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| .UVOD A CIiL PRACE



Tato rigor6zni prace navazuje na diplomovou praci Fytochemicky vyzkum Adhatoda

vasica Il.

Diplomova prace byla zaméfena na izolaci biologicky u€innych latek ze susené nati
Adhatoda vasica, zvlasté chinazolinovych alkaloidd, jejich identifikaci, charakteristiku
fyzikéaln¢ chemickych vlastnosti a porovnani vysledka s literarnimi udaji. V rdmeci této
¢innosti byl izolovan alkaloid, oznaceny jako L3 se strukturou piibuznou vasicinu, kterd
byla uréena jako 3S,7-dihydroxyvasicinolon. Z divodu malého mnozstvi materialu

nebylo moZno s latkou déle pracovat.(zg)

Cilem této rigordzni prace bylo pokraCovat v izola¢nich postupech alkaloidu
oznacen¢ho L3, posoudit jeho stabilitu, pfipadné popsat degradacni produkty a ziskat
tak zpracovatelné mnozstvi, které by bylo mozno pouzit k dal§im testiim a ov¢ftit tak

jeho ptipadnou biologickou aktivitu.



Il .LITERARNI PREHLED



11.1 BOTANICKA CHARAKTERISTIKA
JUSTICIA ADHATODA.L SYN. ADHATODA VASICA NESS.

Pouzity rostlinny material byl zahrani¢nim dodavatelem oznacen synonymickym

nazvem Adhatoda vasica NESS., proto je tento nazev v dal$im textu upfednostinovan.

11.1.1 SYSTEMATICKE ZARAZENi ADHATODA VASICA NESS. )

RISE — Plantae
ODDELENI — Magnoliophyta
TRIDA — Magnoliopsida

PODTRIDA - Asteridae
NADRAD - Lamianae

RAD — Scrophulariales

CELED — Acanthaceae

ROD —Justicia L.

DRUH —Justicia adhatoda L. - synonymum - Adhatoda vasica NESS.

11.1.2 CHARAKTERISTIKA DRUHU
Justicia Adhatoda L. syn. Adhatoda vasica NESS.

Je to vytrvaly husty 1-2,5 m vysoky ket, nékdy budici dojem malého stromu,
vyskytujici se po celé Indii a v Himalajich do nadmotské vysky 1300m.n.m.

Kmen a vétve maji hladkou popelavé zbarvenou ktiru. Listy vyrtstaji vstficnég, jsou
svétle zelené barvy, voskované, po obou stranach hladké, Siroce kopinaté s kratkymi

tfapiky, dlouhé 7-17cm a 2,5-8cm Siroké.



Na epidermis listl jsou pfitomny dvou az tfibunécné bradavi¢naté trichomy a malé
zlaznaté trichomy. V mezofylu listu se nachdzi krystaly st'avelanu vapenatého.
Kvétenstvi tvoti stopkaté klasy vyristajici z vnéjsich pazdi listl, kvétni lizko je obaleno
ttemi velikymi listeny. Kvéty jsou vstiicné, kalich je péticipy, koruna zvonovita

s kratkou trubkou a Sirokym hrdlem. Horni pysk je klenuty, spodni Siroky a hluboce
ttidilny, oba jsou bilé s purpurovymi pruhy na spodni ¢asti, popiipadée rizove ¢i
purpurove.

Ty¢inky maji dlouhé nitky se dvéma prasniky.

Plodem je malé tobolka se ¢tyfmi hladkymi semeny. @

Drogu tvoii cerstvé ¢i suSené listy. SuSenim listy nabyvaji kaln¢ hnédé barvy,
charakteristické ving a vyrazng horké chuti.®

11.1.3 CHARAKTERISTIKA OBSAHOVYCH LATEK

11.1.3.1 Alkaloidy
V rostlin€ byly identifikovany chinazolinové alkaloidy a pyrolidinonové alkaloidy.

11.1.3.1.1 Chinazolinové alkaloidy™”

Vasicin (peganin)
Vasicin je hlavnim rostlinnym alkaloidem, ktery se
N nachazi prevazné v listech rostliny. Je opticky aktivni a
N/ oH V rostlin€ se nachazi obvykle jako racemat.
Opticka otagivost S-formy je [o] 254 (2.44 % CHCIy).
Hodnota teploty tani je 211- 212 °C.
Latka je chemicky nestabilni, podléha fotochemické

oxidaci, pfi které pfechazi na vasicinon.®

Vasicinon
0 Je to druhy nejhojnéji zastoupeny alkaloid, nachéazi se v
listech rostliny, v malém zastoupeni i v kvétech. Je
N opticky aktivni, naméfena opticka otacivost [o]p-129
N/ OH (CHCI3) az [a]p-78 (CHCl3) se pravdépodobné vztahuje
k racematu.

10



Hodnota teploty tani je 200-201 °C.

Vasicinol

Nachazi se v kofenech, listech a semenech, je opticky

HO
N l aktivni.
N/ OH Hodnota teploty tani je 270-273 °C.

Vasicolin
N NMe, Nachézi se ve vSech Castech rostliny, hodnota teploty
N/ tani je 135 °C
Vasicinin

Byl izolovan z kvétenstvi, teplota tani je 208 °C.

Vasicinolon

o Nachazi se v kofenech rostliny, teplota tani ¢ini 279 °C.

a7

N

Vasnetin

o Alkaloid byl izolovan z listii. Teplota tani se

N
—
N COOMe

pohybuje v rozmezi 185-187 °C.

HN

Anisotin

Nachazi se v listech, teplota tani se pohybuje

V rozmezi 189-190 °C.

O

COOMe

NHMe
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Adhatodin

N
N - - <z . N
(j\ﬂ Nachazi se ve vSech castech rostliny, teplota tani je
N/ 183 °C

COOMe
NHMe
Demethoxyaniflorin
(@
N Alkaloid se nachazi v listech. Teplota tani se pohybuje
— V rozmezi 128-129 °C.

N OH

NMe,

Adhavasinon

[e) Alkaloid byl ziskan izolaci

z listdi. Neni opticky aktivni.
N
=
N

OH
OMe

1,2,3,9-Tetrahydro-5-methoxypyrrolo[2,1-b]quinazolin-3-ol

N
//‘:k Nachazi se v listech ve formé racematu, hodnota teploty
N

oy tanise pohybuje v rozmezi 224-225 °C.

1-phenyl-2-methyl-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-tetrahydroisochinolinon

11.1.3.1.2 Pyrrolidinonové alkaloidy

Vasicol
/OH
T Alkaloid byl izolovan z kofend, je opticky aktivni. Zméfena teplota

N —0 tani se pohybuje v rozmezi 133-134°C.

I
c

2 12
H.N



Acetamido-dihydropyridoindol

(M ®)

11.1.3.2 Flavonoidy a flavonoidni glykosidy

Apigenin
A jeho C-glukosidy

Vitexin

Isovitexin apigenin

Xylosilvitexin

Rhamnosilvitexin

C-glykosid Violanthin

Kvercetin

Astragalin

Kempferol
a jeho glykosidy kvercetin

11.1.3.3 Chalkony a chalkonové glykosidy

2',4-Dihydroxychalkon



2'-Hydroxy-4-methoxychalkon

2’-hydroxy-4-glukosyloxychalkon

11.1.3.4 Silice

Nachazi se v listech a kvétech rostliny, ob& maji svétle Zlutou barvu a nepfijemny
zéapach.
Silice kvéth se sklada ze 36-ti komponent. Silice listd je tvofena smési vice nez 50-ti

latek.®

11.1.3.5 DalSi obsahové latky

11.L1.3.5.1 Monokarboxylové kyseliny(lo)
linolenova

arachidonovéa

linoleova

palmitova

olejova

11.1.3.5.2 Alkoholy a ketony

V nadzemnich ¢éstech rostliny (11 (12)
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29-methyltriakontan-1-ol
37-hydroxy29-Methyl-1-triakontanol
37-hydroxy,hexatetrakont-1-en-15-on
hentetrakontan-19-on

11.1.3.5.3 Ethylglykosidy

Eleutherosid C

CH,OH Nachdzi se ve vSech ¢astech rostliny, teplota tani ¢ini 140 °C. (D
OH O
OH ve form¢ a[1D-pyranosy
OEt
OH

Ethyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-galaktopyranosid

11.2 BIOLOGICKE UCINKY

11.2.1 TRADICNI POUZITI

Adhatoda vasica je v oblastech svého vyskytu tradi¢né uzivana jako 1é¢iva rostlina.
Pomoci piipravki z listi a kofentll jsou lé€ena onemocnéni respira¢niho systému od
kasle a chtipky po bronchitidu a astma. V tradi¢ni ¢inské medicin€ je uzivéana pii
krvacivych stavech, naptiklad lokalnim krvaceni pfi peptickém viedu ¢i hemeroidech
nebo menorrhagii.

Nejcéastéjsimi lékovymi formami jsou sirupy, tinktury, odvary a extrakty. Cerstva §t4va

z listhi je tradicn€ pomocnym lékem TBC.

11.2.2 UCINEK NA RESPIRACNI SYSTEM
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Nositelem tc¢inku jsou alkaloidy, pfevazné€ vasicin a vasicinon. Vasicin vykazuje
brochodilata¢ni aktivitu srovnatelnou s theophyllinem. Vasicinon vykazuje in vivo
bronchokonstrikéni aktivitu. Pfi podani obou alkaloidi v poméru 1:1 dochézi

k potenciaci bronchodilataéniho G&inku. ™ t©)

Po podani standardizovaného extraktu morc¢atiim, byla prokazana po p.o. podani

antitussicka aktivita srovnatelna s kodeinem, po iv. podani 1/20 az 1/40 této aktivity.(17)

11.2.3 UTEROSTIMULACNI A ABORTIVNI UCINKY

Vyrazné uterotonické u¢inky byly zjistény u alkaloidu vasicinu, jenZ ma srovnatelné

stimuladni G&inky na d&lohu jako oxytocin.*” Vyvolava rytmické kontrakce myometria
ruznych zivocisnych druhti, véetné dloveka. ™ Suchy extrakt podavany krysam vykazal
100% abortivni tginnost.*® Za mechanismus t¢inku je povazovan zasah do systému na

urovni uvolnovani prostaglandinﬁ.(zo) (@1@2)

11.2.4 ANTITUBERKULOTICKA AKTIVITA

V listech obsazené silice inhibuji rast nékterych kmentt Mycobacterium tuberculosis pii
podani v mnozstvi 2 — 20 pg/mg.?¥

Bromhexin a ambroxol, syntetické derivaty vasicinu, piisobi jako pH dependentni
ristové inhibitory M.tuberculosis. Jsou vhodné jako podptrné prostiedky pii 1€¢bé
tuberkulosy.®®

11.2.5 ANTIBAKTERIALNi UCINKY

Pii testovani methanolickych extraktd z Adhatoda vasica vykazala alkaloidni frakce
vyraznou antibakterialni aktivitu. Jako citlivé se ukazali G+ bakterie Str.foecalis, Staph.
aureus, Staph. epidermidis a G- bakterie E.coli.®®

Bé&hem testovani rostlinnych extraktl pro pouZiti k dezinfekci vody byla prokazana
nejvyssi antibakteridlni u¢innost pii pH 6,5.7

Vysokou tc¢innost proti bakteriim a kvasinkam mayji také rostlinné silice z kvéta 1

listi.®®

11.2.6 HYPOGLYKEMICKY UCINEK
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Systematické podavani syntetickych derivatl vasicinu snizuje abnormalni hladiny

glykoproteinii v mo¢i diabetiki.

YV v

Ethanolicky extrakt byl ispésné testovan na hypoglykemickou aktivitu u kralika a

krys. (30) (31)

11.2.7 ToxXICITA

Extrakty jsou obecné povazovany za bezpe¢né pii huménnim uziti. Mezi nezadouci

ucinky po uziti vysokych davek patii drazdéni, zvraceni a prij em,®? listy jsou toxickeé
pro niz§i formy Zivota.“?

Reprodukeéni toxicita nebyla potvrzena.(zz)
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111 .ZPRACOVANI ROSTLINNEHO MATERIALU

111.1 CHEMIKALIE, CHROMATOGRAFICKY MATERIAL A
PRISTROJE

111.1.1 CHEMIKALIE

- Diethylether p.a.

Dusi¢nan bismutity ¢. (Bi (NO3)3)
- Ethanol 70% destilovany (EtOH 70%)
- Ethanol 96% destilovany (EtOH 96%)
- Ethylacetat p.a. (EtAc)

- Hexakyanozelezitan draselny ¢. (K3[Fe(CN)g])
- Hydroxid amonny 26% (NH4OH)
- Chlorid zelezity ¢. (FeCls)

18



Chloroform p.a. (CHCly)

Jodid draselny (KI)

Kyselina chlorista 3% ¢. (HC1O4)

Kyselina mraven¢i p.a. (HCOOH)

Kyselina octova 99.8% p.a. (CH3COOH ledova)

Methanol p.a. (MeOH)
Vanilin 99% ¢.
Xylen p.a (Xy)
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111.1.2 CHROMATOGRAFICKY MATERIAL

- TLC desky — aluminiové

Silica Gel 60 F254 — 200x200mm (MERCK)

Silica Gel 60 —200x200mm (MERCK)
Pro kontrolni TLC byl zvolen objem nanaSek 10ul respektive 20ul .
Pro standardni nanasky byl zvolen objem 10, 20 a 40ul

111.1.3 PRISTROJE

- rotacni vakuova odparka Biichi Rotavapor R-114
- detek¢éni UV lampa Camag 254/366nm
- ultrazvukova lazent Sonorex Super 10P (Bandelin)
- LINOMAT 5 — naneseni standardni nanasky suSené proudem dusiku
-  CAMAG TLC scanner 3 — detekce vyvinutych chromatogramti, prométeni UV spekter
- HPLC — Knauer Preparative pump K-1800

BUCHI Fraction colector B-484

Detektor MERCK KNAUER

Kolona HIBAR, PRE-PACKED COLUMN RT 250x25mm, 7um,

napln LiCHrosorb RP — 18

111.2 PREHLED MOBILNICH FAZI, DETEKCNICH CINIDEL A
STANDARDU PRO TLC

111.2.1 CHROMATOGRAFICKE SOUSTAVY

S1 - CHCI3: MeOH 85:15
S2 — CHCl3 : MeOH 80: 20
S3 - CHCl3 : MeOH 75:25
S4 — CHCI3 : MeOH 70:30

111.2.2 DETEKCNI CINIDLA
V prvni fazi byla detekce provadéna expozici chromatogramu paprskim UV254 a

UV366.

16



D1 — Dragendorfovo ¢inidlo

zasobni roztok — roztok 1+ roztok 2 smisit v poméru 1:1

roztok 1- 0,85g bazického Bi (NOg3)3 + 10ml CH3COOH ledové + 40ml H,O
roztok 2- 8g K1 + 30ml H,O
V cas potieby se zasobni roztok nafedi 2ml CH3COOH ledové + 10ml H,O

D2 — 1% roztok vanilinu v EtOH + 3% HCIO4 v poméru 1:1
po postiiku zahtat na cca 100°C

D3 - 1g KI se povati s 50ml H,0 a 2ml CH3COOH, dokud se nerozpusti. Poté se
doplni H,O na 100ml.

111.2.3 STANDARDY

Vasicin — ziskan izolaci na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie Faf UK v HK.
Vasicinon - ziskan izolaci na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie Faf UK v HK.

(29)

L3 — ziskana izolaci v Diplomové praci " na Katedie farmaceutické botaniky a

ekologie Faf UK v HK.

Standardy alkaloidti byly nanaSeny ve formé 1% methanolickych roztoki.
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111.3 ZPRACOVANI ROSTLINNEHO MATERIALU

111.3.1 SCHEMA I.

SUSENA DROGA

l

PERKOLACE

ETHANOLICKY EXTRAKT

/

VODNA SLOZKA

EXTRAKCEl

ETHYLACETATOVY EXTRAKT

l

DELENI NA SILICAGELOVE KOLONE

~

Frakce 28-32

e

L3

rekrystalizace

|

N\

Matecny louh L3

MeOh CHCI3

'

|

C

D

\

ROZPOUSTENI VE VODE

NEROZPUSTNY PODIL

Ostatni frakce

Matecny louh 28-32

MeOh

CHCI3
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111.3.2 PRACE S MATECNYMI LOUHY L3

K praci byly pouzity matecné louhy z frakci 28-32, po d€leni na silikagelové kolong,

V nichz se vyskytovala L3.

Provedena orienta¢ni TLC 3 s mate¢nymi louhy z frakce 28-32 z kolony a mate¢nym

louhem po rekrystalizaci L3.

111.3.2.1 TLC1

Adsorbent - Silica Gel F254
Mobilni faze — S1

Detekce — UV 254, D2
Standard — L3 konc. 2,28%

Nanaska — mate¢ny louh frakce 28-32 z kolony (f 25.32)

matec¢ny louh L3 po rekrystalizaci (ML 3)

Obr. ¢. 1
schéma TLC1

i 1 1
+ } +
L3 2832 MLL3

Rf standardu L3 je 0,53
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Vzorky piecistény vyuzitim rozdilné rozpustnosti latek v CHCl3 a MeOH. Vsechny vzorky
rozpustény nejprve v prebytku CHCls, roztok odfiltrovan a nerozpustny zbytek rozpustén

VvV MeOH. Poté provedena TLC 4.

111.3.2.2 TLC2

Adsorbent - Silica Gel F254
Mobilni faze — S3

Detekce — UV 254, D1
Standard — L3 konc. 2,28%

Nanaska - A— (fpg.30) vCHCI3
B — (f 28-32) v MeOH
C - (MLg3) v MeOH
D — (MLy3) v CHCI;

Obr. ¢.2
Schéma TLC2
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Ve frakcich rozpustnych v CHCI3 byly po detekci UV ptitomny skvrny s Rf hodnotou 0,7,

které se po detekci ¢inidlem D1 a nésledném zahtati zbarvily do oranzova. Rf standardu
byla 0,76, v Zadném z ostatnich vzorkl neni pfitomna latka se stejnou Rf hodnotou,

vzorek C se déli na dvé skvrny s Rf 0,77 a Rf 0,66 a vzorek B Rf O,72.

U latek s Rf hodnotou 0,7 provedena detekce dalsimi ¢inidly
D2 NEGATIVNI{
D3 NEGATIVNI

Objemn¢;jsi vzorek D, ponechan krystalizovat, se ziskanymi krystaly provedena TLC 3
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111.3.2.3 TLC 3
Adsorbent - Silica Gel F254

Mobilni faze — S2
Detekce — UV 254, D1
Standard — L3 (izolovana v DP), konc. 2,28%

Nanaska — vzorek D

Obr. ¢. 3
Schéma TLC3

e
<

L3 D-

Rf hodnoty 0,67 L3 i krystali koresponduji, po detekci ¢inidlem D1 a zahtati se skvrna

odpovidajici krystalim zabarvila oranzové.
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111.3.3 SCHEMA I1.

SUCHA DROGA

v
PERKOLACE

ETHANOLICKY EXTRAKT

ROZPOUSTENI VE VODE

VODNA SLOZKA NEROZPUSTNY PODIL
l EXTRAKCE
ETHYLACETATOVY EXTRAKT
1.PODIL S CHLOROFYLEM OSTATNI FRAKCE

|

1. HPLC

l\\\

HPLC1

HPLC2

HPLC3 HPLC4

HPLCS

HPLC6

l

2. HPLC

— 0\

HPLC A
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111.3.4 ZPRACOVANI 1. ETHYLACETATOVEHO PODILU

Vychozi mnozstvi materialu ¢inilo 1,0561g suchého extraktu. Pro ovéfeni pfitomnosti L3

Vv extraktu a miry degradac¢nich procest byla provedena TLCI.

111.3.4.1 TLC4

Adsorbent - Silica Gel F254

Mobilni faze S1

Detekce — UV 254, denzitometr pii 280nm, Dragendorfovo ¢inidlo
Standard — L3 (izolovana v DP), konc. 2,28%

Nanaska — EtAc Extrakt v konc. 0,96%, linomat 20pl

Obr. ¢. 4
Schéma TLC4

1! 1
EtAc Extr. L3
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111.3.4.2 Vysledky denzitometrického méreni

Obr. ¢. 5

Tabulka hodnoceni chromatogramu EtAc extraktu

Start Start Max Max Max End End Area

Peak Rf Height Rf Height % Rf Height Area %o Assigned substance
1 0.00 0.0 0.00 1555 3.48 0.02 0.2 1198.3 0.39 8
2 0.04 0.4 0.07 66.1 1.48 0.09 0.3 2499.1 0.81 10
3 0.10 0.3 0.15° 441 099 0.18 24 .1 2845.4 0.92 12
4 0.19 224 0.21 38.8 0.87 0.22 33.8 1290.7 0.42 13
5 0.23 336 024 52:5 117 027 39.4 2324.8 0.76 11
6 0.31 444 0.34 85.8 1.92 0.36 64.9 44753 1.45 9

7 0.43 86.9 049 2752 615 052 1765 22860.6 7.43 7
8 0.53 176.1 0.61 5741 12.84 0.65 367.8 61114.8 19.85 6
9 0.65 367.8 0.73 6456 14.44 0.74 6284 62673.6  20.36 2
10 0.75 628.1 077 713.1 1595 0382 5236 62670.3 20.36 1
11 0.82 5236 085 6356 14.21 0.88 5856 43898 .1 14.26 3
12 0.90 585.7 090 5879 13.15 0.91 5750 8164.9 2.65 5
13 0.91 5750 0.92 5973 13.36 0.99 0.8 31861.4 10.35 4

Obr. ¢. 6

Hodnoceni chromatogramu EtAc extraktu

800 n1 @ 254 nm
5 2 @ 253 @ 254 nm
700 6 @ 254)m 54 @ 254
G600
500
400 7@ 5 |
300
1B @ 254 nm
P eesga L@fr.(.l'. Zf’“ "
100 o | al |
Bk i o i
804 0.16 0.36 0.56 0.76 0.96
Obr. ¢. 7
Tabulka hodnoceni chromatogramu L3
Start Start Max Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height % Rf Height Area %o Assigned substance
Peak deleted by operator
1 57 13,2 062 251.53 7376 066 121 13497.7 70.98 6
Peak deleted by operator
2m 0.91 346 - 0.94 89.4 26.24 0.99 03 5519.4 29.02 4
Obr. ¢. 8
Hodnoceni chromatogramu L3
got oie 03e oe  o:e ode
20 r/ S B
100
@ s¢
120
500
320
300 e @ set uw
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UV detekce prokazala pfitomnost velkého mnozstvi latek, i skvrnu s Rf hodnotou v oblasti
Rf standardu, pro ovéteni pritomnosti L3 bylo pouzito UV spekter.
Na zaklad¢ denzitometrické detekce vytipovany Ctyfi zajimavé latky, s nejvetsim

pomérnym zastoupenim, pro dal$i zpracovani. Jedna se o latky oznacené jako 1, 2, 3 a 6.

Latka ¢ 1 s absorpénim maximem v oblasti 276nm. Rf 0,77
Latka ¢ 2 s absorpénim maximem v oblasti 315nm. Rf 0,73
Latka ¢ 3 s absorpénim maximem v oblasti 297nm. Rf 0,85
Latka ¢. 6, s absorpénim maximem v oblasti 277nm. Rf O,61
standard L3 ma Rf 0,62, velmi blizko L6

Obr. ¢. 9
UV spektrum latky €.6 a standardu L3

100.0 - . — . . 100.0
[AU] [AU]
80.0 80.0
700 4 N 70.0
60.0 60.0
50.0 50.0
40.0 40.0
30.0 b \ 30.0
20.0 \l 20.0
10.0 N g 10.0

99000 250.0 300.0 350.0 [nm] a50.u°°

T ___Rf__Substance o JMERC R

1 061Rf6 277 nm
0.62 Rf 231 nm

Po netspésném pokusu o krystalizaci pouZzita pro separaci jednotlivych slozek ze zbylého

extraktu preparativni HPLCI.
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111.3.4.3 PREPARATIVNI HPLC &. 1

Izokraticka HPLC
Mobilni faze H,O : MeOH 50:50

Rychlost 18ml/min

Pumpa : KNAUER Preparative pump K-1800

Detektor : MERCK KNAUER

Sbéra¢ : BUCHI B-484 Fraction collector

Kolona : MERCK, HIBAR PRE-PACKED COLUMN RT 250x25mm, LiCHrosorb RP18,

7um

Cely extrakt rozdé€len na Sest frakci, které byly oznaceny jako Hplc 1 — 6.
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Po zahusténi jednotlivych frakci byla provedena TLC 5

Aby bylo mozno orienta¢né urcit zda jsou zkoumané latky ptivodni, nebo zda jde o

degradacni produkty, byl piipraven srovnavaci extrakt z Cisté drogy.

111.3.44 TLC5

Adsorbent - Silica Gel F254
Mobilni faze — S1
Detekce — UV 254, denzitometr pii 280nm
Standard — L3 (izolovana v DP)
vasicinon
Nanaska — HPLC 1-6 a krystaly z HPLC 6, linomat 20yl

Cerstvy extrakt, linomat 20pl

111.3.4.5 Priprava ¢erstvého extraktu

1g susené nati Adhatoda vasica, stejny jako pro celou extrakci, byl extrahovan do Sml
EtOH 70% za studena po dobu 30min v ultrazvukové 1azni, poté byl extrakt odfiltrovan a
doplnén lihem (70%) do 10ml.

111.3.4.6 Vysledky denzitometrického méreni

Obr. ¢. 11
Tabulka hodnoceni chromatogramu dréhy odpovidajici HPLC 5
Start Stat Max Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height % Rf Height Area % Assigned substance
1 050 1443 055 3743 1193 057 3132 289754 12.17 Substance 6
2 057 3132 059 4598 1465 060 4530 209372 8.80 Substance 5
3 060 4530 064 5974 1904 066 4898 445187 18.70 Substance 4
4 066 4898 070 7513 2394 075 4096 783577 32.92 Substance 7
5 075 4096 0.77 460.7 1468 079 436.7 26040.5 10.94 Substance 2
6 079 4367 080 4942 1575 088 333 392260 1648 Substance 3
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Obr. ¢. 12
Hodnoceni chromatogramu drahy odpovidajici HPLC 5

1000
900 |
Substance 7 @ 254 n
800
700 Substance 4 @ 254 nm
Subst
o Itanct\! ESu?:lnlm?u mo‘e 2;;«
500 hce 6 39254 nm
400
300
200
100 S
803~ 037 o031 057 077 087

Obr. ¢. 13
Tabulka hodnoceni chromatogramu drahy odpovidajici HPLC 6

Start Stat Max Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height %  Rf Height Area % Assigned substance
{062 1900 067 3342 1500 068 3083 25687.9 15.54 Substance 7
2 068 3083 071 5020 2253 073 3593 298423 18.06 Substance 1
3 073 3593 077 7569 3393 080 5772 600722 36.34 Substance 2
4 080 5772 083 6358 2854 088 870 496839 30.06 Substance 3
Obr. €. 14

Hodnoceni chromatogramu drahy odpovidajici HPLC 6

1000 \
. Substance 2 @
800 |

Substance 3
700
600 Supstance 1 @ 254
500
e7 @ 254 nm
400
300
200
100] 1A\
N IORES A S|
—8.03 0.17 0.37 0.57 0.77 0.97
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Obr. ¢. 15
Tabulka hodnoceni chromatogramu drahy odpovidajici krystalim z HPLC 6

Start Start Max Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height %  Rf Height Area % Assigned substance

Peak deleted by operalor

2 067 419 072 7891 6704 077 891 654039 7093 Substance 1
Peak deleted by operator

3 081 1072 083 2327 1977 090 711 193538 20.99 Substance 3

Obr. ¢. 16

Hodnoceni chromatogramu drahy odpovidajici krystaliim z HPLC 6
1000 |
900 Substance 1 @ 254
800
700
600
500

400
I:Subslance :
00 Substance|5 @ 254 nm

200

100 T

S (TR |
863 0.17 0.37 0.57 0.77 0.97

Obr. ¢. 17
UV spektrum Substance 5

100.0 1000

(AU) \ [AV]
80.0 \/\ //\\ L 80.0
7004 X \/\ 70.0

60.0

60.0 1

50.0 / 50.0
40.0 L 40.0
30.0 1 \J ' L 30.0
200 1 - 20,0
10.0 10.0
00 0.0

200.0 250.0 300.0 350.0 (nm) 4500

T Rf  Substance Max. @

7 0.59 Rf Substance 5 200 nm

9 0.60 Rf Substance 5 230 nm
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Obr. ¢. 18
UV spektrum Substance 1

100.0 100.0
[AU] A - [AU]
80.0 1 + 80.0
70.0 1 + 70.0
60.0 L 60.0
50.0 - + 50.0
40.0 L 40.0
30.0 - + 30.0
20.0 - L 20.0
10.0 A + 10.0
0.0 0.0
200.0 250.0 300.0 350.0 [nm] 450.0
T Rf Substance Max. @
8 0.71 Rf Substance 1 230 nm
9 0.72 Rf Substance 1 230 nm

Frakce HPLC 5 je smési vice latek, jako zajimava se jevila latka oznacend jako Substance
5 s Rf 0,56, jejiz UV spektrum (obr. 17, modra kiivka) je ve velmi dobré shod¢ s UV
spektrem L3 (obr.9, modré kiivka). Rf L3 v této soustavé je 0,6. Pro pfili§ malé mnoZstvi

materialu, nebyla frakce dale zpracovavana.

Ve frakci HPLC 6 se nachdzi vyrazna latka s Rf hodnotou 0,7 oznacena jako Substance 1,
stejna latka se nachazela i v draze odpovidajici krystalom z HPLC 6, Rf hodnoty 0,71 a
0,72 koresponduji, UV spektra jsou si velmi blizka. Opétovny pokus 0 krystalizaci
nepiinesl uspokojivé vysledky. Proto byly obé frakce spojeny a dale déleny pomoci

preparativni HPLC2.
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111.3.4.7 PREPARATIVNI HPLC ¢&. 2

Precisténi frakce HPLC 6, délen hlavni pik

Izokraticka HPLC

Mobilni faze H,0 : MeOH 50:50

Rychlost 18ml/min

Pumpa : KNAUER Preparative pump K-1800

Detektor: MERCK KNAUER

Sbéra¢ : BUCHI B-484 Fraction collector

Kolona : MERCK, HIBAR PRE-PACKED COLUMN RT 250x25mm, LiCHrosorb RP18,
7um

Ziskany celkem tfi frakce, které byly oznaceny jako H6 1-3.
H6 1 retenc¢ni ¢as 15min
H6 2 reten¢ni ¢as 17,2min

H6 3 reten¢ni ¢as 18,6min
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Po zahusténi jednotlivych frakci provedena TLC 12

111.3.48 TLC 12

Adsorbent - Silica Gel F254

Mobilni faze — S4

Detekce — denzitometr pti 280nm

Nanaska — H6 1 — konc., linomat 40ul
H6 2 - konc., linomat 40ul
H6 3 - konc., linomat 40ul
H6 1 —dil., linomat 20yl
H6 2 — dil., linomat 20yl
H6 3 —dil., linomat 20yl

111.3.4.9 Vysledky denzitometrického méreni

Obr. ¢. 20

Hodnoceni chromatogramu drahy odpovidajici Substanci 1

All tracks at 254 nm

[AUT] 7

200

1.009
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Obr. ¢. 21

Tabulka hodnoceni chromatogramu drahy 1-6 odpovidajici nejvyssim pikim

Start Start Max Max Max End End Area  Assigned
Track Rf Height Rf Height % Rf Height Area %  substance
H61 083 40,1 090 3835 7842 095 454 29283,7 88,93 Substance 1
konc.
H62 084 338 0,90 4485 80,65 094 64,6 270855 8590 Substance 1
konc.
H63 084 77,3 090 613,3 88,08 095 71,8 400365 92,12 Substance 1
konc.
H64 085 221 090 1286 67,23 094 53,3 101235 79,71 Substance 1
dil.
H65 084 205 0,90 2926 6577 093 645 15692,1 75,78 Substance 1
dil.
H66 084 359 0,89 4440 76,61 092 955 22648,4 79,92 Substance 1
dil.
Obr. ¢. 22

Tabulka hodnoceni chromatogramu drah odpovidajicich Substanci 1

T Rf Substance Max. @
fione. 0.90 Rf Substance 1 203 nm
2... 0.90 Rf Subztanc 241 nm
3ione 0.90 Rf Substance 1 299 nm
1 0.90 Rf Substance 1 200 nm
24 0.90 Rf £ e 1 299 nm
3a 0.89 Rf Substance 1 299 nm
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Obr. ¢. 23
UV spektra drah odpovidajicich Substanci 1

1000 100.0
[AU] 1 [AU])
80.0 - 80.0
700 {\ 70.0
60.0 60.0
500 50.0
40.0 40.0
300 30.0
200 20.0
100 10.0
00 = 00

2000 2500 3000 350  [nm)  450v

Reakce Substance 1 ve vSech drahach H6 1-3 s €inidly D1 a D2 negativni.

Pro pfili§ malé mnoZstvi materialu byla prace v tomto bod¢ ukoncena.
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Vyuziti 1é¢ivych G¢inkd Adhatoda vasica NESS. ma v indickém Iécitelstvi dlouhou tradici.
Za hlavniho nositele biologickych ucinkl byly oznaceny chinazolinové alkaloidy, hlavné
vasicin a vasicinolon. Vzhledem k tomu, Ze vétSina vyzkumnych praci, ktera byla
provadéna v misté vyskytu rostliny, jihovychodni Asii, ma rozporuplné a malo
reprodukovatelné zavéry, je v soucasnosti provadén dalsi vyzkum s cilem ziskani vice
validnich vysledkl. Katedra farmaceutické botaniky a ekologie je zapojena do vyzkumné
prace, jejimz cilem je urcit a popsat jednotlivé obsahové latky v souladu se zapadnimi
védeckymi standardy a izolovat je v Cisté formé, aby bylo mozno testovat jejich ptipadnou

biologickou aktivitu.

Béhem diplomové prace Fytochemicky vyzkum Adhatoda vasica 11.%9, na kterou tato
prace navazuje, byla izolovana bila krystalicka latka oznacend jako L3, kterd byla na
zaklad¢ vysledki méfeni 13CNMR a IHNMR spekter uréena jako chinazolinovy alkaloid,
se strukturou ptibuznou vasicinu. Dalsi analyzy na Katedfe organické a anorganické
chemie pfedpokladanou strukturu 3S,7-dihydroxyvasicinolon potvrdily a kone¢na syntéza
pfinesla latku shodné struktury, ta je nyni pfedmétem biologickych pokusti. Vzhledem

k tomu, Ze chinazolinové alkaloidy vasisin a vasicinon jsou znamy jako latky biologicky

aktivni, je pravdépodobné, Ze i tato latka by mohla mit téZ podobné vlastnosti.

V rigordzni praci bylo pokracovéano v izola¢nich postupech diplomové prace s cilem
ziskat zpracovatelné mnozstvi krystall alkaloidu oznacen¢ho jako L3, 3S,7-
dihydroxyvasicinolonu, které by bylo mozno pouzit k dal§im pievazné biologickym testiim
a ovéfit tak jeho ptipadnou biologickou aktivitu. Proto byly shroméazdény vSechny
meziprodukty ziskané v priibéhu piedchozi extrakce, které by mohly alkaloid oznaceny L3
obsahovat, a byly dale zpracovavany s cilem izolovat dalsi krystaly L3, poptipadé¢ dalsi
latky. Vzhledem k tomu, Ze chinazolinové alkaloidy vasicin, vasicinon atd. jsou znamy
jako latky nestalé, snadno podléhajici oxida¢nim procestim, zvlasté pod vlivem slune¢niho
zafeni a zvySené teploty(4), oc¢ekavala se pfitomnost degradacnich produkti L3 i

V pouzitych vzorcich.

Jako prvni byly vybrany mate¢né louhy, ze kterych byla latka ziskana krystalizaci. Jedna

se 0 zbytek frakce 28-32 (f,g.32) ziskané délenim na silicagelové kolon¢ a mate¢ny louh L3

(ML 3), odpadni produkt pfi piecistovani L3 rekrystalizaci (viz. schéma 1). VSechny tyto
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vzorky byly skladovéany v lednici ve formé zahuSténych roztokl po dobu asi Sesti mésict.
Pro ovéteni pfitomnosti L3 v roztocich fog.32 @ ML 3 byla provedena orienta¢ni TLC1 (viz.
Obr.1). Skvrna s Rf okolo 0,53 odpovidajici standardu (L3), se nachazela v obou vzorcich,
po detekei ¢inidlem D2 se vSak obé skvrny barvily fialové, zatimco L3 s ¢inidlem D2

nereaguje.

Pro dalsi praci byly vzorky piecistény vyuzitim rozdilné rozpustnosti latek v chloroformu a
methanolu. Dosud byla pouzivana jako rozpoustédlo smes methanolu a chloroformu

V poméru 85:15. Protoze L3 je Spatné rozpustna v chloroformu, byly nejprve vSechny
vzorky rozpustény v chloroformu a ptefiltrovany a nerozpustny zbytek byl rozpustén

Vv piebytku methanolu. Poté byla se vS§emi frakcemi provedena TLC2 (viz. Obr.2.), vzorky
byly oznaceny A f2g.32 V CHClI3. B f25.32 v MeOH; C ML 3v MeOH; D ML 3v CHCl3. Ve
frakei rozpusténych v chloroformu (A, D) byly pod UV lampou jasné skvrny s Rf 0,7,
které se po detekci ¢inidlem D1 barvily do oranzova. L3 méla Rf 0,76 a s ¢inidlem D1
nereaguje. V methanolickém roztoku B, byla jedna skvrna s Rf 0,72 nereagujici s D1 a

vV MeOH roztoku C se vydélily dvé skvrny s Rf 0,77 a 0,66 barvicich se do oranZova po
detekci D1. U latek s Rf 0,77, rozpusténych v chloroformu (ze vz. A,D) byla provedena
orientacni detekce Cinidly D2 a D3, v§echny reakce byly negativni.

Objemnéjsi vzorek D byl ponechan krystalizovat, ze ziskanymi drobnymi bilymi krystaly
byla provedena TLC3 (viz. Obr. 3). Rf hodnoty 0,67 L3 1 krystali koresponduji, po detekci
¢inidlem D1 a zahtati se skvrna odpovidajici krystalim ze vzorku D barvi oranzové, L3
nereaguje. Latky tedy nejspisSe nejsou totozné, pravdépodobné by se mohlo jednat o dalsi
alkaloid, ktery se chova v soustavé S2 stejné jako L3, zatimco v polarné;si soustaveé S3
zUstava bliZe startu. Pozitivni reakce s ¢inidlem D1 po zahtati by tomu takeé
nasvédcovala.Vzhledem k tomu, Ze latka byla ziskana z mate¢ného louhu po izolaci L3,
ktery byl delsi dobu skladovan v lednici a alkaloidy Adhatoda vasica jsou znamy jako
nestalé létky(4), je velmi pravdépodobné Ze se jedna o degrada¢ni produkt L3. Vzhledem

k malému mnozstvi materialu nebylo mozno tento piedpoklad ovéfit a prace byla v tomto

bodé€ ukoncena.
Dalsim vzorkem, ktery byl vybran jako potencialni zdroj L3, byl prvni podil

ethylacetatového extraktu (viz. Schéma 2), ktery byl béhem ptedchozi extrakce vytazen

pro pfili§ vysoky obsah chlorofylu. Tento podil byl po pfedchozi extrakei zahustén na
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vakuové odparce a skladovan v lednici. Mnozstvi vychoziho materidlu ¢inilo 1,056g

suchého extraktu.

Vzhledem k jiz konstatované nestabilit¢ alkaloidi, byla nejprve provedena srovnavaci TLC
se standardem L3, aby prokazala, zda je alkaloid ve frakci pfitomen. Protoze se jednalo o
velmi bohaty extrakt, nebylo mozné hodnotit chromatogram vizualné pod UV lampou a

k detkci bylo vyuzito denzitometrie. Jako zajimava se jevila oblast s Rf hodnotami 0,53—

0,82 odpovidajici tyfem pikiim. P1's A max 276nm a Rf 0,77; P2s A max 315nm a Rf

0,73; P3s A max 297nm a Rf 0,85; P6 s A max 277nm a Rf 0,61. (viz obr. &. 5,6) Rf

standardu v soustavé byla 0,62. Protoze Rf P6 a L3 jsou velmi blizké, byla porovnana UV
spektra (viz. Obr. €.9). Ukazalo se, ze UV spektra latek se neshoduji, vykazuji vSak nékteré

spole¢né znaky a je mozné, Ze by mohlo jit o posuny zptsobené vlivem necistot.

Pokus o krystalizaci z extraktu nebyl Gispé$ny a k separaci byla pouZita preparativni
HPLC. lzokratickou HPLC1 s mobilni fazi voda:methanol 1:1 byl extrakt rozdélen na Sest
frakci, které byly oznaceny jako HPLC 1-6 (viz obr. €. 10). Po zahusténi byly vzorky
ponechény krystalizovat. Ziskany byly pouze velice Spinavé krystaly, které vypadly

z frakci HPLC 6 a v malém mnozstvi i z HPLCS. Vsechny frakce a roztok ziskanych
krystal byly naneseny na TLCS. Pro srovnani, zda se jedna o latky pivodni, nebo o
degradac¢ni produkty byl pfipraven Cerstvy ethanolicky extrakt ze suSené drogy. Jako
standardy byly naneseny vasicinon a L3.

Vizuélni hodnoceni chromatogramu pod UV ukazalo, Ze se jedna o smési latek, navic
vyrazng znec€isténé chlorofylem, piivodnost latek v suché droze tak nebylo mozné
posoudit. Pro denzitometrické hodnoceni byly vybrany frakce, které mély tendenci
krystalizovat, tj. HPLCS a HPLC6 a roztok ziskanych krystalli, ve kterych byla patrna
vyrazna skvrna s Rf blizko cile.

Vysledky denzitometrického prométeni téchto drah ukazaly, ze ve frakci HPLC 5 se
nachdzi latka s Rf 0,56 oznacena jako Substance 5 (viz obr. €. 11,12,15,16) s Cistym UV

spektrem A max 230nm (obr. ¢. 17), které je v dobré shodé s UV spektrem L3 A max

231nm (obr. €. 9). Rf L3 v této soustavé je 0,61. Latka oznacend jako Substance 5 se
nachazela také v draze odpovidajici krystaliim z HPLC 6 jeji Rf hodnota je 0,6, UV

spektrum se ale 1isi (obr. €. 17). Vzhledem k malému mnozstvi materidlu nebylo mozno
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potvrdit pfitomnost L3 ve frakci HPLC 5 ptipadné v krystalech z HPLC 6 a prace musela
byt ukoncena.

Ve frakci HPLC 6 se nachazela vyrazna latka oznac¢ena jako Substance 1 s Rf 0,71 a

Amax 230nm (viz obr. &. 13-16). Latka s blizkou Rf 0,71 a velice blizkym UV spektrem

Amax 230nm (viz obr. ¢. 18) tvotila majoritni podil frakce odpovidajici krystaliim, které
vypadly z HPLC 6. Byl proto zopakovan pokus o krystalizaci, bylo sice ziskano malé
mnozstvi krystalti, byly vSak natolik znecisténé, ze byly znovu rozpustény a pro separaci

této latky byla zvolena preparativni HPLC2.

Vychoziho materidlu pro preparativni HPLC2 bylo cca 0,3g ve formé suchého extraktu.
Rozdélen byl do tii frakci oznacenych Hg 1-3 s retenénimi ¢asy Hg 1 — 15min, Hg 2 -
17,2min a Hg 3 - 18,6min (viz obr. ¢. 19). Po zahusténi byla provedena TLC 6, nanaSena
byla kazda frakce dvakrat, vzdy v nizsi (20 pl) a vyssi (40 ul) koncentraci, oznac¢eno jako
dil. respektive konc. K detekci byla vyuzita opét denzitometrie.

Ve vSech vzorcich byla detekovéana latka oznacend jako Substance 1 (viz obr. €. 20,21)

s Rf 0,9, coz odpovida Rf L3 v pouzité délici soustave (S4). UV spektra Substance 1

Z jednotlivych drah se neshoduji, avsak spektra H6 2 (konc. i dil.) a H6 3(konc. i dil.)
vykazuji n¢které shodné rysy (viz obr. €. 23) jako absorpéni maxima v oblasti okolo 240 a
300 nm a minima v oblasti okolo 220 a 250-270 nm. Je mozné, Ze posuny ve spektrech
jsou zpusobeny vlivem necistot. UV spektrum L3 (viz obr. €. 9) neni ve shod¢€ ani s jednim
ze spekter H6 1-3. Je mozné, Ze by se mohlo jednat o néjakou dalsi latku, mozna
degradacni produkt L3.

Pro moZnost potvrzeni alkaloidni struktury byla provedena detekce ¢inidly D1 a D2 na
chromatogramu TLC6. Reakce s obéma cinidly byla negativni, stejné se vSak chova i L3.

Z ditvodu malého mnozZstvi materialu byla prace v tomto bodé€ ukoncena.
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Ukolem této rigordzni prace bylo ziskat zpracovatelné mnozstvi krystali L3, uréené jako
3S,7-dihydroxyvasicinolon, z meziprodukti ziskanych v prubéhu jeho izolace v ramci

(29)

diplomové¢ prace “~, posoudit jeho stabilitu, poptipad¢ popsat jeho degradacni produkty.

Zhodnocenim ziskanych vzorkl bylo dosazeno téchto vysledk.

1. V mate¢nych louzich L3 (3S,7-dihydroxyvasicinolon) byly detekovany latky,
chovajici se jako alkaloidy, zadna vsSak nevykazovala shodné chovani s L3. Je
pravdépodobné, ze se jedna o jeho degradacni produkty.

2. Ve frakci 5 ziskané izokratickou HPLC ethylacetatového extraktu se nachazela
latka, kterd vykazovala stejné charakteristiky (Rf, UV spektrum, reakce
s detek¢nimi €inidly) jako L3 (3S,7-dihydroxyvasicinolon).

3. Ptitomnost L3 (3S,7-dihydroxyvasicinolon) nemohla byt potvrzena z divodu
malého mnozstvi materialu.

4. Ve frakci HPLC 6 se nachdzela latka, jejiz nékteré fyzikalné-chemické
charakteristiky odpovidaly vlastnostem dfive izolovanych alkaloidt.

5. Totoznost této latky nemohla byt urcena, nebot’ se ani po precisténi pomoci

preparativni HPLC nepodafilo ziskat zpracovatelné mnozstvi Cistych krystalt.
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