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. UVOD

Volné radikaly (spravné reaktivni formy kysliku a dusiku) jsou spolu s toxickymi noxami
vnéjsiho prostredi nejcitovanéjsim zdrojem patologickych vlivi na fyziologické procesy
¢lovéka a na vyvoj degenerativnich onemocnéni (civilizacnich chorob). Reaktivni formy
kysliku ROS a reaktivni formy dusiku RNS mohou nepfiznivé zménit lipidy, proteiny, DNA
a podileji se na patogenezi rliznych lidskych chorob a fyziologickém starnuti. Zdravé télo se
dokaze s nepftiznivymi ucinky volnych radikal( prostfednictvim rliznych dGrovni antioxidacni
ochrany vyrovnat. Pokud je vSak rovnovaha mezi produkci volnych radikal( a antioxidacni
kapacitou organismu narusena napf. u¢inkem vnéjsich, nebo vnitfnich nepfiznivych vlivd,
dojde k nadprodukci volnych radikall, ktera je oznacovana jako oxidacni stres. Oxidacni
stres je rizikovym faktorem u fady nemoci, zejména u skupiny chorob oznacovanych jako

chronické (civilizaéni) choroby .

Tyto ,civilizacni choroby tvofi pomérné cetnou skupinu neinfekcnich, chronickych
chorob moderni doby, vyrazné rozsifenych zejména v primyslové vyspélych zemich,
postihujicich vyznamnou ¢ast tamni populace a vyznacujicich se vysokou morbiditou a
mortalitou 2.

Nejcastéjsi civilizacni choroby:

a) Alzheimerova choroba (AD)

Neurodegenerativni onemocnéni mozku zpusobujici pokles kognitivnich funkci
(poruchy feci, poruchy orientace, rychlost mysleni, ztratu paméti a koncentrace)
a postupnou demenci. Ackoliv mechanismus vzniku a rozvoje choroby neni zcela
znam, je podporovdna hypotéza, Ze volné radikaly, ROS a RNS zpUsobuji degeneraci
neuron( v urcitych ¢astech mozku a tim hraji vyznamnou roli v rozvoji Alzheimerovy
choroby 2.

b) Parkinsonova choroba (PD)

Neurodegenerativni onemocnéni centralni nervové soustavy zpUsobujici naruseni a
ztratu hybnosti, poruchy koordinace trupu a dolnich konéetin spojené s poruchou
rovnovahy a poruchou artikulace. Choroba je charakteristicka tzv. Parkinsonovym
tfesem (tfes rukou v klidu). Casto je spojena s Alzheimerovou chorobou. Jedna

z teorii vzniku choroby poklada za pricinu poskozeni lipidi plazmatické membrany
12



d)

f)

mozkovych bunék volnymi radikdly a ROS a RNS, vedouci knaruseni jejich
antioxidaéni ochrany 3.

Roztrousena mozkomisni skleréza (MS)

Neurodegenerativni autoimunitni onemocnéni postihujici centralni nervovy
systém. Projevem choroby je opticka neuritida (zamlZené vidéni, vypadky zorného
pole, porucha barevného vidéni), koordinacni poruchy a sexualni dysfunkce. Mimo
genetickou predispozici se prokazuje, Ze volné radikaly se narusovanim obrannych
mechanismu centrdlniho nervového systému podileji na patogenezi roztrousené
sklerézy 4.

Aterosklerdza

Degenerativni chronické onemocnéni zplsobené ukladanim aterogennich latek
(zejména lipida, cholesterolu, fosfolipid(, triglyceridd) do stén tepen. Dochazi ke
ztraté pruznosti tepny, kzuzZeni pruUsvitu ake vzniku trombu. Krev nemlze
dostatec¢né proudit k organlim, které ma postiZzena tepna zdsobovat. Aterosklerdza
vede k radé zavainych onemocnéni napf. infarktu myokardu, ¢i cévni mozkové
pfihodé a je nejcastéjsi pri¢inou umrti ve vyspélych zemich. Patogeneze
aterosklerdzy souvisi s oxidacnim stresem. Oxidaci modifikovany LDL-cholesterol se
spolu s makrofagy podili na tvorbé tzv. pénové bunky, ktera je zakladni fazi
aterosklerdzy °.

Cukrovka (Diabetes mellitus I a ll)

Chronické metabolické onemocnéni provazené poruchou metabolizmu sacharidd,
lipida a proteind. K priznakiim choroby patfi polyurie (zvysené moceni), polydipsie
(zvysena zizen), unava, hubnuti, Spatné hojeni ran doprovazené poskozenim rady
organd, jako odi, ledvin, nervového a cévniho systému. Hyperglykemie je endogenni
pri¢inou tvorby volnych radikall, které se zpétné podileji na poskozovani lipidd,
bilkovin a nukleovych kyselin v organismu ®.

Nadorova onemocnéni

Imunitni systém ztraci kontrolu nad tvorbou bunék, a tak dochazi
k nekontrolovanému mnozZeni nadorovych bunék a k rozvinuti nadorového procesu.
Benigni (nezhoubné) nadory rostou a utlacuji okolni tkané, ale nejsou schopny tvofit

metastazy. Maligni (zhoubné) nadory dokazou Sitit po téle nadorové burky, které
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se usazuji vrlznych organech a tvori sekundarni nadorova loZiska (metastazy).
Ndadorovy genotyp zacind zménami v chromozomech, které mohou byt mimo jiné

taky vyvolany oxida¢nim stresem .

Civilizacni choroby jsou zpUsobené zejména nezdravym Zivotnim stylem (nedostatek
pohybu, nedostatek odpocinku, zvySeny stres, Spatné stravovaci navyky, koureni,
konzumace alkoholu), zhorSenim kvality Zivotniho prostiedi (znedisténi ovzdusi
pramyslovymi exhalaty, elektromagneticky smog) a snizenim kvality potravin (primyslova
produkce kaloricky bohatych potravin obsahujicich ¢asto synteticka barviva, konzervanty,

emulgatory atd.).

Pocet diagnostikovanych zhoubnych nadord v CR stoupa roéné az o 6 %. Délka Zivota se
sice prodlouzila u muzli o 7,5 a u Zen 0 5,5 roku, tomu vSak neodpovida shodné prodluzeni
zZivota prozitého ve zdravi. Zdrava populace je motorem ekonomického rdstu. NarUst
civiliza¢nich nemoci zvysuje naklady zdravotniho a socialniho systému. Ani silné ekonomiky
si nemohou dovolit dlouhodobé hradit tyto rostouci vydaje. Cestou z této situace nebude
zvyseni efektivity kauzalniho a symptomatického |éceni (nova |éciva, |éCebné postupy,
pfistrojové vybaveni atd.), ale prevence, kterd eliminuje pficiny vzniku civiliza¢nich chorob.
Uginnd prevence viak musi zahrnovat nejen zlep3eni Zivotniho prostfedi ale i lepsi

Zivotospravu a zdravy Zivotni styl celé populace 8.

Dostatek antioxidantl v potravé pomaha snizit riziko oxidacniho stresu. Vysoky obsah
latek s antioxidacnimi vlastnostmi obsahuje cerstva, tepelné a chemicky neupravena
strava, predevsim zelenina, ovoce, ofechy, obilniny. Ovoce a zelenina rostouci na slunci se
brani pred volnymi radikaly z UV paprskd syntézou vyssiho mnozstvi antioxidantd, ale vliv
na jejich tvorbu ma i sloZeni pudy, ro¢ni obdobi atd. Jejich U¢inek v nasem téle zavisi na
dostatecném a pravidelném prijmu. Je snaha davat prednost prirozenym zdrojim pred
syntetickymi, nejen pro jejich vyssi ucinnost, ale také proto, ze pfilis vysoké davky
syntetickych antioxidantd mohou zpUsobit fadu vedlejsich Gcink(, dokonce pusobit

prooxidacné °.

Hledani ucinnych a bezpecnych pfirodnich antioxidant( je proto v centru pozornosti
mnoha vyzkumnych skupin. Jednou z téchto vyzkumnych skupin je také pracovni skupina
ADINACO (Alzheimer DlIseases and NAtural COmpounds) Farmaceutické fakulty UK v Hradci
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Kralové, vedena prof. ing. Lucii Cahlikovou, Ph.D. Pracovni skupina ADINACO se zabyva
SirSim studiem latek izolovanych z rostlin a hub, z hlediska jejich ucinku na patofyziologické
procesy ovliviujici rozvoj AD. Provadi izolace a identifikace latek, stanoveni biologické
aktivity na skupiny enzym( v CNS. Ve spolupraci s jinymi pracovisti skupina pripravuje
parcidlni derivaty téchto latek a také se zabyva studiem moznost pouziti l[atek v prevenci

Alzheimerovy choroby v podobé doplfiki stravy 10 11,
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Il. CiL PRACE

Tato prace je prispévkem k fytochemickému vyzkumu nati rozchodnice rGzové, Rhodiola
rosea L., ktery byl zahdjen na katedfe farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické

fakulty v Hradci Kralové.
Prace zahrnuje:
1) Pripravu sumarniho extraktu z nati rozchodnice rliZzové v preparativnim méritku,
2) Pfipravu nékolika typl vytfepkd riznymi organickymi rozpoustédly,
3) Izolaci hlavnich obsahovych latek,
4) Stanoveni antioxidacni aktivity (DPPH) a obsahu izolovanych latek,

5) Zhodnoceni experiment(.
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IIl. TEORETICKA CAST

1  Volné radikaly
1.1 Zakladni pojmy a definice

Teorii volnych radikalt navrhl a rozpracoval Denham Harman v letech 1956-1987. Vyzkum
minulych Ctyficeti let ukazuje, Ze védci pldvodné opomijena a Casto zpochybriovana skupina
volnych radikall hraje v biologickych systémech nemalou roli. Volné radikaly jsou jednou
z pricin vzniku nékterych nemoci a taky primarni pfi¢inou fyziologického starnuti. Jednim z
dlvod(, pro¢ se volné radikdly nachazely v pozadi zajmu, je jejich velkd nestdlost v
prostiredi a velmi kratky biologicky polocas (Tab. 1), ktery dfive dostupnymi metodami

znemoznoval jejich zkoumani 2.

Tab. 1 Biologicky polo¢as rozpadu nékterych RONS 12

RONS Vzorec | Biologicky polocas
Superoxid 02" 1x10°®s
Hydroxylovy radikal| OH* 1x107°s
Peroxid vodiku H20, stabilni
Peroxyl ROO* 1-10s
Hydroperoxid ROOH stabilni
Singletovy kyslik 10, 1x10°s
Ozon (OF! 1-10s
Oxid dusnaty NO*® 1-10s
Peroxynitrit ONOO 1x10°3
Oxid dusicity NO2* 1-10s

Volné radikaly (VR) jsou atomy, molekuly, ¢i ionty schopné pfinejmensim kratkodobé
samostatné existence, které maji ve svém elektronovém obalu jeden neparovy elektron,
pfipadné vice nepdrovych elektron(l. Snazi se proto ziskat dalsi elektron a doplnit si tak
elektronovy par do stabilni konfigurace. Z toho prameni jejich velka reaktivita a omezena
doba existence. Reaguji nejen s dalSimi VR, ale i s intaktnimi molekulami (které neparovy
elektron nemaji) a tim vytvareji dalsi volny radikal. Tento déj ma tendenci pokracovat
formou tetézové reakce, kterd se Sifi z bunky do svého okoli. VR mohou napadat lipidy
v lipoproteinech a bunécnych membranach, nukleové kyseliny, sacharidy i bilkoviny véetné

enzymQ, coz mlze vést k téZzkému poskozeni tkani a celych organ(. Pro organismus jsou
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nejdllezitéjsi volné radikaly kysliku a dusiku. DalSimi pfeménami VR mohou vznikat jiné
reaktivni latky, které vsak jiz nemaji neparovy elektron (napf. peroxid vodiku, kyselina
chlornd). Tyto latky se spolu s volnymi radikaly oznacuji spole€nym ndzvem reaktivni formy
kysliku ROS (reactive oxygen species) Ci reaktivni formy dusiku RNS (reactive nitrogen
species). Nékdy se uZiva souhrnné oznaceni RONS?*3. Znaénou tlohu v radikalovych reakcich
maji i prechodné (tranzitni) kovy, které mohou byt donory i akceptory elektronu, a tim
i u¢innymi inicidtory vzniku volnych radikald. V lidském organizmu se uplatfuji pfedevsim

ionty Zeleza a médi 4.

Vznik VR *.
a) Homolytickym Stépenim kovalentni chemické vazby R-H—>R*+H*
b) Oxidaci vychozi latky 0% -e — 0y
c) Redukci vychozi latky 02+e —> 0y

Mnoho VR je nepretrzité produkovdno burikami organismu v prabéhu fyziologickych

nebo patologickych procest a hladina VR se zvySuje pfisunem z exogennich zdroja.

1.1.1 Reakce volnych radikalti 6 7

Pribéh reakce VR v organismu rozdélujeme obvykle na tfi faze. Néktera literatura uvadi

déleni na ¢tyfi faze, kdy mezi propagaci a terminaci Fadi dalsi fazi — inhibici 8.

d) Iniciace
V této fazi dochazi ke vzniku VR ze stabilnich nepolarnich slou¢enin. Homolyticka
vazba je rozStépena pomoci vhodného iniciatoru.
Cl, > CI*+ CI’
e) Propagace volnych radikald
V této fazi velmi nestabilni VR, vytvoreny v prvnim inicia¢nim kroku, napada dalsi
stabilni molekuly a vytvafti z nich nové radikaly. Vzajemné reakce se rfetézi za vzniku
novych VR. Dochazi k mnozZeni VR, kde inicidtorem jsou jiz vytvofené VR z
predchozich reakci.
CHs + CI* — CHs® + HCI
CHs* + Cl; — CHsCl + CI*
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CHsCl + CI* — CHsCI* + HCI
f) Terminace procesu
Zanik VR vstupem nepdrovych elektron(i do chemické vazby.
Cl* + ClI* > CI;
CHs* + CI* — CHsCl
CHyCI* + CI* — CHJCl>

ok D' OH./ b Q
9 - 3
S Mitochondrie kmmeﬂf
@ @ OT NN s

Dot =g H22 = OH ‘)
Zanét - imunitni reakce ' Oy + v

f » 1@ 02 Atprg utalrliﬁ!ké .
" Bilé krvinky

Obr. 1 Vznik volnych radikald °

1.1.2 Zdroje volnych radikalt (Obr. 1) 18

1.1.2.1 Endogenni (Obr. 2)

a) Prlnik elektronl z respiracniho retézce v mitochondriich

b) Vznik kyseliny mocové pomoci enzymu xantinoxidasy

c¢) NADPH — oxidasovy systém (fagocyty, nefagocytarni burky)

d) Nékteré enzymy (xantinoxiddza, cyklooxygenasa, lipoxygenasa)
e) Vznik methemoglobinu

f) Syntéza prostaglandin(

g) ZvysSeny metabolizmus estrogenu

h) Reperfuze po predchozi ischemii
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i) Autooxidace thioll

i) Hyperglykemie.

Mikrosomalni oxidace
flavoproteiny, cytochromy

Myeloperoxidasa
Fagocyty

Xantinoxidasa
NOS isoformy

Endoplasmatické Tranzani

retikulum Lrioen kovy
Cytoplasma Ys \
) Peroxisom i i Dychaci
Oxidasy y Mitochondrie théze::

Flavoproteiny Plasmatickd membrana

Lipoxygenasa 5
Prostaglandinsynthasa
NADPH oxidasa

Obr. 2 Endogenni zdroje RONS *°

1.1.2.2 Exogenni %° (Obr. 3)
a) lonizujici zafeni (UV zareni, y-zafeni, rentgenové zareni), elektromagnetické zareni
b) Atmosférické polutanty
c) Koureni
d) Nékterd léciva (anestetika, barbituraty atd.)
e) Vysoky kaloricky prijem

f) Intoxikace (potraviny, alkohol)
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Ultrazvuk

RTG P g Q
Endoplasmatické
uv - rgtikulum Lysosomy

Golgiho komplex

roxisomy
Cytoplasma ® Mitochondrie

Plasmatickda membrana

N&které Iéky

Cigaretovy kouf Pesticidy

Toxiny

Obr. 3 Exogenni zdroje RONS *°

1.2 Reaktivni formy kysliku 4 (Tab. 2, Obr. 4)

Tab. 2 Reaktivni formy kysliku 1% 21 (upraveno)

Reaktivni formy kysliku ROS
Volné radikaly Latky neradikalové povahy
Superoxid 02" Peroxid vodiku H,0,
Hydroxylovy radikal HO® Ozon (OF!
Alkoxylovy radikal RO® Singletovy kyslik 10,
Peroxylovy radikal ROO° Kyselina chlorna HOCI
Hydroperoxyl HO,*
%0, £+ 0, —&» 0¥ & o o —&—= o7
1 lH* le* 2H" lH* le*
10, HO; H,0, H,O  OH® H,O

Obr. 4 Generovani rliznych ROS postupnou redukci z tripletového kysliku %2
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1.2.1 Superoxid 0;*

Vznikd redukci vkomplexech mitochondridlniho dychaciho fetézce z koenzym(
ubisemichinonu a semiflavinu, v endoplazmatickém retikulu vznikd z oxykomplexu
cytochromu P450 a v leukocytech a v makrofazich je produkovan NADPH oxidasou,
obsaZenou v cytoplasmatické membrdané jako soucédst baktericidniho ochranného systému.
Ma mnohem mensi reaktivitu vici latkam neradikalové povahy nez HO®. Reaguje relativné
rychle s jinymi radikdly. PUsobi jako oxida¢ni i redukéni Cinidlo (redukce cytochromu c,
oxidace askorbatu). Pfimé poskozeni biomolekul je vysoce selektivni a obvykle zahrnuje
reakci s jinymi radikaly. Neprimé poskozeni biomolekul usnadiuje vznik HO® a tvorbu

peroxynitritu po reakci s NO*® 1.

Dismutace: 02 + 02" + 2H" > H,0, + Oy

1.2.2 Hydroxylovy radikal OH®

Nejreaktivnéjsi radikal. Reaguje vysokou rychlosti se vSemi molekulami pfitomnymi
v organismu. Je to extrémneé silné oxidacni ¢inidlo. Z davodU velké nestability nedifunduje
do okoli a v podstaté vSechny reakce probihaji v misté jeho vzniku.

Vznik v organismu:

a) Fentonova reakce, Haber-Weissova reakce

b) Homolytickym Stépenim vazby O-O v H,0; po ozéareni UV svétlem
c) loniza¢nim zarenim

d) Reakci HOCl s O;*

e) Ultrazvukem pfi lithotrypsii (rozru$ovani ledvinovych kamen( réazovou vinou) 23

1.2.3 Alkoxylovy a peroxylovy radikal RO®, ROO*®

Jsou to velmi ucinna oxidacni Cinidla. Jsou schopna odnimat H*® zjinych biomolekul
(lipoperoxidace). RO® se v organismu rychle pfeménuje na jiné typy radikala.

Vznik v organismu:

a) P¥ilipoperoxidaci se tvofi RO>".
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b) Rozkladem organickych hydroperoxidi (ROOH) ucinkem tepla, UV zafenim, nebo

pfi setkdni s ionty pfechodnych kov( 23.

1.2.4 Peroxid vodiku H.0;

Peroxid vodiku vznika ve tkani hlavné dismutaci superoxidu nebo je tvoren také pfimo
plUsobenim oxidas, jako je monoaminooxidasa, glutathionoxidasa a xantinoxidasa. Je velmi
malo reaktivni, ve vysokych koncentracich je cytotoxicky. Pfi rozkladu katalyzovaném Cu/Fe

poskytuje reaktivné;jsi radikaly 24,

202 + 2H* — 03 + H20>

1.2.5 Ozon O3

Molekula tvorena tfemi atomy kysliku je nestabilni. Stratosféricky ozon brani pronikani
Skodlivého UV zareni k zemskému povrchu. Spalovanim fosilnich paliv se v troposfére tvofri
ozon, ktery pusobi Skodlivé na Zivé organismy (posSkozuje pokozku, sitnici oka a dychaci

organy) 14 1>,

1.2.6 Singletovy kyslik 0,

Je to molekulovy O; se sparovanymi spiny. Odstranénim spinové restrikce je reaktivné;jsi
nez béiny 0. Vznikd pfi nékterych fotochemickych reakcich (lé¢ba novorozenecké
Zloutenky, psoridzy, fotodynamickd terapie ndador(l) a pfi znecisSténi atmosféry (NO,,
03, aj.). ZpUsobuje mutagenezi, peroxidaci lipidd a fotooxidaci aminokyselin.

Interakci a chemickou reakci s jinymi molekulami vznikaji hydroperoxidy a endoperoxidy
z latek obsahujicich jednu dvojnou vazbu, nebo konjugovanou dvojnou vazbu, i

karbonylové slouéeniny z tryptofanu 4 2°,

1.2.7 Kyselina chlorna HOCI **

Je produkovana enzymem myeloperoxidasou v aktivovanych neutrofilech. Je silnym

oxidantem, rozklada se na Cl,.
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Poskozeni biomolekul:

a) Chlorace DNA bazi (hlavné pyrimidin().

b) Oxidace thioll, askorbatu a NAD(P)H.

Poskozeni protein(:

a) Prilipoperoxidaci se tvofi ROy*

b) Prevadi Met na Met sulfoxid (trombomodulin, ai-antiproteinasa)

c) Chlorace Tyr za vzniku 3-chlorotyrosinu

d) Poskozeni NH-skupin membranovych proteint

1.3 Reaktivni formy dusiku (Tab. 3)

Tab. 3 Reaktivni formy dusiku 1% 21 (upraveno)

Reaktivni formy dusiku RNS

Volné radikaly

Latky neradikalové povahy

Oxid dusnaty NO* Nitrosyl NO*

Oxid dusicity NO2* Nitroxid NO
Oxid dusity \PIOF!
Kyselina dusita HNO:
Peroxynitrit ONOO
Oxid dusicity N204
Alkylperoxynitrit ROONO

1.3.1 Oxid dusnaty NO* 1°

Oxid dusnaty ma v organismu mnoho dulezitych funkci. Vykazuje vasodilatacni Gcinek a tim
reguluje krevni tlak. Plsobi jako neurotransmiter v CNS a VNS. Podili se na baktericidnim
ucinku, produkuji ho aktivované makrofagy pfi imunitnich reakcich v organismu. Za urcitych
podminek je extrémné toxicky (tvorba peroxynitritu ONOO", nitrosothiol RSNO a dalsich

RNS). Je rozpustny jak hydrofilnim, tak hydrofobnim prostfedi a mulZe prochazet

plazmatickou membranou i cytoplazmou.

Arg + O — NO*® + citrulin
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Zdroje NO® v organismu:
a) Zterminalniho atomu N argininu v pfitomnosti O,.
b) Reakce katalyzované synthasami oxidu dusnatého —-NOS (I-mozkova,

lI-makrofagova, lll-endotelova).

1.3.2 Peroxynitrit ONOO~ 1> 23

Je to patologicky nejvyznamnéjsi metabolit oxidu dusnatého. Vznika reakci oxidu
dusnatého se superoxidem. Peroxynitrit je silné oxidacni agens.
NO® + 02 — OONO"

Toxické ucinky:

a) Deplece (snizeni obsahu) —SH skupin a dalSich antioxidant(.

b) Oxidace a nitrace lipidd.

c) Zlomy v DNA, nitrace a deaminace DNA bazi (guanin).

d) Inaktivace enzym.

e) Oxidace Met na sulfoxid.

1.3.3 Oxid dusicity NO>*

Je to silné oxidacni radikdl. Iniciuje a podporuje peroxidaci lipid(, véetné LDL, coZ vede ke
zvyseni nitrotyrosinové formace 1°.

2NO*® + O2 — 2NO2°

1.4 Atomy piechodnych kovi jako radikaly 2°

Jako radikaly se mohou chovat i atomy prechodnych kovd, jako napf. Fe, Cu, Ni, Mn, Ti a
dalsi. Tyto kovy maji neuplné obsazenou predposledni slupku elektronového obalu, proto
snadno reaguji s ROS. K nejdllezZitéjsim reakcim prechodného kovu s ROS patfi Haber-
Weissova reakce:
02" + Hy0; —F2*— O, + OH® + OH"
Fentonova reakce:
Fe?* + H,02 — Fe3* + OH® + OH
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Cu* + H,0, — Cu?* + OH® + OH

lon pfechodného kovu (obvykle Fe, nebo Cu) zde vstupuje jako katalyzator a produktem
je vysoce toxicky hydroxylovy radikal HO®. | kdyZz médi je v organismu mnohem méné nez

Zeleza, reaguje s peroxidem vodiku mnohem rychleji.

1.5 Fyziologicka funkce volnych radikal v organismu *°

VR maji ve zdravém organismu sv{j nezastupitelny fyziologicky vyznam, ucastni se fady
Zivotné dalezZitych déjd, napf. imunitnich reakci, zaujimaji jistou signalni funkci, dale jsou
pfitomny v dychacim fretézci na enzymatickém komplexu cytochromoxidasy, kde se

transformuje energie z pfijatych Zivin do energie ve formé ATP.

Monooxygenasy vyuzivaji hydroxylovy radikal k hydroxylaénim reakcim napf. pfi
biosyntéze cholesterolu a Zlucovych kyselin nebo pfi detoxikaci rlznych xenobiotik.
Fagocyty vyuZivaji VR k zabijeni mikroorganism( a nadorovych bunék, VR maji vyznam pfi

oplodnéni vajicka spermii, pIni funkci mediator( zanétlivé reakce.
1.5.1 Bunéé&na signalizace 2> 2°

Bunécna signalizace zajistuje koordinaci fyziologickych pochodd v organismu. Buriky jsou
geneticky naprogramovany tak, Zze mohou na signalni latky reagovat selektivné, podle
vyvojového stadia organismu a typu bunék. Pfenos signalu od signalni molekuly do jadra je

zprostifedkovan mnohastupnovym signalizacnim systémem.

VR a jejich metabolity nalézaji uplatnéni také vradé signdlnich déju. Koncepty
o mechanismech plsobeni volnych radikall jako signalnich molekul jsou stale diskutovany
a nejsou jesté zcela objasnény. Antioxidacni ochranné systémy nikdy neodstranuji ROS/RNS
zcela, ale udrzuji jejich hladiny v urcitych mezich. Nékteré bunécné kultury reaguji na
snizené hodnoty ROS zvySenou proliferaci, a naopak vyssi hodnoty maji inhibi¢ni az

cytotoxicky efekt.

Redoxni zmény také reguluji aktivity transkripcnich faktord, napriklad AP-1 a NF-kB.
Vystaveni urcitych bunéénych typl plsobeni nizkych hladin ROS (zvlasté H,0;) zplisobuje
aktivaci proteinkinas (napr. PKC). Jako dullezZity regulacni mechanismus zfejmé plsobi také

vzdjemné interakce mezi ROS a RNS. Zatimco H,O; aktivuje NF-kB, NO® jej inhibuje.
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V cévnim endotelu plsobi kyslikové a dusikové radikaly také antagonisticky, 02°* zplsobuje
cévni vazokonstrikci, naopak pod vlivem NO* hladky sval relaxuje. Rovnovdha 0,*/NO* je

tedy pravdépodobné jednim z fyziologickych mechanism( pro regulaci krevniho tlaku.

1.5.2 Imunitni ochrana

Neutrofilni leukocyty a makrofagy vyuzivaji reaktivni formy kysliku k odstrafiovani zbytk(
mrtvych bunék a k zabijeni bakterii. Na jejich plazmatické membrané se nachazi enzym
NADPH-oxidasa, obsahujici  Flavocytochrom B 558. Redukovaného nikotinamid-
adenindinukleotidfosfatu (NADPH) je vyuZito jako substratu pro prenos elektront na kyslik
za vzniku superoxidu a nadsledné peroxidu vodiku. Ve fagosomu se uvolfuji ionty Zeleza pro
Fentonovu reakci a tvofi se hydroxylovy radikal. Cela reakce se nazyva respiracni vzplanuti
(oxidacni vzplanuti), jelikoz dochazi k prudkému zvyseni spotieby kysliku v burice, nikoli

vsak ¢innosti mitochondrii.

V pripadé polymorfonuklearnich bunék do systému vstupuje jesté myeloperoxidasa
(MPO). Myeloperoxidasa je enzymem pouze neutrofild, obsahujicim hemovou skupinu.
Vykazuje nespecifickou peroxidasovou aktivitu a je schopna oxidovat celou rfadu substrata.
V pritomnosti H20; a Cl- oxiduje MPO tyto chloridové ionty a vznika kyselina chlorna HCIO.
Kyselina chlornd ma silny antibakterialni ucinek in vitro avsak panovaly pochybnosti o
stejném Gcinku in vivo ?’. Bylo totiZ zjisténo, Ze pacienti, trpici vrozenym deficitem
neutrofilové myeloperoxidasy, vykazovaly pouze nepatrné sniZeni rezistence vUci
bakteridlni infekci, zehoZz vyplyva, Ze pfi antibakteridlni ochrané je pro organizmus
mnohem duleZitéjsi systém respiracniho vzplanuti. Navic je kyselina chlornd schopna
reagovat s 02" nebo s H,0; za vzniku OH® resp. 10,, tato reakce je v3ak pfi pH 7,4 velmi

pomald a pravdépodobné nema pro fagocyty velky vyznam.

1.5.3 Volné radikaly jako prostfedek oxidas a oxygenas *°

Soucasné formy Zivota potfebuji na pokryti svych energetickych vydaji velké mnozstvi
energie. Tu lze uvolnit pouze prenosem elektrond ze Zivin na kyslik. Funkéné poslednim
enzymem dychaciho retézce ve vnitfni mitochondrialni membrané je cytochromoxidasa,

ktera ptijima elektrony pochazejici ze Zivin a predava je na molekularni kyslik. Redukuje ho
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Ctyfmi elektrony za vzniku dvou molekul vody, pficemz se uvolni energie pro syntézu ATP.

Redukce kysliku na aktivnim centru enzymu probiha ve ¢tyrech stupnich.

Podstatné je, Ze toxické meziprodukty (H202a 0;*), zUstdvaji navazany na enzym. Mimo
néj by ihned tvofily reaktivni metabolity a poskozovaly by okolni biomolekuly.
Monooxygenasy podobnym zplisobem aktivuji kyslik v endoplazmatickém retikulu nebo v
mitochondriich nadledvin. V tomto pripadé je kyslik redukovan tfremi elektrony na uroven
hydroxylového radikalu, ktery je pouzit k hydroxylaci fady endogennich a exogennich latek,

véetné Iékll (aromatické uhlovodiky, aminy, steroidy ad.).

Tato hydroxylace je vyznamnou reakci pti syntéze cholesterolu a pfi jeho preméné na
Zlucové kyseliny. Xenobiotika se po hydroxylaci mohou konjugovat s hydrofilnimi latkami,

stanou se rozpustnéjsimi ve vodé a snadnéji se vylouci z téla.

1.6 Oxidaéni stres 28 30

Pokud dojde k naruseni rovnovahy mezi tvoricimi se reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS)
spolu s reaktivnimi dusikovymi radikdly (RNS) a obrannym antioxidacnim systémem
organismu, a pokud jsou reaktivni Castice v prevaze a antioxidacni systém organismu je

nedokdzZe odstranovat, vznika oxidaéni stres.

Oxidacni stres je definovan jako poruseni rovnovahy mezi vznikem a odstrafiovanim
RONS z organismu. Tato situace maze byt zplsobena nadmérnym prijmem RONS z vnéjsiho
prostredi (napf. cigaretovy kour, znecisténé ovzdusi ad.), u€¢inkem vnéjsich iniciatort vzniku
RONS (napt. UV zareni), nebo jiz probihajicimi patologickymi procesy v organismu. Dale pak

narusenim tvorby a distribuce antioxidant( v organismu, nebo jejich kombinaci.

Primarné pusobi volné radikdly na biologicky dulezité makromolekuly, zejména
na bilkoviny, tuky a nukleové kyseliny. Reakce volnych radikal(i jsou doprovazeny vznikem
novych vazeb uvnitf makromolekul, mezi jednotlivymi fetézci makromolekul i mezi

makromolekulami a sousedicimi (makro)molekulami.

Oxidacni stres mlzZe zpUsobit poskozeni bunécénych struktur, a to predevsim lipidQ,
ztratu enzymatické aktivity a funkce protein(, ztratu informaci u DNA (vznik nadorovych

bunék) a narusit spravnou funkci kyseliny mocové v organismu. DalSim dlsledkem pak
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byvaji zmény vlastnosti bunécnych membran, které mohou vést k poskozeni a zaniku bunék

a k poskozeni tkani a organti (Obr. 5).

Z uvedeného vyplyva, Ze oxidacni stres zpusobuje vznik a patogenezi onemocnéni

a podili se na procesu starnuti bunék organismu 2°.

2 : £ Enzymy djchaciho
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S X /3 N mocondt
ﬁ;ﬁ\ o DNA

PoSkozeni jpmanimminge #

membran ﬁ% RER\ 05
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7 permeability
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TInflux c&

Peroxidace lipida

Obr. 5 Oxida¢ni poskozeni 2°

1.6.1 Oxidaéni poskozeni lipid( 3% 3!

Lipidy jsou predevsim dulezitymi stavebnimi slozkami bunécénych struktur, zejména
membran a maji jesté dalsi biologické funkce. Lipidova peroxidace je proces, pti kterém
jsou polynenasycené mastné kyseliny lipidi poSkozovany pusobenim volnych radikalt
a kysliku, za vzniku hydroperoxidu. V iniciaci peroxidace se pfripisuje hlavni tloha plsobeni
hydroxylovému radikalu, iniciaci vsak mohou vyvolat i radikaly jiné. Z hydroperoxida pak

dalSimi reakcemi vznikaji nasledné sekundarni produkty.

Lipoperoxidace je velmi destruktivni proces. Jednak primo poskozuje fosfolipidy
membran, navic vSak vznikajici sekundarni metabolity jsou velmi reaktivni a narusuji
strukturu dalSich biomolekul. Toxické jsou predevsim nékteré aldehydy (malondialdehyd,
4-hydroxynonenal), které se navazuji na volné aminoskupiny proteint. V dusledku toho se
proteiny agreguji, situji a stavaji se citlivéjsi k proteolytické degradaci. Méni se fluidita
membran, zvySuje se propustnost pro ionty, méni se membranovy potencidl a dochazi k

lyze bunék.
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1.6.2 Oxidaéni poskozeni proteint 3!

Vyznamnym cilem reaktivnich radikald RONS jsou také proteiny. Oxidace aminokyselin

v proteinech vede k nevratnym fyziologickym zméndm v proteinech samotnych.

Methionin je u¢inkem ROS napfiklad oxidovan na methioninsulfoxid, cystein na kyselinu
cysteinovou, tryptofan na kynurenin. Pfi oxidaci prolinu dojde k otevreni pyrrolidinového
kruhu a k preruseni peptidového retézce. V tomto pripadé nenastane start retézové reakce
jako pfi lipoperoxidaci, poSkozeni se vSak znasobi tim, Ze proteiny ztrati svou enzymovou,

signalni nebo transportni funkci.

Rada aminokyselin je hydroxylovdna hydroxylovym radikdlem a nitrovana
peroxynitritem (tryptofan, fenylalanin, tyrosin). S vétSinou biomolekul peroxynitrit reaguje
pomalu, je selektivnim oxidantem. V proteinech tento oxidant méni tyrosin na nitrotyrosin,

ktery je velmi staly.

S membranovymi proteiny a proteiny lipoproteinovych ¢astic (LDL, VLDL) reaguji kromeé
jednoduchych RONS téz alkoxylové a peroxylové radikaly lipid( (LO®, LOO*®) vznikajici pfi
lipoperoxidaci. DalSi produkty lipoperoxidace — reaktivni aldehydy (malondialdehyd,
4-hydroxynonenal) se kovalentné vazi na e-NH; lysinu. Nasledkem toho proteiny agreguiji,

situji, a stanou se citlivéjsimi k proteolytické degradaci.

Proteiny jsou posSkozovany téZ Zelezem koordinovanym na jejich strukturu. Lysylovy
zbytek v proteinu (R-CH2-NH>) slouZi jako jeden z mnoha ligand( schopnych vazat Fe(ll),
také katalyzuje Fentonovu reakci, pfi které vznikd z peroxidu vodiku hydroxylovy radikal
(HO®). Ten v misté svého vzniku vytvori z R-CH,-NH; alkylovy radikal R-*CH-NH,. Pfesun
elektronu na Fe(lll) regeneruje Fe(ll) a z radikalu vznikne skupina R-CH=NH, ktera se
spontanné hydrolyzuje na R-CHO a NHs. Modifikovany protein je substratem rady

nespecifickych protedz, které ho odstrani.

| fada dalSich reakci pfeménuje aminokyseliny proteini na karbonylové derivaty;
4-hydroxynonenal (4-HNE) reaguje s histidinem, lysinem a thiolovymi skupinami, ¢imz vnasi
do molekuly proteinu karbonylové skupiny (-CO-). Ty vznikaji téZz pri glykaci proteind.
Stupen karbonylace protein(i Ize stanovit a pouZit jako ukazatel oxidacniho poskozeni

téchto biomolekul. Nasledky uvedenych reakci jsou pro funkci bunék velmi zavaziné.

30



Enzymy méni svoji aktivitu, pumpy neudrZi iontovou homeostazu burky. V cytosolu se
hromadi Ca?*, ¢imZ se aktivuji proteasy a fosfolipasy. Modifikace aminokyselin vedou ke

vzniku novych antigennich determinant( a k autoimunitnim reakcim.

1.6.3 Oxidaéni poskozeni DNA 32

ROS vznikajici v pribéhu aerobniho metabolizmu jsou hlavni pficinou genetického
poskozeni DNA, které, pokud neni opraveno, muize vyvolat rlizné mutace a zpUsobit vyssi

vyskyt neoplastickych procesd, ¢i vést k pred€asnému starnuti.

Oxidacni poskozeni DNA: Dasledek:

a) Stépeni cukerného kruhu - Mutace.

b) Modifikace bazi — Translacni chyby.

c) Zlomy retézce (SSB, DSB zlomy) — Inhibice proteosyntézy.

Oxidacni poskozeni DNA m(iZe byt zplsobeno endogennimi ¢i exogennimi zdroji. Mezi
endogenni vlivy se rfadi nestabilita DNA (napf. depurinace), spontanni chyby v DNA béhem
replikace a oprav, RONS a produkty peroxidace lipidli. Exogenni zdroje pfispivajici
k poskozeni jsou napf. ionizujici a UV zareni, rada genotoxickych chemikalii, produkty

pyrolyzy v potravé, necistoty v ovzdusi a ve vodé.

Rozsah endogenniho poskozeni v disledku ROS mUZe byt obrovsky, jelikoz kazda lidska
burika metabolizuje pFiblizné 101> molekul kysliku za den (1 % z kyslikového metabolizmu),
coz prispiva k tvorbé ROS. Bylo odhadnuto, Ze za den je v lidské burice poskozeno pfiblizné
20 000 nukleotidl v DNA. Vyssi uroven oxidativniho poskozeni byla prokazana v pripadech

deficitu stopovych prvkl v organizmu 1> 3334,
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2  Antioxidanty 2% 2% 3%

Antioxidanty jsou definovany jako latky, které pfi puUsobeni v nizkych koncentracich
vyznamné inhibuji, nebo zpomaluji oxidac¢ni destrukci ostatnich latek (resp. tkani).
V poslednich letech jsou antioxida¢né ucinné latky podrobeny velkému zajmu z divodl
jejich 1é¢ebného (nebo potravinarského) vyuziti. Je to dano spojovanim vyvoje fady lidskych
nemoci s oxidacnim stresem. Volné radikaly (resp. RONS) hraji dllezitou ulohu napf.
v patogenezi starnuti, riznych kardiovaskularnich chorob, u diabetes melitus Il typu, nebo

u zhoubného bujeni.

Mezi zdkladni mechanismy antioxida¢niho plsobeni se fadi zhaseni volnych radikald,
chelatace prechodnych kovl, schopnost inhibovat prooxidacni enzymy a ochrana

stavajiciho antioxidacniho systému pred vyCerpanim.

Protivahu k volnym radikallm v organismu tvofi antioxidanty. Jsou to latky, jejiz
molekuly dokdZou eliminovat aktivitu volnych radikal(, inhibuji, nebo vyznamné zpomaluji
oxidacni destrukci bunék organismu. Antioxidanty neplsobi Sirokospektralné, ale rdzné
typy antioxidantl plsobi na rdzné typy volnych radikald v rGznych ¢astech bunék (Tab. 4).
Nékteré antioxidanty si vytvari nase télo samo (enzymy, koenzymy), nebo mohou byt

syntetického, ¢i prirodniho plvodu.

Antioxidanty se rozumi latky, které neutralizuji VR (RONS), nebo jejich ucinky.
Antioxidantem mUZeme nazvat jakoukoliv slouceninu, ktera je schopna zpomalovat, nebo
zabranovat degeneraci, branit poskozeni, nebo zniceni bunék, zpUsobené oxidaci.
Antioxidanty pUsobi tak, Ze prevadéji VR na latky nereaktivni, nebo na latky méné reaktivni

povahy.

Pfiroda vybavila kazdou buriku odpovidajicim obrannym mechanismem proti Skodlivym
uc¢inkim VR. Obranné mechanismy organismu jsou tvofeny enzymatickymi
a neenzymatickym systémy. Diky témto mechanism(im je v bunikdch udrZovana redoxni

rovnovaha daleZita pro spravné fungovani proteind 1°.
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Tab. 4 Detoxikaéni U&inek nékterych antioxidant( 2° (upraveno)

Antioxidant

wve

Detoxikacni ucinek

Enzymové AO

Cytochromoxidasa

95-99% O2 v burikach

Superoxiddismutasa

Superoxid

Katalasa

Peroxid vodiku

Glutathion peroxidasa

Peroxid vodiku

Peroxidasy

Peroxidy

Neenzymové, vysokomolekularni AO

Ceruloplasmin

Superoxid, oxiduje Fe?*, inaktivuje Cu?*

Albumin Hydroperoxidy

Ferritin Chelator Fe*
Nizkomolekularni, hydrofilni AO

Glutathion OH*, 10,

Kyselina askorbova

0, OH*, 10, organické radikaly

Kyselina mocova

0°*, OH*, 10,, chelator iontl kov(

Cystein 0%, 02
Bilirubin Peroxylovy radikal
Nizkomolekularni, lipofilni AO
Tokoferoly OH*, ROO*
Karotenoidy OH*, 10,

Ubichinol (koenzym Q10)

Peroxylovy radikal

2.1 Rozdéleni antioxidantd 3¢

Antioxidanty tvofi riznorodou skupinu latek, kterou lze rozdélit podle rGznych kritérii,

vlastnosti, nebo pavodu.

2.1.1 Podle ovlivnéni tvorby VR

a) Primdrni —brani vzniku novych ROS.
Jedna se o inhibitory NADPH-oxidasy, xantinoxidasy a chelatacni latky atd. Dale do
této skupiny patfi bilkoviny vazici prechodné kovy, které mohou reakci s peroxidem
vodiku poskytovat hydroxylovy radikal. Pak se sem radi proteiny, regulujici aktivitu
enzymU tvoficich radikdly a nékteré dalsi latky (napf. allopurinol inhibuje

xantinoxidasu a tim brani vzniku superoxidu) nebo enzymy rozkladajici aktivni formy
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b)

2.1.2

a)

b)

2.13

a)

b)

kysliku. Jedna se napfiklad o odstranéni peroxidu vodiku katalasou nebo
peroxidasou, které se tak jiz neni schopen preménit na hydroxylovy radikal

za katalyzy pfechodnymi kovy.

T

Jedna se o latky s redukujicim ucinkem jako napf. vitamin C, vitamin E, koenzymy
ubichinol (koenzym Quo), glutathion aj., pattici do skupiny tzv. lapacl (trappers),
které predavaji radikdlu elektron, a pfitom se samy méni na celkem stabilni a
bezpecnéjsi radikdl. Enzym superoxiddismutasa (SOD), patfi do skupiny tzv.
vychytavacl (scavengers), zhasi superoxidovy radikal a méni ho na méné toxicky
peroxid vodiku. B-Karoten, patfici do skupiny tzv. zhase¢h (quenchers), zhdsi

singletovy kyslik.

Tercidlni — opravuji, nebo eliminuji molekuly a zajistuji opravu DNA poskozené
pUsobenim ROS.

Lze jmenovat lipofilni enzymy napft. fosfolipasu A2 (PL A2), které odstépuji oxidacné
poskozené vyssi mastné kyseliny (VMK), proteolytické enzymy rozkladajici

poskozené proteiny a reparacni endonukleasy opravujici poskozenou DNA.

Podle ptivodu

Endogenni—jsou tvoreny v organismu (redukovany glutation GSH, kyselina mocova,
albumin aj.).

Exogenni — prichazeji do organismu zvenci.

Podle rozpustnosti

Hydrofilni — rozpustné ve vodé, pomérné rychle pronikaji do organismu, obtizné
pronikaji pres bunécné membrany (kyselina askorbova, kyselina mocova, vyskytuji
se v krevni plasmé a cytosolu bunék).

Lipofilni — rozpustné v tucich, na misto UCinku se dostavaji pomaleji, plsobi
v lipoproteinech a membranach (vitamin E, karotenoidy, koenzym Qio, estrogeny,

vyskyt v bunécnych membranach, tukové tkani a lipoproteinech krevni plasmy).
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2.1.4

a)

b)

2.15

d)

2.1.6

a)

b)

d)

2.1.7

b)

c)

Amfofilni — maji vlastnosti hydrofilnich i lipofilnich antioxidantl (kyselina lipoova,

melatonin, flavonoidy).

Podle lokalizace v relaci s burikou

Extracelularni.

Intracelularni — maji rozhodujici vyznam v ochrané pred VR.

Podle velikosti molekuly

Vysokomolekularni (bilkoviny) — vyznamnou roli maji enzymy, které se podileji
zejména na intraceluldrni antioxidaéni ochrané (transferrin, hemopexin, laktoferrin,
ferritin, haptoglobin, albumin, celuroplasmin, chaperon).

Nizkomolekularni — (vitamin C, vitamin E, vitamin A, vitaminy skupiny B (folaty),
kartenoidy, selen, koenzym Q10, melatonin, kyselina mocova, bilirubin, fenolové

kyseliny).

Podle mechanismu ucinku

Katalyzadtory (enzymy a urcité metaloproteiny napodobujici enzymy svym
mechanismem ucinku) — v reakci se nespotiebovavaiji.

Chelatacni latky — vazi prechodné kovy (Fe, Cu, Ni aj.) a tim brani jejich uplatnéni ve
Fentonové reakci, stejné plsobi i nékteré bilkoviny (transferrin, haptoglobin,
laktoferrin aj.).

Inhibitory enzym{ — kompetitivni inhibice, akompetitivni inhibice, nekompetitivni
inhibice.

Ostatni.

Podle typu VR, na ktery ptisobi a typu uc¢inného antioxidantu

Superoxid (02") — superoxiddismutasa (SOD), kterd méni superoxidovy radikal
na H20; + O,.
Hydroxylovy radikal (HO*®) — albumin, cholesterol, mannitol, dopamin, probukol.
Singletovy kyslik (*0;) — vitamin C, vitamin E, B-karoten, histidin.
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d) Peroxid vodiku (H,02) — glutathion peroxidasa, katalasa.
e) Oxid dusnaty (NO) —aminoguanidin.

f) Kyselina chlornd (HCIO) — sulfasalazin, histidin, methionin.

2.1.8 Podle typu na pfirozené a syntetické

a) Prirozené —v prirodé, nebo dané potraviné se prirozené vyskytujici.

b) Syntetické — uméle pripravené.

2.1.8.1 Pfirozené antioxidanty
Pfirozené antioxidanty jsou latky, které je ¢lovék schopen vytvorit (enzymy) nebo pfijimat
v potravé a jeZ se zapojuji do metabolismu. Vyskytuji se v ptirodé (ovoce, zelenina, lesni
plody, byliny, ofechy, semena, zeleny caj atd.), v nékterych potravinach a napojich
(Cokolada, kakao, ¢ervené vino, pivo atd.) a jsou pfitomny i v organismu ve formé enzym.
Dale je mUZeme délit:

a) Hydrofilni antioxidanty.

Intracelularni:
Enzymové: superoxiddismutasa (SOD), katalasa (CAT).
Neenzymové: glutathion (GSH).

Extracelularni:

Vysokomolekularni: albumin a jiné bilkoviny obsahujici SH skupiny, transferrin,

hemopexin.
Nizkomolekuldrni: kyselina askorbova, kyselina mocova, bilirubin, polyfenoly
(rutin, cyanidin).

b) Lipofilni (membranové) antioxidanty.
Mezi lipofilni nebo také membranové antioxidanty patfi napfiklad vitamin
E (a-tokoferol), karotenoidy (B-karoten, a-karoten, lykopen, lutein), koenzym Quo

estrogeny a nékteré dalsi steroidy, v mens$i mife i vitamin A (retinol) 3.
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c) Amfofilni antioxidanty.
Jak hydrofilni, tak lipofilni ¢asti molekuly jsou obsazeny napfiklad v kyseliné lipoové

¢i melatoninu a rovnéz v urcitych polyfenolovych flavonoidech 2°,

2.1.8.2 Umélé antioxidanty

Do této skupiny patfi antioxidanty vyrdbéné synteticky (napf. butylhydroxyanisol,
butylhydroxytoluen, dimethylsulfoxid, aj.). Mezi umélé antioxidanty lze radit i latky, které
byly pozménény z prirodnich antioxidant(. Jsou soucasti nékterych léciv, potravnich
doplnk{ (suplement(l) a aditiv priddvanych do potravin (k zajiSténi trvanlivosti, k zabranéni
Zluknuti tukl a olejud, k zabranéni nezadoucich zmén barvy atd.) Synteticky se vsak vyrabi i

nékteré prirodni antioxidanty (napf. vitamin C).

2.2 Metody stanoveni antioxidaéni aktivity in vitro 3’

Klinické a epidemiologické studie prokazuji korelaci mezi antioxidacni aktivitou latek
pfijimanych v potravé a prevenci nékterych onemocnéni napf. kardiovaskularnich chorob,
karcinogeneze, neurologickych poruch nebo procestl starnuti. Z uvedenych ddvodu vzrista

zadjem stanovit antioxidacni aktivitu rGznych latek rostlinného plvodu.

Pro vzajemné porovnavani antioxidacnich ucinkd rdznych smési byl nékterymi autory
zaveden pojem celkovd antioxidac¢ni aktivita TAA (Total Antioxidant Activity). TAA je
parametrem, ktery kvantifikuje kapacitu vzorku biologického materidlu eliminovat radikaly.
Z velkého poctu popsanych metod maiji pfi stanoveni TAA nejcastéjsi pouziti dale uvedené
metody TEAC, FRAP a ORAC. Je tfeba pfipomenout, Ze fada latek pfijimanych v rostlinném
materialu podléhd metabolickym zménam jiz v travicim traktu a jejich Ucinek v organismu
je dale podstatné ovlivnén mirou resorpce a dalSim metabolismem. Proto vyrazna

antioxidacni aktivita zjisténa in vitro nemusi znamenat adekvatné vyznamny ucinek in vivo.

V literature Ize nalézt velky pocet metod pouZivanych ke stanoveni antioxidacni aktivity.
Jejich rozmanitost vyplyva ze skutecnosti, Ze nizkomolekuldrni antioxidanty mohou pUsobit
riznymi mechanismy. Nejcastéji jde o prfimou reakci s radikaly (zhaseni, vychytavani) nebo

reakci s prechodnymi kovy. Pfesnéjsi chemické vymezeni mechanismu jejich ucinku je vsak
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Casto problematické. Proto také postupy hodnotici miru antioxidacniho plisobeni jsou
zalozeny na rliznych principech. Obecné mohou byt kategorizovany do dvou skupin — na
metody hodnotici schopnost eliminovat radikdly a ddle na metody posuzujici redoxni

vlastnosti latek.

2.2.1 Metody zaloZené na eliminaci radikala

Metody spocivaji v hodnoceni schopnosti vzorku vychytavat volné radikaly. Radikaly

mohou byt v reakéni smési generovany nebo jsou do reakéni smési pridavany.

a) Metoda TEAC (Trolox Equivalent Antoxidant Capacity).

TEAC odpovida antioxidacni aktivité vzorku, ktera je vztazena ke standardni latce
Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylové kyseliné), coZz je
rozpustny synteticky analog vitaminu E.

Vlastni metoda stanoveni je zaloZena nazhaseni uméle ptipraveného stabilniho
radikalu ABTS (2,2'-azino-bis(3 -ethylbenzthiazolin-6-sulfonova kyselina)). PUsobenim
persiranu draselného je ABTS prevedeno na svij stabilni radikal ABTS**. Tento radikal
ma tyrkysové modrou barvu. Pfidanim vzorku s antioxidaCni kapacitou dochazi
ke konverzi zpét na neutralni bezbarvou formu, pficemz celkova barva prechazi
na svétle zelenou aZ bezbarvou. Tato zména intenzity se méri fotometricky pfi vinové
délce 734 nm ¥/,

Dalsim stabilnim radikalem vedle ABTS, ktery je pouZivam kvyhodnocovani
antioxidacni aktivity, je DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl); pfi kontaktu
s analytem ochotnym kredoxni reakci dochazi ke ,zhaseni“ — fialovy roztok se
odbarvuje, dochazi k poklesu absorbance (525 nm), coz je v pfimé souvislosti
s koncentraci antioxidantu v analyzovaném vzorku; pro realné méreni mohou byt
pouzity jak klasické ,stacionarni“ spektroskopické metody, tak usporné a rychlé
moderni metody napf. FIA 38,

b) Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) 3°.

PFi pouziti metody ORAC se v testovaném systému generuji kyslikové radikaly a hodnoti
se schopnost testované latky zpomalit nebo zastavit radikalovou reakci. Detekce je

zaloZena na sledovani Ubytku fluorescence B-fykoerytrinu (B-PE) po ataku radikaly. Pro
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generaci peroxylovych radikalt se pouziva AAPH (2,2"-azobis
(isobutyrimidamid dihydrochlorid)), pro generaci hydroxylovych radikald pak systém
H>0; + Cu*. Vzhledem k tomu, Ze tyto radikaly patfi k nejreaktivnéjsim, pati test ORAC
k ddlezitym parametrim charakterizujicim antioxidanty. Originalni metoda ORAC, ktera
pouziva jako sondu B-PE (ORACee), ma Siroké vyuziti a poskytuje vyznamné informace o
antioxidacni kapacité vzork( rdzného typu. Pri stanoveni antioxidacni kapacity
polyfenoll vsak byla popsana nékterd omezeni, kterd se tykaji vlastnosti B-PE (napfr.

omezenad fotostabilita).

2.2.2 Metody zaloZzené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek

Neenzymové antioxidanty mohou byt charakterizovany jako redukéni Cinidla, ktera reaguiji
s oxidanty, redukuji je a tim je inaktivuji. Z tohoto pohledu Ize antioxidacni aktivitu

posuzovat na zakladé redukéni schopnosti latky.

a) Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Potential) 3’.

Je zalozena na principu redoxni reakce, kde se vyuZiva schopnost antioxidant(
ve vzorku redukovat Zelezité komplexy napf. Fe3*-TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-
triazin), které jsou témér bezbarvé a po redukci na Fe?*-TPTZ vytvafi intenzivné fialové
produkty, které se méri pfivinové délce 593 nm. Vysledek se poté vyjadii pomoci
kalibraéni kfivky na ekvivalentni mnoZstvi iont( Fe?*. Metoda ma svoje limity, spoéivajici
v tom, Ze méfeni probiha pfi nefyziologicky nizké hodnoté pH (3,6), kdy nejsou
zachyceny s komplexem pomalu reagujici polyfenolové latky a thioly, navic vznikajici
Fe?* je in vivo jednim z reaktantd Fentonovy reakce. Metoda tak odraZi pouze schopnost
latek redukovat ion Fe3* a s celkovou antioxida¢ni aktivitou vzorku nemusi pozitivné
korelovat.

b) HPLC metoda s elektrochemickou detekci 4°.

Elektro-aktivni latky je moZzno velmi presné a citlivé detekovat pouzitim
ampérometrickych nebo coulometrickych detektorl pri analyze HPLC (HPLC-ECD). Pfi
této metodeé se na pracovni elektrodu detektoru vklada urcity kladny potencial. Pik latky
se projevi pouze tehdy, je-li latka pfi tomto potencialu oxidovana. Latku je tak mozno

charakterizovat nejen retencnim Casem, ale také potencialem, pfi kterém se oxiduje. To
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umoznuje analyzovat komplexni smési a identifikovat v nich jednotlivé ucinné

antioxidacni komponenty na zakladé hodnoty potencialu aplikovaného na elektrodu.

Jednim z vyznamnych ukazatel(l antioxidacni aktivity z hlediska predikce je pritomnost
fenolovych latek, jejichz kvantitativni obsah se zjistuje sumdrné stanovenim pomoci
Folin-Ciocalteuova ¢inidla; vysledky jsou vyjadiovany jako ekvivalenty gallové kyseliny 42.
Tato metoda je velmi oblibend, je pouZivana dokonce v Ceském Iékopise a v fadé pfipadi

muzZe byt velmi dobrym voditkem antioxidacéni aktivity.
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3  Prirodni antioxidanty
3.1 Zdroje pfirodnich antioxidantt *?

V lidském organismu tvofi ochranu pred oxidacnim poskozenim nejen antioxidanty
syntetizované v téle, ale ity, které pfijimdme s potravou. V posledni dobé dochazi ke
zvySeni zdjmu o pfirodni antioxidanty. Pfirodni antioxidanty (vitamin C, vitamin E,
karotenoidy ad.) ziskdvame potravou hlavné z ovoce, zeleniny, obilovin, lusténin, koreni

a ndpoju. Antioxidacni aktivitu vykazuje mnoho rostlinnych druhd (Tab. 5).

Tab. 5 Antioxidaéni aktivita ORAC nékterych bylin, kofeni a plod( #2

Pozivatina [mOTI:/'?OCO "
Bazalka (Cerstva) 4805
Bazalka (susena) 61063
Majoranka (Cerstva) 27297
Oregano (Cerstvé) 13970
Oregano (susené) 175295
Salvéj (¢erstva) 32004
Salvéj (drcend) 119929
Rozmaryn (suseny) 165280
Cerny pep¥ 34053
Tymian (suseny) 158380
Maliny 5065
Cesnek (syrovy) 5708
Cibule cervena (syrova) 1521
Zazvor koren (syrovy) 14840

Ovoce patfi k potravindm hodnocenym pro své dietetické a nutricni hodnoty. Obsahuje
nékolik vitaminU, soli a pro télo dulezité vlakniny. Vétsina ovoce je zdrojem vitaminu C,
karotenoid(l a polyfenolU. Silné antioxidanty se nachdzeji v bobulich, tfesnich, Svestkach,

citrusech, olivach a kiwi.

V zeleniné patfi k nejbohatSim zdrojim antioxidantl rajcata, paprika, brukvovita
zelenina, cibule, ¢esnek, brambory, Spenat a ¢ervend fepa. Paprika se ceni pro vysoky obsah

vitaminu C a kryptoxanthinu, a raj¢ata jako zdroj lykopenu.
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Obilniny a lusténiny nejsou pfiliS bohatym zdrojem antioxidantl, prakticky se v nich

nachazi pouze polyfenoly. Vyznam vsak nabyvaji svym velkym podilem v nasi potrave.

v

DuleZitym zdrojem antioxidantl jsou napoje a pochutiny (¢aj, kdva, ovocné stavy, pivo,
vino atd.). PrevaZzujici fenolovou slouceninou obsaZzenou v ¢aji jsou katechiny. VSeobecng,
zeleny €aj je bohatsi na tyto slouceniny nez ¢aj Cerny. V kavé je dominantni chlorogenova
kyselina. Velké mnozstvi fenolovych sloucenin se nachazi v kakaovych bobech (resp. kakau
a Cokolddé). Procyanidiny tvofi z nich cca 60 %. Vyznamné je i malé mnozstvi sloucenin na
bazi slouCeniny vychazejicich z kvercetinu. Pivo obsahuje hlavné fenolové slouceniny,
jejichz zdrojem je jecny slad a rovnéz chmel. Vysoce aktivni antioxidanty byly nalezeny

v olivovém oleji.

Mezi vyznamné zdroje fenolovych sloucenin patfi rovnéz koreni (Tab. 6). VZdy tvofilo
dlleZitou prisadu do pokrmd, kde plnilo Ulohu chuti, aroma a barvy ale zajistovalo
i trvanlivost potravin. Kofeni se uzivalo také jako baktericidni prostfedek. Silice a netékavé

oleje obsazené v nékterém koreni plsobi jako inhibitory bakterii a hub.

Ve

Rada kofeni obsahuje slozky, které vykazuji antioxidaéni ucinek. Silné antioxida¢ni

vlastnosti ma hrebicek, skofice, zazvor, ¢erny pepf. Tradi¢nim kofenim je majoranka a kmin
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Tab. 6 Antioxidanty identifikované v nékterych rostlindch 43 (upraveno)
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Dalsi zdroje antioxidantd byly nalezeny v semenech a v rliznych dalSich ¢astech rostlin,

napfiklad v listech (pohanka, zeleny je¢men, atd.) a mo¥skych rostlinach (chaluhy) 4.

Mira konzumace pfirodnich antioxidantd se odviji od dostupnosti daného produktu
a zavisi na kulturnich zvyklostech v dané oblasti. Vyskytuji se proto vyznamné rozdily

v mnozstvi i skladbé konzumovanych pfirodnich antioxidant( u raznych narodd %°.

Nejvyznamnéjsimi pfirodnimi antioxidanty jsou karoteny (B-karoten), tokoferoly
(vitaminy E) a tokotrienoly, askorbova kyselina (vitamin C) a fenolové latky, predevsim
flavonoidy, fenolové kyseliny (chlorogenova, vanilova, ferulova, skoficova ad.), glykosidy,
katechiny, lignany, stilbeny a tfisloviny “6. Pfi hodnoceni vyskytu téchto latek se zda, ze
nejvice zastoupenymi antioxidanty v potraveé jsou flavonoidy a fenolové kyseliny. Ukazalo
se, ze vyrazny vliv na aktivitu antioxidanta, zvlasté polyfenoll maji vnéjsi faktory, slozeni
suroviny, zpUsob jejiho zpracovani a skladovani.

Velké rozsireni prirodnich antioxidantd ma své opodstatnéni. Nedavné vyzkumy
prokazaly, Ze antioxidanty rostlinného plvodu maji velky vyznam jako lé¢ebné prostfedky
u nékterych chorob vyvolanych oxidaénim stresem. Mnohé syntetické antioxidacni
slouéeniny prokazuji toxické, nebo mutagenni vlastnosti 4’. Rostlinna lé¢ba je zakladem
primarni zdravotni péce pro 75-80 % sveétové populace, predevsim v rozvojovych zemich.
Je to zpusobeno kulturnimi zvyklostmi, dostupnosti, lepsi kompatibilitou s lidskym
organismem a mensimi vedlejSimi Ucinky. Chemické komponenty pritomné v rostlinnych
pripravcich, nebo rostlindch jsou soucasti fyziologickych funkci Zivych rostlin, a proto se
VEri, Ze jsou pro jejich organismus vhodnéjsi. Drogy ziskané z rostlinného materialu, jsou
Casto ucinnéjsi a extrakty jsou ekonomicky vyhodnéjsi nez syntetické pripravky, zejména
v pfipadé, kdy latky maji sloZitou strukturu, nebo je poZadovan komplexni ucinek
jednotlivych komponent obsazenych v rostlinném materialu. Ptirodni drogy vykazuji

minimalni toxicitu a nevyznamné vedlejsi ucinky.

Pravidelny prijem dostatecného mnozstvi prirodnich antioxidant( v potravé je prevenci
pfed chorobami doprovazejicimi starnuti (degenerativni onemocnéni, plicni selhani,

zhoubné bujeni, kardiovaskuldrni choroby a pokles imunniho systému) 4% 4°,
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3.2 Aktualni poznatky o vyznamu antioxidanti ve vyzivé +°

Potravni antioxidanty se zejména povaZuji za prostfedky prevence a potlacovani oxidacné
podminénych chorob. Laickd verejnost vsak c¢asto podléha podbizivé reklamé
a komerénimu pfistupu, které podnécuji k masivnimu a nekontrolovanému uzivani
antioxida¢nich vitamind a latek s podobnou aktivitou. U¢elnost takové praxe vyvolava

pochybnosti.

Pfedstava, Ze antioxidanty jsou prostredky, které jednoznaéné ochrani pred rozvojem
degenerativnich chorob je mylna, ackoliv se s ni setkdavame v Sirokém méritku v rGznych
reklamach, firemnich sdélenich a béZném neodborném tisku. Tyto latky mohou
nepochybné zabrzdit rozvoj chorob, ale samotna progrese choroby neni vyznamné
zaloZzena jen na pritomnosti antioxidantu. Zasadni roli zde hraji genetické faktory, vliv

okolniho prostfedi a Uroveri psychické pohody jedince °°.

Aktualni poznatky vyplyvajici z epidemiologickych a zejména experimentalnich studii
ukazuji, Ze nadmérné davky antioxidantl nezvysSuji antioxidacni ucinek a mohou byt i
Skodlivé a Ze také vtomto ohledu plati stard zkusenost, Zze pfili§ mnoho dobrého mize

skodit.

Pojem oxidacni stres (tradicné definovany jako prevaha oxidacnich faktord nad
antioxidacnimi v rznych ¢astech organismu i jeho bunék a také jako akumulace produktt
oxidacni destrukce biomolekul se zdravotné Skodlivymi ucinky) je stale vniman jako ¢asta
pricina chorob a ohroZeni Zivota. Tato definice je ale v ur¢itém rozporu s objevy, které byly
uskute¢nény pfi novéjsSim vyzkumu oxidantl, zejména tzv. reaktivnich forem kysliku,
dusiku, chléru a siry (ROS, RNS, RCIS, RSS), jako jsou superoxidovy anion, peroxid vodiku,
hydroxylovy radikal, kyselina chlorna aj., asto majicich radikdlovy charakter. Ukazalo se, Ze
tyto latky nemaji jen sSkodlivy ucinek, ale hraji také nezastupitelnou roli v prenosu
vnitrobunécénych i mezibunéénych signalli, které jsou dllezité pro vSechny fyziologické
funkce. V radé pripadl tak aktivné zasahuji do regulace rdznych cinnosti a do Zivota bunék,
zejména do pochodd jejich tvorby, zaniku, rozmnoZovani a diferenciace. Casto plsobi jako
induktory antioxidacnich enzym(, zejména superoxiddismutasy, katalasy a rlznych
peroxidas. Jejich tvorba a pfitomnost v burikdch ma proto esencidlni vyznam a nevhodné
omezovani jejich tvorby a aktivity mUzZe byt pro organismus Skodlivé.
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V protikladu s tim jsou antioxidanty charakterizovany jako latky (nebo enzymy), které
zabranuji v danych podminkach oxida¢nimu poskozeni cilové molekuly nebo ho zpomaluiji.
Novéji je tato definice zpresfiovdna uvedenim dulezitych okolnosti, pfi kterych je
antioxidacni aktivita konkrétni latky testovana, nebo k jakym specifickym strukturam se
ochranny ucinek vztahuje. Oxidanty se nyni také oznacuji jako oxidacni stresory a spole¢né

s antioxidanty jako oxidacné-redukéni regulatory.

Pravidelné uzivani velkych davek antioxidant(i zaloZzené na presvédceni, Ze existuje
linedrni vztah mezi jejich davkou a ucinkem, muaZe byt proto kontraproduktivni

a pro organismus nezadouci a neodpovida doporuéeni WHO >1.

Tab. 7 Doporudené a pFipustné davky nékterych antioxidant( 4°

Antioxidant Denni d?poruéené wNejvy§’§|’ denfn’ ’
davka pfipustné mnozstvi

L-Askorbova kyselina 60 mg 2000 mg
Tokoferoly 10 mg 100 mg
Kartenoidy 1,6 mg 25 mg
Pyknogenoly 20 mg 100 mg
Kurkuminoidy neuvadéno 20 mg
Flavanoidy do 50 mg neuvadéno
Koenzym Q10 20 mg 60 mg
Selen 0,055 mg 0,2 mg
Zinek 15 mg 25 mg

Tento dUlezity poznatek vyplyva zietelné z metaanalyz vysledkl vyznamnych
epidemiologickych studii, zpravidla prospektivniho a intervenéniho typu®2. Doporulené

a pfipustné davky antioxidant( jsou uvedeny v (Tab. 7).
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4  Vyznamné fenolové latky s antioxidaéni aktivitou >3

Mezi ucinné pfirodni antioxidanty patfi velka skupina latek ozna¢ovanych souhrnné jako

polyfenoly.

Polyfenoly se do popredi Uvah o mozné antioxidacni terapii dostavaji teprve v poslednich
letech >*. Jsou to latky ubikvitarni v rostlinné fii a jsou nejrozsifenéj$imi slou¢eninami

s redukénimi Ucinky v nasi strave.

V rostlinach bylo identifikovano nékolik tisic fenolovych latek s ohromnou rozmanitosti
struktur. Spolecnym rysem je to, Ze obsahuji jedno nebo vice aromatickych jader
substituovanych hydroxylovymi skupinami. Mnohé ztéchto latek jsou zastoupeny
v béZnych potravinach, zejména v ovoci, zeleniné a nékterych napojich. Celkovy denni
pfijem polyfenoll byl odhadnut na 1gram a je tedy vys$si neZz pfijem antioxidacnich
vitaminQ >°. V fadé experimentdlnich studii bylo také prokazano, Ze antioxida¢ni aktivita

mnoha rostlinnych fenolovych latek je vy3si neZ ucinek antioxidaénich vitaminda.

Fenolové latky pfijimané ve vyZivé Clovéka lze rozdélit do tfi zakladnich skupin:

na fenolové kyseliny, flavonoidy a skupinu stilbenl a lignan(, ktera je méné casta.

4.1 Fenolové kyseliny >3

Fenolové kyseliny jsou pfitomné v fadé potravin. Podle soucasnych poznatkd tvoti pfiblizné
jednu tretinu polyfenolll v potravé. V nasi stravé jsou fenolové kyseliny zastoupeny
predevsim hydroxyskoficovymi kyselinami, prevainé ve formé ester(i. Nejcastéji je to

kyselina kavova a jeji estery, dale pak kyselina ferulova (Obr. 6).

O @) O
\)J\OH "o \)J\OH CA0 \)J\OH
HO HO
Kyselina skoficova Kyselina kavova Kyselina ferulova
Obr. 6
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Kyselina ferulova (Obr. 6) je obvykle asociovana s potravni vldkninou a je v ni esterovou
vazbou vazana k hemiceluléze. Jednim z hlavnich zdroja kyseliny ferulové jsou tak
napf. psenicné otruby (5 mg/g).

v

Nejbéznéjsim esterem kavové kyseliny je kyselina chlorogenova (5-kaffeoylchinova
kyselina) (Obr. 7), kterd je pfitomna v Fadé druh(i ovoce a zeleniny a v kavé. Salek kavy
obsahuje 50-150 mg kyseliny chlorogenové. Kromé kavy jsou bohatym zdrojem téz
brambory, jablka, hrusky, meruriky, broskve. Vyznamny obsah chlorogenové kyseliny

a jejich derivatl je rovnéz v artyCoku, ktery v nékterych zemich patfi k oblibené zeleniné.

OH

OH

Obr. 7 Kyselina chlorogenova

Dalsi fenolové derivaty patfici do této skupiny jsou hydrolyzovatelné a kondenzované
tfisloviny (taniny). Fenolové kyseliny jsou v nich esterifikovany polyhydroxyslou¢eninami,
nejcastéji glukézou. Fenolovymi kyselinami jsou jednak kyselina gallova v gallotaninech
(mango), jednak ostatni fenolové kyseliny odvozené oxidaci galloylovych zbytk( v
ellagotaninech napft. kasuariktinu (Obr. 8) v bortvkach, malinach, rybizu. Vysoké hladiny
kondenzovanych tanini obsahuje také cervené vino. Taniny obecné prispivaji k

adstringentnim (svirajicim, stahujicim) vlastnostem ovoce.
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Obr. 8 Kasuariktin

4.2 Flavonoidy >3

Nejcastéji se vyskytujicimi se polyfenoly v nasi vyzivé jsou flavonoidy. Odhadovany pfijem
flavonoidu ve vyzivé Clovéka je vrozmezi nékolika desitek az stovek miligram( za den,
v zavislosti na vyZivovych zvyklostech. Bylo napf. prokazano, Zze japonska populace ma vyssi

pfijem flavonoidQ, co? je pfi¢itano konzumaci zeleného ¢aje a stravovacim navykim >°.

Mezi hlavni skupiny flavonoidd ve vyzivé Clovéka patfi flavanoly, flavanony (Obr. 9),

flavony, flavonoly (Obr. 10), proantocyanidiny, antocyanidiny (Obr. 11) a isoflavonoidy

(Obr. 12).
(OH) (OH)
(OH) l 0 ‘ (OH) o) O
(OH) OH (OH)
0]
Flavanoly Flavanony

Obr.9
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(OH)

(OH)

Flavony Flavonoly
Obr. 10

Proanthocyanidiny Anthocyanidiny
Obr. 11

Obr. 12 Isoflavony

Velka cast flavonoid( je glykosylovana. Navazany cukr byva glukosa, rhamnosa, méné
Casto galaktosa, arabinosa, xylosa, glukuronova kyselina a dalsi cukry. Obvykle je navazana

jedna cukernd jednotka, ale mohou byt i dvé, tfi Ci vice. Cukry mohou byt dale

substituovany napf. malonylovou skupinou.

Dominantnim flavonoidem ve vyzivé ¢lovéka je flavonol kvercetin (Obr. 13). Kvercetin se

nachdzi ve vysokych koncentracich v bézné pfijimanych potravinach jako cibule (300 mg/kg
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Cerstvé vahy), jablka (21-72 mg/kg), kapusta (100 mg/kg), Cervené vino (4-16 mg/l) a zeleny
a ¢erny ¢aj (10-25 mg/I bézného nalevu) >’. V téchto zdrojich se nachazi jednak ve formé
volné, jednak vazan scukernymi jednotkami, napf. jako kvercetin-3-O-glukosid,
kvercetin-4’-0O-glukosid, kvercetin-3-O-rhamnosid. Rutin (kvercetin-3-O-rhamnoglukosid)
je soucasti |ékl pouzivanych jako venofarmaka. SniZuje permeabilitu (propustnost)

a fragilitu cév a zlep3uje jejich vazodilataci *2. Rutin je silnym antioxidantem >°.

OH 0]
Kvercetin (+)-Katechin
Obr. 13
OH
HO 0 O
O OH
OH
OH
Hlavnimi flavanoly jsc Obr. 14 (+)-Epikatechin 'Obr. 13), epikatechin (Obr.

14), epigallokatechin a jejich estery s kyselinou gallovou. Jsou hlavné pritomné v caji. Nalev
ze zeleného ¢aje obsahuje kolem 1 g/l katechind. V ¢erném caji je obsah redukovan asi na
polovinu v dlisledku oxidace na komplexnéjsi polyfenoly béhem fermentace. DalSimi zdroji

jsou Cervené vino (270 mg/l) a ¢okolada.

Proanthocyanidiny (Obr. 15) jsou polymerni flavanoly. Jsou pfitomny v rostlinach jako
komplexni smési polymerQ s primérnym stupném polymerace 4-11. Vyskytuji se také
vazany esterové s kyselinou gallovou nebo ve formé dvojité spojenych dimer(. Jejich
struktura je slozitd, ale presto v posledni dobé dochazi ve vyzkumu téchto latek k rozvoiji,

v souvislosti se zdokonalovanim separac¢nich a identifikaénich metod ©°.
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Vykazuji adstringentni ucinky a vyskytem jsou obvykle asociovany s flavanolovymi
katechiny. Béznym zdrojem jsou jablka, hrusky, hrozny, cervené vino, ¢aj, cokolada, skofice,

kakao.

Anthocyanidiny (anthocyany) jsou Cervena barviva napf. v tfesnich, Svestkach, rybizu.
Obsah kolisa v rozmezi 0,15-4,5 mg/g Cerstvého ovoce. Primérny obsah ve vinu se udava

26 mg/I.
Flavanony jsou latky typicky se vyskytujici v pomerancich a grapefruitech. K hlavnim se
fadi aglykony naringenin, hesperetin (které jsou ve formé glykosidl zndmy jako tzv.

,citrusové flavonoidy“ (Obr. 16).

Cyanidin

Obr. 16 Hesperetin

Zvlastni skupinu flavonoid( tvofi isoflavonoidy. Patfi k nim predevsim isoflavony
daidzein a genistein (Obr. 17). Nachazeji se hlavné v lusténinach, vydatnym zdrojem je

hlavné séja (1-3 mg/g) a veskeré jeji druhotné produkty. Jejich primérny pfijem potravou
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je vlJaponsku vzhledem kvysoké konzumaci séji 30-40 mg/den, zatimco u evropské

populace jen 1-9 mg.

Daidzein Genistein
Obr. 17

K polyfenollim vyskytujicim se v potravé se radi dale stilbeny. Nejsou v rostlinné fisi prilis
rozsifeny, avsak jeden z nich v neddvné minulosti vyvolal zvySenou pozornost védcu.
Jedna se o resveratrol (Obr. 18), ktery byl po urcitou dobu davan do souvislosti s tzv.
francouzskym paradoxem ®. (Ndpadné nizky vyskyt kardiovaskuldrnich onemocnéni
v oblasti Stfredomofi a tato skutecnost byla vysvétlena zvySenou konzumaci cerveného vina,
za jehoz hlavni ucinnou slozku byl povazovan praveé resveratrol). Vzhledem k tomu, Ze
koncentrace resveratrolu ve vétSiné vin je podstatné nizsSi ve srovnani s ostatnimi
polyfenoly, zdd se byt jeho prispévek k antioxidaénim vlastnostem cerveného vina

nevyznamny. Urcité pozitivni vysledky vykazuje studie karcinomu prsu 2.

HO

SO

Obr. 18 Resveratrol

Vyznamny obsah polyfenolovych latek byl prokazan také v olivovém oleji. Jsou to napf.
hydroxytyrosol, oleuropein (jeho zdklad je iridoidni), (Obr. 19) a jeho aglykon a nékteré
fenolové kyseliny (kavova, vanilova, syringovd, protokatechova). Jejich obsah se uvadi az
1 g/kg oleje, zavisi vSak na odridé, podminkach péstovani a zpusobu zpracovani.
Pfitomnosti téchto latek je rovnéz pficitana nizka frekvence vyskytu kardiovaskularnich

onemocnéni a nékterych druhll neoplazmat u obyvatel v oblasti Stredomofri.
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4.3 Antioxidaéni ucinky polyfenoli >3
Antioxidacni ucinek polyfenoll je komplexni a Ize jej pficist nékolika mechanismim:

a) Rada flavonoid(i i dalsich polyfenol inhibuje enzymy zodpovédné za produkci
superoxidového anion-radikdlu (napf. xantinoxidasu, proteinkinasu C). Inhibuji
i dalsi enzymy, které se podileji na tvorbé volnych radikal( (cyklooxygenasa,

lipoxygenasa, mikrosomdlni monooxygenasa atd.)

_ Me
OH~ 'l
OH
HO l 0] O
OH
OH O |
\\ // Men+
Men+*

Obr. 20 Vazebnd mista pro kovy v molekuldch flavonoid

b) Mnohé polyfenoly vytvati chelatové vazby s kovy (Obr. 20), predevSim s médi
a dvojmocnym Zelezem. Volné ionty téchto kovl se ucastni pfi tvorbé reaktivnich

kyslikovych forem napf. pfi Fentonoveé reakci.
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c) Rada polyfenoll je snadno oxidovatelnd (Obr. 21). Snadnost oxidace zavisi na
redoxnim potencidlu. Latky s nizkou hodnotou redox potencialu (<0,75 V) jsou
schopny redukovat nékteré volné radikaly s oxida¢nimi ucinky, napf. superoxidovy,
peroxylovy, alkoxylovy a hydroxylovy. Pti reakcich poskytuji vodik a samy se pfitom
vétSinou preménuji na malo reaktivni fenoxylovy radikal (FI-O*) nebo neradikalové
chinoidni struktury. Vyznam reakce spociva vtom, Ze radikdly jsou eliminovany

drive, nez reaguji s dalSimi bunécnymi komponentami.

OH . ol
R RH

OH N4 OH

OH U o

Obr. 21 Oxidace polyfenoll

Je vSak tfeba poznamenat, Ze za urcitych okolnosti mohou nékteré fenolové latky
pUsobit i jako prooxidanty. Za pfitomnosti zvySeného mnoizstvi prechodnych kovd muze

aroxylovy radikal (FI-O®) reagovat i s kyslikem za vzniku superoxidu a chinonu.

4.4 Dalsi biologicka aktivita polyfenoll >3

V pokusech in vitro nebo na zvitatech byly prokazany i nékteré dalsi biologické ucinky
polyfenolll. Polyfenoly z cerveného vina, hroznl a hroznovych slupek vyvoldvaly
vasorelaxacni Ucinky prostrednictvim NO-cGMP drahy. Derivaty kyseliny kdvové sniZzovaly
systolicky krevni tlak u krys. V jinych pokusech vykazaly derivaty kyseliny kdvové schopnost
blokovat nitrobunécéné signaly vyvolavané oxidovanymi LDL ¢asticemi a blokovaly tak jejich
cytotoxicky ucinek. Byl popsan rovnéz inhibicni ucinek derivatd kyseliny kdvové na jaderny

transkrip¢ni faktor NF-«kB.
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Nékteré z flavonoidl pUlsobi jako inhibitory topoisomerasy a induktory apoptézy. V této
souvislosti je studovan jejich antikancerogenni uc¢inek. Na druhé strané nelze vyloucit ani
roli flavonoid( pfi karcinogenezi. Tato role je diskutovdna zejména ve vztahu k bezpecnému
prijmu flavonoidd. Predpoklada se, Ze zatéz flavonoidy v béznych mnoizstvich pfijimanych
potravou nepredstavuje pravdépodobné riziko vedlejSich negativnich acink(. Avsak
suplementace antioxidaCnimi preparaty a rostlinnymi pfipravky, které jsou obecné
doporucovany v gramovych mnozstvich, by mohla vyustit v dosazeni potencialné toxickych
hladin. Napf. typické davky kvercetinovych potravnich doplfikd kolisaji v rozmezi 500-1000
mg/den, coZ je 10x aZ 20x vice neZ je konzumovano v béiné vegetarianské dieté. Nelze
vyloucit, Ze neregulované podavani komercné produkovanych flavonoidnich preparata by

v lidském organismu vedlejsi ucinky mohlo vyvolat.

Nékteré isoflavony (dadzein, genistein) se rfadi do skupiny tzv. fytoestrogenu. Prestoze
nemaji steroidni strukturu, vykazuji mirnou estrogenni aktivitu a mohou proto vyvolavat
podobné ucinky jako estrogeny. Je sledovana jejich mozna role pfti prevenci vzniku nadorf

prsli a osteoporozy.

4.5 Biodostupnost polyfenoli 5 64

Biologické ucinky polyfenolli v organismu zavisi na jejich biodostupnosti. Nepfimym
dlikazem jejich absorpce v travicim traktu je zvySeni antioxidac¢ni kapacity plazmy po jejich
konzumaci. To bylo pozorovano pfi podavani potravin jako ¢aj, ¢ervené vino nebo jablecny
dZus. Priméjsim didkazem je potom méreni koncentrace polyfenol( v plazmé a moci po

jejich podani. V radé pripad( prispivaji k antioxidacni kapacité i jejich metabolity.

Rychlost a rozsah intestinalni absorpce polyfenoll je zavisla na jejich chemické strukture
a ta predurcuje i povahu metabolitl cirkulujicich v plazmé a vylu¢ovanych do modi. Rlizné
studie ukazaly, Ze mnoizstvi polyfenoll nachazejicich v plazmé a v moci se liSi od jedné
fenolové slouceniny ke druhé. Jsou vyznamné nizka pro kvercetin a rutin, avSak vysoka pro
katechiny ze zeleného caje, isoflavony ze sdéji, flavanony z citrusovych plodi nebo
anthocyanidiny z ¢erveného vina. Byly pozorovany i individudalni rozdily (napt. 5 az 57 % pro

naringin z grapefruitového dzusu).
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Drive se predpokladalo, Ze flavonoidy, které jsou prevazné prijimany ve formé glykosidu,
jsou prakticky neabsorbovatelné a Ze pres intestinalni sténu mohou pronikat pouze méné
polarni volné aglykony. Jevilo se pravdépodobné, Ze glykosidy flavonoid(i se pisobenim
mikroorganismu v tlustém strevé Stépi v misté pyronového jadra a vznikaji produkty jako

fenyloctova a fenylpropionova kyselina.

Toto Stépeni vtlustém stifevé skutecné probiha, avsak bylo zjisténo, ze aglykony
polyfenoll mohou byt uvolfovany zjejich materskych slouéenin i glukosidasami
pfitomnymi v tenkém stfevé. Potencidlni substraty pro endogenni lidské enzymy jsou
polyfenoly s navazanou glukosou nebo xylosou ¢i arabinosou. Naopak navazana rhamnosa
neni substratem pro lidské glukosidasy a je pravdépodobné odStépena pouze
rhamnosidasou pfitomnou v mikroflére tlustého streva. Po odstranéni cukerné slozky mlze
dochdzet k pasivni difuzi méné polarnich aglykon pres membranu karta¢ového lemu
enterocytd. Naproti tomu, nékteré polyfenoly jsou pravdépodobné ztenkého streva
resorbovany ve formé glykosidli pomoci transportnich mechanismd pro monosacharidy.
Tento typ transportu je diskutovan napr. pro glukosidy kvercetinu. Absorpce polyfenold
také zavisi na jejich molekulové hmotnosti. Napf. pokusy in vitro s anthocyanidiny ukazaly,
Ze anthocyanidinovy dimer a trimer mohou byt absorbovény, na rozdil od polymert

majicich stupen polymerace v priaméru 7.

Volné aglykony mohou byt dale pred resorpci konjugovany methylaci, sulfataci,
glukuronidaci nebo jejich kombinaci. Tyto konjugacni reakce jsou zprostfedkovany enzymy,

které se v tenkém stfevé uplatiuji pfi konjugacnich reakcich xenobiotik.

Dalsi modifikace resorbovanych polyfenold cestou konjugacnich reakci probiha v jatrech
a pfipadné v ledvinach. Vzhledem k tomu, Ze ¢ast metabolitl polyfenoll je vylu¢ovdna
Zluc¢i, mohou se tyto jiz metabolizované polyfenoly déle zapojit do premén v tenkém strevé

a podléhat enterohepatalnimu obéhu.

Ve vétsiné experimentl sledujicich ucéinnost resorpce polyfenoll se ukazuje,
Ze koncentrace materského polyfenolu v plasmé je oproti podané davce velmi nizka.
Méreni antioxidacni kapacity plazmy vSak naznacuje, Ze na antioxidacnich ucincich plazmy
se podili fada dalSich pritomnych metabolitl fenolového charakteru, které vznikly
pusobenim stfevni mikrofléry nebo metabolismem v jatrech a dalSich tkanich. Proto se jevi
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potieba tento metabolismus detailnéji prozkoumat a popsat. Lepsi porozuméni pfijmu a
biodostupnosti polyfenolt v potravé bude do budoucna podstatné pro jejich hodnoceni

v roli prevence nemoci.

57



5 Rozchodnice riizova Rhodiola rosea L.
5.1 Botanicka charakteristika a vyskyt 6°

Rozchodnice rGzova (Casto nazyvana Zlaty koren), Rhodiola rosea L. je vytrvala rostlina z
Celedi tlusticovitych (Crassulaceae). Jedna se o vytrvalou rostlinu, s tlustym, kratkym,
pfimym oddenkem, pokrytym blanitymi Supinami. Vyrlsta zného nékolik pfimych,
nevétvenych lodyh, vysokych 6-40cm a 0,4-0,6 cm tlustych, husté obalenych
modrozelenymi, Stavnaté duznatymi listy. Jsou prisedlé, eliptické nebo podlouhle vejcité,
celokrajné ¢i s nékolika zuby u vrcholu, dlouhé 0,7-3,5 cm a 0,5-3 cm Siroké. V hustém
hlavkovitém kvétenstvi se nachdzeji malé, dvoudomé, ctyféetné kvéty, se Zlutavou,

zelenavou nebo tmavé ¢ervenohnédé-fialovou korunou.

Obr. 22 Rhodiola rosea L.

Koruny samcich rostlin jsou 3—-4 mm dlouhé, hypogynni samici kvéty maji podlouhlé,
vykrajované Supinky, jejich délka je 2—3krat vétsi nez Sirka. Tyto pestikové kvéty jsou jen asi
2 mm velké nebo Uplné zakrnélé. Plodem jsou méchyrky, pfimé, zprvu nazelenalé

a nachové, v dobé zralosti jsou hnédocervené. Semena jsou pomérné mala, 1,8-2 mm
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dlouha, 0,5-0,7 mm Sirokd, hnéda (Obr. 22). Kofenovy systém je tvofen hustou spleti

primarnich vietenovych kofen( a nitovitych postrannich koren( (Obr. 23).

Druh zaujima rozptyleny euroasijsky areal. V Ruské federaci se vyskytuje na Urale,
Tarbagataji, v nejsevernéjSich oblastech evropské ¢asti a Dalného vychodu. Nejvice je
rozsiten v hordch jizni Sibife (Altaj, vychodni ¢ast Sajanského pohofi, Zabajkalsko) Vyskytuje
se té7 v Mongolsku a Ciné. V Evropé jsou to Alpy, Pyreneje a Karpaty a hornatd &ast
Skandindvie. V CR se vzacné vyskytuje v ledovcovych kotlich Krkono$ (kriticky ohroZeny
druh) ¢ a Jesenik(, na Slovensku ve Vysokych Tatrdch a Malé Fatfe. Jako vysokohorsky
druh roste vsubalpinském aZ alpinském pdsmu, do vySek 2400 mn.m., casto ve
spolecenstvi rlznych kefl a také na severnich hibetech v morénovych castech pohofi.
Rostliné se dobre dafi v hlinité zeminé s vétSim mnoZstvim jilovitého podilu, na oslunénych

mistech, dobfe zdsobenych vldhou .

Obr. 23 Rhodiola rosea L. — radix

5.2 Vyuziti v tradi¢ni lidové mediciné

Tradi¢ni lidova medicina pouziva lé¢ebné pfipravky z kofene Rhodiola rosea ke zvyseni
fyzické odolnosti, zvyseni vykonosti, dlouhovékosti, odolnosti proti vySkové nemoci a |éCbé
unavy, deprese, anémie, pohlavni impotence. Nalezla uplatnéni také u nékterych

gastrointestinalnich onemocnéni, pfi Iécbé infekci a poruch nervového systému. Rostlina je
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povazovana za pfirodni adaptogen. V odlehlych horskych vesnicich na Sibifi jsou manzelské
pary pfi uzavieni snatku stale obdarovavany svazkem korenl Rhodiola rosea k posileni
plodnosti a narozeni zdravych déti. Caj z kofene Rhodiola rosea je popisovan jako
nejucinnéjsi lécba chripky a nachlazeni béhem krutych zim Stfedni Asie. Mongolsti lékafri
predepisovali vytazky z Rhodiola rosea k |é¢bé tuberkuldzy a nadorovych onemocnéni. Po
staleti pouze rodinni pfislusnici znali mista s vyskytem divokych ,zlatych kofen(“ a znali

metody jejich extrakce .

Carl von Linné uvadél pfipravky z Rhodiola rosea jako sviravé, vhodné pro lécbu kyly,
vaginalniho vytoku, hysterie a bolesti hlavy. Jiz v roce 1755 byla Rhodiola rosea zafazena
do prvniho Svédského Iékopisu. Némecti védci popsali ucinky Rhodiola rosea pfi lécbé

bolesti, bolesti hlavy, hemeroidd, kurdé&ji a jako protizanétlivého prostfedku 8.

5.3 Obsahové latky

Fytochemickou analyzou kotfenl s oddenky Rhodiola rosea byla zjisténa pfitomnost Sesti

skupin dominantnich chemickych sloucenin (nadzemni ¢ast dosud nebyla sledovéana):

a) Fenylpropanoidy: rosavin (Obr. 24), rosin ( Obr. 25), rosarin.

b) Fenylethanoidy: salidrosid (Obr. 26), tyrosol ( Obr. 27).

c) Flavanoidy: rodiolin (Obr. 28), rodionin, rodiosin, tricin ( Obr. 29),
acetylrodalgin.

d) Monoterpeny: rosiridol (Obr. 30), rosiridin (Obr. 31).

e) Triterpeny: daukosterol (Obr. 32), B-sitosterol (Obr. 33).

f) Fenolové kyseliny: chlorogenova (Obr. 34), gallova (Obr. 35), hydroxyskoficova.

Obr. 24 Rosavin



Obr. 25 Rosin

OH

Obr. 26 Salidrosid

OH

/

HO

Obr. 27 Tyrosol

Obr. 28 Rodiolin
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Obr. 30 Rosiridol

Obr. 31 Rosiridin

Obr. 32 Deukosterol
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Obr. 33 f-sisterol

HO, CO,H
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Obr. 34 Kyselina chlorogenova

HO OH
OH

Obr. 35 Kyselina gallova
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V kofenech a oddencich bylo prozatim identifikovano prfes 140 Géinnych latek % 70,
Hlavnimi obsahovymi komponentami jsou Ctyti skupiny latek: flavonoidy, slouceniny
odvozené od 2,6-oktadienu, glykosidy cinnamylalkoholu a 2-(4-hydroxyfenyl)ethanolu.
Z téchto poslednich derivatd je vyznamny p-tyrosol a predevsim jeho glykosid rhodiolosid
(salidrosid), ktery je nejvyznamnéjsi obsahovou latkou. Z tohoto dlivodu je tézisté vyzkumu
rozchodnice zaméreno pravé na salidrosid — nalezeni jeho novych izolacnich metod,
kvantifikace v rostlinném materidlu ¢i studium biologickych ucinkd. Latky zodpovédné
za charakteristickou vini této drogy jsou geraniol, geranyl-formiat, geranyl- acetat,

cinnamylalkohol, benzylalkohol a fenethylalkohol 7% 72,

Z hlediska biologické aktivity jsou za nejd(leZitéjSi povazovany rhodiolosid, rosiridin,

rodionin, triandrin 73 74,

Tym ¢inskych pracovnikU izoloval salidrosid z kalusové kultury kotfen(i rozchodnice, po
jejich 1 min. trvajici expozici mikrovinnym zarenim. Salidrosid byl extrahovan v pribéhu
10 min. vodou, za laboratorni teploty. Ve srovnani s tradicnimi zplsoby extrakce je tato

metoda k obsahovym latkdm Setrnéjsi, odpada zdlouhavé zahtivani a také izolovany

vvvvv

K ziskavani salidrosidu ¢i jeho dlkazu v rostlinném materidlu, jsou také Uspésné
pozivany rozmanité chromatografické metody. Prostfednictvim HPLC byla pritomnost
salidrosidu a p-tyrosolu dokazana v podzemnich ¢astech rhodioly. Jednalo se
o chromatografii na reverznich fazich, kdy stacionarni fazi tvoril Nova-Pak C18, mobilni pak

6,5% roztok metanolu ve vodé. Detekce byla provdadéna UV detektorem pfi 225 nm 76 77,

V téchto podzemnich castech rostliny byly téZz sledovany zmény v obsahu salidrosidu

a tfislovin v pribéhu ontogeneze rostliny 72

HPLC bylo téz pouzito pfi studiu rostlin rostoucich v provincii Quinghai. Jako stacionarni
faze byl pouzit Spherisorb C18 (5um) na koloné 4,6 mm x 250 mm. Mobilni fazi tvofila smés
methanol-voda (20:80), pouzita bylo UV detekce pfi 223 nm. Tato metoda se ukazala jako
jednoduchy a proveditelny zplsob stanoveni salidrosidu, navic prokazala, Ze jeho obsah se
v jednotlivych druzich rhodioly i$i 7°. Obsah salidrosidu a lotaustralinu byl v R. rosea

sledovén téZ pomoci plynové chromatografie 0.
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Jednodussi a pohotovéjsi metodou pro studium obsahu salidrosidu v rostlinném
materidlu se ukazala tenkovrstva chromatografie spojena s UV-spektrofotometrii,
tzv. densitometrie 81, JelikoZ Zadna chromatografickd metoda se neobejde bez kvalitniho
standardu, byly téZz zkoumany mozZnosti pripravy referenéniho standardu salidrosidu
a p-tyrosolu #. Pro potvrzeni chemické struktury byla na nékterych pracovistich provedena

jeho totalni syntéza &3,

Kromé salidrosidu obsahuje R. rosea i celou Fadu dalSich biologicky aktivnich latek. Tymu
¢inskych védch se podafilo izolovat z kofenl rozchodnice vté dobé novy flavonoid
herbacetin-8-0-a-D-lyxopyranosid, jeho struktura byla potvrzena UV, IR, MS a 3C-NMR
spektralni analyzou. Mimo néj zde byly nalezeny 4’-methoxy-herbacetin, rhodiolin,
dihydrokempferol, daukosterol, p-tyrosyl a salidrosid 84. Z kofen( tohoto druhu byl také
izolovdan novy glukosid fastigitin A (derivat 3-methyl-methylpinalové kyseliny). Jeho

struktura byla stanovena spektralnimi metodami .

V ethanolovém a butanolovém extraktu z kofenli s oddenkem rozchodnice volné
rostoucich v Ciné byl pomoci sloupcové chromatografie na polyamidu a silikagelu izolovan
glykosid cinnamylalkoholu — rosavin. Identifikovan byl pomoci chemické analyzy a UV a 13C-

NMR spekter 86,

U rozchodnic, rostoucich v provincii Xinjiang bylo sledovano mnozZstvi stopovych prvk
a nékterych aminokyselin. Bylo zjiSténo, Ze vyskyt téchto latek je druhové proménlivy a Ze
optimalni obsah stopovych prvk(l a aminokyselin se nachazi udruhu R. rosea, coi

koresponduje s jejim vyuZzivanim v TCM #7.

Obsah stopovych prvk( v rostlinach byl sledovan také spektrofotometricky ve studii s 52
druhy dalSich rostlin. Bylo zjisténo, Ze asi v56 % ze sledovanych druhi se tyto prvky
vyskytuji v hojné mire, hlavné skupiny Fe, Cu, Co, Cr a Mn. Bylo také zjisténo, Ze se tyto
stopové prvky podili jako katalyzatory na metabolismu fady fenolovych Iatek,

vyskytujicich se v rostlinach 2.

DalsSimi latkami studovanymi v kofenech v Norsku péstovaného druhu Rhodiola rosea,
byly terpeny a silice. Latky byly izolovany destilaci s vodni parou a analyzovany pomoci
plynové chromatografie a hmotnostni spektrografie. Bylo zjisténo, Ze sucha droga obsahuje

0,05 % silice, slozené z monoterpen(, terpenickych a alifatickych alkoholU. Z nich pak je
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nejvice zastoupen dekanol, geraniol a 1,4-p-methadien-7-ol. Bylo také zjisténo, Ze zde uz
drive jmenované latky — geraniol, spolu s geranyl-acetatem, geranyl-formiatem

a benzylalkoholem jsou zodpovédné za riZovou vini extraktu .

5.4 Biologicka aktivita

Pfi sledovani biologické aktivity rozchodnice (rozchodnic) byly sledovany kromé Cistych
latek v prevaZujicim poctu pripadl kofeny s oddenky, protoZe z lidového lécitelstvi se
ukazalo, Ze pravé tato morfologicka ¢ast je biologicky (terapeuticky) Gcinna. Extrakty z nati,

ani jeji obsahové latky popisovany nejsou.

5.4.1 Antioxidacni aktivita

Schopnost reagovat svolnymi kyslikovymi radikaly, neutralizovat je a tim chranit
organismus pred jejich reaktivitou vykazuje fada latek prirodniho plvodu. Rhodiola rosea
je bohata na fenolové latky, o nichZ je znamo, Ze maji silné antioxida¢ni vlastnosti 9% 92,
Polarograficky byl sledovan vyznamny ,neutralizacni“ efekt extraktu z Rhodiola rosea
(zvl4sté pak salidrosidu) na 02 a OH* volné radikaly °2. Byla téZ provedena srovnavaci
studie fytochemickych a farmakologickych vlastnosti etanolovych extrakt( tohoto druhu
druhu. Studie prokazuji, Ze extrakty z kofenli a oddenk( obsahuji zvySené mnoZstvi

o-dihydroxyfenold a vykazuji vysokou antioxidaéni aktivitu °3 %4,

Antioxida¢ni aktivita byla také sledovana u rdznych tkanovych kultur druhu Rhodiola
rosea. Nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazoval ethanolovy extrakt ptipraveny z 1,5rocniho

kalusu, ktery dle nasledné HPLC analyzy obsahoval kyselinu kdvovou a triandrin °°.

Studie na zvifatech ukazaly, Ze Rhodiola rosea snizuje toxicitu cyklofosfamidu,
rubomycinu aadriamycinu (IéCiv proti zhoubnému bujeni), pficemZ zvysSuje jejich

antikarcinogenni ucinky % 97

Antioxidacni aktivitou Rhodiola rosea se zabyvala studie in vitro Ucinkd vodného
extraktu korend na lidské erytrocyty vystavené oxidacnimu stresu vyvolaném kyselinou
chlornou (HCIO). Chovani lidskych erytrocytl bylo sledovano v podminkach zvysujicich se
davek vodného roztoku a v rliznych experimentdlnich podminkdch (ko-inkubace a nasledné
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inkubace). Vyhodnoceni antioxidacni kapacity bylo provedeno pomoci rastrovaci
elektronové mikroskopie (SEM). Ziskané vysledky jsou v souladu s antioxidacni aktivitou
vodného extraktu Rhodiola rosea za pritomnosti oxidantu. Expozice extraktu bez

pFitomnosti indukovaného stresu viak vyvolala zdvazné zmény na erytrocytech 8.

Byl studovan ucinek 75% etanolového extraktu Rhodiola rosea na kyslikové radikaly,
chelataci nékterych kovovych iontli a redukéni aktivitu. 75% etanolovy extrakt vykazoval
vys$si ucinek na 2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat) (ABTS) a RONS,
nez vyluh. Aktivita v odstrafiovani hydroxylového radikalu (ICso) u vodného extraktu
a 75% ethanolového extraktu byly 1,1 a 1,8 mg/ml, vdaném poradi, coZ ukazuje, Ze vodny
extrakt odstranoval hydroxylové radikdly produkované Fentonovou reakci Ucinnéji nez 75%
ethanolovy extrakt vzhledem k hydrofilni vlastnosti flavonoidovych slouc¢enin ve vodném

extraktu.

U kovo-chelatacnich aktivit obou extrakt( zvysenych linearné v zavislosti na koncentraci
(5-10 mg/ml), vodny extrakt vykazal vyssi aktivitu nez 75% ethanolovy extrakt. Snizeni
ucinku obou Rhodiola rosea extraktll se zvySuje srostouci koncentraci v rozmezi 5-
20 mg/ml, pficemz 75% ethanolovy extrakt vykazuje vétsi snizeni antioxidac¢ni aktivity nez
vyluh. Silné antioxida¢ni aktivity vodného a 75% ethanolového extraktu na Cu?*
indukovanou oxidaci lidského lipoproteinu o nizké hustoté (LDL) byly pozorovany pfi
koncentraci 20 mg/ml. Ochranné ucinky obou extraktll na peroxylovym radikdlem

indukované poskozeni DNA vldkna jsou viak mnohem slabsi *°.

5.4.2 Adaptogenni aktivita
Definice adaptogenu:

a) Adaptogen vyvolava nespecifickou odpovéd, tj. zvyseni odolnosti vicéi nékolika
stresovym faktorlim zahrnujic v to faktory fyzikalni, chemické a biologické.

b) Adaptogen ma normalizujici vliv na fyziologii bez ohledu na to, v jakém sméru od
normalu stresor pUsobi.

c) Adaptogen nezasahuje do normalniho fungovani organismu vice, nez je nutné ke

zvy$eni nespecifické odolnosti 1.
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PFi téchto studiich byly u pokusnych zvifat sledovany zmény metabolismu latek v mozku,
jatrech, krvi a kosternim svalstvu ve vztahu k podani testované latky. Pfi soucasné aplikaci
extraktu a nasledné fyzické zatézi dochazelo k snizeni glykolyzy, snizila se hladina kyseliny
mlécné ve svalech, naopak vzrostla hladina sacharidl v krvi a fosfolipid(i ve svalech a
jatrech. Zlepsila se také fyzicka vykonnost pokusnych zvifat v jednotlivych experimentech.
Ukazalo se, Ze proti dfivéjSim predpokladiim, které prisuzovaly adaptogenni aktivitu pouze
rhodiolosidu a p-tyrosolu, tuto aktivitu vykazuje i cela rada dalSich Iatek, hlavné rosavin,

rosarin, rosin, rosiridin a cinnamylalkohol *.

Extrakty z rozchodnice rGzové chrani mozek a srdce tim, Ze snizuji sekreci kortikotropin

uvolriujiciho faktoru (CRF) pfi stresové zatézi 10% 102,

Byl studovéan vliv extraktu z Rhodiola rosea u vykonnostniho testu na laboratornich
zvifatech. Pfi testu plavani ,na vydrz“ se doba plavani prodlouzila o 135-159 %. ZvySeni

vykonu se vyrazné projevilo po celou dobu poddvani extraktu 103,

Dva pokusy naznacuji mozny pfinos v zlepSeni paméti a schopnostech uceni
laboratornich zvifat. Extrakt Rhodiola rosea byl podavan ordlné, v davce 0,1 ml/den, po
dobu 10 dn(. Byla testovdna schopnost uchovani informace v paméti pomoci testu

pasivniho obchazeni prekazek s elektrosoky 104,

5.4.3 Neurotropni aktivita

Centralné stimulacni ucinky extraktd rlznych druh( rozchodnic jsou zndmé jiz historicky
z lidového |écitelstvi. Nejvétsi ucinek mél sumarni extrakt pripraveny 40% ethanolem,
v nékterych pripadech byl U¢innéjsi nez extrakt z Zensenu. Studium extraktu, rhodiolosidu
a p-tyrosolu ukazalo, Ze ucinnost vtéto radé klesa, coz naznacuje, Ze v extraktu jsou

pfitomny jesté dalsi latky, potencujici stimulaéni ucinek 1.

Nékteré latky ziskané z rozchodnice vykazovaly protektivni ucinek na mozkové buriky.
Rhodosin byl podavan laboratornim krysam s indukovanou Alzheimerovou chorobou.
U krys pak byla sledovdna schopnost ucit se a pamatovat si v nékolika standardnich

biologickych testech naucené prvky chovani. Po usmrceni byly zkoumany morfologické a
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biochemické zmény v mozkové tkani. Experimenty ukazaly, Zze u krys s Alzheimerovou

chorobou podavani rhodosinu vyznamneé zlepsilo jejich mentalni schopnosti.

Biochemické studie pak prokazaly zvySeni obsahu acetylcholinu, acetylcholintransferasy
a superoxiddismutasy v mozkové kire, histologicky vyzkum pak ukazal zpomaleni
degenerace pyramidalnich neuron v mozkové klre a hipokampu. Vysledky studie tedy
ukazuji, Ze rhodosin zpomaluje starnuti mozkovych bunék a da se pouzit v prevenci a l1écbé

mozkové demence 19,

Kromé pokusl na laboratornich zvitatech bylo provadéno i klinické testovani u lidi.
Skupiné ruskych student( byl podavan rhodaxon, adaptogenni pfipravek ziskany extrakci
z korenU Rhodiola rosea, byl provadén zatéZzovy test na cyklotrenazéru a sledovana jejich
psychicka vykonnost. Ukazalo se, Ze podanim rhodaxonu doslo k zvyseni fyzické vykonnosti,

snizeni psychického vylerpani a zlep3eni nalady 106,

Byla provedena také klinicka randomizovana dvoijité zaslepena studie, kdy byl skupiné
vojenskych kadetll podavan standardizovany extrakt z rozchodnice ve dvou rlznych
davkach a byl sledovan jeho vliv na mentalni ¢innost v obdobi psychického vypéti za
soucasného méreni zdkladnich fyziologickych parametrl. Studie prokdzala statisticky
vyznamné zlepSeni mentdlnich funkci u skupiny medikované extraktem z rozchodnice proti

skupiné uZivajici placebo 197,

5.4.4 Ucinek na kardiovaskularni systém

Bylo prokazano, ze Rhodiola rosea chrani pred poskozenim a dysfunkci kardiovaskularni

tkané indukovanym stresem.

Na izolovaném krysim srdci byl provadén experiment, pfi kterém byl podavan extrakt
z Rhodiola rosea v davce 3,5 mg/kg extrakt priznivé ovliviioval prokrveni koronarnich cév
myokardu v kontrakéni fazi. Taktéz zlepSoval prokrveni a kontraktilitu myokardu
po ischemii. |. v. podani naloxonu celkové zrusilo pozitivni ucinky extraktu na perfuzi
i kontraktilitu myokardu. Usuzuje se, Ze protektivni Ucinek extraktu z Rhodiola rosea mlze

byt spojen se zvy$enim hladiny endogennich opioidd 1.
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Jedna pracovni skupina se také zabyvala studiem vlivu extraktu na srdecni arytmie
vyvolané podanim epinefrinu. Byl zaznamendan vyznamny antiarytmicky efekt extraktu.
Po blokddé p- a &-opioidnich receptord byl antiarytmicky ucinek extraktu redukovan.
Predpoklada se, Ze tyto ucinky extraktu jsou spojeny s aktivaci opioidniho systému

a stimulaci k-opioidnich receptord 1.

Tym cinskych védcl testoval Ucinek salidrosidu na bunky hladké svaloviny pulmonalni
arterie krys, po experimentdlné navozené 24hodinové hypoxii. Ukazalo se, Ze salidrosid ma
schopnost inhibovat hypoxii navozenou proliferaci téchto bunék; mechanismem ucinku je
pravdépodobné zabranéni zvy$ovani hladiny intraceluldrnich Ca%* iontd uvolfiujicich se pfi

hypoxii 119,

Byl také studovan vliv extraktu z rozchodnice na hladinu krevnich lipid( u krys s dietou
obsahujici 20 % kyseliny linolenové. Vyzkum ukazal, Ze testovana skupina, které byl
podavan lyofilizovany extrakt z Rhodiola rosea, vykazuje zvySeni aktivity nékterych
jaternich enzymd, sniZeni hladiny cholesterolu v plasmé spolu se zvySenou exkreci
cholesterolu do stolice. Vysledky tedy podporuji teorii, Ze extrakt z Rhodiola rosea mze

byt Uspésné pouzivan v prevenci i 1é¢bé krevni dyslipidemie 11,

5.4.5 Hepatoprotektivni aktivita

Krysam s experimentalné vyvolanou toxickou hepatitidou, byl podavan rozchodnicovy
extrakt (Rhodiola rosea) a byla sledovana funkénost jejich jater. Extrakt prokazoval
normalizujici Gcinek na aktivitu enzymU jako je aspartat aminotransferasa a alkalicka

fosfatasa 112.

Stejné tak pfiznivé ovliviioval hladinu peptidd se stfedni molekulovou hmotnosti,
mocoviny a bilirubinu, a naopak snizoval aktivitu alaninaminotransferasy a glutathion-S-
transferasy v krevni plasmé krys 112, Relativné vyrazné hepatoprotektivni vlastnosti byly
zjistény u jednotlivych Cistych latek —jsou sefazeny dle vzristajici aktivity: rhodiolosid,

extrakt, rosin, rosavin, daukosterin, rosiridin a cinnamylalkohol 2.
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5.4.6 Ostatni ucinky

U testované skupiny krys, kterym bylo podavano nékolik druht antioxidant( a rostlinnych
extraktd véetné extraktu z Rhodiola rosea, byly po ndsledné expozici rentgenovym zarenim
sledovany morfologické a biochemické zmény na tenkém stfevu testovanych krys. Ukazalo
se, ze extrakt z rozchodnice vykazuje protektivni ucinek na bunky tenkého stfeva a chrani

je pfed poskozenim plsobenim Roentgenova zafeni 113,

Jiny experiment se zabyval studiem inhibi¢ni aktivity extraktu z Rhodiola rosea na
uvolfovani histaminu z bunék peritonea, indukovaného reakci antigen-protilatka. Z
methanolového extraktu z kofen( rozchodnice, ktery vykazoval tuto inhibicni aktivitu, byl
izolovan novy kyanogenni glykosid —rhodiokyanosid D a dva nové monoterpenické
glykosidy - sakranosid A a B. Dale bylo izolovano dalSich 8 jiz znamych latek kyanogennich
glykosidl. Rhodiocyanosid A, heterodendrin, lotaustralin (kyanogenni glykosid odvozeny
od aminokyselin valinu a isoleucinu), rhodiolosid,
2-phenylethyl alpha-L-arabinopyranosyl(1-->6)-beta-D-glucopyranosid,
2-methyl-3-buten-2-yl beta-D-glucopyranosid,  kenposid A, and rhodiooctanosid.
Biologické testy ukazaly, Ze nejsilngjsi inhibi¢ni ucinek na uvolfiovani histaminu maji

z izolovanych latek lotaustralin a rhodiooctanosid 14,

V experimentalni farmakologii bylo pozivano kromé Cistych izolovanych latek také
nékolik typl extraktd z oddenk(, napf. tinktury, rodozin (jednd se o Castecné vycistény
extrakt) a vodné alkoholické extrakty s rlznym obsahem alkoholu. Jako nejucinnéjsi se
ukazal tekuty extrakt pripravovany perkolaci drogy 40% ethanolem, jak uz zde bylo na
jednom misté reCeno. TézZisté jeho pouziti pak spociva jako stimulans CNS u pacientl
trpicich neurastenii, neurézami ¢i depresemi, pro zlepseni vnimani, paméti, u pacient(
v rekonvalescenci po chirurgickych zakrocich, pftilécbé parkinsonismu, u lehké formy

diabetu nebo pfi zvysené psychické zatézi .

Rhodiola rosea se ukazala byt uzitecnd i pro fadu nemedicinskych pouZiti. Pro své
inhibi¢ni vlastnosti na enzymy tyrosinasu a hyaluronidasu obsazené v klzZi a pro svou
antioxidacni aktivitu, je extrakt zrhodioly pouzivan jako soucast kosmetickych,

dermatologickych pfipravkd vyuZivanych v péci o pokozku 1°. Extrakt rovnéz slouZi jako
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pFisada pro pfipravu bioaktivnich a nealkoholickych napoja 6. Kofeny Rhodiola rosea jsou

také soucasti nékterych éajovych smési 7,
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IV. EXPERIMENTALNI CAST

1 Vseobecné postupy
1.1 Rozpoustédla

Rozpoustédla pro béZnou chromatografii a dalSi praci byla pouzita komercni; pred
zahdjenim experimentu vSak byla znova destilovana. Po odstranéni predniho podilu a pfi
konstantni tabulkové teploté varu bylo jimano 95-97 % objemu kapaliny.

Rozpoustédla pro HPLC byla pouzita komercni, bez dalSich Uprav.

1.2 Priprava silikagelu pro sloupcovou chromatografii

Silikagel byl aktivovan v susarné pri 160 °C ve vrstvé nizsi nez 2 cm po dobu 4 hod. Horky
adsorbent byl umistén do dobfte tésnici zabrousené banky a po vychladnuti byla provedena

deaktivace adsorbentu pridavkem 10 % destilované vody.

1.3 Sloupcova chromatografie

Chromatografickd kolona byla pfipravena nalitim suspenze adsorbentu pfipravené ve
vhodném rozpoustédle pfi souasné mirné otevieném odtoku kolony. Po naplnéni byl na
hladinu nanesen suchy roztér vzorku s adsorbentem. Sloupcovd chromatografie byla

provadéna zpUsobem stuprovité eluce.

1.4 Kontrolni tenkovrstva chromatografie (TLC)

Byla provadéna vzestupnym zplsobem v chromatografickych komorach, sycenych cca 30
min. parami elu¢ni soustavy. Byly pouzity komercéni chromatografické desky Silica gel®
Merck 200 x 200 mm s indikatorem pro UV 254 nm nebo bez ného; desticky potfebné

velikosti byly pfipraveny nastfihanim.
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1.5 Stanoveni susSiny

Asi 10 g zmrazené Cerstvé rostlinné ¢asti narfezané na cca 2-3 mm kousky bylo prelito
tekutym dusikem. Pfi ob¢asném promichani a odpareni dusiku byla zmraZzena Cerstva tkan
rozemleta rychle na vysokoobratkovém mlynku IKA A11 Basic za pfidavku malého mnozstvi
dusiku. Po 2 minutach (odpareni zbytku kapalného dusiku) byl odvdzen 1 g homogenatu
presné do vazenek a provedeno stanoveni susiny obvyklym zplsobem pti 105 °C po dobu

120 minut.

1.6 Odparovani frakci

Roztoky byly odpafovany za snizeného tlaku (cca 1,6 kPa) a teploty do 50 °C na vakuové

rotacni odparce, nebo v destilacni aparatufe za pouZiti kapilary.

1.7 Krystalizace latek

Latky v pravé potfebném mnoZstvi pro analyzu byly krystalizovany z nasycenych roztoki

v ampulce sniZzenim teploty a s vyuZzitim Svobodovy krystaliza¢ni techniky.

Latky byly suSeny za sniZzeného tlaku (pfi tlaku cca 1 — 1,4 kPa) nad vysusenymi perlami

silikagelu jako susidla, bud'v exsikatoru anebo v susicim zafizeni dle Abderhaldena.
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2 Potreby
2.1 Rozpoustédla a plyny

Aceton €. (Me,CO) (Pentas. r. 0.)

Acetonitril p. a. (MeCN) (Sigma-Aldrich)

Butan-1-ol (n-Butanol) ¢. (BuOH) (Pentas. r. 0.)

Destilovana voda

Diethylether ¢. (Et20) (Pentas.r. 0.)

Ethanol (denaturovany 5 % methanolu) ¢. (EtOH) (Lihovar Kolin)
Ethylester kyseliny octové (Ethyl-acetat ¢.; EtOAc) (Penta s. r. 0.)
Ethylester kyseliny mravenci (Ethyl-formiat ¢.; HCOOEt) (Penta s. r. 0.)
Chloroform €. (CHCI3) (Penta s. r. 0.)

Methanol ¢. (MeOH) (Pentas. r. 0.)

Toluen p. a. (CéHsCH3) (Pentas. r. 0.)

Argon 5.0 (Linde Technoplyn, Hradec Kralové)

Dusik 5.0 (Linde Technoplyn, Hr. Kralové)

2.2 Chemikalie

2,6-dibromchinonchlorimid p. a. (Sigma-Aldrich)
4-aminoantipyrin p. a. (Sigma-Aldrich)
Anhydrid kyseliny octové p. a. (Penta s. r. 0.)
Anilin p. a. (destilovany) (Sigma-Aldrich)
Bromkresolova cerven ¢. (Sigma-Aldrich)
Bromkresolova zelen €. (Sigma-Aldrich)

DPPH ¢. (Sigma-Aldrich)

Dusitan sodny p. a. (Penta s. r. 0.)

Ethylester kyseliny gallové p. a. (Sigma-Aldrich)
Ferrikyanid draselny p. a. (Pentas. r. 0.)
Glukosa CsL 4 (Dr. Kulich Pharma s. r. 0.)

Hydroxid sodny p. a. (Pentas.r. 0.)
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Chlorid antimonity p. a. (Sigma-Aldrich)

Chlorid hlinity p. a. (Penta s. r. 0.)

Chlorid Zelezity hexahydrat p. a. (Pentas. r. 0.)
Chlorid hydroxylamonny p. a. (Sigma-Aldrich)
Kyselina fosfomolybdenova p. a. (Sigma-Aldrich)
Kyselina fosfowolframova p. a. (Sigma-Aldrich)
Kyselina gallova monohydrat p. a. (Sigma-Aldrich)
Kyselina chlorovodikova 36% p. a. (Penta s. r. 0.)
Kyselina mravenci 85% p. a. (HCOOH) (Pentas. r. 0.)
Kyselina mravenci 100% pro LC/MS (VWR)
Kyselina p-toluensulfonova p. a. (Sigma-Aldrich)
Kyselina sirova 98% p. a. (Pentas. r. 0.)

Kyselina sulfanilova p. a. (Sigma-Aldrich)
Manganistan draselny p. a. (Pentas.r. 0.)
Methanol pro LC/MS (VWR)

Methylester kyseliny gallové p. a. (Sigma-Aldrich)
Peroxid vodiku 35% p. a. (Dr. Kulich Pharma s. r. 0.)
Siran sodny p. a. (Pentas. r. 0.)

Siran vapenaty dihydrat ¢. (Penta s. r. 0.)
Uhlicitan draselny p. a. (Penta s. r. 0.)

Uhlicitan sodny p. a. (Penta s. r. 0.)

Vanilin p. a. (Sigma-Aldrich)

Voda supercista pro HPLC (FaF UK)

2.3 Cinidla
2.3.1 Detekcni Cinidla
D 1: Vanilinové ¢inidlo 118

Cinidlo bylo pfipraveno tésné pfed detekci smichanim roztoku 1% vanilinu v 95% EtOH
s 98% kyselinou sirovou v poméru 10 : 1. Po posttiku Cinidlem byl chromatogram zahftivan

pfi teploté 120 °C asi 7 min. Pozitivni reakce se projevuji riznym zbarvenim skvrn.
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D 2: Ferrikyanid draselny — chlorid Zelezity 1°

Bezprostfedné pred pouzitim byla smichdna stejnd objemova mnozstvi 1% roztoku
ferrikyanidu draselného a 2% roztoku chloridu Zelezitého. Pozitivni reakce se projevuje po

postfiku modrym zbarvenim skvrn.

D 3: Kyselina fosfomolybdenova 118 119

Po postfiku 10% ethanolovym roztokem kyseliny fosfomolybdenové byl chromatogram
zahtivan pfi teploté 120 °C asi 5 min. Pozitivni reakce se projevuje vznikem modrych skvrn

na zlutém pozadi.

D 4: Paulyho ¢inidlo 8119

4,5 g kyseliny sulfanilové bylo za tepla rozpusténo ve 4,5 ml kyseliny chlorovodikové
koncentrace 12 mol/l) a zfredéno vodou na 500 ml. 10 ml tohoto roztoku bylo ochlazeno
v chladnicce a pak bylo k nému pridano 10 ml ochlazeného 4,5% roztoku dusitanu sodného.
Ziskany roztok byl ponechan 15 min v chladniéce. Bezprostfedné pred pouzitim byl smichan
s 20 ml 10% roztoku uhli¢itanu sodného. Pozitivni reakce se projevuje vznikem oranzové az

Cervené zbarvenych skvrn.

D 5: Bromkresolova zelerj 118 119

Jednd se o0 0,3% roztok bromkresolové zelené v 80% metanolu. Do roztoku bylo pridano
nékolik kapek 30% vodného roztoku hydroxidu sodného (na 100 ml Cinidla cca 8 kapek) az
do zmény barvy —vzniku sodné soli. Kysele reagujici latky se projevuji vznikem Zlutych skvrn

na zeleném pozadi.
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D 6: Hydroxid draselny 118 120

Po postiiku 5% p.a. roztokem hydroxidu draselného byl chromatogram detekovan
ozarenim UV svétlem o vinové délce 254 nm. Pozitivni reakce se vyznacuje zelenou az

tmavé modrou fluorescenci po ozareni UV svétlem.

D 7: Bromkresolova &erven 118 119,120

0,04 g bromkresolové ¢ervené bylo rozpusténo v 50% ethanolu a pH upraveno na hodnotu
10,0 pouzitim roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 0,1 mol/l. Chromatogramy byly po
vyvinuti zahfivany 10 min pfiteploté 100 °C a po vychladnuti postfikany Cinidlem. Pozitivné

reagujici latky vytvareji zluté skvrny na modrém pozadi.

D 8: Peroxid vodiku 18 119,120

Cinidlo je tvoreno 0,3% vodnym roztokem peroxidu vodiku. Pozitivni reakce se projevuje

intenzivnim modrym zbarvenim skvrn po postfiku.

D 9: Glukdza — anilin 118120, 121

Cinidlo bylo pfipraveno smisenim 20 ml roztoku A a 20 ml roztoku B tésné pied detekci a
zfedénim na 100 ml n-butanolem. Roztok A je 10% vodny roztok glukosy, roztok B je 10%
ethanolovy roztok anilinu. Po postfiku byl chromatogram zahtivan 10 min pfi 125 °C.

Pozitivni reakce se projevuje vznikem hnédych skvrn na bézové-Sedém pozadi.

D 10: Chlorid hlinity 118 119,120

Jednd se o 1% roztok chloridu hlinitého v ethanolu. Po postfiku a ozareni UV svétlem

o vinové délce 366 nm vykazuji skvrny Zlutou fluorescenci.
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D 11: 4-Aminoantipyrin — ferrikyanid draselny 118 119,120
Roztok A je 2% 4-aminoantipyrin v ethanolu.
Roztok B je 8% vodny roztok ferrikyanidu draselného.

Chromatogram byl postfikan nejdfive roztokem A a poté roztokem B. Nasledné byl
v chromatografické komore vystaven param 25% hydroxidu amonného. Pozitivni reakce se

projevuje vznikem ¢ervenooranzovych skvrn na bledé Zlutém pozadi.

D 12: Manganistan draselny neutrdlni 118 119,120

Jedna se 0 0,05% vodny roztok manganistanu draselného. Po postfiku chromatogramu se

pozitivni vysledek projevuje vznikem okrovych skvrn na rizovém pozadi.

D 13: Kyselina p-toluensulfonova 112!

Cinidlo je tvofeno 20% roztokem kyseliny p-toluensulfonové v chloroformu.
Chromatogram byl po postfiku zahfivan nékolik minut pfi teploté 100 °C. Pozitivni reakce

se projevuje Zlutou fluorescenci pfi ozareni UV svétlem o vinové délce 366 nm.

D 14: Hydroxylamin — chlorid Zelezity 1% 12!

Roztok A: 20 g hydroxidu draselného bylo rozpusténo v 50 ml destilované vody a doplnéno

do 200 ml ethanolem.

Roztok B: 50 g hydroxidu draselného bylo rozpusténo v destilované vodé a doplnéno do

500 ml ethanolem.

1. Posttik: Roztoky A a B byly smichany v poméru 1 : 2 a vysrazeny chlorid draselny byl

odfiltrovan.

2. Posttik: 10 g hexahydratu chloridu Zelezitého bylo rozpusténo v 20 ml 36% kyseliny

sirové a protfepdno s 200 ml diethyletheru.

Po aplikaci 1. postfiku byl chromatogram ususen pfi pokojové teploté a nasledné byl

pouzit 2. postrik. Pozitivni reakce se projevuje vznikem fialové zbarvenych skvrn.
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D 15: 2,6-Dibromchinonchlorimid 11 121

Cinidlo je tvofeno 0,4% ethanolovym roztokem 2,6-dibromchinonchlorimidu. Po postfiku
byl chromatogram vloZzen do komory s parami 25% roztoku hydroxidu amonného. Pozitivni

reakce se projevuje vznikem modie zbarvenych skvrn.

D 16: Chlorid antimonity 119121

25g chloridu antimonitého bylo rozpusténo v 7,5g chloroformu. Po postfiku byl
chromatogram zahtivan 10 min. pfi teploté 100 °C. Pozitivni reakce se projevuje rlizné

zbarvenou fluorescenci po ozareni UV svétlem o vinové délce 366 nm.

D 17: Fosfowolframova kyselina 1% 12

Cinidlo tvoFi 20% roztok kyseliny fosfowolframové. Po postiiku byl chromatogram zahfivén

pfi teploté 120 °C. Pozitivni reakce se projevuje vznikem rlizné zbarvenych skvrn.

D 18: Anhydrid kyseliny octové - kyselina sirova 1% 121

Cinidlo bylo vytvoieno smichdnim 5 ml acetanhydridu s 5 ml kyseliny sirové za pribéiného
michani a chlazeni. Roztok byl doplnén do 50 ml ethanolem. Chromatogram byl po postfiku
zahtivan 10 min pfi teploté 100 °C. Pozitivni reakce se projevuje barevnou fluorescenci po

ozareni UV svétlem o vinové délce 366 nm.

2.3.2 Cinidla pro kvantitativni analyzu

Cinidlo Folin-Ciocalteuovo (Sigma-Aldrich)

Ethanol 50% v/v
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2.4 \Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii
S1: Tol-HCOOEt-HCOOH=5:4:1

S 2: Tol—CHClz —MeCO =40:25:35

S 3: CHCl3 — EtOH — C¢HsCH3=90:10: 5

S 4: CHCI3

2.5 Chromatografické adsorbenty

Oxid hlinity neutralni 0,1 — 0,3 mm, st. Akt. Ill. (Brockmann)

Silikagel L 0,1 — 0,2 mm (Lachema), desaktivovany na 10% obsah vody
Silikagel pouzity k chromatografii byl upraven z obchodniho preparatu. Byl pfesitovan,
vyCistén chloroformem p.a. a vysuSen. Poté 4 hod aktivovan vsusarné pfri teploté

160 °C. Po vychladnuti byl desaktivovan na 10% obsah vody.

Silikagel LS 5/40 um
Silikagel LS byl ptipraven homogenizaci smési 87 g silikagelu L a 13 g hemihydratu siranu

vapenatého.

Silikagel LS 5/40 um s UV indikatorem pro A=254 nm
Silikagel byl pripraven z 96,5 g Silikagelu LS 50/40 a 3,5 g indikatoru pro UV A=254 nm.

Silica gel Merck® UV 254 nm, bez indikatoru, zakladni desky 200 x 200 mm

2.6 Pristroje a software

FIAlab 3000 (FIAlab Instruments Inc., USA)
Kapalinovy chromatograf Waters Autopurification™ HPLC MS Systrm (Milford, USA)
Mikrovyhievny stolek Boetius (Wagetechnik Rapido, Dresden)

Mlynek IKA A11 Basic (Fisher Scientific)
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Rotacni vakuova odparka Heidolph — Hei-Vap G1 (Fisher Scientific)
Spectrophotometer Shimadzu UV-1601 (Shimadzu)

Spectrometer Varian S500 (Palo Alto, USA)

Ultrazvukova lazen Sonorex 10P (Fisher Scientific)

FIAlab software for Windows
Prism 5.02 Statistical Software (GraphPad)

UV Probe software for Spectrophotometer Shimadzu UV-1601

2.7 Metody stanoveni zakladnich fyzikalné chemickych charakteristik a struktury

2.7.1 Méfreni teploty tani

Teplota tani byla stanovena na mikrovyhifevném stolku Boetius a je nekorigovana.
Izolované latky i odpovidajici referencni substance byly vysuseny ve vakuovém exsikatoru

po dobu 24 hod. a tlaku cca 1,5 kPa.

2.7.2 Hmotnostni spektrometrie izolovanych latek

ZpUsob provedeni je uveden v oddile 1V/2.8.3.

2.7.3 Nuklearni magneticka rezonance

MéFeni bylo provedeno na spektrometru Varian S500 (499,87 MHz pro *H jadra, 125,70 pro
13C jadra) vroztocich vCDCls. Kozéfeni a detekci signdlu byla pouZita OneNMR
Sirokopasmova dvoukanalova gradientova sonda s regulaci teploty. Chemické posuny byly
méreny jako hodnoty 6 (ppm) a byly nepfimo vztazeny k TMS jako standardu pomoci
zbytkového signdlu rozpoustédla. Hodnoty chemického posunu pro CDCI3 jsou u atomd *H
8 =7,26 ppm a u atom0 13C & = 77,0 ppm. Zkratky jsou nasledujici — s: singlet, d: dublet, t:

triplet, g: kvartet, brs: Siroky singlet.
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2.8 Stanoveni parametrl antioxidace 32
2.8.1 Stanoveni celkovych fenolovych latek (FC)

Obsah tohoto typu sekundarnich metabolitl v jednotlivych typech extraktl a vytirepk( byl
stanoven Folin-Ciocalteuovym cinidlem (viz kap. 111/2.2) a vysledky byly vyjadfeny jako
ekvivalenty kyseliny gallové. Pro pripravu kalibra¢ni krfivky se 0,25 ml alikvotnich
koncentraci 0,025-0,25 mg/ml ethanolovych roztokd kyseliny gallové (50% EtOH) bylo
smiseno s 1,25 ml 10x zfedéného cinidla FC a 1,0 ml 7,5 % roztoku uhli¢itanu sodného.
Absorbance byla odec¢tena po 30 min. pfi obvyklé teploté mistnosti pfi 765 nm
(Spectrophotometer Shimadzu UV-1601, software UV Probe). 0,25 ml ethanolového
roztoku extraktl (vytfepkd) o koncentraci 1,0 mg/1,0 ml, 50% EtOH) bylo smichano se
stejnymi Cinidly, jak jsou uvedena vyse a méreni provedeno za stejnych podminek (30 min.,
obvyklad teplota, 765 nm). VSechna méreni byla provedena tfikrat. Celkovy obsah
fenolovych latek byl zjistén z kalibracni kfivky s vyuZitim software UV Probe a vyjadren jako

ekvivalenty kyseliny gallové na 1 mg extraktu (GAE/mg).

2.8.2 DPPH test

Radikalova zhdaseci aktivita extrakt(l (vytfepk() byla hodnocena DPPH testem (2,2'-difenyl-
1-pikrylhydrazyl radikal) pomoci SIA metody (PC_kontrolovany systém sekvencni injekéni
analyzy vyvinuté na Farmaceutické fakulté UK v Hr. Kralové) 122, Tato automatizovana
metoda je zaloZzena na znamé reakci stabilniho DPPH radikalu s antioxidanty; pfi zhaseci
reakci dochazi ke sniZeni intenzity zbarveni roztoku radikalu, resp. poklesu absorbance (525
nm), coz koreluje s koncentraci antioxidantu v analyzovaném roztoku.

Zasobni roztok analyzované latky (1,0 mg/1,0 ml; 50% EtOH); 50% EtOH byl pouzit pro
potfebné redéni zasobniho roztoku (0,5; 0,25; 0,1 mg/ml roztoku). 0,1 mM roztok DPPH byl
pfipraven rozpusténim 3,90 mg DPPH ve 100 ml 50% EtOH. VSechna rozpoustédla pouzita
pro analyzu byla degasovana 10min. sonikaci na pfistroji Sonorex 10P pfi stupni sonikace

10.
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Aktivita zhaseni DPPH radikal DPPH radikalu byla méfena na analyzatoru FlAlab 3000
(FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA) fizeném PC (prostiednictvim softwaru FlAlab
pro Windows), vybaveném 2,5 ml injekéni pumpou, Sestibranovym volicim ventilem,
USB2000-UV/VIS spektrofotometrem se svételnym zdrojem LS-1 (Ocean Optics, USA) a
pratokovou kyvetou SMA-Z (délka drahy 1 cm); objem zadrZovaci civky byl 0,6 ml a
pripojovaci trubice PTFE (Watrex, Praha, CR) méla priimér 0,72 mm.

Zhdaseci aktivita byla matematicky vyjadiena zhaSecim indexem (Quenching index)
%QDPPH vyjadfujicim procentudlni pokles absorbance roztoku DPPH po pfidani
antioxidantu. %QDPPH byl vypocten podle vzorce:

%Qprrr = (l_—AX)x 100
AO
kde Ao je maximalni absorbance slepého vzorku (nosny proud misto testovaného vzorku) a
Ax je maximalni absorbance po pridani extraktu. VSechna méreni byla provedena v trojim
opakovani. Aktivita zachycovani radikald DPPH byla vyjadrena jako ECso (ug/ml), coi je
mnozZstvi vzorku nutné ke snizeni absorbance svétla o 50 %. Hodnoty byly vypocteny

statistickym softwarem GraphPad Prism 5.02.

2.8.3 Stanoveni obsahu hlavnich izolovanych latek 2G-1, 2G-2, ZG-3

Z kazdé referencni a izolované latky byl pfipraven zdsobni roztok o koncentraci 0,20

mg/1,00 ml methanolu pro LC-MS kvality.

2.8.3.1 Chromatograficky systém

K chromatografické analyze byl vyuZit pfistroj na preparativni/analytickou kapalinovou
chromatografii, firmy Waters (Waters Corporation, Milford, USA). Chromatograf se skladal
z automatického davkovace vzorkd spojeného s kolektorem frakci — Waters Sample
Manager 2767, s volitelnym nastfikem v rozsahu 1-20 pl, ktery byl vybaven 20 ul, 1 ml, 5

ml a 10 ml injekéni smyckou.

Soucasti pfistroje byl kolonovy selektor — System Fluidics Organizer s moznosti

prepinani mezi 3 analytickymi a 3 preparativnimi kolonami, bindrni gradientova pumpa
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Waters 2545, kterd operuje v rozsahu 0,5 az 150 ml/min s maximalnim tlakem 42MPa. K
detekci byl vyuzit detektor s diodovym polem — Waters 2998, se sbérem absorbance v
rozsahu od 190 do 800 nm a hmotnostni spektrometr — Waters Acquity qDa, schopny sbéru
dat v rozsahu od 30 do 1250 m/z, pfi rychlosti az do 20 Hz s elektro-sprejovou ionizaci.
Jednotlivé extrakty a standartni latky byli analyzované pfi laboratorni teploté. K analyze
byla vyuZita kolona XSelect® CSH™ Fluoro-Phenyl (100 mm x 4,6 mm i.d., 5 um), od firmy
Waters (Waters Corporation, Milford, USA).

PFi optimalizaci podminek UV detekce bylo postupovano tak, aby byla ziskana co
nejvétsi odezva signalu pro vSechny sledované analyty. VSechny analyzované latky
vykazovaly nevyssi absorbanci v rozmezi 272 + 4 nm (Obr. 36). Proto byla tato hodnota

zvolena ke kvantifikaci.

272.184 2: Diode Array
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Obr. 36 HPLC/UV-Zelena: Kyselina gallova (ZG-3); Modra: Methylester kyseliny gallové
(2G-2); Cervena: Ethylester kyseliny gallové (2G-1)

Pfi optimalizaci podminek hmotnostni detekce bylo postupovano podobné jako
v pfedchozim pripadé, tj. tak, aby byla ziskana co nejvétsi odezva signdlu pro vsechny
sledované analyty. Citlivost detektoru byla ponechdna na hodnoté 1. Detektor pracoval v
negativnim maodu elektro-sprejové ionizace v kontinudlnim rezimu. Nastaveni sledovani
celkového poctu iontd (TIC) s ohledem na molekulové hmoty analytl bylo zvoleno v
rozmezi 150-200 m/z. Rychlost sbéru dat byla 20 Hz. Veskeré dalsi parametry, tj. napéti na

kapilare, teplota sondy a napéti na kuzeli byly optimalizovany v celém rozsahu.
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2.8.3.2 Findlni podminky chromatografické analyzy

LC systéem: Waters Autopurification HPLC/MS/PDA system

Kolona: XSelect® CSH ™ Fluoro-Phenyl (100 mm x 4,6 mm i.d., 5 um) (Waters Corporation,
Milford, USA).

Mobilni faze a gradient: slozka A: 95 % - 0,1 % kyselina mravenci ve vodé, 5 % metanol,
slozka B: metanol s 0,1 % kyselinou mravenci, gradientova eluce, 1 ml/min, elu¢ni program
s gradientem (v /v): 0 min =5 % B, 5 min = 100 % B (konkavni typ gradientu ¢. 9), 8,5 min =
5 % B (linearni typ gradientu ¢. 6), nasledovany 1,5 minutou, k navratu na pocatecni
podminky pro ekvilibraci, objem nastriku: 10 pl,

PDA Detektor: rozsah detektoru: 200 do 400 nm, detekéni vinova délka: 272 nm, Frekvence
sbérd datovych bodU: 20 Hz, citlivost: normalni, zesileni: 1x,

gDa Detektor: ESI negativni mod, kapilarni napéti: 0,7 kV, teplota sondy: 600 ° C, napéti
kuzele: - 20V, rozsah sledovani: 150-200 m/z

Gallic acid (4.715) 1: Scan ES-
10q 168.981 4.35e4

qSO 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172174 176 178 180 182 184 186 188 190 192 194 196 198 20'-8/z

Obr. 37 Kyselina gallova
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Methyl gallate (5.571) 1:Sca
109 183.005

%

168.113

956152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180 133 184 136 158 190 193 194 196 198 208/

Obr. 38 Methylester kyseliny gallové

8.37e5
96.961

Ethyl galate (6.031) 1:ScanES-
qQ

197.896

168.914 183.005

o T ] T i P T R /z
150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180 182 184 186 188 190 192 194 196 198 20‘8

Obr. 39 Ethylester kyseliny gallové
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Obr. 40 Kalibracni krivka kyseliny gallové
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Obr. 41 Kalibracni kfivka methylesteru kyseliny gallové
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Kalibracni krivka se spojnici
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Obr. 42 Kalibracni krivka ethylesteru kyseliny gallové
Tab. 8 Parametry stanoveni obsahu izolovanych latek
. . Methylester kyselin Ethylester kyselin
Analyty Kyselina gallova Y ¥ ¥ ¥ y ¥

gallové

gallové

Kalibrac¢ni rozsah

2,5-160 pg/ml

2,5-160 pg/ml

2,5-160 pg/ml

Regresni rovnice

y = 199,2914x -

y = 204,8749x -

y =197,7644x -

276,2658 217,3221 83,4757
Koeficient 0,9996 0,9994 0,9996
determinace (R?)

LOD (ug/ml) 0,441 0,366 0,468
LOQ (ug/ml) 1,47 1,22 1,56

Pro stanoveni obsahu kyseliny gallové a obou gallat( byl pfipraven zdsobni roztok 1,00 mg

susiny extrakt/1 ml methanolu, nastfik 10 ul a provedeno stanoveni podle vySe uvedené

metody.
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GALATY-ETOH-02
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2: Diode Array
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Obr. 43 Chromatogram primdrniho ethanolového extraktu z nati Rozchodnice riizové
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3 lzolace
3.1 Schéma extrakce nati a sloupcové chromatografie diethyetherového vytrepku

Kultura Rozchodnice rliZové byla zaloZena z osiva pochazejiciho z Botanické zahrady ve

Vladivostoku (r. 2010, polozka €. 285).

Materidlem pro izolaci byla nat vypéstovana z vySe uvedeného osiva na Zahradé lécivych
rostlin Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové (verifikace rostliny prof. RNDr. L. Opletal,
CSc.). Cerstva nat byla sbirana z 3leté kultury v &ervenci 2015 po sbéru tobolek se zralymi
plody. Ze sesbirané nati byl odloZzen primérny vzorek o hmotnosti 120 g, nafezan na 2-3
cm kousky, rychle zmrazen v tekutém dusiku a opatrné uloZen v Sirokohrdlé destilacni

bance v atmosfére argonu pfi-27 °C.

3.2 Extrakce drogy a zpracovani extraktu

37,35 kg Cerstvé nadzemni ¢asti (susina 18,25 + 1,12 %) bylo v mixeru dezintegrovano spolu
s 95% ethanolem a vyslednd smés byla nalita do perkoldtoru a perkolovana celkem
186,7 litry 70% ethanolu (1:5). Extrakt byl zahustén na cca 6,6 litru. Po zfiltrovani
(odstranéni chlorofylu) bylo ziskano cca 6,1 litrd kalného, Zlutavého roztoku. Z néj se

ochlazenim vyloucil hnédy, praskovity sediment (25,4 g), ktery byl odstranén.

25 ml tohoto roztoku (oznaceného RhHb Xll) bylo odparfeno na vakuové odparce
dosucha za vzniku 5,21 g odparku (susina 88,14 + 1,35 %) a pouzito pro dalsi fytochemickou

praci.

3.3 Vytiepavani n-BuOH

Vodny roztok byl vytiepan 5x3,2 litry smési n-BuOH-EtOH 92:8. Tento butanolovy vytirepek
(oznaceny RhHb XIV) byl odparen co nejvice dosucha (skoro ¢erna, vysoce viskdzni hmota,
724 g, susina 81,41+1,94 %). Odparek byl rozpustén v 6 litrech destilované vody a bylo

ziskano 6,6 litru hnédého, kalného roztoku.
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3.4 Vytrepavani odparku pfipraveného n-BuOH smési ethyl-acetat+ethanol

6,6 litru nahnédlého roztoku bylo vytfepano 9x1100 ml smeési EtOAc-EtOH 95:5. Pfi
zahustovani tohoto vytfepku se vylucovala Zlutd hmota, patrné smés flavonoidu, ktera byla

odfiltrovana (susina 91,14+1,25 %). Odparek mél nafoukly charakter a svétle Zlutohnédé

zbarveni.
Tab. 9 Charakter vyttepk(l z nati Rhodiola rosea
Oznaceni Rozpoustédlo Popis Hmotnost*
RhHb XVI/sed-1 | praskovity vypadek | hnédy, praskovity 23,63 ¢
(za mokra Zlutohnédy)
RhHb XVI EtOAc-EtOH svétly, Zlutohnédy, nafouknuty 240,2 g
Zbyly vodny roztok
RhHb XXI BuOH vytiepku po |tmavé hnédy, velmi viskdzni 248,0g
EtOAc-EtOH

* 7z kazdého typu extraktu (vytiepku) byly odebrany cca 2 g pro dalsi pozdéjsi studium

3.4.1 Frakcionace RhHb-XVI (EtOAc vytiepku z n-BuOH) pro separaci

216 g odparku EtOAc-EtOH frakce RhHb XVI bylo rozpusténo v EtOAc za mirného zahfati na
vodni lazni a s pomoci ultrazvukové lazné Sonorex 10P, v poméru 1 : 3 (pfidano 650 ml
EtOAc). Po zchladnuti na pokojovou teplotu byl tento roztok presrazen pridavanim Et,0 po
malych podilech za neustdlého michani vpoméru 1:4 (2630 ml Et;0). Roztok byl
dekantovan, sediment rychle odfiltrovan, promyt 2x175 ml smési EtOAc—Et.O=1:4a
vysusen ve vakuovém exsikatoru. Ze spojenych filtrat bylo oddestilovano rozpoustédlo a

fidky odparek byl nakonec vysusen na vakuové odparce.

Vysledky preparativniho srazeni jsou nasledujici:

Hmot. sedimentu (RhHb XVI/sed-2): 31,7 g (Zlutohnédy, praskovity)

Hmot. EtOAc-Et,0 odparku (RhHb XVI/ML): 205,6 g (svétle hnédy, velmi viskdzni)
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Cerstya nat’

extr. EtOH

zahuiténi, filtrace

vodny roztok
rostlinny material primarni extrakce RhHb Xl

vytfepani v BuOH

n-BuOH vytfepek zbyly vodny roztok
RhHE XIV odstranén

rozp. ve vodé
vytfep EtOAc+EtOH 95:5

EtDAC + EtOH vytiepek vodny zbytek
RhHbB XVI RhHb XXI
zahusténi
Zluty sediment filtrat, odpafeni
RhHb XVijsed.-1 RhHb XVI

srazeni Et,0
uty sediment odpafeni filtratu

RhHb XVlised.-2 RhHb XVI/ML

Obr. 44 Seprace extraktu z nati

93



3.5 Stanoveni antioxidacnich charakteristik extraktd a vytiepki
3.5.1 Stanoveni celkovych fenolovych latek (FC)

Stanoveni bylo provedeno podle postupu uvedenému v oddile 1V/2.8.1.

3.5.2 DPPH test

Stanoveni bylo provedeno podle postupu uvedenému v oddile IV/2.8.2.

3.6 Priprava srovnavaciho extraktli pro HPLC stanoveni izolovanych latek

3.6.1 Priprava extraktu z Cerstvé nati acetonitrilem

Asi 2 g Cerstvé zmraZené nati pfesné uchovavané pod argonem pfi -27 °C (susina 19,36 +
1,05 %), bylo prelito malym mnozstvi tekutého dusiku, rychle rozdrceno na prasek, jak je
uvedeno v kapitole 1V/1.5 Stanoveni susiny, po vytékani dusiku kvantitativné prevedeno s
25 ml acetonitrilu do varné bariky, 10 min. sonikovano na ultrazvukové lazni Sonorex HP 10
pfi stupni 10. Tekutina byla odfiltrovana pres vatovy filtr v malé Pasteuroveé pipeté a postup
opakovan jesté jednou. Spojené filtraty byly zahustény do fidce sirupovité konzistence,
pfidano 5 ml chloroformu a suspenze byla sonikovana 5 min. pfi stupni 10. Po filtraci
chloroformového extraktu byl postup opakovan jesté jednou. Spojené filtraty (zeleny, velmi
viskdzni odparek) byly odpafeny na vakuové odparce, vysuseny ve vakuovém exsikatoru,
stanovena susina drive uvedenym zplsobem a az do doby zpracovani uchovavany pod

argonem pfi-27 °C.

3.6.2 Priprava extraktu ze suché nati ethanolem denaturovanym MeOH

Byl pouZit identicky postup jako v pfipadé pfipravy extraktu acetonitrilem (kap. 3.6.1) s tim
rozdilem, Ze extrakt byl pripraven 30minutovym varem pod zpétnym chladi¢em v 95%
ethanolu denaturovaném 5 % methanolu. Dale bylo postupovano stejné jako v pfedchozi

kapitole.
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3.7 Tenkovrstva chromatografie
3.7.1 TLC frakci Rhodiola rosea RhHb XXI, RhHb XVI a RhHb XIV

3.7.1.1 TLC vodného podilu, ethyl-acetatového podilu, butanolového podilu

= 1,0

Obr. 45 TLC 1 vodny podil; 2 ethyl-acetatovy podil (EtOAc); 3 butanolovy podil (n-BuOH)

Soustava S1

Detekce UV2s4

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 50 x 75 mm

Vyvijeno 2x (Obr. 45)
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Obr. 46 TLC 1 vodny podil; 2 ethylacetatovy podil (EtOAc); 3 butanolovy podil (n-BuOH)

Soustava S1

Detekce D1

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 50 x 75 mm

Vyvijeno 2x (Obr. 46)
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Obr. 47 TLC 1 vodny podil; 2 ethylacetatovy podil (EtOAc); 3 butanolovy podil (n-BuOH)

Soustava S1

Detekce D2

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 50 x 75 mm

Vyvijeno 2x (Obr. 47)
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Obr. 48 TLC 1 vodny podil; 2 ethylacetatovy podil (EtOAc); 3 butanolovy podil (n-BuOH)

Soustava S1

Detekce D4

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 50 x 75 mm

Vyvijeno 2x (Obr. 48)

3.7.1.2 TLC vodného podilu, EtOAc podilu, n-BuOH podilu

Provedeno dalsi TLC s vySe uvedenymi extrakty. Dochazi k Spatnému déleni.

Soustava S2
Detekce UV2sa
Draha 60 mm

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 50 x 75 mm
Vyvijeno 2x Chromatogram nepfilozen.

Déleni bylo zcela neuspokojivé a z téchto dlivodU zde neni pfiloZzeno obrazové schéma.
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3.7.1.3 TLC vodného podilu, EtOAc podilu, n-BuOH podilu

0.48
s 0,42
0,35 i

- 0,30 G

0,15 D

Obr. 49 TLC 1 vodny podil; 2 ethylacetatovy podil (EtOAc); 3 butanolovy podil (n-BuOH)

Soustava S3

Detekce UV2s4

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 50 x 75 mm

Vyvijeno 2x (Obr. 49)

99



3.7.1.4 TLC vSech jednotlivych podilti

Provedena orientacni TLC se vSemi jednotlivymi podily (Obr. 50).

_0.61 4D o @&
0,55 3

- 0,50

0,46

"o dilp @ O O O

0,16 @D -

. 0.0

,Ojooi\i P | U S
1 2 B 4 5

Obr. 50 TLC 1 filtrat po srazeni Et,0; 2 sediment po srazeni Et,0; 3 filtrat po srazeni CHCIs;
4 sediment po srazeni CHCls; 5 nedélena frakce

Soustava S1

Detekce UV2s4

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 50 x 75 mm

Vyvijeno 2x (Obr. 50)

Pro neuspokojivé déleni, bylo od srdzeni chloroformem upusténo.
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3.7.2 TLC frakci Rhodiola rosea RhHb XVI EtOAc odparek po vysrazeni Et,O a filtraci

3.7.2.1 TLC filtratu, sedimentu a ptivodniho EtOAc odparku

" D,58 0,58
055

- 0,50 < 0,50 0,50 <~
0,45 - 0,45 0,45 wlililies

T 0,35 <l 0,35 @il 0,35 <l

Obr. 51 TLC 1 filtrat po srazeni Et,0; 2 sediment; 3 plvodni EtOAc odparek

Soustava S1

Detekce UV2s4

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 50 x 75 mm

Vyvijeno 2x (Obr. 51)
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3.7.2.2 TLC filtratu a pavodniho EtOAc odparku

o — — — — -

Obr. 52 TLC 1 filtrat po srazeni Et,0; 2 plvodni EtOAc odparek

Soustava S4

Detekce UV2s4; D1

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 50 x 75 mm

Vyvijeno 1x (Obr. 52)
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3.8 Sloupcova chromatografie

204 g odparku oznaceného RhHb XVI

EtOAc/EtOAc+Et,0/0dp. bylo rozpusténo

v potfebném mnoizstvi MeOH a roztok byl rychle zfiltrovan pres malou vrstvu celulézové

vaty a dokonale smisen s 220 g desaktivovaného silikagelu. Rozpoustédlo bylo odpareno na

mirné zahraté vodni lazni (50 °C). Po kratkém zchladnuti na vzduchu byl umistén do

vakuového exsikatoru a susen nad perlami oxidu kifemicitého po dobu 24 hodin.

Chromatograficka kolona byla nalita standardnim postupem.

Absorbent

Délici vrstva 10,5%x88 cm
Vrstva s extraktem  10,5x6,8 cm
Frakce: 250ml
Mrtvy objem 8 litra

Doba toku frakce

cca 14 min (Tab. 10)

Silikagel 2900 g (zrnitost 0,1-0,2 mm, deaktivovany 10 % vody)

Tab. 10 Sloupcova chromatografie frakci 1-139

Frakce Sloucené frakce Elucni soustava Popis

1 CHCls3

2 1-3 CHCls

3 CHCls3

4 CHCls3 . i L .

4-5 Velmi malé mnozstvi krystal(

5 CHCls3

6 CHCls3

7 6-8 CHCls

8 CHCl3

1-19

9 CHCl3

10 9-11 CHCl3

11 CHCl3:EtOH-98:2

12 9-15 CHCl3:EtOH-98:2

13 CHCl3:EtOH-98:2

12-15

14 CHCl3:EtOH-98:2

15 CHCl3:EtOH-98:2

16 16-19 CHCl3:EtOH-98:2
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Frakce

Sloucené frakce

Elucni soustava

Popis

17 CHCl3:EtOH-98:2
18 CHCl3:EtOH-98:2
Jemny sediment
19 CHCl3:EtOH-98:2
Jemny sediment
20 50.21 CHCl3:EtOH-98:2 Malé mnoZstvi drobnych
21 CHCl3:EtOH-98:2 krystalQ
22 CHCI3:EtOH-98:2
23 CHCl3:EtOH-98:2
22-25
24 CHCI3:EtOH-98:2
25 20.31 CHCI3:EtOH-98:2
26 CHCl3:EtOH-98:2 Drobné krystaly
26-27 20-33
27 CHCI3:EtOH-95:5
28 CHCl3:EtOH-95:5
29 CHCl3:EtOH-95:5
28-31
30 CHCl3:EtOH-95:5
31 CHCl3:EtOH-95:5
32 CHCl3:EtOH-95:5
32-33
33 CHCl3:EtOH-95:5
Krystaly
34 CHCl3:EtOH-95:5
34-35
35 CHCl3:EtOH-95:5
36 36.37 CHCl3:EtOH-95:5 L o
37 36-38 | CHCl3:EtOH-95:5 BElavy s drobnymi krystaly,
opalizujici
38 38 CHCl3:EtOH-95:5
39 CHCl3:EtOH-95:5 Nazloutly s bilymi krystaly
40 CHCI3:EtOH-95:5
41 CHCI3:EtOH-95:5
39-44
42 2046 | 30.67 | CHClEtOH-05:5 . o
23 CHCI3-EtOH-95:5 Zlutavy, v,eIrTml viskdzni
s drobnymi krystaly
44 CHCI3:EtOH-95:5
45 CHCI3:EtOH-95:5
45-46
46 CHCI3:EtOH-95:5
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Frakce Sloucené frakce Elucni soustava Popis
47 CHCI5:EtOH-95:5
48 CHCl3:EtOH-95:5
49 CHCI5:EtOH-95:5
50 CHCl3:EtOH-95:5 Nahnédly, velmi viskézni
odparek
51 47-55 CHCl3:EtOH-95:5
52 CHCl3:EtOH-95:5
53 CHCI3:EtOH-90:10
54 CHCl3:EtOH-90:10 Nahnédly, velmi viskdzni
55 CHCl3:EtOH-90:10 odparek
56 CHCls:EtOH-90:10
57 CHCI3:EtOH-90:10
58 CHCls:EtOH-90:10
56-61
59 CHCls:EtOH-90:10
60 CHCI;:EtOH-90:10 | Nahnédly, velmi viskézni
61 CHCl3:EtOH-90:10 odparek
62 CHCls:EtOH-90:10
63 CHCls:EtOH-90:10
62-65
64 CHCl3:EtOH-90:10
65 CHCls:EtOH-90:10
66 CHCl3:EtOH-90:10
66-67
67 CHCl3:EtOH-90:10
68 CHCl3:EtOH-90:10
69 68-70 CHCl3:EtOH-90:10
70 CHCl3:EtOH-90:10
71 CHCl3:EtOH-90:10 | . o
7 71-73 CHCl-EtOH-90:10 Zlutohnédy, velmi viskozni
odparek
73 CHCl3:EtOH-90:10
74 CHCl3:EtOH-90:10
75 74-76 CHCI3:EtOH-90:10
76 CHCl3:EtOH-90:10
77 CHCl3:EtOH-80:20
78 CHCls:EtOH-80:20
79 CHCls:EtOH-80:20 . ) o
30 77-86 CHCI-EtOH-80:20 Zlutavy odparek s drobnymi
krystaly
81 CHCls:EtOH-80:20
82 CHCls:EtOH-80:20
83 CHCls:EtOH-80:20
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Frakce Sloucené frakce Elucni soustava Popis
84 CHCI3:EtOH-80:20
85 CHCI3:EtOH-80:20 | Zlutavy odparek s ojedinélymi
86 CHCl3:EtOH-80:20 drobnymi krystaly
87 CHCI3:EtOH-80:20
88 CHCl3:EtOH-80:20
89 87-90 CHCl3:EtOH-80:20
90 CHCl3:EtOH-80:20 5
91 CHCls:EtOH-80:20 Zlutohnédy, velmi viskdzni
92 CHCl3:EtOH-80:20
93 91-95 CHCl3:EtOH-80:20
94 CHCl3:EtOH-80:20
95 CHCl3:EtOH-70:30
96 CHCl3:EtOH-70:30
97 CHCl3:EtOH-70:30
98 96-101 CHCI3:EtOH-70:30 Zlutohnédy, velmi viskézni
99 CHCl3:EtOH-70:30
100 CHCl3:EtOH-70:30
101 CHCl3:EtOH-70:30
102 CHCl3:EtOH-70:30
103 CHCI3:EtOH-70:30 Zlutohnédy, velmi viskézni
104 CHCI3:EtOH-70:30
105 CHCl3:EtOH-70:30
106 CHCl3:EtOH-70:30
107 102-111 CHCl3:EtOH-70:30
108 CHCl3:EtOH-70:30
109 CHCI3:EtOH-70:30
110 CHCI3:EtOH-70:30 .
Zlutohnédy, velmi viskozni
111 CHCI3:EtOH-50:50
112 CHCI3:EtOH-50:50
113 CHCl3:EtOH-50:50
114 112-116 CHCI3:EtOH-50:50
115 CHCls:EtOH-50:50
116 CHCls:EtOH-50:50
117 CHCl3:EtOH-50:50 g o
118 7195 CHCl3:EtOH-50:50 Z'“tzzr;?r:‘; ;fezr:‘tym
119 CHCls:EtOH-50:50
120 CHCl3:EtOH-50:50
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Frakce

Sloucené frakce

Elucni soustava

Popis

121 CHCI3:EtOH-50:50 Tmavé hnédy, viskdzni

122 CHCl3:EtOH-50:50 s naznakem krystal(

123 CHCl3:EtOH-50:50 < hnadv. velmi viskéani

124 CHCl:EtOH-50:50 | 'Mave hnedy, velmi viskozni, v

chladu se vylucuiji krystaly

125 Etanol Cisty

126 Etanol Cisty

127 Etanol &isty Tmavé hnédy, praskovity
126-129 —

128 Etanol Cisty L

129 Etanol disty Tmaveé hnédy, praskovity

130 Etanol Cisty

131 Etanol Cisty

132 Etanol Cisty

133 Etanol Cisty

134 Etanol Cisty L
130-139 — Hnédocerny, praskovity

135 Etanol Cisty

136 Etanol Cisty

137 Etanol Cisty

138 Etanol Cisty

139 Etanol Cisty
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3.9 Vysledky sloupcové chromatografie — hmotnosti a popis spojenych frakci (Tab. 11)

Tab. 11 Spojené frakce ze sloupcové chromatografie*

Popi rkdi jenych frakci
Frakee M [g] P vt matetmieh o)
1-19 5,05 Velmi malé mnozstvi krystalQ

20-31 4,94 Jemny sediment

32-35 0,53 Malé mnozstvi drobnych krystalQ

36-38 2,66 Bélavy s drobnymi krystalky

8,32 (ML) Zlutavy, velmi viskézni odparek
39-67 8,22 (2G-1)
6,28 (2G-2)

68 -70 0,81 Zlutohnédy, velmi viskdzni odparek

71-73 0,56 Zlutohnédy, velmi viskézni odparek

74 -76 1,84 Zlutohnédy, velmi viskdzni odparek

77— 86 14,33 (ML) Zlutavy odparek s drobnymi krystaly

29,75 (2G-3)

87 -90 1,71 Zlutohnédy, velmi viskdzni

91-95 2,05 Zlutohnédy, velmi viskézni

96 — 101 14,28 Zlutohnédy, velmi viskdzni
102 -111 40,00 Zlutohnédy, velmi viskézni
112 - 116 3,00 Zlutohnédy, velmi viskdzni
117 -125 4,92 Tmavé hnédy, viskdzni s naznakem krystalt
126 -129 1,25 Tmaveé hnédy, praskovity
130-139 1,83 Hnédocerny, praskovity

Celkem 108,08 Frakce a matecné louhy

44,25 Krystalické podily

* v tabulce jsou uvedeny hmotnosti odpark(l spojenych frakci dohromady s mate¢nymi
louhy (podle TLC se po vylouceni krystalt ukazalo, Ze okolni frakce jsou kvalitativné stejné,
a proto nebyly ML uchovavany separatné, ale spojeny s prislusnymi frakcemi).

Hmotnosti krystal(l ZG-1 az ZG-3 jsou uvedeny po rekrystalizaci.

3.9.1 Zpracovani spojenych frakci 39-40

Svétle zluta velmi viskozni frakce byla zahrata na vodni lazni a krystalizovana ze smési
benzin + CHCls. Vyloucené slabé nazloutlé drobné krystaly byly po jednom dni stani v chladu
odfiltrovany na frité, promyty rychle chladnou smési uvedenych rozpoustédel a byla
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provedena rekrystalizace ze stejného rozpoustédla. Drobné krystaly byly vysusSeny ve
vakuovém exsikatoru nad susidlem.

Vzniklo 6,28 g jemné krystalické latky bélavé barvy, oznacené ZG-1.

Matecny louh z rekrystalizace byl pfidan do spojenych frakci 39-67.

3.9.2 Zpracovani spojenych frakci 45-55

Mirné nahnédla velmi viskdzni frakce, ze které se v chladu zacdaly vyluCovat drobné krystaly,
byla zahrata na vodni lazni a krystalizovana ze smési benzin + CHCls. Vyloucené témér bilé,
plstnaté krystaly byly po jednom dni stani v chladu odfiltrovany na frité, promyty rychle
chladnym chloroformem a byla provedena rekrystalizace ze stejného rozpoustédla. Drobné
krystaly byly vysuSeny ve vakuovém exsikatoru nad susidlem.

Vzniklo 6,28 g jemné krystalické latky Sedavé barvy, oznacené 7G-2.

Matecny louh z rekrystalizace byl pfidan do spojenych frakci 39-67.

3.9.3 Zpracovani spojenych frakci 79-86

Zlutavy odparek s drobnymi piskovitymi krystaly byl zahtat na vodni |azni a krystalizovan ze
smési MeOH + CHCls. Vyloucené krystaly byly po jednom dnu stani v chladnicce rozdruzeny
sklenénou tycinkou, postupné odfiltrovany na frité, promyty rychle potfebnym mnozstvim
Et20 a rekrystalizace provedena opét ze smési CHCls + MeOH. Krystaly byly vysuseny ve
vakuovém exsikatoru nad susidlem.

Vzniklo 29,75 g drobné, Sedavé krystalické latky, oznacené ZG-3.

Matecny louh z rekrystalizace byl pfidan do spojenych frakci 77-86.
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3.9.4 Souhrnna TLC frakci Rhodiola rosea RhHb XVI/ML

3.9.4.1 TLC frakci 1 -111 po sloupcové chromatografii
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20-33 36-38 68-70 74-76 87-90 96—-101

Obr. 53 TLC Frakce 1 — 111 po sloupcové chromatografii

Soustava S1
Detekce UVass
Draha 60 mm

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 150 x 75 mm

Vyvijeno 3x (Obr. 53)
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Obr. 54 TLC Frakce 1 — 111 po sloupcové chromatografii

Soustava S1
Detekce UV3se6
Draha 60 mm

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 150 x 75 mm

Vyvijeno 3x (Obr. 54)
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Obr. 55 TLC Frakce 1 — 111 po sloupcové chromatografii
Soustava S1
Detekce D1
Draha 60 mm

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 150 x 75 mm

Vyvijeno 3x (Obr. 55)
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3.9.4.2 TLC frakci 112 —139 po sloupcové chromatografii

o4 @ @& & & & & B
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112-116 ML117-125  ML126-129 ML130—-1.39

Obr. 56 TLC Frakce 112 — 139 po sloupcové chromatografii

Soustava S1
Detekce UV2s4
Draha 60 mm

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 150 x 75 mm

Vyvijeno 3x (Obr. 56)
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Obr. 57 TLC Frakce 112 — 139 po sloupcové chromatografii

Soustava S1

Detekce UV3e6

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 100 x 75 mm

Vyvijeno 3x (Obr. 57)
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Obr. 58 TLC Frakce 112 — 139 po sloupcové chromatografii

Soustava S1

Detekce D1

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 100 x 75 mm

Vyvijeno 3x (Obr. 58)
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Obr. 59 TLC Frakce 39 —67; ML 39 —-67; 74 —76; ML 74 —76; 77 — 86; ML 77 — 86 po
sloupcové chromatografii
Soustava S1
Detekce UV2s4
Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 70 x 75 mm

Vyvijeno 3x (Obr. 59)
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3.9.4.3 TLC frakci 39; 40; 45; 46; 47 — 55; 79 — 86

£5-1
235-2

£G-3

Obr. 60 TLC Frakce 39; 40; 45; 46; 47 — 55, 79 — 86

Soustava S1

Detekce D5

Absorbent  Silica gel® UV 254 nm
Format 70 x 75 mm

Vyvijeno 3x (Obr. 60)

2G-1 ethylester kyseliny gallové
7G-2 methylester kyseliny gallové
ZG-3 kyselina gallova
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Soustava
Detekce
Absorbent
Format
Vyvijeno
ZG-1

7G-2

ZG-3

£G-1

£G-2
- Poe® -

Obr. 61 TLC Frakce 39; 40; 45; 46; 47 — 55; 79 — 86

S1

D5

Silica gel® UV 254 nm
70 x 75 mm

3x (Obr. 61)

ethylester kyseliny gallové
methylester kyseliny gallové

kyselina gallova
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V. VYSLEDKY

1 Stanoveni obsahu fenolovych latek v extraktech (vytiepcich) a

antioxidacni aktivita (Tab. 11)

Tab. 11 Stanoveni celkovych fenol( (FC) a zhaseci aktivity (DPPH)

Susina 99,01+0,69 %

Typ extraktu FC* DPPH*

(vytfepku) a latky | ug GA/mg extr. | % zhaseni (1000 pg/ml) ECso (ug/ml)
RhHb XII 148,5+£8,5 41,05+0,3 > 1000
Susina 88,14+1,35%

RhHb XIV 265,4 £10,1 57,02+0,8 807,3+94,5
Susina 81,41+1,94 %

RhHb XVI 418,5 + 45,8 69,15 +0,7 499,9+67,8
Susina 87,32+1,05 %

RhHb XVI/sed-1 515,7 £ 69,5 79,12+1,4 239,9 £ 29,2
Susina 91,14+1,25%

RhHb XVI/sed-2 592,4 £ 68,4 83,64+2,1 123,3+14,1
Susina 93,45+2,01 %

RhHb XVI/ML 597,8 £ 70,2 85,16 +1,6 84,16 7,92
SusSina 83,29+1,64 %

RhHb XXI 167,1+39,2 44,12+ 2,2 > 1000
Susina 81,26+2,49 %

ZG-1 942,1 + 28,7 87,40 £ 4,8 26,45 + 2,87
Susina 98,76+0,88 %

2G-2 950,0 + 26,5 87,60+3,1 21,15+ 3,15
Susina 99,11+0,56 %

ZG-3 978,3+21,9 87,59 +2,8 21,41 +1,86

* pro méreni byla odvazena takovd mnozZstvi extraktu 100% mnozZstvi suSiny (proveden

klasicky pfepocet na susinu)
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2  Charakteristika izolovanych latek

ZG-1 R =-CH,CHs
ZG-2 R =-CHs
ZG-3 R=-H

Obr. 62 Cislovani zakladniho skeletu pro popis NMR

ZG-1 (Ethylester kyseliny gallové)

Jemna, bélava krystalicka latka, bez zapachu, t. t. 148-151 °C (standard 149-152 °C), smés
bez deprese. MS a NMR data byla v souladu s publikovanymi udaji v literature a se spektry
referencnich latek 172,

MS studie

NMR studie

'H NMR: (500 MHz, CDCls): 1,25 (3H, t,J=7,1 Hz, —CH3); 4,19 (2H, g, J=7,1 Hz, —OCH>);
6,93 (2H, s, H-2 a H-6); 9,15 (3H, brs; C3—OH, C4—OH a Cs—OH).

13C NMR: (126 MHz, CDCls3): 14,3 (CHs); 60,02 (OCH>); 108,5 (C-2 a C-6); 119,6 (C-1); 138,3
(C-4); 145,6 (C-3 a C-3); 165,8 (COO-).

Z2G-2 (Methylester kyseliny gallové)

Jemna, nased|a krystalicka latka, bez zapachu, t. t. 200-202 °C (standard 201-202 °C), smés
bez deprese. MS a NMR data byla v souladu s publikovanymi udaji v literature a se spektry
referencnich latek 123,

MS studie

NMR studie

'H NMR: (500 MHz, CDCls): 7,26 (s, 2H, A),4,01 (s 2H, B).

13C NMR: (126 MHz, CDCl3): 165,67(C-7, C=0), 144,10 (C-3 a C-5), 136,99 (C-4), 118,82 (C-
1), 107,86 (C-2 a C-5), 50,36 (C-8).
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ZG-3 (Kyselina gallova)

Velmi drobné krystalicka Sedava latka bez zapachu, t. t. 258-260 °C (standard 259-260 °C),
smés bez deprese. MS a NMR data byla v souladu s publikovanymi udaji v literature a se
spektry referenénich latek 123

MS studie

NMR studie

1H NMR: (500 MHz, CDCs): 12,52 (s, H, OH kyseliny), 7,22 (s, 2H).

13C NMR: (126 MHz, CDCls): 167,01 (C-7=C=0), 143,98 (C-3 a C-5), 136,61 (C-4), 119,87 (C-1),
108,14 (C-2 a C-6).

3  Obsah gallové kyseliny a jejich estertl v cerstvé nati ve dvou typech
extraktu

Vysledky HPLC stanoveni izolovanych latek (viz kap. IV/2.8.3.2) jsou nasleduijici:

Tab. 12 Obsah izolovanych latek v Cerstvé nati*

Typ extraktu 7G-1 7G-2 7G-3
(Ethylester kyseliny (Methylester (Kyselina gallova)
gallové) kyseliny gallové)
EtOH (+ 5 % MeOH) 0,193 +0,01 % 0,160 + 0,008 % 0,625+ 0,033 %
MeCN 0,185+0,01 % 0,154 £ 0,009 % 0,642 £ 0,029 %

*Pocitano na susinu nati

121



4  Plivodnost izolovanych latek v cerstvé nati

Soustava
Detekce
Absorbent
Format
Vyvijeno
7G-1

7G-2

Z2G-3

051 <l
0,47 .

PELE E
0,27 <> B

o3 (D -

18

015

0,08

AR | S | ST M R N | S |G
C,00

MeCN—ext. 2G—1 IG-2 ZG—3

Obr. 63 TLC PGvodnost izolovanych latek v cerstvé
nati

s1

D5

Silica gel® UV 254 nm
70 x 60 mm

3% (Obr. 63)

ethylester kyseliny gallové
methylester kyseliny gallové

kyselina gallova
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Soustava
Detekce
Absorbent
Format
Vyvijeno
ZG-1

2G-2

Z2G-3

Re
=T = —— i s e = s
o
7,50
0,55
0,49
12,40
Q2,37
0,31
E,w
0,13
0,08
T Y R
0,00
Melh—ext. 25 T ER=D

Obr. 64 TLC PGvodnost izolovanych latek
v Cerstvé nati

S1

D4

Silica gel® UV 254 nm
70 x 60 mm

3% (Obr. 64)

ethylester kyseliny gallové
methylester kyseliny gallové

kyselina gallova
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VI. DISKUSE

Rozchodnice rGZova patfi k nejcastéji pouzivanym lécivym rostlindm v Cinské a ruské
mediciné. Jedna se o rostlinny druh s prokazanou adaptogenni aktivitou; v nékterych
literarnich pramenech se dokonce hovoti o tom, Ze svymi ucinky predci i Ucinky latek
z korene Zensenu pravého (Panax ginseng L.). Tyto Udaje vSak nejsou jednoznacéné védecky
podlozeny, nebyly publikovany vimpaktované literature, a proto je vhodné zachovat vici
nim redlny odstup (z téchto dlvodl zde literarni prameny neuvadim). Velmi dokonale je
rozebrana problematika rozchodnice rGzové v prehledné publikaci, kterd nezaujaté
deklaruje moZnosti vyZiti této perspektivni drogy 24 Lidové I|éCitelstvi Evropy, ale
predeviim Ciny a nékterych oblasti Ruska (ndrodni lékopisy) viak uvadéji jako Ié¢ivou drogu
pouze kofen, jeho? vyuZiti je zndmé a nesporné. V Ceské republice je vinformaénim
systému AISLP uvedeno k1. unoru 2021 celkem 55 pfipravkd jako doplnky stravy
s obsahem této drogy. Tyto pfipravky jsou polykomponentni, vétsina z nich je urcena ,k
celkové harmonizaci organismu®. V portfoliu jsou viak také pfipravky s obsahem extrakt

z rozchodnice, které jsou uréeny k riiznym typam diet 2,

Dosud jsou vyuzivany pouze kofeny — studie zabyvajici se obsahovymi latkami této
morfologické &asti jsou pomérné &etné, napf. 8 70 124 systematicky fytochemicky vyzkum
vegetativnich morfologickych c¢asti nebyl zatim provadén. Je to podobné jako v jinych
pripadech Iécivych rostlin TCM, napf. magnolky cinské, Schisandra chinensis (Turcz.) Baill.,
ackoliv mohou byt zdrojem stejnych obsahovych latek jako pavodni drogy (v pripadé
magnolky se jedna o lignany v nati, jejichZ profil se bliZi lignanim z drogy — Fructus
schizandrae) %6, V pfipadé rozchodnice rGZové nejsou z literatury zndmy Zadné pfipady,
které by hovofily o zahajeni fytochemickych studii nadzemnich ¢&asti uvedeného druhu.
Mozna je to tim, Ze tato vegetabilni ¢ast rostliny se obtizné zpracovava, protoze ma vysoky
obsah vody (ve své prdci jsem nalezl, Ze Cerstva rostlina obsahovala ~ 81 % vody), coz je
v pfipadé zastupcl Celedi Crassulaceae zcela obvyklé. Prakticky to znamena velmi obtizné
suseni, a pokud je provadéno dlouho a stacionarné, pak dochazi ke zméné barvy drogy a

mozna i k rozkladu nékterych obsahovych latek.

Pro extrakci bylo pouzito 37,35 kg Cerstvé nati sklizené v terminalni fazi kveteni, ktera
byla po rozdrceni perkolovana 95% ethanolem. Po odstranéni ethanolu a filtraci hrubych
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necistot (chlorofyly atd.) byl Zlutohnédy primarni extrakt (RhHb Xll) sekvenéné extrahovan
postupem obvyklym pro tento typ praci: nejprve byl extrahovan n-BuOH (RhHb XIV),
butanolovy odparek byl rozpustén ve vodé a vytifepan smési EtOAc+EtOH 95:5 (RhHb XVI).
Pfi zahustovani tohoto vytfepku se vyloudil pomérné masivni zluty sediment (RhHb
XVI/sed-1), ktery byl odfiltrovan a filtrat sraZzen Et.O. Vyloudil se dalsi podil Zlutého
sedimentu (RhHb XVI/sed-2). Filtrat po srazeni diethyletherem, ktery po odpareni poskytl
hnédy odparek (RhHb XVI/ML) byl pouZzit pro izolaéni praci. Podle Uvahy by mél obsahovat
predevsim nizkomolekuldrni slouéeniny véetné urcitého podilu flavonoidnich aglykon, coz
se pfi pozdéjsi praci prokazalo. Flavonoidni aglykony a glykosidy byly nalezeny uz dfive
v kofenech, jak je patrné z literarniho prehledu v této praci, a tak neni prfekvapujici, Ze se
vyskytly také v nadzemni casti; prekvapujici je pouze to, Ze v nadzemni casti jich je
nékolikanasobné vice nez v kofenech, jak nakonec dokladaji obr. 36 az obr. 43. V nativni
formé bylo na chromatogramech patrné, Ze mnohé zény jsou slozeny z nékolika latek, které
pouzité chromatografické soustavy nejsou schopné rozdélit a pro samotny proces moji
prace to ani nebylo potfebné: obrazky maji pouze graficky informacné ukazat priblizné
rozloZeni sekunddrnich metabolitl. Vyrazny profil pfitomnych Iatek je povahy flavonoid,
jak lze soudit z barevnych reakci na tenkovrstvych chromatogramech, a proto neni
prekvapuijici, Ze déleni nebylo jednoznacné.

Pfi této ,bioguided separation” jsou duleZité hodnoty celkového obsahu fenolovych
sloucenin (Folin-Ciocalteu); ze sekvencniho vytrepavani (tab. 11) je patrné, Ze se ve
vytfepcich hromadi fenolové slouceniny, vztazeno jako pg gallové kyseliny/mg extraktu.
Zdanliva vyjimka — vodny zbytek RhHb XXI (obr. 35) vsak vyjimkou neni, protoze tento
vysledek bylo moZzné ocekdvat — dokumentuje, Ze uvedeny vodny zbytek obsahuje uz jen
malé mnozstvi fenolovych latek.

PFfi DPPH testu je naopak patrné, Ze procento zhaseni stoupa od primarniho extraktu
(RhHb XIl) aZ k Cistym latkdm ZG-1 az ZG-3, opét s vyjimkou RhHb XXI, ktera byla vysvétlena
hodnota je u vodného extraktu vzniklého z primarniho alkoholického extraktu po odpareni
ethanolu (RhHb XII) a ddle tyto hodnoty stoupaji opét s vyjimkou vodného zbytku RhHb XXI.
Tato vyjimka dokazuje nejen to, Ze ve vodném zbytku bylo uz jen malé mnozstvi fenolovych
sloucenin, ale také to, Ze zvoleny separacni postup byl zvolen racionalné.
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Z matecného louhu, ktery vznikl po vysrazeni flavonoidl (usuzuji, Ze se jednalo o
flavonoidy, protoZze tento sediment byl Zluté barvy) byly izolovany sloupcovou
chromatografii na silikagelu 3 Cisté slouceniny s nasledujicim izolacnim vytézkem ZG-1
(ethylester kyseliny gallové; 0,121 %), ZG-2 (methylester kyseliny gallové; 0,092 %) a ZG-3
(kyselina gallova; 0,437 %). Zakladni fyzikadlné-chemické charakteristiky izolovanych latek
byly prakticky identické s udaji v literature a po srovnani se standardnimi slou¢eninami.
Ackoliv byl tento matecny louh uz predchdzejicimi separacnimi procesy hrubé vycistén, je
patrné, Ze spojené frakce ze sloupcové chromatografie obsahovaly velké mnozZstvi
metabolitl (viz obr. 44 aZ obr. 50) prevazné fenolového charakteru, coz dosvédcuje vyrazny
metabolicky obrat tohoto typu latek v nati a je proto do jisté miry pochopitelné, proc
fytochemické studie nati na rozdil od kofentd nezacaly byt provadény, ackoliv je nat z tohoto
pohledu velmi bohatym zdrojem flavonoidnich glykosidd, moZna dosud nepopsanych a
atraktivnich pro dalsi biologické studium. Izolace Cistych latek by vsak byla do vyznamné
miry naroc¢na, tak jak to u flavonoidnich glykosidd byva.

Zcela legitimné se vyskytuje otdzka, zda se tyto slouceniny vyskytuji v Cerstvé nati
rozchodnice riZové nativné, anebo se jednd o artefakty, které vznikly pfiizolaénim procesu.
Samotnad pfiprava primarniho extraktu byla jak ¢asové, tak fyzikalné-chemicky ponékud
narocna (zahrivani, odparovani, velky objem ethanolu denaturovaného methanolem), coz
by mohlo zpUsobit esterifikaci kyseliny gallové a vznik obou esterl. Z tohoto divodu bylo
provedeno srovnani obsahu vSech 3 sloucenin HPLC (viz oddil 1V/2.8.3) ve dvou typech
extraktl: ethanolovému (komeréni 95% EtOH denaturovany 5 % MeOH, (viz oddil IV/3.6.2)
a acetonitrilovému (viz oddil 1V/3.6.1). Pokud by byly estery gallové kyseliny pritomny
v Cerstvé nati, musely by byt stanoveny v acetonitrilovém extraktu. Pokud by se jednalo
pouze o artefakty, pak by byly pfitomny pouze vethanolovém extraktu, nikoli
v acetonitrilovém. HPLC bylo prokdzano, Ze oba estery se v nati vykytuji nativné; jejich
obsah vztazeny na susinu nati byl v acetonitrilovém extraktu nalezen nizsi nez v ptipadé
ethanolového extraktu (viz oddil V/3, Tab. 12). Jako racionalni vysvétleni se jevi prece jen
CasteCna esterifikace, ktera probéhla v prabéhu izolacniho procesu. Je pochopitelné, Ze
obsah téchto latek zjistény analyticky je vyssi neZz obsah izolac¢ni. V prehledu obrazkl neni

uveden chromatograficky zaznam acetonitrilového extraktu, protoze byl prakticky
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identicky s extraktem ethanolovym. PUvodnost mnou izolovanych latek v cerstvé nati
prokazuje také orientacni tenkovrstva chromatografie (Obr. 63 a Obr. 64).

Z literatury je patrné, Ze vSechny tfi zde izolované slouceniny se v nékterych rostlinnych
druzich vyskytuji pfirozené a stejné je tomu tak v pripadé nati rozchodnice rGzové. Pro
prehled a diskusi jsem vybral nékteré Udaje z literatury za poslednich 10 let a to vétSinou
ve formé prehledovych studii, protoZe téchto udajd je v literature velké mnozZstvi a neni
potfebné je detailné uvadét.

Kyselina gallova je patrné nejrozsifené;jsi aromatickou kyselinou. Je bézné detekovatelna
ve vétSiné morfologickych ¢asti mnoha rostlin, v nékterych z nich je jeji vyskyt pomérné
vysoky, napf. v nefermentovanych listech ¢ajovniku ¢inského (Camellia sinensis (L.) Kuntze)
se tato kyselina vyskytuje s nékterymi dalSimi aromatickymi kyselinami sice jako voln3, ale
je zde pfitomna predevsim ve formé esterl s nékterymi flavonoly, jako je (-)-epikatechin
(3-6 % gallatu) a (-)-epigallokatechin (9-13 % gallatu) 1?7. Tento fakt dosvédéuje, Ze kyselina
gallovd je velmi aktivni sloZzkou intermedidarniho metabolismu v rostlinach. PUsobi

antioxida¢né, antimikrobidlng, protizdnétlivé a anti kancerogenné 128 129,

Studie in vivo prokdazala protinadorovy ucinek ordlné poddavané kyseliny gallové na LL-2
rakovinové bunky transplantované do plic mysi. Vysledny efekt studie se projevil snizenim

hmotnosti a Zivotaschopnosti transplantovaného nadoru 30,

Byly prokazany protinddorové ucinky kyseliny gallové izolované z indonéské rostliny
Phaleria macrocarpa (Scheff.) Boerl. Spektroskopicka analyza prokazala vyraznou inhibici

nadorovych bunék a indikované apoptdzy bunék rakoviny jicnu 31,

M3a schopnost zasahovat do vyvoje rlznych onemocnéni, zaloZzenych na zanétlivych
procesech 128132 O potencidlné terapeutickych vlastnostech této kyseliny a nékterych
jejich bézné dostupnych derivatech (pritomnych v potravinarskych zdrojich nebo [éCivych
rostlinach) bylo napsano mnoho publikaci, z nichZ nékteré z nich davaji velmi dlkladny
pfehled o biologické aktivité 133, Tato latka, plnila a muZe plnit rGizné role pfi pouZiti

nékterych lé&ivych rostlin i potravnich zdroja 134 13°

a jsou vypracovany metody pro jeji
ziskavani 13
Kyselina gallova je latka dobre pripravitelna, lze ji ziskat pohodIné kyselou hydrolyzou

hydrolyzovatelnych tfislovin, coZ je v soucasnosti metoda uZ spiSe obsoletni. Z hlediska
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vyroby jsou pouzivany syntetické metody, lze ji pfipravit pomérné jednoduse napf.
syntézou z glukosy za vyuZiti mikrobidlni katalyzy 136, kondenzaci trikarballylového esteru a
acetalu mesoxalového esteru s naslednou hydrolyzou vzniklého produktu a izolaci kyseliny
137 3 fadou dal3ich metod.

Nizsi alifatické estery kyseliny gallové se v rostlinném materidlu (léCivych drogach)
vyskytuji zpravidla vidy dohromady s kyselinou gallovou, coz je pochopitelné.

Methylester gallové kyseliny byl nalezen (izolovan) v rlznych zdrojich, napf. v klre
kofenl pivoriky kefovité (Paeonia suffruticosa Andrews) 38, v tradi¢ni lé¢ivé droze
Ajurvédy, tzv. indickém angrestu, tj. plodech smutené |ékarské (Emblica officinalis, resp.
Phyllanthus emblica L.) 13°, v nati Jussiaea repens L. 1%°, v jedlych semenech Archidendron
jirinda (Jack.) 1.C. Nielsen*!, v nati Bergenia ligulata (Wall.) Engl.*?, nadzemni &&sti
Atraphaxis spinosa L. 43, v listech Anacardium occidentale L. **4, ve vétvickdch mangovniku
indického (Mangifera indica L.) **>, nadzemni ¢asti Rhus coriaria L. ¢, v osemeni Givotia
rottleriformis Griff. 14’ a mnoha dalsich zdrojich.

U této slouceniny byla nalezena zhaseci aktivita na peroxynitrit, antioxidaéni aktivita 4%
148 a také aktivita protizanétliva 13, (lipoxygenasova inhibi¢ni aktivita) 142, protizanétlivy
Ucinek tlumeni tvorby prozanétlivych medidtord a aktivace makrofagt 14°, inhibice tvorby
osteoklastll s moZnosti pfiznivého zasahu do vyvoje osteopordzy 1°°,

T-lymfocyty patfici do skupiny CD4+ bunék jsou duleZitou soucdsti imunitniho systému.
T-lymfocyty potlacuji rozvinuti autoimunitnich chorob udrZovanim tolerance vuici télu
vlastnim tkanim a zabranuji tak tomu, aby se fysiologicka odpovéd organismu zvratila
v patologickou. Je vSak zndmo Ze rovnéZ zabranuji odstranéni rakovinotvornych bunék
z organismu a tak podporuji rozvoj nadoru. V téchto pfipadech by bylo Zadouci jejich
pUsobeni potladit. Studie in vivo provedend na mysich prokazala, Ze methylester kyseliny
gallové vykazuje silné protinddorové ucinky zpUsobené potlaceni nadorové infiltrace
T-lymfocytd 21,

Uc¢inkem kyseliny gallové a methylesteru kyseliny gallové 127

na proliferaci bunék A 431
v zavislosti na velikosti davky se zabyvala studie in vitro. Obé slouceniny ziskané
z prirodnich zdroju prokazaly v této studii protinadorovy ucinek na burky linie A 431 (bunky

lidského karcinomu kudze) 1>2.
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Zajimavé jsou ucinky antiinvazivni: pdsobi cytotoxicky 44, vykazuje antikancerdzni
aktivitu vO¢i lidskému glioblastomu indukci apoptézy 1°3, inhibuje proliferaci bunék
hepatocelularniho karcinomu zvy$enou produkci ROS a apoptdzou 4. Ovliviiuje ale také
ucinek invazivnich bakteridlnich agens. Ma vyrazné mikrobicidni ucinky (ovlivnéni
bakteridlni ClpP proteasy) !*°. Existuje nazor, Ze vduUsledku svych pomérné silnych
antibakteridlnich GcinkG by mohl byt vyuZit k ovlivnéni rlznych lidskych onemocnéni
spojenych s tvorbou bakteridlnich biofilm( na tkanich 14>, Methylester kyseliny gallové také
tlumi tvorbu biofilmu Streptococcus mutans *® a zdd se, ze by mohl byt vyuZitelny
v pfipravcich dentalni hygieny (zubni pasty). Bylo také zjisténo, Ze sniZuje syntézu melaninu
v burnikdch Mel-Ab.

Nativné byl v rostlinach nalezen také ethylester kyseliny gallové ato opét v takovych
taxonech, které obsahuji predevsim hydrolyzovatelné tfisloviny. Vyskytuje se béiné

157 3 v fadé

v potravinach, jako jsou vlasské ofechy '°® a byl prokdzan v Cerveném vinu
dalSich potravin. Latka byla izolovana z nékterych vrcholdk(, napt. listd Terminalia
myriocarpa Van Heurck et Mull. Arg. 138, z 1é&ivé a okrasné rostliny Acalypha wilkesiana var.
lace-acalypha (Muell & Arg.) % 10z plod( longanu (Dimocarpus longan Lour.) %! a z nati
aksamitniku (Tagetes erecta L.) 1% atd.

Biologicka aktivita této latky je predevsim antioxidacni. Oproti predchazejicim dvéma
slou¢eninam nabyla praktického vyznamu; je to bezpecna aditivni latka s ozna¢enim E313,
vyuzitelna jako antioxidant v potravinach, tucich, kosmetice apod. Vykazuje také radikalové
zhadeci aktivitu 193, Vyznamné jsou rovnéZ ucinky antimikrobidlni 64165 3 aktivita
cytotoxicka 163,

Metody vyroby tohoto esteru jsou rlzné, patrné nejbéznéjsi je esterifikace kyseliny
gallové ethanolem za enzymatické katalyzy 1°°.

V této praci uvedeny ndlez kyseliny gallové, methylesteru kyseliny gallové a ethylesteru

kyseliny gallové v nati Rhodiola rosea L. je publikovan patrné poprvé.

PFi Grovni soucasnych znalosti o obsahovych latkach nadzemni ¢asti rozchodnice rdzové
Ize pouze spekulovat o vyuZitelnosti téchto latek pfi neurodegenerativnich onemocnénich.
Dosud se jen malo vi o flavonoidnim profilu v nati (jak vyplynulo z této prace, flavonoidni
spektrum je zde kvalitativné Siroké a z hlediska kvantitativniho bude tato skupina latek

pfitomna v nemalém obsahu). U neurodegenerativnich chorob typu Alzheimerovy choroby
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se objevuji zminky o pfiznivém vlivu polyfenolovych latek. Tato skupina sloucenin zahrnuje
razné flavonoidy, kurkumin, resveratrol, ale predevsim 3-galloylestery flavonold [(-)-
epikatechinu a (-)-epigallokatechinu] 167 168 169 " jakou roli zde hraje kyselina gallova jako
esterifikujici slozka, neni dosud znamo, po podani flavonoll samostatnych [tj. (-)-
epikatechinu, (-)-epigallokatechinu] vsak nebyly pozorovany tak vyrazné efekty, jako po
podani esterll, zejména (-)-epigallokatechin-gallatu. Existuje ndazor, Ze pravé tyto estery
vyznamné tlumi oxida¢ni stres v pribéhu vyvoje Alzheimerovy choroby °. Samotna role
kyseliny gallové je diskutovana: jednim z patologickych znak(i Alzheimerovy choroby je
vznik amyloidu agregaci pivodné solubilni (degradovatelné) formy proteinu (a-synukleinu)
s primarné nebo sekundarné vyrazné zastoupenou B-strukturou do formy fibrilarni
(rezistentni na degradaci). Patologicka fibrildrni forma amyloidu je sklddana v B-strukture
(strukture skladaného listu). Molekuly, které mohou zabranit vzniku amyloidnich fibril,
nebo oddélit toxické agregace se jevi jako slibna strategie k prevenci, nebo 1é¢bé choroby.
Studie in vitro prokazuji, Ze kyselina gallova silné inhibuje vznik amyloidnich fibril.
Hmotnostni spektroskopie prokazala, Ze tato kyselina stabilizuje rozsifené, nativni
struktury a-synukleinu 17°, Dalsi studie in vitro pomoci elektronové mikroskopie prokazala,
Ze hroznovy extrakt inhibuje vznik mikrofibril k-kaseinu (k-CN) mlécné bilkoviny, ktera tvori

amyloidni fibrily. Mezi slozkami extraktu byla nejvice aktivni kyselina gallova /%,

Dalsi pokusy ukazi, zda jsou vyuZitelné silné antioxidacni ucinky kyseliny gallové pfi
mozkové ischemii; je zndmo, Ze béhem ischemie a hypoperfuze dochazi k poskozeni
struktur mozku. Byla provedena studie na vyhodnoceni Gcinku kyseliny gallové jako silného
antioxidantu na ischemii/hypoperfuzi vyvolaném poskozeni mozku potkana. Studii in vivo
bylo zjisténo, Ze podavani 10 mg/kg GA 5 dnl pred poskozenim a 5 dnli po poskozeni mozku

se projevilo vyraznym zlep$enim senzomotoriky potkana 7% 173,
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Z Cerstvé nati rozchodnice rGzové (Rhodiola rosea L., Crasulaceae), kterd byla ziskdna z
monokultury péstované na Zahradé IéCivych rostlin FaF byl pfipraven primarni ethanolovy
extrakt, ktery byl po odstranéni ethanolu podroben sekvencni extrakci (n-BuOH — EtOAc +
EtOH 95 : 5, posléze srazeni Et,0). Pfi bio-guided assay (stanoveni celkovych fenolovych
sloucenin podle Folina-Ciocalteua, antioxidac¢ni aktivita DPPH testem) se ukazalo, Ze filtrat
vznikly srazenim Et,O vytfepku EtOAc + EtOH 95 : 5 diethyletherem obsahuje nejvice
fenolovych sloucenin a ma nejvyssi antioxidacni aktivitu. Z odparku tohoto filtratu byly
preparativni sloupcovou chromatografii na silikagelu ziskany tfi slouceniny: ZG-1,
ethylester kyseliny gallové, ZG-2, methylester kyseliny gallové a ZG-3, kyselina gallova.
Pfestoze vyskyt téchto latek je popisovdn i u jinych rostlin, bylo provedeno stanoveni
obsahu vsech tfi uvedenych sloucenin, aby se zjistilo, zda se nejedna o artefakty, vzniklé pfi
velké extrakci a preparativnim déleni extraktu. Vysledky HPLC analyzy dvou typU extrakt(
pfipravenych z Cerstvé nati stejné provenience jako v pfipadé preparativniho extraktu (za
pouziti ethanolu a acetonitrilu) ukazaly, Ze oba estery kyseliny gallové jsou v Cerstvé nati
pfitomny nativné. V ethanolovém extraktu byl mirné zvySen obsah ethylesteru kyseliny
gallové a mirné snizen obsah této kyseliny, v acetonitrilovém extraktu byl obsah vSech

uvedenych sloucenin srovnatelny s obsahem v extraktu ethanolovém.

Jedna se o plvodni vysledky, které nebyly v nati rozchodnice riZzové dosud publikovany.
VSechny tfi latky jsou biologicky aktivni a mohly by byt vyuzity pfipadné v pfipravé
nutraceutik.
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The primary ethanolic extract was prepared from the fresh aerial parts of Rhodiola rosea
L. obtained from monoculture grown at Botanical garden of Medicinal Plants of
Pharmaceutical Faculty. The extract was subjected to sequential extraction after removing
ethanol ( n-BuOH — EtOAc + EtOH 95 : 5, and precipitation with Et,0). The Bio-guided assay
(determination of total phenolic compounds according to Folin-Ciocalteu, antioxidant
activity by DPPH test) showed that filtrate formed by Et,0 precipitation of EtOAc + EtOH 95
: 5 extract contains more phenolic compounds and has the highest antioxidant activity.
From the evaporated filtrate, three compounds were obtained by preparative column
chromatography: ZG-1 (ethyl gallate), ZG-2 (methyl gallate) and ZG-3 (gallic acid). Although
the occurrence of these substances is described in other plants, the content of all three
mentioned substances was determined to discover whether they are artefacts caused by
large extraction and preparative separation of extract. The results of HPLC analysis of two
types of extract prepared from the fresh aerial parts of the same provenience as in the case
of preparative extract (ethanol and acetonitrile were used) showed the presence of both
esters of gallic acid in fresh samples. The content of ethyl gallate was slightly increased in
ethanolic extract, and the content of gallic acid was slightly decreased. The content of all
mentioned substances in acetonitrile extract was comparable to the content of the

ethanolic extract.
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These are original results, which have not yet been published in aerial parts of Rhodiola
rosea L. All three substances are biologically active and could possibly be used as part of

nutraceuticals.
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