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Silymarin is a standardized extract of the seeds of milk
thistle (Silybum marianum). Major compound of this complex
mixture of flavonolignans and flavonoids is silybin, which is
valued for its hepatoprotective and antioxidative activity and
virtually no toxicity'. Recently, new applications of silybin in
prostate cancer treatment (II stage clin. trials), skin tumor
treatment and skin protection were described’. Orally admin-
istered silybin is partly excreted by the urine, but majority is
transformed in the liver to the corresponding glucuronide and
sulfate conjugates’. Different diastereoisomerically pure glu-
curonides of silybin were prepared using chemoenzymatic
glucuronization with nucleoside in situ regeneration®.

The aim of this work is to prepare other major metabo-
lites, e.g. silybin sulfates. Silybin sulfatation has been accom-
plished with amine — sulfuric oxide complex. Several silybin
sulfates have been prepared. Diastereomericaly pure silybin
disulfates were obtained using preparative HPLC. It was
shown, that some of prepared derivatives inhibit expression of
VEGF 111.

This work was supported by the grants LC06010,
P207/10/0288 and ME10027.
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One of the important problems in the treatment of infec-
tious diseases is increasing resistance of microorganisms to
antibiotics. Therefore, attention focuses on research of the
effects of natural origin compounds. Natural compounds are
also less toxic and degrade in the organism more easily. The
aim of this work is verification of microbial effects including
determination the lowest effective concentration of thymol
and carvacrol, monoterpenes contain in particular in plants of
the genus Thymus and Origanum. Strains of Staphylococcus
aureus and Klebsiella pneumoniae were tested and the resis-
tance to certain antibiotik was detected. These strains were
cultivated from clinical material by laboratory workers micro-
biological department of Regional Hospital Pardubice. Infor-
mations about resistance of these strains was evaluated in our
lab by microdilution method, sets for these determination
were obtained by TRIOS, spol. s r.0., CZ. Minimum inhibi-
tory concentrations of carvacrol and thymol were determined
by tube dilution method and microdilution method in the
Mueller-Hinton broth. Both tested substances were dissolved
in Mueller-Hinton broth. The growth was characterised by
turbidity content of the tube in dilution method and in mi-
crodilution method by sediment. Results were analyzed after
24, 48 and 72 hours incubation at 37 °C visually. The broth
culture was cultivated on blood agar and incubate at 37 °C to
confirm the growth. For Klebsiella pneumoniae strains was
determined by tube dilution method and microdilution
method minimum inhibitory concentration (MIC) of carvac-
rol in the range 150-200 pug ml™'. Thymol inhibited growth
of these strains by using tube dilution method in quantity
75-1200 pg ml™'. MIC on 75-600 pug ml™' was determined by
microdilution method. MIC of carvacrol to the strains of
Staphylococcus aureus determined by tube dilution method
was 300 pg ml™". The effective quantity obtained by testing
microdilution method was in the range 150-600 pg ml™.
Thymol tested by tube dilution method showed MIC 75-600
pg ml™, by microdilution method was concentration deter-
mined on 37,5-300 pg ml™'. The results were affected by the
solubility of both tested substances in broth.

This work was supported by MSM 0021627502.
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Z plodu ostropestice marianského (Silybum marianum)
se ziskava standardizovany extrakt silymarin, jehoz hlavni
komponentou je silybin'. Tento flavonolignan je pievazné
odpovédny za 1é¢ivé ucinky plodii ostropestice: antioxidaéni,
hepatoprotektivni, chemoprotektivni a protinadorové ti¢inky.

Ptirodni silybin existuje jako preparativé neseparovatel-
né ekvimolarni smés stereomert A a B (I a 2)*. Bylo prokaza-
no, ze biologicka aktivita silybinu A a B je odlisna, a ze se
v organismu konjuguje pievazné na sulfaty, jejichz struktura
ani biologicka aktivita neni dosud znama.

Cilem této prace je vyvoj prakticky pouzitelné metody
pro preparativni separaci stereomert silybinu A a B a jeho
sulfatt, které jsou povazovany za hlavni metabolity.

Byla vyvinuta puvodni preparativni metoda na déleni
silybinu A a B v mobilni fazi tvofené 60% MeOH na chroma-
tografické kolon¢ Labio C18 50 x 500 mm s pouZitim prepa-
rativniho ¢erpadla Shimadzu — LC-8A a detektoru SPD-20A.
Cistota diastereomerii (d.e.) po prvnim separaci byla 70 %,
a po druhé nasledné 97 %. Za jeden den je takto mozno ziskat
az 0,5 g silybinu A a 0,5 g silybinu B. Pfipravené opticky
Cisté stereomery silybinu byly vyuzity jako vychozi material
pro sulfataci silybinu a byly ziskdny opticky cisté silybin-
-7,23-disulfaty (3). Tyto latky budou slouzit jako standardy
pro studium metabolického profilu silybinu in vivo.
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I: Silybin A (2R, 3R, 10R, 11R); 2: silybin B (2R, 3R, 108, 115)
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3: Silybin-7,23-disulfat
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Diky vysokému obsahu Iéc¢ivych latek se kopfiva
(Urtica dioica L.) uplatiiuje v oblasti farmacie, kosmetiky
a potravinovych doplikt. Jeji listy obsahuji nadprimérné
mnozstvi chlorofyli a karotenoidy, jez maji anioxidacni
a antimikrobidlni u¢inky. V kotfenech jsou obsazeny mimo
jiné steroly, mastné kyseliny, skopoletin, polysacharidy
a isolektiny. Rostlinné steroly, minoritni slozky rostlinych
oleju, jsou cennymi latkami diky své schopnosti snizovat
hladinu cholesterolu a tim riziko srde¢nich onemocnéni'. Byla

a protirakovinné u&inky”.

Superkriticky oxid uhli¢ity (sc-CO,) jakozto nepolarni
rozpoustédlo pfednostné rozpousti nepolarni a slabé polarni
latky jako jsou rostlinné oleje, vosky, silice a karotenoidy
spolu s dal§Simi minoritnimi slozkami obsazenymi
v rostlinném materialu. Minoritni slozky jsou v extraktech
zastoupeny jen v jednotkach procent ¢i méné, ale pravé tyto
latky jsou Casto vysoce cenény pro svou biologickou aktivitu.
Superkritickou extrakci 1ze s vyhodou tyto slozky izolovat,
nebot’ umoziuje regulaci rozpoustéci schopnosti sc-CO, zmé-
nou tlaku a teploty (pfipadné pfidanim polarniho unasece),
¢imz je mozno dosdhnout selektivni extrakce vii¢i vybrané
latce ¢i skuping latek. Rozdéleni celkového extraktu na néko-
lik frakei o riizném slozeni lze provést frakcionaci v ¢ase nebo
frakcionaci v nékolika separatorech udrzovanych pfi rozdi-
lych hodnotach tlaku a teploty.

Cilem této prace je studium pribéhu extrakce a vytézku
B-sitosterolu izolovaného z kotene koptivy metodou superkri-
tické extrakce sc-CO,. Na zéklad¢ ziskanych dat je pak mozna
optimalizace podminek extrakéniho procesu spojeného
s frakcionaci do dvou separatorii za ucelem zakoncentrovani
B-sitosterolu ve vzorku. Extrakéni tlak se u jednotlivych po-
kusti pohyboval v intervalu 15-50 MPa a teplota 40-80 °C.
Vedle sc-CO, extrakti byla provedena Soxhletova extrakce
hexanem. Obsah (-sitosterolu ve vzorcich byl stanoven kapa-
linovou chromatografii.

Tato prace vznikla za podpory grantu MSMT CR 2B06024.
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Casté pouzivani syntetickych insekticidti v zem&dglstvi
vede k vytvafeni resistentnich populaci hmyzu a znamena
environmentalni nebezpe¢i pro necilové organismy; navic
zbytky nekterych pesticidi v potravnim fetézci mohou byt
nebezpeéné lidskému zdravi'. Novy trend v ochrané rostlin
predstavuji piipravky na bazi rostlinnych vytazka, tzv. bota-
nické insekticidy, které redukuji zminéné problémy na mini-
mum a navic se v piirod¢ snadno rozkladaji. Latky
s insekticidnimi u€inky se vétSinou nachéazeji v rostlinnych
silicich, které jsou slozeny predevsim z terpend’.

Jiz pfi vybéru metody pro izolaci rostlinnych insekticidt
je nutno brat ohled na Zivotni prostiedi a zpfisiujici se normy
pro pouzivani organickych rozpoustédel. Z tohoto hlediska je
vysoce perspektivni extrakce superkritickym oxidem uhli¢i-
tym, kterda nepouziva toxicka rozpoustédla, nedochazi pii ni
k degradaci labilnich slozek extraktu a poskytuje extrakty
s vysokou biologickou aktivitou®.

Tato prace se zabyva porovnanim insekticidni aktivity
vytazkll ziskanych SFE a tradicnimi extrakénimi metodami
z rostlin Celedi Hluchavkovité (Lamiaceae). Diky snadné
regulaci rozpoustéci sily superkritického CO, pomoci tlaku,
teploty a slozeni rozpoustédla byly pfipraveny tfi typy extrak-
ti. Extrakty bohaté na silici (pfi tlaku 12 MPa) nebo na olejo-
pryskyfici (pti 28 MPa) byly ziskany pfi teploté¢ 50 °C ¢istym
CO,, zatimco extrakty s obsahem polarnich latek (pti 28 MPa)
s ptidavkem 4,3 hm.% acetonu k CO,. Samotna silice byla
z rostlin ziskana hydrodestilaci a olejopryskytice Soxhletovou
extrakei etanolem a hexanem.

U ziskanych vytazku byl plynovou chromatografii (GC-
MS a GC-FID) stanoven obsah tékavych latek a otestovana
jejich biologicka aktivita proti hmyzim S$kidcim (larvam
a dospélcim mandelinky bramborové a mouchy domaci, hou-
senkam blyskavky a komafim larvam). Pomoci hodnot akutni
kontaktni toxicity (LDsy) a protipozerové aktivity vytazkt
byla porovnana jejich ucinnost v zavislosti na rostlinném
druhu, zplsobu izolace a druhu sktidce.

Tato prace vznikla za podpory grantu MSMT CR 2B06049.
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Macleaya microcarpa (Maxim.) Fedde (Papaveraceae)
je viceleta bylina pochazejici z Dalného vychodu. Obsahuje
protopinové alkaloidy allokryptopin a protopin a je jednim
z vyznamnych zdroji kvartérnich benzo[c]fenanthridinovych
alkaloidii (KBA). Mezi tyto alkaloidy patfi sanguinarin (SA)
a chelerythrin (CHE), které¢ jsou doprovazeny minoritnimi
benzofenanthridiny — sanguirubinem (SR), chelirubinem
(CR), sanguilutinem (SL), chelilutinem (CL) a makarpinem
(MAK). Biologické efekty sanguinarinu a chelerythrinu jsou
jiz detailné popsany v fad¢ praci. Pfestoze informace o mino-
ritnich alkaloidech jsou dosud sporé, vykazuji fadu neobvyk-
Iych vlastnosti. Zejména makarpin je v poslednich letech
intezivné zkouman pro moznost jeho vyuziti pfi studiu bunéc-
nych struktur pomoci prutokové cytometrie a fluorescenéni
mikroskopie'. Dalii studie jsou vSak limitovany malou do-
stupnosti tohoto alkaloidu.

V na$i praci jsme se zaméfili na srovnani obsahu alka-
loidi v nadzemni i podzemni ¢asti u jednoleté a viceleté kul-
tury zejména s ptrihlédnutim k obsahu KBA.

Rostlinny material byl extrahovan v Soxhletové extraktoru
a vzorky byly vyhodnoceny metodou HPLC s UV detekei.

Hlavnim alkaloidem vSech ¢asti rostlin je allokryptopin
a ve vyznamném mnozstvi je obsazen i protopin. V nadzemni
casti jednoleté kultury nebyly prokdzany vyznamné rozdily
v porovnani s kulturou viceletou. Minoritni KBA byly obsa-
zeny v nadzemnich ¢astech obou kultur pouze ve stopovych
mnozstvich.

Obsah alkaloidi v kofenech je obecné vys§i nez
v nadzemni ¢asti. Z benzofenanthridinovych alkaloidd je
v jednoleté kultute nejvice zastoupen CHE (0,303 %), dale
SA (0,216 %) a ve vyznamném mnozstvi t¢Z CR (0,133 %).
Zastoupeni CL (0,033 %) a MAK (0,007 %) jsou podstatné
mensi. V kotenech viceleté¢ kultury se obsah SA (0,260 %)
a CHE (0,367 %) téméf neméni, ale jsou vydatnéj§im zdrojem
minoritnich KBA, napt. obsah makarpinu je 0,127 %.

Pro izolaci minoritnich KBA, zejména makarpinu se
jako nejvice perspektivni jevi kofeny viceleté kultury, kde
zaroven klesa obsah protopinovych alkaloidii. To odpovida
biosyntetické cesté isochinolinovych alkaloidi, kdy makarpin
je na konci této drahy.
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