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Anotace

Hlavni néplni prace bylo zaméfeni se na problematiku onemocnéni diabetes mellitus, které
ptedstavuje celosvétovy zdravotni problém. Prace se dale zamétovala na charakteristiku rodu
Arctium a upozornéni na jeho antidiabetické ucinky, které lze vyuzit pfi feSeni problému
s onemocnénim diabetes mellitus. Soucasti prace bylo také provedeni fytochemické analyzy
plodt druhu A. nemorosum a porovnani obsahovych latek s dal$imi druhy rodu Arctium.
Analyza byla provedena chromatografickou metodou HPLC-DAD/ELSD a metodou TLC.
Cilem bylo zjistit, zda jednotlivé druhy obsahuji stejné dominantni latky a mohlo by tak
v budoucnu dochazet k zamén€ vyuzivanych druhii. Analyza latek zkoumaného druhu
A. nemorosum potvrdila vyskyt lignanti, které se nachdzi taktéz v druhu A. lappa, ktery je

pouzivan v terapeutickych lécivech a dopliicich stravy.

Klicova slova

antidiabetické Uc¢inky; Arctium; diabetes mellitus; HPLC; lignany

Annotation

The main focus of the work was on diabetes mellitus, which is a global health problem. The
work also focused on the characteristics of the Arctium genus and highlighted its antidiabetic
effects, which can be used to treat diabetes mellitus. The work also included a phytochemical
analysis of the fruits of 4. nemorosum and a comparison of their content with other species of
the genus Arctium. The analysis was performed using the HPLC-DAD/ELSD chromatographic
method and the TLC method. The aim was to determine whether the individual species contain
the same dominant substances and whether the species used could be confused in the future.
Analysis of the substances in the studied species 4. nemorosum confirmed the presence of
lignans, which are also found in the species 4. lappa, which is used in therapeutic medicines

and dietary supplements.
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antidiabetic effects; Arctium, diabetes mellitus; HPLC; lignans
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1 Uvop

Lécivé rostliny predstavuji dlouhodobé vyznamny zdroj biologicky aktivnich latek, které jsou
vyuzivany jak v moderni, tak v tradi¢ni medicin€ po celém svété. Hlavnim divodem vyuzivani
rostlin jako 1€Civ je jejich obsah ucinnych latek, které l1ze vyuzit k objevovani novych ¢kt
a ndslednému 1é¢eni nemoci. Moznosti, jak vyuzit rostliny pfi vyrobé novych léCiv, je vice.
Aktivni slozky mutzeme odd€lovat pro pfimé pouziti v léCivech nebo mizeme chemicky
upravovat strukturu bioaktivni slou¢eniny a nasledné vyvinout patentované léky s vyssi
aktivitou nebo nizsi toxicitou.[ 1] Mizeme ale také oddélené latky vyuzit jako farmakologické
prostiedky. Jednotlivé ¢asti nebo celé rostliny mohou slouzit naptiklad jako bylinné léky.
Tradi¢ni medicina vyuziva informace ziskané z rostlin k objevovani novych bioaktivnich
sloucenin, jez lze vyuzit v moderni farmacii.[1] V poslednich letech se vyzkum novych 1é¢iv

stale vice zamétuje na vyuziti ptirodnich latek pfi prevenci i 1é€bé civiliza¢nich onemocnéni.

Civiliza¢ni nemoci pfedstavuji jeden z nejvétSich zdravotnich problémi lidstva. Jedna se
onemoci, které souvisi se zpisobem zivota Clovéka. Vznikaji v diisledku nespravnych
kazdodennich navyki. Podle odhadii Svétové zdravotnické organizace (WHO) kazdoroéné na
civilizani nemoci umira piiblizné¢ 41 miliont lidi.[2] Mezi nejcastéjsi pficiny smrti patii
kardiovaskularni choroby, naddorové onemocnéni, respiracni choroby a diabetes mellitus

2. typu.[2]

Diabetes mellitus je metabolické onemocnéni charakterizované nedostate¢nou produkei
inzulinu nebo jeho neefektivnim vyuzitim.[3] RozliSujeme tfi typy onemocnéni diabetes
mellitus: Diabetes mellitus 1. typu je autoimunitni onemocnéni. Diabetes mellitus 2. typu je
civilizaéni nemoc, zplisobena Spatnym zivotnim stylem, jednd se o nejCastéjsi typ diabetu.
3. typem je gestacni diabetes mellitus, ktery se objevuje béhem t¢hotenstvi, kdy hormony
produkovany placentou zplisobuji rezistenci inzulinu v téle Zzeny.[3] S rostoucim vyskytem
diabetes mellitus se zvySuje potieba najit u€inny a bezpecny zptisob 1é€eni této nemoci. Prirodni
latky obsazené v rostlindich mohou piedstavovat kvalitni a cenny zdroj antidiabetickych
ucinkd, které napomahaji v 1é€beé diabetes mellitus. Tyto G¢inné latky miZeme najit naptiklad

v rostlinach rodu Arctium, ktery je dlouhodobé vyuzivan pro bioaktivni latky.

Druhy rodu Arctium (lopuch) jsou tradicni 1é€ivé rostliny v evropské i ¢inské mediciné. Diky
obsahu rtiznorodych sekundarnich metabolitil jsou vyuZzivany ve farmakologii. Rod Arctium je

vyznamny pro své bioaktivni vlastnosti, mezi které fadime i antidiabetické Uc¢inky.[4] Mezi



bézné rostouci druhy rodu Arctium v Evropé patii 4. lappa (Hill) Bernh., A. minus (Hill)
Bernh., A. tomentosum Mill. a A. nemorosum Lej. Nejrozsifen¢jSim druhem je A. lappa, ktery
je béznym léCivem Cinské mediciny, a to diky vysokému mnoZzstvi bioaktivnich

metabolitt.[4, 5]

Pozornost je hlavné vénovana druhu Arctium nemorosum (lopuch hajni), ktery se bézné
vyskytuje v evropské flore, ale dosud u ného chybi podrobnéjsi védecké zpracovani, coz
omezuje moznosti dal§ich navazujicich vyzkumi a tim hlubsiho poznani jeho biologickych

ucinki. Nedostatek dostupnych informaci z tohoto druhu ¢ini zajimavy objekt pro nas vyzkum.
2 TEORETICKA CAST
2.1 Rod Arctium

Druhy rodu Arctium, b&zné oznaCované jako lopuchy, jsou tradi¢ni rostliny vyuZzivané
v medicing. Nazev tohoto rodu vychazi z feckého slova ,,apytetov* (arcteion), které v prekladu
znamena ,,medvéd”, coz pravdépodobné odkazuje na vzhled rostliny charakterizovany
mohutnym vzristem a pokrytim drobnymi chloupky. Charakteristickym symbolem lopuchu je
také jeho kvétenstvi, které se diky ostnlim, kterymi je zcela pokryto, lehce prichyti na odév
nebo do vlast. Podle této vlastnosti pro tento rod existuje spousta Ceskych lidovych
oznaceni, které se v béZném jazyce objevuji, ale botanicky nejsou spravna. Misto pravého
jména rostliny miizeme podle regionu slyset slangové pojmenovéni, v Cechach to miize byt
oznaceni ,,zebrak* a na Moravé hlavné oznaceni ,,vlk*. Castym oznacenim je i slovo bodlék ¢i

kudlibabka.[4, 6]

2.1.1 Taxonomicka Klasifikace rodu Arctium

Uznavanych druhii rodu Arctium je podle databidze The Plant List osmndact, z nichz pét je
povazovanych za hybridni druhy neboli druhy vzniknuté kiiZzenim. Ktizeni druhii nastava
hlavné v disledku introgrese neboli cizopasného kiizeni, kdy dojde k naruSeni reprodukéni
bariéry mezi jednotlivymi druhy a geny rostlin se za¢nou promichavat. V Ceské republice se
bézné vyskytuji Ctyti druhy rodu Arctium a to nejcastéjsi 4. lappa (lopuch vétsi), dale 4. minus

(lopuch mensi), 4. tomentosum (lopuch plstnaty) a 4. nemorosum (lopuch hajni).[4]

Taxonomicky je rod Arctium klasifikovan do eledi Asteraceae, ¢esky hvézdnicovité. Celed
Asteraceae patii k jedné z nejrozsitenéjSich celedi kvetoucich rostlin. Zastupci této ¢eledi jsou

dlouhodobé vyuzivany jako potraviny nebo v 1éCitelstvi, a to nejen lidovém, ale i oficialnim.
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I pfes velké zastoupeni této ¢eledi ma vétSina rostlin podobné chemické slozeni a vlastnosti.

vvvvvv

uginky. Celed’ Asteraceae je tradi¢né pro lidské zdravi povazovéana za prospésnou.[7]

Tab. 1: Taxonomicka klasifikace rodu Arctium

Regnum (tise) Plantae (rostliny)

Divisio (oddéleni) Magnoliophyta (krytosemenné)
Classis(ttida) Magnoliopsida (dvoudélozné)
Ordo (tad) Asterales (hvézdnicotvaré)
Familia (Celed’) Asteraceae (hvézdnicovité)
Genus (rod) Arctium L. (lopuch)

2.1.2 Botanicka charakteristika rodu Arctium

Vzhled rodu Arctium je charakterizovan nékolika prvky. Rostliny tohoto rodu jsou
statné, nekteré druhy se mohou dortistat az 2,5 metru.[8] Jednd se pfevazné o dvouleté
byliny, které jsou hemikryptofyty, tedy uchovavaji své piezimujici pupeny na povrchu puady

nebo tésné pod ni, a jejich nadzemni ¢ast na zimu odumira.[4]

Lodyha téchto druhtl je silnd, vzptimena, vétvend, ryhovana a také byva lehce nacervenala.
Koften nachazejici se pod piidou je drsny, mohutny, vietenovity a vnitiek kofene, na rozdil od
Sedohnédého zbytku, byva zbarveny do bilé barvy. Z lodyhy vyrustaji listy, které méni svij tvar
a stavbu listovych fapikii podle jednotlivych druhti.[6] Listy mohou byt srdc¢ité ¢i vejcité

a mohou byt doprovéazeny zakrovnimi listeny. Rapiky jsou bud’ duté, nebo plné.

Kvétenstvi tvoti jednotlivé nebo chocholi¢naté sdruzené tbory. Kvétové ltizko, v némz je
ulozen kvét, je tvofeno Cetnym poctem tvrdych Supin. Oboupohlavni kvéty jsou zbarvené

jemnou fialovou a bilou barvou. Plodem jsou podlouhlé nazky, které maji zlatozlutou barvu.

[4]

Jednotlivé druhy rodu Arctium lze rozlisit dle jejich stavby listovych fapikd, typu kvétenstvi ¢i
pfitomnosti pavucinovitého ochlupeni na hackovitych zakrovnich listenech. Vzhledem
k riznorodosti a variabilité vzhledu neni vZdy mozné druh jednozna¢né urcit.[8] Pro naSi praci
je ale dulezity druh 4. nemorosum, u kterého presnou botanickou charakteristiku popiseme

pozdéji.
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2.1.3 Rozsireni rodu Arctium

Druhy rodu Arctium jsou rozsitené po celém svéte. Jejich ptirozené prostiedi se ale nachazi

predevsim v lesich a lesnatych oblastech mirného pasu Evropy a Asie.[4]

Na obrazku 1 zelena barva zndzornuje pivod a pfirozeny vyskyt bylin z rodu Arctium. Rostliny
se tedy piirozené vyskytuji v Evropé, stiedni i zdpadni Asii a také na severu Afriky. Fialova
barva naopak znazornuje vyskyt tohoto rodu po svété jako introdukovaného. Tyto rostliny tedy
muzeme najit uz i v Severni a Jizni Americe, na vychodé Asie, ale také na Novém Z¢lande

a v Casti Australie.

/‘r

Obrazek 1. Svétové rozsiteni rodu Arctium (zelena = ptirozeny, fialova = introdukovany), zdroj: Databaze POWO
2023

2.2 Druh Arctium nemorosum

Jednim z druhii rodu Arctium je Arctium nemorosum, Cesky lopuch hajni, o kterém nebyly
doposud provedeny podrobné studie, a jeho u¢inné latky nebyly dostatecné prozkoumany. Diky
studiim o obsahovych latkédch jinych druht rodu Arctium, mizeme predpoklddat podobné

sloZeni.

2.2.1 Botanicka charakteristika Arctium nemorosum

Jednotlivé druhy rodu Arctium se stejné jako ostatni rostliny piirozené lisi. Skutecnost, ze

nékteré rostliny jsou si podobné&j$i nez jiné, je piirozena variabilita organismu. Tyto rozdily se
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projevuji nejen v obsahovych latkach, ale 1 wvnéjSim vzhledem, tedy botanickou

charakteristikou.

Arctium nemorosum je vytrvala bylina z ¢eledi hvézdnicovitych, ktera se prirozené¢ nachéazi na
lesnich stanovistich, a to pfedevsim v listnatych lesich. Rostlina kvete od ¢ervence do zari
a doriistd se vysky 0,9-2,2 metrii. Vétve tohoto lopuchu jsou ze zacatku na lodyze
vzpiimené, ale béhem kveteni a v dob¢ tvorby plodi se jeho vétve typicky obloukovité svési
smérem dolii. Rapiky listd jsou duté a jeho ubory, podobné jako u druhu A. minus, se sdruzuji

do hroznovitého kvétenstvi.[8]

Ubory umisténé na vétvich chrani kvéty pomoci zédkrovu. Zakrov, obal kvétenstvi, slouZzici

k obran¢ jednotlivych kvétl, je vétSinou fidce pokryt pavucinatym ochlupenim.[4, 6]

Samostatné kvéty jsou pak fialove zbarvené. Vnitini zakrovni listeny byvaji stejn€ dlouhé jako
samotné kvéty lopuchu hajniho. Nazka je suchy jednosemenny plod s velikosti 8—11 mm, ma

vélcovity tvar, ktery je na vrcholu zakon€en hackem. Tento hacek napomaha Sifeni semene.[6]

Botanické charakteristika je pro nas dilezitym faktorem k rozeznani jednotlivych druhti rostlin,
podle ni pak miizeme nasledné s rostlinou pracovat a vyuzivat jeji u¢inné latky. Velka vétSina
rostlin, podobn¢ jako je to u nékterych druhti rodu Arctium, pro nas ma nejen ekologicky
vyznam, ale jsou také vyrazné vyuzivany v tradi¢ni ¢i moderni mediciné. Tento fakt nas privadi
k problematice lidskych onemocnéni. Stale ¢astéjSim, a tedy i nebezpecnym onemocnénim se

stava diabetes mellitus.

2.3 Diabetes mellitus

2.3.1 Civilizaéni onemocnéni

Diabetes mellitus, ¢esky cukrovka, patfi mezi civiliza¢ni nemoci. Jde o skupinu onemocnéni,
které predstavuji celosvétovy problém. Jedna se o nemoci, které jsou predevsim zplisobeny
Spatnymi kazdodennimi navyky a nezdravym Zivotnim stylem. Mezi hlavni negativni
navyky, které si dne$ni spolecnost, kvili jeji zvySené frekventovanosti normalizovala, patii

koufeni, konzumace alkoholu, nezdrava strava a nedostatek pohybu.[2]

Dftive byly hlavni pfi¢inou umrti nakazlivé nemoci. V dne$ni dobé tyto nemoci sice stale

predstavuji vazné zdravotni problémy, ale mezi hlavni pfiiny amrti se staly pravé nenakazlivé

12



neboli chronické nemoci. Tyto onemocnéni se vétSinou projevi u jedince pozdéji béhem jeho

zivota a maji dlouhé trvani.[2]

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) odhadla, Zze v roce 2018 bylo 71 % vSech umrti
zpusobeno praveé chronickymi onemocnénimi, coz odpovidd 41 milionim lidi.[2] Mezi
chronické nemoci, které pifedstavuji pro lidstvo velké riziko, patii kardiovaskuldrni
onemocnéni, jez jsou nejcastejsi pri¢inou tmrti a kazdy rok umira na tyto onemocnéni necelych
18 miliont lidi. Mezi kardiovaskularni nemoci patii napiiklad infarkt myokardu nebo cévni

mozkova piihoda.[2]

Mezi dalsi civilizaéni onemocnéni se fadi rakovina, chronickd respiracni onemocnéni nebo

prave diabetes mellitus.[2]

2.3.2 Charakteristika diabetu mellitus

Diabetes mellitus je nejcastéj$i metabolické onemocnéni, které se v poslednich letech vyskytuje
¢im dal vic. Toto chronické onemocnéni je zptisobeno nedostate¢nou produkci inzulinu v téle

nebo neschopnosti ucinné vyuzit vytvoreny inzulin.[3]

Inzulin je peptidovy hormon vytvéafeny bunikami slinivky bfisni. Pro ¢lovéka je dulezity
zejména diky jeho schopnosti regulovat mnozstvi glukézy v krvi. Dokaze regulovat
metabolismus Zivin, napfiklad sacharidii nebo bilkovin, a pomahd k bunéénému ziskdvani

energie z glukdzy.[9]

Diabetes doprovazi n&kolik piiznaki, které lze rozeznat i bez laboratorniho vysetieni. Castym
pfiznakem je zvySena zizen, Casté moceni, slabost a inava. Bezpecné ale lze onemocnéni
odhalit dvéma laboratorn¢ detekovatelnymi pfiznaky a to vyskytem hyperglykémie neboli

vysoké hladiny cukru (glukézy) v krvi a glykosurie pfitomnosti gluk6zy v moci.[6]

2.3.3 Klasifikace diabetu mellitus

Klasifikovani typu diabetu casto zavisi na klinickém obrazu pacienta pii stanoveni
diagndzy, jinymi slovy jde o soubor piiznakl, ndlezii a okolnosti, které¢ lékat u pacienta
zaznamena béhem zjiSténi vyskytu onemocnéni diabetes. V praxi lékafe hlavné zajimaji tyto
kritéria: stafi pacienta, obezita, pfitomnost ketézy u pacienta, rychlost nastupu hyperglykémie.

Rozeznat a diagnostikovat jednotlivé typy tohoto onemocnéni je velmi dilezité, Spatna
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diagnéza muze pro pacienta znamenat dozivotni nasledky nebo mu muze hrozit i smrt. Tyhle

scénare se hlavné tykaji nerozeznani 1. typu diabetes mellitus.[10]

Jednim z nebezpecnych nésledkti zamény typu diabetes je diabeticka ketoaciddza, ktera akutné
ohrozuje stav pacienta. Ketoacidéza vznika pfi pfitomnosti ketolatek neboli kyselych latek
v krvi, které okyseli krev a €ini ji pro pacienta velmi nebezpecna. Tento stav se milZe projevovat
1 neurologickymi piiznaky. Typickymi projevy diabetické ketoacidozy je cCasté moceni,

neustala zizen, unava, zmatenost nebo Kussmaulovo dychéni.[10]

DalSim nebezpecim, které pacientim mize hrozit je hyperosmolarni hyperglykemicky
stav, ktery se nachazi predevsim u starSich pacientd 2. typu diabetu. Tento stav je
charakterizovany extrémni hyperglykémii, vysokou osmolaritou plazmy bez pfitomnosti
ketoacidozy. Neurologické projevy jsou castéjSi a siln€jsi. Dochazi k poruchdm védomi
1 fe€i, onemocnéni muze byt doprovazeno epileptickymi zachvaty ¢i ochrnutim jedné poloviny

t21a.[10]

Tyhle divody ndm demonstruji, pro¢ je dilezité odliSovat jednotlivé typy diabetes mellitus.
Rozeznavame tii zékladni typy tohoto onemocnéni, a to diabetes mellitus 1. typu, diabetes

mellitus 2. typu a gestacni diabetes mellitus.

Diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 1. typu je autoimunitni onemocnéni, pii kterém télo nedokéze produkovat
inzulin. Charakteristickym znakem je destrukce B-bun¢k pankreatu. Tento typ onemocnéni je
méné Casty, predstavuje kolem 10 % vSech piipadl diabetu na svété.[11] Objevi se vétSinou
v rané fazi zivota, tedy u malych déti nebo mladych dospélych. Nelze vSak vyloucit vyskyt

tohoto typu béhem zivota nebo u starSich lidi.[11]

Lidé s 1. typem diabetes mellitus potiebuji k regulaci hladiny cukru kazdodenni piijem
inzulinu, bez n¢ho neni buiika schopna absorbovat glukézu z krve a vyuzit ji jako zdroj energie.

Pacienti dostavaji inzulin do téla nej¢astéji injekéné nebo pomoci inzulinové pumpy.[3]

Diabetes mellitus 2. typu
Diabetes mellitus 2. typu, diive ozna¢ovéan jako neinzulin-dependentni diabetes mellitus, je
nejcastéj$i formou diabetu. Tvoii vice nez 90 % vSech piipadl a nékteré zemé v disledku

rychlosti naristu mluvi o zacinajici epidemii diabetu.[10]
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Charakteristickymi znaky diabetu 2. typu jsou vyskyt hyperglykémie, deficit tvorby inzulinu
nebo rezistence inzulinu v téle. Tato forma diabetu se mtize objevit kdykoli béhem Zivota.
Obvykle je ale diabetes diagnostikovan u dospélych a seniorti. Pfesné pficiny vzniku nejsou
dosud objasnény, ale existuje n€kolik rizikovych faktord, které vyskyt onemocnéni muize

podporit.

Jednim z faktorti je obezita, nedostatek pohybu, Spatné strava, vyssi vek, rodinnd anamnéza
diabetu, Spatny zivotni styl.[3] Pro toto onemocnéni dosud nebyla nalezena definitivni
1écba, kterd by dokazala pacienty dokonale vylécit. Existuji ale terapeutické postupy, které

zahrnuji léCeni obezity, Gpravu zivotniho stylu, inzulinové syntetizéry a peroralni antidiabetika.

Samotné diagnostice diabetu 2. stupné ptedchézi stav zvany prediabetes. Jedna se o obdobi, kdy
hodnoty hladiny cukru v krvi jsou vyss§i nez normalni hodnoty, ale nedosahuji diagnostickych
kritérii diabetu. Prediabetes je vratny stav a ¢asnou zménou zivotniho stylu mizeme rozvoji

diabetu 2. typu zabranit.[12]

Gestacni diabetes mellitus

Gestacni diabetes mellitus je typ diabetu objevujiciho se u zen béhem téhotenstvi. Vyskyt
tohoto onemocnéni miize souviset s diive nediagnostikovatelnym diabetem 1. nebo 2. typu.[10]
Onemocnéni se ale mlze projevit i u Zen, které se s zddnym typem diabetu nesetkaly. Riziko
vyskytu gesta¢niho diabetu hrozi u Zen s vy$$im vé€kem pfi ot€hotnéni, obezitou, prodélanym

gestacni diabetem v minulosti nebo rodinnou anamnézou diabetu.[13, 14]

Pfi¢inou onemocnéni je vznik hyperglykémie béhem tehotenstvi. Zvysena rezistence inzulinu
je zavinéna hormony placenty. Gestacni diabetes se obvykle objevuje na konci druhého
trimestru t€hotenstvi, nej¢astéji béhem 24. tydne. Za normalnich podminek je v této dobé uz
plod dobie vyvinut a neohrozi mu zavazné riziko. VesSkerd rizika vSak nelze vyloudit
a onemocnéni mize mit zdvazné dasledky jak pro matku, tak pro dité. Nekontrolovatelna

glykémie muze ovlivnit rist plodu a zptisobit komplikace pfi pfirozeném porodu ditéte.[13]

Gestacni diabetes vétSinou po porodu vymizi, jedna se tak o docasné onemocnéni, ale navrat
diabetu miize hrozit béhem dalsiho té¢hotenstvi nebo ve starSim véku. Gestacni typ diabetes
mellitus neni v dnesni dobé nic vzacného a tadi se mezi nejbeznéjsi problémy behem

téhotenstvi.[3, 13]
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2.3.4 Antidiabetické ucinky rodu Arctium

Moderni ani tradi¢ni medicina dosud nenalezla definitivni 1é¢bu onemocnéni diabetu; proto
1écba diabetu, hlavné 2. typu, je spiSe o zmén¢ Zivotniho stylu. Existuje vSak mnoho druhti
syntetickych 1€¢iv pro diabetes, avSak jejich uzivéni je ¢asto doprovazeno mnoha nezadoucimi
ucinky. Proto k 1é¢bé tohoto onemocnéni jsou casto pacienty vyhleddvana pfirodni 1é¢iva
a dopliiky stravy s antidiabetickym uc¢inkem. Antidiabetické U¢inky byly védecky prokazany
u n¢kterych druht rostlin z ¢eledi Asteraceae (hvézdnicovitych). Studie potvrdily napiiklad
vyskyt téchto G¢inkil v rodu Arctium. Tyto rostliny by mohly v budoucnu napomoci k vyvoji
vyuziva, je Arctium lappa. Neni to vsak jediny vyuzivany druh a do budoucna lze oc¢ekavat

zaménovani jednotlivych druht z rodu mezi sebou.

2.3.5 Potencial rodu Arctium

Rod Arctium mé v tradi¢ni 1 ¢inské mediciné dlouhodobou tradici, je pfedev§im vyuzivan jako

pfirodni lé¢ivo a dopln¢€k stravy. Potencial tohoto rodu je ale mnohem vétsi.

Rozsitenym druhem ve farmakologii je druh Arctium lappa. Divod jeho vyuzivani je obsah
u¢innych latek, které lze naleznout v kofeni, listech i plodech rostliny. Cetnost jeho ¢innych
latek je zdrojem pro vyrobu novych terapeutickych 1é€iv a vylepSovani soucasnych dopliki
stravy. Mezi dualezité bioaktivni slozky, které lze v rostlin€ najit, jsou lignany arctigenin

a arctiin, dietni vldknina inulin, steroly a dalsi obsahové latky.[16]

Antidiabeticky potencidl ale neni jediny pozitivni vyznam, ktery u tohoto rodu mizeme najit.
Uzite¢nych latek je v rostlinach rodu Arctium mnohem vice. Z kotent téchto rostlin lze ziskat
fruktooligosacharidy, které vykazuji Siroké spektrum farmakologickych u¢inka. K tém kromé
ucinnou latkou je kyselina chlorogenova, kterd své vyuziti ma v tradi¢ni medicing jako schopny
antioxidant. Nizka toxicita a kvalita obsahovych latek vzbudila pozornost mnoha odbornikd.
Stale Castéji je debatovano a navrhovano plné vyuzivat druhy Arctium pti 1é€bé onemocnéni,

stale je ale jeho plsobeni omezené, a to také v 1é€beé diabtu.[15]

Dalsi vyuziti latek zrodu Arctium mizeme naleznout v kosmetice. Krémy s obsahovymi

latkami tohoto rodu jsou tradi¢né pozivany k 16¢bé akné, suché pleti, ekzémi a riznych koznich
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problémii.[17] Latky ziskané z plodu druhu 4. lappa dokazou zesvétlovat pokozku a zbavit ji

tmavsich skvrn, které narusuji sjednoceni pleti.[16]

Pritomnost latek z Arctium nalezneme 1 v mnoha homeopatickych 1é¢ivech, kde jsou cenény

pfedevsim diky pozitivnimu vlivu na kozni ¢i lymfatické problémy.[18]

Rostliny tohoto rodu vykazuji velky potencidl pro vyuziti v mnoha oblastech mediciny. Mimo
jiz zminované antidiabetické, dermatologické a protizanétlivé ucinky rod vykazuje také
protialergickou, protinadorovou, antibakteridlni, antivirovou nebo hepatoprotektivni

biologickou aktivitu.[18]

Rod Arctium je tedy opravdovym pokladem, co se jeho slozeni tyce. Jeho kofeny a plody
vykazuji nespocetné¢ mnoho biologicky aktivnich latek s Sirokym spektrem ucinkd. Diky
pfirodnimu slozeni a jednotlivym vliviim latek se jedna o rostliny s velkym potencidlem ke
tvorbé novych a bezpe¢nych 1éCiv. Ze vSech druht je v 1ékaistvi nejcastéji vyuzivan druh
Arctium lappa, ktery ale miize do budoucna ptfedstavovat omezeny zdroj potiebnych t¢innych
latek. Pokud vSak pomoci chemickych analyz dosdhneme moznosti zaméinovat jednotlivé druhy
mezi sebou a rozsifit tak vyuziti i ostatnich druhd, mohl by vzniknout $irsi a dostupnéjsi zdroj

ucinnych latek.

3 CILPRACE

Cilem préce bylo provést fytochemickou analyzu obsahovych latek plodu Arctium nemorosum
a vyzdvihnout potencial druhti rodu Arctium v oblasti onemocnéni diabetes mellitus. Dil¢im
cilem prace bylo provést fytochemickou analyzu latek v druhu 4. nemorosum, ktery je dosud
neprozkoumanym druhem, a nasledné identifikovat a kvantifikovat vybrané sekundérni
metabolity. Charakteristika a potencidl rodu Arctium spolecné s problematikou onemocnéni
diabetes mellitus byly shrnuty v teoretické Casti z dostupnych odbornych literarnich zdroji.
Chemicka analyza latek z plodi dosud pofadné neprozkoumaného druhu, 4. nemorosum, méla
za cil zhodnotit vyuzZitelnost druhu jako alternativni zdroj pro budouci potiebu bioaktivnich
latek druhit Arctium v medicing. Jako alternativni zdroj latek maze byt druh vyuzit pouze za

predpokladu, Ze jednotlivé druhy obsahuji podobné slozeni G¢innych latek.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzity material a pristroje
4.1.1 Rostlinny material

Na experimentalni ¢ast vyzkumu byl pouzit rostlinny material, ktery pochazel z druhu Arctium
nemorosum Lej. Rostlinny material nasbiral a identifikoval PharmDr. Milan Malanik, Ph.D.,

pobliz cyklostezky v katastru obce Popiivky, Brno-venkov (16°28'31.932"E, 49°11'47.681"N).

V experimentu bylo pracovéno s 8,218 g plodi 4. nemorosum.
4.1.2 Chemikalie
Rozpoustédla, ktera byla pouzita pro maceraci, liquid-liquid extrakei, TLC:

e denaturovany etanol (Lihovar Kojetin)
e metanol p.a. (Lach-ner)

e n-hexan p.a. (Penta)

e chloroform p.a. (Lach-ner)

e tetrahydrofuran p.a. (Sigma-Aldrich)
e diethyléter (Lach-ner)

e destilovana voda
Rozpoustédla, ktera byla pouzita pro HPLC:

e vysoce Cisténa voda pro HPLC (pfipravend v systému na upravu vody)

kyselina mravenci 98 % p.a. (Sigma-Aldrich)
metanol pro HPLC (Sigma-Aldrich)
acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich)

Pouzité standardy latek:

Zdroj latek: latky byly v minulosti izolovany na UPL-Ustavu piirodnich latek Farmaceutické
fakulty Masarykovy univerzity, detailni postup izolace a identifikace latek je popsan

v diplomové praci Veroniky Hamarové. [6]

e Matairesinol
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4.14

TLC

HPLC

Diarcitigenin
Arctigenin
Lappaol A
Lappaol C
Isolappaol C
Isolappaol A

Arctiin
Laboratorni pristroje, pomiicky a zafizeni

analytické vahy Pioneer (Ohaus, USA)

ultrazvukova vodni koupel Bandelin Sonorex Digitec (Bandelin, Germany)

rotaéni vakuovd odparka BUCHI Rotavapor R-114, Waterbath B 480
(Biichi. Switzerland)

lyofilizator CHRIST ALPHA 1-2 LD (Christ, Germany)

UV lampa se stativem (A = 253 a 366 nm)

laboratorni sklo a ostatni pomicky

Zavtizeni, pristroje a pomiicky pro TLC, HPLC-DAD/ELSD

hlinikové félie TLC Silikagel 60 F2s4, rozmér 20 x 20 cm, tloustka vrstvy 0,2 mm

vysokoucinny kapalinovy chromatograf Agilent 1100 s Diode Array detektorem
(DAD) (Agilent Technologies, USA)

vysokoucinny kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000 s UV a ELSD (Thermo
Scientific, USA)

analytickd kolona Ascentis® Express RP-Amide, 10 cm x 2,1 mm, velikost ¢astic
2,7 um (Supelco, USA)

analytickd kolona Ascentis® CI8, 10 cm x 2,1 mm, velikost ¢astic 2,7 um

(Supelco, USA)
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5 VYSLEDKY

5.1 Macerace

Rostlinny material tvotily plody druhu A. nemorosum, které jsme nasledné v tfence s térkou
rozetteli tak, aby se 1épe extrahovaly a i€inné latky se z plodii uvolnily. Rostlinny material jsme
nasledné extrahovali etanolem v poméru 1 : 20 (m/V). Rostlinny materidl jsme nechali
extrahovat v Erlenmeyerové baiice v temné mistnosti s konstantni laboratorni teplotou po dobu

72 hodin.

Nasledné jsme sestavili filtraéni aparat a extrakt jsme zfiltrovali do barky s kulatym dnem.
Piebyte¢ného rozpoustédla jsme se zbavili pomoci rotaéni vakuové odparky tak, aby nam
v bance ztlstaly jen samotné vyextrahované latky. Tento proces jsme zopakovali jesté 2x vzdy
s Cerstvym rozpoustédlem, abychom z materidlu vyextrahovali co nejvice G€innych latek.
Celkovy vytézek extrakce €inil 0,866 g, coz odpovida 10,6 % z navazky pouzitého rostlinného

materialu.

5.2 Analyza celkového extraktu pomoci HPLC

5.2.1 HPLC-DAD

Ptipravili jsme vzorek o koncentraci 5 mg/ml, ktery jsme rozpustili v methanolu a nasledné
podrobili analyze HPLC-DAD (High-Performance Liquid Chromatography with Diode-Array

Detection), ktera slouzi k detekci latek, které absorbuji UV (ultraviolet) zafeni.

HPLC-DAD nam zobrazil chromatogram celkového extraktu A. nemorosum (obrazek 2)
s n€kolika piky s reten¢nimi ¢asy od 3,223 min do 20,592 min. Dominantni pik mé reten¢ni cas
tr 9,854 minut, druhy dominantni pik ma tr 13,427 min. Na zaklad¢ literatury Ilze

predpokladat, Ze se bude jednat o lignany, které se v rodu Arctium nachdzi.[4]
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Obriazek 2. HPLC-DAD chromatogram celkového extraktu z plodt A. nemorosum pti 280 nm
5.2.2 HPLC-ELSD

Abychom detekovali i latky, které se na HPLC-DAD chromatogramu nezobrazily, pouzili jsme
metodu HPLC-ELSD (High-Performance Liquid Chromatography with Evaporative Light
Scattering Detection), kterd zobrazuje i latky bez UV absorpce. Ptipravili jsme vzorek

o koncentraci 5 mg/ml, ktery jsme rozpustili v methanolu a nésledné podrobili analyze.

Na chromatogramu celkového extraktu A. nemorosum z HPLC-ELSD (obrazek 3) lze vidét
nékolik pikl. Vrchni ¢ast obrazku 3 zobrazuje latky z celkového extraktu detekované pomoci
ELSD, zatimco spodni ¢ast obrazku 3 zobrazuje latky detekované UV detektorem. Mizeme si
v§imnout, ze na vrchni ¢asti obrazku, tedy na HPLC-ELSD chromatogramu jsou zobrazeny
piky svyS$imi hodnotami reten¢nich cast, které nebyly zobrazeny na HPLC-UV
chromatogramu. Diky reten¢nim ¢astim pikii 1ze odhadnout polaritu danych latek. Polarni latky
maji slabou afinitu ke stacionarni fazi, tudiz se budou eluovat dtive a jejich reten¢ni cas bude
nizky. Nepoléarni latky jsou déle zadrzovany ve staciondrni fazi, eluuji se pozd¢ji a jejich
retencni Cas je vysSi. Na zékladé€ literatury mizeme piedpokladat, Ze se bude jednat o mastné

kyseliny, vyskytujici se v plodech lopuchti.[4]
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K analyze a separaci latek jsme pouzili metodu TLC (Thin Layer Chromatography). Extrakt
jsme nanesli na desticku se silikagelem, a umistili jsme ji do mobilni faze, slozené
z chloroformu : metanolu v poméru 93 : 7. Po vyjmuti a vysuseni jsme pod UV svétlem mohli
vidét skvrny, které odpovidaji jednotlivym slozkdm obsazenych v extraktu. Skvrny se
nachdzely v blizkosti startu, ale i od ného vzdéalené. Poloha skvrn ndm urcuje, jak moc jsou
latky poléarni. Latky blizko startu budou polérni, siln¢ se navazaly na polarni silikagel, pomalu
se pohybuji nahoru. Nepolarni latky se naopak nechaji unaset rozpoustédlem a latky se zobrazi

od startu vzdalengji.

5.3 Liquid-liquid extrakce

Liquid-liquid extrakci jsme pouzili pro oddéleni latek v extraktu. Metoda funguje na zakladé

odli$né rozpustnosti latek v nemisitelnych rozpoustédlech.

Celkovy extrakt jsme rozpustili v 90 ml metanolu a 10 ml destilované vody. Rozpustnost jsme
podpofili ultrazvukovou lazni. Nasledn¢ jsme tuto smés protiepali v délici nalevce se 100 ml
hexanu a pockali az se rozpoustédla oddéli. Do jedné bariky jsme odpustili metanolovou cast
a do druhé baniky hexanovou ¢ast. K metanolové ¢asti jsme znovu pfilili 100 ml hexanu a proces

jsme zopakovali, aby se latky oddé¢lili co nejlépe. Rozpoustédel z obou ban€k jsme se zbavili
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pomoci rotacni vakuové odparky. Oba tyto vytézky jsme zlyofilizovali, abychom se zbavili

zbyvajiciho rozpoustédla.

Celkovy vytézek latek z hexanového podilu €inil 0,235 g, coz odpovida 27,13 % z celkového

extraktu.

Celkovy vytézek latek z metanolového podilu ¢inil 0,631 g, coz odpovida 72,86 % z celkového

extraktu.

5.4 Analyza metanolového podili

54.1 TLC

Z metanolového podilu jsme odvazili 10 mg a rozpustili jsme je v 1 ml mobilni faze. Jako
mobilni f4zi pro metanolovy podil jsme zvolili chloroform a metanol, a to v poméru 93 : 7. Na
silikagel jsme nanesli 2 kapky vzorku a ponofili jsme ho do mobilni faze. Po vysuSeni jsme se
podivali na TLC pod UV svétlem a zakrouzkovali jsme viditelné skvrny. Nésledné jsme na
TLC zlehka nastiikali kyselinu sirovou, aby se nam zobrazili i latky, které neabsorbuji UV

zareni.

Na TLC z metanolového podilu (obrazek 4) mizeme vidét 8 skvrn kulatého tvaru, nékteré
z nich jsou zbarvené do svétle oranzové, nékteré do svétle fialové. Skvrny blize ke startu budou
pfedstavovat latky, které jsou poléarni, tyto latky maji tendenci se drzet na polarni vrstvé
silikagelu a pohybuji se pomaleji. Zatimco latky nepolarni se 1épe rozpusti v mobilni fazi

a pohybuji se rychleji, tudiz budou vice vzdalené od startu.

23



Obrazek 4. TLC metanolového podilu z extraktu plodu 4. nemorosum

5.4.2 HPLC-DAD

Metanolovy podil jsme zanalyzovali také na HPLC-DAD, abychom mohli pozdé¢ji porovnat

retenéni Casy pika se standardy vybranych latek.

Na chromatogramu metanolového podilu (obrazek 5) mizeme vidét nékolik piki s retenénimi
casy od 1,379 min do 18,432 min. Lze také vidét dominantni pik str 9,869 min.
V porovnani s chromatogramem celkového extraktu (obrazek 2) obsahuje metanolova cast

4

pouze polarngjsi latky, lipofilni latky byly extrahovany a piesly do hexanového podilu.
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Obrazek 5. Chromatogram metanolového podilu z plodl A. nemorosum méteny pii vinové délce 280 nm
5.4.3 Vyhodnoceni elektronového spektra

U dominantniho piku z chromatogramu metanolového podilu jsme provedli vyhodnoceni

cvwr

Na obrazku 6 je zobrazen dominantni pik, ktery maé tfi maxima, a to pii hodnotich
230, 278 a 330 nm. Na zéklad¢ literatury miizeme tvrdit, ze se bude jednat o uc¢innou latku ze
skupiny lignant. UV spektra lignand rodu Arctium maji absorpéni maxima v oblastech kolem

220-240 a 280 nm.[19]
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Obrazek 6. Elektronové spektrum dominantniho piku z metanolového podilu s tr 9,869 min

nm
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5.4.4 Identifikace latek porovnanim se standardy

K analyze jednotlivych pika jsme si potiebovali zméfit hodnoty standardl potencialnich latek
obsazenych v naSem extraktu. Z kazdé latky jsme si pfipravili vzorek 1 mg/ml, ktery jsme
rozpustili v metanolu. Naméfené hodnoty standardi jsme ndsledné¢ porovnavali
s chromatogramem metanolového podilu. Pro porovnani hodnot byly zvoleny standardy
matairesinol, diarcitigenin, arctigenin, lappaol A, lappaol C, isolappaol C, isolappaol A, arctiin.
Tyto latky pochazeji ze skupiny lignanti, které patii k jedné z hlavnich slozek rostlin rodu

Arctium.[4] Cilem bylo ovéfit, zda se nékteré ztéchto latek nachazi i v druhu Arctium

nemorosum.

Na obrazku 7 lze vidét ¢ast chromatogramu metanolového podilu (9.—12,5. minuta méteni),
prekryty se ¢tyfmi naméfenymi standardy latek. Prvni pik je dominantnim pikem v nasem
chromatogramu a shoduje se se standardem lignanu arctiinu. Tento pik je dobie oddélen od
ostatnich, reten¢ni €asy se naprosto shoduji, proto lze predpokladat, ze se jedna o arctiin. Druhy
pik prekryvajici se se standardem isolappaolu C, lezi v blizkosti s tfetim pikem, ktery odpovida

lappaolu C. Posledni pik lezi oddélené na konci obrazku a odpovidéa standardu matairesinolu.

[ ] DAD1 D, Sig=280,20 Ref=450,50 (ARCTIUM-LENKAVARCTIUM-250710 2025-07-10 09-54-58\AN-250710000002.0)
[ ] DAD1 D, Sig=280,20 Ref=450,50 (ARCTIUM-LENKA\ARCTIUM-250710 2025-07-10 09-54-58\AN-250710000010.D
[ ] DAD1 D, Sig=280,20 Ref=450,50 (ARCTIUM-LENKA\ARCTIUM-250710 2025-07-10 09-54-58\AN-250710000008.D
[ ] DAD1D, Sig=280,20 Ref=450,50 (ARCTIUM-LENKA\ARCTIUM-250710 2025-07-10 09-54-58\AN-250710000007.D
[ ] DAD1D, Sig=280,20 Ref=450,50 (ARCTIUM-LENKA\ARCTIUM-250710 2025-07-10 09-54-58\AN-250710000003.D
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Obrazek 7. Prekryti chromatogramu metanolového podilu (modra linie) s chromatogramy jednotlivych standardi
(Cervena linie = arctiin, zelena linie = isolappaol C, rizova linie = lappaol C, hnéda lini = matairesinol) métené pfi
vinové délce 280 nm)

Obrazek 8 zobrazuje druhou ¢ast chromatogramu metanolového podilu (13.-19. minuta
meéfeni), piekryty se ¢tyfmi naméfenymi standardy latek. Prvni pik je druhym dominantnim

pikem v chromatogramu metanolového podilu a odpovida latce arctigenin. Dalsi pik je
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pfekryvan dvéma naméfenymi standardy, které lezi v t€sné blizkosti, proto se neda urcit,
o kterou latku se jedna. Mizeme ptedpokladat, Ze by se mohlo jednat o smés dvou latek, a to
latek isolappaol A a lappaol A. Posledni pik, ktery lezi oddéleny na konci chromatogramu

odpovida latce diarctigenin.

[ DAD1 D, Sig=280,20 Ref=450,50 (ARCTIUM-LENKAVARCTIUM-250710 2025-07-10 09-54-58\AN-250710000002.0)
[ DAD1D, Sig=280,20 Ref=450,50 (ARCTIUM-LENKA\ARCTIUM-250710 2025-07-10 09-54-58\AN-250710000005.D)
[ DAD1D, Sig=280,20 Ref=450,50 (ARCTIUM-LENKA\ARCTIUM-250710 2025-07-10 09-54-58\AN-250710000009.D
[ DAD1D, Sig=280,20 Ref=450,50 (ARCTIUM-LENKA\ARCTIUM-250710 2025-07-10 09-54-58\AN-250710000006.D)
[ DAD1D, Sig=280,20 Ref=450,50 (ARCTIUM-LENKA\ARCTIUM-250710 2025-07-10 09-54-58\AN-250710000004.D)
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Obrazek 8. Prekryti chromatogramu metanolového podilu (modra linie) s chromatogramy jednotlivych standardt
(Cervena linie = arctigenin, zelena linie = isolappaol A, rGzova linie = lappaol A, hnéda lini = diarctigenin) méfené
ve vlnové délce 280nm

5.5 Analyza hexanového podilu

5.5.1 TLC

Z hexanového podilu jsme naméfili 10 mg a rozpustili jsme je v 1 ml mobilni faze. Mobilni fazi
pro hexanovy podil tvofil hexan a diethyléter v poméru 80 : 20, k mobilni fazi jsme poté ptidali
I ml kyseliny mravenc¢i. Provedli jsme stejny postup jako u TLC metanolového podilu. Na
desticce silikagelu se ndm zobrazily dvé skvrny. Jedna z nich se nachézela pobliz startu, druha

byla méné polarni a zachytila se az na vrcholu desticky.

5.5.2 HPLC-ELSD

Z hexanového podilu jsme odvazili 5 mg a rozpustili jsme je v 1 ml tetrahydrofuranu. Vzorek

jsme zanalyzovali pomoci HPLC-ELSD.

Na obrazku 9 je zndzornéno srovnani chromatogramu celkového extraktu A. nemorosum (horni
cast) a jeho hexanového podilu (dolni ¢ast). Chromatogram celkového extraktu obsahuje

dominantni pik a nékolik mensich pikl v jeho okoli, v zaveérecné ¢asti jsou také patrné dva dalsi
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mensi piky. V rodu Arctium se nachazi i mastné kyseliny, které by se mély drzet v hexanovém
podilu extraktu, mizeme tak predpokladat, ze se bude jednat o néjaky typ téchto kyselin. [4]
Tyto piky odpovidaji pikiim pozorovanym v chromatogramu hexanového podilu, s retenénimi

casy 29,518 min a 31,933 min.

¥ 2- Arctium species #3 AN-plody-Bosonohy ELS_1
mv

1-8.922

i D VU . ﬂ

2' ¥ - Arctium species #5 [manually “Al-hex THF 5 mg_mil ELS_A
mv

120 1-29.518

2-31933

00 120 140 180 180 270 240 280 a 20 a0 280

Obrazek 9. Srovnani chromatogramu celkového extraktu (horni ¢ast obrazku) s chromatogramem hexanového
podilu (dolni ¢ast obrazku)

min

5.5.3 Identifikace latek porovnanim se standardy

Analyza obsazenych latek jsme provedli také u hexanového podilu. Zméfili jsme hodnoty dvou
standardi mastnych kyselin — kyseliny palmitové a kyseliny olejové. Standardy jsme piipravili
v koncentraci 1 mg/ml v tetrahydrofuranu a analyzovali jsme je na HPLC-ELSD. Cilem bylo

zjistit typ latky obsazené v hexanovém podilu.

Chromatogram hexanového podilu v ¢asovém intervalu 25.-35. min (obrazek 10), je prekryty
se signalem standardu kyseliny palmitové. Kyselin¢ palmitové odpovida druhy pik
v chromatogramu hexanového podilu, tento chromatogram byl také porovnén se standardem

kyseliny olejové, avSak zadny z pikii tomuto standardu neodpovidal.
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Obrizek 10. Prekryti chromatogramu hexanového podilu s chromatogramem standardu kyseliny palmitové

5.6 Kvantifikace latek

DalSim krokem nasi prace bylo kvantifikovat latky obsazené v metanolovém podilu extraktu
A. nemorosum pomoci kalibra¢ni kiivky. Kalibra¢ni kiivka v grafu znazoriiuje vztah mezi

koncentraci latky (osa x) a absorbanci latek v HPLC-DAD (osa y).

Kvantifikovat jsme mohli pouze dva dominantni piky, ostatni latky byly pod limitem

kvantifikace.

Ptipravili jsme si 5 roztokil arctiinu a arctigeninu o riznych koncentracich 0,1; 0,5; 1,0; 1,5
a 2,0 mg/ml, které jsme rozpustili v 1 ml metanolu. Vzorky jsme analyzovali pomoci metody
HPLC-DAD aznaméfenych hodnot jsme vytvofili graf s kalibracni kiivkou. Graf nam

zobrazuje kalibra¢ni kfivku sekundarniho metabolitu.

5.6.1 Arctiin

Graf zobrazuje linedrni kiivku, kterd zachycuje nartst absorbance (obrazek 11). Pti koncentraci
0,1 mg/ml je hodnota absorbance 688 mAU a pii koncentraci 2 mg/ml je hodnota 2773 mAU.
Diky linedrni zavislosti mezi osou x a y mizeme odecist nezndmou koncentraci latky arctiinu

obsazené ve vzorku.
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Kalibra¢ni kfivka arctiinu

y=1130,7x + 553,92
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Obrazek 11. Kalibrac¢ni kiivka arctiinu

Vypocet koncentrace arciinu
Abychom zjistili koncentraci latky obsazené v metanolovém podilu extraktu 4. nemorosum,
museli jsme do rovnice y=1130,7x+ 553,92 dosadit za y hodnotu plochy

piku s tr = 9,869 min z chromatografu metanolového podilu (obr.5)

y=3214,9

y =1130,7x + 553,92

x=2,37

Koncentrace arctiinu v extraktu metanolového podilu 4. nemorosum se rovna 2,37 mg/ml.

5.6.2 Arctigenin

Z grafu, zobrazeného na obrazku 12, miZeme vyc¢ist linearni vztah osy x a y. Hodnota
absorbance pfi koncentraci 0,1 mg/ml byla 615 mAU a pii koncentraci 2 mg/ml doslo k nartstu
absorbance na hodnotu 3683 mAU. Pomoci rovnice, vyplivajici zlinedrni zavislosti

os, mizeme vypocitat koncentraci arctigeninu v extraktu.
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Kalibra¢ni kfivka arctigeninu
y=1705,3x + 301,77
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Obrazek 12 Kalibra¢ni kiivka arctigeninu

Vypocet koncentrace arctigeninu

Pro ziskani koncentrace arctigeninu v metanolovém podilu extraktu A. nemorosum jsme do
vztahu y = 1705,3x + 301,77 dosadili za y hodnotu plochy piku s tr = 13,471 z metanolového
podilu (obrazek 5).

y=371,5

y=1705,3x + 301,77

x =0,041

Koncentrace arctigeninu v metanolovém podilu extraktu 4. nemorosum se rovna 0,041 mg/ml.
6 DISKUZE

Hlavnim cilem prace bylo zhodnotit druh Arctium nemorosum jako potencidlni zdroj u¢innych
latek proti onemocnéni diabetes mellitus. Z provedené chemické analyzy se potvrdila moje
v jinych druzich rodu Arctium, které jsou jiz v 1ékatstvi vyuzivané. Provedenim HPLC analyzy
a srovnanim chromatografu snaméfenymi standardy lignant, jsme potvrdili vyskyt
sekundarnich metabolitl, konkrétn¢ druhy ze skupiny lignanti a to napiiklad lignany arctiin,

arctigenin, isolappaol C, lappalo C, matairesinol a dalsi.
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Druhy A. lappa a A. minus, které jsou jiz v lékatstvi vyuzivané maji ve svém slozeni mnoho
vyznamnych latek.[16] Hlavnimi zéstupci obsahovych latek vyuzivanych druht rodu Arctium
jsou naptiklad lignany, mastné kyseliny, acetylenické slouceniny, fytosteroly, polysacharidy,
flavonoidy a také derivaty kafeoylchinovych kyselin.[4] Pravé lignany arctiin a arctigenin,
které se nachazi nejen ve zkoumaném druhu 4. nemorosum ale i v medicinsky vyuzivanych
druzich rodu Arctium, jsou povazovany za dominantni obsahové latky, které zajist'uji vyznamné
biologické a farmakologické vlastnosti téchto rostlin. Mezi tyto vlastnosti je zafazen i

antidiabeticky potencial.

Mezi obsahové bohaté Casti rostlin rodu Arctium se tadi nejen listy a kofeny, ale fadu
bioaktivnich metabolitl obsahuji i plody nebo semena. U druhu A. lappa je ale za
nejhodnotnéjsi ¢ast rostliny povazovéan koten, 1 kdyz cela rostlina vykazuje fadu biologicky
aktivnich latek.[16] Nejen koteny rostlin rodu Arctium vykazuji antidiabetické ucinky, skupina
latek, ktera tuto schopnost ma se nachazi i v semenech rostlin. Do skupiny latek vykazujici
antidiabeticky uc¢inky se fadi hlavné jiz zminované lignany, mastné kyseliny a dals$i sekundérni
metabolity. MozZnost vyuZiti i téchto latek ze semen rostlin, a nejen z kofent by mohla udavat

dal$i smér pokracovani vyzkumu.

V dostupné literatute jsou sledovany a popisovany rozdily obsahu u druhii 4. lappa, A. minus
A. tomentosum, avsak druh A. nemorosum nebyl do porovnani zahrnut.[20] Z tohoto divodu je
pfimé porovnavani s publikovanymi daty omezené a interpretace vysledkli musi byt provadéna
s urcitou opatrnosti. Literatura se zabyva porovnavanim obsahovych latek v kofenech druhi
Arctium. Studie zmifiuje pfitomnost nékterych mastnych kyselin, naptiklad kyseliny palmitové,
palmitolejové, linolové, olejové.[20] Kyselina palmitovd, ktera byla pfitomna v kofenech
druhti, byla rovnéz identifikovana v nasem zkoumaném druhu 4. nemorosum. Tento fakt
naznacuje, ze A. nemorosum sdili nékteré chemické charakteristiky s ostatnimi druhy a mohl

by se stat dal$im zdrojem Gc¢innych latek.

Soucasti prace byla také kvantifikace dominantnich latek, tedy pfesnéji lignanii arctiin
a arctigenin. Diky chemickym analyzam ostatnich druhti miizeme jednotlivé kvantifikace mezi

sebou porovnat.

Z vysledkii vime, ze koncentrace arctiinu v druhu 4. nemorosum se rovna 2,37 mg/ml to
pfedstavuje se srovnanim vysledkii kvantifikace z diplomové prace Jitky Kiizové az

dvojnésobné vétsi koncentraci lignanu arctiinu nez v ostatnich druzich rodu Arctium.[21]
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Koncentrace lignanu arctigeninu ve zkoumaném druhu 4. nemorosum se rovna 0,041 mg/ml
tato hodnota je s ostatnimi druhy rodu podobna, vyskytuji se zde i malé rozdily kdy koncentrace

arctigeninu v A. nemorosum je dvojnasobn¢ vétsi nebo dvojnasobné mensi.[21]

Odbornd literatura, ktera se zabyva porovnanim metabolickych profilti druht rodu Arctium
naznacuje, ze mnozstvi lignani mize byt také ovlivnéno rastovymi podminkami v roce sbéru,
coz muze vysvétlovat rozdily v koncentracich. Podle publikovanych literarnich dat byl obsah
arctiinu ve sledovaném obdobi vyssi v druhu 4. lappa, a naopak obsah lignanu arctigeninu byl
vy$$i v druhu 4. minus.[8] V mém zkoumaném druhu, 4. nemorosum, byla vys$si koncentrace
arctiinu a niz8i koncentrace arctigeninu podobné jako v A. lappa. To by mohlo podpofit

mysSlenku vzdjemné zamény téchto druht.

podminkami, ale také typem stanoviste, na kterém rostlina rostla. Na koncentraci mohou mit
vliv také vyrazné teplotni vykyvy nebo mnozstvi srazek. Dulezitym faktorem pro mnozstvi
koncentrace je také druh rodu, nékteré druhy budou pfirozené¢ obsahové bohats$i nebo
kvalitné€jsi. Z dosud ziskanych vysledki mizeme ale tvrdit, Ze zkoumany druh A. nemorosum
byl co se tyce koncentraci latek, pfedevSim lignanu arctiinu, bohat$i nez ostatni zkoumané

druhy v diplomové praci, ze které jsme vychazeli.[21]

Druh A. nemorosum je dostate¢n¢ neprozkoumany druh a v budoucnu by se mohlo jednat
o vyznamny druh, ktery se bude v 1ékafstvi bézn¢ vyuzivat pro terapeutické u€inky. Tato prace
je jedinou studii, kterd se zabyva analyzou tohoto druhu, a to je také limitujici faktor pro
dostatecné srovnani a zhodnoceni. Limitaci prace miZe byt také omezeny pocet analyzovanych
vzorkll a zaméfeni analyzy pouze na vybrané lignany a nezahrnuje tak kompletni spektrum
sekundarnich metabolitl druhu 4. nemorosum. Také zminovand variabilita pouzitého
rostlinného materidlu hraje velkou roli, tedy podminky ristu, stafi rostliny, ¢ast rostliny
a lokalita. Byla provadéna pouze chemickd analyza nikoli pfimé testovani na biologickou

aktivitu extraktu.

Do budoucna by druh 4. nemorosum mohl piedstavovat nejen $ir$i zdroje lignant pro aktudlné
pouzivané terapeutické uc€inky pfi 1€cbé onemocnéni diabetes mellitus, ale také by mohl byt
pouzivan pii vyrobé novych pfirodnich léCiv, které jsou stale Castéji vyhledavany nejen
doktory, ale hlavné pacienty. Prace nam pfinesla novy pohled na zdroj nejen antidiabetickych

latek ale i nové moznosti vyuziti rodu ve farmakologii nebo kosmetologii.
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Zadoucim krokem bude pokracovani ve vyzkumu druhu A. nemorosum a zajistit dalsi
experimentalni a klinické studie, které ndm mohou pfinést bliz§i poznani tohoto druhu

a potvrdit tak jeho vyznamny potencial pro budouci vyuziti v mediciné.
7 ZAVER

Hlavnim cilem prace bylo provést fytochemickou analyzu dosud nedostate¢né prozkoumaného
druhu Arctium nemorosum a zhodnotit jeho potencial jako zdroj bioaktivnich latek pii 1écbe

onemocnéni diabetes mellitus.

Provedend analyza potvrdila pfitomnost sekundarnich metabolitl, které se vyskytuji
v terapeuticky vyuzivanych antidiabetickych prostiedcich. Dulezitym poznatkem prace bylo
porovnani kvantifikaci vybranych lignanti arctiinu a arctigeninu. Z porovnani koncentraci
vyplynulo, ze zkoumany druh 4. nemorosum je bohatym zdrojem téchto dvou lignant. Tyto

lignany jsou vyznamné ve farmakologii, pfedev§im v kontextu hledani novych 1é€iv.

Tento druh miize predstavovat dalsi zdroj sekundarnich metabolitt a jinych bioaktivnich latek,
které jsou pro medicinu diilezité. Limitem prace je vSak nedostatek odbornych studii a analyz
tohoto druhu. Na zékladé dostupnych poznatkii 1ze povazovat A. nemorosum za vyznamny
pfirodni zdroj bioaktivnich latek, které by si zaslouzily vét§i pozornost a provedeni detailné;si

analyzy.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DAD - diode-Array Detection

ELSD - evaporative Light Scattering Detection
HPLC - high-Performance Liquid Chromatography

TLC - thin-Layer Chromatography

UV - ultraviolet
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