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Seznam pouzitych zkratek

ACH Acetylcholin
ACHE Acetylcholinesterasa

Aq Vodny
ASA Acetylosalicylova kyselina
CFL Celkové fenolové latky

DAD Detektor diodového pole - Diode array detector
DMSO  Dimethylsulfoxid

DPPH 2,2’-diphenyl-1-pikrylhydrazyl radikal

EtAc Ethylacetat

EtOH Ethanol

Et.O Diethylether

Expon.  Exponovani

FEt,O Frakce etherova

FFL Frakce fenolovych latek

FPe Frakce petroletherova

FPFL Frakce prosta fenolovych latek

FRAP Ferric reducing antioxidant potential

GABA Gama-aminomaselna kyselina

GC-FID Gas Chromatography- Flame lonization Detector

GIT Gastrointestinalni trakt

HPLC Vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie - High-performance liquid
chromatography

k. Kyselina

Koef. Koeficient

konc. Koncentrovany

MeOH Methanol

MK Mastna kyselina

MS Hmotnostni spektroskopie

Neexpon. Neexponovani
NMDA  N-methyl-D-aspartat

NMR Nuklearni magneticka rezonance
Pe Petrolether

Pz Polarni zbytek

rozp. Rozpustény

SIA Sekvenéni injekéni analyza

TLC Chromatografie na tenké vrstvée

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan
uv Ultrafialové



1. UvoD A ciL PRACE



V soucasné dobé dochazi u priimyslové vyspélych narodu k vyraznému rozvoiji
civiliza¢nich chorob, mezi které patfi neurodegenerativni onemocnéni (Alzheimerova
nemoc), poruchy kognitivnich funkci, demence, poskozeni mozku v disledku hypoxie,
ischémie a rlizné typy intoxikaci spojené s poskozenim mozkovych bunék.

U Fady klasickych latek, které se pouzivaji v terapii poruch kognitivnich funkci,
se béhem lécby Casto vyskytuji nezadouci ucinky. Ty mohou vést ke snizeni u¢innosti
léCby, nebot’ ji pacient odmita a snizuje se compliance. Z téchto davodl je nutné
snizovat davky léCiva Casto pod terapeuticky uc€inné koncentrace a v ojedinélych
pfipadech je nutné lé¢bu vysadit. Snahou farmaceutického primyslu je vyvijet stéle
pacienta vyhodnéjsi. Jednou z cest je vyuziti pfirodnich latek rostlinného puvodu
a jejich formulace do definovanych IéCivych pfipravkd. V fadé pfipadu je totiz komplex
latek UGinn&j8i nez izolované &i synteticky ziskané latky. Rada poznatki o pouzivani
téchto pfirodnich preparati pochazi z publikovanych etnofarmakologickych (daja
tradi¢ni asijské mediciny (Cinské, indické, japonské), kde je patrny pozitivni efekt
téchto pfipravkd na kognitivni funkce. Velké mnozstvi klinickych studii prokéazalo
pozitivni pasobeni rostlinnych pfipravkd na zlepSeni kognitivnich funkci s minimem
vedlejSich a nezadoucich 0¢€inkd. Puasobeni pfirodnich pfipravkd je komplexni
a jednotlivé latky puasobi riiznymi mechanizmy. Velkému zajmu se v poslednich letech
téSi rostliny a standardizované prfipravky z Ginkgo biloba L., Centella asiatica (L.)
Urban, Bacopa monniera L., Evolvulus alsinoides L. a dalSich rostlin. Vyznamného
pouziti pfi 1éEbé poruch kognitivnich funkci také dosahly Cisté izolované latky
galanthamin, vinpocetin a huperzin A.

Rostlina Evolvulus alsinoides patfi k jedném z nejméné prostudovanych
zastupcu rostlin pouzivanych pfi 1é€bé neurodegenerativnich onemocnéni. Vétsi podil
Udaju, které jsou o této rostliné znamé, pochazi z poznatk zjisténych pfi uzivani
v tradi¢nim lidovém |écitelstvi, a proto nejsou UCinky dostateéné védecky podlozené.
Rostlina je kléCebnym ucelim pouzivana jiz po staleti a hojného pouziti se tési
v oblastech jihovychodni Asie. S jejim pouzivanim se mlZeme setkat jiz v Ajurvédé.
Z divodu nedostate€ného mnozZstvi poznatki o obsahovych Ilatkdch a jejich
biologickych ucincich se Evolvulus alsinoides stal pfedmétem zajmu naseho
védeckého tymu.

Cilem prace bylo:

1. RozSifit poznatky o obsahovych latkach taxonu.
2. Posoudit biologickou aktivitu ziskanych frakci a vyizolovanych &istych latek.
3. Stanovit charakteristické metabolity rostliny a proveést jejich kvantifikaci.



2. TEORETICKA CAST



harakteristika rostliny Evolvul Isinoi L.

2.1.1. Zarazeni rostliny do systému

Rige: Plantae
Odd.: Magnoliophyta
TF.: Magnoliopsida
Podtf.: Asteridae
Rad: Convolvulales
Celed: Convolvulaceae
Rod: Evolvulus
Druh: Evolvulus alsinoides

2.1.2. Charakteristika ¢eledi Convolvulaceae

Jedna se prevazné o vytrvalé, vzacné jednoleté rostliny, které jsou poléhavé
nebo ovijivé, vyjimeéné se jednd o polokefe nebo nizké kefe. Casto obsahuiji
¢lankované mlécnice nebo sekrecni kanalky. Kofeny jsou vietenovité nebo se jedna
o vétveny, plazivy az duznaty oddenek. Listy jsou stfidavé, bez palistl, fapikaté az
pfisedlé a poseté trichomy. Kvéty jsou ve vrcholi€natych kvétenstvich nebo jsou
jednotlivé, oboupohlavné, vétsinou pravidelné, riznoobalné a 5¢etné. Kalich je srostly
do 1/3 s jednotlivymi kaliSnimi cipy, které jsou nestejné dlouhé. Korunni cipy jsou po
celé délce srostlé, koruna je po celé délce 3 - 5lalo€na, bez Supinovitych emergencii.
TyCinek je 5, jsou pfimé a na bazi nitkami pfirostlé ke korunni trubce. Semenik je
z 2 - 5 plodolista, svrchni, 2 - 4 pouzdry, kazdé semenné pouzdro se 2 - 4 vajicky.
Plodem je vejcovitd nebo kulovita tobolka, vétSinou pukava, zfidka se poltici na
4 tvrdky. Celed zahrnuje asi 35 - 40 rod a okolo 950 druhl rostoucich predevsim

v mirnych az tropickych pasmech. [1]
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Obr. €. 1: Evolvulus alsinoides L. [2]

2.1.3. Botanické druhové nazvoslovi [2, 3]

Odborne latinské:  Evolvulus alsinoides L.
Variety: E. alsinoides var. angustifolius Thorr.
E. alsinoides var. debilis (Kunth) van Ooststr.
E. alsinoides var. alsinoides
E. alsinoides var. decumbescens (R. Brown) van Ooststr.
Odborné Ceskeé: Evolvulus kufickovity
Tradi¢ni ndzvoslovi: Vishnugrandi (Visnuova stopa) - Sanskrtsky nazev
Shankhpushpi - v Ajurvédé
Shankhahuli, Supushpi

2.1.4. Botanicka charakteristika rostliny (vyskyt a variety)

Jedna se o vytrvalou rostlinu s kratkym dfevnatym a vétvenym oddenkem.
Lodyhy jsou jednoleté, dorustaji délky vice nez 30 cm, C&asto jsou poléhave,
Slahounovité a husté ochlupené. Listy jsou malé (max. 25 x 10 mm), celokrajné,
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eliptické, kopinaté a husté chlupaté. Rapik je drobny nebo skoro chybi a listy jsou pak
prisedlé. Kvéty jsou modré, jednotlivé a vyrastaji v pazdi listd. Stopka je dlouha
a axialni. Koruna je zfetelné nélevkovité tvarovana a srostla z péti listkd. Kalich je
Ctyflalo€ny, kopinaty a Spicaté Carkovity. Plody jsou kulovité tobolky. Semena jsou
Ctyfi a jsou hola. Rostlina kvete od ledna do srpna, doba kvétu se muze lisit
v zavislosti na lokalité. [2, 4, 5]

Rostlina je rozSifena v tropickych a subtropickych oblastech do nadmorské
vySky 2000 m. Velké hojnosti se tési v oblastech jihovychodni Asie. Zde se vyskytuje
jako plevelna rostlina jak na suchych travnatych mistech, tak i v ¢asteéné vlhkych
oblastech okolo fek a cest. [6, 7, 8]

V nékolika studiich byly sledovany morfologické zmény zplsobené riznymi
vlivy stanovisté vyskytu rostliny. Byly sledovany zejména barevné zmeény kvétl od
modré prfes ruzovou k bilé, zména morfologie stonku, zména hmotnosti semen a dalsi
charakteristiky. Bylo zjisténo, Ze rostliny s modrymi kvéty rostou na suchych
a skalnatych stanovistich a maji vy$si obsah prolinu. Byly také sledovany zmény rastu
a tvorby biomasy pfi aplikaci umélych hnojiv. [9, 10, 11, 12, 13]

V literatufe se muizeme setkat s nékolika varietami, které se mohou liSit
obsahovymi latkami a uCinky. Jedna se o E. alsinoides var. angustifolius Thorr.,
E. alsinoides var. debilis (Kunth) van Ooststr., E. alsinoides var. alsinoides,
E. alsinoides var. decumbescens (R. Brown) van Ooststr.

V praxi se muzeme hojné setkat se zaménou ¢i pfimo falSovanim E. alsinoides
jinymi druhy. Touto problematikou se pfimo zabyva Institut pro identifikaci surovych
drog. Pfi ovéfovani ftfinacti vzorkG Shankhpushpi od rdznych dodavatelu
(farmaceutické spolec¢nosti, obchodnici) bylo zjisténo, ze pouze jeden ze vzorkl je
E. alsinoides. Ve vétSiné pripadu se jednalo o Convolvulus microphyllus Sieb. ex
Spreng, Indigofera cardifolia Heyne, popfipadé smés téchto rostlin. Je tedy nutno po
dodavateli pozadovat list o verifikaci a prokazani puvodu rostliny, nebot jednotlivé
vzorky se mohou lidit obsahovymi latkami a UCinky [14]. S nespravnymi nazvy
Shankhpushpi se muzeme setkat i na fadé internetovych stranek [15].
S problematikou zamén zfejmé& souvisi okolnost, Ze v Ajurvédé jsou jako
Shankhpushpi oznaCovény také rostliny Convolvulus pluricaulis, Clitoria ternatea
a Canscora decussata. [16]
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2.1.5. Znamé obsahové latky

Rostlina je znama z tradi¢ni mediciny jiz po staleti, pfesto nejsou obsahové
latky pfili§ prozkoumany. V literatufe je uvadén obsah alkaloidu evolvinu, dosud
neznamé struktury, dale pfitomnost silice blize neuréeného sloZeni, betainu (1),
tfislovin, cukrl, proteint, aminokyselin, fenolovych kyselin (p-hydroxybenzoova,
kavova, vanilova (2), protokatechova (3) a gentisova (4) kyselina), pentatriakontanu
(5), triakontanu, B-sitosterolu (6), glykoflavonu, 4’-methoxyvitexinu (7), chloridu
draselného a proteinG. Extrakt vykazuje pozitivni reakci na latky fenolového typu. Byla
prokazana pfitomnost fady derivata flavonoidd - kvercetinu, kemferolu, apigeninu
a nové byly izolovany evolvoid A (8), coz je strukturou 2,3,4-trihydroxy-3-methylbutyl-
3-[3-hydroxy-4-(2,3,4-trihydroxy-2-methylbutoxy)-phenyl]-2-propenoat a evolvoid B
(9), strukturou methyl ester 1,3-di-O-caffeoyl chinové kyseliny. [2, 4, 17, 18, 19]

Pfi hodnoceni obsahu oleje v semenech nékolika rostlin ¢eledi Convolvulaceae
vCetné Evolvulus alsinoides pomoci chromatografie s vyuzitim reverzni faze bylo
v semenech stanoveno 6,7 — 16,5 % oleje. Bliz§i hodnoceni prokazalo 8,4 %
palmitové kyseliny, 14,8 % stearové kyseliny, 4,4 % olejové kyseliny, 4,3 % linolové
kyseliny, 23,8 % linolenové kyseliny, 37,8 % arachidonové kyseliny a 6,5 %
behemové kyseliny. [20]

Vzorec €. 1-5:
[betain(1), vanilova(2) k., protokatechova(3) k., gentisova(4) k., pentatriakontan(5)]

O——CH;, OH

c|:H3 o 0 0
H3C—N+—CH2—C/ OH OH
| \o' HO HO

CHs

o)
HO
HO 4 5
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Vzorec ¢.6 - 7:

[B-sitosterol(6), 4"-methoxyvitexin(7)]

OH
CHs HO
HOCH,
CHs
O, OH O
\CH3
HO O.
6
OH (0]
Vzorec ¢. 8 - 9:
[evolvoid A (8), evolvoid B(9)]
0
HO
\
8
H COOCH,4 oH
H
HO1O
0
X OH
H (0]
o o)
9
HO OH
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2.1.6. Dalsi predpokladané obsahové latky

2.1.6.1.
V Celedi Convolvulaceae je popisovana pfitomnost alkaloidd tropanového

(kalysteginy, konvolvin, konvolidin, konvolamin) a ergolinového typu. Obsah téchto
alkaloidli je velmi vyznamnym chemotaxonomickym znakem této Celedi. [21]
Kalysteginy jako zastupci

tropanovych alkaloidd jsou derivaty nor-

pseudotropanu vznikajiciho metabolickou pfeménou putrescinu pfes tropinon
a pseudotropin. V molekule kalystegin se dale v riznych polohach vyskytuje 3-5 OH
skupin, jedna se tedy o polyhydroxynortropany. Poprvé byly izolovany z kofenu
Calystegia sepium (Convolvulaceae) a plodld Nicandra physalodes Boehm
(Solanaceae). Od té doby se je podafilo nalézt v eledi Solanaceae, Erythroxylaceae,
Euphorbiaceae a dalSich. Vyskytuji se v celé ¢asti rostliny. Pfi studiu 65 druhu z ¢eledi
Convolvulaceae byl jejich vyskyt prokazan pouze u 30 druhd. Nasledna studie se
129 druhy prokazala pfitomnost kalystegini v 62 sledovanych druzich. Jejich vyskyt
v Evolvulus alsinoides neni doposud popisovan, byly prokazany v pfibuznych druzich
jako je Convolvulus arvensis L. (As, As, Bo, Bs, Bs), Evolvulus argyreus Choisy (B,).
V soucasné dobé je znamo nékolik typu kalystegind oznacovanych pismeny a ¢islici
As, As, As, By, By, Bs, Ci a C,. Jejich pfitomnost neni vazana jen na tropanove
take

alkaloidy, vyskytuji se

a indolizidinovych alkaloidd. [22, 23, 24, 25, 26]

v pfitomnosti  ergolinovych,  pyrrolizidinovych

Vzorec ¢. 10 — 15:
[kalysteginy A3(10), A5(11), B1(12), B2(13), B3(14), C1(15)]
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Konvolvin (3-veratroylnortropin) (16), konvolidin (3-vanilloylnortropin) (17),
konvolamin (3-veratroyltropin) (18), pfedstavuji dal§i skupinu alkaloidu nalezenych
v Celedi Convolvulaceae. Jejich vyskyt v E. alsinoides neni doposud popisovan, byly
prokazany v pribuzném druhu Evolvulus sericeus [27, 28]. V celé rostliné E. alsinoides
je uvadén obsah alkaloidu evolvinu (shankhpushpinu), jehoz struktura neni doposud
objasnéna, je mozné, ze bude podobna struktufe vySe zminénych alkaloidd. [29]

Vzorec €. 16 — 18:
[konvolvin(16), konvolidin(17), konvolamin(18)]
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Namelové alkaloidy byly prokazany v ¢eledi Convolvulaceae u zastupcu
Convolvulus a Ipomoea. Alkaloidy jsou detekovatelné v celé rostliné, v semenech
byva obsah vyS8Si. U druhu Ipomoea parasitica byla v semenech prokdzana
pritomnost lysergolu a elymoklavinu [18, 30]. Podle nékterych vysledkl Ize usuzovat,
Zze naprodukci alkaloidl rostlinami se mohou podilet nékteré druhy hub. Tyto
predpoklady potvrzuje i pokus, v némz byly rostliné lpomoea asarifolia Roem & Schult
aplikovany fungicidy. Po jejich aplikaci bylo pozorovano vymizeni pfitomnosti
namelovych alkaloidu [31]. PFi sledovani vyskytu alkaloidd u 45 druhd rodu Ipomoea
byla pfitomnost ergolinu prokazana jen u 20 % zastupcu, lysergol (19) byl prokazan
u Ctyf zastupcl a elymoklavin (20) u sedmi zastupcl. Koncentrace namelovych
alkaloidl se pohybovala v rozmezi 0,004 % u I. pes-caprae po 0,16 % u [. parasitica
[32].
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Vzorec €. 19 - 20:
[lysergol(19), elymoklavin(20)]

HO

19 20

Nékteré zdroje také uvadi obsah pyrrolizidinovych alkaloida v celedi
Convolvulaceae. Jejich obsah byl potvrzen u druhu Ipomoea hederifolia, jedna se
o ipangulin A a B. V semenech byla potvrzena pfitomnost ipangulinu A, v kofenech
byl nalezen ipangulin B, nadzemni ¢ast obsahovala oba typy alkaloidd. [33]

2.1.6.2. Flavonoi

potvrzena v E. alsinoides pfitomnost dalSich flavonoidnich glykosidi odvozenych od
kemferolu (21), kvercetinu (22) a apigeninu (23). Jednalo se napf. o kemferol-3-
glukosid a kemferol-3-rutosid [34]. Tyto flavonoidy jsou bé&zné rozSifeny v Celedi
Convolvulaceae jak ve formé methylderivatd, tak ve formé glykosidu. [35]

V Celedi Convolvulaceae byla také prokazana pfitomnost sulfatovanych forem
flavonoidd kvercetinsulfatu a kemferolsulfatu. Pritomnost téchto latek byla objevena
v rostlinach Ipomoea regnellii a I. reticulata [36]. Jejich vyskyt v této Celedi neni tak
Casty, presto je mozno se v nékolika pracich o jejich pfitomnosti docist. [37]

Kvéty rodu Evolvulus obsahuji anthokyanova barviva. Jedna se o derivaty
delfinidinu (24), ktery je soucasti komlexu vytvarejiciho modré zbarveni kvétd a ma
pravé zaklad ve strukture flavonoidd. Na molekulu delfinidinu se déle vaze kavova
a malonova kyselina spolu s jednotkami glukosy [38, 39]. V kvétech Evolvulus pilosus
byl ve struktufe barviva identifikovan apigenin-7-glukosid a derivat delfinidinu. [40, 41]
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Vzorec €. 21 - 24:
[kemferol (21), kvercetin (22) apigenin (23) delfinidin (24)] [18]
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Z E. alsinoides a pfibuzného druhu E. nummularius byly izolovany flavony
a jejich glykosidy - robinitin (3',4',5',7-tetrahydroxyflavonon) (25), evolvulosid A (7-O-a-
L-rhamnopyranosid) (26) a evolvulosid B (7-O-B-D-glukopyranosid )(27). [19, 42]

Vzorec €. 25 - 27:
[3',4',5',7-tetrahydroxyflavonon(25), evolvulosid A(26) a evolvulosid B(27)]
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usuzovat na pfitomnost kumarinu skopoletinu. Z provedeného hodnoceni vSak neni

jednoznaéné patrno, kterd z rostlin byla ke stanoveni pouzita. Clanek pfipousti, ze
v Ajurvédé jsou jako Shankhpushpi ozna&ovany rostliny Convolvulus pluricaulis,
Evolvulus alsinoides, Clitoria ternatea a Canscora decussata. Autor dodava, ze
vétSina  vyrobch  rostlinnych  preparatt  pouzivd  Convolvulus  pluricaulis
a pravdépodobné byla také hodnocena tato rostlina. Ve vSech testovanych vzorcich
pFipravku byl skopoletin prokazan, spolu s nim byly patrny dalSi blize neuréené modre
fluoreskujici skvrny [16].

PFitomnost kumarinu skopoletinu a umbelliferonu byla také prokdzana v Celedi
Convolvulaceae u Convolvulus arvensis [43].

2.1.6.4.
V druhu Convolvulus arvensis byla zjisténa pfitomnost fady fenolovych kyselin,

Fenolové kyselin

z nichz byly identifikovany protokatechovd, kavova, gentisova, p-hydroxybenzoova,
p-kumarova, syringova, vanilova, ferulova, chlorogenova a salicylova kyselina [43].

2.1.7. Ué&inky Evolvulus alsinoides L.

Rostlina je tradi¢né pouzivana v indické mediciné jako mozkové tonikum pfi
léEbé neurodegenerativnich onemocnéni, astmatu a amnesie. Patfi tedy do skupiny
nootropik a plsobi také jako adaptogen [44]. Dale je pouzivana pro své protikfecove,
antioxidaéni, protizanétlivé a protikrvacivé ucinky [45, 46, 47, 48].

Evolvulus alsinoides je také obsazen v nékolika pfipravcich s nootropni
a tonickou aktivitou (Brain tonic®, Brahmi Ghrita®, Mind Care®, Mentat®, Anxocare®)
[49, 50]. V posledni dobé& byl vyvinut novy ptipravek Evocen®[51]. Tento kombinovany
preparat byl na trh uveden firmou Avicenna Company ve spolupraci s Katedrou
farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralove [52].

Obsazeny alkaloid evolvin ma popisovanou sympatomimetickou aktivitu [2].
Dale se rostlina pouziva ve formé odvard s kminem a mlékem pfi horec¢kach a malarii.
Listy jsou pfidavany do cigaret, uzivanych pfi astmatu a chronické bronchitidé. Odvary
s Ocimum sanctum jsou podavany pfi horeckach, nechutenstvi a prdjmech. Je
uvadéno, Ze olej ze semen se pouzivd jako derivans vlasové pokozky. [2, 4]
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Na mysSich Sprague-Dawley bylo hodnoceno adaptogenni pulsobeni
ethanolového extraktu E. alsinoides na ovlivnéni akutniho a chronického stresu.
Akutni stres byl pusoben znehybnénim motorickych funkci po dobu 150 minut.
Chronicky stres byl plsoben riznymi typy stresord po dobu 7 hodin denné. Stres
vyvolal tvorbu ZaludeCnich viedd, zvy8eni hladiny kortikosteronu a hladiny
plazmatické kreatinkinasy. MySim bylo podavano 100, 200, 400 mg/kg ethanolového
extraktu. Jiz davka 200 mg/kg vykazovala zlepSeni sledovanych stresovych ukazateld.
Extrakt E. alsinoides (zejména izolované latky evolvoid A a B) vykazoval podobnou
adaptogenni aktivitu jako znamy adaptogen Panax quinquefolium L. (100 mg/kg). PFi
podavani extraktu mysim bylo zjiSténo pozitivni pusobeni na Ié¢bu demence vyvolané
pusobenim skopolaminu. [19, 44]

V dalsim z pokust byly hodnoceny tfi Cinské rostliny tradi€né pouzivané
k 1éCbé neurodegenerativnich onemocnéni (Sida cordifolia L., E. alsinoides, Cynodon
dactylon (L.) Pers.). Byl hodnocen jak ethanolovy, tak vodny extrakt. U vSech extraktl
bylo sledovano antioxidaéni plsobeni na ABTS radikal (2,2'-azinobis-3-etyl-
benzotiazolin-6-sulfonova kyselina). Hodnoceni ovlivnéni spontanni peroxidace lipidu
bylo provadéno s homogenizatem mozkové tkdné mysi. Pofadi antioxidaéni aktivity
ethanolovych extraktd bylo nasledujici: S. cordifolia (1Cso 16,07 pug/ml) > E. alsinoides
(ICs0 33,39 pg/ml) > C. dactylon (ICs 78,62 pg/ml). U vodného extraktu bylo poradi
nasledujici: E. alsinoides (ICs0 172,25 pg/ml) > C. dactylon (ICsy 273,64 pg/ml) >
S. cordifolia (1Cso 342,82 pg/ml). Peroxidaci lipidd ovlivnil vodny extrakt nasledujicim
zplsobem: E. alsinoides (ICsp 89,23 pg/ml) > S. cordifolia (1Cso 126,78 pg/ml) >
C. dactylon (ICso 608,31 pug/ml). Ze zjisténych vysledku je patrné, Ze E. alsinoides ma
z vybranych rostlin nejvy$si antioxidacni pasobeni. [45]

Pokusem na mySich bylo prokdzano protizdnétlivé pusobeni extraktu
E. alsinoides. Z&nétlivé zmény byly vyvolany Freundovym adjuvans aplikovanym
podkozné na levé noze. Hodnocena byla proliferace lymfocytd a histopatologicky
synoviélni proliferace. Extrakt vykazoval zmirnéni zanétu a otoku. Také byla zjisténa
niz8i hladina NO. Extrakt tedy vykazuje jisté imunosupresivni U¢€inky a je ho mozné
pouzit napf. k 16Cbé artritidy. [46]

PFi Casté opakované kombinaci Shankhpushpi a fenytoinu bylo pozorovano
snizeni plazmatické koncentrace fenytoinu a jeho antiepileptické aktivity. Pri
porovnavani antiepileptické aktivity Shankhpushpi a placeba byla naopak
u Shankhpushpi prokdzana signifikantni antiepileptickd aktivita v porovnani
s placebem. [53]
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Extrakt z E. alsinoides vykazuje vyznamnou antibakterialni G&innost.
Methanolovy extrakt prokazal uGcinnost proti Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus a Bacillus subtilis. Naproti tomu acetonovy extrakt
vykazoval slabou aktivitu zejména proti Escherichia coli. Test byl hodnocen proti
standardni fadé antibiotik. [54]

Methanolovy extrakt E. alsinoides prokazal vyznamnou antifungdlni aktivitu
proti Sclerospora graminicola, ktera plsobi ochmyfenou plisefi perlorodek. Bylo
testovano 38 druhd z 30 Celedi a porovnavani bylo provedeno proti standardnim
preparatam. [55]

U methanolového extraktu Shankhpushpi bylo zjisténo vyznamné
neurofarmakologické pusobeni. Byly pozorovany zmény v chovani, snizeni spontanni
motorické aktivity, hypotermie, potenciace barbituratového spanku a snizeni
agresivniho chovani. Rostlina pusobi celkové antidepresivné. Bylo také prokdzéno
vyznamneé antagonistické pusobeni vi&i pusobeni latek typu amfetaminu. Jako
Shankhpushpi je zde v§ak uvadén Convolvulus microphyllus Sieb ex Spreng. [56]

V testech bylo rovnéz zjisténo priznivé pusobeni extraktu z raznych druh

Evolvulus na rast vlasu a snizeni jejich vypadavani. [57]

2.2. Pripravky obsahujici Evolvulus alsinoides L.
2.2.1. Mentat®

Mentat (oznaceni BR-16A) je produktem spolecnosti Himalaya. Obsahuje
24 druhl rostlin a je upraven do podoby tablet. Mentat tvofi prfevazné extrakty
z nésledujicich rostlin - Bacopa monnieri, Centella asiatica, Withania somnifera,
Evolvulus alsinoides, Nardostachys jatamansi, Valeriana wallichii, Embelia ribes,
Prunus amygdalus, Acorus calamus, Terminalia chebula, Emblica officinalis,
Tinospora cordifolia, Celastrus paniculatus, Oroxylum indicum a dalSi [58, 59].
Mechanismus pulsobeni na zlepSeni mentalnich funkci spociva ve zlepSeni
GABAergni neurotransmise. ZlepSuje aktivitu muskarinovych a cholinergnich
receptord v mozkové kare. V fadé provedenych klinickych studii bylo zjisténo, ze
Mentat zlepSuje pamét, poruchy mentalni retardace, uceni, koncentraci a zvySuje
odolnost va€i stresu. Pomaha snizovat hladinu endogennich inhibitord  MAO
(monoaminooxidasy). Vykazuje také signifikantni zlepSeni poruch doprovazejicich
Parkinsonovu nemoc a to zlepSenim dopaminergni postsynaptické aktivity.

PFi pokusech provedenych na bilych mysSich Wistar byl hodnocen pocit Uzkosti
vyvolany vhodnym testem. MySim bylo podavano postupné 50-500 mg/kg Mentatu.
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Bylo pozorovano snizeni Uzkosti u testovanych jedincu a zlepSeni u€eni pfi podavani
skopolaminu [59]. Podobnych vysledkd dosahl Achliya Girish S. na albinotickych
mysich pomoci Morrisova modelu [60].

Mentat byl také podroben klinickému hodnoceni na 31 pacientech ve véku
mezi 23-42 roky trpicich rdznymi typy epilepsie. VétSina z nich byli pacienti jiz
uzivajici néjakou pfedchozi 1éCbu. Pacienti uzivali dvé tablety Mentatu denné spolu
s jejich predchozi 1é€bou po dobu 6 tydnd. U pacientd bylo pozorovano snizeni
frekvence zachvatl a nebyly pozorovany zadné vedlejsi Uc€inky. [61]

BR-16A prokazal pfi pokusech provedenych na mysich (druh Laca) pasobeni
proti stresu, predpokladany mechanismus pulsobeni je ovlivnéni GABAergni
transmise. Stres byl vyvolan drzenim mySi o samoté. Porovnavaci skupiné byl jiz
5dni pfed zahajenim experimentu podavan BR-16A. Dale bylo také sledovano
ovlivnéni barbituratového spanku, lokomocni aktivity a analgesie. Denni davka 100
a 200 mg/kg vyrazné zlepSila odolnost vuci stresu a zkratila dobu spanku po
barbituratu pusobenim na GABAergni neurotransmisi v mozku. [62]

PFfi pokusech provedenych na mySich vystavenych plsobeni gamapaprsku
a dostavajicich odliSnou davku extraktu z Mentatu byla pozorovana nizsi mortalita,
zlepSeni GIT poruch a zlepSeni poSkozeni kize. Nejlepsi vysledky byly pozorovany
pfi denni davce 80 mg/den. Mentat ma tedy vyrazné radioprotektivni ptsobeni. [63]

ZlepSeni uceni mysSi bylo prokazano podavanim Mentatu v fadé dalSich testu.
Bylo zjisténo, Ze Mentat zvySuje pusobeni dopaminu na postsynaptickych
receptorech, ale neovliviiuje aktivitu dopaminovych autoreceptoru. [64, 65]

2.2.2. Anxocare®

Pfipravek Anxocare je pfevazné pouzivdn ve veterinarni mediciné. SniZuje
hyperaktivni a agresivni chovani. PFipravek je sloZzen z extraktl z nasledujicich rostlin:
Bacopa monnieri, Centella asiatica, Withania somnifera, Evolvulus alsinoides, Prunus
amygdalus, Acorus calamus, Terminalia chebula, Embilica officinalis, Tinospora
cordifolia, Celastrus paniculates, Oroxylum indicum, Nardostachys jatamansi,
Valeriana wallichii a Embilia ribes. Podavani pfipravku psum v davce 3 tablet
2x denné snizilo po 15 dnech celkové skoére agresivity o 34,5 %. Jiz po 5 dnech bylo
pozorovatelné snizeni agresivity. V testu bylo hodnoceno 30 rlznych typu agresivity
a bylo pouzito nékolik druhu psich plemen. [66, 67]
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2.2.3. Evocen®

Jedna se o pfipravek vznikly ve spolupraci firmy Avicenna Company a Katedry
farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty UK. Prfipravek vykazuje
znac¢né antioxidacni UCinky a pozitivné ovliviiuje funkce mozku. Obsahuje extrakt
z rostlin Centella asiatica a Evolvulus alsinoides.

Evocen zlepSuje poznavaci funkce, zvySuje schopnost koncentrace a pfispiva
k prekonani stavl Casté zapomnétlivosti. Zaroven potlacuje stavy Uzkosti.
Pentacyklické triterpeny (saponiny), které Centella asiatica obsahuje, soucasné
zvysuji syntézu kolagenu a pfiznivé pusobi na cévni systém. Evolvulus alsinoides
pusobi jako adaptogen, potlaCuje stavy Uzkosti a ma celkové zklidhujici efekt.
Soucasné stimuluje poznavaci a intelektudlni funkce. [51, 52]

2.2.4. Brain Tonic®

Pfipravek je slozen z extrakt( rostlin Evolvulus alsinoides, Bacopa monnieri

a Celastrus paniculatus.
Pusobi pozitivné na zlepSeni paméti, zlepSuje poskozené mozkové funkce,

odstranuje pocit Uzkosti, psychického vypéti a depresivni stavy. [68]

Evolvulus alsinoides je soucasti fady dalSich pfipravkl pouzivanych obecné na
lé€bu poruch kognitivnich funkci. Mezi tyto pfipravky patfi napf. Pedi tone natural
herbal tonic® a Mukta vati®. [69, 70]

2.3. Biologicka aktivita hledanych latek

2.3.1. Derivaty tropanovych alkaloidt

Jedna se o estery tropinu, hydroxytropinu, skopinu a ekgoninu s organickymi
kyselinami (tropova k., benzoova k., skoficova k. a dalsi).

Tropanové alkaloidy vykazuji  psychotropni  U€inky, pusobi jako
parasympatolytika a v zavislosti na davce tlumi ¢i povzbuzuji CNS. Maji také
antiemetické, antiastmatické ucinky a plsobi jako antiparkinsonika. [71]

V Celedi Convolvulaceae byla popsana pfitomnost nasledujicich alkaloidi
tropanového typu - kalysteginy, konvolvin, konvolidin, konvolamin.

Kalysteginy izolované z kofent Convolvulus arvensis prokazaly v fadé testd
vyznamnou inhibiéni aktivitu glukosidas a galaktosidas. Tyto Gcinky Ize vyuzit pfi
léEbé nékterych virovych a nadorovych onemocnéni. Trihydroxyalkaloid kalystegin As
zplisobuje stfedné silnou inhibici B-glukosidasy (Ki = 4.3 x 10° M) a slabou inhibici
a-galaktosidasy (Ki = 1.9 x 10 M). Kalysteginy skupiny B vykazuji inhibiéni aktivitu
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vigi B-glukosidase (Ki = 3 x 10° M) a a-galaktosidase (Ki = 7 x 10 M). [72, 73]

2.3.2. Namelové alkaloidy

Jedna se zejména o produkty hub Aspergillus, Penicillium a Rhizopus.
Alkaloidy byly také nalezeny v rostlinach v rodech Ilpomoea, Rivea a Convolvulus.
U alkaloidi Ize pozorovat sympatolytické UCinky (ergotamin) spojené se snizenim
krevniho tlaku, sedativni a psychotomimetické pusobeni (LSD). Predavkovani
namelovymi alkaloidy (ergotismus) se projevuje konvulzivni a gangrendzni formou. PFi
konvulzivni formé prevladaji spastické kontraktury koncetin. Pfi gangrendzni formé
dochéazi k vazokontrikci vedouci v tézkych pfipadech ke gangréné a ztraté koncetin.
[71]

2.3.3. Pyrrolizidinové alkaloidy

Pyrrolizidinové alkaloidy se vyskytuji v rodech Celedi Asteraceae, Fabaceae,
Boraginaceae a také v nékterych zastupcich c&eledi Convolvulaceae. Jedna se
o esterové vazané alkaloidy tvofené bicyklickym pyrrolizidinovym skeletem
a necikovou kyselinou. Alkaloidy jsou toxické ve formé tercidrnich bazi, které jsou
nepolarni a snadno pronikaji membranami. Pfi detoxikacnim procesu dochazi ke
vzniku kovalentni vazby pyrrolovych derivatd s DNA a RNA. Pusobi hepatotoxicky,
pneumotoxicky, neurotoxicky, karcinogenné a mutagenné. Klinicky dochazi ke vzniku

cirhdzy a ascitu. Kli€¢ovym syndromem je rozvoj venookluzivniho onemocnéni. [74, 75]

2.3.4. Flavonoidy
Jednd se derivaty fenylchromanu. Uginky zaleZi na podtu a poloze

substituentd a na napojeni cukrd a organickych kyselin. V Zivém organismu se
zapojuji do oxida¢né-redukénich procesu a jsou dllezitymi zametadi volnych radikald.
Maji schopnost normalizovat permeabilitu  kapilar, vykazuji protizanétlivou
a antialergickou  aktivitu, pravdépodobné diky pusobeni na metabolismus
arachidonové kyseliny. Flavonoidy dale vykazuji estrogenni, antiflogistickou,
spasmolytickou, antihepatotoxickou, antimikrobialni, antivirovou, antifertilitni,
antimutagenni, antitrombotickou a vasoprotektivni aktivitu. Inhibuji také velké
mnozstvi enzymu, napf. hyaluronidasu a brani tak Sifeni toxina tkdnémi. [71, 76]

U flavonoidld byla také zjisténa inhibi¢ni acetylcholinesterasova aktivita.
V provedeném testu se 180 |éCivymi rostlinami vykazoval nejvy$si inhibicni aktivitu
ethylacetatovy extrakt z Agrimonia pilosa Ledeb. Naslednou izolaci byly ziskany
4 nejvice aktivni latky (tilirosid, 3-methoxyquercetin, quercitrin a quercetin).
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Signifikantni acetylcholinesterasova aktivita 1Cso izolovanych latek byla 23,5 uM,
37,9uM, 66,9 uM a 19,8 uM. NejvysSi aktivitu tedy vykazoval quercetin. Klinicky
pouzivana latka takrin ma 1Cso 0,1 uM a berberin ma ICso 0,1 uM. Aktivita byla
hodnocena spektrofotometricky za pouziti Ellmanovy metody. [77]

Podle vysledkd Fady studii neni mechanizmus pasobeni quercetinu pfesné
znam. Podle studie Heo H. J. a kol. mUze byt zplsoben ochranou neuronu pfed
oxidacnim stresem pusobicim nervove poskozeni. [78]

Quercetin podavany mysim intoxikovanym ethanolem prokazal signifikantni
zlepSeni u€eni a pamétovych schopnosti mysi. [79]

Quercetin byl také vyhodnocen diky sveé MAO inhibi¢ni aktivité jako vhodny
podplrny prostfedek pfi podavani spolu s L-Dopou pfi |é€bé Parkinsonovy nemoci
a lé¢bé nezadoucich extrapyramidovych ucinku haloperidolu. [80, 81]

Nobiletin (flavonoid izolovany z citrusu) vykazoval v testech provedenych na
mySich vyznamné plsobeni na zlepSeni pamétovych funkci bulb-ektomizovanych
mysi. Pravdépodobny mechanismus u¢inku spociva v antagonismu N-methyl-D-
aspartatu (NMDA) na receptorech a aktivaci kinas v oblasti hipokampu. [82, 83]

Flavonoidy izolované ze Scutellaria baicalensis Georgi podavané v davce
35mg/kg po dobu 20 dni vyrazné zlepSily neuropati a poruchy uceni
ischemizovanych krys druhu Sprague—Dawley. Hlavnim mistem pusobeni byl
hippokampus a mozkova kira. [84]

2.3.5. Kumariny
Jedna se o derivaty o-kumarové kyseliny vyskytujici se bud ve volné forme,

nebo glykosidicky vazané scukry. Kzakladni struktufe muze byt navic
pfikondenzovan furanovy nebo pyranovy cyklus. Jejich GCinek je zavisly na
nenasyceném laktonovém kruhu. Nej¢astéji jsou kumariny spojovany s antikoagulacéni
aktivitou. Ta v8ak neni pfili§ vyznamna, protoze pfi prichodu GIT dochéazi k inaktivaci
kumarinl a vysledny antikoagulaéni efekt je velmi slaby. Vyjimkou je dikumarol, ktery
pusobi jako antagonista vitaminu K a brzdi tvorbu protrombinu.

Kumarinlm |ze pfipisovat nasledujici ucinky: antiagregacni, spasmolytické,
antimikrobialni, fototoxické, hypnotické, antifungéalni, antiprotozoalni, antioxidaéni,
kardiotonické, venotonické, insekticidni, abortivni a antimutagenni. Ovliviuji také
gastrointestinalni trakt a tlumi CNS.

Mezi jejich nejvyznamnéjSi toxické UcCinky Ize zafadit fototoxicitu

furanokumarin. Furanokumariny senzibilizuji pokozku na slune¢ni zafeni a plsobi
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silné zarudnuti pokozky a alergické reakce. Furanokumariny dale podléhaji cykloadici
s pyrimidinovymi bazemi DNA a narusuji parovani bazi v DNA. Maji tedy mutagenni
a karcinogenni aktivitu. [71, 76]

Kumariny maji také schopnost inhibovat toxické plisobeni beta-amyloidu pfi
rozvoji Alzheimerovy nemoci. Pfi podavani extraktu z Angelica gigas Nakai
(0,1% roztok) po dobu 4 tydnd bylo zjisténo snizeni tvorby beta-amyloidu
indukovaného intracerebroventrikularni injekci 410 pmol beta-amyloidu. Preventivni
pusobeni bylo také zjisténo pfi podavani izolovaného kumarinu decursinolu z A. gigas
v koncentraci 0,001 — 0,004 % beze zmény pohybové aktivity. [85]

Dalsi provedené testy prokazaly schopnost kumarinG inhibovat aktivitu
acetylcholinesterasy. Pozitivni plsobeni bylo zjisténo u nodakeninu izolovaného
z kofene Angelica gigas. Nodakenin v davce 10 mg/kg u mysi signifikantné zlepsil
poskozeni kognitivnich funkci vyvolané podavanim skopolaminu. Nodakenin prokazal
in vitro inhibiéni aktivitu acetylcholinesterasy po dobu 6 hodin. [86]

Acetylcholinesterasova aktivita byla také zjisténa u skopoletinu a jeho
glykosidu skopolinu. U obou latek byla pfedpokladana na zakladé provedeného
virtualniho screeningu pomoci 3D modelu. Na z&kladé téchto vysledkd byla
provedena izolace skopolinu a skopoletinu ze Scopolia carniolica Jagc. a obé
substance byly podrobeny enzymové analyze za pouziti Ellmanova cinidla
a mikrotitracnich desti¢ek. Vysledkem testu bylo prokazani stfedni, zato signifikantni,
na davce zavislé a dlouhodobé inhibice acetylcholinesterasy. Zjisténa hodnota
ICso skopoletinu byla 168 uM, ICsy hodnota galanthaminu se pohybuje mezi 1-2,5 uM.
Jedny z prvnich in vivo testd provedenych na krysim mozku prokazaly zvySeni
intracelularni koncentrace acetylcholinu o 170 — 300 % pfi podani testovanych latek v
koncentraci 2 umol. Galanthamin podavany jako pozitivni kontrola vykazoval pfi
pouziti stejné koncentrace stejnou aktivitu jako skopoletin. [87]

Antifungdlni aktivita byla zjisténa u skopolinu a dalSich kumarina. PFi kombinaci
s antifungalnimi latkami bylo zjiSténo synergické pusobeni skopoletinu. [88, 89]

Skopoletin v dalSich testech prokazal velké mnozstvi U¢€inkua, mezi které patfi
protizanétlivé a antiproliferativni  UCinky, inhibice tvorby oxidu dusnatého,
prostaglandin synthasy a inhibice monoamin oxidasy. [90, 91, 92, 93, 94, 95]

27



2.4. Nootropni aktivita rostlinnych preparatu

Zdravi souCasné populace je silné poznamenano rozvojem tzv. civilizanich
chorob. Tento stav je spojovan s Zivotnim stylem obyvatel a zhorSovanim kvality
zivotniho prostiedi v obecné mife po celé planeté, zvlasté vSak v pramyslové
vyspélych zemich. Mezi tyto choroby patfi také poruchy kognitivnich funkci mozku,
které jsou doprovazeny poruchami paméti, u€eni, poznavani, orientace, pozornosti
apod. Tyto poruchy jsou spojeny s fadou organickych i toxickych poskozeni mozku,
dale s Alzheimerovou nemoci, riiznymi typy demenci, psychotickymi stavy, hypoxii,
ischemii  mozku, intoxikaci alkoholem, metabolickym stresem, tvorbou
apolipoproteinu, deficitem neurotransmiterd, intoxikaci hlinikem apod. [96]
vyskytu této nemoci byl jako jeden z kuriéznich pfipadd popsan vroce 1907
némeckym psychiatrem Aloisem Alzheimerem. Od té doby vyskyt onemocnéni
narusta a napf. v Americe toto onemocnéni jiz pfesahlo pocet 4 milioni nemocnych.
Postihuje prfevazné lidi nad 65 let a Cetnost vyskytu se kazdym rokem v dusledku
starnuti populace zvySuje. Nemoc je provazena degenerativnimi zménami v mozkové
tkdni a tvorbou patologickych bilkovin. Je snizena aktivita mozkové
acetylcholintransferasy, coz vede k nedostatecné tvorbé acetylcholinu (ACH).
V disledku téchto zmén dochazi k porusSe kognitivnich funkci a k degeneraci
cholinergnich neuronli. LéCba spociva v ovlivnéni cholinergniho systému v mozku.
V praxi doséhlo nejvétSiho uplatnéni pouziti inhibitortd acetylcholinesterasy (ACHE)
a nekompetitivnich inhibitortd receptord N-methyl-D-aspartatu (NMDA) excitacnich
aminokyselin (memantin). [97, 98, 99]

Léciva ovliviujici kognitivni funkce pusobi fyziologickymi cestami, u€inek
nastava az po delSi dobé a jejich uzivani nevede k navyku. LéCiva Ize rozdélit do tFi
skupin — nootropika, kognitiva, neuroprotektiva. Hranice skupin se ¢astec¢né prekryvaji
a jeden pfipravek lze cCasto zaradit do vice skupin. Je to dano podobnym
mechanizmem Gcinku jednotlivych 1éCiv, popfipadé ma I[éCivo vice mechanizmi
ucinku. Ackoliv se objevuji nazory a argumenty, Ze ucinek téchto pfipravkd je snadno
zpochybnitelny a jejich uzivani nevede k pfesvédc€ivym vysledkim, bylo v celé fadé
kontrolovanych studii prokazano pozitivni pasobeni téchto pfipravkl na zlepSeni
mozkovych funkci. [100, 101]
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2.4.1. Nootropika
Jedna se o skupinu latek, které zlepSuji narusené metabolické funkce mozku

napf. obnovou oxidacné — redukénich funkci a glukosového metabolizmu. Pouzivaji
se pri |é¢bé nasledkd podkozeni mozku, traumatech, cévnich mozkovych pfihodéch,
akutnich intoxikacich apod. Tyto stavy se projevuji dezorientaci, zmatenosti
a poruchami koncentrace na uréitou &innost. Uginnost pfi chronickych projevech
(demence) vS8ak neni dostatecné ovéfena. Leciva se podavaji béhem IéCby a dale pak
2 - 3 tydny po odeznéni sledovanych poruch. Obecné Ize fici, Ze nootropika pusobi
aktivaci energetického metabolizmu nervovych bunék a chrani bunééné membrany.
Vyznamnou ulohu v mechanizmu vzniku poruch hraje také ovlivnéni GABA receptora.
Radime sem piracetam, pyritinol, meklofenoxat, klomethiazol, leviracetam a dalsi.
Nové se sem také fadi inhibitory NMDA receptord — memantin. [97, 99, 100, 102, 103]

2.4.2. Kognitiva
Jedna se o latky, které zlepSuji funkci centralniho cholinergniho systému. Patfi

sem centralné plsobici inhibitory ACHE, agonisté ACH receptort a prekurzory ACH.
Spoleénym znakem téchto 1éCiv je, Ze zvySuji koncentraci ACH v mistech nervovych
synapsi v mozku. LécCiva patfici do této skupiny se vyznamné uplatiuji pfi l1écbé
Alzheimerovy nemoci. [97, 100, 102]

Z prekurzort ACH se perspektivni ukazalo podavani cholinu. Jeho nevyhodou
je, ze pot lééeného nepfijemné pachne rybinou. Ztéchto divodd se podavaji
prekurzory cholinu napf. lecithin. Tyto latky se musi podavat po dobu az 6 mésicl
v davkach 25 - 50 g denné. Lecithin se také objevuje jako soucast rliznych potravnich
doplnka.

Inhibitory ACHE zvySuiji biologickou dostupnost ACH inhibici jeho odbouravani
v misté nervovych spoju. Do této skupiny patfi takrin, selegilin, namelové alkaloidy,

nicergolin a dalsi.

2.4.3. Neuroprotektiva

Jedna se o latky, které rdznymi mechanizmy chrani nervové buriky a jejich
fyziologické funkce pred podkozenim. Radime sem zametade volnych radikal(
(,scavengery”), blokatory ionotropnich receptord excitaCnich aminokyselin, blokatory
napétové fizenych kalciovych kandll, protizanétliva |éCiva, latky pusobici jako
nervové rustové hormony nebo jejich prekurzory apod. Volné radikaly pfedstavuji diky
své vysoké reaktivité vyznamné nebezpeci poskozeni bunék. Jsou to latky, které

vznikaji béhem bunécného metabolizmu v procesu oxidace a redukce a jejich vyskyt
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v burice je pfisné kontrolovan. Ugastni se fady duleZitych reakci a jejich pritomnost je
v regulovatelné mife pro télo potfebna. Na jejich odbouravani se podili enzym
superoxid dismutasa, peroxidasa a katalasa a latky jako glutathion, askorbova
kyselina, taurin, tokoferol, karotenoidy a dalSi. Starnutim organismu se aktivita téchto
kontrolnich mechanizmd snizuje a volné radikaly se pak UCastni Ffady patologickych
procesll vcetné cerebrovaskularnich poruch vedoucich k porucham kognitivnich
funkci. Pouzivani pfipravku s antioxidaénim pusobenim pomé&ha sniZit riziko nadbytku
volnych radikalu a jejich patologické plsobeni. [102]

Pusobeni pfirodnich pfipravkd je komplexni, jednotlivé latky pusobi rdznymi
mechanizmy a nékdy lze jen stézi zafadit jednotlivé pfipravky do skupiny kognitiv,
nootropik nebo neuroprotektiv. Rostlinné metabolity se také staly vychozimi
strukturami pro pfipravu fady molekul pouzivanych v této oblasti. [104]
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3. EXPERIMENTALNI CAST



3.1. Laboratorni potreby a pomuicky

3.1.1.

Chemikalie a rozpoustédla

aceton p. a.

anilin €.

n-butanol p. a.

diethylether p. a.

ethanol 95% denaturovany 5 % methanolu

ethylacetéat p. a.

fosforecnd kyselina 85% p. a.

chlorid manganaty tetrahydrat p. a.

chlorista kyselina 70% ¢.

chloroform p. a.

isopropanol p. a.

methanol p. a.

mlé&nd kyselina ¢.

mravenci kyselina 85-87% C.

ninhydrin p. a.

octova kyselina 99,8% p. a.

petrolether (40-60°C) €.

sirova kyselina 96% p. a.

toluen p. a.

vanilin 99%

standardy L-aminokyselin (Cistota p. a.): alanin, arginin, asparagin, asparagova
kyselina, cystein, fenylalanin, glutamin, glutamova kyselina, glycin, histidin,
leucin, lysin, methionin, prolin, serin, tryptofan, tyrosin, valin

standardy cukru (Cistota p. a.): fruktosa, glukosa, ribosa, sacharosa

standardy flavonoidu (Cistota p. a.): aeskulin, apigenin, hesperetin, hesperidin,
kemferol, kvercetin, kvercitrin, naringenin, rutin

standardy kyselin (Cistota p. a.): chlorogenova k., ferulova k., kavova k.,
o-kumarova k., skoficova k., vanilova k.

standardy kumarini (Cistota p. a.): 4-hydroxykumarin, 6-methylkumarin,
skopoletin, umbelliferon

standardy mastnych kyselin (Cistota p. a.): palmitova k., stearova k., olejova k..
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3.1.2. Eluéni soustavy (mobilni faze) pro TLC
S1 - CHClg

S2 - CHCI; : EtOH - 95:5

S3 - CHCl; : EtOH — 9:1

S4 - CHCI; : EtOH —9:1, 6x eluce

S5 - CHCI; : EtOH - 8:2

S6 - CHCI; : EtOH — 8:2, 2x eluce

S7 - CHCI; : MeOH - 95:5

S8 - CHCI; : MeOH - 9:1

S9 - CHCI; : MeOH - 8:2

S10 - CHCI3: MeOH - 7:3

S11 - CHCI; : toluen — 9:1

S12 - petrolether : toluen — 50:50

S13 - toluen : ethylacetat — 9:1

S14 - CHCI3 : EtOH : toluen — 92:3:5

S15 - isopropanol : aceton : 0,1 M mlé¢na k. — 4:4:2

S16 - n-butanol : octova k. : voda — 4:1:2

S17 - ethylacetat : mravendi k. : octova k. : voda — 100:11:11:26

3.1.3. Detekéni ¢inidla [105, 106]

o D1-UV 254 nm

o D2 - UV 365 nm

o D3 - 3 ml 1% roztoku vanilinu v EtOH + 0,5 ml 10% sirové k. konc., po postfiku

zahfat na 105 °C, dukaz alkoholu, fenolt, steroidd, silic

o D4 - anilin - difenylamin - HsPO4 - aceton—2ml + 2 g + 10 ml + 100 ml - po postfiku
zahfat na 85 °C - €inidlo na redukujici cukry

o D5 - Pauliho &inidlo - 1 g sulfanilové k. rozpustény v 10 ml 12N HCI se smisi s 10 ml
4,5% NaNO; ag. (0 °C), po 15 minutach se pfida 20 ml 10% NaCOs;, dukaz fenolu,
aminu, heterocyklu

o D6 - B-aminoethylester difenylborité k. - 1% MeOH roztok, detekce pfi 365 nm,
dukaz flavonoidd

o D7 - ninhydrin - kollidin — (roztok | — 50 ml 0,2% roztoku ninhydrinu v EtOH +10 ml
ledové octové k. + 2 ml 2,4,6-kollidinu; roztok Il — 1% roztok Cu(NO3), v EtOH, pfed
pouzitim se roztok | a Il smisi v poméru 5:3, po postfiku zahfat 1-2 min. pfi 105 °C.

dikaz aminokyselin
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o D8 - anisaldehyd - sirova k. — 1 ml sirové k. konc. je pfidan do roztoku 0,5 ml
anisaldehydu v 50 ml octové k., po postfiku zahfat na 105 °C, detekce na cukry,
steroidy, terpeny

o D9 — fosfomolybdenova k. — 10% roztok v EtOH, po postfiku zahfat na 120 °C,
detekce na redukujici latky

o D10 - anilin - ftalat — 0,93 g anilinu a 1,66 g o-ftalové k. se rozpusti ve 100 ml
n-butanolu nasyceného vodou, detekce na redukujici cukry

o D 11 - anisidin - ftalat — 0,1 M roztok p-anisidinu a ftalové k. v 95% EtOH, detekce
na redukujici cukry

o D 12 - KOH - 5% MeOH roztok KOH, po postfiku pozorovani v UV 365 nm, dikaz
kumarina, anthrachinonu

o D 18 - Jodoplati¢itan draselny — 3 ml 10 % roztoku hexachloroplatinové kyseliny se
smisi s 97 ml vody a 100 ml 6 % vodného roztoku jodidu draselného, dukaz
alkaloidu a jinych dusikatych slou¢enin

o D 14 - Dragendorffovo ¢&inidlo — Roztok A: 850 mg zasaditého dusi¢nanu
bismutitého se smisi se 40 ml vody a pfida se 10 ml octové kyseliny, roztok B: 8 g
jodidu draselného se rozpusti ve 20 ml vody. Zasobni roztok se ziska smisenim
stejnych objemu roztoku A a B. Pfed detekci se fedi v poméru 10 ml zasobniho
roztoku, 20 ml kyseliny octové 99 %, 100 ml vody, dikaz alkaloidd

3.1.4. Chromatograficky a separacni material

Silikagel 40/160, 100/200, 200/400 aktivovany, deaktivovany (Lachema Brno)
Sephadex LH-20 (Sigma Aldrich)

Diaion HP-20 (polyaromaticka pryskyfice pro hydrofébni latky, Supelco)

Polyamid 0,1-0,2 mm (pfiprava z perel)
TLC hlinikové desky, Silikagel 60 F2s4 (Merck)
TLC sklenéné desky Silikagel 60 (Merck)

3.1.5. Pristroje a laboratorni technika

o Vakuova odparka Laborota 20 Heidolph

o Vakuova odparka Blichi Rotavapor R-114

o Vodni lazen Bluchi Waterbath B-480

o Horkovzdu$nd susarna HS 31A

o Topna deska Fischer Scientific 100H

o UV Lampa Camag 254/365 nm

o Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10 P (Bandelin)
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o Digitalni vahy Kern 572, 440-35A, 440-49

o Digitalni vahy analytické AND HR-120

o Centrifuga Boeco U-32R

o Trepacka IKA MSI Minishaker

o Varna deska Heidolph MR 3001K

o Digitalni stopky Eurochron

o Digitalni fotoaparat Fomei

o Microplate reader Anthos 2010

o UV spektrofotometr Shimadzu 1601

o Mikrovyhfevny stolek Boetius

o Polarimetr Bellingham — ADP220 Stanley Ltd.

o IC spektrofotometr Nicolet Impact 400

o Camag TLC Scanner 3 a nanaseci zafizeni Linomat 5 firmy Camag
o Analyzator EA 1110 CHNS-O Carlo Erba Instruments

o HPLC Merck, WellChrom pumpa K-1800, detektor DAD K-2700
o GC Fissons 8000

o MS Turbo Mass Perkin-Elmer

o NMR - Varian Mercury — Vx BB 300

o FIAlab 3000 analyser s USB 2000-UV/VIS spektrofotometrem
o Agregometr [Ca®*]ityp 500-Ca (Chrono-Log Corp., USA)

3.2. Pouzité extrakéni metody, separace a strukturni analyzy

3.2.1. Perkolace

Jednd se o separacni metodu, pfi které dochazi ke kontinudlni extrakci
pevného materialu protékajicim rozpoustédlem. NejCastéji se provadi za normalni
teploty. Ktomuto UCelu se pouzivaji sklenéné nadoby kuzelového tvaru
(tzv. perkolatory). Nejprve se rozdrobnéna droga smisi s dostate€nym mnozstvim
daného rozpoustédla a ponecha se nékolik hodin stat. Poté se umisti do perkolatoru,
prevrstvi rozpoustédlem, zatizi sitem z nerezové oceli a perkolator se nechd 2-3 dny
v klidu. Rychlost pratoku rozpoustédla odpovida 1/40 pracovniho objemu zafizeni za
1 hodinu. Kontinuélnost extrakce je zajistovana doplfiovanim €istého rozpoustédla do
perkolatoru. [107]

3.2.2. Extrakce za vyuziti ultrazvuku

Metoda je vhodna k extrakci malého mnozstvi extraktu na ultrazvukové vodni

lazni za pokojové Ci zvySené teploty. Jedna se diskontinudlni extrakéni metodu.
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Rozpoustédlo se po stanovené dobé extrakce odfiltruje a extrakci je mozno opakovat
s novou davkou rozpoustédla az do totalniho vyextrahovani rostlinného materialu.

Pouziti ultrazvuku zvySuje Ucinnost extrakce z divodu rozbiti bunécnych struktur.

3.2.3. Vytiepavani
Tato extrakéni metoda je zaloZzena na distribuci latek mezi dvé vzajemné

nemisitelna rozpoustédla. V jednom z nich se latka musi hromadit vice, aby méla
extrakce smysl. Metoda se nejCastéji pouziva na rozdéleni celého komplexu latek
z extraktu na skupiny latek s raznou polaritou. Petrolether se pouziva na odstranéni
chlorofylt a latek vysoce nepolarnich. Diethylether se nasledné pouziva na ziskani
latek se stfedni polaritou a zbyly extrakt pak obsahuje latky polarni.

3.2.4. Sloupcova chromatografie

Kolony uréené ke sloupcové chromatografii byly pfipraveny nalitim suspenze
rozpoustédla a adsorbentu do chromatografické trubice. Jako adsorbenty byly pouzity
silikagel 40/160, 100/200 a 200/400 s 10-12 % vody, polyamid 0,1-0,2, diaion HP-20
a sephadex LH-20.

Silikagel:

Silikagel byl aktivovan v su$arné 4 hodiny pfi 160°C. Po zchladnuti byl
desaktivovan 10 % vody (resp. 12 %) a dokonale promisen. Vzorek byl nanasen na
kolonu ve formé roztéru. Roztér byl pfipraven smisenim rozpusténého vzorku s dvoj-
az trojnasobnym mnozstvim silikagelu (pocitano na suchy extrakt). Rozpoustédlo bylo
odpareno za zvySené teploty (do 40°C) a roztér byl nanesen na kolonu.

Polyamid:

Polyamid byl pfipraven ze surovych polyamidovych perel. Perly (60 g) byly
20 minut vafeny s 500 ml koncentrované octové kyseliny pod zpétnym chladi¢em. Po
odstaveni a zchladnuti byla kyselina odfiltrovana, vyvio¢kovany polyamid odsat
a promyt vodou do neutralni reakce. Nakonec byl polyamid vysuSen a presitovan na
velikost 0,1-0,2 mm. Extrakt se nanasi pfimo nalévanim na sloupec [107]. Polyamid
se pouziva k oddéleni latek fenolového typu od zbytku extraktu. Na sloupec se extrakt
nanasi ve vodé, sloupec se pak promyva vodou, aby se vymyly polarni latky. Latky
fenolového typu se ze sloupce vymyji ethanolem.

Diaion HP-20:

Extrakt se nandsSi pfimo nalévdnim na sloupec diaionu ve vhodném

rozpoustédle. Principem déleni je schopnost diaionu vazat ve vodném roztoku

extraktu latky nepolarniho charakteru, ostatni latky (polarni latky, napf. cukry) Ize ze
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sloupce vymyt vodou. Fenolové latky se ze sloupce diaionu vymyji ethanolem
a sloupec Ize pak znovu pouzit.
Sephadex LH-20:

Pfed nalitim do kolony se necha sephadex 2-3 hodiny bobtnat ve zvoleném

rozpoustédle a poté se suspenze naplni do kolony. Extrakt se nanaSi pfimo

nalévanim na sloupec sephadexu.

3.2.5. Tenkovrstva chromatografie
Kontrolni TLC

Chromatografie byla provadéna vzestupnym, jednosmérnym vyvijenim TLC

desek v komofe nasycené parami mobilni faze. Roztoky byly nanadeny v koncentraci
1-2 % pomoci kapildr nebo za pomoci nanaseciho zafizeni Linomat 5 v atmosféfe
dusiku. Hodnoceni bylo provadéno za pouziti UV lampy Camag poskytujici UV zafeni
254 a 365 nm a pristrojové pomoci UV detektoru denzitometru Camag TLC
Scanner 3. Dal$i hodnoceni bylo provedeno za vyuziti detekénich €inidel.

Preparativni TLC

Preparativni chromatografie byly provadény na komerénich sklenénych
deskach Silikagel 60 (Merck) a na deskach pfipravenych nalitim silikagelu LS 5/40
s13 % sadry. Desky byly pfed pouzitim promyty vyvinutim v MeOH. Extrakt
v rozpou$tédle byl nanasen pomoci nandsSeciho zafizeni Linomat 5a programu
Wincats (firma Camag) v jednom pruhu. Vyvijeni desek probihalo klasickou metodou,
tedy vzestupn&. Po vyvinuti byly odpovidajici zény vySkrabdny a vyextrahovény

vhodnym rozpoustédlem.

3.2.6. Odparovani rozpoustédel z extraktu a vzork

Odparovani velkych objem( rozpoustédel z extraktd probihalo na zafizeni
Laborota 20 firmy Heidolph za snizeného tlaku 1,3 kPa. Mens$i objemy rozpoustédel
byly odpafeny na rota¢ni vakuové odparce Bichi Rotavapor R-114 za snizeného tlaku
1,3 kPa. Mikromnozstvi tékavych rozpoustédel byla odpafena v proudu dusiku.
Dosus$eni extraktu pobihalo ponechanim extrakiu v exsikatoru za snizeného tlaku

(700 Pa) nad bezvodymi perlami silikagelu po dobu 15 hodin.

3.2.7. Homogenizace

Rozpousténi vzork, homogenizace suspenzi a mikroextrakce byly provadény

v ultrazvukové lazni Sonorex Super 10P.
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3.2.8. Meéreni fyzikalné-chemickych vlastnosti

Teploty tani (t.t.) byly stanoveny na mikrovyhfevném stolku Boetius, nejsou
standardné korigované.

Méreni optické otacivosti bylo provedeno na Katedfe anorganické a organické
chemie FaF UK na pfistroji Bellingham — ADP220 Stanley Ltd. v 1 ml kyveté délky
10 cm.

Méfeni infraCervenych spekter bylo provedeno na Katedfe anorganické
a organické chemie FaF UK na spektrofotometru Nicolet Impact 400 v tableté KBr.
Méreni UV spekter skvrn na TLC bylo provedeno pomoci UV detektoru pfistroje
Camag TLC Scanner 3 za pouziti programu Wincats verze 1.2.6 se sou€asnym
vyuzitim nana$eciho zafizeni Linomat 5. UV spektra Cistych latek byla méfena
v methanolu pomoci spektrofotometru Shimadzu UV-1601 za pouZiti programu
UV-Probe verze 1.10.

Elementarni analyza byla provedena na Katedfe farmaceutické chemie a kontroly
léCiv FaF UK na analyzatoru EA 1110 CHNS-O Carlo Erba Instruments.
Kvantitativni HPLC stanoveni kumarind bylo provedeno na pfistroji Merck,
WellChrom pumpa K-1800, detektor DAD K-2700, kolona Merck, Purospher RP1g
endcapped, 5 um, 250x 4mm, predkolony Tessek, SGX Cis, CGC 30 x 3mm,
7 pm.

Kvantitativni stanoveni polyolu bylo provedeno na zafizeni GC Fissons 8000
s detekci FID na pracovisti ve Fakultni nemocnici v HK (Laboratof gerontologické
a metabolické kliniky FNHK, MUDr. Radomir HySpler, PhD).

GC/MS analyza byla provedena na pfistroji Turbo Mass Perkin-Elmer metodou
studené transmethylace ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové.

Méfeni NMR spekter (nuklearni magneticka rezonance) bylo provedeno na
pFistroji Varian Mercury — Vx BB 300 v Laboratofi struktury a interakci biologicky
aktivnich molekul FaF UK v Hradci Kralové ('H NMR 300 MHz a '°C NMR
75,46 MHz). Spektra byla méfena v CDCl;, CDCI3-D,O a CD3;OD. Chemické
posuny jsou vztazeny kreferenéni latce tetramethylsilanu pomoci zbytkového
rozpoustédla a jsou uvedeny v jednotkach ppm. Interakéni konstanty jsou udany
v jednotkach Hz.

'H data jsou uvedena v poradi: chemicky posun, po&et protond, multiplicita
(s-singlet, d-dublet, dd-dublet dubletd, t-triplet, m-multiplet, b-rozSifeni signalu,
overlapped - piekryv s jinym signalem), interakéni konstanty — Hz, '*C data jsou
uvedena jako vycet chemickych posun.
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3.2.9. Hodnoceni biologické aktivity

e Hodnoceni antioxidacni aktivity DPPH testem bylo provedeno na pfistroji FlIAlab
3000 analyser (FlAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA), s pistovym
Cerpadlem o objemu 2,5 ml, Sesticestnym selekénim ventilem, USB 2000-UV/VIS
spektrofotometrem se zdrojem svétla LS-1 (Ocean Optics, USA), SMA-Z
pritokovou celou (1cm délka) za pouziti programu FlAlab pro Windows verze
5.9.126.

e Hodnoceni antioxidacni aktivity FRAP testem bylo provedeno v 96 jamkovych
desti¢kach na pfistroji Antos microplate reader 2010 a programu Winread.

e Hodnoceni antiagregacni aktivity bylo provedeno za pouziti agregometru Bornova
typu - Whole blood lumi-agregometer [Ca®*]; typ 500-Ca (vyr. Chrono-Log Corp.,
USA) s vyuzitim softwaru Aggro/Link verze 4.75.

3.3. Rostlinny material a jeho extrakce

Sucha droga plvodem z Indie byla doddna firmou Avicenna Company, spol.
s.r.o, Nad vrSovskou horou 88/4, 101 01, Praha 10. Totoznost drogy byla potvrzena
listem o verifikaci dodanym vyrobcem. Droga byla tvofena fezanou nati.

3.3.1. Postup pripravy surového extraktu a zakladni separace

K extrakci bylo pouzito 8,8 kg fezané naté. Ta byla provlhéena 95% ethanolem
(EtOH), dana do perkolatoru a po 3 dnech perkolovana 95% EtOH v poméru 1:15.
Celkové mnozstvi ziskaného extraktu bylo 123 litrd. Po odpafeni rozpoustédla
z extraktu (extrakt byl vizualné tmaveé zeleny a visk6zni) nasledovalo jeho vytfepavani
do ruzné polarnich rozpoustédel. Extrakt zbaveny rozpoustédla byl rozpustén
v 4800 ml methanolu (MeOH) a po pfidani 1200 ml vody byl extrakt vytfepan 4x
1400 ml petroletheru (Pe). Spojené petroletherové frakce (FPe) byly zbaveny
rozpoustédla na vakuové odparce.

Zbyly extrakt byl zbaven stop petroletheru probublavanim dusikem. Extrakt byl
dale rozpustén v 1200 ml 95% EtOH a za tepla (40°C) a michani bylo pfidano 4800 ml
vody. Vyloucila se hnédozelena pryskyficnatd hmota, kterd byla odfiltrovana
a promyta malym mnozstvim 20% EtOH.

Zbyly extrakt byl zbaven organického rozpoustédla (40°C, vakuova odparka),
doplnén vodou na 6900 ml a po zchladnuti vytfepan 5x 1300 ml etheru (Et;0).
Etherové faze byly spojeny a rozpoustédlo bylo odpafeno. Na zakladé TLC byla
spojena frakce etherova (FEt,O) s pryskyfi¢natou hmotou (celkem 69,7 g). Ether byl
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ze zbylého extraktu pfi 30-40°C odstranén zavadénim dusiku do extrakiu a nasledné
byl extrakt za snizeného tlaku zbaven rozpous$tédla — jedna se o polarni zbytek (PZ).

Tab. €. 1: Vytézky jednotlivych ¢asti:

Cast extraktu Hmotnost Popis
Frakce petroletherova 92,1 g Tmaveé zeleny, fidce olejovity
Frakce etherova 69,7 g Tmavé hnédy,olejovity

Polarni zbytek (PZ) 231 ¢ Hnédy, Fidce olejovity

Obr. €. 2: Grafické znazornéni zakladniho extrakéniho postupu

Droga 8,8 kg

Extrakce 95% EtOH (1:15)

Zbytek drogy

AN

Extrakt + MeOH (80%), extrakce
petrolether

Frakce petroletherova, 92,1 g

AN

Vodné-methanolovy roztok,
pridavek vody, No, extrakce ether

Pryskyfi¢nata hmota

Odpafreni rozp.

+

ANEAN

<

Frakce etherova, 62 g

Polarni zbytek, 231 g
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Obr. €. 3: Schéma separacniho procesu:

Polarni zbytek,
2309

Polyamid

/

T

H20 EtOH
FPFL - Frakce prosta fenol. latek, 196,56 g FFL - Frakce fenol. latek, 12,5 g
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(CHCI3-EtOH) (CHCI3-MeOH)
hrubé déleni
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FPFLHD2 v FPFLHD3 EEE 1 — 65 frakci
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—
FPFLHD1 .
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SiO; kolona
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Diaion
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— T

FPFLHD1-Di-H,O

!

Polarni
cukerna ¢ast
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(CHCI3-EtOH)

v

frakci

A 4

Fr.96-99 - skopolin

Fr. 36-40 - skopolin | |Fr. 47-56 — 2-methyl-1,2,3,4-butantetrol 1 — 143 frakci
EtOH
Preparativni
FPFLHD1-Di-EtOH chrom. spojenych
frakci

Nedostateéna mnozstvi
krystall k izolaci
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3.4.1. Separace polarniho zbytku na sloupci polyamidu

Pfedem pfipraveny 1 kg polyamidu (viz. kapitola 3.2.4) byl vysuSen
a presitovdn na velikost ¢astic 0,1-0,2 mm. Takto pfipraveny polyamid byl
suspendovan ve vodé a nalit do kolony. 230 g polarniho zbytku bylo rozpusténo ve
vodé na 7% roztok, ten byl prefiltrovan pres vatu, kde byly zachyceny pevné castice
nerozpusténych latek a filtrat byl nalit postupné na kolonu.
Tab. €. 2: Chromatografické podminky

Adsorbent Polyamid 0,1-0,2 mm, 770 g
Deélici vrstva : 1050 x 64 mm

Mrtvy objem : 3200 ml

Nanaska : 230 g

Po odte€eni ¢asti mrtvého objemu (2000 ml) byla zachycena vodna frakce.
Sloupec polyamidu byl promyt 7000 ml destilované vody a celkem bylo ziskano
8200 ml frakce prosté fenolovych latek (FPFL).

Sloupec byl dale promyvan 95% EtOH a pfi 2/3 promyti kolony zacala byt
zachycovana frakce fenolovych latek (FFL). Do kolony bylo nalito celkem 7500 ml
EtOH. Z kolony bylo zachyceno celkem 5000 ml FFL. Obé frakce (FPFL, FFL) byly
zbaveny rozpoustédla na vakuoveé odparce.

Tab. ¢. 3: Zisk z déleni

Podil Odparek (g)
Zbytek na filtru 1,05

FFL 12,5

FPFL 196,5
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Srovnavaci TLC probéhla za nasledujicich podminek:

Adsorbent : TLC Al-desky, Silikagel 60 Fas4
Eluéni soustava : S8
Detekce : A-D2,B-D5
Obr. é. 4:
B — e
1 - FPFL
2-PZ
3 —FFL
? 2 3
TLC dikaz cukrt
Adsorbent : TLC Al-desky, Silikagel 60 Fas4
Eluéni soustava : S15
Detekce : A-D4
Obr. €. 5:
A
T
1 - FPFL
. 2-PZ
3 —-FFL
. ‘ 4 — Ribosa
5 — Sacharosa
6 — Fruktosa
O—l L "
Frays L5 6
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TLC dikaz fenolovych latek:

Adsorbent : TLC Al-desky, Silikagel 60 Fasq
Eluéni soustava : S17

Detekce : A—-D6

Obr. €. 6:

1 — FPFL
2-PZ

3 -FFL

4 — Rutin

5 — Hyperosid
6 — Kvercetin

3.4.2. Sloupcova chromatografie FFL na silikagelové koloné
Tab. €. 4: Chromatografické podminky

Adsorbent Silikagel L 100/200, 1200 g, 12 % vody
Délici vrstva : 950 x 64 mm

Mrtvy objem : 2100 ml CHCl3

Nanaska : 10,59

Frakce zachycovany po 400 ml

Srovnavaci TLC probéhla za nasledujicich podminek:

Adsorbent : TLC Al-desky, Silikagel 60 Fas4
Eluéni soustava : S8 - frakce 1-35:

S17 - frakce 35-65
Detekce : D1, D2, D3
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Tab. ¢. 5: Prehled frakci

Eluéni soustava ] . :
CHCly:MeOH Ziskané frakce Spojeno dle TLC
100:0 0 1750 ml mrtvého objemu
99 : 1 1 0-1
98:2 2 2 3
95:5 3-9 4-5 6-7-(1) 8-(2
90:10 10 - 11 9-15 16
80:20 12-19 17 18 19 -20
21 23 26 - 29
70:30 20 - 34
22 24 - 25 30 - 32
33-37 40 - 45 47 - 49
50:50 35-54
38 -39 46 50 - 54
0:100 55 - 65 55 - 61 62 - 65

Frakce 1-65 byly na zakladé TLC analyzy spojeny do 26 kvalitativné odliSnych frakci.

3.4.21.
Spojena frakce 6-7 predstavovala 60 mg smési nékolika latek na TLC patrnych

tfemi skvrnami s majoritni skvrnou o hodnoté Rf 0,54 v mobilni fazi S7. Majoritni
skvrna vykazovala pod UV 365 nm intenzivni modrou fluorescenci. Po postfiku
Cinidlem D5 se latka barvi intenzivné Cervené (dukaz na fenolové latky). Po postfiku
chromatogramu cinidlem D12 dojde k barevnému posunu fluorescence z modré na
Zlutou barvu. Spojena frakce byla podrobena trojndsobné rekrystalizaci za horka ve
smési CHCI;:MeOH — 20:80 a vzniklé krystaly byly nasledné odséaty na mikrofiltracnim
zafizeni. Cistici operaci bylo ziskano 25 mg krystald jehlicovitého tvaru a bilé barvy,
zisk ¢isté latky 1. Cistota byla ovéfena pomoci TLC a HPLC. U skvrny bylo zméFeno
na chromatogramu UV spektrum pomoci UV detektoru denzitometru Camag TLC
scanner 3. Latka vykazovala pfi spektrofotometrické analyze v UV oblasti 4 maxima
a 2 minima. (Amax — 234, 258, 300, 349 nm a Ayin — 215, 270 nm).

Obr. €. 7: UV spektrum latky 1

] 8 8 & 8
H H a H a
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Eluéni soustava: S2
Detekce: A—D1,B-D2, C-D5
Obr. €. 8: TLC latky 1

1 — Skopoletin
2 — Spojend frakce 6-7

Latka 1 byla odeslana na 'H a '*C NMR analyzu a byla identifikovana na
zakladé méreni jako skopoletin. Vysledky méfeni a fyzikalné-chemické vlastnosti viz.

kap. 3.7.1. izolované latky.

Frakce 8 predstavovala 84 mg smési prevazné dvou latek patrnych na TLC
skvrnami s Rf hodnotami 0,54 a 0,44 v mobilni fazi S7. Obé& skvrny vykazovaly pod
UV 365 nm intenzivni modrou fluorescenci, pfitom fluorescence skvrny o nizsi
Rf hodnoté byla intenzivnéjS§i a skvrna s vy$Sim Rf odpovidala skopoletinu. Po
postfiku Cinidlem D5 se obé latky barvi intenzivné ervené (dikaz na fenolové latky).
Po postfiku chromatogramu c&inidlem D12 dojde k barevnému posunu fluorescence
zmodré na Zlutou barvu. Frakce byla podrobena nékolikanasobné rekrystalizaci
v MeOH za horka a naslednému odséti vzniklych krystald na mikrofiltraénim zafizeni.

Cistici operace byla znaéné ztratova a ziskana latka obsahovala stale znegisténiny.

Vycisténi probéhlo sloupcovou chromatografii za nasledujicich niZze uvedenych
podminek (viz. tab. €. 6):
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Tab. €. 6: Chromatografické podminky

Adsorbent Silikagel L 40/160, 50 g, 10 % vody
Délici vrstva : 350 x 18 mm

Mrtvy objem : 80 ml CHCl;

Nanaska : 50 ¢

Frakce zachycovany po 100 ml

Po spojeni stejnych frakci byly ziskdny dva hlavni podily. Prvni ¢&éast
obsahovala nékolik mg latky 1, druha ¢ast obsahovala hlavni latku z frakce 8, latku 2.
Frakce slatkou 2 byla podrobena rekrystalizaci za horka v MeOH a bylo ziskano
33 mg bilych krystalt cisté latky 2. Cistota byla ovéfena pomoci TLC (Rf hodnota
v mobilni fazi S8 byla 0,75) a HPLC. U skvrny bylo zméfeno UV spektrum pomoci UV
detektoru denzitometru Camag TLC scanner 3. Latka vykazovala pfi
spektrofotometrické analyze v UV oblasti Amax 220 @ 322 nm a Apin 232 a 259 nm.

Obr. €. 9: UV spektrum latky 2

Eluéni soustava: S3
Detekce: A—D1,B-D2,C-D5
Obr. €. 10: TLC latky 2

1 - Umbelliferon

2 — Precisténa frakce 8
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Latka 2 byla odeslana na 'H a '*C NMR analyzu a byla identifikovana na

zakladé méreni jako umbelliferon. Vysledky méfeni a fyzikalné-chemické vlastnosti

viz. kap. 3.7.2. izolované latky.

Z frakce 1-26 z se nepodafrilo vyizolovat dalsi Cisté latky a bylo rozhodnuto

o0 spojeni ziskanych frakci a opakovani chromatografie za jinych podminek.

3.4.2.3.

Tab. €. 7: Chromatografické podminky

Adsorbent Silikagel L 100/200, 308 g, 10 % vody
Délici vrstva : 810 x 35 mm

Mrtvy objem : 510 ml CHCl3

Nanaska 6,59

Frakce zachycovany po 100 ml

Srovnavaci TLC probéhla za nasledujicich podminek:

Adsorbent

Eluéni soustava

TLC Al-desky, Silikagel 60 Fas4
S8 - frakce 1-85
S9 - frakce 85-143

Detekce D1, D2, D3
Tab. ¢. 8: Prehled frakci
Elugni Zachycené
soustava fraﬁce Spojeno dle TLC
CHCI;:EtOH

1-4 7-8 11-12

100:0 1-15
5-6 9-10 13-17
18 - 21 26 - 27

99 : 1 16 - 35 32-35
22 - 25 28 - 31

98 :2 36 - 46 36 - 40 41 - 44 45 - 51

95:5 47 - 63 52 - 56 57 - 60 61-65
66 - 70 75 - 80

90:10 64 - 83
71-74 81 - 88
89-90 92 -93

80:20 84 - 97 96 - 97
91 94 - 95

60 : 40 98 -114 98 - 101 106 - 107
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el Zachyceneé
soustava fraﬁce Spojeno dle TLC
CHCI3:EtOH
102 - 105 108 - 119
40 : 60 115-129 120-124 125-128 129-134
0:100 130 - 143 135 - 142 143

Frakce 1-143 byly dle TLC analyzy spojeny do 35 kvalitativné odliSnych frakci.

3.4.2.4. Preparativni chromatografie antioxidacné nejaktivnéjsich frakci

Preparativni chromatografie byly provadény na komer¢nich sklenénych
deskach Silikagel 60 (Merck).

3.4.24.1. Separace frakce 16:
Separace preparativni chromatografii byla provadéna v mobilni fazi S17, ve

které doslo k nejlepSimu oddéleni zén. K separaci bylo pouzito 95 mg suché frakce.
Frakce se délila na 7 Castecné oddélenych zén, zény 3,4,5 a zény 6,7 zustavaly
spojeny. Jednotlivé frakce byly spojeny, vyextrahovany smési CHCI;:MeOH 1:1
a ponechany krystalizovat. Z jednotlivych frakci se nepodafilo ziskat vyznamnéjsi
mnozstvi krystalické latky vhodné ke strukturni analyze. Frakce pfevazné zustavaly

v medovité konzistenci obsahujici nepatrné mnozstvi krystald.

3.4.24.2. Separace frakce 27:
Separace byla provadéna v mobilni fazi S17, zde doslo k nejlepSimu oddéleni

z6n. Bylo pouzito 70 mg suché frakce medovité konzistence. Frakce se délila na
5 Castecné oddélenych zo6n, zény 3,4 zustavaly spojeny. Jednotlivé frakce byly
spojeny, vyextrahovany MeOH a ponechany ke krystalizaci. Z frakci se nepodafilo
ziskat vyznamnéj8i mnozstvi krystald ke strukturni analyze. Frakce prevazné

zustavaly v husté medovité konzistenci obsahujici nepatrné mnozstvi krystalu.

3.4.2.43. Separace frakce 28:
Déleni frakce 28 bylo provedeno v mobilni fazi S17. K déleni bylo pouZito

80 mg suché frakce medovité konzistence. Frakce se délila na 6 ¢astec¢né oddélenych
z6n, zény 1,2,3 zustavaly spojeny. Jednotlivé frakce byly spojeny, vyextrahovany
MeOH a ponechany ke krystalizaci. Z frakci se nepodafilo ziskat vyznamnéjsi
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mnozstvi krystald ke strukturni analyze. Frakce byly stale v medovité konzistenci

s nepatrnym mnozstvim mikrokrystald.

3.4.24.4. Separace frakce 30:
Preparativni chromatografie byla provadéna v mobilni fazi S17. K preparaci

bylo pouzito 103 mg suché frakce 30 medovité konzistence. Frakce se na TLC délila
na 8 ¢astecné oddélenych zoén, zény 1, 2 a 4, 5 zGstavaly spojeny, ostatni zény byly
¢aste€né oddéleny. Jednotlivé oddélené zony byly spojeny, vyextrahovany MeOH
a ponechany ke krystalizaci. Z frakci se vSak nepodafilo ziskat pouZzitelné mnozstvi
krystald ke strukturni analyze. Separované frakce zustavaly jako v pfedchozich
pripadech v husté medovité konzistenci obsahujici nepatrné mnozstvi krystald.

3.4.3. Separace FPFL — hrubé déleni na silikagelové koloné

Tab. €. 9: Chromatografické podminky

Adsorbent Silikagel L 200/400, 600 g, 10 % vody
Délici vrstva 400 x 150 mm

Mrtvy objem : 1100 ml CHCI3:EtOH — 7:3

Nanaska : 50¢g

Pfi pfipravé roztéru na kolonu bylo 50 g extraktu rozpusténo v 200 ml smési
CHCI3;:EtOH — 7:3. P¥i rozpous$téni se vyloucCilo z extraktu vétsi mnozstvi bilych, ve
vodé dobfe rozpustnych krystald anorganické slouceniny, ktera byla pozdéji na
zakladé skupinovych a selektivnich srazecich reakci identifikovana jako Na,SO,.
Touto operaci se také podafilo sniZit obsah cukerné slozky, komplikujici separaci na
CC.

Srovnavaci TLC probéhla za nasledujicich podminek:

Adsorbent : TLC Al-desky, Silikagel 60 Fas4
Eluéni soustava ; S6
Detekce : D1, D2, D3
Tab. €. 10: Prehled frakci
Eluéni soustava Ziskana frakce (znaceni)
CHCI3:EtOH — 7:3 — 4500 ml | FPFLHD1 - 31 g
EtOH — 4500 ml FPFLHD2 -7 g
Voda — 4000 ml FPFLHD3 -5¢g
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Odpareni rozpoustédla:

e Ve frakci oznacené FPFLHD1 byly v UV 365 nm patrné 2 modfe fluoreskujici
skvrny (viz. obr. & 11). Po pfidani MeOH se vylou€ilo malé mnozstvi bilé
srazeniny dobfe rozpustné v CHCIs;, srazenina byla oddélena. Z divodu jejiho
malého mnozstvi se sloZzeni nepodafilo zjistit.

e Ve frakci ozna¢ené FPFLHD2 byla patrna v UV 365 nm modfe fluoreskujici skvrna
na startu (viz. obr. & 11), béhem odparovani rozpoustédla se vyloucila smés
krystal anorganické slou€eniny, ktera byla dobfe rozpustna ve vodé. Latka byla
na zakladé skupinovych reakci identifikovana jako NaCl.

e Ve frakci oznacené FPFLHDS3 byla patrné pouze skvrna na startu (viz. obr. € 11).

TLC analyza:
Eluéni soustava: S6
Detekce: A—D1,B-D2, C-D3

Obr. €. 11: TLC analyza frakci FPFLHD1, FPFLHD2, FPFLHD3

1 - FPFLHD1
2 - FPFLHD2
3 —FPFLHD3
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Dukaz aminokyselin

Eluéni soustava: S15, 2x
Detekce: A — D7

Obr. €. 12: TLC dukaz aminokyselin

A

Rf

0
————¢ ¢ —P—————F———————————————————————
1°. 23 4.5 6 -7 =829 3 107 415512 1 31 ANEE N TENE
1 — Glycin 7 — Glutamin 13 — Tryptofan
2 — Phenylalanin 8 — Methionin 14 — Asparagin
3 — Alanin 9 — Cystein 15 — Glatamova k.
4 — Tyrosin 10 — Arginin 16 — FPFLHD1
5 — Serin 11 — Lysin 17 — FPFLHD2
6 — Histidin 12 — Leucin 18 — FPFLHDS3
Diakaz cukrd
Eluéni soustava: S15
Detekce: A — D4
Obr. €. 13: TLC dukaz cukri
A
1
1 — Ribosa
2 — Sacharosa
RE 3 —FPFLHDI1
& - 4 — FPFLHD2
5 — FPFLHD3
6 — Glukosa
7 — Fruktosa
O Y Y Y Y 2 rY Y
1 7
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TLC frakce FPFLHD1

Eluéni soustava: S4

Detekce: A—-D1,B-D2, C-D3
Obr. €. 14: TLC frakce FPFLHD1

1 - FPFLHD1

Tab. €. 11: Chromatografické podminky

Adsorbent Silikagel L 40/160, 359 g, 10 % vody
Délici vrstva : 750 x 36 mm

Mrtvy objem : 485 ml CHCI3:EtOH —92:8

Nanaska : 3,69

Frakce zachycovany po 100 ml

Srovnavaci TLC probéhla za nasledujicich podminek:

Adsorbent : TLC Al-desky, Silikagel 60 Fasq
Eluéni soustava : S8 - frakce 1-55

S9 - frakce 55-100
Detekce : D1, D2, D3
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Tab. ¢. 12: Prehled frakci

Eluéni soustava Zachycené .
CHCly:EtOH frakce SR EOUNS

92:8 1-5 1-4

90:10 6-15 5-6 8-10 14 -15
7 11-13 16-18

80:20 16 — 67 19 - 21 29 - 31 41
22 - 23 32-33 42 - 46
24 - 25 34-35 47 - 56 — (4)
26 - 28 36-40-(3) 57-70

70:30 68 — 95 71-76 77 - 95

50 : 50 96 — 100 96 - 100

Frakce 1-100 byly na zakladé TLC analyzy spojeny do 22 kvalitativné odlinych frakci.

3.4.3.1.1.  Cisténi spojené frakce 36-40 — izolace latky 3
Spojena frakce 36-40 predstavovala 31 mg znecisténych krystall modie

fluoreskujici latky (365 nm). Na TLC v eluéni soustavé S5 byla patrna v UV 365 nm
majoritni skvrna o hodnoté Rf 0,36, coz vyluCovalo pfitomnost latky 1 a 2, které byly
na Cele chromatogramu, Rf hodnota 0,83. Po postfiku TLC c¢inidlem D5 se latka
barvila slabé oranzové (lze predpokladat latku fenolového typu). Po postfiku
chromatogramu ¢inidlem D12 doslo k barevnému posunu fluorescence z modré na
Zlutou barvu, reakce byla slabsi nez v pfipadé latky 1 a 2. Frakce byla podrobena
rekrystalizaci v MeOH za horka a naslednému odsati vzniklych krystald na
mikrofiltradnim zafFizeni. Bylo ziskano 15 mg bilych krystal(i &isté latky 3. Cistota byla
ovéfena pomoci TLC aHPLC. U latky bylo zméfeno UV spekirum pomoci
UV detektoru denzitometru Camag TLC scanner 3. Latka vykazovala pfi
spektrofotometrické analyze v UV oblasti Amax 339, 291, 230 nm a Amin 306, 247,
215 nm.

Obr. €. 15: UV spektrum latky 3
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Eluéni soustava: S3
Detekce: A—D1,B-D2, C-D3
Obr. ¢. 16: TLC latky 3

1 - Skopolin

Latka 3 byla odeslana na 'H a '*C NMR analyzu a byla identifikovana na
zakladé méreni jako skopolin. Vysledky méreni potvrdila hydrolyza s alkalickym
hydroxidem (1M, 30 minut, 50 °C) a nasledna TLC za vyuZziti standardu skopoletinu
a glukosy. Shodovala se Rf hodnota glukosy a Rf hodnota aglykonu odpovidala
Rf hodnoté skopoletinu. Vysledky méfeni a fyzikalné-chemické vlastnosti viz. kap.
3.7.3. izolované latky.

3.4.3.1.2.  Cisténi spojené frakce 47-56 — izolace latky 4

Spojena frakce 47-56 predstavovala hmotnostné nejvice zastoupenou frakci
ziskanou z této sloupcové chromatografie (850 mg). Frakce vytvarela husté olejovitou
kapalinu na TLC vytvarfejici v UV 254 nm v eluéni soustavé S6 nékolik zhasejicich
skvrn v oblasti Rf 0,16, jedna ze skvrn s Rf hodnotou 0,26 slab& modfe fluoreskovala
v UV 254 nm. Po postfiku Cinidlem D3 byla celd oblast téchto skvrn prekryta

intenzivné modrou skvrnou.
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Eluéni soustava: S6
Detekce: A— D1, B-D3
Obr. ¢é. 17: TLC frakce 47 — 56

1 — Spojend frakce 47-56

Z frakce ulozené vchladu po tydnu vykrystalizovaly velké krystaly
kosoctvere€né soustavy slepené hustym matecnym louhem. Krystaly vykazovaly
dobrou rozpustnost v EtOH, vodé a Spatnou rozpustnost v CHCI;. Oddélené krystaly
byly rozpustény v nékolika ml 95% EtOH. Pfidanim CHCI; se vytvofril zakal, ktery po
zahfati zmizel. Roztok byl ponechan ke krystalizaci v chladu po dobu nékolika dni. Ve
spodni ¢asti zkumavky se vytvorily velké bilé krystaly a v horni drobné, naZzloutlé
krystaly. Spodni krystaly byly oddéleny a promyty CHCI; — zisk latky 4. Horni krystaly
byly rekrystalizovany ve smési EtOH:CHCI; za tvorby stejnych krystalt jako latka 4,
byly proto spojeny. Latka také dobfe krystalizovala z acetonu.

Latka 4 nebyla v UV 254 a 365 nm aktivni, s Cinidlem D8 poskytovala pozitivni
reakci na cukry (tmava skvrna na bilém pozadi), reakce s €inidly D4, D10, D11 na
redukujici cukry v8ak byly negativni. S Cinidlem D9 vytvarela latka modrou skvrnu na
Zlutém pozadi, nespecificky dukaz alkoholl. Detekce Cinidlem D5 na latky fenolového

typu byla negativni.
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Eluéni soustava: S10
Detekce: A—D3,B-D8, C—-D9
Obr. ¢. 18: TLC latky 4

. . 2 1 — Precisténd frakce 47-56

Bylo ziskano 245 mg krystalt této latky. Latka 4 byla odeslana na 'H a *C
NMR analyzu a byla identifikovana na zakladé méfeni jako 2-methyl-1,2,3,4-
butantetrol. Vysledky méfeni a fyzikalné-chemické vlastnosti viz. kap. 3.7.4.

izolované latky.

3.4.3.2.
Tab. €. 13: Chromatografické podminky

Adsorbent Diaion HP-20, 250 g
Délici vrstva : 250 x 50 mm

Mrtvy objem : 300 ml

Nanaska : 148 g

Zachycené frakce : vodna a EtOH

148 g FPFLHD1 bylo rozpusténo ve 300 ml vody a roztok byl prolit pres
sloupec diaionu. Sloupec byl nasledné promyt 400 ml destilované vody, vodné frakce
byly spojeny a odpafeny — vznikla frakce znac¢end FPFLHD1-Di-H,O (obsahovala
prevazné cukry a ostatni polarni latky).
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Frakce bohata na skopolin byla ze sloupce vymyta 300 ml EtOH a sloupec byl

obnoven 200 ml destilované vody. Frakce byla odpafena do sucha — vznikla frakce
znacena FPFLHD1-Di-EtOH.
Z duvodl neuplné separace skopolinu z FPFLHD1-Di-H,O bylo déleni

opakovano. Celkem bylo ziskano 10,5 g frakce bohaté na skopolin, ktera byla dale

separovana na sloupci silikagelu.

3.4.3.2.1.

Separace FPFLHD1-Di-EtOH bohaté na skopolin

Tab. €. 14: Chromatografické podminky

Adsorbent Silikagel L 100/200, 571 g, 10 % vody
Délici vrstva : 750 x 46 mm

Mrtvy objem : 1014 ml CHCl;

Nanaska 79

Frakce zachycovany po 100 ml

Srovnavaci TLC probéhla za nasledujicich podminek:

Adsorbent

Eluéni soustava

TLC Al-desky, Silikagel 60 Fas4
S8 - frakce 1-95
S9 - frakce 95-188

Detekce D1, D2, D3
Tab. €. 15: Prehled frakci
Eluéni
soustava Zachycené frakce Spojeno dle TLC
CHCI3:EtOH
99 : 1 1-12 1-5 9-17
6-8 18 - 20
98:2 13-25 21-25
97:3 26 — 29 26 - 37
95:5 30-47 38-42
90:10 48 — 81 43 - 48 56 - 58
49 - 55 59 - 89
85:15 82 -85 90 - 94 95
80 :20 86 — 122 96-99-(3) 102-112
100 - 101 113-126
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Elucni
soustava Zachycené frakce Spojeno dle TLC
CHClI3:EtOH

70:30 123 — 142 127 - 133 139 - 152
134 - 138

50 : 50 143 - 164 153 - 162 163 - 173

0:100 165 — 188 174 176 - 180
175 181 - 188

Frakce 1-188 byly dle TLC analyzy spojeny do 26 kvalitativné odliSnych frakci.

3.4.3.2.2.  Cisténi spojené frakce 96-99 — izolace skopolinu — latky 3

Latka 3 byla izolovana jiz v pfedeslych separacnich postupech, ale ziskané

mnozstvi nebylo dostateéné na provedeni planovanych testu. Spojena frakce 96-99

predstavovala 255 mg znecisténych krystall modfe fluoreskujici latky (365 nm)

shodné Rf hodnotou se skopolinem. Po postfiku Cinidlem D5 se obé skvrny barvily

slabé oranzové. Po postfiku chromatogramu ¢inidlem D12 doslo k barevnému posunu

fluorescence z modré na Zlutou barvu. Frakce byla podrobena rekrystalizaci v MeOH

za horka a naslednému odsati vzniklych krystald na mikrofiltraénim zafizeni. Bylo

ziskano 187 mg bilych krystalt cisté latky 3. Cistota byla ovéFena pomoci TLC

a HPLC.
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3.5. Chrom raficka r frak herové [1 1 11

Obr. ¢. 19: Schéma separacniho procesu:

Frakce etherova

Sloupcova chrom., SiO, kolona

Frakce 1 - 145
% v v \

15-23 26-50 51-69 70-92 93-117
Preparativni TLC ~ Sloupcovéa chrom. Sloupcovéa chrom. Sloupcova chrom.
l 1-100 frakci 1-48 frakci 1-45 frakei
Smés mastnych
kyselin
Neznama latka v v
28-46 9-15 1-18 26-45
Preparativni TLC Rekrystalizace Preparativni TLC
Skopoletin l
Skopoletin Neznamé
Umbelliferon dusikate latky

3.5.1. Sloupcova chromatografie

Tab. €. 16: Chromatografické podminky

Adsorbent Silikagel L 200/400, 1350 g, 10 % vody
Délici vrstva : 1080 x 60 mm

Mrtvy objem : 2500 ml

Nanaska : 69 g

Frakce zachycovany po 250 ml




Srovnavaci TLC probéhla za nasledujicich podminek:

Adsorbent : TLC Al-desky, Silikagel 60 Fas4
Eluéni soustava : S2 - Frakce 1-112

S3 - Frakce 112-145
Detekce : D1, D2

Tab. ¢. 17: Prehled frakci

Eluéni soustava

CHGl; + benzin + ethanol Ziskané Frakce Spojené frakce
65:35:0 1-10 1-4 5-8
75:25:0 11-14 9-14
82,5:17,5:0 15-49 15-23 24 - 25
100:0:0 50 - 62 26 - 50 51 - 62
98:0:2 62 -77 63 - 69
95:0:5 78 - 93 70 - 85 86 - 92
90:0:10 94 - 112 93-100 101-112

113 - 117
130 - 133

75:0:25 113 - 145 118 - 125
134 - 145

126 - 129

Frakce predstavovala 0,29 g smési nékolika latek na TLC patrnych tfemi
vyraznymi skvrnami s Rf hodnotami 0,7, 0,55 a 0,47 v elu¢ni soustavé S13 po detekci
D1, D2. Zfrakce vykrystalizovala bila latka (t.t. 81-90°C), ktera byla oddélena
a podrobena analyze. Podle vysledkd TLC analyzy byla totozn& s latkou izolovanou
z petroletherové frakce 3-4, tedy smeési 8-methyldekanové a olejové kyseliny. Zbyla
¢ast extraktu byla podrobena preparativni TLC chromatografii. Bylo ziskano 62,4 mg
latky mazlavé konzistence, aktivni v UV 365 nm modrou fluorescenci. Z duvodu
zneCisténi a obtizné krystalizace nebylo mozno ziskat dostatek Cisté latky ke

strukturni analyze.

Cisténi spojené frakce 26-50 — izolace latky 1

3.5.1.2.

Frakce predstavovala 6,65 g smési fady latek na TLC patrnych mnozstvim

skvrn s Rf hodnotami 0,21-0,95 v elu¢ni soustavé S14. Frakce byla podrobena

sloupcové chromatografii.
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Tab. €. 18: Chromatografické podminky

Adsorbent Silikagel L 100/200, 200 g, 10 % vody
Deélici vrstva : 840 x 25 mm

Mrtvy objem : 350 ml

Nanaska : 6,659

Frakce zachycovany po 100 ml

Srovnavaci TLC probéhla za nasledujicich podminek:

Adsorbent : TLC Al-desky, Silikagel 60 Fasq
Elu¢ni soustava ; S14
Detekce ; D1, D2
Tab. €. 19: Prehled frakci
CI—EIgI(::rgeSnozL;ﬁEE\tlgH Zachycené frakce Spojeno dle TLC
60 :40:0 1-24 1-5  6-14 16-22
15 23-24
80:20:0 25 - 46 25-27 28 - 46
100:0:0 47 - 60 47 - 64
975:0:2,5 61-72
95:0:5 73 - 84 65 - 100
90:0:10 85-92
85:0:15 93-100

Vyznamné frakce byly podrobeny preparativni chromatografii. Pouze z frakce
28-46 se podafilo ziskat dostate¢né mnozstvi krystald k analyze (0,49 g). Byla

potvrzena pfitomnost skopoletinu.

Obé témér identické frakce 51-62 (0,93 g) a 63-69 (0,76 g) predstavovaly smés
nékolika latek na TLC patrnych tfemi skvrnami s Rf hodnotami 0,44, 0,27 a 0,17
v eluéni soustavé S14. Obé horni skvrny vykazovaly pod UV 365 nm vyraznou
modrou fluorescenci pfipominajici dfive vyizolované kumariny. Po postfiku Cinidlem
D5 se latka barvi intenzivné ¢ervené. Po postiiku chromatogramu ¢inidlem D12 dojde

k barevnému posunu fluorescence z modré barvy na Zlutou. Skvrny byly porovnany se
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znamymi standardy skopoletinem a umbelliferonem, bylo zméfeno UV spektrum. Byla

potvrzena pfFitomnost skopoletinu a umbelliferonu v obou frakcich.

Obé kvalitativné podobné frakce byly na zakladé TLC spojeny. Hmotnost
vzniklé frakce byla 8,36 g. Na TLC v elu¢ni soustavé S14 byla patrna smés rady latek
se Ctyfmi vyraznymi skvrnami s hodnotami Rf 0,72, 0,58, 0,55 a 0,44. Rf hodnoty
¢aste€né odpovidaly vyizolovanym kumarinim skopoletinu a umbelliferonu. Frakce
byla podrobena sloupcové chromatografii.

Tab. €. 20: Chromatografické podminky

Adsorbent Silikagel L 100/200, 220 g, 10 % vody
Deélici vrstva : 310 x 45 mm

Mrtvy objem : 510 ml

Nanaska : 8,36 g

Frakce zachycovany po 50 ml

Srovnavaci TLC probéhla za nasledujicich podminek:

Adsorbent : TLC Al-desky, Silikagel 60 Fasq
Eluéni soustava : S14
Detekce : D1, D2, D3
Tab. €. 21: Prehled frakci
Eluéni
soustava . .
CHCl, : EtOH Zachycené frakce Spojeno dle TLC
100:0 1-47 1-2 9-15 27 - 28
3-8 16-26 29-38
98:2 48 39-48

Hlavni podil latek byl ziskan preparativni chromatografii ze spojené frakce
9-15, Rf hodnoty latek odpovidaly Rf hodnotam skopoletinu a umbelliferonu.

Preparativni chromatografii spojenych frakci 51-62 a 63-69 a podfrakce 9-15
z frakce 70-92 na litych deskach v eluéni soustavé S14 byly ziskany dvé Cisté latky,
jejichz struktura byla ovéfena na zakladé NMR, IC a UV méfeni jako dfive vyizolované
latky 1 a 2 zfrakce PZ. Byla tedy potvrzena izolace skopoletinu a umbelliferonu
z uvedenych frakci.
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Frakce byla po spojeni podrobena sloupcové chromatografii.
Tab. €. 22: Chromatografické podminky

Adsorbent Silikagel L 100/200, 400 g, 10 % vody
Deélici vrstva : 510 x 46 mm

Mrtvy objem : 915 ml

Nanaska : 10,19 ¢

Frakce zachycovany po 250 ml

Srovnavaci TLC probéhla za nasledujicich podminek:

Adsorbent : TLC Al-desky, Silikagel 60 Fasq
Eluéni soustava : S3
Detekce : D1, D2

Tab. ¢. 23: Prehled frakci

Elucni

soustava Zachycené frakce | Spojeno dle TLC
CHCl3:EtOH

100:0 1-13 1-18

92:8 14 -18 19-25

95:5 19 -37

90:10 38 — 41 26 - 45

80 : 20 42 — 45

Vyznamné frakce byly podrobeny preparativni TLC a HPLC chromatografii.
Ve frakci 1-18 se podafilo prokazat pfitomnost skopoletinu a umbelliferonu.

Ve spojené frakci 26-45 byla na zakladé TLC a detekce s Cinidlem D 13
zjisténa pritomnost dusikatych latek typu alkaloidu. Frakce byla podrobena HPLC
preparativni chromatografii, bylo izolovano jen mikromnozstvi znecisténé smési latek,
jejichz struktura nebyla doposud urCena. Dukaz alkaloidd pomoci Cinidla D14 byl
negativni jak se samotnym zakladnim roztokem E. alsinoides, tak jednotlivymi
frakcemi. PFfitomnost alkaloidu v tomto extraktu nebyla potvrzena.
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hrom rafickd r frak roletherové [111
Obr. €. 20: Schéma separacniho procesu:

Frakce petroletherova, 92,1 g
I

Sloupcova chromatografie, SiO; kolona

|

1 - 113 frakci
Frakce 3-4 Frakce 5-7 Frakce 15-16 Frakce 36-40
Rekrystalizace v acetonu Preparativni TLC Preparativni TLC
8-methyldekanova k. estery ferulové palmitova k.
olejova k. kyseliny s linearnimi stearova k.
alifaticky uhlovodik alkoholy C14 — C17 heptadekanova k.
polynenasycené MK

3.6.1. Sloupcova chromatografie

Tab. €. 24: Chromatografické podminky

Adsorbent Silikagel L 100/200, 888 g, 10 % vody
Délici vrstva : 710 x 57 mm

Mrtvy objem : 1620 ml

Nanaska : 92,1 ¢

Frakce zachycovany po 100 ml

Srovnavaci TLC probéhla za nasledujicich podminek:
Adsorbent : TLC Al-desky, Silikagel 60 Fasq
Eluéni soustava : S11

Detekce : D1, D2




Tab. ¢. 25: Prehled frakci

Eluéni soustava ; . o
CHCl : toluen : ethanol Ziskané frakce Spojené frakce
18 -19
1-2 10
20 - 23
3-4 11-12
24 - 26
75:25:0 1-42 5-7 13-14
27 - 31
8 15-16
32-35
9 17
36 - 40
41 -44 49 - 52
100:0:0 43 -70
45 - 48 53 - 60
95:0:5 71-107
90:0:10 108 - 112 61-113
80:0:20 113

Spojené frakce 3-4 (1,32 g) a 5-7 (2,7 g) predstavovaly dle TLC témér
identické spektrum latek. Na chromatogramu v eluéni soustavé S11 bylo patrno
nékolik skvrn v rozmezi hodnot Rf 0,8 — 1 po detekci D1, D2, D3. Po rozpusténi
v MeOH se vyloucilo z roztoku malé mnozZstvi krystalu, které byly rozpustné v CHCl;.
Po provedeni série Cisticich operaci (rekrystalizace v acetonu) bylo ziskano 13,4 mg
krystalt hledané latky. Teplota tani se pohybovala v Sirokém rozmezi 58 — 82°C, coz
naznacovalo pfitomnost smési nékolika latek, které byly patrny na TCL v eluéni
soustavé S12 dvéma skvrnami s hodnotami Rf 0,57 a 0,63 pfi detekci Cinidlem D9.
Latka byla odeslana na GC/MS spektroskopii do FN v Hradci Kralové. Ve smési byla
prokdzéna prfitomnost 8-methyldekanové kyseliny, olejové kyseliny a blize
neidentifikovatelnych polynenasycenych mastnych kyselin a alifatického
uhlovodiku. Struktura byla dale ovéfena pomoci NMR méfeni. Vysledky méfeni

a fyzikalné-chemicke vlastnosti viz. kap. 3.7.5. izolované latky.

Ze spojené frakce 15-16 (0,64 g) se vyloucilo v MeOH malé mnozstvi bilych
krystald. Na TLC v eluéni soustavé S11 bylo patrno nékolik z6n v oblasti Rf hodnot
0,2 — 0,5 po detekci D1, D2, D3. Byla provedena preparativni chromatografie v elu¢ni
soustavé S1. Hledana latka vytvarela majoritni zénu s hodnotou Rf 0,74. Po
provedené rekrystalizaci bylo ziskano 7,3 mg bilych krystald o t.t. 50 — 59°C. Léatka
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byla odeslana na NMR analyzu, ktera prokazala pfitomnost estera ferulové kyseliny
s linearnimi alkoholy C14 - C17. Vysledky méfeni a fyzikalné-chemické vlastnosti

viz. kap. 3.7.6. izolované latky.

Ze spojené frakce 36-40 (0,96 g) se vyloucilo v CHCI; malé mnoZstvi krystalu
slepenych chlorofylem. Frakce byla podrobena preparativni chromatografii v eluéni
soustavé S2. Kvantitativné byla nejvice zastoupena tfeti zéna s hodnotou Rf 0,7.
Rekrystalizaci v MeOH se z ni vyloucily mazlavé krystaly bilé barvy (7 mg), teplota
tani 42 - 44°C. Porovnavaci TLC se standardy mastnych kyselin byla nalezena shoda
s nékterymi mastnymi kyselinami. V elu¢ni soustavé S7 pfi detekci Cinidlem D9 méla
hledana latka podobnou Rf hodnotu (0,6) jako palmitova k. Rf 0,64 a stearova k.
Rf 0,62. Latka byla odeslana na NMR analyzu, ktera prokazala pfitomnost palmitové,
stearové a heptadekanové kyseliny. Vysledky méfeni a fyzikalné-chemické
vlastnosti viz. kap. 3.7.7. izolované latky.

Tab. C. 26: Prehled vyizolovanych latek

Pavod z frakce | Nazev ziskané latky

PZ - FFL, FEt,O | Skopoletin

PZ - FFL, FEt.O | Umbelliferon

PZ - FPFL Skopolin

PZ - FPFL 2-methyl-1,2,3,4-butantetrol
FPe 8-methyldekanova kyselina
FPe Olejova kyselina

FPe Ester ferulové kyseliny s linearnimi alkoholy C14 - C17
FPe Palmitova kyselina

FPe Stearova kyselina

FPe Heptadekanova kyselina

67



3.7.1. Latka 1 - Skopoletin [112, 113, 114]

Vzorec €. 28:
Zméiena t.t.: HO 0 0
199 — 204 °C (tab.: 203 — 205 °C)
Tabelovana Mh: HoC
192,17 ~o 7
Sumarni vzorec:
C1oHsO4
UV spektroskopie (MeOH): Obr. €. 21:

Amax: 344 nm (log € 4,279)
297 nm (log € 3,926)

253 nm (log € 3,886)

229 nm (log € 4,335)

210 nm (log € 4,345)
Amin: 307 nm (log € 3,879)
( )

( )

( )

3083

2000

Abs.

1.000 |

271 nm (log € 3,457
247 nm (log € 3,864
217 nm (log € 4,228

o000 -

i
-0278

20000 250.00 300.00 350,00 400.00 450.00

nm.

NMR spektroskopie:

'H-NMR a "*C-NMR data:

'H-NMR (300 MHz, CD30D):

5 3.89 (3H, s, CH30), 6.19 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-3), 6.75 (1H, s, H-8), 7.09 (1H,
H-5), 7.83 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-4)

'C-NMR (75 MHz, CD;0D):

S,

5 56.8 (CH30), 103.9 (C-8), 109.9 (C-5), 112.5 (C-4a), 112.6 (C-3), 146.1 (C-4), 147.1

(C-6), 151.4 (C-8a), 152.9 (C-7), 164.0 (C-2)

IC spektroskopie:

Latka vykazovala absorpéni pasy v oblasti vino¢tu 3343, 1708, 1609, 1568, 1512,

1436, 1294, 1142 cm ', KBr disk.
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Skopoletin - 'TH NMR spektrum

Obr. ¢. 22
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Skopoletin — *C NMR spektrum

Obr. ¢. 23
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IC spektrum
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Skopolet

Obr. ¢. 24
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3.7.2. Latka 2 - Umbelliferon [112, 113]

Zmérena t.t.: Vzorec €. 29:
226 — 229 °C (tab. 230 — 233 °C)

HO 0] @)
Tabelovana Mh:
162,15
Sumarni vzorec: /
CQHGOS
UV spektroskopie (MeOH): Obr. €. 25:
Amax: 325 nm (log € 4,115) o
253 nm (log € 3,307) _
216 nm (log € 4,037)
205 nm (log € 4,241) 2000
Amim: 262 nm (log € 3,075) L
251 nm (log € 3,305) S
214 nm (log € 4,035)
NMR spektroskopie:

'H-NMR a "*C-NMR data: e
'H-NMR (300 MHz, CD;0D):

56.16 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-3), 6.69 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-8), 6.87 (1H, dd, J; = 8.5
Hz, J» = 2.3 Hz, H-6), 7.43 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-5), 7.83 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-4)
'C-NMR (75 MHz, CD;0D):

5 103.4 (C-8), 112.3 (C-3), 113.1 (C-10), 114.5 (C-6), 130.7 (C-5), 146.0 (C-4), 157.2
(C-9), 163.1 (C-2), 163.7 (C-7)

'H-NMR (300 MHz, DMSQ-06):

56.18 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-3), 6.69 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-8), 6.76 (1H, dd, J; = 8.5
Hz, J» = 2.2 Hz, H-6), 7.49 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-5), 7.90 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-4),
10.56 (1H, bs, OH)

'*C-NMR (75 MHz, DMSO-db):

5 102.4 (C-8), 111.50 (C-3) 111.6 (C-10), 113.3 (C-6), 129.9 (C-5), 144.7 (C-4), 155.7
(C-9), 160.7 (C-2), 161.5 (C-7)

IC spektroskopie:
Latka vykazovala absorp¢ni pasy v oblasti vino¢td 3181, 1682, 1604, 1568, 1512,
1412, 1322, 1238, 1137 cm ™', KBr disk.
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Umbelliferon - '"H NMR spektrum

Obr. ¢. 26
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Umbelliferon — >*C NMR spektrum

Obr. ¢. 27

wdd 01T 02T 0eT vt 0ST 097
1 _ | |

N
@
a
= e
N S
N e N &
g 2B g 8
w a] @ © = &
& Ee & < » %
= = 3
@ & IS
Dd yd ou wu
000°00T sut
¢ u3
S°S662 dsa
S 9g8p 144
00°00S st
b 92 wwzy
002 oM
0 2s
t72 SA
0°v625 dm
0°66T¢ ds
AV1dSIO
A dp
u utL
u Lt
SOV14
pasn jou ureb
S Ad0L e
v8e 10
v20T u
um o 301
sqM  000°S P
dxam Z2°971 md
JJ9M 0§ amdy
91 sq
pasn jou us  00v0T a3
13 oouad  2°7928T Ms
aLL4IM 90189 du
00°T aqL s18°1 1e
ONISS3I00¥d €10 uy
00STT Jup 19y SZ bigs
" wuwp NOILISINDOY
ARRR wp
0 Jop
L€ Jmdp
TH up  OSWa juaAL0s
920°00€ bayp
1A ® D30 EREITHN

2€TP3IS  zdxa

uoJayLLaqun

74



v

Umbelliferon - IC spektrum

Obr. ¢. 28
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3.7.3. Latka 3 — Skopolin [112, 115]

Zmérena t.t.: Vzorec €. 30:
222 — 225 °C (tab. 221 — 223 °C) R-O 0 0
Tabelovana Mh:
’ 3?4,309 Hac\ /
Sumarni vzorec: 0
C16H180g R = Glukosa
UV spektroskopie (MeOH): Obr. €. 29

Amax: 332 nm (log € 3,985)
291 nm (log € 3,875)
227 nm (log € 4,184)

208 nm (log € 4,325) 2000
( )
( )
( )

3053

Amin: 303 nm (log € 3,800
265 nm (log € 3,503
216 nm (log € 4,123

Abs.

1.000

NMR spektroskopie: sooof

i

1 13 . : L I L |
H - N M R a C- N M R d ata . ’ 227080 oo 250.00 300.00 350,00 400.00 450.00

nm.

"H-NMR (300 MHz, CD30D-D,0):

5 3.45-3.70 (m, glc), 3.76 (1H, dd, J; = 12.5 Hz, J = 5,4 Hz, H-6 glc), 3.90 (3H, s,
OCHj3), 3.93 (1H, dd, overlap, J;= 12.5 Hz, J>= 2.0 Hz, H-6 glc), 5.15 (1H, d, J= 7.3
Hz, H-1 glc), 6.36 (1H, d, J=9.7, H-3), 7.15 (1H, s, H-8), 7.20 (1H, s, H-5) 7.92 (1H, d,
J=9.7 Hz, H-4)

'C-NMR (75 MHz, CD;0D-D,0):

5 57.1 (OCHg), 61.6 (C-6"), 70.4 (C-4"), 73.8 (C-2), 76.6 (C-3"), 77.4 (C-5), 101.1
(C-17), 104.4 (C-8), 110.6 (C-5), 114.1 (C-10), 114.7 (C-3), 146.6 (C-4), 147.2 (C-6),
149.9 (C-9), 150.4 (C-7), 165.3 (C-2)

'H-NMR (300 MHz, DMSO-db):

5 3.16-3.72 (m, glc), 3.80 (3H, s, OCHs), 5.36 (1H, d, J = 7.3 Hz, H-1 glc), 6.32 (1H, d,
J=9.5,H-3),7.15 (1H, s, H-8), 7.28 (1H, s, H-5) 7.95 (1H, d, J = 9.6 Hz, H-4)
'*C-NMR (75 MHz, DMSO-db):

5 52.2 (OCHs), 60.8 (C-67), 69.8 (C-4"), 73.3 (C-2), 77.0 (C-3°), 77.3 (C-57), 99.8
(C-17), 103.2 (C-8), 109.8 (C-5), 112.5 (C-10), 113.5 (C-3), 144.4 (C-4), 146.2 (C-6),
149.1 (C-9), 150.1 (C-7), 160.8 (C-2)
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IC spektroskopie

blasti vino¢tu 3432, 2923, 2885, 1699, 1617,

1567, 1508, 1426, 1391, 1280 cm ', KBr disk.
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Skopolin - 'TH NMR spektrum

Obr. ¢. 30
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Skopolin — *C NMR spektrum

Obr. ¢. 31
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Skopol

Obr. ¢. 32
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3.7.4. Latka 4 - 2-methyl-1,2.3.4-butantetrol [112, 116]

Zmeérena t.t.: Vzorec €. 31:
81 — 84 °C (tab. 82 — 83 °C)
Tabelovana Mh:
136,146
Sumarni vzorec:
CsH1204
Tabelovana hodnota optické otacivosti:
[a]o +21,4 (c 7 g/100 ml, voda)
Zjisténa molarni opticka otacivost:
[a]**5 +19,6 (¢ 3,5 g/100 ml, voda)

» Opticka otacivost roztoku o koncentraci 35 mg/ml byla méfena v 1 ml kyveté
délky 10 cm pfi teploté 24 °C. Byla provedena 3 méfeni a = 0,68, 0,68, 0,70
= Vypocet proveden dle vzorce 1
| = délka kyvety vdm
¢ = koncentrace roztoku v g/100 ml

ax100
[Xc

1y laly =

NMR spektroskopie [117]:

'H-NMR a "*C-NMR data:

'H-NMR (300 MHz, CD30D):

5 1.10 (3H, s, CHg), 3.43 (1H, d, J = 11.3 Hz, H1), 3.52 (1H, d, J = 11.3 Hz, H1),
3.64-3.53 (2H, m, H-3, H-4), 3.79 (1H, dd, J = 9.6 Hz, J = 1.9 Hz, H-4)

'C-NMR (75 MHz, CD;0D):

5 19.7 (C-1), 63.8 (C-4), 68.4 (C-1), 74.9 (C-2), 76.1 (C-3)

IC spektroskopie:
Latka vykazovala absorp&ni pasy v oblasti vinoétt 3405, 2941, 1464, 1388 cm ™', KBr
disk.
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2-methyl-1,2,3,4-butantetrol — '"H NMR spektrum

Obr. ¢. 33

uad o e 0y 0S 09 0s 08
, : ! 1 T I i L _ L
| %/
& &
a & L
o o S
=
= ES a & Lo~
@ & 2 ¢ ¢ :
5 (o . ~ S o
o r wn =y o 3
> & @ o =4 *®
=3 « o
yd ou wu
000°00T suy
sl 3 9 u3
XY 2°269¢ dsl
No® 8°8TbS L34
ns& 00°00S st
= 06°22 wwzy
0s2 oM
0 28
95 sA
1°5245 dm
v 18 ds
AV1dSIa
A dp
u ut
u Lt
SOV 14
pasn jou ureb
S Ao0oLe
zL2 10
v20T u
um 0 401
sqm  000°S P
dxam 2°971 md
d4am 0§ amdy
97 sq
pasn jou us 0007 as
14 soad  2°19/8T ms
aLLsIm 90789 du
00°T ar  s18°1 1e
ONISSI00dd €10 u3
00STT Jwp  T9p°SL bays
" wwp NOILISINDOY
KRR wp
0 Jop
LE amdp
TH up pogpd JUBALOS
9.0°00€ basp
1A ® "030 31dWYS

2gTP1s  zdxa

104393

81



2-methyl-1,2,3,4-butantetrol — >*C NMR spektrum

Obr. ¢. 34
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IC spektrum 2-methyl-1,2,3,4-butantetrol

Obr. &. 35
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3.7.5. Latka 5 a 6 - 8-methyldekanova kyselina a olejova kyselina [112]

» 8-methyldekanova kyselina

Tabelovana Mh: Vzorec ¢é. 32:
186,3 C|3H3 /O
Sumarni vzorec: H3C—CH2—CH-CH2-(CH2)4—CH2—C<
C11H220, OH
» Olejova kyselina Vzorec €. 33:
Tabelovana Mh: /O
282,46 H3C_(CH2)7_CH=CH—(CHQ)G—CHQ— \
Sumarni vzorec: OH

C18H34O2

IC spektroskopie smési:
Smés latek vykazovala absorpéni pasy v oblasti vino&ta 2915, 2849, 1736 cm ™', KBr
disk.
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Obr. &. 36: IC spektrum smési latky 5 a 6
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3.7.6. Latka 7 - ester ferulové kyseliny s linearnimi alkoholy C14 - C17 [112]

» Ferulova (3-methoxy-4-hydroxyskoricova) kyselina

Tabelovana t.t.: Vzorec €. 34: @) OH
168 — 172 °C
Tabelovana Mh:
194,18 /
Sumarni vzorec:
C10H10(-)4

OCHj,
NMR spektroskopie smeési:

'H-NMR a "*C-NMR data:
'"H-NMR (300 MHz, CDCly):
0 0.85 (t, J 6.7 Hz, CHs3) 0.88 (t, J 6.7 Hz, CHs) 1.16-1.46 (m, CH,), 1.49-1.78
(m, CHy), 3.93 (s, OCHs), 4.11 (t, J 6.7 Hz, CH3) 4.18 (t, J 6.7 Hz, OCH,), 5.84
(bs, OH) 6.29 (d, J 15.9 Hz, CH) 6.92 (d J 8.1 Hz, H5) 7.03 (d, J 1.9 Hz, H2) 7.07
(dd, J; 8.1 Hz, J>1.9 Hz, H6) 7.61 (d, J 15.9 Hz, CH)

'C-NMR (75 MHz, CDCly):

011.4,14.1,19.2,22.7, 26.0, 27.1, 27.4, 28.0, 28.8, 29.3, 29.4, 29.5, 29.5, 29.6, 29.7,
29.7, 30.0, 31.9, 34.4, 36.6, 39.0, 55.9, 64.6, 109.2, 114.7, 115.7, 123.0, 127.0, 144.6,
146.7, 147.8, 167.4

Poloha substituentl skoficové kyseliny byla potvrzena experimenty GHMQC,
GHSQC, DPFGNOE.

OH
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3.7.7. Latka 8, 9, 10 - palmitova, stearova a heptadekanova kyselina — smés

[112, 118]

» Stearova kyselina

Tabelovana t.t.: Vzorec €. 35:
67 —72 C o
Tabelovana Mh:
284,48
Sumarni vzorec:
C18H3602

Hsc_(CH2)15_CH2_C_OH

» Palmitova kyselina

Tabelovana t.t.: Vzorec ¢. 36:

61 —-62,5 °C 0
Tabelovana Mh:

256,46 H3C—(CHy)13~CH,——C——0OH

Sumarni vzorec:
C16H3202

» Heptadekanova (Margarova) kyselina

Tabelovana t.t.: Vzorec €. 37:

59-61°C
Tabelovana Mh:

270,45 H;C—(CH5)14,—~CH,——C——O0OH
Sumarni vzorec:

C17H3402

)

NMR spektroskopie smeési:

'H-NMR a "*C-NMR data:

"H-NMR (300 MHz, CDCly):

5 0.88 (t, J6.7 Hz, CH3) 0.17-1.40 (m, CHy) 1.55-1.71 (m, CHy), 2.35 (t, J 7.6 Hz, CH,)
"SC-NMR (75 MHz, CDCly):

014.1,22.7,24.5,24.7, 28.8, 29.0, 29.2, 29.4, 29.4, 29.6, 29.7, 29.7, 31.9, 33.9,
179.1,179.1
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Hmotnostni spektrum:
Zjisténé molekulové fragmenty: 284.3, 270.3, 256.3, 241.3, 227.2, 213.2, 199.2,
185.2, 171.2, 149.1, 129.1, 115.1, 97.1, 85.1, 73.0, 57.1, 43.1

lonizace probihala pomoci elektronové ionizace v pozitivnim modu, kdy
molekulova hmotnost je uréovana z tzv. molekularnich iontd M*-.

Molekulovy iont M™ pro stearovou kyselinu odpovidd m/z = 284.3
(Mh =284.48) pro palmitovou kyselinu m/z = 256.3 (Mh = 256,46), pro
heptadekanovou kyselinu m/z = 270.3 (Mh = 270.45).

lonty 43.1, 57.1, 71, 85.1, 99, 113 jsou klasické ionty odpovidajici alifatické
sérii alkyll [CnHan.1]"

lonty 59, 73.0, 87, 101, 115.1, 129.1, 143, 157,171.2, 185.2, 199.2, 213.2,
227.2, 241.3 odpovidaji alifatické sérii obsahujici kyselinu obecného vzorce
[ChH2n102]".
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3.8. Kvantitativni stanoveni vyizolovanych obsahovych latek

3.8.1. Kvantitativni stanoveni kumarinut

Stanoveni bylo provedeno HPLC analyzou pfipravenych extraktd za spektro-
fotometrické detekce stanovovanych latek [119].
Postup extrakce:

K extrakci byla pouzita sucha, najemno rozemleta droga E. alsinoides
presitovana pres sito 0,4 mm. Do tfi zkumavek bylo navazeno pfesné 3x 250,0 mg
drogy, ktera byla prevrstvena 10,0 ml 95% EtOH. Extrakce byla provedena po dobu
30 minut v ultrazvukové lazni pfi teploté 50°C a stupni intenzity 10. Po kazdé extrakci
byl extrakt prefiltrovan, zbytek na filtru promyt 3x 5 ml EtOH a znovu extrahovan jesté
2x za stejnych podminek. Jednotlivé odpovidajici frakce byly spojeny, prefiltrovany
pres vatu s kiemelinou a odpafeny do sucha (50 °C, vakuova odparka).

Hmotnost byla stanovovana po 24 hodinovém su$eni extraktu v exsikatoru nad
perlami bezvodého silikagelu. Pro méfeni byly extrakty rozpustény v 1,00 ml MeOH
a odeslany na HPLC systém.

Tab. €. 27: Prehled frakci

Odparek (g)
Extrakt 1 0,0239
Extrakt 2 0,0245
Extrakt 3 0,0243

Tab. €. 28: HPLC podminky

HPLC systém Merck, WellChrom pumpa K-1800, detektor DAD K-2700
Kolona Merck, Purospher RP1g endcapped, 5 pm, 250 x 4mm
Predkolona  Tessek, SGX Cig, CGC 30 x 3mm, 7 um

Vinova délka 254 nm

Pratok 0,3 ml/min
Mobilni faze  30% ACN : 70% HO, isokraticky
Nastfik 20 ul

Kalibraéni kfivka byla sestrojena ze 3 méfeni.
Metoda je od 0,05 mg/ml do 5 mg/ml linearni.
Smérodatna odchylka se pohybovala do 3,5 %.
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Tab. €. 29: Obsah latek 1, 2 a 3 v extraktu

Vzorek Obsah v suché rostliné (%)
Skopoletin-1 Umbelliferon-2 Skopolin-3
Extrakt 1 0,0276 £ 0,002 0,026 + 0,001 0,0091 + 0,0001
Extrakt 2 0,0266 £ 0,001 0,025 = 0,001 0,0089 + 0,0002
Extrakt 3 0,0270 £ 0,001 0,026 = 0,001 0,0089 * 0,0002
Pramér 0,0271 £ 0,001 0,0257 £ 0,001 0,0090 + 0,0002
Rovnice pfimky Y =18330,8*X Y =5597,4*X Y =14349 * X
Korelacni koef. 0,99816 0,99915 0,99935

Obr. ¢. 38: HPLC stanoveni kumarinut
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3.8.2. Kvantitativni stanoveni 2-methyl-1,2,3.4-butantetrolu
Stanoveni bylo provedeno GC-FID analyzou pfipravenych extraktt [120].

Postup extrakce:

Extrakce byla provedena 4x s 250,0 mg suché drogy E. alsinoides, ktera byla
pfedem rozdrcena v tfeci misce a presitovana pres sito 0,4 mm. Droga byla prelita
50,0 ml vody a ponechana 2 hodiny na vodni lazni pfi 50 °C. Poté byla droga
macerovana 15 hodin a nasledné prefiltrovana. Kazdy vzorek byl promyt 2x 5 ml vody
a zbytek byl 2x extrahovan 15,0 ml vody v ultrazvukové lazni po dobu 20 minut pfi
teploté 50 °C, stupni intenzity 10. Po filtraci a promyti 3x 5 ml vody byly odpovidajici
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podily spojeny a odpafeny do sucha. Z jednotlivych banék byla stanovovana latka
vyextrahovana 6x 5 ml MeOH za ucelem sniZzeni obsahu balastnich latek. MeOH
vytfepky byly odpafeny do sucha a po hodinovém suSeni v exsikatoru nad perlami
bezvodého silikagelu byly zvazeny.

Tab. €. 30: Prehled frakci

Odparek (9)
Extrakt 1 0,0374
Extrakt 2 0,0390
Extrakt 3 0,0417
Extrakt 4 0,0391

Odparek byl rozpustén v 10,0 ml 90% MeOH. K méfeni bylo do derivatiza¢ni
vialky odebrano 100 pl roztoku.

Derivatizace a kalibraéni krivka

Vzhledem ke struktufe latky a obtizné tvorbé trimethylsilylethert bylo pouzito
¢inidlo Tri-Sil TBT (Pierce), 100 ul pyridinového roztoku latky o dané koncentraci bylo
derivatizovano 100 ul €inidla 1 h pfi 70°C. Analyza byla provedena na pfistroji GC
Fissons 8000 s detekci FID.

Latka tvofila jeden soumérny, nestépici se pik (viz. obr. &. 39), retencni Cas
7 minut, piky pfedchazejici jsou z derivatizaéni smési. Koncentrace byla pfimo
umeérna velikosti plochy pod kfivkou detektoru.

Obr. €. 39: Zaznam analyzy GC-FID
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Tab. €. 31: Obsah latky 4 v extraktu

Vzorek
Extrakt 1
Extrakt 2
Extrakt 3
Extrakt 4

Primeér

Obsah v rostliné (%)

0,864 + 0,002
0,876 + 0,003
0,865 + 0,005
0,877 + 0,006
0,870 + 0,003

Rovnice pfimky Y = 828379X + 859,5

Korelacni koef. 0,9988

Obr. €. 40: Kalibracni kfrivka
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Sucha nat' E. alsinoides obsahuje praimérné 0,87 % 2-methyl-1,2,3,4-butantetrolu.
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ické aktivity Evolvul Isinoi L.

3.9.1. Antioxidacni aktivita a stanoveni obsahu fenolovych latek

v Ve

3.9.1.1.
Metoda je zaloZena na reakci stabilniho 2,2’-diphenyl-1-pikrylhydrazyl radikalu

Antioxi

(DPPH) se vzorkem. Snizeni absorbance DPPH méfené pfi 525 nm je zavislé na
koncentraci antioxidantu ve sledovaném vzorku.

Pribéh reakce byl vyhodnocen na pfistroji FIAlab 3000 analyser s pistovym
Cerpadlem 2,5 ml, Sesticestnym ventilem, USB 2000-UV/VIS spektrofotometrem,
SMA-Z pratokovou celou (1-cm délka), objem nosné civky 0,6 mm, program FlAlab
pro Windows verze 5.9.126.

Stanoveni probiha metodou sekvenéni injekéni analyzy (SIA) se spektrofoto-
metrickou detekci pomoci DPPH radikalu.

Pro pfipravu roztokdl byla pouZita vysoce Cisténa deionizovanad voda. Jako
slepy vzorek a nosny proud byl pouzit na ultrazvuku odplynény (5 minut) 50% EtOH.

Roztok DPPH v 50% EtOH o koncentraci 1.10* M byl pFipraven rozpusténim
3,9mg DPPH v 60 ml 95% EtOH ve 100ml odmérné barice. Roztok byl dopInén
vodou po rysku a odplynén na ultrazvuku. Méfeny vzorek byl rozpustén v 50% EtOH
a z néj byly pripraveny koncentrace 1, 0,5, 0,25, 0,1 a 0,05, 0,025, 0,01 mg/ml.

3.9.1.1.1.  Stanoveni obsahu fenolovych latek

Metoda stanoveni celkového obsahu latek fenolového typu (CFL) je zalozena
na barevné reakci téchto latek s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem (fosfowolframan
a fosfomolybdenan sodny), zbarveni se hodnoti spekirofotometricky. Obsah
fenolovych latek je vyjadfen jako obsah galové kyseliny. [122]

Pfiprava vzorku: Roztok o koncentraci 5,0 mg/ml byl pfipraven rozpusténim
3,0 mg latky ve 100 ul MeOH a doplnén 5,9 ml vody. Na test bylo ze vzorku odebrano
0,4 ml.

Pfiprava kalibracni kfivky: Roztok standardu byl pfipraven rozpusténim
20,0 mg galové kyseliny ve 100,0 ml vody. Na sestrojeni kalibraéni kfivky bylo pouzito
0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 0,35, 0,40, 0,45 ml zékladniho roztoku.

Odebrané roztoky byly doplnény do 0,5 ml vodou, bylo pfidano 1,5 ml Folin-
Ciocalteuova ¢inidla, po 15 minutach bylo pfidano 1,5 ml koncentrovaného roztoku
Na.COs. Absorbance byla méfena proti porovnavacimu roztoku po 1 hodiné stani.
Obsah je vyjadfen v % obsahu galové kyseliny.
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3.9.1.1.2.

Zjisténé hodnoty ECsq testovanych vzorku

Méfeni bylo provedeno u frakce petroletherové (FPe), etherové (FEt,0)

a polarniho zbytku (PZ). Déle u frakce fenolovych latek (FFL) a frakce prosté

fenolovych latek (FPFL) ziskanych z polyamidu a frakci vzniklych jejich délenim na
silikagelovych kolonach. Byly méreny FFL 12-35, FPFL a dale frakce FPFLHD1,
FPFLHD2, FPFLHD3 a FPFLHD1-Di-EtOH 1-26. U frakce etherové byly méfeny
spojené frakce 15-23, 26-50, 51-69, 70-92, 93-117. Dale byla DPPH testem
hodnocena aktivita Cistych latek skopoletinu, skopolinu, umbelliferonu a 2-methyl-

1,2,3,4-butantetrolu a také tfi smésné frakce izolovanych krystalu (K) ziskané

z frakce petroletherové FPe 3-4K, FPe 15-16K, FPe 36-40K.

Tab. ¢é. 32: DPPH aktivita zakladnich frakci

Vzorek CFL [%] | EC50 [mg/ml]
Pz - >1
FPe - > 1
FEt,0 - > 1

Tab. €. 33: DPPH aktiv

ita mérenych frakci FFL a podfrakci FPFL

Vzorek CFL [%] ECso [mg/ml] Vzorek CFL [%] ECso [mg/ml]
FFL 12 | 16,149 £+ 0,084 | 0,698 + 0,018 FFL 29 19,027 £ 0,027 | 0,335 + 0,003
FFL13 | 22,417 £0,074 | 0,969 + 0,014 FFL 30 17,852+ 0,038 | 0,325 + 0,007
FFL14 | 24,192 +0,027 | 0,872 +0,083 FFL 31 23,104 +£0,063 | 0,230 + 0,005
FFL 15 | 23,608 £ 0,061 | 0,573 + 0,040 FFL 32 15,779 £ 0,057 | 0,350 + 0,015
FFL 16 | 25,990 + 0,086 | 0,294 + 0,002 FFL 33 13,479 £0,075 | 0,581 +0,018
FFL 17 | 24,609 + 0,073 | 0,520 + 0,008 FFL 34 11,721 £0,025 | 0,656 + 0,008
FFL 18 | 18,460 + 0,037 >1 FFL 35 16,726 + 0,036 | 0,557 + 0,061
FFL 19 | 14,139 + 0,049 >1 Celkova FFL | 8,851 +0,074 | 0,896 +0,012
FFL 20 | 17,796 + 0,057 >1 Celkova FPFL | 3,257 + 0,005 >1
FFL 21 | 15,741 £ 0,045 >1 FPFLHD1 3,568 + 0,039 >1
FFL22 | 14,060 0,012 | 0,625+ 0,025 FPFLHD2 3,025 + 0,053 >1
FFL 23 | 18,045+ 0,067 | 0,872 +0,136 FPFLHD3 2,567 + 0,016 >1
FFL24 | 17,827 + 0,076 | 0,760 + 0,021 F';f_t,:'g‘ 2,684 + 0,002 >1
FFL 25 | 21,465 +0,020 | 0,791 + 0,036 F,;fé't%?_: 8,756 + 0,022 >1
FFL 26 | 25,276 +0,050 | 0,470 0,012
FFL 27 | 25,285+ 0,073 | 0,347 +0,008 Trolox - 0,0072 + 0,0002
FFL 28 | 28,929 + 0,038 | 0,258 + 0,008 A,f;‘;’;ﬁ,‘:;’é - 0,0077 +0,0001
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Obr. €. 41: Graf znazornéni ECs, méFenych frakci FFL: Frakce s hodnotou ECsy nad

1 mg/ml nejsou v grafu uvadény.
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Obr. €. 42: Graf znazornéni CFL méfenych frakci FFL
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Tab. €. 34: DPPH aktivita mérenych podfrakci FPFLHD1-Di-EtOH 1 — 26

Vzorek CFL [%] ECso [mg/ml] | Vzorek CFL [%] ECso [mg/ml]
Fr.1 6,561 £ 0,027 > 1 Fr. 15 3,692 £ 0,076 > 1
Fr. 2 9,169 £ 0,044 > 1 Fr.16 7,442 £ 0,010 > 1
Fr.3 3,230 £ 0,036 > 1 Fr.17 5,282 £ 0,014 > 1
Fr.4 8,592 £ 0,033 > 1 Fr.18 5,470 £ 0,032 > 1
Fr.5 5,405 £ 0,014 > 1 Fr. 19 6,371 £ 0,026 > 1
Fr.6 4,430 £ 0,012 > 1 Fr. 20 6,574 £ 0,007 > 1
Fr.7 6,589 £ 0,011 > 1 Fr. 21 7,777 £0,005 > 1
Fr.8 12,984 + 0,049 > 1 Fr. 22 10,304 £ 0,025 | 0,915 £ 0,049
Fr.9 5,685 £ 0,009 > 1 Fr. 23 12,466 + 0,043 | 0,877 £ 0,057
Fr.10 | 3,571 £ 0,004 > 1 Fr. 24 8,963 £ 0,026 > 1
Fr. 11 3,270 £ 0,022 > 1 Fr. 25 11,393 £ 0,011 > 1
Fr.12 | 2,761 £0,016 > 1 Fr. 26 9,153 £ 0,002 > 1
Fr.13 | 3,879 £ 0,004 > 1 Trolox 0,0072 £ 0,0002
Fr.14 | 4954 +0,010 > 1 Fevotma’ 0,0077 £ 0,0001
Tab. ¢. 35: DPPH aktivita ¢istych latek
Vzorek ECs5o pM ECso mg/ml
Skopoletin > 5204 > 1
Umbelliferon > 6167 > 1
Skopolin > 2822 > 1
2-methyl-1,2,3.4-butantetrol > 7345 > 1
FPe 3-4K* - > 1
FPe 15-16K* - 0,463 £ 0,0277
FPe 36-40K* - > 1
Trolox 28,5+£0,781 | 0,0072 £ 0,0002
Askorbova kyselina 43,7 £ 0,603 | 0,0077 £ 0,0001

*latky byly Spatné rozpustné a vytvarely suspenzi

Antioxida¢ni aktivita kumarind nebyla v DPPH

koncentracich zjisténa. Tyto zjisténé vysledky jsou v korelaci s dalSimi pokusy

testu ve sledovanych

provadénymi nezavisle jinymi autory [123]. Mirnou antioxida¢ni aktivitu vykazovala
smeés krystall FPe 15-16 (estery ferulové kyseliny). Jako standardy byly pouzity
antioxidanty trolox ECsy = 28,5 £ 0,781 puM (0,0072 £ 0,0002 mg/ml) a askorbova
kyselina ECsy = 43,7 £ 0,603 uM (0,0077 £ 0,0001 mg/ml).
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Metoda FRAP je zalozena na principu redoxni reakce (ferric reducing
antioxidant potential). P¥i reakci redukuji antioxidanty ze vzorku komplex Fe**-2,4,6-
tri-(2-pyridyl-1,2,3-triazin) na Fe**-TPZP. Nartst absorbance pfi vinové délce 593 nm
odpovida mnozstvi komplexu Fe®*-TPZP a je pfimo Uméry antioxidaéni aktivité
vzorku. Metoda se provadi pfi hodnoté pH 3,6. Metoda hodnoti pouze schopnost latek
redukovat ion Fe** a nemusi korelovat s antioxida&ni aktivitou vzorku.

Hodnota FRAP v ¢asovém intervalu t (FRAP hodnota ) byla vypoctena podle

nasledujiciho vzorce:
FRAP hodnota ; [M] = (Aa; FI/ Aa; Fe**) x 7,57

Aa; FI — zména absorbance v ¢asovém intervalu 4 a 60 minut
Aa, Fe** — zména absorbance v porovnani s FeCl; odpovidajici koncentrace
v ¢asovém intervalu 4 a 60 minut
Méfeni bylo provedeno na pfistroji microplate reader Anthos 2010 za pouziti
96-jamkovych desti¢ek (Brand 400ul, Fisher).

Tab. ¢. 36: FRAP hodnoty testovanych latek v ¢ase 4 a 60 minut

Latka FRAP FRAP
hodnota 4 min | hodnota 60 min
(uM) (uM)
Skopoletin 19,8 £ 3,6 38,6 £ 6,1
Umbelliferon ~0 ~0
Skopolin ~0 ~0
2-methyl-1,2,3,4-butantetrol ~0 ~0
Trolox 14,18 £ 0,9 14,66 £ 0,8
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Obr. €. 43 : FRAP hodnoty testovanych latek
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3.9.2. Antiagregacni aktivita - Agregometrie

Testovani antiagregacni aktivity bylo provedeno zavedenym in vitro testem
optické agregometrie v PRP (platelets rich plasma - plazma bohatd na desticky)
metodou podle Borna [126, 127].

3.9.21.
Ptiprava PRP a PPP - (platelets poor plasma - plasma bez desti¢ek):

Postup méreni

e krev s citronanem se centrifuguje pfi 900 ot./min. po dobu 10 min

e ziskana vrstva PRP se odebere do plastové zkumavky

e zbytek se odstfeduje 7 min pfi 4500 ot./min.

e ziskana cira vrstva je PPP

e PPP slouzi k nafedéni PRP na pozadovany pocet desti¢ek - 250 000/ul a jako
referencni vzorek

e v PRP se urli pocet desticek, zjisti se objem PRP a PRP se nafedi pomoci
PPP na pozadovanou hodnotu 250 000 trombocytd/ul dle vzorce:

_ (pocet desticek v PRP X Vprp) - (2,5X VPrP)
2,5

Vepp pro fedéni

Princip méreni:

Méfeni bylo provedeno za pouziti agregometru Bornova typu - Whole blood
lumi-agregometer [Ca®*]ityp 500-Ca (vyr. Chrono-Log Corp., USA) s vyuzitim softwaru
vyhodnocujiciho agregacni kfivku (program Aggro/Link verze 4.75). Jedna se
o spektrofotometr s fixni vinovou délkou a s termostatem udrzujicim teplotu béhem
meéfeni na 37 °C (x 0,2 °C). Kontakt desticek je zajistovan michanim vzorku pfi
1200 ot./min (x 1,0 %). Paprsek infraCerveného zareni prochazi skrz dvé kyvety,
jedna obsahuje PRP a druha PPP, jako referenci. Kiemikové fotodiody detekuji zareni
proslé skrz kyvety: PRP je povaZzovana za vzorek s 0% transmisi resp. agregaci
a PPP se 100% transmisi resp. agregaci. Rozdil ve vystupnim signalu téchto dvou
fotodiod pak odpovida presné aktudlnimu stavu transmise resp. agregace méfeného
vzorku.

Po pfidani agonisty nebo agregac¢ni latky do PRP destiCky reaguji na tento
stimul, prodélaji tvarovou zménu (zvétsi se), tim zpusobi pokles prichodu svétla
a snizi se méfrend transmise relativné k PPP. Naméfené udaje se pfiblizuji smérem
k PPP, tedy ke 100% transmisi.
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Vysledky jsou vyjadfeny v procentech agregace a dany strmosti (smérnici).

Inkubace PRP s latkou trvala 3 minuty, poté byl pfidan agonista agregace
destiCek a 5 minut byla zaznamenavana probihajici agregace. Jako agonista byla
(AA) (0,5 mM/mlI) (0,5 U/ml),
adenosindifosfat (ADP) (10uM/ml) a kolagen (2ug/ml). Stuperi inhibice byl porovnavan

pouzita arachidonova kyselina dale trombin

proti negativni kontrole. Testovana latka se rozpousti v TRIS pH 7,4 nebo v DMSO.

Tab. €. 37: Hodnoty antiagregacni aktivity skopoletinu

AA-arachidonova k. TR—trombin ADP-adenosindifosfat COL-kolagen
Vzorek 5ul 25 ul 5ul 1t
0,5 mM/ml 0,5 U/ml 10 uM/ml 2 ug/ml
Kontrola 100 % 100 % 100 % 100 %
Méreni 3,2 % 73 % 22,3 % 4.3 %
Aktivita 96,8 % 27 % 77,7 % 95,7 %
Tab. ¢. 38: Hodnoty antiagregacni aktivity umbelliferonu
AA-arachidonova k. TR—trombin ADP-adenosindifosfat COL-kolagen
Vzorek 5 ul, 25 ul 5ul 1 ut
0,5 mM/ml 0,5 U/ml 10 uM/ml 2 ug/ml
Kontrola 100 % 100 % 100 % 100 %
Méreni 4,8 % 60,6 % 10,6 % 2,3 %
Aktivita 95,2 % 39,4 % 89,4 % 97,7 %
Tab. €. 39: Hodnoty antiagregacni aktivity skopolinu
AA-arachidonova k. TR—trombin ADP-adenosindifosfat COL-kolagen
Vzorek 5ul 25 ul 5ul 1t
0,5 mM/ml 0,5 U/ml 10 uM/ml 2 ug/ml
Kontrola 100 % 100 % 100 % 100 %
Méreni 102 % 102,3 % 101 % 96,5 %
Aktivita 0 % 0 % 0 % 3,5 %

Tab. €. 40: Hodnoty antiagregacni aktivity 2-methyl-1,2,3.4-butantetrolu

AA-arachidonova k. TR—trombin ADP-adenosindifosfat COL-kolagen
Vzorek 5 ul, 25 ul 5ul 1 ut
0,5 mM/ml 0,5 U/ml 10 uM/ml 2 ug/mi
Kontrola 100 % 100 % 100 % 100 %
Méreni 101,6 % 99,5 % 101,8 % 92,6 %
Aktivita 0% 0,5 % 0% 7,4 %
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Tab. €. 41: Hodnoty antiagregacni aktivity frakce petroletherové - krystaly 15-16

AA-arachidonova k. TR—trombin | ADP—adenosindifosfat COL-kolagen
Vzorek 5 ul, 25 pl 5ul 1l
0,5 mM/ml 0,5 U/ml 10 uM/ml 2 ug/mi
Kontrola 100 % 100 % 100 % 100 %
Méreni Neméreno nemeéreno nemeéreno 16 %
Aktivita* - - - 84 %

* pro malé mnozstvi provedeno jen jedno méfeni

3.9.2.2.

Méfeni hodnoty I1Cso bylo provedeno se skopoletinem a umbelliferonem. Jako

agonisté agregace byly pouzity: arachidonova kyselina (AA) v koncentraci 0,5 mM,

ADP o koncentraci 10 uM a kolagen (COL) o koncentraci 2 ug/ml. Jako standard byly

pouzity acetylsalicylova kyselina (ASA) a dipyridamol. Hodnoty ICsq v€éetné 95 %

konfidenéniho intervalu jsou uvedeny v tabulce 42.

Tab. €. 42: Hodnoty IC5, sledovanych latek a standardt

Agonista ADP [mol/l] COL [mol/] AA [mol/l]

95 % interval 95 % interval 95 % interval
Skopoletin 1,5.10° 3,9.10" 4,06.10"

(8,4.10*-2,6.10% | (2,98.10*-5,1.10" | (3,95.10* - 4,16.10%)
Umbelliferon 2,47.10°° 1,48.10° 1,2.10°3

(2,4.10°-2,53.10%) | (1,23.10°-1,77.10°) | (3,58.10 - 4,03.10%)
ASA 8,48.10° 1,61.10°

) (7,410°-9,6.10° | (1,5.10°-1,7.10?)

Dipyridamol 1,225.10"

(1,1.10% - 1,36.10") ) )
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3.9.3. Alternativni testy akutni toxicity — zastava pohybu Tubifex tubifex
Miuill.

Jednd se o alternativni, screeningovou metodu pouZivajici jako testovaci

organismus krouzkovce Tubifex tubifex Mull., hodnoti se zéstava pohybu a akutni
toxicita (mortalita) po expozici krouzkovcl testované latce podle vypracované metody
dle Tichého [128]. Metoda podava prvni prikazné vysledky akutni toxicity sledované
latky.

Test podle vypracované metody byl proveden s nasledujicimi extrakty: PZ,
FFL, FPFL a FPe. Jako referentni latka byl pouzit MnCl,.2H,O. Pro zvySeni
rozpustnosti FPe byl pouzit roztok s pfimési 1 % a 5 % DMSO.

Tab. €. 43: ECs5o PZ spolu s 95% intervalem spolehlivosti
" Polarni zbytek
1% roztok — 0,01 g/ml neaktivni
2% roztok — 0,02 g/ml neaktivni Porovnavaci roztok MnCl, .4H.O
3% roztok — 0,03 g/ml aktivni

ECso= 0,0296 g/ml (0,0320 — 0,0274)
ECs0=0,0186 g/ml (0,0210 — 0,0166) ' LCso= 0,0324 g/ml (0,0353 — 0,0298)
LCs0=0,0169 g/ml (0,0185 — 0,0155)

Tab. €. 44: ECs, FFF s 95% intervalem spolehlivosti
' Frakce fenolovych latek

1% roztok — 0,01 g/ml aktivni

Porovnavaci roztok MnCl, .4H,O
EC50=0,00244 g/ml (0,00277 —

0,00216) ECso= 0,0296 g/ml (0,0320 — 0,0274)
LCs0=0,00230 g/ml (0,00260 — LCso= 0,0324 g/ml (0,0353 — 0,0298)
0,00205)

Tab. €. 45: ECso FPFL spolu s 95% intervalem spolehlivosti
' Frakce prosta fenolovych latek

1% roztok — 0,01 g/ml neaktivni

o Porovnavaci roztok MnCl, .4H,O
5% roztok — 0,05 g/ml aktivni
ECs0= 0,0296 g/ml (0,0320 — 0,0274)

ECs0=0,0261 g/ml (0,0310 — 0,0218
% g/mi( ) LCso= 0,0324 g/ml (0,0353 — 0,0298)

LCs0=0,0273 g/ml (0,0324 — 0,0230)
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Tab. €. 46: EC5o FPe spolu s 95% intervalem spolehlivosti
' Frakce petroletherova

10% roztok s 1% DMSO — neaktivni
Porovnavaci roztok MnCl, .4H,O

10% roztok s 5% DMSO - aktivni
(pravdépodobné poskozeni nitének | ECso= 0,0296 g/ml (0,0320 — 0,0274)
DMSO) LCso= 0,0324 g/ml (0,0353 — 0,0298)

3.9.4. Test akutni toxicity (mortality) a fototoxického poskozeni povrchu
Tubifex tubifex Mull.

Jedna se opét o screeningovou metodu pouzivajici jako testovaci organismus

krouzkovce Tubifex tubifex MUll., hodnoti se akutni toxicita (mortalita) a fototoxicita
pusobena testovanou latkou (poskozeni povrchu jedinci). [129, 130]

T,

3.9.4.1.
K testu byly pouzity niténky chované v akvariu ve 4 cm vrstvé pisku s 8 cm

Cerstvé vody, koncentrace rozpusténého kysliku byla minimalné 8 mg/ml,
pH 7,5 +0,1. V akvariu bylo zajistovano vzduchovani, udrzovan cyklus 10 h svétla
a 14 h tmy ateplota 20°C. Testovani jedinci nebyli krmeni a byli drZzeni ve tmé pfi
teploté 20 £ 0,1 °C po dobu 24 h pfed pribéhem experimentu.

3.9.4.2. Prubéh experimentu

Z testovanych latek (skopoletin, umbelliferon, skopolin) byla pfipravena vodna

mikrosuspenze sonikaci na ultrazvukové vodni 14zni po dobu 0,5 h. Testovani jedinci
byli umisténi do 24 jamkovych desti¢ek, 6 jedinct v kazdé jamce. Do kazdé jamky
byla pfidana odpovidajici koncentrace testované latky a set byl umistén na 10 minut
do tmy. Od kazdé latky bylo pfipraveno 6 fedéni (koeficient fedéni 2), kazdé Fedéni
bylo testovano 3x a kazdy pokus byl 3x opakovan. Organismy byly exponovany
0,5 nebo 2 h v UV 365 nm, hustotou zafeni 0,3 mW/cm?. Kontrolni skupina jedincti
byla po celou dobu experimentu drzena ve tmé. Mortalita byla stanovena
bezprostfedné po ukonceni exponovani. Jako negativni kontrola byla pouzita Cista
voda. Citlivost organismd byla stanovena roztokem MnCl,, jeho mortalita byla
stanovena po 1 hodiné testovani. Vyhodnoceni testu se skopolinem a umbelliferonem
bylo zopakovano po 24 hodinach.
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Tab. ¢. 47: Vysledky testu fototoxicity - skopoletin

Skopoletin - testované koncentrace: 7,5 — 0,2344 mM/I

0,5 h expozice Mortalita [%] Poskozeni [Y%]

Expon. (fototoxicita) 0 0

Neexpon. (kontrola, 0 0

akutni toxicita)

2 h expozice Mortalita [%] Poskozeni [%]

Expon. (fototoxicita) 0 7,5mM—-30 %, 3,75mM—-17 %
Neexpon. (kontrola, 0 7.5mM-17 %

akutni toxicita)

Tab. €. 48: Vysledky testu fototoxicity - skopolin

Skopolin - testované koncentrace: 7,5 — 0,2344 mM/I

0,5 h expozice Mortalita [%] Poskozeni [%]
Expon. (fototoxicita) 0 0
Neexpon. (kontrola, 0 0
akutni toxicita)

2 h expozice Mortalita [%] Poskozeni [%]
Expon. (fototoxicita) 0 0
Neexpon. (kontrola, 0 0
akutni toxicita)

Vyhodnoceni po 24 hodinach od pocatku experimentu:

neexponovani :

v konc. 7,5 - 0,9375 mM reagovaly pouze nadmérnym vylou¢enim slizu

0% mortalita 0% poskozeni

exponovani :

konc. 7,5 mM 83% mortalita 100% poskozeni
konc. 3,75mM 50% mortalita 60% poskozeni
konc. 1,875 mM 0 mortalita 17% poskozeni

Tab. ¢. 49: Vysledky testu fototoxicity - umbelliferon

Umbelliferon - testované koncentrace: 10 — 0,3125 mM/I

0,5 h expozice Mortalita [%] Poskozeni [Y%]
Expon. (fototoxicita) 0 0
Neexpon. (kontrola, 0 0
akutni toxicita)

2 h expozice Mortalita [%] Poskozeni [%]
Expon. (fototoxicita) 0 0
Neexpon. (kontrola, 0 0
akutni toxicita)

105



Vyhodnoceni po 24 hodinach od pocatku experimentu:

neexponovani :

v konc. 10 MM a 5 mM 100% mortalita 0% poskozeni
v konc. 2,5 -0,3125 mM 0% mortalita 0% poskozeni

exponovani :

konc. 10,5a 2,5 mM 83% mortalita 0% poskozeni
konc. 1,25 mM 33% mortalita 0% poskozeni
konc. 0,625 — 0,3125 mM 0% mortalita 7% poskozeni

3.9.5. Antifungalni aktivita stanovena diluéni metodou

Metoda je zaloZzena na stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace (MIC), ktera
testovaného kmene. Provadi se v bujonovych nebo agarovych pudach obsahujicich
klesajici koncentraci testovanych latek nebo standardu. Jednd se o in vitro metodu.

V testu byla zvolena mikrodiluéni metoda predstavovana standardnim testem
M27-A [131]. Byly pouzity nasledujici pro clovéka patogenni kmeny - Candida
albicans (CA), C. tropicalis (CT), C. krusei (CK), C. glabrata (CG), Trichosporon
beigelli (TB), Absidia corymbifera (AC) a Trichophyton mentagrophytes (TM)
var. mentagrophytes.

K testu byly pouzity frakce polarni zbytek (PZ), frakce fenolovych latek (FFL),
frakce prosta fenolovych latek (FPFL) a frakce etherova (FEt,0). Jako standard byl
pouzit ketokonazol.

Z testovanych frakci FFL a FEt,O inhibovaly rast Candida albicans, C. krusei,
Absidia corymbifera v koncentraci 10 mg/ml po dobu 24 a 48 h a Trichophyton
mentagrophytes var. mentagrophytes v koncentraci 1 mg/ml po dobu 72 a 120 h.

Tab. €. 50: Vysledky antifungalni aktivity testovanych vzorka

MIC mg/mi

PZ FFL FPFL FEt,O
CA24,48h | >10,>10 10,10 |>10,>10| 10,10
CT24,48h |>10,>10|>10,>10|>10,>10|>10,>10
CK?24,48h |>10,>10| 10,10 |>10,>10| 10,10
CG24,48h |>10,>10|>10,>10|>10,>10 | >10,>10
TB24,48h | >10,>10|>10,>10|>10,>10|>10,>10
AC?24,48h |>10,>10| 10,10 |>10,>10| 10,10
T™M 72,120 h | >10,> 10 1,1 >10,>10 1,1

Kmen
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4. VYSLEDKY A DISKUSE



Vyzkumna prace ze zabyva farmakobotanickym hodnocenim nadzemni casti
malo prostudovaného taxonu Evolvulus alsinoides L. z Celedi Convolvulaceae, ktery
se pouziva pfi |é€bé neurodegenerativnich onemocnéni a poruch paméti. Déle je
pouzivan pro své protikfeCove, antioxidacni a protikrvacive ucinky [2, 44, 45, 46, 47,
48]. Je soudasti pripravkil s nootropnim a adaptogennim pusobenim (Mentat®,
Anxocare®) [49, 50, 58, 59, 60, 61, 68, 69, 70]. V posledni dobé& byl na trh firmou
Avicenna Company ve spolupraci s Katedrou farmaceutické botaniky a ekologie
Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové uveden kombinovany piipravek Evocen®
[51, 52].

Obsahové latky této rostliny nejsou pfili§ znamé, neni znamo, jakym
mechanismem pusobi na zlepSeni paméti a které latky jsou za toto pusobeni
odpovédné. V literatufe je uvadén v celé rostliné obsah alkaloidu evolvinu, dosud
neznamé struktury, déle pfitomnost silice, betainu, tfislovin, cukrd, protein(,
aminokyselin, fenolovych kyselin (p-hydroxybenzoova, vanilova, protokatechova
a gentisova kyselina), pentatriakontanu, triakontanu, B-sitosterolu, glykoflavonu,
4’-methoxyvitexinu, chloridu draselného a proteinl. Extrakt vykazuje pozitivni reakci
na latky fenolového typu. [2, 4, 17, 18, 19]

Studovana byla sucha nat této rostliny pavodem z Indie, ktera byla dodana
firmou Avicenna Company s.r.o. Zamérem prace bylo rozsifit poznatky o obsahovych
latkach rostliny, posoudit biologickou aktivitu frakci, izolovanych latek a stanovit
charakteristické metabolity rostliny.

V prvni €&sti projektu byl pfipraven zékladni extrakt z rostliny E. alsinoides
perkolaci 8,8 kg suSené naté 95% ethanolem. Zahustény extrakt medovité
konzistence byl rozdélen na tfi zakladni ¢asti metodou vytfepani mezi rizné polarni
rozpoustédla (petrolether, ether). Vytfepanim methanolového roztoku extraktu
petroletherem byla ziskana faze 92,1 g. Vytfepanim vodného roztoku extraktu
etherem byla ziskana faze 69,7 g. Zbyly extrakt byl zbaven rozpoustédla
a predstavoval polarni zbytek o hmotnosti 231 g.

Zpracovani tfi hlavnich ¢asti bylo provedeno metodami sloupcove
chromatografie. V pribéhu déleni extraktu byla provadéna bioassay-guided separace
vybranych ¢&asti extraktu (test antioxidacni aktivity, antiagregacni aktivity, akutni
toxicity, fototoxicity a antifungalni aktivity). U vybranych frakci byl stanoven obsah
fenolovych latek pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Byl také stanoven kvantitativni
obsah ziskanych obsahovych latek v celkovém extraktu HPLC a GC/FID metodami.
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K prvotni separaci byla vybrana hmotnostné nejvice zastoupena a na latky
bohata polarni ¢ast extraktu oznacena jako polarni zbytek (PZ) pfedstavujici 231 g.
Extrakt (230 g) byl rozdélen na sloupci polyamidu (0,1-0,2 mm, 770 g) na frakci
prostou fenolovych latek (196,5 g) a na frakci fenolovych latek (12,5 g). Obé frakce
byly dale v nékolika stupnich separovany na sloupcich silikagelu.

Frakce fenolovych latek byla podrobena kolonové chromatografii (CC) na
silikagelové koloné (L 100/200, 1200 g, 12 % vody). Bylo ziskano 65 frakci, které byly
spojeny do 26 kvalitativné odliSnych frakci. Ze spojené frakce 6 a 7 se podafilo ziskat
25 mg krystalu bilé barvy - latka 1. Latka 1 vykazovala pfi spektrofotometrické analyze
v UV oblasti 4 maxima a 2 minima. (Amax — 234, 258, 300, 349 nm a Amin — 215,
270 nm). Latka 1 byla na zakladé 'H a '*C NMR analyzy identifikovana jako
skopoletin. Frakce 8 byla vycisténa CC v mikroméfitku a naslednou rekrystalizaci
hledané latky bylo ziskdno 33 mg bilych krystall Cisté latky 2. Latka 2 vykazovala pfi
spektrofotometrické analyze v UV oblasti Anax 220 a 322 nm a Amin 232 a 259 nm.
Latka 2 byla na zakladé 'H a *C NMR analyzy identifikovana jako umbelliferon.
Ostatni frakce (1-5, 9-26) byly opétovné spojeny a podrobeny nové CC (silikagel L
100/200, 308 g, 10 % vody). Bylo ziskano 143 frakci spojenych do 35 kvalitativné
odlinych frakci. Z jednotlivych frakci se nepodafilo za pouziti Cisticich operaci ziskat
vyznamné mnozstvi krystalt. Frakce byly podrobeny hodnoceni antioxidacni aktivity,
viz nize.

Frakce prosta fenolovych latek byla podrobena hrubému déleni na silikagelové
koloné (L 200/400, 600 g, 10 % vody) a byla tak rozdélena na tfi podily znacené
FPFLHD1 (31 g), FPFLHD2 (7 g), FPFLHDS3 (5 g). P¥i pfipravé na kolonu se vyloucilo
z frakce prosté fenolovych latek znaéné mnozstvi bilych krystald anorganické latky
identifikovanych jako Na,SO,. Frakce FPFLHD1 byla podrobena CC na silikagelové
koloné (L 40/160, 359 g, 10 % vody). Ziskané frakce 1-100 byly spojeny do
22 kvalitativné odlisnych frakci. Ze spojené frakce 36-40 bylo ziskano 15 mg bilych
krystall Cisté latky 3. Latka 3 vykazovala pfi spektrofotometrické analyze v UV oblasti
Amax 339, 291, 230 nm a Anin 306, 247, 215 nm. Latka 3 byla identifikovana na zakladé
'H a ®C NMR analyzy jako skopolin. Ze spojené frakce 47-56 vykrystalizovaly velké
krystaly kosoCtverecné soustavy. Rekrystalizaci bylo ziskano 245 mg latky 4.
Naslednou 'H a C NMR analyzou byla identifikovana jako 2-methyl-1,2,3,4-
butantetrol.

Pro provedeni biologického hodnoceni byla z frakce znacené FPFLHD1 za
vyuziti diaionu HP-20 provedena izolace dostate€ného mnozstvi skopolinu.
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Chromatograficka separace této frakce byla komplikovana vysokym obsahem cukru
ajako nejlepsi volbou se ukazal pravé diaion HP-20. Diky nému bylo mozné
kvantitativné oddélit skopolin od cukerného podilu a ziskat tak dostatek latky pro
biologické hodnoceni. Frakce FPFLHD1 byla rozdélena na frakci obsahujici cukry
oznacenou (FPFLHD1-Di-H,O) a frakci bohatou na skopolin oznaéenou (FPFLHD1-
Di-EtOH), ktera byla vycisténa CC (silikagel L 100/200, 571 g, 10 % vody). Celkem
bylo ziskano 187 mg krystalt skopolinu.

Z etherové frakce bylo CC (silikagel L 200/400, 1350 g, 10 % vody) ziskano
145 frakci. Ze spojené frakce 26-50 byl vyizolovan skopoletin. Oba kumariny
(skopoletin a umbelliferon) byly prokazany ve frakcich 51-62, 63-69, 70-85 a 86-92.
Ve spojené frakci 93-117 resp. jeji podfrakci 26-45 byla zjisténa pfitomnost dusikatych
latek typu alkaloid(. Bylo izolovano jen mikromnozstvi znecisténé smeési latek, jejichz
struktura nebyla doposud uréena. Dukaz alkaloidd pomoci Dragendorffova Cinidla byl
negativni. Pfitomnost alkaloidu v tomto extraktu nebyla potvrzena. [108, 109, 110]

Analyza frakce petroletherové byla komplikovana vysokym obsahem chlorofylu
a nepolarnich latek. CC (silikagel L 100/200, 888 g, 10 % vody) bylo ziskadno
113 frakci. Zfrakci 3-4 a 5-7 (obé frakce obsahovaly identické latky) byly ziskany
8-methyldekanova a olejova kyselina a dale smés blize neidentifikovatelnych
polynenasycenych mastnych kyselin a alifatického uhlovodiku. Ve spojené frakci
15-16 byla prokdzéna pfitomnost esterd ferulové kyseliny s linearnimi alkoholy
C14 - C17. Ze spojené frakce 36-40 se preparativni chromatografii podafilo ziskat
smés palmitové, stearové a heptadekanové kyseliny, latky byly identifikovdny pomoci
plynové chromatografie s MS detekci. [111]

Celkem bylo z E. alsinoides vyizolovano deset latek (viz. tab. €. 26), které byly
identifikovany pomoci NMR, GC/MS, UV, IC a fyzikdIné chemickych metod jako
skopoletin, skopolin, umbelliferon, 2-methyl-1,2,3,4-butantetrol, ester ferulové kyseliny
s vy§§imi alkoholy a mastné kyseliny (palmitova, stearova, olejova, 8-methyldekanova
a heptadekanova). Jedna se o znamé latky, z nichz pfitomnost skopoletinu, skopolinu,
umbelliferonu, 2-methyl-1,2,3,4-butantetrolu, esteru ferulové kyseliny s vySSimi
alkoholy a mastnych kyselin (8-methyldekanové a heptadekanové) neni v rostliné
popisovana. [108, 109, 110, 111]

Pfitomnost 2-methyl-1,2,3,4-butantetrolu izolovaného a identifikovaného
nasim tymem jiz vroce 2004 byla nezavisle na naSi praci prokazana kolektivem
indickych védcul [19]. Tato latka je v E. alsinoides vyznamné zastoupena. Je soucasti
biogenetického systému syntézy isoprenoidnich latek a jeji vyznam a konecny
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metabolit v E. alsinoides se zatim nepodafilo identifikovat. Latka by se mohla
pravdépodobné ucastnit biogeneze evolvoidu A [19].

Analytickymi metodami byl stanoven kvantitativni obsah nékterych ziskanych
latek, které lze pouzit jako markery sledovaného taxonu. Kvantitativni stanoveni
kumarint bylo provedeno HPLC analyzou pfipravenych extraktl za spektrofoto-
metrické detekce stanovovanych latek a pouziti odpovidajicich standardd [119].
Rostlina obsahuje pramérné 0,02 % skopoletinu a umbelliferonu a 0,009 % skopolinu
(viz. tab. €. 29).

Kvantitativni stanoveni 2-methyl-1,2,3,4-butantetrolu bylo provedeno GC-FID
analyzou pfipravenych extraktu v laboratofi gerontologické a metabolické kliniky FN
v Hradci Kralové. Latka byla derivatizovana pomoci cinidla Tri-Sil TBT (Pierce).
Analyza byla provedena na GC Fissons 8000 s detekci FID [120]. Rostlina obsahuje
primérné 0,9 % 2-methyl-1,2,3,4-butantetrolu (viz. tab. &. 31).

V prabéhu déleni extraktu byla hodnocena biologicka ucinnost jednotlivych
frakci a ziskanych latek dostupnymi metodami.

Antioxida¢ni aktivita byla stanovena DPPH testem technikou SIA za
spektrofotometrické detekce [121] a metodou FRAP [124, 125]. DPPH metoda je
zalozena na reakci stabilniho 2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikalu (DPPH) se
vzorkem. Soucasné s méfenim bylo stanoveno mnozZstvi fenolovych latek
v jednotlivych €astech extraktu pomoci Folin-Ciocalteuova ¢€inidla [122]. Jednotlivé
frakce ziskané z déleni frakce fenolovych latek vykazovaly vyznamnéjsi antioxidacni
aktivitu. Vypoc¢tend hodnota ECsy se pohybovala v oblasti 0,2-0,9 mg/ml a jen
castecné korelovala se zjisténym obsahem fenolovych latek, coz maze byt do jisté
miry ovlivnéno riznymi mechanismy pusobeni antioxidantl (viz. tab. €. 33). Nejvyssi
antioxida¢ni aktivita v DPPH testu byla zjisténa u frakce &islo 31 (0,230 mg/ml), jejiz
obsah fenolovych latek byl 23,1 % vztazeno na galovou kyselinu. NejvySsi obsah
fenolovych latek (28,9 %) byl stanoven u frakce 28, jejiz antioxidacni aktivita byla
0,258 mg/ml. Mirna antioxida¢ni aktivita byla zjiSténa u esteru ferulové kyseliny [111].
Pouzity standard askorbova kyselina ma hodnotu ECsy 0,007 mg/ml. Antioxidacni
aktivita u jednotlivych frakci ziskanych délenim frakce prosté fenolovych latek
nevykazovala v testovanych koncentracich zvySenou aktivitu (viz. tab. €. 34). Aktivita
méfend u skopoletinu, skopolinu, umbelliferonu, 2-methyl-1,2,3,4-butantetrolu a
mastnych Kkyselin nevykazovala v testovanych koncentracich vyznamny stupen
ucinnosti. Vysledky do jisté miry potvrzuji, Zze smési latek maji mnohdy vétsi
antioxidacni aktivitu nezli jednotlivé izolované latky. Metoda FRAP na stanoveni
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antioxida¢ni ucinnosti je zalozena na principu redoxni reakce (ferric reducing
antioxidant potential). Pfi reakci redukuji antioxidanty ze vzorku komplex Fe**-2,4,6-
tri-(2-pyridyl-1,2,3-triazin) na Fe®-TPZP. Pozitivni reakce vtestu byla zjisténa u
skopoletinu, ostatni testované latky (skopolin, umbelliferon a 2-methyl-1,2,3,4-
butantetrol) byly v testu neaktivni (viz. tab. €. 36).

Méfeni trombocytarni antiagregacni aktivity probéhlo formou in vitro testu
v lidské PRP (platelet-rich plasma, plazma bohatd na desticky). Vlastni méfeni bylo
provedeno metodou podle Borna [127] a probéhlo na pfistroji Whole blood lumi-
agregometer [Ca®']; typu 500-Ca. Inkubace PRP s latkou trvala 3 minuty, poté byl
pfidan agonista agregace desticek a 5 minut zaznamenavana probihajici agregace.
Jako agonista byla pouzita arachidonova kyselina (0,5 mM/ml), trombin (0,5 U/ml),
adenosin difosfat (10 mM/ml) a kolagen (2 mg/ml). Stupen inhibice byl porovnavan
proti negativni kontrole. Zméfena antiagregacni aktivita se u sledovanych frakci
(polarni zbytek, frakce fenolovych latek, frakce prosta fenolovych latek, skopolin,
2-methyl-1,2,3,4-butantetrol) pohybovala do 10 %, coz je velmi slaby efekt, vySSi
antiagregacni ucinnost v pfedbéznych testech byla zjisSténa u esteru ferulové kyseliny
s vy8Simi alkoholy (vice jak 80 %). Vyznamnou antiagregacni aktivitu ve zvoleném
testu vykazoval pouze skopoletin a umbelliferon (vice jak 90 %, viz. tab. €. 37 — 41).

Akutni toxicita byla hodnocena alternativni metodou stanoveni akutni toxicity
zastavou pohybu Tubifex tubifex Miill. Test byl proveden standardnim postupem podle
Tichého [128] za pouziti kontrolniho roztoku MnCl,.2H,O. Pfedbézné testy akutni
toxicity nevykazovaly zvy$enou toxicitu na testovany organismus (viz. tab. €. 43 — 46).
Aktivita byla zjiSténa u 3% vodného roztoku polarniho zbytku, u 1% vodného roztoku
frakce fenolovych latek a u 5 % vodného roztoku frakce prosté fenolovych latek.
Fototoxicita byla provedena screeningovou metodu pouzivajici jako testovaci
organismus krouzkovce Tubifex tubifex Mull., hodnoti se akutni toxicita (mortalita) a
fototoxicita plsobena testovanou latkou (poskozeni povrchu jedinctl) [129,130]. Test
fototoxicity byl proveden u latek skopolinu, skopoletinu, umbelliferonu a 2-methyl-
1,2,3,4-butantetrolu. Vyznamna fototoxicita byla sledovana pouze u skopoletinu,
ostatni latky byly v testu neaktivni. U skopoletinu bylo zjisténo pfi koncentraci 7,5 mM
30 % poskozeni exponovanych jedinct oproti 17 % u neexponovanych jedinca (viz.
tab. &. 47 — 49).

Antifungalni aktivita byla provedena ve spolupraci s katedrou biologickych
a lékafskych véd standardnim testem M27-A [131]. Byly pouzity nasledujici pro
Clovéka patogenni kmeny - Candida albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata,
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Trichosporon beigellii, Absidia corymbifera a Trichophyton mentagrophytes var.
mentagrophytes. K testu byly pouzity frakce polarni zbytek, frakce fenolovych latek,
frakce prosta fenolovych latek a frakce etherova. Jako standard byl pouzit
ketokonazol. Z testovanych frakci pouze frakce fenolovych latek a frakce etherova
inhibovaly rast Candida albicans, C. krusei, Absidia corymbifera v koncentraci
10 mg/ml po dobu 24 a 48 h a Trichophyton mentagrophytes var. mentagrophytes
v koncentraci 1 mg/ml po dobu 72 a 120 h (viz. tab. €. 50). Antifungalni aktivita
kumarin byla prokazana v nékolika testech. U skopolinu bylo dokonce prokazano
synergické pusobeni spolu s testovanymi IéCivy [88, 89].

Z rostliny E. alsinoides byly izolovany jako hlavni obsahové latky kumariny
skopoletin, skopolin a umbelliferon. V nékolika jinych pokusech byla u téchto latek
prokazana antioxidaéni uc€innost a zejména byl zjistén vliv na inhibici
acetylcholinesterasy [85, 86, 87]. Na zakladé téchto informaci lze usuzovat, Ze
nootropni pusobeni rostliny muze byt zplisobeno obsahem pravé téchto kumarina,
zejména pak skopolinu. Svou roli zde také hraje zjisténa antioxidacni aktivita
prokazana ve frakcich fenolovych latek. Kolektiv Dr. Gupty [19] v provedenych testech
prokazal signifikantni adaptogenni pusobeni evolvoidu A. Jeho hydrolyzou ziskali
erythritol, 1ze tedy prfedpokladat, ze nami vyizolovany 2-methyl-1,2,3,4-butantetrol je
prekurzorem syntézy evolvoidu A a podili se tak na vzniku latky s adaptogennim

pusobenim.
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5. ZAVER



Zamérem prace bylo rozS$ifit poznatky o obsahovych latkach taxonu, posoudit
biologickou aktivitu frakci, izolovanych latek a stanovit charakteristické
metabolity rostliny.

Byl pfipraven zékladni extrakt E. alsinoides z 8,8 kg suché naté.

Frakce byly zpracovany metodami sloupcové chromatografie.

V prabéhu déleni extraktu byla provadéna bioassay-guided separace.

Byl stanoven obsah fenolovych latek.

Z polarni ¢asti extraktu (polarni zbytek) byly ziskany skopoletin, umbelliferon,
skopolin a 2-methyl-1,2,3,4-butantetrol.

V etherové frakci byla prokazana pritomnost skopoletinu a umbelliferonu.
PFitomnost alkaloidd nebyla v extraktu potvrzena.

V petroletherové frakci byla prokdzana 8-methyldekanova a olejova kyselina,
smés polynenasycenych mastnych kyselin a alifatického uhlovodiku, estery
ferulové kyseliny s linearnimi alkoholy C14 - C17 a smés palmitove, stearove
a heptadekanové kyseliny.

Byl stanoven kvantitativni obsah skopoletinu, umbelliferonu, skopolinu
a 2-methyl-1,2,3,4-butantetrolu v celkovém extraktu. Bylo provedeno
hodnoceni antioxidacni aktivity.

Bylo provedeno méreni trombocytarni antiagregacni aktivity.

Bylo provedeno hodnoceni akutni toxicity a fototoxicity.

Bylo provedeno hodnoceni antifungalni aktivity.
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8. SOUHRN



Vyzkumna prace ze zabyva farmakobotanickym hodnocenim nadzemni casti
taxonu Evolvulus alsinoides L. Tato rostlina je soucasti pfipravkd s nootropnim
a adaptogennim pusobenim. Studovana byla sucha nat pdvodem z Indie. Zamérem
prace bylo rozsifit poznatky o obsahovych latkach taxonu, posoudit biologickou
aktivitu frakci, izolovanych latek a stanovit charakteristické metabolity rostliny.

V prvni &asti projektu byl pfipraven zakladni extrakt z rostliny E. alsinoides.
Extrakt byl rozdélen na tfi zakladni ¢asti vytfepanim mezi rizné polarni rozpoustédla
(petrolether, ether). Vytfepanim methanolového roztoku extraktu petroletherem byla
ziskana frakce o hmotnosti 92,1 g. Vytfepanim vodného roztoku extraktu etherem byla
ziskdna frakce o hmotnosti 69,7 g. Zbyly extrakt byl zbaven rozpoustédlia
a predstavoval polarni zbytek o hmotnosti 231 g.

Frakce byly zpracovany metodami sloupcové chromatografie (CC). V prabéhu
déleni extraktu byla provadéna bioassay-guided separace vybranych &asti extraktu
(test akutni toxicity, fototoxicity, antioxidacni aktivity, antiagregacni aktivity
a antifungalni aktivity). U vybranych frakci byl stanoven obsah fenolovych latek reakci
s Folin-Ciocalteuovym Ccinidlem. Byl také stanoven kvantitativni obsah ziskanych
obsahovych latek v celkovém extraktu HPLC a GC/FID metodami.

Frakce znacena jako polarni zbytek (230 g) byla podrobena CC na sloupci
polyamidu. Byla ziskana frakce prosta fenolovych latek (196,5 g) a frakce fenolovych
latek (12,5 g).

Frakce fenolovych latek byla podrobena CC na silikagelu. Bylo ziskano
65 frakci, které byly spojeny do 26 kvalitativné odliSnych frakci. Ze spojené frakce
6a7 se podafilo ziskat 25 mg skopoletinu. Z frakce 8 bylo ziskdno 33 mg
umbelliferonu. Ostatni frakce (1-5, 9-26) byly opétovné spojeny a podrobeny nové CC
na silikagelu. Bylo ziskdno 143 frakci spojenych do 35 kvalitativné odliSnych frakci.
Z téchto frakci se nepodafrilo ziskat vyznamné mnozstvi novych krystalG. Frakce byly
podrobeny hodnoceni antioxidaéni aktivity.

Z frakce prosté fenolovych latek vykrystalizovaly bilé krystaly identifikované
jako Na,SO,. Tato frakce byla podrobena hrubému déleni na silikagelové koloné
a byla rozdélena na tfi podily ozna¢ené FPFLHD1 (31 g), FPFLHD2 (7 g) , FPFLHD3
(5 g). Frakce FPFLHD1 byla podrobena CC na silikagelové koloné. Ziskané frakce
1-100 byly spojeny do 22 kvalitativné odliSnych frakci. Ze spojené frakce 36-40 bylo
ziskano 15 mg skopolinu. Z frakce 47-56 vykrystalizovaly velké krystaly
kosoctvere€né soustavy (245 mg) latky 4. Krystaly byly identifikovany jako 2-methyl-
1,2,3,4-butantetrol.
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Pro provedeni biologického hodnoceni byla z FPFLHD1 za vyuziti diaionu
HP-20 provedena izolace dostateCného mnozstvi skopolinu. Z frakce FPFLHD1 bylo
ziskano 187 mg krystalt skopolinu.

Z etherové frakce bylo CC ziskano 145 frakci. Ze spojené frakce 26-50 byl
vyizolovan skopoletin. Oba kumariny (skopoletin a umbelliferon) byly prokazany ve
frakcich 51-62, 63-69, 70-85 a 86-92. V podfrakci 26-45 (spojené frakce 93-117) byla
zjisténa prfitomnost dusikatych latek typu alkaloidd. Byla izolovana jen smés znacné
znecisténych latek, jejichz struktura nebyla doposud uréena. Dukaz alkaloidd pomoci
Dragendorffova ¢inidla byl negativni. Pfitomnost alkaloidl v tomto extrakiu nebyla
zatim potvrzena.

Analyza frakce petroletherové byla komplikovana vysokym obsahem chlorofylu
a nepolarnich latek. CC bylo ziskano 113 frakci. Ze spojenych frakci 3-4 a 5-7 byly
ziskdny 8-methyldekanovd a olejova kyselina a smés blize neidentifikovatelnych
polynenasycenych mastnych kyselin a alifatického uhlovodiku. Ve spojené frakci
15-16 byla prokdzana prfitomnost estert ferulové kyseliny s linearnimi alkoholy
C14 - C17. Ze spojené frakce 36-40 se preparativni chromatografii podafrilo ziskat
smés palmitové, stearové a heptadekanové kyseliny.

Pomoci HPLC a CG-FID metod byl v rostliné stanoven procentualni obsah
skopoletinu (0,0271 %), umbelliferonu (0,0257 %), skopolinu (0,0090 %) a 2-methyl-
1,2,3,4-butantetrolu (0,870 %).

Hodnoceni antioxidaéni aktivity bylo provedeno pomoci DPPH testu
s pouzitim sekvenéni injek&éni analyzy. Zaroven bylo stanoveno mnozstvi fenolovych
latek v jednotlivych Castech extraktu pomoci Folin-Ciocalteuova cinidla. Nejvyssi
antioxida¢ni aktivita v DPPH testu byla zjisténa u frakce €islo 31 (0,230 mg/ml, obsah
fenolovych latek 23,1 %). NejvySsi obsah fenolovych latek (28,9 %) byl stanoven ve
frakci 28 (antioxidacni aktivita 0,258 mg/ml). Antioxidacni aktivita jednotlivych frakci
ziskanych z déleni frakce fenolovych latek se pohybovala v oblasti 0,2-0,9 mg/ml.
Antioxidacni aktivita parcialnich Casti extraktu byla vysSSi nez aktivita samostatnych
latek, nebot vyizolované Cisté latky neprokazaly v testovanych koncentracich
vyznamny stupen ucinnosti. Pouze ester ferulové Kkyseliny vykazoval mirnou
antioxida¢ni aktivitu. Kumariny a 2-methyl-1,2,3,4-butantetrol byly zaroven podrobeny
FRAP testu antioxidacni aktivity. Skopoletin vykazoval pozitivni vysledek 19,8 uM po
4 minutach testu v porovnani s 14,18 uM standardu troloxu.

Méfeni trombocytarni antiagregacni aktivity bylo provedeno pomoci in vitro
testu za vyuziti metody optické agregometrie. Antiagregacni aktivita u sledovanych
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frakci (polarni zbytek, frakce fenolovych latek, frakce prostd fenolovych latek,
skopolin, 2-methyl-1,2,3,4-butantetrol) se pohybovala do 10 %, coz je velmi slaby
efekt. VysSi antiagregacni Gcinnost vykazoval ester ferulové kyseliny s vySSimi
alkoholy (vice jak 80 %). Vyznamnou antiagregacni aktivitu vykazoval skopoletin
a umbelliferon (vice jak 90 %).

Hodnoceni akutni toxicity a fototoxicity byla provedena pomoci krouzkovcu
Tubifex tubifex Miill. Pfedbézné testy akutni toxicity nevykazovaly zvySenou toxicitu.
Aktivita byla zji§téna u 3% vodného roztoku polarniho zbytku, u 1% vodného roztoku
frakce fenolovych latek a u 5 % vodného roztoku frakce prosté fenolovych latek.
Fototoxicita byla hodnocena u skopolinu, skopoletinu, umbelliferonu a 2-methyl-
1,2,3,4-butantetrolu. Pouze skopoletin prokazal v testu fototoxické pusobeni. PFi
koncentraci 7,5 mM bylo poskozeni exponovanych jedincG 30 % proti 17 %
u neexponovanych jedincu.

Antifungalni aktivita byla stanovena za vyuziti testu M27-A. K testu byly pouzity
frakce polarni zbytek, frakce fenolovych latek, frakce prosta fenolovych latek a frakce
etherova. Frakce fenolovych latek a frakce etherova inhibovaly rast Candida albicans,
C. krusei, Absidia corymbifera v koncentraci 10 mg/ml po dobu 24 a 48 h
a Trichophyton mentagrophytes v koncentraci 1 mg/ml po dobu 72 a 120 h.
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9. SUMMARY



This experimental work deals with pharmaco-botanical evaluation of the aerial
part of taxon Evolvulus alsinoides L. The plant is a component of formulations with
nootropic and adaptogenic activity. A subject of the investigation was a dried herb of
the plant, which is of Indian origin. The aim of this work was to extend the knowledge
about compounds of the taxon, to evaluate biological activity of the fractions, isolated
substances and to determine characteristic metabolites of the plant.

In the first part of the project the crude extract of the plant E. alsinoides
was prepared by percolation of 8.8 kg of herb with 95% ethanol. The extract was
partitioned into three extracts by extracting by two solvents of different polarity
(petroleum ether, ether). The first fraction of weight 92.1 g was obtained by extracting
of methanolic solution of crude extract with petroleum ether. The second fraction of
weight 69.7 g was obtained by extracting of water solution of the crude extract with
ether. The remaining solvent was evaporated from the crude extract and this one
represented the third part - polar residue, yield 231 g.

The fractions were processed by the methods of column chromatography (CC).
The bioassay-guided separation of selected parts of extract (test of acute toxicity,
fototoxicity, antioxidant activity, anti-aggregation activity and antifungal activity) was
performed during separation of the extract. The content of phenolic compounds of
selected fractions was determined by reaction with Folin-Ciocalteu’s test solution.
The quantitative content of isolated substances in crude extract was established by
HPLC and GC/FID methods.

Fraction designated as polar residue (230 g) was subjected to polyamide CC.
The fraction of non-phenolic compounds (196.5 g) and the fraction of phenolic
compounds (12.5 g) were obtained.

The fraction of phenolic compounds was subjected to Si-gel CC. In total
65 fractions was obtained which were combined into 26 qualitatively different
fractions. 25 mg of scopoletin were isolated from combined fraction 6-7. 33 mg of
umbelliferone were isolated from fraction 8 of primary extract. The rest of the fractions
(1-5, 9-26) was combined again and subjected to new Si-gel CC. In total 143 fractions
were obtained which were combined to 35 qualitatively different fractions. The
significant amount of new crystals was not obtained from these fractions. The fractions
were subjected to evaluation of antioxidant activity.

White crystals identified as Na,SO4 were crystallized from the fraction of non-
phenolic compounds. This fraction was subjected to the crude separation on Si-gel
CC and was fractioned in three parts designated as FPFLHD1 (31 g), FPFLHD2 (7 g),
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FPFLHDS3 (5 g). Fraction FPFLHD1 was subjected to Si-gel CC. Obtained fractions
1-100 were combined to 22 qualitatively different fractions. 15 mg of scopolin were
isolated from combined fraction 36-40. The large crystals of orthorhombic system of
substance 4 (245 mg) crystallized from combined fraction 47-56. These crystals were
identified as 2-methyl-1,2,3,4-butanetetrol.

For the purposes of biological tests an isolation of sufficient amount of scopolin
from fraction FPFLHD1 was performed using diaione HP-20. 187 mg of crystals of
scopolin were obtained from fraction FPFLHD1.

In total 145 fractions were obtained on Si-gel CC from ether fraction.
Scopoletin was isolated from combined fraction 26-50. Both coumarines (scopoletin
and umbelliferone) were proven in combined fractions 51-62, 63-69, 70-85 and 86-92.
The presence of nitrogen substances of alkaloids structure was detected in sub-
fraction 26-45 (from combined fraction 93-117). Only the mixture of very impure
substances that's structure has not been identified yet was isolated. The proof
of alkaloids by Dragendorff’s reagent was negative. The presence of alkaloids in this
extract has not been confirmed yet.

The analysis of petroleum ether fraction was complicated by higher content
of chlorophyll and non-polar substances. In total of 113 fractions were obtained CC.
8-methyldecanic acid, oleic acid and the mixture of unidentifiable polyunsaturated fatty
acid and aliphatic hydrocarbon were isolated from combined fractions 3-4 and 5-7.
The presence of esters of ferulic acid with linear alcohols C14-16 was proved in
combined fraction 15-16. The mixture of palmitic, stearic and heptadecanic acid was
obtained from combined fraction 36-40 by preparative chromatography.

The content of scopoletin (0.0271 %), umbelliferone (0.0257 %), scopolin
(0.0090 %) and 2-methyl-1,2,3,4-butanetetrol (0.870 %) in plant was determined using
HPLC and GC-FID methods.

The evaluation of antioxidant activity was performed by DPPH test with the use
of Sequential Injection Analysis. Simultaneously the content of phenolic compounds in
particular fractions of the extract was determined using Folin-Ciocalteu‘s reagent. The
highest antioxidant activity at DPPH test was determined in fraction 31 (0.230 mg/ml,
content of phenolic compounds 23.1 %). The highest content of phenolic compounds
(28.9 %) was determined in fraction 28 (antioxidant activity 0.258 mg/ml). The
antioxidant activity of partial fractions varied in the interval from 0.2 to 0.9 mg/ml. The
antioxidant activity of partial fractions of the extract was higher than the activity of
isolated compounds because isolated pure compounds did not show significant
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activity at the tested concentrations. Only the ester of ferulic acid showed moderate
antioxidant activity. Simultaneously coumarins and 2-methyl-1,2,3,4-butanetetrol were
at the same time subjected to FRAP test of antioxidant activity. Scopoletin showed
positive result 19.8 uM after 4 minutes of test in comparison to 14.18 pM of standard
trolox.

The evaluation of thrombocyte anti-aggregation activity was performed via in
vitro test using the optic aggregation method. Anti-aggregation activity of monitored
fractions (polar residue, fraction of phenolic compounds, fraction of non-phenolic
compounds, scopolin, 2-methyl-1,2,3,4-butanetetrol) was about 10 % that is very low
effect. The ester of ferulic acid with higher alcohols showed higher anti-aggregation
activity caused by collagen (over 80 %). Scopoletin and umbelliferone showed
significant anti-aggregation activity (over 90 %).

The evaluation of acute toxicity and phototoxicity was performed using
annelidans Tubifex tubifex Mull. Preliminary tests of acute toxicity did not show higher
toxicity. The activity was found out in 3% water solution of polar residue, 1% water
solution of fraction of phenolic compounds and 5% water solution of fraction of non-
phenolic compounds. Phototoxicity was evaluated at following compounds - scopolin,
scopoletin, umbelliferone and 2-methyl-1,2,3,4-butanetetrol. Only scopoletin showed
phototoxic activity. The damage of exposed individuals was 30 % in concentration 7.5
mM in contrast to 17 % of non-exposed individuals.

The antifungal activity was determined using M27-A test. The fraction polar
residue, fraction of phenolic compounds, fraction of non-phenolic compounds and
ether fraction were used for this test. Fraction of phenolic compounds and ether
fraction had inhibited the growth of Candida albicans, C. krusei, Absidia corymbifera
in concentration 10 mg/ml for 24 and 48 hours and Trichophyton mentagrophytes

in concentration 1 mg/ml for 72 and 120 hours.
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