Chem. Listy 102, 631-635 (2008)

4L-01
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Faculty of Medicine, Hebrew University, Jerusalem, Israel
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The mammalian body has a highly developed immune
system, whose main role is to guard against protein attack and
reduce the damage caused. It is unconceivable that through
evolution an analogous biological protective system has not
been developed against non-protein attacks. Are there mecha-
nisms through which our body lowers the damage caused by
various types of trauma and neuronal impairment? Assuming
that the answer is positive, we undertook an investigation of
the neuroprotective role of the endocannabinoid system. It
was found that 2-AG levels in mice brain are enhanced on
trauma, which is a biochemical, neuroprotective response by
the brain, as 2-AG on administration after trauma reduces the
trauma damage, inhibits NFxB release and pro-inflammatory
cytokine formation. The blood brain barrier damage incurred
after trauma is lowered by 2-AG. CB1 cannabinoid receptor
knock-out mice are not protected by 2-AG, indicating that
2-AG acts through this receptor. Thus the endocannabinoid
system is indeed a apparently a general neuroprotective path-
way in mammalian species'”.

The endocannabinoid system is also involved in a large
number of additional processes both in the central nervous
system and the periphery. I shall give examples from normal
processes, such as sleep, suckling, bone formation, vasodila-
tion and conditioning, as well as its action in pathological
conditions — inflammation, diabetes and heart ischemia’.
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PRIRODNI LATKY VE VYROBNIM PROGRAMU
TEVY OPAVA

LADISLAV CVAK
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Galena Opava byla tradi¢nim vyrobcem 1é¢iv zaloZzenych
na latkach izolovaych z ptirodniho materidlu a toto své zame¢-
feni firma neztratila ani po tom, co se stala v roce 1994 sou-
casti firmy IVAX a nedavno, vroce 2006, soucasti firmy
TEVA. Ostatné uz slovo feva, znamenajici v hebrejsting pfiro-
du, k pfirodnim latkam smétuje.
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Galena v minulosti vyrabéla celou fadu extraktti Ié¢ivych
rostlin, ale svétové zndmou se stala vyrobou aktivnich sub-
stanci, zejména pak namelovych alkaloidd. V soucasné dobé
jsme nejvetsi svétovy vyrobce namelovych alkaloidt a to jak
pfirodnich, tak semisyntetickych. Vedle namelovych alkaloi-
da vyrabime cyclosporin, kyselinu mykofenolovou, paclitaxel
a pfipravujeme vyrobu tacrolimu. A o vsech téchto piirodnich
latkéach, jejich chemii, technologii jejich vyroby a také trochu
o0 jejich uplatnéni na trhu bude moje prednéska.

4L-03
SOUCASNA ROLE A BUDOUCNOST ALKALOIDU
V MEDICINE

EVA TABORSKA

Biochemicky ustav Lékarské fakulty MU, Kamenice 5, 625 00
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Pies neustaly rozvoj syntetické chemie jsou piirodni
latky vyznamnym zdrojem bioaktivnich molekul pro farma-
ceuticky primysl. Podle soucasnych tidaju tvofi Cisté ptirodni
latky kolem 6 % ¢kt v moderni terapii, pfictou-li se vSak
Iéky, které jsou bud’ syntetizovany na zakladé ptirodniho
modelu nebo ziskany semisyntézou z pfirodniho zdroje, podil
se zvysi na 40 %. Napf. mezi latkami nové zavedenymi
v letech 1981-2002 v oblasti protinadorové terapie patii 60 %
mezi latky pochazejici z ptirodnich zdrojt, v oblasti antimik-
robialni terapie je to az 75 % (cit."?). Mezi p¥irodnimi latkami
hraji vyznamnou roli rostlinné alkaloidy, které mezi jiz po-
znanymi latkami s farmakologickou nebo biologickou ucin-
nosti tvofi témat 50 % (cit.).

K alkaloidim se vedle tradi¢né terapeuticky uzivanych
latek jako morfin, papaverin, kodein, chinin, atropin ad., fadi
také v nedavné dobé zavedené protinadorové 1éky vinblastin,
vinkristin, kamptotecin, paclitaxel, etoposid a nékolik dalsich
1€kt odvozenych z jejich struktur. V poslednich péti letech
byl zaveden do terapeutické praxe alkaloid galanthamin, se-
lektivni inhibitor acetylcholinesterasy, ktery se pouziva pii
terapii Alzheimerovy choroby. Dalsi alkaloid huperzin A,
ktery je rovnéz inhibitorem acetylcholinesterasy, je ve fazi II
klinického zkouSeni. Ibogain, alkaloid rostlinného pivodu,
v souCasné dobé neni dosud oficialné uzivanym lékem, je
vSak povazovan za perspektivni latku vyuzitelnou v 1é¢bé
drogovych zavislosti. Lék s nazvem tiotropium je strukturni
modifikaci alkaloidu atropinu a byl zaveden nedévno do kli-
nické praxe pti 1é€bé chronické obstrukéni plicni nemoci. Ve
fazi III klinického zkousSeni jsou dalsi latky, jejichz struktura
byla odvozena od alkaloidli jiz uzivanych v klinické praxi
morfin-6-glukuronid, vinflunin, exatecan a cephalotoxinovy
alkaloid homoharingtonin. Do klinické praxe je od roku 2004
Za\ﬁden apomorfin hydrochlorid, ktery je derivatem morfi-
nu™.

Alkaloidy neslouzi pouze jako léky nebo templaty pro
jejich syntézu, avSak v mnoha piipadech vedou k odhaleni
a lepSimu porozuméni biochemickych pochodl pii nemoci.
Prikladem je pouziti alkaloidu makarpinu jako fluorescen¢ni
sondy pfi pritokové cytometrii, které ve spolupraci s nasim
pracovi§tém neddvno popsala Slaninova®. Je potencialng vyu-
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zitelné diagnosticky napf. pfi multiparametrické analyze peri-
ferni krve nebo kostni diené, kdy na zakladé¢ znaceni bunck
makarpinem lze odlisit jaderné bunky od bezjadernych. Tuto
vlastnost lze vyuzit pro rozliSeni erytrocytl, retikulocytl
a leukocytil ato bez detekce exprese povrchovych znakid ve
vzorku nesrazlivé krve. Sir§i moznost tohoto vyuziti je viak
zatim limitovana malou dostupnosti alkaloidu.

Vroce 1950 bylo znamo 1000 pfirodnich alkaloidd,
v roce 1973 jiz 3300 a v roce 2000 bylo dle databaze Napra-
Biologické ucinky vsak byly testovany pouze u nepatrného
poctu z nich — 2291 bylo testovano jednoduchymi testy, 167
bylo testovano ve vice nez 20 bioesejich. Z testovanych alka-
loidii 30 % vykazalo farmakologickou Gé&innost’. Dalsi vy-
zkum alkaloidd je tedy potencidlem pro ziskani novych far-
makologicky vyznamnych struktur. Alkaloidy se asto nacha-
zi v rostlinach jako minoritni slozky, k jejich strukturni cha-
rakterizaci pomoci modernich analytickych metod sta¢i dese-
tiny miligramu. Pro kompletni testovani biologickych G¢inkt
jsou vsak potiebna znacna mnozstvi latek. Tradi¢ni izolaéni
postupy jsou zdlouhavé a vzhledem k nejistym vysledkim
a malé publika¢ni hodnoté nepatii k atraktivni oblasti vyzku-
mu. Rovnéz biologické eseje jsou velmi nakladné. Dochazi
tedy ke zna¢nému zpozdéni mezi objevenim alkaloidu a kom-
plexnim popisem biologickych ucinkt. Typicky galantamin
a kamtotecin byly izolovany pied mnoha lety, rozpoznani
jejich biologickych ucinki a vyvoj do faze 1é¢iva byl dlouhy
proces. Presto je vSak ziejmé, ze alkaloidy jsou v soucasnosti
i do budoucna podstatnym materidlem pro farmaceuticky
primysl jako individudlni latky, jako zdroje pro semisyntetic-
ké derivaty i jako farmakofory v fadé¢ syntetickych 1é¢iv.
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FYTOESTROGENY: TYPY STRUKTUR A JEJICH
TAXONOMICKY VYSKYT
OLDRICH LAPCIK

Ustav chemie pFirodnich latek, Fakulta potravindrské
a biochemické technologie, Vysoka skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6
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O moznosti vyskytu estrogenné aktivnich latek
v rostlinach uvazovali poprvé v roce 1946 austral$ti veterinati
v souvislosti s tzv. jetelovou nemoci, komplexem poruch
plodnosti postihujicich ovce pasené na jeteli podzemnim

632

Sekce 4 — prednasky

(Trifolium subterraneum). V nasledujicich letech bylo identi-
fikovano né€kolik takovych latek a jejich ptitomnost byla po-
tvrzena v desitkach rostlinnych druhd. Termin fytoestrogen
(phyto-oestrogen), pivodné pracovni oznaceni hypotetické
aktivni substance, se ujal a udrzel do soucasnosti.

Problematika fytoestrogenti byla zpocatku studovana
veterinarni medicinou, zejména v souvislosti s poruchami
fertility u domacich zvifat a jejich ekonomickymi dopady.
Humanni medicina se fytoestrogeny soustavné zabyva od
osmdesatych let dvacatého stoleti a spojuje s nimi naopak
pievazné kladna ocekavani. Ta byla vyvolana vysledky studii
ukazujicich nizsi vyskyt n€kterych chorob, jejichz etiologie
souvisi s estrogeny, v populacich konzumujicich relativné
vysokd mnozstvi isoflavond. Epidemiologickd data byla
v pribéhu let doplnéna fadou laboratornich i klinickych stu-
dii, které¢ ovSem ne vzdy dochazeji ke zcela souhlasnym zave-
ram.

Fytoestrogeny jsou riznoroda skupina latek jak z pohle-
du struktury, tak z hlediska taxonomického vyskytu. Spolec-
nymi charakteristikami jsou pfitomnost benzenového jadra
(vétsinou dvou), relativni tuhost a plochost molekuly, dvé
nebo tfi hydroxylové skupiny, jejichz vzdélenost je blizka
vzdalenosti mezi C3 a C17 hydroxyly v 17-B-estradiolu.
U slabych fytoestrogeni miize byt misto jednoho hydroxylu
pfitomna jina skupina s parcidlnim nabojem. Prakticky vy-
znam vcéetné komeréniho maji zejména isoflavony, které se
hojné nachazeji v bobovitych rostlinach (Celed Fabaceae).
Dale jsou to prenylované flavanony z chmele (Humulus lupu-
lus, ¢eled” Cannabaceae), nékteré lignany a stilbeny. Dosud
nebyla uspokojivé identifikovana aktivni substance severoa-
merické 1é¢ivky Cimicifuga racemosa (syn. Actaea racemosa,
Celed’ Ranunculaceae), ktera se dockala zvysené pozornosti v
prvni dekad¢ jedenadvacatého stoleti.

Estrogenni aktivita zalozena na rtiznych typech fenolic-
kych latek byla pozorovana u fady dalSich taxont. Jako pfi-
klady lze uvést ethoxymethylfenol z pomeran¢ovky Maclura
pomifera (Moraceae), estery kyseliny 4-hydroxybenzoové
s terpenoidnimi alkoholy zrostlin rodu Ferula (Umbel-
liferrae), antrachinony z ktidlatky kopinaté (Polygonum
cuspidatum, Polygonaceae), alkaloidy rostlin rodu Tabernae-
montana (Apocynaceae) ¢i ellagitaniny z granatového jablka
(Punica granatum, Punicaceae).

Tato prace vznikla za podpory grantii MSM 6046137305
a GA CR 303/08/0958.
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Silymarin (SM) je extrakt ze semen ostropestice marian-
ského (Silybum marianum (L.) Gaertn.). Jeho polyfenolova
frakce obsahuje flavonolignany silybin A, silybin B, isosily-
bin A, isosilybin B, dehydrosilybin, silydianin, silychristin,
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isosilychristin a flavonoid taxifolin. Vedle téchto latek je
v SM stale chemicky neidentifikovana polymerni frakce. Sily-
marin je v humannim lékatstvi znam jako rostlinné hepatopro-
tektivum, ma vyrazny antioxidaéni a protizanétlivy uginek'.
Z flavonolignant  SM je silybin pouzivan jako 1é¢ivo
u intoxikaci muchomiirkou zelenou.

V soucasné dob¢ narlistd pocet a snizuje se vék nemoc-
nych rakovinou kiize. Jednim z vysvétleni tohoto nezadouciho
vyvoje je zvySend expozice na slunci. Ultrafialova slozka
sluneéniho zateni zpusobuje v kiizi oxidaéni stres, poskozeni
makromolekul, indukuje zanétlivé procesy, imunosupresi,
predcasné starnuti ¢i rakovinu ktze. Pouzivani kosmetickych
ptipravku, které obsahuji rizné latky schopné pohlcovat zate-
ni, odrazet paprsky, ¢i odstraiiovat vzniklé radikaly je zpiisob,
jak zmirnit nezaddouci vliv jeho ultrafialové slozky. Jednou
z moznosti ochrany jsou pfipravky, které obsahuji rostlinné
antioxidanty. U silymarinu byla popsana jeho schopnost chra-
nit kdzi proti nasledkim UVB zateni. My jsme studovali
ucinnost SM chranit kizi pfed UVA slozkou. K tomu ucelu
byl pouzit model lidskych keratinocytt. SM, silybin a dehyd-
rosilybin prokazaly, Zze snizuji toxicky efekt UVA, cehoz
miZze byt vyuzito v u¢inné ochrané ktize proti obéma slozkdm
UV zéfeni (UVA a UVB) (cit.>*). Tento nalez je nutné ovéfit
in vivo.

SM jako soucast kombinovaného dopliku stravy obsahu-
jiciho 100 mg silymarinu a 40 mg oleje ze semen Ribes ni-
grum v jedné tableté¢ (Dr. Theiss Silymarin forte) byl pouzit
v davee 420 mg SM/1,73 m*/den po dobu 6 m&sict v dvojite
slepé placebem kontrolované pilotni studii u déti trpicich
nespecifickymi stfevnimi zanéty (Crohnovou chorobou, ulce-
rosni kolitidou, indeterminovanou kolitidou). Déti s touto
chorobou maji kviili zanétlivym procesiim ve stfeveé snizenou
resorpci zivin a ubyvaji na télesné vaze. U pacienttl, ktefi maji
toto onemocnéni, byly stanoveny zvySené hladiny ukazateli
oxida¢niho stresu. Podavany dopln¢k stravy byl tolerovan
vSemi ucastniky po celou dobu studie. Po pilroéni aplikaci
ptipravku nebyl prokazan zadny nezadouci ucinek na celkovy
zdravotni stav pacientli a nemél vliv na parametry oxida¢niho
stresu. U skupiny, které byla podavana G¢inna latka, doslo ke
statisticky vyznamnému zvySeni antropometrickych paramet-
rd, télesné hmotnosti a BMI, v porovnani s kontrolni skupi-
nou.

Vroce 2008 byla publikovana antiandrogenni aktivita
isosilybinu B na linii lidskych nadorovych bungk prostaty®
a chemoprotektivni uginky dehydrosilybinu®. V lednu 2008
jsme zahajili dvojité slepou placebem kontrolovanou pilotni
studii u pacientl, ktefi podstoupili radikalni prostatektomii.
Ugastnikim studie je podavan k jejich standardni 16¢bé dopl-
nek stravy obsahujici 100 mg silymarinu, 25 pg selenomethi-
oninu a 10mg fytosteroli (Dr. Theiss Silymarin selen)
v davee 300 mg SM/den po dobu 6 mésicti. V priib¢hu studie
je sledovan zdravotni stav, parametry klinické biochemie
a hematologie, oxida¢ni kapacita a plasmaticka hladina speci-
fického antigenu prostaty (PSA). Vysledky studie jsou rovnéz
pfedmétem této prednasky.

Studium SM a jednotlivych flavonolignani zGstava i v 3.
tisicileti vyzvou pro hledani novych biologickych aktivit
a jejich aplikaci v prevenci nékterych chronickych onemocnéni.

Tato prace vznikla za podpory grantit MSM 6198959216
a GA CR 303/07/P314.
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Silymarin je smés nejméné 7 flavonolignani
a flavonoidu taxifolinu ziskana z extraktu semen ostropestice
marianského (Silybum marianum [L.] Gaertn, Asteraceae).
Silymarin ma chemopreventivni u¢inky a je aktivni slozkou
fady fytopiipravki a doplitki stravy'. Farmakologicky nejvice
studovanym  flavonolignanem  silymarinu je  silybin
(v silymarinu do 60 %), ktery je smési dvou stereoisomertl, A
a B vpoméru 1:1. V pfedkladané praci byly sledovany meta-
bolické piemény silybinu v podminkach in vitro a in vivo.

Publikovali jsme, ze silybin je O-demethylovan enzy-
mem [. faize metabolismu cizorodych latek, cytochromem
P450 2C8 (CYP2C8) v ptitomnosti mikrosomalni frakce lid-
ského jaterniho homogenatu i za ucasti rekombinantniho
CYP2CS8 (cit.?). Tento metabolit viak nebyl nalezen po inku-
baci silybinu s primarni kulturou lidskych hepatocytti ani
v moc¢i dobrovolnika.

V této studii bylo nalezeno, Ze nejvyznamnéjsi metaboli-
ty pfi biotransformaci silybinu jsou glukuronidy. HPLC ana-
lyzou sUV detekci bylo prokdzano, ze UDP-
glukuronosyltransferasy (UGT) ptitomné v mikrosomalni
frakei lidského jaterniho homogenatu metabolizovaly silybin
za vzniku 7-O-B-D-glukuronidii a 20-O-B-D-glukuronidd.
Stejné glukuronidy byly identifikovany také po inkubaci sily-
binu s priméarni kulturou lidskych hepatocyti a za ucasti re-
kombinantni UDP-glukuronosyltransferasy 1A1 (UGT1Al).
Dalsi experiment ukazal, ze UGT pfednostné reaguji s jednim
ze dvou diastereoizomerd silybinu.

Na rozdil od lidské plazmy®, kde byl nalezen predeviim
20-0-B-D-glukuronid, jsme ve vzorcich lidské moci identifi-
kovali 7-O-B-D-glukuronid silybinu. Nejvétsi mnozstvi 7-O-
B-D-glukuronidd bylo v moci nalezeno jiz do 4 hodin po pozi-
ti 2 tablet dopliiku stravy Silymarin forte (2 x 190 mg silyma-
rinu).

Znalost metabolickych pfemén silybinu vyznamné pii-
spiva k jeho pouziti jako chemoprotektiva snizujiciho riziko
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vzniku nékterych nadorovych onemocnéni.

Tato prdce vznikla za podpory anitfniho grantu Univerzity
Palackého 91110181 a grantu MSM 6198959216.
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ANTIRADIKALOVA AKTIVITA FLAVONOLIGNANU
SILYBINU A 2,3-DEHYDROSILYBINU - STUDIUM
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RADEK GAZAK, PETR SEDMERA a VLADIMIR
KREN

Mikrobiologicky vistav, AV CR, Videiiska 1083,
142 20 Praha 4
gazak@biomed.cas.cz

Flavonolignany silybin (1) a 2,3-dehydrosilybin (2),
izolované z ostropestfce marianského (Silybum marianum),
predstavuji biologicky aktivni ptirodni latky ptisobici na mno-
ha bun&nych trovnich!. Rada téchto efekti je spojena
s jejich antiradikalovou aktivitou, nicméné¢ molekularni me-
chanismus ani funkéni skupiny zodpovédné za tuto aktivitu
nejsou dosud pfili§ dobfe znamy.

Mechanismus antiradikalové aktivity téchto latek muze
byt odvozen ze struktur dimernich produktu, ziskanych pomo-
ci radikalovych reakci selektivné methylovanych derivata 1
a 2. Radikalova oxidace I methylovaného v poloze 7-OH a 2
methylovaného na 3-OH a 7-OH poskytuje C-C a C-O dime-
ry, jez umoziuji objasnit molekularni mechanismus antiradi-
kalové aktivity jejich kruhu E a ukazuji tak dilezitost polohy
20-OH.

Byla také potvrzena klicova tuloha polohy 3-OH
v antiradikdlové aktivité 2 pomoci tvorby dalsiho typu dimeru
z jeho selektivné methylovaného derivatu.

O 19~.CH,0OH
38
HOz o o 19-OCH3;
Cc
s 3 OH 20 OH

OH O

1

20 OH 20
‘ o OH ﬁOH
% 19"OCH, it ' OCH;,
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Znalost aktivnich mist obou molekul umozniuje vyvinout
selektivni syntézy esteri I a 2 napt. s kyselinou gallovou (jez
je sama pomérné Ulinny antioxidant), aniz by doslo
k zablokovani aktivnich pozic 1 a/nebo 2, coz priedstavuje
cestu k novym derivatim se zvySenymi antioxidacnimi aktivi-
tami.

Tato prace vznikla za podpory GAA VCR (grant
¢ KJB400200701) a vyzkumného zaméru MBU AV CR, v.v.i.,
¢. AV0Z50200510.
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Over the past decade, the chemical behavior of polyphe-
nols (ArOH) as antioxidants has become the subject of intense
experimental research. We use quantum-chemical calculations
to shed light on their reactivity in solution. We particularly
focus on their capacity to scavenge free radicals (R") follow-
ing one of those three mechanisms:

(i) H Atom Transfer (HAT): ArOH + R* — ArO" + RH

(ii) Electron Transfer (ET): ArOH + R* — ArOH"" + R~

(iii) Adduct Formation: ArOH + R" — [ArOH-R]

Our study draws up conclusions on the importance of
those three mechanisms on the basis of joint experimental
(i.e., scavenging of DPPH and other free radicals, and lipid
peroxidation inhibition) and theoretical results obtained for
aseries of 21 flavonoids (i.e., flavonols, dihydroflavonols,
flavones, flavanones and chalcones), 11 flavonolignans (i.e.,
silybin and dehydrosilybin derivatives), and other compounds
including lignans and phenolic acids.

The theoretical redox properties are obtained by using
DFT (Density Functional Theory) approaches and PCM
(Polarizable Continuum Model) or hybrid models to show the
influence of the solvent. From the theoretical (i) ionization
potentials, (ii) O-H bond dissociation enthalpies (BDEs) of
each OH group, (iii) electron distribution, (iv) reaction ther-
modynamics and (v) reaction kinetics (i.e., transition states
and energy barriers), we clearly establish and confirm the
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importance of the OH groups as H donors (HAT mechanism,
governed by BDE). The structure-activity relationships for
polyphenols is thus discussed and revisited on the basis of our
theoretical highlights.

We also discuss on the secondary mechanisms (i.e., elec-
tron transfer (ET) mechanism, adduct formation with radicals)
that could become more important (or predominant) as the
active sites for the HAT mechanism are much less effective
(high BDESs). Prooxidant effects (i.e., reactivity of ArO" and
dimer formation) are also presented.
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