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Abstrakt

Vanda Neradiova

Biologicky aktivni latky v druzich rodu Rheum vyuZivanych v tradi¢ni asijské
mediciné

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Odborny pracovnik v laboratornich metodach

Cil prace

Cilem této prace bylo stanovit obsahové latky a jejich mnozstvi ve dvou druzich
rodu Rheum (R. acuminatum Hook. f. & Thomson a R. australe D. Don) a porovnat, do
jaké miry se tyto druhy li$i v mnozstvi obsahovych latek. Dal§im kritériem, podle
kterého byly tyto druhy srovnavany, bylo misto jejich pivodu. Srovnavala jsme tyto dva
druhy rostouci ve svém piirozeném prostfedi — Himalajich a péstované v Ceské

republice.
Metody

Ke stanoveni obsahovych latek a jejich kvantitativnimu stanoveni jsem
pouzivala vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii s UV a fluorescencni detekci.
Vzorky jsem porovnavala pomoci retenc¢nich faktorti a retencnich ¢ast standardt. Dale
jsem provadéla izolaci a identifikaci pravdépodobného physcionu hmotnostni

spektrometrii.
Vysledky

Pfi kvalitativni analyze anthrachinond jsem stanovila aloe — emodin, emodin,
chrysophanol, physcion a rhein a analyzou stilbenil piceatannol a resveratrol.

V druhu R. acuminatum bylo zjisténo vys$$i zastoupeni anthrachinoni oproti R.
australe. Pfi srovnavani obsahu stilbenti, bylo nutné zvlast' hodnotit piceatannol, jehoz
mnozstvi bylo vys$si v R. australe. Mnozstvi resveratrolu se lisilo i v souvislosti
S mistem plvodu. Vzorky z Nepalu obsahovaly vys$§i mnoZstvi resveratrolu v R.

australe, zatimco vzorky z Prithonic obsahovaly resveratrolu vice v R. acuminatum.



Pfi srovnavani druhti, v zavislosti na jejich misté plvodu, bylo zjisténo, ze
mnozstvi anthrachinonti bylo vyss$i u vzorki z Nepalu. Obsah stilbentl byl naopak vyssi
ve vzorcich z Prihonic.

Zavéry
Porovnanim druh R. acuminatum a R. australe byly zjistény zna¢né rozdily

v mnozstvi jejich obsahovych latek a byl prokazan také vliv prostiedi, ve kterém rostou.
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Biologically active substances in the genus of Rheum species used in traditional
Asian medicine

Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Specialist in laboratory methods

Background

The goal of this study was to determine content substances and their quantity in
two different species of genus Rheum and compare to what extent these two species
differ in a number of content substances. Another criterion by which these species were
compared was their place of origin. | have compared a species growing in its natural
environment in the Himalayas with a second species growing in the Czech Republic.

Methods

For determination of content substances and their quantitative determination high
— performance liquid chromatography with UV and fluorescent detection was used.
Samples were compared with retention factors and retention times of standards.
Furthermore, isolation and identification of probable physcion was carried out using
mass spectrometry.

Results

By qualitative analysis of antraquinones, aloe — emodin, emodin, chrysophanol,
physcion and rhein were determined and by analysis of stilbenes piceatannol and
resveratrol were determined. Type R. acuminatum had greater representation of
antharaquinons compared to R. australe. When comparing content of stilbenes, it was
necessary to separately evaluate piceatannol and resveratrol, as the amount of resveratrol
depends on the place of origin. The amount of piceatannol was higher in the R. australe
species. Looking at the place of origin, samples from Nepal contained a higher amount
of resveratrol in R. australe, while samples from Pruhonice contained a higher amount

of resveratrol in R. acuminatum.



When comparing these species based on their place of origin, it was found that
the quantity of anthraquinones was higher in the samples from Nepal. Conversely, the
content of silbenes was higher in the samples from Pruhonice.

Conslusinos

By comparing species R. acuminatum and R. australe significant differences
were found in the amount of content substances and it was proven that the environment

in which the species grow also has its influence.



Seznam zkratek

CAS
DMSO
FD

GC
Glc
HPLC
IR

LD

LQ
Me
MS
NMR
PCA
TCM
TMAH
uv

Chemical Abstracts Service, registracni ¢islo chemické latky
dimethylsulfoxid

fluorescencni detektor

plynové chromatografie

glukoza

vysokoucinna kapalinova chromatografie

infraCervena (infrared)

limit detekce

limit stanovitelnosti

methyl

hmotnostni spektrometrie

nuklearni magneticka rezonance

analyza hlavnich komponent (Principal Component Analysis)
Tradi¢ni ¢inska medicina

tetramethyl amonium pentahydrat

ultrafialova (ultraviolet)
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1 Uvod a zadani prace

V soucasné dobé se stale vice setkdvame s alternativnimi lécebnymi metodami.
Jednou z hlavnich oblasti, ktera tyto alternativni pfistupy vyuziva, je vychodni medicina,
ktera zahrnuje piedeviim Tradiéni Cinskou Medicinu (TCM), Tibetskou medicinu,
Indonéskou medicinu, Korejskou medicinu a fadu dalsich asijskych medicin. Tisicileta
historie vychodni mediciny dokazuje Gcelnost jejiho pouzivani nejen v oblasti dalného
vychodu, ale i na celém svété (1, 2).

Vychodni medicina ve svych lé€ebnych metodach vyuzivd zejména ptirodnich
zdrojt, rostlinnych i zivoéisnych. Mezi rostliny vyuzivané k 1écebnym ucelim patii i
rod Rheum, ktery je ve vychodni mediciné vyuzivan po tisice let. Rebarbor, jak jsou
rostliny tohoto rodu téz nazyvany, je znamo piiblizn¢ 50 druhti. Pfirozenym arealem
vyskytu je alpinské pasmo, v Himalajich, ale rozsifeny jsou také v Cing, na blizkém
vychodég, jiznim Povolzi a Bulharsku. V dnesni dob¢ jsou vSak péstovany 1 mimo své
piirozené prostiedi témét po celém svété (3).

V asijské mediciné se rebarbory vyuzivaji pro svij projimavy uéinek, jako
zaludeéni tonikum, dale maji ucinek protizanétlivy, antipsychoticky, hemostaticky, jsou
vyuzivany jako antioxidant a byla u nich prokazana také protinadorova aktivita (3, 4, 5).

Za nejucinngjsi latky obsazené v rostlinach rodu Rheum jsou povazovany
fenolické latky jako napiiklad anthrachinony a stilbeny, které se nachazi zejména
Vv kofenech rostlin. Obsah téchto latek se v jednotlivych druzich mize znaén¢ lisit. Vliv
na pritomnost obsahovych latek ma i prosttedi, ve kterém rostliny rostou. V této praci
jsem se proto zabyvala analyzou obsahovych latek a porovnavala jejich mnozstvi ve
dvou druzich — Rheum acuminatum Hook. f. & Thomson a Rheum australe D. Don.
Dale jsem srovndvala vzorky téchto dvou druhil rostouci ve svém piirozeném prostiedi —
Himalajich a p&stovanych u nas v Ceské republice. Cilem bylo zjistit, jak moc se tyto
druhy 1i8i v mnozstvi obsahovych latek a zda rostliny, které jsou pé€stované mimo své
piirozené prostiedi, maji srovnatelny obsah G¢innych latek a mohou tak mit i stejné

medicinské vyuziti.
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2 Teoreticka cast

2.1 Rostliny rodu Rheum Linnaeus Sp. PI.

2.1.1 Synonyma a klasifikace rodu Rheum

Synonyma
Cesky nazev: reven (Rebarbora)

Farmaceuticky nazev: Radix et Rhizoma Rhei

Cinsky nazev: da huang shu, X&E&E

Bao Bojian, 2 {HE

Klasifikace

Rige: Rostliny (Plantae)

Odd¢leni: Rostliny krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida: Vyssi dvoudélozné (Magnoliapsida)
Rad: Rdesnotvaré (Polygonales)

Celed”: Rdesnovité (Polygonaceae)

Rod: Reven (Rheum)

2.1.2 Taxonomie a botanicka charakteristika

Rheum (revené, Rebarbory) je rod pattici do fadu rdesnotvaré (Polygonales).
Jsou to vytrvalé byliny piivodem z Ciny a Tibetu (6, 7).

Stonek byva silny, duty a u n€kterych druhii s jemnymi chloupky. Oddenky a
koteny jsou tlusté a dfevnaté s dlouhymi vedlejSimi kofeny a oddenkovymi hlizami (7,

8).
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Listy jsou jednoduché, celistvé i dlanité ¢lenéné, srd¢itého tvaru, ptizemni listy
byvaji napadné velké, dlouze tapikaté a rapiky silné. Na bazi listu se nachazi 5 — 7 zil (7,
8).

Rostliny rodu Rheum jsou jednodomé s oboupohlavnymi kvéty. Kvétenstvi byva
obvykle jednoduché nebo rozvétvené, jehlancovitého tvaru, podobné laté. Kvéty jsou
tvorené Sesti okveétnimi listky, které jsou volné nebo na bazi nepatrné srostlé. TycCinek
byva 9, ve dvou kruzich — vnéjsi kruh s 6-ti a vnitini kruh se 3-mi tycinkami, jeden
semenik, 2 az 4 ¢nélky s kulovitymi bliznami. Plodem je trojhrannd, kiidlata nazka (6, 8,
9).

Obr. 1: Rheum - 1 rist rostliny, 2 stonek listu, 3 kvétenstvi, 4 kvét, 5 plod

Jednotlivé druhy se od sebe lisi predevSim vyskou, velikosti listh a barvou a
velikosti kvétd. Z vice nez 50 druhti rodu Rheum zminme napiiklad: Rheum
compactum L. dortstajici délky 1 m, €epel listu ma ptiblizné 30cm a okvétni listky jsou
svétle zluté, velikosti asi 2 mm. R. kialense Franch. (Obr. 5: A) dorustajici asi 55 cm,
listy ma velké asi 11 x 8,5 cm, kvéty byvaji fialové nebo svétle zelené a maji fialovo -
Cervené prasniky. R. nobile Hook. f. & Thomson (Obr. 5: B) dortustajici kolem 2 m,
Cepel listu je velka az 30 cm a distalni listy se smérem nahoru zmenSuji a jejich barva
postupné prechdzi ve svétle sldmovou s riZzovymi okraji. Lata je ptiblizn€ 9 cm dlouha
s5 — 9 kvéty, které maji zluto — zelenou barvu. R. officinale Baill. (Obr. 5: C)
dorustajici velikosti 1,5 — 2 m a jeji listy méfi az 50 cm. Lata je velka, slozena z hustych,

klasovité slozenych hroznii drobnych, zlutavé bilych kvét. Kvéty maji 5 — 6 okvétnich
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listku a 9 ty¢inek. R. palmatum L. doristajici 2 — 2,5 m a jeji listy jsou az 1 m dlouhé.
Kvéty jsou drobné a maji bélavé nebo Cervené zbarveni. R. rhabarbarum L. dordstajici
ptiblizné 150 cm a listy jsou dlouhé 90 cm. Okvétni listky jsou Zlutavé, dlouhé 1,5 — 2
mm. Do rodu Rheum dale patii napi.: R. alexandrae Batalin, R. micranthum Samuel.,
R. rhaponticum L., R. tataricum L. f. a dalsi. V mé praci jsme se soustfedila na R.
acuminatum Hook. f. & Thomson a R. australe D. Don, které jsou blize popsany
v nasledujici kapitole. (7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17).

Obr. 2: A: Rheum kialense, B: Rheum nobile, C: Rheum officinale

2.2 Analyzované druhy rodu Rheum

Rheum acuminatum Hook. f. & Thomson a R. australe D. Don byly vybrany,
protoZe jsou vyuzivany v tradicni asijské medicing, ale jeden z nich (R. acuminatum)
neni pfili§ prozkoumany. Chtéla jsem proto tyto druhy srovnat, jak se 1isi v obsahovych

latkach.

2.2.1 Rheum acuminatum Hook. f. & Thomson

Cesky nazev: nema

Dalsi nazvy: Himalayan rhubarb, Ornamental rhubarb  (Anglicky),

TN M‘j(%f Xin ye da huang (Cinsky)

Je to bylina vysoka 50 — 80 cm. Pochazi ze stiedni Asie, Nepalu, Indie a Ciny.
Roste na svazich a v lesich 2800 - 4000 m nad moiem.
Listy jsou v pfizemni rizici 1 — 3. Rapik listu ma fialovo — &ervenou barvu a je

piiblizné stejné dlouhy jako cepel. Listy byvaji velké 13 — 20 x 12 — 19 cm, Siroce
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srdcovitého tvaru. Botka (= ocrea, ochrea - palisty nebo posevni ouska, srostld ve
valcovity blanity utvar, objimajici osu v mistech pfisedani fapiku) je velka asi 2 cm, lysa
nebo s jemnymi chloupky.

Kvéty jsou usporadané do laty, ktera je dvojité rozvétvend na stfedu, fidce
uspofadana a lysa. Jsou ve svazku po 10 a maji 6 kaliSnich cerveno - fialovych listkt.
Tyc¢inky jsou kratsi nez okvéti, méti asi 2 mm. Pras$niky maji cerno — fialové zbarveni.

Plody maji velikost 7 — 8 x 6,5 — 7 mm. K#idla plodu, jsou-li Cerstva, maji

fialovo — Cervené zbarveni (9, 18).

Obr. 3: Rheum acuminatum

2.2.2 Rheum australe D. Don

Synonyma: Rheum emodi Wall. ex Meisn.
Cesky nazev: reven jizni
—H= )
Dalsi nazvy: Hymalayan rhubarb (Anglicky), ﬂﬁﬁﬁﬂj(:g%f Zang bian da

huang (Cinsky), UaHAT Padamchaal (Nepalsky)

Rostlina doristd do vySky 0,7 — 2 m. Roste na travnatych svazich Nepdlu,

Myanmaru, Indie a Pakistanu, v nadmoiské vysce 3400 — 4300 m.
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Listy v pfizemni rizici maji fapik dlouhy ptiblizné 35 — 40. Cepel mize
dosahovat velikosti 20 — 50 x 18 — 40 cm. Vrchol listu byva tupy. Ostatni listy na stonku
jsou vejcité s velkou botkou.

Kvétenstvi je velké, dvojité nebo trojité rozvétvené. Kvéty maji fialovo —
cervenou barvu a jsou asi 2,5 — 3,5 mm Siroké. Plody jsou velikosti 9 — 10 x 7 — 8,5 cm.
Vajec¢nik ma kosodélnikovy nebo vejity tvar a blizna je zplostéla Kiidla plodu jsou

fialovo — ¢ervena (9, 19, 20).

i3
%\, Photo copyright Henriette Kress
http://www.henriettesherbal.com

Obr. 4: Rheum australe

2.3 Obsahové latky analyzovanych druhi rodu Rheum

Mezi obsahové latky rodu Rheum patii pfedevsim anthrachinony a jejich
glykosidy (60 - 80 %), anthronové C - glukosidy, stilbeny, fenolické kyseliny a dalsi
(16, 21).

2.3.1 Anthrachinony a jejich glykosidy

Anthrachinony jsou aromatické organické slouceniny, derivaty anthracenu.
V rostlinach tvofi zakladni kostru jejich pigmentt.
systematicky nazev:  anthracen - 9, 10 - dion

sumarni vzorec: C14Hg0O,
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Obr. 5: anthrachinon

Anthrachinonové glykosidy se skladaji z anthrachinonu a cukerné slozky.
Cukerna sloZka je nejcastéji glukdza a rhamnoza, které jsou vazané na prvnim, Sestém,
¢i osmém uhliku. Dals$i substituent byva obvykle v poloze 3. Obsah anthrachinonovych
latek se v rostlinich méni a to pfedev§im zastoupeni oxidovanych a redukovanych
forem latek. Tyto zmény se d&ji v priabéhu Zivota rostlin, ale také v prub&hu jejich

skladovani. (22, 23).

2.3.1.1 Aloe —emodin (1,8-Dihydroxy-3-(hydroxymethyl)anthrachinon)

Jeho relativni molekulova hmotnost je 270 a sumarni vzorec CisHigOs.
Registra¢ni ¢islo CAS (Chemical Abstracts Service) je 481-72-1. Je to fluorescenéni
slouc¢enina s maximalni excitacni vinovou délkou 410 nm a maximalni emisni vinovou
délkou 510 nm. Byl izolovan z Rheum coreanum jako oranzovo — zluté jehli¢ky, které

maji bod tani 223 — 224°C (24, 25, 26).

OH O OH

OH

Obr. 6: aloe — emodin
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2.3.1.2 Emodin (1, 3, 8 —tri hydroxy — 6 — methylanthrachinon)

Jeho relativni molekulova hmotnost je 270 a sumarni vzorec CisHigOs.
Registracni ¢islo CAS je 518-82-1. Je to sloucenina, ktera byla izolovana z Rheum
coreanum jako oranzové jehlicky. Bod tani emodinu je 264 - 265°C. Pti infracervené
spektroskopii (IR spektroskopie) jevi absorpei pii 3430 cm™ (OH), 2930 cm™ (C—H),
1684 cm™ (C=0), 1633 cm™ (chelatovych C=0), 1559 cm™, 1540 cm™ a 1480 cm™
(aromatickych C=0). UV spektroskopie ma absorp¢ni maxima pifi 221 nm, 289 nm a

443 nm. Struktura byla potvrzena nuklearni magnetickou rezonanci (NMR) (4, 27, 28).

OH O OH

OH

Obr. 7: emodin

2.3.1.3 Chrysophanol (1,8-Dihydroxy-3-methylanthrachinon)

Jeho relativni molekulova hmotnost je 254 a sumarni vzorec CisHy0O.,.
Registra¢ni ¢islo CAS je 481-74-3. Byl ziskan z Rheum coreanum jako zluté jehlicky.
Jeho bod tani je 196 - 197°C. IR spektroskopie dava signal pii 1626 cm™ (chelatovych
C=0), 1559 cm™, 1540 cm™, 1477 cm™ a 1456 cm™ (aromatickych C=0). UV ma
absorp¢ni maxima pti 225 nm, 256 nm, 277 nm, 287 nm a 429 nm. H-NMR a C-NMR
potvrzuji strukturu latky (27, 29).

OH o OH
o

Obr. 8: chrysophanol
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2.3.1.4 Physcion (1, 8 — dihydroxy — 3 — methoxy — 6 — methylanthrachinon)

Jeho relativni molekulova hmotnost je 284 a sumarni vzorec CiH;,0s.
Registracni ¢islo CAS je 521-61-9. Byl izolovan z Rheum coreanum jako oranzové
jehlicky. Bod tani je 207 - 208°C. Pfi IR spektroskopii jevi absorpei pfi 3430 cm™ (OH),
2925 cm™ (C-H), 1684 cm™ (volnych C=0), 1625 cm™ (chelatovych C=0), 1559 cm™,
1540 cm™ a 1506 cm™ (aromatickych C=0). UV m4 absorp&ni maxima pi 223 nm, 253
nm, 286 nm a 437 nm. Identifikace byla potvrzena NMR (*H-, **C-) (27, 28).

OH O OH
O/
o

Obr. 9: physcion

2.3.1.5 Rhein (4, 5 - dihydroxyanthrachinon — 2 — karboxylova kyselina)

Jeho relativni molekulovda hmotnost je 284 a sumarni vzorec Ci;sHgOe.
Registra¢ni Cislo je 478-43-3. Byl izolovan z Rheum coreanum jako zluté jehlicky nebo
zluto — hnédy prasek. Jeho bod tani je 321 - 322°C. NMR potvrdila strukturu latky (30).

OH O OH

o) OH
Obr. 10: rhein

2.3.1.6 Aloe —emodin -8 - O — B — D — glukopyranosid

Jeho sumarni vzorec je C21H20010. Byl izolovan z Rheum coreanum jako zluté
jehligky. Jeho bod tani je 237 - 238°C. IR spektrum dava hodnoty 3348 cm™ (OH), 2928
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cm?, (C-H), 1641 cm™ (chelatovych C=0), 1077 cm™ (cukernych C-O), 1584 cm™ a
1447 cm™ (aromatickych C-C). UV ma absorpéni maxima 222 nm, 253 nm, 283 nm a
408 nm. K potvrzeni struktury byla pouzita NMR (27).

Me OH

Obr. 11: aloe — emodin — 8 — O — B — D — glukopyranosid

2.3.1.7 Emodin - 8 — O — glukopyranosid

Jeho sumarni vzorec je Cy1Hz0010. Byl izolovan z Rheum coreanum jako
oranzove¢ jehlicky, jejichz bod tani je 190 - 191°C. Pti IR spektroskopii dava signal 3410
cm® (OH), 1629 cm™ (chelatovych C=0), 1596 cm™ 1509 cm®, 1478 cm™
(aromatickych C=C), 1072 cm™ a 1046 cm™ (cukernych C-O). UV absorpéni maxima
pii 221 nm, 285 nm a 417 nm (27).

HO Me

Obr. 12: Emodin - 8 — O — glukopyranosid
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2.3.1.8 Chrysophanol -8 — O — g — D — glukopyranosid

Jeho sumarni vzorec je Ca1H2009. Byl izolovan z Rheum coreanum jako zluté
jehlicky, které maji bod tani 259 - 260°C. IR spektroskopie davé signal 3385 cm™ (OH),
2920 cm™ (C-H), 1671 cm™ (volnych C=0), 1632 cm™ (chelatovych C=0), 1594 cm™,
1448 cm™ (aromatickych C=0). UV m4 absorpéni maximum pfi 221 nm, 258 nm, 283
nma 412 nm (27).

OH O 2l

Hs
O

Obr. 13: chrysophanol — 8 — O — 3 — D — glukopyranosid, R1: Glc

2.3.2 Anthrony C - glukosidy

Anthrony jsou tricyklické aromatické ketony.
Systematicky nazev: 10H — anthracen — 9 —on

Sumarni vzorec: C14H100

Obr. 14: anthron

Anthronové C - glukosidy jsou tvofeny anthronem a cukernou slozkou.

Cukernou slozku nej¢astéji tvoti glukoza (31).
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2.3.2.1 10 - hydroxykaskarosid C

Relativni molekulova hmotnost je 580 a jeho sumarni vzorec je Co7H32014. Byl
ziskan z Rheum australe jako svétle zluta amorfni latka, ktera ma thel optické otacivosti
[a]®5 - 41,2°. IR spektroskopie jevi signal 3392 cm™ (OH), 1634 cm™
(chelatovych C=0) a 1573 cm™ (aromaticky kruh). Struktura byla potvrzena pomoci *H-
NMR a *C-NMR (32).

2.3.2.2 10 - hydroxykaskarosid D

Relativni molekulova hmotnost je 580 a jeho sumarni vzorec je Cz7H32014. Byl
ziskdn z Rheum australe jako svétle zluta amorfni latka, s uhlem optické otacivosti
[ ] - 81,9°. IR spektrum dava signal 3393 cm™ (OH), 1636 cm™ (C=0) a 1573 cm™
(aromaticky kruh). UV ma absorp¢ni maxima pfi 263 nm, 298 nm a 325 nm (32).

2.3.2.3 10R —chrysaloin 1 — O — p — D — glukopyranosid

Jeho relativni molekulova hmotnost je 564 a jeho sumarni vzorec je Cy7H32013.
Byl izolovan z Rheum australe jako svétle Zluta latka, ktery ma ahel otacivosti [e ]*p —
56,6°. IR spektroskopie poskytuje signal 3369 cm™ (chelatovych OH), 1628 cm™
(chelatovych C=0) a 1567 cm™ (aromaticky kruh) (32).

Z dalsich anthronovych glukosidt byly izolovany kaskarosid C, kaskarosid D,
kassialoina8 — O — p — D (6 — O — acetyl) glukopyranosyl — chrysophanol (32).

4 Ke Yo R3e R6o Ree
aloin Ae Glce He OHe He He
aloin Be He Glce | OHe He He

cascaroside A¢ | Glce He OHe He Glce
cascaroside Be| He Glce | OHe He Glce
cascaroside Co| Glce He He He Glce
cascaroside Do He Glce He He Glce
cascaroside E¢| Glce He He OHe | Glce
cascaroside Fe He Glce He OHe | Glee
I @) chrysaloin Ae | Glee | He He He He

Glc = OH chrysaloin Be He | Glce | He He He

HO
OH

B-D-glucopyranosyle

Obr. 15: kaskarosidy
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2.3.3 Stilbeny

Jsou to uhlovodiky, kde ethen spojuje dvé fenylové skupiny. Existuji jako dva
mozné izomery Cis (Z) a trans (E). Cis izomer je mén¢ staly (33, 34).
Systematicky nazev: 1, 2 — difenylethen

Sumarni vzorec: CiaH12

A B
Obr. 16: A: (2) — 1, 2 —difenylethen, B: (E) — 1, 2 — difenylethen

Hydroxylované derivaty stilbenti se nazyvaji stilbenoidy.

2.3.3.1 Piceatannol (5 - [ (E) -2 - (3, 4 - dihydroxyfenyl) vinyl] benzen - 1, 3 — diol)
Jeho relativni molekulova hmotnost je 244 a sumarni vzorec je Ci4H1204.

Registra¢ni Cislo CAS je 10083-24-6. Byl izolovan z Rheum raphonticum jako bily
krystalicky prasek, jehoz bod tani je 226 - 230°C (35, 36).

OH

HO \
OH
OH
Obr. 17: piceatannol

2.3.3.2 Pterostilben (4 - [(E) -2 - (3, 5 - dimethoxyfenyl) ethenyl] fenol)

Jeho relativni molekulova hmotnost je 256 a sumarni vzoreC CigH160s3.

Registracni ¢islo CAS je 537-42-8. Byl izolovan z Rheum raphonticum jako bily
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krystalicky prasek, ktery ma bod tani 85 - 88°C. UV ma absorp¢ni pas kolem 300 nm a
dveé absorpéni maxima pii 309 nm a 325 nm (37, 38).

OH

HsCO N

OCHj,
Obr. 18: pterostilben

2.3.3.3 Resveratrol (5 - [(E) — 2 - (4 - hydroxyfenyl) ethenyl] - 1, 3 — benzendiol)

Jeho relativni molekulova hmotnost je 228 a sumarni vzorec CigH120s.
Registracni ¢islo CAS je 501-36-0. Byl izolovan z Rheum raphonticum jako bily
krystalicky prasek, ktery miiZe byt nékdy lehce nazloutly a mé bod tani 253 - 255°C. UV
spektroskopie dava maximum 320 nm. Pfi hmotnostni spektrometrii byla zjisténa

hodnota m/z 227 [M-H] (39, 40).

OH

HO \

OH

Obr. 19: resveratrol

2.3.4 Fenolické kyseliny

Jsou to latky, které maji fenolicky kruh a funkéni skupinu karboxylové kyseliny.
Jsou znamé jako mono -, di - nebo trihydroxybenzoové kyseliny. Piikladem fenolické

kyseliny rodu Rheum je kyselina gallova (kyselina 3, 4, 5 — hydroxybenzoova). Jeji
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relativni molekulovd hmotnost je 170 a sumérni vzorec C7HgOs. Registracni Cislo CAS
je 149-91-7. Byla izolovana z Rheum raphonticum jako bilé nebo zlutobilé krystaly,
které maji bod tani 250 - 253°C. UV ma absorpéni maxima pii 220 nm a 271 nm (29,
41).

HO OH
OH

Obr. 20: kyselina gallova

2.4 U¢inky na lidsky organismus

Rostliny rodu Rheum jsou jako 1é¢ivé ptipravky v asijské mediciné vyuzivany uz
od starovéku. Podle ¢inského I€kopisu jsou sice tyto 1éCivé preparaty predepisovany
jako suSené oddenky a kofeny tii druhit — Rheum palatum L., R. tanguticum Maxim. ex
Balf. a R. officinale Baill., nicméné jsou vyuzivany i jiné druhy tohoto rodu, napf.: R.
australe, R. nobile, R. kialense a dalsi (4, 36, 42, 43).

Rostliny rodu Rheum jsou pro své projimavé u¢inky pouzivany k 1é¢bé zacpy a
dale slouzi jako Zalude¢ni tonikum (3, 20, 32, 44, 45, 46). Pii studiu bioaktivity latek
dusnatého (NO), ktery je zanétlivym mediatorem (47, 48, 49, 50). V ramci
protizanétlivych vlastnosti byly zkoumany i G¢inky na akutni pankreatitidu a bylo
prokazano, ze extrakt z rostlin rodu Rheum brani zanétu slinivky (51). Rostliny tohoto
rodu byly také vyuzity k 1é¢bé raznych syndromi zpusobenych obstrukei krevniho
obéhu, jako jsou bolestivé kieCe pii menstruaci (dysmenorea), nadmérné krvaceni pii
menstruaci (hypermenorea) a zvraceni krve (hemateméza) (43). Studie ukazaly, Ze latky
z Rheum undulatum mohou také pusobit proti srazeni krve (52). Extrakt z kofene R.
rhaponticum L. byl dale pouzit k 1é¢bé menopauzalnich p¥iznaki a bylo zjisténo, ze
oproti placebu extrakt z rostlin rodu Rheum vykazoval lepsi ucinky (53). Dalsi studie

prokazala vasorelaxaéni vlastnosti stilbent z extraktu R. undulatum (30). Nékteré studie
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uvadéji pouziti tohoto rostlinného rodu také u koZnich onemocnéni. Z dalsi ucinkt jsou
znamy napiiklad: antialergicky efekt, pisobeni proti kire¢im atd. (3, 20, 32, 44, 45,
54).

Mnoho studii se zabyva U¢inky jednotlivych latek. Nédhodné vybrané ucinky

jednotlivych latek jsou uvedeny Vv tabulce.

Tab. 1: Obsahov¢ latky a jejich fyziologické ucinky

Obsahova latka Utinek Reference
(+)-catechin antioxida¢ni 55
gallova kyselina protirakovinny, antioxidacni 56, 57
fytoestrogen —
lindleyin zprostiedkovava biologické 58

reakce vyvolané estrogenem

RG - tannin analgeticky 59

snizuje hladinu dusiku
rhatannin mocoviny v krvi, snizuje 60, 61

hladinu aminokyselin v krvi

2.4.1 U&inky vybranych druhi rodu Rheum

2.4.1.1 Uéinky Rheum acuminatum Hook. f. & Thomson

Z divodu nedostate¢ného prozkoumani druhu Rheum acuminatum nejsou
k dispozici studie, které by popisovaly ucinky tohoto konkrétniho druhu. Avsak diky
znalostem jeho obsahovych latek, lze jeho G¢inky odvodit a jsou tedy popsany v kapitole

— Fyziologické Géinky obsahovych latek druhtt Rheum acuminatum a Rheum australe.

2.4.1.2 U&inky Rheum australe D. Don

Rada studii potvrdila Gginky antibakteridlni a antifungalni, coz dokazuje
antisepticky efekt (20, 62, 63, 64). Dalsi studie potvrdila antidiabeticky efekt
snizovanim hladiny glukézy, coz prokazoval methanolicky extrakt z R. australe
inhibi¢nim ptsobenim na o — glukosidazu (65, 66). Bylo také zjisténo, Ze extrakt z R.
emodi ma vyuziti p¥i 1é¢bé jaternich onemocnéni, diky hepatoprotektivnim

vlastnostem (67). Dalsi ze studii se zabyvala vlivem extraktu z oddenku R. australe na
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signdlni drahu exprese genu iNOS (inducibilni syntdza oxidu dusnatého) a uvoliovani
NO (oxidu dusnatého) z makrofagl, ¢imz pusobi jako stimulant imunity, diky
uvolnovani fady cytokind (68, 69). Bylo zjisténo, ze alkoholicky extrakt R. australe ma
také ucinek na zlepSeni funkce ledvin, pii poSkozeni ledvinnych tubuli nefrotoxickymi

latkami (70). Studie dale prokazaly, ze ma vyuziti také jako antioxidant (71). Zjistény

byly i protirakovinné ucinky (71).

2.4.1.3 Fyziologické ucinky obsahovych latek druhi Rheum acuminatum a Rheum

australe

R. acuminatum a R. australe obsahuji fadu stejnych latek, jejichz ucinky jsou

popsany v mnoha studiich. Tyto latky jsou uvedeny v nésledujici tabulce.

Tab. 2: Obsahové latky Rheum acuminatum a Rheum australe a jejich fyziologické

einky
Obsahova latka Ut¢inek Reference
aloe - emodin protirakovinny, antioxida¢ni, 24,62, 72,73, 74, 75,
antisepticky 76, 77,78, 79
emodin protirakovinny, antioxida¢ni, 72,73, 77,78, 80, 81,
antisepticky, proti 82, 83, 84
aterosklerdze
chrysophanol protirakovinny, antioxida¢ni, 62, 77, 85, 86, 87, 88
antisepticky, antidiabeticky
piceatannol protirakovinny 89
pterostilben protirakovinny, antioxida¢ni, 90, 91, 92
antidiabeticky
physcion antisepticky 62, 83
resveratrol protirakovinny, antioxidacni, 89, 91, 93, 94, 95, 96,
antidiabeticky, 97, 98
neuroprotektivni
rhein protirakovinny, antioxida¢ni, | 62, 72, 77, 78, 99, 100,
antisepticky, proti 101, 102
aterosklerdze, inhibice jaterni
fibrozy
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3 Cil prace

Hlavnimi cili této prace bylo:

1.

Stanovit vybrané obsahové latky a jejich mnozstvi ve dvou druzich rodu
Rheum — Rheum acuminatum Hook. f. & Thomson a Rheum australe D. Don.
Provést porovnani téchto dvou druhii z hlediska kvantity obsahovych latek.

Provést porovnani téchto dvou druhil na zdkladé mnoZstvi obsahovych latek
z hlediska jejich piivodu — rostouci v Himalajich a péstovanych v Ceské

republice.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Stanoveni obsahu anthrachinonu a stilbena

4.1.1 Extrakce anthrachinonu z rostlinného materialu

4.1.1.1 Pouzity material

methanol pro HPLC, Lab — Scan, Polsko
aceton pro HPLC, Lab — Scan, CR
deionizovana voda pro HPLC, Sci — Aqua, SISW, CR

susené koteny rostlin Rheum acuminatum a R. australe

4.1.1.2 Pouzita zarizeni

vahy BOECO, Némecko

ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex, Némecko
vakuova odparka Biichi, Rotavapor R — 114, Svycarsko
lyofiliza¢ni zatizeni Free Zone 2.5, LABCONCO, USA

4.1.1.3 Metodika

Rheum acuminatum a R. australe z Ceské republiky byly kultivovany
Vv Prithonicich na pokusnych pozemcich AV CR 3 roky. Kofeny rostlin byly
lyofilizovany 3 dny dosucha. Lyofilizované kofeny jsem rozdrtila na tfeci misce a
jednotlivé vzorky zvazila. Rozdrcené koteny jsem extrahovala do 30 ml smési
methanol:voda (7:3) a vlozila na 5 minut do ultrazvukové lazné. Poté jsem vzorky
filtrovala a filtrat jsem odpafila dosucha. Odparek jsem rozpustila ve 30 ml smési
aceton:voda (8:2) a vlozila na 5 minut do ultrazvukové lazné, nasledné jsem vzorky

znovu odpafila a opétovné rozpustila ve 30 ml acetonu (80%pj) a odpafila.
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4.1.2 HPLC analyza

4.1.2.1 Pouzity material

kyselina octova p.a., Penta, CR

acetonitril pro HPLC, CHEM — LAB, Belgie

deionizovana voda pro HPLC, Sci — Aqua, SISW, CR

methanol pro HPLC, LAB — SCAN, Polsko

standardy antrachinoni — aloe — emodin, emodin, chrysophanol, rhein, SIGMA
ALDRICH, USA

izolovany standard physcionu

standardy stilbenti — piceatannol, pterostilben, resveratrol, SIGMA ALDRICH, USA

4.1.2.2 Pouzita zarizeni

Ptistroj HPLC:

Pumpa: Q — Grad, Watrex, CR

Kolona: Phenomenex Gemini NX (25 x 4,6 mm), USA
Detektory: SpectraSystem, UV 6000 LP, Thermo Finnigan, US
fluorescenéni detektor

Autosampler: Midas, Spark, Nizozemi

Termostat: Mistral, Spark, Nizozemi

mikrostiikacka Hamilton 10 pm a 25 um, USA

4.1.2.3 Metodika

Pfitomnost antrachinonii ve vzorcich jsem zjiStovala metodou HPLC
porovnavanim reten¢nich ¢asit a UV spekter, piipadné odezvy fluorescenéniho detektoru
(FD) se standardy. Kvantitativni stanoveni vzorkd jsem provadéla pomoci porovnani
poméru ploch pikii ve vzorcich a jednotlivych standardech a vypoétem z rovnice
kalibra¢nich piimek.

Pro méfeni kalibra¢ni kiivky jsem standardy davkovala stiikackou Hamilton.
Jako mobilni faze jsem pouzila nasledujici: mobilni faze ,,A“ - smés vody s kyselinou
octovou (0,25% objemovych kys. octové) a mobilni faze ,.B“ smés acetonitrilu
s kyselinou octovou (0,25% objemovych kys. octové). Analyzované latky jsem

separovala pomoci gradientové eluce zacinajici na 20% faze B a pokracujici do 50-té
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minuty na 100% faze B s naslednym promyvanim 100% faze B po dobu 10 minut a na
zavér 10 minutovou ekvilibraci pocatecnim pomérem fazi. Priitok mobilni faze byl 1
mi*min® a teplota kolony byla nastavena na 30°C po celou dobu analyzy. K ziskani
vysledkt jsem pouzila UV detektor s maximy pii 254 nm a 280 nm a fluorescenéni
detektor s excitaci pii 435 nm a emisi pfi 515 nm.

Pfitomnost stilbenti jsem zjistovala metodou HPLC za stejnych podminek jako

antrachinony.

Kalibraéni kiivka anthrachinona

Pro vypocet kalibra¢ni kiivky jsem pfipravila fedici fadu methanolickych
roztokd standardi v rozsahu koncentraci od 2 do 250 pg/ml. Pro kalibraci jsem pouzila
velikosti ploch pikt jednotlivych latek. Na zakladé analyzy standardd jsem stanovila
limity detekce (LD) a stanovitelnosti (LQ). Tyto limity jsem uréila jako pomér odezvy

K Sumu vV poméru 3:1 (v piipadé LD) a v poméru 10:1 (v pfipadé LQ).

Kalibraéni krivka stilbeni
Kalibracni kiivku jsem ptipravila fedici fadou methanolovych roztoki standardi
Vv rozsahu koncentraci od 0,1 do 50 pg/ml. Kalibra¢ni kiivka slouzila ke kvantitativnimu

urceni odezvy a LD a LQ.

Analyza anthrachinoni ve vzorcich

Vzorek jsem rozpoustéla ve 4 ml smési methanolu a acetonu (1:1) asi 20 min.
Déle jsem vzorek vlozila na 2 min do ultrazvukové lazné. Odpipetovala jsem 100 pul do
plastové mikrozkumavky a 5 min centrifugovala pti 12000 rpm (otaéky za minutu). Ciry

supernatant jsem nastiikla pomoci mikrostiikacky Hamilton k analyze na HPLC.

Analyza stilbenii ve vzorcich

Vzorek jsem zpracovala stejné jako u analyzy antrachinonti a méfila na HPLC.
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4.2 lzolace predpokladaného physcionu a jeho urceni

4.2.1 lzolace predpokladaného physcionu

4.2.1.1 Pouzity material

Kyselina octova p.a., Penta, CR

acetonitril pro HPLC, CHEM — LAB, Belgie
deionizovand voda pro HPLC, Sci — Aqua, SISW, CR
methanol pro HPLC, LAB — SCAN, Polsko

extrakty vzorkl

4.2.1.2 Pouzita zarizeni

Ptistroj HPLC:

Pumpa: Q — Grad, Watrex, CR

Kolona: Phenomenex Gemini NX (25 x 4,6 mm), USA
Detektory: SpectraSystem, UV 6000 LP, Thermo Finnigan, USA
fluorescencni detektor

Autosampler: Midas, Spark, Nizozemi

Termostat: Mistral, Spark, Nizozemi

Mikrostiikacka Hamilton 10 ym a 25 pm

4.2.1.3 Metodika

HPLC separace vzorku

Z jiz analyzovanych vzorkt jsem zvolila extrakt s nejvy$sim obsahem physcionu
a rozpustila ho ve 4 ml smési methanolu a acetonu (1:1). Vzorek jsem dale vlozila na 2
min do ultrazvukové 1azné. Z rozpusténého vzorku jsem odebrala 100 pl do plastové
zkumavky a 5 min centrifugovala pfi 12000 rpm. Supernatant jsem pievedla pomoci
mikrostiikacky Hamilton na kolonu HPLC. V priabéhu HPLC analyzy jsem do vialky

jimala frakci odpovidajici physcionu. Cely postup jsem opakovala 5x.

32



4.2.2 ldentifikace predpokladaného physcinou

4.2.2.1 Pouzity material

kyselina chlorovodikova p.a., Penta, CR

n-hexan pro GC, Fluka, Svycarsko

ethylacetat pro GC, SIGMA ALDRICH, USA

tetramethylamonium hydroxid pentahydrat (TMAH), SIGMA ALDRICH, USA
dimethylsufoxid (DMSO), SIGMA ALDRICH, USA

methyljodid, SIGMA ALDRICH, USA

4.2.2.2 Pouzita zarizeni

Plynovy chromatogram s MS detekci:
Plynovy chromatograf: TRACE GC Ultra (Thermo, USA)
Hmotnostni spektrometr: ITQ 1100 (Thermo, USA)
Kolona: TR-5 MS SQS, 30 m, 0,25 mm ID, 0,25 um

Zatizeni pro piimy vstup: Direct Exposure Probe (DEP)

4.2.2.3 Metodika

Methylace frakce physcionu

Jimanou frakci physcionu jsem odpafila proudem dusiku. K odparku jsem
piidala 7 mg TMAH a 150 ul DMSO, opatrné promichala a nechala 2 min reagovat.
Dale jsem piidala 10 ul methyljodidu a nechala opét 2 min reagovat. Reakci jsem
ukon¢ila ptidanim 200 ul 0,1 N kyseliny chlorovodikové a promichala. Tuto smés jsem
extrahovala do 1 ml smési hexanu a ethylacetatu (3:1). Horni organickou vrstvu jsem
oddé¢lila a odpatila. Odparek jsem rozpustila v 50 pl ethylacetitu a takto zpracovany

vzorek analyzovala na hmotnostnim spektrometru.

MS analyza
Vzorek jsem nanesla na sondu ptimého vstupu a nechala zahtat na 40°C, aby se
odpafilo rozpoustédlo. Sondu jsem poté vsunula do prostoru iontového zdroje a

zahtivala teplotnim gradientem jdoucim od 30°C na 300°C. Signal byl sniman po dobu 5

minut.
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Pro analyzu pomoci GC/MS derivatizovanych latek, byla pouzita nasledujici
metoda: Jako nosny plyn bylo pouzito helium, jehoZ priitok byl 1 ml*min™. Teplota
injektoru byla 280°C a teplota pfechodové zony také 280°C. Analyza probihala za
teplotniho gradientu zacinajiciho na teploté 60°C a teplota byla postupné zvySovana po
3°C az na 300°C. MS analyza probihala v rozsahu 50 — 650 m/z (hmotnost/naboj).
Ionizaéni podminky pro piimy vstup byly nasledujici: doba analyzy 2 minuty, teplota
zdroje 200°C, emisni proud 250 pA a inonizacni energie -70 eV.

Vzniklé ionty byly separovany v iontové pasti a fokusovany na detektor, ktery
poskytuje elektricky signal imérny jejich pocétu. Signal byl dale zesilen, digitalizovan a

softwarove zpracovan.

4.3 Statistické zpracovani vysledki

Statistické vyhodnoceni jsem provedla metodami vicerozmérnych statistickych
analyz: metodou klastrové analyzy a analyzou hlavnich komponent (PCA — Principal
Component Analysis). Cilem klastrové analyzy je nalézt v celém souboru dat takové
skupiny objektl, které jsou si navzajem blizké nebo podobné, ale které se 1iSi od objekt
ostatnich skupin (103). PCA je Vv teorii signalu transformace slouzici k dekorelaci dat.
Casto se pouziva ke snizeni dimenze dat s co nejmensi ztratou informace (104). Vlastni
analyzu a vypocty jsem zpracovala pomoci programu Statistica 8.0 (StatSoft Inc., USA).

Pro korelovanost koncentraci méfenych latek byly vypocteny korela¢ni
koeficienty.

K porovnani rozdili v koncentraci jednotlivych latek mezi Rheum acuminatum a

R. australe jsem pouzila analyzu rozptylu (ANOVA) s naslednym Tukeyho testem.
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5 Vysledky

5.1 Kalibrace anthrachinonu
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Obr. 21: Kalibra¢ni ktivky anthrachinonti

Tab. 3: Regresni rovnice a korela¢ni koeficienty pro jednotlivé anthrachinony

Anthrachinony Regresni rovnice R? LD (pg/ml) | LQ (ng/ml)
Aloe — emodin y =49,03x — 4,7 R’=1 1,51 5,03
Emodin y = 34,843x — 15,889 R?=0,9998 2,43 8,10
Chrysophanol y = 49,585x + 11,362 R%=0,9999 2,28 7,60
Physcion y = 10.874x - 4,3298 R? = 0.9997 1,76 5,88
Rhein y = 68,676x — 12,899 R?=0,9997 2,40 8,01
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5.2 Kalibrace stilbenu

16000
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-2000
Obr. 22: Kalibracni kfivky stilbent
Tab. 4:Regresni rovnice a korela¢ni koeficienty jednotlivych stilbent
Stilbeny Regresni rovnice R? LD (ng/ml) | LO (ug/ml)
Piceatannol y = 212,19x — 102,74 R?=0,9979 0,58 1,95
Pterostilben y = 267,35x — 86,371 R’=0,9991 0,37 1,22
Resveratrol y = 280,55x —134,4 R%= 0,9987 0,36 1,19

LD — limit detekce

LQ — limit stanovitelnosti

Tabulky 3 a 4 uvadi korelaéni koeficienty a korekéni faktory, které slouzily pro

vypocet obsahil anthrachinont a stilben.
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5.3 UV — VIS absorpéni spektra anthrachinont a stilbeni

Spektra jsou uvedena v kapitole Ptilohy.

Ze spekter je patrné, Ze aloe — emodin, chryzophanol a rhein maji téi a emodin a
physcion maji Ctyfi vyraznd absorpéni maxima. Stilbeny maji absorpéni spektra
jednodussi, pouze se dvéma vyraznymi absorpénimi maximy. Maxima slouzi
k identifikaci latky, porovnanim se spektry standardi. Pti UV — VIS detekci, 1ze také
vysledky vyhodnocovat srovndnim se spektry z knihovny vytvotené na zakladé

standardi, coz miize znacn¢€ pomoci pii rutinni identifikaci latek.

5.4 HPLC analyza anthrachinont

N e e S LA T S R i J S L AP A e P S LR P ONer ey o
: | |[pfedpokladany
§ physcion
chrysophanol
201 = p
2 aloe-emodin
3
) emodin
s. \A_L-L o f |
0 "‘—I\' ULV AJLJL.A\. N _J_l "
0 10 > T I s

Tre

Obr. 23: Porovnani chromatogrami fluorescenc¢ni detekce standardt a vzorku:

modré — standardy, zelené — vzorek
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Obr. 24: Porovnani chromatogramt detekce PDA — UV absorbance standardi a vzorku:

¢ervené — standardy, modré — vzorek

Diky srovnani chromatogramu standardu a vzorku, Ize kvalitativné identifikovat
latky obsaZené ve vzorcich. Pfi zachovani stejnych podminek analyzy, je pii prekryti
chromatogramu zfejmé, které piky se shoduji. Ve vzorcich byl patrny vyrazny pik, ktery
byl piedbézné oznacen jako physcion, nebot’ jeho pfitomnost je vzhledem k charakteru

rostlinného materialu vysoce pravdépodobna, a byl dale analyzovan.

5.5 Analyza predpokladaného physcionu

59.5.1 GC/MS analyza methylovaného physcionu a methylovaného

emodinu

Ze struktury emodinu a physcionu je patrné, Ze physcion je methylovany emodin
s methylovanou OH skupinou v poloze 3. Lze tedy piedpokladat, Ze methylaci emodinu
a methylaci physcionu vznikne latka totozné struktury. Pro potvrzeni tohoto
pfedpokladu byly obé methylované latky analyzovany pomoci GC/MS a jejich retencni

casy a hmotnostni spektra porovnany.
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Obr. 25: chromatogram methylovaného emodinu
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Obr. 26: chromatogram methylovaného physcionu
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Z uvedenych chromatogrami, je patrné, ze retencni ¢asy obou methylovanych
latek se témét shoduji (u methylovaného emodinu je hodnota retenéniho ¢asu 71,72 min

a U methylovaného physcionu je to 71,58 min) a Ze se tedy jedna o tutéz latku.

U obou vzorkl bylo provedeno porovnani MS spekter piislusnych pika, ktera

jsou uvedena na nasledujicich obrazcich 27 a 28.

Me_anthra_02 #6856 RT:71.74 AV:1 SB: 15 71.44-71.58 NL: 3.55E4
T: +¢ Full ms [50.00-650.00]
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Obr. 27: hmotnostni spektrum methylovaného emodinu (RT 71,72 min)
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Me_anthra_01 #6828 RT: 71.57 AV:1 SB: 39 70.86-71.25 NL: 1.26E3
T: + ¢ Fullms [50.00-650.00]
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Obr. 28: hmotnostni spektrum methylovaného physcionu (RT 71,58)

Z hmotnostnich spekter obou

latku.

methylovanych latek je patrné, ze se jedna o tutéz

Vysledky MS analyzy prislusnych pikli potvrzuji, Ze metylaci emodinu a

pravdépodobného physcionu vznika

izolovana latka je skute¢né physcion.

tataz latka a diky tomu, lze ptedpokladat, ze
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5.5.2 Analyza MS® a porovnani s knihovnou NIST

Anthrachin-nezn_01 #60 RT: 0.67 AV:1 NL: 8.22E7
T: + ¢ Full ms [50.00-750.00]
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Obr. 29: MS nederivatizovaného physcionu
Anthrachin-nezn_MSn_01 #75 RT: 0.66 AV:1 SB: 137 0.79-1.94 NL: 1.45E6
T: +c SRM ms2 284.00@cid0.57@cid1.14@cid2.06 [142.00-284.00]
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Obr. 30: MS? nederivatizovaného physcionu
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Na Obr. 29 je uvedeno MS nederivatizovaného physcionu s vychozim
matefskym iontem 284, z n¢hoZ vychazi MS? nederivatizovaného physcionu, které je na
Obr. 30.

Tato spektra se shodovala se spektry uvadénymi v knihovné.

5.6 Obsah a porovnani rozdili v koncentraci jednotlivych

latek mezi Rheum acuminatum a R. australe
Signifikance rozdili byla testovana na hladiné pravdépodobnosti p < 0,05.
P — Prithonice

P1 — Pruhonice, rostliny z lokality Mirki Bhir
P2 — Prihonice, rostliny z lokality Ponjo Kharka

N — Nepal
Tab. 5: Obsah anthrachinonti a stilbenti ve vzorcich — vychozi data
mg/g susiny
aloe -

druh piceatannol | resveratrol | emodin | rhein | emodin | chryzophanol | physcion
R. acuminatum P 4,327 0,029 tr. 0 0,319 0,289 0,602
R. acuminatum P 2,832 0,860 tr. 0 0,446 0,407 0,768
R. acuminatum P 7,015 0,501 tr. 0 0,634 0,888 0,929
R. australe P1 18,496 0,196 tr. 0 0,121 0,356 0,451
R. australe P1 11,296 0,176 tr. 0 0,155 0,223 0,305
R. australe P1 14,230 0,123 tr. 0 0,130 0,421 0,472
R. australe P2 3,968 0,026 tr. 0 0,081 0,217 0,254
R. australe P2 19,534 0,119 tr. 0 0,255 0,613 0,780
R. australe P2 16,441 0,066 tr. 0 0,210 0,638 0,780
R. acuminatum N 2,534 0,088 0,018 0,003 | 16,720 7,235 4,116
R. acuminatum N 1,926 0,072 0,027|0,006| 12,118 10,831 6,562
R. acuminatum N 0,460 0,036 0,456 | 0,003 | 16,889 8,140 3,241
R. australe N 4,259 0,163 0,012|0,001| 2,912 9,871 2,098
R. australe N 5,771 0,189 0,012|0,002| 4,253 11,659 3,054
R. australe N 1,061 0,078 0,050(0,001| 2,592 10,354 3,580

tr. - stopova mnozstvi
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Tab. 6: Primérné hodnoty obsahu anthrachinonti a stilbenil ve vzorcich

mg/g susiny
aloe-
druh piceatannol resveratrol emodin | rhein emodin chryzophanol | physcion
R. acuminatum P 4,73+1,73| 0,46+ 0,34 0,00| 0,00| 0,47£0,13 0,53+0,26 | 0,77+0,13
R. australe P1 14,67 +2,96| 0,17 £0,03 0,00| 0,00 0,14+0,01 0,33+0,08 | 0,41+0,07
R. australe P2 13,31 +6,73| 0,07 £0,04 0,00| 0,00 0,18+0,07 0,49+0,19 | 0,61+0,25
R. acuminatum N 1,64 +0,87| 0,07 +0,02 | 0,17+0,20| 0,00| 15,24+2,21 8,74+1,53 | 4,64+1,41
R. australe N 3,70+1,96| 0,14 £0,05 | 0,03+0,02| 0,00 3,25+0,72 10,63+0,76 | 2,91+0,61

Z Tab. 5 a Tab. 6 je patrné, Ze v zddném analyzovaném vzorku nebyl stanoven

pterostilben. Ve vzorcich z Prihonic nebyl prokazan rhein a aloe — emodin byl pfitomen

pouze ve stopovych mnoZstvich, zatimco ve vzorcich z Nepélu byly pfitomny vSechny

anthrachinony.

—_ —_ () ()
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obsah stilbent v mg/g
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Graf 1: Porovnani priimérnych hodnot obsahu stilbenti. Pismena nad sloupci vyjadtuji

shodu/rozdily mezi jednotlivymi druhy v rdmci koncentraci pfislusné latky (ANOVA).

Graf 1 uvadi srovnani primérného mnozstvi stilbenli ve vzorcich ptepoctenych

na jednotku hmotnosti (mg/g).

Ve vzorcich nebyl detekovan pterostilben, proto neni v grafu uveden.
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Graf 2: Porovnani primérnych hodnot obsahu athrachinonti. Pismena nad sloupci
vyjadiuji shodu/rozdily mezi jednotlivymi druhy v ramci koncentraci prislusné

latky (ANOVA).

Graf 2 uvadi srovnani obsahu anthrachinonti ve vzorcich v mg/g. U zadného ze
vzorkl z Prithonic nebyl prokazan rhein, aloe — emodin byl pfitomen pouze ve stopovém

mnozstvi (viz téz tab. 5).

Tab. 7: Celkova suma anthrachinond a stilbenti v jednotlivych druzich

mg/g susiny
stilbeny anthrachinony
R. acuminatum P 5,188 1,760
R. australe P1 14,839 0,878
R. australe P2 13,384 1,276
R. acuminatum N 1,705 28,789
R. australe N 3,840 16,816

45



35 4
30 -

25 A
Estilbeny

W anthrachinony

il

Graf 3: Celkové mnozstvi stilbent a anthrachinonu ve vzorcich

obsah anthrachinon a stilbend v mg/g

Graf 3 uvadi celkové mnozstvi sumy anthrachinonti a stilbent u kazdého druhu a
lokality. Z vysledki je patrné, Ze obecné byla vyssi akumulace celkovych anthrachinont

ve vzorcich z Nepalu a vyssi obsah celkovych stilbenti v rostlinach z Prithonic.
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5.7 Zpracovani dat pomoci vicerozmérnych statistickych

metod

Data jsem vyhodnocovala z n¢kolika hledisek. Nejdiive vSechny druhy spole¢né

a dale jsem porovnavala, jak se li$i jednotlivé druhy mezi sebou a druhy podle mista

ptvodu.
Projection of the cases on the factor-plane ( 1 x 2)
Cases with sum of cosine square >= 0.00
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Obr. 31: Metoda analyzy hlavnich komponent — PCA (diagram komponentniho skore

obou druht - Z obou mist ptivodu)

Z diagramu je patrné, Ze oba druhy se lisi podle mista plivodu. V ramci
nepalskych rostlin se ob&vuje i separace na trovni obou druhi R. acuminatum a R.

australe, coz je Iépe patrno z dil¢ich analyz (viz dale obr. 34).
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Projection of the variables on the factor-plane ( 1 x 2)
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Obr. 32: Projekce jednotlivych proménnych (obsahové latky)

Obr. 32 je zobrazenim sledovanych proménnych v pfislusném systému
teoretickych faktorti variability. Tento obrazek nam ilustruje, na zdklad¢ koncentraci
kterych latek se druhy nejvyraznéji 1isi podle mista ptavodu.

Pti kombinaci vystupli na obr. 31 a 32 je patrné, Ze k nejvyrazné€jsi separaci obou
vySetifovanych skupin vzorkii dochazi podle osy faktoru 1, se kterym jsou tésné
korelovany anthrachinony. Z toho lze usuzovat, ze pravé koncentrace anthrachinont je
Vramci naseho systému nevyznamnéjSim rysem, kterym se ob¢ skupiny (Ceské a

nepalské rostliny) navzajem lisi.
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Projection of the cases on the factor-plane ( 1 x 2)
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Obr. 33: PCA (diagram komponentniho skoére obou druhti z Prithonic)
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Obr. 34: PCA (diagram komponentniho skore obou druhti z Nepalu)

Z Obr. 33 a 34 je zfejmé, ze existuji i rozdily mezi obéma druhy ze stejné
lokality, pficemz zieteln€jSi jsou mezi divoce rostoucimi rostlinami v pfirozeném

prostiedi, v Nepalu.
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35: PCA (diagram komponentniho skore druhu Rheum australe ligiciho se mistem

puvodu)
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Obr. 36: PCA (diagram komponentniho skére druhu Rheum acuminatum lisiciho se

mistem pavodu)

Z Obr. 35 a 36 vyplyva, ze stejné druhy se navzajem vyrazné li§i podle mista

puvodu.
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Obr. 37:Klastrova analyza. Shlukovani pomoci Wardovy metody, euklidovské

vzdalenosti.

Klastrovou analyzou se vzorky jednoznaéné separovaly podle mista pavodu. U
rostlin z Nepalu doslo i k jasnému rozdéleni podle druhd, coz znaéi, Ze jednotlivé druhy

se lisi obsahem latek a v ramci druhu byly obsahy latek podobné (viz vySe obrazek 34).

Ur¢ita korelovanost mezi jednotlivymi obsahovymi latkami sice existovala, ale
vétsinou byla pomérné slaba. Vyznamna se jevila naptiklad korelovanost rheinu
s physcionem (0,97), rheinu s emodinem (0,86) a ¢asteéné i rheinu a chrysophanolu
(0,78). Aleoe — emodin a emodin byly korelovany pouze velmi slabé (0,63) a navic
jejich zavislost je patrné zkreslena jejich nepfitomnosti (resp. pfitomnosti ve stopach u
aloe — emodinu) v rostlinach z Prihonic. Zaporna, byt velmi slaba korelace byla

vypoc¢tena napiiklad pro piceatannol a chrysophanol (-0,59) a physcion (-0,58).
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6 Diskuse

Rostlin rodu Rheum je znama celd fada a co do obsahovych latek a ucinkd,
nejsou vsechny druhy stejné prozkoumané. To byl i pfipad mnou analyzovanych druht,
z nichz Rheum australe je zkouman v mnoha studiich (20, 28, 32), zatimco prace
tykajici se Rheum acuminatum, jsou velmi sporadické, zpravidla dostupné pouze
Vv lokalnich asijskych periodikach nebo velmi obecného charakteru (105).

Mnou provadéné analyzy byla zaméfeny na stanoveni obsahu anthrachinont a
stilbeni ve vzorcich R. australe a R. acuminatum. Vzorky se liSily mistem ptvodu —
analyzy zahrnovaly vzorky z Nepalu a vzorky rostlin kultivovanych na pokusnych
pozemcich Botanického ustavu AV CR v Priihonicich. Stanoveni obsahu anthrachinont
a stilbend bylo provedeno metodou HPLC s UV a fluorescen¢ni detekci. Dale byla
provedena identifikace pfedpokladaného physcionu pomoci MS, ktery byl ze vzorku

izolovan.

Srovnani mnoZstvi sledovanych latek ve vzorcich na zikladé jejich puvodu
Anthrachinony:

Analyzou byl zjistén podstatny rozdil mezi vzorky z Nepalu a z Prihonic,
zejména v obsahu aloe — emodinu, ktery byl ve vzorcich z Prithonic pouze ve stopovych
mnozstvich a emodinu, ktery Vv téchto vzorcich nebyl detekovan vibec. Patrny byl i
rozdil v obsahu ostatnich antrachinont, které byly u Nepalskych vzorkt fadoveé vyssi.

Tyto rozdily mohou byt zptsobeny odliSnymi klimatickymi podminkami (v
Nepalu — vysokohorské klima, niz8i teploty v zimé, vEét§i mnozstvi srazek atd.).
Podobnou tématikou vlivu klimatu na obsah anthrachinoni v R. tanguticum se zabyvali
Li et al. (106). Krom¢ rozdilnych klimatickych podminek je nejpravdépodobnéjsim
vysvétlenim stafi analyzovanych rostlin, kdy rostliny z ¢eskych podminek byly stejného
stafi (3 roky), zatimco u materidlu z Nepalu nelze jejich stafi odhadnout, nicméné se da
predpokladat, ze se jednalo o rostliny star$i. Dal$im moZnym vysvétlenim by mohly byt
rozdily ve zpracovani rostlin, jelikoz vzorky z Nepalu byly dodany jiz usuSené a presny
postup jejich zpracovani neni znam (107). Cast anthrachinonii se tak mohla uvolnit

z konjugovanych forem (glykosidy), které se v kofenech rodu Rheum vyskytuji
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v pomérné vysokych koncentracich (27, 43). Toto vysvétleni je vSak pomérné malo
pravdépodobné.
Stilbeny:

Vzorky se na zakladé svého piivodu zna¢né lisily obsahem piceatannolu, kterého
bylo vice ve vzorcich z Prihonic a to az o jeden fad. Mnozstvi resveratrolu bylo
Vv prihonickych vzorcich vyssi, ale rozdil nebyl velky.

Stejné, jako u anthrachinon®, mohl byt rozdil zpisoben rozdilnym klimatem,
kdy podminky v Prithonicich mohly byt pro tvorbu stilbenli ptiznivé;si.

Nicméné nejpravdépodobnéjSim vysvétlenim niz§itho obsahu stilbenid ve
vzorcich z Nepalu je jejich degradace v prubéhu zpracovani a piedevsim skladovani,
jako v ptipad¢ anthrachinont (107). Vzorky z Prihonic byly po hlubokém zamrazeni
lyofilizovany, coz je velmi Setrny zplisob zpracovani a navic byly vyrazné kratsi dobu
vystaveny oxidativnim podminkdm pied vlastni extrakci a méfenim. Z toho Ize
usuzovat, Ze hlavnim diivodem rozdilného zastoupeni stilbenil ve vzorcich, je nejspiSe

snadna oxidovatelnost stilbenti (108, 109).

Srovnani mnoZstvi anthrachinonu a stilbeni v Rheum acuminatum a R. australe

Z vysledkl je patrné, ze obsah antharchinont je vyrazné vyssi u druhu R.
acuminatum. U stilbent byl velky rozdil u piceatannolu, jehoZ mnozstvi bylo podstatné
vy$$i v R. australe a u resveratrolu, jehoz mnozstvi se liSilo i v souvislosti s mistem
puvodu. U vzorka z Nepalu bylo vys$s§i mnozstvi resveratrolu v R. australe, zatimco u
vzorkl z Prithonic byl obsah resveratrolu v R. australe nizsi.

Ackoli se jedna o stejny rostlinny rod, mohou se jednotlivé druhy IliSit
metabolismem svych latek (i nepatrné), coz miize byt ptic¢inou rozdilu v obsahu latek
mezi druhy (110). To je dusledkem genetického vyvoje jednotlivych druhi, kdy se
kazdy druh musel béhem svého vyvoje pfizptisobovat jinym podminkdm a tim doslo

K jejich odliseni (111).

Izolace piedpokladaného physcionu

Po izolaci a methylaci byl vzorek pravdépodobného physcionu analyzovan na
MS. Pii vyhodnocovani jsem vychdzela z toho, Ze physcion m4, az na pfitomnost
methylové skupiny na -OH substituentu v poloze 3, shodnou strukturu jako emodin.
Dalo se tedy ptedpokladat, Ze pokud by byl emodin methylovan, jeho hmotnostni

spektrum by bylo stejné, jako methylovaného physcionu. Porovnala jsem proto spektra
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obou methylovanych latek a tato spektra se shodovala. Navic i analyzou spekter
nederivatizovaného physcionu (MS? pomoci piimé sondy) a jejich porovnanim
S dostupnymi knihovnami (NIST) jsem dospéla k zavéru, ze izolovanou latkou je

S nejvetsi pravdépodobnosti physcion.

Z uvedenych vysledktt vyplyva, Ze existuje velka variabilita v obsahu
anthrachinond a stilbend v jednotlivych druzich rodu Rheum a ze rostliny se lisi také
podle mista pivodu, takze velky vliv na mnozstvi a kvalitu obsahovych latek maji i
podminky jejich ristu, které jsou v CR a v Nepélu velice rozdilné.

V rostlinach rodu Rheum je celda fada ucinnych latek, jako anthrachinony,
dianthrony, glykosidy, stilbeny, fenolové kyseliny a dalsi (42). Komplexni ti¢inek téchto
rostlin je tedy zptsoben celou fadou latek, jejichz zastoupeni se u jednotlivych druhti

muze vyrazné lisit (4, 36, 42, 43).
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[ Zavér

U vzorki Rheum acuminatum a R. australe byly kvalitativné stanoveny
anthrachinony aloe — emodin, emodin, chrysophanol, physcion a rhein a stilbeny
piceatannol a resveratrol.

Porovnanim profilu zminénych metabolitd u téchto dvou druht rostlin byly
zjistény vyznamné rozdily v jejich obsahu.

Anthrachinony byly ve vyssich koncentracich pfitomny v druhu R. acuminatum,
kdezto stilbeny spiSe v druhu R. australe, s vyjimkou resveratrolu v rostlinach R.
australe péstovanych v Prithonicich, ve kterych bylo jeho mnozstvi nizsi.

Jesté vyznamnéjSim faktorem ovliviiujicim obsah méfenych metaboliti byl
ptvod métenych vzorkl. Ten zahrnuje fadu dil¢ich faktort jako je vliv prosttedi, zplisob
zpracovani, délka skladovani a vek rostlin. V souvislosti s mistem ptivodu byly obsahy
anthrachinonl vyssi ve vzorcich z Nepalu, zatimco obsah stilbenti byl vyssi ve vzorcich

Z Prthonic.
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