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1 Uvod

Podle legendy Hérodiané, kdyz ji pfinesli na podnosu ut'atou hlavu sv. Jana Kftitele,
v zachvatu zufivosti propichala svétcav jazyk za to, Ze neutajil jeji moralni poklesky. Poté
z krve, ktera skapala na zem, vyrostla rostlina. Tato rostlina svym vzezfenim ma pfipominat
ten hriizny €in co se stal, a to svymi listy, které pfipominaji rozpichany jazyk, a krvi sv. Jana
Kftitele, ktera proudi v kvétnich zlazkach. Takto se podle legendy zrodila tfezalka teCkovana

nebo taktéz znama jako bylina sv. Jana.

Kdyz se oprostime od legend a lidovych pfibéhu, tak tfezalka teCkovana ma skutecné
Siroké 1éCebné vyuziti. Trezalka patii mezi Casto vyuzivané rostliny at’ uz v tradi¢nim
lidovém lécitelstvi, tak i v moderni medicin€. Vzdyt prvni zminky o lé€ebné vyuzitelnosti
této rostliny pochazeji z antického Recka. Pro kiestany slouzila tfezalka nejenom k Ié¢eni,
ale ijako talisman k odhanéni zlych sil. Hlavnimi latkami zodpovédnymi za 1éCivé vlastnosti
ttezalky jsou hypericin a hyperforin, kromé nich jsou v rostliné pfitomny i dalsi latky majici

1é¢ivé schopnosti.

VsouCasné  mediciné  se pfipravky  ztfezalky  vyuzivaji  pfedevSim
jako antidepresiva. Vyjma antidepresivnich vlastnosti se pfipravky z tfezalky vyznacuji 1
antibakterialni, antivirovou a antioxidacni aktivitou. Velky pfislib do budoucna je vyuziti

hypericinu v ramci fotodynamické terapie.

Tato diplomova prace se zabyva predevSim hypericinem, ktery se fadi
mezi naftodianthrony. Kromé n¢j je v tfezalce pfitomen i pseudohypericin, strukturné i
1éCivymi vlastnostmi podobna latka. Tyto latky se v nejveétsSim mnozstvi vyskytuji predevsim

v kvétech tfezalky a tvofi charakteristické tmavé zlazky.

Cilem této diplomové prace je vyvinout a optimalizovat metodu separace pro
stanoveni mnozstvi hypericinu v tinkturdch. Kromé stanoveni se prace zabyva
1 elektrochemickou charakterizaci samotného hypericinu. Déle byl zkouman vliv zafeni
na fototransformaci hypericinu a jeho nasledna fotosenzibilita. Pro analyzu hypericinu byla
pouzita  vysokou€innd  kapalinovd  chromatogratie @~ (HPLC) ve  spojeni
se spektrofotometrickou (UV-VIS) a elektrochemickou detekci (ECD). Divodem pro
vyuziti obou detektort bylo jejich vzajemné dopliiovani. UV-VIS detektor se vyznacoval
vysokou selektivitou ovSem s malou citlivosti, oproti tomu mél elektrochemicky detektor

vétsi citlivost, av§ak pti nékterych méfenich byla horsi selektivita.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Celed’ Tiezalkovité

Celed’ trezalkovitych (Hypericaceae) se sklada zvice nez 500 druhll, které se
vyskytuji na vSech kontinentech (vyjma Antarktidy). Krome arktickych a poustnich areala a

nizko polozenych tropt lze rostliny z druhu tfezalkovité nalézt po celém svéte [1], [2].

Druhy rodu z ttezalek (Hypericum) jsou v tradi¢ni medicin€ velmi hojné vyuzivané
kvuli svym riznym 1é¢ivym vlastnostem. I pres velky pocet druht patficich do tohoto rodu,
byla pouze tfezalka teCkovana studovana jako farmaceuticky dilezita 1éCiva rostlina, jejiz
extrakty jsou §iroce pouzivané v Evropé€, jako 1€k slouzici k 1é€bé mirné az stiedné tézkeé

deprese [3].

Hlavni 1é¢iva hodnota rostlin zrodu tfezalek je pfisuzovana hlavné jejich
fytochemikaliim, které maji Siroké spektrum biologickych aktivit. Z nich konkrétné mizeme
jmenovat derivaty floroglucinolu, naftodianthronti, riznych fenolickych sloucenin a
hyperforin, které jsou synergicky zodpovédné za antidepresivni aktivitu extraktd. Dale se
uvadi, ze hyperforiny vykazuji protinadorové, protizanétlivé a antiangiogenni ucinky [3],

[4].

Jak uz bylo zminéno, nejrozsahleji prostudovanym druhem z tohoto rodu je tfezalka
teCkovana. Kromé ni byla vénovana pozornost i né€kterym dal§im druhtim trezalek
(Hypericum), u nichz byly studovany jejich fytochemické vlastnosti a stim souvisejici
biologické aktivity. V nasledujicich odstavcich si predstavime né€kolik vyznacnych druht

tfezalek.

Trezalka bobulovita — Hypericum Androsaemum L.

Trezalka bobulovita je stfedomotsky lécivy maly stalezeleny ket, vyskytujici se
v lesich. Znama je téz jako kerovita tfezalka nebo ,, Tutsan“ (,,toutsaine*), coz by v prekladu
znamenalo ,,v§e zdravé”“ - nazev odkazuje na jeji predpokladané 1écivé vlastnosti. OvSem
v soucasné dobé jsou farmakologické aktivity tfezalky bobulovité prozkoumany jen
v omezené mife. Na rozdil od vétSiny druht tfezalek, které maji suchou tobolku jako ovoce,
produkuje tfezalka bobulovitd masité bobulovité plody, které se pii dozravani méni

z Cervené na Cernou [S]-[8].
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Dalsi zvlastnosti tohoto druhu je absence tmavych listovych uzlikd, v nichz se
syntetizuji naftodianthrony, tudiz rostlinné extrakty neobsahuji hypericin a jeho derivaty
[5]H8]. Ovsem absence hypericinu muze byt pro tfezalku bobulovitou jistou vyhodou.
Jelikoz hypericin je fotocitliva latka, mizou vysoké davky tohoto naftodianthronu vést ke

koznim potizim, coz pfi by pouziti masti z tfezalky bobulovité nemélo nastat [9].

Tato rostlina se pouZiva uz od antiky, kdy ji Rimané nebo Rekové pouzivali pro 1ébu
zranénych vojakt vracejicich se z bitvy. V tradi¢ni portugalské medicin€ se rostlina pouziva
pro své mo&opudné a hepatoprotektivni vlastnosti. Ve Spanélsku se piipravky z tiezalky
bobulovité pouzivaji jako antidepresivum a anxiolytikum. V Anglii se vyuziva pro piipravu

masti, které se uzivaji k 1é¢bé ran [S]-[7], [10].

Trezalka velkolista — Hypericum grandifolium Choisy

Trezalka velkolista je endemicky druh, znamy téz jako ,,malfurada“. Oblasti vyskytu
tohoto druhu tfezalky jsou Azory, Madeira a Kanarské ostrovy. I kdyz pfevladajici oblasti
vyskytu je Makaronézie, byla tfezalka velkolista objevena 1 v Australii, na Novém Zélandu,
Kalifornii, na Havaji a v Jizni Africe. Jedna se jako u pfedchozi tfezalky o vzdyzeleny kef,
ktery roste do vysky az 1,8 m, s tmave zelenymi listy a s zfeteln€ zlutymi kvéty [5], [11]-
[13].

Trezalka velkolista a dal§i druhy tfezalek byly pouzivany v lidovém IécCitelstvi na
Kanarskych ostrovech jako sedativum, antihysterikum, antidepresivum, diuretikum,

antiparazitikum a pro hojeni ran [5], [13], [14].

Zkoumani obsahu fytochemikalii tfezalky velkolist¢é odhalilo pfitomnost
hyperforinu, flavonoidi a pravdépodobné benzofenonovych derivati, zatimco
nafthodianthrony (hypericin) chybély. I pfes absenci naftodianthronti vykazuji vsak
ptipravky ztfezalky wvelkolisté antidepresivni uc€inky. Pfestoze piesny mechanismus
antidepresivnich uc¢inkt zistava nejasny. Pravdépodobné za antidepresivni u¢inky mohou
byt zodpove&dny serotoninergni mechanismus a aktivni slouceniny (flavonoidy, derivaty

benzofenonu) [11], [13].
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Trezalka ¢inska — Hypericum monogynum L (syn. Hypericum chinense)

Trezalka Cinska je polozeleny ket s uzkymi listy. Kvete od 1éta do podzimu a kvéty
této tfezalky obsahuji viditelné zlatavé tyCinky. Je Siroce péstovana v Jizni Africe, vychodni
a jizni Asii, Australii, Stfedni Americe, severozapadni Evropé a na Mauriciu, presto je
roziitena hlavné v Cing a v nékterych oblastech Japonska. Mezi jeho sekundarni metabolity
patii floroglucinoly, terpenoidy a xanthony. M4 zna¢ny vyznam jako tradi¢ni lidovy 1€k pro
1é¢bu dysmenorrhey a dalSich zenskych potizi, hypertenze, hepatitidy, kasle, akutniho zanétu
hitanu 1 hrtanu, Cerného kasSle, zanétu spojivek, revmatické artritidy, ¢i po kousnuti
jedovatymi zvifaty. Mimo vyuziti rostliny v tradi¢nim ¢inském léCitelstvi pro 1écbu raznych

nemoci se péstuje také jako okrasna rostlina [1], [5], [15], [16].

Trezalka origanolista — Hypericum origanifolium Wild

Trezalka origanolistd je druh vyskytujici se v Turecku, Arménii a Gruzii. Roste
v travnatych spolecenstvech na skalnich svazich nebo stepich. Sklada se z 5-30 cm dlouhych
stonkt, Cetné kvéty maji zlatozlutou barvu, dale kalichy a listky obsahuji povrchové Cerné
zlazové tecky. Obecné tiezalky vcetné této hraji dualezitou roli v tureckém lidovém

1éCitelstvi, kde se pouzivaji jako sedativa, antiseptika nebo proti kiecim [17]-[20].

Kyselina chlorogenova, kvercetin, rutin, pseudohypericin, hyperforin, hypericin a
hyperosid jsou latky obsazené prave v tfezalce origanolisté. Diky t€émto latkam byva tfezalka
origanolista povazovana za novy cenny druh, ktery muze nahradit na evropském trhu dobfie
osvédcenou trezalku teckovanou. I kdyz uz bylo provedeno nékolik studii s cilem
identifikovat komponenty této trezalky, tak existuje jen né€kolik studii farmakologickych
vlastnosti. Podle jiz provedenych studii byla prokazana antioxidacni aktivita, ochranny
ucinek proti selhani ledvin/reperfusnimu poskozeni a vliv na aktivitu centralniho nervového

systému [17]-[20].

Hypericum sampsonii Hance

Tato tfezalka se fadi mezi vytrvalé vzptimené rostliny, jejiz mistem vyskytu je jizni
Cina, Japonsko, Barma, severni Indie a Tchaj-wan. V Ciné se lidové nazyva ,, Yuanbao Cao*,
praveé kvuli jeho listim, které vypadaji podobné jako Jin Yuanbao (zlaty ingot, zlaty peniz
starovéké Ciny). V Tradiéni ¢inské medicing se uziva cela rostlina této tiezalky, a to zejména
etnickymi skupinami v jihozapadni oblasti Ciny. Uziva se hlavng k 1é¢b& otokd, infekce

prsni zlazy, popalenin, revmatoidni artritidy, zenské abnormalni menstruace, po hadim
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ustknuti a krvaceni, zanétu tenkého stfeva a uplavice. Nékteré etnické skupiny pouzivaji
Hypericum sampsonii jako material pro 1é€ivé koupele za ucelem ocisténi téla a zbaveni se
raznych nemoci. Dal§im zajimavym vyuzitim této tfezalky je obyvateli severoCinské
Guanggxi pii festivalu Dracich lodi, kdy bylinna koupel v tomto obdobi symbolizuje ucténi

pamatky velkého 1écitele Sun Simiao [21]-[25].

Studie zaméfené na studium obsazenych latek poukazuji na pfitomnost nékterych
fenolickych sloucin (xantony, benzofenony, floroglucinoly, flavonoidy) a polycyklickych
polyprenylovanych acylfloroglucinolt (PPAP). Posledni zminované PPAP vykazovaly
cytotoxické aktivity in vitro. Diky vazb€ mezi rakovinou a zdnétem by mohly mit slouceniny

s protizanétlivymi vlastnostmi potencial pii 1écbe rakoviny [21]-[26].
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2.2 Trezalka teCkovana-Hypericum perforatum

o

#s /}é;e,waf/:?«mm 54 emenviskeeut,

Obr. 1 - Trezalka teckovana[27]

2.2.1 Botanicky popis
Statna, vytrvala, 40-60 cm vysoka lysa bylina. Lodyha je vétSinou nevétvena,
obvykle s vyniklou hlavni liStou, s Gzlabnimi vyhonky kvetoucimi v horni poloviné€ lodyhy.
Listy jsou pfisedlé, nejcasteji podlouhlé nebo vejcité, tupé az tupé Spicaté s okrajem slab¢ az
silné podvinutym, s velkymi teckovitymi siliénymi nadrzkami a Cernymi teckovitymi
zlazkami, ptfi€emz proti svétlu prosvitaji jen hlavni zilky. Kvétenstvi byva bohaté, obsahujici

velké mnozstvi zlatozlutych kvét, které jsou ve $piCce zlaznaté teCkované a ¢arkované.

Jedna se o rostlinu vyhledéavajici slunné stran€, sussi louky, pastviny, thory, skaly,
paseky, lesni lemy, svétlé listnaté lesy, meze a travnaté okraje cest, tedy druh s Sirokou
ekologickou i cenologickou amplitudou. V Ceské republice je jeji vyskyt hojny. Roste od
nizin do montanniho stupné, jednotlivé 1 vySe (minimum: Hfensko, cca 115 m.n. m;

Radhost, cca 1130 m. n. m.; mize byt vSak zavleCena do vyssich poloh).

15



2.2.2 Vyznam v tradi¢ni mediciné
Z mnoha léCivych bylin, které byly pouzivany v prabéhu historie evropské kultury,
byla tfezalka teckovana (Hypericum perforatum L.) vzdy velmi popularni. Uz od dob
starovékych Rekd az do stiedovéku byly rostling piisuzovany magické vlastnosti a byla
pouzivana k odehnani zla a ochran¢ pred chorobami. Jako prakticky lidovy 1€k nasla tfezalka
Siroké uplatnéni pii 1é€be ran, pii 1écbé potizi s ledvinami a k zmirnéni nervovych poruch,

nekdy 1 pfi zmirnéni §ilenstvi [28].

Nazev rostliny Hypericum pochazi z feckého nazvu rostliny a mize mit nékolik
vyznamu. Jedno z obvyklych vysvétleni pavodu jména Hypericum vychazi ze slov ereike
(vies) a hyper (vysSe). I kdyz existuje jeden fecky druh tfezalky, ktery se podoba viesu, je
pravdépodobnéjsi, ze nazev Hypericum je odvozeny od slov eikon (udaj, nebo ptfipadné
nezadouci zjeveni) a hyper (vyse), coz souvisi se starodavnym uzivanim tfezalky teCkované
k vymitani zlych duchu a sil. Pfirodovédec Carl Linné, ktery tento rod popsal, se domnival,
ze nazev Hypericum pochézi ze slov yper (svrchni) a eikon (obrazek). Druhové jméno
perforatum je odvozeno od vodoznaku prusvitnych teCek, které lze spatfit, kdyz se list

zvedne ke slunci [28], [29].

Anglicky nazev pro tiezalku teckovanou — St. John's wort — je odvozen od tendence
rostliny kvést okolo 24. Cervna, kdy se slavi svatek sv. Jana (slovo wort znamena ve staré
anglictiné€ rostlinu). Ranni kiestané véfili, ze nejvétsiho tcinku se dosahne, pokud se rostlina
sklidi praveé o svatku sv. Jana, coz je Casto obdobi vrcholného kvétenstvi. V tento svatek si
lidé zavéSovali tfezalku na dvefe od domu. Véiili, Ze je to ochrani pied zlymi démony a

jejich kouzly, a taktéz pfed nemocemi a ujmami [29], [30].

Tento druh tfezalky je velmi popularni v Turecku, kde se pouziva k hojeni ran, a to
nejcCastéji ve forme oleje. Ve stiedni Italii se pouziva latex ziskany z rostliny na rany a odvar
z listi se uziva k oplachnuti ran a urychleni zaceleni ran. V oblasti Italie (Ligurie) se pro
stejny ucel voli olejovy extrakt. Podobné vyuziti mé tento druh 1 na Pyrenejském poloostrove
(Navarra), kde se pouziva k 1écbé ran, popalenin, bolesti zad a infekci a ke hydrataci nebo

jako antidepresivum [31]—[34].

Dalsi oblasti, kde je tfezalka teCkovana taktéz velmi oblibend, je Balkansky
poloostrov. V oblastech vychodni, severni Bosny a Hercegoviny, Srbska, Kosova, vychodni
Albanie, Cerné Hory, Makedonie a severozapadniho Recka jsou znamé 1é&ivé vlastnosti

trezalky teCkované (predevsim nadzemni Casti). Zdejsi lidé pripravuji nalev nebo olejovy
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extrakt z nadzemnich ¢asti rostliny, sklizenych v obdobi kvétu, nebo se aplikuji susené
nadzemni Casti pfimo na rany. OvSem nejcastéji uzivanou formou je tfezalkovy olej, ktery
se pripravuje maceraci Cerstveé sklizené byliny, zpravidla ve slune¢nicovém nebo olivovém
oleji po dobu 40 dni, pfiCemz je nadoba po celou dobu vystavéna slunecnimu svitu. Ve
venkovskych oblastech se ptipravky tfezalky teckované pouzivaji k 1é¢bé popalenin, trznych

ran, koznich viedt, hematomu a ke zmirnéni pfiznaka hemoroida [34]-[37].

V Estonsku se pro rostliny z rodu Hypericum pouziva lidové oznaCeni — naistepuna.
Zdejsi obyvatelé pripravuji z této rostliny predevsim rekreacni ¢aj a podle historickych udaju
se tfezalka pouzivala jako kofeni v domacnosti. Dalsim zajimavym zpisobem vyuziti
trezalky je nalozeni kvétnich pupent do vodky, kterou tim zbarvi do ¢ervena. Mistni lidé pro
ni maji pojmenovani, které v anglictiné znamena ,,vodka flower*. Takto pfipravena vodka
se pouzivala jako ritualni ndpoj pro zeny v obdobi menstruace. Tento zvyk je spiSe

regionalniho ptvodu [38], [39].

V soucasné tradicni medicing se tfezalka teckovana uziva pfi hojeni ran, pro 1écbu
raznych koznich potizi, stejné tak Ize pouziti pii 1écbé problémi v travici, dychaci a nervové

soustave (deprese) [31]-[34].
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2.2.3 Obsahové latky

V trezalce teCkované je obsazeno nekolik tfid biologicky aktivnich sloucenin [40].
V literatufe je uvadéna distribuce prenylovanych acylfloroglucinolti, meroterpenoida,
flavonoidu, naftodianthrond, xanthoni a floroglucinolti [41]. Koncentrace slozek casto
kolisa z davodu genetické variace v ramci druhu, ekologickych faktord. doby sklizn€,

pfipravy a zpracovani materialu vzorku a skladovacich podminek [40].

Hypericin a pseudohypericin

OH o OH OH O OH
R = CHs Hypericin R = CHs Protohypericin
R =CH;OH | Pseudohypericin R = CH,OH | Protopseudohypericin

Obr. 2 - Struktury hypericinu a pseudohypericinu a jejich protoforem

Ptirodni slou€eniny hypericin a pseudohypericin se strukturalné fadi mezi
naftodianthrony, Cervené zbarvené pigmenty srozsahlym systémem kondenzovanych
aromatickych kruht, patfici mezi charakteristické latky rodu tfezalkovitych. U tiezalky
teCkované se mnozstvi naftodianthronu pohybuje v rozmezi 0,05 az 0,30 %. Rostlina rovnéz
obsahuje protohypericin, protopseudohypericin a cyklopseudohypericin. Tyto latky jsou
lokalizovany predevS§im v kvetoucich castech rostliny, zejména v tmavych zlazach.
Protohypericin a protopseudohypericin se povazuji za biosyntetické prekurzory hypericinu
a pseudohypericinu, kdy se vlivem svételného zafeni pfeménuji na dané produkty.

Protohypericiny, protopseudohypericiny a cyklopseudohypericiny jsou detekovany pii
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niz§ich koncentracich a jsou zahrnuty v analytickém terminu ,,celkové hypericiny” nebo
,,celkové naftodianthrony. Obecné je mnozstvi pseudohypericinu (0,03-0,34%) dvakrat az

Ctytikrat vyssi nez hypericinu (0,03-0,09%) [42].

Hypericin byl poprvé izolovan v roce 1830 a o vice nez stoleti pozdeji (1953) byla
uréena jeho struktura. Hypericin je silné€ lipofilni molekula, kterd je Spatné rozpustna
v nepolarnich rozpoustédlech, vodnych roztocich a oleji. Ve vétsiné organickych
rozpoustédlech tvoii Cerveny roztok, ve vodé se vytvari disperze jemnych castic. V UV-Vis

spektru poskytuje hypericin dva absorp¢ni pasy pii 590 a 510 nm [43].

Za fotodynamické vlastnosti tohoto derivatu chinonu je zodpovédny aromaticky
charakter molekuly. Tyto vlastnosti se vyuzivaji pfi protivirovych a protinadorovych
terapiich (viz kapitola Fotodynamicka terapie, str. 25). Fototoxicita je zptisobena tvorbou
singletového kysliku, toto vede k fotooxida¢nimu poskozeni bunék nebo posunuti pH po
excitaci. Mimo ucinkt zavislych na svételnym zafeni jsou zaznamenany specifické jevy,

které jsou nasledkem inhibice fyziologicky dulezitych enzymu hypericinem [44].
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Hyperforin

Obr. 3 - Struktura hyperforinu

Hyperforin se fadi mezi polyprenylované derivaty acylfloroglucinolu a tvoti nejvice
zastoupenou lipofilni slozku alkoholickych extrakti tfezalky teCkované [45]. Patii mezi
nejvyznamnéj$i polycyklické polyprenylované acylfloroglucinoly. Po staleti byl hyperforin
zaznamenavan jako aktivni slozka tfezalky teCkované. Hyperforin vykazuje antidepresivni,

protirakovinné, antibiotické a prokognitivni ucinky [46].

Hyperforin je slozen ze smési vzajemné se pfemeénujicich se tautomerd. Je citlivy na
svétlo, nepolarni rozpousteédla, teplotu a na kyslik. Diky nachylnosti k oxidaci byl pfinos
hyperforinu k farmakologickému profilu zanedbavan, dokud nebyla provedena lipofilni
superkriticka extrakce pomoci CO», ktera poskytla extrakty bohaté na hyperforin (38,8 %),
avSak postradajici hypericin. Nejb&znéj§imi rozpoustédly pro extrakci hyperforinu jsou

ethanol, n-hexan a CO, [47].

Jednou z moznych stabilizaci hyperforinu je vyuziti slabych bazi. Velmi oblibenou
slabou bazi je napt. dicyklohexylamin. Biologicka aktivita této slabé soli je srovnatelna diky

uvolfiovani hyperforinu v roztoku [47].

Hyperforin je znam zejména pro své antidepresivni ucinky. Je popisovan jako
inhibitor zpétného vychytavani mnoha neurotransmiteri (serotonin, dopamin, L-glutamat,
norepinefrin, kyselina y-aminomaselna (GABA)). Mezi hlavni molekularni mechanismy

vychytavani neurotransmiterd patii protonoforické vlastnosti a aktivace prechodného
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receptorového potencialniho kanalu 6 (TRPC6). Panuji nazory, Ze antidepresivni t¢inky jsou
zprosttedkovany hyperforinové zavislou nepfimou inhibici zpétného vychytavani
transmiterd a zatizenim vezikularniho transmiteru na popud protonoforické aktivity

hyperforinu bez aktivace TRPCG6 [48].

Flavonoidy

Flavonoidy jsou skupina ptirodnich latek s variabilni strukturou, které se vyznacuji
antioxida¢nimi, antimutagennimi, antikarcinogennimi a protizanétlivymi uc¢inky. V dne$ni
dobé jsou flavonoidy povazovany za nezbytnou slozku ve farmaceutickych, kosmetickych,

lékatskych a nutraceutickych aplikaci [49].

Trezalka teCkovana obsahuje fenolové kyseliny i velké mnozstvi flavonoida
(hyperosid, rutin, kvercetin, kvercitrin, isokvercitrin, miquelianin, astilbin,

I3,118-biapigenin, amentoflavon) [50].

OH R=H Kvercetin
HO R = o-L-rhamnosyl Kvercitrin
OH R = B-D-glykosyl Isoquercitrin
OR R = B-D-galaktosid Hyperosid
OH O R = B-D-rutinosyl Rutin

Obr. 4 - Struktury nejvice zastoupenych flavonoidu tfezalky teckované
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Xanthony
OH HO @)
Y 409
409 .
OH O
OH O

1,3,5-trihydroxyxanthon 1,3,7-trihydroxyxanthon
Obr. S - Struktury hlavnich xanthon tfezalky teCkované

Xanthony jsou specializované metabolity s antimikrobidlnimi vlastnostmi, které se
hromadi v kotenech tfezalky teCkované [51]. Xanthony se fadi do tfidy polyfenola. Taktéz
vykazuji fadu zdokumentovanych vlastnosti, mezi néz patfi inhibice monoaminooxidazy,

antimikrobialni, cytotoxické, hepatoprotektivni a antioxidacni ucinky[52].

2.2.4 Droga a jeji vyuziti

Udaje z prizkumu trhu Spojenych statu americkych ukazuji, Ze se neustale zvysuje
popularita produkta , pfirodniho zdravi“ a dopliika stravy, obsahujicich rostlinné pfisady.
V roce 2016 hodnota maloobchodniho prodeje ,,bylinnych doplikd Cinila vice nez 7,4
miliardy americkych dolard, coz oproti idajim z roku 2006 a 2011 podstatny narust (4,6
miliardy dolara, resp. 5,3 miliardy dolar). Piipravky z tfezalky teCkované patii mezi
oblibené rostlinné produkty. Z analyzy zroku 2016 vyplyva, ze piipravky obsahujici
tfezalku teCkovanou jsou v zebficku maloobchodniho prodeje na tficatém sedmém misté

v ramci ,,bylinnych doplika [53].

Produkty na bazi 1éCivych rostlin a jejich piipravki jsou obecné oznacCeny vyrazem
,rostlinné latky*. Tento vyraz souvisi v Evropé€jak s rostlinami, jejich pfipravky, primarnimi
extrakty, tak 1 s rafinovanymi extrakty. Rostlinné latky jsou na evropském unijnim trhu
Siroce dostupné a v nabidce je fada produkti se znaénymi rozdily v klasifikaci. V ramci

komer¢nich moznosti jako je ¢as/naklady na vyvoj produktu, zadost o registraci, povolené
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indikace, moznosti reklamy se tyto produkty prodavaji v EU jako rostlinné lé¢ivé pripravky
(herbal medicinal product-HMP), dopliiky stravy (food supplements-FS), kosmetické nebo
zdravotnické prostiedky. V Evropské unii maji rostlinné produkty rizné definice a kazda

klasifikace ma svij vlastni pravni ramec a kritéria, ktera musi byt splnéna [54], [55].

Antidepresivni ucinky

Extrakty tfezalky teCkované jsou oblibené jako mozna alternativa k syntetickym
antidepresivim nebo pro behavioralni terapii pii 1é¢bé mirnych az stfedné tézkych forem
depresivnich poruch. Data z provedenych studii ukazala, ze pravé flavonoidy, hyperforiny a

hypericiny mohou vést ke klinické ucinnosti pii 1é¢be deprese [56], [S7].

Pri 1écbe deprese pfipravkem z tiezalky teCkované je mechanismus nasledujici:
hypericin inhibuje monoaminooxidazu (MAQO), frakce flavonoidii pfitomnych v extraktu,
které jsou strukturné¢ podobné inhibitorim MAO, rovnéz inhibuji MAO. Dale dochazi
k potlaceni uvoliiovani interlekinu 6, tj. latky, kterd souvisi s depresi jako modulat
k uvolnéni kortizolu. Za inhibici zpétného vychytavani serotoninu, norepinefrinu, dopaminu
a kyseliny gama-aminomaéselné je zodpovédny hyperforin. Taktéz je inhibovan enzym

katechol-O-methyltransferaza [58], [59].

Antibakterialni aktivita

V trezalce teCkované je obsazeno rozsahlé mnozstvi biologicky aktivnich sloucenin.
Jako hlavni slozky zodpovédné za antimikrobialni aktivitu se uvadi hyperforin a hypericin.
Bylo zjisténo, ze extrakty z tfezalky teCkované jsou vice aktivni proti gram-pozitivnim

bakteriim nez proti gram-negativnim [60].

Hyperforin vykazoval ucinky inhibice ristu vsech testovanych gram-pozitivnich
bakterii, v€etné MRSA (methicillin-rezistant Staphylococcus aureus) a P(penicillin)RSA,
ovSem ne proti gram-negativnim bakteriim. Jak jiz bylo fecCeno, antibakterialnimi u€inky
disponuje rovnéz hypericin. Samotny hypericin nevykazuje cytotoxicitu. Az pfi ozafovani
svétlem dochazi k poSkozeni membrany a bunééné smrti (viz kapitola Fotodynamicka
terapie, str. 25). Uinng zastavuje rast S. aureus in vitro, oviem proti Eschrichia coli
vykazuje nizkou ucinnost. Citlivost né€kterych druhti bakterii souvisela s mnozstvim

pfijatého  hypericinu, coz muze odrazet rozdily v membranové struktufe mezi
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gram-pozitivnimi a gram-negativnimi bakteriemi. Obecné lze fict, ze gram-pozitivni
bakterie jsou nachylnéjsi k ptusobeni tfezalky, nicméné€ ne vSechny gram-negativni druhy
jsou rezistentni proti pusobeni hypericinu, ktery je nasledn€ vystavén pusobeni svételného

zateni [61], [62].

Antivirova aktivita

Extrakty trezalky teCkované byly taktéz studovany z hlediska jejich antivirové
aktivity. Ukazalo se, ze extrakty tfezalky teckované maji vyznamné ucinky proti viru
infek¢ni bronchitidy in vivo a in vitro. Za které jsou zodpoveédné predevsim pseudohypericin,

hypericin, hyperosid, kvercitrin a kvercetin [63].

Dale byl hypericin testovan jako antivirové ¢inidlo pro inhibici replikace viru
zloutenky typu C. Bylo zjisténo, ze hypericin inhiboval replikaci viru Zloutenky typu C
pomoci down-regulace HO-1 a deacetylace a nevykazoval pfitom zadnou cytotoxicitu.
OvSem k ptevedeni antivirovych vlastnosti in vivo a in vitro hypericinu do klinickych

aplikaci je potfeba dal§iho badani [64].

Inhibitor oxidativniho stresu

Pricinou vzniku oxidativniho stresu je nadmérna produkce reaktivnich forem
kysliku, které biologicky systém neni schopen detoxikovat. Jako reaktivni formy kysliku
(ROS) jsou obvykle definovany radikaly superoxidu (O:°*"), peroxid vodiku (H20>), hydroxy
radikaly (e OH) a singletovy kyslik (102). Tyto ROS jsou generovany jako vedlejsi produkty
metabolitu biologickymi systémy. Neékteré procesy jako fosforylace proteinti, apoptoza,
aktivace mnoha transkrip¢nich faktort, imunita a diferenciace jsou zavislé na spravné tvorbé
ROS ajejich pritomnosti uvnitt bun€k, které je potieba udrzovat na nizké urovni. Pti zvySené
produkci ROS dochazi k skodlivému vlivu na dualezité bunécné struktury jako jsou proteiny,

lipidy a nukleové kyseliny [65]-[68].

Vyvinulo se slozité uspotradani antioxidacni obrany, které ma funkci udrzovat tvorbu
ROS v rovnovaze. OvSem i pfesto muze byt tato rovnovaha naruSena, coz vede
k oxidacnimu stresu. Diky mnoha riznym ucinkiim, které muze mit toxicita kysliku na
bunku, je oxidativni stres nejlépe formulovan jako zmeéna prooxidacné-antioxidacni

rovnovahy ve prospéch prvniho jmenovaného, coz muze vést k poskozeni. Znacny pocet
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dikazi nam dava najevo, ze oxidacni stres muze byt riznou mérou zodpoveédny, za vznik
a/nebo vyvoj nékolika nemoci (tj. rakovina, cukrovka, metabolické poruchy, ateroskleroza
a kardiovaskularni onemocnéni). V dne$ni dob€ je uzndvana role oxida¢niho stresu
v patofyziologii riznych poruch, vetné komplikaci v t€hotenstvi nebo muzské neplodnosti

[67], [69], [70].

Studie odhalily, ze pfipravky z tfezalky teCkované tlumi apoptéozu nékolika typu
bunék vyvolanou oxidacnim poSkozenim. Fytochemikalie zodpovédné za antioxidacni
ucinky trezalky teckované jsou flavonoidy, a nikoliv hypericiny nebo hyperforiny, které jsou
spojovany piedev§im s psychoaktivnimi ucinky. Flavonoidy obsahuji vice fenolickych
hydroxylovych skupin s mnohostrannymi antioxidacnimi funkcemi. Z obsazenych latek
tfezalky jsou za antioxidacni aktivitu zodpovédné piedevs§im aglykony kvercetinu a
glykosidy kvercetinu (hyperosid, rutin, kvercetin atd.). Farmakokinetika antioxida¢nich
fytochemikalii ukazuje, ze poziti pfipravku tfezalky teCkované aspon 2 hodiny pted jidlem

muze zpusobit inhibici oxida¢niho stresu [71]-[73].

Fotodynamicka terapie

Principem fotodynamické terapie je podani fotosenzibilniho barviva, takzvaného
fotosenzibilizatoru, jehoz funkeci je selektivni hromadéni v nadoru, a poté dochazi k ozareni
léze pomoci svételného zdroje s vhodnou vinovou délkou, kterd odpovida absorpcnimu
spektru fotosenzibilatoru. Po excitaci daného fotosenzibilatoru je vyvolan cytotoxicky
ucinek. Timto zpusobem jsou produkovany reaktivni formy kysliku, které jsou nasledné
zodpovédné za oxidaci biomolekul, coz zptusobi bunécnou smrt a nekrozu maligni tkan€.
Fotodynamicka terapie je ve své podstaté vicefaktorovy proces, ktery obvykle zahrnuje
apoptickou smrt nadorovych bunék, degeneraci nadorové vaskularity, stimulaci
protinadorové imunitni odpoveédi a indukci zanétlivych reakci v ozatené 1ézi. Pro tyto ucely
byla zavedena cela fada komercnich sloucenin s fotocitlivou aktivitou. I kdyz se mnoho
studii vénuje tomuto problému, tak se jen velmi mélo z nich zamétuje na uziti ptirodnich

1écivych rostlinnych extrakta [74]-[77].

Kombinaci fotodynamické terapie sjinymi léebnymi metodami (chemoterapie,
radioterapie, imunoterapie) pii 1éCbé raznych typu rakoviny lze dosahnout lepSich

vysledkl nez pfi pouziti monoterapie. Mezi vyhody kombinované terapie patii mensi
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vedlejsi Ucinky a omezeni mnozeni rakovinnych bunék. Presto bylo vyvinuto jen malo

fotosenzibilatoru a jesté min jich bylo pouzito v klinické praxi [74].

Myslenka pouziti fotosenzibilatoru pochéazejiciho z 1é¢ivych rostlin obsahuje ve své
podstaté fadu rozporti. Rostliny, které se béhem tisicileti vyvinuly pro rast na slunecnim
svétle, nemohou obsahovat vysoce aktivni molekulu fotosenzibilatoru. I pfesto vSechno
existuje nékolik izolantl zrostlin, které se vyuzivaji jako fotosenzibilator (hypericin,

hypocrellin, riboflavin, kurkumin) [77].

Hypericin extrahovany z tfezalky teCkované se fadi mezi pfirodni fotosenzibilatory
a uziva se v klinické fotodynamické terapii. Pfesné mechanismy bunécéné absorpce
hypericinu zistavaji nejasné a vyzaduji dalsi zkoumani, ovSem vysledky naznacuji, Ze
hypericin mize byt transportovan do nebo skrz buriky pomoci teplotné zavislé difuze, délent,
pinocytdzy nebo endocytdzy. Pomoci spole¢ného znaceni rakovinnych bunék hypericinem
a fluorescen¢nimi barvivy specifickych pro bunécné organely bylo odhaleno, ze
k hromadéni hypericinu dochdzi v membranach endoplazmatického retikula, Golgiho

aparatu, lysozomech a mitochondriich [9].

Fytocytotoxicita hypericinu je zavisla na kysliku, jelikoz za hypoxickych podminek
nejsou fotocytotoxické ucinky pfitomny. Na findlni odpovéd zprostfedkovanou
fotodynamickou terapii muze mit vliv také schopnost bunék prekonat oxidacni stres pomoci
aktivity ruznych cytoprotektivnich mechanismi vcetné bunécnych redoxnich systému.
Dalsim krokem ke zlepSeni pfistupu pii 1é€bé€ rakoviny je vyvinuti vhodného transportniho
systému a zlepSeni cileni na rakovinné buriky. Jednim z moznych feSeni je pouziti
lipoproteint jako pfirozené zalozenych transportéri, které mohou byt efektivni pfi dodavani
hydrofobnich molekul. Vysledky studii pfinesly informace, ze nizkodenzitni lipoprotein a
vysokodenzitni lipoprotein by mohly byt efektivné pouzity pro transport a cileni hypericinu

na rakovinné burky [9], [78].

Dalsim vyuzitim hypericinu je efektivnim cileni na mitochondrie, coz je jedna
z moznych strategii pii 1é€bé rakoviny. Bylo zjisténo, ze hypericin je u€innym ligandem
cilenym na mitochondrie. Hypericin funkcionalizovany oxidem grafenu ve spojeni
s doxorubicinem zvySoval synergickou protirakovinnou u¢innost chemoterapie a fototerapie
bez ocividnych nezadoucich vedlejsich ucinku. Testy In vifro a in vivo ukazuji, ze takto
funkcionalizovany hypericin zptsobuje indukci exprese klicovych proteini mitochondriemi

zprosttedkované apoptdzy a dochazi tak k apoptéze bunék karcinomu prsu. Mimo to
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vykazoval oxid grafenu nizkou toxicitu vici zdravym burikam, coz indikuje vysokou
bezpecnost funkcionalizovanych pftipravki oxidi grafenu. Ve spojeni s laserovym
ozafovanim by se mohlo jednat o zajimavou metodu protinadorové terapie, ovSem jsou

vyzadovany dalsi vyzkumy, aby mohl byt tento typ 1é¢by vyuzit v klinické praxi [79], [80].

Lécba kozniho melanomu

Kozni maligni melanom se fadi mezi nejsmrtelnéjsi typ rakoviny kiize. I ptes fadu
1éCebnych terapii, pocCitaje imunoterapii, chemoterapii, biochemoterapii a radioterapii, jsou
pokrocila stadia metastatického melanomu odolna k chemoterapeutické 1écbé s pétiletou
mirou pfeziti v 15% pfipadech. Jako potencialni lécba téchto onemocnéni se jevi
fotodynamicka terapie. Malo invazivni dvou krokova lécba lokaln€ zacileného nebo
systémového podavani fotosenzibilizatoru, poté ozareni tumorigennich bunék nebo nadoru

viditelnym svétlem v pfitomnosti molekularniho kysliku [81], [82].

Ukazalo se, ze hypericin byl pfijatelné vychytavan melanomovymi buikami a
transportovan do raznych intracelularnich organel. Po ozafeni dochazelo ke ztraté integrity
bunééné membrany, smrsténi bunék a apoptéze. Fotodynamickou terapii spolu
s chemoterapii 1ze nabidnout jako potencialni doplitkovou terapii pro 1é¢bu metastatického
melanomu. Tato sdruzena terapie u€inn€ zmensuje zivotaschopnost melanomovych bunék,

mimo to rusi schopnost obnoveni melanomovych bunek [81], [83], [84].

Toxicita

Pouziti pripravkt ztfezalky mize byt rizikové pro lidi, ktefi se sami 1€¢i
s potencialné zavaznymi psychopatologickymi stavy, pro které neni zadny zaznam
o snaSenlivosti ¢i ucinnosti. Nékteré slozky tiezalky teCkované siln€ indukuji enzymy, tudiz

je nutné vzit v potaz jejich farmakokinetické interakce pii soucasném uzivani 1éka [85].

Mezi nejcast€ji hlasené vedlejsi Gcinky pii pouziti komercnich extraktd pro 1é¢bu
deprese patii gastrointestinalni podrazeni, alergické reakce, inava a nervozita. Nezadouci
reakce vyvolané pripravky z tfezalky jsou obecné mirné, prechodné a podobné placebu.
Mnozstvi nezadoucich reakci bylo 10krat nizsi nez u syntetickych antidepresiv. Mezi dalsi
hlasené vedlejsi ucinky patiila fotodermatitida. K té dochazelo pfi dennich davkach

2-4 g komerc¢niho pfipravku, coz je zhruba 5-10 mg hypericinu [86], [87].
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2.3 Analytické metody pouzité pri studiu trezalky teckované a
hypericinu

2.3.1 Spektralni metody

Na rozdil od chromatografickych technik jsou pfimeé spektroskopické techniky rychlé
a levné, zafizeni spektrometri jsou snadno ovladatelné a béhem analyzy generuji malé

mnozstvi organického odpadu[88].

Zobrazovaci metody Fourierovy infracervené spektroskopie (FTIR) v kombinaci
s metodami analyzy dat byly vyuzity ke studiu morfologickych a molekularnich struktur
trezalky teCkované [89]. Ziskané vysledky pomoci FTIR byly srovnavany s histologickymi
informacemi ziskanymi ze svételné mikroskopie. Autofi poukazuji, ze FTIR zobrazovani
mize byt pouzito semikvantitativni zobrazeni lipidt, fosfolipidd, proteind, celuodzy,

nukleovych kyselin a uhlovodikd.

Stejni autoti se dale zaméfili na vyvoj analytické platformy, jez by umoznila pfimou
analyzu 1 kontrolu kvality tfezalkovych extraktd a pfipravka [90]. Ve studii bylo
demonstrovano, ze kombinace separacnich technologii shmotnostni a vibracni
spektroskopii umoziuje poskytnout hlubsi vhled do slozeni a 1ze taktéz identifikovat latky,

které jsou charakteristické pro tfezalku teCkovanou s ¢inskym pavodem.

J.D. Owen a kol. [91] si dali za cil vyvinout metodu pro analyzu pfipravka z tiezalky
teCkované za pomoci indukéné€ vazaného plazmatu s optickou emisni spektroskopii pro

stanoveni 11 prvka (Al, B, Ba, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Sr a Zn).

Zkoumanim kovu (Ca, Cu, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni a Zn) v riznych pfipravcich
trezalky teckované pomoci plamenové absorp¢ni spektrometrie a elektrotermické atomové
absorpcni spektrometrie se zabyval M. R. Gomez a kol. [92]. Také byly zkouméany
charakteristické slozky pro sestaveni fingerprintu pomoci kapilarni elektroforézy pro

odhaleni cizich latek ve fytofarmaceutickych vyrobcich.

A. Booker a kol. [93] srovnavali kvality registrovanych vyrobkt Traditional herbal
registration (THR) s neregistrovanymi. Jednotlivé produkty (granulované prasky, extrakty)
byly analyzovany pomoci vysokou&inné tenkovrstvé chromatografie a 'H NMR
spektroskopie. Bylo zjisténo, Ze 36 % zkoumanych komercnich vyrobki THR bylo
zfal§ovano, pravdépodobné jinymi druhy Hypericum pochazejicich z Ciny nebo pouzitim

odlisnych kultivard. Dale bylo zjisténo, ze u 19 % vyrobki dochazelo k pfidavani
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potravinaiskych barviv. Obecné dopliiky stravy a nelicencované produkty maji horsi kvalitu

nez registrované THR, az 53 % z nich nemélo stejny fingerprint jako referen¢ni standardy.

Pii analyze extraktti [94] 1H NMR spektroskopii byly extrakty rozpustény v 700 ul
DMSO-do6. Spektra byly méfeny pii frekvenci 600 MHz a jako standard byl pouzit
tetramethylsilan. Pro ziskani hmotnostnich spekter byl pouzit spektrometr s atmosférickou
chemickou ionizaci, se sondou pro piimé vlozeni a s analyzatorem doby letu (TOF). Byl
nastaven pozitivni ionizaéni modd. Pro ziskani infracerveného spektra v rozmezi 4000-

400 cm™ byl pouzit FTIR spektrometr s ATR nastavcem s diamantovym krystalem.

Schopnost hypericinu (rozpusténého v Cistém DMSO) interagovat s modelovym
mutagenem byla zkoumana pomoci absorpcnich a fluorescencnich metod. Pro absorp¢ni
analyzu byla pouzita 1cm kyveta, rozmezi vlnovych délek cinilo 300-800 nm.
Fluorescencni analyza probihala v 0,4 x 1 cm kyveté za pouziti excitacni vlnové délky
567 nm a 606 nm s excitacni a emisni spektralni §itkou 2,5 a 5 nm. Jako dal§i metoda byla
pouzita Casove rozliSena fluorescence, kde excitace byla dosazena pulzni diodou pfi 574 nm
a nasledna fluorescence byla pozorovana pii 600 a 645 nm. VSechna méfeni probihala

pfi 2 nm excitacni a emisni spektralni Sifce [95].

2.3.1 Plynova chromatografie
Plynova chromatografie (GC) je nejCasteji vyuzivana pii charakterizaci esencialnich
oleju trezalky teckované. Jako spolehlivy detektor pro kvantifikaci esencialnich slozek oleje
se ukazal plamenové-ioniza¢ni detektor (FID). Identifikaci pikd v chromatografu Ize urcit

pomoci jejich retencnich indext nebo srovnani fragmentacnich spekter s tidaji v databazich

[96].

Analyzou hydrodestilovanych éterickych oleji pomoci GC se zabyval
A. Bertoli akol. [97]. Tato technika byla zvolena, protoze pifedstavuje pro analyzu
éterickych oleju ziskanych z tfezalky teckované techniku prvni volby v oficialni kontrole
kvality rostlinného materialu. GC-FID byl pouzit pro kvantifikaci slozek oleje. Pro ziskani
hmotnostnich spekter byla pouzita elektronova a chemicka ionizace. Jako detektor byla
pouzita iontova past. K identifikaci pikd byly pouzity linearni reten¢ni indexy. Ziskana MS

spektra byla srovnavana se spektry v databazi.
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Pro profilovani metabolith k odliseni tfezalky teckované od ostatnich rostlin z rodu
Hypericum byl pouzit GC-FID [88]. Byla zvolena kapilarni kolona (30 m x 0,32 mm,;
0,25 um tloustka filmu). Teplotni program byl nastaven na rozsah 70-230 °C, teplota
davkovace a rozhrani €inila 250 a 300 °C. Objem vstfikovaného analytu byl 1 pl. Jako nosny

plyn bylo pouzito helium s pritokem 2 ml/min.

2.3.2 Kapilarni elektroforéza

Pro separaci a detekci osmi flavonoidi pochazejicich ze tfi rostlin vyuzivanych v
tradi¢ni ¢inské mediciné (jednou zrostlin je tfezalka teCkovand) byla pouzita kapilarni
elektroforéza (CZE) s wall-jet amperometrickou detekci [98]. Experiment probihal na
domacky vyrobeném kapilarnim elektroforetickém systému. V detekénim zasobniku byl
tiielektrodovy systém sestavajici z platinové pomocné elektrody, referencni elektrody
Ag/AgCl a pracovni diskové uhlikové elektrody. Predmétem vyzkumu byla optimalizace
analytickych podminek. Experiment se provadél v 18 mmol/l boraxovém pufru o hodnoté

pH 10,2 pfi separacnim napéti 2000 V.

R. Hamoudové a kol. [99] se snazili vyuzit on-line kombinaci kapilarni zénové
elektroforézy (CZE) s kapilarni izotachoforézou pro separaci a kvantifikaci urcenych
fenolickych kyselin a flavonoida nachazejicich se v kvétech a listech tfezalky teckované.
Jako vedouci elektrolyt v pfed separacnim kroku pro izotachoforézu byl zvolen
10 mmol/l HCI s Tris (trisaminomethanem) jako protiiontem (pH 7,2). Koncovy elektrolyt
sestaval z 50 mmol/l kyseliny borité o pH 8,2 (upraveno hydroxidem barnatym). Zakladni
elektrolyt se  skladal  z25 mM B-hydroxy-4-morfolinpropansulfonové  kyseliny,
50 mmol/l-Tris, 65 mmol/l kyseliny borité, pH=8,3. Obsah methanolu v elektrolytech byl
20 % vv.

Analyza hypericinu a hyperforinu pomoci CZE byla provedena metodou nevodné
kapilarni elektroforézy s minimem modifikaci [100]. Pro separaci byla pouzita kiemikova
kapilara (75 um 1.d.). Zakladni elektrolyt se sklddal z methanolu, dimethylsulfoxidu, N-
methyl formamidu (3:2:1 v/v/v) jako rozpoustédlo, s SO mmol/l octanem amonnym 150 mM
octanem sodnym a 0,02% (w/v) kationovym polymerem hexadimethrine bromid k obraceni

toku.
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2.3.3 Kapalinova chromatografie
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC; UHPLC) piedstavuje jednu
znejvice pouzivanych analytickych metod v oblasti kvalitativniho a kvantitativniho
zkoumani rostlinnych materiali. Mimo znacné selektivity a ti€innosti je v§ak potieba zminit
i diraz na vyssi ekonomickou a ¢asovou naro¢nost. V piipad€ omezeni isokratickou eluci
mize byt problémem separovat latky s rozdilnou polaritou. Pravée HPLC je pro
svij potencial vhodna analyticka metoda pro analyzu Sirokého spektra latek obsazenych v

trezalce [88].

Pomoci HPLC s fluorometrickym detektorem byl analyzovan hypericin
v alkoholickych extraktech a napojich [101]. K ptipraveé vzorka byl pouzit 1 g alkoholického
napoje nebo fytoterapeutické tinktury, poté byl smichan s methanolem v poméru 1:25 pro
tinktury a 1:5 pro alkoholické napoje. Vzorky byly potom prefiltrovany pies GVi3 Millex
filter. Pokud byly vzorky uchovavany pfi teploté -18 °C, byly stabilni po dobu 2 tydnid. Ke
chromatografické analyze byla pouzita kolona Cig (3 um) (reverzni faze 8,3x0,4 cm L.D.).
Kolona byla udrzovana pii teploté 50 °C. K eluci byly pouzity dvé smeési eluent: mobilni
faze A sestavala z fosfatového pufru (pH 7) a methanolu (3:7, v:v); mobilni faze B sestavala
z vody a methanolu (3:7, v/v). Vlnova délka detektoru byla 470 nm pro exitaci a 590 nm pro
emisi. Analyza trvala celkem 30 minut a retencni Cas hypericinu byl okolo 9 minut.
Kvantitativni vyhodnoceni bylo pomoci linearni regrese piimky, ke sestrojeni kalibracni
pfimky byly pouzity kalibraéni roztoky o koncentraci 0,05-3,2 mg/kg.
Ve fytoterapeutickych extraktech se koncentrace hypericinu pohybovala v rozmezi

9,1-12,5 mg/kg, v alkoholickych napojich byl obsah hypericinu nizsi nez LOQ.

Seyis a kol. se zabyvali analyzou ucinnych latek obsazenych v tfezalce teCkované
(Hypericum perforatum) pomoci HPLC, SPME (mikroextrakce na pevné fazi) a GC [102].
Vzorky rostlin pochazely zTurecka a byly sesbirany v riznych nadmofskych
vyskach (391-2210 m.n.m.), rostliny se poté suSily pii pokojové teploté. Ususené vzorky
rostlin byly mechanicky homogenizovany na prasek, poté probihala extrakce 0,1 g tohoto
prasku v 10 ml methanolu v ultrazvuku (60 min pii 40 °C). Pfipraveny extrakt byl
prefiltrovan skrz membranovy filtr o porozité 0,22 um. Separace flavonoidu a fenolickych
kyselin probihala na koloné RP—18 (5 um, 250 mm x 4 mm). Mobilni faze se skladala

z ethylacetatu, vodného roztoku 0,1 M dihydrogenfosfore¢nanu sodného (pH 2) a methanolu
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(39:41:160, v:v:v). Pratok mobilni faze byl 1 ml/min a teplota kolony byla 40 °C. Detektor
diodového pole (DAD) byl nastaven na 207 a 589 nm.

Metoda HPLC s gradientovou eluci byla pouzita pro stanoveni sekundarnich
metabolitt (flavonoidy, naftodiantrony atd.) v tiezalce teCkované [103]. Pro analyzu byly
sesbirany tfileté rostliny, které byly nasledné suSené v temné mistnosti pfi pokojové teplote.
Vzorek rostliny pro analyzu byl pfipraven z 0,5 g namletého rostlinného materialu a 10 ml
methanolu, poté byl vzorek extrahovan pomoci magnetické michacky nebo ultrazvuku po
dobu 15 minut. Poté byl vzorek centrifugovan, a filtrovan. Zbyla sedlina byla re-extrahovana
stejnou cestou. Vzorky rostlinnych 1écivych produkti a dopliki stravy byly pfipraveny
navazenim 0,5 g praskového materialu (z 10 nadrcenych tablet nebo z obsahu 10 kapsuli),
extrakéni procedura byla stejnd jako u prfedchoziho vzorku. VSechny extrakty byly
prefiltrovany pies 0,45 um PTFE filtr. Chromatograficka separace probihala na kolon¢ HS
PEG (150 mm x 4,6 mmi.d., 5 um). Pouzita byla gradientova eluce, mobilni faze se skladala
ze (slozky A) 0,1 mol/l octové kyseliny a (slozky B) methanol-acetonitril (5:4, v:v). Detekce
probihala na UV-VIS detektoru pii vinovych délkach 270 nm (pro chlorogenovou kyselinu,
flavonoidy a floroglucinoly) a 590 nm (pro naftodianthrony).

Metodologické aspekty kvantifikace biologicky aktivnich latek rodu Hypericum byly
sledovany nahromadénim sekundarnich metabolitd dvou druhil tfezalek (H. perforatum a
H. annulatum) v listech a stoncich, a dale byl porovnavan obsah metaboliti pii pouZiti
raznych extrak¢nich Cinidel (80 % methanol nebo 60 % ethanol). Rostlinny material byl
suSen po dobu 3 hodin pii 60 °C, poté byl namlet na prasek. Prasek z 250 mg suchého
materialu byl extrahovan tiikrat Cerstvou davkou 80 % methanolu nebo 60 % ethanolu
v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut a pii teplot¢ 40 °C. Ziskané extrakty byly
centrifugovany a smes vSech tii supernatantd byla prefiltrovana ptes 0,22 um filtr. Primarni
extrakty byly zfedény pétkrat prislusSnym rozpoustédlem (250 mg ususeného materialu v 25
ml). Roztok pro analyzu sestaval z30 pl extraktu, 470 pl redestilované vody, 975 ul
2% Na2COs a 25 pl Folin-Ciocalteu €inidla. Pro analyzu hyperforinu a hypericinu pomoci
HPLC byla zvolena kolona RP18 (10 cm x4,6 mm i.d., 2,6 um velikost ¢astic), smés
acetonitrilu s 0,025 % trifluoroctovou kyselinou a 200 mmol/l amonium acetatového
vodného roztoku (70:30 v/v) jako mobilni faze, prutok byl udrzovan na 1 ml/min. Pro

detekei byl pouzit DAD (190-700 nm) [100].
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Byla vytvofena robustni metoda pro kvantifikaci hypericind (hypericin,
pseudohypericin, protohypericin, protopseudohypericin) a jejich prekurzori (emodin a
skyrin) v zivych kulturach trezalky teckované [104]. In vitro byly extrahovany vyhonky
ttezalky  teCkované.  Analyza byla  provadéna pomoci UPLC  systému
se spektrometrickym/fluorescencnim detektorem pro kvantifikaci. Byla pouzita kolona
(BEH C18 2,1x100 mm, 1,7 um), byla pouzita binarni mobilni faze skladajici se
z A: 10 mmol/l acetatu amonného okyseleného 0,1 % kyselinou mravenci,

B: acetonitril/methanol (80:20, v:v).

Byly porovnavany metody vysokoucinné kapalinové chromatografie s vysokym
rozliSenim pro stanoveni hypericinu za riznych chromatografickych podminek. Dalsim
predmétem zkoumani byl vliv extrakce na mnozstvi vyextrahovaného hypericinu. K extrakci
byly pouzity dvé metody a to: extrakce za asistence xylenasy a mikrovinna extrakce. Pfi
kombinaci téchto dvou metod doslo k narustu vytézku extrakce oproti extrakci bez asistence.
Pro HPLC analyzu byla pouzita kolona C18 (250 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 pm). Optimalni
mobilni faze sestavala z methanolu, acetonitrilu, 0,1 mol/l dihydrogenfosforecnanu sodného

(2:3:1 v:v:v). UV-VIS detektor byl nastaven na vinovou délku 590 nm [105].

K. Zeliou a kol. [94] se zaméfili na vyvinuti moderni valida¢ni HPLC metody pro
analyzu extraktd a produktd (infaze, tablety) tfezalky teCkované pro presnou kvantifikaci
hlavnich komponent trezalky (fenolické kyseliny, flavonoidy, naftodiantrony a
floroglucinoly). Extrakty byly pfipraveny pomoci macerace 5 g suchého materialu tfezalky
v methanolu a zkoncentrovany susenim ve vakuu pii 30°C. HPLC systém pro analyzu se
skladal z DAD detektoru (590 nm pro naftodiantrony). Kolona C18 (250x4,6 nm, i.d. 5 um)
s predkolonkou byla vyhtivana na 30°C. Mobilni faze sestavala z octanu amonného (pH 4,5;
10 mmol/1), acetonitrilu a methanolu v objemovym poméru uréenym gradientem. Latky byly
kvantifikovany pomoci metody vnéjsiho standardu s vyuzitim kalibra¢ni kiivky pro kazdou

latku zvlast.

Pro porovnani chemického slozeni Hypericum perforatum a H. maculatum
v Estonsku byl pouzit systém HPLC-DAD-MS. SuSené rostliny byly extrahovany
v methanolu (1:20 w:v) za nepfiistupu svétla pii pokojové teploté po dobu 24 hodin. Extrakty

byly pred nastfikem do systému prefiltrovany a centrifugovany [106].
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2.3.4 Elektrochemické metody

Tyto metody lze vyuzit pouze pro elektrochemicky aktivni latky. V trezalce
teCkované je pfitomno hned né&kolik elektrochemicky aktivnich latek (napt. hypericin,
pseudohypericin. hyperforin a flavonoidy). Pti obsahu vice elektrochemicky aktivnich latek
ve smési, kterou chceme analyzovat, je dulezité pouzit vhodnou separac¢ni metodu ve spojeni
s elektrochemickou metodou. Pomoci separacni metody dojde k rozdéleni smési na
jednotlivé komponenty, které lze snaze analyzovat. Pro separaci mohou byt vyuzity
elektromigra¢ni metody (napt. kapilarni elektroforéza s wall-jet amperometrickou detekci
[98]) nebo chromatografické metody (napt. HPLC-ECD [107]-[110]). Kromé& spojeni se
separacnimi metodami, lze bylinné extrakty =z tfezalky analyzovat 1 samostatnymi
elektrochemickymi metodami, jako je napft. diferen¢né pulzni voltametrie [111]. Pfestoze se
zda byt vyhodné pouziti elektrochemickych metod pii analyze elektroaktivnich latek

trezalky teCkované, v literatufe 1ze najit pouze omezeny pocet udaju o jejich vyuziti.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Instrumentalni vybaveni

HPLC systém se skladal ze Shimandzu LC-10AD isokratické pumpy
(SHIMANDZU, Japonsko) s tlumi¢em pulst, manualniho davkovace vybaveného 20 pl
smyckou Rheodyne (Rheodyne, Cotati, CA, USA). Jako elektrochemické detektory byly
pouzity ESA amperometricky detektor (Model 5040) vybaveny bérem dopovanou
diamantovou elektrodou a ESA coulometricky detektor III s dvouelektrodovou standardni
analytickou celou (Model 5010 A) v kombinaci s guard celou (Model 5020) umisténou pred
davkovacem (vSechny ESA Inc., Chelmsford, MA, USA). Jako spektrofotometricky
detektor byl pouzit UV-VIS detektor Shimadzu SPD 10-A VP (Shimadzu, Duisburg,
Némecko). Byly pouzity kolony sreverznimi fazemi C18 5 um, 250 mm x 2,1 mm LD.
(Supelco, Bellefonte, PA, USA) a C8 5 um, 250 mm x 2,0 mm L.D. (Macherey-Nagel,
Diren, Némecko). VSechny casti pfistroje byly spojeny pomoci PEEK kapilar. Pro
nahravani chromatografickych dat byl pouzit software Clarity (DataApex, Praha, Ceska
republika). Vzorky byly vpravovany do systému pomoci sklenéné 250 a 25 ul strikacky
(Hamilton, Reno, NV, USA).

Voltametrické experimenty byly realizovany na Eco-Tribo polarografu
(Polaro-Sensors, Praha). Pro nahravani voltametrickych dat byl pouzit software PolarPro

verze 4.

3.2 Chemikalie

Acetonitril (HPLC-super gradient, VWR Chemicals, Francie), Methanol (HPLC-
gradient grade, Fisher Scientific, UK), ethanol (HPLC-super gradient, PENTA, Ceska
republika), dihydrogenfosforeénan sodny (Sigma-Aldrich, Ceska republika), kyselina
trihydrogenfosfore¢na (PENTA, Ceska republika), hypericin (Sigma-Aldrich, USA),

deionizovana voda (Milipore, Francie), ultra ista voda (Biosan)
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3.3 Vzorky tinktur

o Trezalka teCkovana — tinktura zbyliny (vyrobce: Mgr. Jarmila Podhorna
Nadéje)
e Trezalka — bylinné kapky (vyrobce: Valdemar Gresik)

e Trezalka — tinktura z pupent (vyrobce: Serafin)

Vsechny zakoupené komeréni tinktury byly vyrobené na tizemi Ceské republiky.

3.4 Pracovni postupy

Ptiprava pufru

Pufr byl pfipraven pfesnym navazenim odpovidajictho mnozstvi NaHPOs a
rozpusténim ve vodé pro HPLC. Na pozadovanou hodnotu pH byl pufr upraven pomoci
ziedéné kyseliny fosforecné. Takto pripraveny pufr byl nasledné vakuové prefiltrovan pres
mikrofiltr o velikosti port 0,2 um. Pokud neni uvedeno jinak, tak se ve vétsiné méfeni jako

pufr pouzival 25 mmol/l fosfatovy pufr o pH=3.

Piiprava mobilni faze
Mobilni faze byla pfipravena smichanim odpovidajicich objemt potfebnych

rozpoustédel. Po smichéani byla mobilni faze odplynéna za pomoci helia nebo ultrazvuku.

Priprava standardu a skladovani standardu

Standard hypericinu byl pfipraven rozpusténim 1 mg standardu v 1 ml ethanolu
(c=1 mg/ml). Z tohoto standardu bylo odpipetovano 100 ul a doplnéno na 1 ml
ethanolem (c=0,1 mg/ml). Pro méfeni se odebralo ze standardu s ¢=0,1 mg/ml 100 pl, a
k nému byla pfidano 100 pl pufru o pH=3 (c=0,05 mg/ml). Standard o c=1 mg/ml byl
skladovan v mrazaku pfii teploté -75 °C. Standard o ¢=0,1 mg byl skladovan v mrazaku pfi
teploté -18 °C. Pracovni standard o ¢=0,05 mg/ml byl skladovan taktéz v mrazaku pfi

teploté -18 °C.

Priprava vzorku tinktur pro HPLC analyzu

Vzorky tinktur byly nejprve prefiltrovany pies diskovy filtr. Poté byly vzorky tinktur
fedény vodou, vzdy jeden dil tinktury byl fedén stejnym dilem vody. Vznikl tak 50 % roztok
tinktury. Takto pfipraveny roztok byl nastfiknut do systému HPLC.
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Sbér kvétu a rostliny a jejich zpracovani

Pro identifikaci rostliny byly vyuzity dostupné informace jak na internetu, tak
v atlasu kvéteny Ceské republiky. Pro ujisténi, Ze se jedna o spravnou rostlinu, byl proveden
test, kdy mezi prsty byl tfen kvét trezalky a pokud se jednalo o tfezalku, tak se na prstu
objevilo ¢erné zbarveni. Rostliny byly sbirany ve tfech terminech a to: 05. Cervence, 11.
srpna a 06. zafi 2021. Rostliny byly sbirany pouze za jasného dne v rannich hodinach. Mezi
nejCastéjSimi misty vyskytu byly mytiny nebo okraje lesa. VSechny rostliny byly sesbirany

v okoli Varnsdorfu v nadmofiské vysce piiblizné 400 m. n. m..

Rostliny byly po sesbirani n€kolik hodin ponechany na slunci, aby se zbavily ranni
rosy. Poté byly rostliny zbaveny necistot a svazany do snopku, které byly povéSeny ve stinné

mistnosti. Suseni probihalo za pokojové teploty.

Priprava a vyroba vlastni tinktury

Cerstvé natrhané kvéty trezalky teGkované (asi 10 g) byly dany do reagenéni lahve,
dale ke kvétim bylo pfilito 200 ml 50 % ethanolu. Takto pfipravena smés pro maceraci byla
ponechana 8 tydna ve tmé pii pokojové teploteé. Po uplynuti byla provedena dekantace do

lahvicky s tmavym sklem.

Vypocet kapacitniho faktoru

Kapacitni faktor (k) urCuje zadrzeni latky na koloné. Je ovlivnén stacionarni fazi,
mobilni fazi a teplotou. Obecné ¢im je kapacitni faktor vys§si, tim ziskavame lepsi rozliseni
(optimalni k je 2-8). Je uren pomérem redukovaného retencniho Casu (t'r) a mrtvého Casu

(tm). Redukovany retencni Cas byl ziskan z rozdilu reten¢niho ¢asu (tr) a mrtvého Casu.

Voltametrické experimenty

Pred zacitkem meéfeni byl povrch pracovni elektrody leStén pomoci suspenze
aluminy nanesené na navlhcenou textilii. Pak byl povrch elektrody oplachnut destilovanou
vodu ze stficky. Jako pracovni elektroda byla pouzita elektroda ze skelného uhliku,
argentchloridova elektroda poslouzila jako referentni elektroda, pomocnou elektrodu tvoril

platinovy dratek. Skenovaci rozsah €inil -500 az 1800 mV a rychlost skenu pro cyklickou
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voltametrii 1 pro voltametrii se ¢tvercovou vinou (square-wave voltametrie) byla 100 mV/s.

Byly registrovany dva opakované cykly.

Pro voltametrickd stanoveni byl pouzit standard hypericinu (c=0,05 mg/ml), ve
kterém byl pfitomen fosfatovy pufr. Zakladni elektrolyt (ZE) byl tvofen ethanolem a pufrem
(50:50, v:v). VSechna voltametrickd méfeni byla provadéna ve voltametrické nadobce pro

méfeni malych objem s fritou.

Studium kinetiky fotodegradace

500 mg suSené rostliny bylo navazeno do reagencni lahve, ktera byla obalena
hlinikovou folii kvuli zabranéni sluneénimu zafeni. Poté bylo do reagencni lahve piilito
20 ml extrak¢ni smési (16 ml ethanolu + 4 ml vody). Lahev byla umisténa do ultrazvuku na
20 minut. Vysledny extrakt byl pfefiltrovan pres diskovy filtr do prusvitnych sklenénych
vialek. VSechny tyto operace probihali za nepfistupu svétla. Z vialek byl odebran bod 0 a
nasledné vialky byly umistény na parapet okna (za krasného bezmra¢ného pocasi) a
pod UV lampu (nastavena vinova délka Cinila 365 nm). Z vialek bylo za kazdé casové
obdobi odpipetovano 250 ul extraktu, ke kterému bylo napipetovano stejné mnozstvi vody,
a nasledné byl roztok umistén do tmy. VSechny odebrané ¢asti byly nasledné zanalyzovany

pomoci HPLC ve spojeni s UV-VIS a elektrochemickym detektorem.

3.5 Chromatografické podminky
Nastaveni pro systém HPLC: pratok mobilni faze 0,3 ml/min, mobilni faze
ACN : methanol : fosfatovy pufr (45:30:25, v:v:v) (pro analyzy v kap. 4.3, 4.4, 4.5, 4.6) a
ACN:fosfatovy pufr (70:30, v:v) (pro analyzy v kap. 4.1 a 4.2), kolony s reverznimi fazemi
C18 Sum, 250 mmx2,1 mmID. (pro analyzy vkap. 41 a 42) a C8 5pum,
250 mm x 2,0 mm LD. (pro analyzy vkap. 43, 44, 4.5, 4.6), objem néstiiku 10 pl

(provadén manualng), separace probihala za pokojové teploty.

Detekéni podminky: vlnova délka 590 nm, deponovany potencial na pracovni

elektrodé 800 mV (vs. Pd/H2), proudovy rozsah 20-100 nA/V.

Déle byla pro vSechna méfeni vyuzivana guard cela s nastavenym potencidlem

800 mV, ktera byla pripojena pred nastfikem.

Pokud neni uvedeno jinak, byly pro vSechny analyzy pouzity vySe uvedené
podminky.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace podminek pro separaci

Pred analyzou realnych vzorki a kvantifikaci hypericinu byl studovan vliv
jednotlivych chromatografickych parametrii (slozeni mobilni faze, stacionarni faze,

pH puftu a teplota) na separaci hypericinu.

4.1.1 Vliv sloZzeni mobilni faze
Byl studovan pouze vliv organického modifikatoru na separaci hypericinu. Jelikoz
ve vSech pripadech byl pouzivan fosfatovy pufr o dostatecné Cistoté, nebyl proto zkouman
vliv i jinych anorganickych iontl. Z organickych rozpoustédel byl studovan methanol

(MeOH), acetonitril (ACN) a ternarni mobilni faze z obou rozpoustédel.

Pro zjisténi optimalniho obsahu organického modifikatoru byly studovany riazné
objemové zlomky (¢) ACN v mobilni fazi (0,58; 0,64; 0,70; 0,76; 0,82). Do grafu byla
vynesena zavislost logaritmu kapacitniho (nebo téz retencniho) faktoru (log k) na obsahu

ACN v mobilni fazi.

1,0 -

0,8 -

0,4

log k

0,2 +

'0,2 T T T T T 1
0,55 0,60 0,65 0,70 0,75 0,80 0,85
¢ (objemovy zlomek ACN v MF)

Obr. 6 - Vliv podilu acetonitrilu na logaritmus kapacitniho faktoru hypericinu
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Na Obr. 6 lze vidét vliv obsahu ACN na kapacitni faktor. Postupné se snizujicim se
mnozstvim acetonitrilu zvySoval logaritmus kapacitniho faktoru. Dle ocekéavani dochéazelo
s rostoucim kapacitnim faktorem i krozSifovani piku hypericinu, jak muzeme vidét
na Obr. 7. Kromé sledovani dopadu mnozstvi ACN na tvar a symetrii piku, musela byt brana
v potaz i separace realnych vzorkd. Z tohoto divodu byla provedena kontrolni analyza

alkoholického extraktu s cilem posoudit separaci ostatnich komponent ve vzorku.

0,82

0,76

0,70 °

0,64 /\“

0,58

0 5 10 15 20 fide]
Cas ’

Obr. 7 - Vliv objemového zlomku (¢) ACN na separaci hypericinu

Dalsim studovanym organickym rozpoustédlem byl methanol. Prestoze byla
provedena série experimentd s riznym obsahem methanolu, nebyl dosazen uspokojivy

vysledek analyzy, proto bylo od vyuziti methanolu v binarni mobilni fazi upusténo.
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S cilem sledovat vliv selektivniho pfispévku methanolu, ktery byl pfidavan jako cast
frakce do ternarni mobilni faze, byla vyzkouSena mobilni faze ve slozeni
ACN:MeOH:fosfatovy pufr. Kde se postupné snizoval objem ACN, a zaroven se zvySoval
objem methanolu, tak aby celkovy obsah organické faze zistal stejny. Byly postupné
vyzkouSeny ti1 mobilni faze o slozeni ACN:MeOH:fosfatovy pufr (65:10:25, 55:20:25,
45:30:25, viviv).

ACN (%) MeOH (%)  fosfatovy pufr (%) k
65 10 25 2,11
55 20 25 5,47
45 30 25 7,92

Tab. I - vliv sloZeni ternarni mobilni faze na kapacitni faktor

Mimo Ccist¢ binarnich smési byla vyzkousena ternarni mobilni faze z duvodu
vylepSeni separace pii analyze realnych vzorkd. Pii soucasné provadéné kontrole realnych
vzorkd byla pozorovana lepsi diferenciace pikd na zacatku analyzy. Tento fakt byl dilezity
nejen pro analyzu realnych vzorkl, ale také pro nasledné provadéné studium kinetiky
fotodegradace (viz 4.6). Pro tyto ucely byla pouzita mobilni faze o slozeni

ACN:MEOH:fosfatovy pufr (45:30:25, viv:v).

Dale bylo pozorovano, ze dochazi k rozsitovani pikd, diky vzorkiim v solventu s
dostatecné velkou elucni silou (ethanol). Z tohoto divody byly vzorky a extrakty fedény

vodou (1:1). Tento krok vedl k zazZeni pika.
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4.1.2 Porovnani typu sorbentu stacionarni faze
Pouzity typ stacionarni faze (C18) je charakteristicky tim, ze vyrazné diverzifikuje
latky na zakladé rozdilné polarity, coz muize byt nevyhodou pfi analyze komplexnich smési
latek. Tato skutecnost méa za nasledek delsi dobu analyzy, zvlast' pfi analyze realnych
vzorkt. Z tohoto davodu byl testovan vliv selektivity C8 stacionarni faze misto pouzivané
C18. Pii zkraceni alkylového fetézce stacionarni faze doslo ke snizeni doby analyzy beze

zmény ucinnosti separace. Proto byla kolona C8 pouzita pro analyzu realnych vzorkd.

4.1.3 Vliv pH pufru na separaci

Dalsim krokem optimalizace separace bylo studium vlivu pH pufru na separaci.

Postupné pfi tomto experimentu byla testovana sada pufra o pH: 2.5; 3,0; 3.5; 4,0; 4.5.

3,0 q

2,0 T T T 1
2,5 3 3,5 4 4,5

pH

Obr. 8 - Vliv pH pufru na kapacitni faktor hypericinu

Na Obr. 8 je vidét vliv pH pracovniho pufru na kapacitni faktor. Z grafu vyplyva,
ze sklesajicim pH roste kapacitni faktor. Z toho lze usuzovat slabé kysely charakter
hypericinu. VSechny hodnoty pH se z hlediska kapacitniho faktoru jevily jako vhodné.
Vzhledem k doporucovanému pH rozsahu kolony (2-10) bylo pro dalsi experimenty zvoleno

pH=3.
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4.1.4 Vliv teploty na separaci

Je znamo, ze teplota ma vliv na termodynamiku a kinetiku chromatografické
separace. Timto experimentem byl zkouman vliv teploty kolony na retenci standardu
hypericinu. Postupné byly proméfeny ctyfi hodnoty teploty (25, 35, 40 a 45 °C). Pti tomto
experimentu byla kolona umisténa do termostatu, ktery byl temperovan na prislu§nou
teplotu. Pii kazdé zméné teploty termostatu se vyCkalo minimalné 30 minut, aby byla
dosazena tepelna ekvilibrace kolony. V nasledujicim grafu (Obr. 9) je uvedena zavislost
pfirozeného logaritmu kapacitniho faktoru (In k) na reciproké hodnoté termodynamické

teploty TL.

1,2 ~
1,0 A

0,8 -

0,2 A

0,0 T T
3,10E-03 3,15E-03 3,20E-03 3,25E-03 3,30E-03 3,35E-03 3,40E-03

1/T(KY)

Obr. 9 — Zavislost ptirozeného logaritmu na teploté kolony

Z Obr. 9 muzeme vidét, ze se vzrustajici teplotou dochazi ke snizovani ptirozeného
logaritmu kapacitniho faktoru. Z kinetického hlediska by se vzrustajici teplotou mél byt
chromatograficky systém ucinnéjsi. Pro zjednoduSeni experimentalniho uspotadani, kdy

vyS$si teploty nepfinaseli zlepSeni separace, byla zvolena pokojova teplota pro dalsi analyzy.
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4.2 Elektrochemicka charakterizace hypericinu

Pro ur€eni vhodného pracovniho potencialu bylo nutné provést fadu experimentu.

Kromeé sestrojeni hydrodynamickych voltamogramti (HDV) byl hypericinu elektrochemicky

charakterizovan i pomoci voltametrie (cyklicka a square-wave).

Na Obr. 10A (vytez Obr. 10B) je zobrazen cyklicky voltamogram hypericinu.

V analytické oblasti jsou evidentni tfi signaly (prvni pfi 700 mV, druhy pfi 1100 mV a tieti

pii 1500 mV vs. Ag/AgCl). Pii obraceném katodickém skenu se neobjevil zadny signal.
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Obr. 10 A,B - Cyklicky voltamogram hypericinu 9,9-10° mol/l, (a, b, c) signal analytu, rychlost
skenu=100 mV/s, ZE: 50 % fosfatového pufr a 50 % ethanolu (v:v)
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Experimenty v klasickém  elektrochemickém  uspofddani jsou narocné
na dostatecnou koncentraci analytu (fadové 1 mmol/l). V mém pfipadé jsem byl limitovan
malym mnozstvim standardu rozpusténého v ethanolu, ktery musel byt pro elektrochemické
experimenty jesté¢ dale fedén fosfatovym pufrem, aby byla zajisténa dostateCna vodivost.
Z tohoto divodu byla provedena square-wave voltametrie, ktera je zpravidla citlivéjsi a

mohla by tak vhodnéjsi pro analyzu malo koncentrovanych analytt.

40
35
30
25
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15
300 500 700 900 1100 1300 1500 1700

E (mV vs. Ag/AgCl)

Obr. 11 — Square-wave voltamogram pro hypericin 9,9-10° mol/l, (a, b, c) signal analytu,
rychlost skenu=100 mV/s, ZE: 50 % fosfatového pufr a 50 % ethanolu (v:v)

Na square-wave voltamogramu (Obr. 11) lze vidét tfi signaly pii potencialech 700,

1100 a 1500 mV vs. Ag/AgCl.
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Vhodny pracovni potencial pro experimenty s elektrochemickym detektorem (ECD)
byl zjistovan pomoci hydrodynamickych voltamogramt. Byly sestrojeny dva HDV
na riznych elektrodovych materialech (tenkovrstva BDD a porézni grafitova elektroda).
HDV je vyjadien jako zavislost protékajiciho proudu mérnou celou (v naSem piipadé je

vynasena vyska piku) na vkladaném pracovnim potencialu (vs. Pd/H>).

0 —o—o—0—0o—
-400 -300 -200 -100 0 100 200 300 400 500 600 700

E (mV vs. Pd/H,)

Obr. 12 - Hydrodynamicky voltamogram hypericinu

Obr. 12 znazoriiuje HDV naméfeny pomoci porézni grafitové elektrody. Prvnim
bodem voltamogramu je potencial -300 mV, pfi nizsich potencialech nedochazelo k oxidaci
standardu hypericinu. Postupné byl pracovni potencial navySovan po 100 mV az do
potencialu 700 mV. Pro potencialy -300 az 300 mV byla zvolena citlivost 500 nA/V a pro
potencialy 400 az 700 mV byl proudovy rozsah 5 pA/V.
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Obr. 13 - Hydrodynamicky voltamogram hypericinu (tenkovrstva BDD elektroda)

Obr. 13 predstavuje HDV hypericinu sestrojeny pomoci tenkovrstvé BDD
elektrody. Jako pocateCni pracovni potencial byl zvolen 500 mV, pfi niz§im potencialu
nedochazelo k oxidaci hypericinu. Poté byl potencial postupné navysovan po 100 mV do
potencialu 1600 mV. Poc¢atecni citlivost (proudovy rozsah) €inila 1 pA/V, pfi 1300 mV byla
citlivost zménéna na 5 pA/V, a poté pii 1600 mV na 10 pA/V. Pii vysSich pracovnich
potencialech bylo pozorovano vyrazné rozSifovani chromatografickych pika. Z tohoto
divodu byl pro analyzy realnych vzorki zvolen kompromisni potencial 800 mV, ktery
poskytoval uzsi piky a nizsi Sum.

Pro dalsi experimenty byla zvolena amperometricka cela s BDD elektrodou. I kdyz
dle ocekavani cela s BDD elektrodou poskytovala niz$i proudovou odezvu (kvuli mensi
ploSe elektrody), vykazovala v§ak mensi sklony k adsorpci latek, coz se projevilo uz§imi
piky pfi analyze realnych vzorkl. Na druhou stranu byla po urcitém poctu nastriki (vétSinou
deset) pozorovana pasivace elektrody a tim padem ke snizeni odezvy signalu. Je znamo, ze
se BDD elektroda kvili malému povrchu snaze zanese depozitem pii opakovanych
meétenich. Pfi odhaleni pasivace sehrala pozitivni roli duélni detekce, kdy pik standardu
zmeéteny ECD mél o dost menS$i vysku oproti predchozim analyzam, avsak vyska piku

detekovana pomoci UV-VIS detektoru se vyrazné nezménila.
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Pro ucely elektrochemického ¢isténi byl vyvinut postup sestavajici z aplikace dvou
pulzii (1800 a -1000 mV po dobu 5 minut). Aplikace vysokého a nizkého pracovniho

potencialu se osvédcila a podafrilo se tak obnovit ptivodni odezvu elektrody.
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4.3 Separace realnych vzorkiu

Vsechny komer¢ni tinktury spolu s vlastni tinkturou byly z analyzovany za stejnych
analytickych podminek. Chromatogramy jednotlivych tinktur ukazuji, ze tinktury jsou si
podobné co do obsahu pritomnych latek. I kdyz jednotlivé vzorky tinktur maji podobny

latkovy profil, odliSuji se v pomé&rech ucinnych latek.

Ze vSech tinktur se nejvice odliSuje tinktura Serafin. Vysvétlenim muze byt, Ze tato
tinktura je vyrabéna z jinych Casti rostliny. Narozdil od ostatnich tinktur je tinktura Serafin
vyrobena zpupent tiezalky teCkované. Pravé rostlinny material hraje vyznamnou
pfi ptipravé tinktur. Je zndmo, ze nejvetsi mnozstvi ucinnych latek je pritomno ve kvétech
pii vrcholném kvétenstvi. Pokud byla tinktura pfipravena z pupent, obsahy jednotlivych

latek mohou byt nizsi.

Vsechny tinktury obsahuji jako matrici lih, navzajem se odliSujici v objemovych
procentech alkoholu (37,5-50 %). Nejvétsi mnozstvi ethanolu obsahovala vlastni tinktura,
pro kterou byl pouzit 50 % ethanol. Co se tyCe rostlinného materialu pouzitého k vyrobe
tinktury, tak krome pupent byl pouzit kvét (Podhorna-Nadgje, vlastni tinktura) a nat’ tfezalky

teCkované (Gresik).

Ve vsech pfipadech se podle vyrobct jedna o doplnék stravy s obsahem alkoholu.
V Evropské unii jsou tyto dopliky stravy regulovany podle Natizeni ES 1924/2006
o zdravotnich tvrzenich a 1169/2011 o 1écebnich tvrzenich. Kvili t€émto nafizenim vyrobci
nemohou podavat informace u pfipravkil z rostlin o moznostech 1é¢by. U nami koupenych
tinktur bylo uvedeno na co ma tfezalka teckovana pfiznivy vliv. Podle vyrobct ma trezalka
uklidiyjici aéinky, napomaha dusevnimu zdravi, harmonizuje spanek, posiluje imunitu nebo
prispiva k dobrému traveni. Dale vSichni vyrobci varuji o pfipadném projeveni zCervenani
a sveédivosti klize, vyvolané fotosenzibilnim uGCinkem. Rovnéz zmifiuji, ze neni vhodné

uzivat pripravky z tfezalky teckované spolu s antidepresivy.
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Obr. 17 - Tinktura Serafin
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4.4 Kalibrace, mez detekce, mez kvantifikace

P11 kvantitativnim vyhodnoceni v kapalinové chromatografii je potieba empiricky
pomoci standardii urCit vztah mezi naméfenou vySkou/plochou pikou a koncentraci
analyzované latky. NejcCastéj§imi metodami kvantitativni analyzy jsou: metoda vnitiniho
standardu, metoda standardniho pfidavku, metoda vnitfni normalizace a metoda vnéjsiho
standardu, ktera se da provadét pomoci kalibracni kiivky. Pti této metodé se analyzuje série
standardd o znamé koncentraci a hleda se zavislost kalibracni funkce X = fK(c). Mnozstvi

analyzované latky se poté ur¢i pomoci analytické vyhodnocovaci funkce ¢ = fA(X).

Pro kvantifikaci hypericinu byla zvolena metoda vnéjsiho standardu. Byly sestrojeny
dvé kalibracni zavislosti ( Obr. 18 a Obr. 19) pro hypericin. Pro kazdy kalibraéni bod byly

provedeny tfi opakované analyzy.

Pro ECD byla sestrojena dalsi kalibra¢ni kiivka, pokryvajici oblast koncentraci

blizkych LOD.

Ze tii slepych pokust byly vypocteny meze detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) pro
kazdy detektor zvlast. V separacnich metodach se LOD vyjadiuje jako trojnasobek Sumu

zakladni linie a LOQ jako desetinasobek Sumu zéakladni linie.

3xh 10 xh
n LOQ = * My

LOD =

kde hy je Sum na zakladni linii a m je smérnice kalibracni kiivky (f (c)=h, zavislost

vysky piku na koncentraci).
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Obr. 18 - Kalibracni pfimka hypericinu zméfena pomoci ECD (n=3)
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Obr. 19 - Kalibracni pfimka hypericinu zméfena pomoci UV-VIS detektoru (n=3)
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UV-VIS detektor (A=590 nm) ECD (E=800 mV vs. Pd/H>)

LOD 1,31 pg/ml (2,6 -10° mol/l) 0,023 pg/ml (4,47-10% mol/1)
LOQ 2,08 pg/ml (4,12 -10°° mol/l) 0,069 pg/ml (1,38-107 mol/l)

Tab. II - meze detekce a kvantifikace hypericinu pro spektrofotometricky a
amperometricky detektor

Z Tab. II je patrné, ze ECD ma niz§i LOD 1 LOQ oproti UV-VIS detektoru. V ramci
LOD je rozdil zhruba 102 mol/l, coz znamen4, ze ECD ma zhruba o dva fady niz§i LOD neZ
UV-VIS detektor. Je potfeba zminit, ze UV-VIS detektor pracoval ve viditelné oblasti, kdy
je energie zafeni nizsi nez v UV oblasti, ale je dosazena lepsi selektivita. Naproti tomu
u ECD by bylo mozné snizit LOD a LOQ t¢inngj$im potlaenim Sumu a interferenci okoli
(napt. sestrojenim Faradayovy klece). Pii nizkych koncentracich (blizké LOQ) bylo
pozorovano, ze dochazi tzv.  pamétovému efektu”. Lze oCekavat, ze tento efekt by mohl

byt potlacen pti ucinnéjsi regeneraci elektrody.
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4.5 Kvantifikace hypericinu
V Tab. III jsou shrnuty vysledky kvantifikace hypericinu ve vzorcich tinktur.

Nejvétsi mnozstvi hypericinu obsahovala tinktura od firmy Mgr. Jarmila Podhorna Nadéje.
Tinktura pfipravena autorem méla druhou nejvyssi koncentraci hypericinu. Pravé vlastni
tinktura a tinktura od firmy Podhorna maji spolecny rostlinny material, a to kvéty trezalky
teCkované. Vzhledem ke skuteCnosti, ze tyto tinktury obsahovaly nejvy$§i mnozstvi
hypericinu, Ize konstatovat, ze nejlep§im rostlinnym materidlem pro ptipravu tinktury bohaté
na obsah hypericinu jsou prave kvéty. Nejmensi mnozstvi bylo naméfeno v tinkture od firmy

Serafin. U této tinktury muze hrat roli rostlinny material ze kterého byla tinktura vyrabéna.

nalezena mnozstvi hypericinu (pug/ml)

vzorek ECD detektor UV-VIS detektor
Podhorna 9,93 9,86
vlastni tinktura 7,68 7,75
Gresik 4,88 474
Serafin 2,41 <LOQ

Tab. I1I - vysledné koncentrace hypericinu ve vzorcich tinktur (n=3)

Casto se pii kvantifikaci latek v piipravcich z tiezalky pouziva termin ,celkové
hypericiny®, ve kterém je zahrnuto mnozstvi hypericinu a pseudohypericinu. Tento pojem
se uziva, jelikoz se obé latky podili na terapeutickém efektu stejnou mirou. Podle literatury
byva pseudohypericinu zpravidla tfikrat az Ctyfikrat vice nez hypericinu [42]. Uvedeny
chromatogram tuto skutecnost potvrzuje (Obr. 21, str. 56). Obsah hypericinu je ovlivnén
stafim tinktury a skladovanim. Z tohoto diivodu je nutné pii vyrobé€ vlastni tinktury chranit
tinkturu pred slune¢nim zarenim (napf. pouzitim tmavého skla). Samotni vyrobci informuyi,
ze tinktury je nutno chranit pfed pfimym sluneénim zafenim a skladovat je pfi teploté

do 28 °C.
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4.6 Studium kinetiky fotodegradace

Je znamo, ze biosyntéza mnoha tiid sekundarnich metaboliti je pfimo ovlivnéna
biotickymi a abiotickymi faktory (svétlo, hnojeni, stres a fenologie). Mimo to ovliviiuje
mnozstvi latek také faktory prostredi (intenzita svétla, koncentrace CO3) [112]. Optimalni
vinova délka pro transformaci protopigmentd v extraktu je kolem 515 nm (zelena), tato

vinova délka je blizko optimalni absorpcni urovné protopigmentu.

Je dulezité zminit, ze na rozdil od hypericinu obsazeného v rostlinnych ¢astech muaze
byt jeho fototransformace v extraktu uplna a mnohem rychlejsi. Divodem muze byt
mnohem mensi koncentrace hypericinu v extraktu, nez jaka je v ¢ernych teCkach kvétu.

Pti zvySujici se koncentraci u€innych latek je fotokonverze pomalejsi [113].

Kinetika byla studovana s vyuzitim dvou detektorad (UV-VIS a ECD). Obr. 21-23
zobrazuji chromatogramy téhoz extraktu tfezalky naméfeného pomoci UV-VIS detektoru.
Lisi se od sebe Casem odbéru a zafenim, které na n€ pusobilo. Na Obr. 21 jsou zobrazeny
4 piky (protopseudohypericin, pseudohypericin, protohypericin, hypericin). Zde je nutno
fict, ze pouze pik hypericinu byl ur¢en pomoci standardu. Ostatni uvedené latky byly urCeny
na zakladé shody s literaturou, nebot' absorbuji pii velmi specifické vinové délce
(A=590 nm). Absence standardu téchto latek byla zapticinéna bud’ vysokou pofizovaci cenou

nebo komercni nedostupnosti (protopseudohypericin a protohypericin).

OH O OH OH O  OH
R =CHs Protohypericin R =CHs Hypericin
R =CH;OH Protopseudohypericin R =CH;OH Pseudohypericin

Obr. 20 - Schéma pfemény protoforem vlivem zafeni na pseudohypericin a

hypericin
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Obr. 21 - Chromatogram extraktu zanalyzovaného té€sné po extrakci, tj. v case +0 min.
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Obr. 22 - Chromatogram extraktu po ¢tyrthodinovém pusobeni UV zafeni
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Obr. 23 - Chromatogram extraktu po ¢tythodinovém pusobeni slune¢niho zareni
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Obr. 24 - Odezva UV-VIS detektoru (plocha piku) hypericinu vyneseného proti dobé
expozice zafeni

Z Obr. 21-23 je patrné, ze pii pusobeni slune¢niho nebo UV zafeni dochazi
k uritym zménam v extraktu tfezalky. Jak u extraktu vystavéného slune¢nimu zafeni, tak i
UV zéafeni dochazi k vymizeni protoforem pseudohypericinu a hypericinu a kjejich
postupné preméné vlivem zareni. Na Obr. 24 je zobrazen graf znazoriujici vliv doby
expozice zafeni na plochu piku. Pro obé kiivky byla pouzita normalizace, tedy vztaZeni
ploch k nejvétsi plose piku (100 %). Z grafu lze vidét, ze pii pasobeni slune¢niho zafeni
dochézi k pomérné rychlé pfeméné protohypericinu na hypericin, ovS§em po del§im ¢asovém
obdobi dochazi pravdépodobné k jeho rozkladu vlivem slunecniho zafeni. U UV zéfeni je
vidét pomalejsi pfeména protoformy na hypericin, oproti sluneCnimu zafeni je vetsi narust
piku hypericinu, a po del§im pusobeni UV zafeni nedochazi k tak vyraznému rozkladu.
Rozdil v pribéhu kinetiky mize zapfticinén v rozdilnosti plisobeného zafeni. U UV zafeni
pusobila jedna vinova délka (A=365 nm), s vétsi intenzitou nez pii pisobeni slune¢ni zafeni.
Slune¢ni zafeni naproti tomu obsahuje zafeni o vinovych délkach absorpéniho maxima
protoforem a hypericinu. Pisobenim UV zafeni dochazelo k pozorovatelnému fluoreskovani

trezalkového extraktu (Obr. 25).
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Obr. 25 - Fluorescence hypericinu pii pusobeni UV zareni (A=365 nm)

Obr. 26-28 zobrazuji chromatogramy téhoz extraktu s vyuzitim ECD. Odlisuji se od
sebe Casem odbéru a zafenim, které na né pusobilo. S jistotou muzeme urcit pouze pik
hypericinu. Ostatni latky (pseudohypericin, protohypericin a protopseudohypericin) pfi
pouziti amperometrického detektoru urCit nemizeme, jelikoz nemame stejné moznosti

selektivity jako pfi pouziti UV-VIS detektoru.

I kdyz ECD neni v tomto ptfipadé tak selektivni jako UV-VIS detektor ve viditelné
Casti spektra, nabizi nam jiny pohled na kinetiku fotodegradace latek v extraktu z tfezalky
teCkované. Krome hypericinu se objevily signaly i dalSich elektrochemicky aktivnich latek.
Meélo by se jednat vétsinou o latky, které jsou uvedené v kapitole 2.2.3 Obsahové latky.
Z divodu absence standardd nelze urCit, ojaké latky se jedna. Na chromatogramech
(Obr. 26-28) 1ze vidét, ze nejen pik hypericinu podléha fotodegradaci. Po ¢tyfech hodinach
pusobeni slune¢niho i UV zafeni dochazi k poklesu signalu u nékolika dalSich latek.
Degradace je nejvice patrna pii pusobeni slune¢niho zafeni, protoze nejspise obsahovalo

zateni o vlnovych délkach absorpéniho maxima danych latek.
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Obr. 26 - Chromatogram extraktu zanalyzovaného té€sné po extrakei, tj. v case +0 min.
UV zaieni + 4 hodiny
95 | []
75 -
E hypericin
2 _ 55 :
SE ,/
S
2 35
S
15 -
_J T T T T T T T I/\ T
20 5 10 15 20 Cas o5 30 35 40 45
[min]
Obr. 27 - Chromatogram extraktu po ¢tyrthodinovém pusobeni UV zafeni
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Obr. 28 - Chromatogram extraktu po ¢tythodinovém pusobeni slune¢niho zareni
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Obr. 29 - Odezva ECD (plocha piku) hypericinu vyneseného proti dob& expozice zateni

Na Obr. 29 je vidét narust plochy piku hypericinu jak pii ptsobeni slune¢niho
zareni, tak 1 pti plisobeni UV zafeni. Pro obé kiivky byla pouzita normalizace, tedy vztazeni
ploch k nejvétsi plose piku (100 %). Plochy piki u obou zatfeni postupné narustaji az do Casu
odbéru  + 120 min. Poté  pravdépodobné¢ dochézi (stejné jako u Obr. 24)
k pravdépodobnému rozkladu. Pokles plochy piku je intenzivn€jsi pii pusobeni slune¢niho

zareni.

Vyse uvedené experimenty naznacuji, ze Cerstvé extrakty trezalky obsahuji kromé
pseudohypericinu a hypericinu i jejich protoformy, které se nasledné za pomérné kratkou
dobu fototransformuji. Byla potvrzena fotosenzibilita hypericinu, kdy po urcité dobé
expozice zafeni dochazelo k jeho rozkladu. Tento fenomén je dobfe popsan v literatue
[114]. Pti puisobeni zafeni jsou svételna kvanta absorbovana hypericinem, ¢imz dochazi ke
vzniku excitovaného singletového stavu. Pfi singletovém excitovaném stavu muZze nastat
mezisystémovy piechod do tripletového stavu. Hypericin v tripletovém stavu muze
excitovat singletovy kyslik, ktery se nasledné ptetvoti v peroxid. Prave tento mechanismus
se vyuziva ve fotodynamické terapii, kdy vznikly peroxid mize zpusobovat apoptozu

rakovinnych bunék.
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S Zavér

Cilem této prace bylo podat Sirsi informace o vS§eobecné znamé a Siroce vyuzivané
rostling tfezalce teCkované (Hypericum perforatum) a navrhnout vhodny postup ke stanoveni
jedné z hlavnich uc¢innych latek — hypericinu — v alkoholickych tinkturach z tfezalky
za pomoci HPLC ve spojeni s ECD a UV-VIS detektorem. Byla provedena postupna
optimalizace podminek separace (slozeni mobilni faze, pH pufru, teplota kolony, stacionarni
faze), a poté bylo zkoumano elektrochemické chovani hypericinu pomoci voltametrie
(hydrodynamické, cyklické a square-wave). Bylo potvrzeno, ze hypericin je mozno snadno

elektrochemicky oxidovat.

Navrzend chromatografickd metoda byla pouzita pro kvantifikaci hypericinu
ve vzorcich tinktur. Pfi srovnavani chromatogramu vzorki tinktur se jednotlivé tinktury od
sebe vyrazné neliSily spektrem obsazenych latek, ale liSily se jejich pomémym
zastoupenim, coz souvisi s pouzitym vychozim rostlinnym materidlem (nat, pupen, kvét)
pii vyrobé. Nejnizsi obsah hypericinu byl nalezen v tinktufe Serafin, zatimco nejvyssi

mnozstvi hypericinu bylo zjisténo v tinkture Podhorna.

Kromé komerc¢nich tinktur byla analyzovéana i1 vlastni tinktura, ktera byla vyrobena
pomoci tradi¢ni metody macerace z Cerstvé natrhanych kvéti trezalky teckované. K extrakci
byl pouzit 50 % ethanol. Pfi vysledné kvantifikaci méla tato tinktura druhy nejvyssi obsah
hypericinu. Doméci vyroba vlastni tinktury je jednoduchy proces. K vyrobé postaci kvalitni
minimalné 40 % alkohol a nejlépe Cerstvé sklizené kvéty trezalky teCkované. Pokud by

nebyla k dispozici Cerstvé sklizena tfezalka, je mozno ji nahradit suSenou bylinou.

Byl proveden experiment, ktery se zabyval studiem kinetiky fotodegradace
hypericinu a fototransformaci prekurzora hypericinu vlivem zareni. Pfi tomto experimentu
byly Cerstvé piipravené extrakty ztrezalky vystaveny slunec¢nimu a UV zafeni. Bylo
potvrzeno, ze se hypericin vlivem svételného zareni rozklada, coz doklada jeho
fotosenzibilitu. Prave tato fotosenzibilita a nasledny rozklad za vzniku reaktivni formy

kysliku je kli€ovy jev pro vyuziti hypericinu pii fotodynamické terapii.

61



6 Seznam pouzitych zkratek

ACN
Ag/AgCl
BDD
Cv
DAD
ECD
GC
FID
HDV
HPLC
LOD
LOQ
MEOH
MS

Pd/H,
Uv

acetonitril

argentchloridova elektroda
borem dopovany diamant
cyklicky voltamogram

detektor diodového pole
elektrochemicka detekce
plynové chromatografie
plamenové-ionizacni detektor
hydrodynamicky voltamogram
vysokoucinna kapalinova chromatografie
mez detekce

mez kvantifikace

methanol

hmotnostni spektrometrie
nuklearni magneticka rezonance
a-hydrogenpalladiova elektroda

ultrafialova oblast spektra
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