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ANOTACE

V ramci této bakalafské prace je feSena problematika farmakologicky aktivnich latek
v rostlindch z &eledi jitrocelovitych. Uvod teoretické ¢asti je vénovan jitroceli kopinatému
(Plantago lanceolata), ktery je uveden jako jeden ze zastupcu této Celedi. V dalsi ¢asti byl
detailn¢ popsan iridoidni glykosid aukubin, a to pfedevSim jeho farmakologické a
farmakokinetické parametry. Zvlastni pozornost pak byla vénovéana jednotlivym analytickym
metodam ke stanoveni aukubinu v jitroceli. Poté je zminéno spravné skladovéani vzorkt
jitrocele, tak aby nedosSlo ke ztraté analytu. V experimentalni Casti je popsano stanoveni
aukubinu v redlnych vzorcich jitrocele pomoci HPLC (vysokoudinnid kapalinova

chromatografie).
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ANNOTATION

This bachelor thesis works with the issue of pharmacologically active substances in
plants of the plantain family. The introduction to the theoretical part is devoted to plantain
(Plantago lanceolata), which is listed as one of the member of this family. In the next part, the
iridoid glycoside aucubin was described in detail, especially its pharmacological and
pharmacokinetic parameters. Special attention was paid to individual analytical methods for the
determination of aucubin in plantain. How to storage plantain samples properly is then
mentioned so that no analyte is lost. The experimental part describes the determination of

aucubin in real samples of plantain by HPLC (high performance liquid chromatography).
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UvVOD

V této bakalaiské praci bylo zpracovano téma: Stanoveni farmakologicky ucinnych
latek ve vzorcich jitrocele. V reSerSni ¢asti jsou zminény informace o Celedi jitrocelovitych a
rodu jitrocel. Zvlastni pozornost je vénovana bioaktivnim slou¢eninam v jitroceli, pfedevSim
pak samotnému iridoidnimu glykosidu aukubinu. Jsou zde diskutovany zejména jeho
farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti.

Dalsi ¢ast je zamétfena na analytické metody, kterymi lze aukubin v jitroceli stanovit.
Zminovana je také ptiprava a skladovani vzorki, tak aby nedoslo ke ztratam analytu.

V ramci experimentalni prace byla podle zdroju z literatury navrZzena a optimalizovana
metodika stanoveni aukubinu z jitrocele kopinatého pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie. Jeji funk¢nost byla nasledné ovéfena na realnych vzorcich.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Celed jitrocelovité

Do celedi jitrocelovitych se fadi bezmala 90 rodi a pies 1900 druhti rostlin. Tato celed’ je
velice rozmanita a je rozsifena témeét kosmopolitn€. Rostliny z této ¢eledi se vyskytuji hlavné
v mirném podnebném pésu, jedna se pfevazné o byliny nebo kefe. Vyznamnym rodem z této
¢eledi je rod jitrocel. Mezi jeho nejvyznamnéjsi zastupce patii: jitrocel kopinaty (Plantago
lanceolata), jitrocel prostfedni (Plantago media), jitrocel Cernavy (Plantago atrata), jitrocel
vetsi (Plantago major), jitrocel ptimotisky (Plantago matinima) a jitrocel asijsky (Plantago

asiatica). [1] [2]

1.2. Rod jitrocel

Jitrocel je nenaro¢nd rostlina, schopnd se prizptsobit Sirokému rozsahu Zivotnich
podminek, proto se v mnoha zemich vyséva na pastviny a piidava se do krmnych smési pro
hospodarska zvitata — piedev§im ovce, nebo koné. Diky pfitomnosti bioaktivnich slozek plisobi
v bachoru zvifat jako inhibitor fermentace, a tudiZ G¢inkuje jako prevence proti nadymani.
Obsahuje téz vysoké procento nutri¢né vyznamnych prvki, jako je vapnik, hotc¢ik, sodik, fosfor,
zinek a méd’. [3]

V mnoha oblastech svéta je jitrocel soucasti tradi¢ni mediciny. Ptipravky z jitrocele se
podavaji k lécbé Siroké Skaly nemoci. NejCastéji je jitrocel uzivan pro lécbu respiracnich
onemocnéni, onemocnéni pokozky, reprodukéni soustavy, travici soustavy, ke snizeni horecCky
nebo k tlumeni bolesti. Pro terapeutické ucely jsou vyuzivany zejména vodné ¢i alkoholové
extrakty pfipravené z listdl, kofent, ¢i semen dané rostliny. [4]

Jitrocel je hojné terapeuticky vyuZzivan zejména proto, ze obsahuje velké mnozstvi
bioaktivnich latek. Jedna se naptiklad o flavonoidy, alkaloidy, terpenoidy, fenolické slou€eniny
(derivaty kyseliny kavové), iridoidni glykosidy, mastné kyseliny, tfislové kyseliny,
polysacharidy a vitaminy. [5]

Jednim ze zastupct tohoto rodu je naptiklad jitrocel kopinaty. Jitrocel kopinaty (latinsky

Plantago lanceolata) je kratkoveka trvalka z ¢eledi jitrocelovitych (Plantaginaceae) a z fadu
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hluchavkotvaré (Lamiales). Jitrocel kopinaty dortista do vysky 10-50 cm a je charakteristicky
svislym kratkym pfimym podélné pétihrannym stvolem, kratkym oddenkem a rozsahlym
kotfenovym systémem. Listy kopinatého tvaru tvoii piizemni rizici, ze které vychazi jeden nebo
vice stvolu. Listy jsou po celém okraji zubaté. Kazdy list byva 3—7 Zilny, vzptimeny a Spicaty.
Z kazdého stvolu vyrusta jedno kvétenstvi, které je tvoteno z kratkych klasti valcovitého nebo
kulovité¢ vej¢itého tvaru. Z klasti vystupuji hnédé¢ suchomazdfité listeny. Bilé tycCinky,
vyriustajici z kalich tvoficich klas, maji na konci zluté prasniky. Na vrcholu klasu se nachazi
semenik. Jitrocel kvete od kvétna do zafi, opylovan je nejcastéji vétrem. Plody jitrocele, které
dozravaji po odkvétu, maji podobu vejcitych tobolek obsahujicich dvé nacervenala semena.
Obal semen slizovati. [6] [7] [8]

Mezi mista s nejvysSim vyskytem jitrocele patii louky a pastviny Evropy, ale také mirna
pasma Asie, jihu Australie, severu Afriky nebo tzemi Severni Ameriky. Oblasti vyskytu

jitrocele se postupem Casu rozsitily a v dnesni dob¢ ho Ize nalézt témét po celém svéte. [9]

1.3. Bioaktivni slou¢eniny obsaZené v jitroceli

1.3.1. Fenolické slou¢eniny — flavonoidy

Flavonoidy patfi mezi polyfenolické pfirodni slou€eniny, tvofené dvéma
substituovanymi benzenovymi cykly a jednim pyranovym, ktery je kondenzovany s jednim
z benzenovych cykli. Tyto slouCeniny jsou charakteristické svymi vyraznymi antioxida¢nimi
ucinky a celkov€ pfiznivymi uCinky na zdravi. [10] Mezi nejvyznamnéjsi flavonoidy
vyskytujici se pfevazné v listech jitrocele patii takzvané flavony, coz jsou flavonoidy, které
obsahuji dvojnou vazbu mezi 2. a 3. uhlikem. V pozici 4 je na uhliku navazan dvojnou vazbou
kyslik. [11] Z téchto flavont jsou v jitroceli nejvice zastoupené luteolin (respektive luteolin-7-

glukosid a luteolin-7-glukogalaktosid) a apigenin (respektive apigenin-6,8-di-C-glukosid). [12]

OH

OH OH
O
HO 0
HO
OH

Obrazek ¢&. 1: Strukturni vzorec luteolinu a luteolin-7-glukosidu
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Obrazek &. 2: Strukturni vzorec apigeninu a apigenin 6,8-di-C-glukosidu

Druhou nejvice zastoupenou latkou ze skupiny fenolti v jednotlivych castech jitrocele
je kyselina 4-hydroxyskoficova. Jeji obsah ¢ini piiblizné 10-18 % celkovych fenolickych
sloucenin pfitomnych v této rostliné. Nejvyssi obsah kyseliny 4-hydroxyskoficové byl
zaznamenan v listech (12,3 % z celkového obsahu fenolickych latek), nasledoval kvét, stonek,

koteny a semena. Kyselina 4-hydroxyskoficova ma také velice silné antioxida¢ni ucinky. [13]

OH

HO

Obrazek ¢&. 3: Strukturni vzorec kyseliny 4-hydroxyskoricové

Jak flavonoidy, tak kyselina 4-hydroxyskoticova jsou rozpustné ve vodé, proto se v tradi¢ni
mediciné€ vyuZzivaji hlavné vodné odvary z rostlin, které tyto slouc¢eniny obsahuji. Terapeuticky
ucinek téchto latek souvisi zejména s jejich antioxidaénimi U€inky. Dané latky jednak pfimo
urychluji terminacni reakce volnych radikall v organismu a dale téZ zvySuji aktivitu
antioxidacnich enzymu. Fenolické slouceniny také vykazuji vyrazné protizanétlivé vlastnosti a
jsou schopné vyvolat apoptézu rakovinnych bunék. Epidemiologické studie prokazaly, ze
strava bohatd na polyfenolické slouceniny (specialné flavonoidy) ma pozitivni uinky z

hlediska vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni a rakoviny. [14]
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1.4. Ostatni bioaktivni slou¢eniny

Dalsimi bioaktivnimi latkami vyskytujicimi se v jitroceli (zejména listech) jsou alkaloidy
indikain a plantagonin. Tyto latky pozitivné plsobily proti prijmu, vyvolanému ricinovym
olejem. K l1é€bé prijmu pfispivala i pfitomnost tfislovin, které jsou také obsazeny v listech
jitrocele. V jitroceli byly déale nalezeny derivaty kyseliny kédvové, jmenovité verbaskosid a
plantamajosid. Plantamajosid U¢inné pisobil proti aktivit¢ volnych radikalti zplsobujicich
oxidativni stres a také dokazal plsobit ptiznivé pii hojeni ran.

Dalsi skupinou latek, které se hojné vyskytuji v jitroceli, zejména v listech a semenech, jsou
mastné kyseliny. Pomoci plynové chromatografie a spektrofotometrie byla v jitroceli
detekovany kyselina palmitova, stearovd, olejova, linolova a linolenova. Ze semen pak byla
izolovana i kyselina myristova. Ze semen jitrocele byly také izolovany sacharidy. Jmenovité se
jednalo o aldézy arabin6zu, xylozu a galakturonovou kyselinu. Z ketdz se v jitroceli vyskytuje
napiiklad sorbitol, a to v mnozstvi az 2 % suché hmotnosti extrahovaného vzorku. Jitrocel je
také zdrojem vitaminu C a karotenoidll. Z jitrocele byly izolovany kyselina askorbova a

provitamin vitaminu A: B-karoten. [2] [3] [4] [5] [15]

1.5. Tézké kovy

Obsah tézkych kovi (Cu, Pb, Zn, Cd, Cr, Ni1) v listech jitrocele byl zjist'ovan ve studii Levei
a spol. (2018) u rostlin péstovanych v ptidach pochazejicich ze dvou oblasti v Rumunsku. Prvni
vzorky pochézely z pudy méstské oblasti (Kluz), kde k hlavnim zdrojim znecisténi pattila
doprava, lokalni topeniSt¢ a sklddkovani komunalniho odpadu. Druhou oblasti bylo
postindustrialni mésto Baia-Mare, kde dochazelo k nejvétsimu znecisténi pady t¢zkymi kovy
diky byvalym zadvodiim na zpracovani rud vzacnych kovi. Jak je zfejmé z Tab. 1., primérna
koncentrace Zn a Pb byla vyssi v rostlinach péstovanych v pidach z postindustridlni oblasti
(73,8 mg/kg a 2,4 mg/kg), oproti rostlinam péstovanym v piidach z méstské oblasti (26,5 mg/kg
z mestskych, tak z primyslovych zdroji. Obsahy Ni, Cr a Cd byly pro obé& oblasti srovnatelné,
a vyrazné niz§i nez obsah Cu a Zn, coz naznacuje, Ze ma jitrocel toleranci k vySe zminénym

koviim, a i pfi jejich vysoké koncentraci v ptidé nedochazi k jejich kumulovani v rostling. [16]
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Tabulka 1: Obsah teézkych kovii (mg/kg) v listech jitrocele kopinatého péstovaného v pudach pochazejicich z
meéstské a postindustrialni oblasti

Koncentrace t¢zkého kovu [mg/kg]
M¢stskd oblast /Kluz/ Postindustridlni oblast /Baia Mare/

Cu 7,15 9,61
Pb 0,49 2,4

Zn 26,5 73,8
Cd 0,14 0,49
Cr 1,50 1,25
Ni 2,88 2,67

V dalsi studii zamétujici se na detekcei tézkych kovi v jitroceli (Bekteshi a spol., 2013)
bylo porovnavano mnozstvi t€zkych kovi v listech jitrocele z riznych oblasti v regionu Durrés
v Albanii. Také v rdmci této studie byly nejvyssi obsahy Pb a Zn (74,3 mg/kg a 154, 3 mg/kg)
zjistény ve znec€isténé priimyslové oblasti, a naopak nejnizsi ve vzorcich pochdzejicich z oblasti
neobydlené (22,3 mg/kg a 47,3 mg/kg). Koncentrace niklu v jitroceli se ve vzorcich
z jednotlivych oblasti témé&f neliSila (46 mg/kg a 39,5 mg/kg). Stanovené koncentrace Cu byly
u vzorkl z primyslové oblasti 24 mg/kg a z neobydlené oblasti 5,3 mg/kg, coz jsou hodnoty o
néco vyssi, nez jaké uvadéli autofi vyse zminéné rumunské studie. [17]

Ve treti studii na dané téma (Nadgorska — Socha a spol., 2013) byl porovnavan obsah
tézkych kovi v jitroceli kopinatém z oblasti v severni ¢asti Polska. Byly porovnavany vzorky
listh zrostlin sesbiranych v oblasti s pldou kontaminovanou t&zkymi kovy a
nekontaminovanou pudou. Nejvyssi rozdil v koncentraci byl zjistén v piipadé¢ Pb,
pficemz v kontaminované oblasti byl obsah Pb v jitroceli 107,2 mg/kg oproti 0,03 mg/kg
v oblasti nekontaminované. V piipadé Zn byl rozdil v koncentracich také zna¢ny a to 372,9
mg/kg a 101,3 mg/kg. V této studii bylo také stanovovdno Fe. Obsah Fe v jitroceli z

kontaminované a nekontaminované oblasti byl pfiblizné stejny a to 232 a 218,7 mg/kg. [18]

V posledni studii (Galal a spol., 2015) byl sledovéan vliv vzdalenosti stanovisté od dalnice
(Zagaziz — Banha, Egypt) na obsah téZkych kovi v jitroceli. Nejvys$si koncentrace v mg/kg Cu
(77,9), Pb (5,6), Zn (68,7), Cd (0,5), Cr (73,4) aNi (9,2) byly detekovany ve vzorcich z jitrocela

rostoucich ve vzdalenosti 20—100 m od délnice. V této studii byl také stanovovan obsah dalSich
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kovt, pricemz nejvyssich koncentraci v mg/kg dosahoval Mn (98,5), Al (24 215) a Fe (3774,5).
Hlavnim zdrojem kontaminace bylo v daném ptipad¢ dlouhodobé a intenzivni dopravni zatizeni

studované lokality [19]

1.6. Iridoidni glykosidy

Nejvice zastoupenymi iridoidnimi glykosidy v jitroceli kopinatém jsou aukubin a katalpol.
Z jitrocele vSak byly izolovany i dalsi zéstupci této skupiny latek jako naptiklad verbaskosid,
asperulosid, 10-O-(3,4-dimetoxy-(E)-cinnamoyl)-katalpol a metylester kyseliny deacetyl-
asperulosidové. Ve studii Ronsted a spol. (2003) byl stanovovan obsah iridoidnich glykosidi
ptitomnych v jitroceli vétSim (Plantago major) Ve vzorku se vyskytovaly nésledujici latky:
aukubin (0,1 hm%), gardosid (0,02 hm%), mellitosid (0,01 hm%) a jiz vySe zminény
plantamajosid (0,4 hm%). [2] [15]

Ve studii Hasan a spol. (2018) a ve studii Jurisi¢ a spol. (2004) bylo uvedeno, Ze nejvyssi
mnozstvi aukubinu je obsazeno listech jitrocele. Jeho celkovy obsah zavisi na dob¢ sbéru,
podminkach rhstu a stafi rostliny. Naméfené mnozstvi aukubinu v listech jitrocele se
v nékterych piipadech dostalo az na hodnotu 4,8 hm% v zavislosti na dob¢ sklizng€, pficemz
primérné mnozstvi se v literatufe uvadi kolem 2 %. [20] [21] [22]

Mensi mnoZstvi aukubinu pak obecné obsahuji plody jitrocele (kolem 1 hm%) a koteny 1 - 2
hm%. [23][24]

Ve studii Serti¢ a spol. (2015) bylo porovnavano mnozstvi aukubinu v jednotlivych ¢astech
rostlin zrodu Globularia (Koulenky), které patii do celedi jitrocelovitych. Nejvyssi podil
aukubinu obsahovaly listy a kvéty, kdy bylo detekované mnozstvi v nékterych piipadech 2
mg/g suchého vzorku (0,2 %). Co se ty€e stonku primérnd hodnota koncentraci aukubinu
z raznych druhti Koulenek byla 0,6 mg/kg suchého vzorku (0,06 %). Detekované mnozstvi
z kotent rostlin z rodu Globuralia bylo naméteno takto: 0,71 mg/g (0,071 hm %). [25]

1.7. Aukubin

Aukubin, systematickym nazvem 1,4,5,7a-tetrahydro-5-hydroxy-7-
hydroxymetylcyklopenta(c)pyran-1-yl-B-D-glukopyranosid, je latka pfirodniho ptivodu, pattici
do skupiny iridoidnich glykosidi. Vyskytuje se ve tkénich celé fady rostlin jako je naptiklad
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gumojilm jilmovy (Eucommia ulmoides), aukuba japonskéd (Aucuba japonica) nebo jitrocel
asijsky (Plantago asiatica). Pro farmakologické vlastnosti je aukubin hojné vyuzivan mimo
jiné i v tradi¢ni Cinské medicing. [26]

Tento glykosid plisobi jako antioxidant, coz se na bunécné tirovni a na Grovni organismu
projevi potlatenim zanétlivych reakcei a zpomalenim rozvoje fibrozy plic [27] ¢i starnutim pleti.
[26] Aukubin je také vyuzivan jako vyznamné antidotum pfi otravé hepatotoxickymi latkami
jako jsou a-amanitin nebo tetrachlormetan (CCls). Jak a-amanitin tak CCls zplsobuji

v hepatocytech inhibici biosyntézy RNA, proti které aukubin G¢inné zasahuje. [28]

Aukubin ma ve své struktuie glykosidovou vazbu. V kyselém prostiedi dochézi k jeji
degradaci a oxidaci a aukubin se $tépi na aglykon aukubigenin, glukézu a dalsi produkty.
Schéma degradace je zndzornéno na Obr. 4. V piipadé¢ aglykonu dochazi ve vodném prostiedi
k rozstépeni poloacetalové vazby a otevieni kruhu vede ke vzniku dialdehydu. Nésledné mtize

dojit k intramolekuldrnimu piesmyku na stabilni izomer. [26]

Ve vodném prostiedi také snadno dochédzi k hydrolyze glykosidové vazby pomoci

enzymatického Stépeni B-glykosiddzou, ktera je ptitomna v lidském téle. [29]
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Obrazek ¢&. 4. Schéma degradace aukubinu ve vodném prostredi

Ve studii Chun a Cho (1995), ktera se zamétovala se na vliv pH, teploty, iontové sily a
iontd na rozpad aukubinu, bylo zjisténo, Ze aukubin je nejvice stabilni pii pH kolem 10.
Aukubin se rozpadal podle kinetiky I. fadu, jelikoZ zavislost logaritmu koncentrace na Case
méla linedrni prabéh. Se snizujicim se pH byl rozpad aukubinu rychlejsi. V silné kyselém

cvwr

hodnoty v Tab. €. 2. [30]

18



Tabulka 2: Zavislost polocasu rozpadu aukubinu na pH pri riiznych teplotach

pH t12 (dny); 37 °C t12 (dny); 60 °C t12 (dny); 70 °C
2,1 0,543 0,056 0,0106

4,9 134,86 19,15 1,557

7,16 607,19 330,27 34,6

9,07 1270,38 936,6 164,61

9,65 1062,53 205,46

Z vysledkt v tabulce lze odvodit, ze pifi méfeni rozpadu aukubinu v prostfedich o

stejném pH, se aukubin za vyssi teploty rozpada rychleji nez pii teploté nizsi.

Ve studii Wang a spol. (2020) byl také sledovan vliv pH na degradaci aukubinu. Jako

cvwvr

Poloc¢asy rozpadu aukubinu pii pH 1,2, 1,6 a 2 mély nésledujici hodnoty: 5,02, 5,78 a 14,84
hodiny (méfeno pfi teploté 37 °C). Pii pH nad 3 se jiz polocas rozpadu pohyboval v fadech
nekolika dni. [13]

Na hodnotu polo¢asu rozpadu aukubinu mé také vliv iontova sila média. Se zvysujici se

iontovou silou se snizuje stabilita aukubinu. [30]

Tabulka 3: Zavislost polocasu rozpadu aukubinu na iontové sile média pri stabilni hodnoté pH = 4.01 a teploté

37 °C
Tontova sila (mol/l) 0.345 0.5 0.7 1 1.5
t12 (dny) 15,09 12,89 10,49 7.83 5,94

Aukubin je Spatné€ rozpustny v nepolarnich rozpoustédlech (ether, chloroform, benzen),
coz dokazuje nizka hodnota rozd&lovaciho koeficientu oktanol/voda 5,6234 x 1073, Z polarnich
rozpoustédlech je pak dobfe rozpustny v metanolu, etanolu a dimetylsulfoxidu, Nejsnadnéji se

aukubin rozpousti v riaznych pufrech v rozmezi pH od 3 do 10. [28] [30] [31]

Rozpustnost aukubinu ve vode¢ pii 25 °C je odhadovéana na 15 mg/mL [32]
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1.8. Farmakokinetika

Prestoze existuji nékteré studie zaméfené na popis distribuce aukubinu v téle, komplexni
studie zabyvajici se celkovou farmakokinetikou aukubinu nebyla, v rdmci odborné literatury,

doposud zvetejnéna.

Ve studii Suh a kol. (1991) byla sledovana zavislost koncentrace aukubinu v krevni plazmé
na Case u potkant, kterym bylo podano 40400 mg/kg latky intraven6zné. Hodnoty
farmakokinetickych parametrt se po podani rizn€ velkych davek vyznamné nelisily. Vyjimkou
byl parametr AUC (area under the curve; plocha pod kfivkou), jehoz hodnota byla na velikosti
podané davky zavisla. Pfi podani 40 mg/kg latky byla stanovena hodnota biologického polocasu
(t12) 42,5 minuty a pti davce 100 mg/kg 50,9 minuty, celkova plazmaticka clearance (CLy) 7,2
ml/min/kg a 7,4 ml/min/kg, distribu¢ni objem (Vq) 347 ml/kg a 383 ml/kg a plocha pod kiivkou
(AUC) 6110 pg - min/ml a 13 550 pg - min/ml. Podobnd kinetika vylu¢ovani byla zjisténa i
v ramci studie na laboratornim kralikovi (plemeno novozélandsky bily), kdy byl aukubin
podavan intravenozné a zalude¢ni sondou. Po intraveno6zni aplikaci 100 mg/kg aukubinu bylo
dosazeno téchto hodnot farmakokinetickych parametri: ti2 40,2 minuty, CL; 6 ml/min/kg, V4
215 ml/kg a AUC 15 360 pg - min/ml. [28]

V dalsi studii Zhang a kol. (2014) byl potkaniim peroralné podan vodny roztok extraktu
z listd Eucommia ulmoides Oliv. (2 g/kg) Maximalni koncentrace aukubinu v plazmé (Cpmax) 0
hodnot¢ 26,786 ng/mL bylo dosazeno zhruba po jedné a po deseti hodinach od podéni. Ktivka
zavislosti koncentrace aukubinu v plazmé na case méla dva vrcholy. Bimodalni charakter
uvedené zavislosti miZze mit n€kolik pfi¢in. Prvni moznosti miZe byt rozdéleni vylu€ované
latky na dv¢ frakce, z nichZ jedna je z mista vylu¢ovani (ledviny, jatra) opét vstiebana do krve,
coz vede k opetovnému nariistu koncentrace latky v krevni plazmé. Dal§i moznosti miize byt

enterohepatalni cirkulace, kdy je latka opétovné vstiebavana pies jatra zpét do krve.[33]

Bimodalni charakter zavislosti koncentrace latky v krevni plazmé na case byl pozorovan i
v ptipad¢ podavani 50 g/kg extraktu Eucommia cortex samcum a samicim potkant. Prvniho
vrcholu bylo dosazeno zhruba po 10-25 minutach (Cmax u samct — piiblizné 3900 ng/ml a u
samic 1700 ng/ml) a nésledn¢ dosazeni druhé maximalni hodnoty koncentrace po 6—10 h od
podani davky. Ani po deseti hodinach od podani extraktu Eucommia cortex neklesla

koncentrace aukubinu v krevni plazmé pod 1000 ng/ml.[34]
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Pti podani Cistého aukubinu bez doprovodnych latek, které se obvykle nachazeji v extraktu
z Eucommia ulmoides, bylo dosazeno Cmax latky v krevni plazmé pouze jednou. Lze
predpokladat, ze dochazi k riiznym interakcim mezi latkami vyskytujicimi se v extraktu
Eucommia ulmoides a aukubinem. Toto tvrzeni ale doposud nebylo experimentalné ovéieno.
[26] V ramci jednotlivych studii byl pozorovan i rozdilny biologicky polocas aukubinu,
pti¢emz v ptipadé samotného aukubinu byla naméfena hodnota ti2 1,073 + 0,241h [35], oproti
Du-zhong extraktu 6,959 + 0,28 [33] nebo pak hodnota 2,68 + 1,17 v pfipad¢ extraktu z byliny
Stétky drsné (Dipsacus esperoides).[36]

Vyrazné odlisnosti ve farmakokinetice aukubinu byly pozorovany i mezi pohlavimi.
V ptipadé€ samci potkanl byl aukubin z krve eliminovan rychleji nez u samic, protoze hodnoty
CLt, t 12a V4 aukubinu byvaji u samct niz8i nez u samic. Naopak v pfipad€ Cmax byla zmétena
vy$$i hodnota u samcii nez u samic (3,9 pg/ml oproti 1,77 pg/ml). Jednou z moznych pficin
rozdilnych hodnot mohly byt anatomické a fyziologické odlisnosti jednotlivych pohlavi, jako
je procento tuku v téle, celkovy objem krevni plazmy, pritok krve, stfevni mikrofléra nebo
pusobeni riznych endogennich latek. Druhym faktorem, ktery musi byt bran v potaz je odlisna
exprese gend pro tvorbu enzymil zajistujicich metabolismus 1é¢iv. [34]

Absorpce aukubinu probihala u zvifat pomérné rychle. Doba, za kterou byla dosazena
maximalni koncentrace aukubinu v krvi, se pohybovala v rozmezi 0,20 — 1,58 h. Biologicka
dostupnost aukubinu byla vyrazné nizs$i pii perordlnim podéani (19,3 %), neZ pii podani
intraperitonealnim (76,8 %) ¢i hepatoenteralnim (83,5 %). [26] [28]

V ramci in—vivo studie na potkanech bylo zjist€no, Ze distribu¢ni objem aukubinu je
mnohem niz§i nez celkovy objem télnich tekutin. To poukazuje na nizky stupen distribuce latky
do jednotlivych tkani. Na plazmatické proteiny bylo navazdno méné nez 9 % podané latky a az

91 % aukubinu se v krvi nachézelo v nenavazané formé. [28]

Aukubin je obvykle distribuovan pouze ve vysoce prokrvenych tkanich. Po 5—ti minutdch
od podani byla nejvétsi koncentrace latky naméfena v ledvindch, dale pak v jatrech, srdci,
sleziné a nejméné v plicich. I po 1 h od podani bylo méfitelné mnoZstvi aukubinu ve vSech
téchto orgdnech. Bylo téz zjisténo, ze téméf ihned po podani byl aukubin rychle transportovan
do mozku, ptfi¢emz nejvyssi koncentrace byla detekovana po 0,083 h. Po uplynuti 1 h jiz byla

koncentrace aukubinu v mozku velice nizkd a dale dochéazelo k jeho postupné eliminaci. [35]
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1.9. Farmakologie

1.9.1. Antioxidacni a protizanétlivé ucinky

Pokud je té€lo vystaveno nepfiznivym podminkdm, mize dochézet ke snizeni Gc€innosti
antioxida¢nich mechanismti. Nartst koncentrace reaktivnich forem kysliku (ROS) v buitkach
nasledné vede k rozvoji oxidativniho stresu.

Z literatury je znamo, ze oxidativni stres miize za vznik fady kardiovaskularnich a
neurologickych onemocnéni ¢i onemocnéni pohybové soustavy. Aukubin dokaze pasobit jako
ucinny antioxidant. Interakci aukubinu s ROS dochézi k jejich rychlejSimu zaniku, tim padem
ROS nemohou zpiisobit peroxidaci lipidi a nedojde tak ke zvySeni koncentrace biomarkerti
oxidativniho stresu v bunikach. Dale aukubin dokaze zvySovat aktivitu antioxida¢nich enzymd,
a to predevSim enzymu katalaza, superoxid dismutdza (SOD), glutathion peroxidadza (Gpx)
nebo glutathion-S-transferdza (GST). Studie prokazaly pozitivni antioxida¢ni G€inky aukubinu
pfi poSkozeni Zaludecni sliznice zplUsobené etanolem, dale pii dysfunkci endotelu nebo

remodelaci myokardu. [37] [38] [39]

Aukubin také aktivuje Nrf2 (nuclear factor erythroid-2 related factor) transkripéni faktor,
ktery reguluje bunéénou odpovéd na oxidativni stres. Diky aktivaci Nrf2 dochazi ke
zvySené expresi antioxidacnich a detoxikacnich proteint jako jsou hemeoxygenaza-1 (HO-1) a
chinon oxidoreduktaza-1. [13]

Ve studii Ho a kol (2005) byla na koZnich bunikach fibroblastech studovana role aukubinu
pfi vzniku oxidativniho stresu zptisobeného UVB zafenim. Aukubin opét snizoval hladinu
ROS, ktera byla diky UVB zafeni zvySend a téZ doSlo ke vzristu mnoZstvi koenzymu
glutathionu (GSH). UVB zéfeni zplsobuje zvySenou aktivitu enzymu B-galaktosididzy u
senescetnich bunék (SA-B-gal), pficemz podani aukubinu inhibovalo aktivitu tohoto enzymu a
tim padem se sniZil celkovy pocet bunék obsahujicich [-galaktosiddzu spojenou se
senescenci.[40]
demonstrovan ucinek aukubinu na produkci prozanétlivého faktoru nadorové nekrozy alfa
(TNF-0) a interleukinu 6 (IL-6) u zirnych bun€k krysi bazofilni leukemie (RBL-2H3)
aktivovanych antigenem. Aukubin blokuje transkripéni faktor NF-xB (nuklearni faktor kappa
B), tim, ze nedovoli degradaci a fosforylaci IkB kinazy, diky ¢emuz by se spustila kaskada

reakci vedouci az k expresi prozanétlivych cytokintt TNF-a a IL-6. [41]
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Ve studii Zhang a spol. (2014) byla sledovéana distribuce aukubinu spolu s kyselinou
geniposidovou po ordlnim podani extraktu z listu kefe Gumojilmu jilmového (Eucommia
ulmoides Oliver) potkanim. [33] Extrakt z listi Eucommia ulmoides Oliv. je v ¢inské mediciné
téz znamy jako c¢aj Du — zhong. Vyuziva se zde predevSim pro jeho antioxidacni [42],
protizanétlivé[43] nebo antibakteridlni ucinky. [44] Snizuje t€Z mnozstvi glukdzy v krvi[45].
Dlouhodobé uzivani extraktu podéavaného hypertenznim krysdm vedlo ke zvySeni hladiny

oxidu dusnatého v plazmé, ktery se zasadné podili na vasodilataci cév. [46]

1.9.2. Hepatoprotekce

Jednou zdalSich pozitivnich vlastnosti aukubinu je jeho hepatoprotektivni ucinek.
Vyraznou roli hraje napf. pii 1é€bé otravy a-amanitinem. Po intraperitonealnim podéni
aukubinu se zvySilo mnozstvi piezivSich mys$i ve skupiné exponované a-amanitinu oproti
negativni kontrole. Alfa-amanitin plisobi v organismu jako inhibitor biosyntézy RNA v
hepatocytech. Aukubin sam o sob& nijak biosyntézu RNA neovliviioval. Naopak pii podéni
aukubinu spolu s a-amanitinem, piisobil aukubin proti potlaceni syntézy RNA vyvolané a-
amanitinem. [47] [48]

Podobné vysledky byly zjiStény i ve studii zaméfené na sledovani uc¢inku aukubinu pfi
intoxikaci potkant tetrachlormetanem (CCly). Tato latka zpiisobuje poSkozeni jater. Aukubin

opét snizoval miru inhibice biosyntézy RNA vyvolanou CCls. [49]

1.9.3. Neuroprotekce

U aukubinu byl prokdzan vyrazny anti-diabeticky efekt. Jinymi slovy aukubin sniZoval
hladinu glukoézy v krvi a zvySoval té€lesnou hmotnost u potkantl, u kterych byl experimentalné
indukovan diabetes. Aukubin také dokazal efektivné zvySovat hladinu anti-apoptického
proteinu Bcl-2. Diky tomu nedochéazelo ke zvySené expresi pro-apoptického faktoru BAX a
bylo tak zajiSténo vyrazné snizeni mnozstvi neuront, které by podlehly apoptoze. Nedoslo tak
ke ztrat€ neuronii v hipokampu v oblasti CA-1 pii diabetické encefalopatii. [50]

Aukubin zna¢né€ redukoval hladinu NOS (syntaza oxidu dusného) ve tkani hypotalamu u

diabetickych potkanti. Zvysena hladina NOS by vedla k nadprodukci NO (oxid dusny), ktery

23



by reakci se superoxidovym radikdlem vytvofil vysoce toxicky anion peroxynitritu, ktery by

zpisoboval oxidativni stres. [51]

1.9.4. Pisobeni na pohybové tstroji

Z dostupnych studii vyplyva, ze uCinky aukubinu proti osteoartréze izce souvisi s jeho

-----

faktoru NF-xB (nuklearni faktor kappa B). [26]

Osteoartrdza je onemocnéni kloubi, které vede k postupnému castecnému poskozovani az
(v ne¢kterych ptipadech) k uplnému zniceni kloubni chrupavky. Hlavni pfi¢inou je poruseni
regulace metabolismu chrupavky (jejimu neustalému odbourédvani a novotvorby). [52] Diky
zvySené aktivité cytokinil IL-1f (Interleukin 1 — beta) dochazi k inhibici syntézy katabolickych
faktorti ze skupiny metaloproteindz. Aktivita IL-1p se také podili na uvolnovéani dalSich
mediatort, které poskozuji kloubni tkan. Cela tato Skéala prozénétlivych déji vedoucich
k osteoartroze je fizena transkripénim faktorem NF-kB. Aukubin vykazoval antagonistické
ucinky pfi tvorbé prozéanétlivych mediatorii vyvolanych IL-1f u chondrocytli studovanych
potkanti. Podani aukubinu dokazalo potlacit fosforylaci a translokaci (indukovanou cytokinem
IL-1PB) prozanétlivého faktoru NF-kB do jadra. [53]

Osteoporoza, tedy porucha tvorby kostni tkdné, je spojena s redukci proliferace a
diferenciace osteoblasti. Toto onemocnéni se projevuje Fidnutim kostni tkané. Pokud byl
v butkkdch MG63 (lidské osteoblasty) pomoci H>O> a dexametazonu indukovan oxidativni
stres, dokézal aukubin tyto buniky ochranit pfed apoptézou. Aukubin zvysil expresi cytokinil
podilejicich se na diferenciaci osteoblastli. Ze zminénych cytokinli se jednalo zejména o
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faktorti zmiriiujicich dopady oxidativniho stresu.[54] [55]

1.10. Analytické metody vyuzitelné pro stanoveni aukubinu

K detekci aukubinu v rostlinnych vzorcich je hojné vyuZivdna zejména vysoce U¢inna
kapalinova chromatografie. (HPLC). Ve studii Jankovi¢ a spol. (2010) bylo porovnavano

mnozstvi aukubinu ve vzorcich riznych druhu jitrocele. Nejvétsi mnozstvi aukubinu bylo
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zjisténo ve tkanich jitrocele kopinatého (Plantago lanceolata) a jitrocele ¢ernavého (Plantago

atrata). [56]

Celkovy obsah aukubinu v listech jitrocele kopinatého ovlivituje celd fada parametrt.
V jedné ze studii se obsah aukubinu pohyboval v rozmezi 0,2 — 2,1 % v zavislosti na misté
sklizng. [57] DalSim vyznamnym parametrem je doba sklizné. V jedné ze studii se uvadi, ze
nejvyssi obsah aukubinu byl zjistén u jitrocele sesbiraného v ¢ervenci. Dosahoval hodnoty 3,1
hm%. [58] Na obsah aukubinu m4 téz vliv hustota porostu. V jedné ze studii bylo konstatovéano,
ze nejvyssi hodnota koncentrace aukubinu byla zjisténa v listech jitrocele, ktery pochazel
z porostu, kde plo$na hustota aplikovaného osiva nepievySovala 3 kg/ha. V ramci dané studie
byly vzorky odebrany na konci dubna a maximélni koncentrace aukubinu dosahovala hodnoty
2,08 hm% . DalSim vlivnym faktorem bylo stadium vyvoje rostliny. Nejvyssi obsah aukubinu
v listech jitrocele byl ziskan z rostlin, které mély jiz zrald semena. Primérny obsah v tomto

ptipadé dosahl hodnoty 2,59 hm%. [59]

1.11. Extrakce

V ptipadé analyzy aukubinu je tfeba nejprve oddélit analyt od pevného podilu tvoifen¢ho
nerozpustnymi castmi rostlinnych tkani. V nasledujici tabulce uvadim priklady postupt

extrakce aukubinu ze vzork rostlin pro naslednou analyzu latky.

Tabulka 4: Postupy extrakce aukubinu pro ndslednou analyzu pomoci HPLC

Analyticka | Zdroj Ptiprava vzorku Extrakce Nésledna Citace
metoda separace
pouzitad po
extrakci
HPLC Jitrocel suSeni vzduchem 50 % (v/v) | centrifugace | [56]
kopinaty etanol
(listy) mleti na prasek (UV lazen)
(nespecifikovéano)
HPLC Jitrocel lyofilizace 25 ml trepani [60]
kopinaty metanolu
(listy)
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drceni hmozdifem a (koncentran

tlouckem ce
nespecifiko
vana)
HPLC Rehmanie | zmrazeni vzorkl pti —80 °C | 25 ml 30 % | centrifugace | [61]
lepkava metanolu

(listy) kryogenni mleti v kapalném | (UV lazen)

dusiku
HPLC Jitrocel lyofilizace 10 ml trepani [22]
kopinaty metanolu
mleti na prasek (koncentran
(nespecifikovéano) ce
nespecifiko
vana)

V této Casti bych se rada zaméfila na rtizné postupy piipravy vzorkli pro néslednou
analyzu aukubinu pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie. Jak bylo uvedeno vyse,
nejveétsi mnozstvi aukubinu se v piipadé jitrocele kopinatého vyskytuje v listech (az 3 hm%
v zavislosti na ¢ase a misté sklizn¢). V ramci vétSiny zde citovanych praci byla k extrakci
pouZzita prave tato ¢ast rostliny. Vyjimku tvoii studie Navarrete a spol (2016), kde ¢ast rostliny
nebyla pfesné specifikovana. [22]

Pfed samotnym procesem extrakce byly vzorky vysuSeny a nésledné lyofilizovany.
Suseni vzorkl bylo ve sledovanych studiich provadéno nésledovné: ve studii Tamura a spol.
(2002) bylo suseni provadéno v peci s nucenym obéhem vzduchu pti 60 °C. Jiny zpisob suSeni
byl zaznamenan ve studii Jankovic¢ a spol. (2010), kdy byly vzorky suSeny pouze vzduchem za
teploty okoli kolem 22 °C a normalniho tlaku.

Po procesu suseni bylo nutné vzorek zamrazit. Tato operace byla nutna pro dlouhodobé
skladovani vzorkl s cilem zabranit degradaci analytu. Vzorky byly v jednotlivych studiich
mrazeny za ruznych teplot. V piipad¢ studie Navarette a spol. (2016) byla teplota — 20 °C.
V nékterych studiich teplota zmrazeni nebyla specifikovéana, jako naptiklad ve studii Tamura a
spol. (2002).

Poté bylo mozné pfipravit vzorky k nasledné analyze. Nejprve probihal proces mleti.

Vzorky byly mlety na prasek, bud’ kryogennim mletim v kapalném dusiku (mrazeni vzorku na
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teplotu - 80 °C) nebo ru¢né¢ hmozdifem s tlouckem. Ve studiich Jankovi¢ a spol. (2010) a
Navarrete a spol. (2016) provedeni mleti nebylo nijak specifikovano.

Ve studii Jankovi¢ a spol. (2010) byla zvolena po ptfedchozich pokusech s jinymi
rozpoustédly metoda extrakce v 5 ml 50 % etanolu. Oproti tomu studie Navarrete a spol. 2016
a studie Tamura a spol. (2002), které zminovaly jako rozpoustédlo metanol. Z vysledkt studie
Suomi a spol. (1999), kde byly porovnavany extrakce za pouziti riiznych rozpoustédel, je
ziejmé, ze vysSich vytézkl bylo dosazeno pfi extrakci metanolem nez etanolem. Aukubin je

L4

v metanolu rozpustnéjsi, jelikoz jde o polarn€jsi rozpoustédlo.

Poté co byly vzorky ptfevedeny do roztoku rozpoustédla byla provedena samotna
extrakce. Bud’ centrifugaci (Jankovi¢ a spol. (2010) a Wang a spol. (2016)) nebo tiepanim na
tiepacce za pokojové teploty po dobu 2 hodin (Tamura a spol. (2002) a Wang a spol. (2016)).
Po centrifugaci byl k nasledné analyze pouzit supernatant bez nasledného filtrovani. Po tfepani
na tfepacce nasledovala v obou zmitiovanych studiich né€kolikan4sobna filtrace pevnych vzorki
nejprve pies papiroveé filtry a poté pres stiikackové filtry o riznych rozmérech pora (0,22 pm,
20 um, 22 um). Alikvotni ¢ast bylo nutné prefiltrovat, aby doslo k odstranéni zbytkovych ¢astic
vzorku, které by mohly zptisobovat zaneseni kolony pfi samotné analyze pomoci HPLC. [22]

[56] [60] [61] [62]

1.12. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) neboli vysokoucinnd kapalinova
chromatografie, je separacni metoda velice Casto vyuZivand ke kvantitativni a kvalitativni
analyze latek. Mezi vyhody HPLC patii zejména jeji rychlost a citlivost. Dale také spotieba
malého mnozstvi vzorku a moznost ji automatizovat. Pomoci HPLC lze analyzovat jak
individudlni latky, tak i celkem komplikované smési. K zakladnim prvkim zafizeni pro LC
patii autosampler (automaticky davkova¢ vzorkil), kolona, termostat, ve kterém je kolona
umisténa, detektor a pocitac, ktery vysledna data zpracovava a uklada. Systém pro HPLC je
dale vybaven i vysokotlakym cerpadlem, které umoziuje pritok mobilni faze kolonou a celym
systémem za vysokého tlaku. B€zné€ jsou vyuzivany tlaky v rozmezi 40—100 MPa. Diky tomu
lze vyuzit kratSi kolony (nez v ptipadé kapalinové chromatografie — LC) s naplni tvofenou
velice malymi ¢asticemi (<10 um). V HPLC je proto dosahovéano velké ucinnosti a rychlosti

separace. [63] [64]
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1.13. Jednotlivé analytické metody ke stanoveni aukubinu

V Tab. €. 5 jsou shrnuty udaje o postupech stanoveni aukubinu v riznych typech rostlin

z n¢kolika adt (hluchavkotvaré a lomikamenotvaré).
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Tabulka 5: Udaje o analytickych postupech stanoveni aukubinu

Zdroj Metoda Mobilni faze Detekce Kalibra¢ni Citace
separace data
Kolona
Jitrocel HPLC: A: UV/VIS— y=1583,1x + | [56]
kopinaty . . | DAD 9,0
(listy) C18 Orthofosfore¢na (210 nm) & 0.9995
1 0
(150 mm x | kyselina 1 % LOD = 16.06
4.6 mm, 5 (v/v voda)
pm) pg/ml
B-ACN LOQ = 53.33
(gradient. eluce) ug/ml
Jitrocel HPLC: 1 % ACN UV/VIS— *> 0,989 [60]
I (izokraticka DAD
kopinaty C18 eluce) (204 nm) g/ecovery>99,3
(listy) (100 nm x °
6 nm, 3
pm)
ODS-A
Rehmanie HPLC: ACN: H,O UV/VIS- y=0.9952x + | [61]
lepkava ) DAD
(listy) C18 (5:95) (210 nm) 6.8458
(100 mm x 2= 10,9999
4.6 mm,
2.6 um)
Jitrocel HPLC: 1 % ACN UV/VIS- [22]
o DAD
kopinaty C18 (240 nm)
(100 nm x
6 nm)
Pivonka HPLC: A: vodny UV/VIS-PDA [65]
mlécnokvéta C13 roztok 20mM (210 nm)
(250 mm x | KH>POg4
4.6 mm,5 | B:100% ACN
pm)
Jitrocel LC-MS: A: 1% MS (atomova [56]
kgpmaty C18 HCOOH spektrometrie)
(listy)
(50 mm x | B: metanol
4.6, 1.8
pm)
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Jitrocel LC-MS A: ACN MS [20]
kopinaty B: H,O
(listy) (gradient. eluce)

Ve vSech zminénych studiich se shodoval vybér kolony, kdy nejucinné;si byla kolona
Cis, lisici se pouze v jednotlivych studiich svymi rozméry.

Mobilni faze se ve studiich uvedenych v Tab. €. 5 lisila jak slozenim, tak zplisobem
eluce. Nejcasteji byla vyuzivana mobilni faze ve formé rizné koncentrované¢ho vodného
roztoku acetonitrilu. Jako vhodnéjsi se prokazalo pouziti roztoku acetonitrilu s koncentraci
niz8i nez 5 %, protoze nedochazelo k interferencim s carou pro rozpoustédlo metanol. Jak je
uvedeno ve studii Wang a spol. (2016), analyticka ¢ara pro aukubin v oblasti piku vykazovala
v pripad¢ izokratické eluce ze zaCatku hlads$i prabéh, oproti eluci gradientni, proto byla

izokratickd eluce povazovana za vhodné;jsi.

Ke stanoveni aukubinu byly vyuzivéany riizné analytické ¢ary o vinovych délkach v rozmezi
204-240 nm. Za nejvhodnéjsi byla povazovana vinova délka 210 nm. Pfi niz$i hodnoté vinové
délky by mohlo dojit k nezddoucim interferencim s ¢arou metanolu, ktery byl pouzit jako
rozpoustédlo (absorbuje zatfeni UV-VIS detektoru pii podobné vinové délce jako aukubin
(okolo 200 nm)). Naopak vyssi hodnota vlnové délky by zptisobila $patné oddéleni piku pro
aukubin a piki ostatnich analytl ptitomnych v jitroceli. [20] [22] [56] [61] [65]

1.14. Skladovani vzorku jitrocele

O uchovavani vzorku jitrocele nebyly konkrétni odborné ¢lanky doposud publikovany,
avsak existuje fada publikaci, ve kterych je zminovano uchovavéni vysusenych listi (v tomto
ptipadé Eucommia ulmoides) obsahujicich aukubin. Clanky se shoduji hlavné v tom, Ze vzorky
obsahujici aukubin je nutné skladovat v suchu a ve tmé¢. [66] [67] [26] [68]

Jak je zminéno vyse, ¢im niz$i teplota, tim byla degradace aukubinu pomalejsi. Studie
popisuji uchovani suchych vzorkll pfedevs§im pii pokojové teploté. [69] V jedné studii byly
vzorky skladovéany pfi niz8i nez pokojovée teploté, a to pii 5 °C. [70]

Susené listy mohou byt po absorpci urcitého mnoZstvi vody vhodnym prostiedim pro
mikrobialni proliferaci. V rostlinnych vzorcich byla zji§téna pfitomnost velkého mnoZstvi

beézné¢ se vyskytujicich druhti hub, jako jsou napiiklad plisn€ z rodu Aspergilius. Tyto plisné
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jsou schopné produkovat enzymy (pfedev§im P-glykosidazu), které ovliviiuji stabilitu
nékterych bioaktivnich latek, véetné aukubinu.

Ve studii Gonda a spol. (2012) byl sledovan vliv relativni vlhkosti na proliferaci 10
odlisnych kolonii hub, které byly izolovany z vysuSenych listl jitrocele, a nasledného vlivu
téchto hub na degradaci aukubinu. 7 z 10 izolovanych kolonii ovliviiovalo degradaci aukubinu.
Pti relativni vlhkosti 75 % doslo ptiblizn€ po 10 tydnech k nértstu téchto kolonii o 3—4 tady.
To mélo za nésledek zvySeni mnozstvi enzyma, jez pusobily na latky ve vzorcich. Po 24
tydnech byl pfi relativni vlhkosti 75 % aukubin jiz z 95,7 % degradovan. V ptipad¢ vystaveni
vzorkl relativni vlhkosti 45 %, se mnozstvi fungélnich kolonii prakticky nelisilo, oproti
kontrolni skupiné vzorkl (0 % vlhkost). Degradace aukubinu probéhla po 24 tydnech v tomto
ptipadé pouze ze 4,5 %.

Z vysledki 1ze usuzovat, ze samotna vlhkost nema na degradaci aukubinu vliv (nebo
ma minimdlni), av8ak vodné prostiedi poskytuje vhodné podminky pro nariist fungalnich

kment, které nepfimo ovliviiuji degradaci aukubinu.

Aby se zamezilo vlivu vlhkosti na vysuSené vzorky, a tim padem se zamezilo mikrobidlni
proliferaci, doporucuje se uchovavat vzorky v suchu, nejlépe v nddobach bez ptistupu vzduchu.
Spolehlivym upozornénim na ptisobeni vody na vzorky je jejich zhnédnuti. Zména barvy vSak
byla pozorovana az pti vystaveni vzorkl 75 % relativni vlhkosti. [71] [72]

Ve studii Tamura a spol. (2012) byla sledovéana stabilita aukubinu v metanolovém
extraktu, kdy prob&hly stanoveni koncentraci aukubinu ve vzorcich v intervalech 0, 2, 4, 8, 12,
16, 24 hodin po extrakci. Relativni smérodatna odchylka byla po 24 hodinach 2,38 %, z ¢ehoz

1ze usuzovat, Ze je aukubin v metanolu minimalné po dobu 24 hodin relativné stabilni.
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Vzorky

Realné vzorky jitrocele byly dodany firmou Plavnickd s.r.o. z Biezi u Ceskych
Bud¢jovic. Jednalo se o granule a suSenou sypanou smés fezanych nadzemnich c¢asti rostlin.
Dodané granule byly dvojiho druhu: jitrocel list a jitrocel nat’. Listy jitrocele k vyrobé granuli

byly sesbirany v zati 2020, nat’ byla seCena na za¢atku srpna 2020.

Analyticky standard Aukubinu pro HPLC v ¢istoté >98 % a hmotnosti 5 mg byl
zakoupen od firmy Merck (CAS-479-98-1). Praskovy standard byl dodan ve sklenéné ampuli
se zatavenym dnem. Pfi manipulaci se standardem byly dodrzeny veskeré pokyny

dodavatele.[73]

2.2. Priprava vzorku k analyze

Redlné vzorky jitrocele bylo nejprve nutné zhomogenizovat. Homogenizace probihala
pomoci kryogenniho mleti v prostfedi kapalného dusiku. K danému ucelu bylo vyuzito zatizeni
Freezer/Mill 6775 od firmy SPEX. [74] Navazka zpracovavaného suchého rostlinného
materidlu se pohybovala v rozmezi 1 az 4 g a byla volena tak, aby dany material zaujimal mezi
1/3 a 1/2 objemu pracovni nadobky mlynu. Parametry mleti byly zvoleny na zékladé€ zkuSenosti
Skoliciho pracovisté se zpracovanim podobnych typti vzorkd. Pracovni program kryogenniho
mlynu vypadal nasledovné: doba chlazeni pfed zahdjenim mleti — 25 minut, doba mleti — 1
minuta, doba chlazeni mezi jednotlivymi mlecimi cykly — 2 minuty, pocet mlecich cykli —3 a

frekvence pohybu mleciho télesa — 10 Hz.

Praskové vzorky ziskané kryogennim mletim vychoziho rostlinného materialu byly
nasledné podrobeny extrakci. 100 = 0,2 mg kazdého vzorku bylo smichdno s 10 ml metanolu
(koncentrace >99,9 %). Vzorky byly umistény do tiepacky (Heidolph-Vibramax 100) a ttepany
po dobu 2 hodin pfi pokojové teploté, za normalniho tlaku a otackach 300 rpm. Ziskané smési
byly prefiltrovany do Erlenmayerovych ban€k ptes kvalitativni papirovy filtr KA 4 (primér
110 mm, Papirna Pernstejn Keseg & Rathouzsky). Filtrat byl ptfeveden do kadinky, ze které byl

odfiltrovéan pies stitkatkovy filtr (velikost porti: 1 um, Minisart® Syringe Filter-Sartorius) do
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odmérné baiky. Vzorky byly takto uloZzeny do lednice, kde byly az do samotné analyzy
ponechany.
Pro kalibraci HPLC byl z analytického praskového standardu od firmy Merck piipraven

standardni roztok aukubinu o koncentraci 0,2 mg/ml.

Poté byly ptipraveny 2 roztoky o koncentraci 0,04 mg/ml k ptiprave kalibracni fady. Ze
standardniho roztoku bylo odpipetovano 2 x 5 ml do 25 ml odmérnych banék. Z jedné 25 ml
banky byly pak nasledné roziedény jednotlivé kalibra¢ni roztoky, které po smichani s demi

vodou mély koncentrace 0,04; 0,02; 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125 mg/ml.

2.3. Optimalizace parametriit HPLC pro stanoveni aukubinu

Pti vybéru optimaliza¢nich kritérii a postupu optimalizace jsem vychazela z prace Wang
a spol. (2016). [61]

Ke stanoveni aukubinu byla pouzita metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie
na piistroji Agilent 1260 Infinity II Prime LC System, s vyhodnocenim na DAD detektoru
(1260 Infinity II Diode Array Detector WR). V ramci optimalizace HPLC metody byl sledovan
vliv slozeni mobilni faze, pritoku mobilni faze kolonou, objemu nastiiku a teploty na hodnotu
retenéniho ¢asu (RC) a na tvar, vysku a plochu piku pro aukubin. Kromé vizualniho hodnoceni
tvaru piku byly sledovany i objektivni parametry jako faktor asymetrie a tailing faktor.

Analyticka ¢ara pouZita pro stanoveni aukubinu méla vinovou délku 210 nm. Tato Cara
byla zvolena v souladu s praci Jankovi¢ a spol. (2010) kde se uvadi, Ze intenzivngj$i Céara
aukubinu o vlnové délce okolo 200 nm interferuje s ¢arou metanolu, ktery byl v nasem piipade

pouzit jako rozpoustédlo. [56]

2.4. Optimalizované parametry HPLC

Optimalizace podminek pro kapalinovou chromatografii byla provadéna s vyuzitim
nejkoncentrovanéjsiho kalibracniho roztoku aukubinu o koncentraci 0,04 mg/ml.

Na zéklad¢ udajt ze studie Wang a spol. (2016) byl jako mobilni faze zvolen systém
acetonitril (ACN)—voda. [61] Tento systém by mél teoreticky zajistit lepSi rozliSeni
analytickych Car, nez systém metanol-voda. Byly testovany nasledujici poméry smési H>O:

ACN -90:10, 95:5, 94:6, 93:7.
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Pritok mobilni faze kolonou byl postupné nastaven na hodnoty 0,6; 0,8 a 0,1 ml/min.
Sledovan byl také vliv objemu nastfiku, a to pro hodnoty 10 uL a 20 pL. Vliv teploty na reten¢ni
¢as byl sledovan pfti 25 a 30 °C.

Na Obr. ¢&. 5. je zobrazen chromatogram okoli zvolené analytické cary aukubinu, ktera
je zvyraznéna. Izokratickd mobilni fize v daném piipad¢ obsahovala 4 % acetonitrilu v 96 %
procentech vody a byla do kolony vyhtaté na teplotu 30 °C davkovéna rychlosti 0,6 ml/min.
Objem nastiiku vzorku byl 20 uL. Aukubin byl stanovovan pii vinové délce A 210 nm. Retencni

¢as byl pro detekci standardu aukubinu za téchto podminek naméten 9,6 minut.
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Obrazek ¢. 5. HPLC-UV chromatogram standardu aukubinu v okoli vinové délky 210 nm
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Obrazek ¢. 6. Detail analytickeé cary aukubinu

Bylo nutné detekovat analytické Cary, které se zobrazuji v chromatogramu pro demi
vodu a také urcit analytickou ¢aru pro rozpoustédlo, metanol. Jak je ziejmé z Obr. €. 7, okolo
1,7 minuty a 4,8 minuty se na chromatogramu c¢ist¢ demi vody zobrazuje analyticka cara,
pravdépodobné piislusici necistotam, vyskytujicim se v demi vode.

Analyticka ¢ara pro metanol byla za vySe uvedenych podminek stanovena v case kolem

3,75 minuty, jak je zobrazeno na Obr. €. 8.
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Obrazek ¢. 7: HPLC-UV chromatogram demi vody v okoli vinové délky 210 nm
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Obrazek ¢. 8: HPLC-UV chromatogram demi vody a metanolu v okoli vinoveé délky 210 nm

2.5. Kalibraéni zavislost

Po prométeni fady kalibra¢nich standardi byla sestrojena zavislost intenzity analytické ¢ary
vyjadiené jako plocha piku (mAu.s) na koncentraci analytu v kalibraénim standardu (mg/ml).
Intenzita analytické cary byla vypoctena jako aritmeticky pramér ze tii opakovanych méfeni
daného standardniho roztoku. K sestrojeni kalibrac¢ni kiivky byl vyuZzit modul linearni regrese

v programu Microsoft Excel — verze 2105.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

Postup optimalizace podminek HPLC je detailné popsan v kapitole 2.4. Vliv sloZeni
mobilni faze pii riznych objemech davkovani a stabilni hodnoté pritoku (0,8 mL/min) a
teploty (25 °C) na reten¢ni Cas, intenzitu analytické cary a jeji kvalitativni parametry je shrnut
v Tab. ¢. 6.

Tabulka 6: Viiv slozeni mobilni faze a objemu ndstiiku na parametry analytické ¢ary aukubinu pri teploté 25
°C a pritoku 0,8 ml/min

Faktor Tailing
ACN | Davkovani (uL) | Reten¢ni €as (min) | Plocha piku Vyska piku | Asymetrie | faktor
10 %[ 10 3,5 254 61 1,12 0,89
10 % | 20 3,5 424 132 1,02 1,06
5% |10 6,2 236 24 1,09 1,13
5% |20 6,2 468 46 1,13 1,15
3% |10 10,4 232 15 1,09 1,14
3% |20 10,4 463 73 1,07 1,11

Jak je z udaja v Tab. €. 6 zfejmé, pii pouziti mobilni faze 10 % ACN a 90 % vody byl
naméfeny reten¢ni Cas pro detekci aukubinu natolik kratky, Ze doSlo k pfekryvu analytickych
&ar pro aukubin a rozpoustédlo (metanol — RC 3,75 min). Z daného diivodu byla mobilni fize

tohoto slozeni z dalSich experimentd vyloucena.

Pro mobilni fazi se 3 a 5 % ACN uz byl reten¢ni ¢as piku aukubinu delsi, coZ zvysilo
odstup zminénych piki, a tedy rozliSeni metody. Pii pouziti mobilni faze s 5 % ACN vykazoval
pik aukubinu mirny ,,front tailing*, coz dokazuje i hodnota Tr = 1,15 (T¢> 1) v Tab. &. 6. Tato
nesymetricnost nebyla nijak vyrazna, ale pti pouZziti mobilni faze se 3 % ACN tento jev nebyl
zaznamenan vilbec. Mobilni faze se 3 % ACN poskytovala nejdelsi reten¢ni Cas, coz na jedné
stran¢ mohlo byt nevyhodné z hlediska rychlosti analyzy, ale na druhou stranu se dala
pfedpokladat vyhoda vétsiho rozliSeni pii analyze realnych vzorkd.

Teplota ovliviiovala reten¢ni Casy vice nez objem ndstfiku. Pfehled jednotlivych
retencnich Casi pii rozdilném sloZzeni mobilni faze za teploty 25 °C a 30 °C je shrnut v Tab. €.

7.
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Tabulka 7: Viiv teploty a slozeni mobilni faze na retencni ¢as analytické cary aukubinu

Teplota (°C) Mobilni faze — ACN (%) Retencni ¢as (min)
25 3 10,4

25 5 6,2

30 3 9,7

30 5 5,9

Z vysledki prezentovanych v Tab. €. 7 Ize usuzovat, ze s rostouci teplotou se zkracoval

reten¢ni ¢as aukubinu. Proto byla pro dal§i méfeni zvolena teplota 30 °C.

Nésledné byl sledovén vliv pritoku mobilni faze pfes kolonu na retencni ¢as. Tab. €. 8

porovnava retenéni ¢as pro aukubin za rozdilnych prutokd pro koncentrace 3 % a 5 % ACN.

Tabulka 8: Viiv pritoku a slozeni mobilni faze na retencni cas analytické c¢ary aukubinu

Priitok (ml/min) | Mobilni faze — ACN (%) | Retenéni ¢as (min) | Plocha piku | VySka piku
0,6 3 12,6 621 32
0,6 5 7.8 626 53
0,8 3 9,7 466 30
0,8 5 5,9 468 49
| 3 7,7 375 28
| 5 48 375 45

Zajimavé bylo porovnani analytickych ¢ar pro 3 % ACN pii pritoku 1 ml/min a pfi

pouziti 5 % ACN pfi pratoku 0,6 ml/min. Zjisténé hodnoty reten¢niho ¢asu pro aukubin byly

podobné (7,684 minut a 7,819 minut), ale plochy piku se liSily téméf o polovinu.

Tabulka 9: Srovndni viivu priitokii a slozeni mobilni faze na retencnim casu analytické cary aukubinu

Pratok Mobilni faze Reten¢ni cas|Plocha |Vyska |Faktor Tailing
(ml/min) ACN (%) (min) piku piku asymetrie | faktor
1 3 7,7 375 28 1,08 1,12
0,6 5 7,8 626 53 1,14 1,20

Analyticka ¢ara ziskana pfi pouZiti mobilni faze s 5 % ACN vykazovala vyssi hodnotu

tailing faktoru, coz se v chromatogramu projevi jako vétsi ,front tailing®. Méla ale témét

dvojnasobnou plochu, nez Cara ziskana s vyuzitim mobilni faze se 3 % ACN. Zda se tedy, ze

by idedlniho poméru mezi tvarem a plochou piku mohlo byt dosaZeno s vyuzitim mobilni faze
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obsahujici 4 % ACN. Parametry analytické Cary ziskané s vyuzitim této mobilni faze jsou

shrnuty v Tab. €. 10.

Tabulka 10. Analytické udaje pro aukubin pri pouZiti 4 % acetonitrilu, pritoku 0,6 ml/min, teploté 30 °C a
davce 20 uL

Faktor
Retencni ¢as (min) Plocha piku Vyska piku Asymetrie Tailing faktor
9,6 622 42 1,12 1,16

Z vysledkt v Tab €. 10 je patrné, ze pii pouziti 4 % acetonitrilu s pritokem 0,6 ml/min
je dosazeno idedlniho poméru mezi plochou a tvarem piku. Plocha piku téméf odpovidala
hodnoté plochy piku pti pouziti 5 % ACN, a naopak tailing faktor se blizil k hodnot¢ tailing
faktoru pro 3 % ACN.

Me¢fteni bylo nasledné za téchto podminek zopakovano, aby se prokdzalo, Ze je metoda

reprodukovatelna.

3.1. Kalibrace
Postup pfipravy kalibracnich roztokl je uveden v kapitole 2.2. V Tab. &. 11, jsou uvedeny
hodnoty ploch pikl pro jednotlivé koncentrace. Je zde uvedena vysledna primérna hodnot
ploch piki tfech méfeni. Na Obr. €. 9 je zobrazen graf piislusné kalibracni zévislosti

koncentrace na ploSe piku.

Tabulka 11: Zavislost koncentrace kalibracniho roztoku aukubinu na priumérné plose piku

¢ (mg/ml) 0,00122 10,0025 |0,005 0,01 0,02 0,04
Primérna hodnota plochy |17 37 78 159 319 630
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Obrazek ¢. 9: Graf zobrazujici kalibracni krivku zavislosti plochy piku na koncentraci aukubinu (mg/ml)

Z grafického znazornéni kalibra¢ni kiivky vyplyva, ze se zvySujici se koncentraci

roztoku aukubinu, roste plocha piku téméf linearné.

Nasledné bylo jesté¢ nutné ovéfit, ze je roztok s nejnizsi koncentraci aukubinu nad
detekénim limitem. Byl proméfen Sum na blanku v ¢ase od 8,5-10 minuty (v rozmezi
odpovidajici piku pro aukubin). Plocha piku by méla byt vyssi nez desetinasobek sumu. Sum
byl naméten 0,11. Nejnizsi plocha byla naméfena u vzorku s koncentraci 0,00125 mg/ml a to

17,46. Podminka limitu detekce byla splnéna.

3.2. Readlné vzorky
Jednotlivé vzorky byly oznaceny nasledovné: susené fezané nadzemni ¢4sti rostlin — 1 a 2;
granule z listl (zati 2020 se¢ — prosinec 2020 granulace) — A-D; a granule z nati (10.8. 2020
se€ a 15.9. 2020 granulace) — I-1V.

Vzorky ptipravené po homogenizaci a extrakci byly odebrany z lednice a doplnény v 10 ml
odmérnych baiikach po rysku. Poté bylo odpipetovano 1,5 ml do vialek, které byly vlozeny do
chromatografu, kde byla spusSténa analyza. Vysledky uvadi Tab. ¢. 12, 13 a 14.

U vsech pouzitych vzorkl, nebyl zaznam analytické ¢ary v oblasti pro aukubin Uplné

[ 1

vlivem matrice téchto vzorku.
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Tabulka 12: Zmérené analytické udaje pro redlné vzorky — rezanka

¢ AU v extraktu Obsah
vzorek | RC (min) | Plocha | Vy$ka | Asymetrie | Tailing faktor | Sum | (mg/ml) v susiné (%)
1 9,6 75 5 1,07 1,08 1,01|0,2374 0,24
2 9,6 49 3 1,21 1,30 0,39(0,1551 0,15

Tabulka 13: Zmérené analyticke udaje pro redlné vzorky — jitrocel listy (granule)

c AU v extraktu Obsah
vzorek | RC (min) | Plocha | Vy$ka | Asymetrie | Tailing faktor | Sum | (mg/ml) v susiné (%)
A 9,6 358 |24 [1,10 1,13 1,27 1,1342 1,13
B 9,6 349 23 1,09 1,05 1,73 (11,1044 1,1
C 9,6 286 21 1,09 1,10 1,11|0,9050 0,91
D 9,6 340 23 1,11 1,11 1,8211,0765 1,08

Tabulka 14: Zmérené analytické udaje pro redlné vzorky — jitrocel nat’ (granule)

¢ AU v extraktu Obsah
vzorek | RC (min) | Plocha | Vy$ka | Asymetrie | Tailing faktor | Sum | (mg/ml) v susiné (%)
I 9,6 24 2 0,94 0,97 0,52|0,0759 0,08
Il 9,6 29 2 0,96 1,02 0,30|0,0903 0,09
I 9,6 28 2 0,97 1,02 0,32|0,0872 0,09
v 9,6 29 2 0,97 1,03 0,27 |0,0907 0,09

Pik pro aukubin byl detekovan na zaklad¢ zjiSténého retencniho Casu, ktery byl naméfen
pro analytickou ¢aru standardniho roztoku aukubinu. V Tab. €. 12 jsou uvedeny naméfena
analyticka data pro vzorek fezanky. Vysledné hodnoty obsahu aukubinu v suchém vzorku byly
0,24 hm% a 0,15 hm%. Obsah aukubinu je oproti idajim z literatury niZ8i, na coZ mohlo mit

vliv mimo jiné slozeni vzorku (listy, stonky) a technologické zpracovani (doba a zptlisob

sklizng).
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Obrazek ¢. 10: Analyticka ¢ara aukubinu (okoli vinové délky 210 nm), vzorek 1 — jitrocel Fezanka
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Obrazek ¢. 11: Analyticka ¢ara aukubinu (okoli vinové délky 210 nm), vzorek 2 — jitrocel rezanka

U vzorkl granulovanych suSenych listl oznacenych A—D byla priimérna hodnota ploch
pikt 333 + 24. Analyticky proces byl v ptipad¢ granulovanych vzorka listi reprodukovatelny.
Velikost smérodatné odchylky byla pravdépodobné spojena s homogenitou vzorkovani.

Primérny obsah aubinu v granulich listl jitrocele byl naméten 1,06 hm%. V granulich
z nati jitrocele byla primérna hodnota obsahu nizsi a to pouze 0,09 hm %. V listech jitrocele
byla detekovana vys$i koncentrace aukubinu neZ v nati jitrocele, jak také uvadi literatura.
Celkové nizka stfedni hodnota zjisténych koncentraci v granulich listl a nati miiZze poukazovat

na vliv doby, zpiisobu sklizn€ a zpracovani vzorkd, ale i na problém v analytickém procesu.
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Obrazek €. 12: Analyticka cara aukubinu (okoli vinové délky 210 nm), vzorek A — jitrocel listy
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Obrazek ¢. 13: Analytick
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Obrazek ¢. 18: Analyticka cara aukubinu (okoli vinové délky 210 nm), vzorek III — jitrocel nat’
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ZAVER

V ramci literarni reSerSe jsem nejprve stru¢né popsala rod jitrocel a celed’ jitrocelovité.
Poté jsem se zaméfila na bioaktivni sloucCeniny obsazené v jitroceli, kdy jsem detailné
rozebirala jejich farmakokinetické vlastnosti, ale i jejich mechanismus u¢inku na tkanové a
organove urovni.

V dalsi casti jsem zpracovala analytické postupy zpracovani vzorku a také vhodné
analytické metody ke stanoveni aukubinu v jitroceli. Udaje z literarnich reersi jsem vyuzila
pro navrh postupu optimalizace metody pro stanoveni aukubinu ve vzorcich jitrocele.

V ramci experimentalni ¢asti jsem optimalizovala nasledujici podminky vysokoucinné
kapalinové chromatografie: sloZzeni mobilni faze, jeji prutok kolonou, teplotu kolony a néstiik

vzorku.

Optimalni metoda pak méla tyto parametry: slozeni mobilni faze 4 % ACN, pritok
mobilni faze kolonou 0,6 ml/min, teplota kolony 30 °C, objem néstiiku 20 pl.

Pti analyze realnych vzorkl byla pozorovéana deformace analytické ¢ary (front tailing)
a vysledné koncentrace aukubinu stanovené v téchto vzorcich byly niZsi, neZ je zmiflovano
v literatuie. Oba popsané jevy ukazuji na moZné matri¢ni jevy a navrZzenou metodiku by bylo
treba dale optimalizovat, at’ uz z pohledu parametrt HPLC techniky ¢i kalibracniho ptistupu
(napt. metoda standardniho ptidavku). Bohuzel, kvili pandemii COVID — 19 nebylo mozné

dalsi postupy zkusit a ovefit.

46



POUZITA LITERATURA

[8]

[10]

[11]

[12]

[13]

XU, Zhenghao a Le CHANG. Plantaginaceae. In: Identification and Control of
Common Weeds: Volume 3. B.m.: Springer, 2017, s. 339-374.

RONSTED, Nina, Edith GOBEL, Henrik FRANZYK, Seren Rosendal JENSEN a Carl
Erik OLSEN. Chemotaxonomy of Plantago. Iridoid glucosides and caffeoyl
phenylethanoid glycosides. Phytochemistry. 2000, 55(4), 337-348.

STEWART, A. V. Plantain (Plantago lanceolata)-a potential pasture species.
In: Proceedings of the Conference-New Zealand Grassland Association. 1996, s. 77—
86. ISBN 0369-3902.

SAMUELSEN, Anne Berit. The traditional uses, chemical constituents and biological
activities of Plantago major L. A review. Journal of ethnopharmacology. 2000, 71(1—
2), 1-21.

ADOM, Muhammad Bahrain, Muhammad TAHER, Muhammad Fathiy
MUTALABISIN, Mohamad Shahreen AMRI, Muhammad Badri Abdul KUDOS,
Mohd Wan Azizi Wan SULAIMAN, Pinaki SENGUPTA a Deny SUSANTI. Chemical
constituents and medical benefits of Plantago major. Biomedicine & Pharmacotherapy.
2017, 96, 348-360.

jitrocel kopinaty - Plantago lanceolata | Kvétena Ceské republiky - plané rostliny CR |
www.kvetenacr.cz | [online]. [vid. 2020-11-22]. Dostupné
z: http://www kvetenacr.cz/detail.asp?IDdetail=21

PRIMACK, Richard B. a Janis ANTONOVICS. Experimental ecological genetics in
Plantago. V. Components of seed yield in the ribwort plantain Plantago lanceolata L.
Evolution. 1981, 1069-1079.

Prirodou.cz: Atlas rostlin: jitrocelovité: jitrocel: jitrocel kopinaty [online].

18. prosinec 2009 [vid. 2020-11-20]. Dostupné

z: https://web.archive.org/web/20091218045810/http://rostliny.prirodou.cz/jitrocelovite
/jitrocel/jitrocel-kopinaty/

HADDADIAN, Kazhal, Katayoon HADDADIAN a Mohsen ZAHMATKASH. A
review of Plantago plant. 2014.

Flavones - an overview | ScienceDirect Topics [online]. [vid. 2020-11-25]. Dostupné
z: https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/flavones

VOLF, K. a F. ANDRS. Flavonoidy a jejich biologické plisobeni. JuWital sro, Praha.
2008.

KAWASHTY, S. A.,, M. F. ABDALLA a N. A. M. SALEH. Flavonoids of Plantago
species in Egypt. Biochemical Systematics and Ecology. 1994, 22(7), 729-733.

WANG, Han, Xiaoming ZHOU, Lingyun WU, Guangjie LIU, Weidong XU,
Xiangsheng ZHANG, Yongyue GAO, Tao TAO, Yan ZHOU a Yue LU. Aucubin

47



[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

alleviates oxidative stress and inflammation via Nrf2-mediated signaling activity in
experimental traumatic brain injury. 2020.

DALAR, Abdullah, Musa TURKER a Izabela KONCZAK. Antioxidant capacity and
phenolic constituents of Malva neglecta Wallr. and Plantago lanceolata L. from Eastern
Anatolia Region of Turkey. Journal of Herbal Medicine. 2012, 2(2), 42-51.

RONSTED, Nina, Henrik FRANZYK, Per MULGAARD, Jerzy W. JAROSZEWSKI a
Seren Rosendal JENSEN. Chemotaxonomy and evolution of Plantago L. Plant
Systematics and Evolution. 2003, 242(1), 63-82.

LEVEI, Levente, Eniko KOVACS, Maria-Alexandra HOAGHIA a Alexandru
OZUNU. Accumulation of heavy metals in Plantago major grown in urban and post-
industrial areas. Studia Ubb Chemia. 2018, 63(1), 87-98.

BEKTESHI, Adem a Gezim BARA. Uptake of Heavy Metals from Plantago major in
the Region of Durres, Albania. Polish Journal of Environmental Studies. 2013, 22,
1881-1885.

NADGORSKA-SOCHA, Aleksandra, Barttomiej PTASINSKI a Andrzej KITA. Heavy
metal bioaccumulation and antioxidative responses in Cardaminopsis arenosa and
Plantago lanceolata leaves from metalliferous and non-metalliferous sites: a field study.
Ecotoxicology [online]. 2013, 22(9), 1422—1434. ISSN 1573-3017. Dostupné

z: d0i:10.1007/s10646-013-1129-y

GALAL, Tarek M. a Hanaa S. SHEHATA. Bioaccumulation and translocation of
heavy metals by Plantago major L. grown in contaminated soils under the effect of
traffic pollution. Ecological Indicators [online]. 2015, 48, 244-251. ISSN 1470-160X.
Dostupné z: doi:10.1016/j.ecolind.2014.08.013

HASAN, A. K., S. A. IBRAHIM, A. T. AMANI a F. M. MONTHER. Determination,
isolation, and identification of aucubin and verbascoside in the leaves of Iraqi Plantago
lancoleta L. using different detecting methodS. Int J Pharm Pharm Sci. 2018, 11(2).

JURISIC, Renata, Zeljko DEBELJAK, Sanda VLADIMIR-KNEZEVIC a Jadranka
VUKOVIC. Determination of aucubin and catalpol in Plantago species by micellar
electrokinetic chromatography. Zeitschrift fiir Naturforschung C. 2004, 59(1-2), 27-31.

NAVARRETE, Soledad, Peter D. KEMP, Sarah J. PAIN a Penny J. BACK. Bioactive
compounds, aucubin and acteoside, in plantain (Plantago lanceolata L.) and their effect

on in vitro rumen fermentation. Animal Feed Science and Technology. 2016, 222, 158—
167.

TRIM, A. R. a R. HILL. The preparation and properties of aucubin, asperuloside and
some related glycosides. Biochemical Journal. 1952, 50(3), 310-319.

GARDINER, Camilla A., Tim J. CLOUGH, Keith C. CAMERON, Hong J. DI, Grant
R. EDWARDS a Cecile AM DE KLEIN. Potential inhibition of urine patch nitrous

oxide emissions by Plantago lanceolata and its metabolite aucubin. New Zealand
Journal of Agricultural Research. 2018, 61(4), 495-503.

48



[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

SERTIC, Miranda, Maja CRKVENCIC, Ana MORNAR, Kroata Hazler PILEPIC,
Biljana NIGOVIC a Zeljan MALES. Analysis of aucubin and catalpol content in
different plant parts of four Globularia species. Journal of Applied Botany and Food
Quality. 2015, 88(1).

ZENG, Xiangchang, Fei GUO a Dongsheng OUYANG. A review of the pharmacology
and toxicology of aucubin. Fitoterapia. 2020, 140, 104443.

ZHOU, Yong, Ping LI, Jia-Xi DUAN, Tian LIU, Xin-Xin GUAN, Wen-Xiu MEI,
Yong-Ping LIU, Guo-Ying SUN, Li WAN a Wen-Jing ZHONG. Aucubin alleviates
bleomycin-induced pulmonary fibrosis in a mouse model. Inflammation. 2017, 40(6),
2062-2073.

SUH, Nan-Joo, Chang-Koo SHIM, Min Hwa LEE, Shin Keun KIM a II-Moo CHANG.
Pharmacokinetic study of an iridoid glucoside: aucubin. Pharmaceutical research.
1991, 8(8), 1059-1063.

HATTORI, Masao, Yukio KAWATA, Kazuyo INOUE, Yue-Zhong SHU, Qing-Ming
CHE, Tsuneo NAMBA a Kyoichi KOBASHI. Transformation of aucubin to new

pyridine monoterpene alkaloids, aucubinines A and B, by human intestinal bacteria.
Phytotherapy Research. 1990, 4(2), 66-70.

CHUN, In-Koo a Young-Mee CHO. Influence of pH, temperature, ionic strength and
metal ions on the degradation of an iridoid glucoside, aucubin, in buffered aqueous
solutions. Journal of Pharmaceutical Investigation. 1995, 25(3), 239-247.

MAFUD, Ana C., Marcos P. N. SILVA, Daniela C. MONTEIRO, Maria F.
OLIVEIRA, Jodo G. RESENDE, Mayara L. COELHO, Damiao P. DE SOUSA,
Ronaldo Z. MENDONCA, Pedro L. S. PINTO, Rivelilson M. FREITAS, Yvonne P.
MASCARENHAS a Josué DE MORAES. Structural parameters, molecular properties,
and biological evaluation of some terpenes targeting Schistosoma mansoni parasite.
Chemico-Biological Interactions [online]. 2016, 244, 129-139. ISSN 0009-2797.
Dostupné z: doi:10.1016/j.cb1.2015.12.003

Aucubin | >299%(HPLC) | Selleck | Immunology & Inflammation related chemical.
selleckchem.com [online]. [vid. 2021-06-29]. Dostupné
z: https://www.selleckchem.com/products/aucubin.html

ZHANG, Lin, Yu-Liang MA, Yang LIU a Yuan-Gang ZU. Development and
validation of high liquid performance chromatography-tandem mass spectrometry
method for simultaneous determination of geniposidic acid and aucubin in rat plasma

for pharmacokinetic study after oral administration of Du-zhong tea extract. Journal of
Chromatography B. 2014, 963, 62—69.

HU, Fangdi, Jing AN, Wen LI, Zijia ZHANG, Wenxia CHEN, Changhong WANG a
Zhengtao WANG. UPLC-MS/MS determination and gender-related pharmacokinetic
study of five active ingredients in rat plasma after oral administration of Eucommia
cortex extract. Journal of ethnopharmacology. 2015, 169, 145-155.

XUE, Bingyang, Bo MA, Qi ZHANG, Xiaotian LI, Jianwei ZHU, Ming LIU, Xiujuan
WU, Chao WANG a Zimei WU. Pharmacokinetics and tissue distribution of Aucubin,

49



[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

Ajugol and Catalpol in rats using a validated simultaneous LC-ESI-MS/MS assay.
Journal of Chromatography B. 2015, 1002, 245-253.

HUANG, Yu-Xing, Liu ER-WEI, Wang LEI, Huo YAN, Wang QIANG, Olajide
OLALEYE, Wang TAO a Gao XIU-MEI. LC/MS/MS determination and
pharmacokinetic studies of six compounds in rat plasma following oral administration

of the single and combined extracts of Eucommia ulmoides and Dipsacus asperoides.
Chinese journal of natural medicines. 2014, 12(6), 469—476.

POYER, W. A.aJ. P. STANLEY. A suggested mechanism for the production of
malondialdehyde during the autoxidation of polyunsaturated fatty acids. Nonenzymatic
production of prostaglandin endoperoxides during autoxidation. J. Org. Chem. 1975,
40,3615-3117.

FARMER, Edward E. a Celine DAVOINE. Reactive electrophile species. Current
opinion in plant biology. 2007, 10(4), 380-386.

YANG, Yang, Bing YIN, Le LV, Ziye WANG, Jiao HE, Ziyang CHEN, Xin WEN,
Yongmin ZHANG, Wenji SUN a Yang LI. Gastroprotective effect of aucubin against
ethanol-induced gastric mucosal injury in mice. Life sciences. 2017, 189, 44-51.

HO, Jin Nyoung, Yoo Hyun LEE, Jong Seok PARK, Woo Jin JUN, Hye Kyung KIM,
Bum Shik HONG, Dong Hoon SHIN a Hong Yon CHO. Protective effects of aucubin

isolated from Eucommia ulmoides against UVB-induced oxidative stress in human skin
fibroblasts. Biological and Pharmaceutical Bulletin. 2005, 28(7), 1244—-1248.

JEONG, Hyun-Ja, Hyun-Na KOO, Ho-Jeong NA, Mi-Sun KIM, Seung-Heon HONG,
Jung-Woo EOM, Kyung-Suk KIM, Tae-Yong SHIN a Hyung-Min KIM. Inhibition of
TNF-a and IL-6 production by aucubin through blockade of NF-kB activation in RBL-
2H3 mast cells. Cytokine. 2002, 18(5), 252-259.

YEN, Gow-Chin a Chiu-Luan HSIEH. Antioxidant activity of extracts from Du-zhong
(Eucommia ulmoides) toward various lipid peroxidation models in vitro. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 1998, 46(10), 3952-3957.

HONG, Nam-Doo, Young-Soo RHO, Jong-Woo KIM, Do-Hee WON, Nam-Jae KIM a
Bo-Sun CHO. Studies on the general pharmacological activities of Eucommia ulmoides
Oliver. Korean Journal of Pharmacognosy. 1988, 19(2), 102—-110.

TSAI Tsung-Hsien, Tzung-Hsun TSAI, Wen-Huey WU, Jonathon Te-Peng TSENG a
Po-Jung TSAL In vitro antimicrobial and anti-inflammatory effects of herbs against
Propionibacterium acnes. Food Chemistry. 2010, 119(3), 964-968.

PARK, Sun Ae, Myung-Sook CHOI, Un Ju JUNG, Myung-Joo KIM, Dong Ju KIM,
Hae-Mo PARK, Yong Bok PARK a Mi-Kyung LEE. Eucommia ulmoides Oliver leaf

extract increases endogenous antioxidant activity in type 2 diabetic mice. Journal of
Medicinal Food. 2006, 9(4), 474—479.

HOSOO, Shingo, Masahiro KOYAMA, Mai KATO, Tetsuya HIRATA, Yasuyo
YAMAGUCHI, Hiroo YAMASAKI, Atsunori WADA, Keiji WADA, Sansei
NISHIBE a Kozo NAKAMURA. The restorative effects of Eucommia ulmoides Oliver

50



[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

leaf extract on vascular function in spontaneously hypertensive rats. Molecules. 2015,
20(12),21971-21981.

CHANG, [.-M., H. S. YUN, Y. S. KIM, MS a J. W. AHN. Aucubin: potential antidote
for alpha-amanitin poisoning. Journal of Toxicology: Clinical Toxicology. 1984, 22(1),
77-85.

CHANG, [i-Moo a Yoshio YAMAURA. Aucubin: A new antidote for poisonous
Amanita mushrooms. Phytotherapy Research. 1993, 7(1), 53-56.

CHANG, . M., J. C.RYU, Y. C. PARK, H. S. YUN a Kyu Hwan YANG. Protective
activities of aucubin against carbon tetrachloride-induced liver damage in mice. Drug
and chemical toxicology. 1983, 6(5), 443-453.

XUE, HongYu, LiJi JIN, Lei JIN, Peng ZHANG, DanQing LI, YanQiu XIA, YaNan
LU a YongPing XU. Neuroprotection of aucubin in primary diabetic encephalopathy.
Science in China Series C: Life Sciences. 2008, 51(6), 495-502.

XUE, Hong-Yu, Lei JIN, Li-Ji JIN, Xiao-Yu LI, Peng ZHANG, Yong-Sheng MA, Ya-
Nan LU, Yan-Qiu XIA a Yong-Ping XU. Aucubin prevents loss of hippocampal
neurons and regulates antioxidative activity in diabetic encephalopathy rats.

Phytotherapy Research: An International Journal Devoted to Pharmacological and
Toxicological Evaluation of Natural Product Derivatives. 2009, 23(7), 980-986.

STRANSKY, Pavel. Piirodni latky v 16¢bé& osteoartrézy. 2006.

WANG, Sheng-nan, Guo-ping XIE, Cheng-he QIN, Yi-rong CHEN, Kai-rui ZHANG,
Xue LI, Qian WU, Wei-qiang DONG, Jun YANG a Bin YU. Aucubin prevents
interleukin-1 beta induced inflammation and cartilage matrix degradation via inhibition
of NF-«kB signaling pathway in rat articular chondrocytes. International
immunopharmacology. 2015, 24(2), 408—415.

LI Yutong, Wenji HU, Guanghong HAN, Wenqian LU, Dongxu JIA, Min HU a Di
WANG. Involvement of bone morphogenetic protein—related pathways in the effect of
aucubin on the promotion of osteoblast differentiation in MG63 cells. Chemico-
biological interactions. 2018, 283, 51-58.

LL Yutong, Yongfeng ZHANG, Xinrui ZHANG, Wengqian LU, Xin LIU, Min HU a D1
WANG. Aucubin exerts anti-osteoporotic effects by promoting osteoblast
differentiation. Aging (Albany NY). 2020, 12(3), 2226.

JANKOVIC, Teodora, Nebojsa MENKOVIC, Gordana ZDUNIC, Ivana BEARA,
Kristina BALOG, Katarina SAVIKIN a Neda MIMICA-DUKIC. Quantitative
determination of aucubin in seven plantago species using hplc, hptlc, and Ic-esi-ms
methods. Analytical letters. 2010, 43(16), 2487-2495.

RYMKIEWICZ, Apoloniusz. BADANIA NAD GATUNKAMI Z RODZAJU
PLANTAGO L. Z WUZGLEDNIENIEM KARPOLOGII I CHEMOTAKSONOMII.
1979.

51



[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

LONG, C., C. MOULIS, E. STANISLAS a I. FOURASTE. L’ aucuboside et le catalpol
dans les feuilles de Plantago lanceolata L., Plantago major L. et Plantago media L.
Journal de pharmacie de Belgique. 1995, 50(6), 484—488.

OSINSKA, Ewa, Wieslawa ROSLON, Anna GESZPRYCH, Aneta MORAWSKA a
Lukasz GONTAR. EFFECT OF PLANT DENSITY ON GROWTH, DEVELOPMENT
AND QUALITY OF RIBWORT PLANTAIN (PLANTAGO LANCEOLATA L.).
Journal of International Scientific Publications: Agriculture & Food. 2014, 2, 267—
277.

TAMURA, Yoshifumi a Sansei NISHIBE. Changes in the concentrations of bioactive
compounds in plantain leaves. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2002,
50(9), 2514-2518.

WANG, Yanjie, Dengqun LIAO, Minjian QIN a Xian’en LI. Simultaneous
determination of catalpol, aucubin, and geniposidic acid in different developmental
stages of Rehmannia glutinosa leaves by high performance liquid chromatography.
Journal of analytical methods in chemistry. 2016, 2016.

SUOM], Johanna, Heli SIREN, Kari HARTONEN a Marja-Liisa RIEKKOLA.
Extraction of iridoid glycosides and their determination by micellar electrokinetic
capillary chromatography. Journal of Chromatography A. 2000, 868(1), 73-83.

JANUROVA, Catherine. Analytické hodnoceni u¢innych latek kapalinovou
chromatografii [online]. 2008 [vid. 2020-11-30]. Dostupné
z: https://dspace.cuni.cz/handle/20.500.11956/16187

HOLCAPEK, Michal. Spojeni vysokou¢inné kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. 1999.

WU, Hsin-Kai, Wu-Chang CHUANG a Shuenn-Jyi SHEU. Separation of nine iridoids
by capillary electrophoresis and high-performance liquid chromatography. Journal of
chromatography A. 1998, 803(1-2), 179-187.

LI, Yanmei, Takahiro SATO, Koichi METORI, Katsuya KOIKE, Qing-Ming CHE a
Shushichi TAKAHASHI. The promoting effects of geniposidic acid and aucubin in
Eucommia ulmoides Oliver leaves on collagen synthesis. Biological and
Pharmaceutical Bulletin. 1998, 21(12), 1306-1310.

DIETZ, Marko, Susanne MACHILL, Herbert C. HOFFMANN a Knut SCHMIDTKE.
Inhibitory effects of Plantago lanceolata L. on soil N mineralization. Plant and Soil.
2013, 368(1), 445-458.

BOX, Lisa A., Grant R. EDWARDS a Racheal H. BRYANT. Seasonal and diurnal
changes in aucubin, catalpol and acteoside concentration of plantain herbage grown at
high and low N fertiliser inputs. New Zealand Journal of Agricultural Research. 2019,
62(3), 343-353.

XU, Ji-Kun, Ming-Fei LI a Run-Cang SUN. Identifying the impact of ultrasound-
assisted extraction on polysaccharides and natural antioxidants from Eucommia
ulmoides Oliver. Process Biochemistry. 2015, 50(3), 473-481.

52



[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

LI, Yanmei, Katsuya KOIKE, Qing-ming CHE, Masahiro YAMAGUCHI a Shushichi
TAKAHASHI. Changes in Lactate Dehydrogenase and 3-Hydroxyacetyl-CoA
Dehyderogenase Activities in Rat Skeletal Muscle by the Administration of Eucommia

ulmoides OLIVER Leaf with Spontaneous Running-training. Biological and
Pharmaceutical Bulletin. 1999, 22(9), 941-946.

GONDA, Séandor, Laszl6 TOTH, Gyoéngyi GYEMANT, Mihaly BRAUN, Tamas
EMRI a Gabor VASAS. Effect of high relative humidity on dried plantago lanceolata
L. leaves during long-term storage: Effects on chemical composition, colour and
microbiological quality. Phytochemical Analysis. 2012, 23(1), 88-93.

GONDA, Sandor, Attila KISS, Tamas EMRI, Gyula BATTA a Gabor VASAS.
Filamentous fungi from Plantago lanceolata L. leaves: contribution to the pattern and
stability of bioactive metabolites. Phytochemistry. 2013, 86, 127-136.

Aucubin analytical standard | 479-98-1 [online]. [vid. 2021-06-30]. Dostupné
z: https://www.sigmaaldrich.com/CZ/en/product/sial/55561?context=product

6775 FreezerMill | RMI, s.r.o. [online]. [vid. 2021-06-30]. Dostupné
z: http://www.rmi.cz/6775-freezermill

53



