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Vyzkumna prace ze zabyva farmakobotanickym hodnocenim nadzemni casti

taxonu Evolvulus alsinoides L. Tato rostlina je soucasti pripravku s nootropnim

a adaptogennim pusobenim. Studovana byla sucha nat puvodem z Indie. Zamerem
prace bylo rozsirit poznatky o obsahovych latkach taxonu, posoudit biologickou
aktivitu frakci, izolovanych latek a stanovit charakteristické metabolity rostliny.

V prvni casti projektu byl pripraven zakladni extrakt z rostliny E. alsinoides.

Extrakt byl rozdelen na tri zakladni casti vytrepanim mezi ruzne polarni rozpoustedla
(petrolether, ether). Vytrepanim methanolového roztoku extraktu petroletherem byla
ziskana frakce o hmotnosti 92,1 g. Vytrepanim vodného roztoku extraktu etherem byla
ziskana frakce o hmotnosti 69,7 g. Zbyly extrakt byl zbaven rozpoustedla

a predstavoval polarni zbytek o hmotnosti 231 g.

Frakce byly zpracovany metodami sloupcové chromatografie (CC). V prubehu

deleni extraktu byla provadena bioassay-guided separace vybranych casti extraktu
(test akutni toxicity, fototoxicity, antioxidacni aktivity, antiagregacni aktivity

a antifungalni aktivity). U vybranych frakci byl stanoven obsah fenolovych latek reakci
s Folin-Ciocalteuovym cinidlem. 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 kvalitativne odliSnych frakci. Ze spojené frakce

6 a 7 se podarilo ziskat 25 mg skopoletinu. Z frakce 8 bylo ziskano 33 mg
umbelliferonu. Ostatni frakce (1-5, 9-26) byly opetovne spojeny a podrobeny nové CC
na silikagelu. Bylo ziskano 143 frakci spojenych do 35 kvalitativne odliSnych frakci.

Z techto frakci se nepodarilo ziskat vyznamné mnozstvi novych krystalu. Frakce byly
podrobeny hodnoceni antioxidacni aktivity.

Z frakce prosté fenolovych latek vykrystalizovaly bilé krystaly identifikované

jako Na2SOa. Tato frakce byla podrobena hrubému deleni na silikagelové kolone

a byla rozdelena na tri podily oznacené FPFLHD1 (31 g), FPFLHD2 (7 g) , FPFLHD3
(5 g). Frakce FPFLHDL1 byla podrobena CC na silikagelové kolone. Ziskané frakce
1-100 byly spojeny do 22 kvalitativne odliSnych frakci. Ze spojené frakce 36-40 bylo
ziskano 15 mg skopolinu. Z frakce 47-56 vykrystalizovaly velké krystaly
kosoctverecné 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 krystalu 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
zjiStena pritomnost dusikatych latek typu alkaloidu. Byla izolovana jen smes znacne
znecistenych latek, jejichz struktura nebyla doposud urcena. Dukaz alkaloidu pomoci
Dragendorffova cinidla byl negativni. Pritomnost alkaloidu v tomto extraktu 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
ziskany 8-methyldekanova a olejova kyselina a smes bliZze neidentifikovatelnych
polynenasycenych mastnych kyselin a alifatického uhlovodiku. Ve spojené frakci



15-16 byla prokazana pritomnost esteru ferulové kyseliny s linearnimi alkoholy

C14 - C17. Ze spojené frakce 36-40 se preparativni chromatografii podarilo ziskat
smes palmitové, stearové a heptadekanové kyseliny.

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

Hodnoceni antioxidacni aktivity bylo provedeno pomoci DPPH testu

s pouzitim sekvencni injekcni analyzy. Zaroven bylo stanoveno mnozstvi fenolovych
latek v jednotlivych castech extraktu pomoci Folin-Ciocalteuova cinidla. Nejvyssi
antioxidacni aktivita v DPPH testu byla zjiStena u frakce cislo 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 deleni frakce fenolovych latek se pohybovala v oblasti 0,2-0,9 mg/ml.
Antioxidacni aktivita parcialnich casti extraktu byla vy$Si nez aktivita samostatnych
latek, nebot vyizolované cisté latky neprokazaly v testovanych koncentracich
vyznamny stupen ucinnosti. Pouze ester ferulové kyseliny vykazoval mirnou
antioxidacni 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 yM standardu troloxu.

Mereni 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 prosta fenolovych latek,
skopolin, 2-methyl-1,2,3,4-butantetrol) se pohybovala do 10 %, coz je velmi slaby
efekt. VyS§sSi antiagregacni ucinnost vykazoval ester ferulové kyseliny s vy$Simi
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 Mull. Predbezné testy akutni toxicity nevykazovaly zvySenou toxicitu.
Aktivita byla zjiStena 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. Pri
koncentraci 7,5 mM bylo poSkozeni exponovanych jedincu 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 rust 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.



