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SOUHRN

Krucinka barvirska (Genista tinctoria L.) — obsahové latky a biologicka aktivita

Cilem prace bylo uvést v§echny dileZité obsahové latky v rostliné Genista tinctoria, které vykazuji
riznou biologickou aktivitu. Jsou zde také zminény metody chemického hodnoceni téchto latek.
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SUMMARY

Dyer’s Greenweed (Genista tinctoria L.): constituents and biological activity
The paper aims to specify all important active principles in the herb Genista tinctoria which exert
different biological activities. It also mentions the methods of chemical evaluation of these

substances.
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Uvod

Rostliny musime stéle jesté povazovat za dosud malo
prozkoumanou zasobarnu farmaceuticky dilezitych
latek. Rada rostlinnych latek je pro ¢lovéka nenahradi-
telnd jako farmaka. K dileZitym obsahovym latkdm
nékterych rostlin se fadi isoflavonoidy, které byly proka-
zany v riznych druzich rodu Genista. Rod Genista L.
(Fabaceae) zahrnuje 87 druhli prevazné se vyskytujicich
ve Stfedomoii a je charakterizovan pfitomnosti flavond,
glykoflavont a zejména vysokou koncentraci isoflavond.
Genista tinctoria — kruCinka barvitska (Fabaceae) je
20-60 (az 200) cm vysoky polokef rozsifeny téméf po
celé Evropé i Asii. Je to typickd rostlina svétlych lest
(doubrav), sussich luk, mezi, pastvin, slunnych strani od
nizin do podhorského pasma 2. Cela rostlina je jedova-
ta. Kvetouci nat se sbird od kvétna do srpna. Susi se ve
stinu. Uméla teplota pfi suSeni nesmi byt vySSi nez
35 °C. Droga je bez pachu a chutnad nahotkle sviravé.
V lidovém IéCitelstvi se pouziva pro sviij znacné moco-
pudny ucinek pfi chorobach ledvin a mocovych cest jako
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diuretikum. Diureticky t¢inek zpiisobuji hlavné flavony
a silice. TéZ se podava pri nedostatecné srdecni ¢innosti
a pii otocich. Zrychluje stievni peristaltiku ! 2. Aplikuje
se formou nélevu.

Isoflavonoidy a jejich biologicka aktivita

Isoflavonoidy plni funkce v obranném systému rostli-
ny jako pfirozena ochrana proti infekci pfi kliceni semen,
napadeni hmyzem a poskozenim $kidci P . Biologické
ucinky isoflavonoidii jsou podminény vazbou fenylu na
tieti uhlik. Byl prokdzan antiviroticky, antimykoticky,
protizanétlivy, analgeticky ucinek a také ulceroprotektiv-
ni Gc¢inek. Isoflavonoidy sniZuji krevni tlak a mohou
navodit hypoglykémii. N&kterad literatura uvadi i spaz-
molyticky ucinek, ale studie zaméfend na farmakologic-
ky screening methanolovych extraktd z rodu Genista ten-
to ucinek nepotvrdila. Dalsi vlastnosti je antagonismus
a agonismus na estrogennich receptorech '3,

Isoflavonoidy patii k nejznaméjsim latkam s estrogen-
ni aktivitou. Hraji diileZitou roli v prevenci menopauzal-
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Obr. 1. Chemicka struktura nékterych isoflavonii
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Obr. 2. Struktura metaboliti isoflavonoidii
6’-hydroxy-O-DMA

nich pfiznakd, osteopordzy, aterosklerdzy, kardiovasku-
larnich onemocnéni a inhibuji rozvoj a rist bunék nado-
rd prsu, vajenika, prostaty a §titné zlazy ¢'4. Role fyto-
estrogentl v prevenci rakoviny je stile dile zkoumana
a diskutovana. Pro ziskavani isoflavonoidd je dnes nejvi-
ce vyuzivana celed Fabaceae, napfiklad séja (Glycine
max) nebo jetel (Trifolium pratense). DalSimi, pfedev§im
potravinovymi zdroji jsou semena a ofechy bohaté
na oleje-slunecnicova semena (Helianthus spp., Astera-
ceae) a vlasské otechy (Juglans regia L., Juglandaceae).
Isoflavonoidy byly prokazany i v celedich [Iridaceae
a Euphorbiaceae. Jako alternativni zdroj isoflavonoidt
by mohly byt vyuzivany zastupci rodu Genista.

V nati Genista tinctoria byly HPLC analyzou prokaza-
ny tyto flavonoidy a isoflavonoidy: genistein 7-O -diglu-
kosid; puerarin; 2’hydroxygenistein 7-O-glukosid; daid-
zin; apigenin 7-O-glukosid; luteolin 7-O-glukosid;
genistin; genistein 7-O-(6"malonyl)-glukosid; 3°,4°,7-
-trihydroxyflavon; genistein 7-0-(6"-acetyl)-glukosid;
ononin; 4’,7-dihydroxyisoflavan; daidzein; sissotrin;
genistein; luteolin * . Obdobné flavonoidy byly proka-

zany i v jinych druzich tohoto rodu naptiklad v Genista
tricuspidata, G. aucherii, G. burdurensis, G. sad-
rasica, G. involucrata, G. vuralii, G. tenerea, G. morsii
a G. epheroides.

Pfi metabolizaci v gastrointestindlnim traktu savcil
dochazi k pfeméné biochaninu A a formononetinu na
genistein, resp. daidzein. Daidzein miiZe byt dale pfemé-
nén na dihydrodaidzein a poté na O-desmethylangolen-
sin a equol. Equol je metabolizovan jednotlivymi orga-
nismy velmi individudlné, coZ miZze byt divodem jistych
rozdili ve vysledcich studii estrogennich ucinkt isofla-
vonoidd. Genistein je lidskym organismem metabolizo-
van na dihydrogenistein a ddle na 6’-hydroxy-O-desmet-
hylangolensin a hormondlné inertni p-ethylfenol '
(obr. 2).

Chinolizidinové alkaloidy a jejich biologicka aktivita
Chinolizidinové alkaloidy jsou charakteristické

alkaloidy pro Celed Fabaceae. Jsou budovany z lysinu,
resp. jeho metabolického ekvivalentu, kadaverinu.
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Obr. 3. Chemicka struktura nékterych chinolidizinovych alkaloidi

Lupinin vznika ze dvou, spartein ze tfi molekul tohoto
prekursoru. Cytisin se povaZuje za Stépny produkt
sparteinu. Terapeuticky vyznam maji hlavné spartein
a cytisin.

V rodu Genista prokazal Luczkiewicz tyto chinolizi-
dinové alkaloidy: cytisin, retamin, L-isospartein, methyl-
cytisin, spartein. V intaktni rostliné Genista tinctoria
prokdzal cytisin, retamin, spartein a L-isospartein.
V kalusové kultute Genista tinctoria byl stanoven pouze
retamin a spartein 7.V literatuie se je$té zmifiuje obsah
anagyrinu a lupaninu ¥, Knofel ve své studii uvadi také
novy alkaloid tinctorin '®.

Biologicka aktivita vSech zminénych alkaloidi neni
v literatufe podrobné popsana. U anagyrinu se zkouma
pusobeni na RVS (respiratory syncitial virus) 2. Cytisin
pusobi jako agonista na neurondlnich nikotinacetylcholi-
novych receptorech, vykazuje také analgeticky ucinek,
antihypertenzni a inotropni piisobeni. Spartein pisobi
jako profylaktikum pfedsifiovych dysrytmii a sinusové
tachykardie. Lupanin ma baktericidni t¢inek na Pseudo-
monas syringae P.V. tomato, Pseudomonas syringae

P.U. phaselolica, Erurnia carotvora, Pseudomonas libi-
da .

Izolace a stanoveni obsahovych latek Genista
tinctoria

Quinuli Wu a Mingfu Wang ve své praci zkoumali
optimalni analytické metody pro stanoveni obsahu estro-
genntll obsaZenych v rostlinach. Vyuzivali zejména meto-
dy plynové chromatografie (GC), vysokoucinné kapali-
nové chromatografie (HPLC) a kapilarni elektroforézu
(CE) propojené s UV, DAD, ED, fluorescen¢nim detek-
torem, MS a NMR a imunoanalyzu 7.

Kombinace GC s MS umoziiuje velmi spolehlivou
identifikaci a pfesné stanoveni obsahu fytoestrogent
a jejich metaboliti v rostlinném materiélu. I pfes vyso-

kou spolehlivost a citlivost této metody se kvili vyso-
kym nakladiim na provoz tato kombinace nevyuZiva.
Castéji se vyuziva kombinace HPLC-MS, nebo HPLC
s UV, DAD a fluorescen¢nimi detektory. Fytoestroge-
ny maji ve struktufe minimalné 1 aromaticky kruh
s maximem UV absorpce v rozmezi 230-280 nm, pro-
to 1ze k detekci pouZzit UV detektor nebo dokonalejsi
detektor s nastavitelnou vinovou délkou. Nevyhodou
UV detekce je sniZena citlivost a potfeba aplikace rela-
tivné vysoké koncentrace fytoestrogenii ve vzorku.
Fluorescen¢ni a elektrochemicky detektor jsou mno-
hem citlivéjsi 1719,

Luczkiewicz pouzival k urceni a stanoveni komplexu
isoflavonoidl a flavont (volnych aglykonti, monoglyko-
sidt, diglykosidt a esterti) obsaZenych v Genista tincto-
ria HPLC s DAD UV a MS detektory. Zjistil, Ze pouZiti
tenkovrstvé chromatografie (TLC) s desintometrickou
detekci k analyze fytoestrogenl obsaZenych v Genista
tinctoria je nevhodné stejné jako pouziti GC, které vyza-
duje velice drahou derivatizaci latek * %13, Isoflavonoidy
vykazuji typické spektrum v UV oblasti. Luczkiewicz
upozoriuje, Ze malonaty a acetaty isoflavonoidt vykazu-
Ji signal ve stejné oblasti UV spektra jako glykosidy. MS
detekce umoZiiuje komplexnéjsi identifikaci sekundar-
nich metabolit. Glykosidy maji mnohem slabsi odezvu
nez aglykony 1.

K HPLC separaci fytoestrogenli se obecné pouZivaji
tyto mobilni faze 80% methanol (MeOH) nebo acetonit-
ril (CH,CN, ACN) a voda s pfidavkem malého mnoZstvi
kyseliny. Struktura fytoestrogent a jejich metaboliti Cas-
to obsahuje hydroxylové skupiny vdzané na fenylech,
které maji slabé kysely charakter. Proto se ptidava
k mobilni fazi malé mnozstvi kyseliny — nejcastéji kyse-
liny mravenci (HCOOH), octové (AcOH), trifluoroctové
(TFA) a fosfore¢né (H,PO,) 7.

Luczkiewicz extrahoval isoflavonoidy z lyofilizova-
ného rostlinného materidlu. Rostlinny material byl
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homogenizovan v 80% methanolu a vznikla suspenze
zfiltrovana. ProciStény extrakt byl nastfiknut do ko-
lony.

Flavonoidy byly separovany gradientovou eluci s pou-
zitim mobilnich fazi: A (voda: AcOH, 99,9 : 0,1), B
(ACN: AcOH, 99,9 : 0,1); Elu¢ni profil: 0-35 min: 10 —
35% B v A; 35-80 min: 35 — 80% B v A. Prutok:
1,5 ml/min; Detekce byla provadéna pii 262 nm ©.

Mikelova ve své praci ke stanoveni isoflavonoidl pou-
Zivala rovnéZ metodu HPLC s detekci pomoci diodového
detektoru. Extrakt ze soji (Glycine max) byl ziskan pfe-
vedenim rozemleté drogy do 80% methanolu a extraho-
vanim za pomoci ultrazvuku. Nezadouci interferujici lat-
ky byly odstranény na koloniach SPE (solid phase
extraction). Isoflavony byly z kolony eluovany 60, 80,
100% MeOH s 2% hydroxidem amonnym. Mobilni faze:
0,3% HCOOH (v/v) a acetonitril v riznych koncentra-
cich (mobilni faze A); Elu¢ni profil: 0-20 min 10 — 20%
A; 20-25 min 20 = 50% A; 30-45 min 60 — 10 % A;
Pratok: 0,8 ml/min. Detekce byla provadéna pfi
254 nm .

Prace byla podporena Vyzkumnym zamérem MSM 0021620822
a Projektem Specifického vysokoskolského vyzkumu 2010-261-002.
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