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Zpusob stanoveni rizika vzniku malignich nadora

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka pouziti znamé latky pfti zplisobu stanoveni rizika vzniku malignich
nadort. Vyuziti pfedkladaného vynalezu je v oblasti 1ékatstvi a farmacie.

Dosavadni stav techniky

Vyzkum hlavniho ristového vitaminu, antirachitického vitaminu D spada do obdobi 30. let
minulého stoleti. Slozitymi vyzkumy bylo zjisténo, ze chemicka struktura tohoto vitaminu mohla
byt v urité souvislosti se strukturou 7-dehydrocholesterolu. Vysledkem rozsahlého testovani pak
byly nalezeny chemické latky typu sekosterolil, které byly nazvané vitamin D2 (ergokalciferol) a
D3 (cholekalciferol). Tyto slouceniny byly malo 0¢inné a poskytovaly biologicky aktivni
vitaminozni slozky teprve po ozafeni paprsky ultrafialového zareni. Chemicka stavba vitaminu
D1 nebyla dodnes presné urcena, protoze byla zbézné pojmenovana jenom jako produkt UV-
ozafeni vitaminu D2. Stejné jako jiné latky odvozené od cholesterolu, byly tyto vitaminy
zafazené mezi latky rozpustné vyhradné v tukovych rozpoustédlech. Jejich vyskyt byl proto
nasmérovan predev$im na Zivo¢isné tuky, jako je maslo nebo tresCi olej. Kromé pozdéjsiho
klinického zjisténi dodatecné hydroxylace vitaminu D3 v jatrech (D3-triol), zistaly uvedené
zakladni védomosti o antirachitickém ristovém vitaminu D po celou dobu 20. stoleti a vlastné€ az
do dnesni doby beze zmény (Wolf, G. 2004. J. Nutr.134, 1299-1302).

O 30 let pozdéji, objevil nahodou pfi pokusu o izolaci hmyziho svlékaciho hormonu némecky
chemik P. Karlson poprvé strukturu polyhydroxylovaného derivatu 7-dehydrocholesterolu, ktery
nazval ekdyson (Karlson, P., 1966: Naturwissenschaften 53, 445-453). Tato latka byla obecné
pokladana védeckou komunitou za hormon prothorakalni zlazy, stimulujici vyvojové cykly
spojené se svlékanim hmyzu (ekdyse). Ironii osudu, fytochemici v riznych ¢astech svéta popsali
témef soucasné pritomnost tohoto "hmyziho hormonu" v riznych druzich rostlin. Nékteré
rostliny, jako na ptiklad kapradina Polypodium vulgare, obsahovala v 1 gramu oddenki stejné
mnozstvi ekdysonu jako 500 kg kukel bource morusového, ze kterych izoloval ekdyson P.
Karlson (Jizba, J. a ostatni, 1967: Tetrahedron Letters 18, 1689-1691). Rozsahlé pokusy v letech
1970-1985 ukazaly, Ze polyhydroxylované derivaty 6-keto, 7-dehydrocholesterolu, obsazené
hojné v riznych druzich nizSich i vysSich rostlin, maji vyzna¢né anabolické ristové Gcinky u
riznych druhii bezobratlych Zivocichii, obratlovci a savei véetné ¢loveéka (Slama, K. a R. Lafont,
1995: European Journal of Entomology 92, 355-378). Vysledky mych vlastnich pokusti na
hmyzu ukazaly, Ze prothorakalni zlaza nehraje zadnou roli v regulaci hmyziho vyvoje a také ze
ekdyson nema vliv na vyvolani ekdyse. Dale se ukazalo, ze ekdyson neni Zadny hormon, protoze
jeho biologické tcinky jsou v rozporu s definici zivoc¢isného hormonu (Slama, K. 1998: Ann.
Ent. Soc. Amer. 91, 168-174). VSechny tyto vysledky poukazovaly na to, Ze latky typu ekdysonu,
to znamena polyhydroxylovaného 6-keto, 7-dehydrocholesterolu, nemaji statut Zzivoc€isného
hormonu, ale jsou velice dilezité jako ristové faktory vétSiny Zivych organismi, vcetné
mikroorganismi, hub, rostlin, bezobratlych Zivo¢ichu i obratlovci a také pro rust kosti a svalii u
lidi (Slama, K. &. A. Zhylitskaya, 2016: Comparative Biochemistry andPhysiology, Part C 181-
182, 56-67).

Podstata vynalezu

Na zaklad¢é dlouholetého studia regulace regeneracnich pochodii u hmyzu jsem pfisel k novému
zavéru, Ze vitamin D byl pfed sto lety chybné identifikovan, protoze chemicka véda tehdy jeste
neznala a nedovedla identifikovat castené ve vodé rozpustné, polyhydroxylované derivaty
cholesterolu. Vysledky novych pokusi ukazaly, ze dlouhou dobu zanedbavany a nedokonale
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identifikovany, antirachiticky vitamin nazyvany zde vitamin D, predstavuje ve skutecnosti
polyhydroxylovany 6-keto, 7-dehydrocholesterol strukturniho vzorce (I), ktery byl mnohem
pozdéji nahodou objeven pii vyzkumu svlékaciho hormonu hmyzu. Dodnes jsou ve farmakologii
mylné pokladany za antirachiticky vitamin D, a D3 secosteroly, které je nutno aktivovat UV-
zatenim a dodate¢nou hydroxylaci v jatrech (vitamin Djs triol). Na zékladé rozsahlych pokust s
regeneraci tkani u hmyzu jsem zjistil, Ze dosavadni neznalost skute¢nych vitamindznich G¢ink
tohoto "hmyziho hormonu", ve skute¢nosti $patné identifikovaného pied sto lety vitaminu Dy, je
pfi¢inou mnoha nevylécitelnych chorob zavinénych nedostatkem tohoto vitaminu D; v krvi.
Protoze avitamindza se neda Iécit bez znalosti skuteéného vitaminu, spoliva dosavadni
neschopnost 1ékaiské védy vysvétlit poruchy ristu a regenerace podle mych vysledki ziskanych
na bezobratlych zivocisich a také zastupcich obratlovcil spociva v tom, Ze profesionalni chemici a
biochemici stale notoricky trvaji na tom, ze v rostlinach velice rozsifeny, polyhydroxylovany 6-
keto, 7-dehydrocholesterol je hmyzi hormon a tim brani ve vyzkumu jeho skute¢né, vitamindzni
biologické podstaty (Kumpun, S. a ostatni, 2011: Food Chemistry 125,1126-1234; Lafont, R. a
ostatni, 2011, In: Gilbert, L. 1. (Editor). Insect Endocrinology. Elsevier B.V. Amsterdam, The
Netherlands. 588 pp.).

Hlavni pfinos mych védeckych praci spoCiva v experimentalnich dikazech, ze ekdysteroidy
zahrnuji zivocisny vitamin D, potfebny pro zdarny prubéh regeneracnich pochodi. Hmyzi buriky
obsahuji 37 % geni, které jsou stejné jako geny piitomné v lidském genomu (Devillers, J., 2013:
CRC Press, Boca Raton, Florida, 387pp). Nedavno bylo zjisténo (Slama, K. a J. A. Santiago-
Blay, 2017: Life: The Excitement of Biology 5, 4-70), Ze primordialni zaklady a funkce hmyzich
organli a tkani jsou orchestrovany stejnymi skupinami genu jako v pripadé organu a tkani
lidskych. Proto se citim pIlné opravnén tvrdit, Ze zde dolozeny vliv latek obecného vzorce (I) -
vitaminu D, — na zabranéni maligniho ristu bunék u hmyzu je platny také pro maligni rist bunék
u lidi.

Podstatou vynalezu je prekvapivé zjisténi, ze regenerujici zivocisné buiky potiebuji ke zdarnému
ristu a vyvoji cytoplazmatickych bunéénych membran esencialni vitamin obecného vzorce I,

jednolity integrovany celek. NaruSeni této tkanové integrity pfirozenym odumienim nebo
mechanickym poranénim buné€k, vyvolava regeneracni proces zalozeny na mitotickém déleni
okrajovych bunék, které ztratily vzajemny kontakt a tkanovou integritu. Tyto buiiky se béhem
regenerace neustale déli a po zaceleni rany se opét spoji. Vzajemna tkanova integrita se tim
obnovi a mitotické déleni se zastavi, jak je znazornéno na schematickém obrazku 1. Rostlinné,
zivocisné i lidské buriky potiebuji latku obecného vzorce 1 k vybudovani dilezitych
lipo/hydrofilnich vlastnosti cytoplazmatické membrany odpovédné za vytvoreni tkarnové
sounalezitosti. Nedostatek této latky v hemolymf€ hmyzu nebo v krvi jinych zivocichii a ¢lovéka,
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ktefi si ho sami nedovedou vyrobit, brani dokonalému spojeni regenerujicich bunék a ziskani
tkanové integrity potfebné k zastaveni regenera¢niho déleni. Proto jsou tyto organismy zavislé na
pfijmu tohoto vitaminu v potravé slozené z jinych zdroji, které dovedou latku obecného vzorce I

cvwr

S vySe uvedenymi skuteCnostmi souvisi zjisténi, Ze nedostatek 20-hydroxyekdysonu (latky
obecného vzorce I) vede ke vzniku defektivnich regenerujicich bunék, které se neptestanou délit
za vzniku neobvyklych, polynuklearnich syncytii, které jsou charakteristické pro maligni
(zhoubné) nadory.

Zatimco soucasna lékarska véda poklada za hlavni ristové vitaminy latky typu vitaminu D; a D3,
které jsou rozpustné pouze v tucich, nachazeji se v téle zivocichi, vyzaduji aktivaci UV zafenim
a jsou biologicky neulinné pro regeneraci bunék, latky obecného vzorce I jsou castecné
rozpustné ve vodé i v tucich, jsou hojné zastoupeny v rostlinné potravé a G¢inkuji ptimo, bez
nutnosti UV ozafeni.

Latku obecného vzorce I lze pouzit pii 1éEbé a/nebo prevenci poruch ristu a regenerace bunék
nebo pro snizeni hladiny krevniho cukru, zejména pii 1écbé a/nebo prevenci diabetu, zejména
diabetu II. typu.

Poruchami ristu a regenerace bunék se rozumi zejména ty, vybrané ze skupiny zahrnujici
nadorova onemocnéni, poruchy ristu a regenerace kostnich a svalovych bunék, zejména rakovina

mlécné Zlazy, slinné zlazy, prostaty, pankreatu, stieva, kosti, ktize.

Vyse uvedena latka miize mit strukturni vzorec la.

(la)

Tato latka (20-hydroxyecdyson), byla pouzita jako zakladni latka ve vétSiné uvedenych
experimentalnich praci, které jsou predmétem predkladaného vynalezu, na hmyzu i na lidech.

Latka strukturniho vzorce I muze byt soucasti farmaceutického pfipravku, obsahujiciho dale
alespon jeden farmaceuticky akceptovatelny nosi¢, vybrany se skupiny zahrnujici konzervanty,
stabilizatory, smacedla, emulgatory, rozvoliovadla, soli, ochucovadla, pufry.

Tento farmaceuticky ptipravek muze dale obsahovat alespoii jedno cytostatikum, je tedy vhodny
k soucasnému pouziti latky vzorce I a chemoterapeutika pfi 1é¢bé nadorovych onemocnéni ¢i k

zamezeni vzniku metastaz.

Vyse uvedeny farmaceuticky pripravek je vhodny k aplikaci pfi 1€¢bé a/nebo prevenci poruch
ristu a regenerace bunék, zejména pii 1é¢bé a/nebo prevenci nadorovych onemocnéni.

Predmétem piedkladaného vynalezu je zptisob stanoveni rizika vzniku malignich nadort, kdy se
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nejprve stanovi mnozstvi latky strukturniho vzorce la v odebraném vzorku krve subjektu,
nasledné se stanovené mnozstvi latky strukturniho vzorce la porovna s jeho prahovou hodnotou
rizika vzniku malignich nadori. Prahova hodnota se ziska statistickym vyhodnocenim hladin
latky strukturniho vzorce la namétenych u zdravych osob (0,1 — 4 pg/ml krve) a u osob trpicich
malignimi nadory bez suplementace latkou obecného vzorce la (méné nez 0,01 pg/ml krve).

Pfi vySe uvedeném zpuisobu stanoveni rizika vzniku malignich nadorl se stanoveni mnozstvi
latky strukturniho vzorce 1 v odebraném vzorku krve subjektu provede s vyhodou pomoci
radioimunitnich testd nebo enzymatickych testi ELISA, vypracovanych dfive pro stanoveni
obsahu ecdysteroidu v téle hmyzu (Delbecque J.-P. a K. Slama, 1980: Z. Naturforsch 35C: 1066-
1080).

Objasnéni vykresu

Obrazek 1: Schematické znazornéni regeneracnich pochodi uvedenych v prikladu 1. Mechanicky
odstranéné Casti epidermalnich bunék regeneruji tak, Ze bunky sousedici s odstranénou ¢asti (B)
se zacnou mitoticky délit (C) a nahrazuji chybéjici tkan. Regeneracni mitotické déleni probiha tak
dlouho, dokud se dcetiné buriky opét nespoji a tkarniova integrita se znovu neobnovi (D). Po
spojeni bunék se dal$i déleni zastavi a nové buriky vyloudi extracelularni stromalni vrstvu,
ptipadné vyloué¢i novou kutikulu (E). V pfipadé mechanické prekazky se buiiky epitelu za¢nou
délit a déli se tak dlouho, dokud nedojde opét ke spojeni a ziskani tkanové integrity (F). V
ptipadé nedostatku latky strukturniho vzorce I (méné nez 0,01 pg/g hmotnosti téla) se buriky dale
déli a tvori polynuklearni syncytia, ktera jsou charakteristickou slozkou malignich nadort (viz
ptiklad 2). Uvedeny regeneracni postup je platny pro tkan€ a organy zivocichii vcetné lidskych
organt.

Nejvice citlivé na nedostatek latky obecného vzorce 1 jsou velké burnky tkani vyrabéjici a
exportujici bilkovinné produkty (mlééné Zlazy, slinné zlazy, prostata, pankreas, stievni burky).

Obrazek 2: Vliv latky vzorce I na regeneraci vyriznutych epidermalnich bunék u larev a kukel
lisaje tabakového (Manduca sexta) v prikladu 1.

Obrazek 3: Regeneracni ploska vytvorena po vyfiznuti 3 x 3 mm okénka epidermalnich bunék u
larev lisaje tabakového v prikladu 2.

Obrazek 4: Vliv latky vzorce la a vitamini D> a D; na rist télni hmoty u kurecich brojlert z
ptikladu 3.

Obrazek 5: Vliv latky vzorce la na hladinu krevniho cholesterolu (nahofe) a krevni glukédzy
(dole) u pacienti s mirn€ zvySenou hypercholesterolémii a glykémii.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1: Vliv latky vzorce I na regeneraci vyfiznutych epidermalnich bunék u larev a kukel
lisaje tabakového (Manduca sexta)

Obrazek 2 ukazuje vliv latky vzorce I na regeneraci vyfiznutych epidermalnich bunék u larev a
kukel lisaje tabakového (Manduca sexta). Vytiznuty epitel byl zakryt vrstvou Zelatiny obsahujici
2 mg/ml latky vzorce la (20-hydroxyecdyson). Preparat byl potom prevrstven kapkou
rychletvrdnouciho kyanoakrylatového lepidla (obrazek 2 A, obrazek 2C). Regenerujici buiiky se
zacaly délit, nahradily chybéjici tkaii a po spojeni s burikami piivodniho epitelu se déleni bunék
zastavilo (obrazek 2B, obrazek 2D).
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Priklad 2: Studium smésice regeneracnich struktur riznych vyvojovych stadii na téle jednoho
dospélého jedince lisaje tabakového.

Regeneracni plosky vytvorené po vyfiznuti 3 x 3 mm okénka epidermalnich bunék u larev lisaje
tabakového, vyjmuté pravé v obdobi prechodného nedostatku endogenniho obsahu latky vzorce
la v téle (méné nez 0,01 pg/g hmotnosti téla), jsou zobrazeny na obrazku 3. Toto obdobi
nedostatku latky vzorce la nastava pfi poklesu endogenni koncentrace tohoto vitaminu v dobé
mezi prepupalnim a kuklovym obdobim maximalni pfestavby tkani (histolysa/histogeneza), kdy
endogenni koncentrace latky vzorce la dosahuji hodnot vyssich nez 4 pg/g hmotnosti téla.
Kombinaci u¢inku analogu juvenilniho hormonu (JH-I; methyl-10,11-epoxy-7-ethyl-3,11-
dimethyl-2,6-tridekadienoat; Paroulek M. a K. Slama, 2014: Life: The Excitement of Biology 2,
102-123) a latky vzorce la se podatilo vyvolat doposud nepozorovany vznik smésice
regeneracnich struktur riznych vyvojovych stadii na téle jednoho jedince. Je mozné pozorovat
epiermis dospélého hostitele (a), dospélou strukturu bez chlupii a Supin (b), kuklovou epidermis
tkané (e) vytvorené v obdobi nedostatku latky vzorce la. Jedinci obsahujici nadory tohoto typu
(e) predcasné hynuli nasledkem svlékacich a ristovych poruch.

Priklad 3: Vliv latky vzorce I a vitamin D, a D; na rist télni hmoty u kufecich broileri

Zkoumané latky (latka vzorce Ia a vitaminy D> a D3) byly ptidany ke komeréni krmné smési
kurecich brojlerii. V kazdé skupiné bylo 10 kufat (viz obrazek 4). Ve skupiné 40-dennich kufat
byly odebrany vzorky na stanoveni obsahu latky vzorce la v krevni plasmé. Obsah latky byl
stanoven radioimmunologickou metodou popsanou v Slama, K. a ostatni,1995: Experientia 52:
702-706). Vysledky ukazuji vyznamny anabolicky vliv latky vzorce la na rist kosti a télni hmoty
kurat, kdezto vitaminy D, a D3 byly neicinné. Bylo zjisténo, ze obsah a ukladani latky vzorce I v
krvi 40-dennich kufat souhlasi s jeho mnozstvim v potravé. Kfivka oznaéena prerusovanou ¢arou
na obrazku ¢. 4 udava obsah a ukladani latky vzorce la v krvi 40-dennich kurat. Udané hodnoty
souhlasi s koncentraci u¢inné latky v pfijimané potrave.

Priklad 4: Stanoveni ucinki latky strukturniho vzorce la na cholesterolémii a glykémii u lidi

Experimenty byly provadény u pacienti v nemocnici a zahrnovaly rozsahlé testy a méfeni ucinki
latky strukturniho vzorce la - vitamin D;; 20-hydroxyecdyson — na cholesterolémii a glykémii
(obrazek 5). Testovany byly dvé dvaceti¢lenné skupiny pacienti ve véku od 65 do 85 let s
pocate¢nimi hodnotami okolo 7,2 mmolu cholesterolu na 1 1 krve a 8,2 mmolu glukézy na 1 |
krve. Kazdy pacient dostaval zelatinovou kapsli s 5 mg latky obecného vzorce la po dobu 30 dni.
Kontrolni skupina (15 osob) uzivala Zelatinové kapsle pInéné &istym skrobem. Uginnou latkou Ia
byl 98% ptirodni produkt (20-hydroxyekdyson) izolovany ze semen rostliny Leuzea
carthamoides ve farmaceutickém podniku GALENA, Komarov u Opavy, znamymi
chromatografickymi metodami.

Zatimco vliv latky vzorce la na snizeni hladiny cholesterolu pti cholesterolémii se neprokazal,
nicméné prekvapivé byl prokazan velky vliv této latky na obsah cukru u diabetes pozdéjsiho
véku. Vychozi hodnoty glukézy v krvi pacienti, odebrané nala¢no, byly snizeny z puvodni
prumémé hodnoty 8,7 mmol/l na koncovych 4,3 mmol/l, pficemZ normalni hladina cukru v krvi u
zdravych pacientii je v rozmezi od 2,9 do 5,2 mmol/l. Latka strukturniho vzorce la ma tedy
prokazatelné primy vliv na hladinu krevniho cukru, coz Ize vyuzit napfiklad v substituéni 1écbé
cukrovky.

Jak je mozno vidét v horni ¢asti grafu na obrazku 5, potravni aplikace 15 mg latky la denné
nemélo Zadny vliv na hladinu cholesterolu, procentualni odchylky pokusné skupiny se ptilis
nelisily od hodnot kontrolnich. Naproti tomu, hladina krevniho cukru se naopak znatelné snizila
béhem podavani latky la, téméF o polovinu na konci 30denni aplikace (z 8,7 mmol/l na
4,5 mmol/l glukézového ekvivalentu). Tento vysledek ukazuje, Ze latka la, snad diky obecné
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stimulaci metabolické intenzity, vykazala znacny vliv na spaleni prebytecné glukozy v krvi
star§ich pacientil. Je to prokazatelny vliv na snizeni stafecké diabetes II typu.

Priklad 5: Stanoveni u€inkd latky strukturniho vzorce I na prubéh chemoterapie u Zenského
nadoru mléénych zlaz

Dale byla latka vzorce la podavana Zenam trpicim rakovinou mlééné Zlazy, které byly po
chirurgickém zakroku na mlécné zlaze a 2 az 5 tydnt po ukonceni prvniho cyklu chemoterapie.
Pacientky (15 zen ve véku 36 az 50 let) byly vybrany ze ctyt krajskych nemocnic na Moravé.
Rozhodly se dobrovolné uzivat latku obecného vzorce Ia (naprosto nejedovata ptirodni latka
izolovana ze semen Leuzea) v Zelatinovych kapslich, 5 mg 3x denné po dobu 30 dni, stejné jako
v pripadé zkoumani glykemie v ptikladu 4. Bohuzel, k tomuto experimentu se nam nepodafilo
ziskat dostatek kontrolnich pacientek. Pozdéjsi patrani a anamnézy vysledkt tohoto pokusu vsak
byly ohromujici: ani jedna z onkologickych pacientek piijimajicich latku obecného vzorce la v
potravé nemusela podstoupit druhé kolo chemoterapie a po 5 letech byly vsechny zdravé, bez
nadorovych metastaz. Navzdory tomu, ze jsme neméli odpovidajici kontroly, byli jsme ujisténi
primafem jedné z nemocnic, Ze takovy vysledek byl zcela neobvykly. Vyse uvedené vysledky
potvrzuji zamezeni maligniho bunééného ristu u lidi, coz je v korelaci s vysledky zjisténymi u
hmyzu. To opodstatiiuje moje predlozené naroky na pouziti latek typu I pro omezeni vzniku
malignich metastaz a pouziti téchto latek k potenciaci u€inkli chemoterapie, nebo dokonce k
jejich nahrazeni.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zptsob in vitro stanoveni rizika vzniku malignich nadorli, vyznaceny tim, Ze se nejprve
5 stanovi mnozstvi latky vzorce la v odebraném vzorku krve subjektu,

(la)

10  nasledné se stanovené mnozstvi latky vzorce la porovna s jeho prahovou hodnotou rizika vzniku
malignich nadori.

3 vykresy
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Obr. 3
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Vliv Vitaminu D, na hladinu cholesterolu v krvi
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