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ABSTRACT

Naphthoquinones, compounds of natural origin, mostly appeared as chromatic pigments. They
are deposited in cells vacuoles, where they are dissolved (in glycoside form). They are
synthesised by range of chemical reactions, where shikimate acid, L-alanine (Nepenthes),
parahydroxybenzoic acid and C,o isoprenoid unit are initial substrates for biosynthesis of
juglone, droserone, plumbagin and 7-methyljuglone. In nature they occur in wide range of
plants species and also in fungi and microorganisms as group of secondary metabolite.
Naphthoquinones are very toxic, antimicrobial, antifungal, antiviral and antiparasitic effects
were observed. Plants with naphthoquinones content have wide use mostly in therapy of
different tumour deceases in traditional medicines mainly in Asia (China) and South America
areas. In academic medicine, plant drug Juglans nigra (juglans folium) and/or Drosera
rotundifolia (droserae herba) are used for astringent effects and/or against dry irritating
cough due to content of tanning agents and/or slimes content, respectively.
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ABSTRAKT

Naftochinony jsou latky ptirodniho ptivodu; ve vétSin€ ptipadi se jedna o barevné pigmenty.
V bunkéch jsou deponovany ve vakuolach, kde jsou rozpustény (ve formé glykosidi).
Vznikaji celou fadou chemickych reakei, kde kyselina Sikimova, L-alanin (Nepenthes), p-
hydroxybenzoova kyselina a C;y izoprenovd jednotka (Boraginaceae) jsou vychozim
substratem pro biosyntézu juglonu, droseronu, plumbaginu a 7-methyljuglonu. Jako skupina
sekundéarnich metabolitl se v ptirodé vyskytuji v celé fad¢€ rostlinnych druhti a rovnéz v ramci
hub a mikroorganismt. Naftochinony jsou vysoce cytotoxické, byly pozorovany
antimikrobni, antifungélni, antivirdlni a antiparazitadlni efekty. V tradi¢nich medicinéch,

zejména v oblasti Asie (Cina) a Jizni Ameriky maji rostliny s obsahem naftochinont iroké



uplatnéni predevSim v 1é€bé ruznych nadorovych onemocnéni. V univerzitni medicing je
rostlinna droga Juglans nigra (juglans folium) vyuzivana pro své adstringentni ucinky diky
obsahu ttislovin a Drosera rotundifolia (droserae herba) uzivana proti suchému drazdivému
kasli pro obsah slizt.

Kli¢ova slova: naftochinony, plumbagin, juglon, droseron, 7-methyljuglon

UvVoD

Naftochinony jsou latky ptfirodniho plivodu; ve vétSin€ piipadi se jedna o barevné
pigmenty. V bunkdch jsou deponovany ve vakuolach, kde jsou rozpustény (ve formé
glykosid))!. Naftochinony jako skupina sekundarnich metaboliti se v ptirodé vyskytuji
v ramci ruznych celedi rostlin (Plumbaginaceae, Juglandaceae, Ebenaceae, Boraginaceae,
Dioncophyllaceae,  Ancistrocladaceae, Iridaceae,  Verbenaceae,  Scrophulariaceae,
Avicenniaceae, Balsaminceae, Bignoniaceae, Gentianaceae, Droseraceae, Nepenthaceae,
Lythraceae, Euphorbiaceae) > a rovnéz u hub a mikroorganismil (Streptomyces, Fusarium) °.
Biosyntéza naftochinoni probihd Sesti moznymi biosyntetickymi cestami, nékteré jsou
charakteristické pro urcité celedi nebo rody rostlin. Bylo zjiSténo, ze zdkladnim prekurzorem

biosyntézy vétsSiny naftochinonil je kyselina Sikimova.

Ziakladni prehled biosyntézy naftochinonii u rostlin a bakterii

Pfi prvni cesté biosyntézy naftochinonti dochdzi ke kondenzaci molekuly kyseliny
Sikimové a kyseliny a-ketoglutarové za piitomnosti enzymu thiaminpyrofosfazy (schéma 1).
Vznikd kyselina o-sukcinylbenzoovd, ze které vznikd naftochinon typu juglonu nebo

droseronu.

Schéma 1: Biosyntéza naftochinonu prvni cesta
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Druhé cesta je rovnéz zahdjena reakci kyseliny Sikimové, ze které vznika kyselina 3-
fosfosikimova (schéma 2). Ta reaguje s kyselinou 2-fosfoenolpyrohroznovou za vzniku

kyseliny chorismové, ze které presmykem vznika kyselina prefenova. Z kyseliny prefenové



vznikd kyselina arogenova, ze které redukci vznikd tyrosin. Rovnéz je mozna cesta, kdy
z kyseliny prefenové odStépenim molekuly vody a oxidu uhli¢itétho vznikd kyselina
fenylpyrohroznova, kterd po transaminaci ddva vznik tyrosinu. Inkorporace tyrosinu do
molekuly naftochinonu probihd nepfimo. Sledem reakci vznikd kys. homogentisova a
toluchinol. Ten kondenzuje s izoprenovou jednotkou (Cs) a ndslednou cyklizaci vznikaji jiz

substituované naftochinony typu plumbaginu a methyljuglonu. Z kyseliny Sikimové vznika

chinonovy kruh.
Schéma 2: Biosyntéza naftochinonu 2
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Specifickd biosyntetickd cesta plumbaginu, byla objevena u Nepenthes insignis

(Nepenthaceae) ', kdy byla zjiténa inkorporace skeletu L-alaninu (C,) do struktury



plumbaginu (schéma 3). Zdrojem L-alaninu je zde kofist chycena lapacimi organy rostlin.
Vlastni biosynteticky proces probihd tak, ze L-alanin se pfeméni prostiednictvim
alaninaminotranferdzy na pyruvat, ze kterého za diky pyruvatdehydrogenaze vznika
acetylCoA. Sest téchto acetylkoenzymii A kondenzuje, nésleduje redukce, aldolova
kondenzace a dekarboxylace a vznika 3-methyl-1,8-naftalendiol, ktery se dale oxiduje a
vzniké 1,4-naftochinonovy skelet.

Schéma 3: Biosyntéza naftochinonii u zastupcui rodu Nepenthes
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U n&kterych roda (rod Plagiobothrys, Boraginaceae) ® ptedstavuje biosyntézu
naftochinonii hydroxybenzoatova cesta (schéma 4). Ptikladem mohou byt alkannin nebo
shikonin (izomer alkanninu) °, které vznikaji kondenzaci kyseliny p-hydroxybenzoové a
Cio izoprenové jednotky (geranyl pyrofosfat, GPP). Sledem reakci vznikéd substituovany

1,4-naftochinon.

Schéma 4: Hydroxybenzoatova cesta biosyntézy naftochinoni
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U &eledi Plumbaginaceae (rod Plumbago) *° vznikaji naftochinony typu plumbaginu
acetat-malonatovou cestou, kdy dochazi ke kondenza¢nim reakcim mezi acetyl-koenzymem
A a malonyl-koenzymem A.

Vroce 2001 byla objasnéna biosynteticka cesta substituovanych naftochinonii a
dalsich polyketidii u mikroorganismti (schéma 5). Prikladem mutize byt biosyntéza flaviolinu,
2,5,7-trihydroxy-1,4-naftochinonu, ktery produkuji nékteré kmeny r. Streptomyces. Jedna se o
kondenzacni reakci péti molekul malonyl-koenzymu A, po dekarboxylaci a oxidaci vzniké
flaviolin®.

Schéma 5: Biosyntéza naftochinonit u mikroorganismu r. Streptomyces
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VyuZiti naftochinoni v tradi¢ni mediciné

Naftochinony se jiz dlouhou dobu pouzivaji v tradi¢nich medicinach riznych narodd,
a to vétdinou ve formé extraktil, které je obsahuji. V Ciné a nékterych dalsich asijskych
zemich se pouzivaji rostliny rodu olovénec (Plumbago, P. zeylanica, P. rosea a P. europaea)
ve form¢ extraktl k 1é¢bé rakoviny, revmatoidni artritidy a bolestivé menstruace, zevné pak
pi 16¢b& otoki a zhmozdénin'®. Ve Francii se dosud pouZiva Plumbago europaea ke zmirndni
bolesti zubt''. Plumbago zeylanica se v lidovém lé¢&itelstvi vyuziva pro své diaforetické
Gginky'!, v Indii ma pouZivani tohoto druhu §irokou tradici na rizné nemoci, jako je prijem,
poruchy traveni a rizné kozni problémy; pouZivani této drogy mize vést k trvalé sterilits'* a

oo - 13
pouziva se i k vyvolani potratu .

Obr. 1: Plumbago europaea




Kira z kmene Bolivijské Pera benensis je vyuzivana Indiany k 1écbé¢ kozni formy
leishmaniézy'* (parazitdza zptisobend prvoky rodu Leishmania). Kira a listy z ofe$iku
(Juglans nigra) se vyuzivaji pro své sviravé, projimavé a detergentni t€inky k 1€¢bé koznich
chorob, zejména ekzémi, oparii a koznich vieda'". Kira Juglans regia se pouziva pro své
mirn¢ projimavé ucinky. Tradiéni mediciny doporucuji  karu rovnéz k 1écbé syfilis a
parazitoz. Zevné se pouziva ve formé riznych extraktil jako rubefaciens'® (latky drazdici
pokozku a sliznice, které zplsobuji jejich piekrveni; timto mechanismem ohranicuji a

urychluji zanét).

Obr. 2: V horni Fade Juglans nigra, v dolni Juglans regia

V CR ma dlouhou tradici (od 13. stoleti) pouZivani extrakti z rosnatky Drosera
rotundifolia proti infekénim nemocem dychacich cest, jako je nachlazeni, bronchitida, kasel a
astma'’. P¥ipravky z této rostliny se jesté dnes doporuduji pro prevenci aterosklerozy, pii
cukrovce a jako silny antibakteridlni a antivirdlni prostfedek. Uvadi se rovnéz ucinek
spasmolyticky'® a sekretolyticky'. V Americe jsou extrakty oblibeny jako geriatrikum'®,
V indické tradi¢ni medicin€ se pouziva Drosera burmannii jako 0¢inné rubefaciens, v Jizni

Americe zase jin¢ druhy k 1é¢b¢ bradavic, kufich ok, kerat6z a k odstranéni pih.



Obr. 3: Drosera rotundifolia

VyuZziti naftochinonii v univerzitni mediciné

Pii kasli a nachlazeni se pouziva v CR schvéleny piipravek Tussilen® kapky, ktery
obsahuje extrakt zdruhu Drosera rotundifolia®. Jiné zdroje doporuduji homeopatické
zpracovani Drosera rotundifolia na nemoci dychacich cest®'; v katalozich pro zdravotnictvi —
MEDI stranky — jsou uvedena schvalend homeopatika z Drosera rotundifolia v Cetnych
lékovych forméach — tablety, roztok, globule, ¢ipky, masti v nékolika potencich —
homeopatickych fed&nich®.

Mucholapka podivna (Dionaea muscipula) nema v souc¢asnosti v CR terapeutické
vyuziti. V Némecku se vyrabi piipravek Carnivora® - extrakt z mucholapky v lékovych
formach kapky a injekce — pouziti jako imunomodulans pti malignitach, jako imunostimulans,
podptirna 1é&ba Crohnovy nemoci a ulcerdzni kolitis, neni zde vsak schvalen a registrovan™.
Extrakt z mucholapky je dostupny v USA, kde je vyrabén firmou Vital Health Products jako

potravinovy dopln&k®*.

Obr. 4: Dionaea muscipula

EXPERIMENTALNI CAST

MATERIAL A METODY
Rostliny Dionaea muscipula Ell. pochazely z tkanovych kultur (Ustav ptirodnich
1é¢iv, Farmaceutické fakulty, Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brn¢), kde byla

kultivovana na médiu Murasshige Skoog Medium (MS) * s pridavkem sacharozy (30 g/l) a



aktivniho uhli. Drosera rotundifolia a Drosera spathulata pochazely z explantatovych kultur
Ptirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné¢ a byla péstovana za stejnych
podminek. Césti Paulownia tomentosa (listy, plody) byly sbirany z rostliny kultivované

v arealu Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brné 26. 8. 2004 v dopolednich hodinéch.

Chemikalie

Naftochinony 1,4-naftochinon, juglon, lawson a plumbagin Cdistoty p.a. byly
zakoupeny od firmy Sigma. Methanol pro HPLC a ostatni analytické ¢inidla ACS Cistoty byla
zakoupena od firmy Sigma Aldrich Chemical Corp. (St. Louis, USA). Standardni roztoky
byly piipraveny o koncentraci 100 pg/ml ACS methanolu (Sigma Aldrich, USA) a
uchovavany ve tmé pii 4 °C. VSechny roztoky byly filtrovany pfes 0,45 um teflonové

membranové filtry (MetaChem, Torrance, CA, USA) pted zapocetim HPLC analyzy.

HPLC analyza

HP 1100 chromatograficky systém (Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany) byl
vybaven vakuovym degaserem (G1322A), kvartérni pumpou (GI1311A), autosamplerem
(G13113A), kolonovym termostatem (G1313A) a detektorem diodového pole (model
G1315B). ChemStation software (Rev A07.01) fidi cely kapalinovy chromatograficky systém.
Isoflavony byly separovany na chromatografické kolon¢ Zorbax CI8-AAA
(150 mm x 4,6 mm, velikosti ¢astic 3,5 um, Agilent Technologies USA, reverzni faze)
izokratickou eluci. Mobilni fazi A byla 0,1% kyselina octovd a mobilni fdzi B metanol.
V poméru 35% kyselina a 65% methanol. Priitok byl 0.8 ml/min. Teplota na kolon¢ byla

nastavena na 40°C. Spektra byla sniména v rozmezi 190—-400 nm.

Priprava realného vzorku

Casti rostlin byly lyofilizovany pfi teploté —51°C po dobu 48 hodin. Po té byly
jednotlivé cCasti rostlin nahrubo drceny v tfeci misce a najemno zhomogenizovany pomoci
mlynku Ika A1l basic. 0,02-0,1 g biologického vzorku bylo pteneseno do 5 ml 100%
methanolu a sonikovano pii 38 kHz, 150 W (K5, Kraintek) za laboratorni teploty 30 minut.

Rostlinny extrakt byl ptefiltrovan ptes teflonovy membranovy filtr (0,45 um).



VYSLEDKY
Naftochinony maji pro své vyrazné cytotoxické ucinky nepochybné budoucnost

Gt xa oy ;132629
v terapii riznych onemocnéni, vcetné nadorovych

. Je jen otazkou casu, kdy budou
vhodnou technologickou upravou jejich nezadouci U€inky omezeny a naopak se zvysi jejich
terapeuticka ucinnost, tj. terapeuticky index. Proto je velmi dilezité vytvorit a optimalizovat
metody jejich izolace a identifikace, nebot’ se v rostlinach nevyskytuji nikdy samostatné, ale
v komplexu celé¢ tady latek rizné povahy (flavonoidy, tfisloviny, organické kyseliny atd.).
Bylo proto nutné optimalizovat metody HPLC z hlediska vodné a organické faze a jejich
vzajemného poméru, prutoku a teploty kolony, aby vyhovovaly detekci nejen jediného

naftochinonu, ale naftochinoniim nékolika.

Optimalizace stanoveni naftochinonu

Pti volbé mobilni faze pro separaci naftochinonii (lawson, 1,4-naftochinon, juglon a
plumbagin) jsme pro vodnou slozku mobilni faze vybirali ze dvou kyselin — kyseliny
mravenéi a kyseliny octové™. Porovnanim eluénich charakteristik byla pro nase podminky
vhodnégjsi kyselina octova. Retencni €as byl v jejim pfipad€ niz§i nez u kyseliny mravenci,
vyska piki byla srovnatelna, plocha pikii byla vétsi a piky byly vice symetrické néz v ptipadé
kyseliny mraven¢i. Byl studovan vliv koncentrace kyseliny octové na pribéh separace.
Zjistili jsme, Ze koncentrace 0,1 mol.I" byla nejvhodn&ji, a to jak pii zmé&né pritoku, tak i pfi
zméné pomeéru mobilnich fazi. Jako organicka ¢ast mobilni faze byl testovan acetonitril a
methanol. A¢ mé acetonitril vyssi elucni silu nez methanol, v ptipad¢ naftochinont pfi pouziti
uvedené kolony se to neprojevilo. Retenéni ¢asy separovanych naftochinont byly u stejnych
pomeéri organickd/vodna faze piiblizné stejné, symetrie pikl vSak byla nizkd, piky byly malé
a Siroké. Plochy piki pti pouziti acetonitrilu byly nizsi nez v ptipadé methanolu.

Pii testovani vzdjemného poméru organické a vodné slozky mobilni faze byl jako
nejvhodnéjsi zvolen pomér 35 % vodné slozky (kys. octova) a 65 % organické slozky
(methanol), kdy byl pro vétSinu naftochinonti nejvyhodnéjs$i retenéni Cas, vysSka piki
dosahovala maxima, plocha byla nejvyhodnégjsi (s pomérem fazi se ménila jen nepatrn¢) a
byla zfejma maximalni symetrie pikli. Protoze naftochinony mély vysoky rozdélovaci faktor,
byla zvolena izokraticka eluce.

Byl testovan pritok 0,5 az 1 ml.min™'. Reten¢ni ¢as se s pritokem sniZoval, ale pfi
pratoku vyssim jak 0,9 se neumérné zvySoval tlak v chromatografické soustavé. Byl proto
zvolen pritok 0.8 ml.min™, pii kterém byly piky naftochinoni vesmés nejvice symetrické,

vyska pikti dosahovala svého maxima a jejich plocha byla dostate¢na pro detekci a separaci



naftochinonti. Teplota kolony byla testovana v rozmezi 10°C az 40°C; Teplota 40°C byla
zvolena jako maximalni pro termolabilnost naftochinonli. Se zvySujici se teplotou kolony se
snizoval reten¢ni Cas, zvySovala se vyska pikli (méla rostouci tendenci). Symetrie a plocha

pikii byly téméf konstantni. Pro analyzu byla tedy vybrana teplota 40°C.

Vliv koncentrace na stanoveni naftochinoni pomoci HPLC-UV
V ptipadé, ze byly zvoleny vSechny optimalni podminky separace naftochinont
(lawson, 1,4-naftochinon, juglon a plumbagin), ziskali jsme velmi dobie separované a

symetrické piky (jak je ukazano na Graf. 1).

Graf 1: Chromatogram analyzy naftochinonit lawsonu, 1,4-naftochinonu, juglonu a

plumbaginu
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Zavislosti odpovédi detektoru diodového pole (DAD) na koncentraci jednotlivych
naftochinonti byly ve sledovaném intervalu linedrni a relativni stfedni chyba (R.S.D.) se
pohybovala kolem 4.5% (n = J5), jak je dobfe vidét na grafu 2.
Graf 2: Kalibracni primky jednotlivych naftochinonu
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Rovnice kalibra¢ni pfimky a hodnota spolehlivosti zavislosti proudové odezvy na
koncentraci jsou uvedeny v tabulce 1. Limity detekce byly pro lawson 65 ng/ml, 1,4-

naftochinon 50 ng/ml, juglon 75 ng/ml a plumbagin 39 ng/ml .

Tab. 1: Charakteristika analyzovanych naftochinonu

Naftochinon (rrt11i{n) Regresni rovnice R’ (plé?nIl)'l) (n]é.?n?") R(OS/O;) Symbol
1,4-naftochinon 3,8 y=4,2140x - 0,1826  0,9999  0,0505 0,1683 1,91 u
Juglon 4,7  y=3,3388x-0,2224 0,9998  0,0756 0,2520 2,25 A
Lawson 3,0  y=32256x-0,1805 10,9998  0,0653 0,2177 2,86 4
Plumbagin 7,4  y=2,0054x-0,0472 0,9999  0,0385 0,1283 1,11 X

Urceni obsahu naftochinonii v rostlinach
Dionaea muscipula

Po optimalizaci stanoveni, byla metoda pouzita pro studium obsahu naftochinonli u
n¢kolika rostlinnych druhti. U masozravé rostliny mucholapky podivné (Dionaea muscipula;
Droseraceae) byl ur¢en obsah naftochinonii v jednotlivych rostlinnych organech — list, kofen
a kvét. Zjistili jsme, Ze nejvice plumbaginu obsahovaly listy (nerozdélené na tapik a Cepel
listovou) — 5338 png/g, coz odpovidd 100 % obsahu plumbaginu. Méné plumbaginu
obsahovaly koteny — 4230 pg/g (79 %), nejméné pak kvéty — 3698 nug/g (69 %).

Graf 3: Obsah plumbaginu — Dionaea muscipula
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Na obsah plumbaginu byly rovnéz analyzovany tii druhy rodu rosnatka (Drosera) — D.
roundifolia, rostouci i v CR, D. spathulata a D. capensis (graf 4). Na zakladé naSich analyz

byl detekovan nejvyssi obsah plumbaginu v ptipadé D. rotundifolia — 18 pg/g (100 %), dale




pak u D. spathulata — 16 ng/g (88 %). Nejnizsi obsah plumbaginu byl detekovan v ptipadé D.
capensis — 8 ng/g (44 %).

Graf 4: Obsah plumbaginu — jednotlivé druhy rodu Drosera
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Ve vSech druzich byl detekovan rovnéz derivat juglonu, pravdépodobné 7-
methyljuglon, viz. graf 5 (porovnanim spekter juglonu a ostatnich naftochinontll). Nejvyssi
obsah tohoto naftochinonu byl zjistén u D. rotundifolia — 1297 pg/g (100 %). Obsah juglon-
derivatu v ptipad€ D. spathulata a D. capensis byl vyrovnany — 623 pg/g (48 %) a 608 ng/g
(46 %). Predpokladame, Ze ndmi stanovenym derivatem juglonu je 7-methyljuglon.
Z dostupné literatury je také patrno, Ze dosud nebyl potvrzen vyskyt plumbaginu v ptipadé in
vitro péstované D. rotundifolia, ktery se nam vSak podafilo detekovat. Diive bylo popsano, ze

druhy D. rotundifolia a D. capensis obsahuji majoritni podil plumbaginu®'. My jsme viak

zjistili majoritni podil 7-methyljuglonu.

Graf 5: Obsah derivatu juglonu — jednotlivé druhy rodu Drosera
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Paulownia tomentosa
Bylo pro nas velkym ptekvapenim, ze jsme naftochinon plumbagin detekovali rovnéz

v listech a plodech (mezokarp) pavlovnie plstnaté Paulownia tomentosa, kde tento

naftochinon nebyl nikdy dosud detekovan. Skutecnosti ziistava, Ze jeho obsah byl nizky — 17



ng/g (100 %) v pripade listti a 11 pg/g (65 %) v ptipadé plodi — mezokarpu. Literatura dosud

vyskyt tohoto naftochinonu v ptipadé tohoto druhu neudéava.

Graf 6: Obsah plumbaginu — Paulownia tomentosa
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Nejvyssi obsah plumbaginu byl jednoznaéné detekovan v listech Dionaea muscipula. 1
kdyz je jeho obsah v dalSich rostlinnych orgénech nizsi, stale svou koncentraci ptevySuje
koncentrace plumbaginu u dalsich testovanych rostlin. V pfipadé tohoto druhu nebyly dalsi
naftochinony detekovany. Prekvapenim je, ze majoritnim naftochinonem v piipadé D.
rotundifolia a D. capensis neni plumbagin, ale v rozporu s dostupnou literaturou
juglonderivat, snejvétsi pravdépodobnosti 7-methyljuglon. Velkym pifekvapenim byla
identifikace plumbaginu v ptipad¢ Paulownia tomentosa, kdy dostupna literatura vyskyt
tohoto naftochinonu neuvadi. Plumbagin byl zde detekovan jak v listech, tak i plodech —

mezokarpu.

Podékovani
Piispévek vznikl za podpory IGA FaF VFU 1G342012, IGA MZLU 3/2004, GACR &.
525/04/P132 a Narodniho vyzkumného centra LNOOAOS].
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