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Kvalitativna analiza rastlinskih vrst
v zdravilnih ¢ajnih mesanicah na
osnovi restrikcijske analize ITS regij

Qualitative analysis of individual herbal drugs in tea
mixiures using restriction analysis of ITS regions

Petra Slanc, Sanja Brus, Borut Strukelj

Povzetek

Zdravilne Caje uvr§¢amo med najstarejSe farmacevtske pripravke. Proucevali smo grenki ¢aj, ki je sestavljen iz zeli tavzentroze (Centaurii
herba), zeli rmana (Millefolii herba), korenine rumenega svis¢a (Gentianae radix), listov navadnega mrzli¢nika (Menyanthidis trifoliatae folium)
in listov poprove mete (Menthae piperitae folium) ter ¢aj s pegastim badljem, ki je sestavljen iz plodu pegastega badlja (Cardui mariae fructus),
korenine regrata (Taraxaci radix), plodu navadne kumine (Carvi fructus) in listov poprove mete (Menthae piperitae folium). Razvili smo metodo,
s pomogjo katere je mogoce identificirati posamezne droge v ¢ajni mesanici. Metoda je osnovana na pomnozitvi odseka jedrne ribosomalne
DNA regije imenovane internal transcribed spacers (ITS) in njene restrikcijske analize. Pomnozili smo ITS regiji posamezne droge, jima dologili
nukleotidno zaporedje ter na podlagi zaporedij izbrali kombinacijo restrikcijskih endonukleaz, s pomocjo katerih smo doloc¢ili znacilen profil
posamezne ¢ajne mesanice.

Kljuéne besede: zdravilni ¢aji, nrDNA ITS, restrikcijska analiza

Abstract

Herbal teas are one of the oldest and most used traditional preparations. We had studied bitter tea made of Centaurii herba, Millefolii herba,
Gentianae radix, Menyanthidis trifoliatae folium, Menthae piperitae folium, and tea with milk thistle made of Cardui mariae fructus, Taraxaci radix,
Carvi fructus and Menthae piperitae folium. In order to identify the constituent drugs, a method was established involving amplification of the
internal transcribed spacers (ITS) region of nuclear ribosomal DNA on the basis of restriction analysis. ITS regions of individual drugs were
amplified and sequenced. Restriction analysis was performed with selected restriction endonucleases to obtain specific profile for each tea.
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1 Uvod

Uporaba zdravilnih Cajev je ena glavnih komponent tradicionalne
medicine. Njihova uporaba sega tisocletja v zgodovino, lahko bi celo
trdili, da je stara kot Clovestvo. V zadnjih desetletjih njihova uporaba
naras$C€a, kar pa je najverjetneje posledica vse veCjega nagibanja
prebivalstva razvitega sveta h komplementarnim metodam
zdravljenja. Relativna priljubljenost se sicer razlikuje med drzavami,

pripadajo isti indikacijski skupini. K tem t. i. glavnim drogam so
navadno dodane tudi dopolnilne ter pomozne droge, ki dopolnjujejo
delovanje glavnih drog, izboljSujejo organolepti¢ne lastnosti, kot sta
vonj in okus, pa tudi izgled same meSanice (2). Ze dodobra
uveljavljeno farmacevtsko pravilo je, da naj bi bili zdravilni ¢aji
sestavljeni iz ne ve¢ kot sedmih drog. Predvsem v Nemciji so za
zdravilne Caje dolo¢ena tudi pravila, ki zahtevajo, da naj ¢aj vsebuje
vsaj 70 % sestavin, ki spadajo v skupino aktivnih komponent, kljub

vendar pa je ocenjeno, da naj bi komplementarna zdravljenja
uporabljalo od 20 % pa tja do 50 % populacije (1).

Zdravilni Caji so eni najstarejSih galenskih pripravkov. Zanje je
znacilno, da jih sestavlja posamezna droga ali pa mesanica drog (2).
MeS8anice so pripravljene in situ v lekarnah ali pa industrijsko.
MeS$anico zdravilnih ¢ajev sestavljajo razli¢ne droge, ki pa navadno

temu, da razmerja znotraj tega lahko variirajo (2). Poleg ucinkov
zdravilnih ¢ajev, njihovih Zelenih in nezelenih ucinkov, pa je eden od
pomembnejsih kriterijev tudi njihova kakovost. Kakovost posameznih
drog se je in se Se vedno preverja na podlagi njihovega videza. Zelo
pomemben prvi korak pri zagotavljanju kakovosti je preverjanje
ustreznosti droge v smislu pravilne vrste, saj ne gre zanemariti
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dejstva, da se lahko uginkovitost med vrstami tudi znotraj istega rodu,
kot tudi drogami iste vrste bistveno razlikuje. Droge tako dolo¢amo na
makroskopskem, mikroskopskem in fitokemijskem nivoju, kakor to
dolo¢a Evropska farmakopeja (2). Dolo¢anje rastlinskih vrst v novejsih
izdelkih, kjer je navadno nativna struktura rastline uni¢ena, je tako z
vidika vizualizacije droge nemogoc¢a. Med takSne izdelke spadajo
izdelki, ki vsebujejo zmlete droge, tekoCe ali suhe izvlecke, pa tudi
izdelki, ki vsebujejo mesanico fino zmletih drog (3). V teh primerih je
dolocanje vrste droge in njihovih potvorb z uporabo makroskopskih,
kot tudi organolepti¢nih metod nemogoce (3). V taksnih primerih je
edini nac¢in identifikacije vrste uporaba molekulskih profilov, ki so
znacilni za posamezno vrsto. TLC predstavlja zelo pogosto, hitro in
relativno cenovno ugodno metodo, s pomocijo katere lahko do neke
mere dolo¢imo vrsto rastline. Na razpolago so tudi druge metode, kot
so HPLC, MS in GC, vendar pa je pri teh metodah nepogresljiva
uporaba posameznih standardov. Kljub uporabi standardov pa se v
dolo¢enih primerih izkaze, da tudi to ni zadosti za razlikovanje med
posameznimi vrstami, saj so si kemijski profili med vrstami istega rodu
ali podvrstami lahko na las podobni. Na molekulskem nivoju je vrste
mozno razlikovati tudi s pomocjo DNA profilov in sicer segmentov
znotraj zapisa genov za ribosomalne RNA (rRNA) imenovanih internal
transcribed spacers (ITS), vendar pa se teh tehnik do danes v §irSem
Se ne uporablja (3).

ITS regiji znotraj zapisa za 18S in 28S jedrne ribosomalne DNA (rDNA)
se uporabljata pri filogenetskih Studijah (slika 1) (4). Regiji sta vrstno
specificni. Zaporedja rDNA so zelo ohranjena in se med evkarionti ne
razlikujejo dosti. Geni, ki kodirajo posamezne podenote rRNA (18S,
5,8S in 28S) se navadno nahajajo v tandemu, te pa se lahko ponovijo
od sto do tisoCkrat v genomu in predstavljajo priblizno 10% celotnega
genoma (navadni repnjakovec — Arabidopsis thaliana 8%). Ker so
rBRNA visoko ohranjene jih lahko uporabimo kot sonde za in situ
hibridizacijo tudi pri drugih vrstah. Z zacetniki, ki so sidrani na
ohranjenih zapisih 18S in 285 rRNA genov tako relativno lahko
pomnozimo odsek, ki nosi zapis obeh ITS regiji kot tudi 5,8S rRNA.

ribosomalna DNA ponavljajoca se enota

ribosomalna DNA transkripcijska enota

188 5,88 288
rRNA rRNA rRNA
[ [ —
NTS ETS ITS1 ITS2 ETS
pre—rRNA'
Slika 1:  Shematski prikaz genskega zapisa za rDNA. Zapis

sestavlja NTS regija (nontranscribed spacer), dve ETS
regiji (external transcribed spacer), dve ITS regiji (internal
transcribed spacer) in geni za 18S rRNA, 5,85 rBNA in 285
rRNA.
Figure 1. Genetic region for rDNA. The region is built of NTS region
(nontranscribed spacer), two ETS regions (external
transcribed spacer), two ITS regions (internal transcribed
spacer) and genes for 18S rRNA, 5,85 rRNA and 28S
rRNA.
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Slika 2: Genomska DNA izolirana iz posameznih vrst grenkega caja.
Zepek 1 C. erythraea (C. tenuiflorum); 2 A. millefolium; 3 M.
trifoliata; 4 G. lutea; 5 M. piperita; 6 oznacevalec velikosti.

Figure 2: Genomic DNA isolated from individual herbal drugs in bitter
tea. Lane 1 C. erythraea (C. tenuiflorum); 2 A. millefolium;
3 M. trifoliata; 4 G. lutea; 5 M. piperita; 6 molecular weight
marker.

Odseke je mozno pomnoziti tudi iz herbarijskih primerkov, v primerih,
ko je DNA Se v zadostni meri ohranjena. Poleg tega sta zapisa ITS
regiji tudi nekodirajoca in sta se tekom evolucije spreminjala v taksni
smeri, da je z doloevanjem njihovega nukleotidnega zaporedja
mozno lo¢iti posamezno vrsto (4, 5).

V pri¢ujoc¢em c&lanku smo ugotavljali moznosti uporabe restrikcijske
analize za kvalitativno analizo sestave rastlinskih pripravkov.
Analizirali smo sestavo dveh razli¢nih ¢ajnih mesanic, ki vsebujeta
naslednje droge: Centaurii herba, Gentianae radix, Menthae piperitae
folium, Millefolii herba, Menyanthidis trifoliatae folium ter Cardui
mariae fructus, Taraxaci radix, Menthae piperitae folium in Carvi
fructus. Z verizno reakcijo s polimerazo smo pomnozili izbrani odsek
rDNA, mu dolocili nukleotidno zaporedje in ga nato razrezali z
uporabo kombinacije restrikcijskin endonukleaz (BsmBl, Mcsl, Haell,
Xhol in Bsml, Nael, Hincll). Fragmente smo z uporabo gelske
elektroforeze, locili po velikosti in dobili profil, znacilen za posamezno
¢ajno mesanico. Ugotovili smo, da z dano metodo lahko potrdimo
istovetnost rastlinskih vrst, prav tako pa tudi lo¢imo vrste v
kompleksnih rastlinskih pripravkih, kot so ¢ajne meSanice.

2 Materiali in metode

2.1 Caji in posamezne droge

Grenki Caj sestavljen iz zeli tavzentroze (Centaurii herba), zeli rmana
(Millefolii herba), korenine rumenega svis¢a (Gentianae radix), listov
navadnega mrzlicnika (Menyanthidis trifoliatae folium) in listov
poprove mete (Menthae piperitae folium) ter ¢aj s pegastim badljem,
ki je sestavljen iz plodu pegastega badlja (Cardui mariae fructus),
korenine regrata (Taraxaci radix), plodu navadne kumine (Carvi
fructus) in listov poprove mete (Menthae piperitae folium), kot tudi
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posamezne droge iz rastlinskih vrst navadne tavzentroze (Centaurium
erythraea L.), navadnega rmana (Achillea millefolium L.), rumenega
svis¢a (Gentiana lutea L.), navadnega mrzlicnika (Menyanthes
trifoliata L.), poprove mete (Mentha x piperita L.), pegastega badlja
(Silybum marianum L.), navadnega regrata (Taraxacum officinale
Weber) in navadne kumine (Carum carviL.) smo pridobili na prostem
trgu. Evidencni vzorci so shranjeni na Univerzi v Ljubljani, Fakulteti za
farmacijo, Katedri za farmacevtsko biologijo.

2.2 lIzolacija DNA

50-100 mg Caja ali posamezne droge smo zmleli v fin prah in izolirali
DNA s pomoc&jo DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Nemcija) po
proizvajal¢evem protokolu. Kvaliteto in integriteto DNA smo potrdili z
0,8 % agarozno gelsko elektroforezo, 1h na 70 V in jo detektirali z
etidijevim bromidom pod UV-lu¢jo (294 nm).

2.3 Pomnoiitev ITS regij in doloéitev

nukleotidnega zaporedja
ITS regije smo pomnozili v 25 pL reakcijskih raztopinah, ki so
vsebovale 20 - 50 ng matricne DNA, 10 pmol posameznega
zacetnika in 12,5 pyL PCR-Master Mix (Promega, USA). Zacetnika
ITS_F (5 AGAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAG 3’) in ITS_.R (&
TTTTCCTCCGCTCATTGATATGCTT 3) smo osnovali na podlagi
nukleotidnih zaporedij 18S oziroma 28S genov rRNA navadnega
repnjakovca. Pomnozevanje smo izvedli v Primus 96 Plus Cycler
(MWG Biotech, Germany), po programu: predenaturacija 1 min na
96°C; 35 ciklov 0,5 min na 96 °C, 0,5 min na 55 °C in 0,5 min na 72
°C; sledil je cikel 1 min elongacije na 72 °C. Fragmente smo
subklonirali v. pGEM T Easy Vector in jim dolocili nukleotidno
zaporedje s pomocjo univerzalnih zacetnikov prilegajoc¢ih na SP6
oziroma T7 promotor. Uporaba obeh zacetnikov je omogocila
potrditev zaporedja iz obeh smeri. Dobljena zaporedja smo potrdili z

10000 bp

2000 bp

250 bp

Slika 3: Genomska DNA izolirana iz posameznih vrst ¢aja s pegastim
badljem. Zepek 1S. marianum; 2 T. officinale; 3 C. carvi; 4
M. piperita, 5 oznacevalec velikosti.

Figure 3: Genomic DNA isolated from individual herbal drugs in tea

with milk thistle. Lane1 S. marianum; 2 T. officinale; 3 C.
carvi; 4 M. piperita, 5 molecular weight marker.
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uporabo BLAST protokola na National Centre for Biotechnology
Information (NCBI) database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

2.4 Restrikcijska analiza

Ustrezne restrikcijske endonukleaze smo izbrali s pomocjo dolo¢enih
nukleotidnih zaporedij z uporabo WebCutter programa (WebCutter
2.0, http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html).  Glede na
restrikcijske karte smo izbrali BsmBl, Mecsl, Haell, in Xhol (New
England BiolLabs, England) za grenki ¢aj ter Bsml, Hincll in Nael
(New England BiolLabs, England) za ¢aj s pegastim badljem.
Ustreznost kandidatnih restrikcijskih endonukleaz smo preverili z
restrikcijo posameznih drog (slika 4, 6). Restrikcijo smo izvedli v
NebBuffer 1V pufru za grenki ¢aj in NebBuffer Il pufru za &aj s
pegastim badljem. Za restrikcijo 100 do 1000 ng DNA smo uporabili
3 enote posamezne restrikcijske endonukleaze ter temperaturo po
proizvajalcevem protokolu. Restrikcijo smo izvajali eno uro. V primeru
restrikcijske analize DNA izolirane in pomnozene iz ¢ajne meSanice
pa smo restrikcijo najprej izvajali dve uri z endonukleazami z nizjim
temperaturnim optimumom, nato pa Se dve uri z endonukleazami, ki
so zahtevale vi§jo temperaturo. Restrikcijske fragmente smo locili s
pomocjo 2 % agarozne gelske elektroforeze 1h na 100 V in jih
detektirali z uporabo etidijevega bromida pod UV lucjo (294 nm).

3 Rezvultati in razprava

DNA smo izolirali iz obeh ¢ajnih mesanic kot tudi posameznih drog.
Kljub temu, da smo DNA izolirali, pa je bila ta relativno zelo razgrajena
(slika 2, 3). Vzroke razgrajenosti lahko i§¢emo predvsem zaradi
procesiranja drog. Visoke temperature v procesu susenja in razli¢ni
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Slika 4: Restrikcijska analiza posameznih drog v ¢ajni mesanici
grenkega daja. Zepek 1 oznadevalec velikosti: 2 M.
trifoliata (Xhol); 3 M. piperita (BsmBl);, 4 A. millefolium
(Mscl); 5 G. lutea (Haell);, 6 C. erythraea (C. tenuiflorum)
(Haell in Xhol); 7 oznacevalec velikosti.

Figure 4: Restriction analysis of individual herbal drug in bitter tea.
Lane 1 molecular weight marker; 2 M. trifoliata (Xhol);, 3 M.
piperita (BsmBl); 4 A. millefolium (Mscl); 5 G. lutea (Haell),
6 C. erythraea (C. tenuiflorum) (Haell and Xhol);, 7
molecular weight marker.
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ITS regija

M. trifoliata (654 bp)

M. piperita (600 bp)

A. millefolivan (536 bp)

C. tenuiflorum (466 bhp)

G. Lutea (463 bp)

C. tenuiflorum (322 bp)

G. lutea (268 bp)

— A. millefolivn (196 bp)

C. tenuiflorum (183 bp)

C. tenuiflorum (144 bp)
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Slika 5: Restrikcijska analiza grenkega &aja. Zepek 1 oznacevalec
velikosti; 2 grenki ¢aj (BsmBl, Mscl, Haell in Xhol); 3
oznacevalec velikosti.

Figure 5: Restriction analysis of bitter tea. Lane 1 molecular weight
marker; 2 bitter tea (BsmBIl, Mscl, Haell and Xhol); 3
molecular weight marker.
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Slika 6: Restrikcijska analiza posameznih drog v ¢ajni mesanici ¢aja s
pegastim badljem. Zepek 1 oznadevalec velikosti; 2 S.
marianum (Hincll); 3 C. carvi (Bsml); 4 T. officinale (Bsml);
5 M. piperita (Bsml in Nael); 6 oznacevalec velikosti.

Figure 6: Restriction analysis of individual herbal drug in tea with milk
thistle. Lane 1 molecular weight marker; 2 S. marianum
(Hincll); 3 C. carvi (Bsml); 4 T. officinale (Bsml);, 5 M.
piperita (Bsml and Nael); 6 molecular weight marker.

pogoji shranjevanja imajo za posledico razpad in razgradnjo celic,
jeder in genomske DNA. Prav tako smo pri pomnozevanju morali
znizati koncentracijo matricne DNA na 1,5 ng/uL ali manj (6) in na ta
nacin zmanjsati zaviralne uc¢inke polifenolov, polisaharidov in drugih
sekundarnih metabolitov, ki so v drogah prisotni v zelo visokih
koncentracijah. Glede na podatke drugih $tudij se po lizi celic

1031 bp
S. marianum (602 bp)
b C. carvi (519 bp)
Abp Tofficinale (474 bp)
M. piperita (328 bp)
200 b T officinale (278 bp)
P M. piperita (213 bp)
80 bp = C. carvi (194 bp)

zacemiki in
manjsi fragmenti

Slika 7: Restrikcijska analiza aja s pegastim badljem. Zepek 1
oznacevalec velikosti; 2 Caj s pegastim badliem (Bsml,
Nael in Hincll);, 3 oznacevalec velikosti.

Figure 7: Restriction analysis of tea with milk thistle. Lane 1 molecular
weight marker;, 2 tea with milk thistle (Bsml, Nael and
Hincll); 3 molecular weight marker.

polifenoli in polisaharidi zelo mo¢no vezejo na DNA in poleg njene
razgradnje (7) povzrocijo tudi zaviranje polimeraze, s Cemer je
moteno pomnozevanje DNA oziroma druge encimske reakcije,
nadaljnje analize izolirane DNA (8).

Nukleotidna zaporedija ITS regij rumenega svis¢a, navadnega rmana,
pegastega badlja, navadnega regrata, navadne kumine in poprove
mete so se visoko ujemala z zaporedij iz GeneBank podatkovne
zbirke. Nukleotidno zaporedje tavzentroze pa se je ujemalo z drugo
vrsto in sicer ozkolistno tavzentrozo (Centaurium tenuiflorum), kar je
potrdil tudi podrobnejsi pregled morfoloskih znacilnosti droge. Glede
na literaturne podatke so potvorbe tavzentroze sicer zelo redke,
navadno z Centaurium pulchellum ali z nekaterimi podvrstami
Centaurium erythraea subsp. majus Zeltner (2). Mozna pa je tudi
njihova zamenjava, Se posebno, ¢e so rastline mlade ali nizke rasti.
Langer tako predlaga, da naj bi bile za farmakopejsko drogo Centaurii
herba primerne vse vrste rodu Centaurium, ki imajo zadostno stopnjo
grenkobe (ne manj kot 2000), saj do sedaj $e ni bilo zabelezeni
nobenih nezelenih ucinkov, ki bi bili posledica zamenjave drog (2).
Podatkovno zbirko GeneBank smo tudi dopolnili s celotnim ITS
zaporedjem za navadni mrzlicnik (GeneBank accession number
DQ276850).

Pred restrikcijskim kartiranjem smo dobljena zaporedja tudi primerijali
z zaporedji pridobljenimi za posamezno vrsto iz podatkovne zbirke
GeneBank, kajti v dolo¢enih primerih se lahko zgodi, da pride do
dolo¢enih odstopanj znotraj vrste (9, 10). Variacije smo oznacili in
izbrali restrikcijske endonukleaze na mestih, ki so se ujemala. Glede
na izbrane endonukleaze smo izbrali tudi restrikcijski pufer in pogoje
restrikcije. Pri uporabi vecjega Stevila restrikcijskih endonukleaz le
redko lahko zadostimo optimalno delovanje vseh encimov. V primeru
grenkega ¢aja smo izbrali NebBuffer 1V, kjer imajo vsi encimi 100 %
aktivnost, vendar ne pri enaki temperaturi inkubacije, saj BsmBlI
zahteva, kar 18 °C vi$jo temperaturo kot ostali encimi. V primeru ¢aja
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s pegastim badljem pa NebBuffer II, kjer imata Bsml in Hincll 100 %
aktivnost, Nael pa 75 %, poleg tega zahteva Bsml 28 °C vigjo
temperaturo. Kljub Stevilnim poskusom, nam tako v popolnosti vseh
ITS regij v grenkem ¢€aju ni uspelo povsem razrezati, vendar pa samo
dejstvo ne vpliva na koncni rezultat analize. Restrikcijska analiza
posameznih drog grenkega C¢aja je potrdila vse pri¢akovane
fragmente (slika 4). Pri restrikciji navadnega mrzli¢nika je opazen
fragment, ki ustreza celotni ITS regiji z velikostjo 758 bp, fragment z
velikostjo 645 bp in fragment z velikostjo 104 bp; fragmenta poprove
mete sta po svoji velikosti enaka 600 bp in 132 bp; fragmenta
navadnega rmana 536 bp in 196 bp, na sliki pa je mo¢ opaziti tudi
liso, ki ustreza celotni ITS regiji 742 bp; na sliki sta vidna fragmenta
rumenega svis¢a 268 in 463 bp; fragment tavZentroze 466 bp je
prisoten zaradi nepopolne cepitve na podrocju ITS2 regije med
fragmentom 322 bp in 144 bp, poleg omenjene lise pa so opazni tudi
fragmenti 322 bp, 183 bp, 144 bp, ostali pri¢akovani fragmenti z
velikostjo 49 bp, 19 bp in 15 bp se najverjetneje nahajajo skupaj s
preostanki zacetnikov in morebitnimi dimeri zacetnikov. Preostanki
zacetnikov so vidni tudi pri vseh ostalih vrstah, kot lise z najmanjso
velikostjo. Omenjeni fragmenti so dobro vidni tudi na sliki restrikcijske
analize ¢ajne meSanice grenkega ¢aja z izjemo fragmentov 132 bp, ki
pripada poprovi meti in fragmentu 104 bp, ki pripada navadnemu
mrzliéniku, zaradi preintenzivne lise nanasalnega barvila (slika 5).
Prav tako je tudi restrikcijska analiza posameznih drog c¢aja s
pegastim badljem potrdila vse pricakovane fragmente (slika 6). Pri
restrikciji pegastega badlja sta vidna fragmenta z velikostjo 602 bp in
142 bp; fragmenta navadne kumine 519 bp in 194 bp; fragmenta
navadnega regrata 474 bp in 278 bp; fragmenti poprove mete 328
bp, 213 bp in 137 bp, podobno kot pri tavzentrozi pa se fragment 54
bp najverjetneje nahaja skupaj z preseznimi zacetniki, ki jih je mo¢
opaziti tudi pri navadni kumini. Tudi pri restrikcijski analizi Cajne
mesanice ¢aja s pegastim badljem smo potrdili vse zgoraj omenjene
lise (slika 7). Enako kot pri grenkem ¢aju, pa zaradi preintenzivne lise
nanas$alnega barvila ni mo¢ opaziti dveh fragmentov in sicer, 142 bp
velikega fragmenta pegastega badlja in 137 bp velikega fragmenta
poprove mete.

4 Sklep

Na osnovi nase Studije lahko sklepamo, da je restrikcijska analiza
relativno hitra, kvalitativna metoda, vendar pa smo ugotovili, da je za
izdelavo profila potrebno zagotoviti precejsno koli¢ino DNA, da je s
tem omogocena vizualizacija vseh fragmentov ter predhodnje
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dolo¢anje nukleotidnega zaporedja posamezne komponente v
mesSanici, Se posebej v primerih, ko je mozna lahka potvorba ali pa
zamenjava drog. Kljub temu pa je vseeno potrebno izpostaviti
dejstvo, da smo razvili metodo, ki omogoc¢a identifikacijo posamezne
vrste na nivoju njihovih molekulskih lastnostih v dveh kompleksnih
mesanicah zdravilnih ¢ajev in Se enkrat potrdili uporabnost ITS regij
kot molekulskega orodja za potrjevanje istovetnosti vrst.
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