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Obr. 1: Kvéty slune¢nice®

Slune¢nice ro¢ni

Slune¢nice ro¢ni, Helianthus annuus, péstovana americkymi Indiany jiz pied
3000 lety, je pojmenovana na pocest Helia, feckého boha Slunce. Béhem 15. stoleti byly
tehdy jesté drobnokvétymi slunenicemi korunovany aztécké knézky Slunce.

Do Evropy ptivezli drobnokvétou sluneénici Spanélé v 16. stoleti. Pozdgji
v Rusku se objevila u slunecnice dédicnéa odchylka, vznikla sristem nékolika stonkt, a
vznikla tak ndm dobfe zndma velkokvéta slunecnice.

Vsechny ¢asti slunecnice jsou vyuzitelné. Dien z lodyh pfedstavuje jeden
z nejlehgich piirodnich materialti viibec. Citiané ji pouzivaji pii akupresuie ve formé
doutnajicich kuZelikt a rovn&Z pii vyrob& hedvabi i provazi.'

Bé&hem jednoho stoleti se rozsifila po celé Evropé¢ jako okrasna rostlina. Od 18.
stoleti se ze slunenicovych semen zacal lisovat olej a zrald semena se stala
vyhledavanou pochoutkou.?

Slunecnice je schopna rychle Cerpat vodu z pidy svymi kofeny. Této vlastnosti
vyuzivaji napiiklad Holand’ané pii kultivaci zamokienych tizemi.'

Slunecnici Ize péstovat na jakékoli pro vodu dobie propustné piade, nejlépe vsak
na hlinité. Listy, které 1ze dobie ususit, a poupata slunecnic se sbiraji podle potieby.
Zralé terCe se odfezavaji, jakmile se zaCnou ohybat, a zaveésuji se v suchém prostiedi,
dokud se nazky nazaénou samy uvoliiovat. Lodyhy se sklizeji az na podzim.'

Sbiré se zejména semeno (Semen helianthi), nékdy i okvéti (Flos helianthi).?



Semena obsahuji az 45% oleje, dale bilkoviny, glyceridy, steroly, fosfolipidy,
karotenoidy, organické kyseliny (citronova, vinnd, chlorogenova), lecitin a provitamin
A.? Ze semen se vyrabi slune&nicovy olej, ktery obsahuje vysoky podil nenasycenych
mastnych kyselin (zejména kyselinu linolovou a olejovou).” Slune¢nicova semena v
mnoZstvi 2 aZ 4 ajové 17icky dennd zlepSuji ostrost vidéni.?

Ve farmacii je diilezitou technologickou surovinou.”* V Ceském 1ékopise 2002
je uveden clanek Helianthi oleum raffinatum (slune¢nicovy olej ¢istény). Jedna se o
mastny olej ziskany lisovanim nebo extrakci a néslednym c¢iSténim. Je to €ira svétle
zluta tekutina. Je prakticky nerozpustny ve vod¢ a v lihu 96%, misitelny s etherem
petrolejovym. Relativni hustota je 0,921 a index lomu je asi 1,474. Skladuje se ve zcela
naplnénych, vzduchotdsnych nadobach, chranén pred svétlem.'?

V kvétech a stejné tak i v listech je obsaZen flavonoid quercimeritrin,
kumarinové glykosidy, triterpenové saponiny, karotenoidy, antokyany, tiisloviny,
cholin, xantofyly, solantova kyselina, betain, helianthin a mineralni latky. Slune¢nicovy
kvét snizuje horecku, vylepsuje traveni, snizuje poceni, stimuluje ¢innost jater, zevné
1é¢i hnisavé kozni afekce, zdnéty a zapateni. V 1€kafstvi se slune¢nicové tinktury
uzivalo pii malarii, tuberkul6ze a pti zilnich chorobach. Kvét se podava ve formé
prasku (asi 5 g denn¢) nebo ve formé nalevu ¢i ve formé tinktury (2x az 4x denné po 25
az 40 kapkach).” Caj z listi ma adstringentni, diuretické a expektoraéni u¢inky, uzivé se
pii horeckach. Rozdrcené listy se uzivaji jako obklad na bolava mista, otoky, hadi
ustknuti a pokousani pavoukem. Caj z kvéti se pouzival pii 1é¢bé malarie a plicnich
onemocnéni. Kvetouci vrcholky a semena maji antipyretické, vyzivné a stomachické
ucinky. Sementim se také ptirazuje t€inek diureticky a expektoracni. S tispéchem byl
uzivan pii 1é¢bé mnohych plicnich chorob. Odvar z kotfene se pouzival jako hiejivy
oplach pii revmatickych problémech a bolestech.’

V kosmetickém priamyslu se slunecnicovy olej vyuziva jako soucast do
krémovych piipravki, kde dodava ochranné a promastujici uginky.

Siroké spektrum vyuziti nachazi slune¢nice zejména v kuchyni a celkové
v domécnosti. Semena se lusti z nazek a jedi syrova nebo prazend. Klicici rostliny je
mozn¢ piidat do salati, a také na oblozené chleby. Délka klicku vSak nesmi presahovat
6 mm, protoZe rostlina pak ziskava trpkou chut’. Syrova poupata slune¢nice, nebo spise
nerozvinuté mladé ubory, se jedi v salatech nebo se dusi a podavaji jako artycoky.'

Prazena semena se pouzivala jako nahrada kavy.°



Kveéty slunecnice jsou podstatnym zdrojem medovice a nektaru pro vyrobu
medu. Sluneénicovy olej se pouZivé nejvice za studena do salati.” Rapiky listd se daji
vafit a smichat k ostatnimi jidly.’

V zemédélstvi sluneénice je vyuzivana jako picnina pro krmeni dobytka a
olejnina.” Mirné snizuje tvorbu mléka, ale zvy3uje jeho tucnost.” Celé nazky se daji
vyuzit jako krmivo pro dribez, aby se zvysil snes vajec.'

Sluneni¢nice jako okrasna plodina tvoii soucast kvétinovych vazeb a zkrasluje v
letnich mé&sicich zahradku.?

Slunecnicovy olej se osvédcil také v maliiské technice olejomalby. Dnes se
pouziva jako soucast do temperovych barev.? Z kvéti Ize vafenim ziskat napiiklad Zluté
barvivo.'

Pred n&kolika lety bylo zji§téno, Ze slupky by se mohli pouzivat jako paliva.®
Slunecnicovy olej je vhodny pro riizna primyslova uziti, véetné produkce biodieselu a
za timto u&elem je slunednice pdstovana v uréitych &astech Evropy (hlavng ve Francii).®
Lodyhy byly pouzivany jako zdroj primyslového vldkna. Nékteré staty zkousSeji vyuziti

vlakna v papite.’



II. CiL PRACE

Pro pozitivni vysledky ziskané provedenou ptfedchozi pilotni studii, byla zvolena
slunec¢nice ro¢ni k dal§imu zkoumani. Mym tkolem bylo pfipravit sumarni extrakt
z listi slunecnice, rozd¢lit ho na jednotlivé frakce a provést vyhodnoceni téchto frakci

na zaklad¢ skupinovych detekénich Cinidel a testi na antioxida¢ni aktivitu.
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III. TEORETICKA CAST

1. BOTANICKA CHARAKTERISTIKA

Zarazeni do systému:

tiSe: Plantae (rostliny)
odd¢leni: Magnoliophyta (rostliny krytosemenné)
ttida: Magnoliopsida (vyssi dvoudé€lozné rostliny)
podtiida: Asteridae

nadiad: Asteranae

rad: Asterales (hvézdnicotvaré)
Celed: Asteraceae (hvézdnicovité)
podceled’: Asteroideae

tribus: Heliantheae

rod: Helianthus

druh: Helianthus annuus L.*!

Obr. 2: Listy slunecnice

Slunecnice (Helianthus L., 1753) je rod vysokych bylin z celedi
hvézdnicovitych. Cely rod obsahuje pfiblizné 55 az 67 druht.” Sluneénice je pivodné
ze Severni Ameriky, druhotnd viak roste & je p&stovana téméf po celém svéts.*

Mezi slune€nicemi nalezneme jednoleté i vytrvalé rostliny, 30 az 300 cm
vysoké. Maji silny, chlupaty stonek s velkymi, fapikatymi, zubatymi listy. NiZe rostouci
listy jsou stfidavé, ovalné nebo srdgité, listy pii vreholu stonku jsou uzsi a stiidaveé.’
Kofenovy systém u jednoletych druhi je obvykle hluboky, u vytrvalych zpravidla
vytvofeny oddenky, n&kdy hlizovité ztlustlé, nebo kilovy hlavni koten.*

Podceled’ Asteroideae je typicka tvorbou jazykovitych i trobkovitych kvéti
obojakych i1 jednopohlavnych i jalovych, uspofadanych na iborovém lizku jako paprsek
a teré. Mlé&nice se obvykle nevyskytuji.**

trubkovité kvéty terce: ¢ X KO [C(5)A5] G(2)

jazykovité kvéty paprsku: § 1(Q@38) KO [C(5)A5] G(2)
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sterilni jazykovité kvéty paprsku®*: ! KO C(5)

Velké ubory se zlutymi jazyckovitymi kvéty vyristaji na konci stonku.” Ubory
vyrustaji jednotlivé na konci vétvi nebo v fidkém kvétenstvi, zpravidla velké, stopkaté.
Zakrov je polokulovity aZ Siroce miskovity, zakrovni listeny jsou ve 2 — 4 fadach.?

Okrajové jazykovité kvéty jsou sterilni, napadné, Zluté, velmi vzacné fialové az
purpurové; kvéty terce jsou oboupohlavné, trubkovité, Zluté nebo ¢astecné ¢i zcela
purpurové nabghlé.

Plody jsou &tyfboké zplost&lé nazky s olejnatymi semeny.” Chmyr je tvofeny 2
prodlouzenymi paprsky, nékdy redukovanymi na Supiny.** Slune¢nice se mnozi
semeny, ktera se sazi na jafe do hloubky asi 2,5 cm.*

Mlada rostlina je heliotropni, tzn. Ze kvéty se otaceji za sluncem. AZ pfi
dozravani semen tbor postupné t&zkne a sklani se k zemi.”

Rostlina vyzaduje slunné stanovisté orientované na jih nebo jihozapad, vyhovuje
ji cernozem a hnédozem s dobrou zasobou zivin. Slune€nice je pomérné narocna na
vodu, ale nesnasi vysokou hladinu spodni vody. V dobfe vyhnojené pad¢ nardsta do
v&tsi vysky a také kvty maji vétsi primér. Rostlina nezakofefiuje hluboko.?

Témeét na celém svéte se péstuje fada odrid, které se 1iSi zejména vySkou
rostliny a barvou kvéti. Klasické odriidy slunec¢nic uvoliuji velké mnozstvi pylu, oproti
nove vyslechténym hybridiim, které pyl netvofi. Mezi takové hybridy patii napf. tyto
odridy: Lemon Aura je plnokvéta sluneénice s citrénové Zlutou barvou kvétt. Prado
Gold je oblibena u péstitelt kvétin, nebot’ se rozveétvuje, dorista do vysky 90 cm a mize
mit az 5 tmavé Zlutych kvéth, které maji v priméru 15 cm. Sunrich Orange ma pouze
jediny kvét zluté barvy. Mezi odridy, které kvetou Cervené, patii napt. Prado Red,

Double Dandy, Red Sun &i Teddy Bear.”

Shrnuti:

Vyska: 0,3 -3,0 m

List: chlupaty, kopinaty, fapikaty, stfidavy, zubovity

Barva listu: zelena

Kvét: tbor, zdkladni druh m4 velky ter¢ zluté ¢i hnédé barvy a vyrazné jazykovité kvéty
v n¢kolika fadach, jasné zluté barvy, existuji i kultivary poloplné a plné

Barva kvétu: ¢ervend, dvoubarevna, oranzova, tmaveé hnéda, zluta/zlata

Plod: nazka

12



Barva plodu: ¢ernd, sttibrné/Seda
Néroky na piidu: humdézni, vyzivna
Naroky na svétlo: plné slunce
Naroky na vlhkost: vyssi

Kveteni: Cervenec az srpen
Zralost: zafi az fijen

Vysev: duben az kvéten'
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2. LATKY IZOLOVANE Z LISTU RODU HELIANTHUS

2.1. Terpenoidy (isoprenoidy)

v

Nejvétsi a strukturné nejrozmanitéjsi skupinou latek jsou terpenoidy. Nizsi
prchavé slozky silic byly znamé uz ve starovéku a pouzivaly se pfedevSim pro svoji
vuni. Ziskévaly se destilaci, a proto se oznacovaly také jako éterické oleje. Poté se
zjistilo, Ze éterické oleje jsou mnohoslozkové smési, ve kterych kromé terpenti se
vyskytuji i fenylpropanové derivaty a mnohé jiné latky.”

Terpenoidy jsou ptirodni latky, zakladni uhlikovy skelet Ize formalné rozlozit na
jednotky isoprenu (2-methylbutadienu). Spojovanim isoprenovych jednotek vznikaji tak
monoterpeny az polyterpeny, struktury alifatické i cyklické, uhlovodiky i kyslikaté
slouceniny (alkoholy, ketony, aldehydy, karboxylové kyseliny, ethery) a mnoho dalSich
prirodnich latek, napf. steroly.*

Monoterpeny jsou latky prchavé a ziskavaji se z Cerstvého anebo susené¢ho
materidlu destilaci s vodou anebo s vodni parou. Seskviterpenoidy (C15-slouceniny),
diterpenoidy (C20-slouceniny) a vyssi jsou vétSinou neprchavé a izoluji se zpravidla

extrakei organickymi rozpoustédly. Hemiterpeny se v piirodé vyskytuji ziidka.”

2.1.1. Seskviterpeny

Seskviterpeny tvofi nejpocetnéjsi skupinu terpenti. Maji bi- az tetracyklickou
strukturu. Monocyklické jsou typy bisabolanu a germakranu, bicyklické typu kadinanu,
eudesmanu a guajanu (Schéma 1). Jsou Castou soucasti silic, tvoii hot¢iny celedi

Asteraceae.*® Zakladni skelet seskviterpentl obsahuje zpravidla 15 uhlikovych atomi.”’

14



Schéma 1: Typy seskviterpent

bisabolan /OE /(:? kadinan

farnesan

|

|

eleman
eudesman

germakran @\( <;<\:%/ guajan

Seskviterpenické laktony jsou Siroce rozsifené v rostlinach. Bylo jiz popsano
vice nez 7000 struktur. Tyto, spolecné s diterpeny, tvoii nejpocetnéjsi skupinu sloucenin
izolovanych z rodu Helianthus. 1zolované seskviterpenické laktony piedstavuji
germakranolidové, heliangolidové, melampolidové, eudesmanolidové a
sekogermakranolidové skelety, nejbéznéjSimi jsou germakranolidy a heliangolidy
(v€etné furanheliangolidl), pfedstavujici ve své molekule nej€astéji angeloylovy
substituent na C-8 s S orientaci. Tyto slouceniny vykazuji Siroké spektrum bilogické

aktivity, v&etné potencialni alelopatie.*®



2.1.1.1.Guajanolidy

Annuolidy A — E byly ziskany ze stfedné polarnich frakci vodné extrakce
Serstvych listd Helianthus annuus L. var. SH-222 spole¢né s heliannuoly A — D.*'

Annuolid A (Obr. 3) byl téz ziskan z polarni bioaktivni frakce vodného extraktu
cerstvych listd Helianthus annuus var. cv. SH-222 a Stella spolecné s dal$imi dvéma

guajanolidy: 8#-angeloyloxykumambranolid (Obr. 4) a annuolid H (Obr. 6).%

OH o

Obr. 3: Annuolid A Obr. 4: 8f-angeloyloxykumambranolid

Z koncentrovaného dichlormethanového (CH,Cly) extraktu z Helianthus
glaucophyllus a H. microcephalus byly ziskany tfi guajanolidy (Obr. 7 - Obr. 9).
Z posledniho druhu byly navic ziskany dalsi dva guajanolidy (Obr. 10) a pln¢
konjugovany guajanolid malaphyllidin (Obr. 5), ktery byl jiz dtive izolovan z Ferula

macrophylla.”

Obr. 5: Malaphyllidin

Annuolid H (Obr. 6) byl izolovan jako bezbarvy olej, jeho sumarni vzorec je

Ca0H2606. "H NMR (nuklearni magnetické resonance) spektrum ukéazalo signaly
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odpovidajici seskviterpenickému laktonu guajanového typu s a-methylen-y-laktonem.
Ziskana data umoznila stanoveni struktury, 8/-angeloyloxy-2a,10a-dihydroxyguajano-

3(4),11(13)dien-6a,12-o0lid.*

Obr. 6: Annuolid H

Sloucenina 1 (Obr. 7) byla v obou rostlinach nejvice zastoupena. Jeji sumarni
vzorec je CyoH2,04.

Spektralni vlastnosti slou¢eniny 2 (Obr. 8) ukazaly, Ze se jedna téz o guajanolid
nesouci epoxidovany bo¢ni fetézec. (C20H2407).

Spektralni analyza slouéeniny 3 (Obr. 9) prokazala podobnou strukturu se
slouceninou 1. Jeji sumarni vzorec odpovida C,oH»404.

Struktura slouceniny 4 (Obr. 10a) byla ziskana na zakladé spektralnich dat a
odpovida sumarnimu vzorci C;sH405.

Data z '"H-NMR ukazala, Ze slou¢enina 5 (Obr. 10b) méa podobny guajanolidovy
skelet jako sloucenina 4, slou¢enina 5 ma navic jednu hydroxylovou skupinu.

(C1sH1404)."

Obr. 7: Sloucenina 1 Obr. 8: Sloucenina 2
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Obr. 9: Sloucenina 3
Obr. 10: Sloucenina 4 (a) a 5 (b)

2.1.1.2.Germakranolidy

Z extraktu mladych listii a vrchni ¢asti stonku Helianthus annuus var. giganteus
byl ziskan furanoheliangolid, identicky s niveusinem C (Obr. 11a) izolovanym z H.
niveus, niveusin B (Obr. 11c¢), novy germakranolid 15-hydroxy-3-
dehydrodeoxyfruticin (Obr. 12) a ethoxyheliangolid (O-ethylniveusin B) (Obr.
11b)."” Za G&elem objasnéni zda tato posledni slou¢enina je piirozens se vyskytujici
latkou nebo artefaktem vzniklym za podminek probihajici extrakce, byl extrakéni
proces upraven pouzitim vody a chloroformu, tedy vyloucenim alkoholu. Vysledkem
bylo zjisténi, ze se tato sloucenina tvoii béhem alkoholové extrakce reakci ethanolu
s hydroxy skupinou na uhliku C-3 niveusinu B.

Uvedené struktury se opiraji o data ziskana z IC (infradervena

spektrofotometrie), 'H, °C NMR méfeni a z dat MS (hmotnostni spektrometrie)."



Rl OH H H a - niveusin C

R2 H CH2CH3 H b - O-ethylniveusin B
¢ - niveusin B

R3 H OH OH

Obr. 12: 15-hydroxy-3-

Obr. 11
r dehydrodeoxyfruticin

Niveusin B a 15-hydroxy-3-dehydrodeoxyfruticin byly izolovany i z polarni
bioaktivni frakce vodného extraktu cerstvych listh Helianthus annuus var. cv. SH-222 a
Stella spolu s dal$imi germakranolidy: helivypolid F (Obr. 17), 115H-
dihydrochamissonin (Obr. 13), 1,2-anhydroniveusin A (Obr. 20), 1-methoxy-4,5-
dihydroniveusin A (Obr. 19a), helivypolid H (Obr. 18), I (Obr. 19b) a J (Obr. 19c¢),
argophyllin A (Obr. 14) a helivypolid B (Obr. 15).%

Obr. 13: 115H-dihydrochamissonin Obr. 14: Argophyllin A



Obr. 15: Helivypolid B

Z CH,Cl, extratu surového vodného extraktu Cerstvych listh Helianthus annuus
cv. Stella byl ziskan helivypolid G. Byl izolovan jako amorfni nazloutl4 pevna latka,
které odpovida sumarni vzorec C40H44012. Ze spektralnich dat vyplyva, Ze se jedna o
dimer seskviterpenického laktonu.'

Leptokarpin (Obr. 16) byl ziskan z dichlormethanovévo extraktu suchych listi
Helianthus annuus L. cv. Peredovick spoleéné s heliannuoly a dal§imi seskviterpeny.'®

@) OAnNng

HO

O

Obr. 16: Leptokarpin

Helivypolid F (Obr. 17) byl izolovan jako bezbarvy olej. Ziskana data jsou
v souladu se sumarnim vzorcem CyoH2,0¢ a pfedpokladaji pfitomnost angeloylového
esteru ve své struktuie. Sloucenina byla ur¢ena jako 84-angeloyloxy-54,105-epoxy-3-
oxogermakran-1Z,4(15),11(13)-trien-6a,12-olid.*®

Helivypolid H (Obr. 18) byl izolovéan jako bezbarvy olej. Jeho 'H NMR
spektrum urcilo, Ze se jedna o seskviterpenicky lakton s angeloylovym esterem a dalsi
methoxylovou skupinou. Jeho spektroskopicka data byla podobna t€ém od 1-methoxy-
4,5-dihydroniveusinu A (Obr. 19a), coz ptedpoklada lakton furanheliangolidového typu.
Slouc¢enina byla urcena jako 84-angeloyloxy-34,104-epoxy-3a-hydroxy-1/5-
methoxygermakran-4(15),11(13)-dien-6a, 12-0lid.*®



Helivypolid I (Obr. 19b) byl izolovan jako bezbarvy olej a jeho MS prokazalo
sumarni vzorec C,1H3¢Os. "H NMR spektrum bylo podobné spektru 1-methoxy-4,5-
dihydroniveusinu A. Jejich rozdily vedou k zavéru, Ze helivypolid I musi byt jeho
isomerem, s methoxylovou skupinou napojenou na jiném misté, ale se stejnou
stereochemii. Helivypolid I je 84-angeloyloxy-34,108-epoxy-1p,15-dihydroxy-3a-
methoxy-44-H-germakra-11(13)-en-6a,12-olid.*®

Helivypolid J (Obr. 19¢) ma sumarni vzorec C,,H3,0s. "H NMR spektrum je
podobné helivypolidu I. Tato sloucenina byla stanovena jako 8f-angeloyloxy-34,104-
epoxy-3a-ethoxy-1p,15-dihydroxy-4-H-germakra-11(13)-en-6a, 12-0lid.*

Obr. 18: Helivypolid H

Obr. 17: Helivypolid F

RO

R,0""
HO

/II,,,'

a: RI1=CH3, R2=H
b: RI=H ,R2=CH3

c: RI=H ,R2=CH2CH3
Obr. 19: 1-methoxy-4,5-dihydroniveusin A (a), helivypolid I (b), helivypolid J (¢)
Analyticka data sloueniny na Obr. 19a odpovidaji dané struktuie a

spektroskopicka data odpovidaji sloucenin€ 1-methoxy-4,5-dihydroniveusin A jiz dtive

) , ) 26
izolované z Helianthus annuus.
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1,2-anhydroniveusin A (Obr. 20) byl jiz dfive izolovéan z Helianthus annuus.
N&ktera data byla opravena v souladu s daty ziskanymi dvourozmérnym "H-""C NMR

g-HSQC (Heteronuclear single quantum correlation).*

Obr. 20: 1,2-anhydroniveusin A

2.1.1.3.Heliannany

Heliannany ptedstavuji novy typ seskviterpent izolovanych ze suchozemskych
(Helianthus annuus) a motskych (Haliclona fascigera) organismil. Sdileji jako spole¢ny
strukturni prvek substituovany aromaticky kruh pfikondenzovany k rizné
velkému heterocyklu obsahujicimu kyslik.**

Heliannuol A (Obr. 21) je prvnim heliannanem popsanym v literatute. Byl
1zolovan z lista slunecnice a v§echny nésledujici zastupci této skupiny byli izolovani ze
stejného zdroje, ale v riznych varietach slunecnice. Prekvapivé dosud Zadné
heliannuoly nebyly izolovany z jinych suchozemskych zdroji. Avsak zakladni
heliannanovy skelet byl nedavno izolovan z motského organismu, indo-pacifické houby
Haliclona fascigera. Heliannany izolované z riznych zdrojt jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 1); nové heliannany byly izolovany z jinych variet slune¢nice. Heliannan ma jiny

o vy ;s . . , . 28
puvod néz ostatni zastupci heliannanové skupiny.
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Tab. 1: Heliannany izolované ze suchozemskych a morskych organismi

Heliannany Plvod
Heliannan Haliclona fascigera
Heliannuol A (Obr. 21) H. annuus cv. SH-222
Heliannuol B (Obr. 22) H. annuus cv. SH-222
Heliannuol C (Obr. 23) H. annuus cv. SH-222
Heliannuol D (Obr. 22) H. annuus cv. SH-222
Heliannuol E (Obr. 24) H. annuus cv. SH-222
Heliannuol F (Obr. 22) H. annuus cv. SH-222, cv. VYP
Heliannuol G (Obr. 21) H. annuus cv. SH-222
Heliannuol H (Obr. 21) H. annuus cv. SH-222, cv. VYP
Heliannuol I (Obr. 22) H. annuus cv. SH-222
Heliannuol J (Obr. 22) H. annuus cv. VYP, cv. Peredovick
Heliannuol K (Obr. 21) H. annuus cv. SH-222

13

(+)-heliannan

CH,Cl; extrakt ze suchych listh Helianthus annuus L cv. Peredovick byl
nanesen na silikagel chromatografické kolony a byl eluovan smési hexan-aceton se
vyrustajici polaritou. Ze stfedné polarni frakce byly ziskdny mimo jiné tyto slouceniny:

heliannuoly A, C, D, F, G, H, I a L, helibisabonol A a B.'®

7,11-heliannany (Obr. 21)

Heliannuoly A, G, H, K, L2

Heliannuol A byl izolovan jako vyznamnéjsi slozka stfedné polarni bioaktivni

frakce ziskané vodnou extrakci Cerstvych listt H. annuus L. var. SH-222. Tato

23



sloucenina obsahuje osmiclenny kruh kondenzovany s benzenovym jadrem. Za
pokojové teploty existuje jako smés konformert.”!

Sumérni vzorec heliannuolu L je CsH2,04, byl ziskan jako bezbarvy olej. Byla
provedena konformacni studie ¢ty moznych isomert. Na zaklad¢é porovnani
experimentalnich hodnot, dané slouc¢enina odpovida znazornéné konformaci. Relativni

stereochemie na chiralnich centrech C-7 a C-8 byla stanovena jako 7S*,8R*.'®

(-)-heliannuol A (-)-heliannuol G (-)-heliannuol H

\\\\
\\\\

OH
HO )

""OH

,
’
‘7,

O

(+)-heliannuol K heliannuol L

Obr. 21: 7,11-heliannany

7,10-heliannany (Obr. 22)

Heliannuoly B, D, F, I, J*'**

Heliannuol B byl ziskéan jako bezbarvy olej, jedna se o seskviterpen s 8 stupni
nenasycenosti, jeho sumérni vzorec je C;sHz003.2"
Heliannuol D byl izolovan jako bezbarvé krystaly, jeho sumarni vzorec je

C1sH»05.
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(-)-heliannuol B (+)-heliannuol D (+)-heliannuol F

=

(-)-heliannuol I (-)-heliannuol J

Obr. 22: 7,10-heliannany

8.11-heliannany

Heliannuol C (Obr. 23)

Byl izolovan jako bezbarvy olej o sumarnim vzorci C;sHx»03.>!

v

HO
OH

O

=

Obr. 23: Heliannuol C

8.10-heliannany

Heliannuol E (Obr. 24)28
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O "§OH

Obr. 24: Heliannuol E

Helibisabonoly

Helibisabonol A, B0

Helibisabonol A (Obr. 25) byl ziskan jako bezbarvy olej. Ze spektralni analyzy
byl odvozen sumarni vzorec C;sH»404. Porovnanim dvou nejstabilnéjSich konformaci
(7R*, 10S* a 7R*, 10R*) a experimentalnich interak¢nich konstant byla potvrzena

relativni stereochemie 7R*, 108*.16

Helibisabonol B (Obr. 26) byl ziskan jako bezbarvy olej. Na zaklad¢ analyzy
1H-NMR se lisi od helibisabonolu A dvéma signaly, které odpovidaji vinylové skupiné
a trans poloze. Relativni stereochemie chiralnich center C-7 a C-10 je 7R*, 10R*.
Sumarni vzorec je C, 5H2204.16

Obr. 25: Helibisabonol A Obr. 26: Helibisabonol B
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2.1.1.4. Annuionony (apokarotenoidy)

Mnoho apokarotenoidd, sloucenin s méné nez 40 atomy uhliku, ale
s karotenoidni strukturou, se naléza v rostlinnych silicich a jsou ¢asto zodpovédné za
chut’ rostlin a nékteré jsou netékavé. Syntéza téchto latek probiha hlavné
prostfednictvim katabolismu karotenoid."”

Ze stiedné polarni bioaktivni frakce dichlormethanovych extrakti vodného
extraktu Cerstvych listd H. annuus var VYP a SH-222 byly izolovany slouc¢eniny
annuionon A (Obr. 28a), annuionon B (Obr. 28b), annuionon C (Obr. 28c),
helinorbisabon (Obr. 30) a dva dali apokarotenoidy (Obr. 27).%’

OH

~
~
~

Obr. 27: Sloucenina 6 (a) a slou¢enina 7 (b)

Annuionon A byl ziskan také z polarni bioaktivni vodné frakce Helianthus
annuus cv. Stella a SH-222 spole¢né s annuiononem E (Obr. 29a), annuiononem F
(Obr. 29b), annuiononem G (Obr. 29¢) a dal§imi slougeninami.'’

Bisnorseskviterpen annuionon E byl tézZ izolovan z dichlormethanového extraktu

suchych list H. annuus L. cv. Peredovic.'®

Annuionon A (Obr. 28a) byl izolovan jako bezbarvy olej. Sumérni vzorec byl
stanoven jako C;3H»00;. Sloucenina obsahuje oxiranovy kruh mezi C-5 a C-1 1.7
Relativni stereochemie annuiononu A na C-1, C-5 a C-6 odpovida 1S*, SR*, 6R*."7

Annuionon B (Obr. 28b) byl ziskan jako bezbarvy olej, jeho sumarni vzorec je
Ci3H150:s.

Annuionon C (Obr. 28c) byl izolovan jako bezbarvy olej, jeho sumarni vzorec je

C13H005.7
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Obr. 28: Annuionon A (a), annuionon B (b), annuionon C (¢)

Relativni stereochemie annuiononu E (Obr. 29a) na C-1, C-5, C-6 odpovida 1S*,
SR*, 6R*.!7 Byl izolovan jako bezbarvy olej. Jeho sumarni vzorec je C13H2203.16

Annuionon F (Obr. 29b) byl izolovan jako bezbarvy olej. Jeho sumarni vzorec je
C13Hp0,."”

Annuionon G (Obr. 29¢) byl izolovan jako bezbarvy olej. Jeho sumarni vzorec je
C13H20;."

Helinorbisabon (Obr. 30) byl ziskan jako naZloutly olej. *C NMR a hmotnostni

spektrum prokézaly pritomnost 14 uhlikii a sumarni vzorec Cy4H504.%

/

7

OH

HO

13

Obr. 30: Helinorbisabon
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2.1.1.5.Heliespirony

Vodny extrakt ¢erstvych listd Helianthus annuus L. var. SH-222 byl vytfepan do
CH,Cl,. Z chromatografické kolony byl ziskan heliespiron A (Obr. 31) jako nazZloutly
olej. Z dat spektralnich analyz byl ovéfen sumarni vzorec C,sH,004. Tato latka ma

netypicky spiroseskviterpenicky skelet a je prvnim zastupcem nové skupiny latek.'®

Obr. 31: Heliespiron A

2.1.1.6.Eudesmanolidy

Helieudesmanolid A (Obr. 32) byl izolovan z poléarni bioaktivni frakce vodniho
extraktu Cerstvych listd Helianthus annuus var. cv. SH-222 a Stella, spolecné
s guajanolidy a germakranolidy.

Tato sloucenina byla izolovana jako bezbarvy olej, jeji sumarni vzorec byl urcen
jako C0H260ks. "H NMR spektrum prokéazalo hodnoty charakteristické pro
seskviterpenicky lakton s eudesmanovym skeletem. Zjisténa struktura je 84-

angeloyoxy-14,3p-dihydroxyeudesman-4(15),11(13)-dien-6a,12-0lid.*

Obr. 32: Helieudesmanolid A
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2.1.2. Diterpeny

Spojenim ¢tyt izoprenoidnich jednotek vznikaji C20-slouéeniny — diterpeny.”
Bicyklické a tricyklické diterpeny vychézeji patrné z tetracyklického kaurenu. Odvozuji

se od n&j gibereliny, rostlinné hormony aj.*

Kauren

Dva nové¢ diterpeny, 2f,16f-ent-kaurandiol (Obr. 33) a 15a,16a-epoxy-174-
formyl-ent-kauran-19-ova kyselina (Obr. 34), byly izolovany z Helianthus annuus L.,
jejich struktury byly uréeny spektroskopicky.

Prvni sloucenina byla ziskdna jako bezbarvé krystaly. Jeji sumarni vzorec je
C,0H340,. Ptedpokladalo se, Ze se jedna o saturovany tetracyklicky diterpen ent-
kauranového skeletu, ktery nese dvé hydroxylové skupiny na bazi jeho strukturniho
vzorce. Rentgenova difrakce (X-ray diffraction) umoznila urcéeni konfigurace jako (1S,
4R, 7S, 9R, 13R, 145)-5, 5, 9, 14-tetramethyltetracyklo[11. 2. 1. 01, 10. 04,
9]hexadekan-7, 14-diol, ktera je identickd s 2/3,16f-ent-kaurandiolem.

Druha sloucenina byla ziskana jako amorfni hmota o sumarnim vzorci C,0H2304.
Z dat "H-NMR a ">C-NMR byla zjisténa podobnost se znamou slou¢eninou 15a,160-
epoxy-17-hydroxy-ent-kauran-19-ovou kyselinou, az na hydroxymethylovou skupinu na

jejimZ misté ma tato sloucenina aldehydickou skupinu.®
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Obr. 34: 15a,16a-epoxy-17p-formyl-ent-kauran-

Obr. 33: 28,16f-ent-kaurandiol 19-0v4 kyselina



2.2. Flavonoidy

Flavonoidy jsou derivaty fenylchromanu. Zékladem je chroman arylovany

v poloze 2 (flavany), 3 (isoflavany) nebo 4 (neoflavany) (Schéma 2). Vyskytuji se jen

vrwe

. v <y 2
a v terapii se nepouzivaji.”’

Schéma 2

5 4
— |O 3 O |O
O 4'
O O
8
6' 5'
flavan isoflavan neoflavan

Podle stupné oxidace pyranového kruhu se flavany déli do nékolika skupin
(Schéma 3).*!

Flavany jsou v pfirodé hojné rozsifeny v cévnatych rostlinach. ZvIast vyznamné
jsou flavonoidy (derivaty 4-oxoflavanu) — flavony, flavonoly a flavanony, a katechinové
ttisloviny — derivaty flavanu. Jednotlivé flavonoidy se navzajem liSi po¢tem a polohou
hydroxylovych skupin na obou aromatickych kruzich a napojenim cukrii nebo

organickych kyselin."!
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Schéma 3: Derivaty flavanu

flavan flaven flavanon
O OH

I L. DB, DRy,

O O O O @) O

flavanol flavanonol flavandiol

@)
> R

O O

flavon R=H

flavonol R=OH

Z CH,Cl; extraktu z H. microcephalus byly izolovany, mimo jiné, S-hydroxy-
7,4’ -dimethoxyflavan (Obr. 35) a 4 dalsi flavonoidy (Obr. 36).

Suché listy a kvéty H. microcephalus byly extrahovany CH,Cl,. Zahustény
extrakt byl nanesen na silikagel chromatografické kolony a eluovan smési hexan-
ethylester kyseliny octové o vzristajici polarité. Byl ziskan ladanetin (Obr. 36a),

eupatin (Obr. 36b), kasticin (Obr. 36¢) a mikanin (Obr. 36d).13

Flavan: 5-hydroxy-7,4’-dimethoxyflavan
Flavon: ladanetin
Flavonol: eupatin

kasticin

mikanin
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CH,O O
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Obr. 35: 5-hydroxy-7,4’-dimethoxyflavan

CH.O o) a
| b

OH O ¢
d

Obr. 36: Flavonoidy
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3.  BIOLOGICKA AKTIVITA OBSAHOVYCH LATEK

3.1. Alelopatické aktivita

3.1.1. Uvod

Kultivace slunecnice je prevazné zaméiena na produkci oleje a hraje dilezitou
roli v jiznich ¢astech Evropy. Biochemické vyzkumy provadéné na slunecnici odhalily,
ze tento druh (Helianthus annuus) je bohatym zdrojem seskviterpenoidi a dalSich
rostlinnych metabolitli s Sirokym spektrem bilogické aktivity; presto se malo vi o
funkcich téchto sloucenin. Nedavné vyzkumy ukazaly, ze slunecnice miize aktivné
ovliviiovat rist okolnich rostlin, ale mechanismus téchto alelopatickych efekt neni
znam.

Problematika plevelt ptedstavuje diilezitou ¢ast zemédélského vyzkumu. Jako
disledek tohoto vyzkumu bylo od roku 1950 vyvinuto mnoho chemickych latek a jejich
vyuziti bylo velmi rozsifeno. Navzdory modernim kontrolnim metoddm, dokonce 1 v
rozvinutych zemich, které jsou siln¢€ zavislé na chemickych herbicidech, jsou ztraty
zasluhou pleveli, véetnd ztrat vynosi a kvality, pom&rné vysoké.?!

Nekritické uzivani herbicidii mélo za nasledek a) nartist vyskytu rezistence
plevell na skupiny herbicid jako jsou triaziny a dinitroaniliny, b) posun v populaci
pleveli smérem k druhiim, které jsou blizce ptibuzné k plodindm, které napadaji a c)
znedistovani Zivotniho prostfedi a sdruzena zdravotni rizika.*'*’

Alelopatie (allelopathy), objevujici se odvétvi aplikovanych véd, které se
zamétuje na biochemickeé interakce rostlina-rostlina a rostlina-mikroorganismy, mtize
pomoci pii piekonavani téchto probléml pomoci vyvoje pé€stovanych druhtl s vEtsi
schopnosti potlacovat rist plevelll, pouzitim pfirodnich fytotoxinl z rostlin ¢i mikrobti
jako herbicid a uZiti syntetickych derivata ptirodnich latek jako herbicidi.'®

Rostliny maji svoje vlastni obranné mechanismy a alelochemické latky jsou
vlastné ptirodnimi herbicidy. Jednen zplsob vyuZiti alelopatie v zemédélstvi je
prostiednictvim izolace, identifikace a syntézy aktivnich sloucenin z alelopatickych

rostlinnych druhd.?’
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Druhy slunecnice jsou alelopatické, vlastné nékteré z nich, jako Helianthus
rigidus, vykazuji autotoxicitu. Péstované slunecnice (Helianthus annuus) maji velky
alelopaticky potencidl a inhibuji rlst sazenic plevelt napt. Cissampelos pareira,
durmanu obecného, hot¢ice rolni a dalSich. Pudni studie prokazaly, Ze biomasa pleveli
je stejn¢ redukovana v kultivarech slunecnic jak s oSetfenim tak i bez oSetieni
herbicidy.*’

Vzhledem k tomu, Ze existuje Siroka rozmanitost strukturnich typt
alelopatickych sloucenin, byla zahdjena systematick4 studie alelopatické aktivity
(Structure-Activity Relationship, SAR) kultivara slune¢nice za ucelem vyhodnotit jejich
potencial jako zdroj alelopatickych zastupct a nasledné jako vzory ptirodnich

P o 18
herbicida.

3.1.2. Biologické testy

3.1.2.1.Test etiolizovanych koleoptilii

PSeni¢na semena (7riticum aestivum L. cv. Duro), zasetd v Petriho miskach o
priméru 15 cm a navlh¢ena vodou, rostla v temnu pii 22+1 °C po 3 dny. Z vyhonkt
byly odstranény kofeny a semena. Nasledn¢ byly umistény pod Van der Weijiho
gilotinu a apikdlni 2 mm byly ufiznuty a odstranény. Nésledujici 4 mm koleoptila byly
odlouceny a pouzity pro biologickou zkousku. VeSkera manipulace byla provedena pod
zelenym bezpecnostnim svétlem (green safelight). Testované slouceniny byly
rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO) a nafedény na koncentraci poZadovanou pro
danou zkousku s maximalni koncentraci 0,1% DMSO. Soub&zné probehly kontrolni
zkousky.

Surové extrakty, frakce nebo Cisté slouceniny, u kterych byla zjistovana
biologicka aktivita, byly umistény do zkumavek. Zkouska byla provedena dvojmo. Do
kazdé zkumavky byl ptidan fosfato-citratovy pufr (2 ml) o pH 5,6 a obsahujici 2%
sachardzu. Po vlozeni péti koleoptilti do kazde zkumavky (tfi zkumavky pro kazdé
ziedéni) se tyto zkumavky umistily do rolleru a ponechaly se otacet ve tmé pii 0,25
otackach za minutu po dobu 24 hodin pii 22 °C. Koleoptily byly méfeny pomoci
digitalizace jejich fotografickych zobrazeni. Data byla statisticky zpracovédna a

prezentovana v procentualnim vyjadieni proti kontrolnim vzorkim. Nula znamena
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kontrolni vzorek, pozitivni hodnoty pfedstavuji stimulaci sledovanych parametrt a

negativni hodnoty pak inhibici.'®!"

Jinou vaiantou tohoto testu bylo pouziti pSeni¢énych semen Triticum aestivum L.
cv. Cortex. Ta byla umisténa do Petriho misek vyplnénych filtraénim papirem Whatman
#1. Nechala se rtist ve tmé pii 24 °C po dobu 4 dnii. Etiolizované sazenice byly
odstranény z misek a rozttidény dle velikosti. Vybrané etiolizované sazenice byly
umistény pod Van der Wijiho gilotinu a vrchni 2 mm byly odfiznuty a odstranény.
Nasledujici 4 mm byly pouzity pro biologickou zkousku.

V této variant€ biologické zkousky se roztoky zkoumanych slouc¢enin natredily
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na pozadované koncentrace avSak s kone¢nou maximalni koncentraci 0,5% DMSO.

3.1.2.2.Test na Petriho miskach (seed germination bioassay)

V této zkousSce byla pouzita semena salatu (Lactuca sativa L.), fetichy
(Lepidium sativum L.), cibule (A/lium cepa L.) pSenice a je¢mene (Hordeum vulgare
L.). VSechna podpriimérna nebo poskozena semena byla vyfazena a ta vybrana byla
rovnomérné roztiidéna. Biologické zkouska byla provedena na Petriho miskach o
pruméru 9 cm s vyuzitim filtraéniho papiru Whatman #1 jako podlozky.

Obecny postup sazenicové biologické zkousky je nasledujici: 25 semen kazdého
druhu bylo umisténo na misku, kromé& Hordeum vulgare (10 semen na misku), s 5 ml
testovaného roztoku. Takto byly inkubovany ve tmé pii 25 °C. Pro kazdou koncentraci
testovaného roztoku byly vytvoreny Ctyii kopie. Kli¢eni a doba rtistu je pro kazdy druh
rostlin rlzny: Lepidium sativum, 3 dny; Lactuca sativa a Hordeum vulgare, 5 dni;
Allium cepa, 7 dni.

Mateény roztok (10°M) byl pripraven pouzitim DMSO, nasledné byl nafedén na
10 M pouzitim 10 mM 2-[N-morfolino]ethansulfonové kyseliny (MES). Nésledné
roztoky byly ziskany rozpusténim pii zachované koncentraci 1% DMSO. Byly
provedeny soubézné kontrolni testy. VSechny hodnoty pH byly nastaveny na 6,0 pted
zkouskou.

Data byla vyhodnocena porovnanim s kontrolnim vzorkem. Nula pfedstavuje
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kontrolni vzorek, pozitivni hodnoty znamenaji stimulaci a negativni pak inhibici.
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V jiné varianté byly vybrany jednodélozné druhy Triticum aestivum L. (pSenice)
a Allium cepa L. (cibule) a dvoud€lozné druhy Lycopersicon esculentum Will. (rajce),
Lepidium sativum L. (feficha) a Lactuca sativa L. (salat).

Kli¢eni a rtist probihal ve vodném roztoku p¥i kontrolovaném pH pouzitim 107
M MES a 1 M NaOH (pH 6,0). Slouceniny, které mély byt testovany, byly rozpustény
v DMSO (0,1; 0,02; 0,01 a 0,002 M). K témto roztokiim byl pfidan pufr (5 ul DMSO
roztoku/ml pufru) tak, aby bylo dosazeno testovaci koncentrace pro kazdou slouc¢eninu
(5x10™, 10, 5107 a 10 M). Podet semen v kazdé Petriho misce zavisel na jejich
velikosti. Pro rajce, salat, fefichu a cibuly bylo pouzito 25 semen a 10 pro psenici. Do
kazd¢ Petriho misky bylo pfidano 5 ml kontrolniho (vnitiniho) referen¢niho roztoku.
Pro rajce, fefichu, cibuli a salat (100 semen) byly vytvoteny Ctyti kopie; pro pSenici 10
kopii (100 semen).

Po pfidani semen a vodného roztoku, byly Petriho misky uzavieny parafilmem,
aby byl zajistén model uzavieného systému. Semena byla dale inkubovana pti 25 °C
v Memmert ICE 700 komote v kontrolovaném rtistovém prostiedi a ve tm¢. Biologicka
zkouska trvala 4 dny u fefichy, 5 dni u salétu, rajéete a pSenice, a 7 dni u cibule. Po
rustu byly rostliny zmraZeny na -10 °C po dobu 24 hodin k zabranéni nasledného ristu
b&hem méficiho procesu.

Jako vnitini reference byl pouzit komer¢ni herbicid Logran, kombinace N-(1,1-
dimethylethyl)-N -ethyl-6-(methylthio)-1,3,5-triazine-2,4-diamin (Terbutryn, 59,4%) a
2-(2-chloroethoxy)-N-[[(4-methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-
yl)amino]carbonyl]benzensulfonamid (Triasulfuron, 0,6%). Byl pouzit ve stejnych
koncentracich (510, 10, 5x10” a 10° M) a za stejnych podminek. Kontrolni vzorky
(pufrované vodné roztoky s DMSO a bez testovanych latek) byly pouzity pro v§echny

. . 26
zkousSené rostlinné druhy.

3.1.3. Guajanolidy

Guajanolidy izolované z Cerstvych listi Helianthus annuus cv. SH-222 a Stella
byly zkouseny za pouZiti testu etiolizovanych p$eniénych koleoptiltt v rozsahu od 107
do 10°M.*

8p-angeloyloxykumambranolid (Obr. 4) a germakranolid helivypolid F (Obr. 17)
dosahly dohromady inhibici réistu pii 10° M.*®
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V ramci guajanolidt, 84-angeloyloxykumambranolid byl nejaktivnéjsi (-98% pti
107 M, ICs0=0,15 mM); zatimco annuolid H (Obr. 6), se sekundarni hydroxylovou
skupinou na C-2, vykazoval mensi aktivitu (-82%). Annuolid A (Obr. 3), ktery postrada
angeloyoxy skupinu na C-8, prokazal dobrou aktivitu pii vysoké koncentraci (-90% pfti

v

10°M).%

3.1.4. Germakranolidy

Biologicka aktivita slou¢enin izolovanych z H. annuus byla stanovena na testu
ovesnych koleoptilii a pomoci antimikrobidlnich testa.

Linearni redukce rastu v testu ovesnych koleoptilt pfi koncentraci 100 uM byla
80% (% 6) pro 15-hydroxy-3-dehydrodeoxyfruticin (Obr. 12), 57% (£9) pro
ethoxyheliangolid (Obr. 11b) a 61% (% 6) pro niveusin B (Obr. 11c).

Antimikrébni aktivita byla testovana proti bakteriim a houbam. 15-hydroxy-3-
dehydrodeoxyfruticin mél nejsilng;si inhibi¢ni G¢inek proti bakteriim (MIC: 15 pg/ml
na/u Bacillus brevis; 50 pg/ml na Proteus vulgaris; 95 ng/ml na Eremothecium ashbyi),
zatimco ethoxyheliangolid vykazoval vyssi aktivitu proti houbam (MIC: 40 pg/ml na B.
brevis; 85 ng/ml na P. vulgaris; 65 pg/ml na E. ashbyi), pak niveusin B (MIC: 35 pg/ml
na B. brevis; 87 pg/ml na P. vulgaris; 98 ng/ml na E. ashbyi).”

Seskviterpenicky lakton leptokarpin (Obr. 16), izolovany ze susenych listt H.
annuus L. cv. Peredovick, inhiboval riist pSeni¢nych koleoptilti. Jeho biologicka aktivita
byla testovana za pouZiti metody etiolizovanych pseni¢nych koleoptilti v rozsahu 107 —
10 M. Jejich rist byl inhibovan z 18% u 10™ M roztoku leptokarpinu.

Pozorovana aktivita leptokarpinu mliZze mit souvislost s flexibilitou jeho
molekuly. Rozdilna prostorova usporadani, ktera mize molekula zaujmout, hraji
dalezitou roli v aktivite, stejné tak jako ptitomnost dvou elektrofilnich funkénich
skupin: a-methylen-y-lakton a oxiranovy kruh.'®

Germakranolidy izolované z Cerstvych listd Helianthus annuus cv. SH-222 a
Stella byly testovany za poziti zkousky etiolizovanych pSeni¢nych koleoptild,
nejaktivnéjsi slouceniny byly testovany na ter¢icich standardnich druht (Lepidium
sativum, Allium cepa, Lactuca sativa, Lycopersicon esculentum a Triticum aestivum) od

5x10™ do 10”° M. Slougeniny s nejvétsi fytotoxickou aktivitou byly helivypolid F (Obr.

39



17) a 15-hydroxy-3-dehydrodeoxyfruticin (Obr. 12), ob¢ slouceniny maji karbonylovou
skupinu na C-3 konjugovanou se dvéma dvojnymi vazbami.?

Niveusin C, 15-hydroxy-3-dehydrodeoxyfruticin, 115H-dihydrochamissonin,
argophyllin A, helivypolid F a H-J a 1,2-anhydroniveusin A (krom¢ 1-methoxy-4,5-
dihydroniveusin A diky malému mnozstvi, které bylo ziskano) byly testovany pouzitim
etiolizovanych pseniénych koleoptilti v rozsahu koncentraci od 10~ do 10 M.
Helivypolid H (Obr. 18) byl testovan pii 10™* M vzhledem k jeho malému mnoZstvi.
Analyza souboru dat umoznila rozdé€leni seskviterpenickych laktonti do dvou riznych
skupin, jmenovité¢ G1 a G2. Skupina G1 obsahuje ty slouceniny, které vykazovaly
hodnoty ICso nizsi nez 10> M, a G2 obsahuje slou¢eniny méné aktivni. G2 je tvofena
mén¢ aktivnimi slouceninami 11pH-dihydrochamissoninem (Obr. 13), argophyllinem A
(Obr. 14), helivypolidem J (Obr. 19¢) a eudesmanolidem helieudesmanolid A (Obr. 32).
11pH-dihydrochamissonin je jediné slou¢enina v této skupiné, kterd ma laktonovou
skupinu umisténou mezi uhliky C-7 a C-8.2°

V ptipadé furanheliangolidi, niveusin B (Obr. 11c) mél nejvyssi aktivitu (-92%
pii 10°M), zatimco blizce ptibuzna slou¢enina 1,2-anhydroniveusin A (Obr. 20), ktera
obsahuje dvojnou vazbu mezi uhliky C-1 a C-2, méla mirné€ nizsi stupeii aktivity pii
vyssich koncentracich. Skupina pfipojena na C-3 pravdépodobné hraje dilezitou roli
v aktivité slouCeniny.

Z pohledu fytotoxické aktivity, Etyfi nejaktivnéjsi slouceniny z piedchozi
biologické zkousky (guajanolid 84-angeoyloxycumambranolid, helivypolid F, niveusin
B a 15-hydroxy-3-dehydrodeoxyfruticin) byly testovany za pouziti ter¢ikii standardnich
druhti Lepidium sativum L., Allium cepa L., Lactuca sativa L., Lycopersicon esculentum
Will. a Triticum aestivum L. v koncentracich od 5.10* do 10 M.*

Nejvyznamnéj$i hodnoty ziskané u salatu byly nalezeny pro rust kofene nebo
vyhonku se slou¢eninami helivypolid F a 15-hydroxy-3-dehydrodeoxyfruticin. Malo
ucinku bylo pozorovano na kliceni raj¢at, ale podstatny efekt na rist kofene rajcat byl
zaznamenan u helivypolidu F (-32%). Helivypolid F, niveusin B a 15-hydroxy-3-
dehydrodeoxyfruticin také prokézaly inhibi¢ni u¢inky (okolo 20% pii 5x10°* M) na
vyvoj vyhonka téchto druhti.

Vyssi fytotoxicita byla pozorovéana na cibuli. Helivypolid F a 15-hydroxy-3-
dehydrodeoxyfruticin vykézaly podstatny inhibi¢ni Gi¢inek na kotfenovy rist (-54% pfti
5x10™ M), ktery pretrval i po zied&ni. Helivypolid F také prokazal uginek na rist
vyhonku (-20% pii 5x10™* M).
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U vsech druhi se projevily slouceniny helivypolid F a 15-hydroxy-3-
dehydrodeoxyfruticin jako nejvice fytotoxické, ptic¢inou v obou piipadech je karbonyl
na uhliku C-3 konjugovany se dvéma dvojnymi vazbami. Je také zajimavosti, Ze
helivypolid F ma selektivni riist stimulujici vlastnosti na kotfeny salatu, ale nevykazuje

7w v . . 2
tento G&inek u rajéete ani u cibule.*®

3.1.5. Heliannany

Tyto latky sdileji jako spolecny strukturni prvek substituovany aromaticky kruh
kondenzovany s rtizn¢ velkym heterocyklem obsahujicim kyslik. Nezvyklost této
struktury a fytotoxické vlastnosti nékterych ¢lenti této skupiny dovoluji uskutecnit studii
vztahu strutura-aktivita (SAR).*®

Heliannany ziskané ze suSenych listd H. annuus L. cv. Peredovick inhibovaly
rust pSeni¢nych koleoptili. Slou¢eniny byly testovany za pouziti etiolizovanych
peni¢nych koleoptili v rozsahu koncentraci 10 — 10 M, helibisabonol A byl téz
testovan pii 10 M.

Rist etiolizovanych pSeni¢nych koleoptilii byl vyznamné inhibovan (P<0,01) z
33 a 23% respektivé s 10 M roztokem heliannuolu A (Obr. 21) a heliannuolu D (Obr.
22). Zatimco helibisabonol A (Obr. 25) riist inhiboval z 27% pii koncentraci 10~ M.'¢

Pii testovani alelopatické aktivity heliannuolu A, B, C a D, izolovanych z
listh H. annuus L. var. SH-222 a VYP, proti dvoud€loznym (Lactuca sativa a Lepidium
sativum) a jednodéloznym druhtim (Hordeum vulgare a Triticum eastivum) v rozsahu
koncentraci 10 — 10 M byla zji§téna vyznamna bioaktivita, zv14t& u heliannuolu A a
D. Tyto vysledky naznacuji, Ze by heliannuoly A — D mohly byt soucasti obrannych
mechanismt slunecnice proti dvoudéloznym druhtim. V dusledku toho jsou
vynikajicimi kandidaty jako modely pfirodnich herbicidnich latek s jistym (druhove)
specifickym u¢inkem proti dvoud&loznym druhéim.?’

Aktivita skupiny heliannuolil izolovanych ze slunec¢nice byla vyhodnocena
pouzitim biologické zkousky na Petriho miskéch s ter¢iky standardizovanych
jednodéloznych a dvoudéloznych druht. Prekurzory heliannuolt (helibisabonol A) byly
také zahrnuty do této studie. Dale byla uskute¢néna dalsi biologickd zkouska zaloZena

na pouziti etilolizovanych pseni¢nych koleoptila.*®
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Na zaklad¢ ziskanych dat a porovnanim bioaktivity jednotlivych sloucenin, lze

vysledky shrnout do né¢kolika zaveért:

a)

b)

d)

Jako vSeobecné chovani lze pokladat inhibi¢ni u¢inky pozorované obvykle u
dvoudé€loznych druhtl, salatu (Lactuca sativa) a tetichy (Lepidium sativum). Na
druhou stranu, byl inhibovan i rist jednod€loznych (je¢mene, Hordeum vulgare,
a cibule, Allium cepa).

Ptitomnost heterocyklického kruhu je rozhodujici pro aktivitu. VétSina
heliannuolti vykazovala aktivitu vi¢i dvou- a/nebo jednod€loznym druhtiim.
Byly také aktivni v biologické zkousce etiolizovanych pSeni¢nych koleoptila.
Avsak, kdyz byly zkouSeny odpovidajici prekurzory s otevienym fetézcem,
helibisabonol A a B a dalsi souvisejici slouceniny ziskané syntézou, bylo
zjisté€no, Ze jsou neaktivni v biologické zkousce v Petriho miskéach a vykazovaly
také niz$i aktivitu u testu na koleoptilech.

Velikost heterocyklického kruhu je klicovym faktorem: poradi klesajici aktivity
v biologické zkouSce v Petriho miskach je osmiclenny>sedmiclenny>Setic¢lenny.
Toto plati i u biologické zkouSky na koleoptilech.

Poloha hydroxylové skupiny také ovliviiuje aktivitu. Slouceniny s hydroxylovou
skupinou umisténou na heterocyklickém kruhu (7,11-heliannuoly, Obr. 21, a
8,11-heliannuoly, Obr. 23) jsou vice aktivni nez ty, které¢ maji hydroxylovou
skupinu na iso-propylové strané fetézce (7,10-heliannuoly, Obr. 22). Pti
porovnani 8,11-heliannuolt s 7,11-heliannuoly se zjistilo, ze pfitomnost
vinylové casti fetézce také zvysuje aktivitu.

Konecné, stereochemie kazdého chiralniho centra je klicova v bioaktivite.
Porovnanim uc¢inki heliannuolu G s jeho epimerem na C-8 heliannuolem H se

prokazal velky rozdil v aktivité mezi obéma slou¢eninami.”®

3.1.6. Annuionony (apokarotenoidy)

Annuionony izolované z H. annuus L. cv. Stella a SH-222 byly testovany za

pouziti etiolizovanych pseni¢nych koleoptil v rozsahu koncentraci 10 — 10 M. Jejich

rust byl vyznamné inhibovan (P<0,01) slouc¢eninami annuionon G (Obr. 29¢) (-67%, 10

3 M; -41%, 10 M), annuionon A (Obr. 28a) (-58%, 107; -56%, 10 M; -53%, 10™° M) a
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annuionon E (Obr. 29a) (-65%, 10™ M; -40%, 10™ M). Aktivita annuiononu A a
annuiononu E miZe souviset s pritomnosti bicyklického etheru.'”

Z Helianthus annuus var. SH-222 a VYP bylo izolovano Sest norseskviterpend,
které jsou potencidlné alelopatické. Tyto slouceniny vykazuji zietelnou selektivitu
(parametrti a druhit) vi¢i jednodéloznymi druhtim s priimérnym inhibi¢nim G¢inkem -
45% na kli¢eni Allium cepa a primérnym stimulacnim G¢inkem 50% na rist kofene A.
cepa a Hordeum vulgare v rozsahu koncentraci 10” — 10°M.?

Za ucelem vyhodnocenti jejich potencialni alelopoatické aktivity, byl studovan
efekt serie vodnych roztoki (10 — 10 M) izolovanych slou¢enin na koteny a délku
vyhonkt Lactuca sativa, Lepidium sativum, Allium cepa a Hordeum vulgare.*’

Nejvyznamnéj$i ucinky pozorované na dvoudeloznych druzich (L. sativa a L.
sativum) byly ziskany s annuiononem B, ktery stimuloval rtst kotene L. sativum pti
nizké koncentraci (10°M, 47%; 10”, 32%), a s helinorbisabonem (Obr. 30), ktery
vykazal vyrazny inhibi¢ni efekt na kli€eni L. sativa pii vSech testovanych koncentracich
(pramérné -50%).

Ztetelna selektivita (parametri a druhti) byla pozorovéna u jednod€loznych
druhi. Slougenina 6 (Obr. 27a) a annuionon A inhibovaly (slougenina 6: 10 M, -38%;
annuionon A: 10 M, -47%) kli¢eni Allium cepa, ale stimulovaly (slougenina 6: 10™* M,
63%; 10°*M, 54%; annuionon A: 10* M, 42%; 10 M, 48%; 10° M, 49%) rist kofene.
Avsak, pouze stimulaéni u¢inek na rist kofene a vyhonku byl pozorovan na Hordeum
vulgare. V tomto ptipadé, annuionon C (Obr. 28¢) a helinorbisabon (Obr. 30)
stimulovaly riist kofene v praméru z 35% a 40% respektivé v kocentraéni fadé 10°-10”
M. Pouze helinorbisabon plisobil na rlst vyhonku H. vulgare (primérné 30%).

Vyse uvedena zjisténi nasvédcuji tomu, Ze uvedené slouceniny pravdépodobné
jsou vyznamné spojeny s alelopatickou aktivitou kultivara slune¢nice na jednodélozné
druhy. Na zékladé téchto u¢inkd, 1ze shrnout, ze slouc¢enina 6 a annuionon A, ¢astecné i
helinorbisabon, jsou dobrymi kandidaty jako vzory potencialnich herbicidii s moznym
vyuzitim jako nové generace ptirodnich agrochemikalii ke kontrole jednod€loznych

pleveli.”’
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3.1.7. Heliespirony

Heliespiron A (Obr. 31), izolovany z ¢erstvych listd H. annuus L. var. SH-222,
je zvlaste zajimavy, protoze se stal prvnim clenem nové skupiny bioaktivnich
seskviterpenti s potencialni alelopatickou aktivitou.

Na zakladé vysledkt z provedenych biologickych zkousek, je tato latka

pravdépodobné zapojena do alelopatické aktivity kultivard slune¢nice.'

3.1.8. Eudesmanolidy

Helieudesmanolid A (Obr. 32), izolovany z Cerstvych listh Helianthus annuus
cv. SH-222 a Stella spolu s dal§imi slouceninami, byl testovan za poziti zkousky
etiolizovanych pseni¢nych koleoptil v rozsahu koncentraci od 10~ do 10 M.

Tato sloucenina byla jedinym eudesmanem a jako jedind vykazovala stimulacni
efekt p¥i koncentracich nizsich nez 10° M. Je neobvyklé pro ptirodni latku, aby byla
rostlinnym rstovym promotorem, v literatute se to povazuje za ojedinély jev. Obvyklé
(ptirodni) rostlinné ristové promotory jsou IAA (kyselina indol-3-octovd), gibereliny,
cytokiny, ethylen a brassinosteroidy. Chovani této slouc¢eniny bylo podobné chovani
IAA, ktera inhibuje riist etiolizovanych pseni¢nych koleoptil pfi 10° M a podporuje
rust pii nizSich koncentracich. Podpora rostlinné produkce plodin mé podstatny vyznam
v celosvétové produkcei potravin. Kdykoliv by produkce plodin vzorstla nebo byla
zrychlena, mohlo by to vést k ekonomickym usporam. Kratsi obdobi, po které je

plodina v pidg, také znamena i mensi vystaveni vlivu fytopatogentm.*®

3.2. Cytotoxicita

3.2.1. Uvod

Za posledni dvé desetileti vzrostl zajem o triterpenoidni saponiny diky Sirokému

-----

protinadorové, antivirové, antifugélni, imunomodulaéni, antitrombotické,
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kardiovaskularni, spermicidni a molluscicidni G¢inky. V n€kolika studiich bylo popsano
cytotoxické a antineoplastické chovani urcitych saponint, ale zatim zadny prizkum
nepopsal vliv uhlohydrat u vyznamného poctu glykosidu.

Na zakladé tohoto podkladu bylo v prvni studii prozkoumano 21 triterpenoidnich
saponinil obsahujici rizné uhlohydratové podily a jejich cytotoxické ucinky proti dvéma
mySim nadorovym bunénym liniim in vitro. Hemolyticky index byl zkousen z pohledu
mozného vzajemného vzathu cytotoxicita’hemolyticky index. Cilem této studie bylo
prokézat uhlohydratovou zavislost ve vztahu struktura-aktivita a ziskat informace o
cytotoxicité jako zaklad pro nasledné studie o imunomodula¢nich ucincich in vitro a in

vivo.>?

Ve druhé studii bylo testovano n€kolik mono- a bisdesmosidickych saponind,
stejné tak 1 acylglykosidii polygalakové nebo echinocystové kyseliny, pro jejich
cytotoxickou aktivitu na mysich liniich nddorovych bunék in vitro. Bylo zjisténo, ze
intenzita téchto ucinkd mize byt ovliviiovana uhlohydratovymi podily. Zminéné
triterpenoidni glykosidy, spole¢né s triterpenoidy glycyrrhizinem, glycyrrhetinovou
kyselinou a ginsenosidem Re, byly testovany na imunomodula¢ni u¢inek in vitro. U

nékterych saponini byl zkouman imunomodulaéni protinadorovy Géinek in vivo.”

3.2.2. Biologické testy

3.2.2.1. In vitro cytotoxické testy a hemolyticky ucinek

Bunécéné linie

Buniky P-815 a YAC-1 byly zakoupeny od ,,German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures* (Némecka sbirka mikroorganismii a bunéénych
kultur), Braunschweig. Bunky byly inkubovéany pii 37 °C s 10% CO, v DMEM mediu
(Dulbecco’s modified eagles medium) doplnéném 10% teplem inaktivovanym fetalnim

telecim sérem a 1% penicilin/streptomycinovym roztokem.

Buiky P-815
10* P-815 bungk bylo inkubovéano v 96 jamkach mikrotitra¢ni desti¢ky s riznou

koncentraci testovanych latek nebo s kontrolnim médiem po dobu 48 hodin. Testované
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latky byly rozpustény v DMEM mediu nebo v max. 0,05% DMSO v DMEM. Pot¢ byla
stanovena cytotoxicita pomoci 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazoliumbromidu (MTT) modifikované kolorimetrické mikrometody podle
Moosmanna. Zanik bunék v kazdé jamce byl méten v mikrodestickach fotometru pti
540 nm. Kazda sloucenina byla testovana osmindsobné pti minimaln¢ tfech
koncentracich. Hodnoty ICsy byly vypocitany z poklesu smérnice udané jako procento

ubytku absorbance viici kontrolam (logaritmus koncentrace).

Buniky YAC-1

5000 YAC-1 bunék bylo inkubovéano v 96 jamkach mikrotitra¢ni desticky
s riznou koncentraci testovanych latek nebo s kontrolnim médiem po dobu 48 hodin.
Testované latky byly rozpustény v DMEM mediu nebo v max. 0,05% DMSO v DMEM.
Po centrifugaci desticky pii 1000 g po dobu 10 min. bylo ptfidano 100 pl roztoku (pH
10,2) 20 mM nitrofenylfosfatu doplnéného o 2 mM MgCI2, 100 mM Triton X, 200 mM
diethanolamin. Desticka se 60 min. tfepala, barevna reakce byla pak zastavena piidanim
100 pl 0,5 M NaOH do kazdé jamky. Zanik bunék v kazdé jamce byl méten
v mikrodestickéach fotometru pfi 405 nm. Kazda sloucenina byla testovana osmindsobné
pii minimalnég tiech koncentracich. Hodnoty ICsy byly vypocitany z poklesu smérnice

udané jako procento poklesu absorbance vii¢i kontroldm (logaritmus koncentrace).

Hemolyticky index

5 ul suspenze lidskych krevnich erytrocytd (smés 20 pl lidské krve se 4 pl 3,8%
citratu sodného v 300 pl roztoku 0,9% chloridu sodného) a 5 pl testovanych latek v PBS
rozpusténych v riiznych koncentracich bylo smichdno na mikroskopické destic¢ce
(Olympus CH2, zvétSeni: 400%). Hemolyticky index byl stanoven porovnanim

koncentraénich hodnot se standardnim saponinem OAB (HI 30000) v daném &ase.*

3.2.2.2.Testy na imunomodulacni a protinadorové ucinky

Stanoveni endotoxinu (LPS)

Stanoveni endotoxind bylo provedeno Pyrogennim testem.*
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Zvitata
Samice DBA/2, CD 1 a BDF 1 mysi, staré 6 — 10 tydnd, byly zakoupeny od
Charles River Wiga.”

Bunécné linie
Buiiky P 815, YAC 1 a L929 byly zakoupeny od Deutsche Sammlung fiir
Mikroorganismen (DSM). Buiiky sarkomu 180 byly ziskany od American Type Culture

Collection.*

Pfiprava bunék mysi sleziny a brzliku

Bunky byly ziskany ze samic mys$i DBA/2. Byly asepticky odebrany ze sleziny
nebo brzliku. Erytrocyty byly odstranény hypotonickou lyzou (NH4Cl/Tris puftr, pH
7,2).

Pfiprava lidskych monocyta a granulocytt

Heparinizovana periferni krev od zdravych darcii vrstvend ptes Polymorphprep
(Nycomed) byla centrifugovana po dobu 35 min. pti 450%g. Po gradientové centrifugaci
byly ob¢ skupiny monocytii a granulocytli rozdéleny s naslednym vymyvanim
monocytl kultivatnim médiem. Frakce granulocytii byla nejprve byla proc¢isténa

roztokem 0,45% NaCl a po té byla promyta kultivaénim médiem. **

Média a kultivaéni podminky

Jako standardni kultivaéni médium bylo pouZzito DMEM, doplnéné o 10%
teplem inaktivované fetdlni teleci sérum, 2 mmol glutaminu, 4,5 g/l glukézy, 3,7 g/l
NaHCOj; a 1% penicilinu (10000 U/ml)/streptomycinu (10000 pg/ml). Kultivaéni
médium makrofagt bylo slozené z DMEM 55%, 5% koniského séra, 10% fetalniho
teleciho séra a 30% sterilniho 1.929 supernatantu s M-CSF (10° L929 bun&k/100 ml;
inkubovanych 14 dni). Tkanové kultury byly inkubovany pii 37 °C v 10% CO,

atmosféie.>

Lymfocyty tranformacni test (LTT)

Buiiky (5x10° slezinnych, brzlikovych nebo lidskych monocyti) byly
inkubovany trojmo s testovanymi vzorky po dobu 48 hodin v mikrotitra¢nich

destickach. Testované latky byly rozpustény v DMEM médiu nebo v max. 0,05%
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DMSO v DMEM. Byl piidan *H-tymidin (0,4 pCi/jamku) a kultury byly inkubovéany
dalgich 18 hodin. Buiiky byly ziskdny pomoci pfistroje Skatronu a piidani *H-tymidinu
bylo méfeno pomoci poé¢itadla. Uinek byl vypo¢itan jako stimulaéni index ve vztahu

ke kontrole. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pouzitim Studentského t-testu.

Stanoveni lymfocytarni populace

Mysi lymfocyty byly pfipraveny a kultivovany jak bylo popséno
v lymfocytarnim transformaénim testu. Po 72 hodinové inkubaci byly buiiky promyty
v PBS. K bunikdm byl ptidan PBS (50 pul obsahujicich 0,1% NaN3 a 0,1% BSA), pak 50
ul protilatek selektivnich vii¢i B-buiikdm (anti-Ly 5, konjugovany FITC) a protilatek
selektivnich vii¢i T-buikdm (mysi anti CD 3, konjugovany PE) (2% kazdé protilatky
v PBS). Po 30 min. byly buitky promyty v PBS a poté vybrany pomoci FACS-scanu
(Becton Dickinson). Vyhodnoceni po¢tu B- a T-buné€k bylo provedeno na softwaru

Lysis I1.%

Kultivace makrofagti mysi kostni dfené

Asepticky odlouc¢end kostni dfenl ze stehennich kosti z DBA/2 mysi byly
promyty 5 ml DMEM (pomoci injekéni stiikacky 18). Po urceni vitalnich bunék pomoci
trypanové modie, 10’ bun&k bylo piemisténo do sterilnich teflonovych nadobek,
obsahujicich 100 ml makrofagového kultivaéniho média. Po destidenni inkubaci byly

ziskany diferencované rnakrofégy.33

Fagocytarni assay

Makrofagy kostni dfend (10° bunék) byly inkubovany s testovymi vzorky trojmo
v mikrotitracnich destickach po dobu 15 hodin. Ulpélé makrofagy byly promyty, k nim
bylo ptidano 200 pl/jamku roztoku zymosan/luminol (0,5 pmol/l luminolu a 100 ug
zymosanu/jamku v DMEM bez fenolové Cervene). Fagocytdza byla stanovena
chemoluminiscenénim méfenim ve snimaci mikrotitracnich desticek.
Chemoluminioscence byla zaznamenévana po dobu 2 hodin, bylo vypocteno procento
nartistu chemoluminiscence.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pouzitim Studentského t-testu.

Tato assay byla provedena stejnym zptisobem s 2x10° lidskymi monocyty a

granulocyty. Na rozdil od mysich makrofagu, kultivaéni médium RPMI 1640 bylo
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doplnéno o 10% lidské sérum. Inkubaéni doba pro monocyty byla 15 hodin a pro

granulocyty 4 hodiny.”

Indukce cytotoxickych makrofagu

Makrofagy (2x10° bunék) piilnuly za 2 hodiny k mikrotitraéni destiGce.
Nepfilnuté bunky byly odstranény vymytim kultivacnim médiem. Ptichycené
makrofagy byly inkubovany s testovymi vzorky, 2 jednotky/ml rekombinantniho
mysiho vy interferonu a 1x10* P 815 nadorovych bunék po dobu 40 hodin. Analyza byla
provedena trojmo pro kazdou koncentraci. Pak bylo ptidano ke kulturam 0,4 pCi/jamku
*H-tymidinu po dalii 4 hodiny. Buiiky byly ziskany jak bylo jiZ popsano. Vysledky byly
dany inhibici rastu nadorovych bunék (%). Pro statistické vyhodnoceni byl vyuZit

Studentsky t-test.*

Uvolnéni TNF o z makrofagu

Makrofagy (2x10° bun&k) ptilnuly za 2 hodin k mikrotitraéni desticce.
Nepftilnuté buniky byly odstranény vymytim médiem. Pfichycené makrofagy byly
inkubovany s testovymi vzorky po 4 hodiny trojmo. Po centrifugaci bylo 100 pl z kazdé
jamky pfesunuto do jiné mikrotitraéni desticky obsahujici 10* na TNF o sensitivnich
L1929 bunék v 100 pl médiu v kazdé jamce. Buiiky byly inkubovany 44 hodin. Pak bylo
piidano ke kulturam 0,4 pCi/jamku *H-tymidinu po dalii 4 hodiny. Po zmraZeni
desticky byly buiiky ziskany jak bylo jiz popsano. Inhibice rastu L929 bunék (%) je ve
shodé s mirou uvolnéni TNF a. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pouzitim

Studentského t-testu.>

IL-2 Elisa

Slezinné buiiky (5%10°) byly inkubovany s testovanymi vzorky trojmo po dobu
72 hodin v mikrotitra¢ni desti¢ce. Po centrifugaci bylo 50 ul supernatantu pfesunuto do
jiné mikrotitra¢ni desti¢ky obsahujici potkani protimysi IL-2 protilatky (50 pl v kazdé
jamce 2pg/ml roztoku protilatek v 0,1 M NaHCOs, pH 8,2, po 12 h; pak zastaveno
pomoci PBS/FCS). Desticka byla 6x promyta PBS/Tween (1 1 PBS + 0,5 ml Tweenu) a
pak bylo pfidano 100 pl biotinového roztoku potkannich protimySich IL-2 protilatek (1
pg/ml). Po 45 min. inkubaci byla desticka 8x promyta, poté bylo ptidano 100 pl
avidinové peroxidasy (2,5 pg/ml). Desticka byla promyta a byl pfidan ABTS roztok
(150 pg v 500 ml 0,1 M kyseliny citronové, pH 4,35) s 0,01% H,0,. Barevna reakce
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byla zastavena pouzitim DMF/SDS a desticka byla snimana v destiCkovém fotometru

pii 405 nm. >

Sarkom 180

Rust nadoru byl indukovén po i.p. injekci cca. 107 bun&k sarkomu 180 BDF1
my$im. Nador byl udrzovan pravidelnou pasazi (i.p.) vypotku (cca. 10’ bunék sarkomu
180) u BDF1 mysi kazdy tyden. Testovani bylo provedeno s.c. inokulaci 0,1 ml vypotku
(cca. 107 bunék sarkomu 180) do pravého tisla CD1 mysi (15 mysi/skupina). Testované
vzorky rozpusténé v solném roztoku nebo v max. 0,5% DMSO byly aplikovany i.p.
denné od 1. do 10. dne, pocinaje 24 hodin po inokulaci. Rlst nadoru byl sledovan
métenim velikosti nddoru pomoci posuvného meéftidla 10., 15., 20. a 30. den, poté byly
myS$i usmrceny. Stupeni inhibice byl vypoc€itdn porovndnim hmotnosti nadoru lécené
skupiny se skupinou nelécenou kontrolni (solny roztok nebo 0,5% DMSO v solném
roztoku).

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pouzitim Mann-Whitneyho testu.”

DBA/2-MC.SC-1 fibrosarkom

Nador byl indukovan béhem 3 mésicii u DBA/2 mysi s.c. aplikaci 3-
methylcholanthrenu (0,5 mg v olivovém oleji/mys). Nador byl udrzovan s.c.
transplantaci nadorovych kust (cca. 1 mm®) do pravého tfisla DBA/2 mysi kazdy 4.-5.
tyden. Stejny postup byl proveden i1 u protinddorového testu. Lécba byla provedena i.p.
aplikaci testovanych vzorki a solného roztoku kontrolni skupiné (15 mysi v kazdé
skuping) tiikrat do tydne, poc¢inaje 24 hodin po nadorové transplantaci. Riist nadoru byl
popsan urcenim jeho velikosti pomoci posuvného méfidla 15., 20., 25. a 30. den.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Mann-Whitneyho testu.*

Ex vivo analyzy

Mysi byly 1é€eny 1.p. aplikaci slouceniny 1 v koncentraci 1 mg/kg po 5 dnt.
Vysledky byly porovnany s kontrolni skupinou, které byl aplikovan solny roztok.

Zivotaschopnost byla stanovena za pouziti trypanové modie.>

Ex vivo proliferace slezinnych bunék a bun€k kostni diené

Buiiky sleziny a kostni dfen¢ byly izolovany dle vySe zminéného postupu.

Buiiky kostni dien& (2x10°) nebo buiiky sleziny (5x10°/jamka) byly inkubovéany
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spole¢né s 0,4 nCi/jamka v desticce 18 hodin. Buiiky byly ziskany dle vySe zminéného
postupu. Proliferace bunék pak byla porovnéana s kontrolni skupinou.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pouzitim Studentského t-testu.”

Ex vivo stimulace NK-bunék (Natural Killer)

Slezinné buiiky (5%10°) byly inkubovény s 5x10° YAC 1 nadorovymi buiikami
v kazdé jamce 48 hodin (5 jamek pro kazdou mys). Pak byla desticka centrifugovéana a
byla stanovena aktivita alkalické fosfatasy YAC 1 bun¢k pomoci nitrofenylfosfatu dle
vyse uvedeného postupu. Byla zjisténa vzajemna korelace mezi aktivitou NK-bunék a

snizenim po¢tu YAC 1 bungk.™

Ex vivo fagocytoza bunék kostni diené

Tato analyza byla provedena s 2x10° buitkami kostni dfené v kazdé jamce jak

bylo vy3e popsano (4 jamky pro kazdou myg).*

Stanoveni koncentrace TNF a v krvi

Lipopolysacharid (50 pg) byl aplikovana i.p. kazdé mysi (oSetfené a kontrolni
skupin€) k uvolnéni TNF a. Pod anestézii byla po 1 hodiné odebrana krev srde¢ni
punkci. Po centrifugaci byla stanovena koncentrace TNF a v plazmé pomoci ELISA
testu podobného IL-2 ELISA. Koncentrace TNF o byla porovnana mezi lécenou a

kontrolni skupinou.*

3.2.3. Cytotoxicita triterpenoidnich saponinti

Na nativnich saponinech ze Solidago virgaurea L., Heteropappus altaicus
(Willd.) Novopokr., H. biennis (Ldb.) Tamamsch. a Helianthus annuus L. (Asteraceae)
stejné jako na ptibuznych uhlohydraty modifikovanych glykosidech kyseliny
polygalakové a echinocystové byla zkoumana cytotoxicita souvisejici s jejich strukturou
pomoci modelti nadorovych bunck YAC-1 a P-815. Cytotoxické Gc€inky jsou ovlivnény
O-glykosylaci jak na uhliku C-3, tak i na C-28 sapogeninu. Hodnoty 1Cs, bisdesmosidil
polygalakové kyseliny byly niz$i nez ty, které odpovidaji prosapogenintim.
Acylglykosidicka uhlohydratova sekvence 1-fukosa-2«—1-rhamnosa-4«—1-xylosa-3«1-

rhamnosa téchto bisdesmosidll vykazovala nejvyssi cytotoxicky ucinek. Nezbytna je
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jedna glukosova jednotka etherglykosidicky vazana na C-3 aglykonu, rozdil v aktivité
disacharidu laminaribosy ve stejné€ poloze nebyl pozorovan. V ptipadé glykosida
echinocystové kyseliny se zd4, Ze acylglykosidicka uhlohydratova sekvence 1-
arabinosa-2«—1-rhamnosa-4«—1-gluké6za ovliviiuje miru cytotoxickych ucinka.
Porovnanim koncentrace saponinil s kompletnim hemolytickym ¢asem je mozné urcit
hemolyticky index. Cytotoxicita proti nadorovym buitkam vztahujici se k zakladni
struktufe saponinil je v souladu s hemolytickym G¢inkem. Cukerny podil hraje dileZitou

roli v hemolytickém indexu.*?

Zkouman¢ triterpenoidni glykosidy byly charakterizované ¢tyimi zakladnimi
strukturami:
1. kyselina polygalakova-3«1-glukosidy,
kyselina polygalakova-3«1-glukosyl-3«1-glukosidy,

derivaty kyseliny echinocystoveé,

B

acylglykosy s volnou hydroxylovou skupinou na C-3 aglykonu.

Mezi skupinou 1 a 2 nebyl pozorovan vyznamny rozdil v cytotoxické aktivite.
Vyssi hodnoty ICsg byly ziejmé po ztraté etherglykosidicky vazanych cukra v poloze 3
aglykonu.

Nejpravdépodobnéjsi je, ze oligosacharidy spojené acylglykosidicky na
karboxylu C-28 kyseliny polygalakové tak 1 kyseliny echinocystové ovliviiuji hodnoty
ICsy.

Helianthosid 2 (Obr. 37) je nativni saponin z Helianthus annuus L.,
charakterizovany jako bisdesmosid kyseliny echinocystové. B-glukosidasovym
odstépenim koncové glukozy z helianthosidu 2 vznikla sloucenina 8. Helianthosid 2 byl
pfeménén na slouéeninu 9 pomoci glukosidasové a rhamnosidasové aktivity

naringinasy. Slou¢enina 10 byla ziskana alkalickou hydrolyzou helianthosidu 2 stejné

tak 1 enzymatickou hydrolyzou pomoci naringinasy.
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Obr. 37: Helianthosid 2 a jeho derivaty

Molekulova
Sloucenina R1 R2
hmotnost
Helianthosid 2 —lgle(3«1rha)4«—1xyl «—lara2«1rhad«Iglc 1352
Sloucenina 8 «—lglc(3«—1rha)4«—Ixyl «—lara2«Irha 1190
Sloucenina 9 «—lglc(3«—1rha)4«—Ixyl «—lara 1044
Slouc¢enina 10 —Ilglc(3«1rha)4«—1xyl Na 912

V ptipadé¢ glykosidl kyseliny echinocystové, odstépeni jedné nebo dvou

cukernych jednotek z acylglykosidicky vazanych trisacharidii vede ke snizeni aktivity

(helianthosid 2>slouc¢enina 8>slou¢enina 9). Prosapogenin (sloucenina 10) nevykazal

vyznamn&;jsi rozdil od helianthosidu 2.**

Hodnoty HI (hemolyticky index) koreluji s hodnotami ICsy. Glykosidy

echinocystové kyseliny (Obr. 37) mély mensi hemolyticky ucinek nez glykosidy

polygalakové kyseliny. Bylo prokazano, Ze cukerné podily ovliviiuji hemolytickou

aktivitu.*?

Sloucenina Burnky P-815 Bunky YAC-1 HI
Helianthosid 2 44,38 +4,44 36,98 + 7,40 15000
Sloucenina 8 92,44 + 8,40 84,03 + 8,40 <2000
Sloucenina 9 > 143,68 143,68 + 19,16 <2000
Sloucenina 10 43,86 £ 8,77 21,93 £4,39 <2000

32
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3.2.4. Imunomodula¢ni a protinadorové ucinky triterpenoidnich saponint

Nativni saponiny ze Solidago virgaurea L., Heteropappus altaicus (Willd.)
Novopokr., Heteropappus biennis (Ldb.) Tamamsch. a Helianthus annuus L.
(Asteraceae) stejné tak i ptibuzné uhlohydraty modifikované glykosidy polygalakové a
echinocystové kyseliny a dal§i komeréné dostupné triterpenoidni saponiny byly
zkoumdany z pohledu jejich imunomodulaénich a protinadorovych ucinkll. Mitogenni
ucinky mohly byt prokdzany na mysi slezin€ a buiikach brzliku, stejné tak i na lidskych
mononukledrnich bunkach in vitro. Aktivita makrofaghh mysi kostni den¢ byla
zjistovana v chemoluminiscencni zkousce, déle byla pozorovana indukce cytotoxickych
makrofagl a uvolnéni TNF o z mySich makrofagh. Mitogenni a TNF a uvoliujici
virgaureasaponin E (Obr. 38) vykazoval in vivo protinddorové ti¢inky u nadorového
modelu alogenniho sarkomu 180 a nddorového modelu syngenniho DBA/2-MC.SC-1
fibrosarkomu. U mysi, 1é¢enych touto latkou, byla stimulovana fagocyt6za bunck kostni
diené a proliferace buné¢k sleziny a kostni diené v ex vivo zkousce, ¢imz podstatné
vzrostla koncentrace TNF a v krvi v porovnani s kontrolni skupinou.

Po ur€eni rozsahu subtoxické koncentrace pomoci cytotoxické analyzy
nadorovych bunék a hemolytického indexu, byly vSechny slouceniny testovany na
koncentraci endotoxinti za pouziti lyzatu z amebocytti ostrorepa (LAL), protoZe o
endotoxinech je zndmo, Ze znacné ovliviwuji in vitro testy. Déle byly testovany pouze
slouGeniny prosté endotoxind.

Mitogenni ucinky byly testovany na lymfocyty transformacnim testu. Proliferace
mysich slezinnych bunék byla zvySena u virgaureasaponinu E v zavislosti na davce ve
velmi nizkych koncentracich od 0,01 pg/ml do 0,1 ng/ml (0,0063 pmol/ml do 0,063
nmol/ml). Stimulacni index vzrostl na 1,8. Negativni t¢inek pti koncentraci 1 pg/ml byl
dan cytotoxickym uc¢inkem ve vysokych koncentracich.

V lymfocytovém transformacnim testu s buitkami mysiho brzliku byly zjiStény
mitogenni T-buiiky selektivni G¢inky. Buiikky mySiho brzliku jsou tvofeny >95% T-
bun¢kami, coz bylo potvrzeno cytometricky. Virgaureasaponin E a glycyrrhizin mohou
vyznamné vyvolavat proliferaci bunék mysiho brzliku. Stimula¢ni index glycyrrhizinu
v davce 0,01 ug/ml byl 1,3 = 0,05 a stimulacni index virgaureasaponinu E byl 1,25 +
0,05 v davce 0,001 pg/ml.
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Vyzkumem cytometrického toku byl zjistén mitogenni B-buiiky selektivni
ucinek. V buiikach neupravené sleziny z DBA/2 mysi byl zjistén pomér B-bunék/T-
bunck 0,8/1,0. Po inkubaci slezinnych bunék s virgaureasaponinem E po dobu 72 hodin
v koncentraci 0,01 pg/ml byl pomér 1,2/1. Virgaureasaponin E byl schopen také
stimulovat proliferaci B-bun¢k.

Vliv saponinil na makrofagy mysi kostni dien¢ byl zjistovan
v chemoluminiscen¢ni analyze a ve zkouSce indukce cytotoxickych makrofaga
vypéstovanych v kultufe bun¢k kostni dfené.

Ginsenosid Re, deglykosylsaponin 2 a glycyrrhetinova kyselina vyznamné
stimulovaly fagocyt6zu makrofagii mysi kostni diené€. Ale nebyla zjiSténa Zadna
stimulace fagocytii humannich monocytl nebo granulocytl z periferni krve.

Ovlivnéni cytokinového systému saponiny bylo testovano v biologickém testu
TNF o a ELISA s IL-2. Mitogenni virgaureasaponin E byl schopen vyznamné uvoliiovat
TNF o z makrofagh mysi kostni diené. Inhibice riistu L929 fibroblastl senzitivnich na
TNF a byla 70 + 20%.

Z4dna latka nevedla k uvolnéni IL-2 z lymfocytt mysi sleziny.

In vivo protirakovinnd aktivita souvisejici se saponiny byla hodnocena u dvou
mysich nadorovych modelti: model alogenniho sarkomu 180, ktery je citlivy na
imunomodulacni slouc¢eniny, a model syngenniho DBA/2-MC.SC-1 fibrosarkomu. Riist
nadoru mize byt ovlivnén na alogennim modelu mohem snadnéji nez na syngennim,
vzhledem k tomu Ze povrchové antigeny bunék sarkomu 180 mohou byt snadnéji
rozlisené imunitnim systémem nez buniky fibrosarkomu. Buniky sarkomu 180 byly
indukovany, na rozdil od bunék fibrosarkomu, v odliSném mySim kmenu nez u
testovanych mysi.

V modelu sarkomu 180 virgaureasaponin E prokazal nejlepsi vysledky ze vSech
testovanych saponini v koncentraci od 1 mg/kg/d (i.p. po 10 dnil). U 6 z 15 mysi se
ukazalo celkové zmenseni nadoru a 4 mély rozsah nadoru mensi nez 10 mm?. Mira
inhibice byla 75%. Ostatni koncentrace nemély vyznamngjsi efekt. Virgaureasaponin D,
ktery se li$i od virgaureasaponinu E pouze pfidanim B-hydroxymaselné kyseliny na
cukerném fetézci na C-28, ma podobné protinddorové uginky in vivo.>

Schopnost virgaureasaponinu E redukovat velikost nadoru byla také sledovana
na modelu syngenniho nadoru, methylcholantrenem indukovaného DBA2/MC.SC-1

fibrosarkomu. Na rozdil od vysledki z nadorového modelu alogenniho sarkomu 180,
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sloucenina prokazala nejlepsi vysledky pti koncentraci 0,1 mg/kg/d (i.p. tfikrat tydné po
dobu 30 dntll) s vyznamnou mirou inhibice 60%.

V ex vivo analyzach by mohly byt cytotoxické G€inky virgaureasaponinu E na
nadorové buitky sarkomu 180 nebo fibrosarkomu vyloucen po osetfeni DBA/2 mysi
koncentraci 1 mg/kg/d (i.p.) po dobu 5 dni a porovnanim s kontrolni skupinou (0,9%
NaCl). Nebyly nalezeny zjistitelné cytotoxické ucinky na bunikéch sleziny ani kostni
diend. Zivotaschopnost a poet bungk byl stejny jako u kontrolni skupiny. Kromé toho
proliferace bun¢k kostni dfené byla zvysSena o 55 + 20% a bunék sleziny o 32 + 5%.
Schopnost bunék kostni diené fagocytovat zymosanové ¢astice vyrazné vzrostla ve
skupin€ oSetfené virgaureasaponinem E 0 320 + 40%. Stimulace NK-buné€k nebyla
zjiSténa. Sloucenina méla TNF o uvoliujici G€inek in vitro. In vivo byla schopna zvysit
koncentraci TNF a v krvi po spusténi pomoci LPS.

Na rozdil od testli cytotoxicity, dosud nebyly zjiStény jasné souvislosti mezi
strukturou a aktivitou testovanych saponinti. V. mnoha testovanych systémech mél
virgaureasaponin E stimula¢ni G¢inky. Bisdesmosidicka struktura se dvéma
hydroxymaselnymi kyselinami na cukerném fetézci na C-28 a dvémi glukézovymi
jednotkami na C-3 se zda byt dulezita, protoZe vSechny ostatni virgaureasaponiny
nevykazuji Zadnou nebo jen mensi aktivitu. Déle nizkd koncentrace sloucenin
stimulujicich proliferaci lymfocyti od 0,01 pg/ml do 0,1 ng/ml se zd4 byt vyznamnym
rysem. Lipofilng;si slouceniny stimuluji makrofagy pti vyssich koncentracich jako
proliferaci stimulujici slouceniny.

Protinaddorovy ucinek virgaureasaponinu E v in vivo modelech mtize byt dan
schopnosti stimulovat uvoliiovani TNF a, protoze buiiky sarkomu 180 jsou citlivé na
TNF o.

Virgaureasaponin E prokazal nejlepsi vysledky ze vSech testovanych saponint
s pozitivnimi U¢inky jak v in vitro testech tak i v in vivo nddorovych modelech.
Schopnost slouc¢eniny redukovat velikost nddoru stimulaci imunitniho systému je
nejspiSe nasledkem stimulaci imunitnich parametrl zjisténych v ex vivo testech.

Ostatni triterpenoidni saponiny popsané v literatufe vykazovaly schopnost
aktivovat cytotoxické makrofagy, cytotoxické T-buiiky a NK-buiiky a také uvoliovat
cytokiny jako IFN-y, IL-2 a TNF a.*?

Zajimavé pomocné mechanismy protinadorovych u¢inkli saponintl jsou
popisované jako interakce s lipofilni ¢asti membrany bunék melanomu B16 a

uhlohydratové modulace bunééného povrchu, inhibice reverzni RNA-transkriptazy
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nadorovych virl, inhibice biosyntézy DNA a RNA nadorovych bunék a

transmolekularni rekombinace DNA v nadorovych buiikach.*
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Obr. 38: Virgaureasaponin E
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IV. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY

1. VSEOBECNE POSTUPY

1.1. Extrakce

Extrakce je zalozena na principu distribuce latky mezi dvé faze na zakladé jejich
riizné rozpustnosti.”’

Tato metoda je zalozena na ptrechodu latky z jedné kapalné faze do faze druhé,
resp. na piechodu latky z faze pevné do faze kapalné. Extrahovat mtizeme pevné latky
nebo kapaliny a to bud’ za studena nebo za zvysSené teploty. Extrakce mlize probihat
neprerusované (kontinudlni extrakce) nebo pferuSované (diskontinudlni extrakce). Podle
provedeni rozeznavame extrakci tuhé latky kapalinou (macerace, digesce, perkolace) a

extrakci kapaliny kapalinou (vytiepavani).”

1.2. Macerace

Jedna se o extrakéni metodu, pfi niZ se pevnd faze rozmicha s rozpoustédlem a
zfiltruje. Stupen extrakce se pochopitelné zvysi dokonalym rozdrobnénim pevné latky,
prebytkem rozpoustddla a michanim.”

Je predstavovéna jednostupiiovou nebo nékolikandsobnou extrakci drogy za
protiepavani nebo michani, které ma byt v pribehu predepsaného ¢asu dostatecné
intenzivni. Provadi se v dobfe uzavienych, pied svétlem chranénych nadobach. Smés se
po uplynuti doby (n&kolika dnech) koliruje a droga vylisuje.”’

Tentyz postup provadény za horka se nazyva digesce.”
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1.3. Vytfepavani

Vyttepavani je nejjednodussi piipad extrakce, pfi kterém nejcastéji pouzivame
délici nalevku. Latka mtze byt z roztoku extrahovana bud’ jednou déavkou rozpoustédla
(jednoduché vytiepavani), nebo opakovanymi davkami rozpoustédla (opakované
vyttepavani). Uginnost vytiepavani zavisi na rozdélovacim koeficientu dané latky

L, 123
v obou fazich.

1.4. Filtrace

Filtrace je jednou z nejjednodussich operaci; v jejim pribéhu dochazi
k oddélovani pevné faze od fazi ostatnich pomoci prostupného materialu, ktery pevnou
fazi zachycuje a dovoluje prostup fazim ostatnim.

Suspenzi lijeme na filtr (porovity material), ktery svymi pory propusti pouze
kapalinu (filtrat), kdezto pevna castice se zadrzi. Filtrace ma byt dokonald a rychla.
Dokonalost zavisi na tom, jakou latku filtrujeme a na filtru, ktery pouzivame. Rychlost
je zavisla na velikosti filtra¢ni plochy, velikosti pori, typu filtrované latky, viskozité
rozpoustédla a pretlaku filtrované kapaliny. NejcastéjSim materialem pouzivanym pro
filtraci je filtracni papir s vhodnou velikosti pora. Velikost pora se voli podle rozméru
¢astic, které chceme odfiltrovat. V nékterych piipadech filtrace 1ze pouzit i obycejné
vaty.

Nejjednodussim zplisobem filtrace je filtrace za normalniho tlaku, kdy suspenzi
nalijeme na papirovy filtr, ktery je ve sklenéné nalevce a jimz filtrat protéka piisobenim
gravitace. Filtr miize byt hladky nebo skladany tzv. francouzsky. Pfed vlastni filtraci ho
smocime rozpoustédlem, aby pfilnul ke st€énam nalevky. Chceme-li filtraci urychlit
pouzijeme skladdany filtr, ktery mé vétsi povrch.

Druhy c¢asto uzivany zpisob filtrace je filtrace za snizeného tlaku — odsévani.
Pouzivame k tomu zafizeni skladajici se Biichnerovy nalevky, ktera je spojena
s odséavaci bantkkou pomoci konického gumového prstence. Tubus odsavaci baiky
napojime pies pojistnou nadobu, kterd mé zabranit vniknuti vody do odsévaciho
zafizeni pti poklesu tlaku vody v potrubi, na vodni vyvévu. Perforované dno

Biichnerovy nalevky pokryjeme kotoucem filtra¢niho papiru, ktery ma byt tak velky,
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aby prave pokryl vSechny otvory dna. Pted filtraci se papir v nalevce navlhéi
rozpoustédlem, aby 1épe piilnul.”
Filtrace slouzi ve fytochemii ke dvéma cilim: k ¢isténi extraktl na jejich cesté

vedouci k ziskani individui a k odd&lovani krystaléi od mateénych louht.

1.5. Chromatografické metody

Chromatrografické metody jsou vysoce ucinné separacni metody, slouzici
k odd€leni analyzovanych slozek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni a kvantitativni
analyze.”
V priibéhu separac¢niho procesu se jednotlivé slozky (anebo alespon néktera
z nich) pohybuji nestejnomérné v systému dvou fazi: stacionarni (adsorbent) a mobilni
(rozpoustédlo, eluent). M4 ti zakladni faze: naneseni vzorku, d&lici proces a detekei.?’
Pti v§ech chromatografickych metodach se mnohonasobné ustavuje rovnovéha
soucasti analyzované smési mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi. Hybnou silou
v chromatografickém systému je tok mobilni faze, kterd unasi ionty nebo molekuly. Pti
chromatografickém procesu se ustavuje dynamicka rovnovaha mezi vratnou sorpci na
stacionarni fazi a desorpci do mobilni faze. Rychlost postupu latky z4visi na sorpéni
rovnovaze, tj. ¢im pevnéji se latka sorbuje na staciondrni fazi, tim pomaleji
v chromatografickém systému postupuje.
V soucasné dob¢ se pouziva mnoho typii chromatografickych metod, které se 1isi
z hlediska povahy
e separacniho déje (chromatografie adsorpéni, rozdélovaci, iontovyménna, na
molekulovych sitech)
e pouzité techniky (chromatografie sloupcova, papirova, na tenké vrstve)
e zpisobu vyvijeni (chromatografie elu¢ni, vytésiiovaci, frontalni analyza)
e skupenstvi pohyblivé a nepohyblivé faze (chromatografie kapalina-tuha latka,
kapalina-kapalina, plyn-kapalina, plyn-tuha latka)."
Primarné 1ze roz¢lenit chromatografické metody podle charakteru mobilni faze,
tj. plynovou chromatografii (GC), kde je mobilni fazi inertni plyn, a kapalinovou

chromatografii (LC), kde je mobilni fazi kapalina. Kapalinova chromatografie miize byt
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realizovana v plosném usporadani (TLC a papirova chromatografie) nebo v kolonovém

uspotadani (HPLC).**

1.5.1. Tenkovrstva chromatografie (Thin-Layer Chromatography, TLC)

Adsorbent (staciondrni faze) je pfi této metod¢ nanesen ve vrstve urcité tloustky
na neutralni podlozce (kovova folie).’ V poslednich letech je davana prednost
komer¢né€ vyrabénym TLC chromatogramim, kde je chromatograficky sorbent
s vhodnym pojidlem pevné nanesen na hlinikovou f6lii nebo na sklenénou desku. Velké
oblib¢ se t¢si komercné vyrabéné TLC chromatogramy, kde vrstvicka sorbentu obsahuje
pimés fluorescenéni latky s maximem fluorescence pfi 254 nm (event. 366 nm).**

Roztoky vzork se nandsi mikropipetami.23

D¢leni latek probihé na zaklad€ kapilarniho nasavani rozpoustédla stacionarni
fazi, protoze deska je svou dolni hranou ponotena do elu¢ni soustavy
v chromatografické nadobg.*’

Vyvijeni chromatogrami se provadi zdsadné v uzavienych nadobach a prakticky
vyhradné se realizuje vyvijeni vzestupné nebo témét vodorovné. Pti vzestupném
vyvijeni nalévanych vrstev se nalije elucni smés na dno vyvijeci nadoby (tzv. komory)
do vysky kolem 10 mm.*

Jakmile dosahne rozpoustédlo naznaceného ¢ela chromatogramu, deska se
z komory vyjme a ponechd v dobfe tdhnouci digestofi odvétrat.

Vyraznou ptrednosti TLC je snadnost detekce bezbarvych latek pomoci
univerzalnich detek¢nich ¢inidel. Detekuje se v prvé fazi ultrafialovym zarenim na
deskéch bez UV indikétoru i s indikatorem (UV svétlem, 254 a 366 nm). V druhé fazi
se detekuje postiikem nespecifickymi ¢inidly. Detekce selektivnimi nebo specifickymi

¢inidly je posledni fazi pii odkryvani uréitého strukturniho typu latek.”
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1.5.2. Kolonova (sloupcova) chromatografie

Pti kolonové pracovni metodice se smés latek, urcend k déleni, vnese vhodnym
zpusobem na adsorbent v chromatografické trubici, na kolonu se vléva eluent, ktery
z kolony vytéka (a obsahuje komponenty délené smési), nazyva se eluat a jima se po
frakcich konstantniho objemu.

PInéni kolon adsorbentem: Trubice se umisti do svislé polohy, na jejim dné
(pokud nemad vtavenou fritu) se prekryje vypust malym kouskem ¢isté bunicité nebo
skelné vaty (mrtvy objem musi byt minimalni) a adsorbent se vnese nékolika moznymi
zpusoby. Nejlepsi a nejpouzivanéjsi zpiisob je nalévani fidké suspenze v rozpoustédle.

Vzorek se nanasi v roztoku, je-li smés latek k déleni rozpustnd v systému,

v némz byl sloupec pfipraven, nebo ve smési s adsorbentem (v suchém stavu) zejména u
adsorp¢ni a rozdé€lovaci chromatografie a to tehdy, kdyz délena smés latek neni
rozpustna v rozpoustédle, v némz byl sloupec pfipraven, ale v rozpoustédle mnohem
polarnéjSim.

Nejcastéji je pouzivana elu¢ni metoda. Provadi se smési dvou rozpoustédel
rozdilné polarity v eluotropické fad¢ si blizkych. Eluci latek ze sloupce 1ze provadét
ttemi zpusoby isokratickou eluci, stupniovitou eluci (,,skokem*) a gradientovou eluci.

U adsorb¢ni chromatografie se za¢ina s nejméné polarnim rozpoustédlem. Jakeé
rozpoustédlo pouzit 1ze zjistit za pouZiti tenkovrstvé chromatografie. Frakce se jimaji po
stejnych objemech a to bud’ pomoci sbéract (automaticky), anebo ru¢né. Soucasné se ze
zéasobniku doplnuje Cisty eluent. Rychlost jiméni frakce se upravuje podle typu a
velikosti kolony. Rychlost toku se upravuje individualné podle charakteru provadéného

“1 .20
déleni.

1.5.3. Vysokoucinné kapalinova chromatografie (High Performance Liquid

Chromatography, HPLC)

HPLC je pfedevsim analytickd metoda, umoziujici reprodukovatelné detekovat
nepatrné mnozstvi latek za soucasného kvalitativniho a kvantitativniho vyhodnoceni. Je
to jemna analyticka obdoba klasické preparativni sloupcové chromatografie.
Reprodukovatelnosti se v ptipadé této chromatografie dosahuje pouzitim adsorbentu o

pfesné definované a stejnomérné zrnitosti, velmi €istych rozpoustédel, konstantniho (a
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fizeného) prutoku rozpoustédla kolonou (coz je zajisténo tlakovou pumpou) a fyzikalni
detekci na vysoké trovni citlivosti. Chromatografické principy, které se zde uplatiiuji
jsou naprosto stejné jako v ostatnich chromatografickych postupech. Touto
chromatografii 1ze od sebe bézné tispésné oddélit latky s rozdilem Rf hodnot kolem

0,02.

1.6. Odparovani (zahust'ovani)

Odpatovani za snizeného tlaku je ve fytochemické laboratofi podstatné
obvyklejsi nez odpatovani za normalniho tlaku.

Nejveétsi uplatnéni nalezla rotaéni vakuové odparka typu Biichi. Baika
s odpafovanou tekutinou, otacejici se v Sikmé poloze kolem své osy, je pfipojena
k t¢innému vodnimu chladi¢i prostfednictvim motorové jednotky. Rotaci se na vnitini
plose neustale obnovuje film kapaliny a za soucasného stejnomérného ohfevu batiky ve

vodni lazni probiha odpatovani z tohoto velkého povrchu stejnomérné a rychle.”

2. POTREBY

2.1. Rozpoustédla

Aceton

Ethanol (EtOH)
Chloroform (CHCl»)
Methanol (MeOH)
n-Butanol (BuOH)
Voda destilovana (H,0O)
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2.2. Chemikalie

1,2-naftochinon-4-sulfonova kyselina
2,6-dibromchinonchlorimid
Acetanhydrid

Anilin

Anisaldehyd

D-glukoza

Diethylether

Dusi¢nan bismutity zasadity
Formaldehyd
HexakyanoZzelezitan draselny
Hydroxid amonny 25%
Hydroxid draselny

Chlorid draselny

Chlorid hydroxylaminia
Chlorid zelezity

Jodid draselny

Kyselina 1,2-naftochinon-4-sulfonova
Kyselina chloristd 60%
Kyselina chlorovodikova 36%
Kyselina octova

Kyselina sirova koncentrovana
Kyselina vinna

Uhlicitan sodny

Vanilin

2.3. Detekéni Cinidla

D1: detekce cukri, steroidu a terpenu

Anisaldehyd - kyselina sirova



Do roztoku 0,5 ml anisaldehydu v 50 ml kyseliny octové byl pfidan 1 ml kyseliny
sirové. Chromatogram byl zahtivan na 100 — 105°C nez rGzn¢ barevné skvrny dosahly

. y, ;. . 36
maximalni intenzity.

D2: detekce fenoli
2,6-Dibromchinonchlorimid (Gibbsovo cinidlo)

Po postiiku Cerstvé piipravenym 0,4% methanolovym roztokem 2,6-
dibromchinonchlorimidu byl chromatogram postiikdn 10% vodnym roztokem

uhli¢itanu sodného. Fenolické slougeniny tvoii s ¢inidlem hnédé skvrny.*®

D3: detekce alkaloida a dusikatych sloucenin

Drafendorffovo cinidlo podle Muniera

Roztok A: 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné bylo
rozpusténo v 80 ml destilované vody.

Roztok B: 16 g jodidu draselného bylo rozpusténo ve 40 ml destilované vody.

Zasobni roztok byl pfipraven smichanim roztoku A a B v poméru 1:1 (V/V), ktery mize
byt uchovéavan po nékolik mésicti v lednici.

Posttikovaci roztok byl pfipraven rozpousténim 10 g kyseliny vinné v 50 ml destilované
vody a pfidanim 5 ml zasobniho roztoku. Alkaloidy jsou po reakci s detekénim ¢inidlem

v x 36
Zbarveny oranzove.

D4: detekce karboxylovych slou¢enin

Glukoza - anilin (Schweppovo cinidlo)

Roztok A: 10% vodny roztok glukézy

Roztok B: 10% ethanolovy roztok anilinu

Cinidlo bylo pfipraveno smichanim roztokii A a B (po 20 ml) a zfedéno na 100 ml n-
butanolem. Chromatogram byl zahtivan po 10 minut na 115°C. Vznikaji Cervené az

hn&dé skvrny.*

D5: detekce redukujicich latek (fenoly, aminy, thiosirany a isothiokyanaty)

Hexakyanozelezitan draselny - chlorid Zelezity
2% roztok chloridu Zelezitého byl smichan s 1% roztokem hexakyanozelezitanu

draselného (1:1). Cinidlo je stalé nejdéle 5 minut. Vznikaji modré, resp. zelené skvrny.*
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D6: detekce laktonu, esteru, amida a anhydridu karboxylovych kyselin

Hydroxylamin - chlorid Zelezity

Roztok A: byl ptipraven rozpousténim 20 g chloridu hydroxylaminia v 50 ml vody a
doplnénim do 200 ml ethanolem.

Roztok B: byl pfipraven rozpousténim 50 g hydroxidu draselného v minimalnim
mnozstvi vody a zfedénim na 500 ml ethanolem.

Posttikovaci roztok I: byl ziskdn smichanim roztoku A a B v poméru 1:2 a
odfiltrovanim vylouc¢eného chloridu draselného.

Postiikovaci roztok II: byl ziskan rozpusténim 10 g chloridu zelezitého ve 20 ml 35%
kyseliny chlorovodikové a protfepanim s 200 ml diethyletheru do vzniku homogenniho
roztoku. K detekci byl pouzit nejprve postiikovaci roztok I, po uschnuti chromatogramu

pak postiikovaci roztok II. Vznikaji réizné zbarvené skvrny.*®

D7: detekce sterolu

1,2-Naftochinon-4-sulfonova kyselina — kyselina chloristd

0,1 g 1,2-naftochinon-4-sulfonové kyseliny bylo rozpusténo ve 100 ml smési (20 ml
ethanol + 10 ml 60% kyselina chlorista + 1 ml formaldehyd + 9 ml destilovana voda).
Po posttiku ¢inidlem byl chromatogram zahtivan na 70 — 80 °C a byly pozorovany

rtizné barevné skvrny.*®

D8: detekce vysSich alkoholu, fenolu, steroidu a silic

Vanilin — kyselina sirova
3 g vanilinu byly rozpustény ve 100 ml ethanolu a do roztoku byly pfidany 3 ml
koncentrované kyseliny sirové. Chromatogram byl zahiivan na 110 °C. Vznikaji rGzné

. 36
barevné skvrny.

D9: UV A=254 nm

Chromatogram byl prohlédnut pod UV lampou pfi vinové délce 254 nm.
Pozitivni reakce se projevuje vznikem riizné tmavych skvrn, ve kterych je zhaSen

fluoreskujici luminofor vrstvy chromatogramu.

D10: UV 2=366 nm

Chromatogram byl prohlédnut pod UV lampou pfi vinové délce 365 nm.

Pozitivni reakce se projevuje vznikem fluoreskujicich skvrn rizného zbarveni.
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D11: vanilinové ¢inidlo

Cinidlo bylo pfipraveno t&sné pied detekci smisenim roztoku 1% vanilinu v 95%
ethanolu s 3% kyselinou chloristou v poméru 1:1. po posttiku byl chromatogram
zahiivan pfi teploté 200 °C asi 1 min. Pozitivni reakce se projevuje vznikem rtizné

barevnych skvrn.

2.4. Vyvijeci soustavy

S1: ¢isty chloroform

S2: chloroform : €isty ethanol (8:2)
S3: chloroform : Cisty ethanol (7:3)
S4: chloroform : Cisty ethanol (6:4)
S5: chloroform : Cisty ethanol (1:1)
S6: chloroform : Cisty ethanol (3:7)
S7: chloroform : Cisty ethanol (19:1)
S8: chloroform : ¢isty ethanol (1:9)
S9: ¢Cisty ethanol

S10: chloroform : ¢isty ethanol (9:11)

2.5. Chromatografické absorbenty

TLC desky Aluminium sheets 20%20 cm, Silica gel 60 F254, MERCK, tloustka
vrstvy 0,2 mm.

Silikagel pro sloupcovou chromatografii byl pfipraven uvedenym zpisobem:
silikagel L 0,1 — 0,2 mm (LACHEMA) byl 4 hodiny aktivovan pti 160 °C ve vrstvé

mensi nez 2 cm. Po vychladnuti byl desaktivovan na 12% obsahu vody.
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2.6. Pristroje

Digitalni vahy KERN 572-33

Digitalni vahy analytick¢ ADA

UV lampa Camag 254/366 nm

Ultrazvukova lazen SONOREX SUPER 10P

Vakuova odparka Buchi Rotavapor R-114

HPLC: pumpa Knauer (Preparative pump K-1800), detektor Knauer (DAD K-2700),
frakcni kolektor Biichi (Fraction collector B-684), kolona MERCK Purospher-
Star, RPI8c (250x10 mm, 5 pm, A=254, 205 nm, prutok 2 ml/min., isokraticka
eluce, faze: 60% MeOH/40% H,0 V/V)

Systém pro sekvencni injekéni analyzu FIAlab 3000

Microplate reader Anthos 2010

3. IZOLACE

3.1. Material

Ke zpracovani byly pouzity listy Helianthus annuus L., ziskané legalnim sbérem
na poli soukromého zemédélce v obci Rohozec u Kutné Hory v €ervenci 2004. Rostliny
dle ¢estného prohlaSeni péstitele nebyly chemicky oSetfeny. Rostlinnym material byl
suSen na Katedfe Farmaceutické botaniky a ekologie a byl drcen na kladivovém mlynu.

Hmotnost vychoziho ususeného a pomletého materidlu Cinila 5 kg listt.

3.2. Extrakce drogy a zpracovani extraktu

K 50 g susenych a rozdrcenych listd Helianthus annuus L. se ptidalo 300 ml 60%
ethanolu (pfedem ptipraveného ziedénim 95% ethanolu s destilovanou vodou). Banky
byly ptekryty alobalem a extrakce byla provedena sonikaci v ultrazvukové 1dzni pii

laboratorni teploté (asi 25 °C) pfi stupni intenzity 10 po dobu 20 minut. Po ukonc¢eni
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sonikace se extrakt pfefiltroval na Biichnerové nalevce a oddé¢lil tak od pevného podilu.
Tento postup byl proveden jesté 7krat (celkovd hmotnost extrahované drogy byla 400
g).

Spojené filtraty byly zahustény na rota¢ni vakuové odparce za snizeného tlaku pfi
teploté 50 °C (odstranéni ethanolu). K tomuto zahusténému extraktu byl ptidan n-
butanol v poméru 1:1 (extrakt:n-butanol) a smés byla pievedena do délici baiiky. Po
protiepani se nechala smés v klidu do zfetelného odd€leni dvou vrstev, vodné a n-
butanolové. K dal§imu zpracovani byl pouzit vodny podil, ktery byl odpafen na rotacni

odparce do sucha. Bylo tak ziskano 5,7527 g suchého extraktu.
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SuSené, drcené listy + 60% EtOH
50 g+ 300 ml (8%)

l

Extrakce sonikaci

25 °C, stupen 10, 20 min.

l

Filtrace na Biichnerové nalevce

l

Zahusténi na vakuové odparce

1,065 kPa, 50 °C

l

Extrakce do n-butanolu

(1:1)

l

Protiepani v délici nélevce

l

Oddéleni vodné faze

!

Odpateni do sucha na vakuové odparce

1,065 kPa, 50 °C

l

Suchy extrakt
57525 g
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3.3.  Provedeni prvni sloupcové chromatografie

3.3.1. Ptiprava roztéru

5,7527 g suchého extraktu bylo rozpusSténo v chloroformu. Do odpatovaci misky
bylo navazeno 25 g silikagelu a miska byla umisténa na vodni lazen. K silikagelu byl
postupn¢ pridavan roztok extraktu v chloroformu, poté se michalo az do odpateni
rozpoustédla z extraktu. Takto byl ziskan silikagel nasyceny extraktem a ten se nanasel

na kolonu. Do naneseni byl extrakt uchovavan v chladu a chrdnén pted svétlem.

3.3.2. Sloupcova chromatografie

Chromatograficka kolona byla pfipravena nalitim suspenze adsorbentu
(aktivovaného silikagelu) v chloroformu (400 g silikagelu + 800 ml chloroformu) do
chromatografické kolony pfi soucasné mirn¢ otevieném odtoku. Po naplnéni byl
nanesen suchy roztér vzorku se silikagelem, ten byl ndsledné zatizen filtraCnim papirem
a sklenénymi kulickami.

Sloupcova chromatografie byla provadéna zplsobem stupiiovité eluce pocinaje

¢istym chloroformem a ¢istym ethanolem konce.

3.3.3. Odparovani frakci

Z kolony byly jimany jednotlivé frakce, zprvu podle viditelnych zénach, pak po
objemu 500 — 550 ml. Kazd4 frakce byla pak zahusténa na vakuové odparce do objemu

ptiblizn€ 10 — 15 ml. Celkem bylo ziskano 34 frakci.
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Tab. 2: Piehled frakei ziskanych z prvni kolony

W
~

svétle zluta

dislo spojené
frakce Barva Eluent frakce
1 Zlutooranzova 1.
2 svétle zelenozluta 2.
3 tmavé zelena 3.
4 oranzovohnéda Sisty CHCl,
5 tmavé zelena 4.
6
7 « 17
zelenohnéda

8 5,
) 1% - 2% EtOH v CHCl;
10 svétle zelenohnéda 6.
11 tmavé zelena 2% EtOH v CHCls 7.
12 Sedozelena 8.
13 tmaveé zelena 5% EtOH v CHCl, 9.
14 hnédozluta 7% EtOH v CHCl; 10.
15 oranzova
16 hnédooranzova 10% EtOH v CHCl;
17 11.
18
9 hnédocervena 22% EtOH v CHCl3

12.
20 15% EtOH v CHCl;
21 hnédocervena 25% EtOH v CHCl, 13.
22 oranzova 30% EtOH v CHCl,
23 svétle oranzova 14.
24 oranzova 35% - 40% EtOH v CHCl,
25
26 . L 45% EtOH v CHCl, 15.

svétle oranzova
27
28
20 50% EtOH v CHCl;
30 . L
Zlutooranzova

31 50% - 60% EtOH v CHCI;
32
33 oranzova cisty EtOH




3.3.4. Orienta¢ni tenkovrstva chromatografie (TLC)

U jednotlivych frakei byla priibéZzné provadéna tenkovrstva chromatografie. Pi
postfiku bylo pouzito detekéni ¢inidlo D11 (smés kyseliny chloristé 3% a 1% vanilinu
v poméru 1:1). Na zédklad¢é chromatogramt byly nékteré frakce spojeny. (tab.1)

3 X
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Obr. 40: Prvni kolona, S1

g

S0 T
Obr. 39: Prvni kolona, S1
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Obr. 41: Prvni kolona, S1 Obr. 42: Prvni kolona, S1

Obr. 43: Prvni kolona, S2 Obr. 44: Prvni kolona, S2



Obr. 45: Prvni kolona, S2 Obr. 46: Prvni kolona, S3

Obr. 47: Prvni kolona, S3 Obr. 48: Prvni kolona, S5
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Obr. 49: Prvni kolona, S6

3.3.5. Detekce ziskanych frakei

Ze spojenych frakci bylo prvnich 15 nanaSeno spole¢né na TLC desky a
vyvijeno ve vhodné mobilni fazi (S4). Po té byly desky detekovany pod UV lampou
pii 254 a 366 nm a pak byly jednotlivé desky postiikany riznymi detekénimi
Cinidly.

Zbylé¢ frakce nebyly detekovany, protoze se nejvily zajimavé.
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Obr. 50: Detekce skupin latek, D1

Obr. 51: Detekce skupin latek, D2
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Obr. 52: Detekce skupin latek, D3

Obr. 53: Detekce skupin latek, D4
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Obr. 54: Detekce skupin latek, D5
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Obr. 55: Detekce skupin latek, D6

79



LN R ALY iin -

Ll | £y ¥ \- Vo ' b ¥ = 4 '

Obr. 56: Detekce skupin latek, D7

Obr. 57: Detekce skupin latek, D8
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Obr. 58: Detekce pod UV svétlem, A=254nm (D9)

Obr. 59: Detekce pod UV, A=366 nm (D10)
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Tab. 3: Vyhodnoceni detekce skupinovymi detekénimi ¢inidly

S4,D1 | S4,D2 | S4,D3 | S4,D4 | S4,D5 | S4,D6 | S4,D7 | S4,D8 | 254 nm | 366 nm

1 |STO, 1| STO, 1| STO, O STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 1| STO, 1| STO, 1 |STO, 1
2 | ST0, 1| STO, 1| STO, O STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 1|STO, 1| STO, 1]|STO, 0
3 |SsTo0, 1| STO, 1| STO, O STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 1|STO, 1| STO, 1 |STO, 1
4 | STO0, 1| STO, 1| STO, O| STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 1|STO, 1| STO, 1/|STO, O
5|ST10, 1| STO, 1} STO, O STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 1|STO, 1| STO, 1]|STO, 0
6 | STO, 1| STO, 1| STO, O STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 1| STO, 1| STO, 1 |STO, O
7 |STO0, 1| STO, 1| STO, O STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 1| STO, 1| STO, 1 |STO, O
8 | STO, 1| STO, 1| STO, 1| STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 1|STO, 1| STO, 1|STO, O
9 |STO, 1| STO, 1| STO, 1| STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 1| STO, 1| STO, 1 |STO, O
10| SsTo, 2| ST0, 1| STO, 1| STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 2|STO, 1| STO, 2|STO, O
11|ST10, 2| STO, 1} STO, 1| STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 1|STO, 1| STO, 2|STO, 0
12| SsTo, 3| ST0, 1| STO, 1| STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 3|STO, 2| STO, 1 |STO, 1
13| ST0, 3| STO, 1| STO, 1| STO, O |STO, 1| STO, 2| STO, 2|STO, 2| STO, 2|STO, 0
14| ST10, 2| STO, 1| STO, 1| STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 1|STO, 3| STO, 2|STO, 0
15|STO, 1| STO, 1| STO, 1| STO, O |STO, 1| STO, 1| STO, 1|STO, 1| STO, 1|STO, 0

ST+ pozitivni reakce pii detekci na startu

STO nebyla pozorovana pozitivni reakce pii detekci na startu

X+ pocet pozitivnich reakci na detekci na draze (X=1, 2, 3, ...)

0 zadna pozitivni reakce na detekci na draze
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3.4. Provedeni druh¢ sloupcové chromatografie

3.4.1. Ptiprava materialu pro druhou sloupcovou kolonu

Frakce €. 25 — 28 byly spojeny v kapkové barice o objemu 25 ml a roztok byl
odparen na rotacni vakuové odparce pii teploté 50 °C do konstantni hmotnosti suchého
extraktu 0,6959 g. Cast této frakce byla odebrana k testovani antioxidaéni aktivity (Tab.
5).

Suchy extrakt byl rozpustén ve smési chloroformu a ¢istého ethanolu v poméru
7:3. Tento roztok byl pak rozetfen s péti gramy aktivovaného silikagelu na vodni 14zni,

smés byla michana do odpateni rozpoustédla.

34.2. Naneseni vzorku a provedeni chromatografie

Ptipraveny suchy roztér byl nanesen na druhou kolonu pfedem naplnénou smési
silikagelu (75 g) a chloroformu (190 ml). Na horni ¢ast byl nanesen filtracni papir a ten
byl zatizen sklenénymi kulickami.

Druha sloupcova chromatografie byla provadéna zplisobem stupiiovité eluce
pocinaje ¢istym chloroformem a ¢istym ethanolem konce.

Jednotlivé frakce byly jiméany zprvu podle viditelnych zén, nasledné pak po
objemu 300 — 500 ml. Ziskané frakce byly postupné odpafovany na rota¢ni vakuové

odparce do objemu pfiblizné 10 — 15 ml. Takto bylo ziskano celkem 14 frakei (Tab. 4).
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Tab. 4: Prehled ziskanych frakci z druhé kolony

frc':lsli(c)e barva eluent
; zluta ¢isty CHCl;
1 N1 ¢isty CHCl; - 5%
3 svétle zluta EtOH v CHCl;
4 zluta 5% EtOH v CHCl;
5 5% - 10% EtOH v
oranzova CHCI;
6 10% EtOH v CHCI;
7 12% - 15% EtOH v
CHCL
15% EtOH v CHCI;
9 20% EtOH v CHCl,
zlutooranzova
10 25% EtOH v CHCl,
11 30% EtOH v CHCl;
12 35% - 40% EtOH v
CHCl;
13 svétle oranZova 45% - 50% EtOH v
CHCl;
ol M1ar 50% EtOH v CHCl; -
14 svétle zluta gisty BtOH
3.4.3. Orientacni tenkovrstva chromatografie

Jednotlivé frakce z druhé kolony byly postupné naneseny na TLC desky a
zdetekovany detekénim ¢inidlem D11 (smés 3% kyseliny chloristé a 1% vanilinu

v poméru 1:1).
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Obr. 60: Druha kolona, S7 Obr. 61: Druha kolona, S3

4 o 1

Obr. 62: Druha kolona, S5 Obr. 63: Druhi kolona, S8




4. BIOLOGICKA AKTIVITA

V organismu béZzné vznika fada reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen
species — ROS) a reaktivnich forem dusiku (reactive nitrogen species — RNS) (Schéma
4). Tyto latky maji znacny fyziologicky i patologicky vyznam. Staly se proto
pfedmétem intenzivniho Iékatského vyzkumu a védomosti o nich se postupné uplatiuji
v lékarské praxi. Jsou vyznamnymi prostiedniky pfenosu energie, faktory imunitni
ochrany a signalnimi molekulami bunééné regulace. Za urcitych okolnosti vSak ptisobi
jako toxickeé latky a jeko dezinformacni agenti, schopni organismus poskodit a dokonce

ho i usmrtit.*>

Schéma 4
Reaktivni formy kysliku
Volné radikaly Latky, ktere nejsou volnymi radikaly
superoxid, O, peroxid vodiku, H,0O,
hydroxylovy radikal, HO- kyselina chlorna, HOCI
peroxyl, ROO- ozon, O;
alkoxyl, RO singletovy kyslik, 'O,

hydroperoxyl, HO,:

Reaktivni formy dusiku

Volné radikaly Latky, ktere nejsou volnymi radikaly
oxid dusnaty, NO- nitrosyl, NO"
oxid dusicity, NO, nitroxid, NO

kyselina dusita, HNO,
oxid dusity, N,O;
oxid dusicity, N,O,
nitronium, NO,

peroxynitrit, ONOO
alkylperoxynitrit, ROONO

Antioxidacni ochranny systém
Vzestup koncentrace kysliku v zemské atmosféte zptisobeny pied 2,5 miliardami

let fotosyntetickou aktivitou sinic musel zpiisobit stres, ktery mohly ptezit jen druhy, u
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nichz se vyvinuly mechanismy chranici je pted vysoce reaktivnim prvkem (a hlavné
pied jeho metabolity). Organismus pouziva tfi moznych typi ochrany:

reaktivnich forem kysliku a dusiku naptiklad regulaci aktivity enzymd, které je tvofi
(indukovatelna syntéza NO-), nebo vychytavanim tranzitnich prvkl z reaktivnich pozic
(transferin, feritin).

Druhou moznosti je zachyt a odstranéni radikalii, které se jiz vytvortily. V
literatufe se tyto latky oznacuji jako vychytavace ¢i zametace (scavengers), lapace
(trappers) a zhaSecCe (quenchers). Vystiznéjsi je déleni antioxidantii na enzymy a na
latky dévajici s reaktivnimi formami kysliku a dusiku stalejsi a tudiz méné toxické
produkty.

Na antioxida¢ni ochrané se podileji téZ obecné reparaéni mechanismy
poskozenych biomolekul. Fosfolipazy odstraniuji poSkozené mastné kyseliny z
fosfolipidii, oxidaén¢ modifikované proteiny se rozkladaji proteolyticky a zvlastni

reparacni enzymy opravuji poSkozenou DNA.

PoruSeni rovnovahy mezi vznikem a odstraniovanim reaktivnich forem kysliku a
dusiku se nazyva oxidacéni stres. Mize byt vyvolan nadmérnou produkci RONS,
nedostate¢nou funkci antioxidacniho ochranného systému nebo kombinaci obou téchto

nedostatki.*

Oxidacni stres, patologickd nerovnovaha vzniku RONS a jejich odstranovani, je
nedilnou soucasti fady nemoci a u nékterych je 1 primérni pti¢inou chorobného stavu.
Pti fadé chorobnych stavli dochazi nejen k poklesu kapacity antioxidacnich systémd, ale
1 ke zvysené tvorbé radikala.

Mnoho experimentalnich studii in vitro a in vivo prokazuje ptiznivy vliv
antioxidantli v riznych kombinacich a modelech. Na celém svété probehlo a stale
probiha mnoho klinickych studii s antioxidac¢ni terapii lidi. Jejich vysledky nejsou
jednoznacné nejspise proto, Ze oxidacni stres je jen jednim z déju probihajicich pfi
téchto onemocnénich. Sledované parametry jsou zavislé i na dalSich faktorech. Nékteré
klinické studie dokazuji, ze poddvanim antioxida¢nich latek se snizi riziko vzniku
onemocnéni nebo se zlepsi jeho prabéh (ICHS, aterosklerdza, cévni mozkové ptihody,
Sokovy stav, neurologickd onemocnéni, nadorova bujeni, jako je kolorektalni karcinom,

gynekologické nadory a dalgi).”
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4.1. Pouzity material

Ke zkoumani biologické aktivity byly pouzZity frakce Cislo 25-28 (HEA 25-28) a
frakce ¢islo 30 (HEA 30) z prvni kolony a frakce Cislo 6-8 (HEA 6-8) a 10-11 (HEA 10-
11) z druh¢ kolony.

Tab. 5: Hmotnosti ziskanych extrakti

hmotnost suchého extraktu po
Frakce v .
odpareni (v mg)
HEA 25-28 36,1
HEA 30 48,5
HEA 6-8 142,5
HEA 10-11 29,8

__|. 1. i
:-?,[.--"lslr."'L = 3‘.;\ :\ - ||t ;
Obr. 64: HEA 25-28, HEA 30; S9 Obr. 65: HEA 6-8, HEA 10-11; S10

Na chromatogramu frakce 10-11 (Obr. 62) bylo detekovano vice latek, a proto
byla frakce poskytnuta na rozdéleni pomoci metody HPLC (Graf 1).
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Graf 1: Chromatogram frakce HEA 10-11 z HPLC
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4.2. Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci DPPH radikalu

Z kazdé¢ frakce (Tab. 5) byly odebrany ptiblizné 4 mg suchého extraktu, které se

rozpustily ve stejném mnozstvi rozpoustédla (50% EtOH).

4.2.1. Princip

Stanoveni antioxidac¢ni aktivity latek bylo provedeno metodou sekvencni
injekeni analyzy (SIA) se spektrofotometrickou detekci pomoci DPPH radikélu.

Pocitacem kontrolovany systém sekvencni injek¢ni analyzy vybaveny
spektrofotometrickym detektorem diodového pole je pouzivan pro rychlé monitorovani
a vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity biologickych vzorkll. Automatizovand metoda je
zalozena na znamé reakci stabilniho 2,2 -difenyl-1-pikrylhydrazyl radikédlu (DPPH, XV)
s antioxidanty v organickych nebo vodné-organickych mediich, kterou se odbarvi
roztok DPPH. Tento radikal je zhaSen reakci s antioxidacni latkou, kterd je donorem
vodikového atomu. Pokles absorbance DPPH métené pii 525 nm souvisi s koncentraci
antioxidantu v testovaném vzorku (v porovnani se slepym vzorkem provedenym
s roztokem voda-ethanol 1:1 namisto s testovanym roztokem). Pii pouziti vody jako
nosného proudu byly piky DPPH ve vodno-ethanolovém roztoku nepravidelného tvaru.
Vysledky byly nereprodukovatelné. Tento problém byl vyfeSen nahrazenim vody

vodnym roztokem 50% ethanolu jako nosného proudu.’’

4.2.2. Ptiprava roztokli

Pro ptipravu vodnych roztokl se pouziva vysoce €iSténa deionizovana voda.
Ethanol 50% se pted pouzitim v SIA systému odplyni v ultrazvukové 1azni po dobu péti
minut. Roztok slouZi jako slepy vzorek a v systému SIA jako nosny proud. Roztok
DPPH v 50% ethanolu o koncentraci 0,0001 M se pfipravi rozpusSténim 3,9 mg DPPH
v 60 ml 95% ethanolu ve 100 ml odmérné bance (k uplnému rozpusténi je tieba pouzit
petiminutové sonikace) a doplnénim vodou na 100 ml. Po dal$im pétiminutovém

odvzdus$néni se odmérna banka zatemni zabalenim do alobalu a uchovava v chladu.
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Roztok DPPH se pripravuje vzdy Cerstvy, tedy v den métfeni. Méfeny vzorek se pfipravi
rozpusténim suchého extraktu v 50% ethanolu, aby vznikla koncentrace 1 mg/ml, roztok
se sonikuje po dobu jedné minuty a ditkladné protiepe. Dale se postupnym fedénim
pfipravuji koncentrace 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,1 mg/ml tohoto vzorku. Nizsi

koncentrace jsou rovn&z odplynény v ultrazvukové lazni.”’

4.2.3. Ptistroje

Méfeni probihé na systému pro sekvencni injek¢ni analyzu (SIA) FIAlab 3000,
vybavenym pistovym Cerpadlem s objemem 2,5 ml, Sesticestnym selekénim ventilem,
misici civkou, pritokovou detekéni celou, detektorem, halogenovou lampou,
spojovacimi hadi¢kami. Zatizeni je propojeno s pocitacem a prostfednictvim programu
FIAlab for Windows 5.0 se cely proces analyzy fidi. Pfed zacatkem méfeni se zapne
zdroj svétla a lampa se nechd 5 minut zhavit, aby byl svételny paprsek konstantni
intenzity.

Technika SIA pouZziva princip, jehoz charakteristickym rysem jsou oddélené
méfici cykly. Nejprve jsou zony nosného média, vzorku a ¢inidla postupné
(jednorazové) aspirovany do jednokanalového systému s vyuzitim selekéniho
vicecestného ventilu a pistového Cerpadla a poté je pohyb pistu ¢erpadla obracen, ¢imz
dojde k promiseni zony vzorku a ¢inidla a vznikly produkt je dopraven do detektoru,
tim je jeden cyklus ukoncen. V tomto jednoduchém piipadé je ziskan vysledny
analyticky signal ve forme piku, v podstaté se jedna o zdznam zmény koncentra¢niho
gradientu reakéniho produktu pfi prichodu jeho zoény detektorem.

Rychlost, jednoduchost, flexibilita a pln4d automatizace pfedurcuji techniku SIA
jako velmi vhodny prostfedek vsude tam, kde je nutno analyzovat velké série vzork,
sledovat zmény koncentrace dilezitych analytii v pribéhu riznych procesi.’’

Antioxidacni U€inek je vyjadien v procentech poklesu absorbance oproti

slepému vzorku (Schéma 5).

91



Schéma 5

C C i pppn ©100 =X

prir vzorku

100- X
4.2.4. Vysledky méfeni
Tab. 6: HEA 25-28
DPPH 1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,25 mg/ml 0,1 mg/ml
1 0,3963 0,0846 0,1162 0,1575 0,2231
2 0,3797 0,0654 0,0930 0,1356 0,2064
3 0,3873 0,0639 0,0966 0,1365 0,2058
Primér 0,3878 0,0713 0,1019 0,1432 0,2118
pokles aktivity
i standardu 81,60% 73,70% 63,10% 45,40%

Tab. 7: HEA 30
DPPH 1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,25 mg/ml 0,1 mg/ml

1 0,3963 0,0976 0,1510 0,1842 0,2449
2 0,3797 0,0850 0,1279 0,0909 0,2315
3 0,3873 0,0801 0,1287 0,1587 0,2271
Primér 0,3878 0,0876 0,1359 0,1446 0,2345

pokles aktivity
i standardu 77,45% 65,00% 62,70% 39,50%
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Tab. 8: HEA 6-8

DPPH 1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,25 mg/ml 0,1 mg/ml
1 0,3963 0,1420 03111 0,2086 0,2512
2 0,3797 0,1142 0,1611 0,1883 0,2353
3 0,3873 0,1171 0,1624 0,1836 0,2338
Primér 0,3878 0,1244 0,2115 0,1935 0,2401
pokles aktivity
i standardu 67,90% 45,50% 50,00% 38,00%
Tab. 9: HEA 10-11
DPPH 1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,25 mg/ml 0,1 mg/ml
1 0,3963 0,2692 0,2968 0,3229 0,3379
2 0,3797 0,2397 0,2807 0,3131 0,3339
3 0,3873 0,2355 0,2794 0,3079 0,3322
prumér 0,3878 0,2481 0,2856 0,3146 0,3347
pokles aktivity
36,00% 26,40% 18,90% 13,70%

vuci standardu
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4.3, Antioxidac¢ni aktivita FRAP

Antioxidac¢ni aktivita flavonoidii byla hodnocena proti fad¢ reaktivnich
kyslikovych a dusikovych forem jako 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazylovy radikal (DPPH),
hydroxylové radikaly (OH"), superoxid (O,"), peroxylové radikaly (ROO-) a radikaly
kyseliny chlorné (Cl1O-). Protoze antioxidac¢ni aktivita flavonoidl se znacné méni
v zavislosti na struktute hlavniho fetézce, rozmanitosti a druhu funkénich skupin
ptitomnych v chemické struktute, nékteré studie zavedly vztah mezi strukturou a
aktivitou (structure-activity relationships, SAR) pro flavonoidy. Avsak je zde n¢kolik
nesrovnalosti mezi studiemi, které pravdépodobné zptsobily rozdilné podminky pti
provadeéni zkousSek. Nékolik autort studovalo SAR flavonoidi pouzitim metod, které
jsou bézné pouzivané pro méteni totalni antioxidaéni kapacity, jako Troloxu
ekvivalentni antioxida¢ni kapacita (TEAC) a absorb¢ni kapacita kyslikového radikalu
(ORAC). Jina metoda bézn¢ pouzivana pro méieni totalni antioxidacni kapacity je
meéfeni antioxidacni redukéni sily pouzitim Zelezitych ionti (ferric reducing antioxidant
power, FRAP), jednoducha a spolehliva kolorimetrickd metoda, kterou navrhli
[.F.Benzi a J.J.Strain. Tato metoda je zaloZena na schopnosti antioxidant redukovat
Fe’" na Fe®'. Zatimco velka ¢ast metod pouzivanych k hodnoceni SAR flavonoidii
meéfenim jejich aktivity proti oxidantim, FRAP méfi pfimo redukéni schopnost latky,

v e 01 veis v . . . . v 1z 38
coz je dulezity parametr pro slou¢eninu jako antioxidacni latku.

4.3.1. Princip metody

FRAP metoda je zaloZena na méfeni schopnosti laky redukovat Fe** na Fe*”,
byla piivodné€ navrzena k méfeni totalni antioxida¢ni kapacity plazmy a po té pouZzita
stejnymi autory u ostatnich latek. Fe** ionty jsou mé&feny spektrofotometricky
stanovenim jejich barevného komplexu s 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazinem (TPTZ), ktery
ma vysokou absobanci pfi 595 nm. Protoze antioxida¢ni aktivita latek je pfimo umérna
jejich redukeni kapacité, predstavuje FRAP analyza spolehlivou metodu ke studiu
antioxidacéni aktivity rozmanitych sloucenin. Tato metoda byla ¢asto pouZita k rychlému

vyhodnoceni totalni antioxida¢ni kapacity riznych potravin a ndpojl a také rozdilnych
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rostlinnych extraktii obsahujicich flavonoidy. Dale jesté byla pouzita k hodnoceni
antioxidac¢ni aktivity dietnich polyfenolt.

FRAP metoda je jednoducha, spolehliva, spektrofotometricka metoda.*®

+antioxidant

[Fe(III)(TPTZ),]* > [Fe(II)(TPTZ),]*" Amax 595nm

-¢

4.3.2. Postup

Na mikrodesticku typu P (Brand 400ul, Fisher) se nanese do 4 jamek 25 pl latky
v rizné koncentraci 10-200 uM. VSechny latky byly rozpustény v dimethylsulfoxidu
nebo metanolu (3mg/3ml). Niz§i koncentrace 200-10 uM byly pfipraveny fedénim v
acetatovém pufru pH 3,6. Reakéni FRAP roztok (175 pl, vzdy Cerstvé piipraveny a
zahtaty na 37 °C) byl pfidan k latkdm do tfech jamek, do Ctvrté pak bylo piidano 175 ul
acetatového pufru (slepy vzorek). Absorbance 595nm byla méfena na pfistroji
Microplate reader (Anthos 2010) v riznych ¢asovych intervalech az po dobu 120 min.
Zména absorbance AAsgsym, byla pocitana jako rozdil absorbance slepého vzorku
(substance + acetatovy pufr) a smési (175 pul FRAP roztoku +25 ul acetatového pufru) a
absorbance antioxidantl pro kazdy ¢asovy interval. VSechny latky byly testovany
nejméné tiikrat pii 37 °C. FRAP value pro ¢asovy interval # (FRAP value 1) byl poc€itan

dle vzorce:
FRAP value (M) = (Aa; Fl/Aa, Fe*") x 10 7

Kde Aa; Fl je zména v ¢asovém intervalu t (4 a 60 minut) vztazena k testované
latce p¥i koncentraci 1x10 ° M a Aa, Fe*” je zmé&na absorbance ve stejném Sasovém
intervalu vztaZena na Zeleznaté ionty pfi stejné koncentraci. Jako standardy byly vyuzity
znamé antioxidanty, jako je Trolox, askorbova kyselina nebo (+)-katechin.

Statisticka analyza byla vyhodnocena za uziti software SigmaPlot 2002 pro

Windows version 8.0.%8
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4.3.3. Ptistroje

VSechny experimenty byly délany dle ¢lanku (O. Firuzi, 2005). Jednéa se o FRAP
metdou modifikovanou za vyuziti mikrodesticek (desticky typu P 400ul byly ziskény od

firmy Fisher). Viechna méfeni probéhla na piistroji Microplate reader (Anthos 2010).*®

4.3.4. Vysledky méfeni

Tab. 10
Vzorek no. FRAP vae 4 min (0RM) | FRAP yaue 60 min (1M)
HEA 6-8 2,26 4,75
HEA 30 0,15 1,8
HEA 25-28 1,06 2,7
Trolox 16,7 18,16
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Graf 2. FRAP assay: Zména absorbance za €as za pritomnosti extrakti HEA 6-8, 30, 25-28

ziskanych z Helinathus annuus
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V. HODNOCENI VYSLEDKU A DISKUSE

Tato prace byla zaméfena na fytochemicky vyzkum listii slune¢nice ro¢ni
(Helianthus annuus) spolu s hodnocenim antioxidac¢ni aktivity vybranych frakci.

Cely postup, od extrakce, ptes rozdéleni sloupcovou chromatografii az po dalsi
zpracovani frakci, byl provadén s maximalni Setrnosti. Extrakty a ziskané frakce byly

uchovavany v chladu a chranény pted svétlem.

1. HODNOCENI TENKOVRSTVOU CHROMATOGRAFTI]

Nejprve byl ziskan ethanolovy extrakt z listl slune¢nice, ktery byl nasledné
vytiepan s n-butanolem. Vodny podil byl odpaten do sucha. Ziskany suchy extrakt
z listl slune¢nice byl nanesen na silikagel chromatografické kolony a byl eluovan smési
chloroform:ethanol o vzristajici polarité. Takto bylo ziskano celkem 34 frakci (Tab. 2).

U vsech téchto frakcich byla provedena tenkovrstva chromatografie (Obr. 39 -
Obr. 49). Elucni soustavy pfiblizn€ odpovidaji polaritam jednotlivych frakci. K postiiku
bylo pouzito detek¢ni ¢inidlo D11. Na zakladé podobnosti n¢kterych frakci byly tyto
spojeny tak, jak je uvedeno v Tab. 2.

K dalsi detekci bylo pouzito prvnich 15 frakei, které byly nasledné hodnoceny
z hlediska barevnych skupinovych reakcich. Za timto uc¢elem byla zvolena
chromatograficka soustava S4 a 8 barevnych skupinovych reakci (D1-D8). Souhrnné
vyhodnoceni uvadi Tab. 3.

U zadné z detekovanych frakci nebyla zaznamenana pozitivni reakce na startu.

Pti detekci karboxylovych sloucenin (D4) nebyla zjisténa zadna pozitivni reakce
na draze (Obr. 53). Tyto latky nebyly v téchto frakcich obsaZeny. Naopak u vSech
ostatnich sledovanych frakci byla zjisténa pozitivni reakce na draze.

Pfitomnost cukri, steroidl a terpend rdzné polarity prokazala detekce ¢inidlem
D1 (Obr. 50).

Pomoci ¢inidla D2 byla zji$téna ptitomnost fenold ve vSech frakcich (Obr. 51).

Pritomnost alkaloidli a dusikatych latek byla potvrzena postiikem ¢inidlem D3.
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Pozitivni reakce na draze byla pozorovatelna u poloviny ze sledovanych frakci (Obr.
52).

Posttikem ¢inidla D5 reagovaly vSechny frakce pozitivné na pfitomnost
redukujicich latek (Obr. 54).

Vsechny frakce mély pozitivni reakci na draze na ptitomnost laktond, estert,
amida a anhydridi karboxylovych sloucenin, coz bylo zjis§téno pouzitim ¢inidla D6
(Obr. 55).

Hojny vyskyt sterolti rizné polarity byl prok4zéan pozitivni reakci na draze po
postiiku ¢inidlem D7 (Obr. 56). Podobn¢ tomu bylo i pii detekei vyssich alkohol,
fenoli, steroidi a silic pomoci ¢inidla D8, kdy vSechny frakce mély pozitivni reakci na
dréze (Obr. 57).

Pii pozorovani téchto frakei pod UV lampou pii 254 nm, bylo zjisténo, Ze
vSechny frakce zhaseji fluoresceni TLC desky (Obr. 58). Pfi jejich pozorovani pod 366

nm byla pozorovana modra fluorescence ve 3 frakcich (Obr. 59).

K dal§imu zpracovani a hodnoceni byly vybrany a spojeny frakce 25-27 a 28 .
Cast byla odebrana k hodnoceni antioxidaéni aktivity, zbytek byl nanesen a eluovan na
druhé chromatografické kolon¢ smési chloroform:ethanol o vzriistajici polarité. Z této
kolony bylo ziskano 14 frakci. Pouzitim vhodnych vyvijecich soustav a pomoci
detekéniho ¢inidla D11 byla provedena orientaéni tenkovrstva chromatografie téchto
frakci (Obr. 60 - Obr. 63). Na zaklad¢ téchto TLC byly spojeny frakce 6-8 (HEA 6-8) a
10-11 (HEA 10-11). U teéchto frakcich byla hodnocena antioxidacni aktivita.

Frakce 10-11 obsahovala vice latek (Obr. 62). Na HPLC zdznamu (Graf 1) jsou
zieteln¢ vidét dva piky, ale vzhledem k malému mnozstvi nebylo mozné tyto latky

rozdélit.

2. HODNOCENI ANTIOXIDACNI AKTIVITY

Antioxidacni aktivita byla zkoumana u frakci 25-28 (HEA 25-28) a 30 (HEA 30)
ziskanych z prvni kolony a frakci 6-8 a 10-11 z druh¢ kolony (Tab. 5).
Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity byly pouzity dva testy: sekven¢ni injekéni

analyza (SIA) pomoci DPPH radikalu a metoda FRAP.
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Vysledky méfeni SIA metodou jsou uvedeny v Tab. 6 - Tab. 9. Nejvétsi
antioxidac¢ni aktivitu prokazal vzorek HEA 25-28, naopak nejmensi aktivita byla
naméfena u vzorku HEA 10-11.

V hodnoceni aktivity pouzitim metody FRAP nebyla zahrnuta frakce 10-11
vzhledem k jeji nizké aktivit€ zjisténé v DPPH testu.

Vysledné hodnoty jsou uvedeny v Tab. 10, zménu absorbance za ¢as znazoriiuje

cwwvr

aktivity byla zmétena u vzorku HEA 30.
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VI. SOUHRN

Préace byla zaméfena na fytochemicky vyzkum listi Helianthus annuus. Byla
provedena extrakce ethanolem, déleni sloupcovou chromatografii a dalsi zpracovani
vybranych frakci. K hodnoceni obsahovych latek zvolenych frakci byla provedena
separace s vyuzitim tenkovrstevné chromatografie a identifikace skupinovych
strukturnich typt selektivnimi detekcemi. Na zéklad¢ chromatografickych analyz byla
zaznamenana piitomnost zejména cukri, steroidi, terpenti, fenolti, laktont a silic.
Druh4 ¢ast prace se zabyvala provedenim screeningu antioxidacni aktivity vybranych
frakci pomoci DPPH testu a FRAP metody. Vyznamnou antioxidaéni aktivitu vykazaly
frakce HEA 6-8 a HEA 25-28.
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VIII. ANNOTATION OF THE DIPLOMA THESIS

The thesis was aimed at phytochemical study of Helianthus annuus leaves. The
extraction with ethanol, chromatography on silica gel columns and other processings of
selected fractions were performed. These fractions were analysed using the TLC
separation method and the structure selective detection reagents were applied to the
TLC plates to evaluate and identify the separated compounds. On the strength of
chromatographic analyses mainly saccharides, steroids, terpenes, phenolic compounds,
lactones and essential oils were detected. In the second part of the thesis the antioxidant
activity of selected fractions was screened with DPPH test and FRAP method.
Significant antioxidant activity was detected with fractions HEA 6-8 and HEA 25-28.
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