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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA......antioxida¢ni aktivita
DPPH.....2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
NOS......... syntaza oxidu dusnatého
RNS......... reaktivni formy dusiku
ROS......... reaktivni formy kysliku
VR........... volné radikaly




1. UVOD

Antioxidacni aktivita je schopnost latek odstrafiovat volné radikdly a vysoce
reaktivni slouceniny kysliku (ROS) a dusiku (RNS) a pusobit tak proti oxidaénimu
stresu.

Kyslikové radikaly jsou aktivni formy kysliku, velmi reaktivni slou¢eniny, které za
urditych okolnosti vznikaji v organismu v mistech intenzivniho aerobniho
metabolismu, pfi zanétu, vlivem zafeni. Maji velmi kréatky polodas. Patii k nim napf.
superoxidovy a hydroxylovy radikal, singletovy kyslik a peroxid vodiku, znéhoZ
mohou kyslikové radikaly vznikat. V organismu plni rizné funkce — udastni se napf.
likvidace bakterii ve fagocytech nebo priiniku spermie do vajicka. Ale jejich nadmérny
vznik a soucasny nedostatek pfirozenych ochrannych mechanismii jsou jednim
z faktori, které organismus poskozuji. Spoustéji fetézové reakce, kterymi vznikaji dalsi
volné radikély. Dochézi hlavné k poskozeni proteini, lipidu a nukleovych kyselin.

Nadmérné mnoZstvi volnych radikald v téle muize vést ke vzniku nebo zhorSeni
mnoha nemoci jako jsou ateroskler6za, autoimunitni choroby, diabetes melitus,

karcinogeneze, Alzheimerova a Parkinsonova choroba. Maji vztah i ke starnuti.

V lidském téle je fada pfirozenych antioxidaénich mechanismi, které jsou schopny
zneskodnit radikaly bez poskozeni okolnich bungk. Mezi né patfi napi. n&které enzymy
jako superoxiddismutaza, kterd pfemeéfiuje superoxidovy radikal na peroxid vodiku,
nebo katalaza, ktera tento peroxid rozklada.

Ochranny vliv maji i nékteré vitaminy, jako vitamin A, C, E, nebo beta-karoten,

koenzym Q a stopové prvky selen, zinek, méd'.




2. CiL PRACE

Cilem této prace bylo stanoveni antioxidalni aktivity u oficindlni drogy Herba
hyperici a hlavni obsahové latky hypericinu. Tato droga je §iroce vyuZivana v lidovém
légiteistvi a v oficidlni terapii hlavné jako antidepresivum. Byly prokazany i jeji
antioxidaéni vlastnosti, ale i zdvazné interakce s b&Zn& uZivanymi 1éCivy zpusobené
ovlivnénim enzymové aktivity hlavn& cytochromu P450.

Stanoveni bylo provedeno spektrofotometricky, méfenim schopnosti extrakti

Hypericum perforatum odstrafiovat radikaly DPPH.




3. TEORETICKA CAST

3.1. BOTANICKY POPIS

Tiezalka teCkovana (Hypericum perforatum L)) je vytrvala bylina z &eledi
Hypericaceae. Je 30 — 60cm vysoka. Z vétveného plazivého oddenku vyriistaji &etné
pfimé a tuhé lodyhy, které jsou na priifezu oblé a maji pouze dvé podélné tzke listy. (1)
Listy jsou vstiicné, pfisedlé, vejCité aZ Earkovité, celokrajné, s &etnymi prisvitnymi
tetkami (2), které jsou tvofené siliénymi nédrZzkami, a roztrou$enymi éernymi teckami,
které obsahuji Eerveny hypericin. Péti¢etné pravidelné Zluté kv&ty jsou v okoli¢natych
kvétenstvich. (1) Plod je vejcovitd mnohosemenna 6 — 10mm dlouh4 tobolka.(2)

Ttezalka roste na susSich loukach, skalnatych stepnich stranich a ve svétlych lesich a
kiovinach. Roz$ifena je v Evropé, zdpadni Asii a severni Africe. Kvete od &ervna do
ZAF.(2)

Drogu tvoii ususena kvetouci nat’, kterd se sbird od &ervna do srpna.(1)

3.2. OBSAHOVE LATKY

Trezalka obsahuje n&kolik skupin latek. Mezi tfi hlavni farmakologicky aktivni
slozky  patfi  0,05-0,15%  antraglykosidi  (hypericin,  pseudohypericin,
cyklopseudohypericin, isohypericin, protohypericin), 2-5% flavonoidd (kvercetin,
izokvercetin, rutin, hyperosid, isokvercitrin, kvercitrin, biapigenin, kempferol,
avikularin, luteolin) a floroglucinolové derivaty (hyperforin a adhyperforin). Dale
obsahuje méné vyznamné latky jako 0,05-1% silice (monoterpeny — a-pinen, B-pinen,
limonen a seskviterpeny — karyofylen, humulen), 6,5-15% tfislovin katechinového typu
(katechin, epikatechin, leokocyanidin), kumariny (umbeliferon, skopoletin), steroly (B-
sitosterol), cholin, organické kyseliny (kys. nikotinova, kys. kdvova, kys. chlorogenova,
kys. askorbové), xantonové derivaty, karotenoidy a dalsi.(17, 27) Hlavni slougeniny
byly potvrzeny pomoci LC-MS.(14)

Flavonoidy, zvlasté kvercetin a jeho glykosidy, jsou hlavni latky piitomné
veelkovém ethanolovém extraktu tfezalky, predstavuji téméf 57% z celkového

mnoZstvi ptitomnych fenolickych slougenin.(17)




Qdlisnosti v obsahu latek mezi jednotlivymi vzorky rostoucimi v riznych oblastech
jsou zplisobeny faktory Zivotniho prostfedi jako chemicko-fyzikalni vlastnosti, sloZeni

ptdy, geografické soufadnice, nadmofska vyska a doba sluneéniho svitu.(12)

3.3. UCINKY A POUZITI

Uz staii Rekové a Rimané znali 16¢ivé pouZiti tfezalky a pfisuzovali ji magicky
vyznam.(4)

Nazev ,,Hypericum® pochazi z fe€tiny a znamen4 ,,nad obraz®, coZ mizZe poukazovat
na skuteénost, Ze jiZ v antice zav€Sovali tfezalku nad obrazy bohi, aby tak odpudila zIé
duchy. Prvni zminky o pouZivani v zidpadoevropském léitelstvi pochdzi zdob
sttedov€ku. Zmifiuje se o ni i Paracelsus, ktery poukazal na jeji 1é¢ivé u&inky na
psychiku. VyuZivala se kléfeni popalenin a ran, pfi prijmech, bolestech bficha,
otravach a psychickych potiZich.(26)

Latky obsaZené v tfezalce, které jsou pfedeviim odpovédné za antidepresivni
pusobeni, jsou hypericin a hyperforin. Zpusobuji vzrist hladiny serotoninu, ktery ma
ochranny efekt proti oxidativnimu pokozeni nervovych bun&k. (3) Neékteré studie
uvad€ji, Ze tfezalka u€inkuje pomoci inhibice zpétného vychytavani také dopaminu a
noradrenalinu spolu s aktivaci y-aminobutyrdtovych a glutamatovych receptori. Ve
vysokych davkach je hypericin inhibitor monoaminooxidazy.(4) Také tato inhibice ma
neuroprotektivni pisobeni, protoZe existuje souvislost mezi zvy¥enou oxidaci

monoaminu a nadprodukei volnych kyslikovych radikali.(3)

Na antidepresivnim ¢inku se podileji i jiné sloZky extraktu. Mechanismus jejich
u¢inku zatim neni zcela objasnén. Mimo to n&které znich zvySuji expresi
P-glykoproteinového prenasefe nebo expresi enzymi cytochromu P450, coZ moZna
plispiva k interakcim s b&znymi léky.(10)

ProtoZe hypericin a hyperforin jsou prozkoumany nejvice, vétSina ptipravka

obsahujicich tfezalku je standardizovéana na jejich obsah.(4)




Také zna¢né inhibuje aktivitu xantinoxidazy, coZ naznacuje, Ze kromé& piimého
odstranéni radikalti, miZe i inhibice tohoto enzymu piispét k odstratiovani O iontd.
Extrakt m4 schopnost zhaSet radikaly jak s centralnim dusikovym atomem tak i
s centrdlnim kyslikovym atomem. Jako donor elektroni muiZe reagovat s volnymi
radikaly a pfeménit je na stabilngj3i latky a ukongit tak fetézovou radikalovou reakei.(3)

Trezalka je v 1€€b& mimé aZ stiedni deprese efektivnéj$i neZ placebo nebo stejné
efektivni jako tradi¢ni star$i antidepresiva jako napf. amitriptylin, fluoxetin, imipramin,
sertralin.(4) a vyuZiva se k tomuto Géelu. Je ale neti¢inna na 1é€bu pramérmné vazné tézké
deprese.(14)

Uzivani tfezalkového extraktu mé klinicky vyznamny efekt na pacienty s mirnou
depresi, ale uZ ne tak vyrazny pfi dysthimii.(23)

Ve srovnani se selektivnimi inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a
tricyklickymi a tetracyklickymi antidepresivy, pacienti uvadéli méné ¢astéji nezddouci
uéinky.(20)

Oxidacni stres v mozku miize vést ke vzniku demence. Nizké davky tiezalky
vykazujici antioxidaéni aktivitu mohou byt uZitené pro pacienty trpici demenci, u
nichZ byla zjiténa v mozku zvySend oxidace. ProtoZe se bézné soucasné s demenci
vyskytuji 1 deprese, je tfezalka pro tyto pacienty lepsi alternativou neZ néktera dalsi

antidepresiva.(3, 9)

Ke zmimnéni pfiznaki deprese je dostatujici davka 900mg pevného extraktu tfezalky
denné, rozdélena do 2 nebo 3 dildich davek. Plny u€inek se objevi aZ za 2-4 tydny

uivani.(4)

Po oralnim podéni extraktu byly plazmatické hladiny méfitelné béhem 2-3 hodin.
Strmy kumulativni vzestup plazmatickych hladin byl pozorovan b&hem prvnich tfi dnd,
ale dal$i vzestup pokragoval nékolik tydnti. Eliminadni pologas byl 24-48 hodin.(4)
Biologicka dostupnost je nizk4, ustaleny stav plazmatické koncentrace je variabilni a
Jeho piedpovéd’ je komplikovana, coZ je zpisobeno nelinearni farmakokinetikou
hypericinu a hyperforinu. Tyto litky také dosahuji CNS v nezanedbatelnych
koncentracich, coz prokazaly studie tkaitové distribuce u zvitat. Clearance je spise niZsi,

exkrece nezménénych nebo jen malo zménénych latek probiha mo&i.(10)
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Tiezalka se pouziva i k léceni dallich obtiZi jako je zmirnéni premenstruaéniho

syndromu a obscesivné-kompulsivni poruchy.(4)

Byly také zkoumdny protikieCové vlastnosti extraktu. Vodny i ethanolovy extrakt
podany my3im prokizal zmirnéni kfedi, coZ naznaCuje moZnost pfispéni ke kontrole
epileptického zachvatu petit mal. Tento GCinek je &aste¢né zprostfedkovan oxidem

dusnatym.(7)

Jako vedlej3i efekt uZivani pfipravki z tfezalky byla pozorovana sexualni dysfunkce,
kterd mé vztah ke kontraktilit¢ hladké svaloviny vas deferens. Pokusem bylo potvrzeno,
7e tfezalka i jeji sloZka hyperforin pfimo inhibuji fenylefrinem navozenou kontrakei
lidské vas deferens.(8)

Ttezalka ma antibakteridlni G€inky hlavné na G+ bakterie a také antifungalni a&inky
na rostlinné patogeny.(12)

Podani stfednich a vy3Sich davek extraktu tfezalky vyznamné sniZuje v krvi hladinu
lipidi jako je celkovy cholesterol, celkové triglyceridy a LDL cholesterol, a zaroveti
zvySuje sérové hladiny HDL cholesterolu. Na hypocholesterolemickych uéincich se
také podili schopnost zpomalit peroxidaci lipidi a zvySeni aktivity antioxida¢nich

enzymi.(13)

Stanovenim obsahu kvercetinu a jeho metabolitd tamarixetinu a isorhamnetinu ve
velmi nizkych koncentracich v krysim mozku pii prozkouméni schopnosti flavonoidi
piekrotit bariéru mezi krvi a mozkem, byla v mozku nalezena jejich pfitomnost po

podani extraktu, coZ dokazuje schopnost t&chto latek prekrogit tuto bariéru.(15)

Hyperforin inhibuje proliferaci nadorovych bun&k in vitro indukci apoptozy. Také
pusobi jako inhibitor angiogeneze in vitro i in vivo. In vitro blokuje vznik mikrocév z
lidskych koznich mikrovaskulérnich endotelislnich bun&k na komplexni extracelularni
matrix. Ovlivnéni proliferace t&chto bun&k je zavislé na davce, bez toxickych uginkd a
vyvolani apoptézy buntk. Pfi podani extraktu ttezalky do okoli nadoru vykazoval
Vyraznou inhibici jeho ristu, indukci apoptézy nadorovych bunék a redukci
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vaskularizace nadoru. Hyperforin tak miZe potladit angiogenezi pfimym, netoxickym

plisobenim na endotelialn{ buiiky.(16)

Zevné se vyuZivd jako mast nebo olejovy extrakt k l1é¢eni drobnych poranéni kiZe,

pohmoZd&nin, ekzémi, otoku, popalenin a koZnich ulceraci.(17)

Tiezalka vykazuje uinky proti bolesti i otokim, &ehoZ lze vyuzit pii 1é&eni
bolestivych zanétd. Také ale zpusobuje podrazdéni Zaludku a miZe zhor¥it pusobeni
nesteroidnich protizénétlivych latek na GIT.(18)

Také byly zkoumdany uinky na pifjem alkoholu. CO, extrakt byl podan pfimo do
Zaludku krys zavislych na ethanolu. Bylo pozorovano vyrazné sniZeni dobrovolného
pfijmu ethanolu, také vymizel jeho zvySeny pfijem po pfedchozim nedostatku. Tyto
poznatky by bylo moZné pouZit pfi 1é<b& alkoholismu.(19)

Hypericin ma antidepresivni, protinadorové a protivirové U&inky. Mechanismus
uinku ale neni zcela objasnén. Inhibuje Fadu vyznamnych enzymd jako
monoaminooxidazu, protein kindzu C, dopamin-p-hydroxyldzu, reverzni transkriptazu,
telomerdzu a CYP. Také ovliviiuje GABA-aktivované receptory a NMDA-receptory.
V soucasné dobeé je intenzivné zkouman jako moZny novy terapeuticky a diagnosticky
Cinitel v 1€¢bé a detekei rakoviny pomoci fotodynamické aktivace produkce volnych
radikalu.(22)

Oxid dusnaty (NO) zprostfedkovavajici inter- i intracelularni signalizaci, hraje
duleZitou roli v riznych fyziologickych procesech a patofyziologickych stavech. Vznika
oxidaci koncové guanidinové skupiny L-argininu plisobenim syntizy oxidu dusnatého
(NOS). NOS je metaloenzym obsahujici hem.

Existuji tfi odli$né izoformy savéi NOS — endotelialni, neurondlni a indukovatelna.

NO pisobi vttle jako biologicky posel. Reaguje s peroxidovym radikalem za
produkce reaktivngjsich oxidanti jako je peroxylnitrat, coZ vede k poskozeni bungk.
Nadprodukce NO vede k endotoxickému 3oku, diabetu, odhojovani transplantétu,
mozkové ischémii a nékterym degenerativnim poruchdm jako je Alzheimerova choroba

a deprese. Reakce NO a peroxidu miZe poskytnout rizné vysoce toxické latky jako
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ONOO’, které hraji dileZitou roli v poskozeni a zni¢eni bung¢k. V CNS zpusobuje
excitotoxicitu a opakované pouzivani inhibitori NOS vykazuje ochranny charakter.

Byla stanovena inhibice NOS pusobenim kvercetinu, kvercitrinu, hyperosidu,
avikularinu, kempferolu a rutinu. Nejaktivn&j$imi sloZkami byly kvercetin a hyperosid.
na druhou stranu, kvercitrin a rutin nevykazovaly Zadny efekt.

Kvercetin a hyperosid kompetitivn€ inhibuji schopnost NOS v krysi krvi katalyzovat
oxidaci koncové guanidinové skupiny L-argininu a tim produkci NO. Tento 0éinek je na
divce zavisly. Inhibuji NOS také v mozku, ale jsou mezi nimi rozdily. Zatimco
hyperosid inhibuje NOS zcela, kvercetin zanechd 35% enzymu aktivnim. Z toho
vyplyva, Ze kvercetin je neselektivni inhibitor NOS, zatimco hyperosid je vice
selektivngj$i pro neurondlni NOS. Z toho lze pfedpokladat, Ze pfitomnost galakt6ézy
v hyperosidu je spojena se selektivitou inhibice. Je zde také vztah mezi inhibici NOS a

antidepresivnim pisobenim flavonoidii.(24)

3.4. INTERAKCE

Tfezalka aktivuje jaderny receptor zvany pregnanovy-X-receptor, ktery jako
ligandem aktivovany transkripéni faktor indukuje mnoZstvi enzymi podilejicich se na
metabolismu xenobiotik a transportéry zahrnujici cytochrom P450 izoenzym 3A4.
Protoze CYP3A4 sam metabolizuje okolo 60% klinicky uZivanych lé&iv, jeho indukce
miZe urychlit eliminaci t&chto 1é€iv a tim sniZit jejich G¢innost. Tyto uéinky ale nejsou
okamzité.(6)

Také ma za nasledek Iékové interakce se substrity nékolika izoenzymi cytochromu
P450. Pisobeni na aktivitu CYP zpisobuje znatny pokles biologické dostupnosti
dextrometorfanu a midazolamu, coZ jsou substraty CYP2D2 resp. CYP3A2 a zvyseni
biologické dostupnosti tolbutamidu jako substratu CYP2C6. Vysledkem podéni tfezalky
je tedy indukce CYP2D2 a CYP3A2 a inhibice CYP2C6.(11)

Zkracuje také biologicky polodas estrogeni, coZ je vyznamné pro Zeny uzivajici
hormonalni antikoncepci.(4)
Bylo prokazano, Ze tfezalka indukci CYP3A4 piisobi vzestup clearance &etnych 16&iv

a steroidd jako kortizol a ethinylestradiol. Zdravym dobrovolnikiim byl po dobu 14 dnii
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podavan tfezalkovy extrakt a imunologicky byla méfena hladina hormonu. Hladina
vétsiny sledovanych androgenu se nijak vyrazn€ nezménila. Koncentrace 5-o-
redukovanych steroidi androsteron sulfatu a epiandrosteron sulfatu vyrazné poklesla,
pomér obsahu testosteronu a dihydrotestosteronu vzrostl. Tyto vysledky se shoduji
s mozZnosti inhibice 5-a-reduktizy. I pfes vyraznou indukci CYP3A4, kritkodobé
podavani tfezalky nezméni vyrazn€ koncentraci vétsiny cirkulujicich androgend u muzi
i u Zen, ale miZe sniZit mnoZstvi cirkulujicich 5-a-redukovanych androgenu.(21)
Vzhledem k moZnosti rozvinuti serotoninového syndromu, se nedoporuduje spole€né
uZivani se selektivnimi inhibitory zpé&tného vychytavani serotoninu. Dale musi byt

uZivana s opatrnosti u pacientu s bipolarni poruchou kviili moznosti vyvolani ménie.(4)

Uzivani pfipravku z tfezalky neovliviluje schopnost reagovat a nezpiisobuje ospalost,
coz umozZiuje vykonavat Cinnosti vyZadujici pozornost. Naopak zvy3uje schopnost
soustfedéni a podporuje aktivitu. Alkohol a jiné tlumivé latky nemaji na uéinky tfezalky
vliv. (26)

Tiezalka je kontraindikovana v t¢hotenstvi a pfi kojeni. (26)

3.5. NEZADOUCI UCINKY

Pfi srovnéni s ostatnimi antidepresivy nebyly pozorovany Zidné zdvazné nezadouci
UCinky. Objevily se jen mirné neZddouci U&inky jako gastrointestindlni obtiZe, vzrist
Uzkosti, palpitace, fotosenzitivita, inava, nespavost, sucho v Gstech, bolest hlavy a
vzrust deprese. Nejvice se vyskytujicim neZddoucim 1idinkem je piechodna
fotosenzitivita, ktera se vyskytuje vice pfi uZivani vy$sich davek. Proto by lidé uzivajici

tfezalku neméli ptili§ dlouho pobyvat na pfimém slunci.(4)
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3.6. ANTIOXIDACNI AKTIVITA

Volné radikaly, které maji jeden nebo vice neparovych elektrontt ve vnéj$im orbitalu
nebo latky, které tato radikdly poskytuji, mohou mit jako centralni atom kyslik a jsou
znamé jako reaktivni formy kysliku (ROS) jako napf. superoxid O:, hydroxylovy
radikal OH:, peroxyl ROO-, kyselina chlorna HOCI, peroxid vodiku H,O, a 0zén Os,
nebo maji jako centralni atom dusik a nazyvaji se reaktivni formy dusiku (RNS) jako
napf. oxid dusnaty NO-, nitrosyl NO", oxid dusi¢ity NO,, kyselina dusita HNO, a
peroxynitrit ONOO. (14, 25) Polocas jejich existence byva kritky, proto je obtiZzné
stanovit jejich hladinu v lidském t&le. (25)

Poruseni rovnovahy mezi vznikem a odstrafiovanim ROS a RNS se nazyvé oxidaéni
stres. MlZe byt vyvolan jejich nadmémou produkei, nedostatetnou funkénosti
antioxida&niho ochranného systému nebo kombinaci obou téchto nedostatkil. Ale také
naopak, dlouho trvajici a intenzivni oxida¢ni zatizeni miZe vyéerpat nebo oslabit tento
systém.

Ochrana organismu proti oxidaénimu stresu je systém, ve kterém antioxidanty a cela
jeiich seskupeni vzajemné spolupracuji. Funkce jednoho antioxidantu velmi ¢&asto

podmiriuje Uidinek jiného €lanku soustavy.(25)

Ve snaze o prevenci nebo zmenSeni poskozeni zpiisobenych VR je nutna prevence
jejich vzniku. Podle soudasnych studii tuto antioxida¢ni aktivitu vykazuje mnoZstvi

rostlinnych produkti obsahujicich polyfenoly, flavonoidy a terpeny.(3)

Volné radikdly vznikajici mnoha redoxnimi procesy jsou zcela obecnym
metabolitem v kaZdé butice, proto musi byt kaZda vybavena prostiedky, které ji pted
tmito vysoce reaktivnimi latkami chrani. VR se ti¢astnf uvoliovani a pfemé&ny energie
nezbytné pro Zivotni pochody, jsou souéasti enzymovych mechanizmii a n&které z nich
jsou vyznamnymi signdlnimi molekulami v bun&¢ném informadnim systému.
Neutrofilni leukocyty a makrofagy pouzivaji ROS k odstrafiovéni zbytkii mrtvych
bun&k a k zabijeni bakterii.(17, 25)
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Reaktivni sloudeniny mohou atakovat vétSinu biomolekul. Zpisobuji tak peroxidaci
lipida, poskozeni proteini oxidact aminokyselin, ¢imZ dojde ke ztrat€¢ enzymové,
signalni nebo transportni funkce, a poskozeni DNA.(25)

Volné radikaly se uplatiinji i v patologickych procesech. Podileji se na zanétu,
nekroze, apoptoze, reperfuznim podkozeni tkan€, starnuti a dalSich. (25)

Jejich prebytek miliZe vyustit v rozvoj chronickych onemocnéni jako je rakovina,
ateroskleréza a revmatismus. Oxidaéni stres také hraje dileZitou roli v rozvoji
neurodegenerativnich onemocnéni jako je Alzheimerova nebo Parkinsonova
choroba.(17)

Buitky maji nékolik obrannych mechanismi zahrnujici antioxidatni enzymy a
neenzymatické slouceniny. Tyto endogenni systémy jsou v normdlnim stavu vzdy

dostateéné pro kompletni odstranéni VR. (17)

Problémem antioxidadni terapie je v tom, Ze oxidadni stres se vyskytuje téméf u
viech nemoci a ¢asto byva pouze priivodnim jevem. Je tedy nutné podavat vyvazené
antioxidanty s riznymi mechanismy u¢inku, aby mohly proniknout do patfi¢nych

kompartment(.(25)

A

udinky flavonoidt. Tyto latky vyskytujici se v ovoci, &aji, zelening a 1é€ivych rostlinach
maji aromaticky charakter odvozeny od 2-fenylchromonu. Jsou schopné vazat
prechodné kovy, indukovat a ovlivilovat nékteré enzymy (aryl- a epoxid- hydroxylazy,
proteinkindzu C), inhibovat xantinoxiddzu, lipoxygendzu a lipoperoxidaci. Vysoky
obsah je v &erveném ving, zeleném a &erném ¢&aji.(17, 25)

Vsituacich zvySeného vzniku volnych radikdld miZe byt zesilen 1Cinek
endogennich antioxidantii pfijimanim antioxidanti potravou, coZ je &asteéné dilezité
pro zeslabeni kumulativnich efekti oxidaéné ponienych molekul(17) Prodni

antioxidanty, jako flavonoidy, jsou povazovany za méné toxické ne¥ syntetické.(14)

Kromé hypericinu a hyperforinu obsahuje extrakt ttezalky riizné aktivni sloZky jako
fenolické sloudeniny se schopnosti zhaSet VR. Volné OH skupiny v téchto slougeninéch
jsou hlavni p¥iginou jejich antioxidaéni aktivity. Z toho miZe vyplyvat, Ze antioxida¢ni

a neuroprotektivni G¢inky extraktd jsou zpasobeny spife obsahem flavonoidi neZ
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hypericinu a hyperforinu a to i ptesto, Ze hypericin obsahuje 6 OH skupin, coZ je vice
neZ nekteré dalsi rostlinné polyfenoly.(3)

Kvercetin, ktery ma 5 OH skupin, je neefektivnéjdi antioxidant v odstrafiovani
DPPH. Piitomnost zbytkd cukru jako u rutinu a hyperosidu, ma za nasledek pokles AA.

Soudasti extraktu obsahujici flavonoidy a/nebo kafeoylchinové kyseliny piispivaji
nejvice k AA celého extraktu, také redukuji peroxidaci lipidd. Frakce obsahujici
aglykony flavonoidl jsou povaZovany za hlavni &ast extraktu odpov&dnou za ochranu
proti peroxidaci lipidd. Hypericiny a hyperforiny nepfispivaji vyrazné k antioxidacnim
vlastnostem tfezalky.

Vy33i GGinnost flavonoidnich aglykont v lipidovych systémech, na rozdil od jejich
glykosidd, je zpisobena hlavné jejich nizdi polaritou a vy38im rozdélovacim
koeficientem.(17)

Pozorované antioxida¢ni vlastnosti celkového ethanolového extraktu téezalky mohou
byt astedné zodpoveédné za UCinky této rostliny, hlavn€ v ptfipadech spojenych se
pfi¢ina destrukce CNS, proto antioxida¢ni vlastnosti produktd které projevuji své
ufinky v CNS jako extrakty trezalky, mohou byt prosp&€3né v situacich oxida¢niho
stresu na této Urovni. Bariéru mezi krvi a mozkem jsou schopné piekonat flavonoidy a
jejich metabolity. Je tedy moZné piedpokladat, Ze pouZivani extraktu tfezalky se muze
projevit pozitivnim plisobenim v CNS.(17)

Stanoveni antioxidaéni aktivity je vyuZitelné i pfi identifikaci obsahovych latek v
extraktech rostlinnych drog. Pomoci rozd&lovaci chromatografie jsou extrakty nejprve
tfidény podle svych antioxidaénich sloZek pomoci techniky on-line zhaseni radikall
DPPH nebo ABTS. Objasnéni struktury je dale provedeno pomoci LC-MS a LC-UV-
NMR.(5)

Antioxida¢ni aktivita celkového extraktu tfezalky byla uréena pomoci peroxidace
kyseliny linolové pouzitim thiokyanitové metody pii 37°C po pfidani raznych
koncentraci extraktu. Bhem této reakce vznikaji peroxidy, které nasledng oxiduji Fe*
na Fe™. Fe’* tvoii komplexy s SCN", které maji maximum absorbance pti 500nm.

Vysokd absorbance je tak ditkazem vysoké koncentrace peroxidii vznikajicich béhem
inkubace.
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AA vykazuje na davee zavislé chovéani. Redukeni sila extraktii byla nizsi neZ kys.
askorbové. ICse celkového extraktu byla niZ8i neZ kvercetinu a stejnd jako hyperosidu,
dvou zakladnich sloZek extraktu. AA pfevy3ovala a-tokoferol.(14)

Extrakt trezalky vykazuje pfi zhaSeni DPPH radikali u¢inek zavisly na davce. (14)

18




4. EXPERIMENTALNi CAST

4.1. MATERIAL

Nat' tfezalky te¢kované Hyperici herba ziskané sbérem v Jablonci nad Nisou (oznageno

HJ) a v Zahradé 1é&ivych rostlin farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové (oznateno
HH).

4.2. PRISTROJE

- vodni lazefi{GFL, SRN)

- rotaéni vakuova odparka

- inkubaéni lizeit (HEIDOLPH, SRN)

- ultrazvukova lazefi (SONOREX RX 100H, SRN)

- odstiedivka

- sufama

- analytické vahy (KERN & SOHN GmbH, SRN)

- laboratorni vahy (KERN & SOHN GmbH, SRN)

- spektrofotometr UV 1601 (SHIMADZU, Australie)
- chromatografické desky SILUFOL (KAVALIER, Votice, CR)
- UV lampa (KRUSS Optronic, SRN)

- mlynek (MOULINEX)

4.3. CHEMIKALIE

-  methanol R.

- kyselina mravengi bezvod4 R
- ethylacetat R

- Cist¥nd voda R

- roztok DPPH
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- ethanol 60% R

- kyselina octova ledova R
- kyselina borita R

- kyselina 3tavelova R

- tetrahydrofuran R

- hyperosid R

- kyselina chlorogenova R

- rmtinR

4.4. STANOVENI OBSAHU FLAVONOIDU

Postup (dle CL 2002 ¢lénku Crataegi folium cum flore)

Pfiprava extraktu:

0,400g drogy (250) a 40ml ethanolu 60% jsem zahfivala 10 minut na vodni lazni pod
zpétnym chladi¢em pii 60°C a pak prefiltrovala pfes vatu do 100ml odmérné baiiky. Ke
zbytku drogy jsem piidala opét 40 ml ethanolu a zahfivala 10 minut na vodni 14zni pod
zpétnym chladi¢em pfi 60°C. Roztok jsem piefiltrovala do stejné odmérné bariky, filtr

promyla ethanolem a objem doplnila ethanolem na 100ml.

Vlastni stanoveni:

ZkouZeny roztok : 5,0ml extraktu jsem odpafila dosucha za sniZeného tlaku. Odparek
jsem rozpustila v 8ml smési objemovych dilit methanolu R a kys. octové ledové R (10 +
100) a pievedla do 25ml odmérné bariky. Varnou batiku jsem jedtd propléchla 3ml
smési, které jsem pfidala do odmémé baiiky. D4l jsem ptidala 10ml roztoku kys. borité
R (25,0g/) a kys. §tavelové R (20,0g/1) vkys. mravendi bezvodé R a zfedila kys.
octovou bezvodou na 25ml.

Kontrolni roztok : 5,0ml extraktu jsem odpatila dosucha za sniZeného tlaku. Odparek
Jsem rozpustila v 8ml smési objemovych dilii methanolu R a kys. octové ledové R (10 +
100) a prevedla do 25ml odmémé batiky. Varnou baiiku jsem jests proplachla 3ml
smési, které jsem ptidala do odmé&mé baiiky. D4l jsem piidala 10ml kys. mravendi

bezvodé R a zfedila kys. octovou bezvodou na 25ml.
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Po 30 minutach jsem zméfila absorbanci zkou$eného roztoku proti kontrolnimu roztoku

pii 410 nm.
Obsah flavonoidii v procentech, vyjadfeno jako hyperosid:
A-1,235
(=
m
A absorbance pii 410nm
1| D hmotnost zkousené drogy v gramech

Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢.1.

4.5. STANOVENI OBSAHU HYPERICINU

Postup (dle CL 2002 &lanku Hyperici herba)

0,800g drogy (500) jsem smichala se 60ml smési objemovych dild vody R a
tetrahydrofuranu R (20+80) a vatila 30 minut na vodni lazni pod zpétnym chladiéem pfi
70°C. Roztok jsem odstiedila 2 minuty pfi 3500 otac¢kach a tekutinu pfevedla do 250ml
banky. Ke zbytku drogy jsem opét pfidala 60ml smési a vafila 30 minut pod zpétnym
chladi¢em pfi 70°C na vodni lazni a pak odstiedila. Odstfedénou tekutinu jsem pfidala
do 250ml baiiky a spojené roztoky odpafila do sucha za sniZeného tlaku. Odparek jsem
rozpustila v methanolu a pfevedla do 25ml odmérmé baiiky a objem doplnila
methanolem. Roztok jsem odstiedila a 10ml piefiltrovala pfes fritu. Prvni 2ml filtratu
jsem odstranila. Ze zbylého filtratu jsem odebrala 5ml, pievedla do odmémé 25ml
batiky a objem doplnila methanolem.

Pak jsem zméfila absorbanci tohoto roztoku pii 590nm proti methanolu.

Obsah hypericinu v %, vyjadfeno jako hypericin :

9 - A-125
m-870
A......... naméfena absorbance
m......... navéazka drogy v gramech

Vysledky jsou uvedeny v tabulce &. 2
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4.6. ZTRATA SUSENIM

Postup (podle CL 2002):
0,600g drogy (500) jsem suSila 2h v suSdrn€ v pfedem vysuSené a zvaZené vaZence pfi
100-105°C. Po vychladnuti jsem ji op&t zvazZila. Rozdil téchto hodnot odpovidé ztraté

susenim.

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢€.3 a &.4.

4.7. STANOVENI ZBYTKU PO VYSUSENI EXTRAKTU

Postup (podle CL 2002)

Methanolovy extrakt

0,5000 g drogy v 50 ml methanolu jsem zahfivala na vodni lazni pod zpé&tnym
chladi¢em pfi 65°C po dobu 30 minut. Extrakt jsem zfiltrovala do 50,0 ml odmérné
bariky a objem doplnila methanolem. Odebrala jsem 2 ml, které jsem dala do predem
vysudené a zvazené vaZenky a na vodni lazni odpatila do sucha. VaZenku jsem pak dala
na 3 hodiny do. suarny a po vychladnuti jsem ji zvazila.Stanoveni jsem provedla
s kazdym vzorkem dvakrat.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 5.

Vodny extrakt:
Stejny postup jako u methanolového extraktu, misto methanolu jsem pouzila &i$ténou

vodu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce &. 6.

4.8. STANOVENI ANTIRADIKALOVE AKTIVITY

4.8.1. Vodny extrakt

Pfiprava vodného extraktu :
K 0,5g drogy jsem ptidala 50ml ¢isténé vody a zahtivala pod zpétnym chladi¢em na

vodni lazni pti 65°C. Extrakt jsem zfiltrovala a objem doplnila na 50,0ml &isténou
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vodou. Z toho jsem odebrala 5,0ml a na rotaéni vakuové odparce odpafila dosucha.
Odparek jsem rozpustila v methanolu na ultrazvukové lazni a objem doplnila na 25,0ml.
7 toho jsem odebrala 1,25ml, dala do 25,0ml odmémé baiiky a doplnila objem

methanolem. Timto fedénim jsem pfipravila 100x zfedény plvodni extrakt.

Vlastni stanoveni antiradikéalové aktivity :

7e ztedéného vodného extraktu jsem odebirala rizné objemy od 0,1ml do 1,0mi, aby po
ztedéni vznikla fada koncentraci piivodniho extraktu. Ke kaZzdé koncentraci jsem pfidala
100u1 0,02% roztoku DPPH v methanolu a objem doplnila methanolem na 5 ml.
Reakéni smés jsem inkubovala 30 minut pfi 37°C a pak zméfila absorbanci pfi 517nm

proti methanolu. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach &.7 az 14.

4.8.2. Methanolovy extrakt

Ptiprava methanolového extraktu :

K 0,5g drogy jsem pfidala 50ml methanolu a zahfivala pod zpétnym chladi¢em na vodni
lazni pti 65°C po dobu 30 minut. Extrakt jsem zfiltrovala a objem doplnila na 50,0ml
methanolem. Z tohoto extraktu jsem odebrala 0,25ml do odmémé batiky a objem

doplnila na 50,0ml methanolem.

Vlastni stanoveni antiradikélové aktivity :

Ze zfedéného methanolového extraktu jsem odebirala rizné objemy od 0,3ml do 2,5ml
do 5,0ml odmérnych zkumavek, aby vznikla fada koncentraci pivodniho extraktu. Do
kazdé jsem pfidala 100pl 0,02% roztoku DPPH v methanolu a objem doplnila
methanolem. Reak&ni smé&s jsem inkubovala pfi 37°C po 30 minut a pak jsem zméfila

absorbanci pti 517nm proti methanolu. Vysledky jsou v tabulkach &.15 aZ 22.

4.8.3. Stanoveni antiradikalové  aktivity hypericinu po
semipreparativni izolaci

Izolace hypericinu byla provedena pomoci TLC.
Pliprava methanolového extraktu : viz kapitola 4.8.2.

Ptiprava vodného extraktu : viz kapitola 4.8.1.
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Postup :
7 kazdého extraktu jsem zhotovila 3 chromatogramy, na kazdou desku jsem nanasela do

tzkého prouzku 250 pl methanolového, resp. 400 pl vodného extraktu.
Mobilni faze : kyselina mravenci : voda : ethylacetat =6 : 9 : 90

Stacionarni faze : silikagel

Po odvétrani rozpoustédel jsem vySkrabala skvrnu odpovidajici hypericinu (viz obr. €.
1), eluovala ji 5 ml methanolu na ultrazvukové lazni 5 minut. Roztok jsem pfefiltrovala
pfes fritu a objem doplnila methanolem na 5 ml. Z toho jsem odebrala 4 ml, pfidala 100
ul 1% roztoku DPPH, objem doplnila methanolem na 5 ml a inkubovala 30 minut pfi 37
°C. Absorbanci jsem méfila pfi 517 nm proti methanolu. Vysledky jsou uvedeny

v tabulkach &. 23 az 26.

AA=Ag— Ay, 9 = 24-100
DPPH
Apeverninenns absorbance rozpoustédel
Aggerirrene absorbance jednotlivych vzorki
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5. VYSLEDKY

5,1. Tabulky

Tab. &.1 Stanoveni obsahu flavonoidi (pfepocteno na vysudenou drogu)

obsah flavonoidi

Primérny obsah

vzorek | m [g] A %] flavonoidi [%]
(1]
+ smérodatna odchylka

HH1 | 0,4023 | 0,858 2,8577
,4032 1 0,873 2,9006

g2 0 2,8559 £ 0,0372
HH3 | 0,4025 | 0,844 2,8095
HJ1 |04011 | 1,308 4,3565
HJ2 |0,4032 | 1,352 4,4789

4,4015 + 0,0550
HJ3 | 0,4039 | 1,321 4,3691

Tab. £.2 : Stanoveni obsahu hypericind (pfepo¢tenc na vysusenou drogu)

. primérny obsah
vzorek " A obsah h:fperlcmﬁ hypericint [%]
le] %] = smérodatna odchylka

HH1 | 0,8014 | 0,658 0,1280
HH2 | 0,8046 | 0,699 0,1354 0,1338 £ 0,0042
HH3 | 0,8018 | 0,710 0,1380
HJ1 |0,8016 | 1,894 0,3672
HJ2 |0,8007 | 1,778 0,3451 0,3593 + 0,0100
HJ3 |0,8010 | 1,884 0,3655

Tab. &.3 : Ztrata suSenim — vzorek HH

navazka Ztrata primérna ztrata susenim [%]
. ztrata suSenim [%]
vzorku [g] | sudenim (2] + smérodatnd odchylka
0,6015 0,0467 7,76
0,6000 0,0458 7,63 7,82 £ 0,1891
0,6026 0,0487 8,08
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Tab. &.4 : Ztrata susenim — vzorek HJ

navazka ztrata sirita suSentm [%] prumérna ztrata susenim [%]
vzorku [g] | susenim [g] + smérodatna odchylka

0,5978 0,0450 7,53

0,5919 0,0446 7,54 7,55 £0,0262

0,6085 0,0462 7,59

Tab. &. 5 : Stanoveni zbytku po vysuSeni methanolového extraktu

ok hmotnost | primérna hmotnost odparku [g]
azka
EZeEs (2 Le] odparku [g] + smérodatnd odchylka
0,0059
alid 0,5028 0,0061 = 0,0002
HH2 0,0063
HJ1 0,0042
0,5011 0,0043 + 0,0001
HJ2 0,0044

a) vzorek HH : primé&mé hmotnost odparku : 0,0061 g = 6,1 mg ve 2 ml extraktu
=>v 1 ml extraktu : 3,05 mg — 3,05 mg/ml = 3,05 g/l

b) vzorek HJ : priméma hmotnost odparku : 0,0043g = 4,3 mg ve 2 ml extraktu
=>v 1 ml extraktu 2,15 mg — 2,15 mg/ml = 2,15 g/

Tab. &. 6 : Stanoveni zbytku po vysuseni vodného extraktu

hmotnost | primérna hmotnost odparku [g]
vzorek | navazka [g]
odparku [g] + smérodatna odchylka

HH1 0,0068

0,5020 0,00675 + 0,0001
HH2 0,0067
HI1 0,0055

0,5012 0,00600 =+ 0,005
HI2 0,0065

a) vzorek HH : priiméma hmotnost odparku : 0,00675g = 6,75 mg ve 2 ml

=>v 1 ml extraktu 3,375 mg — 3,375 mg/ml = 3,375 g/l
b) vzorek HJ : priim&ma hmotnost odparku : 0,0060g = 6,0 mg ve 2 ml

=>v | ml extraktu : 3,0 mg — 3 mg/ml =3 g/l
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Tab. & 7 : Stanoveni antiradikalové aktivity vodného extraktu vzorku HH

Navazka 0,5023g

objem vzorku | Hmotnost
[ml] odparku [ug]

Appe| A | % DPPH | primémé %

0,402 | 0,363 | 9,70
3,376
0,1 0,396 | 0,371 6,31 7,81
0,417 | 0,386 | 7,43
0,402 | 0,268 | 33,33
0,3 10,128 0,396 | 0,277 | 30,05 34,00
0,417 | 0,256 | 38,61
0,402 | 0,205 | 49,00
0,5 16,88 0,396 | 0,202 | 48,99 48,57
0,417 | 0,218 | 47,72
0,402 | 0,173 | 56,97
0,6 20,256 0,396 | 0,172 | 56,57 56,47
0,417 | 0,184 | 55,88
0,402 | 0,105 | 73,88
0,8 27,008 0,396 | 0,100 | 74,75 74,16
0,417 | 0,109 | 73,86
0,402 | 0,068 | 83,08
1,0 33,760 0,396 | 0,070 | 82,32 81,83
0,417 | 0,083 | 80,10
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Tab. &. 8 : Stanoven antiradikalové aktivity vodncho extraktu vzorku HH

navazka 0,5012¢g

objem vzorku | Hmotnost
[ml] odparku [ug]

Apppu| A | % DPPH | primémé %

0,422 | 0,386 | 8,53
3,370
0,1 0,367 | 0,339 | 7,63 10,30
0,380 [ 0,324 | 14,74
0,422 |1 0,313 | 25,83
0,3 10,110 0,367 | 0,254 | 30,79 30,45
0,380 | 0,248 | 34,74
0,422 |1 0,204 | 51,66
0,5 16,850 0,367 { 0,189 | 48,50 50,58
0,380 | 0,184 | 51,58
0,422 | 0,166 | 60,66
0,6 20,220 0,367 | 0,167 | 57,22 59,38
0,380 | 0,151 | 60,26
0,422 | 0,126 | 70,14
0,8 26,960 0,367 | 0,113 | 69,21 70,75
0,380 | 0,103 | 72,89
0,422 | 0,087 | 79,38
1,0 33,700 0,367 | 0,059 | 83,92 83,03
0,380 | 0,054 | 85,79
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Tab. & 9 : Stanoveni antiradikalové aktivity vodného extraktu vzorku HH

navazka 0,5015g

objem vzorku | Hmotnost
(ml] odparku [g]

Apppi | A | % DPPH | primémé %

0,346 | 0,288 | 16,76
0,1 3,372 0,346 | 0,291 | 15,90 16,27
0,347 [ 0,291 | 16,14
0,346 | 0,204 | 41,04
0,3 10,116 0,346 | 0,203 | 41,33 38,98
0,347 |1 0,227 | 34,58
0,346 | 0,145 | 58,09
0,5 16,860 0,346 | 0,132 | 61,85 59,29
0,347 | 0,146 | 57,92
0,346 | 0,124 | 64,16
0,6 20,232 0,347 | 0,123 | 64,55 65,00
0,347 | 0,117 | 66,28
0,346 | 0,075 | 78,32
0,8 26,976 0,347 | 0,067 | 80,69 79,90
0,347 | 0,067 | 80,69
0,346 | 0,046 | 86,71
1,0 33,720 0,347 | 0,044 | 87,32 86,92
0,347 | 0,046 | 86,74

Tab. €. 10 : Prim&ma hodnota antiradikalové aktivity vodného extraktu vzorku HH

Odparek | 0,00 3,373 10,118 16,863 20,236 26,981 33,727
[ug]
% 0,00 11,46 | 34,48 52,81 60,28 74,94 83,93
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Tab. &. 11 : Stanoveni antiradikalové aktivity vodného extraktu vzorku HJ
Navazka :0,5012 g
objem vzorku [ Hmotnost

[ml] odparku [pg]

ADppH A % DPPH pn‘.’lmémé %

0,324 | 0,285 | 16,18
0,1 3,000 0,324 | 0,273 | 19,71 17,21
0,337 | 0,284 | 15,73
0,324 | 0,204 | 40,00
0,3 9,000 0,324 | 0,189 | 44,41 41,29
0,337 | 0,204 | 39,47
0,324 | 0,141 | 58,53
0,5 15,000 0,324 [ 0,139 | 59,18 58,82
0,337 |1 0,139 | 58,75
0,324 | 0,085 | 75,00
0,6 18,000 0,337 | 0,108 | 67,95 71,19
0,337 | 0,099 | 70,62
0,324 | 0,050 | 85,29
0,8 24,000 0,337 | 0,053 | 84,27 85,01
0,337 | 0,049 | 85,46
0,324 | 0,037 | 89,12
1,0 30,000 0,337 | 0,039 | 838,43 88,76
0,337 | 0,038 | 88,72
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Tab. &. 12 : Stanoveni antiradikalové aktivity vodného extraktu vzorku HJ
Navazka : 0,5005 g
objem vzorku [ Hmotnost

[mi] odparku [pug]
I 0,306 [ 0,276 | 9,80

0,1 2,996 0,306 | 0,256 | 13,40 10,81
0,293 | 0,266 | 9,22
(m 0,306 | 0,180 | 41,18
0,3 8,988 0,306 | 0,189 | 38,24 38,42
0,293 (0,188 | 35,84
0,306 | 0,132 | 56,86
0,5 14,980 0,306 | 0,137 | 55,23 55,34
0,293 |1 0,135 | 53,92
0,306 | 0,086 | 71,90
0,6 17,976 0,293 | 0,102 | 65,19 67,77
0,293 | 0,099 | 66,21
0,306 | 0,052 | 83,01
0,8 23,968 0,293 | 0,045 | 84,64 83,64
0,293 | 0,049 | 83,28
0,306 | 0,034 | 88,89
1,0 29,960 0,293 | 0,036 | 87,71 88,10
0,293 | 0,036 | 87,71

ADppH A % DPPH pn"xmémé %
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Tab. &. 13 : Stanoveni antiradikalové aktivity vodného extraktu vzorku HJ
Navazka : 0,5014 g

objem vzorku | Hmotnost

Apepu| A | % DPPH | prumérné %
[ml] odparku (pg]

0,311 { 0,269 | 13,50
0,1 3,001 0,311 | 0,281 9,65 11,87
0,313 | 0,274 | 12,46
0,311 | 0,193} 37,94
0,3 9,004 0,311 | 0,195 | 37,30 37,33
0,313 {0,198 | 36,74
0,311 | 0,146 | 53,05
0,5 15,006 0,311 | 0,146 | 53,05 52,83
0,313 | 0,149 | 52,40
0,311 | 0,114 | 63,34
0,6 18,007 0,313 | 0,117 | 62,62 62,86
0,313 { 0,117 | 62,62
0,311 | 0,066 | 78,78
0,8 24,010 0,313 | 0,068 | 78,27 78,55
0,313 |{ 0,067 | 78,59
0,311 1 0,039 | 8746
1,0 30,012 0,313 { 0,034 | 89,14 88,05
0,313 | 0,039 | 87,54

Tab. &. 14 ; Praim&rna hodnota antiradikalové aktivity vodného extraktu vzorku HJ

Odparek | 0,00 2,999 8,997 14,995 [17,994 |23,992 | 29,991
[ng]

% 0,00 13,30 39,01 55,66 67,27 82,40 88,30
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Tab. &. 15 : Stanoveni antiradikalové aktivity methanolového extraktu vzorku HH

Navazka : 0,5020 g
objem vzorku Hmotnost
[ml] odparku [pg]

Apppn| A | % DPPH | primémé %

0,507 | 0,364 | 28,21
0,5 7,610 0,491 | 0,374 | 23,83 27,40
0,494 | 0,345 | 30,16
0,507 | 0,273 | 46,15
1,0 15,220 0,491 | 0,284 | 42,16 43,88
0,494 | 0,280 | 43,32
0,507 { 0,192 | 62,13
1,4 21,308 0,491 | 0,221 | 54,99 58,00
0,494 | 0,213 | 56,88
0,497 | 0,145 | 70,82
1,8 27,396 0,491 | 0,151 | 69,25 71,52
0,494 | 0,126 | 74,49
0,497 | 0,118 | 76,26
2,0 30,440 0,491 | 0,132 | 73,12 74,83
0,494 | 0,123 | 75,10
0,497 | 0,075 | 8491
2,2 33,484 0,497 | 0,065 | 86,92 83,66
0,494 | 0,103 | 79,15
0,497 | 0,040 | 91,95
2,5 38,050 0,491 | 0,039 | 92,06 92,58
0,494 | 0,031 | 93,72
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Tab. €. 16 : Stanoveni antiradikalové aktivity methanolového extraktu vzorku HH
Navazka : 0,5022 g

objem vzorku | Hmotnost
ApprprH A % DPPH prﬁmémé %
[ml] odparku [pg]

0,415 |1 0,286 | 31,08
0,5 7,615 0,393 | 0,303 | 22,90 26,12
0,394 | 0,298 | 24,37
0415 | 0,214 | 4843
1,0 15,230 0,393 | 0,228 | 41,98 45,03
0,394 | 0,218 | 44,67
0,415 | 0,159 | 61,69
1,4 21,322 0,393 | 0,163 | 58,52 60,37
0,394 | 0,154 | 60,91
0415 | 0,111 | 73,25
1,8 27,414 0,393 | 0,118 | 69,97 71,51
0,394 | 0,113 | 71,32
0,415 | 0,049 | 88,19
2,0 30,460 0,393 | 0,085 | 78,37 81,92
0,394 | 0,082 | 79,19
0,415 | 0,052 | 87,47
2,2 33,506 0,393 | 0,075 | 80,92 85,66
0,394 | 0,045 | 88,58
0,415 | 0,038 | 90,84
2,5 38,075 0,393 | 0,042 | 89,31 90,00
0,394 | 0,040 | 89,85
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Tab. &. 17 : Stanoveni antiradikalové aktivity methanolového extraktu vzorku HH
Navazka : 0,5045 g

objem vzorku | Hmotnost

Apee | A | % DPPH | pramémé %

[ml] odparku [pg]
0,398 | 0,286 | 28,14

0,5 7,650 0,416 | 0,334 | 19,71 24,17
0,434 | 0327 | 24,65
0,398 | 0,231 | 41,96

1,0 15,300 | 0,416 [ 0,228 | 45,19 44,10
0,434 | 0,238 | 45,16
0,398 | 0,188 | 52,76

1,4 21,420 [0416 0,172 58,65 56,26
0,434 | 0,185 | 57,37

[ 0,398 | 0,125 | 68,59

1,8 27,540 | 0416 0,141 66,11 67,71
0,434 (0,137 | 68,43
0,398 [ 0,080 [ 79,90 R

2,0 30,600 | 0,416 | 0,102 7548 78,68
0,434 | 0,084 | 80,65
0,398 | 0,061 | 84,67

2,2 33,660 | 0416 | 0,065 | 84,38 85,61
0,434 (0,053 | 87,79
0,398 | 0,041 | 89,70

2,5 38250 | 0,416 | 0,039 | 90,63 90,22
0,434 10,042 90,32

Tab. &. 18 : Prium&ma hodnota antiradikalové aktivity methanolového extraktu vzorku

HH
Odparek | 0,00 |7.625 [15250 |21,350 |27,450 |30,500 |33,550 | 38,125
[ngl
% 0,00 |2590 |4434 [5821 [7025 |7848 |8498 |90,93
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Tab. &. 19 : Stanoveni antiradikalové aktivity methanolového extraktu vzorku HJ
Navazka : 0,5015 g

objem vzorku | Hmotnost
A[)ppl.[ A % DPPH prﬁmémé %
[ml] odparku [ug]

0,382 | 0,335 | 12,30
0,3 3,228 0,409 | 0,338 | 17,36 12,32
0,383 10,355 | 7,31

0,382 | 0,292 | 23,56
0,5 5,380 0,409 | 0,321 | 21,52 21,73
0,383 [ 0,306 | 20,20

0,382 | 0,207 | 45,81
1,0 10,760 0,409 | 0,221 | 45,97 44,43
0,383 [ 0,224 | 41,51

0,382 | 0,182 | 352,36
1,4 15,064 0,409 | 0,161 | 60,64 58,03
0,383 | 0,149 | 61,10

0,382 { 0,117 | 69,37
1,8 19,368 0,409 | 0,122 | 70,17 68,10
0,383 | 0,35 | 64,75

0,382 | 0,080 | 79,06
2,0 21,520 0,409 | 0,091 | 77,75 77,94
0,383 | 0,088 | 77,02

0,383 | 0,065 | 83,03
22 23,672 0,409 | 0,069 | 83,13 83,50
0,383 | 0,060 | 84,33
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Tab. &. 20 : Stanoveni antiradikalové aktivity methanolového extraktu vzorku HJ
Navazka : 0,5006 g

objem vzorku | Hmotnost
ADPPH A % DPPH prf.'unémé %

[ml] odparku [pg]

0,412 10,380 | 7,77
0,3 3,222 0,441 10,372 | 15,65 13,20
0,451 | 0,378 | 16,18

0,412 | 0,343 | 16,75
0,5 5,370 0,441 | 0,360 | 18,37 18,06
0,451 | 0,365 | 19,07
0,412 | 0,288 | 30,10
1,0 10,740 0,441 | 0,307 | 30,39 31,25
0,451 10,301 | 33,26
0,412 | 0,183 | 55,58
1.4 15,036 0,441 | 0,202 | 54,20 55,59
0,451 | 0,194 | 56,98

0,412 | 0,141 | 65,78
1,8 19,332 0,441 | 0,156 | 64,63 65,27
0,451 | 0,156 | 65,41

0,412 | 0,121 | 70,63
2,0 21,480 0,441 | 0,139 | 68,48 70,46
0,451 | 0,125 | 72,28

0,412 | 0,072 | 82,52
2,2 23,628 0,441 | 0,101 | 77,10 81,51
0,451 | 0,068 | 84,92
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Tab. & 21 : Stanoveni antiradik4lové aktivity methanolového extraktu vzorku HJ

Navazka : 0,5010 g

objem vzorku | Hmotnost
] odparn [ng] Aper| A | % DPPH | primémé %
0,415 [ 0,338 18,55
0,3 3,224 0,368 [ 0,333 9,51 13,78
0,384 | 0,333 | 13,28
0,415 [ 0,319 ] 23,13
0,5 5,374 0,368 | 0,303 [ 17,66 22,02
0,384 | 0,287 | 25,26
0,415 0242 41,69 N
1,0 10,748 | 0,368 [ 0,234 | 36,41 38,45
0,384 [ 0,241 | 3724
0,415 | 0211 49,16
1,4 15,047 | 0,368 [ 0,190 | 48,37 49,61
0,384 [ 0,187 [ 51,30
0,415 | 0,139 [ 66,51
1,8 19,346 | 0,368 | 0,145 60,60 63,38
0,384 [ 0,142 63,02
0,415 [0,115] 72,29
2,0 21,496 | 0,368 | 0,123 | 66,58 68,86
0,384 [ 0,124 | 67,71
B 0,415 | 0,091 | 78,07
2,2 23,646 | 0,368 [ 0,089 | 75,82 76,99
0,384 [ 0,088 | 77,08 |

Tab. &. 22 : Priiméma hodnota antiradikalové aktivity methanolového extraktu vzorku

HJ

Odparek | 0,00 | 3,225 5375 [10,749 [15,049 [19,349 |21,499 | 23,649

[ng]

% 0,00 13,10 |20,60 |[3804 [5441 [6558 (72,42 |80,67
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Tab. &. 23 : Antiradikalova aktivita hypericind po semipreparativni izolaci z vodného
extraktu vzorku HH

Hmotnost
ADppH Ag Avz AA % DPPH prﬁmémé %
odparku [mg]

0,217 | 0,096 | 29,62
1,3508 0,324 | 0,313 {0,219 | 0,094 29,01 30,14
0,210 | 0,103 | 31,79
0,184 | 0,129 | 39,81
1,3480 0,324 0,313 (0,199 | 0,114 35,19 37,35
0,193 | 0,120 | 37,04
0,230 | 0,037 11,38

1,3488 0,325 | 0,267 | 0,218 | 0,049 | 1 5,08 12,51
0,231 (0,036 | 11,08
1,3492 primémé hodnoty 26,67

Antiradikalové aktivita je 19,7673%/mg odparku.

Tab. & 24 : Antiradikalova aktivita hypericini po semipreparativni izolaci z vodného

extraktu vzorku HJ

Hmotnost
Apppy | Ao Az AA | % DPPH | prumé&mé %
odparku [mg]

0,188 | 0,079 | 24,31
1,1988 0,325 | 0,267 | 0,200 | 0,067 20,62 22,36
0,195 {0,072 | 22,15
0,171 | 0,083 | 27,39

1,2000 0,303 | 0,254 | 0,153 | 0,101 33,33 30,47
0,161 | 0,003 | 30,69
0,159 | 0,095 | 31,35

1,1992 0,303 | 0,254 | 0,154 | 0,100 33,00 30,03
0,176 | 0,078 | 25,74
1,1993 prim&mé hodnoty 27,62

Antiradikalova aktivita je 23,0301%/mg odparku.
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Tab. &. 25 : Antiradikalova aktivita hypericinil po semipreparativni izolaci z

methanolového extraktu vzorku HH

Hmotnost
Apeen | Ao | Avz | AA | % DPPH | primémé %
odparku [mg]
0,363 | 0,027 | 6,22
0,7610 0,434 | 0,390 | 0,371 | 0,019 | 4,38 5,30
0,393
0,335 0,050 | 11,82
0,7615 0,423 | 0,385 | 0,320 | 0,065 | 15,37 12,14
0,346 | 0,039 | 9,22
0,332 0,053 12,53
0,7650 0,423 | 0,385 | 0,354 | 0,031 | 7,33 10,17
0,340 | 0,045 | 10,64
0,7625 primérmné hodnoty 9,20

Antiradikalova aktivita je 12,0656%/mg odparku.

Tab. &. 26 : Antiradikélova aktivita hypericini po semipreparativni izolaci z

methanolového extraktu vzorku HJ

Hmotnost
Apppr | Ao Ay, | AA | % DPPH | primémé %
odparku [mg]

0,331 0,031 7,43
0,5380 0,417 { 0,362 | 0,314 | 0,048 | 11,51 8,95
0,329 | 0,033 7,91

0,299 | 0,063 | 15,11
0,5370 0,417 | 0,362 | 0,309 | 0,053 | 12,71 13,99
0,303 | 0,059 | 14,15

0,313 | 0,020 | 4,65

0,5374 0,430 | 0,333 | 0,340 4,65
0,313 | 0,020 | 4,65
0,5375 primérné hodnoty 9,20

Antiradikalova aktivita je 17,1163%/mg odparku.
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5.2. Grafy

Graf &. 1 : Zavislost antioxidaéni aktivity na mnoZstvi extrahovanych latek ve vodném

extraktu vzorku HH
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Graf &. 2: Zavislost antioxidaéni aktivity na mnoZstvi extrahovanych latek ve vodném

extraktu vzorku HJ
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Graf &. 3 : Zavislost antioxidagni aktivity na mnoZstvi extrahovanych latek v

methanolovém extraktu vzorku HH
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Graf &. 4 : Zavislost antioxidaéni aktivity na mnoZstvi extrahovanych latek v

methanolovém extraktu vzorku HJ
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Graf &. 5 ; Porovnani antioxidadni aktivity extrakti drogy
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Obr. & 1 : Dilkaz obsahovych latek v methanolovém extraktu pomoci TLC (viz kap.

4.83)

= e

- ==

> D

SO C C]

e i
43

« hypericin
H......hyperosid
R......rutin

K.....kys. chiorogenova



6. DISKUZE

Volné radikaly jsou b&znym metabolitem buriky. Pokud je ale porusena rovnovéha
mezi jejich vznikem a odstranénim, kterou za normalnich podminek zajistuji
antioxidaéni mechanizmy kazdé builkky, miZe dojit k hromadéni VR. Tento stav
oznalovany jako oxidaéni stres doprovazi mnoho nemoci, ale mlZe byt i jejich
puvodcem. Proto je nutné této nerovnovize zabranit. Pokud na to nestali pfirozené
bunééné mechanismy, je vhodné je podpofit piijmem antioxidantd potravou.
Z piirodnich latek vykazuji AA flavonoidy, fenolické slouceniny, terpeny &i kyselina
askorbova. Piijem pfirodnich antioxidanti je lep$i neZ syntetickych, které jsou vice

toxicke.

Flavonoidy a dalsi polyfenolické slou¢eniny vykazujici antioxida¢ni aktivitu jsou
obsazeny v mnoha lé¢ivych rostlinach, i v Hypericum perforatum, u niZ jsem AA
sledovala. Tiezalkova nat’ se tradiné vyuZiva k 16¢b&€ psychickych poruch.

Nositelem u¢inku je také hypericin jako hlavni obsahova latka extraktu tiezalky.
Jeho AA je zpusobena piitomnosti OH skupin v molekule. Po semipreparativni izolaci
hypericinu z extrakth pomoci tenkovrstvé chromatografie jsem provedla stanoveni AA.
Vysledky uvadi tab. ¢.23-26.

Antioxidacni aktivitu extrakti jsem sledovala u drogy pochazejici z Jablonce nad
Nisou a ze Zahrady 1é¢ivych rostlin farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové,

Vlastni stanoveni AA bylo provedeno méfenim schopnosti odstranit radikaly DPPH
spektrofotometricky pfi A = 517nm. Aktivita jednotlivych extrakti byla vyjadiena
pomoci ICso, kterd vyjadfuje mnoZstvi extraktu, které zhasi polovinu radikalu DPPH.
(viz graf ¢. 5) Extrakty drog ze dvou riznych lokalit se liSily svou antioxida¢ni
aktivitou. Droga pochazejici z Jablonce nad Nisou vykazovala niZz8i AA u obou
extraktii, Tento rozdil je zplsoben riznym zastoupenim obsahovych latek. U obou
vzorkii méli vy$si AA methanolové extrakty.

Kvalita obou vzorka byla hodnocena stanovenim hypericinii a flavonoidii. Vysledky
uvadi tab.1 a 2. Obsahem hypericini vyhovuji oba vzorky drogy lékopisu. Vy3si obsah

obou sledovanych skupin latek byl v nati tfezalky plivodem z Jablonce nad Nisou.
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7. ZAVER

1.) Byl vypracovan piehled uinkd a pouziti tfezalky teCkované a antioxidaCni

aktivity.

2.) Byla stanovena AA vodného a methanolového vyluhu drogy Hyperici herba
pochazejici z Jablonce nad Nisou (HJ) a ze Zahrady 1é€ivych rostlin farmaceutické
fakulty UK v Hradci Krilové (HH), spektrofotometrickym meéfenim odstrafiovani
radikalts DPPH. Vyjadieno pomoci ICsy klesa AA v pofadi :

MeOH extrakt vzorku HH.......ICso = 19,1395ug

H,O extrakt vzorku HH........... ICs0 = 16,9872ug

MeOH extrakt vzorku HI........ ICs50=14,4764pg

H,0 extrakt vzorku HI............ ICs0 = 13,7574ng

3.) Po semipreparativni izolaci hypericimi z extrakt drogy pomoci TLC byla
stanovena jejich AA spektrofotometrickym méfenim odstranéni radikali DPPH.
AA vyjadfena pomoci % zhaSeni radikdld DPPH na mg odparku klesa v pofadi :

H,O extrakt vzorku HJ............. 23,0301 %/mg
H,0 extrakt vzorku HH............ 19,7673 %/mg
MeOH extrakt vzorku Hl.......... 17,1163 %/mg
MeOH extrakt vzorku HH......... 12,0656 %/mg
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