-extraktor
byl mad’arsky vyrobek a v Galen¢ se mu fikalo danajsky
dar. Byl poruchovy, u¢innost extrakce byla nevalna a od-
stranéni methanolu nedokonalé, vyextrahovana droga se
musela na vlecce dlouho nechavat odvétrat, nez bylo moz-
né ji odvézt do kompostarny. Proto také, kdyz byla volna
kapacita na velké perkolacni baterii, tak se extrakce na-
prstniku pievadéla tam. Od té doby je autor tohoto textu
vyléCen z viry v kontinualni extraktory podobné konstrukee.
Za nejlepsi extraktor pro pevnou biomasu povazuje baterii
perkolatort.

Kapacita U-extraktoru byla cca 1500 kg suché drogy
za 24 h, extrahovalo se 90% vodnym methanolem a ziska-
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lo se cca 10 000 litrd tzv. primarniho extraktu. Ten se od-
paroval na cirkulac¢nich odparkach a koncentrat se preva-
dél do vody. Ziskany destilat tudiz obsahoval vodu a pro
opetovné pouziti se rektifikoval, ale i tak obsahoval me-
thanol pouzivany k extrakci cca 10 % vody. Ziskany kon-
centrat byl zeleny a chlorofylu se zbavoval extrakci di-
ethyletherem. Etherovy extrakt se pouZzival k izolaci chlo-
rofylu, ktery byl vedlejsim produktem. Odbarveny kon-
centrat obsahoval ether, kterého se zbavoval na expanzni
odparce: teply koncentrat se rozstfikoval do evakuované
komory, kde se ether odpafil. V dalSim stupni se pak
z rafinovaného vodného koncentratu extrahovaly lanatosi-
dy smési chloroformu a 1-butanolu a ziskany extrakt se
odpafil na koncentrat lanatosidi. Na tyto dva stupné se
pouzivaly na tehdejsi dobu moderni zafizeni, a to odstfedi-
vy extraktor od firmy Westfalia a filmova odstfediva od-
parka Liprotherm na odpateni butanolu.

Z koncentratu lanatosidd se pak uz krystalizaci
z methanolu ziskaval tzv. smésny lanatosid ABC, ktery
byl v padesatych letech prvnim v Ceskoslovensku vyrabé-
nym kardenolidem, ale uz na zacatku let Sedesatych byla
zahajena vyroba Cistého lanatosidu C. K izolaci lanatosidu
C ze smésného lanatosidu bylo pouzito tzv. frakéni roztie-
pavani. Dnes by se k podobnému tcelu pouzila chromato-
grafie, ale primyslova preparativni chromatografie byla
tehdy v zacatcich, kdezto roztfepavani byla uz technika
bézna. Vymyslel ji L. C. Craig, a proto se ji nékdy fikalo
craigovani''. Laboratorni craigovaci aparat se dfive pouZi-
val na UOCHB v Praze. Pokrogilou verzi roztfepavani
jsou dnesni moderni techniky — Liquid Liquid Counter
Currant Chromatography (LLCCC) a Centrifugal Partition
Chromatography (CPC), ale ty pracuji Sarzovité, kdezto
craigovani bylo technikou kontinualni. V Galen¢ se lana-
tosidy délily soustavou chloroform — dichlorethan — me-
thanol — voda, ktera vytvofila lehkou a tézkou fazi. Pro-
vozni verze'? méla 13 délicek o objemu 50 litrii s micha-
dlem. Do prostfedni délicky se davkoval lanatosid ABC,
zprava se davkovala tézka faze a zleva lehka faze. Polar-
né&jsi lanatosid C se koncentroval ve vodné lehké fazi,
a proto lanatosid C odchazel ze systému v lehké fazi vpra-
vo, kdezto lanatosidy A a B v tézké fazi vlevo. Takové
déleni se dalo pfesné nastavit pomérem polarngjsiho chlo-
roformu a méné polarniho dichlorethanu v tézké fazi. Pti
roztiepavani v laboratoti se délicky ve stojanech skutecné
posunovaly, takze stfed systému byl vzdy uprostied, ve
vyrob¢ to samoziejmé neslo, a tak se stfed systému posu-
noval, u kontinualni chromatografie se dnes takovému
systému fika SMB (simulated mooving bed). Z vystupni
lehké faze se pak krystalicky lanatosid C ziskaval odpate-
nim methanolu a dale se jeste¢ Cistil rekrystalizaci
z methanolu. V prvnich letech se odpafenim t&zké faze izolo-
val 1 lanatosid AB, pozdgji se tézka faze odpafovala jenom
kvili regeneraci rozpoustédel, koncentrat se spaloval.

Techniku roztfepavani jsme se jesté na zacatku osm-
desatych let ve spolupraci s Jaroslavem Prochazkou a Ale-
$em Heybergerem z tehdejsiho UTZCHT (Ustavu teoretic-
kych zékladi chemické techniky, dnes Ustav chemickych
procesit AV CR) pokouseli celkem Usp&iné prevést na
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vibraéni kolonu'?, ale zachranit vyrobu kardenolidii uZ se
nam nepovedlo z diivod uvedenych dale. Také se nepo-
dafilo zavést i dal$i postupy, tfeba paralelni ziskdvani
lanatosidu C a digoxinu'®. Droga naprstniku vzdy obsahu-
je vedle glykosidii primérnich (lanatosid C) i glykosidy
sekundarni (nebot’ hydrolytické enzymy pracuji i v dobé
mezi sklizni a suSenim), v fad¢é C to jsou digoxin a acetyl-
digoxin, kterych dohromady bylo v droze téméf stejné
mnozstvi jako lanatosidu C. Proto jsme pifed extrakci lana-
tosidli smési chloroformu a butanolu z rafinovaného vod-
formem, do kterého piesly pravé digoxin a acetyldigoxin
a ze ziskaného koncentratu se digoxin izoloval.

Hlavnim problémem vyroby lanatosidu C byla sku-
teCnost, ze se vychazelo z drogy s velmi nizkym obsahem
lanatosidu C, jen kolem 0,1 %. Tim byla déna i nizka vy-
robni kapacita, denn¢ se vyrobil 1 kg lanatosidu C a ro¢ni
vyroba byla né¢kolik set kilogramti. Toto mnozstvi sice
pokrylo potiebu pro Ceskoslovensko, ale piti vysokych
vyrobnich nékladech, které byly zpisobeny hlavné niz-
kym obsahem kardenolidd v droze, byly mozZnosti vyvozu
substance do zahrani¢i limitovany.

6. Vyroba digoxinu a dalSich kardenolidi

Digoxin je mozno vyrabét bud z lanatosidu C, anebo

ho izolovat piimo zdrogy po enzymatické hydrolyze.
V Galen¢ byla zavedena vyroba digoxinu enzymatickou
hydrolyzou lanatosidu C. V prvnich letech se vyuzival
komer¢né dostupny enzym takadiastasa, pozdé&ji byl
uspésné nahrazen enzymem ziskanym extrakci pSeni¢nych
otrub vodou. Digoxinu se vyrabélo ro¢n¢ okolo 50 kg.
z drogy. O to se naSi pfedchtidei v Galené pokouseli na
zacatku sedmdesatych let, ale tehdy neuspéli, v laboratofi
pry to fungovalo, ale ve vyrobé to nezvladli. Podruhé jsme
se o to pokusili na za¢atku let osmdesatych'’. Droga se
navlhéila vodou a nechala se fermentovat 24 hodin
v nadobach. Teprve pak se extrahovala methanolem
a stejné jako u drogy nefermentované, primarni extrakt se
odpaftil, vodny koncentrat se zbavil chlorofylu extrakci
etherem a z rafinovaného koncentratu se ziskaly sekundar-
ni glykosidy extrakci chloroformem. Ziskana smés obsa-
hujici zejména digitoxin, gitoxin a digoxin se pak opét
délila rozttepavanim, kde tézka faze obsahovala jenom
dichlorethan. Postup byl zaveden do vyroby, ale digoxinu
se stacilo vyrobit jen malo, protoze v roce 1983 byla
vyroba kardenolidl zastavena.

Poslednim kardenolidem, ktery se bézn¢ vyrabél, byl
desacetyl lanatosid C (deslanatosid). Pouzival se pro vyro-
bu injekei a vyrabél se z lanatosidu C alkalickou deacety-
laci. Byla to mala vyroba, produkujici jen cca 10 kg ro¢né.

Kromé uvedenych produktil byly jesté snahy vyrabét
dalsi kardenolidy, napiiklad acetyldigitoxin ¢i methyl-
digoxin, ale ty se nikdy nevyrabély pravidelné. Az dlouho
po ukonceni vyroby kardenolidii se nam podatilo vyrobit
ze starych zasob lanatosidu AB digitoxigenin a prodat ho
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italské firm¢ Sigma-Tau, kterd ho vyuzivala na syntézu
né&jakého nového produktu, ale i ten projekt byl pozdéji
ukoncen.

7. Proc¢ byla vyroba kardenolidi v Galené
ukoncéena

Vyroba kardenolidi v Galené byla ukoncena v roce
1983 a divodd pro ukonceni programu kardenolidli bylo
vice. Jak uZ bylo uvedeno vySe, ten hlavni spocival
v pouzivané suroving, droze Digitalis lanata. Ta nase ob-
sahovala velmi malo lanatosidu C, jenom kolem 0,1 %,
zatimco nasi konkurenti méli drogu s obsahem az 0,5 %.
Ironii osudu bylo, Ze v osmdesatych letech Slechtila Irena
Spitzova ve VUFB novou odriidu. Slechténi bylo ukonde-
no az na konci osmdesatych let a jeji odrida Progress da-
vala drogu s obsahem lanatosidu C téméf 1 %. Na zacatku
devadesatych let jsme uvazovali o obnoveni vyroby karde-
nolidd s novou surovinou, ale nakonec jsme usoudili, ze
na trhu uz neni misto pro dalsiho vyrobce (inu — ne-
vstoupi$ dvakrat do stejné feky).

Vyroba kardenolidd byla pracna a vazala hodné pra-
covniki 1 vyrobniho zafizeni. Uvolnéni kapacity bylo tfe-
ba zejména pro prudce se rozvijejici vyrobu namelovych
alkaloidu a také pro nové projekty. Takovym novym pro-
jektem, ktery cekal na realizaci, byla vyroba silymarinu.
Silymarin je extrakt ostropestice marianského (Silybum
marianum), obsahujici smés flavonolignanti, pouziva se
jako hepatoprotektivum, dnes ale hlavné jako potravni
dopln€k. V osmdesatych letech byl veden jako 1é¢ivo a na
zavedeni jeho vyroby v Ceskoslovensku byl dost velky
tlak (asi lobbing alkoholikd ve vyssich organech). Samo-
ziejme ze n€koho napadlo, ze v Galen¢ zrusime kardenoli-
dy a na uvolnéné extrakéni kapacité budeme extrahovat
ostropestiec a vyrabét silymarin. Vyroba silymarinu byla
v Galeng skute¢né zahéjena v roce 1983 a az do roku 1990
se substance vyrabéla jenom pro Ceskoslovensko. Po roce
1990 byla vyroba vyznamné¢ rozsifena a silymarin se zacal
exportovat. Kolem roku 2000 vyrabéla, uz ne Galena, ale
firma IVAX, 60 tun substance ro¢né€. Silymarin se
v tovarng, nyni uz TAPI Czech Republic, vyrabi dosud.

Ke zruseni vyroby kardenolidl pfispéla i situace na
trhu. Galena vyrab&la kardenolidy jen pro Ceskosloven-
sko. Okolni socialistické zemé (NDR, Polsko a Mad’arsko)
mély vlastni vyroby, a tak nebyl problém nahradit chybé&ji-
ci substance dovozem. Digoxin i lanatosid C se po zruSeni
jejich vyroby v Galené v roce 1983 zacaly dovazet z NDR.
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T. Lener and K. Nesmérak (Department of
Analytical Chemistry, Faculty of Science, Charles
University, Prague): Legendary White-berry Mistletoe
(Viscum album L.): History of Its Use in Medicine and
the Substances It Contains

The common white-berry mistletoe (Viscum album
L.) has fascinated mankind with its uniqueness since time
immemorial and is associated with rich symbolism and
numerous legends. Despite its toxic content, it has been
used for medicinal purposes for centuries and remains
aresearch subject to this day. The introductory section of
this article summarizes the biology of white-berry
mistletoe, being followed by an overview of its occurrence
in history: from archaeological findings to its mention in
ancient authors (Hippocrates, Aristotle, Theophrastus,
Strabo, Virgil, Pliny the Elder), as well as to its role in
Celtic mythology, Norse sagas, and Christian tradition.
The next section analyzes the medicinal uses of white-
berry mistletoe from antiquity through the Middle Ages
and Renaissance (including the views of Paracelsus and
Bohemian medical texts), the Baroque period, to modern
times. The final part of the article focuses on the groups of
white-berry mistletoe constituents — phenolic compounds,
lectins, viscotoxins, alkaloids, terpenes, and carbohydrates
— highlighting their medical relevance and toxicity. White-
berry mistletoe is presented as a remarkable medicinal
plant with a rich history, while attracting permanent
scientific interest due to its content of bioactive
compounds with potential immunomodulatory and
cytotoxic effects.

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

Keywords: history, medicinal plants, plant substances,
Viscum album L., white-berry mistletoe
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Cléanek pfinasi popis dvou ze tii dart, které pfinesli tajemni magové Jeziskovi do Betléma k oslavé jeho narozeni,

kadidla a myrhy.

Klicova slova: kadidlovnik, Boswellia, kadidlo, olibanum, frantisky, pryskyfice, myrhovnik, Commiphora, myrha, hirabol,

bisabol, opoponax, historie, medicinalni pouziti, 1é¢itelstvi

Mt 2,11: I vSedse do domu, nalezli détatko s Marii matkou
jeho, a padse, klanéli se jemu, a otevievse poklady sveé,
obétovali jemu dary, zlato a kadidlo a mirru.

Bible kralickd nam vypravi, ze Jezisek dostal od ma-
gl z Vychodu zlato, kadidlo a myrhu. VSechny tii komodi-
ty mély pro znalce v té dobé¢ 1éCivou a magickou moc, tak
jak o tom piSe i starozakonni druhd kniha MojziSova,
Exodus, v kapitole 30. Podivejme se nejprve na to, jak to
bylo a je s kadidlem.

Podle fecké mytologie byla rostlina davajici kadidlo
kdysi smrtelnou Zenou, babylonskou princeznou, matkou
Argonauta Thersanona, jménem Leukotdéa (Leucothoe).
Bih Slunce Hélios se do ni zamiloval a opustil svou pted-
chozi milenku Klytii (Clytie). V hotkosti Klytie pomlou-
vala Leukotéina otce Orchama, ktery svou dceru zaziva
pohibil. Hélios dorazil pfili§ pozdé na to, aby ji zachranil,
ale protoze ji nechtél nechat shnit pod zemi, proménil ji
v novy strom, aby mobhla stale dychat vzduch'.

Kadidlo se ziskava jako usychajici pryskyfice vytéka-
jici z ran na kiaie kmene kadidlovnikl (Boswellia) z celedi
biezulovité (Burseraceae), jichz je asi 20 druht, najmé
pak z kadidlovniku pravého (Boswellia sacra Fliick, 1867,

Obr. 1. Kadidelnice a lod’ka’
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téz B. carteri, Bursera sacra) minimalniho staii 8—10 let.
V naSich krajich je kadidlo znamo jak z kostell, tak
i z domacnosti. Doutnajici frantisky (Candelae fumales,
Réucherkerze), coz jsou malé susené kuzeliky z dfevéné-
ho uhli a pojidla, napt. bramborové mouky, s piimési ka-
didla a n&kdy i dusiénanu pro lepsi doutnani®, totiz o Va-
nocich navodi svate¢ni pohodu libou viini. (obr. 1, obr. 2).

Kadidlo (latinsky olibanum, anglicky frankincense,
némecky Weihrauch, hebrejsky 1113% — levona, arabsky b
— lubban, fecky Andavov ¢i Addavov) se pouzivalo od ne-
paméti® ve starych civilizacich, mj. po aplikaci na zhavé
uhliky, ke generovani vonného koute, ktery byl velmi
cenén pii naboZenskych obtadech, ale i v 1é&itelstvi®. Pise
o tom napi. Foltynovsky: Kadidla (6vuiauc, Aifavov,
olibanum, thus, incensum) uzivali hojné pohané ve svém
kultu; proto také sypati kadidlo pred modlou bylo zname-

Obr. 2. Kadidlovnik*

https://doi.org/10.54779/ch120250502
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nim odpadu od krestanstvi (thurificati). Z té priciny kres-
tané dlouho neuzivali kadidla v liturgii, nybrz jen po zpui-
sobu ostatnich ndrodii pii pohibech’. Teprve kdy: pohan-
stvi zanikalo, a hlavné kdyz v Orienté vznikala snaha kies-
tanskou liturgii uciniti slavnéjsi, zavedlo se okurovani
kadidlem i v liturgii krestanskeé, aby se tak splnil predob-
raz ze Starého zdkona. Nejstarsi zminka o kadidlu v litur-
gii kiestanské je u Pseudo-Dionysia z 5. stol. Zda se, Ze na
Zapadé se v Fimské cirkvi uzivalo kadidla nejdiive pouze
pri evangeliu, pozdéji — od 12 stol., jiz vSude — také pri
ny popis publikovali v roce 1879 Hanbury a Fliickiger®.

O lécitelském pouziti kadidla piSe i Matthioli (obr. 3)
a mimo jiné dodava: Komuz se chce casto na stolice /
a pracuje tlacenim, nic nemiize uciniti / ten wezmi kadidlo
sameé / aneb spolu rowné swetlé pryskyrice, Fecené
Spiegelhartz (kalafuna, pozn. red.) / vwrz na rezawé uhlic-
ko / a pFijmi w zadek dym wychdzejicy’.

V tradi¢ni ¢inské medicing kadidlo ($LZ& i xiang)
spolu s myrhou (%% mo yao) povazuji za latky s anti-
bakterialnimi vlastnostmi a u¢inky na krevni ob&h'®. Lze
jej pouzivat lokalné nebo oralné, také v chirurgii a inter-
nim 1ékafstvi tradi¢ni ¢inské mediciny, k tlevé od bolesti,
odstraniovani krevnich stdzi, podpofe krevniho ob¢hu
a 1é¢b¢ hluchoty, mrtvice, uzamcené Celisti a abnormalit
v zenské menstruaci.

Dalsi zdroj 1éCebného vyuziti kadidla lze nalézt
v Indii. Kadidlo z B. serrata (shallaki, salai guggulu, salai
gugal nebo salai gugul), je popsano v ajurvédskych uceb-
nicich (Charaka Samhita, 1.-2. stoleti n. 1. a v Astangahr-
daya Sambhita, 7. stoleti n. 1.) k 1écbé riiznych onemocné-
ni'"'. Soulasnd ayurvédska literatura viak kadidlo
z Boswellie povazuje za prostiedek, kterym je porusovana
Casto draz$i pryskyfice (niryasa, myrha) guggul nebo

THVS, SKavidbo.
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bdellium z myrhovniku guggul (Indian bdellium tree;
Commiphora wightii (Am.) Bhandari 1965)"? téz z &eledi
brezulovité. Cena myrhy ve starém Rimé piedstavovala
pétinasobek ceny kadidla a ob& pryskyfice byly ve staro-
véku cenény Casto vice nez zlato. Mimo jiné i Avicenna
pou%’sival kadidlo k omezeni zanétl a infekci mocovych
cest .

Nejstarsi farmakologicky popis poskytuje ,,Ebersiv
papyrus® (staroegyptsky lékaisky text z doby kolem roku
1550 pted nasim letopoétem, nalezeny v Luxoru, ktery
egyptolog Moritz Fritz Ebers zakoupil kolem roku 1872
od arabského obchodnika), ktery uvadi kadidlo jako 1ék.
Podobné ve staré arabské 1ékatské literatufe Abii al-Hasan
‘Ali b. Sahl Rabban al-TabarT doporucoval kadidlo jako
prostfedek na ogetieni ran'®. Pro zajimavost lze uvést, ze
v judaitské svatyni v Tel Aradu byly nalezeny dva vapen-
cové monolity, interpretované jako oltafe, na kterych bylo
prokazatelné paleno kadidlo spolu s konopim'.

V Evropském lékopisu (Ph. Eur.) je uvedena lékopis-
na droga Olibanum indicum'® a v Americkém lékopisu
(USP) jsou v casti vénované doplikiim stravy ¢lanky
Boswellia serrata a Boswellia serrata extract"’.

Olibanum (CAS RN 8016-36-2) se sklada prevazné
z latek rozpustnych v alkoholu (54 az 63 procent), obsahu-
je také gumu (30 az 36 procent), nerozpustnou v alkoholu,
ktera se podoba arabské gumé a sklada se ze dvou polysa-
charidi, pfevazné z D-galaktosy, D-arabinosy a D-gluku-
ronové kyseliny a menSich podili p-rhamnosy a D-glu-
kosy. Kone¢né olibanum obsahuje 4 az 7 procent tékavého
oleje'®. Spalenim se ziska asi 3 % popela. Je uvedeno
v III. seznamu GRAS"'s &islem FEMA 2816.

Tekavé slozky z oleopryskyfice z B. carteri z Adenu
a B. sacra z Oméanu maji pomérné podobné chemické
slozeni. Analyza ukézala a-pinen®, & E-B-ocimen a limo-
nen”'jako hlavni slougeniny a dale nékolik monoterpenti:

Drfrojeny, mocpa fEutbosoé,

N e ofl Badidto geft piirosenj borkého nadrubins,

Obr. 3. Matthioli’: Kadidlo
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afrojrd,

224

a fudhébo na prronjm Stupni, Riea gebo patené
teptdget o aprotos dobie wyfuffuge a3 Edrubé:
s Fupni,

I |
s Cervoenym Yjnem, ane s



M. Jurasek a P. Drasar

kamfen, sabinen, B-pinen, p-cymen, a-kamfolenal, pino-
karveol, 4-terpineol, myrtenal, myrtenol, verbenon, karve-
ol, karvon, bornylacetat a kuminol. Kadidlo z B. serrata
z Indie obsahuje v t€kavych frakcich a-thujen jako hlavni
slouceninu, coz jej odliSuje od afrického olibanu.
Z dalsich byl zminén zejména estragol (p-allylanisol,
methylchavikol) ve vysokém podilu az 11 %, ktery EFSA
povazuje za latku, které je v potravinach tieba davat
zvl43tni pozornost™ (nicménd ji cituje v této souvislosti
jako jedinou z B. serrata), dale pak elemicin, p-cymen
a B-bourbonen a mnoho dalsich?'. Vyskyt methylchaviko-
lu a elemicinu pfedstavuje taxonomicky marker tohoto
olibanu. Mezi diterpeny vidime serratol, izomer cembre-
nolu®®, dale pak cembren A, incensol, incensol-oxid,
incensol-acetat, a iso-serratol. Vyznamné je zastoupen
i myrcen®.

\®L

a-pinen

)\/W

E-B-ocimen

=~

myrcen

limonen

R-(—)-Limonen a (+)-o-pinen vykazovaly slabou anti-
mikrobialni aktivitu™,

£ "o

a-thujen

serratol

estragol

a-Thujen byl zkouman podle SciFinder mj. na anti-
bakterialni, antimikrobialni, fungicidni, protirakovinnou
a protizanétlivou aktivitu, estragol je zminovan jako latka
fungicidni® a antibakteridlni*®. Serratol je asto zmifiovan
pro svoji aktivitu proti Trypanosoma brucei a Plasmodium
falciparum®’.

Vsechny monoterpeny a diterpeny maji vétSinou pfi-
jemnou vuni, le¢ pouze v roce 2016 publikoval Baldovini,
ze na zakladé GC-olfaktometrické analyzy minoritni
(18,2R)-(+)-cis- a (18,2S5)-(+)-trans-2-oktylcyklopropan-
karboxylové kyseliny (CAS RN 1926211-03-1 a 1926211-
05-3) a nékolik jejich derivath piispivaji k perzistentni
vini kadidla a tim k ,,viini starych chrama“*® a pojmeno-
val je olibanové kyseliny (olibanic)*’. Obsah t&chto oliba-
novych kyselin v tékavém oleji je ca 0,2 %. Terminologic-
ky je tfeba dat pozor na triterpen (30,4p,110)-3-(acetyl-
oxy)-11-hydroxyurs-12-en-23-ovou kyselinu, nazvanou
trivialng téZ olibanova kyselina (olibanoic)***' CAS RN
146019-25-2 (zruSena 857080-41-2 a 1224174-91-7), jejiz
obsah v droze neni deklarovan, a ktera byla jiz diive izolo-
vana z denivky plavé (Hemerocallis fulva (L.) L.) a nebyla
tehdy pojmenovana trivialnim ndzvem®.
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%OH %OH

(18,28)-(+)- a (1S,2R)-(+)-cis-olibanova kyselina (olibanic)

HO™ ~O

olibanova kyselina (olibanoic)

Je velmi pravdépodobné, ze k charakteristické kom-
plexni viini kadidla vystavenému zvySené teploté pfispiva-
ji i dali terpenové slozky®. Niebler viak piedpoklada, Ze
dillezitymi slozkami vimé jsou rotundon a mustakon®*.
Lze dale predpokladat, ze na vini se podileji i triterpeny,
kterych je v olibanu nejvétsi podil a které casto sublimuji
za atmosférického tlaku jiz pfi teplotach kolem 300 °C
(cit.**3%) a zaGasté pFitom pifjemné voni.

{

\
o]

rotundon mustakon

Pies olibanovou kyselinu (olibanic) se dostavame
k obsazenym triterpenim, coz jsou zejména Kyseliny
boswellové (kterych mize byt v kadidle v nejbohatSim
ptipadé az 65 %, coz je prakticky vétSina v ethanolu roz-
pustného podilu olibana, kterého byva ca 60 % (cit.”’),
lupeolova, roburovd, tirukallovdA a a- a [-amyriny.
Z boswellovych kyselin jde zejména o a-boswellovou,
B-boswellovou, 3-O-acetyl-a-boswellovou, 3-O-acetyl-f-
-boswellovou, 11-keto-B-boswellovou kyselinu (2-5 %)
a 3-O-acetyl-11-keto-boswellovou kyselinu (2-5 %). Po-
sledni dvé byly definovany jako fytochemicky marker™.

a-boswellova kyselina

B-boswellova kyselina
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HO” S0

3-0-acetyl-11-keto-boswellova kyselina

lupeolova kyselina
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11-keto-boswellova kyselina

roburova kyselina

tirukallova kyselina

Studie in vitro i1 zvifeci modely ukazuji, Ze kyseliny
boswellové inhibuji syntézu prozanétlivého enzymu
5-lipoxygenasy (5LO), vetné 5-hydroxyeikosatetraenové
kyseliny (SHETE) a leukotrienu B4 (LTB-4), coZ zpiso-
buje bronchokonstrikei, chemotaxi a zvySenou vaskularni
permeabilitu®. Bylo publikovéano jejich pouziti jako moz-
né ochranné latky proti dlouhodobym diabetickym kom-
plikacim®. SciFinder uvadi dale aktivitu protizanétlivou,
protirakovinnou, antibakterialni. Na krysach bylo prokaza-
no, ze a-boswellova kyselina chrani pied ethanolem vyvo-
lanym poskozenim zaludku®' a jater***. Kyseliny
boswellové vykazuji in vitro G€innost proti leukémii, rako-
ving prostaty, rakoving prsu a rakoving tlusté¢ho stieva*.
Bylo prokazano, Zze indukuji apoptdzu, inhibuji sekreci
matrixovych metaloproteinas a inhibuji migraci v bunéc-
nych liniich metastatického melanomu u mysi®. Je zaji-
mavé, ze se boswellové kyseliny uplatni i jako dopln€k
akupunktury pfi 1é¢bé astmatu, sinusitidy a bronchitidy,
stejné jako problémi s kaslem a sipanim, ke snizeni otokt
a na zklidnéni srdce; na tizkost a depresi*’.

o-amyrin
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B-amyrin

Kyselina roburova je neselektivnim inhibitorem COX
(cit.*"). Oba, a- i p-amyrin, vykazuji dlouhodobé antinoci-

~~~~~

zistentni nocicepce prostiednictvim aktivace kanabinoid-
nich receptord CB1 a CB2 a inhibici produkce cytokinl
a exprese NF-kB, CREB a cyklooxygenasy 2 (cit.**). Po-
dobné puisobi i triterpenové kyseliny z olibana®.

Tim se dostavame k zajimavému faktu, ze celd tfada
latek obsazenych v kadidle ovlivituje kanabinoidni recep-
tory*®*°. Lze tim vysvaétlit oblibu vonnych oleji*'a kadidla
pfi mystickych a nabozenskych obfadech, protoze jeho
kout u¢inkoval nejen na aktéry samotné, ale i na obecen-
stvo, a tim obfady nejen ztajemiioval, ale do jisté miry
zpiijemiloval i popularizoval.

Zavérem bychom mohli podle indickych autort™
shrnout: Kadidlo, pryskyfice druhu Boswellia, obsahuje
mnoho aktivnich latek, kromé toho, Ze je v riznych kultu-
rach spojovano s nabozenskymi a spolecenskymi udalost-
mi, se pouziva v riznych produktech, jako jsou esencialni
oleje, kosmetika, parfémy a barviva. B. sacra a B. carteri
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maji dlouhou historii tradi¢niho vyuziti a v posledni dobé
i v moderni medicing. Byly pouZzivany k 1é¢b¢ zanétlivych
onemocnéni stiev, osteoartrozy a revmatoidni artritidy*>*.
Mezi tato vyuZiti patfi vyzkum, soustfed’ujici se na u¢inky
ké, imunomodulacni a antikoagulacni. Byly popsany testy
na ucinky proti zalude¢nim, jaternim, neurologickym
a koznim onemocnénim in vitro a in vivo. Klinické studie
prokazaly dobré ucinky proti karcinomim a gliomtm,
stejn¢ jako proti nadorim mocového méchyie a mozku.
Nicméné, k potvrzeni jejich potencidlniho vyuZiti v oblasti
mediciny jsou zapotfebi dalsi studie. B. sacra tvoti hlavni
sloZku mnoha patentli a byla obsazena v mnoha receptu-
rach, véetné pudrd, pletovych mlék a masti. Mozna proto
ji Mezinarodni unie ochrany ptirody povazuje za ohroze-
nou a je zafazena na Cerveny seznam. Je proto dileZité,
aby bylo vyvinuto Gsili v aktivitach proti jejimu zniceni
a zaroven, aby byly lépe zkoumany etnofarmakologické
a botanické aspekty téchto ptivabnych drog.

Podivejme se nyni na druhy z JeziSkovych darti —
myrhu. Myrha (neboli Gumiresina myrha, niryasa, bdelli-
um, moyao, v angli¢tiné myrrha, gum myrrh, common
myrrh; fecky ouvpva, tibetsky guggul, gu gul rasa, gu gu
le, ge ge, qam, gya=w, mongolsky yun xiang) je klejoprys-
kyfice z mizy stromu myrhovniku z arabského poloostro-
va, vychodni Afriky a Indie, ale i severu Jizni Ameriky.
Lépe feCeno se jedna o mnoho set riznych druhl stromi
rodu  Commiphora a  Balsamodendron, zejména
Commiphora myrha (Nees) Engl., z Celedi btezulovité
(Burseraceae), Commiphora erythraea (nékdy nazyvana
vychodni indickd myrha), Commiphora opobalsamum
a Balsamodendron kua, ktera se vyznacuje silnou, kouio-
vou a balzdmovou vini.

Myrhovnik pravy produkuje tzv. ,hotkou myr-
hu“ (hirabol, heerabol-myrrh, molmol myrrha), kdezto
z podobného druhu myrhovniku Guidottova ,habag-
hady“ (Commiphora guidottii) ¢i Commiphora erythrea
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Obr. 5. Myrhovnik*

glabrascens Engler. se ziskava mén¢ cenéna, tzv. ,,sladka
myrha“ (bisabol & opoponax)™.

Opét i zde vidime podle fecké mytologie starobylou
historii*®. Myrrha byla v fecké mytologii dcerou kyperské-
ho krale Kinyra (Kwbpag) a jeho manzelky Kenchréidy.
Myrrha se zamilovala do svého otce, kterého svedla
k hfisné lasce, a opivsi ho, dosdhla ukojeni svych vasni.
Tim si rozhnévala bohyni Afroditu. KdyZ otec dcefin sku-
tek odhalil, chtél ji zabit, ji se vSak podafilo utéci do cizi-
ny, kde se sama proklela. Bohové ji proménili v myrhovy
strom (latinsky Commiphora). Dodnes z n€¢ho kapou jeji
slzy — myrha. Ze stromu, z htiSného spojeni Myrrhy
a Kinyry, se po Case narodil jeji syn a bratr, kterého se
ujaly a vychovaly vily. Dostal jméno Adonis.

I zde nam o myrze rozséhle pise Matthioli® (obr. 4).

K tomu Mattiholi dodava, napt: Myrrha s zenskym

Miprrha.

Spufob amifto, Fderofic.
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Obr. 4. Matthioli’: Myrha
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mlékem rozetrend, a do oteklych fflusowatych oci zapaust-
tena, welmi jim dobre cinj. Nebo lehlj / k sezranj poma-
ha / wysussuje, posyluje / w ocjch nesstowice uzdrawuje /
bélmo shanii / mrékotu rozhdni’.

Nejstarsi farmakologicky popis poskytuje opét znamy
»Ebersiiv papyrus®“. Ve starém Egypté se pouzivala jako
soucast balzamovacich pfipravkldl ¢i materidl k potirani
ostatkdl, jako 1é¢iva droga, obétni dar, parfém a vykutfova-
dlo pfi ndbozenskych ritualech. Jak jiz bylo feceno, myrha
(G&Z mo yao) byla popisovéana i ve staré Cing jiz za dy-
nastie Tang, napf. k oSetfeni ran, zmirnéni bolestivych
otoku a k 1é¢bé menstruacnich bolesti zpisobenych stag-
naci krve a v mnoha dalSich starobylych textech. Stafi
7idé méli za to, ze pryskyfici pfinesla kralovna ze Saby
Salomounovi pfi své navitéve. Kral Salamoun poté nechal
myrhovnik péstovat. Ayurvéda popisuje schopnost myrhy
1é¢it rfiznd onemocnéni’’, véetnd obezity, osteoartrézy,
artritidy, zacpy, onemocnéni jater, zanétd, anémie, cukrov-
ky, mj.

V tadé¢ aspektl je myrha podobna kadidlu. Pokud se
ty¢e slozeni, nalézdme zde t&kavé oleje (2-8 %),
v alkoholu rozpustné pryskyfice (23—40 %), ve vodé ¢as-
te¢né rozpustny podil podobny arabské gumé (40-60 %)
a frakci nazyvanou hoi¢iny (10-25 %).

Obecné je dnes myrha pouzivana v kosmetice, jako
soudast piipravki na oSetieni pleti®®, dezinfekei ust™, va-
giny®a celé fady dalsich medicinalnich piipravki. Byla
zkoumana i aktivita antihelmintickd a antiprotozoalni®'.
Hexanovy extrakt myrhy Commiphora potlacil progresi
rakoviny prsu indukei zastavy faze GO/G1 a apoptotické
bun&cné smrti inhibici signalni dréhy cyklinu D1/CDK4-
Rb (cit."?). Experimenty in vitro prokézaly, Ze myrha
ronu-y, interleukinu-12 (IL-12), TNF-a, IL-1p a oxidu
dusnatého; kterézto vlastnosti pfispivaji k podpote hojeni

s

s s w

xidacni, protirakovinné, antimikrobilni, hypolipidemické,

neuroprotektivni, hepatoprotektivni, analgetické a dalsi®’.
Dnesni ¢insky lékopis® uvadi, ze myrha ma Géinek

zmirfiovat bolest, usnadiiovat pohyb tekutin v téle, snizo-

OH

4-ethynyl-4-hydroxy-3,5,5-trimethyl-2-cyklohexen-1-on

v-elemen

B-elemen

dekahydro-1-methyl-4-methylen-7-(1-methylethenyl)azulen
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vat otoky a generovat svaly. Pouziva se k 1écbé bolesti
kloubti a srdce, gynekologickych benignich nadori,
dysmenorey, poporodni stdze, bolesti bficha, revmatic-
kych kloubt, traumatu, abscesu, otokd a ran. Utad pro
kontrolu potravin a 1é¢iv v USA (FDA) schvalil pouziti
myrhy v potraviniach (21 Code of Federal Registration-
CFR172.510), podobné Rada Evropy zatfadila myrhu na
seznam rostlin a jejich ¢asti, které jsou pfijatelné pro pou-
Ziti v potravinach®.

Myrha se pouziva i v technice, napiiklad jako soucast
antimikrobialnich natért dieva®, laka®, fungicida®, &
prostiedkd na hubeni larev moskyti®. Pouziva se i jako
soucast napoju, zvykacek, bonbond, pudinkd a v konzer-
varenstvi, diky fadé atraktivnich vlastnosti funguje jako
dobré adhezni zahustovadlo, emulgator, fixacni ¢inidlo,
ochucovadlo a perfektni stabilizaéni &inidlo™.

Znamé komplexni dilo Codex-Agrol uvadi, ze myrha
byla soucasti 1é¢ivé masti na prsni bradavky a kozni cho-
roby, kapsli proti hlistim a na bronchitidu a tuberkulézu®.

Chemické slozeni poprvé zkoumal Lewinsohn’', kte-
ry destilaci ziskal fadu terpenti. Moderni studie nalézaji ve
vonném oleji opét, jako v kadidle, desitky latek, kde nejvi-
ce zastoupené jsou napf. 4-ethynyl-4-hydroxy-3,5,5-tri-
methyl-2-cyklohexen-1-on, f-elemen, kopaen, dehydroaro-
madendren, y-elemen, dekahydro-1-methyl-4-methylen-7-(1-
-methylethenyl)azulen, elemol, germacren B a D, ent-
-spathulenol, B-kadinen, d-elemen, B-bourbonen, 10-(1-
-methylethenyl)-(E,E)-3,7-cyklodekadien-1-on, isolinalyl-
-acetat a 60 dalsich minoritnich slougenin’. Podle n&kte-
rych pramend je vyznamné zastoupen i kurzeren®.

Z uvedenych slozek mj. PB-elemen omezuje rist
Mycobacteria tuberculosis™ a y-elemen Leishmania ama-
zonensis™, kdezto kopaen je SciFinderem uvadén jako
latka s uc¢innosti antibakterialni, antimikrobialni, fungicid-
ni, protizanétlivou, analgetickou a protirakovinnou.

Z latek zodpovédnych za typickou viini myrhy byly
oznaceny furanoeudesma-1,3-dien, lindestren a dihydro-

pyrokurzerenon®’.

kopaen

dehydroaromadendren

N N

(0]

isolinalyl-acetat
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cembren A

kurzeren

Uvedeny furanoeudesma-1,3-dien se vyznacuje proti-
zénétlivou aktivitou” .

Lze zminit i fadu monoterpentl jako eugenol, a-pinen,
geraniol. Seskviterpeny jsme jmenovali jiz vySe. Nalezne-
me zde mnoho typll jako napf. terpeny germakrenové,
endesmanové, guaianové, kadinenové a elemenové. Diter-
peny jsou zastoupeny cembrenoidy, napf. cembrenem A
a typy abietanové, nor-abietanové, cembrenoidové, podo-
carpenové, pimaranove.

Triterpeny jsou pfedstaveny napf. myrrhanolem B.
Dale zde nalezneme typy oleananové, ursanove, lanosta-
nové, cykloaltanové, atd., dammaran patii k nejbéznéjsim.
Myrhanol inhibuje produkci oxidu dusného™.

Z triterpentt byly izolovany dale lupan-3a-ol-acetat,
lupan-3-on, 18a-urs-12-en-30-0l, 18a-urs-12-en-3-on
a dalsi”’.

myrrhanol B

dammaran

18a-urs-12-en-3-on

18a-urs-12-en-3a-ol

furanoeudesma-1,3-dien
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O

—

lindestren

dihydropyrokurzerenon

Izolovana byla celd tada steroidnich sloucenin jako
napf. guggulsteroidy, z nichz nékteré nemaji daleko ke
strukturdam ekdysteroida®’.

Guggulsteron je bioaktivni steroid izolovany pte-
vazné€ z rostliny Commiphora mukul. Dva izomery, Z- a E-
guggulsteron, prokazaly Sirokou $kalu farmakologickych
ucinki in vitro i in vivo, véetné antiproliferacnich, antioxi-

miize zvysit cytotoxicky efekt doxorubicinu’.

Myrha obsahuje i fadu lignand, aminokyselin cukrd a
flavonoida.

Mystické ptsobeni koufe z kadidla a myrhy pii nabo-
zenskych shromazdénich byl mj. i ve své podstaté i seren-
dipitni objev, ktery snizoval moznost §ifeni nakazlivych
chorob pfi obfadech, pii kterych se ucastnilo mnozstvi
1idi®. In vitro antimikrobidlni testy prokizaly vysokou
citlivost bakterii a hub na kapalnou a plynnou fazi etheric-
kych olejt a kout z kadidel, coZ bylo zndmo jiz v 11. sto-
leti pf. n. 1. Experimentalni aplikace par a koute z kadidel
in situ (Kostel Nanebevstoupeni Pané ze 17. stoleti n. L.,
v obci Veliki Kr¢imir v Srbsku) vedla ke snizeni poctu
zivotaschopnych mikrobii pfenasenych vzduchem az o 45

guggulsterol |

guggulsteron
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az 80 % u hub a 67-91 % u bakterii, coz potvrzuji i jiné
zdroje”. Zda se, 7e $amani a baby korenatky védély
,»svoje, kdyz u nemocného koutili kaditelnici.

Ptirodni produkty (specializované metabolity) ziska-
né z rostlin pouZivanych v tradi¢ni mediciné po celém
svété, produkty jako esencialni oleje (EO), jsou Casto zna-
mé svymi biologickymi schopnostmi a Casto i bez ohledu
na nedostatek védeckych dikazti mohou byt na zakladé
dlouhodobé zkusenosti povazovany za viceméné neskodné
pro clovéka. ProtoZe kadidlo i myrha nemusi mit na trhu
kvalitu pozadovanou u 1é¢ivych prostredkd, je tieba ptivo-
du a kvalit¢ vénovat zvlaStni pozornost.

Je vSak nutno upozornit, ze tento ¢lanek je pouhym
nahlédnutim ve véci obou bozskych darti, nebot’ literar-
nich zdroji, vénujicich se tomuto tématu je ,,netirekom®.
Clanek je soulasti série piispévki popisujicich riizné
chemické aspekty problematiky pfirodnich latek, jako
napf.SO’8 .
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M. Jurasek and P. Drasar (Institute of Chemistry of
Natural Substances, University of Chemistry and
Technology, Prague, Czech Republic): The Healing
Power of the Gifts of the Magi

The article describes two of the three gifts that the
mysterious Magi brought to the baby Jesus in Bethlehem
to celebrate his birth, frankincense and myrrh.

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

Keywords: Boswellia, frankincense, olibanum, Candelae
fumales, resin, Commiphora, myrrh, hirabol, bisabol,
opoponax, history, medicinal use, healing
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Chryzantéma je popisovana jako potravina, mj. k ziskani lahodného nalevu, ale i jako velmi zajimava a G¢inna 1é¢iva
bylina at’ jiz z hlediska tradi¢ni orientalni mediciny, ¢i soudobé ,,zapadni* 1ékatské praxe a védy.

Klicova slova: chryzantéma, listopadka, dusicka, ¢aj, 1éciva bylina

Chryzantéma (obr. 1, cit.!) je v Orientu tak popularni,
ze jeji kvét prijal japonsky cisaf jako symbol svilj a své
rodiny (F®4E; kiku no hana). Nejrozsitengjsi je pouziti
kvétu k pripravé ¢aje, najm¢ v Orientu. Chryzantémovy
Caj (FZL; johua chd) je ndlevovy ndpoj vyrobeny
z kvéti chryzantém (kvét podzimniho slunce, ,,Cinska ast-

ra®, %#) druhu listopadka zahradni (nékdy téz dusicka)
Chrysanthemum x morifolium (Ramat.) Hemsl. nebo kvéti
divoké listopadky indické Chrysanthemum indicum L.,
které jsou oblibené ve vychodni a jihovychodni Asii.
K pripravé caje se kvéty chryzantémy (obvykle suSené
a nejlépe sklizené 9. dne 9. mésice)’ namoéi do horké vody
(obvykle 90 az 95 °C). Jakmile je konvice chryzantémové-
ho ¢aje dopita, tak se v ¢inské tradici horka voda ptida ke
kvétindm znovu a tento proces se ¢asto n€kolikrat opakuje.
Vysledny napoj je prihledny a ma svétlou az jasn¢ Zlutou
barvu s kvétinovym aroma. Kvéty chryzantémy se také
vaii v pafe nebo ve vod¢ a konzumuji v salatech. Listy
jsou zvlasté cenény jako zeleninovy pokrm. Chryzantéma
patfi do stejné Celedi hvézdnicovitych (Asteraceae) jako
fada rostlin, na které byvaji
nékteti 1idé citlivi. Pokud je
nékdo alergicky na nékte-
rou z rostlin této Celedi, je
velmi pravdépodobné, ze
mize byt alergicky i na
chryzantémy; pokud se
objevi dychaci potize, ast-
ma, sennd ryma nebo kozni

vyréazka, je nutno
s pouzivanim chryzantém
prestat.

Chryzantéma se v Asii
konzumuje po tisice let’,
hraje zésadni roli v tradi¢ni

Obr. 1. Chryzantéma (cit.")
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¢inské mediciné a vétSinou se pouziva jako lahodny
a vyzivny napoj. Pfedpoklada se, Ze byla poprvé péstova-
na v Cin& v 15. stoleti pf. n. 1., kde byla uctivana basniky
a umélci. Kolem roku 500 pt. n. 1. Konfucius, velky ¢in-
sky filozof, ucinil prvni oficialni zminku o chryzantémé
ve svém dile* Li-ti (3352). Chryzantémy byly symbolem
vzneSenosti a integrity. Bylinny ¢aj byl poprvé zdokumen-
tovan a popularizovan za dynastie Song (960-1279 n. 1.)
a po staleti se pouzival k 1écbé dychacich potizi, nepravi-
delnosti krevniho tlaku a k uklidnéni nervii. Rostlina byla
pfenesena do Japonska v 5. stoleti naseho letopoctu, kde
byla pfijata jako cisafova oficialni pecet’ a symbol cisai-
ského trinu. V Evropé, zejména v Holandsku, je znama
od poloviny 17. stoleti, ale k jejimu v§eobecnému rozsiie-
ni doslo az v 19. stoleti. Chryzantéma byla poprvé ocen¢-
nasjako 1é¢ivé rostlina v Ciné a je zde zafazena do 1ékopi-
su’.

Chryzantéma je zafazena v nejstarSim ¢inském 1ékat-
ském spisu Shen Nong Ben Cao Jing® z po&atku novové-
ku, v kategorii nadfazenych 1éki, a je soucasti produktd
souvisejicich s hledanim nesmrtelnosti. ,,Pfi dlouhodobém
pouzivani zveda zébranu krve a vitalni energii (Cchi),
zmirnuje télo, zpomaluje starnuti a prodluzuje zivot,* fika
klasik. Smyslem ,,odleh¢eni téla“ bylo dosazeni éterické-
ho stavu nesmrtelnych schopnych ,,létat v oblacich®. Od
dynastii Jin a Tang (kolem 5. stoleti n. 1.) se chryzantéma
zacCala ocenovat jako okrasna rostlina a nadale se pouziva-
la z dietnich dvoda.

Prvni monografie o chryzantéméch autora Liu Meng’
byla vydana v roce 1104 n. 1. Jeho ,,Pojednéni o chryzan-
témach* (32) klasifikuje chryzantémy podle jejich ba-
rev: normalni jsou zluté, pak nasleduji bilé, cervené fialo-
vé, a nakonec uvadi celkem 35 péstovanych odrud, které
bylo mozné pozorovat v zahradach pobliz buddhistickych
svatyni v jeskynich Longmen u mésta Luoyang v Cinské

https://doi.org/10.54779/chl120250554
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provincii Henan. V 16. stoleti slavny lékaf a bylinkar Li
S’-gen (Li Shizhen)® uvadi sto kultivard. Pfipisuje jim
nekteré 1éCivé vlastnosti jako ,.eliminace tepla a toxin®,
,.zlepseni zrakové ostrosti‘, atd.

Prvnim evropskym autorem, ktery se zmifiuje o chry-
zantéme, je Jacobus Breynius (Jacob Breyn(e)) v roce
1679 (cit.”). Tento obchodnik a botanik popisuje Matri-
caria japonica maxima (tento nazev neni uz v soucasnosti
akceptovan) jako velmi elegantni kvetouci rostlinu, Zlutou,
rizovou nebo svétle Cervenou a existujici v nékolika odri-
dach. Jesté pred tim publikoval popis série ,,chryzantém®,
ale termin M. japonica nepouzil'’; nicméné Korber se
domniva, ze popsal C. indicum'' a uvadi, ze se v Orientu
pouziva jako vyteny prostfedek proti opilstvi. Jeden
z prvnich ucelenych botanickych popist chryzantémy
pochazi od abbé Thomase-Albina-Josepha d'Audibert de
Ramatuelle. V roce 1792 tento botanik'? popsal pé&stova-
nou rostlinu s velkymi purpurovymi kvéty, kterou z Ciny
pfivezl marseillesky mofeplavec Pierre Blancard, pod na-
zvem ,,Hefmanek s velkymi kvéty®, jako Anthemis grandi-
flora. Trva na tom, aby ji odlisil od Chrysanthemum in-
dicum L. s malymi zlutymi hlavickami. V poznamce navr-
huje nazyvat ji také Chrysanthemum morifolium.

Analyza staré literatury, pokud se tyée nazvu
»Chrysanthemum®, ale 1 ,,Crysanthemum® apod., je obtiz-
na, protoze nazvoslovi nebylo jednoznac¢né a Casto je tako-
vy termin pouZivan napf. i pro kopretinu.

Modermi vyzkumy potvrdily, Ze chryzantéma a divo-
ké chryzantéma maji vyrazné G¢inky pfi snizovani krevni-
ho tlaku, krevnich lipidd a glukosy, a maji také pozitivni
Gginek na jatra a o&i'?, piisobi viak i jako antioxidans,

......

dualezité terapeutické ucinky a zdravotni pfinosy pfi na-
chlazeni, zanétech, kardiovaskularnich onemocnénich
a rtiznych chronickych onemocnénich .

citronelal 3-methylbutyl-acetat

v-selinen B-farnesen

B-kurkumen

B-myrcen

Jodo A Ry
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Srovnani tékavych latek chryzantém ukazalo 114
chromatografickych frakci, v nichz bylo 60 sloucenin cha-
rakterizovano'®. Jako nejb&znéjsi vonné komponenty byly
uréeny mj. anxiolyticky a analgeticky citronelal'’, hexyl-
acetat, ethyl-2-methylpropanoat, 2-methyl-1-propanol,
2-methylbutanol, 1-hexanol, 3-methylbutyl-acetat. Déle
pak fada monoterpenti a seskviterpentl, jako mirn¢ lokalné
antisepticky a anesteticky putsobici (avSak toxicky)
(£)-kafr, a do jisté miry toxicky eukalyptol (1,8-cineol),
bornyl-acetat a B-myrcen, y-selinen, B-farnesen, f-elemen,
B-karyofylen a p-kurkumen'®.

Chryzantémovy nélev je bohaty na vitamin C
(askorbovou kyselinu), ktery posiluje imunitni systém
a mlze pomoci pii 1é€bé nachlazeni a chiipky, ¢i odvratit
priznaky v ranych stadiich onemocnéni, jako jsou bolesti
hlavy a stoupajici teplota. Jeho antihistaminové vlastnosti,
v synergii s flavonoidy a n€kterymi terpeny, ¢ini tento Caj
skvélym pii prevenci alergii'.

Mezi hlavni biologicky aktivni latky je nutno pocitat
flavonoidy a jejich glykosidy. Patfi sem zejména luteolin,
apigenin, diosmetin, akacetin a jejich derivaty, nasledova-
né flavonoly a flavanony véetné kvercetinu, dale rutin,
hesperetin a jejich derivaty”, zodpovédné zejména za
antioxidaéni  vlastnosti’’.  Velké mnozstvi linarinu
v C. indicum mize znamenat kli¢ové kritérium pro hodno-
ceni kvality této 1é¢ivé drogy pii ovlivnéni poruch central-
niho nervového systému; byla u ni udajné zjisténa zajima-
vé inhibice acetylcholinesterasy’”. Rada preklinickych
studii ukazuje, ze luteolin je vyznamné G¢inny proti athe-
rosklerose®.

Fenolové kyseliny obvykle znaci organické kyseliny
obsahujici v molekule fenolova jadra, ty jsou v droze hlav-
nimi G¢innymi latkami pro jeji antipyretické, analgetické
a antioxida¢ni ucinky. Jde o kavovou kyselinu (i jeji
izomery, respektive ethylestery), ferulovou, chlorogeno-

I DU S O S

(£)-kafr

eukalyptol

bornyl-acetat

B-elemen

askorbova kyselina
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vou, 3,5-O-dikafeoylchinovou a 3,4,5-O-trikafeoylchino-
vou kyselinu. Chlorogenova kyselina a 3,5-O-dikafeoyl-
chinova kyselina jsou reprezentativni fenolové kyseliny,
které vyznamné ovliviiuji antioxidaéni kapacitu chryzan-
témy.

Podle g&inského lékopisu’ by ve Flos Chrysanthemi
(Juhua, %5#)* obsah kyseliny chlorogenové mél byt vyssi
nez 0,2 g, 3,5-O-dikafeoylchinové kyseliny nad 0,7 g
a luteolosidu (luteolin-7-O-glukosidu) nad 0,08 g (vse
vztazeno na 100 g susiny), aby bylo mozno drogu povazo-
vat za 1é¢ivou. Cesky 1ékopis 2023 v doplitku 2024 uvadi
v ¢lanku 11.3 popis Chrysanthemi flos / Chrysanthemum

HO@MOH
o)

HO

kavova kyselina

hesperetin

ferulova kyselina

235

linarin

flower (3162) / Chryzantémovy kvét. Cesky (ani evrop-
sky) 1ékopis Chryzantémovy kvét do roku 2024 neuvadi.

Kyselina chlorogenova je ucinnd pii 1écbé chorob
jako diabetes mellitus typ 2, kardiovaskularnich onemoc-
néni, neurodegenerativnich onemocnéni a rakoviny a diky
své dobré antibakteridlni a antioxidac¢ni aktivit¢ vynikaji-
cim kandidatem na ptirodni dietni pfisady a funkéni latky
potravin®. Nedavno izolované, velmi podobné chryzante-
morimové Kyseliny vykazovaly neuroprotektivni Géinky
proti neurotoxicité indukované peroxidem vodiku v bui-
kach SH-SYSY (cit.*®). Biologické aktivity jinsidajuolu A
a jinsidajuolu B nejsou dosud znamy.

HO@_\\_«O " T
HO O 0
@M HO O
—0 OH
HO OH

chlorogenova kyselina
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HO

HO OH

3,5-O-dikafeoylchinova kyselina

Pokud se tyce triterpentl, byly popsany napf. brein
((3B,16P)-urs-12-en-3,16-diol), znamy spiSe jako soucast
1écivé  pryskyfice elemi z kanarniku luzonského
(Canarium luzonicum), zkoumany mj. jako prostfedek
proti leishmaniase®’, dale pak vyznamng antibakteridlni
a antimalaricky pseudotaraxasterol (20-taraxasten-3f-ol;
y-taraxasterol), ktery je zkoumén i jako prostfedek proti
Alzheimerové chorob&™ a tuberkulose”. Dale mizeme
vidét kancerostaticky®® erythrodiol a heliantriol A;, ktery
byl testovan, spolu s dalSimi podobnymi latkami jako inhi-

0
HO 0 0O, 0
OH
HO

chryzantemorimova kyselina A

HO,

jinsidajuol B

Chem. Listy 119, 554-559 (2025)

luteosid (brassidin, boldosid)

bitor aktivace ¢asného antigenu viru Epsteina-Barrové®'.
Byl identifikovan i B-sitosterol (stigmast-5-en-3p3-ol), tes-
tovany mj. proti hypertrofii prostaty’ a na upravu hodnoty
cholesterolu v krvi™.

V droze se déle nachézeji i polysacharidy®*, karoteno-
idy®, jako lutein, zeaxanthin, p-kryptoxanthin, B-karoten
atd., u kterych je dilezité, ze lidské télo je nedokaze syn-
tetizovat ,,de novo®, a mohou poslouzit mj. jako prekurzo-
ry vitaminu A. Droga obsahuje dale proteiny, aminokyse-
1iny36 (fenylalanin, lysin a leucin), vitaminy (A, B, C a K),
a mineraly vapnik, zelezo, hoicik, fosfor, draslik, sodik,
zinek, a vlakninu.

Pokud mame shrnout farmakologické vlastnosti chry-
ni, antibakteridlni, protivirové, protirakovinné. Droga
dokaze pomoci pfedchazeni a 1é€bé chronickych onemoc-
néni, jako hypertenze, hyperlipidémie, hyperurikémie
a diabetes mellitus typ 2. Mlze pomoci i u makularni de-
generace souvisejici s v€kem a obsahem karotenoidl
i dale, napf. u inavy o¢i.

Tradi¢ni ¢inskda medicina (TCM) vidi uzite¢nost dro-
gy v jejim vlivu na ,,patogenni teplo” a toxiny, které se
podobaji zanétlivym faktortm, a mohou ovliviiovat pfici-
ny neoplazmat (zhoubného bujeni) a jeho virulentni vyvoj.
Proto vidi chryzantému jako prostfedek ,.CiSténi tepla“
a detoxikaci (heat-clearing and detoxicating; HCD) a ne-
zbytnou soucast formulaci TCM pro 1é¢bu nadorovych
onemocnéni. Vyraz ,,patogenni teplo“ podle TCM neni
omezen pouze na horecku; muze také pomoci pfi Gpalu
nebo jinych forméch vnitini teplotni nerovnovahy, nebot’
jak starneme, je normalni, Ze teplota v téle stoupd. Jiny
piiklad je, ze Zeny v menopauze mohou trpét navaly horka
a vyluh z drogy mtize pomoci rozptylit toto t€lesné teplo
zpusobem, ktery je pfirozeny a bezpe¢ny. Piijemné a uzi-

brein pseudotaraxasterol

erythrodiol
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heliantriol A,

tecné je pit chryzantémovy nalev v horkych letnich mési-
cich, kdy se zd4 nemozné zlstat v pohodé. TCM pouziva
drogu i jako 1€k na zlepSovani zraku, a to uz po vice nez
2000 let.

Tento chladivy bylinny nalev dle TCM také pomaha
pfedchazet srde¢nim problémim. Piti chryzantémy ma
zlepsit pratok krve, muze snizit krevni tlak a 1é¢it kompli-
kace spojené se snizenou prichodnosti tepen a komplikace
s kfecovymi Zilami. MiZe také pomoci zmirnit pfiznaky
spojené s vysokym krevnim tlakem, jako jsou bolesti hla-
vy a zavraté. Piti chryzantémového Caje muze ovlivnit
hladinu ,,$patného cholesterolu® (LDL), a tim ptedejit
ob&hovym chorobam; viz B-sitosterol vyse.

V ramci tradic 1ze nalev pouzit jako prostiedek
i k detoxikaci jater. Piti nalevu také pomaha posilit imunit-
ni systém, a navic chryzantémy maji antivirové a antibak-
terialni vlastnosti.

Zda se, ze tento ptirodni produkt, ocefiovany v ramci
TCM i ,,zépadni mediciny vyuzivajici pfirodni latky, ma
skutecné schopnost v fad¢é ptipadd prospivat lidskému
zdravi. SciFinder v souvislosti s touto drogou odkazuje na
minimalné 37 tisic patentl na nejriznéj$i humanni, vétsi-
nou 1é¢ivé a dietni prostiedky. Nicméné, i zde je tfeba, aby
skute¢né nemocny konzultoval ptipadné dlouhodobé c¢i
masivni pouziti drogy s 1ékafem. Clanek piinasime jako
pokradovani série, podaté zalatkem stoleti’” a jehoZ po-
sledni dil pfinesl zpravu o steroidech®® a ashwagand&®.
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M. Jurasek’, L. Opletal’, and P. Drasar®
(“ Department of Chemistry of Natural Products,
University of Chemical Technology, Prague, Czech
Republic, " Department of  Pharmacognosy — and
Pharmaceutical Botany, Faculty of Pharmacy in Hradec
Kradlové, Charles University, Hradec Kralové, Czech
Republic): The Imperial Flower of the Autumn Sun,
Full of Healing Power

Chrysanthemum is described as a food, among other
things, to obtain a delicious infusion, but also as a very
interesting and effective medicinal herb, both from the
point of view of traditional oriental medicine and
contemporary "Western" medical practice and science.

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

Keywords: chrysanthemum, florist's Daisy, hardy garden
mum, mum, chrysanth, tea, medicinal herb
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O TOM, JAK KVIiTi SVATEHO JANA ZAHANi NOCNI OBLUDY I ZLE DUCHY
A CLOVEKU PROSPIVA 1 SKODi

MiICHAL JURASEK a PAVEL DRASAR

Ustav chemie pFirodnich latek, Vysokd Skola chemicko-technologickd v Praze, Technickd 5, 166 28 Praha 6, Ceskd
republika
Jurasekm@yscht.cz; drasarp@vscht.cz

Doslo 21.8.25, prijato 12.9.25.
Clanek popisuje 1é¢ivou rostlinu tiezalku tedkovanou, historii jejiho pouZivani, obsahové latky a jejich biologickou
aktivitu. Upozorfiuje také na mozné kontraindikace a negativni plisobeni na Gi¢innost nékterych 1éku.

Klicova slova: trezalka teCkovana, tfezalky, Hypericum, hyperforin, hypericin, biologicka aktivita, pozitivni a negativni
ucinky

Trezalka teckovana, Hypericum perforatum L.
(H. deidesheimense, H. vulgare, H. lineolatum, H. mixtum,
diive t. obecna, n¢kdy i tfesalka, z Celedi tiezalkovité
(Hypericaceae), zastarale Cesky zvana téz svatého Jana
kvét, zvonecek sv. Jana, Carovnik, prostielenec, ¢i mina
svata, némecky Echte (Echt, Gewdhnliches, Durchlécher-
tes, Tiipfel-, Johanniskraut, Tiipfel-Hartheu, Herrgottsblut,
anglicky perforate (¢i common) St John's-wort, t¢z God's
wonder plant, Witches herb, Klamath weed, Tipton’s we-
ed, Rosin-rose, Goat weed"), je véky znama mocna léciva
bylina, ktera kvete pravé od dne svatého Jana. V obdobi
antiky byla tfezalka nazyvana Cheirondv koten podle nej-
star§iho z kentaurt, uSlechtilého a moudrého znalce 1ékai-
stvi, jenz naucil 1ékaiskému uméni Apollonova syna Ask-
1épia (Eskulapa). Jeji sbér doporuduje i Tomas Stitny ze
Stitného?, ktery ji uvadi pod ndzvem Mina svata, Joannis
amor.

Latinsky néazev tfezalky — Hypericum — pochézi
z fectiny a popisuje doslova fakt, e Rekové ji zavédovali
nahoru (hyper) a nad svaté obrazky (eikon), protoze tak,
i podle Paracelsa, slouzila jako amulet proti zakleti a pti-
zrakim. Pedanius Dioscorides (fecky botanik, 1ékat a chi-
rurg fimské armady), zijici v prvnim stoleti naseho leto- Obr. 1. Stanghi Stanghi: T¥ezalka tekovana
poctu, popsal trezalku teckovanou v dile Tlepi BAng
iatpwi) (latinsky De materia medica) pod nazvem Uperi-

kon®. Pouziviana byla od nepaméti i ve staré Ciné tak najednou hodnymi, patral, co toho pricinou a shledal,
a v arabském svété. ze rostlinka — tirezalka. V zlosti své propichal listy bylince
Ttezalka je zékladni slozkou devatera kviti, sbiraného a ukousl koren jeji. Od té doby ma pry trezalka listy propi-
o svatojanské noci mj. na zakladé povésti, ze: ,,Biih vida, chané, koren ukousnuty. Lid sbira trezalku na sv. Jana
Ze lidstvo jest tyrano mnohymi nemocemi, a e proto zlore- Kititele a mysli, Ze mé moc zahdnéti kouzla a ¢ary.*
&1, stvoril bylinu trezalku, a viozil do jejich listiiv i korene Ttezalka byla od praddvna povaZovana za kouzelnou
moc, aby vseliké nemoci hojiti mohla. Lid se uzdravoval bylinu, kterd nasla ¢asto uplatnéni v magii, jako ochrana
a prestal zloreciti; ddablovi to bylo divno, Ze lidé se stali pted boufi, bleskem i ohném az po zklidfiovani namésic-
Chem. Listy /79, 619-624 (2025) https://doi.org/10.54779/ch120250619
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Obr. 2. Matthioliho herbaf (str. 325) O Zwonelku CZerweném® a Linného kniha o tiezalce®

nych. Matthioli o ni piSe: ,,Nekteri pri sobé nosi bylinu
zwonecku cerveného, proti nocnim Obluddam / a kaureni,
jeho w domich zahanéji zlé duchy — protoz ji Fuga Dae-
monum (,,zahané¢ démonut “‘) jmenuji.* Souvislost se zaha-
nénim démonti dost mozna spojili Samani a baby kofenai-
ky s antidepresivnimi u¢inky extraktu drogy. Pak uz byl
jen kricek k zobecnéni magické mocnosti. Bézné se
v minulosti pouzivala na Caje a tinktury pro 1écbu tizkosti,
deprese, nespavosti, zadrzovani vody, gastritidy a jako anthel-
mintikum. Je také ucinna pti 1é¢bé nocni inkontinence u déti,
externd se pouZivé na obklady, napf. na modfiny’.

V prubéhu let byly pro 1écbu hemoroidli a zanétl
pouzity piipravky na bazi rostlinného oleje z tiezalky.
Byla téz pouzivana k 1écbé vied, fezli, drobnych popale-
nin a odfenin (zejména téch, kde doslo k poskozeni nervi)
a k 1éGeni chorob dobytka®. Tiezalka byla pouZivana i jako
zdroj Zlutého barviva (ve vodném vyluhu) a naopak Cerve-
ného barviva®’ (v ethanolickém extraktu). Je zndmo i pou-
Ziti kvéth jako piisady pii vyrob& medoviny'.

V soucasné dob¢ jsou u drogy tfezalky klinicky pro-
kazany silné antidepresivni efekty a ma se za to, ze je pou-
zitelnd jako spolehliva a bezpeéna 1éCba uzkosti
(anxiolytikum) a deprese (antidepresivum)''. Uginek je
vysvétlovan inhibici dopamin-B-hydrolasy (DBH), ktera
transformuje dopamin na noradrenalin (norepinefrin), kte-
ry hraje klicovou roli v reakci téla na stres typu ,,bojovat i
utéci (,,fight-or-flight), jakoz i regulaci vzruseni, pozor-
nosti a kognitivni funkce.

Bohuzel stavajici klinicka data tykajici se jeji efekti-
vity pfi feSeni jinych psychiatrickych a neurodegenerativ-

240

nich poruch nejsou dostatetnd k formulovani pevného
a definitivniho zavéru'’. National Library of Medicine
ukazuje data z 31 riiznych klinickych test'”.

V TCM je tfezalka fazena mezi rostllny, které procis-
tuji horko, coz znamena, ze se pouziva k 1écbé stavii spo-
jenych s piehtatim organismu, zanéty a infekcemi'

Mezi dal$i dlouho znamé aktivity patii pouziti extrak-
tu drogy (k ptipravé nalevi a specialit se pouzivaji kve-
touci vrcholky rostliny) jako prostiedku protizanétlivého
a rany hojiciho'>'®, déle jako analgetikum, antiseptikum,
spasmolytikum, diuretikum, adstringens, cholagogum,
expektorans, pii 1é¢be Siroké skaly poruch, vcetné plicnich
problémil, problémi motového méchyie, prijmu’.

V nov¢jsi literatufe jsou popsany téz ucinky extraktu
antidiabetické'” a proti akutni pankreatitidé'®, ptipadng ve
smési s neemovym olejem'® k 1é&eni koznich viedi souvi-
sejicich s kalcin6zou v systémové sklerdze.

Stoji za zminku antibakteridlni aktivita pfi stfevnich
potizich®, najmé proti Staphylococcus aureus, Strepto-
coccus pyogens a Corynebacterium diphtheria, za niz je
udajné odpovédny hyperforin.

Hypericin a hyperforin jsou hlavni biologicky aktivni
komponenty ttezalky teckované (Hypericum perforatum).
Hyperforin ma obecné aktivitu antibakterialni, proapopto-
tickou, antiproliferativni a protizanétlivou. Kromé toho
data studii in vitro a in vivo ukazala, Ze hyperforin je slib-
na molekula s potencidlnimi aplikacemi v neurologii
a psychiatrii pro své antidepresivni vlastnosti. Hyperforin
zhorSuje absorpci neurotransmiterll a stimuluje neurotro-
ficky faktor odvozeny z mozku (BDNF)/TRKB neurotro-
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fické signaliza¢ni drahy, dospélou hipokampalni neuroge-
nezi a mozkové homeostazy zinku. Ve skutecnosti je hy-
perforin biomolekula s komplexnim neurofarmakologic-
kym profilem, z nichZ jeden pfedstavuje schopnost hyper-
forinu ovliviiovat homeostazi kationtl, jako jsou Ca*',
Na', Zn*" a H'. Patofyziologicka relevance téchto aktivit
je v soudasné dob& neznama®'.

Strukturné velice blizky adhyperforin ma velmi po-
dobny farmakologicky profil jako hyperforin a plsobi jako
aktivator iontového kanalu TRPC6, ¢imz inhibuje zpétné
vychytavani riznych neurotransmiterti, véetné serotoninu,
norepinefrinu, dopaminu, GABA a glutamatu. Adhyperfo-
rin se nachazi v tfezalce teckované v koncentraci pfiblizné
rovné deseting obsahu hyperforinu®.

hyperforin

adhyperforin

Hypericin je silny fotosensitizér. Ma ma byt zodpo-
védny za aktivitu antitumoralni — antikarcinogenni, anti-
proliferativni, proapoptotickou, anti-invazivni, antime-
tastatickou, antiangiogenni*?’ a antiviralni, dokonce proti
HIV?#, navic zesilenou uéinky svétla®, coz mize byt zpi-
sobeno vznikem singletového kysliku®. Hypericiny maji
fotosenzibilujici efekt, coz znamena, ze tkan, ve které jsou
obsazeny, reaguje na svétlo. Mohou byt tudiz vyuzity
v protinadorové fotodynamické terapii (PDT) a diagnosti-
ce (PDD)*'*2. Hypericin méa ve vod& absorpéni maxima
u 598, 560, 324 a 285 nm a fluorescen¢ni emisni maxima
pti 598 a 649 nm (cit.*?).

Hypericin siln€ inhibuje monoamin oxidasy MAO-A
a -B, které se podileji na degradaci aminovych neuro-
transmitert, jako serotonin, norepinefrin a dopamin. Hy-
periciny pispivaji téZ i k antidepresivnimu uéinku®*.

Droga je obecné standardizovana na hypericin a hy-
perforin. V surové nati kolis4 obsah hypericinti v zavislos-

OH O OH

hypericin

pseudohypericin
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ti na vyvojovém stadiu rostliny v rozmezi od 0,03 do
0,3 %, kdezto hyperforinu byva 3 % az 5 %.

U tfezalkové drogy je dale zajimava aktivita antifun-
galni, kterd mé byt zplsobena flavonoidy jako kvercitrin,
hyperosid, avikularin, rutin, kvercetin, kamferol®.

zalky teCkované (je to jedina tfezalka, povazovana za lécCi-
vou bylinu a jedin€ tu mame v tomto ¢lanku na mysli),
bylo zjiSténo vice nez 150 rliznych sloucenin, z nichz fada
mé prokazatelny biologicky ucinek. Z medicinského hle-
diska nejvyznamngj$i obsahové latky nalezeji mezi nafto-
diantrony (hypericin, pseudohypericin), floroglucinoly
(hyperforin, adhyperforin) a flavonoidy (obvykle v droze
7 az 12 %). Dale jsou obsazeny xanthony (od 1 %), tfislo-
viny (od 3 %), procyanidiny, fenolické slouceniny
(kyseliny kavova, chlorogenova a p-kumarova), derivaty

kvercitrin
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antrachinonu, esencialni oleje aj. V mensim rozsahu pak
kyseliny nikotinova, myristova, palmitova a stearova, ka-
rotenoidy (Zlutd az Cervena barviva), cholin, pektin, uhlo-
vodiky a vyssi alkoholy. Izolovana byla i fada aminoky-
selin i y-aminoméselna kyselina (GABA)" a fytosteroly
(sitosterol).

Ttezalka teckovana ma dlouhou historii pouziti jako
1é&ivé rostlina®®. B&hem poslednich 20 let se stala hlavni
alternativni 1é¢bou deprese®® a také slibnym kandidatem
terapie rakoviny, zanétu, bakteridlni a virové infekce
a dalSich poruch. Farmakologické studie ukazuji, Ze ex-
trakty tfezalky maji neuroaktivni vlastnosti. Chemical Abs-
tracts (SciFinder) eviduji pfes 12 300 ¢lank o tfezalce.

Cetné studie provedené v Némecku v 90. letech na-
znacuji, ze jednotlivei vykazujici mirnou az stfedni depre-
si, mohou byt 1é¢eni touto drogou, podobné jako syntetic-
kymi antidepresivy. Droga Casto vykazuje lepsi ucinek nez
synteticky 1€k, a to u vSech forem deprese.

Lze ocekavat, ze se droga stane U¢innym pomocni-
kem pfi 1é€bé€ 1 jinych poruch, zejména nékterych onemoc-
néni kize, zanétu a urCitych forem rakoviny. Prokazala
antibakterialni a antivirovou aktivitu, ackoli jeji vyhlidka
stat se prosttedkem proti HIV je zatim sporna. Nedavno
byly prokézany i antioxida¢ni a neuroprotektivni vlastnos-
ti. Vétsina klinickych studii ukazuje, Ze droga je relativné
bezpecna, zejména pii typickych davkach.

Ttezalka, podobné jako urcité Iéky (napf. fenobarbital
aj.), zvySuje aktivitu nékterych enzymu, konkrétné cyto-
chromu P450 3A4 a P-glykoproteinu, které v organismu
odbouravaji 1é¢iva, naptiklad 1éky ze skupiny inhibitort
proteinové kinasy*’. Uzivani tfezalky proto miize vést
k rychlej$imu metabolismu, a tedy k niz8i G¢innosti inhibi-
torti kinas.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, mlze mit droga a jeji ex-
trakty neblahé interakce s jinymi 1éky, zejména 1éky, které
ovliviiyji funkci enzymi jater a stfev. Jednotlivci, ktefi
uzivaji ttezalku spolu s dalsimi medikamenty, by si proto
méli byt védomi takovych potencidlnich interakei s droga-
mi a méli by jeji vyuziti svym poskytovatelim zdravotni
péce hlasit. Droga a vyrobky z ni by nemély byt pouziva-
ny béhem tchotenstvi a kojeni. Ttezalka mize, jak bylo
fe¢eno, negativné ovliviiovat Gginnost ndkterych léka*"*,
véetn¢ antidepresiv a antikoncepce. Mezi 1éCiva, ktera
ttezalkou ztraci Gc¢inek, patii naptiklad vétsina makrolido-
vych antibiotik (erytromycin, klaritromycin), azolova anti-
mykotika (itrakonazol, ketokonazol), specifické blokatory
kalciovych kanald (napf. nifedipin), dale latky zlepsujici
pomér ,,Spatného* lipoproteinu s nizkou hustotou (Low
Density Lipoprotein) LDL a ,hodného“ lipoproteinu
s vysokou hustotou (High Density Lipoprotein) HDL,
kterym 1ékafi fikaji naprosto mylné¢ hodny a Spatny
»cholesterol”, (napf. simvastatin), antivirotika (napf. in-
dinavir, nelfinavir, ritonavir, sachinavir, efavirenz, ne-
virapin), antiepileptika (karbamazepin, fenobarbital, feny-
toin, zde snizeni jejich hladiny mtize vést k propuknuti
zachvatd), mj. 1 Iéky wuzivané po transplantacich
(cyklosporin, kde snizeni jejich hladin muze vést az
k odmitnuti transplantované tkang), latky, pouzivané
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k 1écbé dychacich obtizi, zejména u astmatu a chronické
obstrukéni plicni nemoci (CHOPN) (theofylin), antikoagu-
lanty (warfarin), kardiotonika (napf. digoxin)'’a chemote-
rapeutika pouzivana pii 16¢bé rakoviny (irinotecan aj.)*.

Stejné jako u jakéhokoli bylinného 1éku se doporucu-
je kazdému jednotlivci, ktery ji pouziva, potazmo dlouho-
dobg, poradit se s Iékatem™.

Ttezalka teckovana je toxicka pro ¢etna domaci zvi-
fata, jako jsou kravy, ovce a koné. Kdyz tato zvifata pfi-
chazeji do kontaktu s rostlinou, obvykle pii pastvé, vyvi-
nou se u nich vazné pfiznaky. Prvnimi pfiznaky je zcerve-
nani k@ze doprovazené otokem, za kterym nasleduje ne-
kréza. Bila kiize, kterd neni pigmentovand, jako je nos
a usi urcitych plemen ovci, je otravou nejvice postizena.
Mlada zvirata jsou nachylnéjsi k otravé. Rostlina je nejvi-
ce toxicka na jafe (kdy je zrovna pastva pro bylozravce
nejvice zadand), ale zachovava si toxické ucinky i pii su-
Seni sena. Navic postizena zvifata se stanou vysoce foto-
citlivd a vystaveni slunecnimu svétlu mize zhorsit jejich
pfiznaky. Zvifata s pfiznaky by méla byt presunuta do
temné oblasti, pfipadné¢ jim podavanim antihistaminik

mo, ze mléko zvifat pasoucich se na tfezalce muze mit
na&ervenalou barvu vlivem &erveného hypericinu®.

U lidi je popsany problém fototoxicity méné vazny,
i kdyz citlivé a malo pigmentované a nezahalené osoby
mohou mit na slunci, ¢i pfi ozafovani, napf.
v kosmetickych opalovacich salonech, kozni problémy.
Pripravky z tfezalky by se tudiz nemély pouzivat pred
slunénim*® a pii pouzivani jinych fotosenzitizatort
(piroxikam, tetracyklin aj.). BéZnymi dalSimi vedlejSimi
ucinky jejich ,,nadmérného* uzivani jsou bolesti hlavy,
nevolnost, tnava, sucho v ustech, ospalost a gastrointesti-
nalni problémy. Fotocitlivost miize na kizi zvysit i lokalni
kontakt s mizou tfezalky'®.

Soucasna produkce drogy je, vCetné tablet, kapsli,
¢ajl a tinktur, podle amerického Narodniho tstavu zdravi
(NIH) v Evropé v hodnoté 6 miliard USD, kdezto v USA
pak pouze ve stovkach milionti dolart, protoze synteticka
antidepresiva jsou zde popularngjsi®.

Prindsime tento clanek jako dalsi ptispévek do série
ucebnich textl popisujicich rizné zajimavé aspekty che-
mie piirodnich latek?”* i proto, Ze chceme takto reagovat
na mnozstvi smyslenek, polopravd a nesmysli, které jsou
kolem ptirodnich sloucenin dnes Sifeny. Je nabiledni, Ze
zkoumani pfirodnich latek, jakoZto latek z obnovitelnych
zdroju je jednou z cest, jak lacinym a efektivnim zpiiso-
bem prispét ku vSeobecnému ,udrzitelnému® prospé-
chu™®!.
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M. Jurasek and P. Drasar (Institute of Chemistry of
Natural Substances, University of Chemistry and
Technology, Prague, Czech Republic): How St. John's
Wort Drives Away Night Monsters and Evil Spirits,
and Benefits and Harms Humans

The article describes the medicinal plant St. John's
wort, the history of its use, its constituents and their
biological activity. It also warns about possible
contraindications and negative effects on the effectiveness
of some drugs.

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

Keywords: St. John's wort, Hypericum, hyperforin,
hypericin, biological activity, positive and negative effects
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Clanek prinasi zakladni informace o biologicky aktivnich latkach z hofcl v tradicni i soudobé léCitelské praxi
a o uplatnéni hotfcli ve vychodni medicing, ptinasi téz informace o intenzité hotkosti nékterych obsahovych sloucenin.

Klicova slova: hotec, hotecek, gentiana, gentianella, TCM, ayurveda

Gentiana Linn. je nejveétsi rod v Celedi hofcovitych
a zahrnuje vice nez 360 druhd, véetné v Cechach a na Slo-
vensku ,,vyhubeného“ (cit.") a posléze ,neptvodniho®
hotce zlutého (Gentiana lutea L., t¢z hotec velky, gelber
Enzian), ktery je vyznamnym zéastupcem hotfcii mezi 1é¢i-
vymi bylinami, stejné jako nékteré asijské druhy. Jeho
kofen je vyuzivan ve farmacii (oficialni droga je uvedena
v Evropském lékopisu Ph. Eur. 11. (cit.?) pod ndzvem
Radix gentianae, uvedena je tam i Gentianae tinktura, ba
i v 1ékopisu Ceském 1997 (cit.®). Tradiéng je pouzivan
v bylinném 1éCitelstvi pfi zazivacich poruchach. Tlumi
dyspeptické projevy pfi poruchach funkce zlucniku, jater
a slinivky. Podporuje krvetvorbu, funkce centralni nervové
soustavy a da se vyuzit jako celkové tonikum pfi rekonva-
lescenci po tézkych chorobach. Zevné muze byt droga
pouzita na nehojici se a zdufelé rany. Dokonce byla indi-
kovéna kravam na zlep$eni kvality mléka®*.

Gotiana  buka Gramde Gunkine

Obr. 1. Hotec Zluty’, hoi‘etek®, hofec (modry)9
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Jak pravi Viemir Berchtold®: ,,Gméno, ceské nosj pro
horkost swau; latinské ale ma na pamatku Gentiana krale
illirského cili slowanského* (Spravné Gentios (fecky:
I'évBiog, albansky: Genti) byl ilyrsky kral z kmene Labea-
th. V14adl v letech 181-168 pf. n. l. a udajné objevil blaho-
darné uginky hotce®).

Nejstar§im autorim znamym univerzitnim dokumen-
tem, popisujicim hotec, je doktorska disertacni prace We-
bera Johanna Andrease z roku 1720 z University v Jené,
ktera se nicméné opira o vSechny klasiky, jako byli Dios-
corides, Plinius, Galenus, Matthioli a dalsi. Tato prace se
jiz ve své dobé zabyvala mj. faktem, Ze tehdy znama lite-
ratura nebyla v urovani rostlin pfili§ pfesna a obsahovala
mnoho ruznych ndzvl pro jednu rostlinu, a naopak jeden
nazev pro rostliny rizné. Nékteti taxonomové v minulosti
totiz spojovali i rody Gentianella (hotecek) a Gentiana

(GEXTIANA

(GENTIANA_ ACAULIS)

https://doi.org/10.54779/ch120250672
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Obr. 2. Frontispice Weberovy disertace

(hotec), v soucasné taxonomii jsou vSak fazeny do odlis-
nych podkment a nejsou bezprostiedné piibuzné'’.

Turista se zajist¢ pamatuje na horské chaty na Slo-
vensku, kde se téméf vSude u nalevniho pultu setkal
s pétilitrovou sklenici od okurek plnou kofenti hotfce zali-
tych borovitkou'' & jinou kotalkou. Tento elixir, nazjva-
ny ,.korenovica“ osvézil, a jak je psano vyse i olécil turistu
na téle i na dusi. Kofen se pouzival k vyrob¢ lihovin i po
fermentaci'?, nejen po maceraci'’. Kofen hoice je &astou
soucasti hotkych alkoholickych specialit, jako vermuty,
aperitivy, likéry (Jagermeister), amary (Fernet-Branca), ¢i
,bitters* (Angostura bitters)'®. Jak pise Presl'’: ,.Délaji z
ného napoj lithowy i ohorcuji jim koralky a rosolky. Téz jej
dawaji do piwa na misto chmele.” Pted Casem jsme do-
konce v tomto Casopise pfinesli originalni pfedpis na vyro-
bu Becherovky podle Jana Bechera z roku 1866, kde je
koten hoice jednou z hlavnich surovin'.

V dnesnim Slovensku se prodava borovi¢ka a vodka
(a fada dalsich specialit) s pfichuti hofkého extraktu kofe-

veivr
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Obr. 3. Horec borovi¢ka a Horec vodka (Prelika, a.s. Presov)

obsazeny muze byt pouzit pti 1écbé alkoholické hepatoste-
atozy (ztuénéni jater)'”'*.

Hlavnimi slozkami 1ékopisné® suroviny (Radix gen-
tianae; usuSené ulomky kofeni a oddenkti hofce) jsou
hotké* sekoiridoidy gentiopikrosid (gentiopikrin; 2—8 %,
nékdy az témét 10 %), swerosid (0,05-0,08 %)), amaro-
gentin (0,01-0,08 %), swertiamarin (swertiamarosid,
swertimarin) a piibuné amaropanin a amaroswerin, deglu-
kosyltriflorosid a desacetylcentapikrin.

Ziejme vudci slouceniny ve vyvolani pocitu horkosti
jsou amarogentin'® (hotkost 58 000 000, cit.*’) a ama-
roswerin (horkost 58 000 000, cit.?"); k hotkosti dale pii-
spivaji amaropanin (hotkost 20 000 000, cit.?"), desacetyl-
centapikrin (hotkost ca. 4 000 000, cit.*?), sekoiridoidy genti-
opikrin  (hoikost 12000, cit®) a swerosid (horkost
ca. 12 000, cit?®). Nejvice zastoupena horkd komponenta,
gentiopikrosid (hotkost 11 600), ma realnou moznost prispét
k 1é¢b€ rtiznych onemocnéni, véetné poruch zazivaciho trak-
tu, malignich zmén, neurologickych poruch, mikrobialnich
infekei, poruch tvorby kosti, zanstlivych stavii a dalsich®.

X
N WO, O SNgh , O “Non
O S OHOLJ\OH ’O\OH
(6] OH OH
gentiopikrosid swertiamarin swerosid

* Hotkost se obvykle urcuje porovnanim hotkosti latky se znamym standardem, ¢asto chinin-hydrochloridem (hotkost 200
000) a je vyjadiena jako reciproéni fedéni, které stale vytvari detekovatelnou hoikou chut (EDQM. European Pharma-
copoeia, 10th ed.; EDQM: Strasbourg, France, 2019). Hodnota hotkosti 1000 znamena, ze 1 g latky nebo extrakt 1 g 1é¢iva
v 1000 ml vody chutna jesté hotce. Hofkost v tomto smyslu neni identicka s hodnotami IBU ¢i EBU u piva (Verhoef B.:
Velka encyklopedie piva, Rebo, Cestlice 2003).
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deglukosyltriflorosid

Mezi dalsi slozky patii xanthony (az 0,1 %), jako je
gentisin (gentianova kyselina, gentianin), isogentisin, me-
thylgentisin (série zejména lékai'skych a farmaceutickych
zdrojli popisuji tuto latku nazvem, ale nefikaji, kterd
z obou hydroxyskupin gentisinu je methylovana, SciFin-
der takovy trividlni ndzev neregistruje, jedina dohledatelna
citace® latky ani struktury gentiseinu a 1-hydroxy-3,7-di-
methoxyxanthonu neuvadi.)

o OH O OH
/O HO
o OH o o~

isogentisin gentisin
O OH O OH
o OH 0 o~
gentisein 1-hydroxy-3,7-dimethoxyxanthon

Dalsi vétsi skupinou jsou iridoidy, kyselina loganova
(loganinova) a sekologanosid.

Piitomny jsou také flavonoidy jako luteolin
(cyanidenon, digitoflavon, flacitran, luteolol, Weld lake,
Yama Kariyasu), apigenin, isovitexin (homovitexin, api-
genin-6-C-B-p-glukosid, avrosid, isoavrosid, saponaretin),
fytosteroly a esencialni olej (0,1-0,2 %).

Susené koteny obsahuji 30-55 % sacharidd, jako jsou
monosacharidy (p-glukosa a D-fruktosa), disacharidy
(sacharosa a gentiobiosa), trisacharidy (gentianosa 2,5-8,0 %)
a polysacharidy (pektiny).

amaropanin
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S0 o OH
ROSH!
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gentiakaulein
| (0] OH OH
HO
o) . ~OH OH
l O _~_OH
Aty
© “OH
gentiosid

Koften hotce 1ékopisné kvality musi mit hodnotu hot-
kosti nejméné 10 000 a musi také obsahovat nejméné
33% ve vodé¢ rozpustného extraktu (Evropsky lékopis
2010).

Klasicka ayurveda pouziva oddenek himalajské Gen-
tiana kurroo Royle'” (indicky ¢&i himalajsky hotec,
trayamana, ATHIU), ktery obsahuje zejména gentisin,
swertiamarin, gentiopikrosid (hlavni komponenta), amaro-
gentin, swerosid, latky, obsazené v naSem Radix gen-

tianae. Jako latky specifické pro trayamanu (které se nalé-
zaji 1 v jinych drogach) mizeme jmenovat gentiakaulein

OH
HO\(:j/OH
HONNo7 "0 o oH
I O I OH
OH
norswertianolin
:/OH
(0] OH O OH
HO -
>
OH
HO (0] OH
magniferin
HO \
HO
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(gentiakaulen), gentiosid, norswertianolin (demethyl-
bellidifolin-8-O-glukosid), mangiferin®’.

Ayurveda pouziva trayamanu jako princip chladivy
($tta) a sladky (madhura), tlumici gulmu (fale$né biiSni
bulky zpisobené nadymanim, lépe feCeno nerovnovahou
tfi dosi (vata, pitta a kapha)), horecky, poskozenou kaphu
(ta ovlivituje zejména télesné tekutiny, kosterni a svalovou
strukturu) a krevni poruchy. LéCi zavrate, zizen, tuberku-
16zu, vy&erpéni, otravy a zvraceni®.

Tradiéni ¢inskd medicina® pouziva oddenek hoice
(Gentianae macrophyllae radix, GMR, qin jiao, Z&7,) jako
tradi¢ni ¢inskou drogu stfedni tfidy s G€inky rozptylovani
vlhkosti zplsobené vétrem, odstraiiovani vlhkého tepla,
snizovéani nedostatku tepla a levy od bolesti. Byla pouzita
k 1écbe bolesti kloubt, mrtvice, détské horecky a Zlouten-
ky zptisobené vihkym teplem atd. Vydani Cinského 1éko-
pisu z roku 2020 uvadi*’, 7 GMR je sueny kofen Gentia-
na macrophylla Pall. (se synonymy Gentiana straminea
Maxim., Gentiana crassi-caulis Duthie ex Burk. nebo
Gentiana dahurica Fisch). Liu a spol.”? uvadgji 191 che-
mickych sloucenin v GMR, z nichz hlavni byly uvedeny
vySe (gentiopikrosid je opét uvadén jako hlavni obsahova
latka). Vidime zde mj. 12 iridoidd, 50 sekoiridoidd, 8 po-
lymernich iridioidd, 5 triterpenoidii oleananového a ursa-
nového typu, 12 flavonoidi, 7 steroidl, 5 alkaloidd, pre-
vazné obsahujicich pyridinové jadro, lignany, seskviterpe-
ny a fenylpropanoidy.

Moderni farmakologické studie ukézaly, Ze farmako-
logicka aktivita GMR se projevuje piedevsim protizanétli-
vymi ucinky. Ma také dalsi aktivity, jako protinadorovou,
hepatoprotektivni, imunoregula¢ni a kardiostimulacni.

Krasna modra barva okvétnich listki vétSiny hotct je
zalozena na charakteristické spektralni absorpci stabilniho
anthocyaninu, gentiodelfinu®', s libeznym systematickym
nazvem 5-6-O-(2E)-3-(3,4-dihydroxyfenyl)-1-0x0-2-
-propen-1-yl-B-b-glukopyranosyloxy-2-3-6-O-(2E)-3-(3,4-
-dihydroxyfenyl)-1-oxo-2-propen- 1-yl-B-p-glukopyrano-
syloxy-4,5-dihydroxyfenyl-3-(B-p-glukopyranosyloxy)-7-
hydroxy-1-benzopyrylium-chlorid, ktery byl izolovan
ze zminénych okvétnich listki ve vytézku 0,01 % (cit.>?).

Za zlutou az oranzovou barvu G. lutea jsou zodpo-
védné karotenoidy™, najmé pak B-karoten, za oranZovy
ton G. lutea L. var. aurantiaca pak anthocyaniny, jako
pelargonidin-3-O-glukosid, pelargonidin-3,5-O-diglukosid

gentiodelfin
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OH OH

pelargonidin-3-O-glukosid

D 2 2 S VS e VS e N

B-karoten

(pelargonin) a pelargonidin-3-O-rutinosid®, samoziejmé
ve formé soli.

Hofce a jejich ,,ptibuzni® pfedstavuji nejen nadheru

ptirody, ale i 1é¢ivou silu, kterou ptiroda moudie vlozila
do carokrasnych bylin tak, aby z nich moudii lidé méli
uzitek a radost.

Cléanek je soucasti série piispévki popisujicich riizné

chemické aspekty problematiky piirodnich latek, jako

napt. ¢lanky> %,

8
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M. Jurasek and P. Drasar (Department of
Chemistry of Natural Substances, University of Chemical
Technology, Prague, Czech Republic): On Bitter Gentian
and Bitter Gentianella

The article provides basic information about
biologically active substances from gentians in traditional
and contemporary healing practice and about the use of
gentian in Eastern medicine, and also provides
information about the intensity of bitterness of some of the
compounds contained.

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

Keywords: gentian, dwarf gentian, gentiana, gentianella,
TCM, ayurveda
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