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SOUHRN
Xanthium spinosum L. — fytochemicka studie

Prace se zabyva izolaci obsahovych latek Xanthium spinosum L. a urCeni biologické aktivity (toxicity).
Taxon vyskytujici se také v nasi flofe nebyl dosud z tohoto pohledu studovan. Pouzita metodika ma charak-
ter ,,bioassay-guided separace®. Jako zdkladni biologicky test byl pouZit Tubifex tubifex test (TT test).
Z methanolového extraktu naté byl vyizolovan ent-kauranovy diterpen atraktylosid, z acetonového extraktu
byly vyizolovany dva derivaty xanthanolidd — seskviterpenickych laktoni: xanthumin a deacetylxanthumin
a z ethanolového extraktu fytosteroly: B-sitosterol a stigmasterol. Z acetonového extraktu ploda byly ziska-
ny mastné kyseliny.

Klic¢ova slova: Xanthium spinosum L.— Asteraceae — bioassay-guided separace — atraktylosid —
xanthanolidy — Tubifex tubifex test
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SUMMARY
Xanthium spinosum L. — a Phytochemical Study

The paper deals with the isolation of the constituents of Xanthium spinosum L. and the determination of its bio-
logical activity (toxicity). The taxon which is found also in our flora has not been studied from this aspect yet.
The used methodology is of a bioassay-guided separation character. The Tubifex tubifex test (TT test) served as
the basic biological test. From the methanol extract of the aerial part, ent-kaurane diterpene atractyloside was
isolated, from the acetone extract of the aerial part, xanthumin and deacetylxanthumin, two derivatives of xant-
hanolides — sesquiterpene lactones, were isolated, and from the ethanol extract, phytosterols — B-sitosterol and
stigmasterol. From the acetone extract of fruits, fatty acids were obtained.

Key words: Xanthium spinosum L. — Asteraceae — bioassay-guided separation — atractyloside —
xanthanolides — Tubifex tubifex test
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Uvod mi jeho metabolith 3). Intenzivn&j$i zkoumani této
rostliny zacalo pocatkem 70. let minulého stoleti

Xanthium spinosum L. (fepen trnitd), Asteraceae  (ptedeviim v USA) 4, kdy jeji metabolity (atraktylo-

je jednoletd (10-80 cm vysokd) bylina. Lodyha je
prfima, rozvétvend, na bazi listového fapiku s 1-2
bledé Zlutymi trojitymi trny. Ubory jsou jednopo-
hlavné a jednodomé. Nazka (zna¢né€ tuhd, za zralosti
hnéda) je husté kryta hackovitymi osténky a uvnitf
obsahuje dvé hladka cernohnéda semena. Kvete
v Cervenci az fijnu. Patfi k ruderdlnimu porostu. Ten-
to druh pivodem z Jizni Ameriky je soucasti nasi f16-
ry 1.2, Z hlediska farmakobotanického nebyl u nds
studovan. Literarni reSerSe jej popisuje jako rostlinny
druh s moZnymi vyznamnymi biologickymi aktivita-

sid a karboxyatraktylosid) byly povazovany za nadéj-
néd perordlni antidiabetika s mechanizmem inhibice
mitochondridlni respirace. Létka pfispiva k fixaci
ADP na vnéj$i strané vnitfni mitochondridlni mem-
brany 5. Navazujici hypoglykémie je vyslednym
efektem akcelerace gluk6zového uptake perifernimi
tkanémi a sniZenim jaterni glukoneogeneze. Zasah
do mitochondridlniho systému je vSak také pfic¢inou
relativné vysoké toxicity této rostliny i velmi nevy-
hodného terapeutického indexu ©), proto se rostlina
v 80. letech minulého stoleti rdzem ocitla v kategorii
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jedovatych rostlin. Je publikovdna fada zprav o pfi-
padech intoxikace skotu 7> 8) zplisobenych pfitom-
nosti kaurand 9 10) v rostling, zejména v USA a Aus-
tralii, kde je zaznamenén jeji hojny vyskyt. Z jejich
dalSich metabolitil je nezbytné uvést xanthanolidy 1.
12) (xanthumin, xanthinin, xanthatin), jejichZ biolo-
gickd aktivita neni tolik znama. Nalezeny byly fyto-
steroly 11, 13. 14) (B_sitosterol, stigmasterol, kampes-
terol), mastné kyseliny !5, sacharidy !0,
aminokyseliny 17), sili¢né slozky !3). V tradi¢ni
vychodni mediciné se pouZziva fadu let extrakt z této
rostliny jako diuretikum, protipriijmovy a protinado-
rovy prostiedek !'D. Cilem prace bylo provést fyto-
chemickou studii taxonu Xanthium spinosum L.
péstovaného v naSich podminkach. Soucasné byla
studie zaméfena na hodnoceni biologické aktivity.

POKUSNA CAST

Materidl, pristroje, fytochemické metody

Sbér rostlinného materidlu byl proveden v letech 1998-2001
v Botanické zahradé 1é¢ivych rostlin FaF UK v Hradci Krélové
z Ucelové vysadby.

Nadzemni ¢ast rostliny byla sklizena v plné zralosti ploda
v zafi 1998-2001.

Zralé plody byly sklizeny v zafi 1999, nezralé plody v srpnu
2000 a kli¢ni rostliny (majici 2 pravé listky) v ¢ervnu 2000.

Pii sloupcové chromatografii byl pouzit Silikagel
100/250 (Lachema, Brno), pfi tenkovrstvé Silufol UV
254/366 (Kavalier, Sdazava). Detekce chromatogramu byla
provedena UV lampou Camag 254/366 nm. Teploty tani
(t) byly stanoveny na mikrovyhfevném stolku Boetius
a nejsou korigované. Zaznamy spekter nuklearni magnetic-
ké rezonance (NMR) byly provddény na pristroji VARIAN
Mercury — Vx BB 300 (1H NMR 300 MHz; 13C NMR
75,46 MHz). Chemické posuny jsou nepfimo vztaZzené
k tetramethylsilanu jako referenc¢ni latce pomoci signdlu
zbytkového CHClj a jsou uddny v jednotkdch ppm, inter-
ak¢ni konstanty J jsou uddny v jednotkdch Hz. Hmotnost-
ni spektra byla méfena na iontové pasti Esquire 300 (Bru-
ker Daltonics, Némecko) s moZnosti analyzy MS/MS
a MS" s pouzitim ionizace elektrosprejem (ESI). Zaznamy
spekter GC-MS byly pofizeny na pfistroji Turbo Mass
kvadrupolovy hmotnostni spektrofotometr s elektronovou
ionizaci Perkin Elmer Norwalk USA. Elementarni analyza
latky byla provedena na analyzatoru EA 1110 CHNS-O CE
INSTRUMENTS.

Izolace a identifikace

Kaureny

Extrakce naté Xanthium spinosum L. (1080 g) v Soxhle-
tové extraktoru byla postupné provedena benzinem, CHClj;,
CHCIl;:MeOH (9:1), MeOH. Methanolovy extrakt (10,69 g),
vykazujici pozitivni reakci TT testu, byl dale délen na sloup-
ci silikagelu s 10 % vody v soustavé CHCl;:MeOH s narts-
tem poldrni sloZky a postupnym spojenim, za provadéni ori-
enta¢ni TLC se standardem atraktylosidu (ATR), bylo
ziskdno 40 frakci, které byly spojeny do 5 frakci, z ¢ehoz
frakce 16-21 (krystaly Zlutohnédé barvy, ¢astecné rozpustné
v MeOH a ve vodé, Rp = 0,456, t, 173—-187 °C, hmotnost
0,0527 g) vykazovala skvrnu, kterd je blizkd hodnoté stan-
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Obr. 3. Deacetylxanthumin (K2)

dardu atraktylosidu (Ry = 0,466, soustava n-butanol:kyseli-
na octova:diethylether:H,O (9:6:3:1), detekce vanilin:kyse-
lina chloristda (1:1)). Vzhledem k malé hmotnosti spojené
frakci 16-21 bylo k potvrzeni pfitomnosti ATR pouZito
HPLC — MS/MS. ATR (obr. 1) byl v této frakci prokazan
porovnanim se standardem.

Obsah atraktylosidu je také casto uvadén v plodech. Tato
studie zahrnovala skrinink této liatky v suchych plodech
i v nezralych plodech, avSak nebyl prokazan ani ve stopovém
mnoZstvi. Ani fytochemické analyza kli¢nich rostlin nepotvrdi-
la vyskyt ATR.

Seskviterpenické laktony

Extrakci naté (1180 g) v Soxhletové extraktoru acetonem
bylo ziskdno 66 g extraktu, ktery byl délen na sloupci silikage-
Iu s 10 % vody eluotropni fadou CHCI;:MeOH stuptiovitou
eluci a bylo ziskdno celkem 10 frakci, z niZ frakce 4 byla
rechromatografovana na preparativni TLC v soustavé
toluen:EtOAc (7:3) a poskytla krystalickou latku K1 (obr. 2).
Latka byla podrobena strukturni analyze (t, 'H NMR,
I13C NMR) a identifikovdna jako xanthanolidovy lakton xant-
humin - 2-acetyl-4-oxo-2,4-dihydroxy-1,11-xanthadien-12,8-
-olid (122,2 mg). Léatka K2 (obr. 3) podobné chemické struktu-

v My

ry byla izolovana z frakce 67 po ptecisténi preparativni TLC
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v acetonu. Stejnymi identifikaénimi postupy bylo zjiSténo, Ze
se jednd o deacetylovany xanthumin.

Struktura vzorki K1 a K2 byla uréena pomoci rutinnich 1D (1H,
13C, DEPT) a 2D (COSY, HSQC, HMBC) NMR experiment.

Xanthumin: krystaly bilé (téméf transparentni), velmi dobie
rozpustné ve smési CHCl;:MeOH (1:1), rozpustné v MeOH,
R = 0,62, t, 94-100 °C, hmotnost 0,1222 g, TH NMR (300
MHz, CDCLy) 6 6,16 (1H, d, J = 3,5, =CH,); 5,97 (1H, dd, J;
=94, J, = 3,5, =CH-); 5,58 (1H, dd, J; = 8,1, J, = 5.6, -
CH(OAc)-); 5,44 (1H, d, J = 2,9, =CH,); 4,35-4,20 (1H, m, -
(CH)O-); 291 (1H, dd, J; = 16,0, J, = 8,1, CH,CO); 2,85-2,70
(1H, m); 2,60 (1H, dd overlapped, J; = 16,0, J, = 5,6, CH,CO);
2,54 (1H, ddd overlapped, J; = 16,0, J, = 9.4, J; = 2,4);
2,50-2,25 (2H, m); 2,17 (3H, s, CH;CO); 2,15-2,05 (1H, m);
2,03 (3H, s, CH;COO-); 1,72 (1H, td, J; = 12,3, J, =3.,5); 1,11
(3H, d, J = 7,3, -CHj), 13C NMR (75 MHz, CDCly) 8 204,15;
169,62; 169,56; 144,53; 139,03; 127,05; 118,62; 81,95; 76,02;
47,96; 47,24; 36,87, 30,56; 29,84; 25,36; 21,21; 19,39.

Deacetylxanthumin: krystaly bilé (téméf transparentni),
velmi dobie rozpustné v CHCI;:MeOH (1:1), rozpustné
v MeOH, Rg = 0,64, t, 121-122 °C, hmotnost 0,002 g,
'H NMR (300 MHz, CDCl3) 8 7,07 (1H, d, J = 16.1, -CH=);
6,29 (1H, bdd, J; =9,3, J, =3,3, -CH=); 6,21 (1H, d, J = 3,5,
=CH,); 6,20 (1H, d, J = 16.,1, -CH=); 5,49 (1H, d, J = 3,3,
=CH,); 4,35-4,25 (1H, m, -(CH)O-); 3,15-3,00 (1H, m);
2,80 (1H, ddd, J; = 16,7, J, = 9,1, J3 = 2,5); 2,65-2,50 (1H,
m); 2,31 (3H, s, CH;CO); 1,85 (1H, td, J; = 12,6, J, = 3,8);
1,11 (3H, d, J = 7,6, -CH3), 13C NMR (75 MHz, CDCly)
8 198,5; 169,7; 148,5; 144,7; 139,14; 138,1; 124,7; 119,0;
81,5; 47,4; 36,6; 29,1; 27,9; 27,2, 18,8.

V sumdrnim acetonovém extraktu naté byl identifikovan na
zakladé provedené elementarni analyzy anorganické slozky
KNO;.

Fytosteroly

Cast naté (1870 g) byla perkolovana podle CsL4 16) ethano-
lem, perkolat byl zahu$tén na 136 g a 2x délen na sloupci sili-
kagelu s 10 % vody eluovaném CHCl3. Vysledkem byla smés
fytosteroidit oznacend jako K3, kterd byla identifikovina
pomoci GC-MS a porovnanim s udaji v databazi jako dvou-
slozkova smés B-sitosterolu a stigmasterolu. Smés [3-sitostero-
lu a stigmasterolu: krystaly bilé s Castecné voskovitym vzhle-
dem, rozpustné v CH,Cl,, nerozpustné v MeOH, Rg = 0,311,
t, 145-152 °C, hmotnost 0,0316 g.

Mastné kyseliny

Byly stanoveny pfi patrani po kauranech v suchych plo-
dech. O jejich vyskytu zde jsou publikovany 28 3D tdaje.
Odlouceni semen od oplodi i rozdrobnéni obojitho se ukazalo
technicky narocné. Rychlofeznymi noZi se pouze podaftilo roz-
delit ponékud jemnéjsi perikarp. Ten byl pak extrahovan
v Soxhletové aparatuie acetonem. Acetonovy extrakt byl délen
na silikagelové kolon€ s 12,5 % vody elu¢ni fadou CHCl;,
CHCl;: MeOH (98:2, 96:4, 92:8, 70:30) a bylo ziskano 21
frakci, které byly pospojovany do 14 frakci. Z toho frakce 5 po
precisténi na malé koloné silikagelu s 12,5 % vody s mobilni
fazi CHCls:xylen (80:20), CHCl;, CHCl;:MeOH (80:20)
poskytla 7 frakci, z niZ nejcistsi frakce 2 byla poskytnuta na
GC-MS analyzu. Vzorek obsahoval predevs§im mastné kyseli-
ny s dominantnim zastoupenim kyseliny palmitové, palmito-
olejové, nonandiové, stearové, olejové a arachidonové.
Sacharidy

V methanolovém extraktu naté byla chromatograficky
(TLC) potvrzena sachardéza, glukéza, fruktéza na zakladé
porovnani se standardy (n-butanol:kyselina octova:diethylet-
her:H,O (9:6:3:1), detekce anilinovym ¢inidlem na cukry).

Aminokyseliny
V methanolovém extraktu naté byly chromatograficky
(TLC) potvrzeny prolin, serin, alanin, valin, leucin, kyselina
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asparagova, fenylalanin (jejich standardy jsme méli k dispozi-
ci), CHCl; :MeOH (85:15), detekce smési vanilin:k. chlorista
(1:1) s naslednym zahtatim na 105 °C.

Hodnoceni biologické aktivity

Tubifex tubifex test, ktery ve své zakladni formé byl publi-
kovan Tichym !7), byl upraven tak, aby byl pouZitelny pro sle-
dovani extrakéniho osudu biologicky aktivnich sloZek pro
potieby ,,bioassay-guided separace” a jako takovy je pouZzitel-
ny i jako orientacni test akutni toxicity smési metabolitl (izo-
la¢nich meziproduktti) a definovanych izolati. Test je provedi-
telny v casovém rozmezi 60 minut vcetné pripravy
a vyhodnoceni, je finan¢né nendro¢ny a spliiuje pravidla ekolo-
gické Setrnosti. Frakce 16-21 obsahujici predpokladanou ucin-
nou latku nevykazovala pozitivni TT test.

VYSLEDKY A DISKUZE

Fytochemickou analyzou byly v rostliné identifikova-
ny pouze stopy atraktylosidu a dile pak izolovatelna
mnozstvi xanthuminu, deacetylxanthuminu, -sitostero-
Iu a stigmasterolu. Kauranovy diterpen — atraktylosid byl
ve frakci potvrzen na zdkladé srovnani se standardem
pomoci metody HPLC — MS/MS. Fytosteroly — B-sito-
sterol a stigmasterol byly prokdzany na zakladé srovnani
spekter se standardy ziskanych metodou GC-MS. Struk-
tury seskviterpenickych laktond — xanthuminu a deace-
tylxanthuminu byly objasnény na zékladé 1D (!H, 13C,
DEPT) a 2D (COSY, HSQC, HMBC) NMR spekter.

Déleni obsahovych latek provazené testem biologic-
ké aktivity (,,bioassay-guided separaci*) urychlujici
dosaZeni vysledku je jiZ dnes béZnou praxi, vyuZziti TT
testu je vSak origindlni a vedlo k bezprostfednimu
posouzeni vyznamného fenoménu spojovaného s timto
taxonem — akutni toxicity. Je pravdépodobné, Ze hmot-
nostni zastoupeni ATR bylo tak nizké, Ze nebylo mozné
dosdhnout t¢inné koncentrace. Toxicita methanolového
extraktu (se stanovenou ECs), ze kterého byla frakce
16-21 oddélena, spociva pak nejen v samotném obsahu
ATR, ale také v pfitomnosti dalSich latek. Tento zavér
podporuji i vysledky ekotoxikologického testovani
(vyuzivajici dafnie a zelené fasy v provedeni podle ofi-
cidlnich doporuceni pro ekotoxikologické laborato-
fe 18, 19)) které vykazovalo vy§§i toxicitu methanolové-
ho extraktu neZ ATR a slouzilo zaroven pro potvrzeni
vysledk TT testu. Zjisténa hodnota fadi methanolovy
extrakt do kategorie latek stfedné jedovatych (tfida
toxicity 3).

Vyznamny obsah toxickych latek v Xanthium spino-
sum L. rostoucim na naSem dzemi nebyl potvrzen na roz-
dil od ddaji publikovanych v zahrani¢nich pracich 20).
Alternativni testy toxicity fadi rostlinu mezi stfedné
toxickou.

Price je finan¢né podporovina granty MSMT — Vyzkumné centrum
LNOOB125 a Vyzkumny zamér 111600003.
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