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(57) Anotace:
Frakce rostlinného melaninu sestivajici se z monomemich
jednotek rostlinnych flavonoid, pfedeviim katechinil a
leukcantokyanidini, se sumdmim empirickym vzorcem H-
formy [Cia.56 01423 Hiza4 Negln kde n =6 aZ 8,
s molekulovou hmotnosti (5% 1). 10%, s mnozstvim -OH
skupin 4,02 a2 4,05 % hmotn., s mnoistvim =0 skupin 1,04 aZ
1,06 % hmotn., s ohsahem jednotlivych prvkil v % hmotn.: €
4944 a249,52: H5,10 a2 5,73, N 1,15 az 1.24; 041,20 az
42,10; s koncentraci nesparovanych elektronii 1018 az
1022 spin/g ajasnymi spektrainimi Carami v oblastech 3433,
1620, 1400 a 1200 a2 1100 cm™. Zpasob vyroby frakce
rostlinného melaninu spoZiva v tom, Ze na mstlinnou
suravinu, kterd ohsahuje nativni polymer a/nebo zikladni
stavebni jednotky, jako katechiny a leukoantokyanidiny, se
pisobi 0,05 a2 0,3 M vodnym roztokem hydroxidu
alkalického kovu pki teploté 15 az 75 °C, pH extraktu se
upravi na hodnotu 1 a2 pfidavkem anorganické kyseliny na
bazi chlonu, pfitemZ vyloufeny sediment se vyCisti a nasledné
vysudi pH teplot€ 100 az 110 °C.
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Biologicky i¢inna frakce rostlinného melaninu, zpisob jeji vyroby a jeji pouziti

Oblast techniky

Vynalez se tyka melanini, vhodnych pro pouZiti v potravinafském a farmaceutickém primysiu,
lékaistvi a elekironice.

Vynalez se tyka také zpisobu vyroby uzkomolekulové frakce melaninu (tedy melaninu s Gzkym
rozmezim molekulové hmotnosti) ze surovin rostlinného pivodu tzv. fytomelaninu, ktery ma
definované a reprodukovatelné fyzikalné—chemické vlastnosti a vy3si biologickou aktivitu nez
znamé popsané rostlinné melaniny, a ktery je vhodny pro praktické pouZiti v prumyslu a ve far-
makologii.

Dosavadni stav techniky

Melaniny — vieobecny nazev pro skupiny vysokomolekularnich ¢ernych a hnédych pigmenti,
vznikajicich pii oxidaci a polymerizaci fenoli, Melaniny se béZné nachazi v piirodé a jsou jed-
nim z nejéastéjdich zoochromii. Nachazeji se ve vlasech, o¢ich, kiZi, ve vnitfnich organech, jsou
dasto lokalizované v podstaté v povrchovych &astech organizmi. Dale se nachdzi v imavych
semenech, bobulich, listcich kvéti, rostlin. Opdleni ¢lovéka, kiZe ¢ernochit a mnohé druhy
zivogichii vdédi svému zbarveni pfedeviim melaninim jak je uvedeno naptiklad v Nicolaus R.A .
Melanins, Paris—-Hermann 1968, strana 310; Ljach S.P., Ruban R.D.: Mikrobnie melaniny. Mosk-
va. Nauka 1972, s. 184 a Bidzilja N.I.: Svobodnye radikaly v oblucennych rastenijach i seme-
nach. Kiev. Naukova dumka 1972, strana 210. Samotny termin ,,melanin® vznik! z feckého slova
a oznatoval vyznam ,&erny*“. Melaniny jsou unikatni biopolymery, majici v Zivém organizmu
pfedeviim funkci ochrany proti UV—zaifeni, ioniza¢ni radiaci, vysokym a anizkym teplotam.
V posledni dobé se melaninogeneze predstavovala jako komplexni adaptace zivych organizmi na
hranicich adaptibility Zivota. Je moZné najit unikatni piiklady rezistence zivych organizmi k geo-
fyzikdlnim a geochemickym faktorim v extrémnich situacich. Jsou to ptedevdim vysoce poloze-
né oblasti, kde ve vyice 4 a2 5 km houby s dernym pigmentem piedstavuji jedinou mikrofloru,
ataké horké piseCnaté a chladné kamenité pousté nékterych regiont [Ljach S.P.: Mikrobnyj
melaninogenez i ego funkcii. Moskva, Nauka 1981, 274s; Ostrovskaja M., Doncov A.: Fyziologi-
¢eskyje funkeii melanina v organizme. Fyziologija ¢elovéka 1985, strany 670 aZ 679.]. Znamé
jsou také organizmy, stabilni pfi ozafeni subletalnimi davkami fadu 900 Krad. Se ztratou pigmen-
tu klesa také inertnost k y—zafeni. Nesmirné zajimavou pfedstavou jsou otazky tykajici se¢ melani-
nil z paleobiologického hlediska. Spdry hub s vysokym obsahem melaninu se neobyejné Casto
objevuji ve velkych mnoZstvich ve vrstvich ze zadatku ,kfidy™, kdy bylo prokdzané vymieni
mnohych druhii zvifat a rostlin. Tato perioda je shodna s periodou pfechodu Zemé pres
»magnetickou nulu®, a tak také jeji neschopnosti ochrany pfed kosmickou radiaci {Bidzilja N.L.:
Svobodnye radikaly v oblucennych rastenijach i semenach, Kiev. Naukova dumka 1972, strana
210; Ljach S.P.: Mikrobnyj melaninogenez i ego funkcii. Moskva, Nauka 1981, strana 274;
Ostrovskaja M., Doncov A.: Fyziologiteskyje funkeii melanina v organizme. Fyziologija
gelovéka 1985, strany 670 az 679.]. TakZe existuje také védecky podloZeny zaklad myslence, Ze
melaniny byly ten ,blahorodny* material, ktery poslouZil pfi chemické evoluci nékterych poly-
mernich piedbiologickych struktur. Moznost vyse uvedencého je dana charakterem samotného
procesu syntézy téchto latek a také vlastnosti sou¢asnych melanini. Velkou pozornost si piede-
viim zasluhuje lehkost, s jakou se tyto pigmenty syntetizuji pii modelovani podminek, které, jak
se predpoklada, existovaly na Zemi v periodé vzniku sloZitych latek z aromatickych struktur
[Blois M.S.: Proischozdenije ptedbiologiCeskych systém. Moskva, Mir 1966, strana 464,
Pavlovskaja T.E.: Abiogenez i nacalnyje stadii evolucii zizni. Moskva, Nauka 1968, strana 216;
Blois M.S.; The melanins, their synthesis and structure. Photochem and Photobiol. Rev. 1978
ro€. 3, strana 151; Swan G.A.: Current knowledge of melanin structure. Pigment cell. ro€. 1.
Basel: Harger 1973, strana 151.].
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Klasifikace melanind

Melaniny, v zavislosti na biologickych objektech, které je syntetizuji, se rozdéluji na tfi zakladni
skupiny: mikrobialni, Zivo¢i$né a rostlinné. Existuji také syntetické melaniny, které vznikaji auto-
oxidaci 3.4—dioxidifenylalaninu (DOPA—melanin) jak uvadéji napfiklad Mason H.S.: In Pigment
Cell Growth, Acad. Press Inv,, N.Y. 1953, strana 235, Peers E.. Hystochemistry. Moscow, IL
1962, strana 640, Keretz D.: Ann. intab. dermatol. din. esperimentele 1961, strana 268 a Thomas
M.: Modern methods of plant analysis. Springer—Verlag. 1953, 4. strana 661. S mikrobialnimi
melaniny se setkdvime pouze u nékterych mikroorganismil patticich pfedevsim k rodm: Bacil-
lus, Pseudomonas a Azatobaster. Jsou to ¢erné a hnédé, nékdy Eerveno—hnédé pigmenty, vie-
obecné nerozpustné v organickych rozpouitédlech, rozpustné v zasadach s nespecifickymi spekt-
ralnimi charakteristikami. Mnohé skute¢nosti dokazuji, Ze se jedna o oxidaéni procesy, které jsou
zakiadem pt#i vzniku bakteridlnich melanini. Pozornost si vyZaduje ten fakt, Zze absolutni vétSina
mikroorganismii syntetizujicich tyto pigmenty patii k aerobnim formam. Zivogigné melaniny se
lokalizuji v povrchovych tkanich — kiZi, vlasech, srsti, pefi a sitnici oéi. Rostlinné melaniny jsou
popsané velmi malo, Je znamé, e se nachdzi v povrchovych tkanich nékterych semen a plodi.
Dosud jsou zndmé a popsané tii zplsoby izolace melaninil rostlinného pivoedu, a to fytomelaninu
z Vitis Vinifera L. Tyto preparaty jsou viak sumarnimi produkty se Sirokym spektrem fyzikalné—
chemickych vlastnosti, coz ma za nasledek, Ze neni moZné pouZit tento produkt za zaklad Iéciva,
jak je uvedené v Zherebin J.L. akol.: Sposob potuéenija vodorostvorimogo melanina.
t.A.S.SSSR patent.N.939446. 1983, Sendega R.V., Venger L.A., Baklanova L.V.. Sposob
polu¢enija enomelanina. Patent A.S.SSSR N. 1345606. 1987 a Godzenko A.L a kol.: Sposob
polucenija enomelanina. Patent RU 07,09,93. bl.N.33-36. Mezi melaniny je nejvice popsany
a znamy tzv. synteticky melanin, a nebo také DOPA-melanin, ktery vznika autooxidaci 3,4—
dioxyfenylalaninu (DOPA). Oxidace DOPA probiha takovym zpiisobem a takovymi stadit, jako
fermentativni auvtooxidace tyrozinu v Zivych organizmech, jejimZ vysledkem je vznik Zivolis-
nych a mikrobialnich melaninii. Schéma tohoto procesu je uvedené v Villee Claude A., Dethier
Vincent G.: Biological principles and processes. Philadelphia—London-Toronto. 1971, strana 822
a Brechtlovd, Haldk, Chandoga a kol.: Lekarska biochémia I., Asklepios. 1992, strana 228.
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Chemicka struktura a melaninogeneze

Chemicka struktura pfirodnich melanini neni dodnes znama. Melaniny maji velice slozitou poly-
merni strukturu a vykazuji typovou riiznorodost, takZze nemilzeme ziskat vyCerpavajici popis
struktury dokonce ani u t&ch pigmenti, které byly nékolik roki pfedmétem studia. V soudasnosti
neexistuje dokonce ani jednotny ndzor na to, které sloueniny odpovidaji pojmu ,melanin®
Mason popisuje melaniny jako vysokomolekularni polymery, které vznikaji pri enzymatické
oxidaci fenoll, pfedev§im pyrokatecholu, 3.4—dihydroxyfenylalaninu (DOPA}) (Ia) a 5,6-di-
hydroxyindolu. [Mason H.S.: In Pigment Cell Growth, Acad. Press Inc., N.Y. 1953, strana 235.].

HO

HO U

NH

B ou

(a)

Podobny vyrok napsal Nicolaus: ,,Pfirodni melaniny jsou slozité makromolekuly, které vznikaji
pfi enzymatické oxidaci orto—difenold, vét§inou nenahrazenych, takovych jako 5,6-dihydroxy-
indol, pyrokatechinol a 1,8—dihydroxynaftalen” [Nicolaus R.A.: Melanins, Paris—Hermann 1968,
strana 310.].

QU OH
H @ ) ‘ ‘
O NE CH

(b)

Peers a Keretz popisuji melaninové pigmenty, vznikajici pfi oxidaci aromatickych aminokyselin:
tyrozinu a dihydroxyfenylalaninu [Peers E.: Hystochemistry. Moscow, IL 1962, 640s; Keretz D.:
Ann.intab.dermatol,din.esperimentele 1961, strana 268.]. Thomas navrhuje povazovat za melanin
pouze dusik obsahujici pigmenty, to je derivaty 5,6~dihydroxyindolu, ktery se nachazi v oxidova-
ném nebo redukovaném stavu [Thomas M.: Modern methods of plant analysys Springer—Verlag.
1953, 4. strana 661.].

V soudasnosti existuji dvé zikladni teorie vzniku a struktury zumelanind. Prvni pojednava o tom,
7e zumelaniny jsou v podstaté homopolymery indol-5,6—chinonu {Pulman B., Pulman A.: Kvan-
tovaja biochemia. Moskva, Mir 1965, strana 654.]. Druha, Nicolausova interpretace, vyplyva
Z mnozstvi experimentd uskute¢fiovanych na zdkladé pfedpokladu, Ze v mechanizmu melanoge-
neze probiha polymerizace volnych radikalil riznych monomerd. Polyfunkénost monomert a ne-
pfitomnost strohé stavby vazeb mezi radikaly vede k syntéze polymerd s nerovnomémym obsa-
hem a organizaéni strukturou, coZ nakonec prispélo k nizoru, Ze v pfirodé pravdépodobné ne-
existuji dva absolutné shodné melaninové pigmenty [Nicolaus R.A.: Melanins, Paris-Hermann
1968, strana 310.]. Proto je melanin trojrozmémy polymer, jehoZ poet moznych struktur se
rovnd mnozstvi druhl molekul melaninu v pfirodé. Po dlouhou dobu se za zakladni model
povaZoval pigment spor houby Ustilago maydis. Je to prakticky jediny melanin (mikrobialni),
jehoz struktura je vieobecné piezkoumana a potvrzena. (Vzorec lla)
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HE);

Nicolaus usuzuje, Ze pii polymerizaci pyrokatechinolu na melanin vznikaji sloZité cyklické struk-
tury s kondenzovanymi kruhy, které jsou pfitomny v riiznych stupnich oxidace [Nicolaus R.A.:
Melanins, Paris—Hermann 1968, strana 310; Ljach S.P., Ruban R.D.: Mikrobnye melaniny.
Moskva. Nauka 1972, strana 184.].

Druhym, v podstaté prozkoumanym melaninem je derny pigment, ktery vznika ve zralych sp6-
rach houby Aspergillus niger. Patfi do skupiny tzv. alomelanini a nazyva se Aspergillus niger—
melanin. [Nicolaus R.A.: Melanins, Paris-Hermann 1968, strana 310; Blois M.S.: Proischozdeni-
je predbiologiteskych system. Moskva, Mir 1966, strana 464.] (Vzorec 11b)

OH 2!

i

CH o

(lib)

V soudasnosti je moZné pfedpokladat, Ze zaklad melaninogeneze v Zivych organizmech je proces
zaloZeny na fermentadni oxidaci tyrozinu pfes DOPA v pfitomnosti tyrozinazy na dopachinon,
z kterého mnozstvim oxidaci, dekarboxylaci a konjugaci vznika pigment. To je ,klasicka cesta™.

Stejné tak ale nékdy syntéza probiha odli$nou cestou a melanogenem miize byt nejen tyrozin, ale
také jiné fenoly, napfiklad pyrokatechinol. Ale piesto je tfeba pfipomenout, Ze geneticky podmi-
néna schopnost vytvafet tyrozinazu a melaninové pigmenty v Zivych organizmech je cetkové
vysoce stabilni [Brechtlova, Hal¢dk, Chandoga a kol.: Lekérska biochémia [., Asklepios. 1992,
strana 228; Skarka B., Ferentik M.: Biochémia. Bratislava, Vydavatelstvi Alfa 1992, strana
846.].
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Identifikace melaning

Jednou z pti€in nedostateéného prozkoumani melanint je problematika izolace z biologickych
objekti. protoZe tyto pigmenty jsou nerozpustné ve vét§iné znamych organickych a mineralnich
rozpoustédel [Nicolaus R.A.: Melanins, Paris—Hermann 1968, strana 310; Ljach S.P.: Mikrobnyj
melaninogenez i ego funkcii. Moskva, Nauka 1981, strana 274; Blois M.S.: The melanins, their
synthesis and structure. Photochem and Photobiol. Rev. 1978 roé. 3, strana [51.]. Kromé tcho se
melanin nachézi v biologickych objektech in vivo a je pruzné navazany na jiné biopolymery:
bilkoviny, polysacharidy, lipidy, ostatni pigmenty a pfimési.

Tézkosti a problémy oddéleni (izolace) spoivaji také v jejich koloidni podstaté a neschopnosti
krystalizovat. To vede k tomu, Ze existuji dvé zakladni metody izolace melaninovych pigmenti.

Prvni skupina metod spodiva nejdfive v extrakci melaninu vhodnymi rozpouitédly a potom v od-
stranéni doprovodnych pfimési. Jedinym, téméf univerzilnim rozpousStédlem melanind jsou 0,5
az 1,0M vodné roztoky zasad NaOH a KOH. Tyto vlastnosti melanint jsou podminéné jejich
polyfenolovou strukturou. Proto se také zdsadita extrakce pouziva na izolovani z bunék a tkani
zivodichl, mikrobidlnich a ngkterych rostlinnych objekti.

Druha skupina metod extrakce melaninu se pfedstavuje jako zpisob, pfi kterém se odstrafiuji
viechny ostatni materialy kromé melaninu. Toto odstranéni nepotfebnych materiala se uskute¢-
fiuje kyselou hydrolyzou a promyvanim vhodnymi rozpouitédly az do té doby, dokud nezistane
poZadovany preparat ~ melanin [Ljach S.P., Ruban R.D.: Mikrobnye melaniny, Moskva, Nauka
1972, strana 184.].

V diisledku chemické sloZitosti a riznorodosti biologickych materiald a specifickych viastnosti
samotnych melanini neni mozné navrhnout standardni metodu vhodnou pro viechny druhy pfi-
rodnich melaninil, je nezbytny individualni pfistup. Napfiklad, pii extrakei ustilagomelaninu se
pouZiva druhy zpilsob preparativni techniky. Na spory houby Ustilago maydis se necha plisobit
koncentrovana HC| a potom se postupné riznymi rozpoustédly odstraiuji pifimési. Melaniny
nékterych objektd se izoluji v podstaté snadne ,,mékkymi metodami®. Napfiklad melanin duhov-
ky by¢iho oka a nebo melanin z atramentu chobotnice Sepia officinalis — sépiomelanin. Tyto
preparaty se izoluji bez zpracovani kyselinou a nebo zdsadami, jelikoZ se nachazi v biologickém
objektu ve formé sodnych soli. Takovych prikladii je viak veimi mélo. Jako zikladni se pouziva
zpisob zasadité extrakce s naslednym vysraZenim kyselinou pro melaniny Zivo¢iSného, mikro-
bidlniho a také rostlinného pivodu [Nicolaus R.A.: Melanins, Paris-Hermann 1968, strana 310.].

Obsah melanind v burikach hub je znatn& odlidny v Sirokém rozmezi: od 2 az 3 % hmotn. az do
35 az 40 % hmotn. Obsah melaninu v rostlinnych objektech je podstatné nizsi, a to od 0,2 do
0.3 % hmotn. az 6 az 8 % hmotn.

Jednim ztestl identifikace melanind jsou VIS—spektra. Melaniny maji jasné spektralni ézir?f
absorpce, jednu v oblasti vinovych délek 1600 az 1700 ¢cm™', druhou v oblasti 3300 a% 3500 cm™.
Tyto spektralni ¢ary odpovidaji karbonylovym skuPiném (absorpee v oblasti 1700 cm™), uhlik—
uhlikovym vazbam (absorpce v oblasti 1600 cm™), NH; a OH-skupinam (absorpce v oblasti
3300 az 3500 cm™).

Pro melaniny pfirodniho i syntetického pivodu je charakteristické UV—spektrum, ve kterém nej-
sou piky, nemaji ani jasna absorpéni pasma, hiavné v oblasti kratkych vinovych délek. Podobna
charakteristika je patrna také v oblasti viditelné ¢asti spektra s naklonénou diagonalou v hranicich
—0,0019 az -0,0040. Tyto optické charakteristiky jsou pro melaniny typické.

Charakteristické jsou také rizné chemické reakce, s jejichZz pomoci je mozné vyvodit zavér o pfi-
tomnosti melaninovych monomerti v preparatu:
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a) nerozpustnost ve vodé a vétSiné organickych rozpoustédel

b} dpina rozpustnost v 0,5M NaOH a nebo KOH

¢) vysraZeni se z roztok v piitomnosti FeCl,

d) odbarvovani pit pouziti siinych oxidaénich éinidei (KMnO,, H,O;)
e) schopnost regenerovat amoniakilni roztok AgNO,

NejdileZitéjsi charakteristika melaninovych pigmenti je pfitomnost paramagnetickych center
v koncentract 1015 aZ 1018 spin/g [Nicolaus R.A.: Melanins, Paris—Hermann 1968, strana 310;
Bidzilja N.L.: Svobodnye radikaly v oblucennych rastenijach i semenach. Kiev. Naukova dumka
1972, strana 210; Ostrovskaja M., Doncov A.: Fyziologiéeskyje funkcit melanina v organizme.
Fyziologia &elovéka 1985, strany 670 az 679.].

Z biologické stranky stanoveni melaninové podstaty pigmentd obnadi izolovani tyrozinazy
a jejich substratd v danych objektech, a také stanoveni pfimé vazby mezi tyrozindzovou aktivitou
a melaninogenezi (pigmentogenezi).

Identifikace melaninu zpiisobern na zakladé jednoho — dvou testh je nejednoznaénd, je nevyhnu-
telné pouzit cely komplex testovani.

Péitomnost nezaplnéné spodni energetické hladiny v melaninech a jejich schopnost ,lovit®
z okolniho prostfedi nesparované elektrony vede k tomu, Zze melanin ochrafuje pied radiaénim
zafenim pohlcovanim nesparovanych elektrond volnych radikéla, vznikajicich v systémech pfi
aéinku ionizujici radiace [Bidzilja N.I.: Svobodnye radikaly v oblucennych rastenijach i seme-
nach. Kiev. Naukova dumka 1972, strana 210; Godzenko A.l. a kol.: Sposob polu€enija
enomelanina. Patent Ru. 07,09,93. bl.N.33--34.].

V poslednich letech byly publikované vysledky experimentalnich vyzkumd, které potvrdily
vlastnost melanind ochrafiovat pred radiadnim zafenim. P¥itom, tyto vlastnosti projevuji melaniny
nejen, kdyZ se nachazi v objektu, ale také po jejich umélém zavedeni do zivého organizmu [Hill
H.Z., Hill G.J.: Eumélanin Causes DNA strand Breaks and kills Cells. — Pigments Cell Research
1, 1987, 163 az 170; Hill H.Z., Peak J.G., Peak M.J: Introduction of DNA-Protein crosslinks in
melanotic cloudman $91 mouse melanoma cells by monochromatic 254 and 405 nm light.
Pigment Cell Research 2: 1989, strany 427 aZz 430; Tsuneaki Chida, Hugh D. Sisler: Effect
of inhibitors of melanin biosynthesis on appresorial penetration and reductive reactions
in Pyricularia oryzae and Pyricularia grisea. Pesticide Biochemistry and Physiology 29, 1987,
strany 244 aZz 251; Jacobsohn M K., Dobre V.C., Branam Ch., Jacobsohn G.M.: Oxidation of 2—
hydroxyestradiol and its incorporation into melanin by mushroom tyrosinase. J. Steroid Biochem.
Vol. 31, No. 4A, 1988, s. 377 aZ 385; Giovanni Sichel: Biosynthesis and function of melanins in
hepatic pigmentary systém, Pigment Cell Research 1: 250 az 258, 1988.]. Experimenty, prova-
déné na ¢ermnych burkach kvasinek Nadsomiela nigra obsahujicich melanin ukazaly, ze {emé
buriky jsou podstatné rezistentnéj3i k ozafeni nez buriky kvasinek, které neobsahovaly melaniny.
Pii umélém péstovani kvasinek v biologické pidé s obsahem hexachloracetonu, inhibitoru mela-
ninogeneze, byla vypéstovina kultura, ktera aplné ztratila rezistenci k zafeni [Chruljova LM.:
Issledovanije struktury i svojstv melanina i ego syntetiCeskych analogov. Ref., Moskva 1973,
strana 20; Baraboj V.A.: Biologiteskoe dejstvije rastitelnych fenolnych socedinenij. Kiev.
Naukova dumka 1976, strana 260; Zherebin J.L. a kol.: FarmakologiZeskije svojstva enomelani-
novych pigmentd. Doklady AN SSSR seria B 1984, s. 64 a7 68.].

Vysledky praktickych pokusi a piehled dostupné literatury diva pfedpoklad vyvinuti melanino-
vého preparatu slouziciho jako G¢innd ochrana Zivych bunék organizmit viiéi radiaci, vyrobeného
na bazi pfirodnich materialii a produktil litkové pfemény metabolizmu.
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Protinadorova aktivita melaninovych pigmenti

V soucasnosti je vét§ina vyzkumnych pracovnikil a védcd nazoru, Ze rakovinna butika se odliSuje
od normélni ne tim, Ze v ni chybi nékteré specifické latky, ale pomérem komponent biochemic-
kych systémi, patficich k normalni buiice. Prace N. M. Emanuela a kol. potvrdily, Ze pro nega-
tivni riist je podstatna zmé&na koncentrace volnych radikal( v biochemickych komponentach bufi-
ky, disledkem je ndzor, Ze antioxidanty musi mit vliv na rozvoj téchto procesi.

To byl pro autory zaklad predpokladu, Ze tato fyzikalné—chemicka vlastnost melanind, jako je
antioxidaéni aktivita, je duleZity ukazatel procesu bunééného metabolizmu. Na tom je zalozena
schopnost fenolovych skupin reagovat s volnymi radikaly —s aktivnimi centry btochemického
systému buiiky. Elementarni akt spofuptsobeni inhibitoru s volnym radikidlem R vede v systému
ke vzniku radikilu inhibitoru, stabiln&i§iho a méné reaktivniho nez vlastni radikal R [Chruljova
[.M.: Issledovanije struktury i svojstv melanina i ego synteti¢eskych analogov. Ref., Moskva
1973, strana 20.].

Tato hypotéza byla potvrzena ve védeckych pracich. V nich jako pfedmét vyzkumu byl vybran
synteticky, ptirodni (Zivo¢idny) a biosynteticky melanin. Zivogisny melanin byl ziskan pomoci
kyselino-zésadité metody z mySiho melanomu Harding—Passa. Biosynteticky melanin se synteti-
zoval z DOPA v piitomnosti tyrozinazy, izolované z my$iho melanomu Harding—Passa [Chruljo-
va L.M., Berlin A.A.: Protivoopucholjevaja aktivnost syntetiCeskych, biosynteti¢eskych i prirod-
nych melanind. lzvestija AN SSSR. 1973 &. 3, strany 438 az 442.]. Na zaklad¢ provedenych
experimentil bylo dokdzané, Ze melaniny nejsou karcinogenni a vysledky umoznily potvrdit, Ze
melaniny maji schopnost protinadorové aktivity v davkach od 150 do 250 mg/kg a dosahuji Géin-
ku 50 az 60% inhibice ristu nadoru.

Imunogenni aktivita melaninovych pigmenti

V soudasnosti existuje znaéné mnoZzstvi Iékafskych preparati, jako v lékafstvi nikdy predtim.
TéméF vidy, jako pravidlem, se po n&jaké dobé v literatute objevuji ¢lanky, pojednavajici o zvy-
Sené citlivosti k novému preparatu. Objevila se fada pokusi stanovit zavislost mezi fyzikalné—
chemickymi vlastnostmi a imunogenni aktivifou {Vladimirov V.G., Krasilmikov l.J., Arapov
O.B.: Radioprotektory. Kiev. Naukova dumka, 1980, s. 264; VIDAL cat. —Lekarstvennyje prepa-
raty v Rosii. Astra—Pharm-Servis, Moskva, 1997, strana 1166.} léivych slouenin proto, aby
bylo moiné predpovidat a posoudit jejich alergenitu. Pfesto dodnes neni mozna aplikace tako-
vychto pravidel za stavu soudasnych v&deckych poznatki, ale jsou stanovené urdité skuteénosti,
které je mozno shrnout nasledujicim zpGsobem.

Imunogenni aktivita antigenu zavisi na jeho fyzikdlné—chemickych vlastnostech a na schopnosti
imunizovaného organizmu odpovédét na dany antigen. Podle schopnosti indukce imunitni odpo-
védi je mozné antigeny rozdélit na dvé skupiny — slabé a silné. Mezi latkami urité chemické
podstaty jsou nejsilngjdimi imunogeny bilkoviny, ale také polysacharidy, syntetické polypeptidy
a jiné polymery mohou byt pti urCitych podminkach imunogeny [Koen S., Word P., Mat-Classen
R.: Immunotogy. Moskva Medicina. 1983, strana 400; Allergeny i immunopatologija v klinike
i experimente, Sbornik nauénych trudov. Moskva 1988, strana 164; Buc M. a kol.: Klinicka
imunologia. Bratislava, Veda. 1997, strana 364.]. Dostateéné vysoka molekulovd hmotnost je
také podminkou dostaéujici imunogenity antigend. Napfiklad, pokud je molekulova hmotnost
mensi nez 10 000, je pravidlem, Ze takova litka je slab& imunogenni.

Vétdina vysokomolekularnich bilkovin ma molekulovou hmotnost vétsi nez 100 000. Se zmen3e-
nim rozméri a molekulové hmotnosti antigeni se ztraci individualita jejich struktury, sniZuje se
cizorodost a imunogenni aktivita. Bylo zaznamenané, Ze &im sloZitéjsi je struktura molekuly anti-
genu, tim vic je imunogenni. Ptiklad byl ukazan na imunogenité syntetickych polypeptidu. Jestli-
ze byl polypeptid vytvofen z aminokyselinovych zbytki jednoho druhu, byl slabé imunogenni.
Pokud byl sloZen ze dvou a nebo tfi druhid aminokyselin, tak ziskaval imunogenni vlastnosti. P¥i-
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tomnost aromatickych aminokyselin (napfikiad tyrozinu) v syntetickych polypeptidech zabezpe-
¢uje imunogennost molekuly. Ukazalo se, ze schopnost vyvolat vznik protilatek patii zejména
latkam, které maji povrchové nabité skupiny.

Nékteré teorie spojuji imunitni aktivitu sioucenin také s pevnosti jejich moiekuly. imunogennost,
schopnost indukovat bun&énou a nebo humoraini imunitni odpovéd’, tak do znaéné miry zavisi na
druhu a fyzikalné—chemickych vlastnostech antigenu, rozmérech jeho molekuly, charakteru
a mnozstvi i lokalizace antigennich determinant v molekule antigenu.

Na zikladé vyse uvedeného a ostatnich vieobecnych poznatkd o vlastnostech ZivociSnych,
mikrobialnich, rostlinnych a syntetickych melanini, viechny tyto latky vykazuji imunogenni
aktivitu, a podle vieho je mozné je zafadit do skupiny slabych antigenil.

Farmakologicke vlastnosti melaninG

P¥i pouziti melanint pro farmakologické G¢ely ma znaény vyznam jejich rozpustnost. V dosud
popsanych pracich se pouZivaly preparaty melanint ve formé vodnych suspenzi a nebo suspenzi
ve fyziologickém roztoku, aplikovaly se intramuskularné, ale prakticky se nikdy nevstfebavaly,
a proto mély pouze lokalni Géinek.

Nejiudinngjsi jsou rozpustné melaniny aplikované peroralné nebo intravenézné. Byly vyrobené
podobné preparaty, ale pfedstavovaly predeviim pseudoglobulinové melanoproteiny, tj. komple-
xy chromogennich &asti s bilkovinami, které nejsou schopné transportovat elektrony a maji
sniZenou schopnost obrany pied pdsobenim radiace a toxickych volnych radikali [Buc M. a kol.:
Klinickd imunologia. Bratislava, Veda. 1997, strana 364; Ferentik M., Stvrtinova V., Bernadi¢
M.. Jakubovsky J.. Hulin 1.: Zapal, horGZka, bolest. Bratislava, Slovak Academic Press. 1997.
strana 216, Mayer V., Hallauer J,, Baum M.K.: Ochoreni zpisobené nakazou virusom
HIV/AIDS. Bratislava, Vydavatelstvo Slovenskej Akadémie Vied, 1996, strana 364.].

Zajem se soustfed’uje na vyzkum farmakologické aktivity (chromogenni) ¢asti pigmentu ve vod¢
rozpustné, extrahované z rostlinnych kultur — fytomelaninu.

Melaninové preparity ve svété

V soudasnosti, pfedeviim v obdobi poslednich 15 let, se soustfed’uje &¢im dél vice pozornosti ve
svété melanindm jako perspektivnim preparatim pro mnoho oblasti v primyslu a v lékafstvi.
Melaniny v sou¢asnosti vyrabi vice spoleénosti, nejznamejsi jsou produkty, které vyrabi a dodava
SIGMA CHEMICAL Corp., USA [Sigma Chemical Co.: Biochemikalien und Reagenzien tiir die
Naturwissen schaftliche Forschung. Deutschland, 1997, s. 2736; The Merck Index, An encylope-
dia of chemicals, drugs and biologicals, 12. vydani. Whitehouse Station, NJ. 1996, strana 2668.].

Dosud byla osvojena vyroba syntetického melaninu (tzv. DOPA~melanin) a sépiomelaninu, izo-
lovaného z atramentové naplné Séphia officinalis. Preparaty jsou viak p¥edev§im diky exotickym
surovindm velmi drahé, v nedostateném mnoZstvi, a tak také vieobecné nedostupné pro Siroké
pouziti. V malych mnoZstvich se na laboratorni bazi vyrabi nékteré druhy melanini Zivocisného
a mikrobialniho plivodu, které ale kvili znatné komplikovanosti vyroby a nedostatku zakladnich
surovin v soudasnosti nepiedstavuji seridzni a levné moZnosti k osvojeni primyslové velkovyro-
by. Vyroba melanini rostlinného piivodu v chemicky ¢isté podobé k dnes$nimu dni neni znama.

Viechny zndmé procesy jsou zaloZené na izolaci melaninu komplikovanymi metodami z biolo-
gickych struktur, ve kterych se nachazi, nebo synteticky, to je autooxidaci tyrozinu.
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Podstata vynalezu

Vyse uvedené nedostatky jsou do znané miry odstranény biologicky uéinnou frakci melaninu
podle vynalezu, jehoZz struktura vznika jako vysledek polymerizace rostlinnych tlavonoidi, pre-
devEim katechini a leukoanto-kyanidini (111},
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Protoze jde o amorfni litku, neni mozné uréit pfesnou strukturu. Jako pfiklad uvadime jednu
z nejpravdépodobnéjsich struktur vzorce IV, kde sipkami jsou zobrazeny dal$i cesty mozné poly-
merizace.
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kde R nezavisle piedstavuje ~OH, “COOH a nebo —NH,.

Zakladem molekuly fytomelaninu je struktura sklddajici se z monomernich jednotek rostlinnych

flavonoida podle vynalezu, predevsim katechint a leukoantokyanidini. ProtoZe samotny proces

polymerizace a tim také poget moZznosti vzniku riznych struktur ge znadné velky, limitujicim fak-

torem je v tomto pfipadé molekulova hmotnost Mh = (5 + 1) . 10° Da.

Empiricky vzorec jedné z nejpravdépodobnéjich struktur znazomény vzorcem IV je
[C14-56014-23H3344Ne 5]n, kde n = 6 aZ 8.

V nasledujici tabulce &. 1 jsou uvedené fyzikaind—chemické vlastnosti latky vznikajici jako vysle-

dek polymerizace rostlinnych flavonoidi podle nimi navrzené technologie.

Tabulka &. 1: Fyzikalné—chemicke viastnosti fytomelaninu

Molekutova hmotnost (5+1).10°Da
-OH skupiny 4,02 az 4,05 hmotn. %
=0 skupiny 1,04 aZ 1,06 hmoatn. %

Obsah jednotlivych prvki (% hmotn.)

C 48,44 az 49,52
H 5108z 5,73
N 1,15az 1,24
0 41,20 a2 42,10
Koncentrace nespérovanych elektrond (spin/g) 10" az 10%
Spektrum, 3433,1620,1400
(cm™) 1200 aZ 1100

»Melaniny rostlinného plivodu® je pouze celkovy sumdrni nizev pro tmavohnédé a erné pig-
menty rostlin, které jsou z chemického hlediska produkty oxidace flavan-3,4—diolii. V souvislosti
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s tim, Ze na vlastni reakei oxida¢ni polymerizace ma vliv cela fada faktord, jako napfiklad teplo-
ta, pH—prostiedi, hydromodul, pomér fazi, doba reakce, obsah a koncentrace sloZek a podobné,
mohou se jeji produkty ¢aste¢né lisit a nemaji presné fyzikdlné—chemické charakteristiky, a nebo
sc také znaéné odlisuji jeden od druhého.

Tato struktura je nejpravdépodobnéjdi p#i dodrzeni podminek polymerizace pii jejich syntéze
z prirodnich rostlinnych surovin, podrobné popsanych déle, a odpovidajiciho technologického
postupu. Tyto podminky prakticky vylu€uji cestu kondenzace flavonoidli s otevienim pyranové-
ho cyklu {schéma K. Freidenberga), aie odpovidajici reakci podle schématu D.E. Katueno o spo-

jeni molekul .hlava k hlavé“ a ,ocas kocasu“ [Kretovich V.A.: Osnovy biochimii rastenij.
Moskva. Vysiaja skola. 1970, strana 540.).

Pritom zakladem molekuly znamych melanin( je pyrokatechinolova struktura (vzorec II), ktera
vznika jako vysledek pfi otevieni pyranového cyklu molekul leukoantokyanidinG a naslednou
polymerizaci vzniklych fragmentti. To je mozné vysvétlit ,,tvrd$imi* podminkami, pfi¢emZ jedna
z hlavnich pFi€in je pouZzivini vysokych koncentraci zasad 0.25 az 1,20 M, neadekvatnich tepel-
nych reZimi, pouZiti nedemineralizované vody v priibéhu celého procesu nebo pouze ¢astené.
Kromé toho, ndmi navrhovana technologie zabezpeduje vznik struktury polymeru s neptili§ vel-
kym stupném kondenzace (n = 5 aZ 7), coZ ma za nasledek moZnost syntetizovat po chemicke
strance homogenni produkt — polymer, fytomelanin, s ur¢itymi fyzikalné—chemickymi a biologic-
kymi charakteristikami a reprodukovatelnymi vlastnostmi.

lzolace pfirodniho polymeru z biologickych objektd je prakticky nemozna. Zv1adt€ se to tyka
melanind rostlinného pdvodu, pro které neexistuje inertni rozpouitédlo. Jedinymi rozpoustédly
jsou pouze 0,5 az 1,0M vodné roztoky NaOH a nebo KOH. Jinak fe€eno, proces rozpousténi neni
fyzikalni proces, ale ve skuteénosti chemicka reakce zisady a polymeru, ktera zplisobuje destruk-
¢i vlastniho nativniho biopolymeru. Takovym zasahem se hrubé narusuje chemicka podstata,
dochazi vlastné k rozkladu na jednotlivé fragmenty, které se dale spojuji podle nékterého ze zna-
mych schémat oxidaéni polymerizace. Dal$im postupem se odstrafiuji vzniklé pfimési a jiné pro-
dukty reakce.

V souvislosti s vyse uvedenym, timto postupem ziskany produkt neni jeho plvodni nativni for-
ma, ale synteticky polymer, jenZ je také charakterizovan vlastnostmi naleZejicimi plvodnim
melaninim a této t¥ideé sloucenin. Tak vlastné miZeme hovotit o syntéze produktu biochemickou
cestou na bazi pivodnich rostlinnych surovin.

Identifikace
Jednim z testil identifikace fytomelaninu jsou VIS—spektra.
Jasné spektralni Cary absorpce:

- voblasti vinové délky 1600 az 1700 ¢m™'
~ v oblasti 3300 az 3500 cm™’

Tyto spekiralni ¢ary odpovidaji karbonylovym skupindm (absorpce v oblasti 1700 cm '), uhli-
uhlikovym vazbam (absorpce v oblasti 1600 cm ™) (tab. &. 1).

a) nerozpustnost ve vode a vétdin€ organickych rozpoustédel

b) Gplna rozpustnost v 0,5M NaOH a nebo KOH

c) vysraZeni z roztokd v pfitomnosti FeCl,

d) odbarveni pii pouziti silnych oxidaénich ¢inidel (KMnQ,, H203)

e) schopnost regenerovat amoniakalni roztok AgNO;
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Nejdiilezitéj3i charakteristika pro fytomelanin je ptitomnost paramagnetickych center (nespa-
rovanych volnych elektroni) v koncentraci 1018 az 1022 spin/g.

Zpusob vyroby frakce rostiinného melaninu spociva v tom, Ze na rostlinnou surovinu se pisobi
0,05 az 0,3M vodnym roztokem hydroxidu alkalického kovu pfi teploté 15 az 75 °C, pH extraktu
se upravi na hodnotu 1 az 2, ptidavkem anorganické kyseliny na bazi chloru, pfi¢emz vylouceny
sediment se vy<isti a nasledné vysusi pfi 100 az 110 °C.

Vyhodné se &isténi uskutediiuje promyvanim roztokem kyseliny na béazi chloru s pH 1,0 2z 3, a2
do dosahnuti bezbarvé kapaliny nad sedimentem, naslednym promyvanim etanolem a dal3imi
organickymi polamimi rozpoustedly. P¥i viech procesech se pouZiva voda farmakologické kvali-
ty.

Po vysuseni se produkt miZe podrobit jesté dalSimu Cidténi a aktivuje se semichinonovy radikal.

Zpisob pipravy latky, jejiz fyzikalné—chemické parametry odpovidaji tab. &. 1, spociva v nasle-
dujicich krocich:

lzolovani sumarniho produktu

Zakladni surovina

Zasadité reakce

Zasadity extrakt

filtrace, centrifugace,
sedimentace kyseiinou

Sediment fytomelaninu

promyvani kyselymi vodnymi roztoky
a farmakologicky Cistou vodou

Sediment fytomelaninu - H-forma
sediment o&istény od pfimési a produkt(

S 13-
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degradace nativniho pigmentu

promyvani etanolem
H-forma fytomelaninu oéisténa od forem taninu rozpustnych v etanoiu,
antokyanového komplexu

promyvani etylacetatem

H-forma fytomelaninu ocisténa od

etylacetatové frakce taninu a ligninu

promyvani acetonem

H-forma fytomelaninu odisténa od

tigninu a acetonové frakce taninu

vysuseni pri 102 az 105 °C

H-forma fytomelaninu

sumarni produkt nerozpustny ve vode

Ziskany sumarni produkt pfedstavuje frakei rostlinnych melanini s molekulovou hmotnosti Mh =
(5 +£2).10°. Dal$im stadiem technologického procesu je odstranéni zbytkovych doprovednych
pfimési a produktt degradace nativniho polymeru.

- 14 -
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Resedimentace a doplikové odisténi
H-forma fytomelaninu

(sumarni produkt)

rozpusténi v zasadach,

separace, ultracentrifugace

Ocdistény zasadity roztok

sedimentace kyselinou, promyvani

farmakoiogicky Cistou vodou

H-forma fytomelaninu
ocisténa od zbytkovych mnoZstvi dopravodnych primési

Postupné promyvani organickymi
rozpoustédly pfi centrifugaci

do absolutné bezbarvych promyvacich
roztokd { D=0,000)

‘ vysuseni pii 102 az 105 °C
H-forma fytomelaninu

oéidténa od primési a produktl
degradace nativniho polymeru
konetného produktu

H-forma fytomelaninu

odi§téna od pfimési a produktu

degradace nativniho poiymeru
zpracovani koncentrovanou kyselinou
var pod zpétnym chladicem

H-forma fytomelaninu homogenni po chemické stréance

=15 -
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- promyvani farmakoiogicky Cistou vodou do celkového odstranéni Cl, promyvani
dimetylformamidem

suseni produktu

H-forma fytomelaninu s molekulovou
hmotnostti (5+1).10° Da a koncentraci
nesparovanych elektrona 1018 az 1022 spin/g
zpracovani NH4OH pfi pH 10,0 a2 11,0
v

membranova filirace

Ve vodé rozpustna forma fytomelaninu
(amoniakalni roztok)

Koneény produkt miize byt piipraveny v nasledujicich formach:

a) Suchy amorfni prasek tmavohnédé barvy s charakteristickym kovovym leskem, nerozpustny
ve vode.

b) Suchy amorfni prafek tmavohnédé barvy s charakteristickym kovovym leskem, rozpustny ve
vodé.

¢) Vodny roztok fytomelaninu s maximalni koncentraci do 3 az 5 % hmotn.
d) Pasta imavohné&dé barvy s obsahem zakladniho produkiu 10 aZ 15 % hmeotn.

Podstatu vynalezu tvofi také farmaceuticky prostfedek, ktery obsahuje frakei rostlinného melani-
nu podle vynalezu a farmaceuticky ptijatelny nosic.

Bylo zjiténo, ze frakce rostlinného melaninu podle vynalezu je vhodna na pouZziti jako léCivo,
a to zejména jako antioxidant, pro blokovani peroxidace lipidd, na aktivaci leukocyti, na regulaci
a priub&éh komplementového systému.

Na zikladé dosazenych vysledkii uvedenych daile a popisu biologické funkce latek melaninové
povahy [Feren¢ik M., Stvrtinova V., Bemadi¢ M., Jakubovsky J., Hulin 1.: Zapal, hortigka,
bolest. Bratislava, Slovak Academic Press. 1997, strana 216; Mayer V., Hallauer J., Baum M.K.:
Ochoreni zpiisobené nakazou virusom HIV/AIDS. Bratislava, Vydavatelstvo Siovenskej
Akadémie Vied, 1996, strana 364; Sigma Chemical Co.: Biochemikalien und Reagenzien fiir die
Naturwissen schaftliche Forschung. Deutschland, 1997, s. 2736; Duratkova Z., Bergendi L.,
Liptadkova A., Muchova J.: Free radicals derived from oxygen and medicine. Bratislava Medtcal
Journal, 1993 No. 8, sirana 419 az 434; Durackova Z., Felix K., Fenikova L., Kepstova L,
Labuda J., West U.: Superoxide dismutase mimetic activity of a cyclic tetrameric Schiff base
N—coordinated Cu(ll) complex. BioMetals 1995 No. 5, strana 183 az 187; Novak, M.:
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Neurcimmunology of The Alzheimer’s Disease. Bratislava Medical Journal 1997, 98. strana 303
a7 314.] mtizeme vyvodit nasledujici:

Poskozeni v lidském organizmu vznika piisobenim vnéjsich anebo vnitinich faktoril. Jako posko-
zeni je potieba rozumét métiteiné zmény, pfi kterych se porusi homeostaza intraceiularniho pro-
stfedi natolik, Ze nitrobunétné struktury, a také samotné buiiky, nedokaZi udrzet a kompenzovat
poruchu vlastnimi mechanizmy. V tomto momentu dochazi k poruse subcelularnich struktur a ke
ztraté integrity bunék. Pokud proces postihne dostateéné velky polet bunék, tak se ireverzibilni
bunécné poméry projevi ztratou funkce ptistusného organu. Vysledkem je porucha orgénii s nas-
lednymi zménami funkci celého organizmu.

Melaniny, a tim také fytomelanin, patfi do skupiny latek, které se zigastiiuji opravnych opatieni.
To znamena, Ze nejde o latku, ktera n&jakym zpiisobem kompenzuje ztratu a nebo poruchu. Nej-
de ani o latkuy, kterd se uplatiiuje jako faktor nahrady deficitu. Jde o latku aktivné zasahujici do
procesii, které se spusti pfi poSkozeni homeostizy bunék a nasledné celych organi. Ve smyslu
modernich koncepci mediciny je feSeni problému poskozeni bunék a orgéni principidinim fede-
nim. Tento pfistup plné respektuje nejmodern&jii trendy v rozvoji védeckého vyzkumu v oblasti
biologicko—lékatskych véd.

Princip ztraty homeostazy bunék je zakladem vzniku viech poruch v lidském organizmu kromé
geneticky podminénych poruch. Ve své podstaté také plsobeni fyzikalnich faktor jako je radia-
ce, plsobeni extrémnich teplot a fyzikalnich faktorli zpiisobuje poruchu struktury bunék. Také
v téchto piipadech musi organizmus zabezpegit optimalizaci poméri ve smyslu pieziti organiz-
mu. To, co nasledné v organizmu probiha, je proces, na kterém se podili mnoho mechanizmi
a latek. Latka fytomelanin ma v tomto procesu celkem zasadni postaveni. Vypliyva to z toho, Ze
v procesu podkozeni se aktivuji mechanizmy zaméfené na odstranéni poskozujici skodliviny.
Pfitom vznikaji latky. které maji vysokou baktericidni i¢innost a schopnost velmi intenzivné
reagovat s jinymi latkami, které se v misté poskozeni nachazi. Latky zaméfené na likvidaci 3kod-
liviny nemaji schopnost rozlisit mezi po§kozenim uzitcénym a neuZiteinym. V koneéném duisled-
ku tyto latky poskozuji v8echny struktury, které se nachazi v misté jejich vzniku, tvorby a piiso-
beni. Jde vétSinou o latky s nizkou molekulovou hmotnosti. Podobny proces poskozeni vznika
také tehdy, pokud dojde k poruse uz po3kozeného a adaptovaného organu a nebo tkanég. Tak pfi
ateroskleréze vznika jisty druh rovnovaZzného stavu mezi poruienou cévou, pritokem krve
a tkéni, ktera je zasobovana krvi z této cévy. Kdyz se porudi integrita cévy preateroskleroticky
proces, tak se této dramatické situace zOdastiuji opét mechanizmy sméfujici k napravé a pre#iti
organizmu. Tyto také vyse uvedené procesy napravy poskozeni probihaji s i€asti tvorby reaktiv-
nich intermediati kyslikn, superoxidoveho aniontu, peroxidu vodiku, hydroxylového radikalu,
singletového kysliku a reaktivnich intermediati dusiku. Fytomelanin se na zékladg dosavadnich
analyz uplatfinje jako prostfedek na ,ovladani“ tvorby téchto latek. Tyto latky maji schopnost
reagovat se Skodlivinou, ale jejich vyznamna tloha je v tom, Ze spoustéji kaskadu zmén tvorby
daldich latek, které se uplatiiuji jako poskozujici latky a jako latky, které zabezpecuji aktivaci
a regulaci reparacnich procesil. Témito latkami se ovliviiuje vyména mezibunéénych informaci.
Dosud pouzZivané litky pfi léEb& maji charakter latek s tlumivym nebo stimulaénim Gginkem.
Dalsi latky maji funkci suplementace nebo kompetitivni inhibice.

V ptipadé fytomelaninu jde o 1atku, jejiz Gdinek zavisi na stavu aktivace pii poskozeni a na stavu
aktivace systémil zagastiiujicich se té&chto sloZitych procesit (komplementovy systém, koagula&ni
systém a Kininovy systém). Fytomelanin se uplatiiuje v pravém slova smyslu jako regulator, ktery
by mohl slouZit na to, aby se do disledki ovladaly procesy, které probihaji spontanné.

Pro pfipravu koncepce vyzkumu celkového vyuzZiti, v lékaistvi zaméfeného na objasnéni lohy
této molekulové frakce melaninii rostlinného plivodu, je dile potfebné vytvofit a sledovat mode-
lové situace na celém organizmu (reperfizni podkozeni, kyslikovy a kalciovy paradox). Slo by
o studie, které by mély definovat u€ast fytomelaninu pfi podkozeni a reparaci organizmu. Fyto-
melanin mize byt mimofadné perspektivni latka, jeji vazba na enzymy a na latky obsahujici
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kovové prvky milze znamenat velmi Siroké pouziti. Navic latka, ktera se chova jako regulator
procesli, mlize nalézt pouziti pfi mnohych smrtelnych chorobach a objasnéni pivodu vzniku
mnohych, dosud neobjasnénych chorob.

Frakce fytomelaninu podle vynalezu, jako G&inna latka pro pouziti jako 1éivo, miize byt pouZita
v nasledujicich farmakologickych formach:

sucha latka rozpustna ve vodé, injekéni forma, sucha latka pro peroralni pouZiti, roztok pro
injekéni aplikaci, roztok pro perordlni pouZiti, tablety, granule, kapsule, drazé, suspenze, sirup,
gel, zelé, mast, krémy, roztok pro vnéjsi pouziti, roztok pro infize, aerosolové formy, kosmeticka
pfisada pro tekutiny, krémy, 5ampony.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Zpusob vyroby Aesculus hippocastanicum L. — fytomelaninu

Jako zakladni surovina pro izolovani produktu byly pouzity slupky Aesculus hippocastanicum
v mnozstvi 2000 g, predtim oddélené od jadra, promyté vodou a vysusené na max. 10 % hmotn.
vody.

pouzité chemické latky:

—  demineralizovana voda ve farmakologické kvalité
— HCI37% dym. p.a.

—  NaOH p.a.

—  etanol p.a.

—  etylester kyseliny octové p.a.

— aceton p.a.

—  dimetylformamid p.a.

(Na sedimentaci a promyvéani je moZné pouZit jakoukoliv kyselinu na bazi chloru, ale pro jedno-
duchost je nejvhodnéjsi pouzit kyselinu chlorovodikovou.)

Pouzita technika:

—  laboratorni sklo

—  centrifuga Heracus Megafuge 2

—  vakuova odparka HeidolpH VRSTV 2000
— demineralizaéni stanice Werner Rob

—  magnetické michadlo a pfisluSenstvi

—  kontrolni a méfici technika

—  ostatni zafizeni a pfislusenstvi (susicka, .....)

[zolovani sumérniho produktu z desculus hippocastanicum L.

- 18-
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Zakladni surovina

—  vysu§ené slupky se rozdélily do 10 sklenénych nadob, kazda o objemu 3500 ml, a to tak, Ze
do kazdé nadoby jsme daii 200 g vysuSenych stupek desculus hippocastanicum,

- piipravena surovina se zalila 0,3M vodnym roztokem NaOH, promichala 30 min a cela smés
se zahfala na teplotu 50 °C. Doba reakce byla 10 hodin.

Zasadity extrakt

- po 10 hodinach se extrakt ocistil od hrubych mechanickych pfimési na hrubém filtru a na
centrifuze p¥i 3500 ot/minutu se odstranily maié a mikroskopické mechanické necistoty

—  celkové se ziskalo 32 | zasaditého extraktu, ktery se rovnomérné rozdélil do 10 sklenénych
reakénich lahvi s objemem kazdé 20 1

— do kazdé lahve se do plného objemu dolila farmakologicky &ista voda a doplnila se HCI tak,
aby se dosahla hodnota pH 1,5

20
—  cela smés se promichala, v pribéhu kratké doby vznikl sediment ¢erveno—hnédé az tmavo-
hnédé barvy, ktery se nechal 12 hodin sedimentovat
Sediment fytomelaninu Aesculus hippocastanicum L.
25
—  ziskany sediment se centrifugaci oddélil od tekuté sloZzky smési
— sediment se dile promyval slabé kyselym vodnym roztokem HCI o pH 1,5 aZ 3,0, dokud
kapalina nad sedimentem nebyla bezbarva (10 x opakované promyvani) pfi poméru smési 1:8.
30
Sediment fytomelaninu descudus hippocastanicum H-forma
— oddéleny zakoncentrovany sediment se dale promyl etanolem a centrifugaci se oddélil sedi-
ment od kapaliny
35
—  etanolem se sediment promyval, dokud se etanol zabarvoval pfimésemi v ném rozpustnymi
—  promyvalo se postupné dale etylacetatem a nasledné acetonem, aZ do dosahnuti stavu, kdy
organickd rozpoustédia nejsou zbarvena pfimésemi, které se v nich rozpoustéji
40
- vysu$eni produktu na vzduchu pfi pokojové teploté
—~  pfemleti vysuSeného produktu na laboratornim mlynku na rozmér zrna 0,200 az 0,250 mm
45  —  pfeseti na laboratornim sité 0,25 mm
—  vysudeni pfi teploté 100 aZ 110 °C do trvalé hmotnosti
H-forma fytomelaninu Aesculus hippocastanicum
50
ve vodé nerozpustny sumarni produkt
prasek tmavohnédé barvy s kovovym leskem
-19-
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Ziskany sumarni produkt pfedstavuje frakei rostlinnych melanini s Mh = (5+2).10" Da. Dalsi sta-
dium technologického procesu je odstranéni zbytkovych doprovodnych pfimési a produktil de-
gradace nativniho polymeru.

Resedimentace a doplitkové olisténi
H-forma fytomelaninu Aescufus hippocastanicum (sumarni produkt)

Ziskana H-forma se opétovné rozpustila v 20 1 0,3M NaOH, ziskany zasadity extrakt se centrifu-
goval az do 0piného odstranéni mikroskopickych mechanickych pfimési. Centrifugace se prova-
déla pii 3500 ot/minutu po dobu 25 minut. Ziskany olistény extrakt se zfedil Snasobnym mnoz-
stvim farmakologicky &isté vody a p¥idala se HC do pH 2,0. Dostateéné bylo 3ndsobné promyti
vodnym roztokem HCI pfi pH 2,0 az 3.0 pro dpiné odstranéni ptimési.

Dale se promyval organickymi rozpoustédly v pofadi etanol, etylacetat, aceton pfi centrifugaci do
absolutné bezbarvych promyvacich roztokit (D=0,000). Produkt se vysusil pfi 102 aZ 105 °C.

Ziskala se H-forma fytomelaninu Aesculus hippocastanicum ofisténa od pfimési a produktd de-
gradace nativniho polymeru ve form& tmavohnédého prasku s charakteristickym kovovym les-
kem.

Koneény produkt

H—forma fytomelaninu Aesculus hippocastanicum o&iiténa od primési a produkti degradace
nativniho polymeru

Ziskany produkt se povaril s 6M HCI pod zpétnym chladi¢em po dobu 6 hodin v poméru smési
1:5. Produkt se promyl farmakologicky &istou vodou az do upiného odstranéni Cl-, to bylo oveé-
fené kvalitativni reakci na Cl-.

Ziskal se produkt — H-forma fytomelaninu, homogenni po chemické strance. Pro zvy3eni biolo-
gické aktivity a aktivace semichinonového radikalu se produkt rozsuspendoval s dimetylform-
amidem 1:5, suspenze se rozdélila centrifugaci pfi 2400 ot/min po dobu 10 minut. Produkt se
sudil pii 102 az 105 °C po dobu 120 minut.

Na ziskani ve vodé rozpustné formy se preparat rozpustil ve vodném roztoku NH4OH, ktery se
pfipravil tak, aby hodnota pH byla 10 az 11, pfebyteény amoniak byl odpafen ve vakuové odpar-
ce a dast roztoku se zakoncentrovala na 1,375 % hmotn.

Ve vodé rozpustna forma fytomelaninu tzv. Aesculus hippocastanicum — melanin. Ziskany
produkt je pragek tmavohnédé aZ Serné barvy, ktery se beze zbytku rozpousti v redestilované
(apyrogenni) vodé, maximalni koncentrace je cca 5 % hmotn.

Preparat svymi vlastnostmi odpovida tabulce &. 1, pfi¢emz koncentrace nesparovanych elektrond
. 9 .
je 1077 spin/g.

Touto technologii se vyrobilo z2000 g zakladni suroviny 17,565 g kone¢ného produktu, to je
0.87 % hmotn., vztazené na celkovou hmotnost suroviny.

V zavislosti na $arzi slupek desculus hippocastanicum tedy zakladni suroviny se mize pocet
promyvani a mnoZstvi pouZitych reagencii v urgitych hranicich lisit od uvedeného prikladu.
Samoziejmé tim také celkové mnozstvi konetného produktu miZe kolisat v rozmezi 0,7 aZ
1,15 %.
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Tato skuteCnost a nepatrné rozdily v technologii a vystupu koneéného produktu jsou zpisobené
tim, Ze pfirodni suroviny, v konkrétnim ptipadé Aesculus hippocastanicum L., nemaji identické
chemické sloZeni a homogennost, pficemz nékteré ¢asti v zavislosti pfedeviim na danych klima-
tickych podminkach a samotnych stromech (rostlinach) se mohou také zna€né odlisovat.

Ptiklad 2 az 8
Jako zakladni surovina pro vyrobu fytomelaninu se pouZily ndsledujici vychozi produkty:

Vitis vinifera L.
Fagopyrum esculentum L.
Heliantus annus L.
Hippophae ramnoides L.
Thea L.

Vice faba L.

Junglas regia L.

on ~1 &N A B L2 B2

Tabulka &. 2: Fyzikalné—chemicke vlastnosti rostlinnych fytomelaniné

Mh | -OH | =0 Chemické slozenl EPR Kapbs
Druh Da % % prvek, % hmot. Spinvg | xA=46
& Suroviny x10° | hmot. | hmot. Snm

c H N 0
Vitis vinifera L. | 5:1 | 4,05 | 1,06 [ 49,521 573 | 1,14 [ 41,20 10" | 0,019
F. esculentum | 511 | 4,08 | 1,03 | 4963 | 584 | 120 | 41,49 10" | 0,019
Helianthus a.l. | 521 | 404 | 1,00 [4958 | 546 | 132 [4166| 10" | 0018
Hippophae r.L. | 5:1 | 408 [ 1,02 (4920 504 | 140 (4236 | 10" ! 0,019
Thea L. 5:1 | 400 | 1,04 [ 4912 | 508 | 1,28 {4268 | 10%° | 0,019
Vice fabaL. | 5+1 | 409 | 1,06 4980 | 495 [ 1,28 [4282 | 10" | 0,019
JunglasregiaL.| 5¢1 | 404 [ 1,04 | 4944 ] 510 | 1,24 [42,10| 10° | 0,019

@ N D ) ) W N

Spektrum pro viechny druhy (cm™): 3433, 1620, 1400, 1200-1100

Tyto vychozi suroviny byly zpracovany stejnym postupem, jako v pfikladu 1. Vlastnosti ziskané
frakce z téchto surovin byly v dobré shodé s viastnostmi uvedenymi v tabulce 1. Pokusy s uvede-
nymi rostlinnymi surovinami ukazaly, Ze fytomelanin je moiné vyrobit - biosyntetizovat ze
viech typi, pficemZ samotny konetny produkt je stejny a nezdvisi na druhu zakladni suroviny.
Nicméné na zakladé tabulek a vyse uvedené literatury je zigjmé, Ze pravdépodobny obsah
melaninu v rostlinnych objektech je niZz3i neZ nami dosaZené hodnoty, to také svédéi o tom, Ze
nezpolymerizované na koneény produkt ~ fytomelanin. Z toho divodu je moZné vyrobit fyto-
melanin také ze suroviny, kterd neobsahuje pivodni nativni polymer, ale pouze monomery
zakladnich stavebnich jednotek polymeru— fytomelaninu. V tomto ptipadé miizeme hovofit
0 syntéze produktu.

Na zakladé uvedeného je moZné predpokladat, Ze viechny ostatni, zatim nesledované rostliny
obsahujici melanin (suroviny), také obsahuji fytomelanin, ktery je mozné ziskat v této popisova-
né podobe, pfitemz rozdil predstavuje pouze pfilis se neliSici koncentrace nesparovanych elektro-
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nd {paramagnetickych center), coZz zdvisi na stupni aktivace semichinonového radikalu. Tento
zavér se tyka také jinych druhi surovin s dostateénym obsahem rostlinnych flavonoidf, vhod-
nych na polymerizaci fytomelaninu.

Za G(celem zefektivnéni promyvaciho procesu slabé kyselymi vodnymi roztoky (HCI) je moZné
pouZit tento roztok zahfaty na teplotu max. 75 °C, coz ma za nasledek sniZeni poCtu promyti.

Na zakladé dosud dosazenych vysledki a odvozenych zavéri predpokladame, Zze pouzitim no-
vych zplsobl aktivace (elektrochemickou cestou, ozafenim, promytim, rozsuspendovanim jiny-
mi vhodnymi polamimi rozpoustédly a kyselinami) semichinonového radikdlu mizeme doséh-
rrout hodnotu EPR — koncentraci nesparovanych volnych elektrond 107 spin/g. Zaroven predpo-
kladame, na zakladé praktickych vysledkd, které jsou dale uvedené, ze zvyseni této hodnoty ziro-
veR zvyduje biologickou aktivitu fytomelaninu a potencionalizuje jeho moZnosti, a tim také moz-
nosti a eventudlni pouZziti.

Ne vidy je potfeba provést resedimentaci, pokud vychozi produkt po prvni sedimentaci uz odpo-
vida pozadované kvalité. To je zplisobené riznymi druhy vstupni suroviny a tim také jejich miz-
nou kvalitou. V ptipadé pouZiti suroviny naptiklad Cerného fermentovaného vietnamského Caje,
uz puvodné zpracovaného na pfimé pouZiti, vstupni kvalita suroviny je natolik vysoka a produkt
homogenni, Ze neni potiebné pouzit ¢isténi a resedimentaci na dosahnuti koneéného produktu
odpovidajiciho vlastnostmi tabulky &. 1 a vyznadujiciho se biologickou aktivitou.

Farmakologické vlastnosti fytomelaninu

Na zakladé provedeni toxikologickych zkousek bylo stanovené, ze fytomelanin neni toxicky a ani
mutagenni preparat. Toxicita je velmi nizka, LD50> 2500 mg/kg z ¢ehoZ je moiné vyvodit
zaveér, ze latka je pouziteina na zakladé predb&znych vysledki jako fytofarmakum. Jako standard
pro zdkladni studie byl pouzit Aesculus hippocastanicum — melanin, dale uZ pouze fytomelanin,
pievedeny do amoniakalni formy a skladovany pfi teploté 8 az 10 °C po dobu 3 mésich. Potom
byl vzorek pouZit na experimentalni uréeni biologické aktivity. Pivodni vzorek pouzity na kom-
plex testi stanoveni biologické aktivity mél troverii EPR 1,47 . 10" spin/g. Dalsi %arze, pouzita
na srovnani (SOD-like aktivita a IC50) mé&la hodnotu 2,8.10" spin/g. Rozdil vzniki v désledku
lepsiho chemického vy&isténi preparatu a aktivace semichinonového radikéalu vicenasobnym sus-
pendovanim v polarnich organickych rozpoustédlech.

Experimentalng byly uréené nékteré antioxidaéni vlastnosti fytomelaninu, které miizeme shrnout
nasledujicim zpisobem za nékterych pfedpokladt a vysvétlenim zakladnich termind.

Volné radikaly jsou vysoce reaktivni molekuly odvozené od kysliku a nebo dusiku a hraji kromé
pozitivai Glohy v nékterych fyziologickych procesech pievazné negativni Glohu. Proti toxicité
volnych radikalii existuji v organizmu nebo obecnéji v pfirodé, latky schopné eliminovat. Tyto
latky se obecné oznaduji jako antioxidanty [Brechtlova, Hal¢dk, Chandoga a kol.: Lekarska bio-
chémia l., Asklepios. 1992, strana 228; Duratkova Z., Bergendi L., Liptakova A., Muchova J.:
Free radicals derived from oxygen and medicine. Bratislava Medical Journal, 1993, ¢. 8, strana
419 a 434: Duragkova Z., Felix K., Fenikova L., Kepstova I., Labuda J., West U.: Superoxide
dismutase mimetic activity of a cyclic tetrameric Schiff base N—coordinated Cu(Il) complex.
BioMetals 1995, &. 5, strany 183 aZ 187.].

Sérii praktickych experimentl na bazi sou¢asnych modernich a ovéfenych metod byly stanoveny
nekteré zikladni antioxidaéni vlastnosti, které potvrdily perspektivnost a Siroké moznosti pouZiti
v této oblasti. byly stanovené antioxidacni vlastnosti této latky, fytomelaninu, s EPR pofadi
10'® spin/g.




10

20

25

30

35

CZ 302799 B6

Stanoveni celkové antioxidaéni schopnosti (Total antioxidant status)

Na stanoveni celkové antioxidaéni schopnosti se pouzil kit TAS firmy Randox, Velka Britanie.
Metoda je zaioZena na tvorbé radikdlu Abts” (2,2’—azino—di—{3-etyibenzthiazoline suiphonate}).
Tento radikal vznika pdsobenim peroxidu vodiku na metmyoglobin, kdy vznika ferrylmyoglobin,
ktery reaguje s Abts za vzniku Abts” radikalu.

HX-Fe" +H,0, = X-(Fe""'=0)+H,0
Abts + X{(Fe*’=0) —» Abts” + HX-Fe"
HX-Fe'* metmyoglobin
X—(Fe*'=0) ferrylmyoglobin
Byly pfipraveny vzorky a pipetovaly se podle postupu uvedeného v kitu. Vysledky antioxidacni
schopnosti latky jsou vyjadiené jako koncentrace Troloxu, kiery byl pouZity jako standard a vy-

pocet antioxidaéni aktivity. Od naméfenych absorbanci jsme odetitali absorbanci blanku a vypo-
c¢itali koncentraci Trolox—like ve vzorku podle vzorce:

(ABL - sz)
Cvz = X CST

(Aut - Ay)

Vysledky jsou uvedené v nasledujici tabulce &. 3.

Tabulka ¢. 3
vzorek fytomelaninu | Trolox-like Trolox-like {c}/ LX [¢]

e <]

0,1 0,663 6,63

0,01 0,113 11,29

o1 1,215 12,15

0,1 1,216 12,16

0,1 1,047 10,47

Ze dvou roztokii fytomelaninu o koncentracich 0,1 a 0,01 mmol/l byla vypocitana antioxidaéni
schopnost na Trolox a predstavuje:

10,54 + 1,02 mmol/l Troloxu-like aktivity
Linearita byla ovéfend v koncentraéni zavislosti, vysledky jsou uvedené v tabulce &. 3.

Zachovani biologické aktivity jsme stanovili zméfenim TAS v roztoku v 0,7 a 14 dnech. Vysled-
Ky jsou uvedené v tabulce &. 4.

.23 .
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Tabulka ¢. 4
Den stanoveni Koncentrace (mmoifl)
0,01 0.1 1,0
0 0,531 1,125 2,374
7 1,217
14 1,025

Stanoveni antioxidaéni schopnosti fytomelaninu jako ve vodé rozpustného antioxidantu (ACW)

Na stanoveni se pouZily roztoky kitu FAT, Berlin pro ACW (Antioxidant capacity in water
soluble antioxidants)

—  jako standard byl pouzit Trolox — rozpustna forma vitaminu E

—  postupovalo se podle navodu uvedeného v kitu, pfiCemZ na stanoveni se pouZily roztoky
fytomelaninu v koncentracich:

A =1 mmol/l (5 mg/ml)
B =0,1 mmol/l (10 x fedény roztok A)
C = 0,01 mmol/l (10 x fedény roztok B)

Pii mateni ACW se antioxida¢ni schopnost vyhodnotila jako posun pies ,lag™ fizi kfivky, ktery
piedstavuje posun kiivek pfi pouziti standardu Troloxu, a ze kterych byla sestrojena kalibracni
k¥ivka, kterd je znazornéna na pfiloZeném obrazku.

Z této kalibra¢ni kfivky byla pomoci pocitace vypocitana koncentrace ACW a po pfepocitani
aktivity ACW na jednotku koncentrace fytomelaninu (0,0087:0,01) aktivita charakterizovana
ACW je aktivita fytomelaninu = 0,87 aktivity vitaminu E, pokud vyhodnocujeme posun , lag”
faze, to je trapingovou aktivitu.

Pokud ale pro vyhodnoceni pouZijeme plochu integralu chemiluminiscentni kiivky, coz lépe
odpovida scavengerové aktivité, tak v prepoétu na jednotkovou koncentraci fytomelaninu je 5,56
scavengerove aktivity Troloxu.

Stanoveni SOD-like aktivity a IC50 fytomelaninu

Na stanoveni SOD-like aktivity byla pouzitd chemiluminometrickd metoda na chemilumino-
metru PHOTOCHEM, kde se na stanoveni pouzil kit FAT, Berlin pro SOD aktivitu. Méfeni byla
provadéna po dobu 3 minut a zaznamendval se integrdl plochy chemiluminiscenéni kfivky,
pomoci poéitade byla pfepocitana hodnota na jednotkovou aktivitu SOD (hmotnosti) a ta pfed-
stavuje 0,2 aktivity SOD, v molové koncentraci pfepocet na jednotkovou aktivitu je aktivita fyto-
melaninu 0,0316 aktivity SOD. Tento velky rozdil je dany rozdilem v molekulové hmotnosti
5000 pro fytomelanin versus 32 000 pro SOD.

Aktivita SOD se vyjadfuje hodnotou [Csq, coz je koncentrace latky, pft které je detekce volnych
radikalt inhibovana na 50 %. Tato hodnota byla prepocitana pfes hmotnost na 0,28 aktivity SOD.

Jestlize viak byl pouzit fytomelanin se zvy$enou koncentraci volnych nesparovanych elektrond
na hodnotu 10" spin/g, pouZitim vyie uvedené metody jsme dosahli nasledujici vysledky, které
jsou uvedené v tabulce €. 5.
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Tabulka ¢. 5

Vzorek &. -log ICs % aktivity SOD
1 6,171422 76,53
2 5,482290 67,98
3 5,768817 71,53
4 5,445406 67,53

Vliv fytomelaninu na degradaci DNA

Na uréeni vlivu fytomelaninu na degradaci DNA byla pouZitd chromozomalni bovinni DNA
a systém xantin—xantin oxidaza na tvorbu superoxidu.

2H"
X + XO — kyselina modova+ O, + H;O

Reakéni smés (1 mil) obsahovala 0,25 mg DNA/RZ, xantin 3,10 aZ 4 mol/1 RZ, Xantin—oxidaza
byla pfidavana do reakéni smési tak, aby zména absorbance (510 nm) za minutu, coZ je ukazatel
tvorby superoxidu, byla v rozmezi 0,03 aZ 0,04.

K reakéni smési byl bud’ pfidany nebo v kontrole nepfidany urdity objem roztoku fytomelaninu.
Reakéni smés byla doplnéna 25 nM fosfitovym pufrem pii pH 7,4 na potfebny objem. Reakéni
smés byla dopln&na 25 nM fosfatovym pufrem pii pH 7,4 na potiebny objem. Reakéni smés byla
inkubovana pfi 37 °C 60 minut. Reakce byla zastavena pomoci TCA (2,8% zédsobni roztok)
—0,75 ml. Po pfidani 0,25 ml thiobarbiturové kyseliny (TBA) byla reakéni smés v uzavienych
zkumavkach ponechana pfi teploté 95 °C, po dobu 30 minut. Po ochlazeni byla spektrofoto-
metricky proti blanku zméfena a pomoci standardu tetraetoxypropanu (TEP) vypoéitina tvorba
koncového produktu oxidaéniho poskozeni DNA—malondialdehydu (MDA) v pfepoétu na 1 mg
DNA. Vysledky jsou uvedené v tabulce &. 6.

Tabulka ¢. 6
DNA + X+ XO (DNA + X+ XO+ |DNA + X X0+ | DNA + X - XO+
fytomeianin mmol/l 0,0 0,1 0,01 0,001
MDA pmol/mg DNA (4,87 £ 0,41 1,14 £0,12 207x0,18 2,9910,32
n 9 8 9 6
Stépeni DNA 100% 23,4% 42,5% 61%
i Inhibice Stépeni 0% 76,6% 57.5% 39 %
-25-
__ -
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Na zakladé dosazenych vysledka se zjistilo, ze*
a) fytomelanin je schopny eliminovat volné radikaly

b) fytomelanin vykazuje minimalné 10,00nasobek aktivity rozpustné formy vitaminu E (Trolo-
xu) pit pouZiti organického radikdlu ABTS z kitu TAS, Randox, Anglie

¢) fytomelanin vykazuje vice scavengerovou nezZ trapingovou aktivitu
d) fytomelanin vykazuje min. 5,50 scavengerové aktivity Troloxu

e) fytomelanin vykazuje min. 0,87 trapingové aktivity Troloxu

fy fytomelanin vykazuje min. 0,20 aktivity Superoxiddismutazy

g) fytomelanin je schopny inhibovat $tépeni DNA superoxidem. Pfi koncentraci 0,01 mmol/l
Stépeni DNA inhibuje na min. 57,5 %

h) se zvy3enim koncentrace nesparovanych volnych elektroni (EPR) se biologicka aktivita
fytomelaninu stupituje.

Dale bylo zdkladnimi screeningovymi testy stanoveno, Ze:

a) fytomelanin je schopny pIné zablokovat peroxidaci lipidii

b) fytomelanin je schopny aktivovat (anergovat) leukocyty

c) fytomelanin ma vliv na regulaci a priibéh komplementového systému
d) fytomelanin ma vliv na kontrakci cév (kapilar)

e) fytomelanin si zachovava stabilni a reprodukovatelné vlastnosti po dobu dlouhého obdobi
a neztraci je ani pfi agresivnim chemickém zpracovani.

Priimyslova vvuezitelnost

Fyzikalné—chemické vlastnosti a biologickad aktivita umoziuji pouziti fytomelaninu ve vicero
pramyslovych oblastech, ale pfedevsim v elektronickém a elektrochemickém priimyslu, Zivogis-
né vyrobé, zemédélském primyslu, ve vyrob€ a zpracovani potravin, ve spotfebni chemii a u nej-
modernéjiich technologii novych materiald patficich k melaninim v jadernych technologiich.
Velmi zajimavym faktem je také, diky farmakologickym vlastnostem, uplatn&ni latky v riznych
modifikacich prakticky ve viech oblastech kosmetiky. Sou¢asna tendence uplatfiovani novych
biotechnologii v ekologickych a také jinych smérech d4va velmi Siroké uplatnéni také v tomto
odboru, perspektivnim pro budouci tisicileti.

Biologické pouziti

Na zakladé soucasnych poznatkd pfedpokladame, ze bude moZné pouZiti fytomelaninu na léCeni
riznych typi zhoubnych rakovinnych nadort, poruch imunitmiho systému véetné AIDS, chorob
krevniho pivodu a poruch vyplyvajicich z poruseni homeostizy bunék, slozitych a tézko lé€itel-
nych psychickych poruch organizmu (schizofrenie, epilepsie, ....), poruch nervového a ostatnich
regulaénich systémd, zavislosti na narkoticich. Na bazi této latky je mozné vyrobit ochranny pre-
parat pfed radiaci s bindrnim u¢inkem.

Na zékladé uvedenych skute¢nosti v dosud publikované literatufe a dosaZenych praktickych
vysledkd ze zakladnich screeningovych testl pfedpokladame pouziti fytomelaninu jako: antioxi-
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dantu, ochranné latky pted radiaci, fagostatika, cytostatika, antikarcinogenniho piipravku, pii-
pravku na léeni poruch imunitniho systému, atd.

PATENTOVE NAROKY

1. Biologicky G¢innd frakce rostlinného melaninu sestavajici z monomernich jednotek rostlin-
nych flavonoidd, pfedeviim katechinu a leukoantokyanidini, se sumarnim empirickym vzorcem
H—formy:

[C14-59014-23H3244Ng8 ]

kden=6az 8,

s molekulovou hmotnosti (5% 1).]03,

s mnoZstvirn —OH skupin 4,00 az 4,09 % hmotn.,
mnoZstvim =0 skupin 1,00 az 1,06 % hmotn.,

s obsahem jednotlivych prvkil v % hmotn.

49,12 a7 49,80,
4,95 az 5,84,
1,14 az 1,40,
41,20 a2 42,93,

=z IO

s koncentraci nesparovanych elektronti 10'® az 10% spin/g, a sjasnymi spektralnimi Sarami
v oblastech 3433, 1620, 1400 a 1200 a2 1100 cm™, p¥ipravitelna izolaci biologicky uginné frakce
rostlinného melaninu, kde na rostlinnou surovinu, ktera obsahuje nativni polymer a/nebo zakladni
stavebni jednotky, jako katechiny a leukoantokyanidiny, se pfisobi 0,05 az 0,3M vodnym rozto-
kem hydroxidu alkalického kovu pfi teploté 15 az 75 °C, pH extraktu se upravi na hodnotu 1 az 2
ptidavkem anorganické kyseliny na bézi chloru, pfi¢emz vyloudeny sediment se vy¢isti a ndsled-
né vysuéi p¥i teploté 100 az 110 °C.

2. Zplsob izolace biologicky u€inné frakce rostlinného melaninu podle naroku 1, vvzna-
é¢ujici se tim, Ze narostlinnou surovinu, ktera obsahuje nativni polymer a/nebo zékladn{
stavebni jednotky, jako katechiny, a leukoantokyanidiny, se pusobi 0,05 aZ 0,3M vodnym rozto-
kem hydroxidu alkalického kovu pii teploté 15 az 75 °C, pH extraktu se upravi na hodnotu 1 aZ
2, piidavkem anorganické kyseliny na bazi chloru, pti¢emz vylouteny sediment se vy<isti a nas-
ledné vysudi pii teploté 100 az 110 °C.

3. Zpisob izolace biologicky utinné frakce rostlinného melaninu podle naroku 2, vyzna-
éujici se tim, Ze isténi se uskutediiuje promyvanim roztokem kyseliny na bazi chloru
s pH 1,0 aZ 3 aZ do dosahnuti bezbarvé kapaliny nad sedimentem, nislednym promyvanim orga-
nickym polarnim rozpoustédlem.

4. Zpisob izolace biologicky tcinné frakce rostlinného melaninu podle naroku 3, vyzna-
¢ujici se tim, Ze vhodnymi organickymi rozpoustédly jsou etanol, etylacetat, aceton,
dimetylformamid.




"

19

20

30

CZ 302799 B6

5. Zpisob izolace biologicky a&inné frakce rostlinného melaninu podle naroki 2, 3 a/nebo 4,
vyznadujici se tim, Ze po vysuleni se produkt znovu podrobi ¢isténi a dale se aktivi-
zuje semichinonovy radikal.

6. Zpisob izolace biologicky a¢inné frakce rostlinného melaninu podle naroku 5, vyzmna-
¢ujici se tim. Ze na (plné odstranéni minerilni slozky a dals§i aktivaci semichinonového
radikélu se pouZiva anorganicka kysclina na bazi chloru, jako je HCI a HCIO,.

7. Zpuisob izolace biologicky wcinné frakce rostiinného melaninu podle naroki 2 az 6,
vyznafujici se tim, Ze ve viech procesech se pouZziva voda ve farmakologické kvalité.

8. Farmaceuticky prostfedek, vvznacdujici se tim, Ze obsahuje biologicky ucinnou
frakci rostlinného melaninu podle naroku 1, a tarmaceuticky pfijatelny nosic..

9. Biologicky udinna frakce rostlinného melaninu podle naroku 1, pro pouziti jako 1é¢ivo.
10. Biologicky (¢inna frakce rostlinného melaninu podle ndroku 1, pro pouZiti jako antioxidant.

11. Biologicky a¢inna frakce rostlinného melaninu podle naroku 1, pro pouziti k blokovani
peroxidace lipida.

12. Biologicky Géinna frakce rostlinného melaninu podle naroku 1, pro pouziti k regulaci aktivi-
ty leukocyti.

13. Biologicky 0¢inna frakce rostiinného melaninu podle naroku 1, pro pouZiti k regulaci a pri-
béhu komplementového systému.

1 vykres
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