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(57) Zphsob vyroby novych derivdtt silibi-
ninu obecného vzorce I, kde n a m nezévisle OB;~0-CO- (A2, ), €00,
znamenajf{ O nebo 1, Alk, a Alk, nezdvisle
znamenaji alkylen nebo alkenylén s a¥ 4 ato~ ook
my whliku, M, a M, nezdvisle znamenaji vo- 3
dik nebo atom alk&lického kovu, spolivd "~
v tom, Ze se silibinin vzorce A rozpustf of,
v pyridinu a za michdni nechd reagovat s
anhydridem dikarboxylové kyseliny obecného

vzorce II, v némZ Alk znamend Alk. nebd C0-(A2k,) -COOM,
Alk2 definovany svrchu, potom se p¥idd
ethénol a% do vzniku homogenni sm&si, naded (1),

se za intenzivniho michdni pomalu p¥idavé
voda, poté se reakdni smés z¥ed{ ethylace-
tdtem, promyv4d kyselou vodou nasycenou

0. 2
ethylacetdtem, ethylacetdtovd fize se odpa~ C) ;I/
£{, vyjme ethanolem a pop¥ipadé pisobenim ¥ o : . octy
hydroxidu alkalického kovu se p¥evede na (:) EizT/
stl. Vyrdb&né sloudeniny jsou vhodné jako N

lé8iva p¥i lé8eni popdlenin, otrav houbami I ot

a onemocnéni jater.

)

0=C - Ak = C = 0
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PredloZeny vyndlez se tyka zpiisobu vyroby novych derivatl flavolignanu, tj. novych de-
rivdtl silibininu, které maji cenné farmakologické vlastnosti a mohou se pou¥ivat jaké 1éci-

va.

Ostropestfec maridnsky - Silybum marianum (L.) Gaertn. (Carduus marianus L.) je jiZ od
starovéku znédmou lé&ivou rostlinou. 2 flavolignanl vyskytujicich se v plodech této rostliny
byla izolovdna R. Munsterem jedna slo¥ka zvana silybin (srdv. Dissertation R. Miinster, Miin-
chen, 1966). Chemickd struktura této slouteniny byla vysv&tlena A. Pelterem a R. Hanselem,
srov. Tetrahedron Letters, Londyn, sv. 25, str. 2911 - 2916 (1968).

Je zndmo, Ze silybin, nazyvany dfive také jako silymarin I, je cennym jaternim terapeu-
tikem (srov. DE-AS 17 67 666). Technicky zplsob v§roby silybinu (tj. silymarinu I) se popi-
suje napf¥iklad v DE-AS 19 23 082.

JiZ v roce 1974 se H. WAGNER, P. DIESEL a M. SEITZ, Arzneimittelforschung, sv. 24 (4),
str. 466 aZ 471, pokud jde o silybin, domnivali, #e existujf dva polohové isomery, tj. si-
lybin a isosilybin.

Tuto domnénku upfesnili a experimentdlnd potvrdili A. Arnone, L. Merlini a A. Zanarot-
ti, Journal Chemical Society Chem. Comm., 16, 696 - 697 (1979). Podle toho sestédvd zndmy
silybin ze dvou rGznych sloudenin, tj. ze sloufenin dédle uvedenych strukturnich vzord A a
B:

0 CH,0H

HO 0 0CH

OH 0l

OH 4

(A) silibinin

0CH,

CH,0H

(B) isosilybin
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2 t&chto strukturnich vzorcl je patrno, Ze se u tdchto sloudenin jednd o polohové iso-
mery. Sloucenina vzorce A se nové oznafuje jako silibinin. Toto oznadeni se od této chvile
pouzivd v popisu p¥edloZeného vyndlezu pro sloudeninu vzorce A.

Terapeutickému pouZiti silybinu je na p¥ekéfku skutednost, %e silybin je ve vod& prak-
ticky nerozpustny, takZe nebylo moZno vyrobiﬁ injekéni roztoky nebo p¥ipravky obsahujici si-
lybin, ve kterych je pot¥ebnd urfitd rozpustnost této ldtky ve vod&. V ndmeckém patentovém
spisu DE.PS 19 63 318 se sice popisuji derivdty silybinu, které majif urditou rozpustnost ve
vodé, priCemZ se vSak jednd o velmi komplexni sm8s poloesterd jantarové kyseliny. Tato smis
je takto komplexni proto, %e v silybinu je p¥itomno p&t esterifikovatelnych hydroxylovych
skupin, silybin obsahuje krom& toho oba shora uvedené polohové isomery a jantarovd kyselina
pouZivand k esterifikaci je dikarboxylovou kyselinou, kterd mife tvofit jak monoestery, tak
i diestery. Pro farmaceutické ﬁéely je v8ak produkt, ktery sestdvd z nepfehledného po&tu nej-
rizné&jSich nejasnych sloudenin, neupot¥ebitelny.

Okolem pfedloZeného vyndlezu bylo proto pfipravit ve vodd rozpustné derivity silibinu,
které by byly vhodné pro farmaceutické dely, a které by bylo mo¥no p¥esn& charakterizovat
jako chemickd individua. ’

Nyni bylo zji$t&no, %e tyto poZadavky splhujf derivdty silibininu ur&itych alkan- a al-
kylendikarboxylovych kyselin.

Predmétem p¥edloZeného vyndlezu je tudiZ zplhsob vyroby novych derivdtd silibininu obec-

ného vzorce I

0 CH2~0-CO-(Alk1)n-COOM1

HO
0 OCH3

oH

i

i

N

CO-(Alkz)m-COOMZ
(1),

ve kterém

n+m znamenaji vZdy nezdvisle na sob& &islo 0 nebo 1,

Alk; a Alk, znamenaji nezdvisle na sob& alkylenovy zbytek s 1 aZ 4 atomy uhliku nebo alkeny-
lenovy zbytek se 2 aZ 4 atomy uhliku a

My oa My znamenaji nezdvisle na sobé atom vodiku nebo atom alkalického kovu.

V¢hodn& se postupem podle vyndlezu p¥ipravuji sloudeniny obecného vzorce I, ve kterém
aam znamenaji nezdvisle ne sob& &islo 0 nebo &islo 1,
Alk1 a Alk2 znamenaji vZdy alkylenovy zbytek se 2 atomy uhliku a

M, a M znamenaj{ nezédvisle na sob& atom alkalického kovu.

1 2

Vfhodn& se p¥ipravuji takové sloudeniny obecného vzorce I, ve kterém n a m, Alk, a Alk,,
jakoZ i M, a M, maji vidy shodné vyznamy.
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Zv148t8 vyhodné se postupem podle vyndlezu pfipravuje dvojsodnd sil silibinin-Cc-2',3-
-dihydrogensukcindtu.

U sloucenin vyrébénych postupen podle vyndlezu jsou hydroxylové skupiny silibininu, kte~
ré nejsou vdzdny na benzenové jddro, &dste&né nebo zcela esterifikovdny, nap¥iklad oxalovou
kyselinou, malonovou kyselinou, jantarovou kyselinou, adipovou kyselinou, maleinovou } kyseli-
nou nebo fumarovou kyselinou. V{yhodné& jsou obé nearomaticky vdzané hydroxylové skupiny sili-

bininu jednoduSe esterifikovdny nékterou ze shora uvedenych karboxylovych kyselin.

Podle tohoto vyndlezu se nové shora definované derivAdty silibininu obecného vzorce I

p¥ipravuji tim, %e se asi 1 dfl hmotnostni silibininu vzorce A

CHEOH

OCH3

0H

(a),

rozpusti v 1 a% 2 dilech hmot. pyridinu a na tento roztok se plsobi 1 aZ 3 dily hmot. an-
hydridu dikarboxylové kyseliny obecného vzorce

0=C - Ak - C = 0
0 /////x
ve kterém
Alk znamend néktery ze shora definovanych zbytkt Alk1 a Alkz,

za michdni, potom se pfid4 ethanol a? do vzniku homogenn{ smé&si, potom se za intenzivniho
michdni pozvolna p¥fidd voda, pYidemy se pIftomné estery aromaticky vézanych hydroxylovych
skupin hydrolyzuj{, jakmile je tato hydrolyza dokon&ena, z¥edi se reakdni smés ethylacetdtem,
promyje se okyselenou vodou nasycenou ethylacetdtem, ethylacetdtovd féze se zahusti, vyjme
se ethanolem a pfevede se pusobenim alkoholického roztoku hydroxidu alkalického kovu na sl
volného zbytku karboxylové kyseliny.

Reakce s anhydridem dikarboxylové kyseliny se provddi vyhodnd p¥i teploté 40 a¥ 50 "C.

Hodnota pH kyseld promyvaci. vody nasycené ethylacetdtem se udrZuje vyhodné na asi 1,5 a¥
2,4.

SlouCeniny vyré&béné postupem podle vyndlezu, zejména dvojsodnd sal Slllblnln -C-2"',3-di~
hydrogensukcinédtu, vykazujl piekvapivé vyrazny farmakologlcky déinek pr1 148bé popdlenin.
Kromé& toho si zachovévaji plnou farmakologickou d&innost znamého silybinu jako¥to jaterni
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terapeutikum. Tyto sloudeniny jsou zv1&&t$ vhodné k lé&ent cirhdzy jater a toxicko-metabolic-
kych poSkozeni jater.

Sloudeniny vyr&b&né postupem podle pfedloZeného vyndlezu se pfekvapivé ukdzaly také jako
mimo¥ddné G&inné p¥i lé¥eni otrav houbami., zejména velmi nebezpe&né otravy muchomirkou hlfz-
natou (Amanita phalloides). Uvedenymi sloudeninami se daji také prekvapivé dobte 1é&it otravy
halogenovanymi organickymi rozpou$tédly, jako tetrachlormethanem, trichlorethylenem, chloro-
formem atd. P¥i preventivnim pou¥itf zamezuji sloudeniny vyrab&né podle vyndlezu shora uvede-
nym poSkozenim. )

PredloZeny vyndlez se proto také tykéd 1é8iv, které obsahuji sloudeniny vyrédbéné postupem
podle vyndlezu. Tato 1lé&iva se pouZivajfl v&tZinou systemicky, nap¥iklad ve form& pilulek,
kapsli, roztokii, spolu s obvyklymi nosili a popiipadé spolu s obvyklymi pomocnymi l&tkami.
Denni dévka pro dosp8lé lidi &inf asi 50 a¥ 500 mg vEZdy podle stavu pacienta a podle z4vaj-
nosti p¥iznakd choroby.

V dalSi 8&sti se popisuji biologické pokusy s dvojsodnou solf silibinin-Cc-2',3-dihydro-
gensukcindtu (Sili-suc-na).

Symptomy vyskytujfci se p¥i popéleninéch jsou vyvoldvény zejména intoxikaci produkty
termické nekrdzy tké&nd. Dikaz, %e autointoxikadni procesy po téZkych popdlenindch kiiZe nesou
tuto odpovédnost, byl provddén riiznym zplsobem. Zv145t& pYesvéddivé jsou zk¥ifend transplan-
tace popdlené a nepopdlené ki¥e na zdravi, popfipadé popdlend zviYata (p¥ijemce), ptilem? se
ukdzalo, Ze u nepopdlenjych p¥ijemcti pfichézi popdleni kii¥e nazmar, zatfmco v p¥ipadé popile-
nych p¥ijemct zdravé kiife nebylo mo¥no zjistit Z&dné Zkodlivé Gdinky (srov. K.H. Schmidt a
dalsi, Neuere Aspekte zur Autointoxikation nach schweren Verbrennungen; Die Verbrennungs-
krakheit (F. W. Ahnefeld a dalsf, ods. 1), Springer, Berlin 1982, str. 45 - 52).

P¥i popdlenindch kiie dochdzi k uvolfiovdni nebo k novému vzniku celé ¥ady chemickych
slouCenin. Pfes jejich velky podet se poda¥ilo vysv&tlit strukturu nékterych t&chto sloude-
nin. Bylo mo¥no krom& jiného prokézat, ¥e slou€eniny, vznikajici p¥i popalenindch kiZe, jsou
podobné takovym sloudenindm, které vznikaji p¥i peroxidaci lipidi. Existujf také analogie po-~
kud jde o toxické dinky t&chto latek. Zvidits vyrazny je vznik toxicky u&inngch nasycenych
a nenasycenych aldehydd s rtznou délkou Fetdzce jako dlsledek peroxidace lipidi (Benedetti
a dals${, Identification of 4-hydroxynonenal as a cytotoxic product originating from the per=-
oxidation of liver microsomal lipids, Biochem. Biophys. Acta 620, 281-296, 1980) a termické
poSkozeni tkdn& (K. H. Schmidt a dal3f, Studies on the structure and biological effects of
pyrotoxins purified from burned skin, World J. Surg. 3, 361-365, 1979). Predpoklddi se proto,
%e popdleniny vedou k oxidativnimu poskozeni struktury bundk.

Byly proto zkoumdny autooxidativni zmény lipidd membrény jako diisledek autointoxikace
po téZkych popdlenindch. Byly zkoumény zejména zmény ve slo¥eni mastnych kyselin lipidd mem-
brdny. Déle bylo zkoumdno, do jaké miry ovliviuji derivdty silibininu vyrdb&né postupem podle
vyndlezu zmény ve sloZeni mastngch kyselin 1lipidd membrény.

ZmEny ve slofeni mastngch kyselin lipidl membrdny po t&%kych popaleninich:

Samii exempldfe krys (Wistar) s primdrnou hmotnostf 360 g se chovaji ve t¥ech skupindch
s volnym pfistupem k vod& a suché potravé. A¥ do zaditku pokusu &inila teplota mfstnosti
22 °C, po zahdjeni pokusu byla zvi¥ata udrfovdna pfi teplot& 30 "C. K vyvoldni popilenin ki¥e
bylo pouZito mé&d&ného razidla o ploSe 20 cm2 pfi konstantnim tlaku a p¥i teplot& 250 "C. Aby
se vylou€ilo tepelné poskozeni ni¥e leS{cfch orgénli, natédhne se kii¥e p¥es vzduchem chlazenou
dutou Epachtli. P¥i tomto uspo¥addani pokusu bylo moZno dosdhnout velmi exaktnich drazd popéa~
lenim, které skytaly konstantni pomdry doby p¥eZiti.

Na zaga&tku pokusu byla zvi¥ata narkotizovina pomoci{ 50 mg/kg nembutalu. Po poranéni po-
pédleninou byla zvifattm k profylaxi Soku poddna intraperitone&ln& injekce 20 ml Ringerova roz-
toku laktétu.
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Bylo vytvofeno 5 pokusnych skupin:

a) normdlni skupina: zcela netknutd zvifata

b) kontrolni skupina I: zvifata oSet¥end pouze silibininem po dobu 6 dnd za
pouZiti 75,5 mg dvojsodné soli silibinin~-C~2"',3-di~
hydrogensukcindtu

c) kontrolni skupina II: zvi¥ata se simulovanym opera&nim zdkrokem

d) skupina zvi¥at s pop&leninami: 25 %, 250 "C, 20 s, 0,05 MPa

e) testovand skupina: zvitata, kterym bylo i.p. aplikovano 75,5 mg dvojsodné

soli silibinin-C~2',3-dihydrogensukcinitu po dobu 6 dnt,

po¢inaje dnem p¥ed popélenim.

Za Glelem izolace mikrosoméi byla zvifata na konci pokusné periody pod narkdzou vykrva-
cena. Potom byla zvifatlm odebréna jétra, zvajena a ihned pfenesena do ledem ochlazendho izo-
laéniho média (0,25 mmol sachardzy, 1 mmol ethylendiamintetraoctové kyseliny, 10 mmol tris-
~pufru . Hel, ph 7,2). Jétra se rozfejou a homogenizuji se v uvedeném prost¥edi. Diferencidl-
nin odstfedénim se peletizuje frakce mikrosomd. Mikrosomy se znovu suspenduji a znovu se od-

stfedi. Potom se p¥ipravi suspenze, u kterd 1 ml suspenze odpovidd 1 g jaterni tkéané.

Lipidy se urdi metodou, kterou popsal J. Folch (A simple method for the isolation and
purification of total lipids from animal tissues, J. Biol. Chem. 226, 497-508 (1957), modi~-
fikac{, kterou popsali Bligh a Dyer (A rapid method of total lipid extraction and purifi-
cation, Can. J. Biochem. Physiol. 37, 911-917 (1959).

Extrahované lipidy mikrosomi se zmydelni hydroxidem sodnym. Volné mastné kyseliny se
esterifikuji pfiddnim smdsi fluoridu boritého a methanolu. Po odpa¥eni methanolu a po odstra-

néni hydrofilnich vedlejiich produkti se kvantitativné urli estery mastné kyseliny.

U skupin nepopdlenych zvi¥at nebylo mo¥no zjistit Z&dnou pozoruhodnou zm&nu vzorkd mast-
né kyseliny. Narkdza a nepatrny operativni z&sah nevedly proto ke zmdn& mikrosomilnich lipi-
dd. Z tohoto dGvodu byla pro dal¥i srovnavani spojena normdlni skupina a kontrolni skupina
na jedinou kontrolni skupinu.

Srovnéni zvifat bez popdlenin a s popéleninami, pokud jde o jejich mikrosomdlni vzorek
mastnych kyselin, ukazuje na posuny nenasycenych mastnych kyselin smérem k nasycenym mastnym
kyselindm.

Rozdéleni mastnych kyselin v mikrosomé&lnich jaternich lipidech a zm&ny zptsobend tepel~-

nym po¥kozenim kiife je zn&zorndno na obr. 1.

%2 obr. 1 je patrno, %e podil palmitové kyseliny (C16) stoupd po popilenind z 25,1 % na
34,4 % z celkového podilu mastnych kyselin. U kyseliny stearové (C18) &inf podil u zvi¥at
s popdleninami 46,3 %, co} je o 13,2 % vy3%{ hodnota, ne¥ ta, kterd byla ziskéna u kontrol-
nich zvi¥at. U kyseliny olejové (C18:1) je prokazatelny mirny, nikoli vSak vyznamny pokles.
Podil linolové kyseliny (C18:2) se po popdleniné sni%il asi na 1/3 pivodni hodnoty. U ara-
chidonové kyseliny (C20:4) bylo kone&nd zjiSt&no, Ze po popdleniné je piitomno pouze 31 %
z jeji vychozi hodnoty. Sloupce oznaené pismenem K vyjad¥ujf{ hodnoty pro kontrolni zvilata,

zatimco sloupce oznadené pismenem P vyjad¥uj{ hodnoty pro popdlend zviFata.
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TABULKA 1

Vzorek mastnych kyselin mikrosomdlnich lipidf z jater krys po'oéetfeni dvojsodnou soli
silibinin-C-2',3-dihydrogensukcindtu (sili-suc-na) u zviF¥at s popdleninami a bez popélenin

clé6 - c18 C18:1  (C18:2 C20:4

zvifata bez popdlenin 29,8 % 37,2 % 8,9 % 9,6 % 16,2 %
(kontrolni skupina I) + 6,2 + 12,3 + 1,1 + 3,3 + 4,9

zvi¥ata s popdleninou 25,4 % 37,5 % 7,8 % 11,4 % 18,0 %
+ 6,0 + 8,6 + 1,0 + 5,3 + 9,1

Ze shora uvedenych hodnot je patrné, e ofetfeni derivatem silibininu p¥ipravenym po-
stupem podle vyndlezu nezplisobuje u kontrolnich zvirat bez popdlenin #4dné podstatné zmdny
ve srovndni s neoSet¥enymi zvi¥aty. U zvifat s popédleninami vede oSet¥enf k tiplnému potlade-
ni ztrdty nenasycenych mastnych-kyselin. '

Souhrnn& bylo mofno zjistit nésledujfci skutednosti:

Popdleniny vedou ke zm&nam ve vzorku.mastnych kyselin mikrosomilnfch lipidk. Pfedpoklé-
dé se, Ze tato skutednost m4 za nésledek oxidadn{ po$kozeni membrén. To se ukazuje zejména
ve znacném poklesu vicendsobné nenasycenych mastngych kyselin.

DerivAty silibininu, pfipravované postupem podle tohoto vyndlezu, jsou nyni schopny in-
hibovat oxida&ni pofkozeni bun&k. Uvedené sloudeniny jsou proto zvl4d3t& vhodné k naruSeni
mechanismu oxidadniho po¥kozeni po t&%kgeh' popélenindch.

Jak jiZ bylo uvedeno, p¥edpokldd4 se, Ze autotoxické reakce po té&Zkgch popileninich ve-
dou zejména k oxidativnimu po¥kozeni bun&k. Bylo proto ddle zkouméno, jak se projevuje stan-
dardizované tepelné poran&ni na PHA-indukovanou blastogenesi T-lymfocytl ze sleziny a z peri-
ferni krve krys. Ddle potom bylo zkoumdno, jakym zplisobem ovliviiujf derivdty silibininu vy-
rébé&né podle tohoto vyndlezu takovéto lymfocytdrni funk&nf poruchy po té&Zkych popédleninich.

O¢inek standardizovaného tepelného poranéni na PHA-indukovanou blastogenesi T-lymfocytl ze
sleziny a z periferni krve krys.

Jak jiZ bylo d¥ive popséno, zplsobi se na kt¥i na z&dech krys (Wistar) pop4lenina pomo-
cf médéného razidla. Jako kontrolni skupina slouZila simulovand popdlend zvifata, u kterych
byly vSechny operadni zdkroky provedeny bez popdlenin. Po 2, 4, 7 a 9 dnech byla zviFatfm
s popdleninami pop¥ipad® kontrolnfm zvifatim v etherovd narkéze odebréna krev a slezina.

Heparinizovand krev byla za ddelem izolace lymfocytlt p¥enesena na roztok Ficoll-Hypaque
(hustota 1,077). Potom se sm&s odst¥edf a u ziskangch lymfocyti se zjisfuje pomoci trypanové
modfi jejich Zivotnost. Za Udelem izolace lymfocytl ze sleziny se orgédn rozet¥e, protladi se
sitkem a zbavi doprovodngch erytrocytd (pomoci roztoku "Lyse" podle Gaye) .

Potom se sm&s bunék inkubuje po dobu 30 minut v nidobd v pfitomnosti 5 $ plodového tele-
cfho séra inaktivovaného teplem, aby se snifil podil mononukledrnich bun&k v suspenzi adhez{
na sténu nddoby (5 %). Za telem kultivace se bunky p¥enesou na ploché mikrotitra&ni desky.
Potom se pfid4d 20 % plodového telectho séra. Timto zplisobem se urd{ spontdnni blastogenese

mé¥enim vestavéndho 3H—thymidinﬁ {2Ci/mmol) do bunék DNA.
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Pri p¥edb&Znych pokusech bylo zjiSténo, Ze optimdlni stimulace mitogenu se pohybuje
pfi koncentraci PHA (mitogen-phythaemagglutin) 5 ng/ml. P¥i téchto pokusech za ddelem op-
timalizace celuldrniho testovaciho systému bylo ddle zjiZténo, Ze k maximdlni stimulaci
nové syntézy DNA dochézi po 72 hodindch. Ddle bylo zjiZtdno, Ze k dosaZfeni nejvy33{ stimu-
lace se optimdlni koncentrace plodového teleciho séra pohybuje kolem 20 .

Jak bylo shora popséno, urduje se sponténni blastogenese méfenim vestavéného 3H—thy-—
midinu do DNA bun&k. Bunky byly odebrény 18 hodin po p¥iddni 3H—thymidinu, pficemZ se nulo-

vy bod pro 18 hodin shoduje s ¢asovym okamZikem maximdlni stimulace.

Za GCelem zkoumdni GCinku derivdtd silibininu vyrobenych postupem podle vyndlezu byla
ofetfena skupina krys derivdtem silibininu. Za timto uUCelem bylo intraperitonedlné& injek&né
aplikovdno jedenkrét denné 75,5 mg dvojsodné soli silibinin-C-2',3-dihydrogensukcinétu.
Tato terapie byla provddéna ode dne zpusobeni popdleniny aZ do dne odebrdni orgdnu (nejvyge

az do 9. dne).

%Za UCelem vyhodnoceni vysledkl dosaZenych u kontrolnich zvi¥at a u zvifat bez popédle-
nin a u zvifat oSetfenych pomoci dvojsodné soli silibinin-C-2',3-dihydrogensukcindtu byl
vypo&ten stimuladni index. Tato &iselnd hodnota pYedstavuje kvocient st¥edni hodnoty stimu-
Jovanédho vzorku a stfedni hodnoty kontrolniho vzorku. %z takto ziskandho stimuladniho inde-
xu (8I) se vypo¢itd u kaZdého pokusného zvifete st¥fedni stimuladni index pro skupinu zvi¥at.
Ziskané vysledky jsou vyjaddf¥eny timto indexem SI.

Vliv oSet¥eni dvojsodnou soli silibinin-C-2',3-dihydrogensukcindtu na blastogenesi lym-
focytl je zndzornén na obr. 2. PF¥itom obr. 2a zndzornuje stimula&ni index blastogenese
krevnich lymfocyti, zatimco obr. 2b znizornuje stimuladni index blastogenese lymfocyti ze
sleziny. Hodnoty dosaZené pfi oSetfeni dvojsodnou solf silibinin-C-2',3-dihydrogensukciné-
tu jsou oznaceny pismenem A, zatimco hodnoty dosaZené bez tohoto oSet¥eni jsou oznadeny
pismenem B. Jak na obr. 2a, tak i na obr. 2b je na ose y vynesen index SI, zatimco na ose

X jsou ddaje poctu dni.

U zvi¥at s popdleninami se sniZend stimulovatelnost bunék v disledku ofet¥eni silibi-
ninem znadéné zvysi.

JiZ druhého dne vykazovala zvifata, kterd byla oSet¥ena dvojsodnou soli silibinin-C-
~2',3~dihydrogensukcindtu zhruba desetkrdt vysSsi citlivost krevnich lymfocytd vaci PHA.
4. den po poranéni popdlenim &inila hodnota stimuladniho indexu u krevnich lymfocytl pro

ofetfend zvifata 8, zatfimco odpovidajici hodnota pro neofetfend zvitfata &inila 1,5.

U bunék izolovanych ze sleziny leZii stimuladni indexy popédlenych, neoSet¥enych zvifat
ve vSech p¥ipadech z¥etelné& pod hodnotou 1. Aplikace silibininu vede k vyraznému zlepSeni

ve vSech zkoumanych dnech, p¥icemZ se maxima dosahuje 7. dne po poranéni popdlenim.

D4dle byly provadény jesté také srovndvaci pokusy, které ukazuji, Ze oSetfeni dvojsod-
nou soli silibinin-C-2',3-dihydrogensukcindtu samotnou nevede u zdravych zvi¥at k Z&dnym
vyznamnym zméndm ve stimulovatelnosti blastogenese T-lymfocytd ze sleziny a z periferni

krve, pfic¢emZ tato blastogenese byla indukovédna PHA.

Proto tedy stimuluje silibinin vyrdbény postupem podle vyndlezu blastogenesi lymfo-~
cyth zvi¥at s popdleninami vyznamnym zplisobem.
Déle bylo zjisténo, Ze u zvifat, kterd byla oSetfena derivdty silibininu, byla obec~

néd katabolie niZ$i, protoZe zvi¥ata po tepelném drazu zafala rychle znovu p¥ibyvat na hmot-

nosti.

Otravy houbami:

Yy

Otravy muchomirkou hliznatou poéitéme k nejtéz8im, které se v medicind vyskytuji.
I kdyZ pouze 10 aZ 30 % otrav houbami je zplsobovdno muchomirkou hliznatou, patfi otrava
touto houbou vzhledem k jeji nebezpe&nosti jiZ ddvno k pfedmétim nejvy¥8fho léka¥ského
zédjmu. ' ) : ‘
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Ve starfich publikacfch se uddvd tdmrtnost 30 a¥ 50 %. Diky moderni intenzivni medicing&
sniZila se dmrtnost podle souborné studie, kterou vypracoval FLOERSHEIM a dal3i, na zdkladd
sledovédni 205 pacientd prumérné na 22,4 %.

Jed muchomirky hliznaté amanitin, miZe byt pro dosp&lé pacienty smrtelny jiZ v ddvce

7 mg. Toto mnoZstvi jedu je obsaZeno v asi 50 g Serstvého exempldfe.

Po Yadé tsp@&nych pokusl na zvifatech byla U&innd l4tka, tj. dvojsodnd sil silibinin-
-C-2',3-dihydrogensukcindtu, aplikovéna p¥i terapii otravy muchomirkou hliznatou.

Bylo oSetfeno 28 pacientl s otravami muchomirkou hliznatou vedle obvyklych terapeutic-
kych zékrokd navic dvojsodnou solf silibinin-C-2',3-dihydrogensukcindtu. Z t&chto 28 pacien-
th zemfel pouze jeden, ktery poz¥el vétSi mnoZstvi jedovaté houby v sebevraZedném Umyslu.
Tento vysledek demonstruje enormni terapeuticky pokrok na tomto poli.

Vyroba silibininu prostého isosilybinu:

Suspenze 500 g produktu, podle DE-AS 19 23 082, sloupec 8, Y&dky 14 aZ 19, s obsahem
silymarinu asi 70 % p¥i poméru isomert silybin : silidianin : silikristin zhruba 3 : 1 : 1,
p¥ifemZ silybin obsahuje asi 1/3 isosilybinu, a 2 kg methanolu, tj. asi 2,53 litru se za-
h#ivd za michdni po dobu 15 minut k varu. % takto ziskaného roztoku lze po tomto Sase ji%
vysrédZet n&jaké mnoZstvi silibininu. Potom se ve vakuu oddestiluje 0,75 a% 1,25 kg, tj. asi
0,96 aZ 1,58 litru methanolu, a zbytek se ponechd p¥i teplot& mistnosti v klidu po dobu 10
a¥ 28 dnl., VylouSeny silibinin se odfiltruje a promyje se dvakrat vZdy 50 ml studeného
methanolu. Po vysufeni p¥i teplotd 40 “C ve vakuu se izolovany surovy silibinin d4le &isti
ndsledujicim zpisobem:

60 g surového silibininu se za zah¥fivdni rozpusti ve 3 litrech technického ethylaceté-
tu. Potom se k ziskanému roztoku p¥idd 20 g aktivniho uhlf{ a sm&s se michd dals{ 2 hodiny
za zah¥{vdni k varu pod zpé&tnym chladifem. Potom se sm&s zfiltruje za vzniku &irého roztoku
a tento roztok se potom p¥i teploté 50 “C zahusti za sniZeného tlaku na obsah asi 250 ml.
Tento koncentrdt se potom b8hem 15 minut rozmichd za pouZiti michadla "Ultra-Turrax" a za
michdnf se p¥idd 25 ml methanolu. Potom se smés ponechd v klidu p¥i teploté& mistnosti.

Pfed odfiltrovdnim silybinu, ktery se pritom vyloudil, se smds znovu michd je3t& 5 minut
pomoci michadla shora uvedeného typu. Vyloudend sraZenina se dvakrét znovu promyje 50 ml
ethylacetdtu a vysu3f se ve vakuové sufdrn& p¥i teplot® 40 “C. Potom se produkt rozemele a
za stejnych podminek se suSi ddle po dobu 48 hodin.

Postup podle vyndlezu bliZe ilustruji nédsledujici p¥fiklady, které v8ak rozsah vyndlezu

v %24dném sméru neomezuji.

P¥{klad 1

P¥{prava silibinin-C-2',3-dihydrogensukcindtu

CH —O—CO-CHZ—CHZ-COOH

2

OCHé

CO—CHa-CHZ-COOH
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50 g silibininu se rozpusti p¥i teplot& 45 "C v 70 ml pyridinu, p¥idd se 50 g anhydridu
jantarové kyseliny, reakéni smés se mich& asi 8 hodin p¥i teplotd 45 'C, pfidd se 30 ml
ethanolu a smés se mich4 a¥ do vzniku homogenni sm&si. Potom se za intenzivniho michéni p#i-
dé4 za G&elem zmydelnéni fenylesterl bé&hem asi 30 minut 60 ml vody. Asi po jedné hodiné mi-
chdni pri teplotd 30 "C jsou fenylestery kvantitativn& zhydrolyzovény. Uplnost hydrolyzy se
prezkoudi vysoce G&innou kapalinovou chromatografii. Hydrolyza se zastavi, jakmile se k tak-

to ziskané reak&ni smési rychle p#idd 1,7 litru ethylacetdtu.

%a Ulelem odd&leni nadbytelné jantarové kyseliny a pyridinu se reakéni roztok z¥edény
ethylacetdtem dvakrdt extrahuje viZdy 5 litry vody, kterd je nasycena ethylacetdtem a mé& hod-
notu pH 1,85 (upravenou z¥eddnou vodnou chlorovodikovou kyselinou). Extrakce se provadi jako
protiproudnd, tzn., Ze se okyselend promyvaci voda nasycend ethylacetdtem éerpd proti proudu
z¥eddného reak&niho roztoku a potom se p¥idédvanim zFedéné chlorovodikové kyseliny udriuje

hodnota pH na 1,85 tak dlouho, a? tato hodnota pH zlistane konstantni.

Potom se ethylacetdtovd fdze extrahuje v protiproudu za udCelem vymyti nadbytecné chlo-
rovodikové kyseliny dvakrdt vidy 3,4 litru vody, kterd je nasycena ethylacetdtem. Jakmile je
hodnota pH promyvaci vody vyE3i neZ 4,5, oddéli se kvantitativné organickd féze, zahusti se
pfi teploté 40 aZ 50 "C ve vakuu na 1/12 vychoziho objemu (asi 0,2 litru) a z¥edi se 125 ml

ethanolu.

Sloudenina uvedend v ndzvu se ziskd pfesrdfenim ze smési ethanolu a vody a vysuSenim

pfi teploté 50 “C ve vakuu b&hem 15 hodin.

K pripravd vzorku pro analyzu se sloulenina uvedend v nézvu t¥ikrdt presrdi?i ze smési

ethanolu a vody a potom se vysu$i bdhem 15 hodin p¥i teplot& 50 “C ve vakuu.

P¥i hmotové spektrometrii (desorpce polem) se jevi molekulovy pik na ofekdvané hodnoté

molekulové hmotnosti 682.

1T spektrum vykazuje v oblasti valen&ni frekvence karbonylové skupiny dva pfekryvajici
se pdsy, pfilemZ jeden, stejné jako v pfipadé silibininu, pfislu$i karbonylové funkci py-
ronového kruhu p¥i vlinové délce 1 635 em” L. Druhy pds leZf p¥i 1 730 em™t a pochdzi od obou

esterkarbonylovych funkei.

14~FMR spektrum potvrzuje, Ze v daném pfipadé doSlo ke dvojndsobné esterifikaci. Tak
¢ini integraci zjiStény pomér aromatickych protonld ku methylenovym protonim zbytkl jantaro-
vé kyseliny 8 : 8 (rozsah ppm 5,9 aZ 7,1). Pomér té&chto methylenovych protond (ppm 2,6) ku
methylovym protonim methoxyskupiny (ppm 3,8) ¢ini 8 : 3 a proto s nim souhlasi.

13¢ ukazuji, Ze esterifikace probé&hla na obou alko-

Také chemické posuny pfi zkoumani
holickych hydroxylovych skupindch, vzhledem k tomu, Ze chemické posuny se méni nejintenziv-

ndji na atomu C,, a na p¥ilehlych atomech uhliku C,, aZ C,,, jakoZ i na C, az C,.
11 12 14 2 4

Elementdrni analyza:

pro C (molekulovd hmotnost 682,60)

33530016

vypotteno 58,07 $ C, 4,43 % H, 37,50 % O;
nalezeno 58,05 ¢ ¢, 4,57 % H, 37,31 % O.
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P¥fklad 2

Dvojsodnd sil silibinin-C-2',3~dihydrogensukcindtu

CHZ-O-CO-CHZ—CHé~CONa

HO ‘OCHj

CO—CHZ-Cﬂz-CONa

K roztoku v ethanolu, ktery byl zfskédn podle p¥fkladu 1, se za michéni a za chlazent
z vnéj8{ strany reak&ni nidoby pfikape p¥i teplotd -5 aZ 9 “C 6% ethanolicky roztok hydro-
xidu sodného v mnoZstvi stanoveném na zdkladé zjiSténi obsahu pevné ldtky v tomto roztoku,
suspenze se michd dal${ hodinu p¥i teplot& mistnosti, vyloufend béZov4d pevnd latka se od-
filtruje, dvakridt se suspenduje vidy po dobu 5 aZ 10 minut pomoci michadla Turrax ve 150 ml
ethanolu a znovu se odfiltruje..Za Gfelem odstranénf zbylého ethylacetdtu se potom produkt
suspenduje 14 hodin pfi teploté® mistnosti ve 280 ml ethanolu, suspenze se znovu zfiltruje,
zbytek na filtru se promyje 70 ml ethanolu a vysuS{ se b&hem 15 hodin p¥i teplot& 40 aZ
45 °C ve vakuové susdrng. Takto pfedsudeny produkt se potom rozemele, pomoci sita se proseje
tak, aby velikost &&stic byla men3{i ne%Z 0,2 mm a su3f{ se dal¥ich 48 hodin pfi teploté 40 az
45 “C ve vakuu. Takto se zisk4 52 g sloudeniny uvedené v ndzvu (vyt&iek 69 ).

Sloudenina uvedend v ndzvu nemd ‘ostrou teplotu tdnf. Tato ldtka za&fnd jihnout p¥i te~-
plotd asi 80 "C a taje za uvoliiovdn{ bublin p¥i teploté asi 100 °C.

UV spektrum v meéhanolu vykazuje ndsledujici hodnoty:
= - 4
A pax = 288 mm, £ = 1,73.10%

Molekulovd hmotnost sloudeniny uvedené v ndzvu &inf 726,56. Uvedend sloudenina je pted-
stavovdna slab2 béZovym mikrokrystalickym prédSkem, bez specifického zdpachu a s chuti podob-
nou chuti soli. Tato litka je ve vod® snadno rozpustnd, v ethanolu se rozpouftf obt{in& a
v acetonu, etheru a chloroformu je prakticky nerozpustné.

P¥{klad ilustrujfcf aplikaci vyréb&nych sloudenin:

Vy¥roba lyofilizdtu urdeného pfo i.p. aplikaci:

dvojsodnd sil silibinin-C-2',3-dihydrogensukcindtu 75,0 mg
mannitol - 10,0 mg
voda pro injekdni ddely ) do 1,5 ml

1,5 ml roztoku se naplnf do ampulf o obsahu 5 ml a potom se roztok zndmym zpisobem vy-
su${ vymrazenfm. Ampule s hotovym lyofilizdtem se za Gfelem uchovdvéni uzavie obvyklym zpi-

sobem.
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PEi pouZit{ se lyofilizét rozpust{ v 5 ml sterilnfho fyziologického roztoku chloridu
sodného na &iry roztok.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpﬁsob vyroby novych derivdti silibininu obecného vzorce I

0 CH2~O~OO~(A131)H—CCOE1

HO 0 OCH3

N
/ \
\ \_/ cH
| |
OH )
- 7
COm(Alkz)m COOL.2
(1)
ve kterém
nam znamenaji vidy nez&visle na sobé& &ifslo 0 nebo 1,
Alkl a Alk2 znamenaji nezdvisle na sob& alkylenovou skupinu s 1 a%Z 4 atomy uhliku
nebo alkenylenovou skupinu se 2 aZ 4 atomy uhliku a
My oa M, znamenajl nezdvisle na sob& atom vodiku nebo atom alkalického kovu,
vyznatujfc{ se tim, Ze se 1 df1 hmotnostni silibininu vzorce A
0 CHZOH
HO
~ OCH3
0
(8):1

(a)

rozpustf{ v 1 aZ 2 dilech hmot. pyridinu a za michdni se nechd reagovat s 1 aZ 3 dily
hmotnostnimi anhydridu dikarboxylové kyseliny obecného vzorce II
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ve kterém
Alk znamend skupinu Alk1 nebo Alk2 definovanou shora,

potom-se p¥id4 ethanol aZ do vzniku homogenni sm&si, potom se za intenzivniho mfchéni po-
malu pfiddvé voda, p¥ilem? se hydrolyzuji p¥fitomné estery aromaticky vézanych hydroxyio-
vych skupin; jakmile je tato hydrolyza ukon&ena, z¥ed{ se reakéni sm&s ethylacetdtem, pro-
myvéd se kyselou vodou nasycenou ethylacetdtem, ethylacetétovd féze se zahustf, vyjme se
ethanolem a popfipadé pisobenim alkoholického roztoku hydroxidu alkalického kovu se pre-
vede na sul,

2. Zplsob podle bodu 1, vyzna¥ujici se tim, %e se jako vychozi l&tky pou?iji odpovidajici
sloudeniny vzorce A a obecného vzorce II, za vzniku sloudenin obecného vzorce I, ve kterém

nanmn znamenaj{ nezdvisle na sob& &islo 0 nebo 1,
Alkl a Alk2 znamenaji alkylenovou skupinu se 2 atomy uhliku a
M) a M, znamenaji nezdvisle na sobé atom alkalického kovu.

3. Zplisob podle bodu 1, vyzna&ujici se tim, Ze se jako vychozi l&tky pou?iji odpovidajici
slouCeniny vzorce A a obecného vzorce II, za vzniku sloudenin obecného vzorce I, ve kterém
nam, Alk1 a alk,, jakoZ i M; a M, maji vZdy stejné vyznamy.

4. Zplisob podle bodu 1, vyzna¥ujici se tim, %e se jako vychozi latky pou?iji odpovidajici
sloufeniny vzorce A a obecného vzorce II, za vzniku dvojsodné soli silibinin-C-2',3-di-
hydrogensukcindtu vzorce

CH,,~0~CO~CH,,~CH

2

0033

2-COONa

2

OH

CO-CH2-0H2-COONa

5. Zplisob podle bodu 1, vyznafujici se tim, Ze se reakce s anhydridem dikarboxylové kyse-
liny provddi p¥i teplotd 40 a¥ 50 C.

.
6. Zplsob podle bodu 1, vyznalujici se tim, Ze se hodnota pH kyselé promyvaci vody nasyce-
né ethylacetdtem udrZuje v rozsahu 1,5 a% 2,4.

3 vykresy
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