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Constituents of the leaves of Cornus officinalis Sieb. et Zucc.
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Sdhrn

PredloZena praca sa zaoberd izoldciou a identifikaciou
obsahovych latok pritomnych v listoch driefia lekarske-
ho (Cornus officinalis Sieb. et Zucc.). Z petroléterového
extraktu listov tejto rastliny bol izolovany B-sitosterol,
z metanolového extraktu glukéza a sacharéza a z vodno-
metanolového extraktu kyselina galovd, kvercetin
a kvercetin-3-0-glukozid (izokvercitrin). Izolované lat-
ky boli identifikované pomocou fyzikalno-chemickych
metdd, porovnanim vysledkov so Standardami
a literatarou. Z listov Cornus officinalis Sieb. et Zucc.
boli latky I-V izolované prvykrat.

KIicové slova: Cornus officinalis Sieb. et Zucc. ¢ Cor-
naceae ° petroléterovy extrakt ¢ metanolovy extrakt
vodno-metanolovy extrakt

Summary

The paper deals with the isolation and identification of
the constituents of Cornus officinalis Sieb. et Zucc.
leaves. There was isolated B-sitosterol from petroleum
ether extract, glucose and saccharose from methanolic
extract and gallic acid, quercetin and quercetin-3-O-glu-
coside (isoquercitrin) from aqueous-methanolic extract.
Isolates were identified by physico-chemical data, and
by comparing with authentic samples and literature data.
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The compounds I — V were isolated from the leaves of
Cornus officinalis Sieb. et Zucc. for the first time.
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Uvod

Cornus officinalis Sieb. et Zucc. — driefi lekarsky
z Celade Cornaceae je ker alebo strom dosahujuci vySku
4-10 m. Rastie v lesoch a na horskych svahoch, poché-
dza z Japonska a Korei?. Obsahovym latkam z listov
tohto druhu a ich biologickym uc¢inkom bolo doteraz
venovanych mdalo pric. Zistenie antiproliferativnej
a imunomodula¢nej aktivity vodnych zaparov (lyofiliza-
tov)> ¥ nas viedlo k $tadiu sekundarnych metabolitov,
ktoré sa moZu na nich podielat. V druhu Cornus offici-
nalis boli doteraz opisané najmé terpény a latky polyfe-
nolového charakteru ako flavonoidy, antokyédny
a triesloviny*®. Z listov tohto druhu boli doteraz izolo-
vané kyselina olednolova, izokvercitrin a 1,7-di-O-galo-
yl-D-sedoheptuléza® 19,

PredloZena praca opisuje izolédciu a identifikdciu obsa-
hovych latok petroléterového, metanolového a vodno-
metanolového extraktu z listov Cornus officinalis Sieb.
et Zucc. a prinaSa nové poznatky o ich vyskyte v tejto
Casti rastliny.

Experimentalna ¢ast

Materidl a metody

Pri izolacii a identifikacii obsahovych latok Cornus
officinalis Sieb. et Zucc. sa pouZil petroléterovy, meta-
nolovy a vodno-metanolovy extrakt z listov. Listy sa
nazbierali v Arboréte Tesdrske Mlyiiany, Ustave ekolo-
gie lesa Slovenskej akadémie vied v septembri 2014
a ususili pri laboratérnej teplote. Botanicka charakteristi-
ka bola potvrdend Ing. Petrom Hotkom z Arboréta
Tesarske Mlynany.

Na separdciu obsahovych ldtok sa pouzil silikagél
zn. Silpearl, pripraveny podla Pitru a Stérbu'”, na tenko-
vrstvovi chromatografiu Silufol UV 254 a 366 nm,
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Lucefol Quick (Kavalier, Votice, CR) a silikagélové plat-
ne Kiessselgel 60 F,, (Merck). Detekcia chromatogra-
mov sa robila UF Ziarenim pri 254 a 366 nm, kyselinou
sirovou v éteri (1 : 4) s naslednym zahriatim na 120 °C,
Neuovym skimadlom a anilinftalaitom'?. Rozpustadla
pouZité pri chromatografii boli vopred predestilované.
Pri navaZovani sa pouzivali analytické vahy Mettler
AE200 (Mettler Toledo, Svajciarsko). Teploty topenia sa
merali na Koflerovom bloku (VEB Analytik, Dresden).
Ultrafialové spektra sa merali na pristroji GENESYS™ 10
(Thermo Electron Corporation, Velka Britdnia) a na pri-
stroji Specord UV/VIS (Carl Zeiss, Jena, Nemecko)
v metanole a po pridani Specifickych diagnostickych sku-
madiel. '"H NMR a *C NMR spektrd boli merané na
Varian NMR System 600 MHz (Varian, Inc., USA). Kys-
14 hydrolyza sa robila 2% kyselinou sirovou; vodna fiza sa
potom neutralizovala na DOWEX-e (FLUKA AG CHE-
MISCHE FABRIK BUCHS SG) podla literatiry'* 1>

Extrakcia a izoldcia ldtok

UsuSené a pomleté listy Cornus officinalis Sieb. et
Zucc. (800 g) sme extrahovali v Soxhletovej aparattre
a po odpareni rozpuastadla vo vakuu sme ziskali petrolé-
terovy (20,5 g), chloroformovy (28,5 g), etylacetitovy
(17,5 g) a metanolovy (91,0 g) extrakt.

Petroléterovy extrakt sme delili kolénovou chromato-
grafiou na silikagéli ¢. 3 s obsahom 13 % vody. Kolénu
sme eluovali zmesou rozpuastadiel cyklohexan : aceton
v roznom pomernom zastipeni. Eluaty sme zachytdvali
v mnozstvach priblizne po 20 ml. Tieto sme postupne
odparovali a na zdklade vysledkov tenkovrstvovej chro-
matografie spojili do siedmich frakcii hrubého delenia.
Z frakcie ¢. 4 sme kryStalizdciou z uvedenej zmesi roz-
pustadiel ziskali latku 1.

Rovnakym sposobom sme delili latky pritomné
v metanolovom extrakte. Kolénu sme eluovali zmesou
rozpus$tadiel chloroform metanol cyklohexéin
v roznom pomernom zastipeni. Eludty sme zachytdvali
v mnoZstvich priblizne po 50 ml. Na zdklade vysledkov
tenkovrstvovej chromatografie sme ziskali devit frakcii
hrubého delenia.

Frakciu €. 4 hrubého delenia sme rechromatografova-
li na silikagéli ¢. 4 v sustave chloroform : metanol (90 :
10, 85 : 15 a 80 : 20). Frakcie sme zachytdvali po 5 ml
a na zaklade vysledkov tenkovrstvovej chromatografie
spojili do siedmich frakcii. Z frakcie ¢. 4 sme samovol-
nou kryStalizaciou z uvedenej zmesi rozpustadiel ziskali
latku II.

Frakciu €. 7 hrubého delenia sme rechromatografova-
li na silikagéli ¢. 4 v sdstave chloroform : metanol (80 :
20, 70 : 30 a 50 : 50). Frakcie sme zachytavali po 5 ml
a na zdklade vysledkov tenkovrstvovej chromatografie
spojili do piatich frakcii. Z frakcie ¢. 3 sme samovolnou
kryStalizdciou z uvedenej zmesi rozpustadiel ziskali 14t-
ku III.

Vodno-metanolovy extrakt sme pripravili maceraci-
ou 340 g usuSenych a pomletych listov Cornus offici-
nalis Sieb. et Zucc. (metanol : voda = 95 : 5) po pred-
chadzajucej macerdcii chloroformom. Extrakt sme
rozpustili vo vode. Pritomny chlorofyl sme oddelili
vytrepdvanim s petroléterom. Takto precisteny extrakt
sme vytrepali do butanolu a odparili do sucha (15,0 g).

Pripraveny extrakt sme delili kolénovou chromatogra-
fiou na silikagéli ¢. 3 s obsahom 13 % vody. Kol6nu
sme eluovali zmesou rozpustadiel chloroform : metanol
raceton (90 : 5 : 5 —metanol : voda (95 : 5). Eluaty sme
zachytavali v mnoZstvach priblizne po 50 ml. Tieto sme
postupne odparovali a na zdklade vysledkov tenkovr-
stvovej chromatografie spojili do siedmich frakcii hru-
bého delenia.

Frakciu €. 2 hrubého delenia sme rechromatografova-
li na silikagéli ¢. 4 v ststave chloroform : metanol :
cyklohexan v rdznom pomernom zastdpeni. Frakcie sme
zachytéavali po 5 ml a na zaklade vysledkov tenkovrstvo-
vej chromatografie spojili do piatich frakcii. Z frakcie
¢. 3 sme samovolnou krystalizdciou z uvedenej zmesi
rozpustadiel ziskali latku I'V.

Frakciu €. 3 hrubého delenia sme rechromatografova-
li na silikagéli ¢. 4 v ststave chloroform : metanol :
cyklohexan (80 : 15 : 5 a 70 : 20 : 10). Frakcie sme
zachytavali po 5 ml a na zaklade vysledkov tenkovrstvo-
vej chromatografie spojili do troch frakcii. Z frakcie ¢. 2
sme kryStalizdciou z uvedenej zmesi rozpuiStadiel ziskali
latku V.

Frakciu €. 4 hrubého delenia sme rechromatografova-
li na silikagéli ¢. 4 v ststave chloroform : metanol :
cyklohexan (70 : 20 : 10 a 60 : 30 : 10). Frakcie sme
zachytdvali po 5 ml a na zdklade vysledkov tenkovrstvo-
vej chromatografie spojili do Styroch frakcii. Z frakcie
¢. 3 sme kryStalizaciou z metanolu ziskali latku VI.

Vysledky a diskusia

Latka I (4,5 mg) (obr. 1) bola izolovana vo forme
kryStalov s teplotou topenia 136-139 °C. V ultra-
fialovom spektre je transparentnd. V infracervenom
spektre si pasy pri 3360 a 1035 cm™ (-OH), 1460 cm™!
(-CH), 1377 cm™ (angul. CH,). Porovnanim namera-
nych hodnot s literatirou'® a so Standardom sme izolo-
vanu latku (T) identifikovali ako B-sitosterol.

HO

Obr. 1. Latka I

Latka II (314,0 mg) (obr. 2) bola izolovana vo forme
bielych krystilov sladkej vone s teplotou topenia 142 az
146 °C. S anilinftalatovym skiimadlom dévala pozitivnu
reakciu. V ultrafialovom spektre je transparentnd.
V infracervenom spektre je pas pri 3312 cm™! charakteris-
ticky pre hydroxylové skupiny sacharidovej zlozky a pasy
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Obr. 2. Latka I

CO- skupiny esterovej vizby pri 900-1200 cm™ . Porov-
nanim nameranych hodnot s literatirou!” a so Standardom
sme izolovanu latku (IT) identifikovali ako glukéza.

Latka III (169,9 mg) (obr. 3) bola izolovana ako bie-
la krystalicka sladkej vone s teplotou topenia 178 aZ
184 °C. S anilinftalatovym skimadlom davala pozitivnu
reakciu. V ultrafialovom spektre je transparentnd.
V infraCervenom spektre je pas pri 3354 cm™' charakte-
risticky pre hydroxylové skupiny sacharidovej zloZky
a pasy CO- skupiny esterovej vizby pri 900-1200cm™ .
Porovnanim nameranych hodnét s literatirou'” a so $tan-
dardom sme izolovanu latku (III) identifikovali ako
sacharéza.

OH
HO :
o OH
HO
OH

Obr. 3. Latka 111
Latka IV (5,0 mg) (obr. 4) bola izolovana ako biela

kryStalickd s teplotou topenia 220-225 °C. V ultra-
fialovom spektre pri vinovej dizke 366 nm vykazuje

HO

Obr. 4. Latka IV

modru fluoreskujticu Skvrnu. V infracervenom spektre st
pésy pri 1020 a 3274 cm™ typické pre hydroxylové sku-
piny, pas pri 3067 cm™' charakteristicky pre aromatické
vodiky, Siroky difuzny pas karboxylovej skupiny pri
2358-2660 cm™ a pasy pri 1697, 1615 a 1540 cm™ cha-
rakteristické pre benzénové jadro. Porovnanim namera-
nych hodndt s literatiirou'® a so Standardom sme izolo-
vanu latku (IV) identifikovali ako kyselina galova.

Latka V (5,0 mg) (obr. 5) bola izolovana ako ZIt4 pra-
Skovitd s teplotou topenia 310-314 °C. Utrafialové
spektrum v metanole vykazuje pésy typické pre flavon:
AMeOH  nm: 255 a 371. Porovnanim nameranych hod-
not s literatirou'” a so Standardom sme izolovant latku
(V) identifikovali ako kvercetin.

OH

OH

HO o

I OH
OH (o]
Obr. 5. Latka V

Latka VI (6,0 mg) (obr. 6) bola izolovana ako svetloZl-
ta praskovita s teplotou topenia 180—-182 °C. Hmotnostné
spektrum vykazuje molekulovy i6n [M-H] o m/z 463 (gly-
kozid kvercetinu, cukor 162) a fragment o m/z 301 (agly-
kon). Utrafialové spektrum v metanole vykazuje pasy
typické pre flavon: AMOH ~ nm: 254, 265sh, 293 a 358.

Po pridani Specifickych diagnostickych skumadiel
sme namerali nasledujice posuny maxim:

Obr. 6. Latka VI
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o M2 270, 320sh, 409 ; AMCB nm: 270,
295sh, 430; AACEHC - nm: 265, 295sh, 400; ANA¢ nm:
267, 398; ANOACHEBOS  nm: 256, 368

'H NMR: 6 ppm (DMSO-d6, 600 MHz): & 12,52 (1H,
s, HO-C(5)); 10,91 (1H, br. s, HO-C(7)); 9,72 (1H, br. s,
HO-C(3%)); 9,32 (1H, br. s, HO-C(4")); 7,65 (1H, br. s.,
J =22 Hz, H-C(2")); 7,55 (1H, dd, J = 8,5, 2,0 Hz,
H-C(67)); 6,81 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-C(5")); 6,39 (1H, d,
J=2,0,H-C(8)); 6,19 (1H, d, J = 2,0, H-C(6)); 5,69 (1H,
s, br.,, HO); 5,45 (1H, d, J = 7,0, H-C(17)); 5,18 (1H, s,
br., HO); 5,00 (1H, s, br., HO); 4,8 (1H, s, br., HO); 3,67
(1H, m, H-C(67)); 3,54 (1H, m, H-C(2"" alebo 3" alebo
4" alebo 57)); 3,43 (1H, m, H-C(67")) 3,36-3,27 (3H, m,
H-C(27), H-C(3”"), H-C(4""), H-C(57)

I3C NMR: 5 ppm (DMSO-d6, 151 MHz): & 177,67
(C-4), 164,70 (C-7), 156,80 (C-9 alebo C-2), 156,73
(C-9 alebo C-2), 149,05 (C-47), 145,36 (C-37), 132,16
(C-3), 122,00 (C-6"), 121,24 (C-17), 116,72 (C-2"),
115,67 (C-57), 101,72 (C-17"), 76,48 (C-2”" alebo C-3”"
alebo C-4"" alebo C-57), 76,13 (C-2”" alebo C-3"" alebo
C-4"" alebo C-57), 74,25 (C-2"" alebo C-3"" alebo C-4""
alebo C-577), 71,74 (C-2"" alebo C-3"" alebo C-4"" alebo
C-57), 61,59 (C-67)

Na zdklade vysledkov spektralnej analyzy a tenko-
vrstvovej chromatografie na Silufole mozno predpokla-
dat, Ze latka (VI) je glykozid kvercetinu. Aglykon ziska-
ny kyslou hydrolyzou bol zhodny so Standardom
kvercetinu. Sacharidova zloZka sa zhodovala so Standar-
dom glukozy.

Na zdklade nameranych hodno6t sme izolovanu latku
(VD) identifikovali ako kvercetin-3-O-glukozid (izokver-
citrin).

Praca bola realizovand s podporou grantovej tlohy ¢. 1/0059/11
VEGA Ministerstva Skolstva SR.

Stret zaujmov: Ziadny.
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