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Abstrakt

Kyselina salicylova alebo Kkyselina 2-hydroxybenzoova, starSie tiez salicyl s chemickym
vzorcom CgHs(OH)COOH. Jej nazov pochadza z latinského nazvu pre vibu, Salix, z ktore;j
kory mozno kyselinu izolovat. Teoreticka Cast’ bakalarskej prace sa venuje historii kyseliny
salicylovej a objavu Aspirinu. Zameriava sa na hlavna tlohu kyseliny salicylovej v rastlinach,
ucinkom kyseliny salicylovej a jej derivatov na I'udsky organizmus a ich vyuzitie v modernej
medicine. Pozornost’ je tiez venovana extrakénym metodam a separaCnym analytickym
metodam. Prakticka Cast’ prace sa zaobera stanovenim celkového obsahu kyseliny salicylovej
Vv rastlinnom materidly pomocou plynovej chromatografie spojenej s hmotnostnou
spektrometriou. Bolo zistené, Zze najviac kyseliny salicylovej obsahuje Cerstva (nesuSena ani

inak neupravovana) kéra z mladych vyhonkov v jarnych mesiacoch.
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UVOD

Zdravie je to najcennejSie o mame. Aj ked’ tito dolezitt skutocnost’ si Castokrat uvedomime
az vtedy, ked’ ochorieme. Potom ndm neostdva ni¢ iné, len sa lie¢it a to bez
farmakologickych pripravkov takmer nejde. Lieky su v podstate biologicky aktivne organické
zliceniny s definovanym fyziologickym u¢inkom v organizme. Tato skoro definicia zahfiia
napriklad aj latky prirodného charakteru vo forme extraktov ¢i uz z baktérii, rastlin alebo
zivoc¢ichov. Nakoniec zna¢né mnozZstvo dnes pouzivanych antibiotik s molekuly, ktoré boli
povodne biosyntetizované réznymi mikroorganizmami na ich sebaobranu. Aj ucinné
cytostatikum Taxol, ktoré sa v siCasnosti pouziva na lie€bu rakoviny prsnika a vaje¢nikov, je
latka izolovana z kory tisu pacifického. Ale vzhl'adom na vysoké ekonomické néklady, ktoré
st spojené s izolaciou a Cistenim aktivnych substancii z prirodnych zdrojov, sa drviva viacSina
liekov v sucasnosti pripravuje vyluéne synteticky. Moderné preparativne metddy organickej
chémie totiz nielen Ze umozinuju ich lacnejsi spdsob vyroby, ale najméd ponukaju aj potrebna
variabilitu procesov nevyhnutnt pre vyskum a vyvoj novych a tc¢innejSich lieCiv, nez aké ndm
poskytuje priroda.

LieCebné ucinky vib boli vyuzivané v humdnnej medicine uz pred dvetisic rokmi v obdobi
antického Rima, resp. starého Egypta. Aj v l'udovom lie¢itel'stve u nas spomina napr. Juraj
Fandly (r. 1793) lieenie horucky vibovym listim zmieSanym so slezom. Vibova kora sa
pouzivala v Tudovom licCitel'stve nielen pri lieGeni hortcky ale aj pri lieCeni katarov
traviaceho traktu, hnaciek. Po zavedeni syntetickej vyroby kyseliny salicylovej a jej
derivatov, sa vyuzivanie vibovej kory v humannej medicine postupne obmedzilo.

Teoretickd Cast’ prace sa zaobera historiou kyseliny salicylovej (SA), hlavnou tulohou
asyntézou SA vrastlinach, derivatmi kyseliny salicylovej, ich u¢inkami na Tudsky
organizmus aich vyuzitim v dne$nej medicine, farmakologiou nesteroidnych antiflogistik
a analgetik-antipiretik a ich prirodzenym zdrojom v potravinach. Cielom praktickej Casti je

zistovanie mnozstva kyseliny salicylovej chemickou analyzou vzoriek z viby biele;.



TEORETICKA CAST

1 Historia pouzivania salicylanov

1.1 Zdravie zo stromov

Stromy, konkrétne niektoré ich cCasti a latky ktoré produkuja boli uz od davna vyuzivané
pre ich nenahraditel'né lieCivé a blahodéarne €inky na l'udské zdravie. Vel'a zich G¢inkov a
prospesnych vlastnosti je uZ znamych, mnohé dalsie sa objavuju postupne.’

Kyselina salicylovéa je sucastou glykozidu salicinu, ktory sa nachadza v kore viby (Salix
alba).” Viba biela rastie v nizinach a pahorkatinach teplych oblasti. Areal rozsirenia zahttia
okrem Eurépy aj severozapadni Afriku, Prednii a Strednii Aziu smerom az na Sibir. Kora
viby bielej sa zbiera na jar, najlepSie v marci, z 2 az 3-ro¢nych vetvi. Kora sa nareze a lipe v
pasoch cca 25 cm dlhych. Susi sa pri 40-60 °C. Vibova kora nevonia a chuti horko.?

Cinsky lekari pouzivali koru viby bielej na zmiernenie bolesti uz v roku 500 pr.Kr. Trvalo
celych 500 rokov kym sa ich sktsenost’ dostala aj do Eurdpy. Grécky lekar 1.storocia
Dioskorides bol prvym clovekom na Zapade, ktory odporucal kéru viby proti bolesti
a zapalom, ale jeho rady sa moc neujali. O storo¢iec neskor predpisoval rimsky lekar Galen
vibu len k ,,vysusSeniu telesnych tekutin.* 3 Postupom casu predpisovali bylinkari kéru viby
bielej na mnoho d’alSich neduhov. Anglicky bylinkar 17. storocia Nicholas Culpeper napisal:
,Listy, kora a semena sa pouZivaju k zastaveniu krvacania, vracania, k podpore tvorby

3

mocu...“. 'V tej dobe nebola viba pouzivana proti bolesti, ale Culpeper sa zastaval nazoru

pana Stona, ktory poukazoval na jej ,,vysoku a¢innost’ ... pri prerusovanej hortcke (malarii).
3



Obr. 1 Viba biela (prevzaté z literattry 4)

Antipyretické uginky extraktov z kory viby opisal r. 1763 Stone.’> Culpeper usudzoval, Ze
kora viby bielej ,,by sa mala stat’ rastlinnou, ktord si zaslizi pozornost.” Jeho nazory
vychddzali z vyskumu Edmunda Stonea, lekara ktory hl'adal nahradu za koru chininovnika
pochéadzajuceho z Juznej Ameriky. Kora chininovnika sice bola prvym lieckom proti malarii,
ale bola vel'mi drahd. V roku 1757 nazbieral Stone koru viby bielej pre lieCebné ucely
popisované¢ Culpeprom a nahodou ich skusil. Bol prekvapeny horkou chutou, ktora mu
pripominala chut’ chininovnikovej kory. Stone sa preto zacal zaujimat’ o moznost’ ndhrady
chininovnika vibou bielou a tym ziskaniu lacného lieku pre chudobnych Tl'udi trpiacich
hortac¢kou, alebo malariou. Pocas Siestich rokov drvil Stone vibova koru na prasok, varil z nej
¢aj a podaval tento skiiSobny liek 50 'ud’om s horti€¢kami. Stone tvrdil, Ze u vi¢Siny pacientov
zmizli horticky a zimnice kratko po vypiti jeho lieku. Stone napisal spravu nazyvant ,,Sprava

0 uspechu dosiahnutom pri podévani kory viby bielej pri zimniciach.* 3

25. aprila 1763 poslal Stone svoju spravu Kralovskej spolocnosti (Royal Society),
najprestiznejSej vedeckej organizacii v Anglicku. Skoro po tom, ¢o ju Kralovska spolo¢nost’
V tom istom roku vydala vo svojom ¢asopise Philosophical Transactions, sa stala kora viby
bielej obl'ibenym zapadnym prostriedkom proti horuc¢ke — 0 viac ako 2 000 rokov neskor, ako

ju za rovnakym tcelom zacali pouzivat’ v Cine. 3
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1.2 Od salicylu k aspirinu

Roku 1827 Leroux objavil glykozid salicin. Zo salicinu vznika hydrolyzou alkohol saligenin,

z ktorého r. 1838 Piria pripravil kyselinu salicylovi.”

V polovici 19. storocia vedci dokazali, ze salicin a kyselina salicylova znizuji horucku
a prindsaju ulavu od bolesti a zapalov. Bohuzial’ u nich boli zaroven zistené aj neprijemné
a nebezpec¢né vedlajsie ucinky (nevolnost’, hnacky, krvacanie, tvorba zalidoénych vredov..).
Chemici zacali kyselinu salicylovii upravovat, aby pri zachovani jej lie€ivyCch ucinkov
odstranili neziaduce vedlajSie efekty. V roku 1853 naacetylovali nemecki chemici vytazok z
tuzobnika a tym ziskali kyselinu acetylsalicylovl. Tato latka mala stale niekol’ko neziaducich
ucinkov, ale zato bola omnoho ucinnejsSia, pretoze dokazala prekonat’” hematoencefalick
barieru. Kyselina acetylsalicylova bol pomerne tazko vyslovitelny nazov a preto ju vedci,
ktori ju objavili, skratili na ,,a-“ (namiesto acetyl) a ,,-spirin“, odvodené od vtedy platného

druhového latinského mena tuzobnika (Spirea), a vytvorili tak nazov aspirin.

Sprava o syntéze aspirinu bola publikovana v neznamom vedeckom casopise a 50 rokov si na
fu nikto nespomenul. Na konci 90. rokov 19. storo¢ia sa nemecky chemik Felix Hoffman
nahneval, pretoze v tej dobe podavané lieky neprinaSali jeho otcovi skoro Ziadnu ulavu.
Hoftman zamestnany vo firme Fredrich Bayer and Company zacal hl'adat’ nieo, ¢o by jeho
otcovi ulavilo od jeho bolesti. Vrhol sa do pozerania Casopisov a naSiel staré spravy
0 aspirine. Potom tento liek pripravil, priniesol svojmu otcovi a jeho stav sa vyrazne zlepsil.
Hofmanovi nadriadeni vo firme Fredrich Bayer and Company spociatku nevenovali aspirinu
ziadnu pozornost’, ale to sa hned’ zmenilo. Neskor firma Bayer v sidnom spore o znacku
Aspirin svoje prava prehrala, pretoze sud vyniesol rozsudok, ze tento termin sa uz stal

v v ’ 3
vSeobecne pouzivanym.
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1.3 Zazraéna molekula Felixa Hoffmanna

Obr.2 Felix Hoffmann (prevzaté z literatury 6)

Existuje niekol’ko dobrych dovodov sa dommievat, ze Aspirin bezpochyby patri medzi
najdolezitejSie lieky, aké kedy clovek objavil. Ten prvy dovod je urCite jeho Siroka
dostupnost’ pre miliony pacientov na celom svete s vynaloZenim iba malych financnych
nakladov. Dalej je to jeho relativne bezpedné uZivanie aj bez potrebnej konzultacie u lekéra,
takmer nulové riziko vzniku zavislosti, ako aj mimoriadne nizka toxicita. A prave vd’aka
tymto vyhodnym vlastnostiam bol Aspirin po dlhy ¢as najpouzivanejSie lieCivo na svete, ¢im
priniesol obrovské bohatstvo nemeckej firme Bayer, ktord ho ako prva uviedla na trh. A
nakoniec, kyselina acetylsalicylova, ako sa retrospektivne ukazalo, predstavuje mimoriadny
prinos pre biomedicinske vedy. Experimentalne zistenie mechanizmu jej U€inku hralo totiz
kl'aicova ulohu pri objave arachidonovej biochemickej kaskady, jednej z dolezitych sucasti
obranyschopnosti I'udského organizmu. Za klicovy prispevok k objasneniu jej vyznamne;j
biologickej funkcie bola dokonca v roku 1982 udelend Nobelova cena za fyziologiu a

medicinu (S. K. Bergstrom, B. 1. Samuelsson, J. R. Vane).’
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Obr.3 Aspirin (prevzaté z literattry 8)

1.4 Mechanizmus ucinku a pouZitie Kyseliny acetylsalicylovej

Kyselina acetylsalicylovd obsahuje labilnu acetatova skupinu, ktord sa po uvolneni moéze

kovalentne naviazat’ na makromolekulu cyklooxigenazy.

Acetylizacia ireverzibilne inaktivuje cyklooxygenazu, to hra potlac¢enim syntézy tromboxanu
A2 v trombocytoch dolezitu tlohu pri inhibicii agregacie trombocytov. Tento Specialny
Sposob inhibicie cyklooxygenazy je vlastny iba kyseline acetylsalicylovej a dd sa ho
dosiahnut' uz nizkym davkovanim kyseliny acetylsalicylovej, 0,03 — 0,1g denne. Pri
porovnani terapeutickej hodnoty s frekvenciou a zavaznostou neziaducich G¢inkov vychadza
pre kyselinu acetylsalicylovil relativne priaznivé hodnotenie, takze sa jej pouzitie ako
analgetikum a ako antipyretikum da doporucit. Pretoze kyselina acetylsalicylova inhibuje
omnoho silnejSie cyklooxygenazu 1 nez cyklooxygenazu 2, je vyskyt neziaducich uéinkov

pravdepodobny.®

Resorbcia kyseliny acetylsalicylovej zo zaludka a z ¢reva je rychla a Gplna. Acetatova skupina
sa v organizme rychlo odstiepi a uvolnena kyseliny salicylova sa v plazme v zavislosti na
dosiahnutej koncentracii viaze na bielkoviny z 80-95 %. V pefeni sa z Casti konjuguje

s glycinom a s kyselinou glukuronovou, maly podiel sa oxiduje na kyselinu gentizovl ( pozri
obr. 4).°
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Obr.4 Metabolizmus kyseliny acetylsalicylovej (prevzaté z literatury 9)

1.5 Priprava a vyroba Kyseliny acetylsalicylovej

Kyselina acetylsalicylova sa pripravuje dvojstupfiovou syntézou z bezne dostupného fenolu.
V prvom stupni sa Kolbeho-Schmittovou reakciou fenolu s oxidom uhli¢itym za vysokého
tlaku a za pritomnosti nadbytku hydroxidu sodného pripravi disdédna sol’ kyseliny salicylovej,

z ktorej sa volna kyselina uvol'ni pdsobenim kyseliny sirovej (Obr.5).%
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Obr.5 Priprava kyseliny salicylovej Kolbeho-Schmittovou syntézou (prevzaté z literatury 22)

Zahrievanim kyseliny salicylovej s acetanhydridom za pritomnosti kyseliny fosfore¢nej ako
kyslého katalyzatora dojde k reakcii hydroxylovej skupiny s acetanhydridom (esterifikacii),

&im vzniké kyselina acetylsalicylova (Obr.6).%

O -OH /o

0

OH H3C‘< HsPO, O Y/
+ HC

+ O ——
0
H304\< OH
o

iyselina salicylovd  acetanhyand kyselina acetylsalicylova kyselina octové

Obr.6 Priprava kyseliny acetylsalicylovej (prevzaté z literattry 22)

2 Fenolické latky

V rastlinach bolo identifikovanych niekol’ko tisic fenolickych latok s ohromnou
rozmanitostou Struktir. Spolo¢nym rysom je, Ze obsahuju jedno alebo viacej aromatickych

jadier substituovanych hydroxylovymi skupinami.

Fenolické latky su prirodné antioxidanty. Nachadzaju sa v roznych Castiach rastlin, napr. listy,

korene, kora, plody. Podl’a §truktiry rozdelujeme fenolické latky do niekolkych skupin. ™

Na jednoduché fenoly, fenolkarboxylové kyseliny, fenylpropanoidy a flavonoidy. Do skupiny

jednoduchych fenolov zarad’'ujeme latky s jednoduchou Struktirou obsahujucou cyklické
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(aromatické) Cg retazce. Zakladny skelet molekuly Casto substituuji metylové skupiny.
Jednoduché fenoly nie su v prirode az tak casté, patri k nim napr. hydrochinon. Medzi
fenolkarboxylové kyseliny zarad'ujeme latky, ktoré obsahuju vo svojej molekule strukturu Ce-
C; skelet. Mozu to byt napr. kyselina pyrokatechova, gallova, p-hydroxybenzoova. Tieto
latky su v rastlinnej riSi bezne zastipené. Fenylpropanoidy vo svojej Struktire obsahuju
aromaticky kruh s naviazanym Cj retazcom. Téato skupina je pomerne rozsiahla, patri sem
napr. kumariny, lignin a typickymi zastupcami st derivaty kyseliny skoricovej (kyselina p-
kumarova, ferulova, kavova, sinapova,...). V rastlinach sa bezne vyskytuje tiez skupina
flavonoidov. Struktiira flavonoidou je zloZena z dvoch ¢asti, prva tvori Ce-Cs retazec, ktory je
vytvoreny Sikimdtovou metabolickou drahou a druht cCast’ tvori Cs S naviazanym atomom
kyslika. Druhd cast molekuly vznika odvodenim od acetatu. Flavonoidy rozdelujeme na

podskupiny, a to flavony, flavonoly a antokyany.** *?

V prirode vel'mi dodleZité fenolické kyseliny zohravaju doleziti tlohu v ochrane rastlin.
Rastlinné fenolické kyseliny sa mézu vyskytovat’ viazané vo forme glykozidov alebo esterov
avo forme volnej. Struktira ich molekil je odvodend od kyseliny benzoovej alebo
Skoricovej. K hydroxybenzoovym kyselinam patri napr. kyseliny gallova, vanilova, gentizova,
salicylova atd. Medzi hydroxyskoricové kyseliny mézeme zaradit’ napr. kyselinu ferulovu,

kavovu, p-kumarova atd.™

2.1 Fenolické glykozidy

Fenolické glykozidy obsahuju sacharid naviazany na fenolickii skupinu. Mnohé fenolické
latky su v rastline pritomné v glykozidickej forme, ktora sa po zbere odStepuje a uvolnuje sa
tak sama aktivna zlucenina. To je napr. pripad vanilinu alebo salicinu.

Kyseliny salicylova je aglykonom glykozidu gaulterinu, ktory sa vyskytuje napr.
v severoamerickom druhu Gaultheria procumbens (vresovcovité) a tiez v nasich druhoch
briez (Betula sp.). Gaulterin méa charakteristicky zépach, hydrolyzuje na primverosu
a metylester kyseliny salicylovej. V kére viby (Salix sp.) sa vyskytuje glykozid salicin a tiez

volna kyseliny salicylova.™®

16



2.2 Kyselina salicylova

Kyselina salicylova je vo forme glykozidu salicinu obsiahnutd vo vibovej kore, pouzivanej
odpradavna v F'udovom liegitel'stve k potlatovaniu horacky.** Kyselina salicylova (Acidum

salicylicum) je biely prasok zle rozpustny vo vode (1 : 460) a dobre v alkohole (1 : 3).°

SA ako rastlinny hormdn sa nachadza vSade v rastlindch, ma vyznamny vplyv na rast a vyvoj
rastlin, fotosyntézu, dychanie, iontovli vymenu a tiezZ vyvolava Specifické zmeny v anatomii
a chloroplastoch listovej Struktary. SA je uznavana ako endogénny signal sprostredkovania

rastlinnej obrany proti patogénom.™

2.3 Uloha kyseliny salicylovej v rastlinich

Rast a vyvoj rastlin je regulovany vzajomnymi interakciami rastlinnych hormoénov, medzi
ktoré zarad’'ujeme tieto skupiny latok: gibberlliny, auxiny, cytokininy, kyselinu abscisova
a etylén. Medzi rastlinné regulatory d’alej patria oligosacharidy, brassinosteroidy, jasmonaty,

kyselina salicylovéa a polyamidy.®

S kyselinou salicylovou je priamo spojeny fenomén Systémovo ziskanej rezistencie. Rastliny
po inokulacii spravidla avirulentnym patogénom mozu aj v Castiach vzdialenych od miesta
inokulacie vykazovat’ zna¢nli mieru rezistencie K virulentnym patogénom. Takato rezistencia
mdZe v rastlinach pretrvavat dlhi dobu.’” SAR je aktivovana lokalnymi nekrozami
sposobenymi hubovou, bakterialnou alebo virovou infekciou. V experimentoch s rastlinami
tabaku sa ukazalo, ze k tomu, aby sa vytvorila systémovo ziskana odolnost’, musi najprv dojst
k nahromadeniu SA. Expresia salicylathydroxylazového génu v rastlinaich vytvara naopak
rastlinu so zvySenou schopnostou k ochoreniu. Pritomnost” SA alebo jej funkéného analdga
kyseliny 2,6-dichloroisonikotinovej mdze zvratit' citlivost v odolnost. Zaujimavé je, Ze
podobné efekty boli popisané aj u poruch imunitného systému cicaveov.** Hlavnou zlozkou
SAR je zvySena hladina tzv. PR — proteinov (patogenesis related) v doteraz napadnutych
bunkéch infikovanej rastliny.”® Proteiny su produkované rastlinami ako odpoved’ na infekciu

spOsobentl virusmi, baktériami, ¢i hubami. S to monoméri s nizkou molekulovou
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hmotnost'ou (8-50 kDa). PR proteiny st vel'mi stabilné aj za nizkeho pH (pH < 3), kedy st iné
proteiny uz denaturované, tiez su vel'mi odolné voci posobeniu proteolytickych eznymov

. : . A 19, 20
endogenného aj exogenného pdvodu.

PR proteiny sa nachddzaji vo vakuolach,
v bunetnej stene, v apoplastoch a s pritomné vo vietkych rastlinnych tkanivach.® SAR
nemusi byt spustena iba rozpoznanim génu avirulencie, ale tiez endogennymi elicitormi alebo
abiotickym stresom.'® Signal k obrannej reakcii sa $iri nie len v napadnutej rastline, ale moze

sa tiez §irit’ v rastlinach okolitych pomocou prchavého metylesteru kyseliny salicylovej.”*

Samotné rozpoznanie patogéna rastlinou vSak pred infekciou neochrani. Signal je od
receptorov vedeny zlozitou spletou signdlnych drah, ktoré zaistia preprogramovanie
transkriptomu. Batérie novych proteinov potom spolo¢nym pdsobenim zabrania patogénom
v infekcii.?® Kragovi alohu v prenose signalu od receptorov hraju rastlinné hormony, a to
hlavne kyselina salicylova, etylén, a kyselina jasmonové.24 Ustrednou molekulou SAR je
kyselina salicylova. Bolo dokazané, Ze SA ma niekol’ko funkcii priamo spojenych so vznikom
SAR a obranou rastliny. V prvom rade ide o signalizaciu pri vzniku SAR. Je dokazané, Ze pre
expresiu PR-génov je SA nepostradatelna. SA naakumulovana v zdravych pletivach priamo
pochéadza z napadnutého listu, ale nepotvrdilo sa, Ze by priamo SA bola primarnym signdlom

vzniku SAR vo vzdialenych pletivach °, viac obr. 7.

Vné&jsi okoli Patogen

W Elicitor

: 1 0, Ativniformy ___, Zesfleni
b TP kysiky T bunéené steny

esesesmmms

/ T, R s EY N e I LT T
Plasmaticka I

. Receptor
membrana 2 \ Aktivace genu pro:

lontové kanaly,

20 : 7 Hypersenzitivni reakci
méni membranovy

Biosyntézu fytoalexinl

potencial > Biosyntézu ligninu Systémoveé
Biosyntézu ky§eliny > zi;kané
salicylové rezistence

Biosyntézu hydrolytickych enzymu
Cytoplazma L . y

Obr. 7 Priebeh vzniku SAR u rastlin (prevzaté z literatary 26)
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Dalou z funkcii SA je inhibicia, ¢o vedie k zvySenej koncentracii peroxidu vodika
a reaktivnych zlacenin kyslika z neho vznikajacich. Téato funkcia sa vSak javi ako vedlajsia,
pretoze koncentracia SA je pomerne nizka. Po inhibicii enzymov obsahujucich hem, napr.
katalaza alebo peroxiddza je SA schopna tvorit volné radikaly, ktoré si povazované za
iniciatora peroxidacie lipidov. Neinfikované listy infikovanej rastliny obsahuji nizke hladiny
SA, ¢o moze vyrazne ovplyvnit’ priebeh a na¢asovanie oxidaéného vzplanutia pri opdtovnom
kontakte s patogénom.25 V rastlinnom organizme su fenolické latky, teda aj SA syntetizované
z trans-skoricovej kyseliny, ktord vznika z L-fenylalaninu reakciou katalyzovanou enzymom
L-fenylalaninamoniumlyazou.*" (pozri obr.). Postupnym skracovanim retazca Kkyseliny
trans-Skoricovej vznikne kyselina benzoova. Mechanizmus, ktorym sa kyselina trans-
Skoricova premienia na kyselinu benzoovli dodnes nebol presne objasneny. Pravdepodobne
vznika PB-oxidaciou, kedy sa kyselina trans-S8koricova premiefia na 3-hydroxy-3-
fenylpropionyl-CoA a d’alej az na benzoyl-CoA. Z banzoyl-CoA nasledne vznika kyselina
benzoova. Inou cestou modze byt vznik kyseliny benzoovej cez benzaldehyd. Za pomoci
hydroxyldzy je kyselina benzoovd nasledne premenend na kyselinu salicylova. SA sa
nasledne pomocou salicylatglukosyltransferazou konjuguje s glukézou za vzniku B-O-D-

glukosylsalicylové kyseliny.?” 2% Schéma biosyntézy SA je znézornena na obr. 8.
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Obr.8 Biosyntéza kyseliny salicylovej V rastlinach.
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3 Prirodzené zdroje kyseliny salicylovej

Salicylany sa prirodzene vyskytuju v ovoci, zelenine, bylinkach, koreni a inych druhoch
rastlin. Casta konzumacia tychto potravin vedie k vytvoreniu rovnakej hladiny salicylanov
v krvi ako pri podavani nizkych davok aspirinu. Naopak nizka konzumacia ovocia a zeleniny
moze mat’ nepriaznivy vplyv na zdravie. Na mnozstvo salicylanov ma tiez vplyv spdsob
oSetrovania rastlin pri pestovani. Napriklad chemicky neoSetrend zelenina méa vySsi obsah

salicylanov ako zelenina chemicky o3etrena.*

Kyselina salicylova je produkovana rastlinami ako ochrana proti stresu a chorobam. Toto
mdze potom sluzit’ ako vysvetlenie jej vySSieho obsahu v zelenine dopestovanej ekologicky
bez pouzitia pesticidov. John Paterson a jeho tim z Univerzity v Strathclyde objavili, ze
polievky pripravené z ekologicky dopestovanej zeleniny obsahovali Sestkrat viac kyseliny
salicylovej v porovnani s polievkami pripravenymi zo zeleniny dopestovanej konvencnym

A 1
sposobom.3

Ovocie a zelenina — Pocas spracovania ovocia a zeleniny napr. pri vareni, mrazeni, alebo
suSeni dochadza k velmi vyznamnym stratam kyseliny salicylovej. Jej obsah v Cerstvych

produktoch je preto vyssi.

Najbohat$im zdrojom kyseliny salicylovej z ovocia su citrony (3,2 mg/kg), samozrejme
V citronovej malinovke je obsah SA podstatne nizsi (<0,01 mg/kg). Cerstvé hrozno ma tiez
vysSie mnozstvo (0,6, mg/kg) ako hrozienka (0,2, mg/kg). Takisto je hladina obsahu SA nizka
aj v dzemoch. Dal3ie ovocie s vy$§im pomerom SA st napriklad slivky (0,5 mg/kg) a banany
(0,4 mg/kg). Dobrym zdrojom SA su Cerstvé paradajky (1,3 mg/kg), paradajkovy pretlak ma
tieZ obsah SA podstatne nizsi (0,3 mg/kg). Mrkva obsahuje (0,5 mg/kg), uhorky (0,4 mg/kg)

alebo mrazeny hrach (0,3 mg/kg) patri tieZ medzi zeleninu s vy$§im obsahom salicylanov.*

Bylinky a korenie — z tejto skupiny maji vysoké hladiny SA napriklad timidn, oregano,
bylinkové zmesi, kari korenie alebo mita (14,4 — 28,6 mg/kg). NizSie mnozstvo obsahuje
napriklad ¢ierne korenie a paprika (5,7 a 5,1 mg/kg). Menej ako 0,2 mg/kg SA bolo zistené

v cesnaku, zazvore a susenej petrzlenovej viiati.*”
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4 Derivaty kyseliny salicylovej v Pudskom organizme

SA a jej derivaty si ucinné antipyretikd s miernymi analgetickymi a protizapalovymi
ucinkami. Pouzitie SA a jej derivatov v SirSom rozmere umoznila az Kolbeho-Schmittova
syntéza (r.1874) uvedend na obr.9. SA sa pouziva v dneStnej dobe v omedzenej miere,

vig&iinou vo forme soli (natriumsalicylat, lysinsalicylat, cholinsalicylat).®

+ -
O§ O Na O§ OH
+ - + -
O Na OH
O Na C02 H+
5 = —_—
125 C, 1 MPa

Obr.9 Kolbeho-Schmittova syntéza kyseliny salicylovej (prevzaté z literatury 33).

4.1 Chemicka Struktira salicylanov

Zakladom Struktary salicylanov je kyselina ortohydroxybenzoova-kyselina salicylova.
Derivaty kyseliny salicylovej mozno rozdelit na estery ziskané substituciou karboxylovej
skupiny (napriklad metylsalicylan), estery ziskané substituciou hydroxylovej skupiny (napr.
kyselina acetylsalicylova) a soli kyseliny salicylovej (napr. salicylan sodny). Substiticiou na
karboxylovej alebo hydroxylovej skupine sa meni iba uc¢innost’, toxicita alebo tolerancia
latky. Hydroxylové skupiny v polohe orto st dolezité z hladiska G¢inku, pretoze kyselina

benzoova ma G&inky ovela slabsie.” (viac obr.10).

ONa

0 OH 0 o) OH
Ox-OH X X N
? OH CHj OCOCH,4

kyselina benzoova kyselina salicylova salicylan sodny  kyselina acetylsalicylova
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Obr.10 Chemicka Struktura salicylanov (prevziaté z literatary 5)

4.2 Vstrebavanie salicylanov

Peroralne podané salicylany sa vstrebavaju rychlo, Ciastoéne zo zaludka, no zvicsa z duodena.
Kyselina acetylsalicylova sa resorbuje nerozloZena. Rychlost’ a rozsah vstrebavania zavisi od
rychlosti vyprazdiovania zaludka, rozkladu podanej liekovej formy a fyzikalno-chemickych
vlastnosti lieiva. Vstrebavanie salicylanov prebieha pasivnou difiziou nedisociovanych
liposolubilnych molekul cez membrany buniek sliznice traviacej sustavy. Ak je pH obsahu
V lumene zvysené, salicylany sa viacej ionyzuja, a preto pomalSie vstrebavaja, pri znizeni pH

je to naopak.’

4.3 Distribucia salicylanov

Po vstrebani sa salicylany rychlo distribuuji do vSetkych tkaniv vac¢Siny tekutin organizmu,
ato najmd pasivnymi procesmi. MoéZeme ich detegovat v slzich, materskom mlieku
I mozgomiechovom moku, d’alej tiez v peritonealnej a synovialnej tekutine. Stopy salicylanov
najdeme tiez v ZI¢1, pote a stolici. Salicylany sa akumuluji v Castiach organov s niz§im pH
(tzv. kyslé kompartmenty), teda aj v zapalovych loziskach, oblickach a v zaludku, vyskytuju
sa tieZ vo vypotku reumatickych kibov.> Akumulécia salicylanov v bunkach sliznice Zalidka
je velmi dolezitd z hladiska neZiaducich ucinkov. Molekuly prechadzaji do buniek

nedisociované, pri intracelulirnom pH 7,0 sa disociuji a nemozu preniknit’ spat do
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extracelularneho priestoru. Takto vznikd mnohondsobne, 15-20krat vysSSia koncentracia

salicylanov v bunkach sliznice oproti lumenu Zalidka.

4.4 Biotransformacia salicylanov

Biotransformécia  salicylanov  prebicha v mnohych tkanivach, no predovSetkym
V mikrozOmovom systéme a mitochondridch pecene. Produktmi biotransformécie su tri
produkty, ato kyselina salicyluronova (konjugat kyseliny salicylovej s glicinom), ester
fenolglukuronid a ester acylglukuronid. Mald Cast’ sa hydrolyzuje na kyselinu gentizovu,
kyselinu 2,3-dihydroxybenzoova a kyselinu 2,3,5-trihydroxybenzoovi. Tieto metabolity sa
nachadzaju v moci, kym konjugaty a kyseliny gentizova aj v plazme, peceni a niektorych
dalsich tkanivach. Ak su oblicky funkéné a neposkodené, metabolity sa vylucuju tak rychlo,
ako sa tvoria.” Pozri obr. 4.

4.5 Vyluc¢ovanie salicylanov

Salicylany sa vyluCuju najmé oblickami a v menSich mnozstvach aj inymi cestami. Pomer
jednotlivych biotransformovanych zloziek sa vel'mi meni v zdravi i chorobe. U ¢loveka sa
vylucuje vol'na kyselina salicylova (10%), kyseliny salicylurova (75%), fenolglukuronid (5%)

a kyselina gentizova (1%).

4.6 Uc¢inky salicylanov na Pudsky organizmus

Fenolické latky st vel'mi dolezité nie len pre rastlinu, ¢i uz ako ochrana proti H,O, alebo
volnym radikdlom, ale aj pre ¢loveka. Nie len rastlinna bunka je schopna vyrabat H,O; a je
napadand volnymi radikdlmi, stretdvame sa s tymito skuto¢nostami aj u Zivo¢ichov
a l'udského organizmu. Flavonoidné latky vo vztahu k l'udskému zdraviu st schopné:

inhibovat’ enzymy, inhibovat’ oxidiciu LDL cholesterolu (a tak pdsobit’ ako prevencia
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kardiovaskularneho ochorenia), maja protizapalovu aktivitu, estrogénnu aktivitu a vyznamnu

antikancerogénnu aktivitu.**

Utinky derivatov kysaliny salicylovej na funkcie udského organizmu, &i uz je &lovek chory

alebo zdravy st mnohostranné a komplexné.

Analgeticky ucinok — salicylany su jedny z najpouzivanejSich analgetik. V porovnani
s narkotickymi analgetikami morfinového charakteru nemaji na bolest’ tak silny tlmiaci
ucinok, a preto su pouZzivane pri bolestiach miernejSej intenzity, najmi pri bolesti hlavy,
zubov, kibov a svalov. V takychto pripadoch je u¢inok 650 mg kyseliny acetylsalicylovej

najsilnejii asi o dve hodiny a trva vyse $tyroch hodin.”

Antipyreticky ucinok — salicylany sa vyznacuju rychlym antipyretickym ucinkom iba
V pripade zvysenej teploty tela alebo horuckovych stavoch. Normalnu teplotu tela znizuja len
malo. V organizme udrzuje stalu teplotu tela hypotalamus. V horackovych stavoch a pri

zvyienej teplote tela sposobuju salicylany ,,nastavenie termostatu” na norméalnu teplotu.”

Ucinok na zdpalové a imunitné procesy — u&inok salicylnov spoéiva v potladeni klinickych
priznakov a pri zlepSovani patologickoanatomickych nalezov pri reumatickej hortcke.
Niekedy ich zaradujeme k symptomatickym lie¢ivam, pretoze neovplyviiuju komplikacie

ochorenia.’

Ucinok na metabolizmus — G&inok salicylanov na metabolizmus cukrov je komplexny. Vysoké
davky salicylanov zvySuji aerobny metabolizmus glukézy a tiez zvysSuju aktivitu gluk6zo-6-
fosfatazy. Naopak u diabetikov mézu znizovat' glykémiu a zvySovat’ toleranciu glukozy.
Tento ucinok spdsobuje pravdepodobne zvysSena utilizacia glukézy a jej znizena syntéza
nasledkom utlmu zdkladnych enzymov glukoneogenézy. Salicylany spdsobuji tiez
zvySovanie koncentracie inzulinu v plazme. Salicylany ovplyviluji tiez metabolizmus tukov,
ato Ciastocnou blokadou inkorporacie acetatu do mastnych kyselin (dalej MK) a dalej
inhibiciou adrenalinovej lipolyzy v tukovych bunkéach. Vyssie MK naviazané na plazmatické
bielkoviny sa uvoliiuji. Spojenim tychto ucinkov sa zvySuje prenikanie MK do hepatocytov,
myocytov a do buniek d’alSich tkaniv, kde sa oxiduju. Koncentracia plazmatickych volnych

MK, fosfolipdov a cholesterolu sa znizuje.”

Ucinok na acydobdzickii rovnovihu — salicylany vyvolavaji uréité zmeny acidobazickej
rovnovahy a elektrolytov uz v beznych terapeutickych davkach. Jednou z reakcii na vysSie

terapeutické davky je intracelularna a extracelularna respira¢na alkaldéza. To je vSak rychlo
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kompenzované zvySenou hladinou bikarbonatov spolu s draslikom a sodikom, takze pH krvi

sa vracia k norme.®

Ucinok na traviacu sistavu — kyselina acetylsalicylova naru$uje ochrannu barieru sliznice
zalidka v pritomnosti HCl, ¢o sa prejavi preniknutim vodikovych iontov z limenu do
sliznice, sodikovych iontov zo sliznice do limenu a poklesom transmukézneho a elektrického
potencialu. ZvySuje sa exfoliacia buniek sliznice. Vysledkom tohto stavu méze byt hemoragia

alebo okultné krvéacanie.’

Ucinok na obehovii siistavu — salicylany podporuju ¢innost’ srdca a zvy$uja tlak v pravej
komore i systémovy tlak vac¢Sinou kontrakénou silou myokardu. Prekrvenie koze a akralnych
Casti organizmu ma doélezitu ulohu pri reguldcii telesnej teploty. Antipyreticky U¢inok
terapeutickych davok salicylanov sa uskuto¢niuje predovsetkym zvySenym prietokom krvi

koZou, &im sa straca teplo jednak Ziarenim a jednak vedenim.’

5 Vyutzitie derivatov kyseliny salicylovej v modernej medicine

Latky nazyvané analgetika — antipyretika (salicylany a paracetamol) maju schopnost’ znizovat’
telesnu teplotu v horackovych stavoch. Analgeticky a antipyreticky G€inok spociva v inhibicii
syntézy prostanglandinov mechanizmom blokaddy kIiCového enzymu tejto syntézy —
cyklooxygendzy. Salicylany zarad'ujeme do Sirokej skupiny nesteroidnych protizapalovych
lieCiv (NSAID) alebo tiez nesteroidnych antireumatik, kde patria rovnakym mechanizmom
uc¢inku, ich indikacie sa vSak odliSuji. Naopak z nesteroidnych antireumatik sa ako

analgetikum ¢asto pouziva ibuprofen a diclofenac.

Ako nesteroidné antiflogistikd sa oznacuju lie¢ivd charakterizované po chemickej stranke
napojenim karboxylovej skupiny na aromatické jadro. Z hladiska posobenia ich
charakterizuje inhibicia coklooxygenazy (COX), tymto mechanizmom tlmi zépalové
pochody, mierni bolest’ a znizuje horucku. Cyklooxygenazy su enzymy lokalizované na
endoplazmatickom retikule, ktoré tvoria z kyseliny arachidonovéj lokdlne mediatory,
prostaglandiny, prostacykliny atromboxany. Nesteroidné antiflogistikd posobia ako
reverzibilné (s vynimkou kyseliny acetylsalicylovej) inhibitory cyklooxygenaz. Tieto enzymy

v molekule obsahuji dlhy por (kanal), do ktorého sa kyselina arachidonova zasunie a kde sa
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premeni na U¢innt latku. Antiflogistikd do tohto péru vnikni, naviazii sa na védzbové

miesto, ¢im ireverzibilne inhibuja enzym.*®

Najpouzivanej§im salicylanom v dnesnej medicine je kyselina acetylsalicylova (acidum
acetylsalicylicum), ktord je vhodna k tlmeniu akttnej a subakutnej bolesti roznej etioldgie.
Vyuzivaju sa najmi ich vlastnosti antiagregacné, antipyretické a protizdpalové. Kyselina
salicylova (acidum salicylicum) a jej neacetylované derivaty nemaji na rozdiel od kyseliny
acetylsalicylovej klinicky vyznamné antiagregatné vlastnosti, a preto nezvysuju riziko

krvacavosti.

Acetylacia kyseliny salicylovej znacne znizuje jej nepriaznivé posobenie na sliznice. Po
resorpcii sa acetat odStepi (s pol€asom 15-20 minut), takZe potom in vivo zostava kyselina
salicylova. Davkovanie kyseliny acetylsalycilovej ako antiflogistika je vysSie ako 3g denne.
K terapii beznych bolesti sa pouziva davka cca 500 mg. V malych davkach (100-200 mg
denne) sa po resorpcii Vv portalnom obehu dlhodobo vyradi syntéza tromboxanu
Vv trombocytoch, sprostredkovand cyklooxygendzou trombocytov, pretoZze kyselina
acetylsalicylova tento enzym ireverzibilne ihibovala. Trombocyty nemaji moZnost
syntetizovat COX de novo, pretoze neobsahuju jadro. Kyselina acetylsalicylovd moéze
vyvolat’ neziaduce ucCinky, ktoré musime mat na zreteli. Drdzdi, zaludo¢n sliznicu,

u predisponovanych pacientov méze vyvolat’ astmaticky zachvat.>

6 Interakcie pouzivanych salicylanov v Pudskom organizme s vybranymi

lie¢ivami

Interakcie salicylatov s roznymi liekmi v 'udskom organizme mozeme rozdelit’ na interakcie:
farmakodynamické a farmakokinetické. Farmakokinetické interakcie vznikaju v dosledku
niektorych farmakokinetickych vlastnosti salicylanov, ¢o mdze byt napriklad védzba na
plazmatické bielkoviny. Farmakodynamické interakcie vyplyvajii z mechanizmu u¢inku

salicylanov najmi z ich antiagregaéného ti¢inku a vplyvu na syntézu prostaglandinov.*®

Antikoagulancia, antiagregancia a trombolytika: je znamy dvojaky mechanizmus, ktorym
salicylany znizuju krvnl zraZanlivost. Vo vysokych ddvkach (6g denne na 70kg telesnej

hmotnosti) mé kyselina acetylsalicylova priamy hypoprotrombinovy u¢inok mechanizmom
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inhibicie syntézy vitamin K dependentnych kolagulacnych faktorov (II, VII, IX a X) uz
v niz§ich déavkach (75-100mg) pdsobi kyselina acetylsalicylova ireverzibilni acetylaciu
dostickovej cyklooxygendzy (poskodzuje tak dostickové funkcie na dobu 7 az 10 dni), ¢o je

podstatou jej Siroko lieSebne vyuZivaného antiagregaéného uginku.*®

Salicylany podnecuju Uc¢inok antikolagulancii, antiagregancii a trombolytik. Tejto
farmakodynamickej liekovej interakcie sa vyuziva v prevencii liecbe ICHS a vSeobecne
trombofilnych stavov. Na druhej strane je tato interakcia spojend s vySSim rizikom
a krvacavych komplikécii, predovSetkym v oblasti gastrointestinalneho traktu. Pacienti lieCeni
NSAID maji 3-4 krat vyssie riziko vzniku krvacania z hornej &asti GIT.*® V pripade
peroralnych antikolagulancii (warfarin, ethybiskumecetat) existuje vedl'a farmakodynamicke;j
potenciacie ucinkov tiez vzajomné ovplyvnenie na urovni farmakokinetiky. Ako salicylaty,
tak aj peroralne antikolagulancia s vysoko viazané na bielkoviny krvnej plazmy a vzdjomne
sa z tejto vizby vytesiiuju. Klinicky dopad tejto interakcie je vSak kompenzovany zvySenym
clearance neviazanej frakcie kumarinového derivatu, a preto su ohrozeni len pacienti zo
zniZzenou schopnostou elimindcie antikolagulancia (pacienti so znizenou funkciou pecene
alebo srde¢nym zlyhanim).36 Vo vyssich davkach (2-4 g denne) zosilituje kyselina
acetylsalicylova antikoagulan¢ny ucinok warfarinu a v zavislosti na davke zvySuje riziko
krvacania, predovSetkym z GIT. V pripade sucasného podavania peroralnych antikoagulancii
kyseliny acetylsalicylové (2-4g denne) je vhodné znizit davkovanie antikoagulancia asi
0 30%, alebo nahradit’ kyselinu acetylsalicylovii paracetamolom. Nebezpecie zvySenej

Krvacavosti sa vztahuje tiez na lokalne formy salicylaitov.36

Klinickymi $tadiami bolo dokazané, Ze pridanim kyseliny acetylsalicylovej k trombolytickej
liecbe vedie k poklesu mortality pacientov s akutnym infarktom myokardu pri nezvySenom

riziku krvacania do CNS.%

NSAID: vSeobecnou vlastnostou vsetkych lieCiv zo skupiny nesteroidnych antiflogistik je
nebezpe€ie gastrotoxicity v dosledku postihnutia ochrannych funkcii prostaglandinov
Vv zaludo¢nej sliznici. Preto je mozné tvrdit, Ze pri sticasnom uzivani dvoch lieCiv tejto
lieckovej skupiny sa riziko s€ita. Situacia je zlozitejSia tym, Ze gastrotoxicky potencial
jednotlivych nesteroidnych antiflogistik sa 1i§i (napr. v pripade indometacinu a kyseliny

acetylsalicylovej je vyssi ako u ibuprofenu). Je vhodné vyvarovat’ sa kombindcii tychto lieCiv,
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alebo volit' lie¢ivd s nizkou gastrotoxicitou (paracetamol, ibuprofen). Upozorneniu sa

vymykaju lokélne lickové formy.*®

Bolo zistené, ze kyselina acetylsalicylova znizuje plazmatické koncentracie diclofenacu,
ibuprofenu, fenoprofenu, flurbiprofenu, ketoprofenu, naproxenu, tenoxicamu a tolmetinu, ale
nema vplyv na piroxicam. Rozporuplné udaje sa tykaji vzajomného ovplyvnenia kyseliny
acetylsalicylovej a indometacinu, ked’ vysledky roznych $tudii naznacuju zvySené, znizené aj
neovplyvnené koncentracie, indometacinu. Priiny popisaného farmakokinetického
ovplyvnenia nie su uplne vyjasnené, predpoklada sa interakcia na Grovni absorpcie vizby na

plazmatické bielkoviny alebo renlnej exkrécie.*®

Furosemid: kyselina acetylsalicylova a furosemid vzajomne stperia o miesto v sekre¢nom
mechanizme proximalneho tubulu 'advin. Preto pri su¢asnom podévani furosemidu a vysSich
davok kyseliny acetylsalicylovej (viac nez 650mg denne) dochadza k zniZenej elimindcii
obidvoch lie¢iv. To ma za nasledok pokles uCinnosti furosemidu, ktory ma svoje miesto
pOsobenia na luminalnej strane buniek proximalneho trubulu, a naopak narast wG¢innosti

salicylanov v ddsledku vzostupu jeho plazmatickej koncentracie.*®

Spironolacton: Napriek tomu, ze v §tadii so zdravymi dobrovolnikmi bolo zistené, Ze
kyselina acetylsalicylova zniZuje natriureticktl t€¢innost’ spironolactonu na 70% vychadzajtce;j
aktivity, nebolo dokazané zniZenie jeho antihypertenzného ucinku u pacientov trpiacich
hyperteziou. Zatial' nepanuje zhoda o presnom mechanizme tejto interakcie, medzi mozné
vysvetlenie patri ihibicia rendlnej produkcie prostaglandinov alebo inhibicia tubularnej

sekrécie hlavného t¢inného metabolitu spironolactonu.36

Glycerol trinitrat: analgetické davky kyseliny acetylsalicylovej zvySuji plazmatické
koncentracie glycerol trinitratu, ¢im podnecujii jeho farmakodynamické uc€inky vratane
neziaducich reakcii (hypotenzia, bolesti hlavy). Navrhnutym mechanizmom tejto liekovej
interakcie je inhibicia elimindcie glycerol trinitratu v dosledku znizeného prietoku peceniou
spdsobeného kyselinou acetylsalicylovou. Je zaujimavé, ze pri dlhodobom uzivani kyseliny
acetylsalicylovéj je situacia opacnd, dochddza k potlaceniu vazodilatacnych tc¢inkov glycerol
trinitratu. Pre tento jav zatial’ neexistuje uspokojujice vysvetlenie. Je naopak isté, Ze obidve
lie¢iva maji doplnkovy antiagregany ucinok (kyselina acetylsalicylova blokadou tvorby

tromboxanu a glycerol trinitrat zvysenim syntézy cyklického gaunosinmonofosfatu).*
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Alkohol: Pri si¢asnom poziti alkoholu a salicylanov dochadza k stétu ich Skodlivého vplyvu
na zalddo¢nu sliznicu. Alkohol navySe podnecuje protizrazanlivé ucinky Kkyseliny
acetylsalicylovej, ¢im nadalej vzrasta riziko gastrointestindlneho krvacania. Kyselina
acetylsalicylova inhibuje degradiciu etanolu pdsobenim enzymu alkoholdehydrogenazy

v &revnej sliznici, a zvySuje tak vstrebavanie v tenkom &reve.*®

Strava: Uzitie salicylanov spolo¢ne s potravou znizuje rychlost’ a rozsah absorpcie zo zaludku
a tenkého creva. Pri¢inou zniZenej absorpénej kapacity je pravdepodobne absorpcia
salicylanov na zloZzky potravy a zaroven spomalenie vyprazdiiovania zaludku. Ak je cielom
podania salicylanov rychla tl'ava od bolesti, je vhodné podanie nala¢no, naopak pri dlhodobe;

lie¢be prospieva strava k ochrane Zaludoénej sliznice.*®

Popisané liekové¢ interakcie salicylanov nie su vyCerpavajicim prehl'adom vsetkych zistenych
liekovych interakcii, ale iba tych ktoré maju klinicky vyznam, pretoze bezprostredne ohrozujua

pacienta a zaroven boli dostato¢ne dolozené klinickymi studiami.*®

Vedla Siroko lie¢ebne vyuzivanej farmakodynamickej interakcie salicylanov a inych lie¢iv
znizujucich krvni zrazanlivost, existuji tiez farmakokinetické interakcie, ktoré nie su
primarne neziadice a maju liecebné vyuzitie. Bolo zistené, Ze kofein zvySuje bilogicku
dostupnost’ kyseliny acetylsalicylovej 0 36% . Tato vlastnost’ je vyuzivana v analgetickych
kombinaciach. Znamy je vplyv aktivneho uhlia (carbo activatus) na absorpciu mnoho lieCiv
a tyka sa tiez salicylatov, ich biologickd dostupnost’ je suCasnym podanim aktivneho uhlia

znizena o 70%.%°

Salicylany patria v dnesnej dobe k najpotzivanejSim lie¢ivam. Ich pripravky st védésinou
vol'ne predajné lieky. Tym rastie riziko vyskytu neziaducich, ¢i zivot ohrozujacich liekovych
interakcii, o ktorych by mal byt pacient informovany svojim lekdrom alebo lekarnikom.
Zatial’ ¢o niektoré uvedené liekové interakcie mozu zmarit’ lieCebny zdmer, iné predovsetkym
spomenuté kombindacie s antikoagulanciami, znamenaju pre pacienta bezprostredné ohrozenie

7ivota.
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7 Extrakcia a chemické analyzy

7.1 Extrakcia

Extrakcia je separac¢ny (deliaci) proces, pri ktorom st v kontakte dve vzajomne nemiesitel'né
faze. Latky (analyty) sa rozdeluji medzi tie to faze na zéklade rdznej rozpustnosti
(rozdielnych rozdelovacich koeficientoch) Vv pouZitych rozpustadlach. Cim vicsi je rozdiel
medzi rozdelovacimi koeficientmi latok, tim dokonalejSie je ich oddelenie. Cielom extrakcie
je selektivne az Specifické oddelenie analytu od ostatnych zloziek alebo naopak oddelenie
rusiacich latok od analytu. Proces extrakcie mdZeme rozdelit do troch po sebe idlcich

krokov:
1. vytvorenie extrahovatel'nej formy sledovanej latky — Giprava vzorky
2. zriadenie rozdel'ovacej rovnovahy — vlastna extrakcia

3. pripadna izolacia stanovovanej latky z organickej faze — reextrakcia, odparenie

rozpustadla

Organické latky mozeme priamo extrahovat do vhodne zvoleného rozpustadla. Polarita
rozpustadla musi priblizne odpovedat’ polarite extrahovanej latky. Vhodné rozpustadlo pre
extrakciu polarnych organickych latok je Casto miesiteIné s vodou (miesitelnost’ rastie
s rastiicou polaritou rozpustadla), o znemoziuje proces extrakcie. Organickt polarnu latku je
teda nutné previest’ do lepsSie extrahovatel'nej formy. K tomu sa mdézu pouzit’:

a. vedlajsie asocia¢né reakcie (dimerizacia, polymerizacia) a disociané reakcie

. . 37
b. chemické reakcie

7.2 Chemické analyzy kyseliny salicylovej

Obsahy salicylanov v rastlinnom materidly sa liSia. Rozdiely vznikaju predovsetkym
vV pdvode salicylanov, napriklad ak sa jedna o detekciu Cerstvého, spracovaného alebo uz

dlhSie skladovaného rastlinného materidlu. Dolezit4 je tieZ volba analytickej metddy. V tomto
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smere je plynova chromatografia s hmotnostnou spektrometriou (GS — MS), citlivejsia ako
napriklad vysokotlakova kvapalinovd chromatografia (HPLC) alebo detekcia podla UV
Ziarenia.*?

Pri $tadii na overovanie biologickej aktivity fenolickych latok, vplyvov pddnych a biotickych
faktorov k pochopeniu ucinkov a interakcii fenolickych zlucenin v ekosystémoch bola
popisana vhodnost’ extrakénych technik ako st extrakcia pevnou fazou a extrakcia tekutinou
v nadkritickom stave (SPE) pre izolaciu fenolickych zltéenin. Nastup spojenych technik,
medzi ktoré patri LC/MS, LC/MS/MS, CE/MS a LC/NMR v spojeni s HPLC/UV-VIS
a CE/UV-VIS nam umoznuju presnu identifikaciu latok a poskytni informacie o Strukture

tychto biologicky aktivnych latkach.*?

Analyza fytohorménov je velmi komplikovana, pretoze fytohormoény sa v rastlinnom
materidly vyskytujua len v stopovom mnozstve a navyse je potrebné vykondvat’ pracne Cistiace
procesy VvV mnohych krokoch. Platformou pre analyzu je plynovd chromatografia spolu
s hmotnostnou spektrometriou, kvoli vlastnostiam ako univerzalita, selektivita, senzitivita

a bohaté predchadzajuce sktisenosti s analyzou fytohorm(')nov.38

Mobze sa tiez pouzit RIA (radioimunoanalyza) a ELISA =zaloZzené na Specifickych

protilatkach. Nevyhodou st neziaduce interakcie so Strukturalne podobnymi latkami.

Pre kvantifikaciu SA je mozné pouzit’ metodu HPLC s fluorescencnym detektorom. Touto
metodou sa dosahuje dobrych vysledkov, ale je potrebné pouzit komplexnych purifikaénych
procesov k oddeleniu zloziek , ktoré nas zaujimaju, od obrovského mnozZstva ostatnych
fluorescencnych zloziek z konkrétnej rastlinnej vzorky. Metéda GC/MS pontka spolahlivy
sposob separacie, identifikacie a kvantifikacie zloziek. Pouziva sa pre kvatifikaciu SA po

derivatizacii polarnych skupin.

Ionizacia elektronom déva Strukturdlne konfirmacie, ale detekény limit a kvantifikdcia mézu
byt negativne ovplyvnené zloZzkami, ktoré maji retencny ¢as GC podobny hladanej latke

(SA).*

V klinickych a farmaceutickych analyzach SA a jej derivatov st preferované metddy, ktoré
nevyzaduju upravy vzoriek, ale umoZiujii priamu analyzu v redlnom case. Synchronna
fluorescencia vdaka lepSej selektivite rozSiruje praktickil vyuzitelnost’ fluorescencie na
analyzu mnohozloZkovych zmesi bez nutnosti rieSenia problémov suvisiacich S upravou

vzoriek.*®
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Uzivanie kyseliny acetylsalicylovej bolo overované stanovenim farmakokinetiky plazmaticke;j
koncentracie kyseliny salicylovej. Stanovenie prebiechalo na HPLC chromatografe

“ .44
s fluorescen¢nou detekciou.

7.2.1 Plynova chromatografia GC

Vznik GC sa datuje rokom 1952, ked’ A. T. James a A. J. Martin publikovali delenie nizSich
mastnych kyselin pouzitim plynu ako mobilnej; fazy a kvapaliny ako stacionarnej fazy.
Pouzitie plynovej chromatografie v chemickej analyze viedlo k znaénému pokroku
v mnohych oblastiach analytickej chémie a K zasadnym zmenam v organickej analyze. Mnohé
analyzy, ktoré sa pred tym nedali uskutocnit’, alebo boli znacne pracné, sa stali pomocou
plynovej chromatografie beZnymi. Pomocou GC moZno ziskat’" UplnejSie informacie
0 kvalitativnom zlozeni mnohozlozkovych zmesi. Plynovou chromatografiou mozno
analyzovat’ vSetky plynné, kvapalné 1 tuhé latky, ktoré su v chromatografickych podmienkach

prchavé a stabilng, ako 1 latky, ktoré mozno chemickymi premenami na takéto upravit’.40

V plynovej chromatografii sa analyzovana latka rozdel'uje medzi fazu stacionanu a mobilnu.
Mobilnou fazou je plyn. Stacionarnou fazou je kvapalina alebo povrchovo aktivny sorbent
podl'a ¢oho rozliSujeme chromatografiu plyn — kvapalina alebo plyn — tuha latka.
V chromatografii plyn — kvapalina je stacionarna faza zakotvena ako tenka vrstva na inertnom
nosici dostato¢ne velkého povrchu, ¢im sa dosahuje vhodny kontakt s mobilnou fazou. Nosny
plyn je nizkoviskozna stlaCiteI'na tekutina v ktorej difizne koeficienty analytov su vysoké
a interakcie medzi molekulami vel'mi malé, takze takuto mobilni fazu mozno povazovat’ za
idealny plyn. Pradenie nosného plynu sa zabezpecuje tlakovym spadom v chromatografickej
koléne, v dosledku ktorého rychlost’ toku nosného plynu pozdiz kolény vzrasta a na konci
kolony je najvécsia. Delené zlozky musia byt’ dostato¢ne sorbované v stacionarnej faze, ako
aj dostato¢ne prchavé pri teplote kolony, aby mohli byt cez separaény systém v plynnom
stave transportované nosnym plynom. Mala vzorka spravidla rozpustena v prchavom
rozpustadle sa jednordzovo davkuje ako tizka zéna cez odparova¢ vzorky do pradu nosného
plynu, ktory ju unaSa do kolony. V kolone sa zloZzky zmesi rozdielne sorbujii stacionarnou
fazou a v dosledku trvalého toku nosného plynu desorbuji. Tento proces sa opakuje, pricom

nosny plyn unasa vzorku k vystupu z kolony kde sa detekuje.*
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Kapilarna plynova chromatografia je najvykonnej$ia metdéda na analyzu komplexnych najmé
mnohozlozkovych aizomérnych zmesi. NajvyznamnejSiu skupinu stacionarnych faz
predstavuju polysiloxdny s roznymi postrannymi retazcami. VSeobecna Struktira fiz je na

obr. 11.

R R R R
I I | I
-0-51-0-51-0-51-0-5i-
I I I I
R R' R' R'

Obr. 11 Struktura polysiloxanového retazca (prevzaté z literatury 45)

Kde R aR’ st rozne substituenty. Prislusné polyméry (polysiloxany) sa pripravuju
polykondenzaciou monomérneho sildnderivatu. Zavedenim rdznych substituentov ako metyl-,
vinyl-, fenyl-, kyanopropyl- alebo trifluorpropyl skupiny na kremikovy atdém sa menia
separacné vlastnosti stacionarnych fdz v Sirokom rozmedzi. Stacinarne fazy radikélovo
polymerizaciou zosietuju v koldne, o zabezpecuje vacsiu stabilitu v kolone ako aj moznost’

&istenia kolony premytim rotptstadlom.*
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Il PRAKTICKA CAST

1 Ciele vyskumu

Hlavnym ciel'om bakalarskej prace je stanovit’ mnozstvo kyseliny salicylovej v r6znych

Gastiach rastliny viby bielej (Salix alba). Daldim cielom je porovnat’ zistené vysledky vzoriek.

2 Material a metodika

2.1 Odber vzoriek

Rastlinny material pouzivany pri analyze, bol odoberany zo stromu viby bielej (Salix alba),
rastici v povodi rieky Moravy v Olomouci. Jednotlivé vzorky boli odobraté z roznych Casti
rastliny. Pre analyzu bola pouZita stard, odumreta kora z kmena stromu, Cerstva kora z kmena
stromu, kora z korena, d’alej kora z mladych vyhonkov, ato jednoro¢nych, dvojro¢nych
a trojrocnych, tiez boli odobraté puciky a listy rastliny. Vzorky boli odobraté v dvoch fazach,
prva v jesennych mesiacoch roku 2011 a druha v jarnych mesiacoch roku 2012. Z prvej faze
boli vzorky spracovavané susenim a z druhej faze boli pre analyzu pouzité vzorky suSené aj
cerstvé. Vzorky nazbierané v prvej fazy boli odobraté zo vsSetkych uvedenych Casti rastliny
aVvdruhej fazy odberu boli odobraté vzorky kory z mladych vyhonkov, jednoroc¢nych,

dvojro¢nych a trojro¢nych.

2.2 Chemikalie

methanol p. a. , Lach — Ner, CR

siran sodny, Lach — Ner, CR

BSTFA (N,O-bis(trimetylsilyl) trifluoroacetamid) p. a. , Fluka, Svajé¢iarsko
kyselina salicylova p.a. , Fluka, Svajéiarsko

hexan p. a. , Lach — Ner, CR

pyridin p. a. , Lach — Ner, CR
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2.3 Pristrojové vybavenie

plynovy chromatograf Agilent 7890A, Agilent Technologies, USA
hmotnostny spektrometer Agilent 5975C, Agilent Technologies, USA
nosny plyn — He 5.0. Siad, Taliansko

N, Messer, Nemecko

centrifuga Eppendorf 5702, USA

analytické vahy Mettler toledo, NewClassic MS205S, Svajéiarsko

ultrazvukova vana, Merci, CR

2.4 Extrakcia kyseliny salicylovej z viby bielej (Salix alba)

500 mg vzorky sa zmieSalo v skimavke s 3 ml metanolu, zmes sa kratku dobu pretrepala.
V pripade Cerstvych vzoriek sa pouzila polovicna navazka 0,250 g a pridavok 0,200 g
bezvodého siranu sodného. Zmesi v skimavkach sa nechali nasledne 20 minut premiesavat
ultrazvukom a 5 minat centrifugovat’ pri 4000 ot/min. Roztok vzoriek bol dekantovany
a preliaty do vialiek a do sucha odpareny dusikom. Po odpareni bolo ku vzorkam pridané
75ul pyridinu a 75 pul silanizatného cinidla BSTFA  (N,O-bis(trimetylsilyl)
trifluoroacetamid). Vialky boli zavieckované a zahrievané na 90°C 40 minat. Potom boli
vzorky nariedené¢ do objemu 500 pl hexanom, nasledne zcentrifugované 5 minut na 4000

ot/min. Ciry roztok bol pouZity na analyzu plynovou chromatografiou.

2.5 Stanovenie kyseliny salicylovej pomocou GC/MS

Vsetky merania boli vykonané na plynovom chromatografe Agilent 7890A s hmotnostnym
detektorom Agilent 5975C (Agilent Technologies, USA). K analyze bol davkovany 1 pl
vzorky metodou pulzného davkovania (140 kPa, 24 s) bez delica toku. Teplota nastreku bola
nastavena na 280°C. Ako nosny plyn bolo pouzité hélium s prietokom 0,9 ml/min. Separéacia
bola prevedena na kapildrnej kolone HP-5 ms o dizke 30 m, vnutorny priemer 0,25 mm

a s hriibkou filmu 0,25 pm s teplotnym programom 50°C — 2 min — 10°C/min - 300°C — 15
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min. Hmotnostny spektrometer vyuzival pozitivnu ionizaciu elektrénom (70 Ev). Hmotnostné
spektra boli snimané v rozsahu 29 — 520 m/z. Kvantitativne hodnotenie bolo vykonané pre i6n

267 m/z, pozri obr. 12, 13 a 14.

3 Vysledky a diskusia

Pri analyze kyseliny salicylovej V rastlinnom materialy boli vzorky odobraté z jednotlivych
Casti rastliny viby bielej (Salix alba). Vzorky boli odobraté v dvoch ¢asovych obdobiach
Vv jeseni a na jar. V jesennych mesiacoch boli analyze podrobené vzorky odobraté zo vsetkych
Casti rastliny. Vzorky sa analyzovali pomocou plynovej chromatografie spojenou
s hmotnostnou spektrometriou.

V prvej faze odberu vzoriek bolo cielom vyskumu zistit' obsiahnuté mnozstvo kyseliny
salicylovej v jednotlivych Castiach rastliny. Najmensie mnozZstvo kyseliny salicylovej bolo
obsiahnuté v kore odobratej z kmena stromu a kore odobratej z korenovej Casti, preto boli
tieto vzorky pre d’alSiu analyzu nezaujimavé. Predpoklada sa, ze hladina kyseliny salicylovej
obsiahnutd v odumretej kore sa nemeni, pretoze tu uz nedochadza k ziadnym metabolickym
pochodom. Z praktickych dovodov sa v druhej faze analyzy vylacili vzorky pucikov rastliny,
pretoze zber pucikov je zlozity.

V bezne zazitej praxi sa k lieCebnym ucelom zbiera kora len z mladych vyhonkov rastliny,
odporacana doba zberu je v jarnych mesiacoch, kedy je obsah u¢innych latok (SA) najvyssi.
V druhej faze boli analyzované teda uz len vzorky kéry z mladych vyhonkov rastliny,
jednoro¢nych, dvojro¢nych a trojro¢nych.

Predmetom zaujmu bolo porovnat’ hladinu SA obsiahnutt ako v Cerstvych, tak aj v suSenych
vzorkach. Vo vysSie uvadzanych Stadiach bolo dokazané, ze obsah SA v rastlinnom materialy
sa vel'mi liSi v Cerstvom a akokol'vek spracovanom materidly. Niz§i obsah SA v materialy
spracovanom napr. susenim moéze byt spdsobeny tym, Ze v rastlinnych pletivach dochadza
eSte k ukoncovaniu metabolickych pochodov a priebehu niektorych biochemickych reakcii,
c¢omu podlieha zrejme aj kyselina salicylova. Hladina SA v nami analyzovanych vzorkach
z ¢erstvého materidlu bola aZ niekolkondsobne vysSia oproti obsahu SA vo vzorkach
spracovanych suSenim. Obsah SA v rastlinnom materidly taktieZ zavisi na obdobi zberu.

Vzorky odobraté v jesennych mesiacoch obsahuji podstatne niZSiu hladinu SA oproti
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vzorkdm z jarnych mesiacov. V obdobi jesene dochadza k zna¢nému spomalovaniu
metabolickych dejov, o ma za ndsledok niz$i obsah SA. Vysledky analyzy obsahu SA
v suchych vzorkach boli vztiahnuté na 1 g susenej vzorky a Vv Cerstvych vzorkdch na 1 g

cerstvej vzorky, viac tabul’ka 1.

Tabulka 1 Obsah SA analyzovanych vzoriek.

vzorka obsah SA [ng/g]
jesen - suché vzorky
odumreta kora 18,53
kora-kmen stromu 2,57
kora-koren 0,95
puciky 27,46
1-rocné vyhonky 39,66
2-rocné vyhonky 26,45
3-rocné vyhonky 41,18
jar - suché vzorky
1-rocné vyhonky 171,42
2-rocné vyhonky 275,34
3-rocné vyhonky 144,26
jar - ferstvé vzorky
1-rocné vyhonky 303,45
2-rocné vyhonky 461,22
3-rocné vyhonky 611,05

Kyselina salicylovd je jednym zvelmi doélezitych fytohorménou, ktory zohrava
nepostradatelntt ulohu pri kontrole rastu a Vv imunitnom systéme rastliny. Uz v davnych
dobéch bola vfbova kora vyuzivana ako G¢inné analgetikum a antipyretikum, ale pre jej horku
chut’ a neprijemné neziaduce ucinky sa hl'adala latka s rovnakymi lie€ivymi U¢inkami bez
neziaducich reakcii. Objav kyseliny acetylsalicylovej (Aspirinu) bol v 19. storo¢i prevratnym
okamihom v medicine. V dneS$nej dobe existuje mnoho lie¢iv obsahujicich kyselinu
salicylova alebo jej derivatov, ktoré si nepostradateIné a maji velmi Siroké spektrum

vyuzitia.
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Obr. 12 Chromatogram - jarné susené vzorky - trojro¢né vyhonky (rekonStruovany iontovy

chromatogram pre i6n 267 m/z).
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chromatogram pre i6n 267 m/z).
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4 Zaver

Bakalarska praca sa zaobera analyzou kyseliny salicylovej v rastlinnom materialy, konkrétne
viby bielej (Salix alba). Teoretickd cCast' zahriiuje hlavni Glohu kyseliny salicylovej
Vv rastlinach, historiu objavu SA a jej najdolezitejSieho derivatu kyseliny acetylsalicylovej, ich
u¢inkov na ludsky organizmus a vyuzitie v modernej medicine. V tejto cCasti s dalej
popisané chemické extrakéné metoddy a separacné analytické metddy. Praktickd Cast’ prace sa
zameriava na stanovenie celkového obsahu kyseliny salicylovej v rastlinnom materialy

pomocou plynovej chromatografie spojenou s hmotnostnou spektrometriou.

Stanoveny obsah kyseliny salicylovej vo vzorkdch nazbieranych v prvej faze zberu (v
jesennych mesiacoch): odumretd kora stromu — 18,53 pg/g suSenej vzorky; kéra z kmena
stromu — 2,57 pg/g susenej vzorky; kéra z korena — 0,95 ng/g susenej vzorky; puciky — 27,46
ug/g susenej vzorky; jednorocné vyhonky — 39,66 ug/g susenej vzorky; dvojrocné vyhonky —
26,45 pg/g susenej vzorky; trojrocné vyhonky — 41,18 pg/g susenej vzorky.
V druhej faze zberu (v jarnych mesiacoch) je obsah SA nasledujtci:
1. susené vzorky: jednorocné vyhonky — 171,42 ug/g suSenej vzorky; dvojrocné vyhonky
— 275,34 ng/g susenej vzorky; trojrocné vyhonky — 144,26 ng/g susenej vzorky.
2. cerstvé vzorky: jednorocné vyhonky — 303,45 ng/g Cerstvej vzorky; dvojrocné vyhonky
— 461,22 ng/g Cerstvej vzorky; trojrocné vyhonky — 611,05 ng/g Cerstvej vzorky.
Z prevedenych experimentov vyplyva, ze najvyssSia hladina kyseliny salicylovej je
obsiahnuta v ¢erstvom rastlinnom materialy a akymkol'vek d’als$im upravovanim vzorku, ako
mrazenim, varenim, suSenim sa obsah SA vyrazne znizuje. Obsah SA zavisi tiez na rocnom

obdobi zberu materialu, v jeseni st hladiny SA v rastlinach vyrazne nizke oproti jarnému

obdobiu.
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vysokotlakova kvapalinova chromatografia
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kyselina jasmonova
kvapalinova chromatografia
hmotnostna spektrometria

nesteroidné protizapalové lieciva
kyselina salicylova
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