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1. UVOD



Rostlinna fise je cennym zdrojem celé fady biologicky aktivnich sloucenin.
Mnoho [éCivych latek i1 vlastnich 1é¢iv jsou rostlinného pivodu. Analgetika typu
morfinu, atropin nebo kardiotonické glykosidy jsou vyznamnymi 1é¢ivy pouzivanymi v
k latkam, které jsou ve farmakoterapii nékterych onemocnéni zcela zasadni jako
napiiklad taxol, vinkristin ¢i kamptotekany. Rostliny hraji rovnéz dulezitou roli
Vv samoléceni, kde je naopak nutnd jejich fytochemicka studie z divodu zhodnoceni
jejich skutecného terapeuticko-toxikologického potencialu.

Slunecnice roc¢ni je tradi¢ni hospodatskou plodinou. Je pfedmétem studia nejen
kvili svym obsahovym latkdm a jejich medicinskému vyuziti, ale t¢z z diivodu hledani
vztaht téchto latek ke Skidcim a jejich mozného uziti v zemédélstvi.

Testovanim antifungalnich aktivit extraktd vybranych zastupct celedi
Asteraceae byla pravé slune¢nice ro¢ni vybrana jako potencidlné vhodna rostlina pro
studium jejich obsahovych latek a nasledné hodnoceni jejich biologickych aktivit.

Tomuto tématu je vénovana tato diplomova prace.



2. CIL PRACE



Cilem této prace je fytochemické hodnoceni jazykovitych kvéta a iborovych

lazek Helianthus annuus L.



3. LITERARNI PREHLED



3.1 BOTANICKA CHARAKTERISTIKA

3.1.1. Botanické zarazeni*

druh Helianthus annuus L.
rod Helianthus

tribus Heliantheae
podceled’ Asteroideae
celed’ Asteraceae

rad Asterales

nadfad Asteranae
podtiida Asteridae

titida Magnoliopsida

oddéleni Magnoliophyta

3.1.2. Charakteristika druhu®*®

Helianthus annuus L. - slune¢nice ro¢ni

Je to jednoletd, 6 — 200 (i 400) cm vysoka bylina se silnou (dole 2 az 10 cm
tlustou) a vzptimenou, olisténou a vétSinou jednoduchou nebo i vice tbory zakon¢enou,
odstalou a drsné chlupatou lodyhou, ktera je na povrchu zelend a uvnitt vyplnéna
bélavou dieni. Listy jsou stfidavé, fapikaté, trojhranné srd¢ité a kratce a ztuha Stétinkaté
chlupaté. Latinské jméno Helianthus annuus L. se sklada z feckych slov helois, anthos

(slunce, kvét) a annus (rok).
Charakteristika aborovych lizek a jazykovitych kvéta

Lazko tbort je skoro ploché, plevkami porostlé a tyto plevky v dobé¢ zralosti
obklopuji nazky. Nazky jsou obvejcité, kuzelovité, 7,5 — 17 mm dlouhé, 3,5 az 9 mm
Siroké a 2 — 5,5 mm tlusté, jemné podéln€ Zebernaté, celé huste a kraticce chlupaté, bilé,
slamové zluté az Cerné, s oplodim vlaknité dfevnatym, uvnitf s olejnatym a chutnym
semenem. Kvete od srpna do fijna. Veliké ubory méti v priméru 10 az 50 cm, skladaji
se v ter¢i az ze 2000 oboupohlavnych, hnédych, péticetnych kvitkii a na okraji je

jazykovitd, zlatozlutd, 6 - 10 cm dlouhd a az 2 cm Siroka koruna.
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Rozsifeni Helianthus annuus L. v Ceské republice: Semena obsahuji olej dobré
jakosti, ktery se hodi jak k jidlu, tak k primyslovym ucelim. Ze 100 kg semen se
vytlaci 25 — 30 (i 50) kg oleje. Za studena lisovaného oleje se pouziva k jidlu, olej za
horka lisovany slouzi k vyrob¢ jemnéjSich mydel, barev, margarint aj. V zeméd¢lstvi je
slunecnice je vyuzivana také jako picnina pro krmeni dobytka. Jako kulturni rostlina je
hojné rozsitena.

Celkové rozsifeni: Je to velmi Casto péstovana rostlina, a to jak na polich, tak 1 v
zahradach. Pochazi pravdépodobné z Mexika, odkud se dostala do Evropy v 16. stoleti.

Je péstovana v fad€ zemi, pifedevsim v teplych oblastech mirného pasu a v subtropech.

11



3.2. CHARAKTERISTIKA OBSAHOVYCH
LATEK DRUHU

Podle zakladni chemické struktury

Slunecnice roéni je bohatym zdrojem seskviterpenti, zejména seskviterpenickych
laktont. Vzhledem K jeji ekonomické dulezitosti, je slunecnice rozsahle studovana.
Byly izolovany a chemicky charakterizovany fenolické slouceniny (kumariny,

flavonoidy, diterpeny a triterpeny)?.
3.2.1. Seskviterpeny

Seskviterpeny jsou 15 uhlikaté terpenické slouceniny. Jejich spolecnym
prekurzorem je farnesylpyrofosfat, poptipad¢ jeho izomer nerolidyl pyrofosfat. Z této
struktury je odvozen germakradienovy kation a seskviterpenicky lakton germakranolid.
Z nerolidyl pyrofosfatu ale také vychazi biogeneze latek s SestiClennym cyklem typu
bisabolanti a také sloucenin guajanolidi typu karotanu a jeho derivatd, u rodu
Helianthus oznacovanych jako heliannant*!. Prekurzorem heliannani je y-bisabolen.

Tvorba se pak ubira cestou pies (-)-kurkuchinon a helibisabonol A®.

12



Biosyntéza seskviterpenu Helianthus annuus L.

farnesyl pyrofosfat nerolidyl pyrofosfat

| N
% — %
bisabolen +
+

|

OH . —
germakradienylovy kation

OH OH
(-) - kurkuhydrochinon —— z
“OH 1 jl 4
OH . 0—2
OH O

helibisabonol A germakranolid

heliannuol A

heliannuol B
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Guajany

Guajany jsou bicyklické seskviterpeny skladajici se z peti a sedmiuhlikatého
priléhajiciho kruhu. Mezi guajany jsou fazeny 1 heliannany. Heliannany (téz
heliannuoly) predstavuji typ seskviterpent izolovanych z nadzemnich ¢asti slunecnice
ro¢ni (Helianthus annnuus L.). Je pro n¢ typicky substituovany aromaticky kruh spojeny
s heterocyklem rtizné velikosti obsahujici kysliks.

Je zajimavé, ze zakladni skelet heliannanu byl izolovan pozdéji z moiské houby
Haliclona fascigera °.

Tyto latky lze rozdélit na zakladé chem. struktury na 4 skupiny.

1. 7,11-heliannany: heliannuol A%#, heliannuol G* a jeho 8 epimer (heliannuol

H?) a heliannuol K %

2. 7,10-heliannany: heliannuol B® a jeho 8,9-hydrogenat heliannuol D, 8-oxo
heliannuol D ( heliannuol F?), a 7,8 epimery 7,8-epoxy heliannuolu B

(heliannuol 1 a heliannuol J>%°)
3. 8,11-heliannany: heliannuol C®

4. 8,10-heliannany: heliannuol E**

7,11-heliannany

HO

"OH

o

0

heliannuol G heliannuol K heliannuol L
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8,11-heliannany 8,10-heliannany

/ -

HO % HO

o—". O /<
/< OH
OH

heliannuol C heliannuol E

Seskviterpenické laktony

Jednou z nejbohatsich skupin sekundarnich metaboliti v Helianthus annuus L.
jsou seskviterpenické laktony. Jejich pfitomnosti u zastupci cévnatych rostlin je
charakterizovana ptedevsim Celed’ Asteraceae. U rostlin této ¢eled’i se vyskytuji Casto
v zlaznatych trichomech listd, stonki a kvétenstvi. Tyto slouceniny jsou
charakterizovany hoikou chuti. V Helianthus annuus L. se nachazeji seskviterpenické
laktony typu germakranolidi. Germakrany jsou slouceniny s 10 uhlikatym cyklem.
Ptipona -olid pak znagi piitomnost laktonu*',

MELEK * indentifikoval z listd agrophyllin A jako hlavni germakrolid a

G2 identifikoval z listt

agrophyllin B a 4,5-dihydroniveusin A jako minoritni. SPRIN
15-hydroxy-3-dehydrodesoxytifruticin (autorem zvany téz annuithrin) a jeho 3-
hemiketal jako majoritni a agrophyllin B, niveusin C (byl nalezen i v Helianthus niveus
a v Helianthus maximiliani), 1-methoxy-4,5-dihydroniveusin A, jeho 3-oxoformu a jeho
4,5-dihydroderivat pak jako minoritni slozky, dale izoloval niveusin B, 3-O-
ethylniveusin B. ALFATAFTA? izoloval z celych rostlin 3-O-methyl niveusin A a
1,10-dimethoxy-3-oxo  derivat agrophyllinu B. MACIAS? izoloval z listd
seskviterpenicky lakton leptokarpin, coz je 4,5-dehydroagrophyllin B. MACIAS?
izoloval z listi dimericky seskviterpenicky lakton helivypolid G, ktery ma spojeny dva
monomery seskviterpenového laktonu pomoci spirocyklického dihydropyranového
kruhu.
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Seskviterpenické laktony Helianthus annuus L.

agrophylin A R,=OH R,=H 15-hydroxy-3-dehydrodesoxyfruticin

agrophylinB R,=H R,=OH

niveusin A R,;=0OH
niveusin B R,=H
niveusin C R,=OH

helivypolid G
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Norseskviterpeny

MACIAS*3%3 jzoloval z listdi bisnorseskviterpeny - annuolidy: annuionon A,
jeho 7,8-dehydrogenat annuionon B , annuionon C, annuionon E, annuionon F,

annuionon G (annuoiny jsou také fazeny mezi apokarotenoidy) a tii seskviterpeny

bisabolenového typu: helibisabonol A, helibisabonol B a norbisabolen helinorbisabon.
OH OH

0
© ¢ a

annuionon A annuionon C annuionon E

.,
‘s

annuionon F

OH

OH @]

helibisabonol A helibisabonol B helinorbisabon

Heliespirany

MACIAS® izoloval z listd spiroseskviterpen heliespiron A.
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heliespiron A

Jiné seskviterpeny

ALFATAFTA? izoloval z celych rostlin kyselinu eudesma-1,3,11(13)-trien-12-ovou.

=

HO O
kyselina eudesma-1,3,11(13)-trien-12-ova

3.2.2. Diterpeny
Kaureny”*

Kaurany jsou tetracyklické diterpeny. Vyskytuji se jako hydrogenované kaurany
nebo jako kaureny. Jsou intermediarnimi metabolity v syntéze gibberellint, dulezitych
rustovych faktori, a nékterych diterpenickych alkaloidii. Kaurany jsou pomérné
rozsitené slouceniny a jako prekurzory gibberellinti se objevuji v celé rostlinné fisi.
Koncentrace endogennich gibberellini v zelenych pletivech je ale asi 10° g na gram

Zivé vahy.

kauran
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Kaureny jakoZzto terpeny vychdzeji zmevalonatu. Jsou tvofeny kauren
synthetasovou reakci z geranylgeranyl difosfatu, ktery se nejprve cyklizuje a nasledné

oxiduje.

OPP
OPP

Y

kyselina kaurenova kyselina gibberellova (GA,)

ALFATAFTA?® prokazal v kvétenstvich tyto latky: kyselina ent-kaur-16-en-19-
ové, angelyester kyseliny grandiflorové, kyselina grandiflorova. PYREK® ** izoloval
z jazykovitych kvéti ent-trachyloban-19-ovou kyselinu spolu s ent-kaur-16-en-19-ovou
kyselinou. Pozdé€ji izoloval zjazykovitych kvétd i estery téchto dvou Kkyselin
s thujanolem, ent-kaur-16-en-19-al, ent-trachyloban-19-al, ent-kauran -16p-ol, ent-
kauran-16a-ol, ent-kauran-16B,19-diol, ent-atisan-160-0l a ent-atisan-16p-ol. Za
majoritni diterpen povazuje kyselinu trachyloban-19-ovou kyselinu, ostatni jeji derivaty
jsou pak minoritnim doprovodem téchto latek. ALFATAFTA® izoloval 17-oxo-

trachyloban-15a,19-diol a kyselinu 15a-hydroxytrachyloban-19-ovou.

19



Kauranové derivaty Helianthus annuus L.

L%
%t COH v

kyselina ent-kaur-16-en-19-ovd R, =H ent-atisan-16 alfa-ol

kyselina grandiflorova R,=OH

angelat kys. grandiflorové R,=OAng

(ester s kyselinou angelikovou)

kyselina trachyloban-19-ova R1=COOH R2=H R3=H
kyselina 150-hydroxytrachyloban-19-ova R1=COOH R2=H R3=0H
7-oxo-trachyloban-15Q,19-diol R1=CH20H R2=0 R3=0OH
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ester thujanolu a kyseliny ester thujanolu a kyseliny
ent-kaur-16-en-19-ové ent-trachaloban-19-ové

Gibberelliny

Gibberelliny jsou rustové faktory isolované z askomycety Gibberella fujikuroi.

Chemicky jde o diterpenické kyseliny; dnes je znamych 70 typd, z toho 20 u vyssich
rostlin. Jsou syntetizovany u vyssich rostlin ve vrcholech prytu a také v mladych listech
a embryich. V rostlin€ je obvykle 2 a vice gibberellintl, v€etné glykosidicky Vézan}'ICh42.

HUTCHINSON?® izoloval ze semen gibberelliny GA;, GAs, GAig, GAz, GAus,
GAgs, GAgs, GAgs, GAs7, GA7, a dale pak slouceniny, které OWEN *? identifikoval jako
GAi00, GA101 8 GAjp2. CASTELLARO? izoloval ze zralych semen gibberelliny GAzs,
GA7 a 3-epi-GA7,.

~19
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0“ >oH COOH 0% NoH COOH
GA,,  R=CH,OH (19,10 - lakton) GA,,  R=CH,
GA, R=CHO GA,,,  R=CH,OH (19,10 - lakton)
GA, R=COOH GA,,,  R=COOH

21



3.2.3. Triterpeny a steroidy

Triterpeny jsou slouceniny obsahujici 30 atomi uhliku. Jejich zdkladni uhlikaty
skelet 1ze formalné rozlozit na 6 jednotek isoprenu. Jednd se o struktury alifatickeé,
tricyklické, tetracyklické a pentacyklické. Biodegradaci tetracyklickych triterpenti
vznikaji steroidy, které se spolu s terpeny fadi do skupiny latek oznacovanych jako

terpenoidy?.

Triterpenické alkoholy

1.) Fytosteroly

Rostlinné steroly-fytosteroly jsou sekundarni alkoholy, pfi normalni teploté jsou
to pevné latky. Jejich jméno pochdzi z feckého steros (pevny) a koncovky pro alkohol—
ol. Fytosteroly maji perhydro-1,2-cyklopentanofenanthrenovy skelet, kruhy A-B a C-D
jsou spojeny trans, v poloze 3B je vazana sekundarni alkoholicka skupina. Fytosteroly
se pravdépodobné vyskytuji ve vSech krytosemennych a nahosemennych rostlinach i
V houbach, fasach, liSejnicich a bakteriich. Nejcastéji se vyskytuje [-sitosterol,
stigmasterol, campestrol a ergosterol. Pii biosyntéze fytosterolu se nejprve znamym
zpusobem z acetyl-CoA, pres acetylacetat, kyselinu hydroxymethylglutarovou,
mevalonovou a geranylpyrofosfat syntetizuje skvalen. Dale nasleduje syntéza vlastnich
steroidil. Fytosteroly maji v organismu nejmén¢ 2 funkce - jsou prekurzory pro syntézu
ostatnich steroidnich latek a jsou diilezitou slozkou bunéénych membran — stabilizuji je
a ucastni se fizeni jejich rozpustnosti, k tomu je dulezitd volnost Cs-p hydroxylové
skupiny pro interakci s fosfolipidy*°.

SCHULZ?® izoloval  z pylovych zrn pB-sitosterol, stigmasterol (3,4,22,23-
dehydrogen-  B-sitosterol), isofukosterol (5,6,24,25-dehydrogen B-sitosterol) a
neophytadien.

22



B-sitosterol

UKIYAZ izoloval z pylovych zrn A'-tirucallol.

N-tirucallol

2.) Sekotirucallany

UKIYAZ izoloval z pylovych zrn tyto sloueniny: triterpenicky alkohol helianol
(3,4-seko-19(10—9)-abeo-8a,9B,10a-tirucalla-2,24-dien-3p-ol) a jeho 3-oktanoat jako
Majoritni triterpenovou slozku, kterd popiipadé¢ mlze byt doprovazena malym
mnoZstvim hexanoatu, dekanoatu a dodekanoatu 8, (24S)-24,25-dihydroxyhelianyl-3-
oktanoat a jeho 24R epimer, 4a,5a-epoxyhelianol a jeho 3-oktanoat, (24S)-
4a,50.:24,25-diepoxyhelianyl-3-oktanoat a jeho 24R epimer, (24S)-24,25- dihydroxy-
4a,50-epoxyhelianyl-3-oktanoat a jeho 24R epimer %°.

21 22 24 26

helianol

UKIYA?' pozdgji izoloval z pylovych zr slougeniny odvozené od 3,4-seko-
tirucallanu:  sunpolennol  (4-hydroxy-3,4-seko-glutinan-3,5p-oxid),  (24R)-24,25-
epoxysunpollenol a jeho (24S) epimer, (23E)-dehydro-25-hydroxysunpollenol a (24R)-
24,25-dihydroxysunpollenol a jeho (24S) epimer.
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22 24 26

sunpollenol

Pentacyklické triterpeny

1) skupina ursanu (a-amyrinu)

UKIYAZ izoloval z pylovych zrn a-amyrin.

Aa-amyrin

2) skupina oleananova (-amyrinu)
BADER® izoloval z celych rostlin bidesmosidy helianthosid 1, 2 a 3.

24



helianthosid 2  R,=-1,6 glc-1,4 glc-1rtha R,=-1,2 ara-1,4 rha-1 glc

3.2.4. Kumariny

Svou strukturou jsou kumariny derivaty o-chromonu. Vznikaji z cis-formy
kyseliny o-hydroxyskoficové vytvofenim laktonu. Prekursory kumarinu v rostlinach
jsou glykosidy kyseliny o-kumarové (trans-forma) a kyseliny kumarinové (cis-forma),
které jsou enzymem izomerasou udrzovany ve vzajemné rovnovaze. Pfi suSeni se
glykosid $tépi a tvofi se kumarin, lakton volné kumarinové kyseliny, kterd se stale

vytvaii z kyseliny o-kumarové v disledku posunu rovnovéahy*>,

COOH
N N N
COOH ——
OH OH 0O o)

kyselina o-kumarova kyselina o-kumarinova kumarin

MURRAY?*? uvadi pritomnost skopoletinu, jeho O-glukosidu a ayapinu.

S 0]
HO O O @] O
skopoletin ayapin

3.2.5. Flavonoidy
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Flavoniody tvofi pocetnou skupinu zlutych nebo oranzovych rostlinnych latek.
Jedna se o derivaty fenylchromanu. Zékladem jejich struktury je chroman arylovany

v poloze 2 (flavany), 3 (izoflavany) nebo 4 (neoflavany).

O O o O

flavan isoflavan neoflavan

O

Flavonoidy jsou latky vyskytujici se pouze v rostlinné fi$i a to nejcastéji ve
form¢ flavani. Jednotlivé flavonoidy se od sebe dale 1i§i poctem a polohou
hydroxylovych skupin na aromatickych kruzich, pfitomnosti dvojnych vazeb a
napojenim cukrii nebo organickych kyselin. V rostlinném organismu se vyskytuji

v podobé glykosidu nebo volného geninu®.

Chalkony

MACIAS® izoloval z listd kukulkamin B a heliannon A.

o, O
H
kukulkamin B R=CH,
heliannon A R=H
Aurony

ALFATAFTA? prokézal v kvétenstvich 5-hydroxy-4,6,4’-trimethoxyauron.
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CH.O

5-hydroxy-4,6,4 -trimethoxyauron

PYREK?® izoloval z jazykovitych kvéti loliolid acetat.

loliolid acetat

Flavanony

MACIAS® izoloval z listt heliannon B a heliannon C.

OH
OMe O

heliannon B R=CH;,
heliannon C R=H

Flavony

MACIAS® izoloval z listi tambulin.
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tambulin

Flavonoly

ALFATAFTA’® potvrdil izolaci z kvétenstvi piitomnost nevadensinu.

OMe

nevadensin

3.2.6. Benzopyrany

SATOH’ izoloval zuborovych lazek sloudeniny typu benzopyrani. Byly
identifikovany jako demethoxyencecalin (6-acetyl-2,2-dimethyl-1,2-benzopyran) a
demethylencecalin (6-acetyl-7-hydroxy-2,2-dimethyl-1,2-benzopyran).

demethoxyencecalin R,=CH,CO R,=H
demethylencecalin R,=CH,CO R,=OH

3.2.7. Lipidové sloucCeniny

Dioly
UKIYA? izoloval z pylovych zrn syn-nonadecan-4,6-diol, syn-henicosan-4,6-

diol a syn-docosan-4,6-diol. SCHULZ? stanovil vyse uvedené slouceniny jako hlavni
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dioly pylu a izoloval z pylu dalsi slouceniny typu B-diold. Majoritnimi slouc¢eninami
jsou 4,6-dioly doprovazené malymi mnozstvimi 5,7-, 6,8-, 10,12- a 1-fenyl-1,3-dioly.
Délka fetézce se pohybuje od 19 do 25 uhlika.

OH O
OH O
/\)\)J\ i
R
B-diol R=C_H,, - C.H., 1-fenylalkan-1,3-ol R=C,H,,-C,,H,,

Hydroxyketony

SCHULZ? izoloval z pylu sloueniny typu B-ketold. Mezi izolovanymi latkami
byly alkanony typu 4-ol,6-on a jejich polohové izomery 6-ol-4-on, 5-ol-7-on a 6-0l-8-on
a jejich polohové izomery 6-0n-8-ol. Délka fetézce se pohybovala mezi 17 az 27 uhliky.
Izoloval také 3-hydroxy-1-fenylalkanony a jejich polohové izomery 1-ol-3-on s délkou
postranniho fetézce od 22 do 27 uhliki. Majoritnim p-ketolem byl 4-hydroxy-6-
nonadekanon.

OH O
OH O

/\)\)J\ "
R
B-ketol R=C_H,, - C,H,, 1-hydroxy-1-fenyl-3-alkanon R=C,H,,-C,H,,

Alifatické ketony

SCHULZ? izoloval z pylovych zrn celou fadu p-diketont, hlavni skupinu lipida

pylu. Jako majoritni slou¢eniny stanovil 4,6-diony a 6,8-diony a 10,12-diony pak jako
minoritni. Délka fetézce jednotlivych slouCenin se pohybovala od 18 do 33 uhlikd.

Izoloval rovnéz do té¢ doby neznamé 1-fenylalkan-1,3-diony.

O O
O @)
w ¢
R
B-diketon R=C_H,, - C,.H., 1-fenylalkan-1,3-dion R=C,,H,-C,,H,,

UKIYAZ izoloval z pylovych zrn (3E)-trikos-3-en-5-on.
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O

M
C..H

18" "37

(3E)-trikos-3-en-5-on

Mastné Kyseliny

SCHULZ ?® izoloval z pylovych zm fadu nasycenych mastnych kyselin od
hexanové po nonakosanovou s vyjimkou C7 a Cy7 kyselin. Nenasycené mastné kyseliny
jsou reprezentovany kyselinou hexadec-9-enovou (9-16:1), 9-18,1, 11-18:1, 9,12-18:2,
18:3, 11-20:1, 11,14-20:2 a 13-22:1. Hlavni latkou je kyselina 11-eikosenova.

CH,(CH,),CH=CH(CH,),COOH

kyselina 11-eikosenova

B-dioxoalkanové kyseliny

UKIYA? izoloval zpylovych zrn kyselinu 14,16-dioxopentakosanovou.
SCHULZ ?® jeji piitomnost potvrdil a izoloval z pylovych zrn fadu daldich ©-6,8, -
10,12 a ®»-12,14-B-dioxoalkanovych kyselin. Délka jejich uhlikatého fetézce se
pohybovala od 24 do 29 uhlika.

0 0 O

H CM(CHZ)n /{KOH

1979

[B-diketoalkanové kyseliny  n=11-15

Estery mastnvych kyselin

SCHULZ?® izoloval zpylovych zm ftylyldekanoat, mens$i mnoZstvi
dodecylapalmitatu, oktyleikosanoatu a oktyleikosadienoatu a mens$i mnozstvi

methylesterti vySe zmifiovanych mastnych kyselin.

30



ftylyldodekanoét

UKIYA® a SCHULZ?® izolovali z pylovych zrn estery hydroxylovanych
mastnych kyselin estolidového typu: kyselinu 18-(hexadekanoyloxy)oktadecenovou, jeji

methyl a ethyl ester a kyselinu 18-(oktadecanoyloxy)oktadecenovou a jeji methyl a
ethyl ester.

R,OCO(CH,),CH=CH(CH.,),COOR,

methylester kyseliny 18-(hexadecanoyloxy)oktadecenovée  R,=C,.H
ethylester kyseliny 18-(hexadecanoyloxy)oktadecenoveé R,=C,:H
methylester kyseliny 18-(octadecanoyloxy)oktadecenové R,=C,;H;s R,=CHj,
ethylester kyseliny 18-(octadecanoyloxy)oktadecenové R,=C,-H

a1 R,=CHj

3.2.8. Tokoferoly

SCHULZ?® izoloval z pylovych zrm a- a y-tokoferol.

Qa-tokoferol R=CH

Y-tokoferol R=H

UKIYA? izoloval (5S)-3a-acetyl-2,3,5-trimethyl-7a-hydroxy-5-(4,8,12-
trimethyltridecanyl)-1,3a,5,6,7,7a-hexahydro-4-oxainden-1-on a jeho 5R epimer.
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(SS)—3G—acetyI—2,3,5—trimethyl—7G—hydroxy—5—(4,8 ,12—trimethyltrideca|in)—

1,3alfa,5,6,7,70-hexahydro-4-oxainden-1-on

3.2.9. Alkany

SCHULZ?® izoloval z pylovych zrn mensi mnozstvi linearnich Csps, Cy7, Cag, Cag

aCs; alkanu.
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3.3. BIOLOGICKA AKTIVITA
OBSAHOVYCH LATEK

V lidovém IéCitelstvi se vyuziva zejména semeno a jazykovité kvéty. Ze semen
vyrabény slune¢nicovy olej ma protisklerotické u¢inky a je vynikajici surovinou pro
ptipravu 1é¢ivych masti. Uziva se zevné napi. pii zanétech, zapafeni, a vnitin¢ 2 az 4
cajové lzicky denné zlepsuji ostrost vidéni. Jazykovité kvéty se pouzivaji do ajovych

smési pro snizeni horecky a miry poceni, podporu traveni a stimulaci ¢innosti jater.

3.3.1. Alelopaticka aktivita

U latek typu heliannand byla hodnocena kli¢ivost semen, délka kofend a
vyhonkt. Bioanalyza byla provadéna na semenech hlavkového salatu (Lactuca sativa),
fefichy (Lepidium sativum) a cibuli (Allium cepa), pSenice (Triticum aestivum) a
je¢mene (Hordeum vulgare). Heliannuol A a C byly aktivni, zatimco helibisabonoly A
a B byly neaktivni. Obecné studie zjistila, Ze heliannuoly, které maji hydroxylovou
skupinu lokalizovanou na heterocyklu (7,11-heliannuoly a 8,11-heliannuoly) jsou
aktivnéjsi nez ty, které maji hydroxylovou skupinu na vedlejsim iso-propylovém fetézci
(7,10-heliannuoly). Kli¢ovou roli zde hraje i stereochemie kazdého chiralniho centra®.

Bisnorseskviterpeny annuionony A, B a C a helinorbisabon vykazovaly
potenciondlni alelopaticky U€inek na jednodélozné rostlinné druhy. Vykazovaly 45%
inhibici kli¢ivosti semen Allium cepa a 50% stimulaci rustu kofene Allium cepa a
Hordeum vulgare fadové v koncentraci 10°-10° M. Jejich potencionalni alelopaticka
aktivita je preduréuje k vyuziti jako nové generace ptirodnich agrochemikalii®.

Germakranolidy 15-hydroxy-3-dehydrodesoxytifruticin, 3-O-ethoxyniveusin B a

2

niveusin B inhibovaly linearni réist v Avena koleoptilovém testu'?. Helivypolid G

vykazoval inhibi¢ni efekt v pSeni¢ném koleoptilovém testu?’.
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3.3.2. Antimikrobialni, antifungalni a

antiprotozoalni aktivita

U benzopyranovych derivati 6-acetyl-2,2-dimethyl-1,2-benzopyranu a 6-acetyl-
7-hydroxy-2,2-dimethyl-1,2-benzopyranu z extraktu uborovych luzek byla prokazana
antimykoticka aktivita. Testovanou houbou byla Pyricularia oryzae. Stejné vysledky
vykazovaly také extrakty ziskané z celych kvétenstvi. Extrakty dalSich rostlinnych
organii nevykazovaly takovou toxicitu na testovany mikroorganismus’. Extrakty
plodovych lizek vykazovaly antimykotickou aktivitu také proti Cladosporinum
herbarum®.

SPRING™ *? prokazal antimikrobialni aktivitu u 3-O-ethylheliangolidu, ktery
vykazoval silnou aktivitu proti Proteus vulgaris, Eremothecium ashbyi a Bacillus
brevis. Dale uvadi silnou antifungalni aktivitu a-methylen-y-laktonového germakrolidu
(pozdé¢ji identifikovaném jako 15-hydroxy-3-dehydrodesoxyfruticin, autorem nazyvany
téz annuithrin) testovanou na Eremothecium ashbyi.

U kyseliny kauren-19-ové byla zaznamendna antimikrobialni aktivita™. Je

16,17

aktivni proti Bacillus subtilis (0,313 pg.mI™)*®!, Staphylococcus aureus (12,5 pg.ml’

H)1>1818 ‘Mycobacterium smegmatis (6,25 pg.ml™)*°

(ale ne proti M. tuberculosis a M.
avium)*’, Saccharomyces cerevisiae *°, E. coli'® a Candida albicans® (agkoliv zdroj 16
uvadi, ze je dana kyselina je k tomuto organismu neaktivni). Naproti tomu methylester
kyseliny kauren-19-ové je mnohem méné antimikrobidlné¢ Ucinny (naptiklad proti
Mycobacterium smegmatis (25 pg.ml™, ale proti S. aureus neni G&inny viibec). Pro
srovnani streptomycin inhiboval rist téchto organisml v koncentracich 0,78 a 3,1

ug.ml'1 )

Kyselina kauren-19-ova vykazovala aktivitu proti protozoalnimu bic¢ikovci
Trypanosoma cruzi, pivodci Chagasovy nemoci. Tato latka vykazovala i aktivitu proti
mekkysi Biomphalaria gabata, mezihostitelem schistozomé6zy. Kaurenova kyselina se
ukazala jako u¢inna proti larvam Homeosa electellum, H. zea, H. virescens a
Pectinophora gossypiela™.

Smés dvou diterpenovych kyselin, kaurenové a angeloylgrandiflorové, se
ukazala jako silny inhibitor rdstu vlaknitych stélek hub Verticillium dahlie, Sclerotinium

sclerotiorum®*.
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3.3.3. Dalsi biologické ucinky

Z extraktu kvétiu byly ziskany steroly, triterpenické alkoholy a syn-alkan-6,8-
dioly, které vykazovaly zna¢nou protizanétlivou aktivitu indukovanou 12-O-
tetradekanoylforbol-13-acetatem, ktery zptsobuje zan&t u mysi?°. Kaurenova kyselina
také vykazovala protizanétlivou aktivitu®,

Latky typu syn-alkan-6,8-diolu vykazovaly inhibi¢ni u¢inek na nadorovou
aktivitu 12-O- tetradekanoylforbol-13-acetatu ve dvou stadiich zhoubného nadorového
bujeni na kiizi mysi®.

3,4-seko-tirucallany izolované z pylu Helianthus annuus L. vykazovaly inhibi¢ni
efekt na indukci EBV-EA (virus Epstein-Barrové - ¢asny antigen) vyvolany pomoci 12-
O-tetradekanoylforbol-13-acetatu v Raji bufikach. Jako referen¢ni latka byl zvolen B-
karoten. Inhibi¢ni efekt téchto sloucenin byl stejny nebo silngjsi nez B-karotenu. Tyto
struktury byly proto navrzeny jako potencionalni chemopreventivni &inidla?.

Kaurenova kyselina vykazovala téZ antifertilni aktivitu u primata™.

Testovani cytotoxicity kaurenové kyseliny bylo provedeno na garnatech (ICsg
2,03 pg/ml, 16 pg/ml) a riznych bunéénych liniich (my$i lymfatické leukémie,

karcinomu prsu, plic, stieva, ovarii, prostaty a kize)™.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. CHARAKTERISTIKA
ZPRACOVAVANEHO MATERIALU

Ke zpracovani byly pouzity suSené jazykovité kvéty, suSend uborova lazka
zbavena jazykovitych kvétt a nasledné i listy Helianthus annuus L., ziskané legalnim
sbérem na poli soukromého zemédé€lce v obci Rohozec u Kutné Hory v ¢ervenci 2004.
Rostliny dle ¢estného prohlaseni péstitele nebyly chemicky oSetfeny. Rostlinny material
byl suSen na Katedfe Farmaceutické botaniky a ekologie a byl drcen na kladivovém
mlynu. Hmotnost vychoziho usuSeného a pomletého materidlu cinila 190 g
jazykovitych kvéti, 2650 g uborovych lizek zbavenych jazykovitych kvéti a 5 kg

listh.

4.2. CHEMIKALIE,
CHROMATOGRAFICKY MATERIAL A
PRISTROJE

4.2.1. Chemikalie

Rozpoustédla

AQUA DESTILLATA
KYSELINA OCTOVA p.a.

ETHANOL 96%

METHANOL p.a.

n-BUTYLALKOHOL p.a.

TOLUEN p.a.

ETHYLESTER KYSELINY OCTOVE p.a.
CHLOROFORM p.a.
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ACETON p.a.
XYLEN p.a.
PETROLETHER p.a.

Detekéni ¢inidla

vanilinové ¢inidlo (smés 1% ethanolického roztoku vanilinu a 3% kys. chloristé
v poméru 1:1; obé slozky se smisi pied pouzitim; po postiiku se chromatogram zahtiva

pii 105 °C do doby, neZ se vybarvi skvrny)

4.2.2. Chromatograficky material

SILIKAGEL
SEPHADEX LH-20
TLC aluminium sheets 20x20 cm silica gel Fzs4 MERCK

4.2.3. Pristroje

1. UV spektrofotometr SHIMADZU UV-1601
2. FIA lab 3000 analyser FIA lab instruments Inc., Bellevue WA, USA (zatizeni
na méfeni antioxidaéni aktivity)

3. UV lampa CAMAG 254 a 366 hm

4.2.4. Prehled mobilnich fazi

Chromatografické soustavy

S1- CHCI3: MeOH 65:35

S2- CHCl3: MeOH 80:20

S3- EtAc: CH3COCH3;: HCOOH: H,O 100:11:11:27
S4- CH,Cl,: EtAc 4:1

S5- CH,CI2: EtAc 1:1

S6- EtAc Cisty

S7- BUOH: H,0: CH;COOH 40:20:10

S8- CHCl3: MeOH 85:15
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S9- CHCl;: MeOH 75: 25

S10- CHCl3: MeOH 95:5
S11- CHCl; Cisty
S12- CHCl3: MeOH 90:10
S13- CHCI3: MeOH 87:13
S14- CHCI3: MeOH 70:30
S15- CHCI3: MeOH 60:40
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4.3. PREDBEZNE DELENI

4.3.1. Schéma predbézného déleni

Bylo zpracovano 3,07 g uborovych luzek, 3,09 g jazykovitych kvétd a 3,03 g
listi. Jednotlivé drogy byly protiepavany na tiepacce v 60% ethanolu po dobu 1 hodiny.
Odpafenim do sucha bylo ziskano 0,139 g extraktu z uborovych lazek, 0,8514 g
extraktu z jazykovitych kvéta a 0,5567 g extraktu z listd. Vytéznost tedy byla 14,83 %
Z tborovych luzek, 27,55 % z jazykovitych kvéth a 18,37 % z listh. U téchto extraktl
byla provedena TLC (tenkovrstva chromatografie) v soustavach S; a S,, detekce
vanilinovym ¢inidlem. Déle byla provedna TLC vSech tii extraktl spolu se standardy
hesperitinu a kvercetinu v soustavé S3 (soustava pro detekci flavonoidl), detekce
vanilinovym ¢inidlem, coz vzhledem K pfitomnosti nékolika skvrn na chromatogramu
V drahdch extrakti poukdzalo na mozny vyskyt latek obdobné polarity ve vsech
zkoumanych c¢astech rostliny, ale pfitomnost hesperitinu ani kvercetinu potvrzena

nebyla. Pro dalsi zpracovani byly vybrany jazykovité kvéty a tiborova ltzka.

4.4. ZPRACOVANI JAZYKOVITYCH
KVETU
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SCHEMA ZPRACOVANI JAZYKOVITYCH KVETU

SUSENA DROGA

Perkolace l

ETHANOLICKY EXTRAKT]

46,13 g
CHLOROFORMOVY VYTREPEK BUTANOLOVY VYTREPEK VODNY ZBYTEK
0,289 11,54 g 31,62 g

Rozpusténo v methanolu

N

PREDBEZNE DELENI
malé sephadexova kolona

HLAVNI DELENI
velké sephadexova kolona

v

Déleno 9 krat
Spojovano na zakladé
TLC

|

ZISKANO 26 FRAKCI
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4.4.1.Vychozi material

K déleni byly pouzity susené jazykovité kvéty z Helianthus annuus L., viz. 4.1.
charakteristika zpracovavaného materidlu. Hmotnost vychoziho pomletého materialu

ginila 190 g.

4.4.2. Perkolace a zpracovani perkolatu

Suchy rostlinny material byl jedno¢lennou perkolaci extrahovan 60% ethanolem
v perkolatoru. Extrakce probihala tak dlouho, dokud perkolat vykazoval vazitelny
zbytek. Perkolat byl prabézné zahustovan, kone¢na hmotnost zahusténého perkolatu
¢inila 46,13 g.

K rozdélovani byl pouzit cely zahustény perkolat. K perkolatu bylo ptidano 80
ml vody a néasledné byl protiepavan tiikrat 150 ml chloroformu. Vytézek
chloroformového podilu po odpateni ¢inil 0,28 g. Vodny zbytek byl dale na rota¢ni
vakuové odparce zbaven stop chloroformu a extrahovan 5 krat 150 ml butanolu.
Ziskany extrakt byl piefiltrovan pfes bezvody Na;SO,, aby se odstranila zbytkova voda
a byl prubézné zahustovan. Nakonec byly vSechny frakce spojeny a odpafeny do sucha.
Bylo ziskano 11,54 g butanolové faze. Ve vodné fazi zistalo rozpusténo 31,6 g. Byla
provedena TLC v soustavach S1 a S2, detekce vanilinovym c¢inidlem, vSech téchto fazi

a TLC butanolové a vodné faze v soustavé S1.

4.4.3. Zpracovani vodné faze

Predbézné déleni

Vodna faze byla predbéZzné délena na koloné. Kolona byla pfipravena
nabobtnanim molekulového sita Sephadexu LH 20 v 80% ethanolu. Jako elu¢ni Cinidlo
byl pouzit 80% ethanol. Objem jednotlivych nanasek ¢inil cca 5 ml vodné faze

(sedimentu této faze rozpusténé v methanolu). Vzorky byly odebirany po pfiblizné
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stejnych objemech (15 ml) dle vizualni indikace barevnych zén. Eluce probihala
rychlosti 5 ml/min. Bylo ziskano 14 frakci a provedena TLC v S1 a S4, detekce
vanilinovym ¢inidlem. Na zakladé téchto chromatogrami bylo rozhodnuto o dal$im
zpracovani této vodné faze.

Vodna faze byla nasledné rozpusténa v 30 ml vody a poté vytiépana s 3 krat
30ml BuOH piedem nasyceného vodou (10 ml BuOH a 20 ml H,0). BuOH vytiepek
byl piefiltrovan pies potas (K,COs). Tato faze byla dale zahusténa do sucha. Hmotnost
suchého extraktu ¢inil 1,619 g.

Hlavni déleni

Extrakt byl dale délen na silikagelové sloupcové koloné. Bylo zpracovavano 1,6
g suchého extraktu. Silikagel byl zbaven vody zahiivanim 4 h pii 160°C a nasledné
upraven na obsah vody 12 %. Mnozstvi aktivovaného silikagelu na kolon¢ ¢inilo 200 g.
Dale byl ptipraven roztér na kolonu. Suchy extrakt byl rozpuStén v minimalnim
mnozstvi MeOH, poté bylo pfidano 10 g silikagelu a smés se byla odpaiena do sucha
na porceldnové misce, za obCasné homogenizace.

Jako elu¢ni ¢inidlo pro silikagelovou kolonu byla pouzita smés chloroformu a
xylenu v poméru 75:25. Dale se postupovalo s ¢istym chloroformem, s chloroformem a
1% MeOH a 3% MeOH. Bylo ziskano 6 frakci a provedena TLC v S12 a S10, detekce
vanilinovym ¢inidlem, ktera ukézala n¢kolik separovanych skvrn. Jednotlivé frakce

byly ptedany k dalS§imu zpracovani.

4.4.4. Zpracovani chloroformové faze

Byla provedena TLCs referenénim latkami: Kkyselina ursolova; Kkyselina
oleanolova; kyselina kumarova; aukubin a kyselina betulinova, v mobilni fazi S10,
detekce vanilinovym ¢inidlem (viz chromatogram ¢.1). Chloroformova frakce na
zakladé¢ tohoto chromatogramu pravdépodobné neobsahovala Zadnou z vyse uvedenych
referencnich latek. Z dlivodu malého mnozstvi této faze nebyla tato faze dale

zpracovavana.
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Chromatogram ¢.1

1-chloroformova faze jazykovitych kvéti
2-standard kys. ursolové

3-standard kys. oleanolové

4-standard kys. kumarové

5-standard aukubinu

6-standard kys. betulinové
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4.4.5. Zpracovani butanolové faze

Predbézné déleni butanolové faze

Butanolovéa faze byla po odpafeni do sucha rozpusténa v methanolu a piedbézné
dé€lena na malé kolon¢. Kolona byla ptipravena nabobtnanim 85 g molekulového sita
Sephadexu LH 20 v 80% ethanolu. Jako elu¢ni ¢inidlo byl pouzit 80% ethanol. Objem
nanésky €inil cca 5 ml methanolového vytifepku butanolové faze.

Vzorky byly odebirany po piiblizn¢ stejnych objemech (15 ml) dle vizualni
indikace barevnych zon. Eluce probihala rychlosti 5 ml/min. Bylo ziskano 13 frakci a
provedena TLC v Sl1, detekce vanilinovym ¢inidlem, ktera vzhledem Kk dobie
oddélenym skrvnam na chromatogramu rozhodla o dal§im zpracovani této faze

ptisluSnym zplsobem.

Hlavni déleni butanolového extraktu

K déleni bylo pouzita velka kolona pfipravena nabobtnanim molekulového sita
Sephadexu LH 20 v 80% ethanolu. Jako eluéni ¢inidlo byl pouzit 80% ethanol. Objem
nandsky na jednotliva déleni €inil asi 10 ml methanolového vytiepku butanolového
extraktu. Toto d€leni bylo provedeno celkem 9 krat, jednotlivé frakce byly pospojovany
na zakladé TLC . Celkem bylo ziskéno 26 frakci. Byla provedena TLC vSech 26 frakci
Vv soustaveé S4, detekce vanilinovym ¢inidlem (viz chromatogramy ¢.2 a 3). Na zakladé
TLC byly néekteré frakce spojeny (viz tabulka ¢.1). S frakci 6 byla provedena TLC s B-
karotenem v soustavé S4. Piitomnost B-karotenu ve frakci 6 nebyla prokazana. U vSech

26 frakei jsme méfili UV-VIS spektrum.

frakce prvni
podil 112 |3|4|5|6|7/|8]|9]|10|11|12|13

frakce druhy
podil 14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 | 21 |22 | 23|24 | 25| 26

Tabulka ¢.1.: Spojovani frakci butanolové faze jazykovitych kvéti.
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Chromatogram ¢.2: Hlavni déleni butanolové faze jazykovitych kvétd, frakce 1-13

Chromatogram ¢.3: Hlavni déleni butanolové faze jazykovitych kvétd, frakce 14-
26
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Po urcité dobé¢, za uchovavani v chladu, vypadly krystaly ve frakcich ¢.9 (K3),
11+24 (K1), 23 (K2), 5, 6, 7 a 8 (K4). Jednotlivé krystaly byly pfejmenovany (viz
tabulka ¢.2).

Vzorek: 11+24 K1
Vzorek: 23 K2

Vzorek: 9 K3
Vzorek: 5,6,7a 8 K4

Vzorek: 2 K5
Vzorek: 17 K6
Vzorek: 10 K7
Vzorek: 4 K8
Vzorek: 21 K9
Vzorek: 13+26 K10
Vzorek: 22 K11
Vzorek: 14 K12
Vzorek: 20 K13
Vzorek: 16 K14
Vzorek: 19 K15
Vzorek: 15 K16
Vzorek: 3 K17
Vzorek: 18 K18
Vzorek: 25 K19

Tabulka €. 2: Piejmenovani jednotlivych frakci butanolové faze jazykovitych

kvétu.

U mate¢nych louhtt K4, K5, K6 a K15 a krystalti K1 byla méfena antioxidacni
aktivita pomoci DPPH testu, jak je standardné provadéno na katedte. Jako referenéni
latka byl pouzit Trolox. Zadny z testovanych vzorkt viak nevykazal signifikantni

antioxidac¢ni efekt (viz graf €. 1).
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Byla provedena TLC krystala K1, K3, K9, K7, K2 a K10 v soustavé S4,
detekce vanilinovym ¢inidlem (viz chromatogram ¢.4). Z chromatogramu vyplyva, zZe
K1, K3, K9, K7, K2 a K10 jsou latky shodné s kyselinou kaurenovou. Na zakladé
tohoto chromatogramu byly pak ptislusné frakce spojeny.
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Chromatogram ¢.4: Krystaly K1, K2, K3, K7, K9 a K10 z butanolové faze

jazykovitych kvéti

Byla provedena TLC krystali K1 a K4 (frakce ¢. 5 a 6) rozpusténych
v methanolu v soustavé S4 (viz chromatogram ¢.5), detekce vanilinovym ¢inidlem.
Z chromatogramu vyplyva, ze v ptipadé K4 se nejedna o identickou latku s K1

(kyselinu kaurenovou).

49



Chromatogram ¢€.5: Krystaly K1 a K4 z butanolové faze jazykovitych kvéti

Krystaly K4 byly podrobeny NMR analyze C13 a H1 na Katedfe anorganické a
organické chemie. Jedna se pravdépodobné o cholestan-5,22-dien-2-ol (33,22E).

cholestan-5,22-dien-2-ol (3[3,22E)
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4.5. ZPRACOVANI UBOROVYCH LUZEK

4.5.1. Predbézna extrakce

K déleni byla pouzita suSend uborova luzka Helianthus annuus L., viz. 4.1.
charakteristika zpracovavaného materialu. Hmotnost vychoziho pomletého materialu
¢inila 50 g.

Lazka byla extrahovdna 250 ml 60% ethanolu. Extrakce byla provadéna
Vv mixéru po dobu 3 min. Vysledna suspenze byla filtrovana ptes filtraéni papir. Byla
provedena TLC filtratu spolu s frakci 10 hlavniho déleni butanolové faze jazykovitych
kvétd v mobilnich fazich S4, S5, S6 a S7, detekce vanilinovym ¢inidlem. Byly
zaznamenany skvrny s podobnymi Rg v drdze predbézného extraktu a frakci 10
hlavniho déleni butanolové faze jazykovitych kvétd. Ethanolovy extrakt byl dale
protiepan 3 krat 150 ml chloroformu. Chloroformovy vytiepek byl zbaven vody
ptefiltrovanim pfes K,COs. Po odpateni chloroformu ¢inil vytézek této faze 0,42 g.
Zbytek byl protfepavan 3 krat celkem 500 ml butanolu, a vytfepky byly opét vysuseny
pres K,COgs. Vytézek po odpareni rozpoustédla byl 1,36 g. Zbytek suché vodné faze byl
po vysuSeni 2,56 g. Procentudlni mnoZstvi jednotlivych vysuSenych fazi vztaZené
k celkovému mnozstvi navazky suché drogy byly: 0,84 % chloroformové faze, 2,72 %
butanolové faze a 5,12 % vodné faze. Byla provedena TLC s jednotlivymi fazemi
v mobilnich soustavach S8 a S9. Jednotlivé faze byly vzdy samostatné¢ podrobeny TLC
a to: butanolova faze v soustavé S8, chloroformova faze v soustavé S10 a vodna faze

Vv soustaveé S25. Jako obsahové€ nejbohatsi se jevila butanolova faze.
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SCHEMA PREDBEZNEHO DELENI UBOROVYCH LUZEK

SUSENA DROGA

MIXER 3 min 1

ETHANOLICKY EXTRAKT
CHLOROFORMOVY EXTRAKT BUTANOLOVY EXTRAKT VODNY ZBYTEK
0,42 g 1,36 g 2,56
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4.5.3. Hlavni extrakce

Perkolace

Suchy rostlinny material 0 hmotnosti 2600 g byl jednoclennou perkolaci
extrahovan 60% ethanolem v perkolatoru. Extrakce probihala tak dlouho, dokud
perkolat vykazoval vazitelny zbytek. Byla provedena TLC perkolatu a sedimentu, jenz
se vném stanim v lednici vytvofil a byl nasledné rozpustén v methanolu. Byla
provedena TLC v soustavach S11, S12 a S10.

Perkolat byl postupné extrahovan 2000 ml petroletheru, jednak z divodu
odstranéni chlorofylu z pfitomnych zakrovnich listki a také kvili jiz relativni zralosti
plodovych lizek a moznosti pifitomnosti vétstho mnozstvi oleji v jiz zalozenych
nazkach. Vytiepky byly vysuseny pies Ko,COs3; a spojeny, vytézek po odpafeni byl
35,37 g. Zbytek perkolatu byl postupné protiepavan 2500 ml chloroformu. Jednotlivé
vytézky byly opét presuseny pies KoCO3 a spojeny, vytézek po odpateni byl 5,87 g.
Zbytek byl zbaven stop chloroformu na rota¢ni vakuové odparce a extrahovan postupné
celkem 2000 ml butanolu. Jednotlivé vytézky byly opét piesuseny pres K,COs a
spojeny, vytézek po odpareni byl 11,14 g. Celkem tedy bylo ziskdno 52,38 g suchych
extraktl. VztaZzeno k této hodnoté cinila vytéZnost jednotlivych extrakei 67,53 %
petroletherové faze, 11,21 % chloroformové faze a 21,27 % butanolové faze. Byla
provedena TLC vodné a butanolové faze v soustavé S9, vodné butanolové a
chloroformové faze v soustavé S2 a chloroformové a petroletherové faze v soustave
S10. Na zaklad¢ téchto chromatogramli byla k dalSimu zpracovéani pouzita butanolova

faze.
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SCHEMA ZPRACOVANI UBOROVYCH LUZEK

SUSENA DROGA

2600 g

PERKOLACE l

ETHANOLICKY EXTRAKT

PETROLETHEROVA EXTRAKT VODNY ZBYTEK
35,374

CHLOROFORMOVY EXTRAKT

BUTANOLOVY EXTRAKT

58749

11,14 g

v

DELENI NA SEPHADEXOVE KOLONE

v

147 FRAKCI

l

Spojeno na zdkladé TLC

31 FRAKCI
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4.5.3. Zpracovani butanolové faze

K déleni bylo pouzito 1100 g silikagelu piesitovaného 90 pum sitem. Silikagel
byl zbaven vody zahtivanim 4 h pti 160 °C a nasledn¢ upraven na obsah vody 12 %.
Byl pripraven roztér z butanolového extraktu rozpusténého v 95% ethanolu se 70 g
silikagelu. Jako mobilni faze byl pouzit chloroform se stoupajici koncentraci methanolu
a ethanol (viz tabulka ¢.3). Rychlost prutoku ¢inila 5 ml/min. Vzorky byly jimany na

zaklad¢ viditelnych zon, s vyjimkou prvnich 7 frakei, po 50 ml.

mobilni faze pomér slozek objem rozpoustédla
CHCI; p.a. 3000 ml
CHCl3: MeOH | 98:2 2500 ml
CHCI3: MeOH | 92:8 3200 ml
CHCIs: MeOH | 84:16 1000 ml
EtOH denat. 5% MeOH | 2700 ml

Tabulka €.3: prehled mobilnich fazi a jejich mnozstvi pouzitych pro hlavni déleni

butanolové faze uborovych lazek.

Délenim bylo ziskano 147 frakcei, s nimiz byla provedena TLC Vv pfislusnych
mobilnich fazich (viz tabulka ¢.4) s detekci vanilinovym ¢inidlem (viz chromatogramy
¢.6 a7), na jejiz zaklade¢ byly jednotlivé faze pospojovany (viz tabulka ¢.4) na 31

kvalitativné odliSnych frakei.
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Mobilni faze na TLC Mobilni faze pro | spojené cislo
koloné TLC frakce spojené
frakce
CHCl; CHCl; 1
2
3
4
5
CHClI3:MeOH (8%) 17-18 6
19-29 7
CHCI;:MeOH (1%) | 30-34 8
35-37 9
CHCI3:MeOH (5%) | 38-41 10
CHCI3:MeOH (1%) 42-45 11
46-63 12
64-69 13
70-77 14
78-82 15
CHCI3:MeOH (25%) | 83-84 16
85-89 17
CHCI3:MeOH (40%) | 90-94 18
EtOH 95-106 19
107-109 | 20
110-114 | 21
115-121 | 22
122-126 | 23
127-129 | 24
130-131 | 25
132-133 | 26
134-137 | 27
138-141 | 28
142-145 | 29
146-147 | 30
zbytek 31

Tabulka ¢.4: Spojovani frakci hlavniho déleni butanové faze uborovych lizek.
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Chromatogram ¢€.6: Frakce ¢. 1-18 hlavniho déleni butanolové faze uborovych

lazek.

R

—_

!

Chromatogram ¢.7: Frakce ¢. 19-31 hlavniho déleni butanolové faze (iborovych

lhzek.
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Frakce 10-23 byly dale podstoupeny TLC v soustavé S13, detekce vanilinovym

¢inidlem (viz chromatogram ¢.8).

| ] B (f. - ( ot : 5
B A £.43 2x

10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23

Chromatogram ¢.8: Frakce ¢. 10-23 hlavniho déleni butanolové faze iborovych

lazek.
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5. HODNOCENI VYSLEDKU A
DISKUZE
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Slunecnice ro¢ni je bezpochyby jedna z nejvyznamnéjSich hospodaiskych
rostlin a proto neptekvapi, ze piitahuje pozornost védci jiz od nepaméti. Tato rostlina je
zkoumana jednak z hlediska ekologicko—zemédélského s cilem zvySeni produkce a
ochrany pied skidci, ale také kvuli potencidlnimu vyuziti jejich obsahovych latek
v oblasti mediciny.

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy vybrala tuto rostlinu na zaklad¢ screeningovych antifungélnich testl extraktt
jednotlivych rostlinnych druhti z celedi Asteraceae. Tyto testy poukazaly na pomérné
dobré antimykotické vlastnosti nékterych zastupct této celedi, znichz extrakt z
Helianthus annuus L. se jevil jako velice perspektivni pro dalsi vyzkum. Ackoliv byl
Helianthus annuus L. podroben za poslednich 30 let intenzivnimu fytochemickému
zkoumani, neni pfili§ mnoho praci tykajici se antifungdlnich ucinkli jak extraktt, tak
jednotlivych latek z ni izolovanych. Pro zkoumani byly vybrany jazykovité kvéty a
uborova luzka. Material pouzity v této praci pochéazel od soukromého zemédélce, dle

jeho informace nebyl chemicky oSetien.

Jazykovité kvéty pomémé detailng zkoumal PYREK® * a byl popsan vyskyt
kaurenovych diterpent a auronu loliolidu acetatu. Za hlavni sekundarni metabolit ze
skupiny kaurentt se povazuje kyselina trachyloban-19-ova. Daéle byla popsana
pfitomnost fady dalSich kaurenli jako minoritni doprovod vySe uvedené slouceniny.
Z4dné jiné prace na téma obsahovych latek jazykovitych kvéta Helianthus annuus L.
nebyly publikovany. U kyseliny ent-kaur-16-en-19-ové, ale izolované z jiného zdroje,
byla zaznamenana antifungalni aktivita proti Saccharomyces cerevisiae '° a Candida
albicans® (agkoliv zdroj 16 uvadi, Ze je dana kyselina je k tomuto organismu
neaktivni). Z téchto divodl se fytochemicka studie jazykovitych kvétd s naslednym
hodnocenim mykotoxicity jevila jako velice perspektivni.

Vzhledem K literarni reserSi a obecnym znalostem o obsahovych latkach byla
pro zpracovani jazykovitych kvétl navrzena jednoclenna perkolace 60% ethanolem.
Bylo ziskano 46,13 g extraktu. Ten byl dale vytfepavan chloroformem (ziskano 0,28 g)
a butanolem (ziskano 11,54 g). Sediment vodné faze byl rozpustén v methanolu a
predbézné deélen sloupcovou chromatografii na molekulovém sit¢ Sephadexu LH 20.
Jako elu¢ni ¢inidlo byl pouzit 80% ethanol. Vizualn¢ a pomoci TLC bylo indikovano
vétsi mnozstvi slouCenin, které vSak nebyly v jednotlivych frakcich dostate¢né

oddé€leny. Pro dal§i zpracovani této faze byla proto zvolena chromatografie na
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silikagelové sloupcové koloné. Jako elucni Cinidlo byla pouzita smés xylenu a
chloroformu a nasledné¢ smési chloromoformu s methanolem. Na TLC bylo nékolik
dobie separovanych skvrn. Jednotlivé frakce byly piedany k dalSimu zpracovani na
HPLC. TLC chloroformové faze provedenda se standardy kyseliny oleanolové,
kumarové, betulinové a aukubinu neprokazala pfitomnost téchto latek v extraktu.
Chloroformova faze nebyla dale zpracovavana z divodi jejiho malého mnozstvi.

Stredem naseho z4jmu byla butanolova faze, kde bylo mozno ocekavat vyskyt
kaurenovych derivat. Ta byla nejprve predbézné d€lena sloupcovou chromatografii na
molekulovém sité¢ Sephadex LH 20, jako mobilni fazi byl pouzit 80% ethanol, ktera
prokazala dobrou délici schopnost této soustavy. Poté bylo provedeno hlavni déleni
butanolové faze. Bylo ziskano 15 frakci. Byla provedena UV —VIS spektroskopie téchto
frakci. Z nékterych frakci se po urcité dobé stani za chladu objevily krystaly. Byla
meéfena antioxidaéni aktivita jak téchto krystalt, tak jejich pfisluSnych matefskych
louhti. U Zadného vzorku nebyly prokazany vyznamné antioxidacni vlastnosti. Krystaly
frakce K1 byly podrobeny NMR analyze C13 a H1 na Katedfe anorganické a organické
chemie. Bylo zjisténo, Ze se jedna o Cistou latku ent-kaur-16-en-19-ovou kyselinu
(kyselinu  kaurenovou). Tato slouCenina jiz byla dfive v jazykovitych
kvétech Helianthus annuus L. dokazana. Na zakladé TLC byla zjisténa shodnost slozeni
krystalit K1, K3, K9, K7, K2 a K10 se zavérem, ze ve vSech pfipadech se jednd o
kyselinu kaurenovou. Odlisnost na TLC ukazovaly krystaly frakce K4, které byly
podrobeny NMR analyze C13 a H1 na Katedfe anorganické a organické chemie. Jedna
se pravdépodobné 0 cholestan-5,22-dien-2-ol (3B,22E). Ptitomnost této slouceniny
nebyla doposud nikdy Vv jazykovitych kvétech Helianthus annuus L. publikovana. V
soucasné dobé& probiha konfirmacni analyza této slouCeniny.

V jazykovitych kvétech byla tedy potvrzena pouze piitomnost kyseliny
kaurenové, ackoliv kvantitativné nejvyznamnéj$im kauranem je Kyselina trachyloban-
19-0va®*3. Lze tedy vazné uvazovat o tom, Ze hlavnim metabolitem v jazykovitych
kvétech je mozna pravé ndmi dokdzana kyselina kaurenova. Nebyl prokdzan Zadny
minoritni kauran, coz lze vysvétlit nizkym obsahem téchto sloucenin v jazykovitych
kvétech. Mnozstvi krystall nami ziskané bylo pfili§ malé na to, aby byly tyto
slouceniny zachyceny v identifikovatelném mnozstvi. Pfitomnost v literatufe uvadéného
loliolid acetatu rovnéz nebyla potvrzena. Dalsi dokazanou slouc¢eninou byl cholestan-
5,22-dien-2-ol (3B,22E), je vsak nezbytné¢ nutné pockat na vysledky konfirmacni

analyzy.
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Uborova ltizka byla rovnéz podrobena rozsahlému fytochemickému
vyzkumu, jehoz vysledkem byla izolace fady sekundarnich metaboliti typu kaurant a

38,39,40

flavonoidt®. Ze semen byly izolovany gibberelliny . Byla provedena rovnéz

detailni analyza obsahovych latek pylovych zrn?#?®,

Zuborovych luzek byly
izolovany benzopyranové derivaty 6-acetyl-2,2-dimethyl-1,2-benzopyran a 6-acetyl-7-
hydroxy-2,2-dimethyl-1,2-benzopyran’. Existuje také cela fada studii zabyvajicich se
izolaci latek z nadzemnich ¢asti nebo celych rostlin.

Praci zabyvajicich se samotnymi uborovymi ltizky neni mnoho a navic dokézané
latky typu benzopyranti vykazovaly vyjimeény antifungalni efekt proti Pyricularia
oryzae, ktery v obdobné sile nebyl zaznamenan u zadného z extraktu z jinych casti
rostliny’. Antifungalni vlastnosti byly zaznamenany i u extraktu z celych uborovych
lozek®. Ztéchto divodé byla uborova ltizka vybrana jako vhodny material pro
fytochemickou studii scilem analyzovat obsahové latky, nalézt jiz publikované
zastupce benzopyranl a otestovat tyto latky na humannich patogennich houbéch.

Vzhledem K literarni reSerSi a obecnym znalostem o obsahovych latkach a
vysledkim predbézné extrakce byla pro zpracovani tborovych lizek navrzena opét
jednoclenna perkolace 60% ethanolem.

Ethanolovy extrakt byl postupné vytiepadvan petroletherem (ziskdno 35,37 g),
chloroformem (ziskdno 5,87 g) a butanolem (ziskano 11,54 g). Na zaklad¢ TLC,
mnozstvi izolovanych fazi a polarité ocekavanych slou¢enin byla k nasledujicimu déleni
pouzita pouze butanolové faze. Ta byla délena sloupcovou chromatografii na silikagelu.
Jako mobilni faze byla nejprve pouzita smés chloroformu a methanolu se stoupajici
koncentraci methanolu a poté ethanol. Vysledkem bylo ziskdni 31 kvalitativné

odlisnych frakci, které ¢ekaji na dalsi zpracovani.
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6. SOUHRN
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Cilem této prace bylo fytochemické hodnoceni jazykovitych kvéth

Helianthus annuus L. a zpracovani uborovych lizek pro naslednou analyzu téze

rostliny.

Vysledky Ize shrnout takto:

1.

Vodna faze jazykovitych kvét byla rozdélena na 6 frakei, které cekaji na dalsi
zpracovani.

V jazykovitych kvétech nebyla prokdzdna pfitomnost kyseliny ursolové,
oleanolové, kumarové, betulinové a aukubinu.

Z4dna ze zkoumanych frakci déleni butanolové faze nevykazovala vyznamné
antioxidacni vlastnosti.

V jazykovitych kvétech byla pomoci NMR analyzy C13 a H1 prokazana ent-
kaur-16-en-19-ovou kyselina.

V jazykovitych kvétech byla pomoci NMR analyzy C13 a H1 pravdépodobné
prokazana piitomnost cholestan-5,22-dien-2-olu (3p,22E). Jeho pfitomnost je
vSak tfeba jest¢ dodatecné potvrdit.

Byla zpracovéna tborova lazka. Na dal§i zpracovani cekaji petroletherova,
chloroformova a vodna faze a 31 kvalitativné odliSnych frakci déleni butanové

faze.

64



7. LITERATURA

65



10.

11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.

19.
20.

21.
22.
23.
24.

. Takhtajan A.L.. Diversity and Classification of Flowering Plants. Columbia

University press, New York, 642 pp (1997)

Valicek P. a kolekiv, Uzitkové rostliny tropii a subtropii Academia Praha, str.
127 (2002)

Hrouda L., Skalicky V., Kvétena Ceské republiky Academia Praha, dil 7 (1990)
Macias F. A, VarelaR. M, Torres A., et al, Phytochemistry 48, 631-636 (1998)
Leifertova 1., Baloun J., Farmaceuticka botanika Statni pedagogiké
nakladatelstvi Praha, str. 146 (1990)

Pyrek J. St., Tetrahedron 26, 5029-5032 (1970)

Satoh A., Utanuta H., Ishizuka M., Endo N., Tsuji M., Nishimura H., Biosci.
Biotech. Biochem. 60(4), 664-665 (1996)

Macias F. A., Varela R. M., Torres A. and Molinillo J. M. G., Phytochemistry
34, 669-674 (1993)

Ali A. Alfatafta, et al., Phytochemistry 31, 4109-41137 (1992)

Melek F. R., Gage D. A. Gershenzon J. and Marby T. J., Phytochemistry 24,
1537 (1985)

Spring O., Benz T. and Ilg M., , Phytochemistry 28, 745-7491(1989)

Spring O., Albert K. and Hager A., Phytochemistry 21, 2551-2553 (1982)
Pyrek J. St., J.of Nat. Products 47, 822-827 (1984) J.Nat. Prod.

Ghisalberti E. L., Fitoterapia 68, 303-325 (1997)

Mitscher L. A. Rao G. S., Veysoglu T., Drake S., Haas T., J. Nat. Prod.46, 745
(1983)

Oguntimein B. O., Fitoterapia 58, 411 (1987)

Slimetad R., Marston A., Mavi S., Hostettmann K., Planta Med. 61, 562 (1995)
Mathur S. B., Garcia Tello P., Fermin C. M., Mora-Arellano V., Latinoamer.
Quim. 6, 275 (1975)

Nakano M., Fukushima M., Azuma H., J.Food Hyg. Soc. Jap. 36, 22 (1995)
Ukiya M., Akihisa T., Tokuda H., et al, , J. Agric. Food Chem. 51, 2949-2957
(2003)

Ukiya M., Akihisa T., Tokuda H. et al., J. Nat. Produkt 66, 1476-1479 (2003)
Macias F.A, Torreas A. et al., , Phytochemistry 61, 687-692 (2002)

Macias F. A. etal., , J. Org. Chem. 59, 8261-8266 (1994)

Macias F. A., Varela R. M., Torres A., , Tetrahedron Lett. 40, 4725-4728
(1999)

66



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Macias F. A., Varela R. M., Torres A. and Molinillo J. M. G., J. Nat. Prod. 62,
1636-1639 (1999)
Macias F. A., Oliva R. M., Varela R. M., Torres A. and Molinillo J. M. G.,
Phytochemistry 52, 613-621 (1999)
Macias F. A., Lopéz A., Varela M. R., et al, Tetrahedron Lett.45, 6567-6570
(2004)

Schulz S., Arsene C., Tauber M.et al, Phytochemistry 54, 325-336 (2000)
Némeéc P., Diplomova prace. Karlova univerzita, Hradec Kralové (1998)

Bell. E.A., Cherlwood B. V., Secondary Plant Products Springer Verlag Berlin,
Heidlberg, New York (1980)

Bader G., Zieschang M., Wagner K., Grundemann E., Hiller K., Planta Med.
57(5), 471-4 (1991)
Murray R. D. H., Méndez J. a Brown S. A., The natural coumarins: occurene
chemistry and biochemistry, ed. J. Wiley and Sons, Chichester U. K. (1982)
Hubik J., Dusek J., Rezatova A. a Starhova H., Obecnd farmakognosie Dil 11
Sekundarni latky SPN Praha, str. 24 (1978)

Macias F. A., Lopez A., Varela R. M., Torres A. and Molinillo J. M.G.,
Phytochemistry 65 (22), 3057-3063 (2004)

Macias F. A., Lopez A., Varela R. M., Torres A. and Molinillo J. M.G.,
Tetrahedron Lett.39, 427-430 (1998)

Macias F. A., Lopez A., Varela R. M., Torres A., Molinillo J. M.G a Castellano
D., Phytochemistry 45, 683-687 (1997)

Macias F. A., Lopez A., Varela R. M., Torres A., Molinillo J. M.G., Tetrahedron
Letters 37, 7023-7025 (2003)

Michael Hutchison M., Paul Gaskin P., Jake MacMillan J. and Bernard O. P.,
Phytochemistry 27(8), 2695-2701 (1988)

Owen J., Mander L. N., Gaskin P. and Macmillan J., Phytochemistry 42(4), 921-
925 (1996)

Castellaro J. S., MacMillan J., Singh A. K. and Willis C. L., J. Chem. Soc. 1,
145 — 152 (1990)

Bruneton J., Pharmacognosy, Phytochemistry, Medical Plants, Intercept Ltd
Andover England, (1995)

Jahodat L., Vybrané kapitoly z fyziologie rostlin pro farmaceuty, Karolinum
Praha, str. 40 (1995)

67


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Bader+G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Zieschang+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Wagner+K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Grundemann+E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Hiller+K%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Planta%20Med.');
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=JournalURL&_cdi=5275&_auth=y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=31eb7356138aa7576855b50ec607f058

43. Homans A. L. and Fuchs A., J. Chromatogr. 51, 327-329 (1970)

68



