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Souhrn

Fytochemickd analyza methanolického extraktu He-
lichrysum petiolare Hilliard & B. L. (Asteraceae) proka-
zala pfitomnost sekundarnich metabolitd patticich
mezi fenylpropanoidy a flavonoidy. Pomoci preparativ-
ni HPLC se podafilo vyizolovat pét obsahovych latek:
kumarin skopolin (1), kyselinu 3-chlorogenovou (2),
glukosidicky vazany derivat kyseliny kdvové (3), kyse-
linu dikafeoylchinovou (5) a flavonoid isokvercitrin (4).
V druhu H. petiolare byly tyto slou¢eniny identifikovany
poprvé. Pii testovani antibakteridIni aktivity bylo zjisté-
no, ze pouze kyselina dikafeoylchinova vykazuje mir-
nou antibakterialni aktivitu proti Escherichia coli CCM
7929 v koncentraci 512 pg - ml.

Kli¢ova slova: Helichrysum petiolare « HPLC « rostlinné
fenoly - antibakterialni aktivita

Summary
The phytochemical analysis of a methanolic extract

from Helichrysum petiolare Hilliard & B. L. (Asteraceae)
confirmed the content of phenylpropanoids and
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flavonoids. Five secondary metabolites were isolated
using preparative HPLC, namely coumarin scopolin (1),
3-chlorogenicacid (2), caffeicacid-hexose derivative (3),
dicaffeoylquinicacid (5), and the flavonoid isoquercitrin
(4). These compounds were identified from this species
for the first time. Only dicaffeoylquinic acid was able to
inhibit Escherichia coli CCM 7929 at the concertation of
512 pg - mL'in a screening of antibacterial activity.
Keywords: Helichrysum petiolare«HPLC« plant phenols+
antibacterial activity

Uvod

Druhy rodu Helichrysum Mill. se objevuji jako okrasné
rostliny v Evropé, hojné jsou rozsifené v jihozapadni
Asii a v Australii, nicméné v nejvyssim poctu se vysky-
tuji v jizni Africe, v¢etné Madagaskaru”. Pro svoje an-
tibakteridIni a antiflogistické Gcinky se v lidovém léci-
telstvi vyuzivaji zejména listy a kofen ve formé nélevi
a odvaru pfi lé¢bé rliznych infekci respiracniho a travi-
ciho traktu. Extrakty Ize vyuzZit i zevné ve formé masti na
$patné se hojici rany?.

Rostliny rodu Helichrysum jsou zdrojem celé fady
bioaktivnich latek. Jde zejména o fenolické kyseliny
(kyselina kdvova, kyselina chlorogenovj, kyselina feru-
lova), flavonoidy, kumariny, floroglucinoly a pyréony?.
Druh H. petiolare, ktery zafazujeme mezi jihoafrické
druhy, obsahuje hlavné silici bohatou na seskviterpeny,
znadzemnich ¢asti byl dale vyizolovan chalkon 27,6 "-di-
hydroxy-4"-metoxychalkon, flavonoid 5-hydroxy-7,8-
-dimetoxyflavon, pyron ocimepyron a acylfloroglucinol
humulonmetyléter®.

Nékteré fenolické slouceniny jsou v rostliné synteti-
zovany ve vétsi mite jako reakce na patogenni agens pfi
poranéni, velmi ¢asto jsou pak kumulovény v tomto mis-
t&, a brani tak poskozenou ¢ast a v konec¢ném dusledku
celou rostlinu pred infekci. V fadé studii bylo prokazano,
ze rostlinné fenoly vcetné flavonoid(, kumarin( a fenolic-
kych kyseliny vykazuji antibakteridlni aktivitu®. Vzhledem
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k vyuziti rostlin rodu Helichrysum v lidovém |é¢itelstvi,
byly izolované slouceniny podrobeny testovani antibak-
teridIni aktivity s vyuzitim mikroorganismu Escherichia
coli. Jde o gramnegativni, fakultativné anaerobni bakterii
nachazejici se v intestindlnim traktu ¢lovéka, nicméné né-
které virulentnéjsi kmeny mohou byt pfi¢inou zavaznych
onemocnéni, zejména mocového a traviciho systému®.

Testované latky byly vyizolovany z methanolického
extraktu H. petiolare pomoci preparativni HPLC a iden-
tifikovany pomoci spektralnich metod (UV, IC, MS)
a nuklearni magnetické rezonance (NMR).

Pokusna cast

Chemikdlie a roztoky

Acetonitril CHROMASOLV™ pro HPLC, = 99,9 % (Ho-
neywell - Riedel de Haén, SRN), kyselina mravenci p. a.,
> 98 % (Honeywell — Fluka, SRN), voda pro HPLC deio-
nizovana (Milli-Q, Millipore, USA), methylalkohol p.a.
(Penta, CR), dimethylsulfoxid, > 99,9 % (Sigma - Aldrich,
USA), Zivné médium s 1% peptonem M244 (HiMedia, CR)

Pristroje a zafizeni

HPLC/DAD/ESI-MS HP Agilent 1100 (Hewlett-Packard,
USA) s kolonou Ascentis Express RP-AMIDE (10 cm
X 2,1 mm x 2,7 uym) v analytickém modu a Ascentis
RP-AMIDE (25 cm X 10 mm X 5 pym) v preparativnim
modu, rotacni vakuova odparka (Biichi Labortechnik,
§vycarsko), lyofilizator Alpha 1-2LD (Martin Christ GmbH,
SRN), mikrodesti¢kovy reader UV/VIS — SPECTROstar®
Omega (BMG Labtech, SRN), NMR Jeol JNM-ECZ400R
400 MHz (Jeol, USA), IC spektrometer Nicolet Impact
410 FTIR (Thermo Scientific, USA).

Rostlinny materidl a pFiprava extraktu
Nadzemni &asti H. petiolare nasbirané v fijnu 2014 byly
hned po sbéru zamrazeny na teplotu -60 °C. Pfed pouzi-

tim bylo 1,3 kg materidlu rozdrobnéno na velikost vhod-
nou pro extrakci a extrahovano methanolem v poméru
1:20 (m/V). Extrakce probihala pfi teploté mistnosti
(25 °C) 24 hodin. Po filtraci byl extrakt odparen na ro-
tacni vakuové odparce do sirupovité tekutiny, kterd
byla lyofilizovana. Na izolaci obsahovych latek byl pou-
zit 1 g lyofilizatu, ktery byl rozpustén v 5 ml methanolu.

HPLC metody

Pro analyzu extraktu a izolovanych latek byla vyuzita gra-
dientova eluce: acetonitril (0 min 10,0 %, 36 min. 100 %)
a40 mM kyselina mravendi (0 min 90 %, 36 min 0 %), nastfik
1 pl, pratok 0,3 ml - min™, teplota kolony 40 °C. UV detekce
pfi 350 nm, hmotnostni detekce s elektrosprejovou ionizaci
(ESI/MS). Pii preparativni HPLC byla vyuZita stejna gradien-
tova eluce s nastikem 30 pl a pritokem 4 ml - min™'.

Stanoveni antibakteridlni aktivity”

Do jamky na mikrotitracni desti¢ce bylo napipetovano
80 pl kultivacniho média a 20 pl testované latky rozpus-
téné v DMSO a naredéné médiem (512 pg - ml~', max.
5 % DMSO). Nasledné bylo provedeno naockovani re-
feren¢nim kmenem Escherichia coli CCM 7929. Kultiva-
ce probihala 24 hodin pfi teploté 37 °C. Vyhodnoceni
bylo zaloZzeno na méfeni absorbance v jednotlivych
jamkach (A,..,) Pfi vinové délce 600 nm. Stanoveni
bylo provadéno ve tfech opakovanich, kontrolni vzorek
(Aoniron) obsahoval jen kultiva¢ni médium s mikroorga-
nismem (kontrola) a slepy pokus (A,..J) jen kultiva¢ni
medium. RUst baktérii v % byl vypocitan podle vzorce:

[(A Ablanl) /Akontrola)] X 700

vzorku

Vysledky a diskuze

Fytochemické analyza methanolického extraktu H. pe-
tiolare prokazala pfitomnost péti dominantnich obsa-
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Obr. 1. HPLC analyza methanolického extraktu H. petiolare s UV spektry dominantnich Idtek
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hovych latek (obr. 1), které byly vyizolovany pomoci pre-
parativni HPLC. UV spektrum latky 1 vykazuje zfetelnd
maxima pfi 230 nm, 290 nm a 340 nm. Na IC spektru je
vidét siroky pds charakteristicky pro hydroxylové skupi-
ny (3750-3000 cm™), vibrace C=0 skupiny (1716 cm™),
latka ma aromaticky charakter (pasy 1650-1400 cm™')
a velmivyrazna je také vibrace C-O-C vazby (1076 cm™).
Muze se tedy jednat o glykosid. V MS spektru v pozitiv-
nim modu je patrny molekuldrniiont [M+H]* v m/z 355.
Pomoci NMR analyzy byla latka na zakladé srovnani
s literaturou identifikovana jako kumarin skopolin®.
V rodu Helichrysum byl skopolin detegovany v druhu
H. arenarium®.

Na zdkladé srovnani UV spektra s knihovnou spekter
byla latka 2 identifikovana jako kyselina 3-chlorogeno-
va (kyselina 3-O-kafeoylchinovd). To bylo potvrzeno
spole¢nym nastfikem se standardem a MS analyzou,
kdy v negativhim médu je patrny molekularni iont
[M-HI- v m/z 353 s nasledny fragmentem v m/z 191, coz
odpovida iontu kyselina chinové'.V druzich rodu Heli-
chrysum je kyselina 3-chlorogenova bézna?.

Latka 3 vykazuje na UV spektru absorpcni maxima
pfi 250 nm a 325 nm s ramenem pfi 295 nm. Podle IC
spektra jde o latku s hydroxylovymi skupinami (vibrace
3100-3500 cm™), karboxylové skupiné by mohl odpo-
vidat pas okolo 1600 cm~'. Vazbu C-O-C signalizuje Siro-
ky pas pfi 1066 cm™.V negativnim mddu je patrny iont
[M-HI- v m/z 449. Pfi MS/MS fragmentaci jsou patrné
fragmenty stépeni kyseliny kdvové'’. Bohuzel latka ne-
byla izolovana v dostate¢ném mnozstvi, aby mohla byt
dokoncena NMR analyza. Z NMR spektra Ize potvrdit,
Ze jde o derivat kyseliny kdvové s navédzanou glukézou.

Na zdkladé srovnani UV spektra s knihovnou spekter
byla latka 4 identifikovéna jako isokvercitrin, coz bylo
prokdzano spole¢nym nastfikem se standardem a MS
analyzou, kdy v negativnim médu je patrny molekular-

ni iont [M-H]- v m/z 463. Tento flavonoid s antioxida¢ni
aktivitou se podili na biologickém ucinku extrakt( rost-
lin rodu Helichrysum?.

Latka 5 ma velmi podobné UV i IC spektrum jako lat-
ka 2 a 3, v MS spektru je pak molekularni iont [M-H]-
v m/z 515. V MS/MS fragmentaci jsou nasledné frag-
menty v m/z 353, 335, 191, 179, 173, 135, coz je cha-
rakteristické pro dikafeoylchinovy derivat. Kyseliny
dikafeoylchinové jsou bézné v druzich rodu Helichry-
sum, v portugalském endemitu H. devium byly iden-
tifikovéany kyselina 1,3-O-dikafeoylchinovd, kyselina
3,4-O-dikafeoylchinov4, kyselina 1,5-O-dikafeoylchino-
va a kyselina 3,5-O-dikafeoylchinovd. V H. obconicum
byly identifikovany jesté dalsi dvé kyseliny, kyselina
4,5-O-dikafeoylchinova a kyselina 1,4-O-dikafeoylchi-
nova'?. Podle MS fragmentace, reten¢niho c¢asu a na
zakladé srovnani s literaturou by mohlo jit o kyselinu
4,5-0-dikafeoylchinovou', nicméné pro konecnou
identifikaci by bylo potfebné zméfit NMR spektrum.
Latka v3ak byla vyizolovdna v mnoZstvi pouze 2 mg,
nebylo tedy mozné vyuzit tuto metodu.

V ramci testovani biologické aktivity byla otestovana
antimikrobidlni aktivita izolovanych latek na referen¢-
ni kmen Escherichia coli CCM 7929 metodou méreni
optické hustoty pfi 600 nm (obr. 2). Bylo prokazano,
Ze kyselina dikafeoylchinovd (5) vykazovala mirnou
antibakteridlni aktivitu proti Escherichia coli. V kon-
centraci 512 pg - ml' omezila rdst na 83 % oproti kon-
trole, kterd predstavuje 100% rast. Nejvyssi aktivitu
vykazoval standard antibiotikum ciprofloxacin, ktery
témér kompletné inhiboval rdst E. coli. V literature byl
studovan mechanismus ucinku'. Vnéjsi membrana
gramnegativnich bakterii se sklada z lipopolysacharidd
a proteind, které jsou vazany elektrostatickymi interak-
cemi s ionty dvojmocnych kovl. Aniontové slouceniny
jsou schopné odstrafiovat dvojmocné kationty z jejich

160 = =
glukosidicky vazany
derivét kyseliny kdvové
140 kyselina 3
) yselina 3-
skopolin chlorogenové isokvercitrin kontrola
120

kyselina

rlst Escherichia coli (%)
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80
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40
ciprofloxacin
20
0 _L
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Obr. 2. Inhibicni aktivita izolovanych Idtek vici E. coli v koncentraci 512 ug - ml-!
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vazebnych mist v lipopolysacharidové vrstvé, a tak
narusovat jejich integritu. Kafeoylchinové kyseliny se
vzhledem ke svému negativné nabitému povrchu mo-
hou vazat na vnéjsi membranu, chelatovat dvojmocné
kationty (Mg?*") a tim narusovat jeji integritu. To vede
ke ztraté jeji funkce. Interaguji také s cytoplazmatic-
kou membranou, zvysuji jeji permeabilitu a zpUsobuji
iontovou dysbalanci'®. Nicméné podle nasich vysledku
byla G¢innd pouze kyselina dikafeoylchinova (5), coz
muazeme pfricitat nékterym vyhodnéjsim fyzikalné-
chemickym parametrdm molekuly, zejména jeji vyssi
hydrofobicité a tim lepsi penetraci membranou. Anti-
bakteridlni aktivita dikafeoylchinovych kyselin je pak
ovlivnéna pozici esterd kyseliny kavové na cykloxano-
vém kruhu. Nejvyhodnéjsi je poloha 5, nutna je také
urcita vzdalenost mezi obéma estery'.

H. petiolare je u nas hojné rozsifend balkdénova
rostlina, nicméné v jizni Africe, zejména v oblasti Ji-
hoafrické republiky a Namibie patfi mezi nejvyznam-
néjsi 1éCivé rostliny'®. Uziva se pfi zanétech hornich
cest dychacich, infekcich mocovych cest a jako zevni
antiseptikum, zejména pro obsah silice bohaté na
terpenoidy. V nasi studii jsme v extraktu identifiko-
vali obsahové latky ze skupiny polyfenold, které se
v mensi mife také mohou podilet na antibakterialni
a antiflogistické aktivité, pro kterou se rostlina v lido-
vém lécitelstvi uziva.

Rukopis vznikl na zdkladé diplomové a rigordézni prdce
PharmDr. Ivany Vdrady, rozené DZubinské, které obhdjila
na Farmaceutické fakulté VFU Brno v letech 2017 a 2019.

Konflikt zajmi: zadny.
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