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1. Uvod a cil prace

1.

UVOD A CiL PRACE

Zaneteni Rigordzni prace je obdobné jako u mé Diplomanéee (2007). Napini bylo
navazat na vyzkum provéay v pribéhu Rigorozni prace Mgr. Zuzany Novosadové (2006).
Zvolené frakce, ziskané Z'quichoziho #&eni, bylo teba dale zpracovatiggistit pomoci
preparativni chromatografie, provést analyzu zigkanlatek (GC-MS, NMR) a testy na
biologickou aktivitu u vybranych frakci (antioxigts aktivita, fototoxicita) s naslednym

hodnocenim na zakladiskanych vysledk

Zarover bylo cilem prace vyhledat a doplnit nové dostupriérmace k obsahovym

latkdm slunénice ra&ni a jejich biologickym &inkam.



2. Charakteristikéeledi Asteraceae

2.

CHAREKTERISTIKA CELEDIASTERACEAE

Celad Asteraceae ipdstavuji pedevdim vytrvalé nebo jednoleté byliny a poleke
gasto s#iznym typem Zlaznatych nebo jinych trichibnCasto se systémewmiankovanych
(pfedevdim Cichorioideae) ndigic v lyku, které obsahuji latex bohaty na triterpenebo
s vice¢i mérg vyvinutym systémem schizogennich pryiskgych kanalk, které jsougasto
vystlany epitelem. Oba sekrd systémy se obvykle spét@ vjednom druhu nevyskytuiji.
Listy jsou stidavé, mé# casto protistojné, jednoduché nebo sloZerikdy redukované
v Supiny. Kwty jsou obojaké nebo jednopohlavné i jalové, drolsngbaly rozliSenymi, pokud
kalich nechybi (kalich byvacasto pemenén vchmyr nebo Zldznaty val). Koruna
srostlolupenna, obvykle ¢pcetnd, aktinomorfni nebo zygomorfni. &y tvoii husté
racemodzni k¥tenstvi — Ubor se zakrovem z listerkvétenstvi je tvédeno bul’ jednim typem
kvéta jazykovitych (Cichorioideae), nebo jazykovitymi dty tvoricimi paprsek Gboru a
trubkovitymi kwty vytvarejicimi teg Gboru (Asteroideae). Finek je gt, jejich prasniky se
slepuji v trubtku; nitkami girdstaji ke korus. Gyneceum je ti@no d¥ma plodolisty, je
zakortené dvouramennou bliznou. Semenik je spodni, jemmmpy, sjednim vajkem.
Plodem je nazka s vytrvavajicim chmyrem kalichovélpivodu. Vyznamnym
chemotaxonomickymi znaky jsou vyskyt inulinu jakésabniho polysacharidu, biosyntéza
polyyni (polyacetyled) a seskviterpenickych laktdn vyskyt pentacyklickych triterpén
v latexu, silice, kavové kyseliny a jejich derivatokalizovarg se vyskytujici alkaloidy.
Vyznainym znakem je absence iridéid’eled’ se @&li na dw poceledi:

» Cichorioideae —¢ekankovité

Tato podeled’ je charakterizovana ubory pouze z jazykovitychugahlavnich keta.
Velmi ¢asté jsou miénice? Pati zde rostliny léivé a dieteticky vyznamné, nagaraxacum
officinale Web.,Cichorium intybud..; ale také rostliny jedovaté a mechanicky Skagllinap.
Lactuca virosd.., Sonchus arvensls®

» Asteroideae — h¥zdnicové

Podieled” je typicka tvorbou jazykovitych i trubkovitych &w&i obojakych i
jednopohlavnich i jalovych, usfimanych na Uborovénidku jako paprsek a t&rMlécnice
se obvykle nevyskytujfl zde najdeme mnoho rostliniléych a dieteticky vyznamnych, nap
Achillea millefoliumL., Chamomilla recutitaL.), Tussilago farfaral., Artemisia vulgard_.,
Silybum marianum(L.); rostliny jako krmiva, naip Helianthus annuusL., Helianthus
tuberosumL., Cynara scolymud..; rostliny mechanicky Skodlivé a poskozujici kual
ZivociSnych produkd, nag. Bidens tripartital .; a rostliny jedovaté, n&pSenecio vulgaré.,

Tanacetum vulgark.®
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3. CHARAKTERISTIKA DRUHU
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3. Charakteristika druhu

NadriSe: EUKARYOTA

Rige: PLANTAE

Odctleni: MAGNOLIOPHYTA
Trida: MAGNOLIOPSIDA
Podtida: ASTERIDAE

R&d: ASTERALES

Celed: ASTERACEAE
Rostlina: Helianthus annuusL.’

Slune&nice ra&ni je jednoleta bylina jwodem ze Severni Ameriky, ktera je nyni
péstovana po celém &w&. Hlavni kden je tlusty, hluboce Kenici, stethymi tenkymi
postrannimi kéeny. Lodyha fima, jednoducha nebo velifidce v horni¢ésti wtvend, 1,0 —
2,5 m dlouhd, sitle zelena, zvlastv hornicasti odstale drenbile chlupata. Listy gidavé, 2
dolni obvykle vsticné, dlouzerapikaté,fapik negasgji 10 — 20 cm dlouhygepel srdité
vej¢ita aZz Siroce trojuhelnikovita, 15 — 35 cm dloub@~ 30 cm Sirok4, na vrcholu &pia az
zaSptattla, na okrajich nepravideinpilovita, se Sirokou, #ce aZz hluboce stitou bazi,

s vyraznymi 3 hlavnimi Zilkami. Ubory jednotlivépkcové, obvykle mohutné, 15 — 30 cm
v priméru, ot&ejici se za sluncem atem zrani semen se skifini. Luzko Uboru ploché
nebo mirg vyklenuté. Jazykovité Ky Zluté, v pétu 20 — 70, keéty tee cetné, s korunou
trubkovitou, zprvu témf cernou, v plném k&tu Zlutou scervenajicimi cipy nebo celou
hnédopurpurovou. Pradniky té&h cerné nebo htdopurpurové. Nazky ¢asti obalené
plevkami, zplo&tlé, v obrysu obvejté nebo Uzce obvéié s klinovitou bazi, Sedavé az &m
cerné. Slunénice rani je s¥tlomilnd, obvykle kratkodenni rostlina s kultdrdm optimem

v teplych oblastech, existuji vS8ak ady snasejici chladjsi podminky. NejlepSi vynosy
poskytuje na bazickych, dusikem bohatyadgch?

Shird se zejména semeno (Semen heliantBkgyni kvét (Flos helianthi). Semena
obsahuji az 45 % oleje, dale bilkoviny, fosfolipitharotenoidy, glyceridy, steroly, organické
kyseliny (citrébnova, vinna, chlorogenova), leciirprovitamin A. V lékéstvi se slunénicové
tinktury uZzivaji @i Zilnich chorobach, malarii, tuberkul6ze. Slinieova semena v mnozstvi
2 — 4&ajové Izkky za den zlepSuji ostrost ¥iai. Ze semen se vyrabi slénécovy olej, ktery
obsahuje vysoky podil nenasycenych mastnych kys@@ména kyselinu linolovou a
olejovou). V ké¥tech a listech je obsaZen cholin, xantofyly, salaat kyselina, betain,
helianthin, flavonoid quercimeritrin, kumarinové ykbsidy, triterpenové saponiny,
karotenoidy, antokyany,tisloviny a mineralni latky. Sludaicovy kwt sniZuje poceni,

horetku, vylep3uje traveni, stimulujénnost jater, zewhléi hnisavé koZni afekce a zdn’
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4. OBSAHOVE LATKY ROSTLINY

4.1. TERPENY

Terpeny pai mezi nejeétsi a strukturé nejrozmanijSi skupinu pirodnich latek.

NiZsi, prchavé sloZky silic byly znamé uz ve stgkova pouZivaly seipdevsim pro svoji

vini. Ziskavaly se destilaci, a proto se danaly i jako éterické oleje. Mnohem pagidse

zjistilo,

Ze éterické oleje jsou mnohaslozkové&simve kterych se kroénterperi, vyskytu;ji i

fenylpropanové derivaty a mnohé jiné latky. Ze eldza struktury terpeénCio, Cis, Co, Cao
atd. vyplyva, Ze jsou nasobkeméthlikové jednotky“. Pyrolytickym rozkladem terpen

vznika

uhlovodik izopren (2-methyl-buta-1,3-diémxistuji i zakladnitetzce reakci, které

objasiuji pavod vSech terpena steroid:

vytvéreni reaktivnich €jednotek z acetéatu, cestotep mevalonat

spojovani izoprenovych jednotek systémem ,hlavaatap (mono-, seskvi-, di-,
sester- and polyterpeny)

spojovani Gs a Gy jednotek systémem ,pata — pata“ (vede k prekuirnariterperi a
karoteri)?

Terpeny dlime do rgkolika zakladnich skupinh:

Ozn&eni Pd@et Gjednotek Vyskyt - fiklady
Hemiterpeny 1 gkteré Gkyseliny, Galkylderivaty — humulon, lupulon
Monoterpeny 2 sloZky silic — geraniol, mentol, aidy — loganin
Seskviterpeny 3 sloZky silic — farnezol, azuléngktaré haciny — artabsin
Diterpeny 4 sloZky pryskic, balzand, gibereliny
Triterpeny 6 gkteré haciny
Tetraterpeny 8 karotenoidy, xantofyly
Polyterpeny n katuk

Prekurzory jednotlivych skupin terpin

geranyl-difosfat (GPP) — prekurzogdonoterpefi

farnesyl-difosfat (FPP) — prekurzok{Seskviterpetn

geranylgeranyl-difosfat (GGPP) — prekurzgg @terperi
geranylfarnesyl-difosfat (GFPP) — prekurzgg €esterterpen

skvalen (2x FPP) a fytoen (2x GGPP) — prekurzagtrierperi a Cokaroteri?



4. Obsahove latky rostliny

4.1.1. MONOTERPENY

4.1.2.

Monoterpeny paf mezi nejjednodudsi sldeniny mezi terpen§.Reakci dvou &
jednotek systémem ,hlava — pata“ (kondenzaci ditabyj-difosfatu DMAPP a izopentenyl-
difosfatu IPP) vznika geranyl-difosfatle znamo vice jak tisic monoterpenpravidelné"
struktury jsou BZnymi sloZkami olej, ,nepravidelné“ struktury (odvozeny od chrysantlgem
difosfatu, ktery nejspiSe vznika spojenim dvou rkolddMAPP) jsou sotésti pyretrifi a ve
sloZeni ®kterych oleji v éeledi AsteraceaeOd klasickych terpense odlisuji iridoidy, velmi
rozStena skupina latek, ktera se v rostlinach vyskyugeformg glykosidi. Jsou ¥tSinou

derivaty cyklopentant.

SESKVITERPENY

Zakladni skelet seskviterp&robsahuje zpravidla 15 uhlikovych atin€asto tvdi
jednu z hlavnich slozek silic. Z terapeutickéhodidka jsou nejvyznanysi azuleny, resp.
azulenogenni seskviterpeny (hamatricin, matrikarin), kterétpdestilaci drogy s vodou po
okyseleni poskytuji chamazulén. Podle uhlikovycteletc rozliSujeme kolik typi
seskviterpet, a to acyklické, mono-, bi- a tricyklické. Podlebstituend je clime na

alkoholy, ketony a seskviterpenické laktony, ktérgaame okolo 3 00b.
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4.1.3. NORSESKVITERPENY
ANNUIONY 11 12 13, 14
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H

\\\\O
-||I|O
I

Annuion F
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4.1.4. SPIROSESKVITERPENY

Heliespiron A
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Heliespiron B

OH

O

Heliespiron €

4.1.5. SESKVITERPENICKE LAKTONY

Seskviterpenické laktony jsou velkou skupinou latekskytujici se \eledich a
Apiaceae, Lauraceae, Menispermaceae a #laeledi Asteraceae. Jejich struktura si&zen
meénit, ale v3echny maji spaley cyklodekadienovy typ skeletu, ktery vznik& cyRlEi
farnesyl-difosfatu. Struktura cykligaiho produktu zavisi natigodni konformaci a na pozici
dvojné vazby, které umoznaizné intramolekularni elektrofilni cyklizace. Enzyaghrnuty
v reakci, funguje jako ,zaklad" pro prekurzor &uje stereospecifitu reakce. Existuje mnoho
druhotnych strukturnich variaci, které maji vliv. na

» laktonovy kruh, ktery rize byt cis-6,7, cis-7,8, trans6,7 nebo v mnohaifpadech

trans7,8; je to hlavl a-methyly-lakton a ve vSechifpadech je vodik v poloze 7

V postavenix

* methylové skupinydasto ve form alkoholu, karboxylovych kyselin)
* nenasycenost vazeb, které mohou byt redukovany aeblovany; pokud jeifitomna

hydroxylova skupina, jéasto esterifikovarta

-14 -
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Annuolid H

LEPTOKARPIN!!

GERMAKRANOLIDY *®

Niveusin B

3-Ethoxyniveusin B
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4.1.6. DITERPENY

4.2.

Diterpeny pedstavuji velkou skupinu 20-ti uhlikovych stemin, vznikajici
z geranylgeranyl-difosfatu. fomné v rkterém druhu hmyzu a wiznych zvfecich
organismech, jsouipdevSim roz&ény v rostlinach. Bkteré jsou ubikvitérni (gibereliny),
zatimco jiné maji vice omezeny vyskyt. ZviaBbhaté jsou nagrady Lamiales a Asterales —
pies 1 200 slatenin reprezentuje kolem stovky struktur, a to pouzeledi Asteraceae. Déle
jsou jest rozptylené wadu Gentianales, Geraniales a Fabales. Strukttegpeéii je vysoce
variabilni a pisné zavisi na jejich biogenezi.dime je na acyklické a cyklické sléeniny.
» Acyklické — nejsou &2r¢ se vyskytujici sloteniny
» Cyklické - cyklizace zfsobena odstupujici difosfatovou skupinou a vznikaji
karbokation alkyluje dvojnou vazbu. Napgji to je koncovy isopropyliden a tento
mechanismus vede ke vzniku makrocyklu. Takovy makdicky polynenasyceny
kation je velmi reaktivni. MiZze byt stabilizovan p eliminaci protonu) nebo, a to je
caskjsi, vznika polycyklicka struktura pomoci intramkldarni nukleofilni substituce.
(pt. taxan). Nebo je cyklizace katalyzovana kyselirgtgjre jako u triterpefi, ale bez
avodni epoxidace. Vysledkem je substituovany de#tednaftalen. Tento typ
cyklizace vede ke dwvnatradam enantiomér které se liSi konfiguraci na uhliku C5,
C9acC10

2B,163-entkaurandiol
150,16a-epoxy-1P-al-entkauran-19-ova kyselin&

SAPONINY

Saponiny jsou glykosidy izoprenoidnihdvodu, jejichZ vodné roztoky pri@pavanim
silné péni. Renivost je podmidind jejich schopnosti sniZzovat povrchové dtap heterogennich
systémech - mezi plynem a tekutou fazi. Mezinda tekutymi fazemijsobi jako emulgatory
a mezi tuhou a tekutou fazi jsou dispergujicgimidlem. Kron€ toho maji hemolyzujici
acinky. Jako vSechny glykosidy se skladaji z lipdfim aglykonu — sapogeninu a hydrofilni
sacharidoveé slozky. Podle struktury aglykonu sapogese dli na steroidni a triterpenoidni.
Podle funknich skupin a reakce se rozliSuji saponiny neutréyselé a bazické. Kysely
charakter podmiuje karboxylova skupina aglykonu nebo sacharidol@kyg. Kyselé
saponiny jsou &tsinou triterpenoidni a bazické saponiny jsakteré steroidni — obsahuji
v molekule dusik a pé#tk steroidnim alkaloitim. Na sapogenin se glykosidicky nebo ve

form¢ esteru navdze az do 12 monosactiandbo urénovych kyselin. Oligosacharidova
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4.2.1.

4.2.2.

sloZzky saponifi skoro vzdy tvéi béZzné cukry a ty jsou vzdy navazané na hydroxyl wpel
C3, rekdy i na jiném uhliku. U steroidnich sapohito byva C26, u triterpenoidnich
karboxylova skupina na C28. Saponiny s$rda cukernymiietzci se oznéuji jako
bidesmozidy, s jednim jsou monodesmoziklgtizce mohou byt roztvené, gicemz pentozy
se fipojuji na konciftettzce. Tim se steroidni saponiny odliSuji od jinyderadnich
glykosidi — kardioglykosid. Nékteré saponiny obsahuji estetovazané kyseliny — n#ép

octovou, jantarovod.

STEROIDNI SAPONINY

Zakladni skelet tvid cyklopentanperhydrofenantren. Tim j&ema jejich pibuznost
s kardioaktivnimi glykosidy, Zktovymi kyselinami, fyto- a zoosteroly a s pohlavnimi
nadledvinkovymi hormony. Podle &amho tetzce se rozliSuji typy furostanovy a
spirostanovy. Spirostanovych sapanje wtSina. Sacharidovou sloZku maji vazanou na C3 a
na C17 je spiroacetalové seskupeni. Furostanoveansgpmaji alifaticky beni fetézec a na
C26 glykosidicky vazany sacharid (sacharidy) — jsmla bidesmozidy. Hydroxylova skupina

na C3 niZe byt v poloze: nebop, kruhy A a B niiZzou byttrans nebocis anelované.

TRITERPENOIDNI SAPONINY

Aglykony jsou pentacyklické triterpenoidy &ldse naB-amyrinovy, a-amyrinovy a
lupeolovy typ. Cukernou sloZzku glykosidvori zpravidla ¥tSi paiet molekul sacharid které
se nefastji vazi na hydroxyl v poloze C3. Pokud mé& aglyk@n@il7 karboxylovou skupinu,

miiZe se na ni navazat ve fafresteru dalsi molekuly cukt

HELIANTHOSID®

R: «—qglc(3—1rha)4—1xyl
R: «ara(2—1rha)4—1glc
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4.3. FLAVONOIDY

Flavonoidy jsou v Sirokém slova smyslu vlastmiverzalni rostlinna barviva. Téin
vzdy jsou rozpustnd ve védjsou zodpowdnad za barvu kiti, ovoce a #kdy i lista.
Napriklad Zluté flavonoidy (chalkony, aurony a Zluté@vibnoly) acervené, modré nebo
purpurové antokyany. Pokud nejsatinpo viditelné, pispivaji k bar¢ jako tzv. kopigmenty.
Napr. bezbarvé flavony a flavonoly jako kopigmenty ctir@antokyany. Nkdy molekula
absorbuje UV Z&ni. Tato ,barva“ je vnimana pouze hmyzem, tentj@lpovan a nuthtedy
dochézi k penosu pylu a je tedy sgina dilezita podminka pro ieziti rostlinnych druin.
Flavonoidy jsou také dine piitomné v kutikule lisi a epidermalnich hikach, kde zajiduji

ochranu tkani proti Skodlivym¢éinkam UV z&eni. VSechny flavonoidy jsou derivaty 2-

.40p®

D¢leni do skupin zavisi na stupni oxidace centralpym@anového kruhu:

fenylchromanu.

» 2-fenylchromony: flavony, flavonoly a jejich dimerftavanony a dihydroflavonoly,
(2,3-dihydrogenované derivaty); isoflavony, isofaeny

» 2-fenylchromany: flavany; flavan-3-oly, flavan-3jely

» chalkony a dihydrochalkony (pyranovy kruh je dt&aw)

e 2-benzylidenkumaranony (= aurony)

« 2-fenylbenzopyrilium (= antokyany)
Kolem ficeti typa flavonoidi je zatim identifikovano veledi AsteraceagV H.
annuusL. bylo identifikovano pt bioaktivnich flavonoid. Flavonol tambulin, chalkony

kukulkanin B a heliannon A a flavanony heliannoa Beliannon C.

TAMBULIN %
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KUKULKANIN B
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5. Biologicka aktivita obsahovych latek

5.1.

BIOLOGICKA AKTIVITA OBSAHOVYCH LATEK

ALELOPATICKA AKTIVITA

Alelopatii obecn je ozn&ovan specificky vliv jednoho druhu rostlin (dononad
kliceni, ifist a vyvoj druhého rostlinného druhu (recipient&.tSing pripad: se alelopatické
pusobeni projevuje inhibné. Pouze v &kterych gipadech byl zaznamenén stimina
acinek. Inhibéni inek je zprogtedkovan produkci chemickych latek rostlinami
s alelopatickymi vlastnostmi. Na alelopatii se vZolydili cely komplex chemickych latek
nejrizrejSiho sloZeni (steroidy, silice, terpeny, kumarifgnoly, alkaloidy, barviva atd.). Tyto
latky jsou nejastji vylucovany kdeny rostlin nebo se dostavaji do ptedi jako vyluhy
Z nadzemnickiasti rostlin. Mohou se ro¥# uvoliovat z rozkladajicich se zbytlodunielych
nadzemniclEasti rostlin a kfeni. Vliv alelopatie se projevuje jednak zpomaleninirdibici
kliceni semen ostatnich difulpleveli nebo zpomalenim aZ zastavenigistu a vyvoje jiz
vyklicenych rostlin. U #&kterych druli rostlin byl zjiS8n autoinhibéni (&inek,
prostednictvim kterého dochazi k zab&ah vykliceni vlastnich semen v dosahu niate
rostliny

Neprimérené uzivani agrochemikalii e vést k narstu nezadoucich vedlejSich
efekti. Je tedy nutné rozvijet nové systémy, zaloZenékotogickém zpracovani, aby doslo
k redukovani zavislosti na chemickych herbicidectingekticidech. &koliv vyzkum je
v tomto snéru pomaly, uz mameehkteré nadjné vysledky. Je znamo velké mnozZstvi rostlin,
které prokazuji supresivniinky na ostatni rostliny ve svém okoli, ale pouzkteré vykazuji
efekt i proti plevelu. MNkolik studii prokézalo, ZeH. annuus L. obsahuje latky
s alelopatickymi vlastnostmi. VytaZek z této rastlmize byt pouzivan jakoifrodni herbicid
k redukovani zavislosti na syntetickych herbicidePhotoZe aktivni latky jsou v rostlinach
obvykle gitomny v nizkych koncentracich, je velmulelité rozvinout vice efektivni a
selektivni extraéni metodu, abychom ziskali poZadovanou latku zeoysho" materialu.
Superkriticka kapalna extrakce (SFE) je alternatikaloplréni nebo nahrazeni konv@arich
separénich metod (destilace nebo extrakce rozpmllétm), protoze vysledky a sepana
Gcinnost jsou velmi dobré. Mnohdy jsou vysledky lep¥z @i pouZiti konvernich
separanich metod. SFE minimalizuje zachazeni s vzorketng jgipravu, vytazky jsowisté
a také sniZuje pouzivani a nasledigeni agresivnich rozpouftel. Metoda je momentain
velmi dikladn® studovana nejen pro separaci latek zrostlin, w@ké pro vyuZiti
v potravindském ptimyslu. Jako rozpouidlo se ¥tSinou pouziva Cg je nehdlavy,
netoxicky, ma dobré rozpowsi vlastnosti, lehce odstranitelny z produktu degeny. Byl
testovan efekt kosolventu (methanol, voda a DMStmethylsulfoxid) na vitzek extrakce.

Také byla hodnocena aktivita extraktu ziskanéhoizaych podminek. Jako byly géteini
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5.2.

Uprava - mrazeny vzorek nebo suSenyppkojoveé teplat, tlak 500 nebo 100 b&ra teplota
50 nebo 100°C. Biologicka aktivita vzork, a to jejich stimulani ¢i inhibi¢ni (inek, byla
testovana na semenech pSenicicum aestivurrL. Studie pinesla tyto vysledky. Nejlepsi
vytézky byly ziskany fi pouziti 5 % vody jako kosolventufiglaku 500 bait a teplo& 50 °C.
Pri tlaku 100 bait to pak byla teplota 38C. VSechny ziskané vzorky jsou bioaktivni, ale
nejlepsi vysledky inhibiceistu semen vykazal vzorek, zmraZertiygipraw na -25°C a i
podminkéch extrakce 500 Izt 50°C 2*

Bylo prokazano, Ze seskviterpenické laktony jsobhopay inhibovat st rostlin
v koncentraci fiblizng 10° M. U helieudesmanolidu A jako jediné st@miny byl prokazan
stimulujici efekt a to v koncentraci niz$i nez*1d. Toto je v firods velice zidka se
vyskytujici jev. Obdob& se v pirodé jako rostlinné distové promotory chovaji gibereliny,
cytokiny, IAA (indol-3-octovéa kyselina), brasinosiily. Uginky helieudesmanolidu A jsou
podobné IAA, ktery inhibujetist rostlin v koncentraci OM, ale @i nizsi koncentracitrst

naopak podporuj&.

CYTOTOXICKA A HEMOLYTICKA AKTIVITA

Triterpenoidni saponiny majiadu zajimavych biologickych ¢inkia jako jsou
protizaretlivy, protinddorovy , antivirovy, imunomodulai, antitusicky, kardiovaskularni,
cytotoxicky a jiné.In vitro, na mySich nadorovych tkach, byl testovan vliv velikosti
hydrofilni sacharidovéasti saponinu na jeho cytotoxicitu. Struktura het@sidu obsahuje 2
navazané cukernéettzce - trisacharidy a to v poloze C3 a C17. Studiekgrala, Ze
odSepenim jednoho nebo dvou molekul ciikr navadzaného trisacharidu se ziskaji saponiny
s daleko mensi cytotoxickou aktivitou.

Saponiny také vykazuji hemolytické vlastnosti, kgt interakci saponinu se steroly
erytrocytdrni membrany, dojde ke zvySeni permegbik ke ztratdm hemoglobinu.
Monodesmosidy maji &3i hemolytické Ginky neZ bidesmosidy a aktivita se sniZuje se
vzrastajici délkou cukernéhdetézce. Na stejném principu interakce s membranou se

vyswtluje také potencialni spermicidni efekt triterpieimich saponif.?
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5.3. ANTIFUNGALNI AKTIVITA

Dlouho neexistovala univerzalni metoda pro testowmifungélni aktivityin vitro.
AZ vroce 1992 byla vytyena standardni metoda M27-P. Ta byla vyuZita i pildové
praci H. Jahod@&vé (2001). Nkolik vzorka druhi celedi Asteraceae byly testovany vedh
tadow odlisnych koncentracich 0,01; 0,1; £8%Nej&inngsim rostlinnym druhem byla
Leuzea carthamoidefn vitro antifungalni aktivitu projevila®i vSem druli pouzitych hub.
Proti Candida tropicalisa C. glabratabyl (&inné i koncentrace 0,01 %. Signifikantni aktivita
byla patrna i u drubh Bellis perennis Helianthus annuysTanacetum vulgareCnicus
benedictus Eupatoriumm cannabinura Xanthium spinosuri? VSechny testované extrakty
ptsobily in vitro v riznych koncentracich proti dermatafgit (Trichophyton mentagrophytes
var. mentagrophytés Byl proveden druh stupietestovani s&Sim rozsahem koncentraci
vzorki Bellis perennis Cnicus benedictysTancetum vulgareHelianthus annuuslLeuzea
carthamoides Sowkasre byli i zatazen dalSi kmen dermataofiytMicrosporum gypseum
% proti Candidaglabrata Microsporum gypserbylo mér citlivé vaci testovanym latkam
nez Trichophyton mentagrophyte®keSerSe o obsahovych latkach produkovanych virdmc
jednotlivych skupin neumdiji jednoznéné prisoudit odpo¥dnost za antifungélni aktivitu

nékteré chemické strukia, kterd je specificka pro aktivni taxofiy.

5.4. ALERGENNI AKTIVITA

Mnoho rostlin Zeledi Asteraceae se vyuZiva pro liE&@ &ely. BohuZel je ale také
znamo kolem 180 druily které zgsobuji alergickou kontaktni dermatitidu. Ta se @vdjako
z¢ervenani a podrazdi ¢asti pokoZzky, kteraijsla do kontaktu s drazdici latkou. Veltaisto
jsou latkami vyvolavajicimi kontaktni dermatitideskviterpenické laktony. Vyskytuji se
v listech, stoncich i kitech, BZné ve velkém mnoZstvi. Zpravidla nejsou toxické, alaji
intenzivni hakou chw’, pravdpodobrt k odrazeni byloZzravc Neékolik sekviterpenickych
laktoni je vysoce toxickych @p repin a helenalin), ale mnoho z nich ma zaseizénatlivé
ieinky a vykazujiin vitro relaxaci hladkych svali®

VétSina toxickych a alergennich laktopati do skupiny guajanolid eudesmanolitl
germakranolid, pseudoguajanolid sekoguajanolit sekoeudesmanolid a
sekopseudoguajanoctid Fitomnost exocyklidké a-methylenové skupiny je podminkou
vyvolani kontaktni hypersenzitivity (vazba laktona aminokyseliny). Toto zji&ni prinési
zawr o potencialni alergenni aktiwit u vice nez 400 seskviterpenickych lakton
identifikovanych eledi Asteraceae. Nicmé&ni laktony bez methylenové skupiny, ale

obsahujici epoxyskupinu nebo cyklopentenovy kruth@oomit téZ senzibilizujici viastnosti.
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5.5.

Klinické zkuSenosti ukazuji, Ze jednotlivci senaili k tmto laktorim maji tendenci vytuét
zkiizenou reaktivitu, tj. prokazuji hypersenzitivitypii kontaktu s jinym rostlinnym druhem
obsahujicim seskviterpenické laktony. Tatfeqitlivélost byla prokazana experiment&ln
Jednou prokazana zvySend citlivost na rostliny lolj$ei tyto latky znamena pro pacienta
nutnost vyvarovat se vSech kontaks €mito latkami, etrg kosmetickych a kévych
piipravki, které je obsahuji. Seskviterpenické laktony jsdzkomolekularni latky, jejich
schopnost indukovat hypersenzitivitu pozdniho tjgypodmign piimym kontaktem sii.
Jina aplikace do organismu obvykle nevyvola aldmicodezvu. Rozvoj kontaktni alergické
dermatitidy zavisi individuakh na koncentraci laktdnv rostling, na jejich senzibilizujici
kapacit, cetnosti a intenz# podani i individualni dispozicilovéka. Alergickou kontaktni

dermatitidu zpsobuje u druhtd. annuusl,2-anhydrid-4,5-dehydroniveusin®A.

ANTIOXIDA CNi AKTIVITA

V poslednich desetiletich se zvySuje mnoZstvi pidna Grové znalosti o Uloze
volnych radikah pti oxidatnim stresu u Zivych organisinVolnym radikaiim, které vznikaji
in vivo a majitadu fyziologickych funkci (nap iast v protizagtlivych reakcich, v procesu
fagocytosy), se v s@asnosti ¥nuje velka pozornost a sleduje se jejich negatwsbbeni na
organismus f fad® onemocgni. Jde pedevSim o reaktivni kyslikové radikdly (ROS -
reactive oxygen species) a dusikové radikaly (RN&aetive nitrogen species). Tyto radikaly
pasobi na biologicky vyznamné skeniny, gedevsim lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny,
pozmenuji jejich strukturu a tim modifikuji jejich funkcKaskada reakci iniciovana radikaly
vede k naslednym ztnam ve struktte burgk, k poskozeni celych tkani, orgéa dilezitych
funkci v organismu. Reparativni procesy v organismemohou samy p# eliminovat
poskozeni biomolekul, vyznamnou rolii pchraré pied volnymi radikély hraje prevence, tj.
redukce pi¢in jejich vzniku.

Jednou z moznosti, jak organismus chram@dpvliivem exogennich i endogennich
volnych radikal, je pisobeni antioxidaldt Antioxidanty jsou molekuly, které - jsou-li
piitomny v malych koncentracich ve srovnani s latkajgE by n&ly chranit — mohou
zabraiovat nebo omezovat oxitlai destrukci &chto latek. Kromd endogennich
nizkomolekularnich antioxidaintjako je glutathion, kyselina miova, koenzym Q a dalsi, se
v posledni dobé do centra pozornosttadi mnoho latek ifrodniho mivodu, které se do
lidského organismu dostavaji spiié s potravou. Bkteré potraviny rostlinnéhoigodu tak
vedle své nuttini a energetické hodnoty majialdZitou roli jako zdroj antioxidant
K ptirodnim latkdm s antioxid¢aimi (€inky, které jsou fijimané potravou, jsou v pri@ad
tradicné fazeny antioxidéni vitaminy C, E a karotenoidy. V posledni dade vSak mnohem
vétSi vyznam piklada dalSim firodnim latkam, zejména polyfenolickym steminam. Mezi

né¢ pati nag. flavonoidy, katechiny a fenolické kyseliny. Zdzaj €chto latek jsou zelenina,
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5.5.1.

ovoce, vlakninagaje, vina a aromatické acléé rostliny. Celkovy denniifjem polyfenol

z raiznych zdroj byl odhadnut na 1 g a je tedy vySSi néem antioxid&nich vitamiri.
V fad® experimentélnich studii bylo také prokadzano, Zdioawlacni aktivita mnoha
rostlinnych fenolickych latek je vySSi neZinek antioxid&nich vitamiri. Klinické a
epidemiologické studie ro¥d prokazuji korelaci mezi antioxitiai aktivitou latek
ptijimanych v potray a prevenci &kterych onemoadni nag. kardiovaskularnich chorob,
karcinogeneze, neurologickych poruch nebo prios&&nuti.

Z uvedenych dvoda vzristd zajem stanovit antioxi®a aktivitu miznych latek
rostlinného g@vodu. Jeden zifstupi ve vyzkumu pirodnich antioxidarit je testovani
reaktivity individualnich izolovanych latekadi jednotlivym volnym radikdlm. Slouzi
piedevsim k odvozeni vztdhmezi strukturou a reaktivitourisludnych slotenin. &tSinu
piirodnich antioxidarit v3ak ffijimame jako sotast slozitych swsi, jejich slozky mohou
reagovat strznymi radikaly fiznymi mechanismy, mohou téZz na sebe vzafemisobit
(synergicky i inhibéng). Proto je také snaha charakterizovat antigidaktivitu sngsnych
vzorki i jako celku. PestoZze hodnoceni antioxiftdch vlastnosti firodnich latek je v oblasti
vyzkumu \novana Sirokd pozornost, jg¢eba pipomenout, Zetada latek fijimanych
v rostlinném materialu podléha metabolickyméndm jiZz v travicim traktu a jejichcinek
v organismu je dale podstatavlivnén mirou resorpce a dalSim metabolismem. Proto waaz
antioxid&ni aktivitu zjiS€nain vitro nemusi znamenat adekvatryznamny dinekin vivo. O
metabolickych procesech v travicim traktu, biodpetsti a farmakokineticetfpodnich latek
nejriznéjSiho charakteru jefffom dosud znamo velmi malo.

V literature Ize nalézt velky pet metod pouZivanych ke stanoveni antiosmda
aktivity. Jejich rozmanitost vyplyva ze skémesti, Ze nizkomolekularni antioxidanty mohou

pasobit fiznymi mechanismy. Obe&mohou byt kategorizovany do dvou skupin.

METODY ZALOZENE NA ELIMINACI RADIKAL U

Metody sp@ivaji v hodnoceni schopnosti vzorku vychytavat gotadikaly. Radikaly
mohou byt v reakni snmesi generovany nebo jsou do réak snesi pridavany. Z hlediska
chemického jde o radikély kyslikové (hydroxyl, per) nebo syntetické stabilni radikaly
(DPPH)*
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Princip

Stanoveni antioxidmi aktivity latek metodou sekveémi injelkeni analyzy (SIA) se

spektrofotometrickou detekci pomoci DPPH radikalu.

Pcaitatem  kontrolovany systém sekw#ri injekéni analyzy  vybaveny
spektrofotometrickym detektorem diodového pole @zivan pro rychlé monitorovani a
vyhodnoceni antioxidai aktivity biologickych vzori. Automatizovana metoda je zaloZena
na znameé reakci stabilniho 2,2 -difenyl-1-pikrylhgzlyl radikalu (DPPH) a antioxidanty
v organickych nebo vodrorganickych médiich, kterou se odbarvi roztok DPHAMKnNto
radikal je zha3en reakci s antioxida latkou, ktera je donorem vodikového atomu. Pokle
absorbance DPPHédrené pi 525 nm souvisi s koncentraci antioxidantu v testém vzorku
(v porovnani se slepym vzorkem provedenym s romokeoda-ethanol 1 : 1 namisto
s testovanym roztokem).fiPpouZiti vody jako nosného proudu byly piky DPPél wodno-
ethanolovém roztoku nepravidelného tvaru. Vyslediyly nereprodukovatelné. Tento

problém byl vyeSen nahrazenim vody vodnym roztokem 50% ethaakéurjosného proudu.

Priprava roztoka

Pro gipravu vodnych roztakse pouZziva vysoc&sténa deionizovana voda. Ethanol
50% se ped pouzitim v SIA systému odplyni v ultrazvukoveniapo dobu pti minut. Roztok
slouzi jako slepy vzorek a v systému SIA jako nogrgud. Roztok DPPH v 50% ethanolu o
koncentraci 0,0001 M seipravi rozpunim 3,9 mg DPPH v 60 ml 95% ethanolu ve 100 ml
odmeérné baice (k Uplnému rozpudti je feba pouzit giminutové sonikace) a dopinim
vodou na 100 ml. Po dalSimétpminutovém odvzdudmi se odmrna bdika zatemni
zabalenim do alobalu a uchovava v chladu. RoztoRHDBe pipravuje vzdycerstvy, tedy
v den ngteni. Mefeny vzorek seffipravi rozpudtnim lyofilizatu (frakce) v 50% ethanolu, aby
vznikla koncentrace 1 mg/ml, roztok se sonikujedpbu jedné minuty auladré protepe.
Déle se postupnymedinim pipravi koncentrace 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,1 mg/&D5

mg/ml tohoto vzorku. NiZ§i koncentrace jsou r&&ndplyrény v ultrazvukové lazni.

Pristroje

Méteni probihd na systému pro sekumininjekini analyzu (SIA) FIA LaB 3000,
vybavenym pistovyngerpadlem s objemem 2,5 ml, Sesticestnym gaiek ventilem, misici
civkou, pfitokovou dete&ni celou, detektorem, halogenovou lampou, spojoviatcaditkami.

Zatizeni je propojeno s pidacem a prosednictvim programu FIA Lab for Windows 5.0 se
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cely proces analyzidi. Fred z&atkem néeni se zapne zdroj &la a lampa se necha 5 minut
Zhavit, aby byl sttelny paprsek konstantni intenzity. Technika SIAifigé princip, jehoz
charakteristickym rysem jsou o#ldné ngtici cykly. Nejprve jsou zény nosného média,
vzorku acinidla postups (jednorazow) aspirovany do jednokanalového systému s vyuZzitim
selekniho vicecestného ventilu a pistovétespadla a poté je pohyb pisterpadla obracen,
¢imz dojde k promiseni zény vzorkd&iaidla a vznikly produkt je dopraven do detektdim

je jeden cyklus ukafen. V tomto jednoduchén¥ipad je ziskan vysledny analyticky signal
ve formg piku, v podstat se jedna o zadznam #ny koncentraniho gradientu reakiho
produktu i praichodu jeho zény detektorem.

Rychlost, jednoduchost, flexibilita a plnd autormatie pedukuji techniku SIA jako
velmi vhodny prosedek vSude tam, kde je nutno analyzovat velké sémieki, sledovat
zmeény koncentraceteZitych analyl v pribshu riznych proces®®

Antioxidaéni &inek je vyjaden v procentech poklesu absorbance oproti slepému

vzorku:
Cpn‘im. vzorku/Cprﬁm.DPPH .100 =X

100 - X

METODY ZALOZENE NA HODNOCENI REDOXNICH VLASTNOSTI LATEK

Neenzymové antioxidanty mohou byt charakterizoviakp redukni ¢inidla, kterd
reaguji s oxidanty, redukuji je a tim je inaktivuifitohoto pohledu Ize antioxidiai aktivitu

posuzovat na zakl@dedukni schopnosti latky’

Princip

FRAP metoda je jednoduchd, spolehliva, spektrofetdockd metoda, zaloZzen&d na
schopnosti antioxidafitredukovat Fe&* na Fe®'. F€" jsou meéteny spektrofotometricky
metenim barevného (modrého) komplexu s 2,4,6-tris(@dgl)-s-triazinem (TPTZ), jehoz
absorgni maximum je fi 595nm.

+antioxidant

[Fe(I)(TPTZ),]* —[Fe(ll)(TPTZ)]** xmax 595nm
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5.6.

Postup

V&echny experimenty bylystiny dle ¢lanku (O. Firuzi, 2005j° Na mikrodestiku
typu P (Brand 400ul, Fisher) se nanese do 4 j&bgklatky v izné koncentraci 10-200pM.
VSechny latky byly rozpuSty v dimethylsulfoxidu nebo methanolu (3mg/3ml).Z8li
koncentrace 200-10 uM bylyipravenyrednim v acetatovém pufru pH 3,6. Réak FRAP
roztok 175pl, vZzdyerst piipraven a zatéat na 37°C, byl piidan k latkam dorech jamek, do
¢tvrté pak bylo pidano 175ul acetatového pufru (slepy vzorek). Abance 595nm byla
meérena na fstroji Microplate reader (Anthos 2010) wznych ¢asovych intervalech az po
dobu 120 min. Z@na absorbanceéAsgs,m byla p@itana jako rozdil absorbance slepého
vzorku (substance + acetatovy pufr) assi{175ul FRAP roztoku +25ul acetatového pufru) a
absorbance antioxidanipro kazdycéasovy interval. VSechny latky byly testovany nejgén
trikrat pri 37°C. Hodnota FRAP vase t byla p&itana dle vzorce:

FRAP; (M) = (Aa, Fl/Aa F€*) x 10

Kde Aa Fl je znena veasovém intervalu t (4 a 60 minut) vztazena k temtéviatce
pii koncentraci 1x18 M a Aa F€' je zména absorbance ve stejnéfasovém intervalu
vztazend na Zeleznaté iontyi stejné koncentraci. Jako standardy byly vyuZihamé
antioxidanty, jako je trolox, askorbova kyselindae(+)-katechin.

Statisticka analyza byla vyhodnocena za uZziti ss@wSigmaPlot 2002 pro Windows verze
8.0.

Pristroje

Jedna se 0 FRAP metodu modifikovanou za vyuikradesttek. Destiky typu P
400ul, byly ziskany od firmy Fisher. VSechn&ieni prokthla na pistroji Microplate reader
(Anthos 2010).

FOTOTOXICKA AKTIVITA

Pro owiovani fotosenzibilizénich vlastnosti testovanych latek se na Kiasted
farmaceutické botaniky a ekologie provadi test, Zivajici experimentalni metodiku
screeningového testovani pomdcibifex tubifexMull. U kazdé testované latky jsou nejprve
provedeny pedhEzné texty, které slouzi k odhadu citlivosti testo#ao organismu k danému
toxinu. Ri predk®Zznych testech se zkouma SirSi rozsah koncentradie Rejich vysledk se

zvoli oblast koncentraci k vlastnimu testovani talty i nejvysSi koncentraci reagovaly

e
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Popis testu

Vlastni test probih& ve 24jamkovych mikrotétnéch destikach, coz pla odpovida
nejnowjSim trendim v ekotoxikologii a screeningové toxikologiiitvec, tj. miniaturizace
uspdgadani, Uspora experimentalnich orgariissmzarové daleko menSi spiba nez je id
klasickém uspi@dani v Petriho miskéach.

Pri kazdém pokusu je zaroes fotosenzibilizujicimi latkami testovan MnJhko

standardni toxin, ktery éuje standardnost experimentalnich orgaridtm

Testovany organismus

RiSe: Animalia (Ziveichové)
Kmen: Annelida (krouzkovci)
Tiida: Oligochaeta (mala&inatci)
Rad:  Tubificida

Celed: Tubificidae (nignkoviti)
Druh: Tubifex tubife¥

Obr. 3(stereomikroskop, #titko 20 : 1§*
Tubifex tubifexe chovan v akvariu s 6 cm vrstvou pisku a 8 ciyv&\Etelny rezim

den:noc je 10:14 hodin. Akvarium je 24 hodin deprovzdu#iovano, koncentrace kysliku je

8 mg/l, teplota 20 £ 2°C, pH 7,5 £ 0,1.
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Priprava testované latky
MnozZstvi toxinu odpovidajici nejvySSi koncentragicbnavazeno a rozpu$to v
zabrusoveé zkumavce v 2% roztoku dimethylsulfoxiduozpuseni byla vyuZzita ultrazvukovéa

> s

lazer. Z toho vzorku byly fipraveny roztoky o nizsi koncentraci tzvilgvym fednim.
Vlastni test

Na paéatku kazdého testovani byl proveden test se stdnttartoxinem - MnGl
24jamkova destka je vystavena gsobeni toxinu po dobu jedné hodiny celkem v Sesti
koncentracich aréch paralelnich stanovenich. Po uplynuti stanodi je vyhodnocena
mortalita. Na zakla#l ziskani standardnich vysladle @istoupeno k vlastnimu testovani.
Pripravime koncentini fadu alespiv 12 fedEni, které je dosazeno postupnyi@dEnim
vychoziho koncentratu testované latky. Do kazdékjamikrotitraéni destéky umistime 6
jedinci. Pod stereomikroskopem &fime jejich nezavadnost a vitalitu. Poslézédf@me
testovany toxin. R kaZzdém experimentu jsou zachovany kontroly jedlinbez
fotosenzibiliz&nich latek a zarowei temnostni kontrolu, tj. vliv fototoxinbez UV z&eni. Po
zvolené dob ozaovéani dochazi ihned k vyhodnoceni pod stereomikinosk.

Existuje vice hodnoticich parametV naSem fpac byly zvoleny dva endpointy —
mortalita a poSkozeni.

Po vyhodnoceni mortality standardniho toxinu (Mn€lchlorid manganaty, jehoz
indexy akutni toxicity byly stanoveny dlouhodobytadovanim. Eg, MnCl, byla stanovena
68, 04 mmol/l) bylo fistoupeno k vlastnimu testovani. Do dvou 24jamkawyikrotitracnich
desttek byl gidan nadedny fototoxin tak, Ze byla vytienafada 12 koncentraci véeth
paralelnich stanovenich. Mikrotitnai desttky byly umistny pod UV lampu (366 nm; 0,3
W.cnf) za standardni teploty 20 + 0,5°C. Na konci zvélatoby ozeovani byl pokus
vyhodnocen a vysledky zapsany do tabulky §t@ch mrtvychsi poskozenych jediric®
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6.1.

6.1.1.

6.1.2.

6.1.3.

6.1.4.

EXPERIMENTALNI CAST

CHEMIKALIE, CHROMATOGRAFICKY MATERIAL A
PRISTROJE

ROZPOUSTEDLA

Aqua destillata
Chloroform p.a. (CHG)
Ethanol 96% (Et-OH)

CHEMIKALIE

2,2-difeny-1-pikryl hydrazyl radikal (DPPH)
2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin (TPTZ)
Vanilin

Kyselina chlorista

CHROMATOGRAFICKY MATERIAL

TLC hlinikova félie silikagel 60 F254 20x20 cm, tkka vrstvy 0,2 mm (Merk)
Silufol UV 254/366 — 150x150 mm (Kavalier Sazava)

PRISTROJE

Vakuova odparka Buichi Rotavapor R-114

P¥{stroj na néteni antioxidani aktivity FIA Lab®

Pristroj na ngieni antioxidani aktivity Microplate reader (Athos 2010)
UV lampa CAMAG

Ultrazvukova laze SONOREX SUPER 10P (Bandelin)

Analytické vahy HR-120
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6.1.5.

6.1.6.

6.2.

VYVIJECI SOUSTAVY

S1: Et-OH : CHC} 85:15
S2: CHCL; : Et-OH 85:15
S3: CHCl; : Et-OH 8:2
S4: CHCl; : Et-OH 5:5

DETEKCNI CINIDLA

D1: UV A = 254 nm

Chromatogram byl prohlédnut pod UV lampoti ginové délce 254 nm. Pozitivni
reakce se projevuje vznikemizreé tmavych skvrn, ve kterych je zhaSen fluoreskujici
luminofor vrstvy chromatogramu. Na chromatogramgtiu tmavé skvrny obtazeny tuzkou

O.

D2: UV X =365 nm
Chromatogram byl prohlédnut pod UV lampoti yinové délce 365 nm. Pozitivni
reakce se projevuje vznikem fluoreskujicich skvimneho zabarveni. Na chromatogramech

jsou skvrny obtazeny tuzkau

D3: Vanilinovécinidlo
Cinidlo bylo pripraveno &sre pied detekci smisenim 1% roztoku vanilinu v 95% Et-
OH s 3% kyselinou chloristou v p@nu 1 : 1. Po posiku byl chromatogram zdfvan i

teplo& 120°C asi 7 minut. Pozitivni reakce se projevi vznikeézmg barevnych skvrA®

POSTUP RIPRAVY EXTRAKTU

Ve své rigordzni praci jsem navazovala na praci.Myzany Novosadové a dale
zpracovavala butanolové frakce, které nebylygjésstovany. Bylo postupovano nasledujicim
zpisobem. 500 g ususenych tigtlun€nice bylo macerovano 3 dny 3 litry vody. Poté byly
listy Zdimany pes gazu i busitou vatu a bylo ziskano 1 650 ml extraktu. Ten tgle
vyttepavan nejive dichlormethanem (postup A) a pak také chloraBm (postup B).
Spojenim vodnych vrstev pgepéni dichlormethanem a chloroformem byl ziskanlp&tery
byl dale vytepavan butanolem v panu 1 : 1. Takto ziskany butanolovy podil byl otgrana
vakuové odparce a bylo ziskano 14,2601 g suchélparkd. Ten byl ve forgh roz€ru
nanesen na kolonu (délka kolony 80 cmjmr 5 cm; sloupec silikagelu 70 cm) a kolona

byla vymyvana CHGIse zvySujicim se procentem Et-OH. Takto bylo zisk&3 frakci a také
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6.3.

byla provedena orientai TLC. PodrobySi popis pipravy extraktu a chromatogramy jsou
uvedeny v Rigorézni praci Mgr. Z. Novosaddvé.
Frakce, které byly na zakladrLC vhodné, byly dale zpracovany a vysledky jsou

obsahem této rigor6zni préace.

ZPRACOVAVANI FRAKCI

Protoze butanolové frakce nebyly zpracovany okamdaslo k odp#eni rozpousidla
a na stnach zkumavektstaly latky ve formy krystalla nebo prasku stle Zluté, oranzové
barvy; pop. jako mastné kapky Zluto-oranZzové barvy. Po zhodnb TLC byly déale

zpracovany nasleduijici frakce.

Frakce 8, 9, 10byly rozpu&ny v CHCE, naneseny na chromatogram a vyvijeny
v sousta¥ S2. Podle vysledk orient&ni TLC byly tyto frakce spojeny a odfgay na
vakuové odparce do sucha (m = 55, 5 mg). Vzorek gmdtenimV 8-10 byl testovan na

fototoxickou aktivitu.

Frakcel5 a21 byly rozpusny v 20% Et-OH, naneseny na chromatogram a vyvijeny

v sousta¥ S3. Bylo zji¥ovano, zda fjde spojit frakce 15 az 21 adld je néasleds

preparativni chromatografii.

Soustava: S1

Draha: 10 cm

Komora: nasycena (30 min po naliti)
Vyvijeni: 1x

Detekce: D1, D2, D3

Obr. 3
Tento chromatogram ukazal, Ze frakce obsahigné latky a spojeni neni vhodné.
Proto byly na chromatogram naneseny k fra&jest frakce16, 17 (ok¢ rozpusény v 20%

Et-OH) spolu s kyselinou kavovou.
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Soustava: S3

Draha: 10 cm

Komora: nasycena (30 min po naliti)
Vyvijeni: 1x

Detekce: D1, D2, D3

Obr. 4

Po zhodnoceni tohoto chromatogramu bylo rozhodni®, dleni preparativni

chromatografii by nebylo efektivni. Ve frakcich genoho latek a ziskany ek by byl
velmi maly. Proto byly frakce spojeny a odgay na vakuové odparce do sucha (m = 61,1
mg). Vzorek pod ozri@nimV 15-17 byl testovan na antioxidai aktivitu metodou SIA, dle
vysledki pak i metodou FRAP, ro¥#a byl vzorek testovan na fototoxickou aktivitu.
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Frakce 29 a 31 byly rozpustny v Et-OH, naneseny na chromatogram a vyvijeny

v sousta¥ S4. Spolu s nimi byl nanesen pro srovnani i stabt

Soustava: S3

Draha: 10 cm

Komora: nasycena (30 min po naliti)
Vyvijeni: 1x

Detekce: D1, D2, D3

Obr. 5
K témto frakcim byla fidana i frakce30, také rozpusna v Et-OH a vSechny frakce

byly spojeny, odp@ny na vakuové odparce (m = 49,9 mg) a takto ziskaorek byl pod
ozn&enim V 29-31 testovan na antioxidai aktivitu metodou SIA a dle vysletlkpak i
metodou FRAP.

Frakce38, 39, 40byly rozpustny v CHCk a Et-OH v porsru 1 : 1 a naneseny na

chromatogram.
1
Soustava: S1
Draha: 10 cm
Komora: nasycena (30 min po naliti)
Vyvijeni: 1x
Detekce: D1, D2, D3
Obr. 6
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Také frakce37 byla rozpudtna v CHC} a Et-OH v porru 1 : 1 a s frakcB8 byla
nanesena na chromatogram pro srovnani spolu srkyselleanolovou, palmitovou, kdvovou,

a-amyrinem, sitosterolem a glukézou (rozgustv 85% Et-OH).

Soustava: S2

Dréha: 10 cm

Komora: nasycend (30 min po naliti)
Vyvijeni: 1x

Detekce: D1, D2, D3

Obr. 7

Frakce38 byla ve fornd swtle zlutého prasku, a protoze se jevila jako |&tkdativre
Cistd" (Obr. 6), bylacast pod ozngnim V 38 odeslana na rozbor pomoci plynové
chromatografie. Druh&ast byla testovana na antioxidé aktivitu metodou SIA.
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Po zhodnoceni chromatogramu (Obr. 6) byly fraB8ea 40 spojeny, rozpushy v 2
ml Et-OH (sonikace 1 min) a dalSgldni probihalo pomoci preparativni chromatografie.
Celkem bylo naneseno 18 chromatogiiakteré byly vyvijeny v soust&vS1. Po vyjmuti a
vysuseni chromatogramu byly pod UV lampou &emy jednotlivé rozélené latky (zony).
e Pod UV 254 nm zakresleny 2 zény
1. zobna (bliZze startu) — tmava, zhasi fluorescenci
2. zOna - sutle fialovd, slabji zhasi fluorescenci
» Pod UV 365 nm zakresleny 2 zény
1. zbna - s#tle fialova
2. zOna - s¥tle fialova
Chromatogramy byly pak roz@tany na jednotlivé zony, které byly ratehy do
kadinek s Et-OH a CHEV pontru 8,5 : 1,5 a 10 minut pri@pavany, aby doslo k uvani
vyizolované latky z félie. Pak byla tekutina zfiltrina do vytarovanych a ozmaych badk a
odpdena do sucha na vakuoveé odparce.
* Porozstihani
kadinkal: 1. zéna + 60 ml Et-OH : CHEV pon€ru 8,5 : 1,5
kadinka2: 2. zéna + 50 ml Et-OH : CHEV pon€ru 8,5 : 1,5
» Po odpé#eni vaha latek
1: m; = 0,0033 g
2: mp; =0,0034 g

Tyto dw& vyizolované latky byly rozpu&hy v Et-OH : CHC} v poréru 8,5 : 1,5 a

naneseny na chromatogramy. Na Obr. 5 spolu s kyrekavovou a sitosterolem.

$
L
? Soustava: S1
Draha: 10 cm
Komora: nasycena (30 min po naliti)
‘ , Vyvijeni: 1x
Detekce: D1, D2, D3
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Na Obr. 9 spolu s flavonoidy kvercetinem a rutinem.

Soustava: S1

Dréha: 10 cm

Komora: nasycena (30 min po naliti)
Vyvijeni: 1x

Detekce: D1, D2, D3

Po ogtovném odpgeni do sucha na vakuové odparce byla latka 1 po&eaim
V 39-40/1odeslana na rozbor pomoci NMR. Latka 2 byla pothgenimV 39-40/2testovana
na antioxidani aktivitu metodou SIA.

Pro gehlednost jsou dale uvedeny ndzvy frakci a jakyfisapem byly dale testovany:
« V8-10 (m =55,5mg) fototoxicita
e V15-17 (m=5,9mg) antioxidai aktivita metodou SIA; dle ziskanych
vysledki i alternativni metodou FRAP
(m=49 mg) fototoxicita
+ V2931 (m=49,9 mg) antioxidai aktivita metodou SIA; dle ziskanych
vysledk i alternativni metodou FRAP
e V38 (m=3,1mg) analyza pomoci plynové chromatogrg®€)
(m=4,1mg) antioxidai aktivita metodou SIA
eV 39-40/1 (m=3,3mg) analyza pomoci nuklearni magnetiekénance
(NMR)
* V 39-40/2 (m=3,4mg) antioxidai aktivita metodou SIA
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7.1.

7.1.1.

VYSLEKY M ERENI

VYSLEDKY M ERENi ANTIOXIDA CNi AKTIVITY

Méteni antioxidani aktivity probihalo na Kated farmaceutické botaniky a ekologie,

pri laboratorni tepldt 21°C.

METODA SIA
Méteni probihalo na systému pro seksmininjekeni analyzu (SIA) FIA Laf 3000.

Zatizeni je propojeno s piacem a prosednictvim programu FIA Lab for Windows 5.0 se

cely proces analyzidi. V nasledujici tabulce jsou uvedeny géemé hodnoty.

Tab. 1

Nazev frakce Naméiené hodnoty Pramér
0,4086
Slepy vzorek 0,3957 0,4012
0,3994

Tab. 2.1

Pokles
i Koncentrace | Namérené
Nazev frakce Prumér absorbance
(mg/ml) hodnoty o

v %

0,3751
1 0,3755 0,3764 6,19
0,3785
0,3815
0,5 0,3826 0,3815 4,92
Bu-OH 0,3803
V 15-17 0,3928
0,25 0,4031 0,3953 1,64
0,3899

0,1
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Tab. 2.2
Pokles
Koncentrace | Namérené
Nazev frakce Prumér absorbance
(mg/ml) hodnoty
Vv %
0,4546
1 0,4403 0,4469 0,0
0,4459
0,5
Bu-OH
V 29-31
0,25
0,1
Tab. 2.3
Pokles
Koncentrace | Namérené
Nazev frakce Pramér absorbance
(mg/ml) hodnoty
v %
0,3727
1 0,3718 0,3761 6,26
0,3837
0,385
0,5 0,3934 0,3869 3,56
Bu-OH 0,3823
V 38 0,3939
0,25 0,3915 0,3934 1,94
0,3949
0,4473
0,1 0,4021 0,4131 0,94
0,3899
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1.2.

Tab. 2.4
Pokles
Koncentrace | Namérené
Nazev frakce Prumér absorbance
(mg/ml) hodnoty
Vv %

0,3853
1 0,3853 0,3813 4,97

0,3732

0,3765
0,5 0,3875 0,3793 5,45

Bu-OH 0,374

V 39-40/2 0,3821
0,25 0,3789 0,3851 3,44

0,3943

0,1

U Zadného z testovanych vzarkebyl zaznamenan vyznamny pokles absorbance. U
v3ech je tedy E§& > 1 mg/ml. Na zaklattéchto ziskanych vysledk nebyly dale vzorky

testovany na antioxidai aktivitu alternativni metodou FRAP.

VYSLEDKY M ERENI FOTOTOXICKE AKTIVITY

Testovani fototoxické aktivity probihalo na Katedfarmaceutické botaniky a
ekologie i teplot 21°C.

Den ped pokusem bylo z chovu ofldno dostatené mnozstvi malo&tinatol
potrebnych pro experiment. Nitky byly 24 hodin ped pokusem nekrmeny a udrZzovary p
konstantni tepl@t 20 °C. Pro pokus byli vybrani dosip jedinci v rozmezi 0,0140 — 0,020 g.
Vysledky byly odéteny bezprosedre po pokusech okulometricky pod mikroskopem. Byla
hodnocena mortalita a poSkozeni orgaiisrdarovei byly vyhodnocovany i temnostni
kontroly, tj. desttky, v nichZz se nachazela fotosenzibilizujici latikg nebyly vystaveny UV

z&eni. Hodnoty uvedené v nasledujicich tabulkach jsomeérem ze 3 néreni.
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Tab. 3 FrakceV 8-10

H Koncentrace vzorku (mg/ml)
3 7,5 3,75 1,875 0,9375 0,4688 0,2344
Oz 100% 100% 0% 100% 0% 17%
M P M P M P
0.5 K 0% 33%
M P
. 100% 100% 50% 100% 17% 509
M P M P M P
1 K 0% 66%
M P
Or 100% | 100% 66% 100% 50% 1009
M P M P M P
2 K 0% 100% 0% 17%
M P M P
. 100% 100% 66% 100% 50% 100¢
M P M P M P
3 0% 100% 0% 17%
« M P M P

Pozn.: Oz - ozé&ni pod UV lampou (366 hm)

K — kontrola (destiky, které nebyly vystaveny UV &ni)

P — poSkozentubifex tubifex

M — mortalitaTubifex tubifex

U frakceV 8-10byly zjistny tyto hodnoty. B koncentraci 7,5 mg/ml byla mortalita i
po3kozeni i po 3 hodinach 100%. U koncentrace @@#nl bylo po 0,5 hod po3kozeni 100%,

ale mortalita nulova. Po 1 hod uZ byla mortalitb@ poSkozeni stadle 100%. Po 2 hod

mortalita vzrostla na 66%, poSkozeni byl@&tp00%. Stejné hodnoty byly ziskany i po 3 hod.

U koncentrace 1,875 mg/ml bylo po 0,5 hod poSkozemize 17% s nulovou mortalitou

nittnek. Po 1 hod v3ak uz bylo poSkozeni 50% a matdlit%. Po 2 a 3 hodinach byly

vysledky stejné — poskozeni 100% a mortalita 509%SiNkoncentrace 0,9375 mg/ml, 0,4688

mg/ml a 0,2344 mg/ml nevykazaly fototoxicitu (Viab. 3 geSkrknuté biiky).

Z vysledki testu vyplyva, Ze frakce Bu-OW 8-10 je fototoxicka i toxické pro jedince

Tubifex tubifex

-44 -



7. Vysledky ngteni

Tab. 4 FrakceV 15-17

H Koncentrace vzorku (mg/ml)
3 7,5 3,75 1,875 0,9375 0,4688 0,2344
. 100% 100% 0% 100% 0% 17%
0.5 M P M P M P
K 0% 100% 0% 17%
M P M P
. 100% 100% 83% 100% 50% 100%
1 M P M P M P
K 66% 100% 0% 83%
M P M P
Or 100% | 100% 83% 100% 50% 100%
) M P M P M P
K 100% | 100% 0% 83%
M P M P
. 100% 100% 83% 100% 50% 100%
3 M P M P M P
K 100% 100% 0% 83%
M P M P

Pozn.: Oz - ozé&ni pod UV lampou (366 hm)
K — kontrola (destiky, které nebyly vystaveny UV &ni)
P — poSkozentubifex tubifex

M — mortalitaTubifex tubifex

FrakceV 15-17 vykazala tyto hodnoty. iPkoncentraci 7,5 mg/ml byla mortalita i
poskozeni i po 3 hodinach 100%. U koncentrace 8@l bylo po 0,5 hod poSkozeni 100%,
ale mortalita nulova. Po 1 hod uz byla mortalit&88 poSkozeni stale 100%. Stejné vysledky
— tedy 100% poSkozeni s 83% mortalitou, byly &&my i po 2 a 3 hodinach. U koncentrace
1,875 mg/ml bylo po 0,5 hod poskozeni pouze 17%@vwou mortalitouTubifex tubifexPo 1
hod v8ak mortalita vzrostla na 50% a poSkozeni b9@Pb6. Stejné vysledky byly &pi po 2 a
3 hodinéach. Nizsi koncentrace 0,9375 mg/ml, 0,4688ml a 0,2344 mg/ml nevykazaly
fototoxicitu (viz. Tab. 4 feSkrknuté biiky).

Z vysledki testu vyplyva, Ze frakce Bu-OMW 15-17 je také fototoxicka i toxicka pro

jedinceTubifex tubifex
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7.3. VYSLEDKY ANALYZY FRAKCE V 39-40/1 POMOCI NMR

Analyza frakceV 39-40/1bude provedena ve spolupréaci s Katedrou anorgarack
organické chemie a to pomoci nukleélni magnetiekémance. V dabsepisovani této prace

vSak nebyla analyza frakce je§irovedena, a proto zde nebudou vysledky uvedeny.

7.4. VYSLEDKY ANALYZY FRAKCE V 38 POMOCI GC

Analyza frakceV 38 byla provedena na Geronto-metabolické klinice Raku
nemocnice v Hradci Kralové. Rozbor pomoci plynovgomatografie s plamenoionigs

detekci vSak neprokazal Zadné zastoupeni mastrygetirk
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Cilem této rigorézni prace bylo navazat na vyzkuavadckny v pribéhu Rigordzni
prace Mgr. Zuzany Novosadové (2006) na Kaethrmaceutické botaniky a ekologie v
Hradci Krélové. Zvolené frakce byly dale zpracovantaké byly testovany jejich biologické
Gcinky. Testovany butanolovy podil byl ziskan z 50Qigusenych list slun€nice pomoci
macerace a vigpavani do tzré polarnich rozpoustlel. Na zagr byl butanolovy podil
podroben chromatografickémuldni na kolo#, které dalo vzniknout 43 frakcim. Ty, které
byly na zaklad orient&ni TLC vhodné, byly dale zpracovany.

Pomoci preparativni chromatografie byly na zaklakdodnoceni chromatogramu (viz
Obr. 6) zpracovany argisteny spojené frakc®9, 40. Timto zpisobem byly ziskany @v
latky. Prvni pod ozngenimV 39-40/1 byla zaslana na analyzu pomoci NMR na Katedru
anorganické a organické chemie. V 8addepisovani této prace vSak nebyla analyza jest
provedena a tak zde vysledky rozboru chybi. Dri#tikal pod ozngenimV 39-40/2 byla
testovana na antioxidai aktivitu (viz dale).

Také frakce 15, 16, 17 ngly byt d€leny pomoci preparativni chromatografie.
Orientani TLC (viz Obr. 4) v8ak ukazala, Ze takto postugiovy nebylo efektivni. Frakce
obsahuji mnoho latek a ziskany &gk by byl velmi maly. Proto byly frakce spojenyad
ozna&enimV 15-17byly testovany na antioxidai i fototoxickou aktivitu.

Frakce38 byla ve fornd swtle Zlutého prasku, a protoZe se jevila jako latiedativné
¢istd" (Obr. 6), bylacast pod ozngenim V 38 odeslana na rozbor pomoci plynové
chromatografie na Geronto-metabolickou kliniku H&kiu nemocnice v Hradci Kralové.
Provedena analyza vSak nepotvrdila Zadndemnost mastnych kyselin.

Méreni antioxidani aktivity a fototoxicity bylo provedeno na Katedfarmaceutické
botaniky a ekologie. Pro ¢feni antioxidani aktivity metodou SIA, byl pro nasledny vyisd
EGCs, dalezZity, zejména pokles absorbance u jednotlivyctioteanych vzork (viz Tab. 2.1,
2.2, 2.3 a 2.4). Z vysledkale vyplyva, Ze Zadny z testovanych vZokk 15-17, V 29-31, V
38 aV 39-40/2nevykazal vyznamny pokles absorbance a tudiZz neanéipxida&ni aktivitu
(ECso > 1 mg/ml u vSech testovanych vzaykNa zéklad téchto vysledk nebyly dale vzorky
testovany na antioxidai aktivitu alternativni metodou FRAP.

K oweteni fotosenzibilizéni vlastnosti frakciV 8-10 a V 15-17 byla pouZita
experimentdlni metodika screeningového testovanimopd Tubifex tubifex Do
mikrotitracnich destiek byl k 6 jediném Tubifex tubifexptidan testovany toxin a nasledovalo
oz&eni pod UV lampou (366 nm). Na konci zvolené dobgtavani byla hodnocen mortalita

a posSkozeni organisn Test prokazal, Ze ébfrakceV 8-10 a V 15-17 jsou fototoxické i
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toxické pro jedinceTubifex tubifexa da se tedy ipdpokladat, Ze mohou obsahovat

seskviterpenické laktony a byt fototoxické i toxéakpro dalSi druhy organism
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10.

ABSTRAKT

Ma rigorézni prace se tykala zpracovani butanolbviyakci listi taxonuHelianthus
annuusL. za doprovodu biologickych tést- jednalo se o testy na antioxida aktivitu
(DPPH test) a test na fototoxickou aktivitu.

Frakce V 8-10 a V 15-17 jsou fototoxické i toxigh jedinceTubifex tubifexa da se

piedpokladat, Ze fife obsahovat seskviterpenické laktony a byt foiok@xi toxické i pro

dalsi druhy organistn Antioxidani aktivita nebyla u Zadné z frakci potvrzena.
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11. ABSTRACT

My rigorous thesis was intend on elaboration ofahot fractions ofHelianthus

annuusL. leaves and simultaneously biological tests wimee — antioxidant activity (DPPH

test) and fototoxic activity.
The Fractions V 8-10 a V 15-17 are fototoxic aneytlare toxic forTubifex tubifex

organism too. We suppose the presence of seskefiteigh lactones and therefore it can be

fotoxic and toxic for next species of organismstiéxidant activity wasn't proved.
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