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SEZNAM UZITYCH ZKRATEK

AA  antioxidacni aktivita

ACE angiotensin konvertujici enzym

BHA butylhydroxyanisol

BHT  butylhydroxytoluen

CL Cesky lékopis

DPPH 1,1 —difenyl — 2 — pikrylhydrazylovy radikal
MAO monoaminooxidéaza

SSRI  inhibitory zpétného vychytavani serotoninu
TBHQ butylhydrochinon



1 UVOD A CIL PRACE

V nedavnych letech byl zaznamenan zvySeny zijem o antioxidanty, tedy o latky
chranici organismus proti $kodlivému pasobeni volnych radikald. Bézné v organismu
vznikaji reaktivni formy kysliku a dusiku majici fyziologicky vyznam. Pusobi jako
signalni molekuly nebo zabijeji fagocytované mikroorganismy. MnoZstvi volnych
radikali vSak nesmi ptekroCit miru schopnosti obrannych mechanismii organismu.
Mohlo by dojit k poskozeni organismu. Volné radikaly se velkou mérou podileji na
rozvoji nemoci a komplikaci s nimi souvisejici. Nadmeérné mnozstvi reaktivnich forem
kysliku a dusiku tak maze mit za nasledek rozvoj chronickych nemoci jako jsou
rakovina, aterosklerdza a revmatismus. Oxidativni stres mize hrat dalezitou roli také
vV rozvoji neurodegenerativnich onemocnénich knimz fadime Alzheimerovu a
Parkinsonovu chorobu. Na zaklad¢ tohoto zjiSténi je snaha volné radikéaly eliminovat a
omezit tak jejich Skodlivé plsobeni.

Za fyziologického stavu udrzuje organismus potifebnou koncentraci volnych radikalt
enzymovymi a neenzymovymi mechanismy. Z enzymi jsou to superoxiddismutdza,
katalaza, glutathionperoxiddza a glutathionreduktdza. Kyselina mocova, feritin,
glutathion, ceruloplazmin, bilirubin, cystein a karnosin fadime mezi neenzymové
antioxidanty. Snaha zabranit Skodlivému ptisobeni volnych radikal na organismus vede
spolecnost k pfijimani exogennich antioxidantli. Z exogennich neenzymatickych
antioxidantli jsou nejCastgji uzivany tokoferoly, karotenoidy a kyselina askorbova.
Nektera potravni aditiva jako je butylhydroxyanisol (BHA), butylhydroxytoluen (BHT),
propylgalat nebo butylhydrochinon (TBHQ) fadime mezi syntetické antioxidanty. Také
cela fada Iékd ma antioxidacni ucinek, ktery mohou uplatnit pfi jejich plisobeni na
organismus. K antioxidaénim latkdm uzivanych jako Iéky patii statiny, lokalni
anestetika, blokatory kalciového kanalu, ACE inhibitory, N-acetyl cystein a celd fada
dalsich ().

V soucasné dobé je pozornost obricena spiSe na antioxidanty rostlinného ptvodu
vyskytujici se v ovoci a zelening, v €aji a 1é¢ivych rostlinach. K vyznamnym sloZzkam
vyZzivy s antioxida¢nim G¢inkem patii polyfenoly obsazené v rostlinné stravé. Jedna se o
riznorodou skupinu latek obsahujicich aromatické jadro s nékolika fenolovymi

skupinami. Hlavni ¢ast polyfenolickych latek tvofi flavonoidy (1). Vysoky obsah



flavonoidi je v Cerveném ving, zeleném a ¢erném Caji a celé fadé 1é¢ivych rostlin. Jsou
bud’ nositeli t¢inku nebo se na hlavnim ucinku vyznamné podile;ji.

Jednou z nejéastéji uzivanych léCivych rostlin je také tiezalka teCkovana a od ni
odvozené produkty. Dramaticky tak stoupla spotieba rostliny jako vychozi suroviny pro
vyrobu fytofarmak (2). Uziva se hlavné pfi 1é¢b€ mirnych depresi. Posledni dobou je
vSak stile vice zkouména kvili antioxidaénim schopnostem. Vedle hypericinu a
hyperforinu najdeme v téezalce fadu aktivnich slou¢enin zahrnujici fenolické
slouceniny, které maji schopnost plisobit jako zametaci reaktivnich forem kysliku. Neni
pfesné znamo, zda jsou za antioxidacni aktivitu zodpovédné polyfenolické latky,
flavonoidy nebo hypericin, ktery patii do skupiny naftodiantronti a ma 6 hydroxylovych
skupin, coz je vice, nez maji nékteré rostlinné polyfenoly (3).

Cilem této prace bylo zjistit a porovnat antioxidacni aktivitu vodnych a metanolovych
extrakti Herba hyperici. K dispozici jsem méla ususenou nat’ Hypericum perforatum
ziskanou sbérem v PreSovském kraji v lokalitach Snina a Stropkov (Slovensko). Byla
méfena 1 antioxidacni aktivita jedné z obsahovych latek trezalky teckované, rutinu.
Antioxidacni aktivita byla stanovena spektrofotometricky, metodou zalozenou na

zhaseni radikalu 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl (DPPH).



2 TEORETICKA CAST

2.1 VOLNE RADIKALY

V metabolismu aerobnich bunék se za normalnich podminek objevuji redoxni procesy,
kterymi vznikaji volné radikaly (2). BéZné se tak tvofi reaktivni formy kysliku a
reaktivni formy dusiku, které maji znacny fyziologicky i1 patogeneticky vyznam. Jsou
dilezitymi prostfedniky pfenosu energie, faktory imunitni ochrany a signalnimi
molekulami bunééné regulace. Za urcitych okolnosti vsak mohou ptisobit jako toxické
latky schopné organismus poskodit a n€kdy ho dokonce i usmrtit (4).

Volné radikdly jsou schopné samostatné existence. Ve svém elektronovém obalu maji
neparovy elektron, eventueln¢ vice neparovych elektronti, které ziskaly ztratou c¢i
prijetim. Jen nékteré z reaktivnich forem kysliku a dusiku jsou volnymi radikaly, tedy
latky s neparovym elektronem. V molekule nékteré orbitaly tvofi chemické vazby mezi
jednotlivymi atomy. Volné radikaly znich pak vznikaji hemolytickym S§tépenim
kovalentni chemické vazby, nebo ptidanim jednoho elektronu k normalni molekule
redukcei, nebo oxidaci tedy ztratou jednoho elektronu. K volnym radikalim reaktivnich
forem kysliku patii superoxid Oy, ktery je nejbéznéjSim radikalem, peroxyl ROO-,
alkoxyl RO-, hydroperoxyl HO,- a nejnebezpecnéjsi je hydroxylovy radikal OH-.
Peroxid vodiku H,O,, kyselinu chlornou HOCI, ozon Os; a singletovy kyslik 'O,
fadime k latkam, které nejsou volnymi radikaly, ale patfi mezi reaktivni formy kysliku.
Oxid dusnaty NO- a oxid dusicity NO,- patfi k volnym radikalim reaktivnich forem
dusiku. Mezi latky, které nejsou volnymi radikaly spada kyselina dusita HNO,, oxid
dusity N,Os, oxid dusi¢ity N,Og4, nitroxid NO, nitrosyl NO*, nitronium NO,",
peroxynitrit ONOO a alkylperoxynitrit ROONO (4). Jako radikaly se chovaji i atomy
piechodnych kovii ( Fe, Cu, Ni, Mn, Ti) (1).

VétSina volnych radikalt je malo stabilnich a vysoce reaktivnich se snahou chybéjici
elektron doplnit. Chyb&jici elektron miize ziskat setkanim s jinym radikalem. Cast&ji
vSak dochazi k vytrzeni elektronu ze ,zdravé“ molekuly (1). Takto muze dojit
k poskozeni buriky, kdy jsou zni¢eny dulezité molekuly, jako jsou proteiny, nukleové
kyseliny nebo fosfolipidy bunéénych membran (2). Pokud nejsou radikaly

odstraniovany, napadaji a preménuji dal$i slouCeniny v radikdly a nastartuji tak
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fetézovou reakci. Tato reakce je ukoncena az po setkani dvou radikalt nebo po setkani
s latkou, jejiz radikal je stabilni a mize del$i dobu pietrvavat (1).

K poskozeni buiiky ale nemusi vzdy dojit. Za normalnich okolnosti existuje rovnovaha
mezi volnymi radikaly a antioxidanty (1). Buiika aktivuje obranné mechanismy, které
zahrnuji antioxida¢ni enzymy a neenzymatické slouceniny, které brani Skodlivému
pasobeni volnych radikali (2). K antioxidaénim enzymtm patfi superoxiddismutaza,
kataldza, glutathionperoxiddza a glutathionreduktaza. Neenzymatické slouceniny
zahrnuji proteiny, které zméni oxidoreduk¢ni vlastnosti prechodnych prvki, které tak
pfestanou katalyzovat radikdlové reakce, dale sem fadime askorbat redukujici
anorganické 1 organické radikaly, ¢i a-tokoferol, ktery se méni na stabilnéjsi radikal.
Obranné mechanismy organismu proti oxida¢nimu poskozeni vzdjemné spolupracuji,
dopliuji se a mnohdy 1 potencuji. Funkce jednoho antioxidantu ¢asto podmituje ti¢inek
jiného (4).

Endogenni systém je Casto dostacujici pro odklizeni reaktivnich forem kysliku a dusiku
(2). Dojde-li vsak k poruSeni rovnovahy mezi vznikem a odstrafiovanim volnych
radikalli oznacujeme to jako oxidacni stres. Mlze byt vyvolan nadmérnou produkci
reaktivnich forem kysliku a dusiku, nedostatecnou funkci antioxidacniho ochranného
systému nebo kombinaci obou téchto nedostatkd. K nadmérné tvorbé reaktivnich forem
kysliku dochdzi pii nékterych metabolickych situacich, pfi reoxygenaci tkdné po
ischemii nebo po piijmu oxidoredukéné aktivnich xenobiotik (4).

Volné radikaly mohou pfimo vyvolat vznik onemocnéni, nebo mohou zhorSovat ¢i
komplikovat jeho pribéh. Choroby, kde hraji volné radikaly rozhodujici tlohu, jsou
nazyvany nemocemi z volnych radikali (,.free radical diseases”) (1). K danym
chorobam se fadi napfiklad ateroskler6za na jejimz pocatku je oxidace lipoproteinii o
nizké hustot€¢ volnymi radikdly. Volné radikdly mohou poskozovat B-buiky
Langerhansovych ostriivkli a podilet se na vzniku diabetu mellitus i na rozvoji jeho
pozdnich komplikaci. Maligni pfemény buitky mohou byt vyvolany ptisobenim volnych
radikald na DNA. Reaktivni formy kysliku a dusiku se podileji také na onemocnéni
traviciho traktu. ZvySena produkce volnych radikali byla prokdzana u infekce
Helicobacter pylori. U Crohnovy choroby byla popsana nedostatecna antioxidaéni
ochrana. Centrélni nervovy systém obsahuje velké mnozstvi lipidové tkané, kterd mtize
byt volnymi radikdly poSkozena. U Parkinsonovy choroby byl prokézan zvyseny vyskyt
volnych radikali a urcitou roli hraji také v rozvoji Alzheimerovy choroby (1). Reaktivni

formy kysliku, jako je superoxid, jsou pfitomny také v zanétlivé tkani. Jejich
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producenty jsou aktivované leukocyty, neutrofily a makrofagy, které uvolnuji i
proteolytické enzymy. Tim pfispivaji k destrukci mikroorganismi, ale také poskozuji
tkan postizenou zanétem. Z reaktivnich forem dusiku se zanétlivého procesu ucastni
oxid dusnaty (NO-) produkovany v makrofazich a pfispiva k zabijeni intracelularné
ptrezivajicich patogenti. Vazodilata¢ni ucinky oxidu dusnatého pfispivaji ke zvySenému
prokrveni zanétlivé tkan€. Reaktivni formy kysliku mohou atakovat nukleové kyseliny a
modifikovat je na nepfirozené derivaty, které zavedou chybu pii replikaci DNA
(mutace) a takové modifikace mohou mit vliv i na karcinogenezi (4).

Volné radikaly maji také pfiznivé ucinky na organismus. V membrané fagocytd vznika
fetézovou reakci kyselina chlornd, ktera se vyuzivd k zabijeni fagocytovanych
mikroorganismill. Peroxid vodiku je nezbytny pro oxidaci jodidu na elementarni jod,
ktery $titnd Zlaza vyuziva k jodaci aromatickych jader tyroninu. Pfiznivy ucinek ma i
radikal oxid dusnaty, ktery ma v endotelidlnich bunkach vyrazny vasodilatacni efekt.

S volnymi radikaly se mizeme setkat také v podobé signalnich molekul (1).

2.2 TREZALKA TECKOVANA

Drogu Herba hyperici poskytuje Hypericum perforatum L., tfezalka tec¢kovana, z ¢eledi
Hypericaceae (5).

2.2.1 Botanicky popis

Ttezalka teckovana se fadi mezi vytrvalé byliny s pfimou lodyhou dortstajici vysky 30-
90 cm (6). Roste hojné na travnatych slunnych stanovistich, na mezich a u cest (7).
Pivodné se vyskytovala v Evropé, Asii a Severni Americe, dnes je ale zavleCena i na
ostatni kontinenty. Ttezalka je vyrazna zlaté zlutymi kvitky, vyrtstajicimi v bohatych
vidli¢natych latach, a sekre¢nimi nadrzky, které zplsobuji svétlé teckovani listd,
zietelné hlavné v prochazejicim svétle, a upozoriiujici na druhové pojmenovani (5).

Vstiicné listy jsou prisedlé, vejéité a celokrajné. Cerné tecky na okraji korunnich platka
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a zlazky na zadni stran¢ prasniki obsahuji Cervené barvivo hypericin (7). Ususena nat’

Hypericum perforatum se sbira kratce pied kvetenim nebo v kvétu (Cervenec, srpen) (5).

2.2.2 Obsahové¢ latky

Nat' obsahuje fadu  slouCenin zahrnujici naftodiantrony (0,05 — 0,30 %) s
fotodynamickym uc¢inkem (hypericin a pseudohypericin a jejich piredstupné
protohypericin proto-pseudohypericin). Vzajemny pomér téchto latek kolisa podle
puvodu drogy. Dale obsahuje fluoroglucinolové derivaty (hyperforin a adhyperforin),
flavonoidy (2 — 4 %) (kvercitin, hyperosid, rutin a isokvercitin), biflavonoidy
(amentoflavon), hydroxyskoticové kyseliny (kyselina chlorogenova, kyselina kavova),
proantocyanidiny, tfisloviny (8 — 10 %), jejich obsah vSak skladovanim silné klesa.
Dal$imi obsahovymi latkami jsou xantin, aminokyseliny (GABA) a silice (0,05 — 0,3 %)
(5, 8,9, 10).

2.2.3 Farmakologické ucinky

Lidove se tfezalka teckovand uzivala pro sviij rany hojici efekt, k 1é€bé gastrickych
ulceraci, jako antisepticka a sedativni latka (11). Dale se pouzivala k 1écbé zanétu
prudusek a urogenitalniho traktu, hemeroidech, migréné, bolesti hlavy, pii diabetu
mellitus a zanétech sedaciho nervu. Uplatiiovala se také jako diuretikum a
antimalarikum (8).

V oficialni terapii se dnes pouziva jak droga tak i fytofarmaka z ni vyrabéna. Droga,
samotna nebo v ¢ajovych smésich, pusobi jako adstringens a antidiarhoikum (5).
Fytofarmaka z tfezalky teCkované se pouzivaji hlavné jako antidepresiva.
Kontrolovanou klinickou studii byl prokdzan ucinek pii terapii mirné deprese (9).
Terapeuticky efekt, pfi 1écbé Herba hyperici, by se mé¢l dostavit po 2 — 4 tydnech
uzivani. Pokud nedojde k vyraznéjSimu antidepresivnimu efektu do 6 tydnii, méla by
byt 1é¢ba konzultovana s lékafem (8). Jedna ze studii provedena Butterweckem V. a

kol. (12) ukazuje na srovnatelny efekt extraktu Hypericum perforatum a tricyklickych
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antidepresiv pfi 1é¢bé mirné deprese. Autofi zde poukazuji i na skuteCnost lepsi
compliance pacienti uzivajici tfezalkovy extrakt oproti pacientim 1écenych
syntetickym antidepresivem. Navic antioxida¢ni ptisobeni tiezalky vede k hypotéze, zda
neni lepSi nez tricyklickd antidepresiva nebo inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu (SSRI) (9). Studii bylo také prokazano, ze podavani Herba hyperici
Vv 1ékové formé po dobu osmi tydnli, ma stejny vliv na hypotalamus jako syntetické
antidepresivum imipramin (12). Denni doporucena davka pti 1é€bé deprese ovéfena
studii je 500 mg extraktu a to odpovida 1 — 2 mg hypericinu (6). Agostinisa P. a kol. (6)
vsak ve své studii prokazali, ze ne hypericin ale hyperforin je zodpovédny za
antidepresivni aktivitu rostliny. Studie, zaméfena na mechanismus uc¢inku Hypericum
perforatum ve vztahu k mirnéni deprese, zminuje fakt, Ze extrakt tiezalky teckované,
hypericin, imipramin i fluoxetin vyznamné zvySuji hladinu serotoninu v mozkové kuie
potkani po dlouhodobé 1€¢bé trvajici minimaln€ osm tydnt, ale ne po kratsi dobé
podavani (2 tydny) (12). ZvySena hladina serotoninu muze byt zpusobena inhibici
zpétného vychytavani serotoninu. Praci Panocka I. a kol. (13) a Benedi J. a kol. (3) byl
prokazan vliv extraktu tfezalky teCkované na zpétné vychytdvani i1 na inhibici
monoaminooxidazy (MAO), enzymu odbouravajici serotonin.

Neékolik studii se zabyvalo propojenim deprese s abuzem alkoholu. Alkoholova
zavislost je jednim z hlavnich zdravotnich a socioekonomickych problémi svéta.
Poznanim, Ze deprese a nadmérné piti alkoholu vede k podobnym zménam aktivit
neurotransmiterl, se pozornost obratila na tiezalku (13). Tato rostlina zvyS$uje hladinu
nejen serotoninovych receptort, ale také receptori pro dopamin, norepinefrin a
opioidnich receptori v. CNS. SniZeni patologického piti alkoholu pifi soucasném
podavani 1é€iv se serotoninergnim Uc¢inkem bylo prokazéano i u experimentalnich zvifat
9).

Studie Khalifa A. E. (14) ukazuje potencialni nootropické vlastnosti tfezalkového
extraktu v davkach ekvivalentnich uzivani jako antidepresiva. Jak uz bylo zminéno,
slouceniny zodpovédné za antidepresivni aktivitu, hypericin a hyperforin, zvySuji
hladinu serotoninu a ten ma ochranny efekt proti oxidativnimu poskozeni neuront (3).
Deprese je Castym jevem u pacientll se senilni demenci. Studie na mySich ukazala, ze
ttezalkovy extrakt je lepSi alternativou pii1 1écbé deprese spojené s demenci nez
podavani syntetickych antidepresiv s anticholinergnimi uU¢inky zpusobujici sedaci a

posturalni hypotenzi u geriatrickych pacientt (14, 15, 3).
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Experimentalné byla prokézana antimikrobialni aktivita proti Grampozitivnim bakteriim
(11). U hypericinu, jedné z obsahovych latek tfezalky teckované, byl prokazan
antivirovy uéinek, ktery by se mohl uplatnit pii potencialni 1é¢bé AIDS (6). Ticzalka
teckovand je vsouCasné¢ dob¢ podrobena vysokému zajmu po chemické i
farmakologické strance. Diivodem je snaha potvrdit terapeuticky vliv na popaleniny,
modfiny, podlitiny a otoky (16). N¢kolika studiemi byl prokazan i protizanétlivy ti¢inek
trezalky teckované. Ve studii Menegazzia M. a kol. (17) byl hodnocen vliv tfezalky
teckované na zvifeci model s akutnim zanétem pohrudnice. Extrakt rostliny redukuje
rozvoj akutniho zanétu, ktery je jinak doprovazen infiltraci neutrofilli, interleukinu 1 a
zvySenou produkci tumor necrosis faktoru do mista zanétu. Flavonoidy obsazené
v Herba hyperici mohou inhibovat cyklooxygenazu a tim modulovat metabolismus

arachidonové kyseliny a rozvoj zanétu (18).

2.2.4 Ptipravky s obsahem tfezalky teckované

Herba hyperici je velmi vyuZivanou drogou, o ¢emz sv&édéi mnozstvi vyrabénych
ptipravki evidovanych v databazi AISLP (19). Setkavame se s ni v riznych 1ékovych
formach, jako jsou kapsle, tablety, globule, roztok, kapky, injek¢éni roztoky, masti a
¢ajove smesi. Suchy tiezalkovy extrakt je obsazen v ptipravcich: Felis 425 (cps., Salutas
Pharma GmbH, SRN), Felisio 425 (cps., Salutas Pharma GmbH, SRN), Helarium
hypericum (tbl., Bionorica AG, SRN), Hypericum stada (cps., Stadapharm GmbH,
SRN), Hyperikan (tbl., Dr. Willmar Schwabe GmbH_CO, SRN), Klosterfrau hypericum
(tbl., MCM Klosterfrau vertriebs GmbH, SRN), Myrall (cps., Stadapharm GmbH,
SRN), Remotiv 250 (tbl., Ewopharma spol. st. o. CR a Max-Zeller Séhne Ag,
Svycarsko), Cesradyston 200 (cps., Cesra Arzneimittel GmbH_CO, SRN) a Jarsin 300
(tbl., Lichtwer Pharma AG/GmbH, SRN).

S drogou Hyperici herba se hojné setkavame Vv ¢ajovych smésich: Alvisan Neo (Leros
s.r.0., CR), Fytokliman Planta (Leros s.r.o., CR), Nat' tfezalky (Leros s.r.o., CR),
Species nervinae planta (Leros s.r.o., CR), Stomaran (Leros s.r.o., CR), Tiezalka
v nélevovych saécich (Leros s.r.o., CR), Ttezalkovy &aj (Megafyt-R s.r.o., CR),
Zaludeéni ¢ajova smés (Megafyt-R s.r.o., CR).
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S tfezalkou se setkavame také v homeopatickych pripravcich: Hypericum (tbl., Radim
Bake§ Galenicka laboratoi Ostrava, CR), Traumeel S (ung., Biologische Heilmittel
Heel GmbH, SRN), Hypericum (glo., tbl., sol., Dr. Peithner KG, Rakousko) a
v Hypericum perforatum (glo., Boiron S. A., Francie), Traumeel (gtt., tbt., Biologische
Heilmittel Heel GmbH, SRN) a Dr. Reckeweg R30 (ung., Pharmazeutische Fabrik Dr.
Reckeweg GmbH, SRN). Registrované je také veterinarni homeopatikum Revet RV 25
A.U.V. (glo., inj., ., Pharmazeutische Fabrik Dr. Reckeweg GmbH, SRN).

2.3 STANOVENI ANTIOXIDACNI AKTIVITY

Védci stale Castéji vyhledavaji nové a ucinné antioxidanty v rozsahlé rostlinné fisi
zahrnujici ovoce, zeleninu, kofeni a 1éCivé rostliny. Izolace a chemicka identifikace
antioxidantl je velmi dileZzitd pro jejich vyuZiti v praxi jako potravnich dopliikii. Tento
proces je velmi Casové naroény a ne vzdy vede k uspéSnym vysledkim. Rozvoj
efektivnich metod, které by odhalily silné antioxidanty v rostlinném extraktu, miize
urychlit cely proces izolace a identifikace chemické struktury. Jednou
Z nejpouzivangjSich metod pro stanoveni antioxidacni aktivity je metoda vyuZivajici
radikalu 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl (DPPH). Oproti jinym metodam ma fadu vyhod,
mezi néz patii jednoduchost a moznost v kratkém ¢ase proméfit vice vzorku (20).

DPPH je stabilni volny radikal, ktery je schopen pfijetim volného elektronu nebo
vodikového atomu transformovat se na radikal obtizné oxidovatelny. Reakce probiha ve
dvou stupnich: v prvnim reaguje radikal DPPH s antioxidantem (AH) z n€¢hoz se tak
stava radikal, ten pak ve druhém stupni reaguje s dalSim radikdlem (stejnym nebo

jinym) a vznika latka neradikélového charakteru.

DPPH- + AH — DPPH-H + A-
A +X — AX

Redukeci radikalu DPPH dochazi ke snizeni absorpce pii vinové délce 517 nm.
Pii pouziti této metody se smicha fialovy roztok DPPH s roztokem vzorku, jehoz
aktivita je méfena, a po uplynuti doby inkubace se spektrofotometricky méii absorbance

a porovnava s absorbanci roztokt samotného DPPH.
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Vysledek se obvykle vyjadiuje jako % redukce DPPH a vypocitava podle vztahu:

A
Y%redukceDPPH = (1—-—-%)-100

N4

kde Ayz = absorbance testovaciho vzorku po uplynuti doby inkubace

Asy = absorbance slepého vzorku po uplynuti doby inkubace

Provedeni metody muiize byt riizné. Roztok DPPH mitize byt metanolovy nebo etanolovy
o ruzné koncentraci (0,1 mM, 0,2 mM a 1 mM). Také doba inkubace se v raznych
studiich 1i§1 (od 10-ti minut po 24 hodin). Absorbance se obvykle méfi pti 515 nebo
517 nm.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 POUZITY MATERIAL, PRISTROJE A POMUCKY

3.1.1 Rostlinny material

Nat tfezalky teCkované Hyperici herba byla ziskana sbérem v lokalit¢ Snina a Stropkov

Vv PreSovském kraji ( Slovensko) a dodana prostiednictvim firmy Fytopharma Malacky.

3.1.2 Chemikalie

Aqua purificata

Butan-2-on, p.a.

Difenylboryloxyetylamin = Naturstoff reagenz (CARLROTH, SRN)
Etanol, p.a.

Etylacetat, ¢.

Kyselina borita, p.a.

Kyselina mravenci bezvoda, p.a.

Kyselina octova bezvoda, p.a.

Kyselina octova ledov4, p.a.

Kyselina stavelova, p.a.

Metanol, p.a.

Tetrahydrofuran, p.a.

1,1-difenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, SRN)
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3.1.3 Pfistroje a pomiicky

Analytické vahy (KERN & SOHN GmbH, SRN)
Inkubaéni lazen (HEIDOLPH, SRN)
Chromatografické desky SILUFOL (KAVALIER, Votice, CR)
Laboratorni vahy (KERN & SOHN GmbH, SRN)
Mlynek (MOULINEX)

Odstiedivka (MPW 342, Polsko)

Spektrofotometr UV 1601 (SHIMADZU, Australie)
Susarna (Binder, SRN)

Ultrazvukova lazen (SONOREX RX 100H, SRN)
UV lampa (KRUSS Optronic, SRN)

Vakuova odparka (Laborota 4010 Heidolph, SRN)
Vodni lazen (GFL, SRN)

3.2 STANOVENI FLAVONOIDU

Stanoveni flavonoidii bylo provedeno postupem danym v Ceském lékopise 2002 dle
¢lanku Crataegi folium cum flore (21). Flavonoidy jsem stanovovala u kazdé drogy na
tfi navazky.

Pfi stanoveni jsem pfipravila tfi roztoky. Jednalo se o roztok zakladni, zkouSeny a
kontrolni. U zékladniho roztoku jsem smichala 0,400 g praskované drogy (250) se
40 ml lihu R 60 % (V/V) ve 200 ml bafice a zahfivala 10 minut na vodni lazni za
Castého protrepavani. Poté jsem obsah baiky piefiltrovala pies chomacek vaty do 100,0
ml odmérné baiikky. Chomacek vaty jsem vlozila zpét do 200 ml banky, ptidala 40 ml
lihu R 60 % (V/V) a znovu zahtivala 10 minut na vodni lazni pii 60 °C. Po ochlazeni
jsem obsah banky znovu zfiltrovala do 100,0 ml odmérné banky. 200ml banku i filtr
jsem promyla lihem R 60 % (V/V) a promyvaci tekutinu pfidala do odmérné barky.
Spojené roztoky jsem doplnila lihem R 60 % (V/V) na 100,0 ml roztoku a ten jsem
zfiltrovala.

Zkouseny roztok jsem pfipravila z roztoku zékladniho, kdy jsem 5,0 ml zdkladniho

roztoku odpafila v baiice s kulatym dnem za snizeného tlaku do sucha. Zbytek jsem
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rozpustila v 8 ml smési metanolu R a kyseliny octové ledové R (10+100) a pievedla do
25,0 ml odmérné baiky. Baiiku s kulatym dnem jsem promyla 3 ml smési metanolu R a
kyseliny octové ledové R (10+100) a promyvaci tekutinu jsem ptidala do téze odmérné
banky. K tomuto roztoku jsem piidala 10,0 ml roztoku kyseliny borit¢ R (25,0 g/l) a
kyseliny stavelové R (20,0 g/1) v kyseliné mravenci bezvodé R a zfedila kyselinou
octovou bezvodou R na 25,0 ml.

K piipravé kontrolniho roztoku jsem pouzila 5,0 ml zdkladniho roztoku, ktery jsem
odparila v baiice s kulatym dnem za snizeného tlaku do sucha. Zbytek jsem rozpustila v
8 ml smési objemovych dili metanolu R a kyseliny octové ledové R (10+100) a
prevedla do 25,0 ml odmérné banky. Banku s kulatym dnem jsem promyla 3 ml smési
objemovych dili metanolu R a kyseliny octové ledové R (10+100) a promyvaci
tekutinu jsem pievedla do téZze odmérné banky. K tomuto roztoku jsem ptidala 10,0 ml
kyseliny mravenci bezvodé R a ztedila kyselinou octovou bezvodou R na 25,0 ml.
Absorbanci zkouSeného roztoku jsem méfila po 30 minutich pii 410 nm proti
kontrolnimu roztoku.

Obsah flavonoudl v procentech, vyjadieno jako hyperosid (C21H20012), jsem vypocitala

podle vztahu A-1235

, kde A je absorbance roztoku v maximu pii 410 nm a M je

hmotnost zkousené drogy v gramech.

Vysledky méfeni stanoveni flavonoidti udava tabulka €. 1.

3.3 STANOVENI HYPERICINU

Postupem udanym v Ceském lékopise 2002 (21) v &lanku Hyperici herba jsem stanovila
obsah hypericinti v droze. Pro kazdou drogu jsem provedla tfi stanoveni.

Zkouseny roztok jsem ziskala extrakci 0,800 g praSkované drogy se 60 ml smeési
objemovych dili vody R a tetrahydrofuranu R (20+80). Smés jsem dala do 100 ml
bailkky s kulatym dnem a 30 minut vafila na vodni ldzni pfi 70 °C pod zpétnym
chladi¢em. Poté jsem smés odstiedila pfi 3500 otacek 2 minuty a supernatantni tekutinu
jsem prevedla do 250 ml banky s kulatym dnem. Zbytek drogy jsem znovu zahtivala s
60 ml smési objemovych dili vody R a tetrahydrofuranu R (20+80) 30 minut pod

zpétnym chladiCem. Smés jsem znovu odstfedila a supernatantni tekutinu odlila do
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250 ml banky s kulatym dnem k prvnimu podilu. Za sniZeného tlaku jsem roztoky
odpatila do sucha. Ke zbytku jsem ptidala 15 ml metanolu R a za pomoci ultrazvuku
jsem roztok pievedla do 25,0 ml odmérné banky, kterou jsem doplnila metanolem R.
Op¢ét jsem roztok odstiedila a prefiltrovala ptes filtr ze slinutého skla (0,2 pm), prvni
2 ml jsem odstranila a z ptefiltrovaného roztoku jsem dala 5,0 ml filtratu do 25,0 ml
odmérné banky a doplnila metanolem R.

Absorbanci zkouSeného roztoku jsem meéfila pti 590 nm za pouziti metanolu R jako
kontrolni tekutiny. Obsah v§ech hypericint v %, vyjadieno jako hypericin (C3oH160s),

125
m-870

jsem vypocitala podle vzorce , kde A je absorbance pii 590 nm a m je navazka

drogy v gramech. Lékopisné pozadavky ¢ini nejméné 0,08 % vSech hypericint,
pocitano jako hypericin (C3oH160s).

Vysledky méfeni stanoveni hypericinii udava tabulka €. 2.

3.4 STANOVENI ZTRATY SUSENIM

Stanoveni ztraty suSenim jsem provedla postupem Ceského 1ékopisu 2002 (21).
Vazenku i s vickem jsem nechala asi 1 hodinu v susarné pii 100 — 105 °C. Vazenku
jsem poté nechala zchladnout v exsikatoru a zvazila. Vazenku i s navazkou, ktera Cinila
asi 0,6 g, jsem nechala 2 hodiny v susarné pii 100 — 105 °C. Poté jsem vazenku znovu
zvazila a vypocitala ztratu suSenim. Lékopis povoluje maximalni ztratu susenim 10 %.
Pro kazdou drogu jsem provedla tfi stanoveni.

Vysledky stanoveni jsou v tabulce €. 3.

3.5 STANOVENI ZBYTKU PO VYSUSENI EXTRAKTU

Stanoveni zbytku po vysuseni extrakt(l jsem provedla postupem podle Ceského 1ékopisu
2002 (21). Zahiivanim 0,5 g drogy s 50 ml metanolu jsem pfipravila metanolovy

extrakt. Extrakt jsem zahtivala 30 minut pii 65 °C, prefiltrovala do 50,0 ml odmérné
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baiikky a doplnila. Stejn¢ tak jsem pfipravila vodny extrakt, jen misto metanolu jsem
pouzila 50 ml vody.

2 ml zkouseného extraktu jsem pievedla do pfedem vysuSené a zvazené vazenky. Na
vodni lazni jsem extrakt odpatila do sucha a zbytek jsem susila 3 hodiny v su$arné pii
100 — 105 °C. Po vychladnuti v exsikatoru jsem véazenku opét zvazila a vysledek
vyjadrila v g/l.

U kazdého vzorku drogy jsem provedla 2 stanoveni zbytku po odpatfeni vodného
extraktu a 2 stanoveni zbytku po odpafeni metanolového extraktu.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢.4.

3.6  STANOVENI ANTIOXIDACNI AKTIVITY

Antiradikalovou aktivitu jsem stanovovala spektrofotometrickou metodou vyuZzivajici
radikal 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl (DPPH).

3.6.1 Piiprava roztoku DPPH

Ptipravila jsem si zakladni 0,2 % roztok DPPH, ktery jsem uchovavala v lednici.
Navéazila jsem 0,0500 g DPPH a kvantitativné ptfevedla do 25,0 ml odmérné banky a
doplnila metanolem. K rozpusténi DPPH jsem pouzila ultrazvukovou lazen, kde jsem
roztok 5 minut ponechala. Ze zakladniho roztoku jsem odméfila 5,0 ml a v 50,0 ml
odmérné bance doplnila metanolem po znacku. Ziskala jsem 0,02 % roztok, ktery jsem

pouzivala ke stanoveni.

3.6.2 Piiprava extraktli z drog

Antiradikalovou aktivitu jsem stanovovala u metanolového i vodného vyluhu drogy a z

kazdého vzorku drogy jsem pfipravila 3 vyluhy metanolové a 3 vodné.
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3.6.2.1 METANOLOVY EXTRAKT

Metanolovy vyluh jsem pfipravila zahtivanim 0,5 g drogy s 50 ml metanolu po dobu 30
minut pii 65 °C. Smés jsem prefiltrovala do 50,0 ml odmérné banky a doplnila do 50,0
ml metanolem. K vlastnimu méfeni jsem pouzivala metanolovy extrakt, ktery jsem jesté
200x naredila. Z ptivodniho vyluhu jsem odméfila 0,5 ml a ve 100,0 ml odmérné barice

jsem doplnila metanolem po znacku.

3.6.2.2 VODNY EXTRAKT

Vodny vyluh jsem pfipravila zahtivanim 0,5 g drogy s 50 ml vody na vodni lazni pod
zpétnym chladi¢em pii 65 °C po dobu 30 minut. Po vychladnuti jsem smés zfiltrovala
do 50,0 ml odmérné baniky a doplnila na 50,0 ml vodou. Z odmérné banky jsem
odmeétila 5,0 ml roztoku a za snizeného tlaku jsem jej odpatila do sucha. Zbytek jsem
rozpustila ve 100,0 ml metanolu. Z tohoto metanolového roztoku jsem pfipravila
100x fedény roztok. 5,0 ml roztoku jsem doplnila ve 25,0 ml odmérné baiice metanolem

po znacku.

3.6.3 Stanoveni antioxidacni aktivity extraktli z drog

3.6.3.1 STANOVENI  ANTIOXIDACNI  AKTIVITY METANOLOVYCH
EXTRAKTU

3.6.3.1.1 Stanoveni antioxidacni aktivity Hyperici herba z oblasti Snina

Pfi vlastnim méfeni jsem odmétila 0,3; 0,5; 0,7; 1,0; 1,3; 1,5 a 1,6 ml metanolového
extraktu do 5,0 ml odmérnych ban¢k. Pfidala jsem 200 pl roztoku DPPH a doplnila

metanolem do 5,0 ml. Obsah odmérnych ban€k jsem promichala, odmérné banky
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uzaviela a ponechala 30 minut inkubovat v 37 °C tepl¢ lazni. Po uplynuti pozadované¢ho
Casu jsem m¢éfila absorbanci pti vinové délce 517 nm proti metanolu.
Soucasné jsem pripravila slepy vzorek pro kontrolu. Slepy vzorek obsahoval 200 ul

roztoku DPPH a metanol, kterym jsem odmérnou banku doplnila na 5,0 ml.

Antioxidacni aktivitu jsem vyjadfila v % redukce DPPH podle vztahu:
A

Y%redukceDPPH = (1—-—-%)-100
AS 14

kde Ayz = absorbance testovaciho vzorku po uplynuti doby inkubace

Asy = absorbance slepého vzorku po uplynuti doby inkubace

Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity drogy Hyperici herba z oblasti Snina uvadi
tabulka €. 5.

3.6.3.1.2 Stanoveni antioxidaéni aktivity Hyperici herba z oblasti Sropkov

K méfeni antiradikalové aktivity drogy Herba hyperici z oblasti Stropkov jsem pouzila
fadu: 0,1; 0,4; 0,7; 1,0; 1,3; 1,5 a 1,6 ml. Pfi méfeni jsem postupovala stejné jako u
drogy z oblasti Snina.

Vysledky stanoveni udava tabulka €. 6.

3.6.3.1.3 Stanoveni antioxidacni aktivity rutinu

Rutin jsem ziskala semipreparativni tenkovrstvou chromatografii metanolového
extraktu drogy ( 3.6.2.1.) na Silufolu. Nanasela jsem 250 pl metanolového vyluhu do
pruhu. Mobilni fazi byla smés etylacetatu R, kyseliny mravenci bezvodé R a vody R
(90:6:9). Poté jsem desky z komory vyndala a nechala do druhého dne v digestofi
odpafit mobilni fazi. Druhého dne jsem vySkrébala pés, ktery odpovidal rutinu, a
eluovala s 5 ml metanolu pomoci ultrazvuku. Nasledné jsem smés piefiltrovala ptes

fritu a kvantitativné ptevedla do 5,0 ml odmérné banky.
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Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity jsem k roztoku pftidala 200 pl roztoku DPPH a
doplnila metanolem po znacku. Odmérné banky jsem zamichala a uzaviené ponechala
30 minut inkubovat ve vodni lazni 37 °C teplé.

Pfi 517 nm jsem zm¢éfila absorbanci proti metanolu a antioxidaéni aktivitu vyjadiila v %
redukce DPPH.

Vysledky stanoveni AA eluatu rutinu z metanolového extraktu Herba hyperici oblasti

Snina a Stropkov uvadi tabulky ¢. 8 a 9.

3.6.3.2 STANOVENI ANTIOXIDACNI AKTIVITY VODNYCH EXTRAKTU

3.6.3.2.1 Stanoveni antioxidaéni aktivity Hyperici herba z oblasti Snina a Stropkov

Pfi meéfeni antioxidacni aktivity metanolového roztoku vodného extraktu jsem
postupovala stejné¢ jako u méfeni antioxidacni aktivity metanolového extraktu. V obou
ptipadech jsem k méteni antioxida¢ni aktivity pouzila fadu: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 a 0,6
ml. Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity metanolového roztoku vodného extraktu

jsou v tabulce ¢. 5 ac. 6.

3.6.3.2.2 Stanoveni antioxidacni aktivity rutinu

Semipreparativni tenkovrstvou chromatografii vodného extraktu drogy (nanaSeno
250 pl) jsem ziskala rutin postupem stejnym jako u metanolového extraktu.

K metanolovému roztoku rutinu jsem piidala 200 ul roztoku DPPH, doplnila do 5,0 ml
metanolem a inkubovala 30 minut pfti teploté 37 °C.

Vysledky stanoveni vodného extraktu Hyperici herba z oblasti Snina a Stropkov uvadi
tabulky ¢. 8 a 9.
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3.7 TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE

3.7.1 Dukaz hyperosidu, rutinu a kyseliny chlorogenové v metanolovém

extraktu

Podle ¢lanku Hyperici herba v CL 2002 (21) jsem si pfipravila zkouseny roztok.
Navazila jsem 0,5 g praskované drogy a zahtivala ji s 10 ml metanolu na vodni 14zni
pod zpétnym chladi¢em pii 60 °C po dobu 10 minut. Smés jsem piefiltrovala a doplnila

na 50,0 ml metanolem.

Jako stacionarni fazi jsem pouzila Silufol bez UV indikatoru, délici draha byla 10 cm

dlouha.

Mobilni faze: S1: kyselina mravenci bezvoda R, voda R, etyl-acetat R (6:9:90)
S2: kyselina mravenéi bezvoda R, voda R, butan-2-on, etyl-acetait R
(10:10:30:50)

Detekce: 1. Postiik roztokem difenylboryloxyetylaminu 1 % a po 30 minutach
pozorovani skvrn v UV svétle pfi 365 nm.

2. Postiik roztokem DPPH 0,2 % a nésledné prohliZeni na dennim svétle.

Nanasky: SN — 10 pl metanolového extraktu drogy Herba hyperici z oblasti Snina
STR — 10 pl metanolového extraktu drogy Herba hyperici z oblasti Stropkov
H - 10 ul standardu hyperosidu 0,1 %
R - 10 pl standardu rutinu 0,1 %
KCH- 10 pl standardu kyseliny chlorogenové 0,1 %

Schéma chromatogramil je na obrazku ¢.1 a 2.
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3.7.2 Dukaz hyperosidu, rutinu a kyseliny chlorogenové ve vodném

extraktu

Vodny extrakt jsem pfipravila zahfivanim 0,5 g drogy s 50 ml vody na vodni lazni pti
65 °C 30 minut. Po ochlazeni jsem smés zfiltrovala a doplnila do 50,0 ml vodou. Vodny
extrakt jsem na vodni lazni zahustila asi na 30 % pivodniho obsahu a nanésela jsem
20 pl extraktu.

Podminky chromatografie uvadi kapitola 3.7.1.

Schéma chromatogramt jsou uvedena na obrazku ¢. 3 a 4.
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4 VYSLEDKY

4.1 ANTIOXIDACNI AKTIVITA

Tabulka ¢. 1: Stanoveni obsahu flavonoidid Hyperici herba

Pivod | Navazka | Absorbance Obsah flavonoida (%) | Praimér (%) [Smérodatna
drogy |drogy (g) Prepocteng na vysusenou odchylka
rogu
0,3772 1,188 3,890
Stropkov| 0,3773 1,194 3,908 3,904 0,013
0,3716 1,178 3,915
0,3700 1,106 3,692
Snina | 0,3688 1,102 3,690 3,688 0,005
0,3722 1,110 3,683
Tabulka ¢. 2: Stanoveni obsahu hypericint v Hyperici herba
Puvod | Navazka | Absorbance Obsah hypericind (%) | Pramér (%) |Smérodatna
drogy |drogy () Prepocteng na vysusenou odchylka
rogu
0,7367 0,703 0,137
Stropkov| 0,7337 0,712 0,139 0,140 0,003
0,7360 0,729 0,142
0,7363 0,666 0,130
Snina | 0,7398 0,635 0,123 0,127 0,003
0,7363 0,649 0,127
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Tabulka €. 3: Stanoveni ztraty suSenim

Droga | Navazka |Ztrata hmotnosti (g)| Ztrata suSenim Primér | Smérodatna
(9) po 2 hod suseni (%) (%) odchylka
0,6376 0,0530 8,312
Stropkov| 0,6244 0,0511 8,184 8,249 0,064
0,6096 0,0503 8,251
0,6017 0,0481 7,994
Snina 0,5222 0,0451 8,637 7,997 0,639
0,6006 0,0442 7,359
Tabulka €. 4: Stanoveni zbytku po vysuseni extraktl
Typ extraktu | Oblast drogy [ Navazka drogy Hmotno(sé)extraktu Pramér | Odparek
(9/2 ml) po 3 hod suseni (9) (a/l)
Metanolovy Snina 0,0201 0,0057 0,0057 2,85
0,0057
Stropkov 0,0201 0,0064 0,0062 3,10
0,0060
Vodny Snina 0,0200 0,0064 0,0063 3,15
0,0062
Stropkov 0,0200 0,0069 0,0070 3,50
0,0071
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Tabulka ¢. 5 — Stanoveni antioxidac¢ni aktivity drogy Herba hyperici (ptivod Snina)

Typ Cislo |Objem| Vztaz.na | A A |% redukce |Promér| s
extraktu | vzorky |Y2O'KU| odparek | o\ | DPPH | DPPH | (%)
(ml) (ng)
Metanolovy 1 0,3 0,197 | 0,261 24,521
0,3 4,3135 0,187 | 0,235 20,426 |22,473|2,896
0,5 0,152 | 0,261 41,762
0,5 7,1891 0,157 | 0,235 33,191 |38,483|4,626
0,5 0,144 | 0,242 40,496
0,7 0,121 | 0,261 53,640
0,7 10,0648 | 0,119 | 0,235 49,362 |51,414|2,144
0,7 0,118 | 0,242 51,240
1,0 0,075 | 0,261 71,264
1,0 14,3783 | 0,073 | 0,235 68,936 |70,149|1,167
1,0 0,072 | 0,242 70,248
1,3 0,032 | 0,261 87,739
1,3 18,6917 | 0,029 | 0,235 87,660 |87,805(0,187
1,3 0,029 | 0,242 88,017
15 0,020 | 0,261 92,337
15 21,5674 | 0,017 | 0,235 92,766 |92,765|0,427
15 0,016 | 0,235 93,191
1,6 0,016 | 0,235 93,191
1,6 23,0052 0,016 | 0,235 93,191 |93,191|0,000
1,6 0,016 | 0,235 93,191
2 0,3 0,179 | 0,242 26,033
0,3 4,2853 0,182 | 0,242 24,793 |25,413(0,877
0,5 0,157 | 0,242 35,124
0,5 7,1421 0,150 | 0,242 38,017 |36,639|1,451
0,5 0,153 | 0,242 36,777
0,7 0,117 | 0,225 48,000
0,7 9,9989 0,119 | 0,225 47,111 |47,407 (0,513
0,7 0,119 | 0,225 47,111
1,0 0,080 | 0,225 64,444
1,0 14,2842 0,076 | 0,225 66,222 |64,741 1,358
1,0 0,082 | 0,225 63,556
1,3 0,038 | 0,225 83,111
1,3 18,5695 | 0,034 | 0,225 84,889 |84,296|1,026
1,3 0,034 | 0,225 84,889
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Pokracovani tabulky €. 5

Typ Cislo | Objem | Vztaz.na | A A |% redukce |[Promér| s
extraktu |vzorku| VZOrKU | odparek | o, | DPPH | DPPH | (o)
(ml) (g
1,5 0,020 | 0,225 [ 91,111
15 | 21,4263 | 0,019 | 0,225 | 91,556 |91,361|0,227
1,5 0,020 | 0,233 | 91,416
16 0,016 | 0,233 | 93,133
16 | 228547 | 0,016 | 0,233 | 93,133 [92,990|0,248
16 0,017 | 0,233 | 92,704
3 0,3 0,152 | 0,233 | 34,764
0,3 473143 | 0,166 | 0,233 | 28,755 |31,044|3,250
0,3 0,164 | 0,233 | 29,614
0,5 0,147 | 0,233 | 36,910
0,5 71906 | 0,150 | 0,233 | 35,622 |36,195 0,656
0,5 0,149 | 0,233 | 36,052
0,7 0,120 | 0,233 | 48,498
0,7 | 10,0668 | 0,118 | 0,227 | 48,018 |48,178(0,277
0,7 0,118 | 0,227 | 48,018
1,0 0,078 | 0,227 | 65,639
10 | 143811 | 0,078 | 0,227 | 65,639 |67,254|2,798
1,0 0,067 | 0,227 | 70,485
1,3 0,039 | 0,227 | 82,819
1,3 | 186954 | 0,033 | 0,227 | 85463 |84,141|1,322
1,3 0,036 | 0,227 | 84,141
1,5 0,019 | 0,227 | 91,630
15 | 215717 | 0,017 | 0,227 | 92,511 |92,070|0,441
1,5 0,018 | 0,227 | 92,070
1,6 0,021 | 0,228 | 90,789
1,6 | 230008 | 0,019 | 0,228 | 91,667 |91,374|0,506
1,6 0,019 | 0,228 | 91,667
Vodny 1 0,1 0,159 | 0,193 | 17,617
0,1 31513 | 0,152 | 0,192 | 20,833 |20,108|2,220
0,1 0,150 | 0,192 | 21,875
0,2 0,126 | 0,192 | 34,375
0,2 63025 | 0,118 | 0,192 | 38,542 |36,285|2,105
0,2 0,123 | 0,192 | 35,938
0,3 0,091 | 0,193 | 52,850
0,3 94538 | 0,091 | 0,192 | 52,604 |52,686|0,142
0,3 0,091 | 0,192 | 52,604
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Pokracovani tabulky €. 5

Typ Cislo | Objem | Vztaz.na | A A |% redukce |[Promér| s
extraktu |vzorku| VZOrKU | odparek | o, | DPPH | DPPH | (o)
(ml) (g
0,4 0,059 | 0,192 [ 69,271
04 | 12,6050 | 0,061 | 0,192 | 68,229 |67,535|2,168
0,4 0,067 | 0,192 | 65,104
0,5 0,044 | 0,193 | 77,202
05 | 15,7563 | 0,040 | 0,195 | 79,487 |79,409 2,169
0,5 0,036 | 0,195 | 81,538
0,6 0,022 | 0,192 | 88,542
0,6 | 18,9076 | 0,024 | 0,195 | 87,692 |88,1460,428
0,6 0,023 | 0,195 | 88,205
2 0,1 0,127 | 0,155 | 18,065
0,1 31544 | 0,130 | 0,155 | 16,129 |17,699 1,422
0,1 0,133 | 0,164 | 18,902
0,2 0,090 | 0,155 | 41,935
0,2 6,3088 | 0,092 | 0,155 | 40,645 |40,942 0,884
0,2 0,098 | 0,164 | 40,244
0,3 0,066 | 0,155 | 57,419
0,3 94632 | 0,069 | 0,164 | 57,927 |56,538|1,982
0,3 0,075 | 0,164 | 54,268
0,4 0,047 | 0,155 | 69,677
04 | 12,6176 | 0,043 | 0,155 | 72,258 |72,312|2,662
0,4 0,041 | 0,164 | 75,000
0,5 0,024 | 0,155 | 84,516
05 | 15,7721 | 0,023 | 0,164 | 85976 |85,036/0,815
0,5 0,026 | 0,169 | 84,615
0,6 0,020 | 0,155 | 87,097
0,6 | 18,9265 | 0,020 | 0,169 | 88,166 |87,415/0,653
0,6 0,022 | 0,169 | 86,982
3 0,1 0,134 | 0,164 | 18,293
0,1 31538 | 0,135 | 0,164 | 17,683 |19,257|2,219
0,1 0,122 | 0,156 | 21,795
0,2 0,096 | 0,156 | 38,462
0,2 63076 | 0,094 | 0,156 | 39,744 |39,283|0,713
0,2 0,102 | 0,169 | 39,645
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Pokracovani tabulky €. 5

Typ Cislo | Objem | Vztaz.na | A A |% redukce |[Promér| s
extraktu |vzorku| VZOrKU | odparek | o, | DPPH | DPPH | (o)
(ml) (g
0,3 0,070 | 0,156 | 55,128
0,3 94613 | 0,067 | 0,156 | 57,051 |56,920|1,730
0,3 0,070 | 0,169 | 58,580
0,4 0,042 | 0,156 | 73,077
04 | 12,6151 | 0,041 | 0,156 | 73,718 |73,932(0,979
0,4 0,039 | 0,156 | 75,000
0,5 0,023 | 0,156 | 85,256
05 | 157689 | 0,025 | 0,169 | 85,207 |85,815|1,011
0,5 0,022 | 0,169 | 86,982
0,6 0,020 | 0,169 | 88,166
0,6 | 18,9227 | 0,020 | 0,169 | 88,166 |88,363 0,342
0,6 0,019 | 0,169 | 88,757
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Tabulka ¢. 6 — Stanoveni antioxidacni aktivity drogy Herba hyperici ( ptivod Stropkov)

Typ Cislo |Objem| Vztaz.na | A A |% redukce |Promér| s
extraktu | vzorky |Y2O'KU| odparek | o\ | DPPH | DPPH | (%)
(ml) (ng)
Metanolovy| 1 0.1 0172 | 0,212 | 18,868
01 | 15584 | 0,179 | 0,212 | 15,566 | 15,566 |3,302
01 0,186 | 0,212 | 12,264
0.4 0,155 | 0,212 | 26,887
04 | 62335 | 0,152 | 0,212 | 28,302 |27,516|0,721
0,4 0,154 | 0212 | 27,358
07 0110 | 0,212 | 48,113
07 | 10,9086 | 0,111 | 0,212 | 47,642 |47,484|0,721
07 0,113 | 0,212 | 46,698
1,0 0,080 | 0,212 | 62,264
1,0 | 155837 | 0,077 | 0,212 | 63,679 |64,154]2,166
1,0 0,075 | 0224 | 66,518
13 0,040 | 0,224 | 82,143
1,3 | 202588 | 0,039 | 0,224 | 82,580 |83,185]1,435
13 0,034 | 0224 | 84,821
15 0,023 | 0,224 | 89,732
15 | 233756 | 0,024 | 0,224 | 89,286 |89,435]0,258
15 0,024 | 0,224 | 89,286
16 0019 | 0,224 | 91518
16 | 24,9339 | 0,018 | 0,224 | 91,964 |91,667]0,258
16 0019 | 0224 | 91518
2 0.1 0194 | 0,224 | 13,393
01 | 15534 | 0,194 | 0215 | 9,767 |10,046 3,217
0.1 0,200 | 0215 | 6,977
0.4 0,144 | 0,215 | 33,023
04 | 62136 | 0,152 | 0,215 | 29,302 |30,543|2,148
0,4 0,152 | 0,215 | 29,302
07 0113 | 0,215 | 47,442
07 | 10,8739 | 0,113 | 0,215 | 47,442 |47,442|0,000
07 0,113 | 0,215 | 47,442
1,0 0,076 | 0,215 | 64,651
1,0 | 155341 | 0,075 | 0,215 | 65,116 |64,031]1,495
1,0 0,081 | 0215 | 62,326
13 0,045 | 0,224 | 79,911
1,3 | 20,1943 | 0,038 | 0,224 | 83,036 |81,548]1,568
13 0,041 | 0224 | 81,696
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Pokracovani tabulky ¢. 6

Typ Cislo |Objem| Vztaz.na | A A |% redukce |[Promér| s
extraktu | vzorky |YZO'KU| odparek | o\ 1| DPPH | DPPH | (%)
(ml) (g
15 0,022 | 0,224 | 90,179
15 | 233012 | 0,022 | 0,224 | 90,179 |90,179|0,000
1,5 0,022 | 0,224 | 90,179
16 0,021 | 0,224 | 90,625
16 | 248546 | 0,020 | 0,224 | 91,071 |90,625|0,446
16 0,022 | 0,224 | 90,179
3 0,1 0,205 | 0,224 | 8,482
01 | 15565 | 0,203 | 0,224 | 9,375 | 8,955 |0,449
0,1 0,202 | 0,222 | 9,009
0,4 0,156 | 0,222 | 29,730
04 | 62260 | 0,158 | 0,222 | 28,829 |29,730|0,901
0,4 0,154 | 0,222 | 30,631
0,7 0,118 | 0,222 | 46,847
0,7 | 10,8956 | 0,114 | 0,222 | 48,649 |47,447|1,040
0,7 0,118 | 0,222 | 46,847
1,0 0,080 | 0,222 | 63,964
1,0 | 155651 | 0,082 | 0,222 | 63,063 |63,964 0,901
1,0 0,078 | 0,222 | 64,865
13 0,046 | 0,222 | 79,279
1,3 | 202346 | 0,040 | 0,222 | 81,982 [80,631]1,351
13 0,043 | 0,222 | 80,631
15 0,029 | 0,222 | 86,937
15 | 233477 | 0,027 | 0,222 | 87,838 |87,688|0,688
1,5 0,026 | 0,222 | 88,288
1,6 0,022 | 0,222 | 90,090
1,6 | 249042 | 0,021 | 0,222 | 90,541 |90,240|0,260
1,6 0,022 | 0,222 | 90,090
Vodny 1 0,1 0,168 | 0,208 | 19,231
01 | 35091 | 0,173 | 0,197 | 12,183 |16,563|3,823
0,1 0,161 | 0,197 | 18,274
0,2 0,132 | 0,208 | 36,538
02 | 70182 | 0,129 | 0,197 | 34,518 |33,161|4,223
0,2 0,141 | 0,197 | 28,426
0,3 0,110 | 0,208 | 47,115
0,3 | 105273 | 0,105 | 0,197 | 46,701 |47,854|1,652
0,3 0,099 | 0,197 | 49,746
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Pokracovani tabulky ¢. 6

Typ Cislo |Objem| Vztaz.na | A A |% redukce |[Promér| s
extraktu | vzorky |Y2O'KU| odparek | o\ v | DPPH | DPPH | (%)
(ml) (g
0,4 0,070 | 0,208 | 66,346
04 | 14,0364 | 0,077 | 0,197 | 60,914 |64,055|2,814
0,4 0,073 | 0,208 | 64,904
0,5 0,057 | 0,208 | 72,596
0,5 | 17,5455 | 0,045 | 0,197 | 77,157 |75,468|2,500
0,5 0,046 | 0,197 | 76,650
0,6 0,028 | 0,208 | 86,538
0,6 | 21,0546 | 0,034 | 0,208 | 83,654 |84,936|1,469
0,6 0,032 | 0,208 | 84,615
2 0,1 0,176 | 0,208 | 15,385
0,1 | 35154 | 0,169 | 0,208 | 18,750 |17,308|1,733
0,1 0,171 | 0,208 | 17,788
0,2 0,134 | 0,208 | 35577
0,2 | 70308 | 0,140 | 0,208 | 32,692 |36,058|3,630
0,2 0,125 | 0,208 | 39,904
0,3 0,110 | 0,208 | 47,115
0,3 | 105462 | 0,112 | 0,208 | 46,154 |47,436|1,469
0,3 0,106 | 0,208 | 49,038
0,4 0,086 | 0,208 | 58,654
0,4 | 14,0616 | 0,085 | 0,208 | 59,135 |58,173|1,272
0,4 0,090 | 0,208 | 56,731
0,5 0,043 | 0,208 | 79,327
0,5 | 17,5770 | 0,048 | 0,208 | 76,923 |77,083|2,168
0,5 0,052 | 0,208 | 75,000
0,6 0,039 | 0,208 | 81,250
0,6 | 21,0024 | 0,029 | 0,208 | 86,058 |82,692|2,924
0,6 0,040 | 0,208 | 80,769
3 0,1 0,170 | 0,207 | 17,874
0,1 | 35049 | 0,154 | 0,186 | 17,204 |17,965|0,810
0,1 0,151 | 0,186 | 18,817
0,2 0,139 | 0,207 | 32,850
0,2 | 70008 | 0,123 | 0,186 | 33,871 |33,710|0,792
0,2 0,122 | 0,186 | 34,409
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Pokracovani tabulky ¢. 6

Typ Cislo |Objem| Vztaz.na | A A |% redukce |[Promér| s
extraktu | vzorky |YZO'KU| odparek | o\ 1| DPPH | DPPH | (%)
(ml) (g
0,3 0,105 | 0,207 | 49,275
0,3 | 10,5147 | 0,095 | 0,186 | 48,925 |50,655 2,698
0,3 0,086 | 0,186 | 53,763
0,4 0,080 | 0,207 | 61,353
0,4 | 14,0196 | 0,070 | 0,186 | 62,366 |61,670 0,604
0,4 0,072 | 0,186 | 61,290
0,5 0,051 | 0,207 | 75,362
0,5 | 17,5245 | 0,052 | 0,186 | 72,043 |74,583|2,254
0,5 0,044 | 0,186 | 76,344
0,6 0,045 | 0,207 | 78,261
0,6 | 21,0204 | 0,031 | 0,207 | 85,024 |83,819|5,064
0,6 0,022 | 0,186 | 88,172

37




Tabulka €. 7: Srovnani primérné antioxidaéni aktivity extraktii z drog rizného piivodu.

Puvod |Typ extraktu| Hmotnost vztazena | % redukce S IC 50
drogy na odparek (ug) DPPH (ng/ml)
Snina | metanolovy 4,3044 26,987 2,341
7,1739 37,106 2,244
10,0435 49,000 0,978
14,3479 67,381 1,774 | 9,8927
18,6522 85,414 0,845
21,5218 92,065 0,365
22,9566 92,518 0,251
vodny 3,1532 19,021 1,954
6,3063 38,837 1,234
9,4594 55,381 1,285 | 9,9697
12,6126 71,259 1,936
15,7658 83,420 1,332
18,9189 87,975 0,474
Stropkov | metanolovy 1,5561 11,522 2,323
6,2244 29,263 1,257
10,8927 47,458 0,587
15,5610 64,050 1,521 | 11,9007
20,2292 81,788 1,451
23,3415 89,100 0,315
24,8976 90,844 0,321
vodny 3,5098 17,278 2,122
7,0196 34,309 2,882
10,5294 48,648 2,425 | 11,3659
14,0392 61,299 1,563
17,5490 75,711 2,307
21,0588 83,816 2,667
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Tabulka ¢. 8: Stanoveni antioxidacni aktivity eludtu rutinu z metanolového a vodného

extraktu Hyperici herba (piivod Snina). (Kontrola — hodnoty pro eluat odpovidajici

velikosti z chromatografické desky, ktery nepfiSel do styku se vzorkem.)

Typ Cislo |Objem| Vztaz.na | A A |% redukce |Primér| s
extrakiu | vzorky |YZOrKu| odparek | | DPPH | DPPH | (%)
(1l (mg)
metanolovy 0,067 | 0,206 67,476
1 250,0 | 2,5225 0,070 | 0,206 | 66,019 |69,094 4,129
0,054 | 0,206 | 73,786
0,025 | 0,206 | 87,864
2 250,0 | 2,5060 0,030 | 0,206 | 85,437 |87,540]|1,962
0,022 | 0,206 | 89,320
0,046 | 0,206 | 77,670
3 250,0 | 2,5230 0,032 | 0,206 | 84,466 |82,686 4,405
0,029 | 0,206 | 85,922
kontrola 0,197 | 0,206 4,369
vodny 0,043 | 0,187 | 77,005
1 250,0 | 2,5001 0,041 | 0,187 | 78,075 |[81,640|7,121
0,019 | 0,187 | 89,840
0,040 | 0,159 | 74,843
2 250,0 | 2,5035 0,039 | 0,159 | 75,472 |71,279|6,725
0,058 | 0,159 | 63,522
0,055 | 0,159 | 65,409
3 250,0 | 2,5030 0,039 | 0,159 | 75,472 |72,746|6,424
0,036 | 0,159 | 77,358
kontrola 0,161 | 0,187 | 13,904
Typ Cislo Redukce DPPH | Redukce DPPH | Redukce DPPH rutinu
extraktu vzorku rutinu (%) kontrola (%) Zmensenz, /g)kontmlu
metanolovy 1
2 79,773 4,369 75,404
3
vodny 1
2 75,222 13,904 61,318
3
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Tabulka ¢. 9: Stanoveni antioxidacni aktivity eludtu rutinu z metanolového a vodného

extraktu Herba hyperici (ptivod Stropkov). (Kontrola — hodnoty pro eluat odpovidajici

velikosti z chromatografické desky, ktery nepfiSel do styku se vzorkem.)

Typ Cislo |Objem| Vztaz.na | A A % redukce |Promér| s
extraktu | vzorky |VZOTKU| odparek | | DPPH | DPPH | (%)
(1l (mg)
metanolovy 0,070 | 0,223 68,610
1 250,0 | 2,5135 0,047 | 0,223 78,924 | 73,094 5,287
0,063 | 0,223 | 71,749
0,035 | 0,223 84,305
2 250,0 | 2,5055 0,041 | 0,223 | 81,614 |81,166 3,386
0,050 | 0,223 77,578
0,030 | 0,223 | 86,547
3 250,0 | 2,5105 0,031 | 0,223 86,099 86,398 0,259
0,030 | 0,223 | 86,547
kontrola 0,197 | 0,223 11,659
vodny 0,057 | 0,152 | 62,500
1 250,0 | 2,5065 0,074 | 0,152 51,316 55,482 6,113
0,072 | 0,152 | 52,632
0,054 | 0,152 64,474
2 250,0 | 2,5110 0,073 | 0,152 51,974 |57,895|6,276
0,065 | 0,152 | 57,237
0,063 | 0,152 58,553
3 250,0 | 2,5035 0,065 | 0,152 | 57,237 |[60,746|4,981
0,051 | 0,152 66,447
kontrola 0,135 | 0,152 | 11,184
Typ Cislo Redukce DPPH | Redukce DPPH | Redukce DPPH rutinu
extraktu vzorku rutinu (%) kontrola (%) Zmenseng, /g)kontmlu
metanolovy 1
2 80,219 11,659 68,560
3
vodny 1
2 58,041 11,184 46,857
3
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Graf ¢. 1: Antioxidacni aktivita metanolovych extrakt
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Graf ¢. 2: Antioxida¢ni aktivita metanolovych roztokd vodnych extrakta
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Graf €. 3: Graf linearni regrese antioxidacni aktivity metanolového extraktu
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Graf ¢. 4: Graf linearni regrese antioxidacni aktivity metanolového roztoku vodného

extraktu
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4.2 TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE

Obrazek ¢. 1:
difenylboryloxyetylaminem 1 %.

Schéma chromatogramu metanolového extraktu po postiiku

Mobilni faze S1: kyselina mravenci bezvoda R, voda R, etyl-acetat R (6:9:90)

Rf Rf Rf Rf
gervena | —— 098 | —— 0,98
Cervena | ——> 082 | —— 0,82
zelend | <——> 0,76 | <—— 0,75
Cervend | <—> 0,70 | <—— 0,69
Gervend | <> 060 | <—— 0,61
zelend | <> 026 | <> 0,28
oranzova| <— 0,17 > 0,19 > 0,17
oranzova| <> 0,05 | <—= 0,05 > 0,07
cervena | 000 | 0,00 — 0,00
Snina Stropkov Hyperosid Rutin
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Pokrac¢ovani obrazku ¢. 1.

Mobilni faze S2: kyselina mravenci bezvoda R, voda R, butan-2-on, etyl-acetat R
(10:10:30:50)

R¢ Rt R¢ R¢ Rt
Servend |<—— 1,00 <> 1,00
cervend |—— 0,96 — 0,96
zelena ) 0,58 ) 0,58 ) 0,62
oranzova | <> 0,47 — 047 —— 047
oranzova | <> 0,25 — 0,25 — 0,25

Kys.
Snina Stropkov Hyperosid Rutin chlorogenova
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Obrazek ¢. 2: Schéma chromatogramu metanolového extraktu po postfiku roztokem

DPPH 0,2 %.

Mobilni faze S1: kyselina mravenci bezvoda R, voda R, etyl-acetat R (6:9:90)

Rt Rt R¢ R¢
zluta — 01| — 071
Zluté ) 0,50 ) 0,50
dutd | — 032 | < 0,34
zluta — 024 — 024 - 0,23
zluta — 007 | — 0,07 —— 0,08
Snina Stropkov Hyperosid Rutin

Mobilni faze S2: kyselina mravenci bezvoda R, voda R, butan-2-on, etyl-acetat R
(10:10:30:50)

R¢ R¢ Rt Rt Rt
Zluta > 0,73] <= 0,75
Zluta < > 050 < =051 <> 0,50
Zluta <> 0,28 <— 0,29 <~ 0,31
Kys.
Snina Stropkov Hyperosid Rutin chlorogenova
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Obrazek ¢. 3: Schéma chromatogramu metanolového roztoku vodného extraktu po

postiiku difenylboryloxyetylaminem 1 %.

Mobilni faze S1: kyselina mravenci bezvoda R, voda R, etyl-acetat R (6:9:90)

Rt Ry Rt Rt
dervend | < —> 0,79 <> 0,77
modrozel| <— 046 | <— 0,47
zluta <> 032 <— 035 |< 0,31
zluta -— 0,10 -— 0,15 -— 0,13
Snina Stropkov Hyperosid Rutin

Mobilni faze S2: kyselina mravenci bezvoda R, voda R, butan-2-on, etyl-acetat R
(10:10:30:50)

R¢ Rs Rs Rt Rt
modrozel — 0,65 — 0,66 — 0,63
sluth | <— 0,55| <—— 0,55| <— 053
zluta - 0,35 - 0,36 ) 0,35
Kys.
Snina Stropkov Hyperosid Rutin chlorogenova
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Obrazek ¢. 4: Schéma chromatogramu metanolového roztoku vodného extraktu po

posttiku roztokem DPPH 0,2 %.

Mobilni faze S1: kyselina mravenc¢i bezvoda R, voda R, etyl-acetat R (6:9:90)

Rt Ry Rt Rt
modrozel| <> 045| <> 047
Zluth | <> 035 <> 038 | <> 0,30
Zluta — 0,12 — 0,15 — 0,13
Snina Stropkov Hyperosid Rutin

Mobilni faze S2: kyselina mravenci bezvoda R, voda R, butan-2-on, etyl-acetat R
(10:10:30:50)

R¢ R¢ Rt Rt Rt
modrozel — 045 — 047
Zluta | <> 0,35 <> 038 | <=> 0,30
zutd | — 012 — 015 ~—— 013
Kys.
Snina Stropkov Hyperosid Rutin chlorogenova
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5 DISKUSE

Ttezalka teckovana se stala vyznamnym predmétem zajmu védci zkoumajicich
antioxidacni aktivitu. Tato Siroce rozSifend 1é¢iva rostlina obsahuje mnoho sloucenin
s dokumentovanou biologickou aktivitou, zahrnujici flavonoidy, naftodiantrony,
fluoroglucinoly, proantocyanidiny, xanthony a silici (22). Stala se jednim
z nejpopularnéjsich rostlinnych ptipravkia v USA a také v Evropé (23). Toto prvenstvi
je dano hlavné klinicky prokazanym ucinkem pii terapii mirné deprese.

ZvySeny zajem o Hypericum perforatum je dan také diky jejim antioxidacnim a
antiradikdlovym vlastnostem. Vysledky studie, kterou provedli Hunt E. J. a kol. (24)
ukdzaly na inhibici volnych radikalt produkovanych v jednotlivych buiikdch i cévnich
tkanich pomoci extraktu z tfezalky. Vysoka atioxidacni aktivita byla prokdzéana u tady
bulharskych 1é€ivych rostlin, mezi néz patii také tiezalka teckovand, ve studii Ivanova
D. a kol. (25). Antioxidaéni potencial extraktd Hypericum perforatum a jejich ¢asti je
hodnocen na zakladé obsahu fenolickych sloucenin (2). Vice jak 57 % vSech
fenolickych sloucenin pfitomnych v extraktu jsou flavonoidy, hlavné kvercetin a jeho
glykosidy. Na zakladé studii bylo potvrzeno, ze pravé tento typ sloucenin je
nejvyznamnéj$im antioxidantem. Maji strukturalni aspekty urcujici vysoky antioxidaéni
potencial (2). Rozdily ve struktufe a substituci flavonoidi maji za nasledek ruzné
antioxidacni schopnosti flavonoidi (26). Studie (2) (11) a (27) se shodly na vlivu
volnych OH- skupin fenolickych slou¢enin na AA. Vyznamné zvySena antioxidacni a
antiradikalova aktivita je v pfipadé substituce kruhu C OH skupinou v poloze 3 a 5 a
navic dvojna vazba v poloze 2,3 je v konjugaci soxo skupinou v poloze 4. Podle
vysledka ziskanych ze studie Zou Y. a kol. (28), mlze byt antioxidacni mechanismus
ttezalky teCkované ptipisovan schopnosti zhdset volné radikaly, vazat (chelatovat) kovy
a schopnosti zhaSet reaktivni kyslikaté slouceniny. Studie (2) hodnotici antioxidaéni
potencial etanolového extraktu Hypericum perforatum zaznamenala vyrazné snizeni
lipidové peroxidace. Flavonoidni aglykony pak byly oznafeny za hlavni aktéry
antioxidacniho ucinku extraktu a ochrany proti lipidové peroxidaci. Hypericin a
hyperforin nemaji vyznamnéj$i podil na antioxidacnich vlastnostech. Studie také
upozorituje na konzumaci tiezalky teckované a farmaceutickych produkti zahrnujici
potravni dopliiky s antioxida¢nim efektem s prospéSnym vlivem na zdravi. K tomuto

konstatovani se ptidava také studie Wach A. a kol. (29).
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Peroxidaci lipidovych membran liposomt v sérii in vitro testt branil extrakt Hypericum
perforatum bohaty na flavonoidy. Vysledkem této studie (28) bylo prokazani schopnosti
zametat volné radikaly a antioxidacni vlastnosti tfezalky teCkované a navrh ptipravki s
obsahem tiezalky teCkované pro 1é¢bu onemocnéni postihujici srdce. OvSsem studie
Peeblesa K. A. a kol. (23) zdlraziuje schopnost tiezalkového extraktu interagovat
sjinymi léCivy. Hlavné diky slouc¢enindm hypericin a hyperforin, které¢ indukuji
cytochrom P 450 jeho izoformy 1A2 a 3A4. Dochazi tak ke zméné metabolismu 1éCiv
odbourdvanych timto enzymem (napi. warfarinu, teofylinovych piipravki, felodipinu,
statintl).

Pro inhibici lipidové peroxidace, schopnost zhaset hydroxylovy radikal a pro vzajemné
pasobeni s volnym radikalem DPPH se studie Benedi J. a kol. (3) zaméfila na
standardizovany extrakt tifezalky teCkované. Vysledky ukazuji na zhaseni DPPH
radikalu v zdvislosti na mnozstvi extraktu. Byla zjisténa ICso 109 pg / ml, ktera
odpovida standardizovanému extraktu s obsahem 0,3 % hypericini. To také potvrdila
studie (30). Na mnozstvi extraktu je také zavisla prokazana inhibice enzymové i
neenzymové peroxidace VvV mozkové kufe potkana. Skutecnost, Ze aktivita volnych
radikali a lipidovd peroxidace mohou byt zahrnuty do tvorby a rozvoje
neurodegenerativnich poruch, nastolila otazku, zda-li i jiné neurologické stavy,
zahrnujici deprese, mohou byt ovlivnény reaktivnimi slouc¢eninami kysliku. Proto také
byly zhodnoceny antioxida¢ni vlastnosti tradi¢nich antidepresiv. Vysledkem je, Ze
klorgylin a deprenyl vyznamné inhibuji hydroxylovy radikal. Studie ukazuje také na
zjevnou inhibi¢ni aktivitu tfezalky zhaSet reaktivni formy kysliku, ale i na schopnost
zhéSet reaktivni formy dusiku. Studie Luo L. a kol. (16) to také dokazuje. NO-syntaza
katalyzuje oxidaci guanidinu na L-arginin za tvorby NO. NO miZe reagovat se
superoxidovym radikalem O za vzniku vysoce reaktivniho peroxynitritu ONOO ,
ktery hraje roli v bunééném poskozeni nebo zniceni bunék. Luo L. a kol. (16) zjiStoval
pravdépodobny inhibi¢ni efekt flavonoidu tfezalky teCkované na NO-syntazu. Kvercetin
a hyperosid byly nejaktivnéjSimi slouceninami. Naopak kvercitrin a rutin neukdzaly
zadny inhibicni efekt. VEasnym a opakovanym uzitim inhibitoru NO-syntazy byl
zaznamenan ochranny vliv na CNS. Kvercetin a jeho glykosid hyperosid (kvercetin 3-
O-B galaktosid) byly dale studovany na zvifecich modelech. Vysledky ukazaly, ze
kvercetin je neselektivni inhibitor vSech tfi izoforem NO-syntdzy, endotelidlni,

neuronové i indukované. Hyperosid prokazal svoji selektivitu na zvySené inhibici
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neuronové NO-Syntazy. Ze zéavéru studie plyne vztah mezi inhibici NO-syntazy a
antidepresivnim ucinkem flavonoidt (kvercetin a hyperosid) z Hypericum perforatum.
Nékteré studie ukazuji, Ze 1éCivé rostliny maji ochranny efekt proti bunécné smrti
neuront zpusobené oxidativnim stresem. Léc¢ba tiezalkou teCkovanou inhibuje
peroxidem vodiku indukované zvyseni aktivity enzymu kaspaza-3, ktery hraje dilezitou
roli v apoptoze bunky. Vyznamny neuroprotektivni efekt Hypericum perforatum proti
H,O, indukované apoptdze v lidské bunécné linii neuronovych bunék byl prokazan
studii Janga M. H. a kol. (31).

Studie (11) se zabyvala vztahem rozpustnosti sloucenin v reak¢énim prostedi a jejich
aktivitou. Rozpustnost aglykonu v emulzi je vétsi nez glykosidu, ktery si pfirozené
vybere vodnou fazi v emulzi typu olej ve vodé. Vysoka AA biapigeninu a hypericinu
(aglykony) je pfisuzovana jejich rozpustnosti v olejové fazi. Zjisténi, Ze volné OH
skupiny ve fenolickych sloucenindch jsou nejvice zodpovédné za AA, je potvrzeno
skutecnosti, ze biapigenin a hypericin obsahuji vice OH skupin nez jiné slouceniny
izolované z etylacetatové frakce metanolového extraktu Hypericum hyssopifolium.
Cilem mé prace bylo zjistit antioxida¢ni aktivitu a schopnost zhaset volné radikaly in
vitro u extraktt z Herba hyperici. K dispozici jsem méla nat’ Hypericum perforatum ze
dvou oblasti PreSovského kraje (Slovensko), Snina a Stropkov. Antioxidacni aktivitu
jsem stanovovala metodou zhaSeni radikalu DPPH. Spektrofotometricky jsem mefila
pokles absorbance roztoku pti vinové délce 517 nm. Antioxidacni aktivita se vyjadiuje
jako % redukce DPPH podle vzorce:

YoredukceDPPH = (1 — A—VZ) -100

ASV
kde Ayz = absorbance testovaciho vzorku po uplynuti doby inkubace

Asy = absorbance slepého vzorku po uplynuti doby inkubace

nebo hodnotou ICsp, coz odpovida navazce vzorku nebo koncentraci extraktu, ktera
zpiisobi pokles absorbance DPPH na 50 %.

Metodou jsem stanovovala AA vodného a metanolového extraktu z nati. Protoze
Z literatury je znamo, Ze na AA se podileji flavonoidy, stanovila jsem jejich mnozstvi
v droze. Stanoveni jsem provedla postupem podle CL 2002 &lanku Crataegi folium cum
flore (21). Metoda je zaloZena na spektrofotometrickém stanoveni reakénich produktt
s kyselinou boritou a Stavelovou. Vysledky uvadi tabulka ¢.1. Obsah flavonoida,

pfepocteny na vysuSenou drogu a vyjadieny v % hyperosidu, je u nati v rozmezi

50



3,688 = 0,005 az 3,904 + 0,013 %. Cesky lékopis 2002 (21) konkrétni obsah flavonoidi
neuvadi, podle literarnich tdaji mtze byt v droze 2 — 4 % flavonoidua (8). Jak vyplyva
z vysledkl stanoveni, je analyzovana droga z hlediska obsahu flavonoida velmi kvalitni.
Kvalita drogy je podle 1ékopisu posuzovana podle obsahu hypericinti. Obsah hypericinu
stanoveného podle CL 2002 ¢&lanku Hyperici herba (21) udava tabulka ¢&. 2. Obsah
Vv analyzovanych vzorcich, pocitano na vysuSenou drogu, je 0,140 £ 0,003 az 0,127 +
0,003 %. Pozadavek Iékopisu (21) je nejméné 0,08 % hypericinli, pocitdno jako
hypericin, i tento ukazatel analyzované vzorky nékolikanasobné pievysuji.

U tfezalky z oblasti Snina byl stanoven niz$i obsah flavonoidi i nizsi obsah hypericing.
Rozdil v mnozstvi sekundarnich metaboliti u Hypericum perforatum péstovanych
v riznych lokalitach se zabyva studie (32). Autor studie poukazuje na silny geneticky
vliv, na klimatické faktory, nadmotskou vysku, slunecni svit, geografickou polohu,
slozeni pudy.

Vysledky zjisténé antioxidacni aktivity Herba hyperici uvadi tabulka ¢. 5-7 a grafy ¢.
1-2. Vodné a metanolové extrakty drogy z oblasti Snina prokézaly jen nepatrné vyssi
antioxidacni aktivitu nez extrakty drogy z oblasti Stropkov.

Pti porovnani hodnot I1Csy (mnozstvi drogy v pg, které zptusobuje pokles absorbance
DPPH na 50 %) vyplyva, Ze mezi vzorky nejsou vyrazné rozdily. ICsy analyzovanych
vzorkl se pohybuje v rozmezi 9,8927 — 11,9007 pg/ml. Konkrétni hodnoty ICsp uvadi
tabulka ¢. 7. Hodnota ICsy publikovana v literatute, pro standardizovany extrakt s
obsahem 0,3 % hypericing, je 109 pg/ml (3).

Tenkovrstvou chromatografii byly v extraktech (metanolovém i1 vodném) dokazovany
latky pravdépodobné zodpovédné za antioxidacni aktivitu, a to predev§im flavonoidy.
Jako mobilni faze byly pro TLC pouzity kyselina mravenci bezvoda R, voda R, etyl-
acetat R (6:9:90) a kyselina mraven¢i bezvoda R, voda R, butan-2-on, etyl-acetat R
(10:10:30:50), nejcasteji pouzivané pii chromatografii flavonoidnich drog. Detekce byla
provedena postupem CL 2002 (21) postiikem s roztokem difenylboryloxyetylaminu
1 %. K diikazu antioxidac¢né plisobicich latek byla deska chromatogramu po dikladném
odvétrani zbytkil rozpoustédel postiikana roztokem radikdlu DPPH 0,2 %. Antioxida¢né
pusobici latky se projevily Zlutym zbarvenim na fialovém pozadi. Schéma
chromatogramu je na obr. ¢. 1 — 4. Nejvyraznéjsi skvrna, ktera odpovidala rutinu, byla
déle hodnocena.

Ze souboru latek pritomnych v metanolovém i vodném extraktu z drogy byla skvrna

rutinu separovana semipreparativni tenkovrstvou chromatografii. V eluatu skvrny byla
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méfena antioxidacni aktivita reakci s DPPH radikélem, od hodnoty antioxidacni aktivity
skvrny rutinu byla odectena hodnota antioxidacni aktivity eludtu z Cisté
chromatografické desky (v tab. 8 a 9 oznaceno jako kontrola). Vysledky méfeni udava
tabulka ¢. 8 a 9. Do metanolového extraktu piejde patrné vice latky z drogy nez do
vodného extraktu. Antioxidac¢ni aktivita rutinu ziskaného z extraktti drogy ze Sniny byla
61,318 % resp. 75,404 % redukce DPPH, u rutinu ziskaného z extraktd drogy ptvodu ze
Stropkova byla antioxidaéni aktivita 46,857 % resp. 68,560 % redukce DPPH.
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6 ZAVER

Metodou zalozenou na zhaSeni radikdlu DPPH byla spektrofotometricky stanovena
antioxida¢ni aktivita extrakti z drogy Hyperici herba pochazejici ze sbéru ve dvou
ruznych lokalitach.

Analyzovany byly vodné a metanolové extrakty.

Porovnani hodnot ICsy ukazuje jen nevyrazné rozdily v antioxidacni aktivité v potadi:
metanolovy extrakt drogy z oblasti Snina (9,8927 ug/ml) > vodny extrakt drogy
z oblasti Snina (9,9697 pg/ml) > vodny extrakt drogy z oblasti Stropkov (11,3659
ug/ml) > metanolovy extrakt drogy z oblasti Stropkov (11,9007 pg/ml).

Tenkovrstvou chromatografii byly v metanolovém i vodném extraktu dokazany
flavonoidy. Obsah flavonoida byl u drogy ptivodu Stropkov 3,904 + 0,013 % a drogy
pivodu Snina 3,688 + 0,005 % piepocteno na vysusenou drogu. Obsah hypericini byl u
drogy z lokality Stropkov 0,140 + 0,003 % a u drogy z lokality Snina 0,127 + 0,003 %
prepocteno na vysusenou drogu.

U rutinu ziskaného z extrakti semipreparativni tenkovrstvou chromatografii byla
zjisténa antioxidaéni aktivita Vv potfadi: metanolovy extrakt drogy z oblasti Snina >
metanolovy extrakt drogy z oblasti Stropkov > vodny extrakt drogy z oblasti Snina >
vodny extrakt drogy z oblasti Stropkov.

Antioxidacni aktivita rutinu ziskaného z extraktli semipreparativni tenkovrstvou
chromatografii dosahovala v zavislosti na pouZzitém extrakénim rozpoustédle a plivodu
vzorku téchto hodnot: metanolovy extrakt drogy z oblasti Snina 75,404 %, metanolovy
extrakt drogy z oblasti Stropkov 68,560 %, vodny extrakt drogy z oblasti Snina
61,318 %, vodny extrakt drogy z oblasti Stropkov 46,857 %.
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