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Uvod

Ttezalka teCkovana (Hypericum perforatum L.) obsa-
huje spektrum biologicky aktivnich latek, jako jsou nafto-
dianthrony, floroglucinoly, flavonoidy, taniny, fenylpropa-
ny, xanthony a dal3i'. Vétsinou jde o sekundarni metaboli-
ty, které vykazuji stimulujici nebo inhibujici ucinek na
fyziologické procesy. Toto zjisténi vedlo v minulosti
k vyuzivani extraktl z H. perforatum v tradi¢ni lidové
medicin€. S rozvojem farmakologie a farmakochemickych
oboril byly ucinné latky izolovany a zacaly se vyuZivat
i v klasické humanni mediciné. Zaroven byl objasnén fy-
ziologicky ucinek té€chto latek na molekuldrni Grovni.

Farmakopreparaty ptipravené z extrakta H. perfora-
tum se podavaji pti 1écbé depresivnich stavil a predstavuji
alternativu k syntetickym antidepresivim. U¢inné latky
obsaZené v extraktech tfezalky jsou schopny (i) obecné
inhibovat metabolismus neurotransmiterd, (iZ) modulovat
citlivost neurotransmitertt a (iii) inhibovat synapticky
transport mediatortt nervového signalu, jako je serotonin,
noradrenalin a dopamin'?.

Predmétem naseho zajmu je hypericin — derivat nafto-
dianthronu (obr. 1a) a hyperforin — derivat fluoroglucinolu
(obr. 1b). Ob¢ latky jsou ptitomny v extraktech H. perfo-
ratum a predstavuji hlavni aktivni komponenty s anti-
depresivnim ucinkem. O biochemické podstaté antidepre-
sivntho U€inku hypericinu a hyperforinu doposud neni
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prilis mnoho znamo. Pfi vysSich davkach hypericinu byla

prokdzdna  schopnost  inhibice = monoaminoxidas’.
V literatufe je také popsana afinita hypericinu k o-
opioidnim  receptoram'.  Hyperforin je  zastoupen

v rostlinach tfezalky ve vyssich koncentracich nez hyperi-
cin. Ma vyznamny Ucinek na serotoninovy, noradrenalino-
vy, dopaminovy a opioidni systém zivocicht, vcetné ¢lo-
véka. Mezi popsané mechanismy in vitro patii (i) antago-
nismus ke spasmogennim uc¢inktm, (if) antagonismus
ke kontrakcim tenkého stfeva fizenym serotoninem a (iii)
inhibice transportu serotoninu’.

U 10 ze 13 klinickych studii byl pozorovan vyssi anti-
depresivni uCinek u extraktu ztfezalky ve srovnani
s podanym placebem a v nékterych piipadech dokonce
i vy$§i nez u antidepresiv Elavil, Prozac, Tofranil nebo
Zoloft’. Ukazuje se, e extrakty z tfezalky mohou plnit
funkci Géinného dopliku k béZné¢ pouzivanym 1é¢ivim
depresivnich stavi.

Cile této prace jsou: (i) optimalizovat metodu kapali-
nové chromatografie s UV-Vis detekei k rychlému a citli-
vému stanoveni hypericinu a hyperforinu v prytech H.
perforatum a (ii) stimulovat rostliny péstované in vitro ke
zvySené produkci obou latek Gi¢inkem sacharosy a polye-
thylenglykolu (HO-[-CH,-CH,-O-],-H) a poukazat tak na
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Obr. 1. Strukturni vzorce (a) hypericinu a (b) hyperforinu
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variabilni obsah hypericinu a hyperforinu v zéavislosti na
podminkdch ristu rostlin tfezalky.

Material a metody
Rostlinny material

K experimentim byly pouzity rostliny Hypericum
perforatum L. var. Topas, vypéstované ze semen. Semena
byla sesbirana v roce 2000 v Zahrad¢ 1écivych rostlin LF
MU Brno. Semena byla promyvéana roztokem detergentu
(Jar, Procter&Gamble — Rakona, Rakovnik, Ceska republi-
ka) ve zkumavkach po dobu 60 min. Po sliti roztoku deter-
gentu a oplachnuti destilovanou vodou byla semena desin-
fikovana 15% roztokem Sava (obsah chlornanu sodného
max. 5 %, Bochemie, Bohumin, Ceska republika) po dobu
20 min. Semena byla nasledné desetkrat oplachnuta ve
sterilni destilované vodé a ofkovana na kultivaéni padu
k nakli¢eni (13 dni). Veskeré operace byly provadény
v aseptickém boxu Fatran LF (Chirana, Brno, Ceska re-
publika).

Kultivaéni médium

V experimentech bylo pouzito komercné dostupné
50% kultivaéni médium Murashige-Skoog (MS) (cit.)
o koncentraci 2,151 g dm™ s doplitkem glycinu (2 mg dm™),
myo-inositolu (100 mg dm™), nikotinové kyseliny (0,5
mg dm™?), hydrochloridu pyridoxinu (0,5 mg dm™) a hyd-
rochloridu thiaminu (0,1 mg dm™), zpevn&né Gelritem 3,0
g dm™ (v8e Duchefa, Haarlem, Nizozemi). Slozky kulti-
vacniho média byly michany na elektromagnetické mi-
chacce ve zvoleném mnozstvi destilované vody az do roz-
pusténi. Poté byly homogennim kultivaénim médiem (75
ml) naplnény infuzni lahve (0,5 1), které byly nasledné
uzavieny alobalem. Kultiva¢ni médium a pracovni nastroje
byly sterilizovany v autoklavu (typ AUT 26/2, Chirana,
Brno, Ceské republika) pti teploté 121 °C a pietlaku 110
kPa po dobu 20 min. Veskeré manipulace vyzadujici steril-
ni prostfedi byly provadény v aseptickém boxu Fatran LF
(Chirana, Brno, Ceské republika).

Kultivaéni podminky

Rostliny byly kultivovany ve sterilnich podminkach
v kultivacnim osvétlovacim boxu MIR Sanyo (Schoeller,
Némecko) pfi teploté 2244 °C a pii svételné periodeé 16/8
h (svétlo/tma). Zdrojem svétla byly zafivky Osram
L36W/77 Fluora (Osram, Minchen, Némecko)
s maximalni intentitou zafeni v rozmezi A = 400—-500 nm
a 600-700 nm a mén¢ vyraznym maximem pii A = 550 nm.
Tyto zétivky simuluji pfirozené svétlo se sou¢asnym posi-
lenim vinovych délek v ¢ervené a modré oblasti.

Po nakliceni byly malé rostlinky pfeneseny do infuz-
nich lahvi na udrzovaci pidu (MS 50 %, vitaminy 100 %,
sacharosa 10 g dm, giberelova kyselina 75 pg dm™ a Gelrite
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0,25 %) a péstovany 15 dnti do velikosti asi 3 az 4 cm
v kultiva¢nim osvétlovacim boxu.

Kultivace rostlin na médiu s pridavkem sacharosy
(p.a., Pliva-Lachema, Brno, Ceska republika)
v koncentracich 10, 20 a 30 g dm™ a polyethylenglykolu
6000 (PEG, Fluka, Buchs, gV}’Icarsko) v koncentracich
1,25;2,5;5;10a 15 g dm™ probihala 21 dni za vySe uve-
denych podminek. Uvedenym koncentracim sacharosy
a PEG byly vystaveny rostliny péstované na udrZovaci
pade.

Odbér vzorki

Po ukonceni kultivace byla provedena fotodokumen-
tace (Olympus C-4040 ZOOM, Olympus, Tokyo, Japan).
Celé pryty byly vzdy odebrany ze vsech rostlin v jedné
infazni lahvi. Od kazdé varianty byly odebrany tii vzor-
ky. Vzorky byly zvdZzeny a ihned vloZeny do plastovych
zkumavek, zmrazeny kapalnym dusikem a uchovavany
v mrazicim boxu pfi konstantni teploté¢ —80 °C. Pied stano-
venim obsahu hypericinu a hyperforinu metodou HPLC
byly vSechny vzorky lyofilizovany v lyofilizatoru Christ
Alpha 1-2 B (Braun Biotech Internat., Osterode, Némec-
ko) a homogenizovany mletim v kapalném dusiku
(Vibrom 28, Jebavy, Tiebechovice p. O., Ceska republi-
ka). Gravimetricky byl stanoven obsah vody v zafizeni na
stanoveni vlhkosti MA 30 (Sartorius, Goettingen, Némec-
ko).

Homogenizované vzorky (20 mg) byly extrahovany
40 ml 80% (v/v) ethanolu (teplotni program: 1. stupeii:
teplota chladiciho/ohfivaciho bloku 150 °C po 30 min,
ochlazeni chladiciho/ohtivaciho bloku na 30 °C po 5 min;
2. stupeit: teplota chladiciho/ohtivaciho bloku 140 °C po
30 min, ochlazeni chladiciho/ohiivaciho bloku na 30 °C na
5 min) v modifikovaném Soxhleté pfistroji “fex Ika Werke
50 (IKA-Werke, Staufen, Némecko). Pred nastiikem
vzorku do HPLC systému byl ziskany extrakt filtrovan
nylonovym membranovym filtrem (0,45 pum, 13 mm pru-
mér, Alltech Associates, Doerfield, USA).

Chemikdlie pro analyzu

Acetonitril (ACN) pro HPLC a octan amonny
(AcNH,) byly dodany firmou Merck (Darmstadt, Némec-
ko). Hypericin, hyperforin a dal§i chemikélie ACS
(American Chemical Standard) Cistoty byly od firmy Sig-
ma Aldrich (St. Louis, USA). Zasobni roztoky hypericinu
(40 pg dm™) a hyperforinu (100 pg dm™) v methanolu
byly pouzity pro optimalizaci a kalibraci metody a byly
uchovavany ve tmé pii 4 °C. VSechny roztoky pouzité pro
HPLC byly filtrovany 0,45 um teflonovymi membranovy-
mi filtry (MetaChem, Torrance, USA).

Chromatografie
HP 1100 chromatograficky systém (Hewlett-Packard,

Waldbronn, Némecko) vybaveny vakuovym odplynova-
cim modulem (G1322A), pumpami (G1312A), automatic-
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kym davkovacem vzorki (G1313A), termostatem kolon
(G1316A) a UV-Vis detektorem s diodovym polem
(G1315A) byl ftizen programem ChemStation (Rev.
A07.01). Hypericin a hyperforin byly separovéany linearni
gradientovou eluci na kolon¢ s reverzni fazi Zorbax SB-
CN (75 mm x 4,6 mm, velikost ¢astic 3,5 um, Agilent,
Palo Alto, USA) mobilni fazi acetonitril a 0,01 mol dm™
octan amonny (%, v/v: 0 min 50/50, 5 min 100/0, 8 min
100/0, 10 min 50/50) pfi pritokové rychlost mobilni faze
0,8 ml min™" a teplot& termostatu kolon 35 °C.

Vysledky a diskuse

Chromatografické stanoveni hypericinu
a hyperforinu

Extrakce hypericinu a hyperforinu z lyofilizovanych
vzorki rostlinného materialu byla provadéna 80% ethano-
lem v modifikovaném Soxhletové pfistroji. Extrahovat Ize
1 jinymi technikami, napf. v destilani aparatufe se zpét-
nym chladi¢em, ultrazvukem nebo komeréné dostupnymi
extraktory™®. Vzorky po extrakci nebo jiné manipulaci je
vhodné ihned podrobit analyze, jelikoz asem mohou obé
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latky podléhat degradaci nebo oxidaci, predev§im nasled-
kem extremnich hodnot pH a vysokych teplots.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni
s UV-Vis spektrofotometrickymﬁ, fluorescenénim’, hmot-
nostnim™>® nebo elektrochemickym’ detektorem patii vedle
klasické spektrofotometrie k nejrozsifenéjSim metoddm
pro stanoveni hypericinu a hyperforinu. Pro separaci hy-
pericinu z extraktl H. perforatum je mozné vyuzit izokra-
tickou eluci'®. P¥i gradientové eluci se obvykle pouZiva
jako nepolarni organické rozpoustédlo acetonitril
v kombinaci s vodnou fazi obsahujici slabé kyseliny
(octova kyselina, trifluorooctovd kyselina), jejich sole
nebo smési slabé kyseliny a jeji soli*""".

HPLC s detektorem s diodovym polem (DAD) byla
pouzita pro stanoveni hypericinu, hyperforinu a fady dal-
Sich komponent extraktu z H. perforatum pii vinové délce
270 a 590 nm (cit.")). Krom& hypericinu (retenéni &as
(RT): 49,9 min) a hyperforinu (RT: 35,9 min) bylo mozné
pfi 270 nm stanovit pseudohypericin, kvercetin, rutin, hy-
perosid a dalsi. Bauer a spol.'’ pouzili kolony s reverzni
fazi umoznujici separaci s retenénim ¢asem 3,8 min pro
hypericin a 6,8 min pro hyperforin.

V naSem piipadé jsme pro rychlé¢ (chromatografie
s reten¢nimi ¢asy do 4 min) a citlivé stanoveni hypericinu
a hyperforinu vyuzili metodou HPLC-UV-Vis DAD s gra-
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Obr. 2. Absorpéni spektra (a) hypericinu, (b) hyperforinu a chromatogram smési hypericinu a hyperforinu snimany UV-vis de-
tektorem pri vinové délce 292 nm (c) a 592 nm (d); koncentrace hypericinu a hyperforinu 20 ng/nastiik, chromatografické podminky

viz kapitolu ,,Chromatografie*
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Obr. 3. Chromatogram hypericinu a hyperforinu realnych
vzorkii po Soxhletové extrakei pri (a) 292 a (b) 592 nm; chro-
matografické podminky viz kapitolu ,,Chromatografie*

dientovou eluci acetonitrilem a 0,01 mol dm™ octanem

amonnym s detekci pfi 592 nm pro hypericin a pii 292 nm
pro hyperforin (obr. 2a,b). Za danych experimentalnich
podminek (viz vyse) byly pii koncentraci 20 ng hypericinu
a hyperforinu na nastiik (5 pl) a pfi vinové délce 292 nm
absorp¢niho maxima hyperforinu (obr. 2b) detegovany dva
dobfe vyvinuté chromatografické piky (obr. 2c) v retenc-
nich ¢asech 3,51 a 3,99 min, nebot’ pii této vinové délce
absorbuje 1 hypericin (obr. 2a). Ob¢ latky tak lze analyzo-
vat soucasné, nicméné vyssich signali u hypericinu se da
doséhnout sledovanim absorbance pii 592 nm (obr. 2d).
Chromatogramy extraktl H. perforatum ziskané pfi riz-
nych vinovych délkach detekce jsou znazornény na obr. 3.

Kalibraéni zévislosti byly linedrni v koncentracnim
rozsahu 20—200 ng/nastiik (5 pl) hypericinu a hyperforinu
s korelaénimi koeficienty R* > 0,999. Meze detekce (LOD
pro 3 S/N kriterium) byly 90 pg/nasttik pro hypericin pfi
592 nm a 270 pg/mastiik pro hyperforin detegovany pfi
292 nm.
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Vliv sacharosy a PEG na morfologii
a vzhled H. perforatum

Rostliny H. perforatum byly péstovany na 50% MS
kultivaénim médiu po dobu 15 dnd. Ziskané semenacky
byly pfeneseny do média s rliznymi piidavky sacharosy
a PEG. Po 21 dnech kultivace byly sledovany morfologic-
ké zmény, obsah vody a koncentrace hypericinu a hyperfo-
rinu v prytech experimentalnich rostlin.

Pro sacharosu byly pouzity koncentrace 10, 20 a 30
g dm™ kultivaéniho média. S rostouci koncentraci sacha-
rosy v médiu se zieteln¢ snizoval vzrist a pocet pater,
zkracovala se internodia, a objevilo se Cervenani listd
a stonkll a nepfili§ zfetelné zmenSovani listové plochy
(obr. 4). Cervenani listi se poprvé objevovalo pii koncent-
raci sacharosy 20 g dm™. I zde viak bylo malo zfetelné
a objevovalo se pouze v nejspodnéjsich castech rostlin.
Lodyhy byly v dolni ¢asti nartizovélé. Pfi koncentraci sa-
charosy 30 g dm™ bylo &ervené zbarveni rostlin jiz zietel-
né&jsi (nekde az rudé) a zasahovalo misty i do vysSich ¢asti
rostlin.

Cervenani listd a stonki je pravdépodobné zptisobeno
hromadénim anthokyant v pletivech. Jde o ¢ervena, modra
nebo fialova barviva, kterd jsou rozpustna ve vod¢ a Cés-
tecné se podileji na zbarveni kvétl a ploda a zpusobuji
zbarveni listll a stonkll. Pomahaji rostliné se vyrovnat se
stresovymi podminkami vnéjSiho prostfedi (syntéza antho-
kyani se pti osmotickém stresu zvysSuje). Patrné také sni-
zuji vodni potencial v listech, ¢imz se zvySuje ptijem vody
kofeny a omezuje se ztrata vody transpiraci v listech'?.

V zavislosti na mnozstvi PEG v médiu je u variant
s koncentraci sacharosy 10 g dm ™ sniZeny dlouzivy rist
a pocet pater. Nektere Casti stonki i nekteré listy nekroti-
koncentracich PEG (1,25 g dm™) a za&ina se objevovat
teprve pii vyssich koncentracich PEG (2,5 a 5 g dm™). Se
vzristajici koncentraci PEG pfibyva i nekr6z. Mnohé listy
jsou podéln¢ tmavé zihané. Kofeny jsou ve srovnani
s kofeny kontrolnich rostlin tenci.

U variant s koncentraci sacharosy 20 g dm~se také
redukuje dlouzivy rist v zavislosti na vzrustajici koncent-
raci PEG. Klesa rovnéz pocet pater a zmensuje se listova
&epel. Pti koncentraci PEG 1,25 g dm ™ se jiz misty zaGina
objevovat Cervenani stonkd a listd — hlavné v dolnich par-
tiich rostliny. Se stoupajici koncentraci PEG pak ¢ervendni
postupuje i do vysSich casti. Mira nekrotizace rovnéz na-
rasta s koncentraci PEG. Kofeny jsou silngjsi nez kofeny
rostlin p&stovanych pii koncentraci sacharosy 10 g dm™.

Stejné jako v predchozich piipadech, i u variant
s koncentraci sacharosy 30 g dm™ se v zavislosti na ros-
touci koncentraci PEG snizuje vzrust, klesa pocet pater
a zmen3uje se listova plocha. Cervenani i nekrézy stonkd
a listl ptibyva v zavislosti na mnozstvi PEG. Celkov¢ je
Cervenani nejzietelngj$i ve srovnani s variantami
s mnozstvim sacharosy 10 a 20 g dm™>. Tloustka kofent je
podobna jako u rostlin péstovanych pii koncentraci sacha-
rosy 20 g dm™.
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Obr. 4. Rostliny tfezalky teckované (Hypericum perforatum
L.) po 21 dnech péstovani na MS médiu s (A) 10, (B) 20 (C) 30
g dm™ sacharosy a riiznymi koncentracemi PEG; zleva: 0;
1,25;2,5; 5;10; 15 g dm™

Souhrnné l1ze konstatovat, ze mira ¢ervenani a nekro-
tizace se zvysuje s rostouci koncentraci PEG (snizuje se
dlouzivy rlst a zmenSuje se velikost listové Cepele).
U variant se stejnou koncentraci PEG jsou pak tyto proje-
vy vyrazn€jsi v zavislosti na zvySujici se koncentraci sa-
charosy. VSeobecné se Cervenani listd a stonkli objevuje
pfi niz8ich koncentracich sacharosy a PEG nez nekrozy
listd a stonkd (v zavislosti na vzristajici koncentraci sa-

560

Laboratorni piistroje a postupy

charosy a PEG rostlinné ¢asti nejprve zCervenaji a potom
teprve nekrotizuji — viz obr. 4).

Vl1iv sacharosy a PEG na produkci
hypericinu a hyperforinu

Pritomnost hypericinu a hyperforinu je u H. perfora-
tum spojovana s reakci rostliny na abioticky stres a napa-
deni pathogenem. Rostliny tfezalky je mozné k produkci
hypericinu a hyperforinu stimulovat aplikaci chemickych
(jasmonova kyselina a methyl-jasmonat) i biotickych
(Colletotrichum gloeosporioides) stimulatora'>'*. Hyperi-
cin a hyperforin, ktery rostliny produkuji, je toxicky
pro celou fadu pathogent. Ze soucasnych poznatkil vyply-
va, ze pritomnost stresového faktoru muiize koncentraci
hypericinu a hyperforinu v rostlinnych bunikdch vyrazné
ovlivnit.

U H. perforatum byl studovan vliv chemickych sti-
mulatori na produkci hypericinu, pseudohypericinu
a hyperforinu po indukci riznymi koncentracemi (0-200
pmol dm™) methyl-jasmonatu a salicylové kyseliny. Obg
latky, v zavislosti na koncentraci, pozitivné ovliviiuji kon-
centraci hypericinu a hyperforinu v mladych rostlinach
trezalky'’. Kromé chemickych stimulatorti nebo latek vy-
volavajicich stres ovliviiuje koncentraci hypericinu a hy-
perforinu také bioticky stres. Ten mize byt zptisoben riz-
nymi pathogeny nebo herbivornimi skadei'>".

V nasich experimentech jsme studovali vliv jednodu-
chého cukru (sacharosy) a polymeru (polyethylenglykolu)
na produkci hypericinu a hyperforinu. Koncentrace hyperi-
cinu a hyperforinu byla analyzovana po 21 dnech kultiva-
ce. Se zvysujici se koncentraci sacharosy (10, 20 a 30
g dm™) v kultivaénim médiu se zvysuje koncentrace hy-
pericinu a hyperforinu v pletivu H. perforatum. U hyperi-
cinu byl pozorovan nartst koncentrace v pletivech trezalky
ze3na4 ugg ' (obr. 5a). Ve srovnani s naméfenymi kon-
centracemi hypericinu byly u hyperforinu stanoveny kon-
centrace tisicinasobné vyssi. Rozdil v obsahu hyperforinu
u rostlin, které byly péstovany v MS médiu s obsahem
sacharosy 10 a 30 ug dm™, &inil cca 1500 pg g™ (obr. 5b).
Se zvysujici se koncentraci sacharosy klesal obsah vody
v pletivech  kultivovanych rostlin  (obr. 5¢). Cukry
(primarné sacharosa v koncentraci 20 g dm™) byly souds-
ti MS média pro p&stovani trezalky'’. Pro péstovani Hy-
pericum androsaemum L. byla pouzita'® koncentrace sa-
charosy 30 g dm™. Nase vysledky poukazuji na skute¢-
nost, ze nebude mozné srovnavat namétené hodnoty obsa-
ht hypericinu a hyperforinu u experimentli, ve kterych
nebyla pouzita stejna koncentrace sacharosy v kultivacnim
médiu.

Dale byl studovan vliv pridavku PEG (1,25; 2,5; 5; 10
a 15 gdm™) krostlinam, u kterych byla pfitomna
v kultivaénim médiu sacharosa v koncentracich 10, 20
a 30 g dm™. PEG ma vyznamny vliv na produkci hyperici-
nu a hyperforinu, a to pfedev§im v koncentra¢nim rozsahu
2,5 az 5 gdm™ a vice (viz obr. 6). Jak u hypericinu, tak
iu hyperforinu vykazovaly zavislosti jejich obsahu na
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Obr. 5. Vliv sacharosy na produkcei (a) hypericinu, (b) hyper-
forinu v susiné a (c) obsah vody (w %) v prytech H. perfora-
tum po 21 dnech péstovani; pocet opakovani n =3

koncentraci PEG maxima pii aplikaci 2,5 nebo 5 gdm™
PEG. Z vysledku vyplyva, Ze zvySeni produkce hypericinu
a hyperforinu 1ze dosahnout pfidavkem nizsich koncentra-
ci PEG. Pfi vysSich koncentracich PEG se koncentrace
obou latek v rostlinach H. perforatum snizuje nebo statis-
ticky vyznamné neméni. Obsah vody se v prytech H. per-
foratum snizoval se zvySujici se koncentraci PEG
v kultivaénim médiu, podobné¢ jako v pfipadé¢ samotné
sacharosy. Tyto vysledky jsou v souladu s morfologickymi
zménami u rostlin H. perforatum.

Pokud by byl obsah hypericinu nebo hyperforinu sle-
dovéan béhem nékolikamési¢niho péstovani (popf. u rostlin
rostoucich v pfirodnich podminkéach), je tfeba zohlednit
vliv sezoénnich zmén v koncentraci obou latek. U hyperici-
nu bylo zjisténo, ze se jeho koncentrace v pribéhu roku
prokazatelng méni'’.
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Obr. 6. Vliv polyethylenglykolu na produkci (a) hypericinu,
(b) hyperforinu p¥i riznych koncentracich sacharosy; ¢ 10
gdm™, m 20 gdm™,A 30 gdm™ v kultivatnim médiu po 21
dnech péstovani; pocet opakovani n =3

Zavér

Postupy prevzaté z tradicni mediciny mohou slouzit
jako doplnék klasické medikamentozni 1écby u celé tady
onemocnéni. Zajimavé efekty byly zjistény v klinickych
studiich kontrolovanych placebem'®, napf. u preparati
zjinanu dvojlalo¢ného (Ginkgo biloba) a naprstniku
(Digitalis). V problematice vyuziti H. perforatum ve fyto-
medicin€é se ve vétsi mife vyzkumné zajmy orientuji
ke studiu hyperforinu nez hypericinu, jelikoz hyperforin
vykazuje vyrazn€ vysSi U€inek pfi potlacovani depresiv-
nich symptomt nez hypericin.

Znalosti o vlivech vngjsich faktor na produkci hy-
pericinu a hyperforinu u H. perforatum jsou dulezité pro
standardizaci farmakopreparatii. Nové a snadno aplikova-
telné metody analyzy farmaceuticky vyuzivanych latek
jsou velmi vyznamné, jelikoZ vétSina u¢innych latek izolo-
vanych z vyse uvedenych rostlin vykazuje kromé 1é¢ebné-
ho efektu i toxicky ucinek, popf. se lécebny efekt dostavu-
je pouze pri ur€ité koncentraci uc¢inné latky v preparatu.

Néami dosazené vysledky poukazuji na variabilitu
koncentrace hypericinu a hyperforinu v zavislosti na kon-
centraci sacharosy a PEG, kterym byly rostliny H. perfora-
tum vystaveny v pribéhu péstovani. Ziskané poznatky
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bude mozné vyuzit v technologii péstovani H. perforatum
pro farmaceutické ucely a k detekci nizkych koncentraci
hypericinu a hyperforinu.
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M. Pavlik?, J. Vacek”, B. Klejdus®, and V. Kubaii
(“ Department of Natural Drugs , Veterinary and Pharma-
ceutical University, Brno, ° Institute of Biophysics, Aca-
demy of Sciences of the Czech Republic, Brno,
“ Department of Chemistry and Biochemistry, Mendel Uni-
versity of Agriculture and Forestry, Brno): High Per-
formance Liquid Chromatographic Study of Influence
of Saccharose and Poly(ethylene glycol) on Production
of Hypericin and Hyperforin by Hypericum perforatum L.

The influence of saccharose and poly(ethylene glycol)
present in the cultivation medium on production of hy-
pericin and hyperforin by Hypericum perforatum L. was
evaluated in in vitro experiments. Hypericin and hyper-
forin were isolated by modified Soxhlet extraction with
80% ethanol and determined by HPLC with UV-Vis detec-
tion at 592 and 292 nm in less than 4 min. Calibration
graphs were linear in the concentration interval 20—200 ng
per injection (5 ul) with correlation coefficients R*>0.999.
Limits of detection (for the 3 S/N criterion) were 90 and
270 pg per injection for both hypericin and hyperforin.
Addition of saccharose (10, 20 and 30 gdm™) or PEG
(1.25-5 g dm™) to cultivation medium increased the pro-
duction of both substances in plant tissues. Synthesis of
both substances in most experimental plants was the same
or lower at higher contents of PEG. Concentrations of
hypericin and hyperforin in plants were of the order 10°
and 10° pg g™, respectively. Morphological changes in-
duced by saccharose and poly(ethylene glycol) were also
observed and described.
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