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Extrakty z Hypericum perforatum a pfipravky je obsahujici

Oblast techniky

Vynalez se tyka extraktu z Hypericum perforatum (St.-John’s wort), které se ziskavaji
frakcionizaci vodné-alkoholickych, alkoholickych nebo acetonovych extraktii rostliny s estery.

vodo-nemisitelnych C; aZ Cs alkoholti a p¥ipravki je obsahujicich.

Dosavadni stav techniky

Kvetouci vrcholky Hypericum perforatum obsahuji mnoho tfid strukturné odliSnych latek
plisobicich p¥imo nebo nepfimo na centralni nervovy systém.

Je znimo, %e¢ Hypericum perforatum obsahuje celou sérii aktivnich latek jako je
hypericin, pyherforin a dimerni flavony, které vykazuji antidepresivni a anxiolytické piisobeni na
zvitata a lidi. Mechanismy pisobeni t&chto slougenin jsou rizné: anti-MAO plisobeni, piisobeni
na uvoliiovani serotoninu, jak bude detailn popsino dédle a aktivita na benzodiazepinové
receptory. Aktivita hypericinu je diskutovana jiz deldi ¢as vzhledem krozpornym udajim
popsanym vV literatufe.

Kontroverzni antidepresivni G&inky Hypericinu byly v neddvné dob€ potvrzeny pomoci
farmakologického in vivo modelu. Bylo skutené prokézéno, Ze hypericin je aktivni, je-li
podavéan v piitomnosti dimernich prokyanidind, obsaZenych v extraktu Hypericum perforatum
(45. th Annual Congress of the Society for Medicinal Plant Research, 7. aZ 12. zafi, 1997,
Regensburg, Némecko, V. Butterwecke et al., Abstrakt &. 011).

Hyperforin byl v neddvné dob& pfedmétem Cetnych studif, které potvrdily jeho dileZitou
roli jako antidepresiva, studie provadéné autory tohoto vynalezu prokazaly, Ze tato molekula ma
aktivitu podobnou serotoninu. Dal¥i komponenty, které jsou povaZoviny za dileZité, jsou
dimerické flavony odvozené od apigeninu, na néZ se nahliZi jako na piirodni benzodiazepiny, jak
je popsano v ,Naturally Occuring Benzodiazepines Structure, distribution and function®, L
Izquierdo and J. Medicine Eds., 1993, str. 33.

Tyto produkty, a obzvlasté hyperforin, nejsou pfili§ stabilni za obvyklych podminek
extrakce a konzervace, podle WO 97/13489 (Schwabe), obsah hyperforinu ve vodné

alkoholickém extraktu Hypericum perforatum jiZ po nékolika tydnech klesa téméf na nulu.




Podle WO 97/13489 aby se ziskal stabilni extrakt s konstantnich obsahem hyperforinu,
méla by byt extrakce, &iSténi a konzervace provadéna v pfitomnosti antioxidantii jako jsou
vitamin C a jeho estery, sulfurované aminokyseliny a pod.

EP 0599307 (Schwabe) popisuje odstratiovani hypericinu, odpovédného za neZidouci
foto-sensitizujici GSinek, pomoci polyvinylpyrrolidonu a dalSich chemikalif; zminény patent
popisuje extrakty s obsahem hyperforinu nejméné 5%, ziskané bez pouZiti antioxidantu.

Komparativni farmakologicka a klinick4 data mezi normalnimi methanolickymi extrakty
nebo extrakty ziskanymi podle piedpisu v lékopisném ¢lanku Komise E a extrakty pfipravenymi
podle EP 0599307 a WO 97/13489, nejsou dostupna. Na druhé strané, konvenéni extrakt
z Hypericum perforatum pozorovatelné obsahuje velké mnoZstvi flavonoidd, které jsou
potencialné zachytdvadi radikdld a jsou tedy pfirozenymi stabilizujicimi &inidly pro snadno
oxidovatelné sloudeniny, spoleéné s dalsimi latkami, které mohou vyznamné piispivat k aktivité

extraktu.

Podstata vynalezu

Bylo zji§téno, Ze stabilni, obzvlasté aktivni extrakty Hypericum perforatum, obsahujici
hlavni sloueniny zodpovédné za jejich farmakologickou aktivitu, obzvlasté hypericin,
hyperforin, flavonoidy a xanthony, mohou byt p¥ipraveny procesem, ktery zahrnuje:

a) extrakci kvétnich vrcholkd Hypericﬁm perforatum s alkoholem nebo acetonem;

b) filtraci extrakti a jejich zakoncentrovani;

¢) nafedéni koncentratu z kroku b) s vodou nebo smési voda/alkohol;

d) extrakci vodné smési z kroku c) s alifatickymi estery;

e) filtraci a odpateni do sucha esterového extraktu z kroku d) a ptipadné,

f) rozpusténi v roztoku organické kyseliny ve vodném ethanolu a odpafeni rozpoustédla

pii teplotach pod 40 °C.

Zptsob podle tohoto vynalezu je s vyhodou provadén tak, Ze se prvni extrakce (krok a)
provede s ethanolem nebo methanolem pfi poméru droga:rozpoustédlo (hmotnost/objem)
pohybujicim se od 1:2 do 1:10, pfi teplotach v rozmezi od .laboratorni teploty do tepoty varu
daného rozpoustédla, s vyhodou pii teplotach od laboratorni teploty do 40 °C.




Alifatické estery pouZivané vkroku c¢) jsou napiiklad ethylacetdt, methylacetit,
butylacetat, pfi¢emz ethylacetat je nejvice preferovan.

Extrakce pomoci zminénych esterd se provadi po zpracovadni zakoncentrovanych
alkoholickych nebo acetonovych extraktii se stejnym objemem vody nebo smési voda/alkohol
v objemovych pomérech pohybujicich se od 1:2 do 1:5.

Objemovy pomér mezi vodnou smési a esterem neni kriticky a miZe se pohybovat
v §irokém rozmezi, obvykle se oviem pohybuje od 1:0,5 do 1:2.

Extrakce se s vyhodou provadi opakované, obecné alespoii trikrat, s vyuZitim Cerstvého
podilu rozpoustédla.

Nepovinny krok f) se provadi rozpou§ténim koncentrétu z kroku e) v roztoku organické
kyseliny, jako je kyselina citronova, jable¢na, acetylaspartamova nebo fosforecna kyselina v 95%
ethanolu. -

Vznikly extrakt podle tohoto vynalezu, analyzovany podle M. Brolis et al, J. of
Chromatography, 825 (1998), 9-16, obsahuje hyperforin v mnoZstvich pohybujicich se od 5 do
20 % hmotnosti, pfi pouZiti bezprostfedni rostlinné biomasy, zatimco hyperforinovy obsah od 10
do 50 % hmotnosti se ziska, je-li pouZita vybrana rostlinnd biomasa. V obou piipadech, celkovy
obsah hypericinu je vy$§i neZ 0,5%, zatimco dimerické flavony jsou piitomny v mnoZstvich od 1
do 2 % hmotnosti. Tato $iroka variabilita obsahu zavisi na ¢ase sbéru rostlin, obsahu semen
v kvétnich vrcholcich a na mnoZstvi stonki pfitomném v biomase. |

Tento extrakt, ve srovnani s celkovym extraktem, mé piekvapivé vys§i aktivitu v riznych
farmakologickych modelech pouzivanych pro vyhodnoceni antidepresivniho a anxiolytického
plisobent a je asové stabilni bez dal§iho zvlastniho opracovani.

Kromé toho, zptisob podle tohoto vynélezu zajistuje stabilni extrakty bez potieby dalSiho
zpracovani. Extrakty by vSak pfesto mély byt chranény pfed svétlem, abychom se vyhnuli
fotodegradaci.

Vznikly extrakt mé4 ndasledujici aktivitu na inhibici spotfeby serotoninu (5-HT)
s dopaminu (DA).




Tabulka 1

Plsobeni extraktu z HYpericum perforatum pfipraveného podle Piikladu 1 na inhibici spotieby

H 5-HT a *H DA.

IC50 pg/ml
Sloudeniny HDA H 5-HT
Alkoholicky extrakt 4,05+ 0,93 28,0+ 1,7
Hexanovy extrakt 0,86 + 0,02 3,08 + 0,62
Piiklad 1 0,32+ 0,04 2,72+1,1
Hyperforin 1,54 + 0,23 4,75+ 0,79
Hypericin >50 >50
Pseudo-hypericin 1,40+ 0,13 27,0+ 1,10

Tato data jasn& ukazuji, Ze extrakt podle tohoto vynilezu m4 G¢innost nekolikanasobnd
vy$$i neZ hyperforin a dal§i zndmé extrakty.

Pii in vivo testech vykazal extakt pbdle tohoto vynalezu vys§i aktivitu neZz zndmé
produkty, vétSinou obsahujici alkoholické, methanolické, hexanové extrakty s nebo bez
hypericinu; krom& toho bylo dokédzéno, Ze extrakt ma vyssi reprodukovatelnost a stabilitu
piisobeni v &ase. Jako in vivo test pro ové&feni antidepresivniho ptisobeni byl vybran test rozvoje
tinikového deficitu a inhibice spotieby ethanolu u sardinskych krys preferujicich alkohol podle
modeld znamych z litetatury.

V testu rozvoje unikového deficitu vykazal piekvapivé extrakt podle tohoto vynalezu.
vy33 aktivitu ne? znimé extrakty a aktivitu srovnatelnou s aktivitou znamych medikamenti jko
je tfeba imipramin. V tomto testu jsou krysy pfipoutdny a podrobeny jemnym, kratkym,
nevyhnutelnym elektrickym $okim po dobu 50 min (pfedb&Zny test). Po dvaceti &tyf hodinch
jsou zvitata testovana na jejich schopnost vyhj7bat se stimuliim na jejich ocasu za situace, kdy je
tnik nemozny. Krysa v priméru uéini 26 Gnikd ze 30 stimulG (pfirozeny kontrolni vzorek),
zatimco zvifata podrobena predb&Znému testu ugini pouze 1 aZz 3 dhybnych tnikt (ED vzerek).
Hyporeaktivita indukovana pfedb&Znym testem neni vyvoldna u krys, kterym byly pfedem 1 aZ 3
tydny podévany antidepresiva jako je imipramin nebo fluoxetin. Extrakt Hypericum perforatum
podle tohoto vynédlezu podévany oralné krysim jednu hodinu pfed vystavenim nevyhnutelnym
strestim, zptisobuji zvySeni reaktivity pii unikovych testech, které je vyssi v pipadg, Ze byl extakt.

podavan 1 az 2 tydny.




Tabulka II:
Antidepresivni u¢inek extraktu Hypericum perforatum a jeho frakci na krysy pfi inikovém testu

s pfedchozim doutydennim podévanim.

Létka Davka/mg/kg Mnozstvi unikt
Alkoholicky extrakt Hypericum 1000 16,6 +2,8
Hexanovy extrakt 600 172+ 1,6
Priklad 1 200 23,3+ 04
Ptiklad 1 100 18,3+0,2
Priklad 1 50 13,3+0,4
Kontrolni vzorek - 1,6 0,1
Pfirozeny kontrolni vzorek - 24,1+ 0,1

Statisticka analyza: Kruskal-Wallis neparametricka
ANOVA KW = 13,462 p=0,0012
Hypericum alkoholicky extrakt a

versus pfirozeny kontrolni vzorek : - p<0,01
Extrakt Hypericum P¥. 1 versus pfirozeny kontrolni vzorek n.s.
Piirozeny kontrolni vzorek versus AND p <0,01

V testu redukce spotieby alkoholu u sardinské krysy (coZ je index deprese a uzkosti)
podle zplisobli znémych z literatury, indukuji extrakty podle tohoto vynilezu po tfidennim
podavani 75 % sniZeni spotfeby alkoholu na ukor vody ve srovnéni s kontrolnim vzorkem,
zatimco redukce spotfeby alkoholu po podéavani methanolického nebo hexanového extraktu je 30
popt. 40 %.

Extrakt podle tohoto vynalezu miZe byt zahrnut do piipravki pro ordlni pouZiti, jako jsou
roztoky pro bezprostfedni pouZiti, m&kké Zelatinové kasple, tuhé Zelatinové kapsle, tablety, Eipky
a tablety s fizenym uvoltiovanim. Davky extraktu v piipravcich se pohybuji od 10 do 100 mg na
davku v obvyklych ptipraveich a aZ do 300 mg v pfipravcich s fizenym uvolfiovanim, v tomto

piipadg je preferovana 300 mg denni dévka.




Piiklady provedeni vynalezu

P¥iklady dale uvedené ilustruji detailn&ji tento vynalez.

Priklad 1: Pfiprava suchého extraktu Hypericum perforatum, standardizovaného na aktivni
slozky.

4 kg kvétnich vrcholkth Hypericum pefforatum bylo extrahovéno se 4 x 15 1 methanolu
v extrakéni nadobé o velikosti 25 1. Spojené methanolické extrakty byly ve vakuu
zkoncentrovany na 2,5 1, koncentrat byl nafedén stejnym objemem vody, poté protiproudné
extrahovan 3 x 1,5 1 ethylacetatu. Organické faze byla zfiltrovana a zkoncentrovana do sucha ve
vakuu. Zbytek byl rozpustén v roztoku 2 g kyseliny citronové v 1,3 195 % ethanolu. Organicka
vrstva byla poté odpafena do sucha za vakua pfi teplotach ne vysSich nez 40 °C za vzniku 0,32
kg hnédo-Zlutého extraktu obsahujictho 20 % hyperforinu, 0,9 % celkové hypericini (hypericin.

plus pseudohypericin) a 1 % diapigeninu.

Ptiklad 2: P¥iprava extraktu Hypericum perforatum, standardizpvaného na aktivni slozky.

60 kg kvétnich vrcholkdi Hypericum perforatum, sebranych a mechanicky suSenych pii
teplotich nepiesahujicich 60 °C, bylo extrahovano za mirného refluxu se 4 x 20 objemy acetonu.
Spojené extrakty byly zfiltrovany za telem odstranéni zbytkdi biomasy, poté ve vakuu
zkoncentrovany do sucha za vzniku 3 kg oxtraktu obsahujiciho celkové 0,4% hypericini a kolem
25 % hyperforinu. tento extrakt byl suspendovan v 10 1 smési methanol/voda 3:7 a protiproudné
extrahovin s butylacetitem za uéelem odstranéni polyfenc;lﬁ, pfiCemz odstrafiovani bylo
kontrolovano pomoci TLC chromatografie na silikagelu, eluovanim se smési
ethylacetat/mehanol/voda 100:13,5:10. Vodna faze byla odstranéna, zatimco organicka faze byla
sugena nad Na,SOy a zkoncentrovana ve vakuu do sucha pfi teplotich nepfevySujicich 40 °C za
vzniku 1,6 kg extraktu obsahujiciho celkové 0,7 % hypericint, kolem 40% hyperforinu a 1,4 %

. dimernich flavond.

Piiklad 3: Pfiprava multislozkového extraktu Hypericum perforatum, standardizovaného na
aktivni slozky

Piiklad 2: P¥iprava extraktu Hypericum perforatum, standardizovaného na aktivni slozky.




e soee
*

oo
(XXX )
(X R

(X . [ 4 L LI ] .
L] [ L] LN ] L d
[ ] L e o LN J [ ]
L] [ ] ] LN ) L4

[ A X XXX} oe (X )

60 kg kvétnich vrcholkd Hypericum perforatum, sebranych a mechanicky suSenych pfi

teplotich nepiesahujicich 60 °C, bylo kontinualn€ extrahovano s 98% methanolem aZ do iplného

odstranéni viech extrahovatelnych latek. Methanolicky extrakt byl poté zakoncentrovan na 30 1 a

koncentrat byl nafedén stejnym objemem vody, nerozpustné latky byly zfiltrovany a Ciry roztok

byl extrahovéan 3 x 30 1 ethylacetatu nasyceného vodou, poté suSen nad Na,SO4 a rozpoustédlo

bylo odstranéno ve vakuu za vzniku 3,8 kg hnédého extraktu obsahujiciho 25 % hyperforinu,

celkové 1,2 % hypericint a 1,2 % dimernich diflavonii.

Piiklad 4:

Roztok obsahujici lipofilni extrakt Hypericum perforatum, pfipraveny podle Piikladu 1.

Extrakt Hypericum perforatum, pfipraveny

podle piikladu 1.
Glycyrhizinat amonny
propylenglykol

70% sorbitolovy roztok

Cistd voda

Piiklad 5

10,0 g

05g

350¢g

250¢g

doplnéno na 100 ml

PotaZené tablety obsahujici extrakt Hypericum perforatum, pfipraveny podle Piikladu 2.

Extrakt Hypericum perforatum, pfipraveny

podle piikladu 2
polysacharidy

laktosa

zesitovana sodna karboxymethylcelulosa

silikat
polyvinylpyrrolidon
Talek

stearat hofe¢naty

300,00 mg
54,75 mg
46,00 mg
40,00 mg
20,00 mg
5,00 mg
2,50 mg -
1,75 mg




Potahnuti:

Hydroxypropylmethylcelulosa 10,00 mg
Talek | 8,50 mg
Oxid titani¢ity 5,00 mg
Triacetin | 2,00 mg
Polysorbat 80 0,50 mg
Cerveny oxid Zeleza 1,00 mg
Priklad 6

Mgkké Zelatinové kapsle

Extrakt Hy}ﬁericum perforatum z

Piikladu 1 100 mg
Monopalmitat sacharosy 100 mg
Polyethylenglykol 400 220 mg
Glycerin 15 mg
Cista voda 15 mg

Primyslova vyuZitelnost

Extrakty Hypericum perforatum, ziskédvané frakcionizaci vodné&-alkoholickych,
alkoholickych nebo acetonovych rostlinnych extrakt s vodo-nemisitelnymi estery C; az Cs
alkoholt, vykazuji vysokou stabilitu a vyhodné farmakologické charakteristiky a jsou vyuZitelné

pro p¥ipravu farmaceutickych piipravki pro pduiiti jako antidepresiva.




PATENT OVE NAROKY

1. Zpiisob p¥ipravy extraktd Hypericum perforatum, vyznadujici se tim,Ze zahrmuje:
a) extrakci kv&tnich vrcholki Hypericum perforatum s alkoholem nebo acetonem;
b) filtraci extrakti a jejich zakoncentrovani;
¢) nafedéni koncentritu z kroku b) s vodou nebo smési voda/alkohol;
d) extrakci vodné smési z kroku c) s alifatickymi estery;
e) filtraci a odpafeni do sucha esterového extraktu z kroku d) a ptipadné,
f) rozpudténi v roztoku organické kyseliny ve vodném ethanolu a odpareni rozpoustédla

pfi teplotach pod 40 °C.

2. Zptisob piipravy extraktd Hypericum perforatum podle ndroku 1, vyznacu jici se

t i m, Ze extrakce v kroku a) se provadi v methanolu nebo ethanolu.

3. Zplisob piipravy extrakti Hypericum perforatum podle niroku 1,vyznacdujici se

t i m, Ze extrakce v kroku a) se provadi v acetonu.

4. Zpisob piipravy extrakti Hypericum perforatum podle naroku 1,vyzna ¢ujici se

t i m, Ze fed¥ni v kroku c) se provadi v methanolu nebo ethanolu.

5. Zpiisob piipravy extraktii Hypericum perforatum podle nrokii 1 az4,vyzna Cujici se
t i m, Ze alifatické estery pouzité v kroku d) jsou vybrany ze skupiny obsahujici ethylacetat,
methylacetat, butylacetat.

6. Zptisob piipravy extraktii Hypericum perforatum podle niroku 5, vyznacu jici se

t i m, Ze se pouziva ethylacetat.

7. Zplisob p¥ipravy extraktii Hypeticum perforatum podle naroku 1,vyzna ¢ujici se
t { m, %e rozpousténi vkroku f) se provadi v organickych kyselinach vybranych ze skupiny
obsahujici kyselinu citronovou, kyselinu jable¢nou, kyselinu acetylaspartamovou nebo kyselinu

fosforeénou v 95% ethanolu.
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8. Extrakty Hypericum perforatum, vy znadujici se tim,Ze je lze ziskat zpisobem

piipravy podle naroki 1 az 7.
9. Extrakty Hypericum perforatum podle niroku 8, vyznacujic i se tim,Ze maji obsah
hyperforinu v rozsahu od 10 do 50 % hmotnosti, celkovy obsah hypericini je vy$si nez 0,5 %

hmotn. a obsah dimernich flavoni je od 1 do 2 % hmotn.

10. Farmaceutické piipravky, vyznadujici se tim, Ze obsahuji jako aktivni slozku

extrakty podle narokti 8 nebo 9.

11. PouZiti extrakti podle nrokd 8 nebo 9 pro piipravu antidepresiv.
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