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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA
AUC
DPPH
HP
NO
RNS
ROS
VR

anttoxidadni (antiradikalova) aktivita

plocha pod kfivkou (farmakokineticka charakteristika)
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl}hydrazyl

Hypericum perforatum

oxid dusnaty

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

volné radikaly




2 UVOD

Trezalka teCkovana (Hypericum perforatum, HP) je 1é€iva rostlina, o které se
v posledni dobé hodné¢ mluvi. Md mnoho lé€ivych uUcinki, diky nimZ je Siroce
vyuZivana. Nejvice jsou studovany jeji antidepresivni ti€inky. Je souasti jak HVLP,
tak mnoha dalgich fytofarmak a potravnich dopliikii s uklidiiujicimi u€inky. Ale neni
to zdaleka jeji jedind indikace.

V posledni dobé s mohutnym rozvojem tzv. ,civilizatnich onemocnéni®,
které se pfifazuji nadmérnému stresu, nevhodné stravé, nedostatku pohybu, nadvize
a celkové nezdravému Zivotnimu stylu, se za¢ind mluvit o antioxidantech, které by
¢lovéka mohly chranit pfed rozvojem aterosklerézy a stim souvisejicimi
komplikacemi, ale i neurodegenerativnimi chorobami, rakovinou a dalSimi
nemocemi.

Kromé mnoha syntetickych antioxidantd, vitamint a minerald se vyuZivaji i
antioxidaéni u¢inky nékterych rostlin.

Stale vice narista zdjem o polyfenoly, a to z n€kolika divodi. Obecné jsou
pfitazovany k antioxidantim (jedna se o nejhojnéjsi antioxidanty v rostlinach i nasi
stravé), mohou chranit pfed riznymi nemocemi, které maji urity vztah
k oxida¢énimu stresu. (1)

Nejbézné&jsimi rostlinnymi polyfenoly jsou flavonoidy, fenolické kyseliny a
lignany. (2) Predpoklada se, Ze flavonoidy maji prosp&iné ulinky diky jejich
antioxidaénim  vlastnostem a  pradvé  antikarcinogenni,  antimutagenni,
neuroprotektivni a  kardioprotektivni 10¢inky jsou v3eobecné spojovény
s antioxidaénimi vlastnostmi flavonoidu. (3, 4, 5, 6)

Zékladni struktura flavonoidii obsahuje flavanové jadro, které je sloZeno
z 15ti atomi uhliku spojenych ve ttech kruzich (C6-C3-C6) oznacenych jako kruhy
A, B, C. (3, 7) Skupiny flavonoidl se li3i ve stupni oxidace a nasyceni kruhu C,
zatimco jednotlivé slougeniny v rdmci jedné skupiny se li$i substitucemi kruhu A a
B. Kromé flavanu, kde je chroman arylovany v poloze v poloze 2, se v rostlinich
jedt& vyskytuji isoflavany arylované v poloze v poloze 3 a v men$i mife neoflavany
arylované v poloze 4.

Kromé zékladni struktury, od které jsou flavonoidy odvozeny, hraje

dalezitou roli v sile antioxida&ni aktivity i pocet a pozice hydroxylovych skupin,




glykosylace a jind substituce. Ukazalo se, Ze ke zvyleni AA prispivd
o-dihydroxystruktura v kruhu B (katecholové seskupenf), 3-hydroxyskupina na
chromanovém seskupeni a dvojna vazba mezi polohami 2 a 3 v kruhu C. (8, 9, 10)
Uréity vyznam pro antioxidaéni aktivitu ma i 3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-on
seskupeni. (4)

Glykosylované flavonoidy vykazuji men3i antioxida¢ni potencial nez jejich
samotné aglykony (8), ale pravé 3° 4 -katecholova struktura u glykosylované formy
pozoruhodné zvy3uje antioxidaéni silu, kdeZto o-methylace antioxida¢ni aktivitu
sniZzuje. (11)

HP ma4 Siroké spektrum obsahovych latek, které jsou zodpovédné za riizné
ucéinky. Obsahuje mimo jiné i flavonoidy a ty jsou nejspiSe zodpovédné za jeji

antioxidaéni aktivitu,

3 CIL PRACE

Cilem této prace bylo stanovit antirddikalovou aktivitu dvou vzorkli Hypericum

perforatum s pouZitim dvou riiznych rozpoustédel (methanol a voda). AA byla

stanovena spektrofotometricky metodou vyuZivajici DPPH radikal.




4 TEORETICKA CAST

4.1 VOLNE RADIKALY

Voiné radikaly (VR) byly dlouho povaZzoviny za fragmenty molekul
existujici téméf neméfitelnou dobu jako soudast mechanismii chemickych reakei.
(12)

Jadro atomu sloZené z kladnych protont a neutralnich neutroni je obklopeno
negativnimi elektrony. Atomy se chemickymi vazbami spojuji v molekuly.
V neutrdlnim atomu &i molekule je pocet protonii a elektrond vyrovnany. Pokud
v atomu ¢i molekule neni stejny pocet protond a elektrontl, ¢astice se nazyva ion,
Elektrony zaujimaji v atomech a molekuldch definované prostory, tj. energetické
hladiny, slupky, zvané orbitaly. Kazdy orbital miZe obsahovat maximalné dva
elektrony a ty musi mit opaény spin. Pokud atom nebo molekula (at’ uZz neutralni
nebo ion) obsahuje alespoii jeden orbital s jednim, tedy neparovym elektronem,
dastice se nazyvé volny radikal. (12) Volné radikaly vznikaji z normalni &astice
ztratou & prijetim elektronu. Ztrata elektronu je z elektrochemického hlediska
oxidace a volné radikdly maji oxidaéni G¢inky. ProtoZe stabilni konfigurace
vyZaduje parové seskupeni elektronli, snazi se volné radikdly chybéjici elektron
doplnit. Z toho plyne mala stabilita a vysoka reaktivita volnych radikald. (13) Vznik
radikalu m0zZe byt iniciaci celého fetézce dalSich reakei, (12) které mohou byt pro
nag organismus velmi nebezpecné. (14)

Volné radikaly se dostavaji do organismu zven¢i, velké mnozstvi v3ak
vznika i v priibéhu metabolismu. (13)

Kromé& mnoZstvi negativnich i¢inkd a disledkd ptisobeni volnych radikéld
nesmime zapomenout na to, Ze tyto subjekty maji, byt omezené, pozitivni u€inky.
Napfiklad reaktivni formy kysliku a dusiku slouZi jako G¢inné zbraii fagocytl proti
bakteriim a cizim strukturam, (12) Hydroxylovy radikal, vznikly v dychacim fetézci,
je vyuZivan napfiklad pfi biosyntéze cholesterolu a ZluCovych kyselin nebo pfi

detoxikaci nékterych xenobiotik. Spermie vyZaduje k GspéSnému oplodnéni vajicka

superoxid a peroxid vodiku. Superoxid je tfeba k naruSeni membrany vajicka,




peroxid vodiku je vytvafen vajickem po oplodnéni a zajistuje tvorbu kiizovych
vazeb mezi molekulami tyrosinu v membrané vajicka, coZ zabrafiuje pronikani
dalgich spermii. Peroxid vodiku je nezbytny pro oxidaci jodidu na elementarni jod,
ktery je stitnou zlazou vyuZit k jodaci aromatickych jader tyroninu. Pfiznivy 0¢inek
ma i oxid dusnaty, ktery je rovnéZ radikdlem a ma vyrazny vazodilataéni efekt. Jiné
volné radikély pisobi jako signalni molekuly. (13)

V poslednich letech bylo ziskano mnoho dokladh o tom, Ze v organismu
b&€zné vznika fada reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species — ROS) a
reaktivnich forem dusiku (reactive nitrogen species — RNS), a Ze tyto latky maji
zna¢ny fyziologicky i patogeneticky vyznam. Jsou vyznamnymi prostiedniky
pfenosu energie, faktory imunitni ochrany a signalnimi molekulami bunééné
regulace. Za urcitych okolnosti viak piisobi jako toxické latky a jako desinformacni
agenti, schopni organismus poskodit a dokonce ho i usmrtit. (12) Reaktivni formy
kysliku ROS jsou spjaty s pofatkem, nebo mohou doprovizet ¢i byt pficinou
patogeneze mnoha nemoci. Jsou uréité dikazy, Ze abnormality u lipidovych
slou¢enin mohou zapfi€init nadprodukci ROS. (15) ROS jsou zapojeny v rozvoji
riznych nemoci zahrnujicich bunélné starnuti, mutagenezi, karcinogenezi,
kardiovaskuldarni nemoci, diabetes mellitus, neurodegenerativni choroby (16) a
revmatické choroby. (17) ROS jsou vytvafeny mnoha redoxnimi procesy, které se
normalné vyskytuji v metabolismu aerobnich bunék. Pokud ROS nejsou
eliminovany, mohou ni¢it dileZité molekuly, jako jsou proteiny, DNA a lipidy. (17)

Neékteré zreaktivnich forem kysliku jako volné radikaly jsou superoxid

(027), hydroxylovy radikdl (HO'), peroxyl (ROO’), alkoxyl (RO"),

hydroxyperoxyl (HO; ) a nékteré z reaktivnich forem dusiku jako volné radikély

jsou oxid dusnaty (NO ") a oxid dusi¢ity (NO, ") (12)




4.2 VOLNE RADIKALY A NEMOCI

Volné radikaly se podileji na vzniku a rozvoji etnych onemocnéni a
chorobnych stavli. Nékdy volné radikaly vyvolavaji pfimo vznik onemocnéni, jindy

zhor$uji éi komplikuji jeho pribéh. (13)

4.2.1.1.1 Aterosklerdza
Cholesterol a jiné tuky (lipidy) jsou transportovany po celém téle krvi, a to

ve forme drobnych ¢asteCek, které se nazyvaji lipoproteiny. (14)

Podle soucasnych poznatki je na podatku aterosklerotického procesu oxidace
lipoproteini o nizké hustoté (LDL) volnymi radikély. (13) Dochazi k lipoperoxidaci
a glykooxidaci, kdy vznikaji modifikované ¢astice LDL. Ty se vaZi na scavengerové
receptory makrofigl za vzniku pé€novych bunék s cholesterolem a ty se ukladaji
v cévni sté€né pod endotelem ve formé lipidovych prouzkil.

Volné radikaly se uplatiiuji nejen pfi vzniku a rozvoji aterosklerdzy, ale i pfi

jejich komplikacich. (13)

4.2.1.1.2 Diabetes mellitus
Volné radikaly se uplatiuji pfi vzniku diabetu i pit rozvoji jeho pozdnich

komplikaci. (13) Diabetes mellitus je vidy provazen oxidaénim stresem, ¢j.
pfevahou oxidaénich reakci nad antioxida¢ni ochranou tkani. V krvi a tkanich
nemocnych je prokazatelné vy38i tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) a
lipoperoxidi a soudasné sniZené hladiny antioxidaén€ pisobicich latek a

antioxidacnich enzym. (12)

4.2.1.1.3 Plicni onemocnéni
Plice jsou jedinym vnitinim organem, ktery je v pfimém kontaktu se zevnim

prostfedim plochou pfiblizné 100 m2. Obrovska kontaktni plocha &ini dychaci Gstroji
velmi citlivym ke kysliku a ke viem Zkodlivindm zevniho prostfedi (cigaretovy
kouf, oxidy siry a dusiku, ozdn, azbest, kiemik, oxid kfemicity, paraguat). Tyto
latky jsou radikily nebo reagenty, které mohou ve tkani indukovat tvorbu
reaktivnich forem kysliku. ROS poskodi biomolekuly plicni tkdng, zejména
membranové lipidy, poskodi endotelové buiiky a ovlivni regulaéni bunécné

mechanismy. (12)
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4.2.1.1.4 Onemocnéni gastrointestindiniho traktu
Experimentalni a klinické prace v pribéhu 80. a 90. let minulého stoleti

piinesly dukazy pro vyznamné postaveni reaktivnich forem kysliku ROS
v patogenezi fady onemocnéni traviciho dstroji. (12)

S timto jevem se muZeme setkat u idopatickych stfevnich zénétd jako je
ulcerézni kolitida a Crohnova choroba, dale pii gastropatiich vyvolanych
nesteroidnimi antiflogistiky, ale i pfi slizni¢nich lézich Zaludku a duodena u infekce

Helicobacter pylori.

4.2.1,1.5 PoSkozeni jater
Zvy3ena tvorba volnych radikald v jatrech vétSinou souvisi s metabolismem

xenobiotik, s akumulaci Zeleza a médi a také s reperfuzi po ischemii. Je pfi¢inou

fady jaternich onemocnéni. (12)

4.2.1.1.6 Akutni a chronickd pankreatitida
Reaktivni formy kysliku se pii akutni pankreatitidé tvoii stejné intenzivné

jako pfi jinych zanétlivych onemocnénich. Jejich pfevaha nad antioxidadni ochranou
tkané se objevuje zejména na pocatku onemocnéni a piedchdzi plnému rozvoji
morfologického obrazu. Zdroj zvySené produkce i jejich specificky vyznam
v patogenezi onemocnéni zlistiva neobjasnén. ROS se ve zvySené mife tvoii i u
chronické pankreatitidy, kdy se mohou uplatnit pro nedostatek pfirozenych

antioxidantt. (12)

4.2,1,1.7 Rendln{ nemoci
Zanétlivd onemocnéni ledvin jsou spojena s infiltraci ledvin neutrofily a

makrofagy, které jsou schopny produkovat velkd mnoZstvi reaktivnich forem
kysliku a dusiku. (12)

4.2.1.1.8 Neurodegenerativni choroby
Centralni nervovy systém ma malou antioxidaéni kapacitu a velké mnoZstvi

lipidové tkang, kterd miZe byt volnymi radikaly poSkozena. (13) NejéastéjSimi

onemocnénimi tohoto typu je Parkinsonova a Alzheimerova choroba.
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4.3 ANTIOXIDACNI AKTIVITA

Antioxidadni ochrana organismu predstavuje sloZity komplex mechanismu,
které pracuji ve vzajemné souhie, dopliiuji se a mnohdy i potencuji, navic musi byt
v rovhovaze s prooxidaénimi latkami, tedy s produkei volnych radikali. (13) Funkce
jednoho antioxidantu velmi ¢asto podminuje t¢inek jiného ¢lanku soustavy. (12)

Nejbezpednéj§im zplsobem je branit se tvorb& nadmémého mnoZstvi
reaktivnich forem kysliku a dusiku. Druhou moZnosti je zachyt a odstranéni
radikalq, které se jiz vytvofily. V literatufe se tyto latky oznaduji jako vychytavade
¢i zametade, lapate a zhaseCe. Na antioxidaéni ochrané se podileji téZ obecné
reparaéni mechanismy poskozenych biomolekul. {12)

Buriky si vytvafeji dileZité a ochranné mechanismy obsahujici antioxidaéni
enzymy a neenzymatické slou€eniny, které je pomdhaji chrénit pred destruktivnim
efektem ROS. (17)

Antioxidant, inhibitor oxidace molekul, je velmi dilleZity pro obranu proti
oxidativnimu stresu u Zijicich systémi. Oxidace biomolekul se obvykle dé&je
mechanismem autooxidace, ktera zahrnuje radikadlovou Tfetézovou reakei
peroxylového radikalu biomolekuly. Je dobfe znamo, Ze silny a G¢inny antioxidant
ma jednoznacnou schopnost zhdSeni peroxylového radikdlu pomoci poskytnuti
svého atomu vodiku radikdlovym formam. (18)

Nejen nadmérna produkce ROS a RNS, ale i poruseni rovnovahy slozek
antioxidaéni soustavy mizZe byt bud’ primarni pfi¢inou zékladnich patologickych
stavll, nebo miZe mit za nédsledek zhorSeni chorobnych stavil vyvolanych jinou
pfi€inou nez radikdlovymi reakcemi. PoruSeni rovnovdhy mezi vznikem a

odstrafiovanim ROS a RNS se nazyva oxidac¢ni stres. (12)
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Antioxidanty tvofi riiznorodou skupinu latek. (13) Antioxidanty mGzeme délit podle

nasledujicich hledisek:

1) Podle ovlivnéni tvorby volnych radikalt
a) primarni (brani vzniku VR)
b) sekundarni (likviduji jiz vzniklé VR)
¢) terciarni (opravuji &i eliminuji molekuly poskozené plisobenim
VR)

2) Podle pavodu (zpisobu vstupu do organismu)
a) endogenni (tvofi se v organismu}
b) exogenni (ptichdzeji zvendi)
e pfirozené (napf. vitaminy)

s umélé

3) Podle rozpustnosti ve vode ¢i v tucich
a) hydrofilni (rozpustné ve vodé)
b) lipofilni (hydrofobni, rozpustné v tucich)

¢) amfifilni (spojuji vlastnosti obou predchazejicich skupin)

4) Podle lokalizace v bufice ¢i mimo buriku
a) extracelularni

b} intraceluldrni (jejich vyznam pro ochranu pied VR je rozhodujici)

5) Podle velikosti molekuly
a) vysokomolekularni (bilkoviny); zvlastni misto mezi nimi maji
enzymy, které se podileji zejména na intracelularni antioxidaéni
ochrané

b) nizkomolekularni
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6) Podle mechanismu u¢inku
a) katalyzatory
b} chelataéni latky
¢) inhibitory enzymu

d) ostatnf

7) Podle typu volného radikalu (resp. ROS), na ktery plsobi — antioxidanty
likvidujici:
a) superoxid
b) hydroxylovy radikal
c) singeltovy kyslik
d) peroxid vodiku
e) oxid dusnaty

f) kyselinu chlornou (13)

Je mnoho metod, kterymi lze stanovit antioxidaéni aktivitu. V posledni dobé
se vice a vice zvySuje ziajem o antioxidanty a také vzristd zajem stanovit
antioxida¢ni aktivitu u pfirodnich latek. Vyuziva se bud’ testovani reaktivity
jednotlivych izolovanych latek proti volnym radikallim, ale jelikoZ obrovska €ast
ptirodnich antioxidantl je sloZitd smésice latek, proto se také z velke ¢asti sleduje a
charakterizuje antioxidaéni aktivita smésnych vzorki jako celku.

Prestoze hodnoceni antioxidaénich vlastnosti pfirodnich latek je v oblasti
vyzkumu vénovana S$irokd pozornost, je tfeba pfipomenout, Ze rada latek
pfijimanych v rostlinném materialu podléhd metabolickym zménam jiZ v travicim
traktu a jejich G&inek v organismu je dale podstatné ovlivnén mirou resorpce a
daldim metabolismem. Proto vyraznd antioxidacni aktivita zjiSténa in vifro nemusi
znamenat adekvatné vyznamny Géinek in vivo. (19)

V literatufe lze nalézt velky pocet metod pouZivanych ke stanoveni
antioxidaéni aktivity. Nejéastéji jde o pfimou reakci sradikdly nebo reakcei
s piechodnymi kovy. (19) Podle toho jsou tyto metody rozdéleny na dvé odlidné
skupiny, a to metody hodnotici schopnost eliminovat volné radikdly a metody

posuzujici redoxni vlastnosti latek.
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Metody zaloZené na eliminaci radikalu spocivaji v hodnoceni schopnosti

vzorku vychytavat volné radikaly, které mohou byt v reakéni smési generovany,

nebo jsou do ni priddvany. Radikaly jsou z chemického hlediska posuzovany jako

syntetické stabilni radikaly nebo radikily kyslikové. Mezi metody zaloZené na

hodnoceni redoxnich vlastnosti latek patii metody chemické a elektrochemické.

1) Metody zaloZené na eliminaci radikald

a) Metody hodnotici eliminaci syntetickych radikali

e Metoda pouZivajici ABTS (metoda TEAC — Trolox Equivalent

Antioxidant Capacity (20))

Je jednou ze zakladnich a nejpouzivanéjSich metod pro
stanoveni antioxidacni aktivity. Testuje schopnost vzorku
zhaet kation-radikal ABTS™ (2,2-azinobis(3-ethyl-2,3-
dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)) (19) pfevedenim na
bezbarvy produkt (21). Vysledna antiradikalova aktivita je
srovnavana s antiradikdlovou aktivitou syntetické latky
Trolox a je sledovana spektrofotometricky.

Metoda je &asto pouZivana pro interpretaci vztahu struktury
a aktivity (SARs). Pokusy ale ukazuji, Ze TEAC vyjadiuje
antioxidaéni kapacitu parentni latky plus potencialni
antioxida¢ni kapacity reakéniho/nich produktu/id. To
znamena, Ze tato metoda nereflektuje nutné antioxidadni
0¢inek pouze jedné struktury, coZ miZe vadit pfi aplikaci
metody na SARs. (21)

e Metoda pouzivajici DPPH

Je povazovdna za jednu ze zikladnich metodik pro
posouzeni antiradikalové aktivity istych latek i rznych
smé&snych vzorkd. (19) ZhaSeni DPPH-radikilu je
jednoduchd modelova reakce poskytujici relevantni

informaci o schopnosti kyselin zha3et volné hydroxylové
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radikaly. (22) Podstatou je reakce testované latky se
stabilnim radiklem difenylpikrylhydrazylem — DPPH (1,1-
difenyl-2-(2,4,6,-trinitrofenyl)hydrazyl), kdy  dochazi
k redukci radikalu za vzniku DPPH-H
(difenylpikrylhydrazin). Reakce je také nejcastéji sledovana
spektrofotometricky. DPPH obsahuje lichy nepéarovy
elektron a dava silnou absorpci pii vinové délce 518 nm.
Pokud se tento elektron stane parovym v pfitomnosti
zhadede volného radikalu, absorpce klesa a vysledné
odbarveni je stechiometrické ve vztahu k poctu pridanych
elektrond. (23)

Metoda pouzivajici galvinoxyl

Dochazi k redukcei stabilniho radikalu galvinoxylu a reakce

se sleduje spektrofotometricky.

VyuZiti jinych stabilnich radikali

Pro hodnoceni schopnosti latek poskytovat vodikovy atom
nebo elektron se pouZivd také synteticky volny radikal
Fremyho sil (nitrosodisulfonan draselny), detekce a
hodnoceni reakce se provadi pomoci ESR (elektronova
spinova rezonance). (19)

Mezi dileZité stabilni syntetické radikaly patii napiiklad i

dimethyl-p-fenylendiamindihydrochlorid (24)

b) Metody hodnotici eliminaci kyslikovych radikalt

Metoda ORAC (oxygen radical absorbance capacity)

V testovaném systému se generuji kyslikové radikaly a
hodnoti se schopnost testované latky zpomalit nebo zastavit

radikalovou reakci (19)
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e Metody zaloZené na vychytdvani OH-radikélt

Pii téchto metodach jsou OH-radikaly generovany riznymi
postupy. Detekce je zalozena na vychytavani radikalu
latkami, jejichZ reakéni produkty 1ze snadno stanovit. (19)

Piikladem miZe byt Fentonova metoda. Tato metoda
detekuje antioxidanty klasifikované jako terminatory
volnych radikald, které mohou kompetovat s kyselinou

linolenovou pfi zhadeni hydroxylovych radikala. (25)

e Metody zaloZené na vychytavani superoxidového anionradikalu

Zde se vyuZiva né€kolik riznych postupil, napi. kombinace

HPLC a chemiluminiscence

¢) Metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidace

o Lipidova peroxidace vyvoland volnymi radikdly je jednim

z nejvyznamnéjiich patologickych pochodil v organismu.
(19) Latky, které potladuji lipidovou peroxidaci vedou
k eliminaci iniciaénich kyslikovych radikali, sekundarné
vzniklych radikalovych meziprodukti a mohou mit i u€inek

chelatujicich iontl ptechodnych kovi.

o K nejjednodusddim testim patii metody zalozené na detekci

produktl peroxidace kyseliny linolové. (19)

2) Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich viastnosti latek

a) Metody chemické

e Metoda FRAP (ferric reducting antioxidant potencial)

Pfi této metodé redukuji antioxidanty ze vzorku komplex
Fe**-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin} (Fe**-TPTZ). Narast
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absorbance pfi 593 nm odpovidajici mnozstvi komplexu
Fe?*-TPTZ je mirou antioxida&ni aktivity vzorku. (19)

- Uréuje ptimo redukéni kapacitu slouéenin (9)
b) Metody elektrochemické

e Cyklickd voltametrie
- Indukuje schopnost latek odstépovat elektrony. (10)
Cyklicka voltametrie je vhodnd pro ziskani informace, zda
latka je schopna snadno odevzdavat elektrony a poté je
mozné zvolit urCitou metodu na stanoveni antioxidacni

kapacity. (19)

e HPLC metody s elektrochemickou detekei
- Pri téchto metodich je moZné analyzovat komplexni smési

a identifikovat jednotlivé U¢inné antioxidaéni slozky.

V moderni spoleénosti stoupa podet civilizaénich onemocnéni, kterd souvisi
s pusobenim volnych radikali, proto vzrista tendence hodnotit antioxidacni

vlastnosti Cistych ptirodnich latek, rostlinnych extraktd i potravinovych doplika.

(19)
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4.4 HYPERICUM PERFORATUM L. (HYPERICACEAE)

Hypericum perforatum je tradi¢ni 1é¢iva rostlina.

Do podvédomi vstoupila jiz ve stfedovéku, kdy se pouZivala k 1é¢bé infekci
a mirnych nervovych poruch (26) a 1écebné se vyuziva uz pies 2000 let. (27) Diky
intenzivnimu studiu obsahovych latek v poslednich letech vyrazn& vzrostl jeji
vyznam ve farmaceutickém prumyslu pro antivirové, protizdnétlivé, antidepresivni,
protirakovinové a antimikrobialni i¢inky naftodianthronovych a floroglucinovych
derivath. (26)

HP obsahuje piibliZzné 0,6-3 ml/kg silice, triterpeny a steroly. Je bohata na
fenolické sloudeniny: kavové kyseliny, chlorogenova kyselina, proanthokyanidiny a
derivaty floroglucinolu. Vyskytuji se vkvétech a plodech, kde se koncentru)i
v obdobi zralosti. Patii sem hyperforin (2-4,5%), adhyperforin (0,2-1,8%) a
flavonoidy. Flavonoidy jsou hojné zastoupené (2-4%) — hyperin, rutin, kvercitrin,
isokvercitrin a bioflavonoidy. Hlavnimi flavonoidy jsou rutin, hyperosid,
isokvercitrin, avikularin, kvercitrin, a kvercetin. V kvetoucich lodyhach se také
nachdzeji stopy xantonl. Sloudeniny, zodpovédné za barvu $favy nachézejici se
v &ernych te¢kach na listech a kvétech, jsou naftodiatrony (0,06-0,15%) ~ hypericin
(biogeneticky odvozeny od antronu) vyskytujici se spolu s pseudohypericinem a

v gerstvych rostlinach spolu s protohypericinem a protopseudohypericinem. (16, 28)

4.4.1 Biologicka aktivita HYPERICUM PERFORATUM

Tiezalka teCkovand ma velmi irokou oblast pouZiti. Nejvice se v dnesni

dobé diskutuje o jejim vyuZiti v 1é€bé depresivnich stavu.

4.4.1.1.1 Deprese
Depresivni nalady jsou velice nepiijemné stavy, které clovéka potkavaji a je

tieba je 1éCit, protoZe sniZuji kvalitu Zivota &lovéka a jeho vztahu s okolni

spole¢nosti, ale mohou dokonce jeho Zivot ohrozit.
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Deprese je familiarn€ vyskytujici se onemocnéni, z patofyziologického
hlediska je deprese zavisla na sniZené dostupnosti noradrenalinu nebo serotoninu.
(29)

HP inhibuje zpétné vychytdvdni monoaminovych neurotransmitert
v biologickych systémech. (27) Studie, které jsou k dispozici, dokazuji, Ze extrakty
z HP jsou velmi dobfe tolerovany a ukazuje se, Ze jsou G&inné v rutinni 1é¢bé
depresivnich stavi (30). Publikovdna byla v3ak i prace, kterd poukazuje na
kontroverzni vysledky klinickych vyzkumi antidepresivniho efektu HP, zatimco
preklinické studie ukazovaly na antidepresivni vlastnosti extrakti HP. (31) Vliv na
rozdilny obsah hyperforinu v komerénich pfipravcich maji podminky sudeni a
skladovani. A pravé ty jsou velmi dulezitém faktorem, kdyZz srovnavame preklinické
a klinické studie pfi rliznych experimentdlnich podminkach, protoZe aktualni
koncentrace hyperforinu v pfipravcich, které jsou studovany, mize byt zodpovédna
za odlidné vysledky. (32)

Pfi depresi byva ¢asto zvySena hladina kortizonu v plazmé a cerebrospinalni
tekutiné a studie naznaduji, Ze extrakt z HP mizZe upravit hladiny kortizonu a
kortikosteronu pomoci pisobeni na multilatkovy transporter glykoprotein P (Pgp).
(33) Ze studie vyplyva, Ze extrakt z HP dokéaZe vyrazné sniZit hladiny kortizonu a
kortikosteronu v mozkové ke, ale tyto zmény nejsou patrny v séru.

BéZna synteticka antidepresiva, ktera se dnes pouZivaji, pracuji mimo jiné na
principu inhibice zpétného vychytdvani monoaminovych neurotransmiterti a
nékteré dfive pouZivané latky reaguji i1 s muskarinovymi, histaminovymi a
adrenergnimi receptory, coz muZe vést k fadé neZidoucich G¢inki, jako je sucho
v Gstech, ortostatickd hypotenze, sexudlni dysfunkce, sedace, zacpa, atd. JelikoZ u
HP je pozorovano mélo podobnych vedlejsich u¢inki, soudi se, Ze HP ma minimalni
aktivitu na muskarinovych a adrenergnich receptorech. (27)

Trezalka te€kovana je pravdépodobné nejvice sledovana rostlina vzhledem
k jeji G¢innosti, neskodnosti a toleranci u pacientli s depresivnimi symptomy. (27)

HP nema Zadny vliv na krevni tlak, srdeéni frekvenci. Naproti tomu
imipramin zvysil klidovy krevni tlak a srdeéni tep a zplsobil znaénou ortostatickou
tachykardii. (34)

Pokud jde o latky zodpovédné za aktivitu, hyperforin je povaZovan za

nejvice aktivni slou€eninu v HP (27) ohledné antidepresivniho plisobeni. Vodné-
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alkoholicky extrakt obsahujici velmi malo hyperforinu ma také nedostateny
antidepresivni ¢inek. (32) Mezi hlavni GCinky hyperforinu in vitro patfi
neselektivni inhibice zpétného vychytavani monoaminovych neurotransmiterti, dale
interakce s opioidnimi receptory a D; dopaminovymi receptory.

Pokud jde o mechanismus antidepresivniho pisobeni HP, neni jesté zcela
jasny, ale pfevladd ndzor, Ze dochazi kinhibici zpétného vychytavani
monoaminovych neurotransmiterii noradrenalinu, dopaminu a serotoninu, ale
Schroeder ve své studii (34) tento nazor odmita a fika, Zze HP nema zadny vliv na
plazmatické koncentrace noradrenalinu a nesouhlasi s tim, Ze HP vede k velkym

zmé&nam uptake noradrenalinu nebo zménam aktivity monoaminooxidasy in vivo.

4.4.1.1.2 Pamér
HP ma schopnost chranit pfed poruchami paméti, které byvaji zplsobeny

stresem. Vyzkum na toto téma provadél Trofimiuk a kol. (35) Zjistili, Ze HP chrani
pted nepfiznivymi efekty jak chronického stresu, tak i dlouhodobého plsobeni

kortikosteronu na pamét a uceni.

4.4.1.1.3 Zdneét
Extrakt z HP vykazuje potencilni antiflogisticky d¢inek u akutnich zang&tu

na zvifecich modelech. Viechny parametry zanétu byly extraktem HP zmirnény.
(36)

4.4.1.1.4 Rakovina
U nadori prostaty bylo zjisténo, Ze selektivni inhibitory zpé&tného

vychytdvani serotoninu a antagonisté serotoninu maji antiproliferativni efekt.
Jelikoz obsahové latky z HP u¢inkuji i jako inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu, piisobi cytotoxicky na nékolik linii lidskych rakovinovych bunék. (37)
Autor této studie naznaluje, Ze diky redukci nadorového riistu a poctu metastaz by

extrakt HP mohl byt uZit v 1€¢b& karcinomu prostaty.

4.4.1.1.5 Epilepsie
V tradiéni medicingé se HP pouZivala pro jeji antikonvulzivni vlastnosti.

Hosseinzadeh ve své studii zkoumal antikonvulzivni plsobeni Hypericum

perforatum a zjistil, Ze extrakt z nadzemnich &asti rostliny miize pfisp&t ke kontrole
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zachvatll petit mal a Ze tento u¢inek miiZe byt spojen s pisobenim oxidu dusnatého

(NO). (38)

Ve studii, kterou publikovali Luo a kol. (39) byl zji$tf'ovan inhibiéni efekt
flavonoida obsazenych v HP na NO-syntasu (NOS). Inhibi¢ni efekt $esti flavonoidii
kvercetinu, kvercitrinu, hyperosidu, avikularinu, kemferolu a rutinu byl méfen
spektrofotometricky za pouziti NOS z krve a mozku krys. Z ptitomnych slouéenin
ukdzaly kvercetin a hyperosid na koncentraci zavisly efekt. Vysledky ukazaly, Ze
efekt kvercetinu a hyperosidu zavisi na koncentraci a galaktosa vyskytujici se
v hyperosidu miiZze byt spojovana se selektivni inhibici NOS. V této studii byla
uréovina NOS inhibi¢ni aktivita. Kvercetin a hyperosid byly nejvice aktivni
slougeniny, kdezto kvercitrin a rutin nevykazovaly Zadny inhibi¢ni efekt.

Oxid dusnaty je kriticky mediator, ktery funguje pro inter- i intrabunéénou
signalizaci, hraje ddlezitou roli v riznych fyziologickych procesech a
patofyziologickych stavech. NOS katalyzuje oxidaci terminalni guanidinové
skupiny L-argininu na NO. NO miiZe reagovat se superoxidovym aniontovym
radikdlem za produkce vice reaktivnich oxidanti jako je peroxynitrat, ktery vede
k bun&énému poskozeni, coZ bylo zjisténo nékterymi patofyziologickymi studiemi
depresi a antidepresivné plisobicich latek. (39) Nadprodukce NO miZe vést
k endotoxickému 3oku, diabetu, odvrZeni transplantovaného $§tépu, mozkové
ischémii, ale i k né€kterym neurodegenerativnim chorobém jako je Alzheimerova

némoc.

4.4.1.1.6 Interakce
Hypericum perforatum reaguje s jaternimi mikrosomalnimi enzymy, které

maji vliv na metabolismus 3irokého spektra latek a miZe ovlivnit jejich clearence a
ucinek.

Hlavnimi enzymy, které se podileji na metabolismu lé¢iv v lidskych jatrech,
jsou CYP 1A2 (theofylin), CYP 2A6 (methoxyfluran), CYP 2C9 (ibuprofen,
mefenamova kyselina, fenytoin, warfarin, tolbutamid), CYP 21C9 (omeprazol),
CYP 2D6 (klozapin, kodein, metoprolol, tricyklicka antidepresiva), CYP 2EI
(halothan, enfluran, alkohol) CYP 3A4 (cyklosporin, erytromycin, ethinylestradiol,

nifedipin, midazolam, terfenadin). Mnoh¢ interakce mezi léivy zplisobené inhibici
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nebo indukei enzyma P450 jsou klinicky velmi vyznamné. U induktort a inhibitord
jaternich enzymi je nutno pamatovat na to, Ze po jejich vysazeni dochazi k opacné
reakci. (40)

Soudasné studie ukazuji, Ze interakce mezi HP a dal$imi latkami mohou vést
k indukci uréitych forem CYP enzymi, ackoliv u jinych do$lo k inhibici. (27)
Podavani HP vede k jednoznaéné indukci metabolické aktivity enzymi CYP 2D2 a
CYP 3A2 a inhibici CYP 2C6. Tento jev popisuji ve své praci Dostilek (41) a
kolektiv. Ve svém vyzkumu pouzili 3 latky — tolbutamid (ktery je metabolizovan
CYP 2C6), dextromethorphan (je metabolizovan CYP 2D2) a midazolam (je
metabolizovan CYP 3A2). Kvantitativni vysledky byly hodnoceny pomoci metody
HPLC a byl zjistén jasny pokles plochy pod kiivkou (AUC) u dextromethorfanu a
midazolamu a nérist AUC u tolbutamidu. Uginek extraktu HP na metabolickou
aktivitu CYP 450 zkouseli na krysich jatrech.

Pfi soudasném podavani HP a latek, které také inhibuji zp&tné vychytavani
serotoninu, noradrenalinu a dopaminu, miZe dojit k potenciaci u€inku a vie mizZe
vyustit aZz v serotoninovy syndrom se zdvaZnymi klinickymi projevy a duisledky.
Nejvétsi riziko je u soucasného podavani fluoxetinu, paroxetinu, sertalinu a
nékterych tricyklickych antidepresiv.

V dalsi studii (42) je poukazovano na to, Ze v disledku indukce aktivity
cytochromu CYP 3A4 doslo k narlstu clearence mnoha latek a steroidd, jako jsou
kortizol a ethinylesradiol. Donovan a kol. dosli k zdvéru, ze kratkodobé podavani
HP neméni signifikantné koncentrace vétSiny cirkulujicich androgenti u muzi a Zen,
ale miZe zpusobit pokles u nékterych cirkulujicich 5-a-redukovanych androgeni.

Zeny uZivajici oralni hormonélni kontracepci by mély pogitat s tim, e HP
muZe interferovat s Géinnosti kontraceptiv. (43) HP miZe totiZ vést ke zrychleni
metabolizace ethinylestradiolu a norethidronu. M4 i vliv na folikularni rist a
ovulaci.

Hyperforin interaguje s jinymi lé€ivy a sniZuje jejich uéinek, pokud jsou
podavany spoleéné sextrakty z HP. (44) Vyznamna je naptiklad interakce HP
s digoxinem. Bylo zjiténo, Ze pokud je podavan extrakt nebo jiny pfipravek
neobsahujici hyperforin, nebo jsou-li poddvany velmi nizké denni davky praskované
drogy ,Hypericum powder* (podavany Zelatinové tobolky obsahujici 333 mg

praSkované drogy 3krat denné — denni ddvka hyperforinu odpovida pfiblizné
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5,3 mg; nebo Zelatinové tobolky obsahujici 166 mg podavany 3krat denné — denni
davka hyperforinu odpovida ptiblizné 2,6 mg) obsahujiciho hyperforin, nedochazi
k Zadnym zavaznym interakcim. Av3ak kombinace s vysokymi davkami extraktu
bohatého na hyperforin (pfipravek Jarsin 300) vyustila v redukci AUC digoxinu za
dobu 24 hodin (AUCg.24), v redukci maximaélni plazmatické koncentrace digoxinu
(Cmax) a v redukcei plazmatické koncentrace za 24 hodin po pfedeslé davce. Interakce
HP a digoxinu se lisi podle druhu pripravki z HP a davek a zda se, Ze koreluje
zejména s davkou hyperforinu. (45)

Jiny mechanismus, prostfednictvim kterého mohou kombinace lé€iv vyustit

v nezadouci udinky, je indukce P-glykoproteinu. (27)

4.4.1.1.7 Fototoxicita
Vyzkumy farmakologickych ¢inkd hyperforinu a hypericinu odhalily, Ze

hypericin (silnd fotoaktivni sloZka (46)) zplsobuje fototoxické alergické reakce.
(44)

U pacientii podstupujicich vysoké davky UV-A-1 fototerapie miZe pfi
suplementaci HP dojit k redukci minimalni erythemdlni davky (MED). I kdyz
soucasné publikované dikazy naznaduji, Ze plazmatické hladiny hypericinu nejsou
pravdépodobné pfi¢inou klinické fototoxicity, bylo objeveno, ze fotoaktivni
sloueniny mohou zpusobit poskozeni DNA uz v subtoxickych a suberythemalnich
davkéich. Je to efekt, ktery nemusi byt patrny po mnoho let. (46) Ale i kdyz
hypericin v kombinaci s UV-A zafenim zvy3uje riziko fotogenotoxicity, u vétSiny
pacientii je toto poskozeni zptisobené kombinaci UV-A fotoerapie a extraktu z HP
relativné nizké a zdd se, Ze i fotosenzibilizace je pfi doporu¢eném davkovani

tfezalky vzacna klinicka udalost. (47)

4.4.1.1.8 Téhotenstvi a kojeni
Popularita HP pfi 16¢b& deprese vzriistd a v soucasné dobé& stoupl zajem

ohledné jejiho uZiti v obdobi t€hotenstvi a kojeni. Ve vyzkumu, ktery provedli
Gregoretti a kol. (48), byl extrakt HP podavan experimentalné zvifatim v obdobi od
dvou tydnii pted spafenim aZ po 21. den po porodu. Byly podavany dvé rizné davky
(100 mg/kg a 1000 mg/kg). Zvitata byla postnatalné postupné do 21. dne usmrcena
a po provedeni mikroskopické analyzy vnitinich organii bylo zjidt€no, Ze hlavné

jatra a ledviny byly velmi poskozeny. Polkozeni bylo patrné u obou davek
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podavanych béhem gravidity, ale také u zvitat, ktera byla exponovana HP pouze
b&hem kojeni.

Tyto vysledky jsou v rozporu se studii, kterou provedli Borges a kol. Dosli
k zdvéru, Ze HP se zda byt netoxickd pro matku a nezasahuje ani do vyvoje
téhotenstvi béhem organogeneze. (49)

Diikazy o bezpe€nosti uZivani tfezalky v obdobi gravidity a laktace jsou jesté

nedostadujici.

4.4.1.1.9 Spdnek
Klinické studie potvrzuji, Zze pit 1é¢bé tiezalkou dochazi k dpravé spanku.

(47)

4.4.1.1.10 Poufit
Tiezalka teCkovana méa Siroky rozptyl 1€€ebného pouziti. Pouzivd se jednak

zevné, ma hojivy 0¢inek na kozZni rany, ekzémy, popaleniny (17, 50), plsobi
uZiva se i vnitiné v lé&bé astmatu (7), je to tradiéni rostlina s antidepresivnimi
uéinky. (50) Extrakty HP jsou S§iroce uzivany v terapii afektivnich poruch a je
znamo pouZiti pro anxiolytické a kognitivni u€inky. (51) Pro obsah tfislovin pusobi

jako adstringens, antidiarhoikum, hemostatikum. (52)

Pripravky s obsahem HP pfiznivé ovliviiuji strach, neklid a poruchy spanku.
Nepusobi sedativné, nejsou Kkardiotoxické, nevyvoldvaji sexualni dysfunkei,
nezvy3uji hmotnost, pfizniveé ovliviiuji kognitivni funkce, nepiisobi anticholinergné,
nevyvolavaji kolapsové stavy. Vyhodou je také bezpe€nost pii predidvkovani,

snasenlivost a minimum neZadoucich G¢ink. (47)

Diky intenzivnimu studiu obsahovych latek v poslednich letech vyrazné
vzrostl zajem ve farmaceutickém primyslu pro antivirové, protizanétlive,
protirakovinové a antimikrobidlni G¢inky naftodiantronovych a floroglucinovych

derivatii. (26)
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 POUZOITE CHEMIKALIE, PRISTROJE A
POMUCKY

Butan-2-on p.a.

Cisténa voda

DPPH (SIGMA - ALDRICH CHEMIE GmbH, SNR)
Ethylacetat ¢,

Hyperosid (ROTH, SNR)

Kyselina borita (roztok kyseliny borité 25,0 g/l) p.a.
Kyselina chlorogenovd (ROTH, SRN)

Kyselina mravenci bezvod4 p.a.

Kyselina octova ledova p.a.

Kyselina §t'avelova (roztok kyseliny $tavelové 20,0 g/l) p.a.
Lih 60%

Methanol

Difenylboryloxyethylamin (10,0 g/11 methanolu) (CARL ROTH, SRN)
Rutin (KOCH — LIGHT LABORATORIES, Anglie)
Tetrahydrofuran p.a.

Analytické vahy (KERN & SOHN GmbH, SRN)
Inkubaéni lazeis (HEIDOLPH, SNR)

Laboratorni vahy (KERN & SOHN GmbH, SRN)

Mlynek (MOULINEX)

Odstfedivka MPW 342 (FISHER SCIENTIFIC, SRN)
Spektrofotometr CE 1010 (CECIL INSTRUMENTS, Anglie)
Ultrazvukova lazeii (SONOREX RX 100H, SRN)

UV lampa (KRU Optronic, SRN)

Vakuova odparka (BUCHI, FISHER SCIENTIFIC, SRN)
Vodni lazefi (GFL, SRN)

Silufol chromatografické desky (KAVALIER, Votice CR)
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5.2 ANALYZOVANY MATERIAL

Nat tiezalky te€kované Hyperici herba byla ziskana sb&rem v lokalité Zahorie a

Komarno na Slovensku a dodana prostiednictvim firmy Fytopharma Malacky.

5.3 STANOVENI OBSAHU FLAVONOIDU
(provedeno postupem dle élanku Crataegi folium cum flore CL 2002 (53))

Zékladnf roztok. 0,400 g praskované drogy (250} jsem ve 200 ml batice smichala
se 40 ml lihu 60% (V/V) a zahtivala 10 min ve vodni lazni pfi 60 °C, za &astého
protfepavani. Po ochlazeni jsem extrakt zfiltrovala pies chomacek vaty do 100,0 ml
odmérné baiky. Chomadek vaty jsem vloZila ke zbytku drogy ve 200 ml baiice,
pfidala jsem 40 ml lihu 60% (V/V) a zahfivala 10 min ve vodni lazni pfi 60 °C, za
Castého protfepavani. Po ochlazeni jsem extrakt zfiltrovala do téZze odmérné banky.
200 ml barku i filtr jsem promyla lihem 60% (V/V) a promyvaci tekutinu jsem
pfidala do odmérné baiiky. Spojené roztoky jsem ziedila lihem 60% (V/V) na

100,0 ml a roztok jsem zfiltrovala.

Zkouseny roztok. 5,0 ml zdkladniho roztoku jsem odpafila v baiice s kulatym dnem
za snizeného tlaku do sucha. Zbytek jsem rozpustila v 8 ml smési objemovych dili
methanolu a kyseliny octové ledové (10 + 100) a pfevedla do 25,0 ml odmémé
barfiky. Bafiku skulatym dnem jsem promyla 3 ml smési objemovych dilt
methanolu a kyseliny octové ledové (10 + 100) a promyvaci tekutinu jsem pievedla
do téZe odmémné baiky. K tomuto roztoku jsem pfidala 10,0 ml roztoku, ktery
obsahoval kyselinu boritou (25,0 g/l) a kyselinu $tavelovou (20,0 g/l) v kyseliné

mravendi bezvodé a ziedila kyselinou octovou bezvodou na 25,0 ml.

Kontrolnf roztok. 5,0 ml zékladniho roztoku jsem odpafila v batice s kulatym dnem
za sniZeného tlaku do sucha. Zbytek jsem rozpustila v 8 ml smési objemovych dila

methanolu a kyseliny octové ledové (10 + 100) a ptevedla do 25,0 ml odmérné
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bariky. Baiiku skulatym dnem jsem promyla 3 ml smési objemovych dild
methanolu a kyseliny octové ledové (10 + 100} a promyvaci tekutinu jsem pfevedla
do téZe odmérné baiiky. K tomuto roztoku jsem pridala 10,0 ml kyseliny mravenéi

bezvodé a ziedila kyselinou octovou bezvodou na 25,0 ml.

Po 30 min jsem méfila absorbanci zkouSeného roztoku pti 410 nm proti kontrolnimu

roztoku.

Obsah flavonoidd v procentech, vyjadfeno jako hyperosid (CziH20,2), jsem

vypocitala podle vzorce:

A-1,235

m

v némZ znadi:
A — absorbanci roztoku v maximu pfi 410 nm;
m — hmotnost zkousené drogy v gramech.

Specificka absorbance hyperosidu ma hodnotu 405.

Stanoveni jsem provedla u kazdého vzorku 3krat.

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach &. l.aa 1.b

5.4 STANOVEN{ OBSAHU HYPERICINU
(provedeno postupem dle &lanku Hyperici herba CL 2002 (53))

Zkougeny roztok. 0,800 g praskované drogy (500) jsem ve 100 m! baiice s kulatym
dnem smichala se 60 ml smési objemovych dili ¢i§téné vody a tetrahydrofuranu
(20 + 80). Smés jsem vafila 30 min ve vodni lazni pfi 70°C pod zpétnym
chladiem, za staleho protfepavani. Extakt jsem odstfedila (2 min pii 700 g, 2500
ota¢ek) a supernatantni tekutinu jsem pifevedla do 250 ml bariky. Zbytek drogy jsem
smichala s 60 ml smési objemovych dilG &i$téné vody a tetrahydrofuranu (20 + 80).

Smés jsem opét zahfivala 30 min pod zpétnym chladi¢em. Extrakt jsem opét
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odstiedila (2 min pit 700 g, 2500 otadek) a supernatantni tekutinu jsem pievedla
do téZe odmémé baiiky. Spojené roztoky jsem odpafila do sucha, Zbytek jsem
ptevedla 15 ml methanolu za pomoci ultrazvuku do 25,0 m! odmérné baiiky. 250 ml
bariku jsem promyla methanolem, promyvaci tekutinu jsem pfidala k roztoku
v odmérné baiice a spojené tekutiny jsem zfedila methanolem na 25,0 ml. Opét jsem
tekutinu odstiedila, 10 ml roztoku jsem zfiltrovala filtrem ze slinutého skla
(0,2 mm), prvni 2ml filtrditu jsem odstranila. 5,0 ml filtratu jsem pievedla

do odmérné barky a zfedila methanolem na 25,0 ml.

Mefila jsem absorbanci zkou3eného roztoku pfi 590 nm za pouZiti methanolu jako

kontrolni tekutiny.

Obsah viech hypericind v procentech, vyjadieno jako hypericin (CioH;s0s), jsem

vypoéitala podle vzorce:

A-125
m-870

v némz znaci:
A — absorbanci pii 590 nm;
m — navazku drogy v gramech.

Specificka absorbance hypericinu ma hodnotu 870.

Stanoveni jsem provedla u kazdého vzorku 3krat.

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach &. 2.aa2.b

5.5 STANOVENI ZTRATY SUSENIM

0,6000 g drogy (500) jsem navaZila do pfedem vysuSenych a zvaZenych vazZenek a
provedla stanoveni postupem dle CL 2002, (53) Stanoveni jsem provedia u kazdého

vzorku 3krat. Vysledky jsou uvedeny v tabulkéch &. 3.aa 3.b
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5.6 STANOVENI ZBYTKU PO VYSUSENI EXTRAKTU

Vodny extrakt:

0,500 g drogy (500) jsem zahtivala ve 100 ml bafice s 50 ml cist€né vody 30
minut na vodni lazni pki 65°C pod zpétnym chladi¢em, za ob&asného
promichavani. Po ochlazeni jsem extrakt zfiltrovala do 50,0 ml odmérné barky a

doplnila vodou do 50,0 ml.

Methanolovy extrakt:

0,500 g drogy (500) jsem zahfivala ve 100 ml barice s 50 ml methanolu 30 minut
na vodni lazni pti 65°C pod zpétnym chladiéem, za ob&asného promichéavani. Po
ochlazeni jsem extrakt zfiltrovala do 50,0 ml odmérné bailky a doplnila

methanolem do 50,0 ml.

Z kazdého extraktu jsem do pfedem vysuSenych (30 minut pii 100 - 105°C
v sudarng) a zvaZzenych vazenek pievedla 2krat po 2 ml a extrakty jsem nechala
odpafit do sucha na vodni lazni. Zbytek jsem susila 3 h v susarné pii 100 °C az
105 °C. Po vychladnuti v exsikdtoru nad oxidem fosfore€nym jsem vie zvaZila.

Vysledek jsem vyjadrila v g/ml.

U kaZdého vzorku drogy jsem provedla 2 stanoveni zbytku po odpafeni

vodného extraktu a 2 stanoveni zbytku po odpafeni methanolového extraktu.

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach &. 4.a — 4.d
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5.7 STANOVENI ANTIRADIKALOVE AKTIVITY

5.7.1 Priprava roztoku DPPH
Piipravila jsemn si 0,1% roztok DPPH (0,1 g DPPH jsern pomoci ultrazvuku

rozpustila v methanolu v 50,0 ml odmé&mé barice, 25,0 ml tohoto roztoku jsem

ziedila methanolem do 50,0 ml).

5.7.2 Priprava methanolového extraktu z drogy
0,5 g drogy (500) jsem smichala s 50,0 ml methanolu a vatila 30 minut na

vodni lazni pfi 65°C pod zpétnym chladi€em, za protiepavani. Po ochlazeni jsem
smés zfiltrovala do 50,0 ml odmérné bariky a doplnila methanolem do 50,0 ml. U
vzorku Hyperici herba (sbér Komarno)} jsem 0,5 ml tohoto extraktu pfevedia do
50,0 ml odmérné baiiky a zfedila methanolem do 50,0 ml. (zfedéni 100x). U vzorku
Hyperici herba (sbér Zahorie) jsem 0,25 ml zakladniho extraktu pievedla do 50,0 ml

odmérné bariky a ziedila methanolem do 50,0 ml (zfedéni 200x).

5.7.3 Ptiprava vodného extraktu z drogy

0,5 g drogy (500) jsem smichala s 50,0 ml &i§téné vody a vafila 30 minut na
vodni lazni pfi 65°C pod zpétnym chladi¢em, za protiepavani. Po ochlazeni jsem
smés zfiltrovala do 50,0 ml odmérné bariky a doplnila ¢ist€nou vodou do 50,0 ml.
5,0 ml tohoto extraktu jsem pfevedla do 50 ml bariky s kulatym dnem a odpafila za
snizeného tlaku do sucha. Odparek jsem rozpustila v methanolu, pfevedla do
odmérné bariky a doplnila methanolem do 25,0 ml. U vzorku Hyperici herba (sbér
Komarno) jsem 2,5 ml tohoto extraktu jsem pfevedla do 25,0 ml odmé&mé bariky a
doplnila methanolem do 25,0 ml (zfedéni 50x). U vzorku Hyperici herba (sbér
Zahorie) jsem 1,25 ml zdkladniho extraktu ptevedla do 25,0 ml odmérné bariky a

doplnila methanolem do 25,0 ml (zfedéni 100x).

5.7.4 Stanoveni antiradikalové aktivity extrakti
Pfipravila jsem si fadu kalibrovanych zkumavek, do kterych jsem

napipetovala pfisluiné mnoZstvi methanolového extraktu drogy (od 0,1 ml po
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2,2 ml). Poté jsem do kazdé zkumavky pfidala 100 pl methanolového roztoku DPPH
a doplnila methanolem na 5,0 ml. Zkumavky jsem ponechala inkubovat 30 minut pfi
37°C a poté jsem zmeéfila absorbanci pfi 517 nm proti methanolu.

Z kazdého vzorku byly pfipraveny 3 extrakty, kazda koncentrace byla
méfena 3krat (3 fady), u kazdé fady byl jako porovnavaci roztok pouZit roztok
DPPH a methanolu.

Vysledky jsou vyjadieny v % redukce a vypolteny ze vztahu

Y%oredukceDPPH = [1 — AVZJ -100

sv

Ay, — absorbance zkou$eného vzorku
Agy — absorbance slepého vzorku

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 5.a — 8.f

5.7.5 Stanoven{ antiradikalové aktivity hyperosidu po
semipreparativni TLC

5.7.5.1 Extrakce drogy:
Extrakty z drog (methanolovy a vodny) byly pfipraveny postupem dle 4.7.2 a

4.7.3 (zakladni extrakty, dile neupravované)

5.7.5.2 Tenkovrstva chromatografie
Nanagela jsem 250 pl extraktu do prouzku, chromatogram jsem vyvijela v

soustavé ethylacetat + kyselina mraven¢i + &isténa voda (v poméru 90+6+9) po
draze 10 cm. Z kazdého extraktu jsem nanesla 3 chromatogramy. Desky jsem
nechala do druhého dne do odvétrani rozpoustédla. Z kazdé desky jsem vySkrabala
pruh odpovidajici hyperosidu a z kazdé trojice desek jeden pruh ze spodni £4sti pod
startem, kde pfi3el silikagel do kontaktu pouze s vyvijeci soustavou. Hyperosid jsem
eluovala pomoci ultrazvuku (4 minuty) v 5 ml methanolu, piefiltrovala pies fritu za

sniZzeného tlaku a doplnila methanolem do 5,0 ml v odmérné barice
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5.7.5.3 Stanoveni antiradikalové aktivity hyperosidu:
Do kalibrovanych zkumavek jsem odebrala 4,0 ml filtratu, pfidala 100 pl

roztoku DPPH a doplnila methanolem do 5,0 ml. Zkumavky jsem ponechala
inkubovat 30 minut pfi 37°C a poté jsem zméfila absorbanci pii 517 nm proti
methanolu,

Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tabulkach &. 9.a—12.c

5.8 DUKAZ OBSAHOVYCH LATEK HYPERICI HERBA
POMOCI TLC

Provedeno postupem dle &élanku Hyperici herba a Crataegi folium cum flore
CL 2002. (53)

Methanolovy extrakt: 0,5 g praskované drogy (500) jsem smichala s 10 ml
methanolu, zahfivala 10 minut na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em pii 60 °C a po
ochlazeni jsem smés zfiltrovala.

Vodny extrakt: 0,5 g praskované drogy (500) jsem smichala s 50 ml ¢ist€né
vody, zahfivala 10 minut na vodni lazni pod zpé€tnym chladi¢em pii 60 °C a po
ochlazeni jsem smés zfiltrovala. Poté jsem extrakt na odpafovaci misce na vodni
lazni mirné zahustila.

Nanasela jsem v mnoZstvi 10 a 20 pl do prouzkd na desku Silufol. Jako
porovnavaci latky byly pouZity rutin, hyperosid a kyselina chlorogenovd, 0,1 %
roztoky v methanolu, nanaseno 5 a 10 pl.

Chromatogramy jsem vyvijela v soustavich: kyselina mravenéi + voda +
ethylacetat (6+9+90) a kyselina mraventi + voda + butan-2-on + ethylacetat
(10+10+30+50) po draze 10 cm. Chromatogramy jsem nechala ususit a odvétrat
rozpoustédla a  detekovala  jsem je  postitkem  témito  Cinidly:
difenylboryloxyethylamin (po 30 minutach jsem chromatogramy pozorovala na
dennim svétle a v ultrafialovém svétle ptfi 365 nm), methanolovy roztok DPPH

{pozorovala jsem na dennim svétle).
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6 VYSLEDKY

6.1 TABULKOVA CAST

6.1.1 Stanoveni obsahu flavonoidi

Tab. 1a: Stanoveni obsahu flavonoidi — Hyperici herba (shér Komérno)

Obsah flavonoidu -
‘I::)gi:; A piepoiteno na Primér [%)]
vysuSenou drogu [%]
0,3692 0,916 3,0641
0,3707 0,935 3,1150 3,0961 £ 0,0227
0,3706 0,933 3,1092

Tab. 1b: Stanovenf obsahu flavonoidii — Hyperici herba (sbér Zahorie)

x Obsah flavonoidu -
g:gzg A piepodteno na Primér [%]
vysulenou drogu [%]
0,3694 1,279 4,2760
0,3704 1,294 4,3145 4,3091 + 0,0251
0,3702 1,300 4,3368

34




6.1.2 Stanoveni obsahu hypericinu

Tab. 2a: Stanoveni obsahu hypericinu - Hyperici herba (sbér Komarno)

Obsah hypericinu -
g&‘;ﬁ:} A piepoztino na Primér [%]
vysuienou drogu [%]
0,7381 0,415 0,0808
0,7374 0,387 0,0754 0,0774 + 0,0024
0,7376 0,390 0,0760

Tab. 2b: Stanoveni obsabu hypericinu - Hyperici herba (sbér Zahorie)

Obsah hypericinu -
i:‘;itz A Fepotteno na Primér [%]
vysuienou drogu [%]
0,7389 0,806 0,1567
0,7385 0,822 0,1599 0,1571 £ 0,0021
0,7382 0,795 0,1547

6.1.3 Ztrata suSenim

Tab. 3a: Ztrita sufenim - Hyperici herba (sbér Komino)

N“"ﬁ{‘g‘i drogy | 7iréta suSenim [%)] |  Primér [%]
0.6087 7.8692
0.6063 7.9004 7.0213 £ 0,0531
0.6242 7.9942

Tab. 3b: Ztrita su$enim — Hyperici herba (sbér Zahorie)

Nav [e] drogy Ztrata suSenim [%)] Prumér [%)]
0,6103 7,8978
0,7320 7,9235 7,8162 £ 0,1339
0,6516 7,6274
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6.1.4 Zbytek po odpaieni extrakti

Tab. 4a: Zbytek po odpafenf - methanolovy extrakt (sbér Komsirno)
N“‘,’gﬁ':l [8] | Zbytek po odpaFeni [g)2ml | Primér [g]/2ml
0,0042
0,5002 : 0,0043 £+ 0,0001
’ 0,0044 0.0

Tab. 4b: Zbytek

o odpateni - vodny extrakt (sb&r Komérmo)

NaviZka [g]

/50ml Zbytek po odpaiteni [g]/2ml Primér [g]/2ml
0,0057
2 0058 +
0,5007 0.0059 0,0058 + 0,0001
Tab. 4c: Zbytek po odpaFeni - methanolovy extrakt (sbér Zahorie)
Na‘;gﬁ:‘:l [l Zbytek po odpareni [g]/2ml Pramér [g]/2ml
0,0056
2 +
0,5053 0.0057 0,00565 + 0,0001

Tab. 4d: Zbytek po odpafeni - vodny extrakt (sbér Zahorie)

Naw;;i(i)l:l [e] Zbytek po odpaieni [g]/2ml Primér [g]/2ml
0,5035 g’ggg? 0,00615 = 0,0001
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6.1.5 Stanoveni antiradikilové aktivity

6.1.5.1 Methanolové extrakty (sbér Komérno)

Tab. 5a: Stanoven{ antiradikilové aktivity - methanolovy extrakt (sbér Komdrno)

Vyluh &. I, fada 1.
Extrakt [ml] Zbytek po odpateni [ug] A AA [%]
0.0 - 0,471 .
0,3 6,4566 0,363 22,9299
0,5 10,7610 0,345 26,7516
1,0 21,5220 0,225 52,2293
1,2 25,8264 0,190 59,6603
1,6 34,4352 0,112 76,2208
2,0 43,0440 0,058 87,6858
2,2 47,3484 0,041 91,2951
Vyluh & 1, Fada 2.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [ug] A AA [%]
0,0 - 0,465 -
0,3 6,4566 0,360 22,5806
0,5 10,7610 0,346 25,5914
1,0 21,5220 0,228 50,9677
1,2 25,8264 0,193 58,4946
1,6 34,4352 0,104 77,6344
2,0 43,0440 0,058 $7,5269
2,2 47,3484 0,047 89,8925
V¥luh &, I, fada 3.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [ug] A AA [%]
0,0 - 0,476 -
0,3 6,4566 0,363 23,7395
0,5 10,7610 0,358 24,7899
1,0 21,5220 0,230 51,6807
1,2 25,8264 0,184 61,3445
' 1,6 34,4352 0,118 75,2101
2,0 43,0440 0,062 86,9748
2,2 47,3484 0,043 90,9664

Absorbance u extraktu v mnoZstvi 0,0 ml odpovida roztoku DPPH v methanclu.

Tab. 5b: Priimérné hodnoty AA methanolového extraktu (Komdrno)

Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] AA [%] s [+]

0,0 - - -

0,3 6,4566 23,0833 0,4854
0,5 10,7610 25,7110 0,8053
1,0 21,5220 51,6259 0,5165
1,2 25,8264 59,8331 1,1699
1.6 34,4352 76,3551 0,9943
2,0 43,0440 87,3958 0,3047
2,2 47,3484 90,7180 0,5989
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Tab. Sc: Stanoveni antiradikdlové aktivity — methanolovy extrakt (sbér Komérne)

V¥luh &, I, Fada 1.
Extrakt [ml) Zbytek po odpaieni [g] A AA [%]
0,0 - 0,380 -
0,3 6,5172 0,285 25,0000
0,5 10,8620 0,260 31,5789
1,0 21,7240 0,163 57,1053
1,2 26,0638 0,120 68,4211
1,6 34,7584 0,069 81,8421
2,0 43,4480 0,031 91,8421
| 2,2 47,7928 0,027 92,8947
V¥luh & I, Fada 2.
Extrakt [mi] Zbytek po odpaieni [ng] A AA [%]
0,0 - 0,412 -
0,3 6,5172 0,312 24,2718
0,5 10,8620 0,276 33,0097
1,0 21,7240 0,169 58,9806
. 1,2 26,0688 0,127 69,1748
1,6 34,7584 0,074 81,7961
2,0 43,4480 0,033 91,9903
22 47,7928 0,030 92,7184
V¥luh & I, Fada 3.
Extrakt [ml] Zbytek po odpareni [pg] A AA [%]
0,0 - 0,379 -
0,3 6,5172 0,290 23,4828
0,5 10,8620 0,261 31,1346
1,0 21,7240 0,165 56,4644
1,2 26,0688 0,120 68,3377
1,6 34,7584 0,068 82,0580
2,0 43,4480 0,034 91,0290
2,2 47,7928 0,030 92,0844

Absorbance u extraktu v mnoZstvi 0,0 ml odpovida roztoku DPPH v methanolu.

Tab. 5d: Praimérné hodnoty AA methanolového extraktu (Komédrno)

Extrak¢ [ml] Zbytek po odpaienf [pg] AA [%] s [&]

0,0 - - -

0.3 6,5172 24,2515 0,6196
0,5 10,8620 31,9077 0,8000
1,0 21,7240 57,5168 1,0676
1,2 26,0688 68,6445 0,3765
1,6 34,7584 81,8987 0,1142
2,0 43,4480 91,6205 0,4226
2,2 47,7928 92,5658 0,3480
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Tab. Se: Stanoveni antiradikflové aktivity — methanolovy extrakt (sbér Komérno)

Vyluh & IOI, fada 1.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] A AA [%)]
0,0 - 0,374 -
0,3 6,4278 0,314 16,0428
0,5 10,7130 0,280 25,1337
1,0 21,4260 0,191 48,9305
1,2 25,7112 0,155 58,5561
1,6 34,2816 0,090 75,9358
2,0 42,8520 0,097 87,4332
2,2 47,1372 0,035 90,6417
V¥luh & IO, Fada 2.
Extrakt {ml) Zbytek po odpaieni [pg] A AA [%]
0,0 - 0,377 -
0,3 6,4278 0,315 16,4456
0.5 10,7130 0,290 23,0769
1,0 21,4260 0,185 50,9284
1,2 257112 0,150 60,2122
1,6 34,2816 0,001 75,8621
2,0 42,8520 0,043 $8,5942
2,2 47,1372 0,038 89,9204
Vyluh & I, fada 3.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] A AA [%]
0,0 - 0,376 -
0,3 6,4278 0,312 17,0213
0,5 10,7130 0,280 25,5319
1,0 21,4260 0,190 49,4681
1,2 25,7112 0,151 59,8404
1,6 34,2816 0,094 75,0000
2,0 42,8520 0,045 88,0319
2,2 47,1372 0,036 90,4255

Absorbance u extraktu v mnoZstvi 0,0 ml odpovida roztoku DPPH v methanolu.

Tab. 5f: Primérné hodnoty AA methanolového extraktnm (Komsdrno)

Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni {pg] AA [%] s [£]

0,0 - - -

0,3 6,4278 16,5032 0,4015
0,5 10,7130 24,7757 1,0758
1,0 21,4260 49,7757 0,8441
1,2 25,7112 59,5362 0,7095
1,6 34,2816 75,5993 0,4248
2,0 42,8520 88,0198 0,4741
2,2 47,1372 90,3292 0,3022
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6.1.5.2 Methanolové extrakty (sbér Zahorie)

Tab. 6a: Stanoven{ antiradikélové aktivity - methanolovy extrakt (shér Zahorie)

Vyluh & 1, fada 1.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] A AA [%]
0,0 - 0,377 -
0,3 4,1856 0,334 11,4058
0,5 6,9760 0,294 22,0159
1,0 13,9520 0,231 38,7268
1,2 16,7424 0,196 48,0106
1,6 22,3232 0,140 62,3647
2,0 27,9040 0,086 77,1883
2,2 30,6944 0,066 82,4934
V¥luh & 1, iada 2.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] A AA [%]
0,0 - 0,384 -
0,3 4,1856 0,340 11,4583
0,5 6,9760 0,297 22,6563
1,0 13,9520 0,233 39,3229
1,2 16,7424 0,204 46,8750
1,6 22,3232 0,138 64,0625
2,0 27,9040 0,086 77,6042
2.2 30,6944 0,071 81,5104
V¥luh & 1, Fada 3.
Extrakt [oal] Zhytek po odpaieni [pg] A AA [%]
0,0 - 0,378 -
0,3 4,1856 0,333 11,9048
0,5 6,9760 0,293 22,4868
1,0 13,9520 0,223 41,0053
1,2 16,7424 0,200 47,0899
1,6 22,3232 0,133 64,8148
2,0 27,9040 0,086 77,2487
2,2 30,6944 0,058 84,6561

Absorbance u extraktu v mnoZstvi 0,0 mi odpovida roztoku DPPH v methanolu

Tab. 6b: Primémé hodnoty AA methanolového extraktn (Zahorie)

Extrakt fml] Zbytek po odpaieni [ng] AA (%] s [£]

0,0 - - -

0,3 4,1856 11,5896 0,2239
0,5 6,9760 22,3863 0,2709
1,0 13,9520 39,3517 0,9648
1,2 16,7424 47,3252 0,4926
1,6 22,3232 63,9140 0,8030
2,0 27,9040 77,3471 0,1835
2,2 30,6944 82,8866 1,3140
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Tab. 6c: Stanoveni antiradikdlové aktivity — methanolovy extrakt (sbér Zahorie)

V¥luh & I, fads 1.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] A AA [%]
0,0 - 0,376 -
0,3 4,2399 0,326 13,2979
0,5 7,0665 0,292 22,3404
1,0 14,1330 0,219 41,7553
1,2 16,9596 0,194 48,4043
1,6 22,6128 0,139 63,0319
2,0 28,2330 0,083 77,9255
2,2 31,0926 0,061 83,7766
V¥luh & 11, fada 2,
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [ng] A AA [%]
0,0 - 0,381 -
0,3 4,2399 0,329 13,6483
0,5 7,0665 0,299 21,5223
1,0 14,1330 0,227 40,4199
1,2 16,9596 0,200 47,5066
1,6 22,6128 0,141 62,9921
2,0 28,2660 0,085 77,6903
2,2 31,0926 0,062 83,7270
V{luh & I, iada 3.
Extrakt {ml] Zbytek po odpaieni [ng] A AA [%]
0,0 - 0,379 -
0,3 4,2399 0,330 12,9288
0,5 7,0665 0,294 22,4274
1,0 14,1330 0,224 40,8971
1,2 16,9596 0,200 47,2296
1,6 22,6128 0,144 62,0053
2,0 28,2660 0,086 77,3087
2,2 31,0926 0,063 83,3773

Absorbance u extraktu v mnozstvi 0,0 ml odpovida roztoku DPPH v methanolu

Tab. 6d: Primérné hodnoty AA methanolového extrakin (Zahorie)

Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [ug] AA [%] s [+]

0,0 - - -

0,3 4,2399 13,2917 0,2938
0,5 7,0665 22,0967 0,4077
1,0 14,1330 41,0241 0,5525
1,2 16,9596 47,7135 0,5014
1,6 22,6128 62,6764 0,4748
2,0 28,2660 77,6415 0,2542
272 31,0926 83,6270 0,1777
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Tab. 6e: Stanovenf antiradikdlové aktivity — methanolovy extrakt (sbér Zahorie)

Vyluk & 100, fada 1,
Extrakt [ml} Zbytek po odpareni [ng] A AA [%])
0.0 - 0,384 -
0,3 4,2066 0,331 13,8021
0,5 7,0110 (4,293 23,6979
1,0 14,0220 0,222 42,1875
1,2 16,8264 0,203 47,1354
1,6 22,4352 0,140 63,5417
2,0 28,0440 0,089 76,8229
2,2 30,8484 0,069 82,0313
VY¥luh & HI, fada 2.
Extrakt [ml] Zbytek po odpafeni [pg] A AA [%]
0.0 - 0,384 -
0,3 4,2066 0,331 13,8021
0,5 7,0110 0,296 22,9167
1,0 14,0220 0,223 41,9271
1,2 16,8264 0,200 47,9167
1,6 22,4352 0,140 63,5417
2,0 28,0440 0,088 77,0833
2,2 30,8484 0,066 82,8125
VY¥luh & ITT, Fada 3.
Extrakt (ml] Zbytek po odpaieni [pg] A AA (%]
0,0 - 0,392 -
0,3 4,2066 0,334 14,7959
0,5 7,0110 0,300 23,4694
1,0 14,0220 0,230 41,3265
1,2 16,8264 0,208 46,9388
1,6 22,4352 0,142 63,7755
2,0 28,0440 0,090 77,0408
2,2 30,8484 0,071 81,8878

Absorbance u extraktu v mnoZstvi 0,0 ml odpovida roztoku DPPH v methanolu

Tab. 6f: Prumérné hodnoty AA methanolového extrakiu (Zahorie)

Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] AA [%] s [#]

0,0 - - -

0,3 4,2066 14,1334 0,4685
0,5 7,0110 23,3613 0,3280
1,0 14,0220 41,8137 0,3605
1,2 16,8264 47,3303 0,4223
L6 22,4352 63,6196 0,1102
2,0 28,0440 76,9823 0.1141
2,2 30,8484 82,2439 0,4063
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6.1.5.3 Vodné extrakty (sbér Komdrno)

Tab. 7a: Stanoveni antiradikilové aktivity — vodny extrakt (sbér Komérno)

Vyluh & L, fada 1.
Extrakt [ml) Zbytek po odpaienf [ng] A AA [%]
0,0 - 0,397 -
0,1 5,7932 0,317 20,1511
0,3 17,3796 0,243 38,7909
0,5 28,9660 0,189 52,3929
0,6 34,7592 0,141 64,4836
0,8 46,3456 0,100 74,8111
1,0 57,9320 0,055 86,1461
Vyluh & 1, Fada 2.
Extrakt [m}] Zbytek po odpaienf [pg] A AA [%]
0,0 - 0,387 -
0,1 5,7932 0,307 20,6718
0,3 17,3796 0,242 37,4677
0,5 28,9660 0,190 50,9044
0,6 34,7592 0,147 62,0155
0,8 46,3456 0,101 73,9018
1,0 57,9320 0,052 86,5633
V¥luh & 1, iada 3.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] A AA [%]
0.0 - 0,405 .
0,1 5,7932 0,317 21,7284
0,3 17,3796 0,256 36,7901
0,5 28,9660 0,200 50,6173
0,6 34,7592 0,150 62,9630
0,8 46,3456 0,108 73,3333
1,0 57,9320 0,058 85,4505

Absorbance u extraktu v mnoZstvi 0,0 ml odpovida roztoku DPPH v methanolu

Tab. 7b: Priimérné hodnoty AA vodného extraktu (Komérno)

Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [ug] AA [%] s [+]

0,0 - - -

0,1 5,7932 20,8504 0,6562
0,3 17,3796 37,6829 0,8309
0,5 28,9660 51,3049 0,7782
0,6 34,7592 63,1540 1,0166
0,8 46,3456 74,0154 0,6086
1,0 57,9320 86,1295 0,4590
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Tab. 7c: Stanoveni antiradikilové aktivity — vodny extrat (sbér Komdrno)

V¥luh & I, iada 1.
Extrakt [mi] Zbytek po odpaieni [pg] A AA [%]
0,0 - 0,378 .
0,1 5,7720 0,318 15,8730
0,3 17,3160 0,265 29,8942
0,5 28,8600 0,196 49,2063
0,6 34,6320 0,136 64,0212
0,8 46,1760 0,103 72,7513
1,0 57,7200 0,062 83,5979
V¥luh & II, ¥ada 2.
Extrakt [ml] Zbytek po odpateni [ug] A AA [%]
0,0 - 0,410 -
0,1 5,7720 0,347 15,3659
0,3 17,3160 0,276 32,6829
0,5 28,8600 0,201 50,9756
0,6 34,6320 0,148 63,9024
0,8 46,1760 0,108 73,6585
1,0 57,7200 0,062 84,8780
V¥luh & I, iada 3.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] A AA [%]
0,0 - 0,399 -
0,1 5,7720 0,338 15,2882
0,3 17,3160 0,280 29,8246
0,5 28,8600 0,201 49,6241
0,6 34,6320 0,151 62,1554
0,8 46,1760 0,105 73,6842
1,0 57,7200 0,056 85,9649

Absorbance u extrakty v mnoZstvi 0,0 ml odpovida roztoku DPPH v methanolu

Tab. 7d: Priimérné hodnoty AA vodného extraktu (Komémmo)

Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] AA [%] s [£]

0.0 - - -

0,1 5,7720 15,5090 0,2593
0,3 17,3160 30,8006 1,3313
0,5 28,8600 49,9353 0,7551
0,6 34,6320 63,3596 0,8529
0,8 46,1760 73,3647 0,4338
1,0 57,7200 84,8136 0,9674
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Tab. 7e; Stanoveni antiradikdlové aktivity — vodny extrakt (sbér Komirno)

Vy¥luh & ITI, Fada 1.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaienf [pg] A AA [%]
0,0 - 0,410 -
0,1 5,8384 0,318 22,4390
0,3 17,5152 0,240 41,4634
0,5 29,1920 0,165 59,7561
0,6 35,0304 0,133 67,5610
0,8 46,7072 0,081 80,2439
1,0 58,3340 0,043 89,5122
V¥luh & I, Fada 2,
Extrakt [ml] Zbytek po odpakeni [ng] A AA [%]
0,0 - 0,411 -
0,1 5,8384 0,033 20,4380
0,3 17,5152 0,243 40,8759
0,5 29,1920 0,165 59,8540
0,6 35,0304 0,133 67,6400
0,8 46,7072 0,082 80,0487
1,0 58,3840 0,045 89,0511
V¥luh & I, Fada 3.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] A AA [%]
0,0 - 0,399 -
0,1 5,8384 0,314 21,3033
0,3 17,5152 0,238 40,3509
0,5 29,1920 0,160 59,8997
0,6 35,0304 0,121 69,6742
0,8 46,7072 0,079 80,2005
1,0 58,3840 0,040 89,9749
Absorbance u extraktu v mnoZstvi 0,0 ml odpovida roztoku DPPH v methanolu
Tab. 7f: Primémé hodnoty AA vodného extraktu (Komdrno)
Extrakt [ml] Zbytek po odpateni [pg] AA [%] s [+]
0,0 - - -
0,1 5,8384 21,3934 0,8194
0,3 17,5152 40,8967 0,4544
0,5 29,1920 59,8366 0,0599
0,6 35,0304 68,2917 0,9781
0,8 46,7072 80,1643 0,0837
1,0 58,3840 89,5127 0,3771
45

_



6.1.5.4 Vodné extrakty (sbér Zahorie)

Tab. 8a: Stanoveni antiradikdlové aktivity — vodny extrakt (sbér Zahorie)

V¥luh &, I, fada 1.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [ng] A AA [%]
0,0 - 0,346 -
0,1 3,0756 0,305 11,8497
0,3 9,2268 0,242 29,7688
0,5 15,3780 0,190 45,0867
0,8 24,6048 0,110 68,2081
1,0 30,7560 0,063 81,7919
1,2 36,9072 0,051 85,2601
V¥luh &, I, Fada 2.
Extrakt [ml} Zbytek po odpaieni [pg] A AA [%]
0,0 - 0,348 -
0,1 3,0756 0,306 12,0690
0,3 9,2268 0,250 28,1609
0,5 15,3780 0,193 44,5409
0,8 24,6048 0,110 68,3908
1,0 30,7560 0,062 82,1839
1,2 36,9072 0,050 85,6322
V¥luh & 1, Fada 3.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [ng] A AA [%]
0,0 - 0,352 -
0,1 3,0756 0,315 10,5114
0,3 9,2268 0,255 27,5568
0,5 15,3780 0,200 43,1818
0,8 24,6048 0,108 69,3182
1,0 30,7560 0,060 82,9545
1,2 36,9072 0,046 86,9318

Absorbance u extraktu v mnoZstvi 0,0 ml odpovida roztoku DPPH v methanolu

Tab. 8b: Prumérné hodnoty AA vodného extraktu (Zahorie)

Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] AA [%] s [£]

0,0 - - -

0,1 3,0756 11,4767 0,6884
0,3 9,2268 28,4955 0,9335
0,5 15,3780 44,2696 0,8010
0,8 24,6048 68,6390 0,4360
1,0 30,7560 82,3101 0,4829
1,2 36,9072 85,9414 0,7166
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Tab. 8c: Stanovenf antiradikilové aktivity — vodny¥ extrak¢ (sbér Zahorie)

Vyluh & I, Fada 1.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] A AA [%]
0,0 - 0,314 -
0,1 3,0720 0,284 9,5541
0,3 9,2160 0,228 27,3885
0,5 15,3600 0,173 44,9045
0,8 24,5760 0,092 70,7006
1,0 30,7200 0,054 82,8025
1,2 36,8640 0,047 85,0318
V¥luh &, IT, Fada 2,
Extrakt [ml] Zbytek po odpai'eni [ng} A AA [%]
0,0 - 0,309 -
0,1 3,0720 0,276 10,6796
0,3 9,2160 0,219 29,1262
0,5 15,3600 0,169 45,3074
0,8 24,5760 0,095 69,2557
1,0 30,7200 0,054 82,5243
1,2 36,8640 0,043 86,0841
V¥luh & 11, fada 3,
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [ng] A AA [%]
0,0 - 0,309 -
0,1 3,0720 0,279 9,7087
0,3 9,2160 0,219 29,1262
0,5 15,3600 0,167 45,9547
0,8 24,5760 0,090 70,8738
1,0 30,7200 0,049 84,1424
1,2 36,8640 0,044 85,7605

Absorbance u extraktu v mnoZstvi 0,0 ml odpovida roztoku DPPH v methanolu

Tab. 8d: Primérné hodnoty AA vodného extraktu (Zahorie)

Extrakt [ml] Zbytek po odpafeni [ug] AA [%] s [£]

0,0 - - -

0,1 3,0720 9,9808 0,4981
0,3 9,2160 28,5470 0,8192
0,5 15,3600 45,3889 0,4326
08 24,5760 70,2767 0,7254
1,0 30,7200 83,3624 0,7064
1,2 36,8640 85,6255 0,4401
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Tab. 8e: Stanoveni antiradikélové aktivity — vodny extrakt (sbér Zahorie)

V¥luh &. I, iada 1.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [ug] A AA [%]
0,0 - 0,319 -
0,1 3,0940 0,275 13,7931
0,3 9,2820 0,225 29,4671
0,5 15,4700 0,163 48,9028
0,8 24,7520 0,087 72,7272
1,0 30,9400 0,046 85,5799
1,2 37,1280 0,038 88,0878
V¥luh &. IT1, Fada 2.
Extrakt [ml) Zbytek po odpaieni [ng] A AA [%]
0,0 - 0,319 -
0,1 3,0940 0,274 14,1066
0,3 9,2820 0,221 30,7210
0,5 15,4700 0,160 49,8433
0,8 24,7520 0,088 72,4138
1,0 30,9400 0,050 84,3260
1,2 37,1280 0,380 88,0878
VY¥luh &, I, Fada 3.
Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [ag] A AA [%]
0,0 - 0,314 -
0,1 3,0940 0,273 13,0573
0,3 9,2820 0,225 28,3439
0,5 15,4700 0,159 49,3631
0,8 24,7520 0,086 72,6115
L0 30,9400 0,052 83,4395
1,2 37,1280 0,043 86,3057

Absorbance u extraktu v mnozstvi 0,0 ml odpovida roztoku DPPH v methanolu

Tab. 8f: Pramérné hodnoty AA vodného extraktu (Zahorie)

Extrakt [ml] Zbytek po odpaieni [pg] AA [%] s [+]

0,0 - - -

0,1 3,0940 13,6523 0,4398
0,3 9,2820 30,2421 0,9709
0,5 15,4700 49,3697 0,3840
0,8 24,7520 72,5842 0,1294
1,0 30,9400 84,4485 0,8781
1,2 37,1280 87,4938 0,8401
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6.1.6 Stanoveni antiradikalové aktivity hyperosidu

6.1.6.1 Methanolovy extrakt (sbér Komarno):

e Navazka drogy 0,5002g
¢ Hmotnost odparku 0,0043g/2ml extraktu
Hmotnost odparku 0,1075g/50ml extraktu
NavaZce drogy 0,5002g odpovidé 0,1075g odparku/50ml

1. Navazka drogy 0,5007g
Navazce drogy 0,5002g odpovidé 0,1075g odparku/50ml
NavéZce drogy 0,5007g odpovida 0,10761g odparku/50ml
Navazce drogy 0,5007g odpovida 0,53805mg odparku/0,250m}

Tab. 9a: Stanoveni antiradikdlové aktivity hyperosidu - methanolovy extrat

(sbér Komarno)
V¥luh & 1, Fada 1.
NavaZka _
drogy Zb’i‘;‘g‘]}“;’ ,2";'0";:"“' A AA[%] | Pramér[%]
| [g]/50ml

0,416 ] -
0,402 3,3654 -

0,5007 0,53805 0,331 | 20,4327
0,337 | 18,9904 |19,9518 = 0,6799
0331 | 204327

AA 3,3654 % odpovida prouzku, kde pfisel silikagel do kontaktu pouze s vyvijeci
soustavou; Absorbance 0,416 odpovida roztoku DPPH v methanolu
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2. Navazka drogy 0,5054g
NavéaZce drogy 0,5002g odpovida 0,1075g odparku/50ml
Navazce drogy 0,5054g odpovida 0,10862g odparku/50ml
Navazce drogy 0,5054g odpovida 0,5431mg odparku/0,250ml

Tab. 9b: Stanovenf antiradikdlové aktivity hyperosidu - methanolovy extrat

(sbér Komérno)
Vyluh & 1T
NavaZka .
drogy Zbytek po odpareni A AA[%] | Primeér([%]
| {g)/50ml [mg]/0,250ml

0,358 - .
0,342 4,4693 R

0,5054 0,5431 0,280 21,7877
0,278 22,3464 (22,0670 + 0,2281
0,279 22,0670

AA 4,4693 % odpovida prouzku, kde pride! silikagel do kontaktu pouze s vyvijeci
soustavou; Absorbance 0,358 odpovida roztoku DPPH v methanolu

3. Navazka drogy 0,4985g
Navazce drogy 0,5002g odpovida 0,1075g odparku/50ml
Navézce drogy 0,4985g odpovida 0,10713g odparku/50ml
Navazce drogy 0,4985g odpovida 0,5375mg odparku/0,250ml

Tab. 9¢c: Stanoveni antiradikdlové aktivity hyperosidu - methanolovy extrat

(sbér Komérno)
Vyluh ¢. T
Navézka .
drogy Z"’E‘;';]‘,’(‘,’ ;g{;{e"‘ A | AA[%] | Primér[%]
| fe)/50ml
0,358 - -
0,342 | 4,4693 ]
0,291 18,7151
,4985 0,5375 2 2

0 0,286 20,1117 |19,4600 = 0,5739

0,288 19,5531

AA 4,4693 % odpovida prouzku, kde pridel silikagel do kontaktu pouze s vyvijeci
soustavou; Absorbance 0,358 odpovida roztoku DPPH v methanolu
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6.1.6.2 Methanolovy extrakt (sbér Zahorie):

Navazka drogy 0,5053g

Hmotnost odparku 0,00565g/2ml extraktu
Hmotnost odparku 0,14125g/50ml extraktu
Navéazce drogy 0,5053g odpovida 0,14125g odparku/50ml

. Navéazka drogy 0,4991g

Navazce drogy 0,5053g odpovida 0,14125g odparku/50ml
NavéaZce drogy 0,4991g odpovida 0,13925g odparku/50mi
Navazce drogy 0,4991g odpovidé 0,6976mg odparku/0,250ml

Tab. 10a: Stanoveni antiradikalové aktivity hyperosidu - methanolovy extrat

(sbér Zahorie)
Vyluh & I
Navazka "
drogy Zb’it:l'g‘]',’;’gg’;{e“i A | AA[%] | Primér[%]
[g]/50ml
0,363 - -
0,337 7,1625 -
0,4991 0,6976 0207 | 42,9752
0,215 40,7713 |42,0569 = 0,9365
0,209 | 42,4242

AA 7,1625 % odpovida prouzku, kde pti3el silikagel do kontaktu pouze s vyvijeci
soustavou; Absorbance 0,363 odpovida roztoku DPPH v methanolu
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2. Navazka drogy 0,5065g
NavéaZce drogy 0,5053g odpovida 0,14125g odparku/50m]
Navazce drogy 0,5065g odpovida 0,14133g odparku/50ml
NavaZce drogy 0,5065¢g odpovida 0,70665mg odparku/0,250ml

Tab. 10b: Stanoveni antiradikalové aktivity hyperosidu - methanolovy extrat

(sbér Zahorie)
Vyluh & 1
NavaZka o
drogy Zb’it;:]',’;’,z";}’;;"“' A AA[%] | Primér [%]
| [g]/50ml

0,363 - -
0,337 71625 -

0,5065 0,70665 0,193 46,8320
0,190 47,6580 |46,9237 = 0,5659
0,195 46,2810

AA 7,1625 % odpovida prouzku, kde pfigel silikagel do kontaktu pouze s vyvijeci
soustavou; Absorbance 0,363 odpovida roztoku DPPH v methanolu

3. Navézka drogy 0,5016g
Navazce drogy 0,5053g odpovida 0,14125g odparku/50ml
Navézce drogy 0,5016g odpovida 0,14022g odparku/50ml
Navazce drogy 0,5016g odpovida 0,7011mg odparku/0,250ml

Tab. 10c: Stanoveni antiradikalové aktivity hyperosidu - methanolovy extrat

(sbér Zahorie)
Vyluh & 1T
Naviizka .
drogy Zbytek po odpareni A AA[%] | Primér [%]
[2]/50ml [mg]/0,250ml
0,369 - -
0,340 7,8591 -
0,5016 0,7011 0,206 44,1734
0,203 44,9864 44,0831+ 0,7771
0,210 43,0894

AA 7.8591 % odpovidé prouzku, kde prisel silikagel do kontaktu pouze s vyvijeci
soustavou; Absorbance 0,369 odpovida roztoku DPPH v methanolu
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6.1.6.3 Vodny extrakt (sbér Komarno):

¢ Navazka drogy 0,5007g
e Hmotnost odparku 0,0058g/2ml extraktu
Hmotnost odparku 0,1450g/50ml extraktu
NavéZce drogy 0,5007g odpovida 0,1450g odparku/50ml

1. Navazka drogy 0,5001g
Navazce drogy 0,5007g odpovida 0,1450g odparku/50ml
Navazce drogy 0,5001g odpovida 0,14483g odparku/50ml
Navézce drogy 0,5001g odpovida 0,72415mg odparku/0,250ml

Tab. 11a: Stanoveni antiradikalové aktivity hyperosidu - vodny extrat (sbér

Komérno)
Vyluh & 1
Navizka . .
viorku |  ZPYiekpoocpatent A | AA[%] | Prémér[%]
[g]/50ml [mg]/0,250m
0,355 - -
0324 | 87324 :
0,5001 0,72415 0.258 | 27,3239
0257 | 27.6056 |27,6056 + 0,2300
0256 | 27.8873

AA 8,7324 % odpovida prouzku, kde pfisel silikagel do kontaktu pouze s vyvijeci
soustavou; Absorbance 0,355 odpovida roztoku DPPH v methanolu
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2. Navazka drogy 0,5040g
Navazce drogy 0,5007g odpovida 0,1450g odparku/50ml
Navézce drogy 0,5040g odpovida 0,14596g odparku/50ml
Navazce drogy 0,5040g odpovida 0,7298mg odparku/0,250ml

Tab. 11b: Stanoveni antiradikalové aktivity hyperosidu - vodny extrat (sbér

Komarno)
Vyluh é. I
NavaZka . .
vzorku Zbytek po odpaieni A AA[%] | Primer [%]
[£]/50ml [mg]/0,250ml
0,320 - -
0,294 8,1280 -
0,5040 0,7298 0,229 28,4375
0,222 30,6250 29,3750 £ 0,9200
0,227 29,0625

AA 8,1280 % odpovida prouzku, kde ptisel silikagel do kontaktu pouze s vyvijeci
soustavou; Absorbance 0,320 odpovida roztoku DPPH v methanolu

3. Navazka drogy 0,5003g
Navazce drogy 0,5007g odpovida 0,1450g odparku/50ml
Navazce drogy 0,5003g odpovidé 0,14488g odparku/50ml
Navézce drogy 0,5003g odpovida 0,7244mg odparku/0,250ml

Tab. 11c: Stanoveni antiradikélové aktivity hyperosidu - vodny extrat (sbér

Komérno)
Vyluh & III
NaviZka .
vzorku |  ZPytek po odparen A | AA[%] | Primér[%]
[£]/50ml [mg]/0,250ml
0,320 - -
0,294 8,1250 -
0,5003 0,7244 0,233 | 27,1875
0236 | 26,2500 27,0833 + 0,6421
0,231 | 27,8125

AA 8,1250 % odpovida prouzku, kde ptiel silikagel do kontaktu pouze s vyvijeci
soustavou; Absorbance 0,320 odpovidé roztoku DPPH v methanolu
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6.1.6.4 Vodny extrakt (sbér Zahorie)

e Navazka vzorku 0,5035g
e Hmotnost odparku 0,00615g/2ml extraktu
Hmotnost odparku 0,15375g/50ml extraktu
Navé¥ce drogy 0,5035g odpovida 0,15375g odparku/50ml

1. Navazka drogy 0,5065g
Navazce drogy 0,5035¢g odpovida 0,15375g odparku/50ml
Navazce drogy 0,5065g odpovida 0,15470g odparku/50ml
Navazce drogy 0,5065g odpovida 0,7735mg odparku/0,250ml

Tab. 12a: Stanoveni antiradikilové aktivity hyperosidu - vodny extrat (sbér

Zahorie)
V{luh & I
NaviaZka .
drogy Zbytek po odpareni A | AA[%] | Pramér (%]
[g]/S0mi [mg}/0,250ml
0,306 } ;
0254 | 16,9935 .
0,5066 0.7735 0,191 | 37,5817
0,188 | 38,5621 |38,7800 + 1,0784
0,183 | 40,1961

AA 16,9935 % odpovida prouzku, kde pfidel silikagel do kontaktu pouze s vyvijeci
soustavou; Absorbance 0,306 odpovida roztoku DPPH v methanolu

55




2. Navazka drogy 0,5030g
Navazce drogy 0,5035g odpovida 0,15375g odparku/50ml
NavaZce drogy 0,5030g odpovida 0,15360g odparku/50ml
NaviaZce drogy 0,5030g odpovida 0,7680mg odparku/0,250ml

Tab. 12b: Stanoveni antiradikilové aktivity hyperosidu - vodny extrat (sbér

Zahorie)
Vylub & 10
Navéazka v r
drogy Zb’i‘;'g‘]';“)’,z";"}’l:;"“' A | AA[%] | Primér[%]
| [g)/50ml
0,308 - )
0255 | 172078 ;
0,5030 0,7680 0200 | 35,0649
0.196 | 36,3636 |36,1472 + 0,8099
0.194 | 37,0130

AA 17,2078 % odpovida prouzku, kde piidel silikagel do kontaktu pouze s vyvijeci

soustavou; Absorbance 0,308 odpovidd roztoku DPPH v methanolu

3. Navéazka drogy 0,5066g
Navéazce drogy 0,5035g odpovida 0,15375g odparku/50ml
Navazce drogy 0,5066g odpovida 0,15470g odparku/50ml
Navazce drogy 0,5066g odpovida 0,7735mg odparku/0,250m!
Tab. 12¢: Stanoveni antiradikdlové aktivity hyperosidu - vodny extrat (sbér
Zahorie)
Vyluh & I
NavaZka "
drogy Z"y[‘n‘:"lf,’g ;;’(}’;{e“‘ A | AA[%]| Pramér[%]
[g]/50ml 5
0,308 - -
0,255 17,2078 -
0,5066 0,7735 0,184 40,2597
0,193 37,3377 |38,5281 £ 1,2528
0,191 37,9870

AA 17,2078 % odpovida prouzku, kde pfisel silikagel do kontaktu pouze s vyvijeci
soustavou; Absorbance 0,308 odpovida roztoku DPPH v methanolu




6.2 GRAFICKE ZNAZORNENI

Graf & 1 Obsah flavonoidt a hypericinu v droze rizného piivodu
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Graf & 3 Zavislost AA na mnozstvi extraktu (vzorek Zahorie, methanolovy vyluh)
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Graf & 5 Zavislost AA na mnoZstvi extraktu (vzorek Zahorie, vodny vyluh)
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Graf & 6 Antioxidaéni aktivita extrakti HP sbér Komarno
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Graf & 7 Antioxidadni aktivita extrakta HP sbér Zahorie
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Graf & 8 Porovnani antioxidaéni aktivity methanolovych extraktii drogy rizného
plivodu
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Graf & 9 Porovnéni antioxidaéni aktivity vodnych extraktii drogy ruzného puvodu
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6.3 TLC

Obr. &. 1 Schéma chromatogramu — dikaz flavonoidi (soustava ethylacetat +
kyselina mraven&i + voda; 90 + 6 + 9)
Detekce: Naturstoffreagens (UV) / DPPH / denni svétlo (po postiiku
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Obr. & 2 Schéma chromatogramu — dikaz flavonoidi (soustava ethylacetat +
kyselina mravenéi -+ voda + butanon; 50 + 10 + 10 + 30)
Detekce: Naturstoffreagens (UV) / DPPH / denni svétlo (po postiiku
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7 DISKUSE

Hypericum perforatum je 1é€iva rostlina, kterd mé Siroké vyuZiti v 16bé sttednich a
mimych depresi. Dokonce by mohla byt v nékterych pfipadech upfednostiiovana
pfed syntetickymi antidepresivy, protoZe se pfedpoklada, Ze méd mnohem méné
vedlejdich nezadoucich G&inki a pacienti ji lépe snadeji. (27, 34, 47)

Je znamo i mnoho dalich indikaci, pro které se tato rostlina vyuZiva a
v nejblizsi dobé se nejspide budou objevovat nové a nové cesty vyuZiti, protoZe o
Hypericum perforatum je dnes velky zdjem a provadi se velké mnoZstvi vyzkumu a
studii o jejich uéincich.

V poslednich letech se objevuje hodn& zprav o antioxidaénich ucincich HP a
o jejim vyuZiti v oblastech, které toto plisobeni mohou vyuzit. Dilezité pro
antioxida¢ni piisobent je patrné zastoupeni fenolickych slou€enin a flavonoidi. Tyto
latky jsou nejspise zodpovédné za antioxidagni U¢inky.

Antioxidanty tvoti riiznorodou skupinu latek. Tyto latky pisobi proti volnym
radik4liim, mohou branit jejich vzniku, likvidovat jiZz vzniklé volné radikaly nebo
opravovat & eliminovat molekuly, které jsou poSkozené pusobenim volnych
radikali. (12, 13)

Existuje n&kolik metod, které se vyuZivaji ke stanoveni antioxidagni aktivity.
Pati{ k nim jednak metody zaloZené na hodnoceni eliminace radikalii (syntetickych,
kyslikovych radikald ¢&i lipidova peroxidace) a dale metody zaloZené na hodnoceni
redoxnich vlastnosti latek (metody chemické a elektrochemické). Mezi velmi €asto
pouZivané metody patii metoda vyuZivajici DPPH.

Tu jsem také vyuZila pro svou praci. Zjistovala jsem antioxida¢ni aktivitu
dvou vzorkii Hypericum perforatum ziskanych ze dvou riznych lokalit ze
Slovenska. U kaZdého vzorku jsem hodnotila dva riizné extrakty, a to methanolovy a
vodny. Je velky rozdil, jestli se jako extrakéni ¢inidlo pouZije methanol &i voda. Do
methanolu se extrahovaly latky vykazujici vy3si antioxidagni aktivitu neZ do vody, i
kdyz extrakce probihala za stejnych podminek. Vybér extrakéniho €inidla je tedy
velmi dileZity. V mnoha pracich, které se zabyvaji problematikou antioxidatni
aktivity, se jako extrakéni &inidla vyuZivaji organickd rozpoustédia jako je

methanol, ethanol, ethylacetat a dalsi. Vodné extrakty se testuji mnohem méné. Ale
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neni dilezity jen vybér extrak&niho &inidla, ale i metoda, kterd je pro mefeni
antioxidacni aktivity pouzita. Komplexné by se mél brat vivahu charakter
obsahovych latek v droze, vybér vhodné metody a extrakéniho ¢&inidla ke stanoveni
antioxidaéni aktivity.

Jung a kol. (54) zkoumali antioxidagni aktivitu u listdl Zensenu. Pouzili
vodné, methanolové a ethanolové extrakty. Ethanolovy extrakt prokazal nejvyssi
aktivitu ve zhaSeni DPPH radikdlu a hydroxylového radikdlu. Na druhé stran¢
nejvys¥ aktivitu ve zhaSeni superoxidového radikalu vykazoval vodny extrakt,
nasledovany ethanolovym a methanolovym. A pravé z rozdild v koncentraci
klicovych antioxidanti v extraktech ziskanych rbznymi rozpoustédly vyplyva i
jejich odli§n4 antioxidaéni aktivita.

Ze stanoveni obsahu flavonoidi a hypericinu (graf &.1) vyplyvé, Ze droga
z oblasti Zahorie obsahuje vice i¢innych latek neZ droga z oblasti Komarno. JelikoZ
flavonoidy jsou latky, které maji antioxidaini potencial, predpoklada se, Ze droga
z oblasti Zahorie bude vykazovat i vyssi antioxidacni aktivitu (graf &. 8 a graf €.9).

P stanoveni antioxidaini aktivity zaleZi jednak na obsahu aktivnich
sloudenin, coZ maZe byt ovlivnéno riznymi faktory, ale neméné dulezity je i vybér
extrakéniho &nidla. Antioxidagni aktivita vodného extraktu drogy byla nepatme
niz3 ne? methanolového (graf &.10). Do methanolu pfeslo pravdépodobné vice latek
s AA.

U hlavniho flavonoidu v extraktech — hyperosidu byla jeho antioxida¢ni
aktivita potvrzena stanovenim po jeho semipreparativni izolaci z extraktl z drog.
Hyperosid piechdzi do extraktu methanolového i vodného. Vy3si mnozZstvi
hyperosidu soud podle vy3si zhaseci aktivity bylo ve vzorcich z oblasti Zahorie.

Kromé& vlastniho stanoveni antioxidaéni aktivity jsem hodnotila kvalitu
drogy stanovenim obsahu flavonoidit a hypericinu. Pii stanoveni obsahu flavonoidu
jsem zvolila spektrofotometrické stanoveni produktil reakce s kyselinou boritou a
kyselinou ¥t'avelovou (postup dle CL 2002, ¢lanek Crataegi folium cum flore).
Lékopis nehodnoti kvalitu drogy podle obsahu flavonoidi. Literatura uvadi u
Hyperici herba obsah flavonoidu mezi 2-4%. (28, 32) Obsah flavonoida ve vzorku
Komarno byl 3,0961 + 0,0227% a ve vzorku Zahorie byl 4,3091 + 0,0251%.

Kvalita drogy je posuzovéna podle obsahu hypericinu. Provadéla jsem jej dle

CL 2002 &lanku Hyperici herba, ktery poZaduje nejméné 0,08% viech hypericin,
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potitano jako hypericin. Vzorek z oblasti Zahorie obsahujici 0,1571 + 0,0021%
hypericinit vyhovuje poZadavkim Ilékopisu, kdeZto vzorek zoblasti Komarno
obsahujici 0,0774 + 0,0054% hypericini poZadavkim lékopisu nevyhovuje.

Je znamo, e razné &asové i mistni podminky sbéru mohou mit podstatny
vliv na kvantitativni zastoupeni u¢innych latek. Velmi dileZitym faktorem
7z hlediska mnozstvi a vzajemného poméru obsahovych latek v HP jsou klimatické
podminky (a s tim souvisejici geneticka variabilita), ve kterych tato rostlina roste.
(55) Je také rozdil, jestli je rostlina p&stovana na poli nebo ve skleniku. Jedna se o
dost rozdilné prostiedi a miize vést k velkym rozdilim v koncentraci obsahovych
latek. (56) Neméné dilezitym faktorem je i vyvojové stadium, ve kterém je rostlina

sbirana. (56, 57) Hodné zaleZi na tom, jestli je sb&r provadén ve vegetativnim stadiu,

stadiu kveteni &i jiném.




8 ZAVER

1

2)

3)

4)

5)

Byl vypracovan pfehled o moZnostech sledovanf antiraiklové aktivity.

Byl vypracovan piehled o biologickych Wincich a vyuZiti Hypericum

perforatum.

Byl zjistén obsah flavonoidd a hypericinu u drog Hyperici herba ze dvou
lokalit. Vzorek z oblasti Komarno obsahuje 3,0961% flavonoida a 0,0774%
hypericinu. Vzorek zoblasti Zahorie obsahuje 4.3091% flavonoidi a
0,1571% hypericinu.

Metodou vyuzivajici DPPH radikal byla stanovena AA jednotlivych extraktu
a vypoéitina hodnota ICsp. ICso methanolového extraktu drogy z oblasti
Komamo je 21,3191 pg a z oblasti Zahorie je 17,7835 pg. ICsp vodného
extraktu drogy zoblasti Komérno je 27,2154 pg a z oblasti Zahorie je
18,0490 pg.

Byla stanovena AA hyperosidu po semipreparativni TLC. Vy$3i mnoZstvi
hyperosidu soud& podle vy3§i zhaleci aktivity bylo ve vzorcich Z oblasti
Zahorie.
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