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1. Uvod

Historie bylink&stvi sahad svymi Keny az k psatkim lidské existence.
NejrargjSi uzivani léivych bylin bylo pravdpodobré vysledkem postupu ,pokus a
omyl“. Lécitelé pouzivali k léeni zdravotnich potizi négn¢jSi dostupné rostliny
v suSené for@ ze kterych fipravovali nap. caje, kapky, sirupy, nalevy, vyvary nebo
masti. Rizné kultury si vytvéily vlastni bylink&ské tradice, z nichZz se postépn
vyvinulo lidové I&itelstvi, které se &lo, az do nastupu psaného jazyka, éstn

V obdobi kolem roku 3000¢pn. I. si jednotlivé narody Zaly zaznamenavat své

védomosti o léivych bylinach. Cinsky cisa Sen-nung (obr. 1)

sepsal Kanon o bylinach, ve kterém popisuje 252npykjich
uchovavani a Zisob podavani. Mnoho z nich se pouZiva i dnfesd
Protoze tehdy nebyly jeSk dispozici zadnéijistroje a poriicky, &
prozkoumal kazdou bylinu, lodyhu i &vpomoci svych &, nosu a
zubi, aby rozliSil jedovaté rostliny od progmych a léivych.
Takto pfibéhem mnoha let nashroméazdil tisice zkuSenost}
poznatkKi. Pokud mndla bylina @ijemnou vini, nebyla nejspis™
jedovata; pachla-li a chutnala po chaluhach, byamist nejvyssi opatrnost. Kdyz
naSel sladce, foe nebo kysele chutnajici bylinku, byla poZivatelRakud chutnala
oste, zapachala,ifpadré pélila na jazyku, Sen-nung ji odhodil. V 7. st lsgpsan
Prepracovany kanon o bylinacbbsahujici informace o 844 bylinach, jejich zdroj,
sbérné metody, chiia terapeutické vlastnosti.

Po 27 letech vyzkumu byly v roce 1578 dokemy spisyMateria medica(Li
Scen, které niizeme ozné&it za wdeckou pirucku uvadjici 1800 I€ivych bylin.
souasnosti.

Babylaiané n&li 1ékopis s 1400 rostlinami. Egypané pouzivali fiblizn¢ 900
bylin. Starowci Rekové ziskali znalosti o bylinksétvi z Indie, Babylonu, Egypta i
zCiny. V 6. st. p. n. |. zalozZil Pythagoras nabozensko-filozofickepple&nost, ktera
seznamovala s nejnggimi védomostmi o bylinkach. Hippokratés (460-370 p. 1.)
stawl své weni na teoretickych zakladech. Vychéazel z pozn&frogly a spojoval
praktickou zkuSenost s hypotézami. Vzal v Gvaliledite faktory tykajici se stravy,
zanestnani a klimatu s ohledem na nemoégiiM samol€&eni pomaoci stravy a rostlinné

mediciny. Stanovil zasady |élské etiky, které jsou uznavany i dnes kéke celém



swté. Kolem roku 300 p n. |. byla zaloZena lékska Skola v kulturnim centru
Alexandrii, kde byla vedena i vyuka o bylinném vymnku.

Ve stedowku byla centrem rozvoje¢dy Persie. Avicenna (980 — 1037), jemuz
je pripisovan vynalez procesu destilace silic, napspt.r@anon Medicinae obsahlymi
informacemi o nemocech, lécich a I&daych filozofiich. V Evrop byl vté dol
pokrok v Iékastvi brzdn cirkvi. Na pokusy se hléld nedivétrivé a nové objevy byly
povazovany za nebezpe. Rostlinna medicina saesto Siila diky bylinkakam a
mnichim v klaSterech.

V 15. stoleti nastalo, v souvislosti s rozvojenihkisku, zlaté obdobi herb&

V tomto renesaimim obdobi byly pdivéji pozorovany dinky bylinnych I&€iv a od
nedivéryhodnych se upoudib.

V 19. stoleti se rostliny dostaly daetiu hlavniho zajmu tehdejSich Iékainik
~chemiki®, ktefi z nich izolovali¢isté latky nebo souhrny latek a bylo tak umaim
koncentrovat l&vé davky. Objevila se i prvni syntetick&ia, ktera postuphzatl&ila
drogy (suSené rostliny) do pozadi. Ale stajychle jak se v minulém stoleti octieych
rostlin upoustlo, tak se k nim dnes vracime, pochopielma jiné Urovni poznani,
s jinymi moznostmi izolace. Jsme ¢gky podrobného vyzkumu nejen tréwlich
lécivych rostlin, ale i rostlin fibuznych, u kterych se d&ekévat vyskyt tinnych latek
obdobného nebo dokonce jesthodrejSiho slozeni. Zkoumaji se rostliny chemicky a
farmakologicky dosud neznamémnoha zemich $¥a hraje dodnes rostlinna medicina
pii Ié¢eni hlavni roli. 1 ve Spojenych statec¢h v zapadni Evrop je 25 % vSech
komekng vyrakEnych |éki na bazi rostlinnych slozéek.

Tato prace pojednava o izolaci stenin ze stonku a listu znamé rostlliny
brusnice baivky.



2. Sowasny stav studované problematiky

2.1. Brusnice bofivka (Vaccinium myrtillus)

Brusnice baivka (Vaccinium muyrtilluy (viz obr. 2) pati do celedi rostlin
viesovcovité Ericaceag, ktera zahrnuje zhruba 28 0@ 500 druhy, ale jenékolik
malo z nich roste v mirném a subtropickém pasursépelokoule’ U nas roste vzaen
v teplych oblastech (d@pdnosiiuje chlad®jsi oblasti), ve gednich polohach
roztrou$es aZ velmi hoj& a na horach hofir® Pati mezi stinomilné rostliny. Roste na
kyselé, mélo vyzivné, humézni a figi§ suché pds.® Jako jeden z méala dratrostlin
dokie roste i na fpdach kontaminovanychsikymi kovy? Kericky doristaji aZ do
palmetrové vysky. Hust vétvené stonky jsou hranaté, zelené. Listyagyaji stidaw,
jsou vefité, jemre pilovité, na vrcholu zasgatlé>° Roste-li na oteteném
prostranstvi, horni listy rostlinyervenaji (zfisobeno pedevsim gitomnosti glykosid

kyanidinu)®

Obr. 2

Listy a plody brusnice bavky se vyuZzivaji v léitelstvi. List se shira v obdobi
od ¢ervna do z&. Susi se na stinnych, debwtranych mistech.iPumelém susSeni by
teplota nemtla presahnout 40 °C. Plody se sbiraji v dabalosti, odtervna datervence

a suSi se obdobnjako listy. Teplota p umélém suSeni by neéta byt vySSi nez
45 °Cc3’



Plody brusnice bdwvky maji neobvykle vysoky obsah antioxidéna jsou
bohaté na obsah vitaminu CJsou prevenci mnoha nemoci. @kily se proti
prijmovym onemoc#énim, antibakterialé&y pasobi proti Escherichia coli a
stafylokokim, priznivé pasobi také na cévni &ty a na regeneracic¢ni sitnice,
dezinfekné pii zanstech Gstni dutiny a hrtarfupii respira&nich onemocenich®
Zvysena konzumace hiorek je &inna prevence Seroslepostig@bi mirg mocopudrg,
zbavuiji tlo Skodlivin a zlepSuji funkci lymfatického systénidokonce se o bavkach
hovai jako o girodni prevenci rakoviny prostaty a jinych typakoviny. V neposledni
fac® sniZuji hladinu cukru a cholesterolu v krvi.

Listy brusnice baivky maji podobné &inky jako plody.Caj z listi ma giznivy
vliv na ledviny a moéové cesty, kteréisti a dezinfikuje a pomaha s odwvadanim i
piiliSném zadrzovani vody v organismu. Droga takéopi svira¥ az dezinfekné.
Odvar z listi se osedcil pti strevnim kataru, Zalugeich Kecich, zagtu maiového
méchyfe a tlustého seva®® Pii vngjsi aplikaci zmituje projevy lupénky a dalsich
koznich nemoci.

Diky obsahu glukokinitn (myrtillin (1) a neomyrtillin @)) v listech, které snizuji
hladinu cukru v krvi, ma brusnice himka vyuZiti v diabetologii jako podipny
prostedek i cukrovce® Vytazek z list je obsaZen vifpravku Diabetar.

OH OH

O OH O OH

+ +

HO EN OH H3C’O O EN OH
Z 06l Z > 0H

OH OH

2.2. Skupiny prirodnich latek vyskytujici se v brusnici borivce

V této kapitole se za#him pouze na skupinytodnich latek, u nichz je popsan

vyskyt v listeckei stoncich brusnice bavky.



2.2.1. Flavonoidy

Tato skupina organickych sléenin je strukturé pestra, celkav zahrnuje cca
4500 slogenin, a dlime je na flavony, flavonoly, flavany, flavanolysoflavony,
anthokyanidiny, anthokyaniny, chalkony a aurdhy.

Obsah &chto sekundarnich metabdliv dfevinach se pohybuje od 1 % az do
33 % jejich suSiny a liSi se procento vyskytuuznych c¢astech rostliny. Jsou
nahromadny v riznych tkénich rostlin atiznych ¢astech biiky.'*** Presné umisni
odraZzi jejich chemické vlastnosti a funkci v rasté fyziologii a ekologii. Naipklad
fenolické glykosidy jsou lokalizovany v hydrofilriasti bugk jako jsou vakuoly a
apoplasty, zatimco aglykony jsou undist v lipofilnich ¢astech. Ostatni rozpustné
fenoly mohou byt v cytoplazéndi v jadie buiky.'? Flavonoidy jsoucasto gitomné
v epidermalnich hikach listi a v tkanich vystavenych UV i&ni jako je pyl a
vrcholovy meristent®

NejvétsSi mnozstvi dchto metabolit se vyskytuje v #&fe, v jadrovém tbw,
korenech, bazi &tvi a v poragnych ¢astech® Tvorba flavonoid v korenovém zakladu
sazenic a v ki@nech rostlin je vyvolana osmotickym tlakem a jétlyle stoncich se
hromadi flavonoidy s funkci juvenilni, v reakci mamoticky tlakéi nizké teploty*®
V listech se ukladaji u nahosemennych a cévnatgstiim ve \&tSin¢ pripadi v nebo
pod horni epidermalni vrstvou. Stinomilné rostlihyomadi flavonoidy v nizSich
vrstvach epidermi” U ngkterych rostlin, nap rod Syzygiumjsou flavonoidy tveéeny
v mesofylnich bitkach!?

Koncentrace fenolickych latek se lisi u jednotlikydruhi rostlin, strom od
stromu, keéik od keiku, liSi se vronich obdobich a v pbéhu vegetaniho
Odebﬁ'lO'lS_ls'“

Rostliny produkuji zvySené mnozstvi flavonbid reakci na okolni stresové
faktory jako sucho nebo naopakemokeni, chlad, zrami, nadnérné UV z&eni Ci
obrana proti houbovym chorob&m*® Flavonoidy jsou zkouméany pro jejich
antikarcinogenni, antioxidai, antimikrobialni, antimutagenni, protizdlivé,
antiprolifer&ni  inky, protialergenni, protisrazlivé, pozitign pasobi na
kardiiovaskularni systém,igdpokladany ochranny efekt proti aterosklerquue,itivni
funkce rgkterych fyziologickych enzyifna receptar.***!82?potravni flavonoidy jsou
dokonce povaZzovany za mnohem & antioxidanty nez vitamin C a'##*



Na fenolické latky miZe byt pohlizeno také jako na bioukazatelesi&teni.**?

Podili se na odezwrostlin @i hromadni &€zkych kowi, kdy pisobi jako antioxidanty
schopné ,odklizet* volné radikaly produkované kowmw ionty* V monitorovacich
studiich zndn Zivotniho prosedi je Siroce vyuZzivano sledovani zvySeného obsahu
fenolickych latek v listech brusnice lwky v zavislosti na hromaai nekterych
prvki.* Zmeény kvantity sloZenidchto obsahovych latek rostlin by mohly byt vyuZiyan

jako varovny indikator pro okolni ekosystéfm.

2.2.1.1. Flavonoly
Flavonoly, Zluté pigmenty rostlin, jsou derivatyvodené od zakladni struktury

flavonolu @).%°

2.2.1.2. Flavanoly/ katechiny
Flavanoly jsou derivaty odvozené od zakladnihoetkeflavanolu 4). Katechin
(5) a epikatechin®) jsou Zluté pigmenty, které se ale fitpmnosti alkohal, silnych

mineralnich kyseliri vazané na tannin stavaji yhodrymi®

2.2.1.3. Anthokyanidiny
Anthokyanidiny tvaéi necukernou ¢ast anthokyaniin Jsou odvozeny od

zakladniho skeletu anthokyaniding).(

10
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2.2.1.4. Anthokyaniny

Anthokyaniny jsou glykosylované anthokyanidinyef& jsou syntetizovany
z flavonoid: Sikimatovou kyselou cestdti.Jsou hlavnimi pigmenty rostlin a ovoce, kde
pusobi jako hmyzi a ziéci atraktanty.Charakteristick&ervené, modré nebo nachové
zbarveni fiznych tkani je zfisobené rozdilnym zastoupenim jednotlivych anthoiyan

v rostlinach.

2.2.1.5. Proanthokyanidiny

Proanthokyanidiny jsou v rostlinné&si hojrs se vyskytujici polyfenol{®
Proanthokyanidiny jsou oligomery nebo polymery #a3-olu spojené vazbou €4C8
(8).2%%® Skladaji se ziznych podjednotek flavan-3-olu, které nazyvame
proanthokyanidinové monomery nebo katecHihroanthokyanidiny vykng tvoiené
z (epi)katechinovych jednotek se nazyvaji prokyemyid které jsou nejhof)i se
vyskytujici latkou této skupiny v rostlinaéh. Prodelphinidiny jsou sloZzené

z (epi)gallokatechinovych jednoték.

Proanthokyanidiny jsou odp&iné za sviravou cliw ovoci jako je grapefruit,
broskev, jablko, hruska, biorky, maliny, ostruziny apod., v napojich, nape vireg,

jableném mostugaji, pivu atd. a za H&ost cokolady?* Role proanthokyanidin (a

11



tannini) pfi ochraré rostlin se da vysilit jejich sviravou chuti,¢imZ odrazuji
byloZravce a fisobi proti pathogeim 2

2.2.2. Dalsi fenolické latky

Arbutin (9) se hromadi v listech rostlin a je pouzivan v kesokém pémyslu
jako kslici latka?®* Tento pirodni glykosid aromatické sleeniny je m@opudné, a

antioxidasni latka, ktera se pouZivdi pécbe zarstu masovych cest’

2.2.3. Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny tvih velmi vyznamnou skupinu fenolickych latek. Fenké
kyseliny se vyskytuji v bugnych sénach a ve vakuolach. Témst v kazdé rostlin je
popsana fitomnost kyseliny kavovél(), ¢asto ve form esteru s chinovou kyselinou —
chlorogenova kyselinal().? Kavova kyselina 10) a chlorogenova kyselinall)
pusobi antioxidan¢ in vitro, mohou sniZzovat tvorbu mutagennich a karcinogénnic
N-nitroso slogenin?*?**Dale chlorogenova kyselind1) inhibuje poskozeni DNAn
vitro.?? Tato pro Zivot velmi dleZita vlastnost je spojenaiadou biologickych &inka
jako nap. antimutagennimi, antikarcinogennimi, zpomalujicgtérnuti organismef
Derivaty skdicové kyseliny (kdvoval0), chlorogenovall), sinapova 12), ferulova
s derivaty benzoové kyseliny (p-hydroxybenzoovaileaa (15) a syringova kyselina
(16)).32’34’35

o)
HOD/\/COOH 0 NF OH H5CO Xx._COOH
WOH
HO HOOC—@ OH HOD/\/

0o OH OCHj,
10 11 12
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H3COj©/\/COOH /@/\/COOH H3COj©/COOH
HO HO HO

13 14 15
H,CO COOH
HO
OCHj
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Stejre jako v gipad flavonoidi je koncentrac@-kumarové 14), kavové L0)/
feruloveé kyseliny {3) vySSi véervenych listech oproti zelenym ligh. Také je popsana

dulezitéjSi role fenolickych kyselin ip fotoochrag rostlin v porovnani

s flavonoidy?®3°-%®

2.2.4. Sacharidy

Polyhydroxyaldehydy nebo polyhydroxyketony s minina tremi atomy
uhliku, a jejich derivaty, nazyvané sacharidy, aiglfi zelené rostliny fotosyntézou.
V organismech slouzi sacharidy jako stavebni n#terzdroj energie (zasobni
polysacharidy - Skrob, celulosa), jsou &isti fady biologicky @innych latek, nab
antibiotik >

2.2.5. Aminokyseliny

Sloweniny, které maji ve své molekuleitpomnou jak aminoskupinu tak
karboxylovou skupinu, nazyvame aminokyseliny. Jsaakladnimi stavebnimi
jednotkami pro syntézu protéinenzymni i mnohych vitamid. Rostliny asimiluji pouze
L-tadu aminokyselifi’ Rostliny hromadi aminokyseliny jako reakci na okodtres:
vysokd teplota, mraz, nedostatek vatiynaopak pemokeni, nedostatek Zivin afip
napadeni idci.*°
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2.2.6. Izoprenoidy

Izoprenoidy, terpenoidy a steroidy, jsou jedny gamSiergjSich girodnich
latek. Vyskytuji se vfirok jak volné tak vazané ve formglykosidi ¢i estericky

vazané na nizsi nebo vyssi alifatické kyseliny.

2.2.6.1. Monoterpenoidy

Molekuly monoterpefi jsou sloZzené ze dvou izoprenoidnich jednotek. dNejs
vyZivovou ¢asti potravy. V rostlinach plni funkci chemoatraittaci chemorepelerit
Mnoho potravinovych monoterpgnma protinadorovou aktivitu, ale nejen jako
prevence, ale také se podili na Gstupu existujinielignich nadar.** Tato skupina
latek je strukturd velmi pestra. Vzhledem k latkhm popsanym v brusb@ivce se
zaneiim pouze na iridiové derivaty. Jejich struktura jedvozena od
cyklopentano[C]pyranul{?) a jsou biogeneticky a chemotaxonomii na pomezii me
monoterpeny a alkaloidy. Iridoidy, obvykle ve farnglykosidi, jsou sekundarni
metabolity suchozemskych i dskych rostlin a Zivéichi. Iridoidy jsou sodasti |€k:
sedativ, antipyretik, lék na kasef? Proto je mnoho vyzkufn vénovano &mto
fytolatkdm, které maji Siroké rozmezi biologickyctinka: kardiovaskularni,
antihepatotoxické, hypoglykemické, hypolipidické, rotizarétlivé, protikiecové,

protinadorové, antivirové a imunomodéa >3

@

17

2.2.6.2. Triterpenoidy

Zakladni skelet triterpenacidse skladda ze 30 atdimuhliku, poskladany ze 6
izoprenovych jednotek, od kterého je odvozena c¢atia derivat. Ze zakladnich
struktur triterpenoidl zde uvadim oleananovyl§), ursanovy 19) a glutanovy skelet
(20). Triterpenoidy jsou latky s mnoha biologickymi Giky: anti-HIV,***°
antikarcinogenni>>? cytotoxické>*>° antibakterialni, hepatoprotektivni,
antialergick&’™° protipoZerov&? neuroprotektivni a antioxidai.®* Oleanova kyselina
(2) a ursolovad kyselina 2@) snizuji aktivitu enzymu glukosyltransferazy

u Streptococcus mutadpo¥dného za tvorbu zubniho plaku a zubniho K&zu.

14
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2.2.6.3. Steroidy

Steroidy biogeneticky vznikaji v rostlinach z cy&ttenolu 23). Jejich struktura
je odvozena od zakladniho uhlovodiku steranu (@dhbanoperhydrofenantrenu).
Fytosteroly, B-sitosterol 24), kampesterol 25 a stigmasterol 26) jsou sowdasti
rostlinnych buiénych membrafi® Fytosteroly maji zdravi prospné @inky: proti
kardiovaskularnim onemoénim, proti starnuti organismu, antioxémd (nejvyssi
aktivitu vykazuji tokoferoly), redukujici hladinuhalesterolu v krvi, protizatlivé,
protinddorové (pedevSim B-sitosterol 24)), anti-angiogenni, posilujici imunitni

systém’>%°
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2.3. Obsahové latky brusnice baivky

Nejvice prozkoumanouasti rostliny brusnice bavka jsou pro vysoky obsah
antioxidanti plody. V literatie je uveden wWet fenolickych kyselira anthokyanit
piitomnych v boiivkach®®®’ z nasledujiciho seznamu latek popsanych v listach
stoncich této rostliny je vid, Ze druhé v p@di zajmu ¥deckych praci jsou listy a
stonky Zistavaji opomijeny, &oli se gedpoklada, Ze sloZeni latek se odilisebude
vyrazre liSit. Ve wtSiné védeckych praci se aiazan®iuji jen na jednu skupinu latek
syntetizovanych touto rostlinou, fipadré porovnavaji zastoupeni jednotlivych
slowenin i jejich zmeny v reakci na v&Si podréty). V nékolika publikacich jsou
porovnavana mnozstvi latek zastoupenych v listtoaksl. Neni zndma publikace, ve
které by se autozabyvali celkovou chemotaxonomii listustonku brusnice béwky.
Tudiz ani nelze porovnat procentualni zastouperdzsini jednotlivych typ slowenin
v rostline. Sekundarnimi metabolity listu brusnice ity jsou flavonoidy, fada

fenolikych latek, sacharidy, aminokyseliny, izopsity a uhlovodiky??17:40 6870

2.3.1. Obsahové latky listu brusnice baivky

2.3.1.1. Flavonoidy
Nejvice probadanou skupinou organickych latek obsgazh v brusnici bdivce

jsou nizkomolekularni fenolickeé latky, flavonoidy.
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2.3.1.1.1. Flavonoly
V literature je popsan vysSi obsah flavainoV ¢ervenych listech brusnice

borivky v porovnani se zelenymi, fgdevSim quercetinu 27) a kaempferolu
(28) 4,6,12,18,70-72

Flavonoly jsou v listech brusnice liwky zastoupeny jak volné, tak vazané ve
form¢ glykosidi: quercetin-39-arabinosid 29) (avicularin), quercetin-8-glukosid
(30) (isoquercitrin), quercetin-8®-rhamnosid 31) (quercitrin), quercetin-&-
-galaktosid 82) (hyperosid), quercetin-@-glukoglukosid (meratin), quercetin-

4,12,70-73

-glukuronid @3) a astragalin34).

OH O
R = Ara29 R=Glc34
R =GlIc30
R = Rha3l
R = Gal32

R = Glukuronid33

2.3.1.1.2. Flavanoly/ katechiny
Mezi flavanoly zastoupené v listech brusnice tbky paki (+)-katechin
(5),401270.73.74 ).epikatechin §)> "° a epigallokatechin3s).”

17
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OH
35

2.3.1.1.3. Anthokyanidiny
Z této skupiny slokenin jsou v listech brusnice lwmky zastoupeny kyanidin
(36), delphinidin 87), petunidin 88), peonidin 89) a malvidin ¢0).%%"

OH OMe
OH OH OH

HO o HO o O HO o O
> O e O

= Z 0oH Z 0oH

38
5
\
=

OH

OMe
OH
N
HO HO O O oMo
ZoH
OH

39 40

2.3.1.1.4. Anthokyaniny

V listech brusnice bdwvky je popsana iftomnost anthokyanin glykosidy
arabinosy, glukosy a galaktosy s kyanidindy 42, 43, delphinidinem44, 45, 46,
petunidinemi7, 48, 49, peonidinent0, 51, 52 a malvidinenb3, 54, 55.%7°
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OH OH

OMe
OH OH OH
ve ve ve
HO O O HO O O oy MO O O on
Z>0R Z>0R Z>0R
OH OH

OH
R = Ara4l R = Ara44 R = Ara47
R = Glc42 R = Glc45 R = Glc48
R = Gal43 R = Gal46 R = Gal49
OMe OMe
7 <4
.
HO O O HO O o OMe
Z 0oR Z>OR
OH OH

R = Ara50 R = Ara53

R = Glc51 R = Glc54

R = Gal52 R = Gal55

2.3.1.1.5. Proanthokyanidiny
Prokyanidinya prodelphinidiny paici do skupiny latek ozgavanych jako

polymerni proanthokyanidiny, jsou v listech brusnboiivky také popsan$®

2.3.1.2. Dalsi fenolické latky
Z dalSich fenolickych latek je v listech brusnim@iivky popsan vyskyt arbutinu
(9), 127" hydrochinon’® a cerylalkoholU?®

2.3.1.3. Fenolické a dalSi organické kyseliny
V listech brusnice barky se vyskytuji organické fenolické kyseliny aiggj

derivaty. Jsou top-kumarova kyselinal@),*®*21873kayova kyselina10),*%1218.7

®18 nrotokatechova kyselind, p-hydroxybenzoova kyselin,

4,12,73

ferulova kyselina 13),

chlorogenovéa kyselinal(), vanilova kyselina 15),**? chinova kyselina56),”*
benzoova kyselina, citronova kyselina, gallova kpse jabl&na kyselinea ¥avelova

kyselina’®
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HO
56

2.3.1.4. Sacharidy

Tato skupina latek je v listech zastoupena sacbaragukosou a fruktosodl.

2.3.1.5. Aminokyseliny

V listech brusnice béwky byl studovan obsah aminokyselin. Ze z&kladnich
aminokyselin jsou v listechifpfomny: asparagin, glutamin, asparagova kyseligans
glutamova kyselina, arginin, glycin, threonin, algr-aminomaselna kyselina, prolin a

ornithin*°

2.3.1.6. Izoprenoidy
2.3.1.6.1. Monoterpeny

V listech brusnice béwky jsou popsany iridiové derivaty asperuloskl)(a
monotropein $8).”°

Y
0]
‘\\OGIC
0]
0
0]
57 58

2.3.1.6.2. Triterpenoidy
Z triterpenoidi jsou Vv listech brusnice biorky zastoupeny oleanova kyselina
(21), ursolova kyselina2?) ap-amyrin 69).}"7%"*
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2.3.1.6.3. Steroidy
V listech brusnice bdwvky jsou obsazeny steroidy B3itosterol 24),

stigmasterolZ6) a kampesteroPg).*’

2.3.1.7. Uhlovodiky
V listech brusnice bawrky byl prokazan vyskyt uhlovodiku nonakosdfu.

2.3.2. Obsahove latky stonku brusnice bdivky

Chemotaxonomie stofk brusnice baivky je v literatde oproti listim
popisovana vyraznmere.

V literature je popsana studi€mnovana rozdilu v obsahu fenolickych latek mezi
listy a stonky® Sumarg je ve stoncich obsaZeno vyrazmensi mnoZstvi derivit
hydroxyskdicové kyseliny oproti listm a také mensi mnoZstvi flavondjckde oviem
rozdil nenf tak vyrazn{Z derivatu kyseliny hydroxyskizové je ve stoncich brusnice
borivky zastoupena ve vyragznmensSim mnozstvi chlorogenova kyselirndl)( ve
vétSim mnoZstvi je zastoupena kyselina kava@. (Vyrazré v mensSim mnozstvi jsou
ve stoncich zastoupeny blize nespecifikované gtiecse derivaty. V porovnani s listy

je ve stoncich obsaZenét$i mnozstvi flavonoiil®
2.3.2.1. Anthokyaniny

Skupina anthokyanin je ve stoncich brusnice himky zastoupena

quercetinovymi derivaty.
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2.3.2.2. Fenolické kyseliny
Ve stoncich je popsan obsah fenolickych organickkgselin. Mezi & pati
derivaty hydroxyskiicové ap-kumarové kyseling14).* Chlorogenova kyselingl1) a

kavova kyseling10) jsou ve stoncich také popséhy.

2.3.2.3. Proanthokyanidiny
Prokyanidiny, paici do skupiny latek ozgavanych jako polymerni
proanthokyanidiny, jsou ve stonku také pops&ny.

2.3.2.4. Alkaloidy
Ve stoncich jsoufftomny i alkaloidy. Konkrété je popsan obsah epimyrtinu
(60) a myrtinu 61)."%"

60 61

2.3.2.5. Izoprenoidy
V literature je popsan obsah izopreniic to steroidu (3-sitosterolu 24), ktery

je ve stonku zastoupen ve vyraamtsim mnozstvi nez v listecfi.
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3. Motivace a cile prace

Studium pirodnich latek je tradni disciplinou organické chemie, ktera ma
bohatou historii. Se zdokonalovanim izgi&ch technik (pedevSim iiznych
chromatografii) a identifikaich technik (spektralni metody) jsou studovanyablbsé
latky raiznych Zivych organisin stadle podrob¥ji. S rozvojem technik, umaiijicich
velmi rychlé stanoveni biologickych aktivit, se auasné dob objevuje i novy trend -
cilené hledani biologicky aktivnich skenin. Extrakt z rostlin je nahrubo frakcionovan
a u jednotlivych frakci je zji®vana jejich aktivita,casto proti desitkam \ir
mikroorganisnd a nadorovych linii. Zajimavé frakce jsou dakdedy az do nalezeni
chemického individua(i) zodpsgnych za aktivitu.

Pro nezvykle vysoky obsah anthokyahia flavonoidi je celos¥tove velky
zdjem o studiuméthto obsahovych latek plédbrusnice baivky a jejich &inka
piedevsim na lidské zdravi. Nejen extrakty z ploale také z lisi, jsou sodastirady
piipravki pouzivanych v lidovéem &#telstvi i v medicig k l&cbé motovych kamen,
zareti moiovych cest a ustni dutiny, kufd kaSle, tuberkulozy, @imovych
onemocini a ke snizovani hladiny cukru v krvi. Zac¢ié &inky extrakfi jsou
odpowdné nejen flavonoidni latky, ale také izoprenoigtdweniny a dalSi. Nap
obsah oleanové kyseliny a dalSich izoprenoidniob¢shin v listech brusnice birky
je casto v newdeckych zdrojich zmibvan, avSak chybi édecké podklady.
V publikacich tykajicich seffrodnich latek jsou obvykle popisovany izolace pouz
jednoho typu slotenin — frakce anthokyaninflavonoidi, fenolickych latek, sacharig
izoprenoidi — podle tématiky, kterou se zabyva a pro kterouvybaveno dané
pracovisg.

Cilem této dizertani prace bylo komplexni studium vSech obsahovydtek|a
které frejdou do methanolického extraktu jak stonku, talistu brusnice batvky.
Prvnim di€im cilem prace bylo prostudovat sloZzeni nepolaéziefmethanolického
extraktu s ¥tSi pozornosti sougdinou na izoprenoidni slganiny pro jejich znamé
biologické aktivity. Ukolem bylo identifikovat izované latky a fipadr ping
charakterizovat nové sléeniny.

Po prostudovani nepolarni faze bylo dalSintistilcilem studium obsahovych
latek v polarni fazi methanolického extraktu jakrdtu, tak i listu brusnice bavky.
Ukolem bylo opt identifikovat izolované slateniny a pipadré piné charakterizovat

latky nové, dosud nepopsané.
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4. Diskuze a vysledky

Na vzduchu suSené stonky i listy brusnice dbky byly extrahovany
methanolem. Nasledrbyly methanolické extrakt$l/resp.L1 v ramci hrubého deni
vysrazeny vodou (viz schéma 1 resp. schéma 2)a@désknethanolicka faze2/L2 byla
poté vysrazena hexanem a vodna f&3.3 byla vysrazena diethyletherem. Byly
ziskany methanolicka faz@4/L4, hexanova faz&85L5, vodna f4zeS8L8 a ethericka
fazeS9/L9.

4.1. Postup dleni methanolickeho extraktu stonku brusnice bo#éivky

— S4 - methanolicka faze
S2  —
— S5 - hexanova faze
S1
— S8 - vodna faze
S3 —
— SO - etherickd faze

Schéma 1

4.1.1. Rozbor methanolické faze S4

V chloroformu rozpustn&ast methanolické faz&4 byla clena sloupcovou
chromatografii. Obsah&éwzajimavé frakce byly rechromatografovany. Ve fiakdyly
piitomny triterpenoidni slaieniny oleanova kyselina2{), ursolova kyselina2Q) a

steroid B-sitosterol 24).

4.1.2. Rozbor hexanoveé faze S5

Rozbor frakci ziskanych gradientovou sloupcovowietatografii a naslednymi
rechromatografiemi ukazal na obsah triterpenoidnigh steroidnich slaienin.
Z triterpenoidnich slatenin jsou v hexanové fazi obsaZzeny oleananové dagriv
B-amyrin 69), oleanova kyselina2(Q) a nova latka 8,123-dihydroxyolean-28-13-olid
(62), ursanové derivatya-amyrin @©3) a ursolova kyselina2@), glutanové derivaty:
glutinol (64), tokoferoly: vitamin E §5) a steroid: B-sitosterol 24).

Slowenina 62 byla ziskdna chromatografickyméldnim hexanové fazé&h
Mobilnimi fazemi Hex : BEO 4:1 a 3:1 byla vymyta frakc897, ktera byla nasledn
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dale chromatografickydkena. Ze sloupcové chromatografie fral@@7 byla mobilnimi
fazemi Hex : BO 3:1, 2:1, 1.5:1, 1:1 eluovéna frake@15 ktera bylatista latka62.

Byly ¢inény také pokusy o ziskaniistéhoa-amyrinu €3) a ¢isté ursolové
kyseliny 2) opakovanymi krystalizacemiii jemnym dlenim, které ovSem v tomto
piipact nebyly Gspsné. Z'H NMR spekter frakci obsahujicich-amyrin 63),
B-amyrin 69), oleanovou kyselinu2(l) a ursolovou kyselinu2@) byl proveden odhad

mnozZstvi échto latek v methanolickém extraktu stonku brusbiogévky (viz tab. I).

Tabulka |. Procentudlni zastoupeni 1a#4k22, 59 a63 vztazené na methanolicky extrakt stonku
brusnice baivky.

63 59 21 22
mnozstvi (mg) 36 955 190 743
% zastoupeni 0.03% 0.70 % 0.14 % 0.55 %

Z hexanoveé faze byla identifikovana struktura rédgiieich latek:

4.1.2.1. Uéeni struktur triterpenoid

Pro ugeni struktury a Uplnéigazeni signdl vodikovym a uhlikovym atofim
triterpenoidnich latek jsou zapebi 1D i 2D NMR techniky.'H NMR spektra
triterpenoidi jsou vzhledem kvelkému p pekryvajicich se signél v oblasti
5 1-2 ppm komplikovana. AnalyzoliH NMR spektra Ize festo ziskat cenné informace
z chemickych posuna interaknich konstant signélmimo oblast pekryvu (gFitomnost
funkénich skupin, nasobnych vazeb apod.). Velniieditymi signaly jsou také
charakteristické intenzivni signaly methylovych gky jejichz péet @rip. multiplicita
napovi mnohé o skeletalnim typu studované tritesjugn slogeniny. Dilezité
stereochemické informace poskytuje analyza interik konstanf®

V dekaplovanycH®C NMR spektrech tvié signaly singlety, obvykle jsou disb
rozliSeny a kazdému uhlikovému atomtisfusi jeden signal. Z chemickych pogun
v ®C NMR spektru je moZné usuzovat nétgmnost nap karbonylovych skupin,
karboxylovych skupin, olefinickych uhliknebo alifatickych uhlik s elektronegativnim
substituentem. Poké&édé techniky ngfeni dekaplovanych spekter (iapAPT nebo
DEPT) umoduji urcit pocet grimo vazanych vodikovych atdna rozliSit tak CH, CH,,
CH a C signaly®

25



Pouziti 2D homokorelovanych spekter (hapCcOSY, TOCSY, NOESY,
ROESY) v kombinaci s heterokorelovanymi spektrypinddSQC, HMBC) umoiuje
zcela jednoznmé gifazeni vodikovych a uhlikovych sighajednotlivym atonim
v molekule. Krospiky v COSY spektrechiegstavuji korelaci vodikinteragujicich po
vazbach. TOCSY spektrum ukazuje korelace vsSech kuoghiaticich k jednomu
spinovému systému (viz obr. 3). Pomoci COSY a TOGB&kter Ize prokazat spinové
systémy, které jsou v molekule triterpenoidu &ddy kvarternimi uhlikovymi atomy.
Krospiky v NOESY spektru indikuji dipolarni inteak a pedstavuji tedy korelace
prostoro¥ blizkych vodiki. Korelaci uhlikovych atofins jejich gimo vazanymi vodiky
ziskame pomoci jednokvantové koherence vtzv. HS@&Merimentu. HMBC
experiment poskytuje informace'd->*C konektivitich mezi vodikovymi a uhlikovymi
atomy oddlenymi dwma neboiemi vazbam{?®

Podrobnou analyzou vSech NMR spekter &amych vySe zminymi
technikami se pod#o urcit struktury slodgenin izolovanych v rdmci této prace a

zarove bylo provedeno jednoztiaé girazeni jejich vodikovych a uhlikovych sighal

21
Obr. 3. Fiklad spinovych systéhv triterpenoidni molekule

4.1.2.1.1. Oleananové derivaty
Oleanova kyselina2(1)

Analyzou protonového spektra izolované latki)(byla zjisS€na gitomnost
dvojné vazby, hydroxylové skupiny a sedmi methyldvgkupin. Na dvojné vazhe
pouze jeden vodik H-12, triplet s chemickym posun&n®.28 ppm. Htomnost
hydroxylové skupiny na C-3 potvrzuje multiplet ®aickym posunem 3.22 ppm.
V 'H NMR spektru je také patrny dublet dulilg® 2.82 ppm) pafci vodiku H-18,

ktery svym chemickym posunem ukazuje régmnost elektronakceptorové skupiny
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v blizkém okoli. Sedm singlets integralni intenzitouit vodika a chemickymi posuny
0.78, 0.78, 0.90, 0.91, 0.93, 0.99 a 1.14 ppm oitidogedmi methylovym skupinam.
13C NMR a DEPT spektra poskytuji informaci o¢po 30 atoni uhliki ve struktiie a
jejich charakteru: sedm GHdeset CH a pit CH skupin a osm kvarternich uhlikovych
atomi. Z chemickych posun signali uhlikovych atomi Ize soudit na ftomnost
karboxylové kyseliny & 180.75 ppm), dvojné vazby (43.74 a 122.14 ppm) a
hydroxylové skupiny & 78.75 ppm). Ze ziskanych informaci je patrné, édesina
o triterpenoidni strukturu s jednou hydroxylovowpgiiou, jednou dvojnou vazbou a
jednou karboxylovou skupinou.

Analyzou 2D homokorelovanych spekter (COSY, TOC&@YNOESY) a
heterokorelovanych spekter (HSQC, HMBC) bylo pramal kompletni prazeni
signati vodikovych a uhlikovych atoin(viz tab. 1ll). Rozborem HSQC spektra byly
ziskany chemické posuny vSech vodikovych ditokteré jsou v protonovém spektru
piekryté, a to vodikové atomy v oblaédtd.74 — 2.60 ppm.

Z kontakfi pozorovanych v NOESY spektru staminy 21 (viz tab. 1l) byla
ziskana informace o konfiguraci studované struktury

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou Veshu s navrZzenou
strukturou latky21. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uiylo jednoznéné
prokazano, Ze latkal ma strukturu oleanové kyselif§®

Oleanova kyselina 2() vykazuje fadu biologickych aktivit, nap
protinadorovou, apoptosivni (uveimi a odpadnuti kozniho strupu), antioxidativni,
cytotoxickou, antiangiogenni, protizéilivou, hepatoprotektivni a gastroprotektivni

aktivitu 8384

Tabulka Il. Vybrané NOESY kontakty vodikovych atibrre slogenirg 21

Vodikovy atom NOESY kontakty

H-3a H-1a, H-2a, H-5a, H-23

H-5a H-6a, H-6B, H-90, H-23

H-12 H-11a, H-118, H-183, H-193
H-248 H-2B, H-6B, H-23, H-25

H-253 H-1B, H-2B, H-11B, H-26

H-26p H-6B, H-7B, H-11B3, H-153
H-27a H-7a, H-9a, H-16a, H-220, H-29
H-2% H-19, H-196, H-21a, H-30
H-306 H-183, H-21a, H-21a, H-223
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Tabulka II*H a**C NMR latky21.

21

Uhliky Protony
1 38.31] 1a 0.97
1B 1.61
2 26.69| 2a 1.60
2B 1.60
3 78.75| 3a 3.22 n, >J=16.0 Hz)
4 38.56
5 55.08| 5a 0.74
6 18.18| 6a 1.56
603 1.42
7 32.57| 7a 1.43
B 1.30
8 39.09
9 47.48| 9a 1.54
10 36.86
11 23.25| 11a 1.88
118 1.88
12 122.14| 12 5.28,(0=3.4 Hz)
13 143.74
14 41.58
15 27.53| 150 1.07
158 1.72
16 22.88| 16a 1.97 ¢d, J,=13.6 Hz,J,=3.6 Hz)
1683 1.60
17 46.25
18 41.06| 183 2.82 dd, J;=13.8 Hz,J,=3.8 Hz)
19 45.82| 190 1.63
198 1.14
20 30.57
21 33.72| 21a 1.33
213 1.21
22 32.39| 22a 1.56
223 1.75
23 27.86| 230 0.99 &, 3H)
24 15.41| 243 0.78 &, 3H)
25 15.13] 253 0.91 &, 3H)
26 16.67| 263 0.78 &, 3H)
27 25.72| 270 1.14 6, 3H)
28 180.75
29 32.92| 290 0.90 &, 3H)
30 23.39| 303 0.93 &, 3H)
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B-Amyrin (59)

Analyza 1D a 2D NMR spekter 1atis0 je obdobna jako vifipac sloweniny
21. Kombinaci’H, *C NMR a DEPT spekter byla ziskana informacefttomnosti
hydroxylové skupiny na atomu uhliku C-8 79.01 ppm) s konfiguracif33 dvojné
vazby na C-12& 145.18 a 121.70 ppm) a osmi methylovych skupign&livodikového
atomu H-3 ma chemicky posud 3.22 ppm, signal vodikového atomu H-12 je triplet
s chemickym posunerd5.18 ppm a signaly vodikovych aténmethylovych skupin
s integralni intenzitourit vodik jsou singlety s chemickym posunén®.79, 0.83, 0.87,
0.87, 0.94, 0.97, 1.00 a dublet s chemickym posuehl4 ppm (viz tab. IV).
V NOESY spektru latkyp9 jsou stejné krospiky mezi atomy vodlijako u latky?21.
Nové jsou zde krospiky vodikovych atbrmethylové skupiny H-28 s atomy vodik
H-15a, H-16a, H-183, H-220 a H-26B.

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vashul s navrzenou
strukturou latky59. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uiylo jednoznéné
prokazano, Ze 14tka9 ma strukturyB-amyrinu’’ 8

B-Amyrin (59), stejré jako oleanova kyselinayykazuje ftadu biologickych
aktivit, nag. protinadorovou, apoptosivni (uvetm a odpadnuti kozniho strupu),
antioxidativni, cytotoxickou, antiangiogenni, peétietlivou, hepatoprotektivni a

gastroprotektivni aktivit§?
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Tabulka IVH a*3C NMR latky 59.

Uhliky Protony
1 38.56| 1a 0.97
1B 1.62
2 27.21| 2a 1.60
2B 1.60
3 79.01| 3a 3.22 m, >J=16 Hz)
4 38.76
5 55.14| 5a 0.74
6 18.35| 6a 1.57
6B 1.45
7 32.62| 7a 1.34
7B 151
8 39.76
9 47.61| 9a 1.55
10 36.92
11 23.51| 11a 1.87
118 1.87
12 121.70| 12 5.18,J=3.6 Hz)
13 145.18
14 41.69
15 26.13| 150 0.96
158 1.76
16 26.91| 160 1.99 ¢d, J;=13.6,J,=4.4 Hz)
168 0.80
17 32.47
18 47.20| 183 1.94
19 46.80| 19a 1.66 ¢, J=13.2 Hz)
198 1.00
20 31.07
21 34.71| 21a 1.33
213 1.10
22 37.12| 22a 1.21
223 1.42
23 28.08| 230 1.00 6, 3H)
24 15.58| 243 0.79 &, 3H)
25 15.49| 253 0.94 &, 3H)
26 16.78| 263 0.97 &, 3H)
27 25.98| 27a 1.14 @, J=0.8 Hz, 3H)
28 28.39| 283 0.83 &, 3H)
29 33.33| 29 0.87 &, 3H)
30 23.68| 303 0.87 &, 3H)

3B,123-dihydroxyoleanan-28-133-olid (62)

Analyza’H NMR spektra latky62 ukazuje na itomnost dvou hydroxylovych
skupin, o ¢emz s¥d¢i signal vodikového atomu Ha3s chemickym posunem
0 3.22 ppm, odpovidajici konfiguraci hydroxylové pky 3B a signal vodikového
atomu H-12 s chemickym posunem 4.20 ppm. Dale byly ve spektru nalezeny
intenzivni signaly, singlety s integralni intenzitdii vodiki, odpovidajici sedmi
methylovym skupinam s chemickym posuné@n®.78, 0.90, 0.92, 0.99 1.01, 1.20 a
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1.42ppm. Chemicky posun signalu vodikovych atommethylové skupiny H-27
ukazuje na Hitomnost elektronakceptorového substituentu v Biizlokoli. V*C NMR
a DEPT spektru jsou signaly uhlikovych atopatici sedmi CH, deseti CH a pti CH
skupinam a osmi kvarternim uhlikovym atiom Chemické posuny sigridlihlikovych
atom ukazuji gitomnost dvou hydroxylovych skupin na C-3 a C-®278.07 a
64.57 ppm) a laktonového kruhu C-2&-13 ©91.99 a 179.79 ppm).

Analyzou 2D homokorelovanych spekter (COSY, TOC&YNOESY) a
heterokorelovanych spekter (HSQC, HMBC) bylo prama kompletni pifazeni
signati vodikovych a uhlikovych atoin(viz tab. VI). Konfigurace jednotlivych center
je potvrzena fedevsim z kontaktnalezenych v NOESY spektru (viz tab. V).

V literature je popséan epimer latk§2 3B3,120-dihydroxyoleanan-28>133-olid
(66) s op&nou konfiguraci hydroxylové skupiny na C-%#%% Prirazeni signdl
vodikovych a uhlikovych atoin struktury 62 v této praci se vyznaminliSi oproti
piifazeni signdl vodikovych a uhlikovych atoinstruktury 66 v literatue, gredevsim
v chemickém posunu signalu C-12 a také chemickysupem vodikového signalu
H-12. V literatde je popsana obdobnda struktura ursanoveho typu,jdade uvedeny
NMR piitazeni obou izomér 33,123-dihydroxyursan-28>133-olidu (67) a
3B,120-dihydroxyursan-28-133-olidu (68).** Porovnani chemickych posiursignat
vodikovych a uhlikovych atofnatek67 a68 a nasledé porovnani chemickych postun
v NMR prifazeni signdl latky 62 s chemickymi posuny signéalvodikovych a
uhlikovych atonmi 66 a vzhledem kifhlédnuti ke strukturni odliSnosti oleananové a
ursanoveé struktury byla navrzena absolutni konfigama C-12 izolované latiep jako
H-12a.
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67 68

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vahul s navrZzenou
strukturou latky62. Tato latka dosud nebyla v brusnici tece ani v jiné rostlia

identifikovana a jedna se o latku novou.

Tabulka V. Vybrané NOESY kontakty vodikovych atowe slowenins 62

Vodikovy atom NOESY kontakty

H-3a H-1a, H-5a, H-23

H-5a H-1a, H-6a, H-7a, H-9a, H-23x
H-12a H-11a, H-183, H-1%

H-23a H-243

H-243 H-2B3, H-63, H-253

H-253 H-2B, H-11B3, H-263

H-263 H-11B3, H-150

H-27a H-9B, H-183, H-160, H-21a, H-213
H-29% H-19a, H-198, H-21a, H-3B
H-303 H-183, H-19%, H-220
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Tabulka VEH a®*C NMR latky62.

Uhliky Protony
1 38.25| 1a 1.04
1B 1.70
2 27.06| 2a 1.62
2B 1.62
3 78.07| 3a 3.22 fm, >J=16.4 Hz)
4 38.53
5 54.95| 5a 0.78
6 17.96| 6a 1.54
6B 1.42
7 34.11| 7a 1.27
7B 1.55
8 42.68
9 44.45| 9a 1.72
10 36.13
11 28.99| 11a 1.72
1183 2.23
12 64.57| 120 4.20 @dd, J;=4.0 Hz,J,=2.0 Hz)
13 91.99
14 42.08
15 28.66| 150 1.93
1583 1.18
16 20.95| 160 2.12
1683 1.25
17 45.21
18 51.62| 183 2.00
19 39.44| 190 2.14
193 2.00
20 31.42
21 33.48| 21a 1.34
213 1.25
22 26.35| 220 1.66
223 1.55
23 27.46| 230 0.99 6, 3H)
24 15.01] 243 0.78 6, 3H)
25 16.30| 2503 0.90 &, 3H)
26 18.35| 263 1.20 6, 3H)
27 19.82| 27a 1.42 6, 3H)
28 179.79
29 32.74| 2% 1.01 6 3H)
30 23.16| 308 0.92 6, 3H)

dignaly mohou byt zagmény

4.1.2.1.2. Glutanové derivaty
Glutinol (64)

Analyzou protonového spektra latibg byla ziskana informace afipmnosti
dvojné vazby C-5 — C-6, hydroxylové skupiny na @8smi methylovych skupin ve
struktue izolované latky. Signél vodikového atomu na dgojazié H-6 ma chemicky
posund 5.63 ppm. Htomnost hydroxylové skupiny na C-3 potvrzuje sigradikoveho

atomu H-3 s chemickym posune»B.47 ppm. Osm singlets integralni intenzitourit
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vodika a chemickymi posung 0.85, 0.95, 0.99, 1.00, 1.04, 1.09, 1.14 a 1.ltooitla
osmi methylovym skupinant’C NMR a DEPT spektra poskytuji informaci oo 30
atom uhlika ve struktiie a jejich charakteru: osm GHleset Chla pit CH skupin a
sedm kvarternich uhlikovych atémTaké z chemickych postiruhlikovych atoni Ize
soudit na pitomnost dvojné vazbyd(141.56 a 122.07 ppm) a hydroxylové skupiny
(6 76.34 ppm). Ze ziskanych informaci je patrné,&gedna o triterpenoidni strukturu
s jednou hydroxylovou skupinou a jednou dvojnouozaz

Analyzou 2D homokorelovanych (COSY, TOCSY a NOESYq
heterokorelovanych spekter (HSQC, HMBC) bylo prama kompletni pifazeni
signali vodikovych a uhlikovych atoina byla ziskana informace o konfiguraci
studované struktury latkg4 (viz tab. VIII). Rozborem HSQC spektra byly ziskan
chemické posuny vSech vodikovych atgrkteré jsou v protonovém spektriepryté, a
to vodikové atomy v oblasdi0.90 — 2.01 ppm.

Studiem krospikk v NOESY spektru latky64 (viz tab. VII) byla ziskana
informace o konfiguraci izolované |atiy.

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vahul s navrZzenou
strukturou latky64. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uylo jednoznéné
prokazano, Ze latkd4 ma strukturu glutinold®®

Glutinol (64) je zodpodny za protizagtlivé Gcinky rostliny Scoparia dulcis®

Tabulka VII. Vybrané NOESY kontakty vodikovych atbnwe slogenint 64

Vodikovy atom NOESY kontakty

H-3a H-2B, H-230, H-248

H-6 H-7a, H-243

H-23a H-10a

H-253 H-1B3, H-73, H-113, H-123, H-263
H-263 H-7B8, H-183

H-27a H-8a, H-16a, H-190

H-283 H-183, H-19B, H-213, H-223, H-3(3
H-29% H-19a, H-198, H-21a, H-218
H-303 H-198, H228
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64

Tabulka VItH a™*C NMR latky64.

Uhliky Protony
1 18.18| 1a 1.06
1B 1.49
2 27.78| 2a 1.70
2B 1.86
3 76.34| 3a 3.47 ¢, J=3.4 Hz)
4 40.81
5 141.56
6 122.07| 6 5.630(0, J=6.1 Hz)
7 23.61| 7a 1.86
7B 2.00
8 47.40| 8a 1.52
9 34.81
10 49.65| 10a 2.00
11 34.58| 11a 1.38
118 1.54
12 30.33| 120 1.36
128 1.44
13 39.27
14 37.81
15 32.04| 150 1.30
158 1.50
16 35.99| 160 1.38
1683 1.56
17 30.06
18 43.02| 183 1.57
19 35.04| 19a 1.23
198 1.38
20 28.23
21 33.08| 21a 1.26
213 1.48
22 38.93| 22a 0.94
223 1.52
23 28.92| 230 1.04 6, 3H)
24 25.44| 243 1.14 6, 3H)
25 16.19| 253 0.85 &, 3H)
26 19.60| 263 1.09 6, 3H)
27 18.41| 27a 1.00 6, 3H)
28 32.02| 283 1.16 6, 3H)
29 34.51| 290 0.95 &, 3H)
30 32.38| 303 0.99 (s, 3H)
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4.1.2.1.3. Tokoferoly
Vitamin E 65)

Struktura latky65 je potvrzena analyzou 1D a 2D NMR spektetHZNMR
spektra je patrnaiffomnost signdl vodikovych atomi tfi methylovych skupin na
aromatickém jate ve tvaru singlét s integralni intenzitoutit vodiki a chemickymi
posunyd 2.11, 2.11 a 2.16 pprtyii dublety a jeden singlet sigriévodikovych ator
s integralni intenzitouiit vodiki a chemickymi posuny 0.84, 0.85, 0.87, 0.8a
1.22ppm odpovidaji gi methylovym skupindm na alifatickédretizci. Déale jsou z
'H NMR spektra patrné signaly alifatickych vodikokiyatonti prekryté v oblasti
s chemickym posunem 1.00 — 1.90 ppm a triplet s chemickym posurgh60 ppm.
Z 3C NMR a DEPT spektra byla potvrzena informace &wa. charakteru uhlikovych
atomi: osm CH, jedenact Chla ti CH skupiny a sedm kvarternich uhlikovych atom

Analyzou 2D homokorelovanych (COSY, TOCSY a NOESYq
heterokorelovanych spekter (HSQC, HMBC) bylo pramea girazeni signdl
vodikovych a uhlikovych atoinlatky 65 (viz tab. IX), avSak &které vodikové a
uhlikové atomy s podobnym chemickym signalem netzdiSit. Rozborem HSQC
spektra jsou ziskany chemické posuny vSech vodiKHovatond, které jsou
v protonovém spektruipkryty. Informace dH-'3C konektivitAch mezi vodikovymi a
uhlikovymi atomy oddenymi dwma neboiemi vazbami poskytuje HMBC spektrum.
V NOESY spektru jsou ietelné krospiky vodikovych atdm H-4a a H-43
s vodikovymi atomy methylovych skupin na uhlikovyettomech C-5 a C-2 a
vodikovymi atomy H-& a H-33.

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vahul s navrZzenou
strukturou latky65. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uylo jednoznéné
prokazano, Ze latkd5 ma strukturu vitaminu £

Vitamin E 65) ma& schopnost napravovat Skody napachané volnyrikalsica

predpoklada se jeho role v prevenci Alzheimerovy ohygra rakoviny’?
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Tabulka IX*H a*3C NMR latky65.

Uhliky Protony
2 74.50
3 31.52| 3 1.78dt, J,=11.6 Hz,J,=6.8 Hz, 2H)
4 20.74| 4 2.60t(J=6.8 Hz, 2H)
5 118.44
6 144.50
7 120.97
8 122.60
9 145.51
10 117.34
1 39.77| 1 1.51dd, J,=13.2 Hz,J,;=6.4 Hz, 2H)
2 21.02| 2 1.38 (2H)
3 37.43 1.04(2H)
4 32.69| 4 1.38 (1H)
5 37.4% 1.04(2H)
6’ 24.43| 6 1.24 (2H)
7 37.26 1.24 (2H)
8’ 32.78| 8§ 1.38 (1H)
9 37.43 1.24(2H)
10° 24.79| 10° 1.24 (2H)
11 39.35 11° 1.13 (2H)
12 27.97| 12 1.49 (1H)
13 22.62| 13 0.87d( J=6.4 Hz, 3H)
2-CH; 23.78 1.22¢, 3H)
5-CHg 11.27 2.115 3H)
7-CH, 12.21 2.165 3H)
8-CHs 11.77 2.115 3H)
4’-CHg 19.74 0.85 ¢, J=6.4 Hz, 3H)
8"-CHs 19.64 0.84 (I, J=6.4 Hz, 3H)
12°-CH; 22.71 0.87d, J=6.4 Hz, 3H)
C6-OH - 4.18

abSignaly mohou byt zagneny

4.1.2.1.4. Steroidy
3B-Sitosterol 24)

Analyzou '*H NMR spektra latky24 byla ziskana informace ofippmnosti
dvojné vazby C-5 — C-6, hydroxylové skupiny na @-8esti methylovych skupin. Na
dvojné vazh je pouze jeden vodik H-6, signal vodikového atamauchemicky posun
0 5.35 ppm. Htomnost hydroxylové skupiny na C-3 potvrzuje sigmadikového
atomu s chemickym posune»8.50. Dva singletyfi dublety a jeden triplet s integralni
intenzitou i vodiki a chemickymi posuny 0.68, 0.81, 0.84, 0.85, 0.92, 1.ppm
odpovida Sesti methylovym skupinam. Hodnoty inténéth konstant mezi vodikovymi
atomy H-20 — H-21, H-25 — H-26, H-25 — H-27, H-281-29 J=6.8 Hz, 7.2 Hz, 6.8 Hz
a 7.6 Hz) odpovidaji vazbCHs-CH s volnou rotaci*C NMR a DEPT spektra
poskytuji informaci o pé&tu 29 atoni uhlika ve struktiie a jejich charakteru: Sesti GH

jedenacti CH a deviti CH skupin aftit kvarternich uhlikovych atofm Takeé
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z chemickych posun uhlikovych atomi Ize soudit na fitomnost dvojné vazby

(6 140.70 a 121.54 ppm) a hydroxyloveé skupidy'1.38 ppm). Ze ziskanych informaci
je patrné, Ze se jedna o steroidni strukturu sgedmydroxylovou skupinou a jednou
dvojnou vazbou.

Analyzou 2D homokorelovanych (COSY, TOCSY a NOESYq
heterokorelovanych spekter (HSQC, HMBC) bylo prama kompletni fifazeni
signah vodikovych a uhlikovych atoima byla ziskana informace o UpIné konfiguraci
studované latky (viz tab. XI). Rozborem HSQC spelbou ziskany chemické posuny
signali vSech vodikovych atoim které jsou v protonovém spektrdefryté, a to
vodikové atomy v oblasti 0.65 — 2.30 ppm.

Studiem krospik v NOESY spektru24 (viz tab. X) byla ziskana informace
o konfiguraci studované latk34.

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vashul s navrzenou
strukturou latky24. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uylo jednoznéné
prokazano, Ze latka4 ma strukturu B-sitosterol(f®91101-103

3B-sitosterol 24) vykazuje steji jako ostatni fytosteroly, zejména kampesterol
a stigmasterol, protizétlivé, antioxidativni, antiangiogenni a antikarayemni aktivitu

a pisobi na sniZeni hladiny cholester®i§®

Tabulka X. Vybrané NOESY kontakty vodikovych atfowe slogenins 24

Vodikovy atom NOESY kontakty

H-3a H-1a, H-2a, H-4a

H-6 H-4a, H-7a, H-73

H-18a H-128, H-143, H-17B, H-19%0, H-20
H-19 H-1B, H-28, H-4B, H-7B, H-11B
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Tabulka XtH a®*C NMR latky 24.

Uhliky Protony
1 37.12| 1a 1.09
1B 1.86
2 31.20| 2a 1.83
2B 1.83
3 71.38| 3a 3.50 m, >J=31.6 Hz)
4 41.87| 4a 2.27
a3 2.27
5 140.70
6 121.54| 6 5.35dt, J;=5.6 Hz,J,=1.6 Hz)
7 31.77| 7a 1.52
7B 1.98
8 31.76| 8 1.52
9 50.02| 9 0.95
10 36.39
11 20.95| 11a 1.52
118 1.52
12 39.65| 12 1.18
12 2.02
13 42.19
14 56.64| 14a 1.03
15 24.17| 15 1.05
15 1.58
16 28.13| 16 1.28
16 1.87
17 55.92| 17 1.13
18 11.72| 18a 0.68 &, 3H)
19 19.25| 19a 1.01 6, 3H)
20 36.03| 20 1.37
21 18.63| 21 0.924( J,=6.8 Hz, 3H)
22 33.80| 22 1.03
22 1.34
23 25.91| 23 1.17
23 1.17
24 45.70| 24 0.95
25 29.00| 25 1.68
26 19.67| 26 0.84d( J,=7.2 Hz, 3H)
27 18.87| 27 0.81d( J,=6.8 Hz, 3H)
28 22.92| 28 1.34
28 1.34
29 11.83] 29 0.85,J,=7.6 Hz, 3H)

4.1.3. Rozbor vodné faze S8

Vodna faze byla chromatografickgldna a obsahem zajimavé frakce byly dale
rechromatografovany. Rozbor vodné faze ukazal nsalobsacharid methylf3-D-
-fruktopyranosid §9), methyla-D-fruktofuranosid 70), methyl{3-D-fruktofuranosid
(71), sacharosa7@), 2-deoxyt-ribono-1,4-lakton 73), iridoidi: monotropein §8) a
derivati pentandiolu: (R,49-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diol74), 4’'R-(3-D-
-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoat ).

Z této faze byly izolovany: 2-deoxy+ibono-1,4-lakton 73) asacharosar@)
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4.1.3.1. Uéeni struktur sacharnida latek jim strukturé podobnych
2-Deoxy+-ribono-1,4-lakton 73)

V protonovém spektru jsou diwbrozliSené signdly v oblasii2.50 — 4.60 ppm,
které integralni intenzitou odpovidaji 6 vodikovatomim. V uhlikovém spektru jegp
signali. Z DEPT spektra je patrné, Ze se jedna ® @k, (5 39.15 a 62.52 ppm) a &v
CH skupiny § 69.69 a 90.16 ppm) a jeden karboxylovy uhl&k 181.38 ppm).
Chemicky posun 90.16 ppm 2ztavazbu na kyslik laktonového cyklu. Analyzou
multiplicit a interaknich konstant signélvodikovych atomi, COSY a HSQC spektra
bylo provedeno Uplnétifazeni signdi vodikovych a uhlikovych atoinzolované latky
73 (viz tab. XII).

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vahul s navrZzenou
strukturou latky73. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uylo jednoznéné
prokazano, Ze latka3 ma strukturu 2-deoxy-ribono-1,4-laktond®*1%°

HO
5\ _0O 0
4 1
3 2
HO
73
Tabulka XII'H a**C NMR latky 73.
Uhliky . Protony
1 181.38
2 39.60| 2 2.58dd, J;=18.8 Hz,J,=2.8 Hz)
3.06 (Id, J;=18.8 Hz,J,=7.2 Hz)
3 70.14| 3 4.55dt, J,=7.2 Hz,3,=2.4 Hz)
4 90.81| 4 4.58dt, J;=4.4 Hz,3,=2.8 Hz)
5 62.84| 5 3.77dd, J;=13.2 Hz,J,=4.4 Hz)
3.88 (Id, J;=12.8 Hz,J,=3.2 Hz)
Sacharosar)

V *H NMR spektru jsou signaly vodikovych atdm rozmezid 3.40 — 5.45 ppm
patici 14 vodikovym atoiim, pricemz signaly ve tvaru dubletu s chemickym posunem
5.41 ppm a 4.21 ppm odpovidaji anomernim vidildvou sacharidovych jednotek.
%C NMR a DEPT spektra davaji informaci o 12 uhlikelvyatomech a jejich
charakteru: #iech CH (& 62.07, 63.30 a 64.29 ppm) a osmi CH skupinach
(6 71.17, 73.01, 74.34, 74.51, 75.93, 78.35, 83.32.40 ppm) a jednom kvarternim

uhlikovém atomud 105.62 ppm). Ze sumarniho vzorce ziskaného z MISSEH1,,0,;
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je odvozena iitomnost, i na zéaklad chemickych posun uhlikovych atomi, osmi
hydroxylovych skupin. Na zaklagdanalyzy COSY spektra byly ziskany dva spinové
systémy vodikovych atoim Analyzou multiplicit a interaknich konstant signal
vodikovych atomi, COSY a HSQC spektra bylo provedeno uUplitgageni signdi
vodikovych a uhlikovych ato@mizolované latky72 (viz tab. XIlII).

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vahul s navrZzenou
strukturou latky72. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uylo jednoznéné

prokazano, Ze latka2 ma strukturu sacharosy°*®

OH
6 5 O
HO ¢
HO — 1
OH
72
Tabulka XIItH a**C NMR latky 72.
Uhliky Protony
1 94.10| 1 5.41d, J=4 Hz)
2 73.01| 2 3.56dd, J,;=10.0 Hz,J,=4.0 Hz)
3 7451| 3 3.76Mt, J=9.2 Hz)
4 71.17| 4 3.47Mt, J=9.2 Hz)
5 74.34| 5 3.81-3.9tn
6 62.07| 6a 3.81-3.9h
6b 3.81-3.9In
1 63.30| 1’ 3.67¢ 2H)
2 105.62| 2’
3 78.35| 3 4.214, J=8.8 Hz)
4 75.93| 4’ 4.05I6t, J=8.8 Hz)
5 83.32| 5 3.81-3.9In
6 64.29| 6'a 3.81-3.91n
6'b 3.81-3.91Im

4.1.4. Rozbor etherické faze S9

Ethericka fazes9 byla chromatograficky dena a ziskané frakce byly naslédn
rechromatografovany. V ziskanych frakcich byly dessy sacharidy: meth{-D-
-fruktopyranosid §9), methyla-D-fruktofuranosid 70), methyl{3-D-fruktofuranosid
(7)), 2-deoxyt-ribono-1,4-lakton 13), sacharosa7@), iridoid: monotropein %8),
quercetin 27), derivaty pentandiolu: R49)-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diol
(74), 4'R-(B-p-glukopyranosyloxy)-pent-&yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoéat
(75) a 4’'R-hydroxypent-25yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoal §).
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Z této faze byly izolovany latk§9, 70, 71, 58, 74, a dw nové latky75, 76, které
byly z methanolického extraktu stonku brusnicetlky S1 izolovdny nasledovn
Methanolicky extrakiS1 byl vysrazen vodou a vznikla vodna fa28 byla vysrazena
diethyletherem. Vznikla ethericka fa&® byla jest trikrat vysrazena vodou, coz vedlo
ke vzniku etherické faz821 Ethericka faze&21byla dtlena gradientovou sloupcovou
chromatografii na reverznim silikagelu. Mobilni f&,0 : MeOH 1:1 byla eluovana
frakceS437 ktera byla dale chromatografickygldna. Mobilni fazi CHGl: MeOH 20:1
byly eluovany frakce&s479a S482 FrakceS482je cista latka7s. FrakceS479byla dale
chromatograficky &lena a mobilni fazi CHG@lbyla eluovana frakc8512 ktera jecista
latka 76.

4.1.4.1. Ukeni struktur sacharnid
Methyl-a-D-fruktofuranosid 70)

V 'H NMR spektru jsou signaly vodikovych atdm rozmezid 3.60 — 4.15 ppm
patici sedmi vodikovym atofim a signal s integralni intenzitoui tvodika a
chemickym posunerd 3.33 ppm odpovidajici vodikn methylové skupiny v methoxy
skupirs. °C NMR a DEPT spektra davaji informaci o sedmi sigci uhlikovych
atomi a jejich charakteru: jedné GKb 50.17 ppm), dvou CH(d 59.69 a 63.22 ppm) a
ttech CH skupind 79.32, 82.02 a 85.24 ppm) a jednom kvarternimkakiém atomu
(0 110.21 ppm). Ze sumarniho vzorce ziskaného z MIS&H:40s i na zaklad
chemickych posuih uhlikovych atonmi je odvozena ifitomnost @ti hydroxylovych
skupin. Na zakla#l analyzy COSY spektra, HSQC spektra a intemédh konstant
v protonovém spektru bylo provedeno Uplitg#gzeni signdl vodikovych a uhlikovych
atomi izolované latkyr0 (viz tab.XIV). Furanosidovy cyklus potvrzuje HMBC kontakt
vodikového atomu H-5 na uhlikovy atom C-2.

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vahul s navrZzenou
strukturou latky70. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uiylo jednoznéné

prokazano, Ze 14tka0 ma strukturu methyd-p-fruktofuranosidu-¢1%81%9

HO OH
6 O\OH 1
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Tabulka XIV*H a*3C NMR latky 70.

Uhliky Protony
1 59.69| 12 3.80d( J=12.0 Hz)
1b 3.674,J=12.4 Hz)
2 110.21
3 82.02| 3 4.11d, J=2.8 Hz)
4 79.32| 4 3.96n
5 85.24| 5 3.9T
6 63.22| 62 3.8t
6b 3.704d, J;=12.4 Hz,J,=5.6 Hz)
OMe 50.17] Me 3.33

Methyl-B-D-fruktofuranosid 71)

V 'H NMR spektru jsou signaly vodikovych atdm rozmezid 3.60 — 4.20 ppm
patici sedmi vodikovym atofim a signal s integralni intenzitoui tvodiki a
chemickym posunend 3.33 ppm odpovidajici vodikn methylové skupiny v methoxy
skupirs. °C NMR a DEPT spektra davaji informaci o sedmi sigci& uhlikovych
atomi a jejich charakteru: jedné GKd 50.82 ppm), dvou CH( 61.66 a 64.58 ppm), a
ttech CH skupinachd( 76.92, 78.75 a 83.19 ppm) a jednom kvarternim kuhli
(0 105.71 ppm). Ze sumarniho vzorce ziskaného z MISEEH140s | na zéklad
chemickych posuhn uhlikovych atorni, je odvozena ijitomnost gti hydroxylovych
skupin. Na zéaklagl analyzy COSY spektra, HSQC spektra a intemédh konstant
signah
v protonovém spektru bylo provedeno Uplitg#gzeni signdl vodikovych a uhlikovych
atomi izolované latky71 (viz tab.XV). Furanosidovy cyklus potvrzuje HMBC kontakt
vodikového atomu H-5 na uhlikovy atom C-2.

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou Veshu s navrzenou
strukturou latky71. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uiylo jednoznéné

prokazano, Ze latkal ma strukturu methyB-p-fruktofuranosidy-2°-198-1%°

HO OH_ _
6 O\ O
5 2
T Son
OH
71
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Tabulka X\VAH a*3C NMR latky 71.

Uhliky Protony

1 61.66| 12 3.73( J=12.4 Hz)
1b 3.65¢, J=12.0 Hz)

2 105.71

3 78.75| 3 4.17d, J=8.4 Hz)

4 76.92| 4 4.06M¢, J=7.6 Hz)

5 83.19| 5 3.864dt, J,=7.2 Hz,J,=3.2 Hz)

6 64.58| 6a 3.81dd, J;=12.0 Hz,J,=3.2 Hz)
6b 3.654d, J;=12.0 Hz,J,=7.2 Hz)

OMe 50.82| Me 3.33

Methyl-B-D-fruktopyranosid69)

V 'H NMR spektru jsou signaly vodikovych atdm rozmezid 3.70 — 4.00 ppm
patici sedmi vodikovym atofim a signal s integrélni intenzitoui tvodiki a
chemickym posunend 3.30 ppm odpovidajici vodikn methylové skupiny v methoxy
skupirs. °C NMR a DEPT spektra davaji informaci o sedmi sigci& uhlikovych
atomi a jejich charakteru: jedné GKd 50.43 ppm), dvou CH(d 62.85 a 65.77 ppm) a
ttech CH skupinachd®(70.36, 71.05 a 71.57 ppm) a jednom kvarternimkofém
atomu § 102.37 ppm). Ze sumarniho vzorce ziskaného z MIS2@2%,40s, | na zaklad
chemickych posui uhlikovych ator, je odvozena iftomnost gti hydroxylovych
skupin. Na zéaklatl analyzy COSY spektra, HSQC spektra a intemédh konstant
signali vodikovych atomd v protonovém spektru bylo provedeno Uplngigzeni
signéti vodikovych a uhlikovych atoimzolované latky69 (viz tab.XVI).

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vahul s navrZzenou
strukturou latky69. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uylo jednoznéné

prokazano, Ze 4tkB9 ma strukturu methyB-p-fruktopyranosidut2®-108-109
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Tabulka XVIH a®C NMR latky69.

Uhliky Protony
1 62.85| 1 3.7%
2 102.37
3 70.36| 3 3.93d, J=10.1 Hz)
4 71.57| 4 3.86dd, J;=10.1 Hz,J,= 3.4 Hz)
5 71.05| 5 3.99dt, J,=3.5 Hz,J,=1.5 Hz,J;=1.5 Hz)
6 65.77| 6 3.73dd, J;=12.7 Hz,J,=1.8 Hz)
3.81 (id, J,=12.7 Hz,J,=1.4 Hz)
OMe 50.43| Me 3.38

4.1.4.2. Uéeni struktury alkaloidl
Monotropein §8)

Z *H NMR spektra je patrnéftomnost sacharidové jednotky, signaly v rozmezi
0 3.26 — 3.96 ppm, které bylytipazeny na zakladrozboru interaénich konstant,
odpovidaji B-D-glukopyranosidové jednotce. Dale byly ve spektalemeny signaly
vodikovych atom v oblasti dvojnych vazeb s chemickym posurem67, 5.74, 6.29 a
7.46 ppm a signal vodikového atomu s chemickym mpesu 2.74 ppm. Studiem
interakénich konstant signél vodikovych atomd v kombinaci s COSY spektrem a
HSQC spektrem byly nalezeny spigawnteragujici systémy a uhlikyipo vazané na
vodiky. ZC NMR a DEPT spekter je patrnéifpmnost Sestnacti sigrialihlikovych
atomi, z toho dvou Chla jedenéacti CH skupin &ech kvarternich uhlik Chemické
posuny signdl uhlikovych atomi ukazuji krond glukosové jednotky naiftomnost
COOH skupiny na dvojné vagb (d 172.73 ppm), dvou dvojnych vazeb
(6 112.38, 133.88, 139.24 a 153.33 ppm), uhliku negsow dva atomy kysliku
(6 96.22 ppm) a dvou uhlikovych aténmesoucich hydroxylovou skupind 68.39 a
86.82 ppm). Ze znalosti sumarniho vzorce z MS-EgH&O,; je patrnd fitomnost
Sesti hydroxylovych skupin, jedné karboxylové skypa dalSichfech kyslikovych
atomi. Kombinaci informaci z 1D spekter s 2D spektryabykena struktura latk$8 a
bylo provedeno fitazeni signdi vodikovych a uhlikovych atoin(viz tab. XVII).

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vahul s navrZzenou
strukturou latky58. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uiylo jednoznéné
prokazano, Ze 4tka8 ma strukturu monotropeind®**

Monotropein58 ma nepimé antinocicegni (protibolestivé) dinky a také ma

protizaretlivé (inky.*?
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Tabulka XVII*H a**C NMR latky58.

Uhliky Protony
1 96.22| 1 5.67d, J=1.8 Hz)
3 153.33| 3 7.46d; J=1.2 Hz)
4 112.38| 4
5 39.00| 5 3.59nG, Y.J=8.0 Hz)
6 139.24| 6 6.29dd, J,;=5.7 Hz,J,=2.8 Hz)
7 133.88| 7 5.74dd, J,=5.7 Hz,J,=1.7 Hz)
8 86.72| 8
9 45.93| 9 2.74dd, J;=8.0 Hz,J,=2.0 Hz)
10 68.39| 10 3.67d( J=11.2 Hz)
3.72 ¢, J=11.2 Hz)
11 172.73
1 100.19| 1° 4.83d( J=8.0 Hz)
2 74.60| 2 3.29dd, J;=9.2 Hz,J,=8.0 Hz)
3 7152 3 3.41dd, J;=9.2 Hz,J,=9.2 Hz)
4 7757 &4 3.4
5 78.25| 5 3.52n
6 62.63| 6 3.75dd, J;=12.4 Hz,J,=6.0 Hz)

3.94 (id, J,;=12.4 Hz,J,=2.4 Hz)

4.1.4.3. Uéeni struktury derivdtpentandiolu
(2R,49)-2-0O-[-D-glukopyranosylpentan-2,4-dior 4)

Z analyzy protonového spektra je patrrigmnost dvou methylovych skupin
s chemickym posune®1.18 a 1.21 ppm ve tvaru dubletu s intérdkkonstantou 6.0 a
6.4 Hz, coz znd uskupeni ChBCH. Dale byly nalezeny signaly dvou vodikovych
atomi s chemickym posunet 3.94 a 4.04 ppm. Chemicky posun sign&ichto
vodikovych atom nazn&uje piitomnost hydroxylové skupiny na uhlikovych atomech,
na které jsou tyto vodikové atomy vazany. DalSi digmaly vodikovych atofhjsou
v alifatické oblasti s chemickym posunéni.49 a 1.82 ppm ve tvatd s interaknimi
konstatami 5.2 a 13.6 Hz a 8.0 a 14.0 Hz. Interakonstanty 13.6 Hz a 14.0 Hz
odpovidaji geminalnimu uspadani &chto dvou vodik. Konstanty 5.2 a 8.0 Hz
odpovidaji vazb CH-CH s volnou rotaci. Dale jsou pak v protonovgpektru signaly
vodikovych atori patici sacharidové jednotce v oblati 3.10 — 4.35 pp’'C NMR a
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DEPT spekter byla ziskana informace o celkovéitipsignah uhlikovych aton, a to
jedenacti, z toho jsou dvCHsz, dw CH, a sedm CH skupin. Z chemickych posun
signéti uhlikovych atom byla potvrzeng-D-glukopyranosidova jednotka, dva signaly
uhlikovych atoni nesouci hydroxylovou skupirti vazbu C-O, d¥ methylové skupiny
a alifaticka CH skupina. Z HSQC spektra byly k uhlikovym atom pritazeny pimo
vazané atomy vodiku. Tyto informace sgoke s analyzou krospitkv COSY spektru
vedly k Uplnému prazeni signdl vodikovych a uhlikovych atoin(viz tab. XVIII).
Spojeni B-pD-glukopyranosidové jednotky s pentandiolem dokakunjispiky v HMBC
spektru, kde vodik H-1" koreluje s uhlikem C-2 aikoH-2 koreluje s uhlikem C-1".
Konfigurace latky74 byla ucena jednak porovnanim NMR dat s literaturou a takeé
porovnanim NMR spekter s NMR spektryigravenych standaéd77 a 78 (viz kap.
5.4.)1?

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou Veshu s navrzenou
strukturou latky74. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uylo jednoznéné
prokdzano, Ze latkar4 ma strukturu ZR4S)-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-

-diolu.**?

OH
.
0
HOON -\ -0 OH
’ ) OH)\/k
2 4

Tabulka XVIII'H a**C NMR latky 74.

Uhliky Protony

1 20.22| 1 1.18d, J=6.0 Hz)

2 74.19| 2 3.94n0, Y J=31.6 Hz)

3 47.26| 3 1.821(dt, J;=14.0 Hz,J,=8.0 Hz)
1.49 pdt, J;=13.6 Hz,J,=5.2 Hz)

4 66.80| 4 4.05nG, Y.J=32.0 Hz)

5 23.64| 5 1.21d, J=6.4 Hz)

r 102.17| 1 4.34d, J=7.6 Hz)

2 75.06| 2 3.134d, J;=8.8 Hz,J,=7.6 Hz)

3 78.06| 3 3.35m

4 7175 4 3.27m

5’ 77.92| 5 3.26m

6’ 62.91| 6 3.65m
3.86m
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4’'R-hydroxypent-25-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoét )

V protonovém spektru jsou signaly vodikovych afiom aromatické oblasti
charakteristické prg-disubstituovany benzen s chemickymi posény.45 a 6.80 a
signély vodikovych atofh na dvojné vazb s chemickymi posuny 6.30 a 7.59.
Hodnota interaéni konstanty signél vodikovych atomd H-2 a H-3 15.6 Hz (resp.
16 Hz) odpovida trans usf@mani na dvojné vazb DalSi signaly jsou podobné
signalim (2R, 49)-pentandiolového fragmentu z latkg4 s tim, Ze signal jedné CH
skupiny mé& vysSi posun oproti chemickému posuratoelr4, coz miZze byt zfisobeno
esterifikaci volné hydroxyskupiny. 2C NMR a DEPT spekter byla ziskana informace
o dvou CH, jedné CH a osmi CH skupin aech kvarternich uhlikach. Z chemickych
posurii signati uhlikovych atomi je patrna ftomnost karboxylové skupiny
(6 168.80 ppm), dvojné vazbyd (115.69 a 146.27 ppm) a dvou uhlikovych aiom
s vazbou na kyslikd(65.65 a 69.97 ppm). DalSi uhlikové signaly potjirpiitomnost
aromatického kruhu. Analyzou interaich konstant, iirazeni pimo vazanych vodik
na uhlikové atomy z HSQC spektra, krospik COSY a HMBC spektrech bylo
provedeno Uplné fiFazeni signdl vodikovych a uhlikovych atoim(viz tab. XIX).
Prostoroveé kontakty a ¢gni absolutni konfigurace je popsano v kap. 4.5.

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vashul s navrzenou
strukturou latky76. Tato latka dosud nebyla v brusnici tere ani v jiné rostlig

identifikovana a jedna se o latku novou.
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Tabulka XIX.*H a®*C NMR latky 76.

No. B¢ H HMBC
3 (ppm) mult. | & (ppm), mult.,J (Hz)
1 168.80 S H-2,3
2 115.69 d 6.30d; J=15.6 Hz) H-3
3 146.27 d 7.59 J=16.0 Hz) H-5,9
4 127.20 S H-2,6,8
5,9 131.11 d 7.450( J=8.8 Hz) H-3,5,9
6,8 116.82 d 6.80d( J=8.8 Hz)
7 161.25 S H-5,6,8,9
1 20.49 q 1.31d, J=6.4 Hz) H-3a
2 69.97 d 5.14gextet J=6.4 Hz) H-1",3a",3b
3a 46.22 d 1.61d¢, J;=13.6 Hz,J,=6.0 Hz) H-1",5
3b’ 1.92 ¢t, J;=13.6 Hz,J,=6.8 Hz)
4 65.65 d 3.84rf) H-3a",3b",5"
5 23.61 d 1.20d, J=6.4 Hz)

4’'R-(B-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoat%)

Porovnanim protonovych a uhlikovych NMR spektessektry latek’4a 76 I1ze

soudit, Ze latka75 se sklad4 z [-p-glukopyranosidové

jednotky, $AR)-

-pentandiolového fragmentu @hydroxykumaratu. Kombinaci analyz 1D a 2D NMR

spekter bylo provedeno Uplnéi@azeni vodikovych a uhlikovych sigadlviz tab. XX).

Propojeni jednotlivyclasti je patrné z krospikv HMBC spektru mezi vodikem H-2’

s uhlikem C-1, vodikem H-1"

s uhlikem C-4' a vodifk H-4'

s uhlikem C-1".

Prostorové kontakty a ¢eni absolutni konfigurace je popsano v kap. 4.5.

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vashul s navrZzenou

strukturou latky75. Tato latka dosud nebyla izolovana.

V literature zabyvajici se studiem fenolickych slenin obsaZenych v listu a

stonku brusnice bévky jsou zmirny dva nezndmé derivagykumarové kyseliny.

Jis€ by bylo zajimavé zjighi, zda se jedna o latky5 a 76. Nicmérg na nasem

pracovisti nebyla moznost HPLC analyzy za stejrgatiminek.

Derivaty kumarové kyseliny, které jsou, vedle @diS derival skdicové

kyseliny a derivat benzoové kyseliny, malou (z hlediska vyZivové hug) ale

vyznamnou sloZkou potravy pro jejich vysokou anitia&ni aktivitu>?
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Tabulka XX.*H a®*C NMR latky 75.

No. 3¢ H HMBC

3 (ppm) mult. | & (ppm), mult.,J (Hz)
1 169.02 S H-2,3,2°
2 115.83 d 6.29d; J=15.9 Hz) H-3
3 146.36 d 7.59 J=15.9 Hz) H-5,9
4 127.19 S H-2,6,8
5,9 131.15 d 7.454( J=8.6 Hz) H-3,5,9
6,8 116.81 d 6.80d( J=8.7 Hz) H-5,9
7 161.20 s H-5,6,8,9
1 20.42 q 1.31d| J=6.0 Hz) H-3a",3b"
2 70.20 d 5.20gextet J=6.4 Hz) H-1",3a",3b
3b’ 44.35 t 2.05dt, J;=14.0 Hz,J,=6.8 Hz) H-1",2",5"
3a 1.66dt, J,;=14.4 Hz,J,=6.0 Hz)
4 72.87 d 4.00nf) H-3a",3b",5",1”
5 20.15 q 1.22d J=6.4 Hz) H-3a",3b’
1~ 102.05 d 4.32d, J=7.6 Hz) H-4", 2"
27 75.01 d 3.15dd, J;=8.7 Hz,J,= 8.1 Hz) H-4""
37 78.05 d 3.35 H-2"
4" 71.65 d 3.27 H-37,57
57 77.74 d 3.26 H-4"", 6a”
6a” 62.82 t 3.68dd, J;=11.9 Hz,J,=5.2 Hz)
6b” 3.86 @d, J;,=11.9 Hz,J,=1.8 Hz)

4.2. Postup dleni methanolického extraktu listu brusnice bofivky

— L4 - methanolicka faze
L2 =—
— L5 - hexanova faze
L1
— L8 - vodna faze
L3
— L9 - ethericka faze

Schéma 2

4.2.1. B¥leni methanolické faze L4

V chloroformu rozpustn&ast methanolické faze4 byla clena sloupcovou
chromatografii. Obsahéwzajimavé frakce byly rechromatografovany. Ve fiakdyly
piitomny triterpenoidni slaieninya-amyrin (63), oleanova kyselina2() a ursolova

kyselina @2).

4.2.2. BEleni hexanové faze L5

Rozbor frakci ziskanych gradientovou sloupcovowetatografii a naslednymi

rechromatografiemi ukézal na obsah triterpenoidngtbuwenin a-amyrinu ©63),
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B-amyrinu  69), oleanové kyseliny (21), ursolové kyseliny (22), 3(3,123-
-dihydroxyolean-28-13-olidu 62) a glutinolu 64) a dale3p-sitosterolu (24) ze
skupiny steroidnich sl@enin. Z jedné frakce se padtla ziskat smis a-amyrinu 63) a
B-amyrinu 69), ve které pevazovala-amyrin ©3) a z této swsi byla utena jeho
struktura. Z jedné frakce byla ziskana &éniist4 ursolova kyselina2@) zneisténa
malym obsahem oleanové kyselirdl). Z této frakce byla @ena struktura latky2@Q).

Z *H NMR spekter frakci obsahujicichamyrin 63), B-amyrin 69), oleanovou
kyselinu @1) a ursolovou kyselinu2@) byl proveden odhad mnozstwichto latek
v methanolickém extraktu listu brusnice tky (viz tab. XXI).

Tabulka XXI. Procentualni zastoupeni latek, 22, 59a 63 vztazené na methanolicky extrakt listu
brusnice baivky.

63 59 21 22
mnozstvi (mg) 265 515 121 458
zastoupeni 0.22 % 0.43 % 0.10 % 0.38 %

4.2.2.1. Uéeni struktury triterpenoid
4.2.2.1.1. Ursanoveé derivaty

Ursanové derivaty se liSi od oleananovych detiy@iuze pozici methylovych
skupin C-29 a C-30. Vrozboru NOESY spekter naglein struktur se zadéiim
pouze na interakce vodikovych atibrkruhu E. NOESY krospiky vodikovych atém

zbyvajicicasti struktury jsou u oleananovych a ursanovycivdtrtotozné.

a-Amyrin (63)

Strukturaa-amyrinu 63) je ukena ze sisi sf-amyrinem §9). Analyzou 1D a
2D NMR spekter s@si tchto slodenin neni mozné uplnétipazeni vSech signal
vodikovych atom, ale pouze signélvodikového atomu H-12 s chemickym posunem
0 5.13 ppm, vodikového atomu H-3 s chemickym posudedr22 ppm. Osm singhet
s integralni intenzitourt vodiki a chemickymi posung 0.79, 0.80, 0.80, 0.91, 0.96,
1.00, 1.01 a 1.07 odpovida osmi methylovym skupirfain tab. XXII). Porovnanim
rozdili v NMR spektrech oleanové kyseling1j a ursolové kyseliny22) s rozdily
spekterB-amyrinu §69) se spektry sisi B-amyrinu §9) sa-amyrinem 63) byla na

zaklad podobnych odliSnosti potvrzena struktaramyrinu 63).
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VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vahul s navrZzenou

strukturou latky63. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uiylo jednoznéné

prokézano, Ze latkd3 ma strukturux-amyrinu.

77,85,86,89,101

a-Amyrin (63) vykazujetadu biologickych aktivit: anti-HIV, protinddorovou,

antivirovou a protiza#livou aktivitu2®

Tabulka XXII*H a**C NMR latky63.

Uhliky Protony
1 38.75
2 27.23
3 79.00| 3a 3.22 (m,>.J=16.0 Hz)
4 38.75
5 55.12
6 18.34
7 32.89
8 39.96
9 47.66
10 36.86
11 23.33
12 124.37| 12 5.13,(J=3.6 Hz)
13 139.55
14 42.03
15 28.73
16 26.57
17 33.73
18 59.01
19 39.63
20 39.57
21 31.22
22 41.50
23 28.10| 23a 1.00 (s, 3H)
24 15.67| 243 0.80 &, 3H)
25 15.62| 25 0.96 &, 3H)
26 16.83| 263 1.01 6, 3H)
27 23.24| 27 1.07 6, 3H)
28 28.10| 28 0.80 &, 3H)
29 17.46| 29B 0.79 6, 3H)
30 21.40| 30a 0.91 6, 3H)
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Ursolova kyselinaZ?2)

Rozborem'H, **C a DEPT spekter izolované lat@ byla ziskana informace
0 paitu a typu uhlikovych atoty sedmi CH, deviti CH a sedmi CH skupinach a sedmi
kvarternich uhlikovych atomech. Déle 1D NMR spektrkazuji na pftomnost
hydroxylové skupiny na C-3(78.56 ppm), signal vodikového atomu H-3 ma chegnick
posund 3.20 ppm, dvojné vazby v pozici 1& C-12 125.26 ppm a C-13 137.96 ppm),
signdl vodikového atomu H-12 je triplet s chemickyposunend 5.24 ppm,
karboxylové kyseliny C-28% 180.33 ppm) a dvou methylovych skupin sousedicich
s CH skupinami, dva dublety vodikovych atonH-29 s chemickym posunem
0 0.87 ppm, C-2916.70 ppm), a H-30 s chemickym posunérd.95 ppm, C-30
(620.82 ppm). Zbyvajici signaly vodikovych atra integralni intenzitourit vodiki
jsou singlety s chemickymi posuy0.78, 0.83, 0.93, 0.98 a 1.09 ppm a odpovidajitp
methylovym skupinam. Dublet signalu vodikového atori-18 s chemickym
posunend 2.19 ppm ukazuje naripomnost elektronakceptorové skupiny v blizkém
okoli, vtomto pipact karboxylové skupiny C-28. Ziskané informace ukatpwna
podobnost latky22 s latkou21 a odlisnost pouze na kruhu E. Uplnéigzeni signd
vodikovych a uhlikovych ato@inatky 22 viz tab. XXIII.

Analyzou NOESY spektra je potvrzena konfiguracepanidajici ursolové
kyseline (22). Vodikové atomy methylové skupiny H{29maji NOESY interakce
s vodikovymi atomy H-12, H-IB H-1% a H-2@. Vodikové atomy methylové
skupiny H-3@ maiji prostorove interakce s vodikovymi atomy Hx181-203, H-21a a
H-27a.

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vahul s navrZzenou
strukturou latky22. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uiylo jednoznéné
prokazano, Ze 14tka2 ma strukturu ursolové kyselinyf;82113-117

Ursolova kyselinag?2) je velmi roz&ieny triterpenoid v celé rostlinf&i ¢asto i
ve forme glykosidi a vykazuje Siroké spektrum biologickych aktivihtianikrobialni,
antiaterosklerotickou, protizatiivou aktivitu a je inhibitorem tvorby zubniho kaz"®
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Tabulka XXIItH a*3C NMR latky 22,

22

Uhliky Protony
1 38.44| 1a 1.00
1B 1.64
2 26.51| 2a 1.60
2B 1.60
3 78.56| 3a 3.20 fm, > J=15.7 Hz)
4 38.44
5 55.02| 5a 0.73
6 18.06| 6a 1.50
6B 1.34
7 32.80| 7a 1.34
7B 1.52
8 39.22
9 47.32| 9a 151
10 36.68
11 23.01| 11a 1.92
1183 1.92
12 125.26| 12 5.24,3=2.4 Hz)
13 137.96
14 41.82
15 27.76| 150 1.09
153 1.88
16 23.96| 160 1.66
1603 2.00
17 47.55
18 52.60| 183 2.19 @, 3=11.9 Hz)
19 38.85| 19a 1.34
20 38.67| 208 0.96
21 30.42| 21a 1.33
213 1.49
22 36.58| 220 1.70
223 1.64
23 27.73| 230 0.98 6, 3H)
24 15.30| 243 0.78 6, 3H)
25 15.10| 253 0.93 6, 3H)
26 16.58| 263 0.83 6, 3H)
27 23.22| 270 1.09 6, 3H)
28 180.33
29 16.70| 293 0.87 @, J=6.0 Hz, 3H)
30 20.82| 300 0.95 @, J=6.4 Hz, 3H)
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4.2.3. C¥leni vodné faze L8

Vodna fazel.8 byla chromatograficky édlena a obsahem zajimavé frakce byly
dale rechromatografovany. Rozbor vodné faze ukdaalbsah sacharid methyl{3-D-

-fruktopyranosidu  §9), methyla-D-fruktofuranosidu  T70) a  methylB-D-
-fruktofuranosidu 71).

Z této faze byl izolovan myo-inositor9).

4.2.3.1. Uéeni struktury myo-inositolurQ)
Myo-inositol (79)

Signaly vodikovych atofh jsou ve spektru v oblasd 3.20 — 4.10 ppm, jsou
dole rozliSené a jejich integralni intenzita odpovi&ksti vodikovym atodm. Ve
13C NMR spektru jsoustyii signaly uhlikovych atorin (3 73.13 — 76.34 ppm), dva
s dvojnasobnou intenzitou &Wici o symetrii molekuly. Chemické posuny signal
uhlikovych a vodikovych atoinswd¢éi o vazbach na hydroxylové skupiny. Sumarni
vzorec ziskany z MS-ESI je ¢81,0s ukazuje na fitomnost Sesti hydroxylovych
skupin. Analyzou interakich konstant signaél vodikovych atom bylo provedeno
Uplné gitfazeni signdl vodikovych a uhlikovych atoinizolované latky 79 (viz
tab. XXIV). Hodnota interakni konstanty 10.0 Hz (resp. 9.2 Hz) odpovida vzagm
axialné-axialni poloze sousednich interagujicich vodikbvatomi, zatimco interani
konstanta 2.4 Hz (resp. 2.8 Hz) odpovida vzajemmr&&lrg-ekvatorialni resp.
ekvatoriali-ekvatorialni poloze vodik

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vahul s navrZzenou
strukturou latky79. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uylo jednoznéné
prokazano, Ze 14tka9 ma strukturu myo-inositoltf’ 1812

Myo-inositol  (79) je hlavni sloZzkou mnoha biochemickych praces
Metabolismus inositolu je z&kladem pro vyvoj rostliZzivaticht a rekterych
mikroorganisni. Hlavni roli myo-inositolu 79) v buré¢nych procesech je tvorba

burgenych membran, biogeneze inych sén, reakce na stres a signal transduee.
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Tabulka XXIVAH a**C NMR latky 79.

Uhliky Protony
1 76.34| 1 3.28t(J=9.2 Hz)
2 73.13| 2 3.62t(J=10.0 Hz)
3 74.40| 3 3.53dd, J;=10.0,J,=2.8 Hz)
4 74.18| 4 4.06t(J=2.4 Hz)
5 74.40| 5 3.53dd, J;=10.0,J,=2.8 Hz)
6 73.13| 6 3.62t(J=10.0 Hz)

4.2.4. B¥leni etherické faze L9

Ethericka fazd.9 byla chromatograficky dena a ziskané frakce byly naslédn
rechromatografovany. V ziskanych frakcich byly dessy sacharidmethyl{3-D-
-fruktofuranosid T1), iridoid monotropein %8), quercetin 27), derivaty (B4R)-
-pentandiolu:  (R,49-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diol  74), 4'R-(3-D-
-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoat 79),
4’'R-hydroxypent-25yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoét7¢) a glykosylovany
steroid: B-sitosterolglukosid §0). Timto ctlenim byl ziskancisty quercetin 27) a

3B-sitosterolglukosid&0).

4.2.4.1. Uéeni struktury flavonoitl
Quercetin 27)

V protonovem spektru latk7 jsou dolse rozliSené signaly vodikovych atém
v aromatické oblasti s chemickym posun&ré.18, 6.40, 6.88, 7.54 a 7.67 ppm. Jedna
se o systémytyr dublefi a jednoho dubletu dubtet Hodnota interaéni konstanty
8.4 Hz odpovida ortho-pozici vzajemrinteragujicich vodikovych ataim Hodnota
interakeni konstanty 2.0 Hz odpovida meta-pozici vzajénmeragujicich vodikovych
atomi. Z3C NMR a DEPT spektra je patrny celkovydpb signal uhlikovych atom
patnact, a to @i CH skupin a deseti kvarternich uhlikovych atonZ chemickych
posurii signati uhlikovych atom je patrny ¥tSi paet hydroxylovych skupin a také
karbonylova skupina v sousedstvi hydroxylové skypmhMS-ESI je stanoven sumarni
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vzorec GsHi007, ze kterého lze usuzovat nétpmnost karbonylové skupiny a Sesti
hydroxylovych skupin.

Z COSY spektra byly deny spinové systémy vzajemninteragujicich
vodikovych atom, vodiku H-6 s vodikem H-8, vodiku H-2' s vodikydH a H-6'.

K uhlikovym atonim byly pritazeny pimo vazané vodiky pomoci HSQC spektra.
NejvétSi vyznam pro weni struktury izolované latky o HMBC spektrum. Na jeho
zaklad bylo provedeno kompletnifigazeni signdl vodikovych a uhlikovych atoi27
(viz tab. XXV).

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou Veshu s navrzenou
strukturou latky79. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uiylo jednoznéné
prokazano, Ze 14tka9 ma strukturu quercetimi>*2*

Quercetin 27) je latka s antialergennimi, antiaterogennimatigargtlivymi,
antimikrobialnimi,  antitrombotickymi, kardioprotékhimi, vazodilaténimi a

antioxidanimi &inky.**

Tabulka XXV*H a**C NMR latky27.

Uhliky Protony
146.78
135.72
175.82
160.71
98.18| 6 6.18d, J=2.0 Hz)
163.94
93.34| 8 6.40d, J=2.0 Hz)
156.13
102.98
121.94
115.05| 2 7.67q¢,J=2.0 Hz)
145.05
147.69
115.60| 5 6.88q, J=8.4 Hz)
119.96| 6’ 7.54dd, J;=8.4 Hz,J,=2.0 Hz)

QOWooo~NOULhWN

QUBRONREES
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4.2.4.2. Uéeni struktury steroidu
3B-Sitosterolglukosid&0)

Uplné gitazeni signdl uhlikovych atorm latky 80 je provedeno na zéaklad
analogie s latko@4. Z vodikovych signdl jsou ifazeny pouze signaly vysunuté mimo
oblast pekryvu a intenzivni signaly methylovych skupin. Vkové atomy
glukopyranosidovéasti jsou pifazeny na zéakladanalyzy'H NMR spektra a rozborem
interakénich konstant jednotlivych sigrig{viz tab. XXVI).

VSechny informace ziskané z NMR spekter jsou vashul s navrZzenou
strukturou latky80. Porovnanim s NMR daty uvedenymi v litef&uylo jednoznéné

prokazano, Ze 14tkB0 ma strukturu ursolové kyselinBasitosterolglukosidd?®*?2

OH
€5 (@)

"2 -
3 ? OH

80
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Tabulka XXVI*H a®*C NMR latky80.

Uhliky Protony
1 37.83
2 30.60
3 78.49
4 39.68
5 141.27
6 122.26| 6 5.36t(J=2.8 Hz)
7 32.40
8 32.52
9 50.69
10 37.17
11 21.63
12 40.30
13 42.83
14 57.17
15 24.85
16 28.88
17 56.59
18 12.32| 18 0.68
19 19.76| 19 0.95
20 36.73
21 19.35| 21 0.87d( J=6.8 Hz)
22 34.55
23 26.74
24 46.39
25 29.81
26 19.55| 26 0.8%d( J=7.2 Hz)
27 20.31| 27 1.00d( J=6.8 Hz)
28 23.73
29 12.50| 29 0.90t,(J=7.2 Hz)
r 102.91| 1 5.074¢, J=8.0 Hz)
2 75.67| 2 3.981fn, >J=34.4 Hz)
3 78.94| 3 4.084d, J;=8.8 Hz,J,=7.6 Hz)
4 72.05| & 4.31Im
5’ 78.80| 5 4.31Im
6’ 63.17| 6'a 4.43dd, J;=11.6 Hz,J,=5.2 Hz)
6'b 4.58 @d, J,=11.6 Hz,J,=2.4 Hz)
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4.3. Fehled izolovanych latek ze stonku a listu brusnickoriavky

V nésledujici tabulce (tab. XXVII) uvadintghled latek izolovanych ze stonku
a listu brusnice bdrky. ++ zn&i vySSi zastoupeni latek v methanolickém extraktu

oproti +.

Tabulka XXVII. Zastoupeni izolovanych latek ve dtara listu brusnice bévky

Slouw¢enina Stonek | List
a-amyrin 63) + +
B-amyrin 69) ++ ++
ursolova kyselina22) + +
oleanova kyselina2(l) ++ ++
3B,123-dihydroxyolean-28-13-olid 62) + +
glutinol (64) + +
3B-sitosterol 4) ++ ++
3B-sitosterolglukosid&0) - +
monotropein §8) + +
quercetin 27) ++ ++
myo-inositol {79) - +
vitamin E @5) + -
2-deoxy-L-ribono-1,4-lakton7(3) + -
sacharosarQ) ++ —
methylf3-D-fruktopyranosid §9) ++ ++
methyl-a-D-fruktofuranosid 70) ++ ++
methyl{3-D-fruktofuranosid 71) ++ ++
(2R,49)-2-0O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diof 4) + +
4'R-(B-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoéi5) ++ ++
4’'R-hydroxypent-25-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-eno4f 6) + +

Z'H NMR spekter frakci obsahujicich nové latkg a 76 byl winsn odhad
zastoupeni¢chto latek v methanolickém extraktu stonku brusrboeivky. MnoZstvi
latky 75 bylo odhadnuto na 1.97 g (1.45 %) methanolickéktoaktu stonku brusnice
boraivky a mnozZstvi latky76 na 0.22 g (0.16 %) methanolického extraktu stonku
brusnice baivky. Odhad mnozZstvi byldinén z frakci ziskanychaenim frakceS16
Vzhledem k obsahu latky5 také ve frakcict518 a S20 bude celkové mnozZstvi této

latky ve stonku brusnice biorky vySSi.
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4.4. Riprava standardi: (2R,4R)-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-
-diolu (77) a (%5,4S)-2-O-3-D-glukopyranosylpentan-2,4-diolu (78)

Pro uteni absolutni konfigurace novych |at&6 a 76 bylo nutné pipravit
sloweniny 77 a 78 s definovanou absolutni konfiguraci pro porovidNIR spekter se

spektry izolovanych latek4, 75 a76 a gipraveného fragmentsil.

OAc OAc

m 30% HBr/CH5COOH %
ACAC\)CO SRS OAc CHaCl AC/-C\)CO SAS Br
83 82
Schéma 3

V rdmci toho byl syntetizovan jako vhodny glykosybnor 2,3,4,6-tetr®-
-acetylf3-D-glukopyranosylbromid 82) (viz schéma 3), ktery byl ijpraven reakci
peracetylované glukos38 s HBr/CHCOOH ve vy&zku 95 %

OH OH KOH. 50 °C OH OBn
H + BnCIl ———— :
toluen
86 84
Schéma 4
OH OH KOH. 50 °C. OH OBn
: + BnCl ——— :
toluen
87 85
Schéma 5

Jako vhodné akceptory do glykosynéch reakci byly pouzity monobenzylované
dioly 84/ 85, které byly pipraveny parcialni benzylaci 2,4-pentandi@& 87 smesi
benzylchlorid/n-BusN*Br/ KOH/ voda/ toluen $ 50° C ve vy&zku 62 %/ 46 % (viz
schéma 4/ schéma 5%,
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OAc

OH OBn
o) H
AcO + -
AcO Br
OAc
82 84
QhAc OH  OBn
e} z
AcO +
AcO Br
OAc
82 85

OAc

AgCIO,, Ag,CO 0]
gllUy, AgoLO3 AcO o OBn
CH,Cl,, -35 °C AcO E
OAc H
88
Schéma 6
OAc
AgClO,4, Ag,CO (0]
¢} 4, AQ2LU3 AcO o OBn
CH,Cl,, -35 °C AcO E
OAC/-\)\
89
Schéma 7

Modifikovana Koenigs-Knorrova metoda glykosylanenobezylovanych didl
84/ 85 za pouziti srsi AgCIOy/ Ag.CO; (1/5) v dichlormethanu poskytla chedny
glykosid 88/ 89 ve vy&zku 22 %/ 21 % (viz schéma 6/ schéma>7\Niz&i vygzky

byly zagicinény vynechanim optimalizace glykosyta metody,

prednétem této prace.)

88

OAc

AcO °

C

AcO (E) i
OAC/:\/K

89

kterd nebyla

OH
MeONa 0
HO o) OB
cOH Hm zon
OH :
90
Schéma 8
OH

MeONa

o}
——— HO 0 OBn
MeOH Hm H

91
8o 9

Nasled® byly piipravené chramé dioly 88 a 89 deacetylovany dle Zempléna
(MeONa/MeOH) (viz schéma 8/ schéma &) Vysledny benzylovany glykosiéio/ 91

byl ziskan ve vytZzku 68 %/ 65 %.
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OH OH

HO J\/?i MeOH HO oH

Schéma 10

OH OH

HO%O o8B te 2 HO%O OH
HO " MeOH HO =

Scleéhi

Konetnym krokem pro fipravu modelovych 2,4-pentandiolovych glykasiéi?
a 78 byla debenzylace sléanin 90 a 91 pomoci H, ktera byla provedena za

heterogenni katalyzy Pd/C (viz schéma 10/ schémavisledné latky byly fipraveny
s vytzkem 98 %/ 97 %.

o) MeON 0
HO%O o = — oo HO%O o
HO MeOH HO
OH oH OH/'\/'\

75 81
Schéma 12

Pro porovnani NMR spekter se spektry vySe symesimych latek77 a 78 byl
pouzit fragmeni8l ziskany zasaditou alkoholyzou pomoci MeONa/ Me@blavané
latky 75 (viz schéma 12)'H a**C NMR spektra latky1 ziskané ve vy#ku 72 % jsou
totozna sH a’*C NMR spektry izolované latky4.
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4.5. Uréeni absolutni konfigurace latek 75 a 76

Pro srozumitelnost textu v této kapitole budu pweatzinasledujicicislovani
retézce latek 75, 76 a81.

75
OH
.
e
HO .0 OH
3 “"OH
) 2
5 3 1
81 76

Konfigurace sloteniny 75 byla ugena kombinaci syntézy standard7 a 78,
NMR meieni a molekulového modelovani. Nejprve byla vykna konfigurace
2R 4R a 54S porovnanim*H a *C NMR spekter fipravenych standaéds 'H a
3C NMR spektry fragment81 izolované latky75.

K rozliSeni absolutni konfigurace meziR4‘'S a 2'S4‘'R bylo provedeno 100
simulovanych Zih&ni lateks a 76 na 1000 K a nasledné ochlazeni na 200 K. Poté byly
vSechny struktury optimalizovany a geometrické @d&dani s nejnizsi energii bylo
porovnano s 2D-ROESY spektrem gleniny 75. Struktura 2S4°'R konformeru
kontakty v 2D-ROESY spektru mezi vodikem H-1"" alikem H-4" a mezi vodikem
H-1" a methylovymi vodiky na C-5" indikuji, Zze Kommace C1-O-C4°-C3" je
antiparalelni. V této konformaci jsauethylova skupina v pozici 5" a vodikovy atom
v pozici 4" prostoro¥ blizko vodikovému atomu v pozici 1. Stejna konface byla
Zihdnim molekuly s konformaciR4'R (viz obr. 4).Hodnoty interakni konstanty mezi
vodikem H-3"b a vodikovymi atomy v polohach 2° a(A9 Hz a 7.2 Hz) ukazuji, ze
vodik H-3b je orientovan antiparalélnzhledem kd&mto dwma vodikovym atoriim.

V druhém moZzném prostorovém ug@pdani sloteniny s konfiguraci R4'S je
v konformeru s nejnizsi energii methylova skupimaGy5” vzdalena 4.5 A od vodik
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H-1"" a H-3"b a neni v antiparalelnim ugpdani s vodikovymi atomy v polohach 2" a
4°. Z uvedené analyzy tedy vyplyva, Ze izolovandu&nina 75 ma konfiguraci
2’S4R.

Na zéaklad podobnosti *H a'3C NMR spekter latky76 se spektry latky’5 je
patrné, ze latk@6 je aglykonem latky’5.

2’S,4'R. Vodiky, které nejsou vyznamné préenir absolutni konfigurace, jsou prorghlednost

vynechany. Znazoeény jsou vyznamné 2D-ROESY korelace.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Obecné poznamky k experimentalniasti

NMR spektra byla gfena na fistrojich Bruker Avance 1I-600, Bruker Avance
11-500, Varian”™™ INOVA 400, Varian VNMRs 300'H NMR spektra byla itena pi
pracovni frekvenci 600.1, 500.0, 400.0 a 300.0 MP2,spektra i pracovni frekvenci
150.9, 125.7, 100.6 a 75.0 MHZi pgeplo& 25 °C. Spektra byla #&ena v CDC,
CDs0D, D,O, DMSO4s a pyridinuds. Jako vnitni standard byl pro siieni v CDC}
pouzit TMS @y 0 ppm) a v RO t-BuOH @y 1.25 ppm). Spektra ¢rena v CROD,

DMSO-ds a pyridinds byla referencovana na signal rozpedi ©n 3.31, 2.50 a

8.74 ppm). Chemické posunyXC NMR spektrech byly referencovany na signal
rozpoustdla CDCE (8¢ 77.00 ppm), CBOD (8¢ 49.00 ppm), DMSO&: 39.50 ppm) a

pyridin-ds (6c 150.35 ppm),
(6¢c 31.60 ppm).

v BOD byly

referencovany na signat-BuOH

Standardni parametry NMR technik pouzitych v téticp

1D protonovy experiment:
akviziénicas: 2.5 s

relaxani prodleva: 2 s

spektralni §ka: od -1 do +11 ppm
pocet prechodi: 64

celkovy¢as: 5 min

DEPT experiment:

akvizicni ¢as s protonovym dekaplinkem: 1.2 s
relaxani prodleva: 1.5 s

spektralni §ka: od -20 do +220 ppm

pocet prechodi: 256 na 1 spektrum

celkovycas: 47 min

2D TOCSY experiment;

relaxani prodleva: 0.8 s

640 komplexnich badv t2 a 250 inkremeiitv t1
4 prechody na inkrement

celkovy¢as: 36 minut

1D uhlikovy experiment:

akvizicni ¢as s protonovym dekaplinkem: 0.8 s
relaxani prodleva: 2 s

spektralni §ka: od -10 do +240 ppm

pocet prechodi: 1024

celkovycas: 48 min

2D COSY experiment:

relaxani prodleva: 0.5 s

1536 komplexnich bagdv t2 a 200 inkremeiitv t1
8 prechodi na inkrement

celkovy¢as: 22 min

2D NOESY experiment:

relaxani prodleva: 1.5 s

smeSovaci prodleva: 0.3 s

1504 komplexnich bagdv t2 a 300 inkremeiitv t1
32 prechodi na inkrement

celkovycas: 12 h
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2D HSQC experiment: 2D HMBC experiment:

relaxani prodleva: 1 s relaxani prodleva: 0.9 s

448 komplexnich badv t2 a 256 inkremenftvtl 864 komplexnich badv t2 a 256 inkrementv t1
2 prechody na inkrement (s pouzitim 16 prechodh na inkrement (s pouzitim
gradientovych pulg gradientovych pulg

celkovycas: 19 min celkovy¢as: 1h 20 min

PoznamkaJednotliv&iasy experimeritbyly upravovany podle mnozstviéteného vzorku.

Hmotnostni spektra ESI, APCI bylaéena na fistroji Bruker Equire 3000.
Vzorek byl zavadn primou infuzi. HR-MS ESI spektra byla¢hena na fistroji LCQ
ORBITAL XL (Thermo) a GC-MS analyza byla provedena gistroji FINNIGAN
MAT GCQ™ na kolo SE-54. Optické otdvosti byly msteny v MeOH na
automatickém polarimetru AUTOMATIC POLARIMETER, Aapol 1l (Rudolph
research, Flanders, New Jerseyjesposti +2°.

Infracervena spektra byla ¢gfrena metodou difuzni reflektance (DRIFT) v KBr
na fFistroji Nicolet AVATAR 370 FT-IR. VIndty jsou uvedeny v cth UV spektra
byla méfena na fistroji Thermo HEROS.

Cistota vzork byla sledovana pomoci tenkovrstevné chromatogradiddliich
Kieselgel 60 F 254 (Merck). Detekce TLC folii byfaovadina postikem 10%
kyselinou sirovou a zaétim. Pro sloupcovou chromatografii byl pouzivalikagel
Kieselgel 60 (63 — 20im, Merck), silikagel Fluka 60752 (0.04-0.063 mm@yerzni
silikagel Kieselgel 60 silanizovany (63 — 206, Merck)

Opticky aktivni (R 4R)-pentan-2,4-diol, (849-pentan-2,4-diol a 10% Pd/C
bylo od firmy Sigma Aldrich. Molekularni sito UORRADylo pouzito od Fluky. Veskera
rozpoustdla, ktera byla P experimentu pouzivana, bylargqudem pedestilovana.
Silikagel pouZzity na sloupcové chromatografie b¥gdgpouzitim vzdy nejprve promyt
mobilni fazi.

Studie molekulového modelovani byly provedeny s Zitjon programu
Hyperchem 8 (Hypercube). Pro konvergenci (tnéez 0.01 kJ mdl RMS sily) byla
pouzita Polak-Ribierova metoda pro minimalizovanéergie. Pro vSechny vypty
simulovanym Zihanim: optimalizovana vychozi struktu byla vystavena
simulovanému Zihani — po dobu 0.2 psigini z 300 na 1000 K, 0.4 ps ekvilibrace a
0.7 ps chlazeni na 200 K nésledované optimalizaoingtrie. Kazdé dalsi simulované
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Zihé&ni vychazelo z tpdchozi energeticky minimalizované struktury. Prazdou

strukturu byla ziskdna sada 100 geometrii, ze &kedyyl pro dalSi vyhodnoceni

v s

Nadzemni ¢asti brusnice bdwky byly nasbirany v lesiciCeskomoravské
vrchoviny v srpnu roku 2000. Listy byly oéldny od stonk. Oke ¢asti byly suSeny na
vzduchu pi pokojové teplot cca 25 °C po dobu jednohasice.

Hmotnosti jednotlivych fazi a frakci jsou uvedenyqupaeni do sucha

5.2. DEleni methanolického extraktu stonku brusnice boiivky

SuSené stonky (2522 g) byly rodktiny na malé kousky a dvakrat extrahovany
methanolem (210 I) po dobu celkemtit mésiai. Byly ziskany dva methanolické
extrakty, které byly smichany a odpay do sucha. Byl ziskAn methanolicky extrakt
stonku brusnice bévky S1(257.8 g), ktery byl nejprve roZkkn na nepolarni§2) a

polarni frakci §3) a dale zpracovavan dle schématu 13.

3—S6

2 S4
— S2 —I: — S7 - schéma 14 — S22
S5 - schéma 15 S14 ==

— S23 - schéma 18

1
| o[ S12 7
S — s [ SI0 —I: [~ S24
—ss—l: S13 S15 42

S11 — S25 - schéma 19

S21 - schéma 21
10
9 S19
3 S17 —I: S20
— S9 —I: S18
S16 - schéma 20

Schéma 13

— S3

1. Methanolicky extraktS1 (135.60 g) byl rozpudh v MeOH (100 ml) a
vysrazen destilovanou,® (500 ml). Roztok byl ponechan stat po dobu 8. dfznikla
nepolarni srazenind2 (18.00 g) a vodna faz&3(116.40 g).

2. Methanolicka faz&2 (18.00 g) byla nasledrnrozpustna v teplém MeOH (50
ml) a vysrazena teplym hexanem (500 ml). Na spdgezii byl gidan CHC} (40 ml).
Do druhého dne se vytiita sraZzeninaS4 (9.13 g) a hexanova faze5 (8.46 Q).

Hexanovéa faz&5byla dale chromatografickyetbna (viz schéma 15).

68



3. i rozpousEni methanolické faz&4 (9.13 g) v CHC (50 ml) byla ziskana
nerozpu&tna slozkaS6 (8.25 g) a chloroformova faze7 (0.56 g), ktera byla diena
sloupcovou chromatografii (viz schéma 14).

4. Vodna fazeS3 (116.4 g) byla rozpu&a v MeOH (300 ml) a nechana
zchladnout na laboratorni teplotu a vysrazen®EB00 ml). Stdnim do druhého dne se
usadila srazenin@8(64.75 g) a ethericka faf&9 (51.36 g).

5. Vodna fazesS8 (64.75 g) byla pod zpnym chladéem rozpusina v MeOH
(80 ml) za varu a nechana zchladnout na laboratepiotu. Poté byl methanolicky
roztok vodné faze vysrazen,Bt (80 ml). Vznikla srazenin&10(60.10 g) a ethericka
fazeS11(4.48 g). Ethericka fazél1lobsahovala sacharosi?] a monotropeing8).

6. Srazenin®&10(60.10 g) byla rozpu&a v MeOH (150 ml). Po zchladnuti na
laboratorni teplotu byl roztok vysrazen,@t (100 ml). Usadila se srazenir&il?2
(47.26 g) a ethericka faz&13(12.55 g). Etherickd faz813 obsahovala sacharosr2y
a monotropeing8).

7. Vodna fazes12(47.26 g) byla rozpudta za varu pod Znym chladéem v
MeOH (100 ml) a nechana zchladnout na laboratagplotu. Vzorek nebyl zcela
rozpusén, proto byl gidan jes¢ MeOH (30 ml) a destilovana.B® (15 ml). Az poté byl
roztok vysrazen EO (75 ml). Vznikla srazenin&14 (37.12 g) aetherickd fazes15
(9.46 g).

8. Ethericka faz&s9 (51.36 g) byla za horka rozpesa v MeOH (40 ml). Po
dosazeni laboratorni teploty byl roztok vysrazefOH#0 ml). Usadila se srazeniB46
(21.12 g) a ethericka faz817 (30.24 g). Srazenin&16 byla dale chromatograficky
délena (viz schéma 20).

9. Ethericka fazes17 (30.24 g) byla za horka rozp&sa v MeOH (50 ml) a
nechana zchladnout na laboratorni teplotu. Nasléghroztok vysrazen gD (75 ml).
Vznikla srazeninaS18 (2.54 g) a ethericka faz&19 (27.49 g). Srazenin&18
obsahovala monotropein 5§), 4’R-(B-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoat79) a (R 49-2-O-3-d-glukopyranosylpentan-2,4-diol
(74).

10. Etherickd f&zeS19 (27.49 g) byla rozpu&bha v MeOH (30 ml). Po
vychladnuti na laboratorni teplotu byl roztok vyssa EtO (60 ml). Do druhého dne
vznikla srazeninaS20 (0.85 g) a ethericka faz&21 (26.37 g), ktera byla déle
chromatograficky &lena (viz schéma 21). SraZzeni@d0obsahovala monotropeib§),
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4’'R-(B-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoat7%) a
(2R49-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-di¢r4).

11. SrazeninaéS14 (37.12 g) byla za horka rozpesa v MeOH (150 ml),
nechana zchladnout na laboratorni teplotu a vyseaE$O (50ml). Do druhého dne se
vytvorila srazeninaS22 (11.06 g) a etherickd faz823 (25.70 g), kterd byla déle
chromatograficky &dena (viz schéma 18).

12. Ethericka faz&15 (9.46 g) byla vytepana mezi CHGI(200 ml) a HO
(200 ml). Byla ziskana chloroformova fa&24 (24 mg) a vodné faz825 (9.20 g).
Vodna fazes25byla dale chromatografickyelna (viz schéma 19).

5.2.1. B¥leni methanolické faze

— 28 —2— S44- 548

| §30 —>— $49-553

s7-L 526 - 543 S38 —— §54-557

L $39 —>— S58- 566

L S41 —8— $67-572
Schéma 14

1. Chloroformova faz&7 (256 mg) byla dlena gradientoy na sloupci SiQ
(50 g). Vzorek byl nanesen na sloupec rozpstv CHCE (5 ml). Byly odebirany
90 ml frakce, které byly podle TLC smichany. Vzorékl délen nasledujicimi
mobilnimi fazemi: Hex (300 ml), Hex : £ 30:1 (310 ml), 20:1 (210 ml), 10:1
(330 ml), 9:1 (200 ml), 8:1 (270 ml), 7:1 (320 mH,1 (280 ml), 5:1 (300 ml), 4:1
(250 ml), 3:1 (200 ml), 2.5:1 (350 ml), 2:1 (150)dl.5:1 (250 ml), 1:1 (100 ml), 1:1.5
(250 ml), 1:2 (300 ml), 1:2.5 (175 ml), 1:3 (200)p:4 (250 ml), 1:5 (300 ml), 1:6
(175 ml), 1:7 (160 ml), 1:8 (90 ml), 1:9 (200 m1}10 (110 ml), 1:20 (105 ml), 1:30
(155 ml), EtO (200 ml), E4O : MeOH 20:1 (525 ml), 10:1 (440 ml), 7:1 (320 nd)1
(300 ml), 3:1 (400 ml), 1:1 (200 ml), MeOH (500 m0% CHCOOH v MeOH
(100 ml). Byly ziskany frakces26 az S43 Obsahem zajimajsi frakce byly dale
chromatografovany. Ve frakcs33 (23 mg) byly obsazeny oleanova kyselirfdl)(
ursolova kyselina22) a P-sitosterol 24).
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2. FrakceS28(8 mg) byla dlena na sloupiu Si0, (0.4 g). Vzorek byl nanesen
rozpusény v CHCE (0.3 ml). Jako mobilni faze byla pouzita &8MEHO : Hex 2:1
(130 ml). Byly ziskany frakc€44— S48

3. FrakceS32 (22 mg) byla dlena chromatograficky na sloupci SiQA0 g).
Vzorek byl na sloupec nanesen rozpogtv CHCE (0.5 ml) s MeOH (1 kapka). Jako
mobilni faze byla pouzita KD : Hex 2:1 (140 ml) a na z&vbyl sloupec silikagelu
promyt MeOH (30 ml). Byly odebirany 10 ml frakcée¥é byly smichany podle TLC a
z této chromatografie byly ziskany frak&19 — S53 Z frakce S52 (6 mg) byla
krystalizaci ze s¥si CHCk s MeOH ziskana oleanova kyselirl) (3 mg). Zbylé
frakce obsahovaly[B123-dihydroxyoleanan-28-133-olid (62) a J-sitosterol 24).

4. FrakceS38(37 mg) byla dlena na sloupci SigX10 g). Vzorek byl na sloupec
nanesen rozpulty v CHCE (0.5 ml) s MeOH (1 kapka). Jako mobilni faze byla
pouzita smis EtO : Hex 3:1 (80 ml) a na z&vMeOH (30 ml). Byly odebirany 10 mi
frakce. Jednotlivé frakce byly smichany podle TIGhromatografie vedla k rozkni
na frakceS54 az S57. Ve frakcichS55 (3 mg) aS56 (2 mg) byl obsazen [B123-
-dihydroxyoleanan-28-133-olid (62). Ve frakci S57 (8 mg) byly obsazeny oleanova
kyselina 1), ursolova kyselina2) a 33-sitosterol g4).

5. FrakceS39(43 mg) byla dlena na sloupci Si€X3 g). Vzorek byl na sloupec
nanesen rozpudty v CHCE (1 ml). Ri gradientovém ziisobu @leni byly pouzity tyto
mobilni faze: sms Hex : E2O 5:1 (18 ml), 4:1 (5 ml), 3:1 (8 ml), 2:1 (6 mi),5:1
(5ml), 1:1 (8 ml), 1:1.5 (7.5 ml), 1:2 (18 ml), 3140 ml), 1:4 (20 ml), 1:5 (24 ml), 1.6
(7 ml), 1:7 (8 ml), 1:8 (9 ml), 1:10 (11 ml), & (20 ml), CHC{ (20 ml), MeOH
(20 ml). Po smichani jednotlivych frakci podle Tb@ly ziskany frakceS58— S66 Ve
frakci S63 (5 mg) byly obsaZzena oleanova kyselizd)( stejré jako ve frakciS64
(8 mg) aS65(20 mg).
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6. FrakceS41 (45 mgq) byla dlena na sloupci SigX7 g). Vzorek byl na sloupec
nanesen rozpudty v CHCE (2 ml). Jednotlivé frakce byly eluovany déle uveghan
mobilnimi fazemi: E4O : MeOH 20:1 (53 ml), 10:1 (165 ml), 5:1 (120 n8)1 (80 ml),
1:1 (60 ml), MeOH (50 ml). Byly ziskany frak&67—-S72

5.2.2. B¥leni hexanové faze

— §73 —% S113-S119
— S81 —— S$120-S126
— S83 —1 §127-S141
| S86 —— S142-5148
87— S149-5155
L S91 —— S156-S165
— S89 —2— S166-5169
L 590 — S170-S181
— 593 =% 5182-5190
L so4 = S191-5200
854873-8112 —t— S95 —— schéma 16
596 =& 5201 - S211
597 =3 $212-5219
| 508 — $220- 8226 —— $223 =21 $279 - 5285
— S99 = schéma 17
5100 =2 $227-5232
L S101 =% $233-5240
| S100 = $241- 9248
| 5103 == $249- 5259
L S105 =2 $260- 271
— s1062% s272-278
Schéma 15

1. Hexanova faz&5 (4.46 g) byla dlena na sloupci Sig(200 g). Vzorek byl
nanesen na sloupec rozpumst v Hex (20 ml). Byly odebirany 90 ml frakce. Jetlivé
frakce byly smichany podle TLC. Frakce bylyi péto gradientové chromatografii
eluovany postuphtémito mobilnimi fazemi: Hex (500 ml), Hex : & 30:1 (93 ml),
20:1 (420 ml), 15:1 (800 ml), 10:1 (660 ml), 9:500 ml), 8:1 (450 ml), 7:1 (1440 ml),
6:1 (1225 ml), 5:1 (960 ml) , 4:1 (500 ml), 3:1 @2 ml), 2.5:1 (1330 ml), 2:1
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(1800 ml), 1.5:1 (1500 ml), 1:1 (1500 ml), 1:1.9QD ml), 1:2 (600 ml), 1:3 (400 ml),
1:4 (500 ml), 1:5 (600 ml), 1:6 (350 ml), 1:7 (3510), 1:8 (180 ml), 1:9 (200 ml), 1:10
(110 ml), 1:20 (210 ml), 1:30 (310 ml), &t (1000 ml), MeOH (1500 ml), horky
MeOH (1500 ml), CHGI(600 ml), 10% CHCOOH v MeOH (1000 ml). Byly ziskany
frakce S73 — S112 Jednotlivé frakce obsahujici izoprenoidni skniny byly dale
déleny naslednymi sloupcovymi chromatografiemi. Fek895 byla dlena dle
schématu 16 a frakc®99dle schématu 17. Z fraké@90 (354 mg) byl krystalizaci ze
smési CHCk s MeOH ziskan a identifikovaf-amyrin 69) (203 mg). APCI-MS
(CaoHs00), m/z vypaiteno 426.7, natteno 409.3 [M+H-HO]". *H a *C NMR
(CDCly) viz tab. IV. Ve frakciS104(33 mg) byla obsazena smoleanové kyseliny2(l)

a ursolové kyseliny22). Oleanova kyselina2@) byla obsaZzena také ve frakci8i07
(21 mg) aS108(48 mg).

59

2. FrakceS73 (944 mg) byla nanesena na sloupec,Si8D g) rozpusna ve
smesi CHCE (12 ml) a MeOH (1 ml). Byly odebirany 80 ml frakpe vymyti dale
uvedenymi mobilnimi fazemi: Hex (100 ml), Hex »@t20:1 (210 ml), 10:1 (110 ml),
9:1 (100 ml), 8:1 (90 ml), 7:1 (80 ml), 6:1 (70 mb:1 (60 ml), 4:1 (100 ml), 3:1
(40 ml) , 2:1 (60 ml), 1:1 (80 ml), 1:2 (90 ml), 31160 ml), 1:4 (100 ml), 1:5 (60 ml),
1:6 (70 ml), 1:7 (80 ml), 1:8 (45 ml), 1:9 (50 ml),10 (55 ml), BEO (100 ml), E4O :
MeOH 20:1 (105 ml), 10:1 (110 ml), 9:1 (50 ml), 74D ml), 5:1 (60 ml), 4:1 (200 ml),
3:1 (120 ml), 2:1 (90 ml), 1.5:1 (100 ml), 1:1 (1@0), 1.5:1 (100 ml), 1:2 (270 ml), 1:3
(80 ml), 1:4 (100 ml), 1:5 (60 ml), 1:6 (80 ml),71(80 ml), 1:8 (90 ml), 1:9 (100 ml),
MeOH (150 ml), CHG (200 ml). Byly ziskany frakc8113—S119

3. FrakceS81(28 mg)byla ctlena na sloupci Si€X6 g) mobilni fazi BO : Hex
1:3 (40 ml). Vzorek byl na sloupec nanesen rozmyStv CHCE (1.5 ml). Byly
odebirany 10 ml frakce, které byla naskedmichany dle TLC. Byly eluovany frakce

73



S120- S126 Vitamin E ©5) byl obsazen ve frakc$123(5 mg),S124(2 mg),S125
(3 mg) aS126(3 mg).

4. FrakceS83(51 mg) byla dlena na sloupci Si€gX8 g). Vzorek byl na sloupec
nanesen rozpudty v CHCk (1.5 ml). Jednotlivé frakce byly eluovanygntito
mobilnimi fazemi: Hex (20 ml), Hex : g 30:1 (15.5 ml), 20:1 (21 ml), 15:1 (16 ml),
10:1 (44 ml), 8:1 (18 ml), 6:1 (14 ml), 4:1 (15 pB)1 (20 ml), 2:1 (15 ml), 1:1 (20 ml),
1:2 (24 ml), 1:5 (24 ml), EO (30 ml), CHC} (30 ml). Dle TLC byly jednotlivé frakce
smichany a ziskany byly frak&127—- S141 FrakceS134 (9.3 mg) bylacdista latka,
ktera byla identifikovana jako vitamin B5. APCI-MS (GgHs002), m/z vypaiteno
430.7, nanseno 431.3 [M+HJ. *H a'*C NMR (CDCE) viz tab. IX. Vitamin E 65) byl
obsazen i v dalSich frakci&132(1 mg),S133(7 mg),S135—-S141celkem (28 mg).

HO
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5. FrakceS86 (49 mg) byla rozélena na sloupci SiO(7 g). Vzorek byl na
sloupec SiQ nanesen rozpudty v CHCE (1 ml). Mobilni faze: Hex (20 ml) a CHEI
(150 ml). Odebirany byly 10 ml frakce. Po smichjadnotlivych frakci podle TLC byly
ziskany frakceS142 — S148 Ve frakcichS145 (1 mg) aS146 (9 mg) byl obsaZzen
glutinol (64), ve frakci S147 (16 mg) byly obsazeny glutingb4) a B-amyrin 69).
Z frakceS148(9 mg) byl krystalizaci ziskatisty f-amyrin 69) (4 mg).

6. FrakceS87 (50 mg)byla ctlena na sloupci Si€X8 g). Vzorek byl na sloupec
nanesen rozpudty v CHCE (1.5 ml). Jednotlivé frakc&149— S155byly eluovany
nésledujicimi mobilnimi fazemi: Hex : & 5:1 (60 ml), 4:1 (50 ml), 3:1 (40 ml), 2:1
(45 ml) a MeOH 20 ml. Ve frakcicB153(3 mg) aS154(14 mg) byl obsazef-amyrin
(59), ktery byl ziskan krystalizaci ze 8sh MeOH s CH({ ¢isty (4 mg). Ve frakcich
S152(3 mg) aS153(3 mg) byl obsazen glutingb4). Z frakceS151(4 mg) byl glutinol
(64) identifikovan. APCI-MS (GoHs00), m/z vypcatteno 426.7, namgreno
427.3 [M+HT.*H a’*C NMR (CDCE}) viz tab. VIIL.
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7. FrakceS89 (183 mg) byla dlena na sloupci Si©(10 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozp&dy v CHCE (2 ml). Byly odebirany 10 ml frakce, které byly
podle TLC michany. Jednotlivé frakce byly eluovamgsi EO : Hex 2:1 (100 ml),
CHCI; (20 ml) a MeOH (30 ml). Byly ziskany frak&156— S165 Ve frakcichS158
(9 mg), S159 (101 mg),S160 (54 mg), S161 (11 mg) byl obsazef-amyrin 69).
Krystalizaci &chto frakci ze s&si MeOH s CHC byl ziskancisty B-amyrin 69)
(celkem 108 mg).

8. FrakceS91 (253 mg) byla dena na sloupci Si©(25 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozpédy v CHCE (3 ml), odebirany byly cca 40 ml frakce. Frakce
byly eluovany mobilnimi fazemi Hex (50 ml), Hex t,@ 30:1 (93 ml), 15:1 (80 ml),
10:1 (110 ml), 9:1 (700 ml), CH&(100 ml) a MeOH (200 ml). Byly ziskany frakce
S166— S169 Z frakci S167 (224 mQ),S168(50 mg) byl krystalizaci ze sisi MeOH
s CHCEziskan a identifikovasisty B-amyrin 69) (celkem 184 mg).

9. Frakce592(177 mg) byla dlena na sloupci Si&(8 g). Vzorek byl na sloupec
nanesen rozpudty v CHCE (1.5 ml). Frakce byly eluovany mobilnimi fazemi:
Hex : E;O 10:1 (22 ml), 9:1 (20 ml), 8:1 (9 ml), 7:1 (48)pd:1 (77 ml), 5:1 (18 ml),
4:1 (25 ml), 3:1 (20 ml), 2:1 (21 ml), CHLCI30 ml). Byly eluovany frakce
S170- S181 Ve frakci S176 (9.3 mg) byly obsazeny[33sitosterol (24), oleanova
kyselina 1), ursolova kyselina2) a 3-amyrin 69). Stejné latky byly obsazeny i ve
frakci S177 (16.9 mg). Ve frakciS178(39.9 mg) a ve frakcE179 (36.4 mg) byly
obsazeny B-sitosterol 24), B-amyrin 69) a a-amyrin 63). Ve frakciS180(7.2 mg) a
ve frakciS181(10.1 mg) byl obsazer33sitosterol g4).
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10. Frakce593(285 mg) byla dlena na sloupci SigX10 g). Vzorek byl nanesen
rozpusény na sloupec ve stai CHCEL : MeOH 9:1 (3 ml). Byly odebirdny cca 20 ml
frakce. Frakc&182— S190byly eluovany mobilni fazi EO : Hex 1:5 (300 ml), 1:4 (30
ml), 1:3 (80 ml), 1:2 (30 ml), 1:1.5 (25 ml), 1:30(ml), EtO (40 ml), MeOH (40 ml).
Ve frakci S183(9 mg) byla obsaZzena gmizoprenoid: 3B-sitosterolu 24), B-amyrinu
(59) a a-amyrinu 63). Ursolova kyselina22) byla obsaZzena ve frak&184(3 mg).
3B-Sitosterol 24) byl obsazen ve frakcich185(34 mg),S186(14 mg),S187(182 mg),
ze kterych byl krystalizaci ze $81 MeOH s CH ziskan krystalicky (celkem 95 mg).
Z této frakce byl B-sitosterol 24) identifikovan. APCI-MS (GgHs00), m/z vypacteno
414.7, nanteno 397.3 [M+H-HO]". *H a*C NMR (CDC}+ CD;0D) viz tab. XI.

HO
24

11. FrakceS94 (73 mg) byla dlena na sloupci Si€X7.5 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozpésy v CHCE (2 ml). Byly odebirany frakce o objemu cca 10 ml,
které byly dle TLC smichavany. Frakce byly eluovampbilni fazi Hex (20 ml),
Hex : EpO 30:1 (15.5 ml), 15:1 (16 ml), 10:1 (11 ml), 920(ml), 8:1 (27 ml), 7:1
(24 ml), 6:1 (28 ml), 5:1 (30 ml), 4:1 (125 ml)13:40 ml), 2:1 (30 ml), CHGI(30 ml).
Bylo ziskano 10 frakciS191— S20Q 3B3-Sitosterol 4) byl obsazen ve frakcic8194
(3 mg),S195(6 mg) aS196(11.5 mg).

12. FrakceS96 (68 mg) byla dlena na sloupec SJ6 g). Vzorek byl na
sloupce nanesen rozp&sy v CHCE (1 ml). Byly odebirany cca 10 ml frakce.
Jednotlivé frakce byly vymyvany mobilni fazi HexO(&nl), Hex : E4O 20:1 (21 ml),
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10:1 (22 ml), 9:1 (60 ml), 8:1 (54 ml), 7:1 (64 mB:1 (105 ml), 5:1 (60 ml), 4:1
(50 ml), 3:1 (40 ml), 2:1 (30 ml), 1:1 (20 ml),.Bx (30 ml) a CHG (30 ml). Byly
ziskany frakces201-S211

13. FrakceS97 (69 mg) byla rozélena na sloupci Si€X10 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozpésy v sneési CHCE : MeOH 9:1 (2 ml). Byly odebirany 10 ml
frakce, které byly smichany dle TLC. Z této chroogaafie byly ziskany frakce
S212-S219 Frakce byly vymyvany mobilni fazi £ : Hex 1:5 (60 ml), 1:4 (75 ml),
1:3 (80 ml), 1:2 (90 ml), 1:1.5 (45 ml), 1:1 (50)MELO (50 ml), MeOH (30 ml).
Oleanova kyselina21 byla obsazena ve frakc$213 (19.1 mg). Ve frakciS214
(10.9 mg) byly obsaZzeny ve s$gi triterpenoid oleanova kyselina2(), ursolovéa
kyselina @2), B-amyrin 69) a 3B,123-dihydroxyoleanan-28-133-olid (62). Frakce
S215(3 mg) bylcisty 33,123-dihydroxyoleanan-28-133-olid (62), ktery byl obsazen
i ve frakciS216 APCI-MS (GoH4g04), m/z vypoiteno 472.7, nagteno 473.3 [M+H].
'H a®*C NMR (CDCE+ CD;0OD) viz tab. VI.

62

14. FrakceS98 (284 mg) byla dena na sloupci SiEX50 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozp&sy v CHCk (3 ml). Odebirany byly cca 90 ml frakce.
Jednotlivé frakce byly smichany dle TLC a byly eféoy mobilni fazi Hex (350 ml),
Hex : EtO 9:1 (500 ml), 8:1 (810 ml), 7:1 (160 ml), 6:1 @fnl), 5:1 (180 ml), 4:1
(100 ml), 3:1 (160 ml), 2:1 (90 ml), 1:1 (150 niBO (100 ml), MeOH (300 ml). Byly
ziskany frakces220— S226 Ve frakcichS220(103 mg) a5221(12 mg) byla obsazena
smes B-amyrinu §9) s oleanovou kyselinou2{). FrakceS223 (34 mg) byla dale
chromatograficky &ena. Z frakceS224 (43 mg) byla krystalizaci ze ss1 MeOH
s CHC} ziskana oleanova kyselinalj (17 mg). Dale byl v této frakci obsazefy, B3-
-dihydroxyoleanan-28-13(3-olid (62).

15. FrakceS100(54 mg) byla roz8ena na sloupci 5 g SpOVzorek byl na
sloupec silikagelu nanesen rozgn§t v CHCE (1.5 ml). Byly odebirany 10 ml frakce,
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které byly eluovany mobilni fazi g : Hex 3:1 (150 ml) a MeOH (30 ml). Byl ziskano
6 frakci S227 - S232Ve frakcichS228 (4 mg), S229 (30 mg) aS230 (7 mg) byla
obsazena siés oleanové kyseliny2() s ursolovou kyselino2g).

16. Frakce5101(106 mg) byla rozpu&ba v CHC} (2 ml) s MeOH (1 kapka) a
nanesena na sloupec 3iQ0 g). Byly odebirany 15 ml frakce, které byly gp@ny
podle TLC. Byly ziskany frakc&€233— S24Q Ve frakciS235(5.4 mg) byla obsazena
oleanova kyselina2(). Snes oleanové kyseliny2) a ursolové kyseliny2@) byla
obsazena ve frakcic®236(52 mg),S237(3 mg) aS238(13 mg).

17. FrakceS102(61 mg) byla nanesena na sloupec Si®g) v CHC} (2 ml).
Byly odebirany 10 ml frakce eluované mobilni fazxH EtO 5:1 (30 ml), 4:1 (25 ml),
3:1 (40 ml), 2:1 (30 ml), 1.5:1 (25 ml), 1:1 (70)m1:1.5 (25 ml), 1:2 (30 ml), 1:3
(20 ml), ExO (40 ml), MeOH (20 ml). Byly ziskany frakc®241— S248 Ve frakcich
S244 (18 mg) aS245(5 mg) byla obsazena gmoleanové kyseliny2(l) a ursolové
kyseliny 2). Ok latky byly obsazeny také ve frakR46(14 mg) aS247(5 mg).

18. FrakceS103 (80 mg) byla dlena na sloupci Si€&X10 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozp&sy v CHCE (2 ml) s MeOH (1 kapka). Byly odebirany cca
20 ml frakce, jenZz byly smichavany dle TLC. Bylskany frakceS249 - S259 Ve
frakcichS252(2.3 mQ),S253(24 mg),S254(3 mg),S255(11 mg) aS256(2 mg) byla
obsazena oleanova kyselirtl), ktera byla ziskanéista (12 mg) krystalizaci z frakce
S253(24 mg). Ve frakc5253byla obsaZzena také ursolova kyseligg) (

19. FrakceS105(220 mg) byla dena na sloupci Si©(20 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozpésy ve snesi CHCk : MeOH 10:1 (2 ml). Ze sloupce byly
eluovany 10 ml frakce, které byly naslédsmichany dle TLC. Jako mobilni faze byla
pouzita smis EtO : Hex 2:1 (240 ml), MeOH (50 ml). Timteldnim byly ziskany
frakce S260 — S271 Ve frakcichS263 (7 mg), S264 (14 mg), S265 (6 mg) byla
obsazena s#3 oleanové kyseliny 2(), ursolové kyseliny 22) a 33,12B-
-dihydroxyoleanan-28-133-olid (62). Smés oleanové kyseliny2(l) a ursoloveé kyseliny
(22) byla obsazena ve frakci@R66(52 mg),S267(38 mg) aS268(26 mg). Z &chto
frakci byly krystalizaci ze sési MeOH s CH{ ziskana oft smes €chto dvou kyselin
(celkem 54 mg).

20. FrakceS106(119 mg) byla nanesena v CHGR ml) s MeOH (0.2 ml) na
sloupec SiQ(10 g). Byly odebirany 10 ml frakce. Frakce bylyalany mobilni fazi
Hex : EpO 5:1 (30 ml), 4:1 (20 ml), 3:1 (20 ml), 2:1 (229)mL.5:1 (50 ml), 1:1
(20 ml), 1:2 (30 ml), EO (20 ml), MeOH (20 ml) byly smichany podle TLC @b
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ziskany frakces272— S278 Ve frakcichS273(1 mg),S274(5 mg),S275(1 mg),S276
(3 mg), S277(2 mg) aS278 (102 mg) byla obsazena &moleanové kyseliny2() a
ursolové kyselinyZ?2).

21. FrakceS223(68 mg) byla chromatografickyékkna na sloupci SiE5 Q).
Vzorek byl nanesen rozpésly na sloupec ve sfmi CHCk : MeOH 9:1 (2 ml).
Odebirdny byly cca 50 ml frakce, které byly eluovdnobilni fazi EfO : Hex 1:3
(240 ml), 1:2.5 (70 ml), 1:2 (90 ml), 1:1.5 (100)pt:1 (60 ml), ELO (50 ml), MeOH
(50 ml). Smichanim podle TLC byly ziskany frak&279— S285 FrakceS280(15 mg)
obsahovala s#s oleanoveé kyseliny2() a B-amyrinu £9). Stejna srés byla obsazena
ve frakci S281 (18 mg). Oleanova kyselin21) byla obsaZzena také ve frakcig282
(2 mg),S283(4 mg) aS284(2 mg).

1 5294 2 S301 - S309
S95 —— S§286 - S300 —I: 3 4
5295 —— S310 - S316 S313 S317 - 8322

Schéma 16

1. FrakceS95 (96 mg) byla dlena sloupcovou chromatografii na sloupci SiO
(7 g). Vzorek byl na sloupec nanesen rozgusty CHCE (1.5 ml) s MeOH (1 kapka).
Byly jimany cca 10 ml frakce, které naslédoyly dle TLC smichany. Gradientovou
chromatografii byly frakce eluovany mobilnimi fazeidex (20 ml), Hex : BEO 20 : 1
(11 ml), 10:1 (22 ml), 9:1 (20 ml), 8:1 (18 ml) 17416 ml), 6:1 (21 ml), 5:1 (48 ml), 4:1
(75 ml), 3:1 (40 ml), 2:1 (30 ml), 1.5:1 (25 mI}11430 ml), 1:1.5 (25 ml), 1:2 (30 ml),
CHCI; (30 ml), MeOH (30 ml). BlenimS95byly ziskany frakc&286— S300

2. FrakceS294(13 mg) byla dlena na desce Sp@5 g). Vzorek byl na desku
nanesen rozpudty ve smdsi CHCk : MeOH 9:1 (0.5 ml). Deska byla vyvijena
v mobilni fazi E4O : Hex 2:1. Byly zisk&ny frakc®301—-S309

3. FrakceS295(36 mg) byla dlena na desce Sp®10 g). Vzorek byl na desku
nanesen rozpulty ve sndsi CHCk : MeOH 9:1 (1 ml). Deska byla vyvijena v mobilni
fazi EtO : Hex 2 : 1. Byly ziskany frakc®310— S316

4. FrakceS313(20 mg)byla ctlena na desce S¥®5 g). Vzorek byl na desku
nanesen rozpudty ve smdsi CHCk : MeOH 9:1 (0.5 ml). Deska byla vyvijena
v mobilni fazi E2O : Hex 2 : 1. Byly ziskany frakc®@317—S322
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$323 —2— $330 - $330 — S33] —>— S344 - $348
S99 —— $323-329 { $324 —3— $340 - S341

$325 —4— 9342 - $343 — $343 —8— $349- 5358
Schéma 17

1. FrakceS99 (438 mg) byla nanesena na sloupec,Si&D g) rozpu&na ve
smeési CHCk : MeOH 2:1 (6 ml). Odebirany byly cca 80 ml frakégakce eluovany
mobilni fazi: Hex : BO 3:1 (560 ml), 2:1 (450 ml), 1.5:1 (175 ml), 1180 ml), 1:1.5
(100 ml), 1:2 (150 ml), 1:3 (160 ml), 1:5 (120 mBL,O (100 ml), CHC (100 ml),
MeOH (150 ml) byly smichany dle TLC. Byly ziskanakce S323 - S329 Frakce
S323az frakceS325byly dale @leny. Ve frakciS326 (23 mg) byla obsazena &m
oleanové kyseliny4l), ursolové kyselinyd2) aa-amyrinu 63).

2. FrakceS323(126 mg) byla dena na sloupci Si&X50 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen ve & CHCk : MeOH 2:1 (3 ml). Byly odebirany 80 ml frakce.
Pouzité mobilni faze této gradientové chromatograflex (260 ml), Hex : E© 9:1
(550 ml), 8:1 (360 ml), 7:1 (160 ml), 6:1 (140 mb,1 (120 ml), 4:1 (100 ml), 3:1
(120 ml), 2.5:1 (105 ml), ® (100 ml), MeOH (100 ml). Byly ziskany frakce
S330- S339 FrakceS330(26 mg) byla srs izoprenoidnich slaenin, a to: oleanoveée
kyseliny 1), B-amyrinu 69) a ursolové kyseliny22). FrakceS332 (12 mg),S333
(4 mg) aS334(8 mg) obsahovaly sts oleanové kyseliny2(l), ursolové kyseliny22)
ap-amyrinu 69). FrakceS335(4 mg) obsahovala3123-dihydroxyoleanan-28-13(3-
-olid (62). Ve frakciS336(2 mg) byla obsazena gmoleanoveé kyseliny2(Q), ursolové
kyseliny (22) a 33,12B3-dihydroxyoleanan-28>13(3-olidu (62). Ve frakciS337(21 mg)
byly obsazeny oleanova kyseliril) a ursolova kyseling22).

3. Z frakceS324(210 mg) byla krystalizaci ze €81 MeOH s CHJ ziskdna
oleanova kyselina2(l) (64 mg). Frakc&s324déale obsahovala ursolovou kyselir2)
a-amyrin 63) ap-amyrin 69).

4. Krystalizaci frakceS325 (90 mg) ze sisi MeOH s CHJ byla ziskana
oleanova kyselina2(l) S342(47 mg) a maty louhS343 Z této frakce byla oleanova
kyselina @1) identifikovana. ESI-MS (&H4s03), m/z vypoiteno 456.7, nasteno
455.4 [M-HJ. *H a**C NMR (CDCE+ CD;0D) viz tab. Ill.
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5. FrakceS331(36mg) byla dlena na sloupci SigX4 g). Vzorek byl nanesen na
sloupec rozpushy v CHCE (1 ml) s MeOH (1 kapka). Odebirany byly 40 ml ftak
Smes byla @¢lena mobilni fazi Hex : O 5:1 (120 ml), 4:1 (50 ml), 3:1 (80 ml), MeOH
(50 ml). Byly ziskany frakces344 — S348 Ve frakci S344 (4 mg) byla obsazena
oleanova kyselina2(), kter4 byla i ve frakciS346 (7 mg) ve smsi s ursolovou
kyselinou g2). Ve frakci S345 (28 mg) byla oleanova kyselin21) ve sngsi
s ursolovou kyselinou22), B-amyrinem 59) a 3I-sitosterolem Z4). Stejnd sms
izoprenodnich latek byla obsazena i ve fr&848(2 mg).

6. Mate&ny louh S343 (42 mg) po krystalizaci oleanové kyseliny obsathova
smes izoprenoidnich slaenin a byl dale chromatografickgldn na sloupci SieX5 g),
kam byl nanesen rozpesty v CHCE (2 ml) s gidavkem MeOH. 30 ml frakce byly
vymyvany mobilni fazi Hex (50 ml), Hex : # 9:1 (30 ml), 8:1 (40 ml), 7:1 (80 ml),
6:1 (294 ml), 5:1 (210 ml), 4:1 (50 ml), 3:1 (80)m2:1 (60 ml), 1:1 (200 ml), 1:2
(90 ml), 1:3 (60 ml), MeOH (60 ml). V ziskanych Kcach S349— S358byly obsazeny
nasledujici latky: oleanova kyselin2l], ursolova kyselina(22), B-amyrin 69),
3B,123-dihydroxyoleanan-28-133-olid (62).

5.2.3. B¥leni vodné faze

$23 —— $359 - $370 2= $367

Schéma 18

1. FrakceS23(13 g) byla dlena na sloupci Sig&X410 g). Vzorek byl na sloupec
nanesen v MeOH (25 ml) s,@8 (10 kapek). Byly odebirany 200 ml frakce. Tato
sloupcova chromatografie byla pro¢ad gradientovym zjisobem. Jednotlivé frakce
byly eluovany mobilni fazi: CHGI: MeOH 20:1 (7140 ml), 15:1 (2880 ml), 10:1
(3520 ml), 7.5:1 (2040 ml), 5:1 (4320 ml), 4:1 (00@I), 3:1 (3600 ml), 2:1 (5400 ml),
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1:1 (1000 ml), MeOH (3300 ml), 40 (1500 ml). Dle TLC byly frakce smichany a byly
ziskany frakces359— S370 Ve frakciS359(92 mg) pevazoval 2-deoxy-L-ribono-1,4-
-lakton (73). FrakceS360 (20 mg) a frakceS361 (22 mg) obsahovala methghd-
-fruktofuranosid (70). Ve frakci S362 (57 mg) byl obsazen R49-2-O-3-D-
-glukopyranosylpentan-2,4-dia|74) spole&né s methylea-D-fruktofuranosidem(70).
Methyl-a-D-fruktofuranosid (70) byl obsazen také ve frakcich363 (22 mg), S364
(19 mg). Ve frakciS365 (824 mg) byly obsazeny methgtd-fruktofuranosid(70) a
sacharosd72). Ve frakcichS366 (915 mg), S368 (4.53 g) aS369 (3.72 g) byla
obsazena sacharos&).

2. KrystalizaciS367(1.06 g) z MeOH byla ziskana a identifikovana saocka
(72) (458 mg).

S25 1 S371 - S388 — S375 — S389 - S 391 — S390
Schéma 19

1.Vodna fazeS25(9.20 g) byla nanesena ve&@nMeOH : CHC} 15:4 (19 ml)
na sloupec Sie(450g). Byly odebirany 200 ml frakce, které bylysie@ré podle TLC
smichavany. Sis byla @¢lena mobilni fazi CHGI: MeOH 20:1 (6720 ml), 15:1
(2400 ml), 10:1 (5720 ml), 7.5:1 (1360 ml), 5:1 @a@l), 3:1 (1600 ml), 2:1 (4050 ml),
1.5:1 (2000 ml), 1:1 (4500 ml), 1:1.5 (500 ml), 19D0 ml), MeOH (1500 ml). Byly
ziskany frakceS371— S388 Ve frakci S374 (11 mg) byl obsazen 2-deoxy-L-ribono-
-1,4-lakton(73). FrakceS376 (53 mg) obsahovala methglp-fruktofuranosid(70) a
4’'R-(B-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoét  7%).
Ve frakci S377(161 mg) byl obsazen methglbd-fruktofuranosid(70). Ve frakciS378
(115 mg) byla obsazena & (2R,4S)-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diolu74),
methyl-a-D-fruktofuranosidu (70), methylf3-D-fruktofuranosidu 1) a methylB-D-
-fruktopyranosidu(69). Krystalizaci z MeOH byla z frakc&383 (1.94 g) ziskana
sacharosa 7@), ktera byla ztéto frakce identifikovana. ESI-MS 148,,0;,),
m/z vypoiteno 342.3, nattteno 365.1 [M+Na] *H a'*C NMR (D,0) viz tab. XIII. Ve
frakcichS384(2.17 g),S385(262 mg),S386(2.67 g) aS387(183 mg) byla obsazena
sacharosér?2). Ve frakciS384byl vedle sacharosyy2) obsazen také monotrop€sB).
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2. FrakceS375 (49 mg) byla dlena na sloupci jemného Si@ g). Byly
odebirany 10 ml frakce. Vzorek byéldn mobilni fazi CHG : MeOH 10:1 (160 ml),
MeOH (30 ml). Jednotlivé frakce byly smichany dl&CI Byly ziskany frakce
S389- S391 FrakceS390(19 mg) bylgisty 2-deoxy-L-ribono-1,4-laktoi{73), ktery
byl z této frakce identifikovan. ESI-MS £BgO,), m/z vypaiteno 132.1, nagieno
155.0 [M+Na]. *H a**C NMR (D;0) viz tab. XII.

HOKEFO

HO
73
5.2.4. ¥leni etherické faze
S16 —— $392 - S404 — S400 2 S405 - S412 — S409 —
3 S413-5416 — S414 —— S417- 5419
Schéma 20

1.Srazening16 (10.20 g) byla dena na sloupci SiEX250 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen ve &sh MeOH (26 ml) a CHGI(21 ml). Byly odebirany 200 ml
frakce. Pouzitou mobilni fazi byla s CHCE : MeOH 15:1 (10080 ml), 10:1
(5280 ml), 5:1 (6480 ml), 3:1 (2000 ml), 2:1 (1860, 1:1 (4000 ml), 1:2 (1800 ml),
1:5 (600 ml), MeOH (2000 ml). Byly ziskany frak&392— S404 Ve frakcichS392
(22 mg) a S393 (75 mg) byl obsazen R:hydroxypent-25yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoéat7¢). 4'R-(3-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoéat7%) byl pritomen ve frakcichS394 (79 mg) aS395
(576 mQ). Frakc&395(576 mQ),S396(250 mg) aS397(520 mg) obsahovaly methyl-
-a-D-fruktofuranosid 70). Frakce S396 (250 mg) obsahovala s 4'R-((3-D-
-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoatd§) a methyl-
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-a-D-fruktofuranosidu(70). Methyl{3—D-fruktopyranosid(69) byl obsazen ve frakci
S397 (520 mg). Frakce S398 (1.07 g) byla sms (R49-2-O-B-D-
-glukopyranosylpentan-2,4-diol74) a methylB-D-fruktofuranosidu 71). Methyl{3-D-
-fruktofuranosid 71) byl obsazen také ve frak§399 (2.66 g). Ve frakcichS401
(332 mg) a&5402(982 mg) byl obsazen monotrop€48).

2. FrakceS400(1.62 g) byla chromatografickyeldna na sloupci Si€X110 g).
Vzorek byl na sloupec nanesen veé¢smCHCE (3 ml): MeOH (5 ml). Byly jimany
200 ml frakce, které byly dale smichany dle TLClyByiskany frakceS405— S412
Frakce S405 (21 mg) obsahovala R:(3-D-glukopyranosyloxy)-pent-&yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoavp). FrakceS406 (20 mg) obsahovala ve g methyl-
-a-D-fruktofuranosid (70) a  4'R-(B-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoat 7%). (2R 49-2-O-3-D-glukopyranosylpentan-2,4-diol
(74) a methyla-D-fruktofuranosid(70) byly obsazeny ve frak&407(25 mg). Methyl-
-B-D-fruktofuranosid 71) byl obsaZzen ve frakc$408(54 mg). Frakces409byla dale
délena. Z frakceS410 (770 mg) byl krystalizaci z MeOH ziskan a ideRbfran
monotropein (58) (78 mg). Déle tato frakce obsahovala ésmmethylf-D-
-fruktofuranosidu 71). Monotropeinu58) byl obsazen i ve frakeill (278 mg).

3. FrakceS409 (365 mg) byla dena na sloupci Si©(30 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozpédy v MeOH (1.5 ml). Jako mobilni faze byla pouZ#iass
CHCI; : MeOH 3:1 (900 ml), MeOH (250 ml). Po smichaminjetlivych frakci dle TLC
byly ziskany frakces413— S416 FrakceS415(78 mg) obsahovala monotropdbB) a
quercetin 27).

4. FrakceS414(209 mg) byla chromatografickylgéna na sloupci Si€X30 g).
Mobilni fazi byla sms CHCE : MeOH : NHOH 10:10:1 (840 ml). Po smichani
najimanych frakci byly ziskany frakc®417 — S419 Ve frakci S417 (53 mg) byl
obsazen monotropeir58). Frakce S419 (94 mg) byla sis quercetinu 47) a

monotropeinu §8).
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— S424 —2— S442 - $452

— S434 —3— 453 - S462 — S461 -8 S500 - S507

— S435 schéma 22

— S420 - S430 4
S21 S436 S463 - S477
— S431 - S441

[ S437 —2— S478 - S484 — S479 —2 508 - S516

L 5438 —0— 485 - $497 — 5488 —9_ §517 - §523

L 5439 —— 5498 - S499

Schéma 21

1. Nejprve byla zkuSekndélena ¢ast etherické frakc&21 (0.95 g) na sloupci
reverzniho Si@ (50 g). Vzorek byl na sloupec nanesen rozpystve smndsi
MeOH : HO 1:1 (6 ml). Byly jimany frakce o objemu 25 ml. &gk byl ze sloupce
silikagelu eluovan mobilni fazi MeOH :,8 1:1 (500 ml), 1.5:1 (300 ml), 2:1 (180 ml),
3:1 (160 ml), 5:1 (60 ml), 10:1 (110 ml), MeOH (1041), CHCE (200 ml), HO
(100 ml). Jednotlivé frakce byly smichany podle TL®yly ziskany frakce
S420- S43Q z nichz frakceS424byla dale chromatografickyétbna. Chromatografie
na reverznim silikagelu se jevila jakéiina a byla pouzita naskkni wtSiho mnozstvi
S21

Ethericka frakcé&21 (25 g) byla dlena na sloupci reverzniho Si@50 g). Byly
odebirany frakce o objemu 100 ml, které byly dleCTdmichany. Jednotlivé frakce byly
eluovany mobilni sgsi H,O : MeOH 3:1 (2000 ml), 2:1 (600 ml), 1:1 (900 ml)1.5
(250 ml), 1:2 (450 ml), 1:3 (400 ml), 1:5 (240 mMY)eOH (2300 ml), CHGI (500 ml).
Byly ziskany frakceS431 — S441 které byly naslednhdéleny dalSimi sloupcovymi
chromatografiemi. Frakc8435byla ctlena dle schématu 22.

2. FrakceS424 (132 mg) byla dena na sloupci Si£(20 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozpédy v MeOH (1.5 ml). Byly eluovany 25 ml frakce miii
fazi: CHCE (50 ml), CHC} : MeOH 5:1 (460 ml), 3:1 (120 ml), 1:1 (60 ml), Ml
(200 ml), teply MeOH (200 ml), #D (200 ml). Po smichani jednotlivych frakci podle
TLC byly ziskany vzorkys442— S452 Ve frakcichS442(11 mq),S444(12 mg),S445
(43 mg) aS446(3 mg) byl obsazen B-(3-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoatr). Ve frakcichS447 (2 mg), S448 (5 mg) aS449
(5 mg) byl obsazen quercefia?).
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3. FrakceS434(2.19 g) byla dlena na sloupci Si€©(100 g). Vzorek byl na
sloupec silikagelu nanesen ve &eanMeOH : CHC} 5:2 (7 ml). Snds byla dlena
mobilni fazi CHC} : MeOH 20:1 (6720 ml), 15:1 (480 ml), 10:1 (7701 (960 ml),
2.5:1 (700 ml), 1:1 (500 ml), MeOH (500 ml). Po sh#@ni dle TLC byly ziskany frakce
S453 — S462 Ve frakcich S455 (8 mg) a S456 (62 mg) byl ¢isty methyla-D-
-fruktofuranosid(70), ktery byl z frakceS456identifikovan. Ve frakciS457 (246 mg)
byla obsazena sfm methyla-D-fruktofuranosidu 700 a (&R,49-2-O-3-D-
-glukopyranosylpentan-2,4-diolw4). FrakceS458 (110 mg) byla sis methylB-D-
-fruktofuranosidu T1) a (R49-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diolu 74).
Methyl-a-D-fruktofuranosid (70) byl obsaZzen ve frakcicl8459 (11 mg) a S460
(485 mg).

4. FrakceS436 (3.50 g) byla dena na sloupci Si©(400 g). Vzorek byl na
sloupec silikagelu nanesen rozgmst ve sndsi CHCE : MeOH 12:5 (17 ml). Byly
odebirany 200 ml frakce. Jednotlivé frakce, kteydy tsmichany podle TLC, byly
eluovany mobilni fazi CHGIl: MeOH 100:1 (4040 ml), 50:1 (2550 ml), 25:1 (4680,
15:1 (2400 ml), 10:1 (4400 ml), 7:1 (960 ml), 5480 ml), 3:1 (400 ml) a MeOH
(1500 ml). Byly ziskany frakc&463— S477 FrakceS465 (20 mg),S466 (24 mg) a
S467 (27 mg) obsahovaly B-hydroxypent-25yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-
-enoat {6). FrakceS470(18 mg),S471 (102 mg),S472 (679 mg),S473(389 mg),
S474(340 mg) aS475(255 mg) obsahovaly B:(3-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-
-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoatrg). Ve frakci S477 (787 mg) byl obsazen
monotropein58).

5. FrakceS437(1.70 g) byla dlena na sloupci Si£X(250 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen ve &sn CHCE : MeOH 5:1 (6 ml). Byly odebirany frakce o objemu
70 ml, které byly nasledndle TLC smichavany. Mobilni fazi byla ssCHCE : MeOH
20:1 (7140 ml), 15:1 (1280 ml), 10:1 (880 ml), 7.§680 ml), 5:1 (480 ml), 2.5:1
(350 ml), 1:1 (1000 ml), MeOH (500 ml). Byly ziskafrakce S478— S484 Ve frakci
S480 (126 mg) byl obsazen R:hydroxypent-25yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-
-enoat {6). Ve frakcichS481(52 mg),S482(83 mg) aS483(388 mg) byl obsazen B
-(B-p-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoat 7%). Z
frakce S482 byla tato latka identifikovana a nasl€édcharakterizovana. B:-(3-D-
-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoat7g): bezbarvy

olej, [a]Z+2.3° (c 1.08, MeOH); UVA,_, (MeOH, nm): 224, 312; IR (KB may cmi™:

max
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3100-3600 (OH), 2972, 2930 (C-H), 1689 (C=0, est#B2 (C=C), 1514, 1587, 1604
(Ar), 1445, 1274, 1170, 1077 (C-O); ESI-MS 1{8:50,), m/z vypositeno 250.3,
namtieno 249.1 [M-H] 163 [M-H-248], 145 [M-H-H,0-248]. 'H a *C NMR
(CD30D) viz tab. XX.

6. FrakceS438 (377 mg) byla dena na sloupci Si9(50 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozp&ésy v MeOH (6 ml). Byly odebirdny cca 20 ml frakckako
mobilni faze byla pouzita sta CHCE : MeOH 10:1 (220 ml), 8:1 (90 ml), 7:1 (80 ml),
6:1 (35 ml), 5:1 (120 ml), 4:1 (100 ml), 3:1 (40)m2:1 (60 ml), 1:1 (200 ml), 1:2
(210 ml), 1:3 (40 ml), 1:4 (50 ml), 1:5 (60 ml),10: (110 ml), MeOH 250 ml), $D
(250 ml). Najimané frakce byly podle TLC smichany bgly ziskany frakce
S485— S497 Ve frakci S487 (11 mg) byl obsazen R:hydroxypent-25yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoat7§). Ve frakcichS489 (40 mg),S490 (18 mg) aS491
(28 mq) byl obsazen querce(i®7), ve frakciS489byl obsazen také R-hydroxypent-
-2'Syl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoatg).

7. Frakce5439(43 mg) byla extrahovana CHCI

8. FrakceS461 (530 mg) byla dlena na sloupci Si©(50 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozpésy v MeOH (2 ml). Mobilni fazi byla sés CHCE : MeOH :
NH4OH 1:1:0.2 (3520 ml), 2:3:0.5 (550 ml), 1:2:0.3 @aél), 1:3:0.4 (440 ml), MeOH
(500 ml). Byly odebirany cca 80 ml frakce, kterdybgasled® smichany dle TLC.
Byly ziskany frakceS500— S507 Ve frakciS501(66 mg) byl obsaZzen R49)-2-O-3-
-D-glukopyranosylpentan-2,4-diof4). Ve frakcichS502(72 mg) aS503(181 mg) byl
obsazen monotropei(b8), ktery byl z frakceS503 ziskancisty (35 mg) krystalizaci
z MeOH. Ve frakcicts504(44 mg) aS505(74 mg) byla obsazena sachar(&?).

9. FrakceS479(97 mg) byla dlena na sloupci jemného Si5 g). Vzorek byl
na sloupec silikagelu nanesen rozpagtv CHCE (1 ml). Byly odebirany cca 30 ml
frakce. Mobilni fazi byl CHGI(600 ml) a smas CHCE : MeOH 50:1 (200 ml). Byly
ziskany frakces508—- S516 Ve frakcichS512(8 mg),S513(29 mg) aS514(23 mg)
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byl obsazen AR-hydroxypent-25yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoaf7), ktery
byl z frakce S512  charakterizovan. &K-hydroxypent-25yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoat 76): bezbarvy olej, [@]X+5.3° (¢ 0.19, MeOH);

UV A (MeOH, nm): 225, 311.5; IR (KBWmax, Ci': 3100-3600 (OH), 2963, 2927

(C-H), 1704 (C=0, ester), 1632 (C=C), 1514, 15&04L(Ar), 1450, 1261, 1170, 1102
(C-0O); ESI-MS (GgH2809), m/z vypoiteno 412.4, nagieno 411.2 [M-H] 163
[M-H-86]", 145 [M-H-H,0-86], 119 [M-H-CGQ-86]. *H a**C NMR (CD;OD) viz tab.
XIX.

(0]
)J\/\Q\
OH O
)\/'\ OH
76

10. FrakceS488 (108 mg) byla dena na sloupci SiO(7 g). Vzorek byl
rozpusén v MeOH (1 ml) a nanesen na sloupec. Vzorek byhyméan mobilni fazi
CHCI; (250 ml), MeOH (250 ml), kO (250 ml). Jednotlivé najimané 15 ml frakce byly
smichany dle TLC a byly ziskany frak&517— S523 4'R-hydroxypent-25-yl-2E-3-
-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoéfr§) byl obsazen ve frakcicls518 (72 mg), S519
(11 mg) aS520(5 mg).

2

— $526 —2— S$537 - S545
L S527 —3— S546 - S551

| L 5528 —4— $552- 5558

S435 —l— $524 - $536 — 5 .
L $520 —— $559 - S568 — S563 —L— S579 - S583
— 5530 —2— $569 - 5578 |
581 —S8— 5584 - S585
— S53] == schéma 23
Schéma 22

1. FrakceS435 (14.47 g) byla d8ena sloupcovou chromatografii na $iO
(150 g). Vzorek byl na sloupec nanesen rozmysv MeOH (20 ml). Jednotlivé 150 ml
frakce byly eluovany mobilnimi fazemi: CHCI800 ml), CHC} : MeOH 10:1
(550 ml), 8:1 (360 ml), 5:1 (660 ml), 4:1 (250 mB;1 (800 ml), 2:1 (300 ml), 1.5:1

88



(250 ml), 1:1 (500 ml), MeOH (1000 ml),.8 (500 ml). Po smichéani jednotlivych
frakci byly ziskany frakc&524— S536 FrakceS531byla dtlena dle schématu 23. Ve
frakcichS532(697 mQ),S533(1.54 g) aS534(2.34 g) byl obsazen monotropdbB),
ktery byl z frakceS532ziskancisty krystalizaci z MeOH a byl identifikovan (65 jng
ESI-MS (GgH2011), m/z vyposteno 390.3, natteno 389.1 [M-H] *H a *C NMR
(D20) viz tab. XVII.

2. FrakceS526(298 mg) byla dlena sloupcovou chromatografii na $(Q0 g).
Vzorek byl na sloupec nanesen rozpogtve sndsi CHCk : MeOH 10:1 (2 ml).
Jednotlivé 25 ml frakce, které byly néaslédsmichany dle TLC, byly eluovany
nasledujicimi mobilnimi fazemi: CHEl: MeOH 10:1 (220 ml), 8:1 (90 ml), 6:1
(70 ml), 4:1 (50 ml), MeOH (100 ml). Byly ziskansakce S537— S545 Ve frakcich
S540 (8 mg), S541 (28 mg),S542 (39 mg) aS543 (11 mg) byl obsazen B*([3-D-
-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoat¥).

3. FrakceS527(195 mg) byla dlena gradientovou sloupcovou chromatografii
na SiQ (20 g). Vzorek byl na sloupec nanesen rozmysve sngsi CHCk : MeOH
10:1 (2 ml). Vzorek byl eluovdn mobilnimi fazemi CH : MeOH 5:1 (240 ml), 4:1
(100 ml), 3:1 (80 ml), MeOH (100 ml). Timto¢ldnim byly ziskany frakce
S546 — S551 Ve frakcichS547 (26 mg) aS548 (17 mg) byl obsazen R*((3-D-
-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoat ).

4. FrakceS528(237 mg) byla dlena sloupcovou chromatografii na $(@0 Q).
Vzorek byl na sloupec nanesen rozpogtve sngsi CHCk : MeOH 10:1 (2 ml).
Jednotlivé 20 ml frakce, které byly naslédesmichany dle TLC, byly eluovany
nasledujicimi mobilnimi fazemi: CHEl: MeOH 10:1 (220 ml), 5:1 (60 ml), 3:1
(80 ml), MeOH (100 ml). Byly ziskany frak&552— S558 Ve frakcichS554(37 mg),
S555(58 mg) aS556 (14 mg) byl obsazen B:([3-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-
-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoats).
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5. FrakceS529(602 mg) byla dlena sloupcovou chromatografii na $(@0 g).
Vzorek byl na sloupec nanesen rozpogtve sngsi CHCk : MeOH 10:1 (3 ml).
Jednotlivé 100 ml frakce, které byly naslédsmichany dle TLC, byly eluovany
nasledujicimi mobilnimi fazemi: CHgt MeOH 30:1 (2170 ml), 10:1 (1100 ml), 1:1
(300 ml), MeOH (500 ml). Byly ziskany frak@&559— S568 Ve frakcichS564(16 mg)
a S565 (105 mg) byl obsazen methghd-fruktofuranosid (70). Ve frakci S566
(182 mg) byl obsazen BR*(B-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoéry).

6. FrakceS530(1.61 g) byla dlena sloupcovou chromatografii na ${@00 g).
Vzorek byl na sloupec nanesen rozpogtve smési CHCk : MeOH 1:1 (5 ml).
Jednotlivé najimané frakce byly smichany dle TLGO Iml frakce byly eluovany
nasledujicimi mobilnimi fazemi: CHEl: MeOH 5:1 (1200 ml), 4:1 (500 ml), 3:1
(200 ml), 2:1 (150 ml), 1:1 (200 ml), MeOH (1000 )mByly ziskany frakce
S569 — S578 Ve frakcich S571 (13 mg), S572 (56 mg), S573 (329 mg) aS574
(650 mQ) byl obsazen R’ (B-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoap). FrakceS575(83 mg) obsahovalargvazre methyl-
-a-D-fruktofuranosid(70). Ve frakcichS576 (62 mg) aS577 (179 mg) byl obsazen
(2R,49)-2-O-[3-D-glukopyranosylpentan-2,4-dior4).

7. FrakceS563(51 mg) byla dlena sloupcovou chromatografii na Q0 Q).
Vzorek byl na sloupec nanesen rozpngtve sndsi CHCk : MeOH 5:1 (0.5 ml). Byly
jimany 20 ml frakce. Vzorek byléen mobilni fazi CHG : MeOH 15:1 (700 ml),
MeOH (100 ml). Touto chromatografii byly ziskangikce S579— S583 FrakceS581
byla dale chromatografickyetena.

8. FrakceS581(21 mg) byla dlena sloupcovou chromatografii na jemném SiO
(3.5 g). Vzorek byl na sloupci nanesen rozpugtve sngsi CHCE : MeOH 10:1
(0.5 ml). Byly eluovany 0.5 ml frakce mobilni fa&HCl; : MeOH 10:1, které byly
nasledg smichany dle TLC. Byly ziskany frak&&584 (4 mg) aS585 (16 mg). Ve
frakci S585byl obsazen 2-deoxy-L-ribono-1,4-lakt6rB).
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— 587 —2— $596 - S600

| 5590 —— S601 - S611

$531 —— §586 - §595 ——= $591 —4— S612 - $623 — S616, S617 — schéma 24
| 5592 —— S624 - S634 — S628 — schéma 25

504 —8— $635 - S650 — S650 —— S680 - S682
Schéma 23

1. FrakceS531 (7.47 g) byla chromatografickyéldna na sloupci Si©500.
Vzorek byl na sloupec nanesen rozpogtve snsi CHCE : MeOH 5:1 (20 ml). Byly
jimany 75 ml frakce. Najimané frakce byly naskedmichany dle TLC. Jednotlivé
frakce byly eluovany mobilni fazi CHgEL MeOH 5:1 (3000 ml), 4:1 (1000 ml), 3:1
(1900 ml), MeOH (1000 ml). Timtoétenim byly ziskany frakc&586— S595 které
byly dale @leny. Ve frakcichS588(124 mg)a S589(123 mg) byl obsazen R:(3-D-
-glukopyranosyloxy)-pent-&yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoaf§). Ve frakci
S593 (0.79 g) byl obsazen methglp-fruktofuranosid 71), (2R,49-2-O-f3-D-
-glukopyranosylpentan-2,4-diol74), 4’R-(B-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3--
(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoa?%) a monotropeing8). Ve frakci S595(1.79 g) byl
obsazen monotropeiby).

2. FrakceS587 (30 mg) byla dlena sloupcovou chromatografii na S0 g).
Vzorek byl na sloupec nanesen rozpogtve sndsi CHCk : MeOH 5:1 (0.2 ml). Byly
jimany 10 ml frakce. Podle TLC byly najimané fralsteichany. Frakc&596— S600
byly eluovany mobilni fazi CH@Il: MeOH 5:1 (210 ml), 3:1 (80 ml), 1:1 (50 ml),
MeOH (50 ml). Ve frakcichS597 (6 mg) aS598 (9 mg) byl obsazen B-(3-D-
-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoat ).

3. FrakceS590(771 mg) byla dlena sloupcovou chromatografii na 2({80 g).
Vzorek byl rozpudn ve smdsi CHCE : MeOH 20:1 (2 ml) a nanesen na sloupec
silikagelu. Vzorek byl eluovan nasledujicimi molbim fazemi: CHC} : MeOH 20:1
(6400 ml), 1:1 (400 ml), MeOH (400 ml),.8 (200 ml). Najimané 100 ml frakce byly
smichany dle TLC a byly ziskany frak&601— S611 Z frakceS604 (65 mg), ktera
byla ¢isty methyla-p-fruktofuranosid (70), byla tato latka identifikovana. ESI-MS
(C7H1406), m/z vypasteno 194.2, natteno 216.8 [M+Na]. *H a*3C NMR (D,O) viz
tab. XIV. Methyl-a-D-fruktofuranosid 70) byl také obsazen ve frakci@505(73 mg) a
S606(204 mg). Ve frakcicls605(73 mg),S606(204 mg) a&S607(48 mg) byl obsazen
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4’'R-(B-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoat  7%).
Ve frakci S608 (104 mg) byl obsazen R4S)-2-O-3-D-glukopyranosylpentan-2,4-diol
(74).

HO OH

o 9H

OH
70

4. FrakceS591(1.22 g) byla dlena sloupcovou chromatografii na 280 Q).
Vzorek rozpudny ve smisi CHCk : MeOH 1:1 (4 ml) byl nanesen na sloupec
silikagelu. Vzorek byl @en mobilni fazi CHG : MeOH 15:1 (6500 ml), 10:1 (880 ml),
5:1 (480 ml), 2.5:1 (350 ml), 1:1 (500 ml), MeOHO(GmI). Najimané frakce byly
smichany dle TLC. Byly ziskany frak&@612— S623 FrakceS616a S617 byly déle
chromatograficky &éleny dle schématu 24. Ve frakci€i613(15 mg) aS614(9 mg) byl
obsazen methyD-fruktofuranosid (70). Ve frakci S615 (114 mg) byl obsazen
(2R,49)-2-0O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diol74). Frakce S618 (81 mg) aS619
(33mg) byla sms methylB-D-fruktofuranosidu T71) a (R 49-2-O-B-D-
-glukopyranosylpentan-2,4-diol@4). Ve frakciS620(20 mg) byly obsazeny meth-
D-fruktofuranosid 1)), 4'R-(B-p-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoét79 a (R,49-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diol
(74). Ve frakciS621(47 mg) byly obsazeny R:(3-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-
-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoéfrg) a (&R,49-2-O--D-glukopyranosylpentan-
-2,4-diol (74).

5. FrakceS592 (382 mg) byla rozélena sloupcovou chromatografii na %iO
(30 g). Vzorek byl na sloupec nanesen rozmste sndsi CHCk : MeOH 2:1 (2 ml).
Byly eluovany 50 ml frakce mobilni fazi CHCIMeOH 20:1 (3250 ml), 15:1 (320 ml),
10:1 (660 ml), 5:1 (360 ml), 1:1 (600 ml), MeOH (énl). Dle TLC byly najimané
frakce smichany a byly ziskany frak&624 — S634 FrakceS628 byla ctlena dle
schématu 25. Frakc®627(15 mq) bylcisty methylf3-p-fruktofuranosid 71), ktery byl
z této frakce identifikovan. Tato latka byla spoke s (R,49-2-O-B-D-
-glukopyranosylpentan-2,4-diolerii4) obsazena i ve frak@629(121 mg).
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6. FrakceS594(842 mg) byla dlena sloupcovou chromatografii na $(@0 g).
Vzorek byl rozpu&n ve sngsi CHCk : MeOH 1:1 (10 ml). Jako mobilni faze byla
pouzita smis CHCE : MeOH 20:1 (4200 ml), 15:1 (640 ml), 10:1 (990)mb:1
(1200 ml), 2.5:1 (700 ml), 1:1 (500 ml), MeOH (1060). Po smichani jednotlivych
najimanych 75 ml frakci podle TLC byly ziskany ftakS635— S65Q FrakceS639
(15 mg), S640 (14 mg), S641 (17 mg) aS642 (57 mg) obsahovaly methg-D-
-fruktofuranosid (70). Ve frakci S642 byl také obsazen meth@lp-fruktofuranosid
(71). Ve frakci S643 (47 mg) byl obsazen meth@td-fruktofuranosid 71). Frakce
S644(20 mQ),S645(48 mQ),S646(89 mg) aS647 (42 mg) obsahovaly methfj-b-
-fruktofuranosid(71).

7. FrakceS650 (32 mg) byla chromatografickyéena na sloupci Si&(3 g).
Vzorek byl na sloupec S8 g) nanesen rozpusty ve smdsi CHCk : MeOH 20:1
(0.4 ml). Ze sloupce byly eluovany 10 ml frakceerkt byly nasledh podle TLC
smichany. Byly ziskany frakc8680— S682 Ve frakci S681 (6 mg) byl obsazen
methyl{3-D-fruktofuranosid 71).

S616 1 S651 - S655 = S654L S656 - S658
schéma ll—[

S617 —2— $659 - $665 — S661 —— S666 - S671
Schéma 24

1. FrakceS616 (305 mg) byla roz&lena sloupcovou chromatografii na %iO
(20 g). Vzorek byl na sloupec nanesen rozpyste sndsi CHCk : MeOH 2:1 (2 ml).
Byly eluovany 30 ml frakce mobilni fazi CHClI MeOH 15:1 (1690 ml), MeOH
(200 ml), HO (100 ml). Dle TLC byly najimané frakce smichanlyydy ziskany frakce
S651 - S655 FrakceS652 (28 mg) bylacisty methylf-D-fruktopyranosid(69), ktery
byl z této frakce identifikovarESI-MS (GH140g), m/z vypoiteno 194.2, nagieno
216.8 [M+Na]. 'H a ®*C NMR (D:;O) viz tab. XVI. Ve frakciS653 (151 mg)
prevazoval (R,49)-2-O-3-D-glukopyranosylpentan-2,4-diol 4).

OH
HO

OH

69
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2. FrakceS654(98 mg)byla dtlena sloupcovou chromatografii na jemném SiO
(15 g). Vzorek byl rozpush ve sndsi CHCk : MeOH 5:1 (0.5 ml) a nanesen na sloupec
silikagelu. Vzorek byl eluovan mobilni fazi: CHCl MeOH 10:1 (440 ml), MeOH
(100 ml). Najimané 20 ml frakce byly smichany dleCTa byly ziskany frakce
S656 — S658 Touto chromatografii bylo dosazeno ciggni (2R,49-2-O-f3-D-
-glukopyranosylpentan-2,4-diolu74), frakce S656 (36 mg), ktery byl z této frakce
identifikovan. (2R 49)-2-O-B-p-glukopyranosylpentan-2,4-diolu 74): [a]’-39.6°
(c 0.505, MeOH), lit. -33° (c 1.3, MeOH}? ESI-MS (G.4H1504), m/z vyposteno 266.3,
namtieno 289.1 [M+Na] *H a**C NMR (CD;OD) viz tab. XVIII. (2R,49)-2-O-B-D-
-glukopyranosylpentan-2,4-diol’4) byl obsazen i ve frakcicB657 (46 mg) aS658
(8 mg) spolén¢ s methylB-D-fruktofuranosideml).

3. FrakceS617(335 mg) byla dlena sloupcovou chromatografii na $(@0 Q).
Vzorek byl na sloupec naneseny rozpnst MeOH (1 ml). Jako mobilni faze byla
pouzita smis CHC} : MeOH 30:1 (4450 ml), 1:1 (300 ml), MeOH (100 mljméany
byly 50 ml frakce. Byly smichany dle TLC a byly kdsy frakceS659— S665 Ve
frakci S662 (38 mg) byly obsazeny R49-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diol
(74) a methylB-D-fruktofuranosid 71). Methylf3-D-fruktofuranosid(71) byl obsazen
ve frakcichS663(62 mg),S664(39 mg) aS665(25 mg).

4. FrakceS661 (162 mg) byla dena sloupcovou chromatografii na jemném
SiO, (15 g). Byly jimany 25 ml frakce, které byly smidyadle TLC. Jednotlivé frakce
byly eluovany mobilni fazi CHgl: MeOH 10:1 (880 ml), MeOH (100 ml). Byly
ziskany frakceS666 — S671 Frakce S667 (13 mg) byl ¢isty (2R,49-2-O-B-D-
-glukopyranosylpentan-2,4-diof4). Ve frakcichS668(73 mg),S669(24 mg) aS670
(14 mg) byla obsazena $m (R 49)-2-O-3-D-glukopyranosylpentan-2,4-dioli74) a
methyl$3-p-fruktofuranosidu T1). Frakce S669 (12 mg) byl cisty methylf-D-
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-fruktofuranosid 71), ktery byl z této frakce identifikovan. ESI-MS A&140¢), m/z
vyposteno 194.2, natsteno 217.0 [M+Nd]. *H a'*C NMR (D,0) viz tab. XV.

HO OH _
ol ©

71

S628 1 S672 - S675 — S674 2 S676 - S677 — S676 - S678 - S679

Schéma 25

1. FrakceS628(125 mg) byla dena na SiQ (13 g) sloupcovou chromatografii.
Vzorek byl na sloupec nanesen rozpogtve sndsi CHCk : MeOH 10:1 (1 ml).
Eluovany byly 30 ml frakce, které byly naslédamichany dle TLC, byly vymyty
mobilni fazi CHC} : MeOH 20:1 (1260 ml), 5:1 (250 ml), MeOH (200 mByly
ziskany frakces672— S675 FrakceS674byla dale chromatografickyekena.

2. FrakceS674 (132 mg) byla také dena sloupcovou chromatografii na $iO
(13 g). Vzorek byl na sloupec nanesen ve&snCHCE : MeOH 5:1 (1 ml). Byly
odebirany 20 ml frakce, které byly posléze smichdieyTLC. Jako mobilni faze byla
pouzita sms CHCE : MeOH 5:1 (240 ml), MeOH (200 ml). Byly ziskamakceS676a
S677 Ve frakciS677(16 mg) byl obsazen meth@lb-fruktofuranosid 71).

3. FrakceS676(110 mg) byla dlena sloupcovou chromatografii na Si© g).
Vzorek byl na sloupec nanesen ve¢snCHCEL : MeOH 2:1 (1 ml). Byly odebirany
10 ml frakce. Naslednbyly smichany dle TLC. Mobilni fazi byla ¢s1CHCE : MeOH
2:1 (90 ml). Byly ziskany frakc8678a S679 Ve frakciS678(91 mg) byly obsazeny
methyl{-D-fruktofuranosid 71) a (&R49-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diolu
(74) a ve frakciS679(15 mg) byl obsazen pouze metlfgyb-fruktofuranosid 71).
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5.3. DEleni methanolického extraktu listu brusnice boiivky

Susené listy (1644 g) byly rotstany na malé kousky a dvakrat extrahovany
MeOH (2<10 I) po dobu celkemrit m¢sial. Byly ziskany dva methanolické extrakty,
které byly smichany a odfeny do sucha. Byl ziskan methanolicky extraktilist
brusnice baivky L1 (133 g), ktery byl nejprve roZteén na polarni a nepolarni frakci
(viz schéma 26).

schéma 27

1,14 —— schéma 29
7
T
Ll —— 5 L10 —I: L15
LS8 —I: L13

L11

L6
oL
— L2 —I: L7

L5 schéma 28

— [.3 4 1.20 schéma 30
10
L18 —I:
L16 il: L2] —— schéma 31
L9 LI: L19
L17

Schéma 26

1. Methanolicky extrakt1 (119.30 g) byl rozpu&h v teplém MeOH (320 ml) a
vysrazen teplou O (t=80 °C, 1600 ml)). Vznikla nepolarni sraZenira (33.70 g),
kterd byla dosuSena v sus&pti 40 °C a vodny roztok 3 (83.60 g).

2. Nepolarni fazd.2 (13.50 g) byla rozpu&a v MeOH (40 ml) za varu,
nasledg vysrazena horkym hexanem (200 ml) a na spojerii bglz piidan CHC}
(40 ml). Vznikla srazenind4 (7.49 g) a hexanovy roztdks (5.98 g). Hexanova faze
byla dale dlena dle schématu 28.

3. Methanolicka fazd 4 (7.49 g) byla rozpou&ha v CHC V CHCL se
rozpustila pouzeiast, vznikla srazenind6 (5.50 g) a chloroformovy extrakt7
(1.96 g). Chloroformova fazer byla dale chromatografickyebéna (viz schéma 27).

4. Vodna fazé.3 (46.50 g) byla rozpu&a v MeOH (100 ml) za varu, nechana
zchladnout na laboratorni teplotu a nastedyla vysrazena ED (100 ml). Do druhého
dne vznikla srazenina8 (22.10 g) a ethericka faz® (24.51 g).

5. SrazeninalL8 (22.10 g) byla rozpu&%a v MeOH (25 ml) za varu.
Po zchladnuti na laboratorni teplotu byl roztok ragen E1O (25 ml). Vznikla
srazenind.10 (20.22 g) a ethericky roztdkl1 (1.46 Q).
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6. Vodna faze.10 (20.22 g) byla rozpu&ha v MeOH (50 ml) za varu. Roztok
byl nechan zchladnout na laboratorni teplotu, \ZesmaEtO (50 ml) a nechan ustat do
druhého dne. Vznikla srazenib&?2 (15.43 g) a ethericky roztdkl3 (4.65 Q).

7. Vodna fazd .12 (15.43 g) byla rozpu&ta v MeOH (40 ml) za horka a po
vychladnuti na laboratorni teplotu vysrazengOE20 ml). Do druhého dne se usadila
sraZzenina_14 (11.31 g) a ethericky roztokl5 (3.90 g). Vodna fazé14 byla dale
délena (viz schéma 29).

8. Ethericka fazd.9 (24.51 g) byla rozpu&a v MeOH (25 ml) za varu a
nechana zchladnout na laboratorni teplotu. Potédoyb roztok vysrazen gd (25 ml)

a nechan odstét do druhého dne. Vznikl etherickfoid_16 (21.46 g) a srazening7
(2.98 g).

9. Ethericka fazd.16 (21.46 g) byla rozpu&a v MeOH (50 ml) za varu,
nechana zchladnout na laboratorni teplotu a vysgaEtO (50 ml). Do druhého dne
vznikl ethericky roztok 18 (18.12 g) a srazenirdl9 (3.16 ).

10. Ethericka faze18 (18.12 g) byla rozpu&ta za horka v MeOH (50 ml) a po
vychladnuti na laboratorni teplotu vysrazengOEt100 ml). Do druhého dne se usadila
srazenind_20 (1.87 g) a vodna f&ze21 (16.10 g). Srazenina20 byla dale dlena dle
schématu 30 a vodna fake1l byla ctlena dle schématu 31.

5.3.1. B¥leni chloroformové faze

126 —2— 142 - L50

L7 ——122-141 L33 —2— L51-L60 — LS1 —— 165 - L71

L34 —3— 161 - L64

Schéma 27

1. Chloroformova faze7 (1.94 g) byla rozpusha v CHC} (10 ml) a nanesena
na sloupec Si© (300 g). Ri této gradientové sloupcové chromatografii bylyupity
nasledujici mobilni faze: Hex (500 ml), Hex »@&t30:1 (270 ml), 15:1 (480 ml), 10:1
(220 ml), 9:1 (200 ml), 8:1 (360 ml), 7:1 (620 m®.1 (280 ml), 5:1 (240 ml), 4:1
(250 ml), 3:1 (1200 ml), 2.5:1 (500 ml), 2:1 (240),m.5:1 (500 ml), 1:1 (850 ml),
1:1.5 (500 ml), 1:2 (2730 ml), 1:2.5 (700 ml), 1890 ml), 1:4 (1000 ml), 1:5 (600 ml),
1:6 (700 ml), 1:7 (800 ml), 1:8 (900 ml), 1:9 (1060), 1:10 (600 ml), 1:15 (320 ml),
1:30 (20 ml), E£O (200 ml), E4O : MeOH 100:1 (202 ml), 20:1 (210 ml), 10:1
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(220 ml), 20:3 (920 ml), 5:1 (1000 ml), 4:1 (2250),n:1 (750 ml), 1:1.5 (1250 ml),
1:2 (800 ml), MeOH (500 ml), MeOH : GBOOH 9:1 (500 ml). Odebirany byly 90 mi
frakce, které byly nasledrdle TLC smichany. Byly ziskany fraké22 — L41. Frakce
L26 (49 mq),L33 (146 mq),L34 (57 mg) byly dale chromatografickgldny. Ve frakci
L24 (14 mg) byly obsazengi-amyrin 63) a 3-amyrin 69), stejré jako ve frakciL25
(43 mg). Ve frakcichL27 (107 mg),L28 (12 mg) byly obsaZeny oleanova kyselina
(22), ursolova kyseling22), a-amyrin ©3) a-amyrin £9). Ve frakcichL29 (26 mg),
L30 (14 mg) byly obsaZzeny oleanova kyselirl)(a ursolovd kyseling22). Ve
frakcichL36 (91 mg) a_37 (220 mg) byla obsazena oleanova kyselg$. (

21 59

2. Krystalizaci frakceL26 (49 mg) ze swsi MeOH : CHC} byla ziskana
krystalicka snis oleanové kyseling1 a ursolove kyseling2 (13 mg). Matény louh po
krystalizaciL26 (34 mg) byl @len na desce SiJ1.5 g). Deska byla vyvijena mobilni
fazi EtO: Hex 2:1. Bylo ziskano 9 frakti42 — L50. Ve frakcichL46 (4 mg),L47
(7 mg) byla obsazena $m 4 triterpenickych slaienin, oleanové kyseliny2() a
ursolové kyseliny(22), a-amyrinu €3) a B-amyrinu §9). Ve frakci L48 (4 mg)
pievazuje oleanova kyselinal). Smes oleanové kyseliny2() a ursolové kyselin{22)
byla obsazena ve frakcitd9 (4 mg) aL50 (5 mg).

3. FrakcelL33 (146 mg) byla dena sloupcovou chromatografii na sloupci SiO
(100 g). Vzorek byl na sloupec nanesen rozmys CHCE (4 ml). Byly odebirany
90 ml frakce, které byly smichany dle TLC. Mobifdzi byla snds EtO : Hex 10:1
(1800 ml), E2O (700 ml), E4O : MeOH 10:1 (600 ml), 5:1 (250 ml), 1:1 (100 ml),
MeOH (450 ml). Byly ziskany frakce51 — L60. Ve frakcichL52 (22 mg) alL53
(12 mg) byla obsaZzena gmoleanové kyseliny2() a ursolové kyseling22). Frakce

L51 byla dale chromatografickyetena.
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4. FrakceL34 (57 mg) byla dlena sloupcovou chromatografii na 3i@ g).
Odebirany byly 10 ml frakce. Vzorek byéldn mobilni fazi E{O : Hex 3:1 (100 ml),
Et,O (30 ml), MeOH (30 ml). Po smichani najimanyctkdiadle TLC byly ziskany
frakcelL61 — L64. Ve frakciL62 (20 mg) byla obsazena 8moleanové kyseliny2Q) a
ursolove kyseliny22). Ve frakciL63 (24 mg) byla obsaZena oleanovéa kyselRi.(

5. FrakceL51 (66 mg) bylo chromatografickyétena na sloupci Sig(20 g).
Vzorek byl na sloupec nanesen rozpogtve sndsi CHCEk (1 ml) s MeOH (3 kapky).
Vzorek byl dlen gradientoy mobilnimi fazemi: Hex (200 ml), Hex : £ 30:1
(93 ml), 15:1 (80 ml), 10:1 (110 ml), 9:12 (100 m8;1 (90 ml), 7:1 (80 ml), 6:1
(140 ml), 5:1 (120 ml), 4:1 (100 ml), 3:1 (200 m&1 (120 ml), 1.5:1 (125 ml), 1:1
(100 ml), 1:1.5 (125 ml), 1:2 (120 ml), 1:3 (360)ml:4 (300 ml), 1:5 (120 ml), 1:6
(140 ml), 1:7 (160 ml), 1:8 (180 ml), 1:9 (100 ml)10 (660 ml), 1:15 (160 ml), 1:30
(300 ml), E$O : MeOH 10:1 (220 ml), 5:1 (240 ml), 1:1 (100 nDhromatografii byly
eluovany 50 ml frakce, které byly dale dle TLC dndicy. Byly ziskany frakce
L65 —L71. Pouze ve frakcich70 (47 mg) aL71 (16 mg) byla obsaZzena gsoleanove
kyseliny Q1) a ursolové kyseliny(22). Krystalizaci &chto dvou frakci ze s#si
CHCIl; : MeOH byla ziskana @p smés oleanové kyseliny2(l) a ursolové kyseliny22)
(celkem 11 mg).

5.3.2. B¥leni hexanové faze
2
— L78 == 1104 -L106

— L79 -3 L107-L114

180 —4— L115-LI21
5

18] —— L122-L127
182 —0— 1128-L133
| .83 —— L134-1140

L5 ——172-1103 — g
184 —>— 1141 -L146
| 185 —— L147-L152
L 186 =2~ 1153 -1155

L 187 =L 1156-L159 — L156 =2 1167 - L168

| 188 —2— 1160 -L163 — L163 —2=1169 - L175

13

— .89 L164 - L166
Schéma 28 — dast
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1. Hexanovad fazel5 (6.1 g) byla dlena gradientovou sloupcovou
chromatografii na sloupci SJ200 g). Vzorek byl na sloupec nanesen rozmyst
v CHCl; (10 ml). Chromatografii byly eluovany 100 ml frake®bilnimi fazemi: Hex
(1000 ml), Hex : BEO 30:1 (100 ml), 10:1 (3450 ml), 9:1 (100 ml), §3D00 ml), 7:1
(100 ml), 6:1 (1500 ml), 5:1 (100 ml), 4:1 (2600)n8:1 (100 ml), 2:1 (3600 ml), 1:1
(5700 ml), 2: 3 (2500 ml), 1:2 (3100 ml), 2:5 (528), 1: 3 (1000 ml), 1:4 (1000 ml),
1:5 (100 ml), 1:6 (100 ml), 1:7 (1500 ml), 1:8 (1610), 1:9 (100 ml), 1:10 (500 ml),
Et,O (1000 ml), MeOH (2500 ml), teply MeOH (400 ml)o Bmichani najimanych
frakci dle TLC byly ziskany frakcke72 —L103. Ve frakciL98 (595 mg) byla obsazena
oleanova kyselina2(l).

2. Frakcel.78 (35 mg) byla dlena na desce S{5 g). Vzorek byl nanesen na
desku rozpughy v CHCE (0.5 ml). Deska byla vyvijena ve #si EtLO : Hex 1:10.
Byly ziskany 3 frakceL104 — L106. Ve frakci L105 (5 mg) byla obsaZzena $m
a-amyrinu ©63) ap-amyrinu £9).

3. Frakcel.79 (28 mg) byla dlena na desce S¥{5 g). Vzorek byl nanesen na
desku rozpughy v CHCE (0.5 ml). Deska byla vyvijena ve ga1 ELO : Hex 1:8. Bylo
ziskano 8 frakcL107 —L114. Pouze ve frakdi110 (19 mg) byly obsaZzeng-amyrin
(63) ap-amyrin 69).

4. Frakce.80 (25 mg) byla dlena na desce Syd5 g). Vzorek byl nanesen na
desku rozpughy v CHCE (0.5 ml). Deska byla vyvijena ve ga1 ELO : Hex 1:8. Bylo
ziskano 7 frakci115 —L1121.

5. FrakcelL81 (48 mg) byla dlena na desce S¥{5 g). Vzorek byl nanesen na
desku rozpughy v CHCE (0.5 ml). Deska byla vyvijena ve gs1 ELO : Hex 1:10.
Bylo ziskano 6 frakci122 —L127.

6. FrakcelL.82 (30 mg) byla dlena na desce S¥{5 g). Vzorek byl nanesen na
desku rozpughy v CHCE (0.5 ml). Deska byla vyvijena ve gsi EtLO : Hex 1:10.
Bylo ziskano 6 frakci128 —L133.

7. Frakcel.83 (23 mg) byla dlena na desce S¥{5 g). Vzorek byl nanesen na
desku rozpughy v CHCE (0.5 ml). Deska byla vyvijena ve gai ELO : Hex 1:9. Bylo
ziskano 7 frakci134 —L140.

8. Frakcel.84 (30 mg) byla dlena na desce S{5 g). Vzorek byl nanesen na
desku rozpughy v CHCE (0.5 ml). Deska byla vyvijena ve ga1 ELO : Hex 1:9. Bylo
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ziskano 6 frakcL141 — L146. Ve frakcichL144 (8 mg) aL146 (16 mg) byl obsaZen
glutinol (64).

64

9. Frakcel85 (20 mg) byla dlena na desce Syd5 g). Vzorek byl nanesen na
desku rozpughy v CHCE (0.5 ml). Deska byla vyvijena dvakrat ve &nELO : Hex
1:9. Bylo zisk&no 6 frakdil47 — L152. Ve frakcichL151 (10 mg) aL152 (9 mg) byl
obsazen glutinal64).

10. Krystalizaci frakc&86 (57 mg) ze srsi MeOH s CH{ byla ziskana&ista
snes a-ymyrinu 63) aB-amyrinu 69), krystalyL153 —L155 (celkem 53 mg).

11. Krystalizaci frakcd.87 (197 mg) ze sisi MeOH s CHJ byla ziskana
rovnéz cistd smés a-amyrinu 63) a B-amyrinu §9), krystaly L156 — L159 (celkem
80 mg). Z krystal L158 (24 mg) byl ze swsi a-amyrinu 63) a B-amyrinu §9)
(v poeru 1.0:1.1) identifikovara-amyrin 63). APCI-MS (GoHs00), m/z vypocteno
426.7, nanteno 409.3 [M+H-HO]". *H a’*C NMR (CDCE}) viz tab. XXII.

63

12. Krystalizaci frakcd.88 (297 mg) ze s&si MeOH s CH{ byla ziskana
smes a-amyrinu 63) a-amyrinu 69), krystalyL160 —L163 (celkem 116 mg).
13. Krystalizaci frakcd.89 (196 mg) ze sisi MeOH s CHJ byla ziskana

smes a-amyrinu 63) a-amyrinu 69) (celkem 102 mg).
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14. Frakcd.156 (16 mg) byla dlena na desce SyQ10 g). Deska byla vyvijena
v mobilni fazi E$O : Hex 1:2. Byly ziskany frakdel67 — L168. FrakcelL168 (13 mg)
bylacista sngs oleanové kyseliny2(l) a ursolové kyseliny22).

15. Frakcd.163 (165 mg) byla dlena na sloupci Si§X10 g) mobilni fazi EO:
Hex 1:1 (80 ml), MeOH (30 ml). Najimané 5 ml frakogly smichany dle TLC. Byly
ziskany frakcd.169 — L175. Smés a-amyrinu 63) a-amyrinu §9) byla obsazena ve
frakcichL170 (48 mg),L171 (89 mQg),L172 (16 mg),L173 (1 mg),L174 (1 mg),L175
(1 mg). ZfrakceL171 byla ziskanacista smés a-amyrinu 63) a B-amyrinu 69)

(40 mg) krystalizaci ze zastené sngsi a-amyrinu 63) a-amyrinu §9).

— 100 —2— L176-L182 =— L181—2= 1264 - 1276
L 19] —— [183-1205 — L193—-— 1277 - 1280
1211 —2— 1264 1276
) 1212 =3 1277 - 1280
192 —2 1206-1215 1
L1213 —=— 281 - 1286
L5 ——172-L103 L214—2— 1287 - 1292
103 —2— [216-1232 =— 1225—%—1301-1308

L 194 —0— 1233-1241

L 195 —L— 1242 - 1.249

| 196 —3— 1.250 - L257

L 197 —— 1258 -1.263

1261 —1— 1309 - L314

1262 =8~ 1315 -1.331

Schéma 28 — 2ast

1. viz schéma 28 — &ast

2. FrakceL90 (56 mg) byla nanesena v CHGD.5 ml) na desku SiKX5 ).
Deska byla vyvijena v mobilni fazi £ : Hex 1:5. Bylo ziskano 7 frakkil76 —L182.
Ve frakciL178 (14 mg) byl obsaZen[33sitosterol 24). FrakcelL181 (17 mg) byla dale

chromatograficky dena.

HO
24
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3. Frakcel91 (245 mg) byla dlena na sloupci Si©(25 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozp&sy v CHCE (5 ml). Byly jimany 50 ml frakce, které byly
nasledg smichany podle TLC. Jednotlivé frakce byly eluovémobilni fazi EfO : Hex
1:10 (250 ml), 1:9 (100 ml), 1:8 (150 ml), 1:7 (80), 1:5 (120 ml), 1:4 (75 ml), 1:3
(40 ml), 1:2 (200 ml), 1:1.5 (300 ml), 1:1 (80 mi),5:1 (45 ml), 2:1 (60 ml), 3:1
(40 ml), 4:1 (50 ml), 5:1 (60 ml), 7:1 (80 ml), 10{110 ml), E4O (300 ml). Z této
chromatografie byly ziskany frakdel83 — L205. Ve frakcichL191 (27 mg),L192
(50 mg),L193 (79 mg) a.194 (5 mg),L195 (8 mg) byl obsazenBsitosterol 24), jako
pievaZzujici latka vedle oleanové kyselirdi) a B-amyrinu 69). FrakcelL196 (5 mg) a
L197 (4 mg) byla sms 3P-sitosterolu399.94 MHz (24), oleanové kyseliny (1),
ursolové kyseliny22), a-amyrinu 63) a B-amyrinu £§9). Glutinol (64) byl obsazen ve
frakci L205 (6 mg).

4. Frakcel52 (132 mg) byla dena na sloupci Si(15 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozpédy v CHCE (3 ml). Byly eluovany frakce o objemu 50 ml.
Jako mobilni faze byl pouzit Hex (100 ml), &nHex : E2O 10:1 (150 ml), 9:1
(150 ml), 7:12 (200 ml), 5:1 (150 ml), 3:1 (100 m®.1 (100 ml), 1.5:1 (50 ml), 1:1
(100 ml), 1:2 (100 ml), 1:3 (100 ml), 1:5 (100 ml}7 (200 ml), 1:10 (200 ml), D
(200 ml). Po smichéni jednotlivych frakci dle TL@yziskany frakce 206 — L215.
FrakceL211 —L214 byly dale chromatografickysteny.

5. FrakcelL93 (347 mg) byla rozpu8ha ve smisi CHCk : MeOH 9:1 (2 ml) na
sloupec Si@ (10 g). Ze sloupce byly eluovany 80 — 90 ml frakéeakce byly
vymyvany mobilni fazi BO: Hex 1:10 (660 ml), 1:9 (200 ml), 1:8 (180 ml)71
(160 ml), 1:6 (180 ml), 1:5 (2120 ml), 1:4 (300 mi}3 (1710 ml), 1:2 (100 ml), 1:1.5
(500 ml), 1:1 (500 ml), 1.5:1 (500 ml), 2:1 (450)3:1 (400 ml), 4:1 (250 ml), 5:1
(300 ml), 7:1 (560 ml), 10:1 (440 ml), MeOH (300)mMajimané frakce byly dle TLC
smichany a byly ziskany frakde16 — L232. Ve frakciL224 (17 mg) byla obsaZzena
smes oleanové kyseliny2(@), B-amyrinu 6§9) a 3B,12B3-dihydroxyolean-28-13-olidu
(62). Prevazujici latkou ve frakci226 (169 mg) byla oleanova kyselin21j vedle
ursolové kyseliny(22), a-amyrinu €63), B-amyrinu 69) a 3,12B-dihydroxyolean-
-28—13-olidu (62). Krystalizaci ze s#si CHCE : MeOH frakcelL227 (88 mg) byla
ziskana sits oleanové kyseliny2(l) a ursoloveé kyseliny22) (7 mg), ve které vyrazn

pievazovala ursolova kyselin@2) (ursolova kyselina22) : oleanova kyselina2()
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3.4:1). Z této frakce byla ursolova kyselir22) identifikovana. ESI-MS (€H4s03),
m/z vyposteno 456.7, natteno 455.3 [M-H] '*H a**C NMR (CDCE + CD;0OD) viz
tab. XXIII.

6. Frakcd 94 (1.43 g) byla dlena na sloupci SigX25 g). Vzorek byl na sloupec
nanesen rozpudty ve sndsi CHCk : MeOH 9:1 (3 ml). Byly odebirany 30 ml frakce,
které byly eluovany mobilni fazi g : Hex 3:1 (400 ml), MeOH (100 ml) a které byly
smichany dle TLC. Byly ziskany fraké233 — L241. Ve frakcichL234 (5 mg),L235
(7 mg) aL236 (5 mg) byla obsazena gmoleanové kyseliny2() a ursolové kyseliny
(22).

7. Frakcel95 (100 mg) byla rozpu&ba ve smisi CHCE : MeOH 9:1 (1.5 ml) a
nanesena na sloupec 2iQ0 g). Ze sloupce byly eluovany frakce o objemd 50 ml
mobilni f&zi Hex : BO 3:1 (80 ml), 2:1 (30 ml), 1.5:1 (150 ml), 1:1 (6@), 1:1.5
(50 ml), E;O (50 ml), MeOH (50 ml). Byly ziskany frakde42 — L249. FrakcelL244
(21 mg) byla srss oleanoveé kyseliny2() a ursolove kyseliny22). Oks tyto latky byly
obsazeny ve frakcidi245 (3 mg) aL246 (11 mg).

8. Frakcel96 (181 mg) byla dena na sloupci Si© (10 g). Vzorek byl
rozpusén ve smsi CHCL : MeOH 9:1 (2 ml). Byly jimany cca 30 ml frakcagkeé byly
eluovany mobilni fazi Hex : ED 3:1 (64 ml), 2:1 (210 ml), 1.5:1 (50 ml), 1:1 (40),
1:1.5 (25 ml), 1:2 (15 ml), D (40 ml), MeOH (40 ml). Byly ziskany frakce
L250 — L257. FrakcelL253 (42 mg) byla sis oleanové kyseliny2(l) s ursolovou
kyselinou(22).

9. Frakcd 97 (595 mg) byla dlena na sloupci Si€&X50 g). Vzorek byl nanesen
na sloupec rozpudty ve sn¢si CHCk : MeOH 9:1 (2 ml). Jednotlivé 60 ml frakce byly
eluovany smasi EtO : Hex 2:1 (400 ml), O (300 ml), E2O : MeOH 100:3 (206 ml),
Et,O : MeOH 4:1 (100 ml), MeOH (100 ml). Najimané fcakoyly smichany dle TLC a
byly ziskany frakcd.258 — L263. FrakcelL261 (153 mg) aL262 (162 mg) byly dale
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chromatograficky &eny. Ve frakciL263 (113 mg) byla obsaZena &snoleanové
kyseliny @1) a ursolové kyselin{22).

10. Frakcd.181 399.94 MHz (17 mg) byladina na sloupci SigX2 g). Vzorek
byl na sloupec nanesen rozpust v CHCE (0.5 ml). Byly jimany frakce o objemu
10 ml. Vzorek byl dlen mobilni fazi Hex : O 2:1 (500 ml), MeOH (30 ml), CH¢l
(20 ml). Byly ziskany frakcé& 264 — L276. Ve frakcichL266 (3 mg),L267 (2 mg) a
L268 (1 mg) byl obsazen[B123-dihydroxyolean-28-13-olid (62).

62

11. FrakcelL193 (78 mg) byla dlena na sloupci Si©(10 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozp&dy v CHCE (1 ml). 10 ml frakce byly eluovany mobilni fazi
Et,O : Hex 1:10 (300 ml). Byly ziskany frake@77 —L280. Ve frakcichL277 (37 mg)
a L278 (26 mg) byl obsazZen [33sitosterol (24), ktery by. ziskancisty (13 mg)
krystalizaciL278 ze sndsi CHCE : MeOH. Ve frakcichL279 (4 mg) aL280 (8 mg)
byly obsazeny oleanova kyseliril) a ursolova kyseling22).

12. Frakcd. 211 (38 mg) byla dlena na desce S5 g). Vzorek byl na desku
nanesen rozpudty v CHCE (0.5 ml). Deska byla vyvijena ve sgai ELO : Hex 1:3.
Byly ziskany frakcd 281 — L286. Timto dtlenim byl ziskartisty 3B3-sitosterol(24),
frakcelL284 (9 mg).

13. Frakcd.212 (81 mg) byla dlena na desce Sp®10 g). Vzorek byl na desku
nanesen rozpulty v CHCE (1 ml). Deska byla vyvijena ve €81 ELO : Hex 1:1. Byly
ziskany frakcelL287 — L292. Ve frakci L289 (21 mg) byl pevazujici latkou
3B-sitosterol(24) a frakcel.290 (12 mg) bylcisty 3B-sitosterol g4).

14. Frakcd 213 (18 mg) byla dlena na desce Si05 g). Deska byla vyvijena
v mobilni fazi E4O : Hex 1:1. Byly zisk&ny frakde293 — L296.
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15. Frakcel214 (19 mg) byla dlena na desce S}O(5g) mobilni fazi
Et,O : Hex 3:1. Vzorek byl na desku nanesen rozpysy CHCE (0.5 ml). Byly
ziskany frakce.297 —L300.

16. Krystalizaci ze sisi MeOH s CHO L225 (521 mg) byla ziskana %
oleanové kyselinydl) a-amyrinu §9) (111 mg). Matény louh (398 mg) byl &en na
sloupci SiQ (50 g). Vzorek byl na sloupce nanesen rozmistve smisi CHCh
s MeOH 10:1 (3 ml). 65 ml odebirané frakce, kteyfy masled® smichany dle TLC,
byly vymyty mobilni fazi Hex : EO 1:3 (800 ml), EO (200 ml), MeOH (100 ml).
Délenim byly ziskany frakce 301 — L308. Frakce L303 (157 mg) byla swis
triterpenoidi: oleanové kyseliny 21), ursolové kyseliny(22), a-amyrinu 63),
B-amyrinu 69) a 3B,12B-dihydroxyoleanan-28-133-olidu (62). FrakceL304 (48 mg)

a L305 (5 mg) obsahovaly st8 oleanové kyseliny2(), ursolové kyseliny(22),
a-amyrinu 63) a-amyrinu §9). FrakceL306 (11 mg) aL307 (4 mg) obsahovala sfa
oleanové kyseliny4l1) a ursoloveé kyselin{22).

17. FrakcelL.261 (153 mg) byla dlena na sloupci Si©(8 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozpésy ve smsi CHCL : MeOH 10:1 (2 ml). Byly jimany 15 ml
frakce, které byly eluovany mobilni fazi,Bx : Hex 1:1 (100 ml), 2:1 (150 ml), 3:1
(220 ml), 4:1 (50 ml), 5:1 (60 ml), & (60 ml), MeOH (50 ml). Jednotlivé frakce byly
smichany dle TLC. Byly ziskany frakt&09 — L314. Ve frakcichL310 (32 mg),L311
(20 mg),L312 (24 mg),L313 (38 mg),L314 (16 mg) byla obsaZena oleanova kyselina
(21).

18. FrakcelL262 (182 mg) byla dlena na sloupci Si©(8 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozpésy ve smisi CHCL : MeOH 10:1 (3 ml). Byly jimany 15 ml
frakce, které byly eluovany mobilni faziBx : Hex 1:1 (100 ml), 2:1 (60 ml), 3:1
(160 ml), 4:1 (100 ml), 5:1 (180 ml), &£ (100 ml), MeOH (50 ml). Jednotlivé frakce
byly smichany dle TLC. Byly ziskany frakde315 — L321. Ve frakciL317 (51 mgQ)
byla obsazena oleanova kyselirzgd)( ve frakcichL318 (25 mg) aL319 (24 mg) byla

obsaZena s&s oleanové kyseliny2(l) a glutinolu 64).

5.3.3. B¥leni vodné faze

L14 ——1332-1.343 — 1.338 —2— 1,344 - 1.347

Schéma 29
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1. Srazenind.14 (11.3 g) byla dlena na sloupci Si&(270 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozp&ésy ve sndsi H,O : MeOH : CHC} 7:10:1 (18 ml). Byly
eluovany cca 150 ml frakce mobilni fazi CHCMeOH 10:1 (3165 ml), 5:1 (4320 ml),
2.5 :1 (1400 ml), 1.5:1 (500 ml), 1:1 (1500 ml)2 X900 ml), 1:5 (600 ml), MeOH
(2000 ml), HO (1300 ml). Jednotlivé najimané frakce byly smighdle TLC a celkem
byly ziskany frakcd 332 — L343. Ve frakcichL335 (134 mg) a.336 (109 mg) byl ze
smési sacharid identifikovAn methyB-p-fruktofuranosid 71). Ve frakci L337
(963 mg) byly obsazeny meth@tp-fruktofuranosid 71), methyla-D-fruktofuranosid
(70), methylf-p-fruktopyranosid §9) a myo-inositol {9). KrystalizaciL339 (1.22 g)
z MeOH byl ziskan a identifikovan myo-inositol9) (62 mg). ESI-MS (gH1.0s),
m/z vyposteno 180.2, nattteno 203.0 [M+Nd]. *H a**C NMR (D,O) viz tab. XXIV.

OH HO OH HO OH_ _
OH
-0 O- ol @ HO,,
HO ’
SN o)
~N
OH HO
OH oH OH OH

69 70 71 79

2. FrakcelL338 (440 mg) byla dlena na sloupci jemného SIQ@R5 g). Vzorek
byl na sloupec nanesen rozpust ve sndsi CHCk : MeOH : HO 10:1:1 kapek (2 ml).
Byly odebirany cca 25 ml frakce. Jako mobilni féza pouzita sis CHCE : MeOH
10:1 (700 ml), 5:1 ((400 ml), 3:1 (200 ml), MeOHOQ@ ml). Najimané frakce byly
smichany dle TLC a vznikly frakce344 — L347. FrakcelL344 (120 mg),L345
(145 mg) a.346 (165 mg) byly snssi sacharid.

5.3.4. B¥leni etherické faze

120 —— 1,348 -1.350

Schéma 30
1. Srazenind.20 (1.88 g) byla dlena na sloupci Si(70 g). Vzorek byl na

sloupec nanesen rozp&é$y ve smisi CHCk : MeOH : NH,OH 2:1:0.03 (3 ml) +
MeOH (2 ml) + BO (0.5 ml). Vzorek byl @en mobilni fazi CHG : MeOH : NH,OH

107



2:1:0.03 (303 ml). Odebirany byly 25 ml frakce, rktdyly smichany dle TLC. Byly
ziskany frakce.348 — L350.

1 _[ L376 =2= 1,387 - L393 = 1391 —2— 1394 - 398

L2] —— L351-1386

L385 schéma 32

Schéma 31

1. Nejprve bylo provedeno zkuSebnilehi s¢asti vodné faze 21 (2 g) na
sloupci SiQ (200 g). Vzorek byl na sloupec nanesen rozmyst MeOH (5 ml). Byly
odebirany cca 80 - 90 ml frakce, které byly dle T&@ichany. Frakce byly vymyvany
mobilni fazi CHC} : MeOH : NHOH 9:1:0.2 (918 ml), 7:1:0.2 (400 ml), 5:1:0.1
(605 ml), 4:1:0.1 (510 ml), 3:1:0.1 (508 ml), 2.&1 (153 ml), 2:1:0.1 (1600 ml),
1.5:1:0.1 (900 ml), 1:1:0.05 (500 ml), 1:1.5:0.@®@ ml), 1:2:0.05 (450 ml), 1:2.5:0.1
(400 ml), 1:3:0.1 (400 ml), 1:4:0.1 (500 ml), 1:2@00 ml), 1:7:0.2 (500 ml), 1:9:0.2
(500 ml), MeOH : NHOH (3400 ml), teply MeOH (750 ml), MeOH : GEOOH 9:1
(1000 ml). Byly ziskany frakcé.351 — L374. Déle byla roz8lena pomoci stejné
chromatografie dalStast vodné fazé.21 (2 g). Touto chromatografii byly ziskany
frakcelL375 —L386. Ve frakciL353 (292 mg) byl obsazen R:hydroxypent-25yl-2E-
-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoai). Také ve frakcich.359 (81 mg),L360 (53 mg),
L361 (39 mQ),L362 (56 mg) byl obsazen RB:(B-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-
-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enoéf). Ve frakcichL363 ((39 mg) aL364 (44 mg)
byl ve sngsi identifikovan (R 4S)-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diol74). Ve
frakci L365 (239 mg) byl obsazen meth@tp-fruktofuranosid 71). Frakce L379
(187 mg) obsahovala R’ (B-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoa?%). Frakcel386 (28 mg) obsahovala R4S)-2-O-3-D-
-glukopyranosylpentan-2,4-diol’4). FrakcelL385 byla dale chromatografickyéiena

(viz schéma 32).

OH o}
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2. FrakcelL.376 (61 mg) byla dlena na desce Sy®10 g). Vzorek byl nanesen
ve snesi MeOH s NHOH 10:1 (0.5 ml). Deska byla vyvijena v mobilni ifaz
CHCI; : MeOH : NH,OH 10:1:0.2. Bylo ziskano 6 frake887 —L393. Ve frakciL390
(10 mg) byl obsazen meth@pd-fruktofuranosid 71).

3. FrakcelL.391 (26 mg) byla dlena na desce Sy®10 g). Vzorek byl nanesen
ve snesi MeOH s NHOH 10:1 (0.3 ml). Deska byla vyvijena ve&nCHCE : MeOH
: NH4OH 8:1:0.1. Rlenim bylo ziskano 5 frakti394 — L398.

— 1400 —2— 1414 - 1416

L 1401 —— 1417 - L420

1402 == 1421 - L424

L1385 —— 1399 - 1413 —— 1403 —— 1425 - L431
| 1405 =5~ 1432 - 1439 — 1437 —— 1456 - L460

[ 1,407 —L= L1440 - L447

— 1409 —8— 1,448 - 1455
Schéma 32

1. FrakcelL385 (9.46 g) byla dlena na sloupci SKX250 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozpésy ve snési MeOH : CHCY 4:15 (19 ml). Byly odebirany 250
ml frakce, které byly dle TLC smichany. 8mnbyla na sloupci dena mobilni fazi
CHCI3 (1400 ml),CHCI; : MeOH 50:1 (1020 ml), 40:1 (1230 ml), 30:1 (4340, 25:1
(1560 ml), 20:1 (5040 ml), 15:1 (640 ml), 10:1 (844l), 5:1 (600ml), 1:1 (1 1), MeOH
(500 ml). Byly ziskany frakc&399 — L413. Krystalizaci z MeOH byl z frakce404
(371 mgq) ziskartisty quercetin(27) (45 mg), ktery byl z této frakce identifikovan.
ESI-MS (GsH1007), m/z vyposteno 302.2, nattteno 325.0 [M+Nd] *H a*C NMR
(DMSO) viz tab. XXV. Dalsi krystalizaci z MeOH frakce,404 byl ziskan
3B-sitosterolglukosid&0) (7 mg). ESI-MS (G@sHs0Os), M/z vypacteno 576.8, nagieno
599.5 [M+Na]. *H a**C NMR (pyridin-ds) viz tab. XXVI. QuercetinZ7) byl obsaZen
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ve frakci L406 (316 mg). Ve frakciL408 (447 mg) byl obsaZzen methjgtp-

-fruktofuranosidu 71).

GlcO

27 80

2. FrakcelL400 (486 mg) byla dena na sloupci Si£X45 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozpé&dy v CHCE (1.5 ml). Vzorek byl dlen mobilni fazi CHG
(500 ml). Najimané 50 ml frakce byly smichany dleCT Vznikly frakcelL414 —L416.

3. FrakceL401 (288 mg) byla dlena na sloupci Si£40 g). Vzorek byl na
sloupec nanesen rozp&df v CHCE (1.5 ml). Vzorek byl dlen mobilni fazi CHG
(550 ml). Najimané frakce byly smichany podle TLC bgly ziskany frakce
L417 — L420. Ve frakciL420 (224 mg) byl obsazen R:hydroxypent-25yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoér ).

4. FrakcelL402 (378 mg) byla nanesena na sloupec jemného, 80 Q)
rozpustna ve smisi CHCk : MeOH 30:1 (2 ml). Vzorek byl den mobilni fazi
CHCl;: MeOH 30:1 (310 ml), MeOH (100 ml). Byly eluovaag ml frakce, které byly
smichany dle TLC. Touto chromatografii byly ziskdrakcelL421 —L424.

5. FrakcelL403 (353 mg) byla dlena na sloupci Si§X(30 g). Vzorek byl na
sloupec SiQ nanesen rozpudty v CHCE (1.5 ml). Vzorek byl ze sloupce eluovan
mobilni fazi CHC} (700 ml), CHC} : MeOH 100:1 (101 ml), 50:1 (408 ml), 25:1
(104 ml). Byly jimany 25 ml frakce, které byly srhémy podle TLC. Byly ziskany
frakcel425 - L431.

6. Frakcd 405 (853 mg) byla dlena na sloupci Sigf40 g). Vzorek byl nanesen
na sloupec rozpudty v CHCk (2.5 ml) s MeOH (10 kapek). 50 ml frakce byly
eluovany mobilni fazi CHGI: MeOH 50:1 (2142 ml), MeOH (300 ml). Po smichani
najimanych frakci dle TLC jsou ziskany fraktd32 — L439. Ve frakcich L435
(57 mg) aL436 (191 mg) byl obsazen monotrop€s8).
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7. FrakcelL407 (838 mg) byla dlena na sloupci Sig(60g). Vzorek byl na
sloupec nanesen ve &sn CHCE : MeOH 10:1 (2 ml). Byly odebirany 50 ml frakce.
Mobilni fazi byla sms CHCE : MeOH 10:1 (1080 ml), MeOH (250 ml). Najimané
frakce byly smichany dle TLC. Jsou ziskany frakdd0 — L447. Ve frakcichL442
(30 mg) aL443 (91 mg) byl obsazen monotropdi8). Ve frakcichL445 (152 mg) a
L446 (123 mg) byl obsazen R:(B-D-glukopyranosyloxy)-pent-&yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoatr9).

8. FrakcelL409 (1.03 g) byla dena na sloupci Si©(100 g). Vzorek byl
rozpusén ve smisi CHCE : MeOH 9:1 (3 ml) a nanesen na sloupec. Byly jiynan
100 ml frakce, které byly eluovany mobilni fazi CHGVeOH 20:1 (7140 ml), 1:1
(400 ml). Po smichani frakci dle TLC byly ziskangkiceL448 —L455. Ve frakciL450
(27 mg) byl obsazen R-(B-p-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoav9). Ve frakciL452 (252 mg) byl obsazen 49)-2-0O-
-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diol74), ktery byl obsazen také ve frakti453
(397 mg).

9. Frakcel437 (143 mg) byla dlena na jemném SiX20 g). Vzorek byl
nanesen na sloupec rozpust v CHCE s MeOH (5 kapek). Odebirany byly 25 ml
frakce. Vzorek byl den mobilni fazi CHG: MeOH 30:1 (720 ml), 20:1 (210 ml),
MeOH (200 ml). Najimané frakce byly smichany dleCTla jsou ziskany frakce
L456 — L460.
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5.4. Fiprava standardi: (2R,4R)-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-
diolu (77) a (%5,4S)-2-O-B-b-glukopyranosylpentan-2,4-diolu (78)

5.4.1. Kiprava standardu (2R,4R)-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diolu (77)

2,3,4,6-tetraO-acetylf3-D-glukopyranosylbromid (82)

K 1,2,3,4,6-pent®-acetylf3-D-glukopyranose (2 g, 5.1 mmol) rozpin
v suchém dichlormethanu (15 ml) bykighn @i laboratorni teplat roztok HBr
v CH3;COOH (30%, 5 ml) a reg&ki smés byla michana 2 hodiny. Poté byla r&ak
smés nalita do studené destilované vody (50 ml) d&epdna chloroformem (50 ml).
Organickd vrstva byla nasletipromyta nasycenym roztokem NaHE@x50 ml),
destilovanou vodou (2x50 mla vysuSena bezvodym Mg3@ odpéna do sucha.
Krystalizaci odparku ze sfsi ELO - Hex bylo ziskdno 1.95 (95 %) 2,3,4,6-teDa-
-acetyl$-D-glukopyranosylbromidug?). *H NMR (299.94 MHz, CDG): J1.99 (3H,
s), 2.01 (3H,9), 2.06 (3H,s), 2.06 (3H,s), 4.09 (1H,m), 4.23 — 4.32 (2HM), 4.80 (1H,
dd, J,=9.9 Hz,J,=3.9 Hz), 5.12 (1Hit, J;=10.5 Hz,J,=2.4 Hz), 5.52 (1Ht, J=9.6 Hz),
6.57 (1H,d, J=4.2 Hz).»*C NMR (75.43 MHz, CDG): 4 20.49, 20.56, 20.60, 20.60,
60.90, 67.12, 70.11, 70.54, 72.09, 86.53, 169.3H.7R, 169.77, 170.43. NMR

spektralni data jsou ve shosl literaturou-*
(2R,4R)-2-O-benzylpentan-2,4-diol (84).

OH OBn

84

K (2R4R)-pentan-2,4-diolu (500 mg, 4.80 mmol) rozgn&mu v suchém
toluenu (5 ml) byl za stalého michari feplot 50 °C gidan KOH (1.35 g, 24 mmol)
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rozpudkny v destilované vad(1.44 ml). Poté byl k re&ki snési pridan n-BusN'Br’
(24 mg, 0.07 mmol) a benzylchlorid (0.55 ml, 60§, 4.80 mmol). Reakce probihala
za stalého michani 16 hodin. Nasledryl do reakni sntsi piidan toluen (30 ml) a
smeés byla promyta destilovanou vodou (2x20 ml), vysaSdezvodym MgSO a
odpdaena. Chromatografii odparku na sloupci silikageld5 (g) ve snisi
EtOAc/Hex=1/4 bylo ziskdno 581 mg (62 %R(2R)-2-O-benzylpentan-2,4-diolusd).
ESI-MS (G2H1502), m/z vypaiteno 194.3, natteno 217.0 [M+Na] 'H NMR
(299.94 MHz, CDGJ) : 01.17 (3H,d, J=6.3 Hz), 1.26 (3Hd, J=6.0 Hz), 1.62 — 1.68
(2H, m), 3.86 (1H,m), 4.12 (1Hm), 4.45 (1H,d, J=11.4 Hz), 4.62 (1Hd, J=11.7 Hz),
7.18 — 7.27 (5HM). °C NMR (75.43 MHz, CDG): ¢ 19.09, 23.42, 44.44, 64.45,
70.45, 72.61, 127.55, 127.62, 127.62, 128.34, 128.38.34. NMR data jsou ve skod

s literaturout>3134

(2R,4R)-2-0-(2',3',4',6'-tetra- O-acetyl{f3-D-glukopyranosyl)-4-O-benzylpentan-2,4-
diol (88).

K roztoku (R4R)-2-O-benzylpentan-2,4-diolu 84) (300 mg, 1.54 mmol)
v suchém dichlormethanu (5 ml) a bylbd#@no aktivované molekularni sisd\ (0.5 g) a
nasles AgCIO, (319 mg, 1.54 mmol) a AG0O; (1293 mg, 7.70 mmol). Reé&ki snes
byla ochlazena na —35 °C. Za této teploty byl dakiei snmesi pridan 2,3,4,6-tetr&d-
-acetylf3-D-glukopyranosylbromid (950 mg, 2.31 mmol) rozga$t v suchém
dichlormethanu (1 ml). Rea&ki snts byla michdna v atmosg& argonu bez fistupu
swtla po dobu 20 hodinfplaboratorni teplat Poté byl k readni snmeési piidan pyridin
(400 ul) a vSe bylo ponechano 15 minut michat. Nasidalyla reakni snes nadedna
chloroformem (30 ml) a promyta 1M roztokem HCI (Bx&l), nasycenym roztokem
NaHCQO; (2x50 ml) a destilovanou vodou (2x50 ml). Chlorafova frakce byla
vysusena bezvodym Mg3@ odp&ena. Chromatografii odparku na sloupci silikagelu
ve snesi EtOAc/Hex=1/3 bylo ziskano 181 mg (22 %R(2R)-2-0-(2’,3',4’,6'-tetra-
-O-acetyl3-D-glukopyranosyl)-40-benzylpentan-2,4-diolu8g). ESI-MS (GeH36011),
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m/z vypoiteno 524.6, natteno 547.2 [M+Na]. IR (KBr) Vmay c: 2966, 2924, 2879
(C-H), 1751 (C=0), 1497, 1452, 1425 (C-H), 1376 g;H 223, 1171, 1110(C-O).
1066, 1038 (C-H), 748, 700 (GH'H NMR (299.94 MHz, CDG): J 1.13 (3H,d,
J=6.0 Hz), 1.17 (3Hd, J=6.3 Hz), 1.57 — 1.62 (2Hm), 1.94 (3H,s), 2.00 (3H,9), 2.01
(3H, 9), 2.04 (3H,), 3.61 (1H,dqg, 1;=9.9 Hz,J,=2.4 Hz), 3.81 (1Hm), 3.95 (1H,dd,
J1=12.3 Hz,J,=2.4 Hz), 4.09 — 4.21 (2Hn), 4.49 (1H,d, J=11.4 Hz), 4.56 (1Hd,
J=7.8 Hz), 4.59 (1Hd, J=11.4 Hz), 4.96 (1Hdd, %=9.6 Hz, J=8.1 Hz), 5.08 (1Ht,
J=9.6 Hz), 5.20 (1H{t, J=9.6 Hz), 7.24 — 7.33(5H, m). **C NMR (75.43 MHz,
CDCl): 420.00, 20.31, 20.52, 20.55, 20.59, 20.63, 45.0634 61.77, 68.28, 70.83,
71.52, 71.72, 71.80, 72.48, 72.92, 98.98, 127.29.2D, 128.27, 128.27, 139.30,
169.28, 169.38, 170.29, 170.54.

(2R,4R)-2-O-B-D-glukopyranosyl)-4-O-benzylpentan-2,4-diol (90)

OH

HO/&/
o (0] ?Bn
90

(2R4R)-2-0-(2',3,4’,6'-tetra-O-acetylf3-D-glukopyranosyl)-409-benzylpentan-
-2,4-diol 88 (120 mg, 0.23 mmolbyl rozpusén v suchém MeOH (2.5 ml) v argonové
atmosfée. Do reakni smési byl nasled# piidan 0.56M roztok MeONa (0.57 ml,
0.46 mmol) a reaini smeés byla michdna po dobu 15 hodin. Reakce byla
zneutralizovana ledovou GHOOH, odp&na a poté ciStetha sloupcovou
chromatografii na 20 g silikagelu v soust&¥HClL/MeOH =10/1. Bylo ziskano 58 mg
(68%) (R 4R)-2-O-B-p-glukopyranosyl-49-benzylpentan-2,4-diolu 90). ESI-MS
(CigH2507), m/z vypaiteno 356.4, natteno 379.1 [M+Na&] IR (KBr) Vimas CMi™:
3100-3600 (O-H), 2967, 2925, 2873 (C-H), 1455 (G875 (CH), 1155 (C-0). 1073,
1031 (C-H), 737, 699 (CH H NMR (299.95 MHz, CROD): ¢ 1.18 (3H, d,
J=3.0 Hz), 1.20 (3Hd, J=3.3 Hz), 1.61 — 1.66 (2H), 3.14 — 3.41 (4Hm), 3.67 (1H,
dd, 3=11.7 Hz, 4.8 Hz), 3.77 (1Hdd, 4=11.7 Hz, 2.4 Hz), 3.92 (1HM), 4.16
(1H, m), 4.35 (1H,d, J=7.5 Hz), 4.59 (2H,bs), 7.22 -7.40 (5H,m). **C NMR
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(75.43 MHz, CROD): 620.47, 20.68, 46.33, 62.59, 71.57, 71.89, 72.88%3, 75.10,
77.67,78.09, 102.17, 128.48, 129.00, 129.00, 529.29.26, 140.47.

(2R,4R)-2-O-B-p-glukopyranosylpentan-2,4-diol (77).

OH

HO Q ?H
OH /'\/-\

77

Kroztoku (R 4R)-2-O-B-D-glukopyranosyl-40-benzylpentan-2,4-diolu 90
(50 mg, 0.13 mmol) v suchém MeOH (2 ml) byiiddno 10% Pd/C (5 mg). A nésledn
byla reakni smés michana pod mirnymrgtlakem vodiku (balonek) po dobu 6 hodin,
promyta ges Kemelinu MeOH (20 ml) a odpena. Bylo ziskdano 37 mg (98 %)
(2R,4R)-2-O-[3-D-glukopyranosyl-2,4-pentandiolu  77). ESI-MS (G1H220),
m/z vypciteno 266.3, natteno 289.1 [M+Na&] IR (KBr) Vmas cm’: 3100-3600
(O-H), 2968, 2927, 2877 (C-H), 1450 (C-H), 1375 ¢EHL157 (C-O). 1079, 1043
(C-H), 827, 642 (Ch). 'H NMR (499.95 MHz, CROD): §1.15 (3H,d, Js4 = 6.4 Hz,
H-5), 1.19 (3H,d, J12 = 6.3 Hz, H-1), 1.45 (1Hddd, Jyem = 14.3 Hz,J3a4 = 9.9 Hz,
Jza2 = 2.9 Hz, H-3a), 1.59 (1HJdd Jgem = 14.3 Hz,J3p2 = 10.0 Hz,Jsp4 = 2.7 Hz,
H-3b), 3.16 (1HAd, Jo' 3 = 9.3 Hz,J,- - = 7.9 Hz, H-2"), 3.23 (1Hld, Js 5 = 9.7 Hz,
Jy 3 = 8.8 Hz, H-4"), 3.30 (1HN, H-5"), 3.37 (1HAd, J3 > = 9.2 Hz,J3- 4 = 8.9 Hz,
H-37), 3.61 (1H,dd, Jgem = 11.7 Hz, Jsas = 6.8 Hz, H-6'a), 3.89 (1Hdd,
Jygem = 11.7 Hz,Jgn5° = 2.3 Hz, H-6'b), 4.03 — 4.10 (2, H-2 a H-4), 4.32 (1Hd,
Ji> = 7.9 Hz, H-1)!C NMR (125.73 MHz, CBOD): §20.8 (C-1), 23.7 (C-5), 47.7
(C-3), 63.0 (C-67), 64.7 (C-4), 72.0 (C-4"), 72®-2), 74.9 (C-2"), 77.7 (C-5), 78.0
(C-3"), 102.3 (C-1).
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5.4.2. Riprava standardu (2S,4S)-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diolu (78)

(2S,4S)-2-O-benzylpentan-2,4-diol (85).

Postup pipravy latky 85 byl analogicky s postupem praipravu latky 84.
Vychozi mnoZstvi reaktaintbylo totozné. Bylo ziskano 432 mg (46 %5@5)-2-O-
-benzylpentan-2,4-diolu8f).**> ESI-MS (G.H150,), m/z vypciteno 194.3, nattteno
217.0 [M+NaJ. *H NMR (299.94 MHz, CDG): 1.17 (3H,d, J=6.6 Hz), 1.25 (3Hd,
J=6.3 Hz), 1.63 (1Hbt, J=4.2 Hz), 1.65 (1Hbt, J=4.5 Hz), 3.85 (1Hm), 4.11 (1H,
m), 4.45 (1H,d, J=11.7 Hz), 4.61 (1Hd, J=11.7 Hz), 7.25 — 7.3%H, m). **C NMR
(75.43 MHz, CDCJ): J 19.10, 23.43, 44.41, 64.49, 70.50, 72.63, 127155,.65,
127.65, 128.36, 128.36, 138.34.

(25,49)-2-0-(2',3 ,4 ,6 -tetra- O-acetyl{f3-D-glukopyranosyl)-4-O-benzylpentan-2,4-

diol (89).
OAc

o
ACO%
AcO

OAc

nQ

;

OBn

89

Postup pipravy latky89 byl analogicky s postupem préipravu latky88. Bylo
ziskano 170 mg (21 %) §49-2-0-(2’,3',4’,6'-tetra-O-acetylf3-D-glukopyranosyl)-4-
-O-benzylpentan-2,4-dioluB@). ESI-MS (GgH36011), m/z vypaiteno 524.6, nasteno
547.2 [M+Na]. ]*. IR (KBF) Vmax cmi’: 3476, 3029 (O-H), 2969, 2934 (C-H), 1751
(C=0), 1496, 1452 (C-H), 1373 (GK 1250, 1229 (C-0O), 1086, 1040, 907 (C-H), 737,
697 (CH). 'H NMR (299.94 MHz, CROD): § 1.18 (3H,d, J=6.9 Hz), 1.23 (3Hd,
J=7.2 Hz), 1.50 — 1.54 (2Hn), 1.96 (3H,5), 1.99 (3H,s), 2.02 (3H,5), 2.04 (3H,9),
3.52 (1H, ddd J=9.9 Hz, J,=4.8 Hz, J;:=2.4 Hz), 3.67 (1H,m), 3.84 (1H, m),
4.05 — 4.24 (2HM), 4.39 (1H,d, J=11.7 Hz), 4.68 (1Hd, J =11.7 Hz), 4.76 (1HJd,
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J1=9.6 Hz,3,=8.1 Hz), 4.82 (1Hbs), 4.91 (1H,bt, J=9.9 Hz), 5.09 (1Hbt, J=9.9 Hz),
7.32 — 7.42 (5HM). °C NMR (75.43 MHz, CROD): & 19.99, 20.54, 20.57, 20.63,
20.79, 23.08, 46.74, 63.16, 69.94, 71.04, 72.0358272.99, 74.21, 76.10, 102.31,
128.95, 129.53, 129.53, 129.70, 129.70, 140.28,8070.71.18, 172.17, 172.89.

(25,45)-2-O-f3-p-glukopyranosyl)-4-O-benzylpentan-2,4-diol (91).

OH

HO/&/
o 0 o

91

Postup pipravy latky 91 byl analogicky s postupem praipravu latky 90.
Vychozi mnoZstvi latek bylo shodné. Bylo ziskanan§5(65 %) (&49-2-O-B-D-
-glukopyranosyl-49-benzylpentan-2,4-diolu9Q). ESI-MS (GgH250;), m/z vypoiteno
356.4, nardeno 379.1 [M+Nd]. IR (KBr) Vmax cmi: 3100-3600 (O-H), 2968, 2925,
2873 (C-H), 1453 (C-H), 1373 (GH 1155 (C-0O). 1075, 1028 (C-H), 736, 698 (FH
'H NMR (299.95 MHz, CBOD): J 1.20 (3H,d, J=6.3 Hz), 1.25 (3Hd, J=6.3 Hz),
1.52 — 1.72 (2Hm), 3.12 — 3.18 (2Hm), 3.3.25 — 3.34 (2HmM), 3.65 (1H,dd,
J=12.0 Hz, 5.7 Hz,), 3.83 (1Hdd, J=12.0 Hz,J,=2.4 Hz), 3.91 — 4.05 (2HY),
4.22 (1H,d, J=7.8 Hz), 4.47 (1Hd, J=11.4 Hz),4.62 (1H,d, J=11.7 Hz), 7.24 7.39
(5H, m). 3¢ NMR (75.43 MHz, CRROD): 0 20.16, 23.20, 46.33, 62.74, 71.52, 71.60,
73.26, 75.32, 75.41, 77.69, 78.04, 105.12, 128129.08, 129.08, 129.36, 129.36,
140.30.

(25,495)-2-O-f3-p-glukopyranosylpentan-2,4-diol (78)

OH

Ho/&/
HO ? QH
2PN

78
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Postup pipravy latky 78 byl anologicky s postupem proripravu latky 78.
Vychozi mnozstvi reaktaintoylo totozné. Bylo ziskano 36 mg (97 %B#&S)-2-O-3-D-
-glukopyranosyl-2,4-pentandiolu7§). ESI-MS (GiH2,07), m/z: vyp@&teno 266.3,
namefeno 289.1 [M+Na]. IR (KBr) vma cri': 3100-3600 (O-H), 2967, 2928, 2878
(C-H), 1451 (C-H), 1377 (CH, 1161 (C-0). 1077, 1039 (C-H), 827, 645 (HH
NMR (499.95 MHz, CROD): J 1.16 (3H,d, J4 = 6.3 Hz, H-5), 1.27 (3Hd,
J12= 6.3 Hz, H-1), 1.49 (1HJdd, Jgem= 14.4 HZ,J354= 9.4 HZ,J352= 3.6 Hz, H-3a),
1.64 (1H,ddd Jgem = 14.4 Hz,J3> = 8.9 Hz,J3p4s = 3.1 Hz, H-3b), 3.17 (1Hdd,
Jrz = 9.1 Hz,Jy 1 = 7.9 Hz, H-2"), 3.25 — 3.32 (2H), H-4" a H-57), 3.37 (1Hm,
H-37), 3.68 (1Hdd, Jgem= 11.9 Hz,Js'a5 = 5.0, H-6"a), 3.85 (1HJd, Jgem= 11.9 Hz,
Jobs = 2.0 Hz, H-6'b), 4.02 (A1HmM, H-2), 4.08 (1H,m, H-4), 4.40 (1H,d,
Ji > = 7.9 Hz, H-1)2°C NMR (125.73 MHz, CROD): §22.9 (C-1), 24.1 (C-5), 47.2
(C-3), 62.6 (C-6), 64.8 (C-4), 71.5 (C-4"), 75@3-2"), 75.5 (C-2), 77.7 (C-5"), 78.0
(C-3"), 104.6 (C-1").

5.4.3. Kiprava (2R,4S)-2-O-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diolu (74)

Alkalick& hydrolyza latky 75

OH

o (@) OH

74

K latce 75 (83 mg, 0.20 mmol) rozpudtému v suchém MeOH (2 ml) byl za
stdlého michani v argonové atmdsef@xi laboratorni teplat piidan 0.56M roztok
MeONa (v suchém MeOH, 0.22 mmol, 0.40 ml). Reslsnes byla michana 16 hodin
a poté byla zneutralizovana 1N HCI. Naskedwyla reakni snes naedina EtOAcC
(20 ml), vysuSena bezvodym Mg$@ odpéena. Chromatografii odparku na sloupci
silikagelu (10 g) ve sisi CHCh/MeOH=10/1 bylo ziskano 36 mg (72 %)R2aS)-2-O-
-B-D-glukopyranosylpentan-2,4-diol81). ESI-MS (G1H2,0;), m/z: vyp@teno 266.3,
namsfeno 289.1 [M+Na] 'H NMR (499.95 MHz, CROD): ¢ 1.18 (3H, d,
Js4 = 6.2 Hz, H-5), 1.21 (3Hd, J;> = 6.2 Hz, H-1), 1.49 (1Hddd Jgem = 13.9 Hz,
J3a2= 5.5 Hz,Jsa4 = 4.9 Hz, H-3a), 1.82 (1Ht, Jyem= 13.9 Hz,Jap > = Jap4 = 7.9 Hz,
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H-3b), 3.13 (1Hdd, Jr 5 = 9.2 Hz,J» 1 = 7.8 Hz, H-2"), 3.25 — 3.27 (2}, H-4" a
H-57), 3.35 (1Ht, Js2 = Jg 4 = 9.1 Hz, H-3"), 3.65 (1HImM Jgem= 11.8 Hz, H-6"a),
3.86 (1H,dd, Jgem= 11.8 Hz,Jsbs = 1.8 Hz, H-6'b), 3.94 (1Hdqd, Jsz = 8.1 Hz,
Jis=6.3,d13a= 4.9 H-4), 4.05 (LHddq, Jo36 = 7.8 Hz,Jp.3a= 5.6 Hz,Jo1 = 6.1 Hz,
H-2), 4.34 (1Hd, Ji > = 7.8 Hz, H-1)2C NMR (125.73 MHz, CEOD): 620.2 (C-1),
23.6 (C-5), 47.2 (C-3), 62.9 (C-6), 66.8 (C-4),77(C-4), 74.2 (C-2), 75.1 (C-2"), 77.9
(C-5'), 78.0 (C-3"), 102.2 (C-1").
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6. Zaver

Bylo prostudovano slozeni methanolického extrakbualau brusnice bdwvky:

a) V nepolarni frakci byly identifikovanyo-amyrin 63, 3-amyrin 59, ursolova
kyselina 22, oleanova kyselina2l, 3p3,123-dihydroxyolean-28-13-olid 62,
glutinol 64, 3B-sitosterol24, vitamin E65

b) V polarni frakci byly identifikovany: sacharo%&, 2-deoxy-L-ribono-1,4-lakton
73, quercetin27, monotropeins8, methyl{f3-D-fruktopyranosid69, methyl-a-b-
-fruktofuranosid 70, methyl$-D-fruktofuranosid 71, (2R,49-2-O-B-D-
-glukopyranosylpentan-2,4-diol 74, 4’'R-hydroxypent-25-yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enoat6, 4'R-(3-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-
-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-eno@b

Vyskyt vSech vySe jmenovanych latek, s vyjimkddisdtosterolu24, ve stonku brusnice

boravky nebyl dosud v literate popsan.

Bylo prostudovano slozeni methanolického extraistw Ibrusnice bdivky:

a) V nepolarni frakci byly identifikovanyo-amyrin 63, B-amyrin 59, ursolova
kyselina 22, oleanova kyselina2l, 3p3,123-dihydroxyolean-28-13-olid 62,
glutinol 64, 3B3-sitosterol24, 3B3-sitosterolglukosidB0

b) V polarni frakci byly identifikovany: querceti®7, monotropein58, myo-
-inositol 79, methyl{3-D-fruktopyranosid 69, methyla-D-fruktofuranosid 70,
methyl{3-D-fruktofuranosid7l, (2R,49)-2-O-3-D-glukopyranosylpentan-2,4-diol
74, 4'R-hydroxypent-25-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-enod6, 4’R-([3-D-
-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-hydroxyphenyl)prop-2-eno@b

Vyskyt latek62, 63, 64, 74, 76, 75, 79a 80byl v listech popsan poprvé.
Byly izolovany a pl& charakterizovany nové latky: B*hydroxypent-25-yl-2E-3-(4-

-hydroxyphenyl)prop-2-enoéat76, 4’'R-(3-D-glukopyranosyloxy)-pent-&-yl-2E-3-(4-
-hydroxyphenyl)prop-2-enodt a 3,123-dihydroxyolean-28-»13-olid 62.
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Byly piipraveny standardy R4R)-2-O-3-D-glukopyranosyl-2,4-pentandiol’7 a
(25,49)-2-0O-3-p-glukopyranosyl-2,4-pentandioliB.

V ramci syntetick&asti dizertani prace byly fipraveny nové latky: [R,4R)-2-O-3-D-
-glukopyranosyl-2,4-pentandiol77), (2S4S)-2-O-3-D-glukopyranosyl-2,4-pentandiolu
(78, (2R4R-2-0-(2',3",4’,6'-tetra-O-acetylf3-D-glukopyranosyl)-49-benzylpentan-
-2,4-diol  (89), (2549-2-0-(2',3',4’,6'-tetra-O-acetylf3-D-glukopyranosyl)-40-
-benzylpentan-2,4-didl89) a (R 4R)-2-O-3-D-glukopyranosyl)-49-benzylpentan-2,4-
-diol (90) a (Z549-2-0O--D-glukopyranosyl)-40-benzylpentan-2,4-diob().
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Seznam zkratek

NMR — Nuclear Magnetic Resonance

HSQC — Heteronuclear Single-Quantum CorrelatiorcBpscopy
HMBC — Heteronuclear Multiple Bond Correlation

TLC — Thin Layer Chromatography

NOESY — Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

COSY - Correlation Spectroscopy

TOCSY — Total Correlation Spectroscopy

ROESY - Rotation Frame NOESY

Hex — hexan

DMSO - dimethylsulfoxid
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