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Vypracovanie literarnej reSerSe na tému nechtik lekarsky, vyznamné obsahové latky,
metddy ich analyzy

Optimalizacia extrakcie a hydrolyzy esterov faradiolu

Vyvoj, optimalizacia a validacia metddy pre stanovenie faradiolu

Aplikacia vyvinutej metddy na kvantifikaciu faradiolu vo vybranych genotypoch
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Interpretacia dat a zhodnotenie jednotlivych genotypov



1 UVOD

V sucasnej dobe su zname mnohé latky s protizapalovymi uc¢inkami. Medzi
najucinnejsie patria glukokortikoidy s radou neziaducich Ucinkov, ktoré su pri¢inou
hl'adania novych lietivych latok. Dalsi vyznamny zdroj protizapalovych latok je nechtik
lekarsky, ktorého extrakty su priddvané do Sirokého spektra pripravkov pouzivanych v
koznom lekarstve. Nechtik lekarsky (Calendula officinalis L.) sa tradi¢ne pouzival pri
liecbe zapalov vnutornych organov, gastrointestindlnych vredov, ako diuretikum a
pouziva sa aj na zapaly ustnej a hltanovej sliznice, rany a popaleniny (Y oshikawa et al.,
2001). Je tiez pouzivany v alternativnej medicine, pri lieceni povrchovych vredov a
bodnuti hmyzom. Etericky olej z tejto rastliny sa pouZiva na upokojene centralneho

nervového systému (Miliauskas et al., 2004).

Nechtik lekarsky obsahuje karotenoidy, steroly, flavonoidy, polysacharidy a d’alSie
latky. NajdolezitejsSimi protizdpalovymi latkami nechtiku lekarskeho su vSak
triterpenoidy a ich estery. V extrakte zo sukveti Calendula officinalis L. bolo
identifikovanych 8 bioaktivnych monoesterov, z ktorych najucinnejSie zlozky boli
predovSetkym faradiolové estery. Faradiol patri medzi pentacyklické triterpenoidy,
ktoré sa v prirode vyskytuji vel'mi Casto. V nechtiku lekdrskom sa okrem faradiolu
nachadzaju aj d’alSie triterpenoidné zluceniny, medzi ktoré patri arnidiol, calenduladiol
a maniladiol. Najvicsie percentudlne zastupenie v suchych kvetoch ma vSak faradiol a
jeho estery. Protizdpalovd aktivita réznych extraktov je uUmernd obsahu
faradiolmonoesteru, ktory moéze slazit ako vhodny parameter pre hodnotenie kvality
pripravkov s obsahom nechtiku lekarskeho (Kasparova, 2008). Na hodnotenie tohto
parametru sme pracovali s genotypmi nechtiku lekarskeho z Génovej banky

Vyskumného tstavu rastlinnej vyroby, v.v.i.

Génova banka Vyskumného ustavu rastlinnej vyroby, v.v.i. je inStitlicia zabyvajlica
sa, okrem iného, hodnotenim, konzervaciou a vyuzivanim genofondu rastlin. Prikladom
je genofond nechtiku lekarskeho, v ktorom st §tudované vybrané terpenoidné zluceniny

a podl'a nich posudzovana miera jeho hojivych tc¢inkov.

Bakalarska praca je taktiez zamerand na vyvoj vhodnej validovanej metody pre
analyzu vybranych terpenoidov. Predpokladame, ze druh Calendula officinalis L. s
najvacsim obsahom faradiolu, dosahuje najvicSej protizépalovej a antiedematdznej

aktivity.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Nechtik lekarsky

Calendula, nechtik, je bylina alebo ker so striedavymi jednoduchymi listami,
S jednotlivymi stopkovymi ubormi, ktorych 16zko je bez plevic, s neplodnymi,
obojakymi, trubicovitymi kvetmi vter¢i asjednou az troma radami okrajovych
samicich, jazykovitych oranzovozltych plodnych kvetov. Nazky su kosdkovite zahnuté,
bez péaperia. Spravidla nemajii mliecnice, Casto sa vSak vytvoria schizogenné kanaliky
so silicami. V 'udovom lieCitel'stve a sucasnej medicine sa pouzivaju jeho listy (Folia
Calendulae), ubory (Anthodia Calendulae) ahlavne jazykovité kvety (Flores
Calendulae). Rod nechtik ma priblizne 20 druhov (Novak et al., 1958).

Calendula officinalis L., nechtik lekarsky, je 1 — 2 ro¢na pestovana aromaticka
bylina, ktorej byl’ je bohato vetvena a cela listnata. Dorast4 az do vysky 60 cm. Spodné
listy st vajcovitého tvaru s kratkou stopkou, horné listy st kopijovité a prisadnuté
(Jahodaf, 2011). Povrch listov je chlpaty amierne lepkavy. Ubory (Anthodia
Calendulae) anajmé jazykovité kvety syto Zzltej a oranzovej farby sa vyuzivaji vo
farmakologii a dermatologii. Nechtik rastie dobre v slne¢nych polohach, pri kliceni

potrebuje dostatok vlahy a kvitne od juna do zaciatku jesene (Kasparova, 2008).

Nechtikovy kvet sa pouziva ako antiflogistikum vo forme nalevu, masti alebo
nechtikovej tinktiry. Nalev sa pouziva k vyplachu ust pri zapalovych ochoreniach
ustnej dutiny a hltanu, Casto je tiez vyuzivany ako ocné kvapky a ma upokojujiice
ucinky na vyrazky po podrazdeni (Safdar et al., 2010). Nechtikova mast’ vykazuje silné
protizdpalové a hojivé ucinky, pouZiva sa na kozné zapaly, vredy, kfcové Zily, pri
lieCeni ekzému a akné. K oSetreniu povrchovych poraneni sa pouzivaju obklady
s nechtikovou tinktarou, ktord ma hojivé, regeneracné a mierne dezinfek¢né
a protizapalové ucinky. Nechtik je Cistiaca a detoxifikacna bylina, ktora lie¢i chronické
infekcie. VysuSené kvety maja antipyretické, protizapalové a protinadorové ucinky.
Tato antisepticka a antifungalna rastlina sa pouziva tiez pri povrchovych zraneniach, pri

lieCeni jaziev a znamkach zacervenalej pokozky (Kasparova, 2008).
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2.2 Vyznamné obsahové latky

2.2.1 Karotenoidy

Karotenoidy su lipofilné organické latky zo skupiny tetraterpenoidov. Patria medzi
prirodné pigmenty vyskytujuce sa prevazne vo fotosynteticky aktivnych organizmoch.
V rastline su karotenoidy syntetizované vyhradne v plastidoch a uskladiiované
v chromoplastoch. Z hladiska chemickej $truktiry predstavuji karotenoidy izoprénové
zlGceniny, ktoré vznikli biosyntézou dvoch koncovych molekal Czo geranylgeranyl
difostatu (Britton, 1995). Takto sa vyprodukuje rodicovska kostra Cao a vSetky varidcie
karotenoidov st od nej odvodené. Karotenoidy st rozdelené do dvoch skupin: karotény
a xantofyly. Karotény st vyhradne uhlovodikové karotenoidy zlozené len z atdémov
vodika a uhlika ako a-karotén, B-karotén a lykopén. Xantofyly si zndme ako okyslicené
derivaty uhlovodikov, ktoré obsahuji minimalne jednu -keto, -hydroxy alebo -epoxid
funkénu skupinu. Patria knim zeaxantin alutein (-hydroxy), spiriloxantin (-
metoxy), anteraxantin  (-epoxid) a dalsie (Ramawat a Merillon, 2013). Za
charakteristické ZIt¢ aZ Cervené sfarbenie su zodpovedné retazce konjugovanych
dvojitych vézieb, ktoré st Vv drvivej vacsine v polohe -trans. Podmienuju sfarbenie
plodov a kvetov rastlin, ale aj masla, zrniek kukurice a peria vtakov a d’alsie. Mnozstvo
rastlinami produkovanych tetraterpénov (najmé B-karoténu a luteinu) sa odhaduje na

108 ton roéne (Nagy et al., 2011).

Nechtik lekarsky vo svojich sukvetiach hromadi velké mnozstvo karotenoidov.
V zavislosti na mnozstve azlozeni je odtien afarba kvetov rozna. Na mnozstvo
karotenoidov v kvete nechtiku vplyva mnoho faktorov — odroda, kultivacia a Cas zberu
(Bako et al., 2002), tiez enviromentalne faktory ako mineralne zlozenie pddy, teplota,
kyslik a svetlo (Piccaglia et al., 1999). Celkovy obsah karotenoidov sa zist'uje pomocou
chromatografickych metod ako stipcova chromatografia (CC), chromatografia na tenkej
vrstve (TLC) avysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC). V nechtiku
lekarskom sa obsah karotenoidov pohybuje vrozmedzi od 7-8 %. V extraktoch
zltooranzovych a oranzovych lupetioch kvetov bolo identifikovanych 19 rdéznych
karotenoidov. 10 karotenoidov je Specifickych pre oranzovo sfarbené druhy, z nich sa
V najvicsom mnozstve nachadza flavoxantin (Obr. 1), hlavny pigment nechtikovych
kvetov, ktory spdsobuje ich znaéné zafarbenie (Kishimoto, 2005). Dalsie hlavné

pigmenty su lutein, rubixantin, B-karotén, y-karotén a lykopén.
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Obr. 1 Chemicka $truktara flavoxantinu.

2.2.2 Fytosteroly

Rastlinné steroly, fytosteroly, patria medzi tetracyklické lipofilné zluceniny prirodzene
sa vyskytujuce v rastlinach. Su stavebnou zlozkou tiel rastlin, ktoré ovplyviuja
fyziologické procesy. Ich funkciou je tiez ovplyviiovanie permeability a zmena fluidity
v bunke. Struktirna kostra fytosterolov je rovnaka ako kostra cholesterolu. Ich
chemicka S$truktira sa od Struktury cholesterolu odliSuje len pritomnostou
modifikovanych postrannych retazcov na uhliku C17 (Ling a Jones, 1995). Biosyntéza
prebieha niekol’kymi drahami, napriklad polymeraciou izoprénu mevalonatovou dréhou.
Touto polymeraciou vznika skvalén , ktory podlieha cyklizacii na 2,3-oxidoskvalén.
Samotnd syntéza prebicha pomocou 30 enzymaticky katalyzovanych reakcii.
Enzymatické kroky u rastlin s fotosyntetickym aparatom premienaju 2.3-oxidoskvalen
na cykloartenol a ten je premienany na potrebny fytosterol (Benveniste, 1986; 2004).

V prirode bolo identifikovanych priblizne 40 fytosterolov. Hydrogenaciou dvojitej
vazby cholesterolu v polohe C5 vznikaju fytostanoly. Kampestanol a B-sitostanol su
nasytené formy kampesterolu a B-sitosterolu (Ostlund et al., 2003), priCom najviac
vyskytujuci sa je B-sitosterol (65 %), kampesterol av menSej miere stigmasterol.
K identifikacii a kvantifikacii fytosterolov sa pouzivaji metédy HPLC, plynova
chromatografia s hmotnostnym spektrometrom (GC-MS) aplynova rozdelovacia
chromatografia (GLC). Za ich vyuzitia boli v nechtiku lekarskom identifikované
nasledujuce steroly: cholestanol, kampestanol, stigmastanol, cholest-7-én-3-B-ol, 24-
metylcholest-7-én-3-B-ol, stigmast-7-én-3-B-ol, cholesterol, kampesterol, sitosterol, 24-
metylcholesta-5,22-dién-3-B-ol, 24-metyléncholesterol, stigmasterol a klerosterol.
Vsetky identifikované steroly sa vyskytovali vo forme volnych zlicenin, sterolovych

esterov, tiez glukozidov, acylovanych glukozidov a vo vode rozpustnych komplexov

(Adler a Kasprzyk, 1975).
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2.2.3 Kumariny

Kumariny st aromatické latky obsiahnuté hlavne v semenach a kvetoch rastlin. Svojou
Struktirou su kumariny derivaty a-chroménu. Vznikaji z cis-formy kyseliny o-
hydroxyskoricovej vytvorenim laktonu. Prekurzory kumarinu v rastlindch su glykozidy
kyseliny o-kumarovej (trans-forma) a kyseliny kumarinovej (cis-forma), ktoré su
enzymom isomerazou udrzované vo vzajomnej rovnovahe (Spilkova et al., 2016).
Glykozidy sa pri suSeni Stiepia a vytvara sa lakton volnej kyseliny kumarinovej
a kumariny, ktoré st zodpovedné za charakteristickl vonu. V sGc¢asnosti pozname asi
1 300 kumarinovych derivatov, priCom vo va¢Som mnozstve sa vyskytuju iba
v ¢el'adiach Fabaceae, Apiaceae, Asteraceae a Rutaceae (Nagy et al., 2011).

V klinickej medicine maji kumariny hojné vyuzitie. Za ich lie¢ivy ucinok je
zodpovedny nenasyteny laktonovy kruh. Kumariny pozitivne pdsobia na centralnu
nervovu sustavu, maji hypnotické ucinky, znizuju teplotu, senzibilizuju kozu na slne¢né
Ziarenie a pouzivaju sa preto k lieCeniu vitiliga (Spilkova et al., 2016).

V kvetoch nechtika sa vyskytuje malé mnozstvo kumarinov, prevazne

hydroxykumarinov. Je detegovanych 5 derivatov (Obr. 2) — umbelliferon, aeskuletin,

aeskulin, cichoriin a skopoletin (Olennikov a Kashchenko, 2014).

5 4 Substitucia v polohe
6 7
6 NN umbelliferon - OH
aeskuletin OH OH
; 2 acskulin 0-Gle OH
@) \ cichoriin OH 0-Glc
8 1 O skopoletin OCH, OH

Obr.2 Chemicka Struktara kumarinu a jeho derivatov vyskytujucich sa v nechtiku lekarskom.
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2.2.4 Silice

Silice st prchavé, olejovité, vonné latky, vo vode tazko rozpustné a obvykle
komplexného zlozenia. Spravidla sa skladaji z velkého poctu chemickych zlucenin, su
zastipené latky vSetkych biogenetickych skupin. Najcastej§imi zlozkami su
monoterpény, seskviterpény a fenylpropany. Seskviterpény a monoterpény nadobudaji
acyklicka, monocykickt, bicyklicka a tricyklicka Struktaru. Silice ziskané z kvetov
nechtiku lekarskeho boli zloZzené hlavne zo seskviterpénov. Farnezyldifosfat, ako ich
prekurzor, vznikd spojenim troch Cs stavebnych jednotiek. Seskviterpény mozno
rozdelit na mono- adi-seskviterpény. VaicSina je tvorena acyklickou alebo
monocyklickou Struktiirou, pricom materskd kostra vzdy pochadza z Cis zlic€enin.
Velku skupinu bicyklickych mono-seskviterénov predstavuji mono-seskviterpénové
laktony so zabudovanym y- alebo d-laktonovym kruhom. Z viac ako 4 000 struktir

tohto typu bola vicsina izolovana z ¢el'ade Asteraceae (Nagy et al., 2011).

Vytazok silic z Calendula officinalis L. je 0,3% (Chalchat et al., 1991), pricom
analyza daného extraktu odhalila velké mnozstvo chemickych zlu€enin. Esencidlne
oleje nechtiku lekarskeho su charakterizované y-murolénom, o-kadinénom, a-
muurololom, t-muurololom, epi-a a a-kadinolom v réznom percentudlnom zastipeni

podl'a geografického pdvodu, vegetativneho Stadia a pripravy vzorku (Marczal et al.,

1987).

Extrakcia silic nechtiku prebicha destilaciou s vodnou parou a nasledna analyza
pomocou headspace-mikroextrakcie (HS-SPME) a GC-MS. Identifikovanych je
priblizne 27 zlG¢enin, avsak hlavnymi komponentami extraktu nechtiku st 6-kadinén

(22,5 %) a a-kadinol (20,4 %) (Gazim et al., 2008).

2.2.5 Polysacharidy

Polysacharidy st jednym zo zakladnych zdrojov organicky viazaného uhliku v rastline,
sut vo vode nerozpustné amaju hlavne stavebni azdsobni funkciu. St to
vysokomolekularne polykondenzaty, ktoré maji vo svojom retazci zabudovanych viac
ako 10 monosacharidovych jednotiek. Podl'a produktov vznikajucich pri hydrolyze sa
delia na pentozany (CsHgOs)n, kedy hydrolyzou vznikli pentoézy, a hexozany
(CsH1005)n, ktoré znaia vznik hexo6z. Z hladiska zabudovania monosacharidovych

jednotiek sa rozdel'uju na homopolysacharidy — zostavené z rovnakych monosacharidov
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a heteropolysacharidy, ktoré maji retazec tvoreny roéznymi stavebnymi jednotkami.
Medzi farmaceuticky dolezité heteropolysacharidy patria glukuronomanuronany
(kyselina  alginovd),  arabinogalaktdny  (arabska  guma, tragant, slizy),
ramnogalakturonany (pektiny) glykozaminoglykdny (kyselina hyalurénova, heparin)

a d’alsie (Spilkova et al., 2016).

Percentudlne zastipenie polysacharidov v nechtiku lekarskom tvori priblizne 15 %.
Bolo zistené, ze polysacharidy obsiahnuté v danej rastline s tvorené o-D-galaktanmi
s rozvetvenim v pozicii C6. Sacharidova kompozicia vo vetveni zahfiiala glukézu,
galaktozu, xylulozu, ramnoézu aurdénové Kkyseliny (Moiseeva a Belikov, 1992).
V dalsich stadiach boli v kvetoch nechtiku identifikované tri homogénne polysacharidy.
Analyza ukazala, ze vSetky tri polysacharidy Calendula officinalis L. obsahuju (1—3) —
viazany B-D-galaktanovy skelet s miestom vetvenia na C6, pricom bocné retazce
pozostavaju z kratkych jednotiek a-arabinofuran6za-(1—3)-arabinofuranoza, o-L-

ramnopyrandza-(1—3)-arabinofuranoza a a-L-arabinofuranoza (Varljen et al., 1989).

2.2.6 Flavonoidy

Flavonoidy st sekundarne metabolity rozSirené hlavne V rastlinnej risi, kde hrajua
dolezitu funkciu pri regulécii rastu a obrane voci infekcidm. Okrem ich pritomnosti
Vv lieCivych rastlinach sa vyskytuji aj v ovoci ¢i zelenine. Bolo identifikovanych viac
nez 4000 flavonoidov. V rastline sa vyskytuju vécSinou glykozidicky viazané,
rozpustené v bunkovej $tave vakuol. Metoxylované su lipofilné a vyskytuju sa tiez
v siliciach (Spilkova et al., 2016). Flavonoidy maju dokazané biologické a terapeutické
ucinky. Vyznamna je ich schopnost’ eliminovat’ vol'né kyslikové radikaly a reaktivne
formy kysliku. Maji schopnost’ normalizovat’ permeabilitu kapilar a schopnost’ posobit’
antihnemoragicky a antiedematézne. ZvySuji ¢inok vitaminu C, ako pri posilneni
imunity, tak pri zvySovani antioxida¢nej aktivity. Maju tiez UCinky choleretické,
cholagogické a spazmolytické, zcoho vyplyva hepatoprotektivne pdsobenie

flavonoidov (Tomko et al., 1999).

Z hladiska chemickej Struktary je zakladom flavonoidov flavanové jadro (Obr. 3)
a zékladnt §truktaru izoflavonoidov tvori izoflavan (Obr. 4). Struktara flavanu
pozostava z difenylpropanu (Ce-C3-Cs), ktorého dve benzenové jadra su spojené tromi
uhlikmi, ktoré spolu s kyslikom formuja heterocyklus (2H-pyran). Tieto tri kruhy

oznacujeme A, B,C, z toho kruh A pri syntéze najcastejSie vychadza z rezorcinolu alebo
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1,3,5-trohydroxybenzénu, produktov acetatovej drahy, zatial ¢o kruh B vychadza
z drahy sikimatovej. (Bravo, 1998; Croft, 1998; Wollgast a Anklam, 2000).

Obr.4 Izoflavanové jadro.
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Podobne ako kruh A, st aj kruhy B a C odvodené z metabolizmu glukozy, vznikaju
vsak zo Sikimatovej drahy, d’alej cez devét-uhlikaté kyseliny ( napr. kyselinu trans-
Skoricovu, 4-hydroxysSkoricovi a kumarovu). Aktivované formy tychto kyselin s COA
kondenzuju so Sestuhlikatymi produktami odvodenymi od malondtu za vzniku
chalkonov (Cis). Nasleduje uzatvorenie kruhu a hydratacné reakcie davajuce vznik
roznym flavonoidom (Formica a Regelson, 1995; Rice-Evans et al., 1995; Wollgast a
Anklam, 2000). RozliSujeme tieto triedy flavonoidov: flavanoly, flavony, flavonoly,
flavanony, izoflavony a antokyanidiny (Obr. 5) (Heim et al., 2002; Havsteen, 2002).

oN @ o
N
C C
/
OH OH

antokyanidiny flavanoly
O e
o
C
C
OH
@)
O
flavony flavonoly
@) @)
@) @
flavanony izoflavony

Obr. 5 Hlavné triedy flavonoidov.
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Vo flavonoidoch pochadzajtcich z lieCivych rastlin boli potvrdené rézne prospesné
farmakologické vlastnosti, ako vazoprotektivne, protikarcinogénne, antineoplastické,
antivirusové, protizapalové, ale aj antialergické ucinky a antiproliferativna aktivita na
nadorové bunky (Kuhnau, 1976; Middleton a Kandaswami, 1992; Carr et al., 2000).
Niektoré z tychto vlastnosti stvisia s ucinkom tychto zlucenin ako antioxidantov,
vychytavacov volnych radikdlov a inhibitorov peroxidacie. Antioxidacnd aktivita
fenolickych zlucenin koreluje so vzt'ahmi medzi aktivitou a Strukturou, ako st redoxné
vlastnosti a pocet a usporiadanie hydroxylovych skupin (Cotelle et al., 1996). V kvetoch
nechtiku lekarskeho sa mnozstvo flavonoidov pohybuje v rozmedzi 0,3 — 0,8 %. Zistilo
sa, ze obsahuju rutin, izokvercetin, kvercetin-3-O-rutinozylramnozid, izoramentin-3-O-
rutinozylramnozid, izoramentin-3-O-glykozylglukozid a izoramentin-3-O-glukozid
(Billia et al., 2001).

2.2.7 Terpény

2.2.7.1 Zakladna charakteristika

Terpény predstavuji najrozmanitejSiu skupinu prirodnych latok, ktoré sa vyskytuju
v rastlinach ako zlozky silic, zivic, balzamov ¢i mlieénych $tiav. V rastline plnia mnoho
funkcii: stabilizujt membrany, transportuji elektrony, podielaju sa na fotosyntéze, st
sucast’'ou farbiv a sliZia ako rastlinné hormony. St to malé organické zluiceniny, ktorych
molekuly st tvorené izoprenovymi jednotkami (2-metyl-1,3-butadién), ¢o su
patuhlikaté opakujice sa fragmenty izoprénu. Molekuly terpénov vznikaju spojenim
dvoch a viac izoprénovych jednotiek podl'a tzv. izoprénového pravidla. Atom uhliku C1
je zacCiatkom jednotky (,,hlava®) a atom C4 je koncom (,,chvost®). Terpény moézu
vznikat' tromi spOsobmi: ,hlava-hlava® (Obr. 6), ,hlava-pita® (Obr. 7), ,,péta-pita“
(Obr. 8) (McMurry, 2004).

Obr. 6 Izoprénové spojenie ,,hlava-hlava‘.
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Obr. 8 Izoprénové spojenie ,,pata-péta‘.
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V organizmoch su syntetizované postupnou kondenzaciou ich prekurzorov,
izopentenyldifosfaitom a dimetylalyldifosfatom. Kyslikaté a iné derivaty terpénov su
oznacované ako terpenoidy ¢i izoprenoidy (Cowan, 1999). Medzi terpenoidné kyslikaté
derivaty radime alkoholy, aldehydy, ketony a karboxylové kyseliny. Vyskytuju sa ako
skupina metabolitov vytvaranych vSetkymi vys$§imi rastlinami, a to primarnymi

(gibereliny, karotenoidy) alebo sekundarnymi metabolitmi (terpény éterickych olejov).

2.2.1.2 Klasifikacia

Terpény delime podl'a poctu izoprenovych jednotiek, ktoré molekulu tvoria na:

e hemiterpény (1 X Cs)
e monoterpény (2 x Cs)
e seskviterpény (3 x Cs)
e diterpény (4 x Cs)

e sesterpény (5 x Cs)

e triterpény (6 x Cs)

e tetraterpény (8 x Cs)

e polyterpény (n x Cs)

Hemiterpény st pétuhlikaté zluceniny, ktoré nemaju priame farmaceutické vyuzitie.
3-metyl-2-butén-1-ol (dimetylalylalkohol) a 3-metyl-3-butén-1-ol (izopentenylalkohol)
st dve hlavné hemiterpénové zluceniny, ktoré sa v rastlinach vyskytuja véacsinou vo
forme difosfatov. Dal§im hlavnym hemiterpénom je izoprén, ktory sa povaZzuje za
hypoteticky stavebny kamen terpénov. Je produktom biosyntézy mnohych rastlin a ako
prchava zlozka spolu s 2-metyl-3-butén-2-0l st uvoltiované do ovzdusia. Tvorba tychto
latok sa zda byt regulovana v zavislosti od mnozstva vody, teplotnych a svetelnych
podmienok (abioticky stres) a ¢asto su vyluCované do ovzdusSia vo velmi velkych

mnozstvach, az do 15 % vsetkého uhlika viazaného rastlinou (Nagy et al., 2011).

Monoterpény st tvorené dvoma izoprénovymi jednotkami aich prekurzorom je
geranyldifosfat. Delia sa na acyklické, monocyklické a bicyklické. Objavuji sa vo
forme jednoduchych uhl'ovodikov alkoholov, kyselin, aldehydov a esterov. V sucasnosti

je znamych asi 50 monoterpenickych zlucenin, prevazujice su ich alkoholy — linalool,
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geraniol, nerol, a-terpineol, citronellol a ho-trienol (Pavlousek, 2007). Monoterpény,
ako ekologicky dodlezité latky, st sekundarne metabolity ktoré st rastlinami vyluc¢ované
do vzduchu achovaju sa ako chemické signaly medzi rastlinami aich Zivotnym
prostredim. Funguju ako ldkadlo opel'ujuceho hmyzu, ale na druht stranu maju tiez
vyznamny odpudivy uc¢inok pre bylinozravy hmyz a si chemickou ochranou voc¢i utoku

patogénnych mikroorganizmov a htib (Loomis a Gerakis, 1975).

Seskviterpény vznikaju spojenim troch Cs stavebnych jednotiek ako farnezyldifosfat.
Je identifikovanych viac ako 8 000 zlucenin a tvoria rozmanita skupinu s viac ako 300
roznymi zakladnymi Strukturami sekundarnych metabolitov s celkovym zastiipenim az
25 % spomedzi vSetkych terpénov. Najvacsi vyskyt seskviterpénov je v siliciach.
Rozdel'ujeme ich na mono- a di-seskviterpény, tie d’alej mézeme delit’ podl'a struktary
na acyklické, monocyklické a bickyklické. Po chemickej stranke sem patria niektoré
nenasytené uhlovodiky, ale vdcSina st alkoholy, ketony alebo kyseliny (Nagy et al.,
2011).

Diterpény tvoria Styri pétuhlikaté stavebné podjednotky aich prekurzor tvori
geranylgeranyldifosfat, ktory wvznikd adiciou molekuly izopentenyldifosfatu na
farnezylfosfat. Z hl'adiska chemickych vlastnosti si vel'mi podobné seskviterpénom,
ktor¢ vSak nachadzame v podobe bezfarebnych olejovitych tekutin, diterpény su
krystalické latky. Rozdel'uju sa na acyklické, monocyklické, bicyklické, tricyklické
a tetracyklické typy. NajdoleZitejSie skelety vytvorené z geranylgeranyldifosfatu st

labdan, klerodan, taxan, abietan, pimaran a kauran (Nagy et al., 2011).

Sesterpény predstavuju  skupinu 25 uhlikovych sekundarnych metabolitov.
Pochadzajii z geranylfarnezyldifosfatu a nachédzaji sa predovSetkym Vv hubach
a morskych organizmoch a zriedkavo v rastlinach. Sesterpény boli predmetom mnohych
neddvnych vyskumov zameranych na Strukturdlne, chemické a biologické
charakteristiky a zistilo sa, ze vykazuju Siroké spektrum biologickych aktivit proti

baktériam, hubam a hlistovcom (Cimmino et al., 2014).

Triterpény sa vyskytuju vo forme alifatickych, tetracyklickych alebo pentacyklickych
30-uhlikatych zlucenin, ktoré vznikli spojenim dvoch molektl farnezyldifosfatu za
vzniku skvalénu. Ten oxiduje na svoj 2,3-epoxid, ktory cyklizuje na tetracklicky
lanosterol (v hubach a zivocichoch) alebo kukurbitdn, pripadne na pentacyklicky

cykloartenol (v rastlinach). Priestorové poskladanie skvalén 2,3-epoxidu vedie cez
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tetracyklicky dammaran ku vzniku pentacyklickych derivatov lupanu, a-amyrinu a B-
amyrinu (Nagy et al., 2011). Triterpény existuji v rastlinach v jednoduchej
nemodifikovanej forme, Casto sa akumuluji ako konjugaty so sacharidmi a inymi
makromolekulami, najméd ako triterpénové glykozidy. Triterpénové glykozidy maju
vyznamné ekologické a agronomické funkcie, ktoré prispievajii k odolnosti rastlindm
proti Skodcom a patogénom a ku kvalite pestovatel'skych plodin. Maju tiez Siroku skalu
komer¢nych aplikacii v potravinarskych, kozmetickych, farmaceutickych

a biotechnologickych sektoroch (Augustin et al., 2011).

Tetraterpény vznikaju spojenim 6smych izoprenoidnych jednotiek Cs, pricom dve
molekuly geranylgeranyldifosfatu kondenzuji na 40-uhlikova zluceninu fytoén. Pre ne
charakteristickd je konjugacia vel'kého mnozstva dvojitych vézieb, vdaka ktorym moze
dochadzat’ k absorpcii fotonov v oblasti viditeI'ného svetla. To je pri¢inou pozorovania
sfarbenia zlGcenin tetraterpénov. Ich alifatické alebo cyklické molekuly st teda spojené
dlhym retazcom konjugovanych vézieb. Omnoho typickejSie su vSak zlozité cyklické

systémy. V priebehu ich biosyntézy dochadza k hydrogenacii (Waisser a Palat, 2001).

Polyterpény st zliCeniny obsahujuce velké mnozstvo izoprénovych jednotiek
s molekulovou hmotnostou viac ako 100 000. Biosyntéza zacina adiciou
izopentenyldifosfatu k farnezyldifosfatu alebo geranylgeranyldifosfaitu za tcasti
Specifickych prenyltransferaz zabezpecujtcich cis- alebo trans- usporiadanie dvojitych

vézieb. Hlavni predstavitelia polyterpénov st kaucuk a gutaperca (Nagy et al., 2011).

2.2.7.3 Biosyntéza

Terpenoidy sa formdalne odvodzuju spojovanim izoprenovych jednotiek podla
izoprenového pravidla. V tejto syntéze sa vSak uplatiluje ,.ekvivalent izoprénu*
nazyvany izopentenylpyrofosfat (IPP). Podla Struktiry vysledného terpenoidu a podla
organizmu, kde ku syntéze dochadza, moze prebiehat’ dvoma cestami — mevalonatovou
a metylerytritolovou. Vo vicSine rastlinnych a Zivo¢iSnych organizmov vznikaji
seskviterpény a triterpény z mevalonatu ((R)-3,5-dihydroxy-3-metylpentanoat), kym
kliCovou zlu€eninou pre biosyntézu monoterpénov, diterpénov a tetraterpénov je 1-

deoxyxylul6za-5-fosfat (McMurry, 2004).

Mevalonatova cesta biosyntézy (Obr. 9) zacina konverziou acetatu na acetylkoenzym
A, po nej nasleduje Claisenova kondenzacia za vzniku acetoacetylkoenzymu A. Tuto

reakciu katalyzuje enzym acetoacetyl-CoA-acetyltransferaza. Dochadza k aldolizacii
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s d’alsou molekulou acetylu-CoA a hydrolyzou vznika 3-hydroxy-3-metylglutaryl-CoA.
Ten sa redukuje na mevalonat a naslednou fosforylaciou oboch hydroxylovych skupin
a dekarboxylaciou dostavame prekurzor terpenoidov — izopentenyldifosfat, ktory moze

izomerizovat na dimetylalyldifosfat  (McMurry, 2004).

)(j\ CH,COSCoA 9 ? CH,COSCoA H3C,  OH 9
—_— —_— S
H;C SCoA SCoA CH,3 H,0 HOOCMSCOA
acetylkoenzym A acetoacetylkoenzym A 3-hydroxy-3-metylglutarylkoenzym A
2 NADPH/H'
HaC, OH HsC, OH
HoOC < «—— HoocC
o - OH
I
PP
difosfat kyseliny mevalonove;j kyselina mevalonova
CHj CH,
Hzc)\/\ol » HSC/\\/\(,)
PP PP
izopentenyldifosfat (IPP) dimetylalyldifosfit (DMAPP)

Obr. 9 Mevalonatova cesta syntézy terpénov (prevzaté podl’a Nagy et al., 2011).
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Metylerytritolova draha (Obr. 10), prebiehajuca v plastidoch, zahffia nasledujice
reakcie: adiciu pyruvatu na tiamindifosfat za vzniku hydroxyetyltiaminového derivatu,
jeho adiciu na Csz jednotku —  glyceraldehyd-3-fosfat za  vzniku
dihydroxypentyltiaminového derivatu a eliminéaciu tiamindifosfatu za vzniku prvého Cs
medziproduktu 1-deoxy-D-xylul6za-5-fosfatu, ktory po redukcii tvori 2-metyl-D-
erytritolfosfat. Az v tejto molekule je zafixovana Struktara vznikajiceho IPP a DMAPP
(Nagy et al., 2011).

kyselina pyrohroznova

H,C._ _COOH

CHO
oP

tiamindifosfat OH

glyceraldehyd-3-fosfat

HO HO
H;C
IV | oP
OH HaN /k OH
H4C ! NS NTS
\K\/\OP - “ . opr
o )\ ~
(o] OH HaC N HsC
1-deoxy-D-xyluloza-5-fosfat
H3C\ OH CH3 CH,
R R
(\l/\op H\/\OPP Hie N oPP
OH OH OH
2-metyl-D-erytritol-4-fosfat 4-hydroxy-3-metyl-2-butenyldifosfat dimetylalyldifosfat

H,C OPP

izopentenyldifosfat

Obr. 10 Metylerytritolova cesta biosyntézy terpénov (prevzaté podl'a Nagy et al., 2011).
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Dalsie  kroky biosyntézy pokraduji  adiciou  dimetylalyldifosfatu  na
izopentenyldisfosfat za vzniku geranyldifosfatu (GPP) — ten je zdkladnou jednotkou
vzniku monoterpénov. Po spojeni dvoch molekul geranyldifosfatu vznika
geranylgeranyldifosfat (GGPP), ktory je prekurzorom diterpénv. Prekurzorom
seskviterpénov je farnezyldifostat (FPP), ktory vznika pridanim d’alsej molekuly IPP ku
geranyldifosfatu. Farnezyldifosfat dimerizuje na najjednoduchsi triterpén — skvalén.
Dve molekuly geranylgeranyldifosfatu vytvaraju zakladny tetraterpén — fytoén (Nagy et
al., 2011).

2.3 Pentacyklické triterpenoidy

Pentacyklické triterpény st v prirode velmi cCasto vyskytujice sa sekundarne
metabolity, ktoré¢ vznikli cyklizdciou skvalénu. Mézu byt’ rozdelené do troch hlavnych
tried: lupan, olean a ursan (Obr. 11), pricom kazda z tried obsahuje dolezité bioaktivne
zltéeniny. Tieto terpény sa vyskytuji hlavne na povrchoch rastlin, ako je epiderma
stonky a listy (Jager et al., 2009). Najrozsirenejsie metabolity odvodené od oleanu su a-
amyrin a B-amyrin. Kyselina B-boswellova je najvyznamnej$i derivat ursanu a medzi

lupanovy typ patri kyselina betulinova a betulin (Nagy et al., 2011).

Olean Ursan Lupan

Obr. 11 Zakladna struktura hlavnych bioaktivnych pentacyklickych triterpenoidov (prevzaté
a upravené od Algahtani et al., 2013).
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2.3.1 Biologicka aktivita

Triterpenoidy su biologicky aktivne zluCeniny nachadzajice sa v mnohych lieCivych
rastlinach. Spomedzi nich, skupina pentacyklickych triterpenoidov nasla Siroké
farmaceutické  vyuzitie spojené s protinadorovou a protivirusovou aktivitou.
Protinadorova aktivita triterpenoidov spociva v aktivacii apoptdzy, protizapalovej,
imunomodulacnej a antioxidacnej aktivite. Tiez zabraituji proliferacii  buniek
(Shanmugam et al., 2012). Najaktivnejsie latky proti rozvoju rakoviny su kyselina
asiatova, kyselina betulinovd, kyselina boswellovd, glycyrizin, lupeol, kyselina
oleanova, kyselina ursdnova a ich analogy a derivaty. Tieto zlu¢eniny vykazuju taktiez
protivirusova aktivitu, ¢o z nich robi potencionalne uzitocné aditiva pre sticasna anti-

HIV terapiu (Yu et al., 2005).

Najvicsie vyuzitie pentacyklickych triterpenoidov ma vsSak ich protizapalova
aktivita, ktora bola dokdzand podrazdenim mysich usi a naslednym lokalnym uzitim
triterpenoidnych esterov abol pozorovany ich silny antiedematézny ucinok. Ako
najucinnejsie zlozky uZitého extraktu boli identifikované predovSetkym faradiolové

estery (Zitterl-Eglseer et al., 2001).

2.3.2 Pentacyklické triterpenoidy nechtiku lekarskeho

Kvety nechtiku lekarskeho st bohaté na pentacyklické mono-, di- a tri-hydroxy
triterpenoidy, ktoré boli izolované vo volnej forme a forme esterov (Wilkomirski
a Kasprzyk, 1979; Ukiya, 2001). Extrakty z vysuSenych kvetov obsahuju 9 bioaktivnych
monoesterov — faradiol-3-O-palmitat, faradiol-3-O-myristat, faradiol-3-O-laurat,
arnidiol-3-O-palmitat, arnidiol-3-O-myristat, arnidiol-3-O-laurat, kalenduladiol-3-O-
palmitat, kalenduladiol-3-O-myristat a v stopovom mnozstve kalenduladiol-3-O-laurat
(Obr. 12). Z danych pentacyklickych triterpenoidov je v najva¢som mnozstve v kvetoch
nechtika obsiahnuty faradiol a jeho estery, najmé faradiol-3-O-palmitat (Neukirch et al.,
2004). Mnohé¢ biologické skusky dokézali, Ze protizapalové latky u extraktov nechtiku
lekarskeho su triterpenoidy. Z nich predovSetkym faradiolmonoester sa zda byt
zodpovedny za tento uc¢inok, ato aj z dovodu, Ze je v droge obsiahnuty v najva¢Som
mnozstve. Protizdpalova aktivita réznych extraktov je Umernd obsahu
faradiolmonoesteru, ktory moze sluzit’ ako vhodny parameter, pre hodnotenie kvality
pripravkov o obsahom nechtiku lekarskeho (Della Loggia et al., 1994; KaSparova,
2008).
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Zlucenina R

Faradiol-3-O-palmitat CH,(CH,),,C00
Faradiol-3-O-myristat CH,(CH,),,CO0
Faradiol-3-O-laurat CH,(CH,),,CO0
Arnidicl-3-O-palmitat CH,(CH,),,C00
Arnidiol-3-O-myristat CH4(CHS,),,CO0
Arnidiol-3-O-laurét CH,(CH,);,CO0
Kalenduladiol-3-O-palmitat CH,(CH,),,C00
Kalenduladiol-3-O-myristat CH,4(CH,),,CO0
Kalenduladiol-3-O-laurat CH,(CH,),,C0O0

Faradiol Arnidiol Kalenduladiol

Obr. 12 Struktura triterpenoidnych monoesterov izolovanych z nechtiku lekarskeho (prevzaté
a upravené podla Neukirch et al., 2004).
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2.4 Metody pouzivané K analyze prirodnych latok

2.4.1 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC)

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC) v stcasnosti patri medzi Casto
vyuzivani metodu separdcie, a to pre jej vysoku selektivitu, citlivost’ a pre moznost’
analyzy velkej série vzoriek ¢i zlozitych zmesi. Radi sa k separanym metodam, ktoré
su zalozené na rozdeleni latok medzi dve rézne nemieSatelné faze, ato pohybliva
(mobilnu) fazu a nepohybliva (stacionarnu) fazu. Beznymi mobilnymi fazami pre
HPLC st kombinacie vody s organickymi rozpustadlami. Ich zloZenie a teplota hraju
dolezitu tlohu v separacnom procese tym, ze ovplyviluju interakcie medzi zlozkami
vzorky a sorbentom. Kazdy analyt vo vzorke interaguje so stacionarnou fazou kolony
rozdielne, takze sa kazdy v kolone zdrzuje iny Cas (reten¢ny Cas). Analyt je z kolony
eluovany v kratkom case, ked’ je interakcia slaba, naopak ak je interakcia silnd, potom
je eluény cas dlhsi, tj. zlozky vzorky zmesi st od seba separované na zaklade
rozdielneho stupna ich interakcie s ¢asticami sorbentu v kolone. Elucia sa voli podl'a
rozdielnosti fyzikalno-chemickych vlastnosti skiimanych latok v jednej vzorke a podla
ovplyvnenia separacie povahou oboch fiaz medzi izokratickou a gradientovou. Pri
gradientove] elucii je zloZenie mobilnej fdze menené v prospech zlozky s vysSou
elucnou silou a izokraticka elucia predstavuje eliciu mobilnych faz o konStantnom
zlozeni. Jednotlivé oddelené zony analytov su premienané do podoby
chromatografického zadznamu s charakteristickymi krivkami (pikmi) pri prechode

detektorom (Novakova a Dousa, 2013).

HPLC aparatura pre chromatograficki analyzu obvykle pozostdva zo zdsobnych
nadob mobilnych faz, odplynovaca, vysokotlakového cerpadla, zmieSavacieho
zariadenia, davkovacieho zariadenia, chromatografickej kolony, detektoru a systému na
vyhodnotenie signalu. Analyza zafina nastrekom latky na koléonu a akondhle latka
kolonu opusti, prejavi sa signal na detektore. Koncentra¢ny profil zony je
predstavovany priebehom piku. Preto je plocha piku zhodnad s mnozstvom latky v zone
a je zakladnym podkladom pre kvantitativnu analyzu. Obsah latky v nezndmom vzorku
sa na zaklade zistenych ploch piku urcuje relativne, preto je nutné pouzitie Standardu

0 znamej koncentracii (Novakova a Dousa, 2013).
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2.4.2 Hmotnostna spektrometria (MS)

Medzi fyzikalno-chemické metody patri hmotnostna spektrometria (MS), ktora slazi na
urovanie hmotnosti i6nov vznikajucich z atémov ¢i molekul. Hmotnostny spektrometer
sa sklada z i6nového zdroja, do ktorého vstupuje analyt a kde dochadza k jeho ionizacii,
Z analyzatoru, v ktorom prebieha jeho separacia na zaklade pomeru hmotnosti a naboja

(m/z) a detektoru, kde dochadza k samotnej detekcii ionov (Gross, 2011).

Ked’ze hmotnostny spektrometer je schopny zaznamenat’ len analyt nestci néboj,
musi prebiehat’ proces ionizacie. Pri spojeni s kvapalinovou chromatografiou sa najviac
vyuziva metdda ionizacie elektrosprejom (ESI), nasledne chemicka ionizacia za
atmosferického tlaku (APCI) a v pripade vysoko nepolarnych analytov fotoionizacia za
atmosferického tlaku (APPI). Z toho vyplyva, Ze podla vlastnosti analytu, hlavne

polarity a molekulovej hmotnosti sa vybera ioniza¢na technika (Kromidas, 2017).

Hmotnostny analyzator slazi k rozdeleniu iénov podla ich pomeru m/z aje
umiestneny za idnovym zdrojom, kde boli neutralne molekuly prevedené na iony.
Rozdel'uji sa na 4 skupiny: sektorové (magnet a elektrostaticky analyzator),
kvadrupolové (kvadrupdlovy hmotnostny filter a ,,ionova pasca‘), preletové (analyzator

doby letu) a odvodené od principu uchovavania ionov (Van Eeckhaut et al., 2009).

Koncovym zariadenym je detektor. Najjednoduchs§im detektorom v hmotnostnej
spektrometrii je Faradayova klietka, v praxi sa vyuzivaju hlavne elektronové nasobice

alebo fotonasobice (Gross, 2011).

Pri pouziti dvoch hmotnostnych analyzatorov sa jedna o tandemovu hmotnostna
spektrometriu (MS/MS). V prvom kroku vznikaju i6ny, z ktorych je pozadovany ioén
separovany. Analyzované s az idny, ktoré vznikaju reakciou z tohto pozadovaného
1i6nu. Detekcia danych i6nov prebieha casto v mdéde SRM (Selected reaction
monitoring). Tato neskenovacia technika realizovana na zariadeni s trojitym
kvadrup6lom vyuziva fragmentéciu k zvySeniu selektivity. Prave pre tieto experimenty

sa vyuziva spojenie dvoch hmotnostnych spektrometrov (Lange et al., 2008).
2.4.3 Priame spojenie ultra vysoko ucinnej kvapalinovej
chromatografie a hmotnostnej spektrometrie (UHPLC-MS/MS)

V stucasnej dobe je najucinnejSim nastrojom na identifikdciu a Struktirnu analyzu

priama kombinécia kvapalinovej chromatografie s vysokou separacnou schopnostou
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a hmotnostnej spektrometrie — vysoko citlivej identifika¢nej techniky. Primarnou
poziadavkou pre spojenie HPLC-MS je odstranenie zloziek mobilnej fazy pred
samotnou ionizaciou. K tomu sa Vv stcasnosti pouzivaju hlavne sprejové ioniza¢né
techniky, ktoré su konstruk¢ne vybavené tak, aby boli schopné odviest Co najvicsie
mnozstvo prchavych latok kvapalnej mobilne fazy pred vstupom do hmotnostného
analyzatoru. Volba hmotnostného analyzatoru je subjektivna, kedZze sa riadi
pozadovanym rozsahom, rozliSenim a prevadzkovymi ndkladmi. Chromatograficka
koléna sa vybera podl'a poziadaviek pre separaciu danych latok. V praxi su vyuzivané
kratSie kolony (5 — 15 c¢m) S menS$im vnutornym priemerom (2 mm) a stacionarnou
fazou s velkostou Castic 3 — 4 um, kde je aplikovany prietok mobilnej faze v radoch
desatin mI'min? (Stulik, 2004). Terminom UHPLC je mysleny chromatograficky
proces, ktory okrem vysokych tlakov tiez pouziva Specidlne kolony naplnené cCasticami
pod 2 um s nizkym rozptylom, ¢im st dosiahnuté citlivejsie a rychlejsie analyzy a lepsie
vysledky. UHPLC teda prinaSa radu vyhod oproti klasickej HPLC technike, a to kratsiu
dobu analyzy, znizenie limitu detekcie, zvySenie separacnej U¢innosti a zvysenie
citlivosti. Nevyhodou je nutnost vysokotlakovych cerpadiel, ktorych cena je

Vv porovnani s beznymi HPLC ¢erpadlami vyssia (Veuthey, 2012).

Po merani pomocou metdédy UHPLC mozno kazdu latku vyhodnocovat’ kvalitativne
alebo kvantitativne. Kvalitativna analyza znaci identifikaciu latok, ktoré su urcené na
zaklade integracie pikov v chromatografickych softwaroch. Naopak kvantitativne
hodnotenie sa zaobera vztahom medzi mnozstvom eluovanej latky a charakteristikami
piku. Tieto veli¢iny st relativne, preto je nutné vztah medzi nameranou hodnotou
a nezndmou koncentraciou stanovit’ empiricky. PouZivaji sa 4 zékladné inStrumentalne
metody: metdda vonkajSieho Standardu, vnutorného Standardu, pridavku Standardu

a vnutornej normalizacie. (Novakova a Dousa, 2013).

244 UHPLC-UV

Vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia spojena s UV detekciou sluzi k detekcii
a identifikécii analytov vo vzorke. Princip UV detektoru je zalozeny na absorpcii svetla
pri roznych vinovych dizkach. UHPLC za pouzitia UV detektoru sa vyuZiva v mnohych
laboratoridch — genomovych, biologickych a biochemickych. Taktiez na analyzu
nukleovych kyselin, proteinov ana testovanie toxickych a terapeutickych lieciv.

Detektory su rozdelené na dva typy — detektor sjednou vinovou dizkou, ktory
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premeriava absorpciu vzoriek pri konstantnej vinovej dizke a detektor s premenlivou
vlnovou dizkou, ktory meria absorpciu vzoriek pri viacerych vinovych dizkach a je
preto citlivejsi. Pri metode UHPLC-UV sa zvazuju podmienky detekcie, najma rozsah
detekcie, v ktorej je dana latka analyzovana (https://www.biocompare.com/Lab-
Equipment/13036-HPLC-UV-Detector-UV-Visible-HPLC-Detectors/).

31


https://www.biocompare.com/Lab-Equipment/13036-HPLC-UV-Detector-UV-Visible-HPLC-Detectors/
https://www.biocompare.com/Lab-Equipment/13036-HPLC-UV-Detector-UV-Visible-HPLC-Detectors/

3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material

3.1.1 Rastlinny material

Faradiol bol v tejto bakalarskej praci analyzovany u 31 genotypov nechtiku lekarskeho
z genofondovej kolekcie na Oddeleni genetickych zdrojov zelenin, lie¢ivych rastlin
a Specialnych plodin Vyskumného tustavu rastlinnej vyroby, v.v.i. v Olomouci.
Vypestovany biologicky material bol odobraty Vv lete 2016, nasledne voI'ne vysuseny pri
laboratornej teplote a z jednotlivych genotypov boli vytrhané jazykovité kvety a pouzité

na d’al$iu analyzu.

3.1.2 Pouzité chemikalie

Acetonitril (Biosolve, Holandsko)

Betulin (PhytoLab, Nemecko)

Chloroform (Penta, Cesk4 Republika)

Dietyléter (Lach-Ner, Ceska Republika)

Dichlormetan (Penta, Ceska Republika)

Faradiol (PhytoLab, Nemecko)

Kyselina mrav¢ia (98-100%, Merck KGaA, Nemecko)
Kyselina octova (100%, Merck KGaA, Nemecko)
Metanol (>99,9%, Honeywell, Nemecko)

Metoxid sodny (25% wt. v metanole, Sigma-Aldrich, USA)

Voda (VWR Chemicals, Franctizsko)

3.1.3 Pristroje a pomocky

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag, Pol’sko)

Centrifugac¢né skiimavky 15 ml (CentriStar Corning, USA)

Dévkova¢ Accumax s recirkulacnym ventilom (Accumax Lab Devices, India)

Digitalna sucha kapel’ (Hanghzou Miu Instruments, Cina)
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Filtracna centrifuga (Hermle, Nemecko)

Hmotnostny spektrometer s ionizaciou elektrosprejom TSQ Quantum ACCESS MAX
(Thermo Fisher Scientific, USA)

Chladena mikrocentrifuga (LabNet, USA)

Chromatograficka kolona Acquity UPLC® BEH C18; 2,1 x 50 mm, velkost’ ¢astic 1,7
um (Waters, frsko)

Kryo skimavky 2 ml so Srobovacim vrchnakom (Sarstedt, Nemecko)

Kvapalinovy chromatograf Dionex UltiMate 3000 s detektorom diodového pola
(Thermo Fisher Scientific, USA)

Mikrosktimavky 2 ml (Eppendorf, Nemecko)

Oscilacny mlyn MM 400 (Retsch, Nemecko)

pH-meter CX 505 (Elmetron, Pol'sko)

Pipety (Eppendorf, Nemecko)

Pipety BioPette Plus (Labnet, USA)

Software Thermo Xcalibur verzia 3.1 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Sucha kupel’ (Cleaver Scientific Ltd, Vel'ka Britania)

Ultrazvukovy ktipel’ AU-32 (ARGO LAB, Nemecko)

Ultrazvukovy kupel’ SONOREX DIGITEC (Bandelin, Nemecko)

Vortex (VELP Scientifica, Taliansko)
3.2 Pouzité metody

3.2.1 Spracovanie rastlinného materialu

Jednotlivé jazykovité kvety nechtiku lekarskeho boli vybrané z roznych stukveti jedného
genotypu, aby analyzovany materidl predstavoval reprezentativnu vzorku. Bol navazeny
priblizne 1 g biologického materidlu a nasledne zhomogenizovany v oscilaénom mlyne
po dobu 3 minut na jemny prasok. Z jemného prasku bolo navazenych 160 mg do
Cistych skimaviek. Néasledne bolo ku kazdej vzorke pridanych 8 ml dichlormetanu
a prebehla extrakcia v ultrazvukovom kupeli (15 minuat). Bola prevedena centrifugacia

(5 min., 25° C, 5500 g) a vzorky boli po kvantitativnom preneseni do kryo skimaviek
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odparené do sucha na suchom kupeli (pri 60° C). Potom boli pridané 2 ml
metanolyzového Cinidla — 10 % MeONa. Prebehla metanolyza vo vodnom kupeli po
dobu 15 minat apri teplote 80° C. Zo zmesi bolo do cistych mikroskumaviek
odobratych 250 ul a bolo pridanych 5 dielov H2O (1 250 ul) a 500 ul 5 % CH3COOH na
neutralizaciu. 200 pl odobratych z pripravenej zmesi bolo 2-krat vytrepanych do 1,5 ml
chloroformu a vzorky boli na suchom kupeli odparené do sucha (pri 50° C). Odparok

bol rozpusteny v 250 ul metanolu, prebehla filtracia cez mikrofilter (0,22 um).

3.2.2 Analyza vzoriek pomocou UHPLC-MS/MS

Pre analyzu faradiolu v genotypoch nechtiku lekarskeho bola pouzitd metoda UHPLC-
MS/MS. Dizka analyzy ¢inila 6 minat, pri¢om mobilna fazu A tvoril 0,1 % vodny
roztok kyseliny mravcej, mobilna faza B bola 0,1 % roztok kyseliny mravcej
V acetonitrile. Pre spravnu separaciu bola ako vhodna elicia vybratd gradientova,
pricom do 3,9 min. bol podiel mobilnej faze B 70 %, behom 0,1 min. bol podiel
zvySeny na 100 % a v min. 4,6 bola hodnota obnovena na 70% a ponechana az do konca
analyzy. Prietok mobilnej fizy bol nastaveny na 0,500 mI'min objem injektovaného
vzorku na 8 pl. Teplota na kolone bola udrzovana na 25° C. Analyty boli separované na
koléne Acquity UPLC® BEH C18 (2,1 x 50 mm, velkost’ ¢astic 1,7 um), zahrievane;j
pri 25° C a chranenej predkolonou C18.

Data zdetekcie MS boli zaznamenané v rezime SRM. Parametre MS boli
nasledujtce: teplota zdroja 320° C, teplota desolvata¢ného plynu (dusik) 350° C, tlak
sprejovacieho plynu o hodnote 45 psi, tlak suSiaceho plynu 15 psi, tlak ochranného
plynu 1 psi a hodnota dizky skenu 1 s, kapildrne napétie 3 500 V a hodnota koliznej
energie 15 V. Ionizacia elektrosprejom prebehla v pozitivnom moéde (+ESI) a prechody
pre kvantifikaciu boli 425,4 > 407,5 a 425,4 > 217,2.

3.2.3 Analyza vzoriek pomocou UHPLC-UV

Pre porovnanie kvality metod bola na stanovenie obsahu faradiolu v jednotlivych
genotypoch nechtiku lekarskeho bola pouzita tiez metéda UHPLC-UV. Parametre pre
UHPLC boli zhodné. Spektra boli snimané pri vlnovej dizke 210 nm a vyhodnotena

pomocou softwaru Quan Browser XCalibur.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Faradiol je v pletivach stikveti nechtika lekarskeho pritomny z velkej Casti vo forme
monoesterov s mastnymi kyselinami. Najviac zastipené su faradiol-3-O-palmitat,
faradiol-3-O-myristat a faradiol-3-O-laurat. (Neukirch et al., 2004). Tieto estery su
lipofilné a ich separacia chromatografiou na reverznej faze je Casovo naro¢na a vedie k
znacnej spotrebe organickych rozpustadiel (Zitterl-Eglseer et al., 2001). Pre potreby
hodnotenia kvality genotypov nechtika z kolekcie VURV, v.v.i. z pohl'adu obsahu
monoesterov faradiolu sa javi vhodnejSie podrobit vzorky jednotlivych genotypov

alkalickej hydrolyze resp. metanolyze a kvantifikovat’ vzniknuty faradiol.

4.1 Optimalizacia alkalickej metanolyzy

Na uvolnenie faradiolu z prisluSnych esterov je potrebné odstiepit’ zvysky mastnych
kyselin. S ohl'adom na lipofilné vlastnosti esterov a poziadaviek vysokej priepustnosti
vzoriek bol postup uvedeny v publikacii Nizynski et al. (2015) modifikovany
(hydrolyza bola nahradena metanolyzou), a tiez optimalizovany (Cas reakcie).
V uvedenej publikacii dochddza k uvolneniu faradiolu po 180 minutach, posobenim
10% NaOH v 80% MeOH pri teplote 80° C. Nami zavedeny postup vyuziva pridavok
250 pl 10 % MeONa pri zhodnej teplote. Postup reakcie je monitorovany odoberanim
Casti vzoriek po 15, 30, 60, 120 a 180 min. Priebeh reakcie bol v rozpore s ocakavanym

narastom ploch piku faradiolu v ¢ase (Obr. 13).
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Obr. 13 Plocha piku metanolyzovaného faradiolu v zavislosti na ¢ase reakcie; teplota 80° C; 250
ul 10% MeONa.
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Moznym vysvetlenim by mohol byt prili§ maly objem reakénej zmesi a z toho
plyntce vyzrazanie pevného podielu na stendch mikroskimaviek, kvoli c¢omu
neprebehla tplna hydrolyza celého obsahu faradiolu. Medzi jednotlivymi opakovaniami
(n = 3) boli viditelné zna¢né rozdiely (Obr. 13), ¢o taktiez indikovalo netplni
metanolyzu celkového obsahu faradiolu vo vzorkach. Z dévodu zabrénenia odpareniu
Casti rozpustadla a bezpecnosti bolo nutné pouzit’ namiesto mikroskimaviek Specidlne
kryo skimavky so §robovacim vrchnakom. Po zvyseni objemu ¢inidla na objem 2 000
pl, ¢im bol pokryty cely povrch miskroskiimaviek, bolo mozné sledovat’ priblizne
rovnaké plochy pikov faradiolu po celtt dobu metanolyzy (Obr. 14). Z hl'adiska ¢asovej

uspory bola ako optimalna doba zvolend 15 mintt.
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Obr. 14 Zavislost plochy piku metanolyzovaného faradiolu na ¢ase reakcie; teplota 80° C;
2 000 pl 10% MeONa.
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Podrl'a predchadzajticej Studie bola ako vhodna kyselina na neutralizéciu zvolena 5 %
CH3COOH (Nizynski et al., 2015). Bolo nutné zistit’ presny objem tejto kyseliny, ktory
bude pridavany pre neutralizaciu vzoriek. Kvoli velkosti dostupného pH-metru bola
mierka oproti realnemu pracovnému postupu 10-krat zvacsena, ale pomery jednotlivych
chemikalii zachovany. K 250 ul odobranej zmesi po metanolyze bolo pridanych 12,5 ml
H-O a2,5 ml 10 % MeONa. pH daného roztoku ¢inilo 12,66. Po pridani 5 ml 5 %
CH3COOH bolo pH roztoku 6,01. Mnozstvo 5 % kyseliny octovej pridavané k realnym

vzorkam bolo teda 0,5 ml.

4.2 Optimalizacia extrakcie kvapalina-kvapalina

Dolezitou stcastou pripravy vzoriek je extrakcia kvapalina-kvapalina (liquid-liquid,;
LL) metanolyzou uvolneného faradiolu do nepolarneho organického rozpustadla.
Extrakénym rozpustadlom pouzitym v publikacii Nizynski et al. (2015) bol dietyléter.
Bolo zistené, ze dietyléter nie je vhodnym rozpustadlom (Tab. 1), kedze v 1. extrakcii
bolo prevedenych iba 49.74 % faradiolu, v druhej priblizne 30 % a v tretej okolo 20 %.
To modze indikovat’ nedostatoénu ucinnost’ LL extrakcie do dietyléteru. Pre porovnanie
bol ako d’alSie rozpustadlo pouzity dichlormetan. Je mozné pozorovat’ vysSiu G€innost’
prvej extrakcie (60,14 %), no tretia extrakcia obsahuje priblizne 16 % (Tab. 1), ¢o opat’
naznacuje nedostato¢nu efektivitu LL extrakcie s pouzitim dichlormetanu. Literatira
neposkytuje data rozpustnosti faradiolu v roznych organickych rozpustadlach. Zo stadie
(Cao et al., 2007) vsak vyplyva, ze rozpustnost’ pentacyklického triterpenoidu betulinu,
ktory je Strukturou a fyzikalne-chemickymi vlastnostami blizky faradiolu, je najvyssia
pre chloroform. Ten sa ukazal byt optimalnym pre LL extrakciu faradiolu (Tab. 1),
ked’ze suma prvych dvoch frakcii ¢inila priblizne 97 %. Posledna, tretia extrakcia bola

teda pri priprave realnych vzoriek vynechana.

Tab. 1: Uginnost extrakcie kvapalina-kvapalina pri pouZiti réznych rozpustadiel

Rozpustadlo / Uginnost’ (%)

Extrakcia 5 :
Dietyléter Dichlérmetan Chloroform
1. 49,7 60,1 68,2
: 30,2 23,4 29,0
3. 19,9 16,3 2,7
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Odozva detektoru [mV]

4.3 Identifikacia faradiolu v rastlinnom materiali

UHPLC v spojeni s tandemovou MS hra v identifikacii prirodnych latok vyznamnu
rolu. Zhoda retencnych casov a koliznych spektier predpokladaného faradiolu s
autentickym Standardom slizilo k jednoznaénej identifikacii Studovaného analytu
v rastlinnom extrakte. Zhody reten¢nych ¢asov s prezentované na Obr. 15. Porovnanie
koliznych spektier autentického Standardu (A) a izolovaného faradiolu (B) znazorfiuje
Obr. 16.
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Obr. 15 Porovnanie retenénych ¢asov autentického standardu (A) a izolovaného faradiolu (B)
metodou UHPLC-UV (A=210 nm).
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4.4 Vyvoj a optimalizacia metod UHPLC-UV a UHPLC-MS/MS

Z dovodu uspory Casu arozpustadiel bola na separaciu redlnych vzoriek extraktov
nechtika lekarskeho zvolena metéda UHPLC. Gradientova elucia, povodne zavedena pri
analyze Standardu faradiolu bola pri procese optimalizacie separdcie nahradena
izokratickou, pretoze dochadzalo ku koeltcii faradiolu sinou latkou =z extraktu.
Optimalna separacia bola docielena prietokom mobilnych faz 0,5 ml.min™ v pomere
30% A : 70% B po dobu 3,9 min. V ¢ase 4,0 — 4,5 min. bola kolona premyvana
mobilnou fazou B, kvoli odstraneniu pripadnych lipofilnych zloziek extraktu. Vinova
dizka detekcie 210 nm, bola zvolena s ohladom na tidaj uvedeny v certifikate ziskanom

spolu so Standardom faradiolu. Celkova doba jednej analyzy trvala 6 mindt.

Co sa tyka MS detekcie, zaujimavé je, Ze signal pseudomolekulového ionu [M+H]*
(m/z 443,5) bol v méde Full Scan nevyrazny. Naopak, vel'mi vyraznym sa javil byt ién
[M-H20]" (m/z 425,5). Toto sa di vysvetlit' elimindciou vody pri ionizacii. Pre
kvantifikaciu tandemovou MS detekciu bol preto ako matersky vybrany iéon m/z 425,5.
Z kolizneho spektra boli vybrané dva fragmenty s vysokou intenzitou. Vybranymi
multiple reaction mode (MRM) prechodmi boli 425,4 > 407,5 a 425,4 > 217,2.

Jednym z klaCovych parametrov, ktory zasadne ovplyviiuje citlivost’ detekcie je
kolizna energia. T4 bola optimalizovana v rozsahu 5 V az 20 V (Obr. 17). Na zaklade
grafického vyjadrenia zavislosti plochy piku na koliznej energii, bola pre faradiol

vybrana optimalna hodnota 15 V.
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Obr. 15 Zavislost plochy piku faradiolu na koliznej energii pri tandemovej MS;
MRM prechod 425,4 > 407,5.
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4.5 Validacia metod UHPLC-UV a UHPLC-MS/MS

45.1 Linearita metod

Linearita vyvinutej a optimalizovanej UHPLC-UV metody bola sledovana v rozsahu
hodnét koncentracii 5 pgml™* az 500 ugml? (5 koncentraénych hladin). Linearita bola
vyhodnotena linearnou regresnou analyzou zavislosti hodnét ploch piku na hodnotach

koncentracii.

Linearita metody UHPLC-MS/MS bola sledovana v rozsahu hodné6t koncentracii 10
ng.mlt az 2 500 ngml? (7 koncentraénych hladin). Linearita bola vyhodnotena
linearnou regresnou analyzou zavislosti hodnot ploch piku na hodnotach koncentracii.
Pri vyssich koncentracidch bol signdl saturovany a pri koncentraciach nizSich ako 10

ng'ml™ pik nebol detegovany.

Linedrny dynamicky rozsah pre jednotlivé metddy, vratane rovnic kalibracnych
kriviek a koeficientov determindcie st uvedené v Tab. 2. Metdda s tandemovou MS
detekciou ma §irsi linedrny dynamicky rozsah (od 10 do 2 500 ngml?). Koeficient
determinacie R? pre MS metodu je 0,9958 apre UV metédu 0,9994 . Obe metddy
vyhovujti poziadavkam validacie metody (R?> 0,99).

Tab. 2 Linearny dynamicky rozsah, rovnica kalibra¢nej krivky a korelaény koeficient pre
jednotlivé metody

., L . . . Korelacny
Metoda Linearny dynamicky = Rovnica _kahbracnej koeficient
rozsah krivky 2
(R9)
UHPLC-UV 5 -500 ugml? y = 1704x - 47289 0,9994

UHPLC-MS/MS 10 -2 500 ngml* y = 4438,9x - 15143 0,9958
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4.5.2 Limit detekcie a limit kvantifikacie metody

Pre metédu UHPLC-UV bol stanoveny limit detekcie (LOD) na 10 pgml? a limit
kvantifikacie na 33,3 ugml? (LOQ), pric¢om za LOD bola povazovana koncentrécia, pri
ktorej signal analytu prevySoval hodnotu Sumu 3-krat a LOQ koncentracia, pri ktorej
signal analytu prevySoval hodnotu Sumu 10-krat. Hodnoty pre metédu UHPLC-MS/MS
boli LOD 7,5 pgml? a LOQ bol stanoveny na 25 ngml™. Na ziklade tychto hodnot
mozeme konsStatovat, ze metdda s tandemovou MS detekciou je vyrazne citlivejSia

a uplatnenie by nasla pri analyze vzoriek s nizkym obsahom faradiolu.

4.5.3 Preciznost’ merania

Preciznost’ jednotlivych metdd bola skimana porovnanim hodnét priemernej relativnej
smerodajnej odchylky (RSD AVG) stanovenej z merania troch opakovani. RSD AVG
u metody UHPLC-UV ¢inila 9,6 % a u metody UHPLC-MS/MS mala hodnotu 11,9 %.
Na zéklade ziskanych hodnét je mozné vyvodit, Ze u tandemovej MS je preciznost

merania nizsia. K jej zlepSeniu by mohlo prispiet’ zavedenie vnutornej Standardizacie.

4.6 Stanovenie faradiolu v genotypoch nechtiku lekarskeho pomocou
metody UHPLC-UV

Ku stanoveniu faradiolu bol ako prva zvolena UHPLC-UV. Faradiol bol kvantifikovany
pomocou metddy externého Standardu. Pre genotypy A2100001 az A2100041 prebehlo
meranie v troch opakovaniach anamerané hodnoty st uvedené v tabulke (Tab. 3).
Najvyssi obsah faradiolu pomocou metody UHPLC-UV bol sledovany u genotypu
A2100022 s hodnotou 2,90 + 0,05 % suchej hmoty (dry weight, DW). Najniz$i obsah
bolo mozné naopak vidiet’ u genotypu A2100019 (0,84 + 0,23 % DW).

Tab. 3 Obsah faradiolu v jednotlivych genotypoch nechtiku lekarskeho podl'a metody UHPLC-

uv
Genotyp Obsah faradiolu
(% DW)
A2100001 2,57+0,28
A2100002 1,75+0,17
A2100003 2,41 +£0,09
A2100004 2,31 +£0,05
A2100005 2,19+0,07
A2100006 2,43 +0,26
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UV (pokracovanie)
Genotyp Obsah faradiolu
(% DW)
A2100007 2,73+0,13
A2100008 2,20+0,43
A2100009 2,20+ 0,30
A2100011 2,44 +0,39
A2100012 2,13+£0,42
A2100014 2,08+0,16
A2100015 1,56 0,09
A2100016 2,36 +0,08
A2100017 2,59 £ 0,08
A2100018 2,02+0,01
A2100019 0,84 £ 0,23
A2100020 1,93 £0,28
A2100021 2,89 £ 0,02
A2100022 2,90 £ 0,05
A2100025 2,09 £0,07
A2100028 1,62+0,13
A2100030 2,57+0,21
A2100031 2,51+0,07
A2100032 1,78 £ 0,41
A2100033 2,32+0,15
A2100035 2,50+0,13
A2100037 221 +0,31
A2100038 125+0,11
A2100040 1,44 £ 0,45
A2100041 2,13+0,16

Tab. 3 Obsah faradiolu v jednotlivych genotypoch nechtiku lekarskeho podl'a metédy UHPLC-
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4.6.1 Stanovenie faradiolu v genotypoch nechtiku lekarskeho pomocou
metody UHPLC-MS/MS

Pre porovnanie spravnosti stanovenia faradiolu metédou UHPLC-UV, boli vzorky
stonasobne nariedené a analyzované pomocou UHPLC-MS/MS. V analytickych
metddach vyuzivajicich UHPLC-MS/MS je obvykle pouzivany vnuatorny Standard,
ktory je pridavany ku kalibraénym Standardom a slepym vzorkam v konstantnom
mnozstve. Sluzi teda pre korekciu straty analytu pocas pripravy vzorky aje casto
vyuzivany pri kvantifikdcii v zvolenej] metode. Obvyklé je pouzitie izotopicky
znaceného Standardu, ktory prindsa lepsSie vysledky pri kvantitativnych analyzach v LC-

MS (Stokvis et al., 2005). Izotopicky znaceny faradiol nie je komer¢ne dostupny.

Z doévodu dostupnosti a podobnych chemicko-fyzikalnych vlastnosti, bol pre ucely
vnutornej Standardizdcie vybrany iny pentacyklicky triterpenoid — betulin. Kedze
Vv publikacii Arora et al. (2013) betulin nie je uvedeny v zozname doposial
identifikovanych latok nechtiku, bol ucineny predpoklad, Ze betulin je vhodnym
vnutornym Standardom. Pri analyze redlnych vzoriek bol vSak pozorovany signal
V reten¢nom case zhodnom so signdlom autentického Standardu betulinu. Kvantifikécia

faradiolu bola preto vykonana za externej kalibracie.

Kazdy genotyp bol merany v troch opakovaniach. Jednotlivé genotypy su evidované
pod kodmi A2100001 az A2100041. Vysledné namerané hodnoty su uvedené v tabulke
(Tab. 4). Najvyssi obsah faradiolu bol pozorovany u genotypu A2100022, ktory ¢inil asi
3,21 % DW, takisto genotyp A2100021 ma obsah faradiolu nad 3 % DW. S najnizs$im
obsahom 0,88 =+ 0,22 % DW sa javil genotyp A2100019, ktory ako jediny mal obsah

faradiolu nizSi nez 1 % DW.

Tab. 4 Obsah faradiolu v jednotlivych genotypoch nechtiku lekarskeho podl'a metédy UHPLC-

MS/MS
Genotyp Obsah faradiolu
(% DW)
A2100001 2,85+0,38
A2100002 1,96 £ 0,23
A2100003 2,65+0,21
A2100004 2,52+0,12
A2100005 2,13+£0,24
A2100006 2,67 +0,49

44



Tab. 4 Obsah faradiolu v jednotlivych genotypoch nechtiku lekarskeho podl'a metédy UHPLC-

MS/MS (pokracovanie)

Obsah faradiolu

Genotyp (% DW)
A2100007 2,79+0,16
A2100008 2,46 + 0,41
A2100009 2,32+0,38
A2100011 2,57 +0,34
A2100012 2,22 +0,42
A2100014 2,15+0,13
A2100015 1,65+0,14
A2100016 2,59+ 0,39
A2100017 3,06+ 0,12
A2100018 2,28 +0,13
A2100019 0,88 + 0,22
A2100020 2,24 £0,50
A2100021 3,15+ 0,07
A2100022 3,21 £0,09
A2100025 2,25+0,05
A2100028 1,68 +£0,29
A2100030 2,73+0,14
A2100031 2,75+0,27
A2100032 1,78 £ 0,43
A2100033 2,54+0,26
A2100035 2,81+0,35
A2100037 2,52 40,42
A2100038 1,37+0,18
A2100040 1,64 + 0,40
A2100041 2,26+0,11

4.7 Porovnanie hodnot obsahu faradiolu stanoveného UHPLC-UV
a UHPLC-MS/MS

Pomocou metody UHPLC-UV bol stanoveny obsah faradiolu v jednotlivych
genotypoch nechtiku lekarskeho, ktory sa pohyboval v rozmedzi 0,84 az 2,90 % DW.
Vicsina genotypov prekrocila hodnotu 2 % DW, 5 genotypov malo hodnotu obsahu
okolo 1,5 % DW au genotypu A2100019 bolo mozné vidiet hodnotu nizsiu ako 1%
DW. Metédou UHPLC-MS/MS boli dosiahnuté vel'mi podobné vysledky. U genotypov
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s niz§imi obsahmi faradiolu boli hodnoty takmer identické. Hodnoty obsahov sa viac
rozchadzali v pripade genotypov s vyssim obsahom faradiolu (Tab. 3 aTab. 4).
Dovodom moze byt zainajuca saturacia signalu v pripade MS/MS detekcie a tiez

nepritomnost’ vnutorného Standardu.

Po aplikacii danych metdd pre kvantifikaciu faradiolu bol ocakévany obsah okolo 3
% DW. Zitterl-Eglseer et al. (2001) stanovili, Zze v jazykovitych kvetoch nechtiku
lekarskeho je priblizne 1,4 % faradiol-3-O-palmitatu, 1,3 % faradiol-3-O-myristatu a 0,2
% faradiol-3-O-lauratu. V nasom pripade sme stanovovali obsah celkového faradiolu
a vysledky ziskané metodami UHPLC-MS/MS a UHPLC-UV boli odpovedajuce danej
stadii. Hodnoty obsahov faradiolu sa vo vicsine genotypov pohybovali v rozmedzi 2 —
3 %. V danej publikacii sice zistuji percentualne zastipenie jednotlivych esterov
faradiolu, no analyza je Casovo a inStrumentalne naro¢na. Nami vyvinutd metoda
analyzy prebiehala po dobu 6 minut, o spifia ¢asovii poziadavku a umoziiuje analyzu

niekol’ko stoviek vzoriek za den.
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5 ZAVER

Tato bakalarska praca bola zamerana na stanovenie faradiolu v jednotlivych genotypoch
nechtiku lekarskeho poskytnutych Génovou bankou Vyskumného tustavu rastlinnej
vyroby, v.v.i. V tejto praci bola vypracovana literarna reSer§ na kl'acové slova nechtik

lekarsky, jeho vyznamné obsahové latky a metddy ich analyzy.

Dal§im z cielov bola optimalizacia hydrolyzy postrannych retazcov monoesterov
faradiolu a optimalizacia extrakcie kvapalina-kvapalina. Postup hydrolyzy bol
nahradeny metanolyzou a optiméalna doba bola urcend ako 15 mintt. Bolo zistené, ze
vhodnym rozpustadlom pre dant extrakciu je chloroform, do ktorého bol faradiol

prevedeny v dvoch frakciach.

Prebehol vyvoj, optimalizacia a validacia jednotlivych metéd pre stanovenie
faradiolu vo vybranych genotypoch nechtika lekarskeho. Bola vyvinutd velmi rychla
analyza, ktora umoznila vysoku priepustnost merania. Faradiol bol identifikovany
Vv rastlinnom materidli na zdklade ziskanych koliznych spektier. Metdda bola pomocou
externej Standardizacie aplikovand na realne vzorky. Kvantifikdcia faradiolu bola

prevedena pomocou metéd UHPLC-UV a UHPLC-MS/MS.

cv v

Naopak najvyssi obsah faradiol bol pozorovany u genytopu A2100022. Vzhl'adom na
to, Ze protizapalova aktivita extraktu je imerna obsahu faradiolu, ktory méze sluzit’ ako
vhodny parameter pre hodnotenie kvality pripravkov s obsahom nechtiku lekérskeho,

ma tento genotyp potencionalne vyuZitie vo farmacii a koZznom lekarstve.

47



6 ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY

Adler G., Kasprzyk Z. (1975): Free sterols, steryl esters, glucosides, acylated glucosides and
water-soluble complexes in Calendula officinalis. Phytochemistry 14, 627-631.

Algahtani A., Hamid K., Wong K.H., Abdelhak Z., Razmovski-Naumovski V., Chan K., Li
K.M., Groundwater P.W., Li G.Q. (2013): The pentacyclic triterpenoids in herbal medicines
and their pharmacological activities in diabetes and diabetic complications. Current
Medicinal Chemistry 20, 908-931.

Augustin J. M., Kuzina V., Andersen S.B., Bak S. (2011): Molecular activities, biosynthesis and
evolution of triterpenoid saponins. Phytochemistry 72, 435-457.

Bako E., Deli J., To6th G. (2002): HPLC study on the carotenoid composition of Calendula
products. Journal of Biochemical and Biophysical Methods 53, 241-250.

Benveniste P. (1986): Sterol biosynthesis. Annual Review of Plant Physiology 37, 275-308.

Benveniste P. (2004): Biosynthesis and accumulation of sterols. Annual Review of Plant
Biology 55, 429-457.

Billia A.R., Salvini D., Mazzi G., Vincieri F.F. (2001): Characterization of Calendula flower,
milk-thistle fruit, and passion flower tinctures by HPLC-DAD and HPLC-MS.
Chromatographia 53, 210-215.

Biocompare page: https://www.biocompare.com/Lab-Equipment/13036-HPLC-UV-Detector-
UV-Visible-HPLC-Detectors/ (5. 5. 2019).

Blumenthal M., Goldberg A., Brickmann J. (2001): Herbal Medicine: Expanded Commission E
Monographs, 376-378.

Bravo L. (1998): Polyphenols: Chemistry, Dietary sources, Metabolism, and Nutritional
Significiance. Nutrition Reviews, 317-333.

Britton G. (1995): Structure and properties of carotenoids in relation to function. The FASEB
Journal 9 (15), 1551-1558.

Chalchat J.C., Garry R.P.H., Michet A. (1991): Chemical composition of essential oil of
Calendula officinalis L. (Pot Marigold). Flavour and Fragrance Journal 60, 189-192.

Carr A.C., Zhu B.Z., Frei B. (2000): Potential antiatherogenic mechanism of ascorbate (vitamin
C) and alpha-tocopherol (vitamin E). Circulation Research 87, 349-354.

Cimmino A., Andolfi A., Evidente A. (2014): Phytotoxic terpenes produced by phytophatogenic
fungi and allelophatic plants. Natural Products Communications 9, 401-408.

Cotelle N., Bernier J.L., Catteau J.P., Pommery J., Wallet J.C., Gaydou E.M. (1996):
Antioxidant properties of hydroxy-flavones. Free Radical Biology and Medicine 20, 35-43.
Cowan M.M. (1999): Plant products as antimicrobial agents. Clinical Microbiology Reviews 12

(4), 564-582.

Croft K.D. (1998): The chemistry and biological effects of flavonoids and phenolic acids.
Annals of New York Academy of Sciences 20, 435-442.

Della Loggia R., Tubaro A., Sosa S., Becker H., Saar S., Isaac O. (1994): The role of
triterpenoids in the topical anti-inflammatory activity of Calendula officinalis flowers.
Planta Medica 60, 516-520.

Formica J.V., Regelson W. (1995): Review of the biology of quercetin and related
bioflavonoids. Food and Chemical Toxicology 33, 1061-1080.

Gazim Z.C., Rezende C.M., Fraga S.R., Filho B.P.D., Nakamura C.V., Cortez D.A. (2008):
Analysis of the essential oils from Calendula officinalis growing in Brazil using three
different extraction procedures. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences 44, 391-395.

Gross J.H. (2011): Mass Spectrometry. 2. edition, Springer Berlin Heidelberg. 753 stran.

Havsteen B.T. (2002): The biochemistry and significance of the flavonoids. Pharmacology and
Therapeutics 96, 67-202.

Heim K.E., Tagliaferro A.R., Bobilya D.. (2002): Flavonoid antioxidants: chemistry,
metabolism and strucute-activity relationships. Journal of Nutritional Biochemistry 13, 572-
584.

Jahodar L. (2011): Farmakobotanika — semenné rastliny. Nakladatelstvi Karolinum v Prahe,
278 stran.

48


https://www.biocompare.com/Lab-Equipment/13036-HPLC-UV-Detector-UV-Visible-HPLC-Detectors/
https://www.biocompare.com/Lab-Equipment/13036-HPLC-UV-Detector-UV-Visible-HPLC-Detectors/

Jager S., Trojan H., Kopp T., Laszczyk M.N., Scheffler A. (2009): Pentacyclic triterpene
distribution in various plants—rich sources for a new group of multi-potent plant extracts.
Molecules 14, 2016-2031.

Kasparova M. (2008): Mesicek lékarsky — vyznamné lokdlni antiflogistikum. Dermatologie pro
praxi 2 (5-6), 241-242.

Kishimoto S., Maoka T., Sumitomo K., Ohmiya A. (2005): Analysis of carotenoid composition
in petals of Calendula (Calendula officinalis L.). Bioscience, Biotechnology and
Biochemistry 69, 2122-2128.

Kromidas S. (2017): The HPLC-MS handbook for practitioners. Wiley-Wch Verlag GmbH &
Co. KGaA, Germany, 233 stran.

Kuhnau J. (1976): The flavonoids. A class of semi-essential food components: Their role in
human nutrition. World Review of Nutrition and Dietetics 24, 117-191.

Lange V., Picotti P., Domon B., Aebersold R. (2008): Selected reaction monitoring for
quantitative proteomics: a tutorial. Molecular Systems Biology 4, 222.

Ling W.H., Jones P.J. (1995): Dietary phytosterols-review of metabolism, benefits and side
effects. Life Sciences 57, 195-206.

Loomis R.S, Gerakis P.A. (1975): Productivity of agricultural ecosystems. In: Photosynthesis
and productivity in different enviroments. (Cooper J.P. ed), Cambridge university press,
Cambridge, 145-166.

Marczal G., Cserjesi Z., Hethelyi E., Petri G. (1987): Data on the essential oil content and
composition of Calendula officinalis L. Herba Hungary 26, 179-189.

McMurry J. (2004): Alkeny-struktura a reaktivita. In: Organicka chemie. 6 (Svoboda J. ed.),
Vysoké uceni technické v Brné-Nakladatelstvi Vutium, 197-198.

Middleton E., Kandaswami C. (1992): Effects of flavonoids on immune and inflammatory
functions. Biochemical Pharmacology 43, 1167-1179.

Miliauskas G., Venskutonis P.R., Van Beek T.A. (2004): Screening of radical scavenging
activity of some medicinal and aromatic plant extracts. Food Chemistry 85, 231-237.

Moiseeva G.F., Belikov V.G. (1992): Isolation and characterization of polysaccharides of
Calendula officinalis L. Farmatsyia 3, 79-84.

Nagy M., Grancai D., Mucaji P. (2011): Farmakognodzia — Biogenéza prirodnych latok. 1.
vydanie, Vydavatel'stvo Osveta, spol., Martin, 237 stran.

Neukirch H., D’Ambrosio M., Via J.D., Guerriero A. (2004): Simultancous quantitative
determination od eight triterpenoid monoesters from flowers of 10 varieties od Calendula
officinalis L. and characterisation of a new triterpenoid monoester. Phytochemical analysis
15, 30-35.

Nizynski B., Alsoufi A.S.M., Paczkowski C., Dtugosz M., Szakiel A. (2015): The content of
free and esterified triterpenoids of the native marigold (Calendula officinalis) plant and its
modifications in in vitro cultures. Phytochemistry Letters 11, 410-417.

Novak F. A., Penka M., Cejp K., Martinec T. (1958): Farmaceutickd botanika. Vydani 2, Statni
zdravotnické nakladatelstvi, n.p., Praha, 640 stran.

Novakova L., Dousa M. (2013): Moderni HPLC separace v teorii a praxi I. 1. vydani, Europrint
a.s., Praha, 299 stran.

Olennikov D.N., Kashchenko N.I. (2014): Componential Profile and Amylase Inhibiting
Activity of Phenolic Compounds from Calendula officinalis L. leaves. The Scientific World
Journal, Volume 2014, 9 stran.
http://dx.doi.org/10.1155/2014/654193

Ostlund R.E., Racette S.B., Stenson W.F. (2003): Inhibition of cholesterol absorption by
phytosterols-replete wheat germ compared phytosterols-depleted wheat germ. The Americal
Journal of Clinical Nutrition 77, 1385-1389.

Pavlousek P. (2007): Encyklopedie révy vinne. Computer Press, Brno, 318 stran.

Piccaglia R., Marotti M., Chiavari G., Gandini N. (1999): Effects of harvesting date and climate
on the flavonoid and carotenoid content of marigold (Calendula officinalis L.). Flavour and
Fragnance Journal 12, 85-90.

49


http://dx.doi.org/10.1155/2014/654193

Ramawat K.G., Merillon J.M. (2013): Tetraterpenes: Carotenoids. In: Natural Products. Vol. 1:
Phytochemistry, Botany and Metabolism of alkaloids, phenolics and terpenes (Ramawat
K.G., Merillon J.M. eds.), Germany, Springer Berlin Heidelberg, 3251-3283.

Rice-Evans C.A., Miller N.J., Paganga G. (1996): Structure-Antioxidant Activity Relationsships
of Flavonoids and Phenolic Acids. Free Radical Biology and Medicine 7, 933-956.

Safdar W., Majeed H., Naveed I, Kayani W.K., Ahmed H., Hussain S. (2010):
Pharmacognostical study of the medicinal plant Calendula officinalis L. (Family
Compositae). International Journal of Cell and Molecular Biology 1, 108-116.

Shanmugan M.K., Nguyen A.H., Kumar A.P., Tan B.K.H., Sethi G. (2012): Targeted inhibition
of tumor proliferation, survival, and metastasis by pentacyclic terpenoids: Potential role in
prevention and therapy of cancer. Cancer Letters 320, 158-170.

Spilkova J., Martin J., Siatka T., Timova L., KaSparova M. (2016): Farmakognozie. Univerzita
Karlova, Nakladatelstvi Karolinum v Praze, 346 stran.

Stokvis E., Rosing H., Beijnen J.H. (2005): Stable isotopically labeled internal standards in
quantitative bioanalysis using liquid chromatography/mass spektrometry: neccesity or not?
Rapid Communications in Mass Spectrometry 19, 401-407.

Stulik K. (2004): Analytické separacni metody. 1. vydani, Nakladatelstvi Karolinium, Praha,
264 stran.

Tomko J. a kol. (1999): Farmakognozia — ucebnica pre farmaceutické fakulty. Vydavatel'stvo
Osveta, Martin, 422 stran.

Ukiya M., Yasukawa K., Kasahara Y., Kimura Y., Koike K., Nikaido T., Takido M. (2001):
Constituents of Compositae plants. 2. Triterpene diols, triols, and their 3-O-fatty acid esters
form edible chrysanthemum flower extract and their anti-inflammatory effects. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 49, 3187-3197.

Van Eeckhaut A., Lanckmans K., Sarre S., Smolders 1., Michotte Y. (2009): Validation of
bioanalytical LC-MS/MS assays: evaluation of matrix effects. Journal of Chromatography.
B — Analytical technologies in the biomedical and life science 877, 2198-2207.

Varljen J., Liptak A., Wagner H. (1989): Structural analysis of a rhamnoarabinogalactan and
arabinogalactans with immuno-stimulating activity from Calendula officinalis.
Phytochemistry 28, 2379-2383.

Veuthey J.L. (2012): Method transfer between conventional HPLC and UHPLC. In: UHPLC in
life sciences. (Guillarme D. ed.), Cambridge, Royal Society of chemistry, 68-90.

Yoshikawa M., Murakami T., Kishi A., Kageura T., Matsuda H. (2001): Medicinal Flowers. Ill.
Marigold (1): Hypoglemic, Gastric emptying inhibitory, and gastroprotective principles and
new oleanane-type triterpene oligoglycosides, calendasaponins A, B, C, and D Calendula
officinalis. Chemical and Pharmaceutical Bulletin 49 (7), 863-870.

Yu D., Wild C.T., Martin D.E., Morris-Natschke S.L., Chen C.H., Allaway G.P., Lee K.H.
(2005): The discovery of a class of novel HIVV-1 maturation inhibitors and their potential in
the therapy of HIV. Expert Opinion on Drug Discovery 14, 681-693.

Waisser K., Palat K. (2001): Bioorganickd chemie. 2.vydanie, Nakladatelstvi Karolinum
V Praze, 307 stran.

Wilkomirski B., Kasprzyk Z. (1979): Free and ester-bound triterpene alcohols and sterols in
cellular sub-fractions of Calendula officinalis flowers. Phytochemistry 18, 253-255.

Wollgast J., Anklam E. (2000): Review on polyphenols in Theobroma cacao: changes in
composition during the manifacture of chocolate and methodology for identification and
quantification. Food Research International 33, 423-447.

Zitterl-Eglseer K., Reznicek G., Jurenitsch J., Novak J., Zitterl W., Franz Ch. (2001):
Morphogenetic variability of faradiol monoesters in marigold Calendula officinalis L.
Phytochemical Analysis 12, 199-201.

50



7 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

cc
DMAPP
DW

ESI

FPP
GC-MS
GGPP
GLC

GPP
HPLC
HS-SPME
IPP
LC-MS
LL

LOD

LOQ
MRM

MS

RSD AVG
SRM

TLC
UHPLC-MS/MS

UHPLC-UV

Stipcova chromatografia

Dimetylalyldifosfat

Suchéd hmota

lonizécia elektrosprejom

Farnezyldifosfat

Plynova chromatografia s hmotnostnou detekciou
Geranylgeranyldifosfat

Plynova rozdel'ovacia chromatografia
Geranyldifostat

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia
Headspace-mikroextrakcia

Izopentenylpyrofosfat

Kvapalinova chromatografia s hmotnostnou detekciou
Extrakcia kvapalina-kvapalina

Limit detekcie

Limit kvantifikicie

Multiple reaction mode

Hmotnostna spektrometria

Priemerna relativna smerodajna odchylka
Selected reaction monitoring

Plynova rozdel'ovacia chromatografia

Ultra vysokoucinna kvapalinova chromatografia s tandemovou
hmotnostnou detekciou

Ultra vysokoucinna kvapalinova chromatografia s UV detekciou
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