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Uvod

Repik lékaisky (Agrimonia eupatoria) je vytrvala
bylina z ¢eledi rdzovitych (Rosaceae), ktera obsahuje vel-
ké mnozstvi biologicky aktivnich sloucenin. Jde
o sekundarni metabolity ze skupiny polyfenold, pfedev§im
taniny, jejich obsah v su§iné dosahuje az 11 %, flavonoidy,
kterych obsahuje kolem 1,9 % a fenolové kyseliny'?.

Repik je od nepaméti vyuZivan v tradiéni medicing
pro své Siroké spektrum 1é¢ivych ucinkd. I dnes se pro své
terapeutické U¢inky a nizkou toxicitu vyuziva v medicing
pro ptipravu 1é¢ivych ptipravki, volné v prodeji jsou smé-
si na pfipravu ¢aju ¢i oplachti pokozky. Pro tyto ucely je
vyuZzivana nat’ fepiku, a to pfedevsim pro sviij protizanétli-
vy ucinek. Ma diky nému pozitivni efekt na hojeni chro-
nickych ran, jeho mechanismus ale neni dosud detailné
popsan®*. Pro medicinské ucely se pouzivaji riizné p¥ipra-
vené extrakty fepiku lékatského. Zastoupeni biologicky
aktivnich slozek v daném extraktu samoziejmé zavisi na
pouzitém extrakénim Cinidle. V tradiéni mediciné se pou-
zivaji extrakty vodné ve formé odvarii ¢i vyluhtl, extrakty
ethanolové nebo extrakty ve smési vody a ethanolu, tak-
zvané tinktury* .

Cilem této prace je srovnani profilu biologicky aktiv-
nich latek obsaZenych ve vodnych extraktech fepiku 1ékai-
ského pripravenych alternativnimi postupy, bud’ jako od-
var nebo vyluh, pomoci ultra-vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie s vysokorozlisujici tandemovou hmotnost-
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ni spektrometrii (UHPLC-HRMS/MS) umoziujici sledo-
vat rozdily v obsahu bioaktivnich latek.

Experimentalni ¢ast
Ptiprava vzorki

Susena nat’ fepiku lékatrského pochézela z trzni sité
(Byliny Mikes s.r.0.). Pro pfipravu extraktd bylo pouzito
18 g susené nati a 1 litr deionizované vody (pfecisténa
z destilované vody pomoci zafizeni Milli-Q, Millipore).
Vramci pifipravy vyluhu byl fepik zalit jednim litrem
vrouci vody a 15 min louhovén, pii pfipravé odvaru byl
vsypan do litru vrouci vody a 10 min povafen. Extrakty
byly zfiltrovany pies filtrani papir a alikvotni podily pte-
vedeny do 2ml vialky pro analyzu.

Instrumentalni analyza

K UHPLC-HRMS/MS analyze byl vyuzit kapalinovy
chromatograf Dionex UltiMate 3000 (Thermo) s kolonou
HSS T3 (2,1x100 mm, velikost ¢astic 1,8 pm) (Waters).
Teplota kolony byla 40 °C, objem nastiiku 2 pl. Pro pfi-
pravu mobilnich fazi byl vyuzit mravenfan amonny
(Cistota 99 %, Sigma-Aldrich), methanol (Honeywell Rie-
del-de Haén™), mravenci kyselina (Cistota 98 %, Sigma-
Aldrich) a deionizovana voda (Milli-Q, Millipore). Slozky
mobilni faze byly nasledujici: A: SmM mravenc¢an amonny
ve vode s ptimési 0,1 % mravenéi kyseliny, B: SmM mra-
vencan amonny v methanolu s pfimési mravenci kyseliny.
Gradientova eluce zacinala v 1. minuté na 95 % vodné
slozky a 5 % organické slozky mobilni faze, od 8. do
13. minuty byl pomér nastaven na 100 % organické slozky
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a od 13. do 15. minuty byl pomér znovu 95 % vodné a 5 %
organickeé slozky.

Hmotnostni detekce byla provedena na pfistroji
TripleTOF™ 6600 (SCIEX) s hybridnim hmotnostnim
analyzitorem typu Q-TOF (kvadrup6l ve spojeni
s analyzatorem doby letu). PouZita byla ionizace elektro-
sprejem v pozitivnim inegativnim moédu ionizace. Para-
metry pozitivni ionizace byly: teplota iontového zdroje
500 °C, napéti na kapilaie +5000 V. Parametry negativni
ionizace byly: teplota iontového zdroje 450 °C a napéti na
kapilare —4000 V. Kolizni energie byla 35 eV (+/— 15 eV)
a rozsah snimanych hodnot m/z byl 100-1200.

Tabulka I

Plivodni a metodické prace

Pro vyhodnoceni naméfenych dat byl pouzit program
PeakView v.2.2 s funkci MasterView (SCIEX).

Vysledky a diskuse

U obou extrakti byl proveden cilovy screening latek.
Dle literatury byla vytvofena databaze biologicky aktiv-
nich sloucenin vyskytujicich se v fepiku 1ékaiském, ktera
obsahovala sumdrni vzorce, resp. elementdrni sloZeni,
teoretické presné hodnoty protonovanych i deprotonova-
nych molekulovych iontl 37 latek ze skupin tanint, flavo-

Prehled identifikovanych slouéenin v obou extraktech fepiku 1ékatského, jejich retencnich ¢ast a nalezenych hmotnostnich

fragmentl z pozitivniho a negativniho médu ionizace

Sloudenina Sumarni Retenéni [M+H]* [M-H]
vzorec ¢as [min] protonovany fragmenty deprotonovany fragmenty
molekularni [m/z] molekularni [m/z]
iont [m/z] iont [m/z]
Isomer chlorogenové C16H 1309 3,25 355,1023 135,179,191 353,0878 135,179,
kyseliny 191
Apigenin Cy5H,00s 5,58 271,0601 153,271 269, 0455 -
Apigenin-7-0O- C,1H1501; 5,58 447,0921 153,271 445,0776 -
-glukuronid
Katechin C15H1406 4,41 291,0863 123,139,165 289,0717 109, 123,
Kaempferol Ci15H;00¢ 5,81 287,0550 153, 165, 285,0405 108, 151
p-Kumarova kyselina CoH305 3,47 165,0564 91, 119, 147 163,0400 -
p-Kumaroyl chinové CsH304 3,15 339,1074 - 337,0929 163, 191
Prokyanidin B1/B2/B3/ C30H36012 3,52 579,1497 123, 127, 577,1351 125, 289,
B6/B7 139, 163, 407
275,287,
409
Prokyanidin C1/C2 Cy4sH33015 3,55 867,2130 245,287, 865,1588 -
407, 425,
579
3,4-Dihydroxybenzoova C;Hs04 0,97 155, 0339 - 153,0193 91, 109
Kvercetin 3-O- C,1H0012 5,47 465,1027 85,127, 153, 463, 0673 255,271,
-galaktosid/Kvercetin-3 303 300, 301
-O-glukosid
Kvercetin-3-O- Cy1H01; 5,81 449,1078 85, 287, 303 447,0968 151, 178,
-rhamnosid/Kvercetin-7 229,301
-O-rhamnosid
Kvercetin-acetyl- Cy3Hp0p3 5,8 507,1133 303 505, 0987 255,271,
-glukosid 300, 301,
463
Chinova kyselina C;H,04 0,7 193,0706 - 191,0561 59, 85,93
Rutin C57H30016 5,46 611,1606 - 609,1461 300, 301
Vitexin C11H2019 5,36 433,1129 283,313, 431,0983 281, 283,
349 311, 341,
353
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Obr. 1. Graf relativnich intenzit jednotlivych sloucenin v odvaru Fepiku lékai'ského, data z pozitivniho médu ionizace; barevna
verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy
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Obr. 2. Graf relativnich intenzit jednotlivych sloucenin ve vyluhu Fepiku lékafského, data z pozitivniho médu ionizace; barevna
verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy
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noidd a fenolovych kyselin. Na zaklad¢ analyzy byla po-
tvrzena piitomnost 16 latek z vytvorené databaze. Jednalo
se o 8 latek ze skupiny flavonoidi, 2 ze skupiny taninti a 6
ze skupiny fenolovych kyselin. Jejich vycet je uveden
v tab. L.

Identifikace sloucenin byla provadéna s pomoci funk-
ce MasterView programu PeakView, ktera na zakladé
zhodnoceni shody naméfené molekulové hmoty sledova-
ného iontu, reten¢nich ¢asu, izotopového profilu a vloze-
nych dat vyhodnoti pfitomnost ¢i nepfitomnost dané latky.
Potvrzeni bylo provedeno na ziklad¢ shody naméfenych
fragmentacnich spekter latek a spekter dostupnych
z internetové databaze Metlin (https://metlin.scripps.edu/
landing_page.php?pgcontent=mainPage), pfipadné¢ dle
shody s literaturou.

Chromatografické profily obou typti vodnych extrakt
byly prakticky shodné, rozdil byl pozorovan pouze
v celkové intenzité signalu detekovanych metaboliti vylu-
hu.

Jak dokumentuji obr. 1 a 2, dominantné byly zastou-
peny latky ze skupiny flavonoidi, které tvofily 5963 %
relativniho zastoupeni identifikovanych latek. Skupina
fenolovych kyselin tvofila kolem 23 %. Taniny byly za-
stoupeny v nejmensim procentu (13—16 %) a jednalo se o
latky typu prokyanidint. Ackoli se dle literatury v fepiku
vyskytuji prokyanidiny rtzného typu (napf. prokyanidin
B1, B2, B3, B6, B7), byly identifikovany pouze jako suma
vSech téchto latek, jelikoz se jedna o isomery a v ramci
chromatografické separace se nerozdélily.

Zavér

Cilovy screening technikou UHPLC-HRMS/MS
umoznil prokézat pfitomnost dominantnich biologicky
aktivnich latek ve vodnych extraktech fepiku lékatského.
Pro jejich kvantifikaci bude tfeba mit k dispozici analytic-
ké standardy cistych sloucenin. V navazujicim vyzkumu
bude studovan cely metabolom rtizné pfipravenych extrak-
th fepiku Iékafského pomoci necilového screeningu
(fingerprintingu); porovnana bude i jejich biologicka akti-
vita.

Tato prace byla podporena projektem vyzkumné in-
frastruktury  METROFOOD-CZ (MEYS grant ¢.:
LM2018100).
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A. Louckova, K. Hirkova, and J. HajSlova
(Department of Food Analysis and Nutrition, University of
Chemistry and Technology, Prague): Characterization of
Biologically Active Compounds in Agrimonia eupatoria

Agrimonia eupatoria is a plant widely used in tradi-
tional medicine due to its wide range of healing effects.
These include, for example, the positive effect on the heal-
ing of chronic wounds which is attributed to the content of
various bioactive substances but the exact mechanism of
this effect of Agrimonia is not known. In this work, two
differently prepared aqueous extracts of Agrimonia were
analysed in order to describe the differences between their
contents of bioactive substances. First extract was pre-
pared by pouring hot water over Agrimonia with subse-
quent leaching; second extract (decoction) was prepared
by boiling Agrimonia in water. Instrumental analysis of
prepared extracts was performed by ultra-high perfor-
mance liquid chromatography coupled to high-resolution
tandem mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) and the
target screening in extracts was performed according to the
database of substances created by us from the data ob-
tained from the literature. The database of substances con-
tained 37 compounds from the groups of tannins, flavo-
noids and phenolic acids. Based on the analysis and identi-
fication of substances, the presence of 16 substances out of
37 was confirmed. The extracts showed minimal differ-
ences in the contents of substances, differing only in their
total amount which was higher in the extract prepared by
leaching.

Keywords: Agrimonia eupatoria, UHPLC-HRMS/MS,
contents of bioactive substances
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