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Soucéasné analyzy sekundarnich metabolitt chmelu potvrzuji dlohu
chmelu jako plodiny, ktera je ,molekularni tovarnou“ a zdrojem pro
nova léciva. Sou€asna studia se zamérila pfedevsim na prenylované
flavonoidy a na biochemicky potencial xanthohumolu jako chemop-
reventivniho a protirakovinného agens, pusobiciho na vSech stadiich
vyvoje rakoviny. Sou€asny poznatek, ze xanthohumol mlze byt pre-
ménén na nejuc¢innéjsi rostlinny fytoestrogen 8-prenylnaringenin pu-
sobenim lidské stfevni mikroflory, zvySuje jeho dostupnost z pfiroze-
nych chmelovych produktl. Na trh byl uvolnén prvni opravdovy
medikament vyrobeny z chmelu, tzv. MenoHop, ktery se uziva jako
doplnék stravy pro prfekonani negativnich symptomu klimakteria.

Paralelné je zde zvySujici se Usili vyuzit molekularni genetiku k pFi-
pravé novych odrid chmelu s vy$8§im obsahem prenylflavonoidu.
V nasich studiich jsme identifikovali rodinu chmelovych genl chs_H1
kodeterminuijici biosyntézu prenylovanych chalkon(. Dle analyzy tzv.
promotorovych Useku jsou uvedené geny regulovany pomoci faktor(
MYB R2R3. Dvé uplné kopie genut pro faktory R2R3 nazvané HIMyb1
a HIMyb5 byly klonovany z ¢eského chmelu Osvald 72.V naSich ex-
perimentech bylo navic zjisténo, ze dokonce MYB faktor z husenicku,
nazvany PAP1, stimuluje produkci chalkonl plisobenim na pfirozené
chmelové geny chs_H1. Diky témto zjiSténim se oCekava, Ze tzv. bi-
otechnologie MYB povede k pfipravé chmelovych GMO jako nového
vychoziho materialu pro Slechténi chmelu.

Matousek, J.: ,,Medicinal“ compounds and molecular analysis
of hop genes. Kvasny Prum. 52, 2006, No. 2, p. 38-40.

Recent analyses of hop (Humulus lupulus L.) secondary metabo-
lites confirm a role of hop as a ,molecular factory“ crop being a rich
source for new medicaments. New studies have particularly focused
on prenylated flavonoids and to biochemical potential of Xanthohu-
mol as a fascinating cancer-chemopreventive compound acting at all
stages of carcinogenesis. The recent finding that Xanthohumol can
be converted to the most potent plant phytoestrogen, 8-prenylnarin-
genin by human intestinal microflora, increases the availability of this
compound from natural hop products. The first food supplement made
from hop, so-called MenoHop has been released to the market as
a real medicament beneficial for overcoming symptoms of human me-
nopause.

In parallel, there is an increasing effort to exploit molecular gene-
tics to produce new hop varieties with higher content of prenylflavo-
noids. In our studies the oligofamily of hop genes called chs_H1, co-
determining biosynthesis of prenylated chalcones has been
identified. According to the analysis of promoter elements of chs_H1
genes, they are regulated by factors MYB R2R3. Two full R2R3 mybs
designated HIMyb1 and HIMyb5, were cloned from Czech hop Os-
vald 72. In addition, even MYB factor from Arabidopsis called PAP1
has been shown in our studies to stimulate production of chalcones
mediated by natural chs_H1 genes. Thus, myb biotechnology is ex-
pected to be a powerful tool to produce hop transgenotes as a new
breeding materials.

Matousek, J.: ,,Heilstoffe* und Molekularanalyse von Hopfenge-
nen. Kvasny Prum. 52, 2006, Nr. 2, S. 38-40.

Die zeitgenossische Analyse von Hopfensekundérmetaboliten be-
statigen eine Aufgabe des Hopfens als einer Pflanze, die ,eine Mo-
lekularfabrik“ und eine Quelle fiir neue Arzneimittel darstellen kann.
Die Forschungsarbeit wurde vor allem auf Prenylflavonoide und auf

den biochemischen Potential des Xanthohumols orientiert, der als
ein chemiepraventive- und antikrebs Agens in allen Stadien der Kreb-
sentwicklung wirken kénnen. Die neue Erkenntnis, dass Xanthohu-
mol durch Wirkung der menschlichen Darmmikroflora zum &uBerst
wirkenden Pflanzenphytoestrogen 8—Prenylnaringenin umgewandelt
werden kann, erhéht seine Zuganglichkeit aus den Naturhopfenpro-
dukten. Auf den Markt wurde unter Name ,MenoHop“das erste aus
dem Hopfen hergestellte Arzneimittel eingefuhrt, das als eine zur Kili-
makteriumssymptomsbeseitigung dienende Nahrungsergédnzung
angesetzt wird.

Parallel zur diesen Tatigkeit wird die Molekulargenetik zur neuen
Hopfensortenvorbereitung mit einem héheren Prenylflavonoidenhalt-
gehalt angewandt. In unserer Arbeit wurde eine codeterminierende
Biosynthese von Prenylchalkons der Hopfengengruppe chs_H1 iden-
tifiziert. Auf Grund der sogennanten Promotorgruppen werden die an-
geflihrte Gene durch Faktore MYB R2R83 reguliert. Zwei komplette
Kopien von Genen fir R2R3 Faktore, genannte HIMyb1 a HIMyb5,
werden aus dem tschechischen Hopfen Oswald 72 kloniert. Wahrend
unserer Forschungtatigkeit wurde sogar festgestellt, dass aus dem
Arabidopsis thaliana MYB Faktor mit dem Name PAP 1 durch Wir-
kung aus Naturhopfengene chs_H1 eine Chalkonproduktion stimuli-
ert. Dank diesen Ermittlungsarbeiten kann erwartet werden, dass die
sogenannte MYB Biotechnologie zur Vorbereitung von Hopfen GMO,
die als ein Ausgangsmaterial zur Hopfenveredelung angewandt wer-
den kann.

MaTtoywek, 5.: 3goposbe noaaepXxusawowme BewecTBa U
MOJIEKYNAPHbIA aHanu3 xmeneBbix reHoB. Kvasny Prum. 52,
2006, Ho. 2, cTp. 38—40.

CoBpeMeHHble aHanu3bl CeKyHAapHbIX MeTabonuTos xmens (Hu-
mulus lupulus L.) nogTBepXAalT pofib XMens Kak pacTeHus
ABNSAOLWErocs «MONIEKYNAPHbIM NPOU3BOAUTENEM» U UCTOYHUKOM
HOBbIX JIEKApCTBEHHbIX BeLecTB. VI3ydeHns B HacTosiliee Bpems
HanpaBfeHbl MpeXae BCero Ha npeHundnaBoHoMAbl W Ha
6MOXMMUYECKNI MOTEHUMan KcaHToryMmona kak Xemornpodu-
NaKTU4eCKOro 1 MPOTUBOPAKOBOr0 peareHTa, BIUSIOWEro Ha Bcex
ctagnax pas3suTna paka. CoBpemeHHOe CBefeHue, 4TO
KCaHTOrymMmosi MOXXHO npeobpa3oBaTb Ha camblil 3(PEKTUBHBLIN
pacTUTENbHbIN  (PUTOSCTPOreH  8-NPEHUNIHApUHIEHUH  BO3aen-
CTBMEM MUKPOMIOPbl B KULIEYHWKE YerioBeKa, NoBbIWaeT ero
[JOCTYMHOCTb B €CTECTBEHHbIX XMenenpoaykTax. bbino paspelieHo
npoAaBaTh Ha PbIHKE NepBOE AeCTBUTENBHOE IeKapcTBO Ha 6ase
xmens, TH3. MenoHop, npvHMaeMbii Kak nuTatenbHas fobaBka
AN NPeofoNeHns HeraTMBHbIX NMPU3HAKOB KIIMMaKTEpPHUs.

MapannenbsHo MMeeTcs HapacTaiwlee ycunue ucnonb3oBaTb
MOJIEKYAPHYIO FrEHETUKY AN NOATOTOBKM HOBbIX COPTOB XMENs C
6onee BbLICOKUM cogepxXaHuem npeHundnasoHongos. B Hawen
paboTe Obina onpegeneHa cembs XxmenesBblX reHos chs_H1,
cofencTBytoWan geTepMnuHaLum 6MocHTe3a NpeHnnxankoHos. Mo
aHanu3y TH3. NMPOMOTOPOB yKa3aHHble TeHbl PEerynupyroTcs npuv
nomowy cpaktopos MYB R2R3. [JBe KOMMMEKTHbIE KOMWUM FEHOB
ana R2R3 dakTtopos, HasbiBaemble HIMyb1 n HIMyb5, 6binm
KNIOHUpoBaHbl 13 Yewckoro xmensa Osvald 72. Kpome Toro Hawwm
3KCNEepUMeHTbI nokasanu, 4To daktop MYB nony4veHHbI n3 Ara-
bidopsis thaliana, HasbiBaembii PAP1 cTumynupyeT npogyKumio
XankoHOB BO34ENCTBUEM Ha €CTECTBEHHbIE XMENEeBble TeHbl
chs_H1. Bnarogaps Tomy OXupaeTcs, YTO TH3. GMOTEXHOMOorns
MYB copgeinctByeT nogrotoBke xmeneBbix GMO kak HOBOro
MCXOAHOro Marepmana A cenexkummn xmens.

Kli¢ova slova: Zatecky chmel, ,ozdravné“ pivo, protirakovinné latky, regulacni faktory, molekularni biologie, biotechnologie
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Chmel jako zdroj novych ,,medikament(i“

Chmel byl znam v tradi¢ni mediciné po cela
staleti a mnohé autoritativni knihy a farmako-
péa jiz v dobé stfedovéku popisovaly rizné

bioaktivity chmelu (Humulus lupulus L.). Sou-
doba zjisténi, jez uvadeéji IéCivé vlastnosti se-
kundarnich metabolitd chmelu, ukazuji na po-
tencialni vyuziti této plodiny jako vyznamné

molekularni tovarny (molecular factory). Tyto
predpoklady se v sou¢asné dobé bohaté na-
plfiuji i v ramci perspektiv, o kterych jsme pred
Gasem referovali v ¢lanku ,Ozdravné pivo“[9].
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Sama problematika ozdravného charakteru
piva je v sou¢asné dobé podrobné rozebrana
v nékolika pracich (napf. [1, 6, 8]) a byla pre-
zentovana v nékolika referatech na 21. Pivo-
varsko-sladafskych dnech konanych v roce
2005 v Usti nad Labem. | kdyZ koncentrace
latek pochazejicich z chmelu dosahuje v pivu
v priméru méné nez 100 mg/l, a majoritni
slozku tvofi isohumulony, co se tyka biologic-
kych efektll, nejvétsi pozornost zakladniho
i aplikovaného vyzkumu pfitahuji minoritni
prenylflavonoidy, jejichz koncentrace v pivu
dosahuje maximalné 4 mg/l. Z téchto mino-
ritnich chmelovych komponent piva pak
zvlastni pozornost zasluhuje isoxanthohumol
jako vyznamny proestrogen, a to také v sou-
vislosti s poslednimi vyzkumy, které dokladaji
jeho pfeménu na 8-prenylnaringenin (v sou-
¢asné dobé téz oznaovany jako ,hopein“)
pusobenim bakterii Eubacterium limosum lid-
ské stfevni mikroflory [21]. Protoze hopein je
velice aktivnim fytoestrogenem, ktery se svou
biologickou aktivitou i specificitou blizi k zivo-
¢isnym estrogenlim, nachazi tato latka v sou-
¢asné dobé vyznamné uplatnéni jako sku-
te€ny chmelovy medikament. Hopein je
vyznamnou soucasti produktu ,MenoHop“
pro zmirnéni symptomU klimakteria u Zen.
~MenoHop“ je v souasné dobé jako doplnék
stravy vyrabén z chmelovych hlavek firmou
Biodynamics, Ostende v Belgii a exportovan
do fady zemi (obr. 7). Navic v soucasnosti pro-
bihaji komplexni zkousky pro pouziti chmelo-
vych prenylflavonoidl pro klinickou praxi.
Neni pochyb o tom, Ze tyto pfiklady sveéd¢i
o prolomeni oné hranice, kdy biologicky a Ié-
karsky vyzkum povede k vyuziti chmelového
produktu v exaktni mediciné. O této spole-
¢enské poptavce bylo v zafi 2005 podrobné
referovano téz na chmelovém minisymposiu
v ramci 6. mezinarodniho symposia UMBR
AVCR ,Recent Advances in Plant Biotechno-
logy“ s pfiznaénym nazvem ,From laboratory
to Business®, které se uskutec¢nilo v Ceskych
Budgjovicich, mimochodem za sponzorstvi
Budéjovického Budvaru. Na tomto minisym-
posiu se napfiklad u¢astnici dozvédéli z pred-
nasky jednoho z prednich odbornik(i Prof. D.
De Keukeleire z university v Ghentu fadu no-
vych vysledkl z vyzkum( potencialnich che-
moterapeutickych vlastnosti komponent lu-
pulinu a piva. K témto vysledkim napfiklad

Bij overgangsverschijnselen tijdens de menopauze
En cas de mani ions liées & la mé

MenoHop®

Hopeatract/Cstrait de houblon

Voedingssupplement/Complément nutritionnel

FuncioMed

30 Capsdes/Gélutes - T § Netto/Net

Obr. 1 ,MenoHop* je jako doplnék stravy vy-
rébén z chmelovych hlavek

patii beneficialni aktivity isohumulonl pro
Upravu diety cholesterolu a prevence obezity
(napf. [15, 24]) inhibice prostaglandinG [18].
Jiné nové poznatky se tykaji napfiklad inhi-
bi¢niho vlivu 8-prenylnaringeninu na an-
giogenezi in vitro a in vivo [20, 22],
chemopreventivni a anti-proliferativni aktivity
chmelovych prenylflavonoidi u rakovinnych
bunék plic a prostaty (napf. [2, 5]). Rada vy-
sledkll je v souCasné dobé vénovana do-
stupnosti a utilizaci téchto vyznamnych
chmelovych komponent metabolismem ¢lo-
véka.

Uvedené vysledky spolu se starSimi vy-
zkumy, o kterych jsme referovali v pfedeslém
¢lanku, dokladuji mimoradny zajem o tuto
problematiku. Jen k tématu 8-prenylnaringe-
ninu od doby zjisténi jeho estrogenni aktivity
v praci Milligan et al. [14], tj. od roku 1999,
bylo do dne3ni doby publikovano celkem 40
védeckych praci, jez jsou citovany v 98 cita-
cich. Cast téchto publikaci se tyka $lechtiteld
chmelu, kde dochazi k logické snaze ziskat
nové péstitelské materidly s vy$§im obsahem
ozdravnych metabolitd pro produkci piva
i chmelovych medikament(. V této souvislosti
je na misté uvést i nékteré nové poznatky
z oblasti molekularni genetiky, kterda mize
podstatnym zpUsobem pfispét k pochopeni
mechanismu biosyntézy téchto latek i k pfi-
pravé materidld vyznamnych pro Slechténi
chmelu.

Odhaleni gentl, které kodeterminuji
produkci Ié¢ivych komponent

Rada dlileZitych genti chmelu, které se po-
dileji na biosyntéze a zrani lupulinu, bude
teprve identifikovana. AvSsak béhem minulého
vyzkumu €eského chmelu, na kterém se po-
dili nase pracovisté ve spolupraci s Chmelar-
skym institutem s.r.o v Zatci zejména v ramci
projektdl Grantové agentury Ceské republiky
(GACR 521/99/1591 a 521/03/0072), do$lo
k odhaleni a identifikaci gent, které kéduji en-
zym tzv. ,pravou” chalkonsyntasu (dle enzy-
matické nomenklatury EC 2.3.1.74), jez byla
nazvana CHS_H1[10, 11]. Posléze byly iden-
tifikovany i dalsi geny pfibuzné této chalkon-
syntase [16]. Prava chalkonsyntasa, kterou
jsme také identifikovali na zakladé proteo-
mickych studii s pouzitim vysledkd krysta-
lografie [4], byla v naSich studiich rovnéz
zkoumana jako rekombinantni protein enzy-
maticky [12, 17]. Byla potvrzena vysoka a jed-
noznacna aktivita CHS_H1 k substratim,
které vedou k biosyntéze prenylovanych chal-
kon0 ve Zlaznatych pletivech chmelovych hia-
vek, kde se specificky projevuje. Napfiklad
pro CHS_H1 ¢€inily kinetické parametry u pre-
kurzoru chalkonu p-coumaroyl-CoA Ky, = 40,9
+0,1aV,,=256,5+ 28,1, coz jsou hodnoty
asi 44krat vy$si nez pro valerophenon synt-
hasu (VPS), publikovanou dfive japonskymi
autory [19]. Kromé toho bylo prokazéano, ze
CHS_H1 je schopna vyuzivat i substraty ve-
douci k syntéze horkych kyselin, a to s kine-
tikou srovnatelnou s VPS. Je pfirozené, ze za
téchto okolnosti se hlavni vyzkumné Usili sou-
stfeduje na analyzu chmelové genové rodiny
kédujici CHS_H1. Tato genova rodina byla
v soucasné dobé podrobné charakterizovana
u ¢eského chmelu Osvald 72 [23]. ,Pfecteni®
a porovnani jednotlivych gent zde ukazalo na
jejich vysokou identitu v intervalu od 98,2 do
99,7 procent se zachovanim UpIné identity
funkéné dilezitych oblasti, coz ukazuje na
fungovani této genové rodiny jako celku. Je
v8ak nutno konstatovat, Zze byly objeveny i ho-

Obr. 2 Strukturni model domény R2R3 chme-
lového regulacniho faktoru HIMyb5. Doména
R2R3 interaguje s DNA genomu v oblasti pro-
motort a vede k aktivaci chmelovych gend.

mology chalkonsyntas u chmelu, o jejichz
funkcich miZzeme dosud jen spekulovat [16],
protoze pro né nebyly dosud nalezeny odpo-
vidajici substraty.

Mohlo by se zdat, Ze ¢im vice genu rodina
CHS_H1 ujednotlivych odriid chmelu ma, tim
vetsi je ,uroda“ hofkych latek a prenylflavo-
noidd. Vyzkumy poslednich let vSak ukazaly,
Ze zde neni pfima korelace. Dokonce nékteré
hybridni kultivary, vychéazejici z Osvaldova
klonu Ceského chmelu, které dnes péstujeme
v CR, jako napfiklad odrtdy Sladek a Premi-
ant, maji stejny pocet gend CHS_H1, ale vy-
znamné se liSi co se ty¢e pomeéru obsahu
xanthohumolu a horkych kyselin [11, 12]. Zda
se, Zze z Ceskych chmelovych material( vy-
nikd v obsahu prenylovanych flavonoidl ze-
jména odriida Agnus [12]. Stabilni odradové
rozdily ukazuji na genetickou regulaci rodiny
genud chs_H1, a tedy determinaci hladiny se-
kundarnich metabolitd dal§imi, pravdépo-
dobné regula¢nimi geny.

Regulaéni faktory a ,,technologie MYB* —
jeden ze sméra budouciho vyvoje

Identifikace regulaénich faktor( typu R2R3
MYB u chmelu je jednim z Ukol( naseho sou-
¢asného projektu. Lze pfitom vychazet z né-
kolika dulezitych faktd: 1. biosynteticka draha
prenylflavonoiddl ma urcité useky velice po-
dobné biosyntetické draze kvétnich barviv, je-
jiz regulace prostfednictvim faktord MYB byly
v literatufe popsany (napf. [3]), a 2. nase
vlastni analyza takzvanych ,promotorovych*
usekli chs_H1 gend chmelu odhalila se-
kvence charakteristické pro vazbu téchto fak-
tord. V soucasné dobé jsme identifikovali né-
kolik R2R3 sekvenci z chmelu a dva z téchto
faktord byly ,precteny” kompletné. Jsou jimi
prvni chmelovy regulaéni faktor HIMyb1 [12]
a faktor HIMyb5 (obr. 2), ktery se mlze rov-
néz ucastnit regulace obrany chmelu vici ne-
pfiznivym  podminkdm nebo  $kdGdclm.
Funkce téchto molekul jsou nyni podrobné
zkoumany.



40

KVASNY PRUMYSL
ro¢. 52/ 2006 — ¢islo 2

Obr. 3 Regulacéni faktor PAP1 aktivuje chme-
lovy gen chs_HT1 v listech modelovych rostlin
Petunia hybrida, ndsledkem této aktivace do-
chazi ke tvorbé chalkont a anthokyanu
(modré zbarveni list(i v misté genetické infilt-
race, oznaceno Sipkami)

Kromé vlastnich chmelovych regula¢nich
gend lze v8ak v soucasné dobé vazné uva-
zovat o vyuziti tzv. technologie MYB. Jedna
se o vyuziti zndmych regulaénich faktorud i z ji-
nych rostlin. Pomoci téchto pfibuznych fak-
torll Ize ,pfinutit* chmelové geny pracovat
rychleji a u€inngji. Vysledkem této zlepSené
prace by nasledné mohla byt vétsi produkce
a vytéznost ,,ozdravnych“ metabolit(i. Jednim
z kandidatd na tuto funkci je faktor PAP1,
ktery jsme izolovali z huseniCku Arabidopsis
thaliana a ,napojili“ na gen chs_H1 z chmelu.
Pfi vneseni téchto genli napfiklad do mode-
lového objektu petunie pomoci genetické in-
filtrace neneché na sebe vysledek u takovych
geneticky modifikovanych rostlin dlouho Ce-
kat. Kazdy zna tyto okrasné kvétiny velice di-
vérné, aby védél, Ze listy jsou u nich zelené
a kvéty zbarvené v rdznych variacich od bilé
pres Cervenou az do tmaveé modré. U infiltro-
vanych petunii, které studujeme, dochazi k in-
tenzivnimu modrani listt v misté infiltrace ci-
zorodé genetické informace (obr. 3). Bylo
prokazano, Ze tento efekt je zplsoben fakto-
rem PAP1, ktery ,nuti“ chmelovy gen produ-
kovat chalkony a nasledné vznikaji dalsi fla-
vonoidy i tam, kde nikdy nebyvaji [13]. A tak
se gen z hospodarsky celkem bezvyznam-
ného plevele mize stat vyznamnym faktorem
pfi jeho vneseni do chmelu. Pomoci transfor-
mace chmelu, ktera byla v uplynulych letech
rozpracovana (napf. [7]), tak bude mozné pfi-
pravit Slechtitelsky vyznamné materialy,
chmelové GMO, které by mohly byt vyuzivany
pro pfipravu vyznamnych medikamentl
a ozdravnych metabolitli. Na tomto konceptu
se nase pracovisté podili v rdmci domaci i za-
hraniCni spoluprace. Této spoluprace se také
tykalo uvedené minisymposium v Ceskych
Budéjovicich.

Podékovani

Spoluprace kolektivi oddéleni molekularni
genetiky UMBR AV CR v Ceskych Budgjovi-
cich a oddéleni explantatovych kultur a dia-
gnostiky Chmelafského institutu, s.r.o. v Zatci
je sponzorovana v ramci projektu GACR
521/03/0072.
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