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Jo popséna kvalitativnf i kvantitativnf inhibioe produkoe ste-
rolt & mastnych kyselin olomifenem*) u zelené fasy Chlorella
kessleri a kvasinky S8acocharomyces cerevisiae. U ste-
rold jsou inhibovény demetylace steroidnich kruhdi v polohAch
4 a 14 & pfesun dvojné vazby = polohy 8 do polohy 7. U mast-
nfch kyselin je inhibovéna elongace uhlfkatého Fetdsce nad
18 atomt uhliku a desaturace za tvorby polyenovych kywe-
lin. Jo diskutovén vstah mezi mdect.rogcnn( aktivitou olomn-
feonu u dlovéks & pledpokléd loteni st

a mastn$ch kyselin.

Inhibitory biosyntézy lipidd byly studoviny plede-
viim u mikroorganismf, nap¥. u kvasinek rodd Sac-
charomyces a Oandida,?) popt. fas*?) nebo u vys.
ich rostlin$) Tyto inhibitory pFispély ke stanovenf
sekvence jednotlivych stupiitt biosyntézy sterolt. Za-
blokovénim biosyntetickych stupiiti doélo k nahroma-
dén{ minoritnich sterol, které se timto zplisobem po-
datilo identifikovat. Plehled reakef sterolfi blokova-

nych urditym inhibitorem je sumarizovén v tabulce 1
a obrdzku 1.

Studie o regulaci metabolismu lipidt clomifenem
& dali{mi inhibitory jsou u savch ojedindlé.

Predlofend prace sleduje & hodnotf kvalitativn
o kvantitativnl zmény ve slofenf lipidd mikroorganis-
mi po inhibici clomifencm a upozoriiuje na mo#nost
ovlivnéni{ metabolismu lipidd i pti terapcutickémn po-
dévén{ clomifenu.

POKUSNA CAST

Rass Ohlorella kessleri byls kultivovéna sutotrofnd
v trubkovém kultivétoru s konoentrsof clomifenu 3 mg/L3),
kvasinky S8acoharomyces cerevisiae v laboratornim 2 L
fermentoru LF 2 za konoentrace clomifenu 10 mg/L.¢

'V obou kultivacich byla suspenze odoentrifugovéna a jed-
notlivé isolované frakoe lipidd (mastné kyseliny a steroly) ve
formd derivitd (metylestery, popf. scetéty) byly déleny
a identifikovény plynovou chroma — hmotovou spek-
trometrif (GO-MS8) na pHMstroji Hewlett.-Packard 5995 B (CA,

UBA) s kapildirnimi kolonami.$-%)

Tab. 1. Pfekisd dietransfermact sterold v sduisioski ne typu inhibitoru

Inhibitor* Biotransformace Literaturs

Tridemorph (1)** inhibice #tépenf dvojné vasby 9 (19) 16)
inhibice redukoe dvojné vasby 14 17)

Nystatin (2) inhibioe pfesunu dvojné vazby = polohy 8 do polohy 7; inhibice tépen{ vasby 14 (38) 18)

AY-9944 (3) inhibioce pfesunu dvojné vazby s polohy 8 do polohj 7; redukoe dvojné vazby 14 & 33; 3)
itdpeni{ vasby 14 (32); metylace na Oy

Triadimefon (4) inhibice ¥t8penf vagby 4 (30) a 14 (32) 19)

Triparanol (5) inhibice pfesunu dvojné vasby s polohy 8 do polohy 7; redukoe dvojné vasby 7; 2,8)
14; 22; #tdpenf dvojné vasby 14 (33);

Triadimenol (6) inhibice tépenf vazby 4 (30) a 14 (30) 19)

Triarimol (7) inhibice redukoee dvojné vasby 14 a 22; metylace na Cq) 20)

Amo 1618 (8) inhibk;o oyklisace skvalenu 4)

$5-azacykloartanol (9) inhibice metylace na Oy f1)

* slo v zhvoroo snadf ldtku, kterd inhibuje reakei (vis obr. 1);
krubu

#* inhibioe #tdpeni cyklopropanového

*) Clomifen (1-/p/-2-dietylaminoetoxy-fenyl.-1,2-difenyl-2-
-chloreten) Gdinné slotks piipravku Gravosan (Spofa) s snti-
eatrogenni sktivitou.
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Mastnd kyseliny byly ideatifikovidny jako metylestery,”)
polohy dvojnych vaseb byly urleny podle Anderssons.’)
Steroly byly identnﬂkov‘ny £ hodnot retendnich ¢ast®) & hmo-

tovych spekter.'?)



VYSLEDKY

Z tabulek 2 a 3 vyplyvé, £e se po aplikaci clomifenu
u 8. cerevisiae a C. kessleri podstatnd zvyiil
obsah nitéfch mastnyoh kyselin (do C,q vietng), na-

Tab. 2. Vliv clomifenu na obeak masingoh kyeslin u Saccharo-
corevisios

myocss
Kultivace
Kyuelina
» clomifenem bes olomifenu

13:0 33 1,1
14: 0 4,1 2,7
15:0 | 1,3 0,8
18:1 3,1 0,3
16: 0 49 5,8
9—-16:1 04,3 86,4
18:0 1,8 3,3
9-18:1 17,3 27,9
9. ll 18:8 *® 0,7
20: 0,1 0,1
22 0 [ 04
84:0 tr tr
26:0 [ 1,1
2.0H-20: 0 ] e
2.0H.22:0 - | 4
2.0H-24:0 | (X ]
2-OH-26: 0 v 0,7

Cialo pled pomiskou udévé polohu dvojné vasby; 3.0H — ky-
selina 3-hydroxyslkénové

Tab. 3. Ukinek clomifenu na obeah masingech kyeslin v Fase

C. kesslers (%)
Kultivace
Mastné kyseliny
» clomifenem bes clomifean
14:0 0,4 1.3
5—14:1 3,4 1,0
58,11-14:3 0,8 0,0
16:0 20,7 30,6
7-16:1 3,9 6,6
7,10—-16:3 0,0 0,7
4,1,10—-16:3 0,0 1,3
17 : 0¢ 8,1 (X
18:0 33 8,8
9—18:1 41,8 1.0
9,12—18:83 1,7 19,6
9,12,10—18: 8 0,2 1.0
20:0 0,0 04
Minoritnf & (%) 08
neidentifikované 0,0 30

opak byl zaznamenédn pronikavy dbytek C,, kyselin,
pfedeviiim linolové kyseliny. Nejzajimavéjiim jevem
je vymizen{ mastnych kyselin nad Cy vdetnd 2-hydro-
xykyselin.

Jak je patrno z tabulky 4, u 8. cerevisiae kulti-
vované 8 clomifenem bylo identifikovdno 12 sterold,
jeden byl identifikovén pouze téstetnd a dva steroly
nebyly identifikovany; u kontroly bylo identifikovéno
viech sedm nalezenych sterold.

Tab. 4. Ulinek olomifenss na sastoupeni sterols u Saccharo-
mmoawidu(%)

Kultivace
Bterol
s clomi- | bex clomi.
fenem fenu
Cholesta-8,24-dienol 6,0 4,0
4a-Metyloholest-8-enol 31 1,4
Cholesta-7,24-diencl 1,8 1,4
Ergosta-5,7,28-trienol 56,9 "4
Ergosta-5,7,23,24(28)-tetraenol 13,3 21,4
Ergost-8(14)-enol 64 2,7
Ergostanol 0,9 -
Ergosta-8,24(38)-dienol 8,8 a1
Ergosta-7,24(28)-dienol 2,0 -
Nezndmy* 0,8 -
4a-Ergost-7-enol 0,7 -
4a-14-Dimetylergosta-8,34-dienol 0,6 -—
24-Metyllanost-8-enol 0,4 -
Neidentifikovéno 1,0 -

¢ 4.-Motylergostadienol, s jednou vasbou v krusich & dru-
hou v postrannim fetdsoi

U inhibované fasy C. kessleri bylo nalezeno 15
sterolli (tab. 5), £ nich# tfi nebyly identifikovény. Po-
mocf 8IM (single ion monitoring) byls u neidentifiko-
vanych steroldt urdena relativni molekulérnf hmot-

Tab. 8. Usinek clomifons na obsah sterold v Fase C. kesslori (%)

Kultivace
Bteroly
s olomi- bes elomi-

fenem feou
Ergost-8-en 8,7 0,0
Ergost-8(14)-en 8,0 43
Ergost-7-en 20,6 50,3
Ergosta-8,33-dienol 3,8 0,0
Ergosta-8(14),32-dienol 3,4 0,0
Ergoeta-7,32-dien-3-0l 0,0 3,8
Ergosta-5,32-dien-3-0l 41 0,0
14x-Metyl-8,22-diencl 5,6 0,0
Stigmast-8-enol 12,9 0,0
Stigmast-8(14)-enol 2,9 3
Stigmast-7-enol 15,4 23,8
Stigmast-5-enol 33 0,0
Btigmast-7,24(28)-dienol 10,6 0,0
Nezndmy A 0,0 6,8
Nesndmy B* 31 0,0
Neznémy C* 1,4 0,0
Nezndmy D* 0,4 0,0

* 3.Metylhexadekanové kyselins

* Zjilthno SIM metodou (vingle ion monitoring)
1"



nost, a tim i podet uhliklt & dvojnych vazeb. Proti
tomu u neinhibované fady bylo nalezeno est sterolil,
z toho jeden nebyl identifikovén.

DISKUSE

Jak je z vysledkové S4sti zfejmé, je mo#no pozoro-
vat pfi pfiddn{ clomifenu ke kvasince 8. cerevisiae
kvalitativn{ i kvantitativnf zménu sterolit 8 mastnych
kyselin. Mno#stvi sterolli se snifuje, mno¥stvi mast-
nych kyselin zlistdvé zachovéno. Pro jednotlivé mast-
né kyseliny je zfejmy ndrtist obsahu kyselin C;4 & nit-
#ch, naopak dochdzf k prudkému snffenf obsahu ky-
selin G, a vysich. Té% hydroxykyseliny vymizely.

Vzhledem k nalezenému poklesu tvorby sterolit
a zachovén({ produkoe mastnych kyselin pfedpokléds-
me, fe clomifen inhibuje biosyntetickou drédhu, od-
vétvujicf se od dréhy polyketidové. Proto se domni.
véme, %e clomifen se zfetelem ke zplsobu biosyntézy
nenasycenych a dlouhych mastnych kyselin inhibuje
jak dehydrogenaci kyselin, tak také jejich elongaci
nad C,,. Je zde jeitd alternativa ovlivnéni obsahu
mastnych kyselin clomifenem zménou stavby bungs-
nych stdn zplsobenou pitomnost{ daliich sterold.

Hlavnim efektem clomifenu u sterold 8. cerevi-
siae je inhibice odétépeni metylt v polohéch C, a C,,,
ptesun dvojné vazby z polohy 8 do polohy 7 a vznik
konjugovaného systému 6, 7. Tyto tidaje jsou ve shod®
8 literaturou' !?) u jinych inhibitori. Naopak dochézf
ke stimulaci zaveden{ dvojné vazby do polohy 8/14/
a redukci na plnd nasyceny skelet. Nenf ovliviiovéna
alkylace na C,, a dvojné vazby 24/28/. Regulaci slo-
%en{ steroll clomifenem se podstatnd zvyiil obsah ste-
rolli, které jsou prekurzory poslednfho stupné jejich
biosyntézy.

U mastnych kyselin ze zelené fasy nebyla ovlivnéna
jejich celkové tvorba (tab. 8), i kdy% Frasinel'?) po-
pisuje a¥ desetindsobny véhovy piiriistek po aplikaci
triarimolu u C. sorokiniana. Clomifen podstatnd
zvydil obsah olejové kyseliny, u palmitové a palmit-
olejové kyseliny nedoslo k vyrazné zméné, polyenové
kyseliny prakticky vymizely. Kyseliny nad C,,, které
byly hojné zastoupeny u neinhibované fasy,”) nebyly
viibec nalezeny. V tabulce 5 je uvedeno procentové

zastoupen{ sterolovych struktur u fasy kultivované.

8 clomifenem a bez ného. Hlavnim efektem clomifenu
je: 1. inhibioce odit&épenf metylu v poloze 14, pfesun
dvojné vazby z polohy 8 do polohy 7 steroidniho ske-
letu; 2. inhibice odAtdpenif metyl bud v polohdch 4
(kvasinka), nebo 14 (Fasa); 3. zachovini sekundirnf
metylace o fetézoe S-adenosylmetioninem.
Viechny uvedené reakce zpomalujf odbourdnf vycho-
zioh latek (lanosterolu u kvasinek, cykloartenolu
u fas) na koneiny produkt metabolické dréhy, tj.
sterol majfof osmiuhlikaty postranni fetézec, Z4dnou
metylovou skupinu v polohéch 4 a 14 a dvojnou vazbu
v poloze 6. Takovym sterolem je u savch napf. cho-
lesterol.

Gravosan Spofa, jehok aktivnim principem je clo-
mifen, inhibuje tlumivy vliv estrogend na hypofyzu.
To vede ke stimulaci hypotalamo-hypofyzérniho sys-
tému, ktery reaguje zvylenou produkef gonadotropi-
nu. Z téchto dtivodt mé Gravosan silné antiestrogenn{
Ginky a poufivé se k provokaci ovulace u sterility.!?)
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Mechanismus tidinku clomifenu na savce byl expe-
rimentéind sledovin pouze v roviné antiestrogennf
aktivity.4)

Zmény v metabolismu lipidk vyvolané clomifenem
u mikroorganismi lze pfevést i na savce.’¥) K Z4dané-
mu' antiestrogennfinu Gdinku clomifenu mohou pti-
stoupit kvalitativnf a kvantitativnf zmény sterold
a mastnych kyselin, které by zasluhovaly detailni ex-
perimentdln{ studium a posouzenf nalezenych tdajit.
Lze pledpoklédat, e antiestrogennf plisobend clomi-
fenu zasahuje do metabolismu pkFi biosyntéze chole-
sterolu-a mohla by byt ovlivnéna nejen jeho tvorba,
ale i tvorba dalfich steroidnfch latek, jako gestagenit
a ¥ludovych kyselin, jejich% prekurzorem je choles-
terol.

Zmény v obsahu mastnych kyselin po inhibici clo-
mifenem by mohly iniciovat vznik odlifnych fosfo-
lipidd.

Busoawm

Pxesanka T, [Toaofina M.: Bausiine xaomndena na
noxasaenne GHOCHHTEIA ANNHAOB

B paGore OnHCAHO KauyeCTBEHHOE H KOJHYECTBEHHOE TOP-
MOXeHHE NPOAYKUHH CTEPOJIOB H XHDHHIX KHCIOT KAOMH(e-
HOM y senenoft Bosopocan Chlorella kessleri # ApOXOKeBLX
rpuxos Saccharomyces cerevisiae. ¥ cTeposoB HHrHOK-
PYETCR NEMETHNALHA CTEPOHAHLIX KOJbIL B NOJOXEHHAX 4
14 1 cmemenne asofinoft cBA3M M3 MosoXeHHH 8 A0 noJso-
XKeHHR 7. VY KHPHHX KHCNOT HHrHOKPYeTCR YAJHHEHHe
BOAOpOAHOA UenH cBullite 18 aTOMOB H AeCATYpauUHA NPH
06pasoBaHHH NOAHEHOBHX KHCAOT, OGCyXAaercs oTHouie-
HHE MEXAY aHTHICTPOTeHHO aKTHBHOCTBIO KAOMH(eHa Y ve-
JloBeKa H mpeanonaraeMbiM H3IMEHEHHEM COCTaBa CTEpOsIOB
H XHPHEIX KHCJOT. B.

Ceskoslov. Farm., 35, 1986, No. 1, ¢. 10—~13

Summary

Rezanks T., Podojil M.: Effect of Clomifen on the Inhi-
bition of Lipid Biosynthesis

The paper describes both the qualitative and quantitative
inhibition of the production of sterols and fatty acids with
olomifon in the grean alga Chlorella keselers and the yeast
S In sterols, demethylations of the
steroid rings in pont.lom 4 and 14 and the shift of the double
bond from position 8 to position 7 are inhibited. In fatty
acids, elongation of the carbon chain over 18 carbon atoms
and desaturation with the formation of polyenic acids are in-
hibited. The relationship between the antiestrogenic activity
of clomifen in man and the pmumed change in the compo-
sition of sterols and fatty acids is disoussed.

Mé
Ceskoslov. Farm., 35, 1986, No. 1, p. 10—13

Zusammenfassung

Rezanka T., Podojil M.: Der Einfluss von Clomifen auf
die Inhibierung der Biosynthese von Lipiden

In dieser Btudie wurde qualitative und quantitative Inhi-
bierung der Produktion von Sterolen und Fettséiuren mit
Clomifen bei der griinen Alge Chlorella keasleri und bei der
Hefe Saccharomyoces cerevisiae beschrieben. Bei den Sterolen
werden Demethylierungen der Steroidalringe in den Stellun-
gen 4 und 14 und die Verschiebung der Doppelbindung aus
der Stellung 8 in die Stellung 7 inhibiert.

Bei den Fettaluren wird die Verlingerung der Kohlenstoff-
kette tiber 18 Kohlenstoffatome und die Deeaturierung unter



Bildung der Polyenséuren inhibiert. Die Besishung )i
der AntiGstrogenaktivitdt von Clomifen bei Menschen und
der voraugesetzten Anderung der Zusammensetzung von Ste-
rolen und Fette#uren wird diskutiert. Z.8.

Ceskoslov. Farm., 35, 1986, No. 1, p. 10—13
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