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Inhibice xanthioxidasové aktivity vodnymi extrakty
1éCivych rostlin

Xanthine oxidase inhibitory activity ofmedicinal plants
aqueous extracts

Souhrn

Enzym xanthinoxidasa katalyzuje oxidaci hypoxanthinu na xanthin, ktery se poté
pfeménuje na kyselinu mocovou, coz hraje dulezitou roli pfi vzniku zanétlivého onemocnéni
dny. Tato prace shrnuje in vitro a in vivo studie, zkoumajici inhibicni vliv pfirodnich extraktd
na aktivitu xanthinoxidasy a popisuje projevy a 1é¢bu dny a hyperurikémie.

Metody

Byly zkoumény 1é¢ivé byliny, tradiéné pouzivané v Ceské republice a
sttedoevropském regionu, na inhibici aktivity enzymu xanthinoxidasy. Vodné extrakty 28
druhii 1é¢ivych rostlin vybranych ndhodné z produktového sortimentu firmy Primrose byly
testovany in vitros pomoci spektrofotometrické metody.

Vysledky
Témét u 75 % testovanych druhli byl naméfen néjaky stupen inhibicni aktivity pfi

koncentraci 100 pg/mL. Mezi nejaktivnéjsi vodné extrakty patiily Galium odoratum (1Csg 61
pg/mL) a Sylibum marianum (ICsy 4 pg/mL), nasledované chmelem (Humulus lupulus) a
koptivou (Urtica diocia) s inhibi¢ni aktivitou 79 % a 61 % pfi koncentraci 100 pg/mL. Témét
zadna aktivita nebyla zjisténa u vzorktt Chamomilla recutica a Artemisia absinthum.
Zavér

Vysledky ukézaly zajimavou inhibici aktivity xanthioxidasy u nékterych extrakti.
Tato screeningova studie umoznuje vybér kandidati pro nasledné testy, které musi potvrdit
aktivitu rostlin v bunéénych kulturach nebo in vivo.

Védecké studie ukazuji, ze nékteré byliny a extrakty maji uplatnéni pii alternativni

terapii a prevenci dny nebo hyperurikémie.

Kli¢ova slova: inhibice enzymové aktivity, xanthinoxidasa, dna, hyperurikémie, 1éCivé

rostliny, vodné extrakty
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Summary

The enzyme xanthine oxidase catalyses the oxidation of hypoxanthine to xanthine and
then, to uric acidwhich plays a crucial role in gout and hyperuricemia development. This
thesis summarizes outcomes of in vitro and in vivo screening studies on the xanthine oxidase
inhibitory activity and reviews the current knowledge on the gout and hyperuricemia.
Methods

To investigate xanthine oxidase inhibitory properties of plants aqueous extracts, that
are commercially available and prepared by the Primrose Itd. Company (CZ). Aqueous
extracts of 28 medicinal plants species were screened in vifro xanthine oxidase inhibitory
activity using the spectrophotometric method.

Results

Almost 75 % of the species exhibited a certain degree of xanthine oxidase inhibitory
properties at 100 pg/mL.2% concentration. The most active were water extracts of Galium
odoratum( 1Cso61 pg/mL) and Sylibum marianum (IC sy 4 pg/mL), which was followed
immediately by hop (Humulus lupulus) with higher than 31% at this concentration and nettle
(Urtica diocia) with inhibition of 71 %.Weaker inhibitory activity was shown for samples
ofChamomilla recutica and Artemisia absinthum.
Conclusion

The results showed a high xanthine oxidase inhibitory action. The finding helps to
select suitable lead compounds and products for further in cellulo or in vivo tests. Recently
published studies suggest that medicinal plants might be used for prevention and alternative

treatment of gout and hyperuricemia.

Keywords: enzyme inhibition, xanthine oxidase, gout, hyperuricemia, medicinal plants, water

extracts
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Seznam zKratek

XO: xanthin oxidasa

ICsy: inhibi¢ni koncentrace (50% inhibice enzymové aktivity)
ATP: adenosintrifosfat

XN: hanthohumol

IXN: isoxanthohumol

RTG: rentgen

ELUAR: Evropska liga proti revmatismu

WHO: Svétova zdravotnicka organizace
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1 Uvod

V dnesni moderni uspéchané dobé jsou civilizatni choroby na dennim potradku.

Civiliza¢ni onemocnéni definujeme jako nemoci, jejichz vznik a rozvoj je podminén nebo
velmi vyrazné ovlivnén civilizaci, zplsobem Zzivota, technikou, stresem, zneciSténym
zivotnim prostfedim, Spatnou vyZzivou a dal$imi negativnimi faktory. Tyto nemoci se tykaji
predevsim vyspé€lého svéta. Obyvatele zaostalych zemi ohrozuji spiSe nemoci infekéni.
Mezi nepiijemné dusledky vyspélé civilizace muzeme zaradit také hyperurikemii.
Hyperurikémie je definovana jako zvySené mnozstvi kyseliny mocové v krvi (u muzt vice
nez 420 umol/L a u Zen vice nez 360 umol/L). S timto nartstem je spojeno ukladani krystald
natrium uratu ve tkanich, jeZ vede ke vzniku dny. Manifestni dna postihuje az 1% populace
a jejim typickym projevem je dnava artritida, kterd je nejcastéjSim onemocnénim muzi
nad 40 let. V tradi¢ni medicin€ se jiz nékolik stoleti k 1é¢bé hyperurikémie a dny pouzivaji
byliny. Mechanizmem ucinku klinicky ovéfenych [éCiv je inhibice aktivity enzymu
xanthinoxidasy. Cilem této prace je potvrzeni €i vyvraceni hypotézy, ze k 1éCb¢, prevenci,
nebo zmirnéni pfiznakli tohoto onemocnéni lze pouzit extrakty 1é¢ivych rostlin se specidlnim
zietelem na vodné extrakty. Vodné extrakty maji fadu technologickych prednosti,
jako napftiklad lepsi rozpustnost, obvykle maji vyssi biologickou dostupnost a jsou méné
toxické. Za biologickou aktivitou vodnych extrakti casto stoji flavonoidy a fenolické
kyseliny.

Na toto téma bylo jiz vypracovano po celém svété nekolik in vitro screeningovych studii,
které potvrzuji Ucinky lécivych rostlin na zakladé mechanismu inhibice xanthioxidasové
aktivity. Obvykle jsou pfedmétem téchto studii metanolové nebo etanolové extrakty, ptipadné
extrakty dichlormetanové. V ramci této prace byla testovana aktivita extrakti vodnych

ptipravenych ze vzorki 1é¢ivych bylin pomoci patentu EP 1469927.



2 Cil prace

Cilem této prace je stanoveni inhibi¢ni aktivity XO in vitro u 28 vzorkd bylinnych vodnych
extraktli vyrobenych v ¢eské firmé Primrose a.s. Tyto extrakty jsou prvotné pouzivany jako
ptirodni bylinné koupele, které jsou bez piidavku parfémt, barviv a alkoholu. Tim jsou
vhodné i pro osoby s citlivou pokozkou. Pomoci stanoveni inhibic¢ni aktivity xanthinoxidasy
se muze dokazat dalsi vyuziti t€chto extraktli jako mozné ptirodni alternativy pro 1écbu nebo
prevenci pacientd s hyperurikemii nebo dnou, zvlasté pak jejich vyuziti u hrani¢nich pacient.
Dnes pouzivanym léc¢ivem je allopurinol, ten vSak u nekterych pacientl vyvolava negativni
vedlejsi ucinky (hepatitida, nefropatie, alergie). Proto je hledani alternativniho feSeni 1éCby

nebo zmirnéni piiznakl dny a hyperurikémie zadouci.



3 Literarni reSerse

3.1 Metabolismus purini v lidském organismu

3.1.1 Vznik a vyznam purini v organismu

Puriny jsou dusikaté heterocyklické latky, které cloveék pfijimé v potravé nebo je schopen
je syntetizovat sdm de novo. Jsou zékladnim stavebnim prvkem nukleovych kyselin a jejich
nukleotidti (Olinescu et al. 2002). Vzhledem ktomu, Zze nukleotidy jsou nejdilezitéjsi
dusikaté latky v Zivych organismech, maji velky vyznam v ptirod¢€ a zivoté ¢lovéka (Stasolla
et al., 2003). Puriny z chemického hlediska délime na baze, nukleosidy a nukleotidy. Baze
jsou derivaty purinu, mezi hlavni fadime adenin a guanin. Spojenim téchto bazi s cukernou
slozkou vznikaji nukleosidy. Jejich fosforeéné estery nazyvame nukleotidy. Puriny jsou
zdrojem energie v citratovém cyklu ve formé adenosintrifosfatu (ATP), dale také pisobi jako
prekursory pro syntézu primarnich produktt, jako je sachardza, polysacharidy, fosfolipidy

a dalsi (Choi et al., 2004).

hypoxanthin
|
| |
-\'Vl/ €~ xantinoxidasa
xanthin
| |
i 4 1 «xantinoxidasa

kyselina mocova

Obr.l metabolismus purini. Pfeména hypoxanthinu na kyselinu mocovou pomoci

xanthinoxidasy.



Hlavni metabolicky aktivni puriny jsou jiz zminéné adenin, guanin, dale pak xanthin
a hypoxanthin. Z téla se vylucuji pomoci metabolického procesu prostiednictvim oxidace
1-pyrofosfat, ktery je vstupni slouceninou celé metabolické cesty, a pak také kyselina
inosinova. Ta muze byt konvertovana na purinové baze a zaclenéna do nukleovych kyselin
nebo muize byt dale degradovana na hypoxanthin a xanthin za pomoci enzymu
xanthinoxidasa, kdy v konecné fazi vznika kyselina mocova, viz nasledujici obrazek

(Umamaheswari et al., 2007).

3.1.2 Xanthinoxidasa, jeji metabolismus a role v organismu

Xanthinoxidasa (XO) na obr. 2 je klicovym enzymem v purinové degradaci
(Offermanns a Rosenthal, 2008). Poprvé byla izolovana z kravského pasterovaného podmasli
a popsana v roce 1902. Je klasifikovana jako jeden z nejkomplexnéjSich enzymil a fadime
ji do skupiny enzymu oxidoreduktas, coZz znamend, Ze mulze akceptovat az 14 protoni

z riznych substrati.

Obr.2 Struktura xanthinoxidasy (http://en.wikipedia.org/wiki/xanthine oxidase)
4



V tkénich se pfirozené¢ vyskytuje z90 % ve formé¢ xanthindehydrogenasy. V této
formé se objevuje predevsim v jatrech. Maze vSak byt zpétné prevedena na oxidasu pomoci
sulfohydrylové oxidace nebo nevratné proteolytickou modifikaci(Olinescu et al., 2002).
Béhem re-oxidace xantinoxidasy se molekularni kyslik chova jako elektronovy akceptor.

Vznikaji superoxidy a peroxidy, jejichz reakce miiZzeme popsat pomoci rovnic:

hypoxanthin + O, +H,O— xanthin + H,0,
xanthin + 20,+ H,O—kyselina mocova + O, + 2H"
xanthin + O, + H,O—kyselina mocova + H,O,

0, +2H" ->H, 0, +0,

Z téchto reakci vyplyva, ze XO je dulezitym biologickym zdrojem volnych radikalt
v téle (Cos et al., 1998). Biologické a chemické pro-oxidanty jsou povazovany za dilezité
pti vzniku volnych radikala v téle. Volné radikaly jsou atomy, molekuly nebo ionty schopné
samostatné existence, které maji ve svém elektronovém obalu jeden nebo vice neparovych
elektrond. Snazi se proto toto misto vyplnit a zajistit tak stabilni konfiguraci. Z toho prameni
jejich velka reaktivita a omezena doba existence (Racek a Holecek, 1999). Volné radikaly
zahajuji fetézovou reakci lipidové a proteinové per-oxidace tim, Ze napadaji dvojnou vazbu
téchto molekul. Mohou napadat 1 nukleové kyseliny, sacharidy a enzymy, coz mize vést
k tézkému postizeni tkdn¢ nebo celych organti. Témét 40 nemoci je dnes povazovéano
za choroby zplsobené volnymi radikaly v téle. VétSina z nich jsou metabolického piivodu,
nékteré jsou spojeny se stafim (Behera et. al, 2003).

Hlavnim ukolem XO v lidském téle je, jak jiz bylo uvedeno, oxidovat xanthin

a hypoxanthin v metabolické pfeméné purinii za vzniku kyseliny mocové.



Pii vysoké koncentraci urati kyseliny mocové v krvi se tvoii depozita krystalt
v kloubech. Jako prevence zabranéni vzniku téchto krystali se vyuziva inhibice XO,
kde stoupa vylucovani xantinu a hypoxantinu, jez maji vyS$si rozpustnost nez kyselina mocova

(Offermanns a Rosenthal, 2008).

3.1.3 Kyselina mocova

Kyselina mocova vznikd v organismu ze tfech zdroji, a to z nukleotidi v potrave,
z rozpadu tkanovych nukleoproteinti nebo syntézou de novo z glycinu a jinych organickych
sloucenin. V lidském organismu je koncentrace kyseliny mocové dana rovnovahou mezi
produkci a eliminaci uratd (Neogi , 2011). Celkové mnozstvi kyseliny mocové rozpusténé
v télnich tekutinach dospélého organismu je piiblizné 1000 mg. Jedna tietina je vyluCovana
travicim Ustrojim a zbylé dvé tretiny ledvinami. V ledvinach dochazi k jeji témét 100%
glomerularni filtraci (Rtzicka, 2004).Pii fyziologickém pH = 7,4 mtizeme kyselinu mo¢ovou
najit v ionizované forme uratu. Pfi niz§im pH frakce kyseliny mocové v protonizované forme
stoupd. To je velmi dtlezité vzhledem k tomu, Ze kyselina mocova méa mensi rozpustnost nez
urat. Snizené pH vede k niz§i rozpustnosti. ZvySend koncentrace sodnych urati kyseliny
mocove v téle je oznacovana jako hyperurikémie. Ta je spojena se zvySenym rizikem tvorby
krystali natrium uratu ve tkéanich, coz vede ke vzniku zéanétlivého onemocnéni — dné

(Seegmiller et al., 1962).



3.2 Hyperurikémie a dna

Dna (Arthritis urica) je chronické metabolické onemocnéni zpisobené ukladanim
krystalii sodné soli kyseliny mocové. Jedna se o poruchu metabolismu purind v lidském téle,
jejichz finadlnim produktem je prave kyselina mocova. Toto zvyseni hladiny kyseliny mocové
v séru nazyvame hyperurikemii (Zurek, 2006). Hladina soli kyseliny mogové v séru je u dny
obvykle zvySena a krystaly uratu sodného se ukladaji v riznych mékkych tkanich.

NejcastejSim projevem byva ulozeni krystalti u palce nohy (Smith et. al, 2011).
3.2.1 Historie diagnostiky dny

Nemoc dna byla poprvé objevena a popsana v Egypté 2640 pf. n.l. a patii mezi jednu
z nejrangji klinicky ovétenych nemoci vibec. V 5. stoleti byla Hippokratem oznacena jako
»hechodici nemoc® a ,artritida bohatych® hlavné proto, ze byla spojovana s hodovanim
dobrého tu¢ného jidla a pitim nadmémého mnozstvi alkoholu. Od té doby se dna
pojmenovava jako ,,nemoc krali“(Smith et al., 2011). Pfima pfic¢ina nemoci, ukladani krystala
sodné soli kyseliny mocové v kloubech, byla identifikovana az ve 20. stoleti, kdy ji v roce
1961 popsal McCarty (Olejarova, 2011). Od té doby se hyperurikémie a dna stava béznou

nemoci dnesniho svéta.
3.2.2 Vyskyt, epidemiologie dny a hyperurikémie

V posledni dobé se vyskyt dny a hyperurikémie obecné zvySuje, a to predevsim
v zemich s vysokou Zivotni Grovni a nadmérnou vyzivou (Razicka, 2004). Podle jedné britské
studie se dna vyskytovala v roce 1999 ftiikrat vice néz tomu bylo v 70. letech
(Mikuls et al., 2005). Jen v USA dnou trpi kolem 6,1 mil. obyvatel, coz predstavuje 2 %
populace zijici v této zemi (Smith et. al, 2011).

Manifestni dna postihuje méné nez 1-2 % populace. Jejim projevem je dnava artritida,

kterd je nejéasté&j$im kloubnim onemocnénim muzii nad 40 let (Zurek, 2006).



Prvni atak dnavé artritidy se projevi u muzi ve véku 40 az 60 let. U zen se dna
vyskytuje ve vétsSing ptipadii az po menopauze, tedy nejdiive po Sedesatém roce véku. V této
dob¢ je vznik onemocnéni zplsoben snizenim hladiny Zenskych pohlavnich hormoni.
V disledku snizeni téchto hormond se vyskyt nemoci u populace Zen a muzii vyrovnava,
ve véku mezi 75-84 lety se vyskyt dny u muzii i zen dostava az k 8 % populace. Ve stafi
nemoc také vice postihuje horni polovinu téla a jeji klouby. Pfedev§im paze a ramenni klouby
(Pavelka, 2008). U muzu je tato hladina vice nez 420 umol/L a u Zen vice nez 360 pmol/L
(Seegmiller et. al, 1962).

Vyskyt dny byva typicky spojovan s obezitou a s hypertriacylglyceremii, ktera
se zjiStuje u 75-80 % pacientl. Diabetes melitus byva spojen s ndlezem hyperurikémie u 1-5
% ptipadii. Hypertenze je diagnostikovana u 22-38 % pacientli s hyperurikémii, coZ souvisi
s Gastymi piipady srde¢nich selhani a vy$§i mortalitou (Zurek, 2006). Hyperurikémie
je jednim z nejb&znéjSich onemocnéni a nejrozsifenéj$i nemoci v populaci. Mezi dospélou
populaci se vyskytuje od 2,3 do 41,4 %. V zapadnich zemich a pacientd s jejim vyskytem

v rodinné anamnéze se vyskytuje az u 20 % pacientli dospélého veéku (Pavelka, 2008).
3.2.3 Primarni a sekundarni hyperurikémie a dna

Hyperurikémii a dnu mtzeme podle piiciny vzniku rozdelit do dvou skupin, a to
na primarni a sekunddrni. Primarni hyperurikémie ma z90 % pfiinu ve sniZeném
ledvinovém vylucovani kyseliny mocové. To mtze byt zpisobeno snizenou filtraci kyseliny
mocoveé, zvySenou resorpci nebo snizenou tubuldrni sekreci. ZvySend produkce kyseliny
moc&ové se objevuje pouze u 10 % piipadt primarni dny (Zurek 2006). V praxi Ize rozlisit
priciny hyperurikémie pomoci vySetieni odpadi kyseliny mocové za 24 hodin. Normalni
hodnoty se pohybuji mezi 1,8-3,6 mmol/24 hodin. Hodnoty pod 1,8 hodnotime jako poruchy

sekrece uratt a hladiny nad 3,6 mmol hodnotime jako nadprodukci uratu.



V praxi se nejCastéji objevuje dna primarni. Ta je zplGsobena zvySenym obsahem
purini ve stravé (Olejarova, 2011). Tuto skupinu pacientli zastupuje asi 50 procent
indikované primarni dny. Puriny se objevuji nejCastéji u konzumentl masa, masnych
vyrobkd, vnitfnosti a podobné. Obsah téchto latek vSak neni jedinym plvodcem vzniku
primarni dny, Casto se kombinuje nékolik faktorG (Ruzicka, 2004). Primarni dna
v ojedinélych piipadech mlize byt asociovana specifickymi enzymatickymi defekty.

Sekundarni hyperurikémie se sniZzenou exkreci kyseliny mocové provazi ledvinna
onemocnéni s poklesem glomerularni filtrace (Pavelka, 2008). Snizené vylucovani kyseliny
mo&ové je podstatou vzniku léky indukované hyperurikémie (Zurek, 2006). Sekundarni dna
vyvolava tadu onemocnéni spojenych se zvySenym bunéénym obratem a zvySenym
odbouravanim nukleoproteini (Olejarova, 2011). Mezi tyto nemoci patii maligni
onemocnéni, generalizovana psoriaza, hemolyza, terapie cytostatiky (Pavelka, 2010). Zaroven
¢asto vyvolava vznik nemoci v disledku retence kyseliny mocové. Hladinu kyseliny mocové
vSak mohou zvySovat i 1éky (Rtzicka, 2004). Pokud se nemoc objevi pred 25. rokem zivota,

jedna se vétsinou o sekundarni dnu.
3.2.4 Diagnoéza dny

Typickou oblasti, kde mizeme lokalizovat dnu, je palec u nohy (obr.3). Palec nohy
je postizen u 90 % nemocnych. V dalSich 10 % miZeme u pacientll najit postiZeni i jinych
kloubl v lidském téle. Dnava artritida se projevuje i na kloubech nohy, kotnicich, paté,
zapésti, kloubech rukou a prstech. Dna se velmi vzacné muZe objevit i v patefi, kyclich
a ramenech (Neogi, 2011). Zacatek dnavé artritidy je nahly. Projevuje se intenzivni bolesti
s vyraznymi znamkami zanétu, jako je =zarudnuti, otok a lokdln¢ zvySena teplota
nad postizenym kloubem (Zurek, 2006). Nélez hyperurikémie u pacienta s akutnimi

nebo chronickymi kloubnimi problémy jesté nelze diagnostikovat jako dnu.



V obdobi akutniho dnavého zachvatu byva az ve 33 % nachdzena normalni
nebo snizena hladina kyseliny mocové. Pro definitivni diagnézu ma zésadni vyznam analyza
kloubniho vypotku s prikkazem krystald natrium urdtu pii vySetfeni polarizatnim
mikroskopem (Olejarova, 2011). Vysetfuje se také pomoci RTG, bakteriologického vysetieni
kloubniho zanétu nebo pomoci radiografického vysetfeni prvnich atak. Klinicky obraz
zhstava zakladem pro diagnostiku dnavé artritidy klidovym (Zurek, 2006). Existuje nékolik
soubort riznych diagnostickych kritérii zaloZenych na klinickych nalezech, laboratornich
vySetienich a prikazu uratovych krystalti v kloubni tekuting.

Zajimavou diagnostickou pomickou pouzivanou ve Spojenych statech americkych
je hodnoceni pfiznaki dny pomoci bodového systému tzv. sedmibodového skore. Kazdy
z ptiznakll je ohodnocen urCitym poctem bodd a podle konecného souctu ptislusnych bodi
se diagnostikuje dna. Celkové maximalni skore je 13 bodt. Pokud se pacient dostane na skore
4 a mén¢, témet ve 100% piipadd se nejedna o dnu, pokud se dostane na skore 8 a vice,
je diagnostikovdna dna u vice nez 80% pifipadl. Pokud se pacient ocitne mezi témito
hodnotami, je diagnéza nejistd a dnu mizeme diagnostikovat pfiblizn€¢ u 30 % pacienti

(Smith et al., 2011)

3.2.5 Terapie a farmakoterapie dny

Terapii dnavé artritidy délime do Ctyf zdkladnich stadii podle postupu nemoci
v organismu. Prvni stddium se nazyva asymptoticka hyperurikémie. Toto stadium je
charakterizovano laboratornim vySetfenim zvySené hladiny uratd v séru bez manifestace
dnavé artritidy nebo ptitomnosti urolithiasy. V pruméru trva 20 let a kon¢i prvnim akutnim
zachvatem dnavé artritidy (Pavelka, 2008 ). V akutni fazi byvaji krystaly pfitomny piedevsim
intracelularné fagocytované leukocyty. ZvySena koncentrace urdtu v kloubni tekuting je
jednou z hlavnich podminek vzniku dnavé artritidy (Smith et. al, 2011). Stadium akutniho

dnavého zachvatu 1é¢ime pomoci zmirnéni symptomt a zkraceni doby zachvatu na minimum.
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Z hlediska nefarmakologickych opatieni je dilezity klid na ldzku, dieta a lokalni
ochlazeni kloubu, ktery byl zachvatem zasazen. Davka 1ékti v pritbéhu dnavého ataku neni

upravovana. Mohly by totiz vyvolat nebo zesilit jeho prabéh (Zurek, 2006)

Obr. 3 Ataka dnavé artritidy u palce nohy a typické rentgenové zmeény tzv. tofy

Jednim z nejcastéjSich faktorti ovlivitujicich vznik zachvatu dny je dietni chyba
nebo exces v poziti alkoholu. Mtze byt vSak zplsoben také traumatem ¢i chirurgickym
zakrokem. Nemén¢ zanedbatelny je také vliv 18kl jako jsou thiazidova diuretika, intraven6zné
podany heparin, allopurinol, cyklosporin a podani radio-kontrastnich latek. Cilem
hypourikemické terapie je snizeni hladiny uratu v krvi pod 360 umol/L. Terapie se zavadi
az po uplném odeznéni zanétu kloubu (Olejarova, 2011). Pro 1écbu akutniho zachvatu
se jiz n€kolik stoleti pouziva 1ék kolchicin. Jeho zdrojem je cibule ocunu (Colchicum
automnale). Mechanizmus U¢inku se vysvétluje tak, ze kolchicin inhibuje fagocytozu

jehlicovych krystala.
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Limitujicim faktorem je vSak vysoky vyskyt gastrointestindlnich ptiznakd, predevsim
prijmu. Pii prvnim zachvatu podavamelmg, pak 0,5 mg v intervalu 2 hodin aZ do dosazeni
ulevy nebo objeveni prijmu. Pokud nedojde k ulevé, podavame po 6 hodinach az do konecné
davky 5 mg (Ruzicka, 2004).

Asymptomatické obdobi mezi dnavymi zachvaty je tzv. Inter-kriticka faze.
U neléCenych pacientli se frekvence zachvatii zvysuje, v dal§im prabehu ataky dny nemaji
tak nahly pocatek, avSak mohou se projevit zanétem vice kloubli. Nicméné v tomto obdobi
stile mize dojit k Giplnému vymizeni potizi (Zurek, 2006). Pokud viak obtize neodejdou,
nemoc postupuje do chronického stadia.

Chronickéd dna vede u pacientd k zanétim spojenym s bolesti, a tedy k vyraznému
snizeni kvality zivota. Dokonce k subjektivné vétSim omezenim a sniZeni kvality zivota
nez u pacientd trpicich diabetem nebo zvySenym krevnim tlakem. Tyto problémy se tykaji
predevs§im muzi ve véku 54-66 let (Smith, 2011). Pribéh neléCené dny mize byt rizny.
Projevuje se mirnymi ataky, které mohou ustoupit do n¢kolika hodin, ale také tézkymi
dnavymi zachvaty, které mohou trvat nekolik dnti az tydnt
(Zurek, 2006). V chronickém stadiu nemoci ¢asto dochazi k nalezu tzv. tofil.

Tofy jsou depozita krystald natrium uratu v mékkych tkanich. Objevuji se u 50 %
nemocnych po 10 letech od prvniho dnavého zachvatu. Ve vétsin€ pripadd se vSak jedna o
minimalni depozita krystalt. Jejich tvorba souvisi se stupném a délkou trvani hyperurikémie.
K castéjsi tvorbé tofll jsou nachylnéjsi jedinci s onemocnénim ledvin uzivajici diuretika. Tofy
se mohou objevovat predev§im v oblasti drobnych kloubi nohy, ruky, v kotnicich a kolenech
(Olejarova, 2011). Tvorba téchto krystall je v téle ovlivnéna teplotou, zménou pH kloubni
tekuting a pfitomnosti proteoglykani (Zurek, 2006). P#i rozhodovani o zahajeni
farmakologické terapie je dulezité piihlédnout kvySce hladiny kyseliny mocové

a k ptitomnosti reverzibilnich faktord vedoucich k hyperurikemii.
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Mezi tyto faktory fadime vice nez 2-3 zachvaty za rok, hladinu kyseliny mocové vyssi
nez 540 pmol/L, zmény kloubu na RTG, nalez tofli nebo utolithiasy. Pfi objeveni téchto
faktori dochazi k indikaci chronické dny a dlouhodobému podéavani 1éki na snizeni této
hladiny pod koncentraci <360 pmol/L (Becker et al., 2005). Léky pouzivané k 1écbeé dny
nazyvame urikostatika, jsou to strukturalni inhibitory XO a jejich u¢inkem je jeji inhibice.

Nejznaméjsim a nejpouzivanéjs$i lékem pti indikaci dny je allopurinol, ktery
je izomerem hypoxanthinu a po konverzi na oxypurinol sniZuje koncentraci sodnych urati
v krvi pravé pomoci inhibice XO (Zurek, 2006). Mizeme jej oznacit jako inhibitor spadajici
do kategorie purinovych inhibitort. Jeho maximalni davka na den je v soucasné dobé
stanovena na 800 mg. AvSak Evropska liga proti revmatismu (ELUAR) doporucuje snizeni
davek na 100-300 mg/den. Pii pifekroceni denniho limitu mohou totiz vznikat nezadouci
ucinky 1éku. NejbéznéjSimi vedlejSimi ucinky jsou kozni reakce, jako naptiklad
hypersenzitivita, projevujici se kozni vyrazkou (Ye et. al., 2013).

Mezi dalsi nezaddouci ucinky muiZzeme zatadit gastrointestindlni intoleranci, kterou
je vSak mozné eliminovat pozitim léku s jidlem (Pavelka, 2008). Allopurinol se dobie
vstiebava ve stravé. Maximalni Gc¢inek 1¢ku se projevi po 4-14 dnech pravidelného uzivani.
Po jeho vysazeni mize efekt pretrvavat jesté 4 dny (Zurek, 2006).

Dalsim ucinnym Iékem pouzivanym k 1écbé dny a hyperurikémie je febuxostat. Tento
nepurinovy XO inhibitor byl na rozdil od allopurinolu schvalen i k 1é€bé hyperurikémie.
Febuxostat inhibuje oxidacni i redukéni formy XO a mé i maly efekt na dalSi purinové
a pyrimidinové metabolické enzymy, coz indikuje lepsi efekt pii 1é€be dny (Ye et. al, 2013).
Febuxostat se pouzivd v mnohem mensich koncentracich 80-120 mg/den. Pii davce 40 mg,
ma priblizné stejny u¢inek jako allopurinol v davce 200-300 mg/den (Zurek, 2006).
Maximalni davka pro jeden den je 300 mg. Febuxostat je také mnohem ucinnéjsi pii 1écbe

dny u lidi s poruchou ledvin (Becker et al., 2005).
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Dlouhodobé studie ukazaly vysokou ucinnost febuxostatu. Vyskyt dny pii uzivani
klesa, avsak nezadouci ucinky, zejména gastrointestinalni poruchy, se podobaji allopurinolu

(Edwards et al., 2009).

Nizkopurinova dieta a dal§i doporuceni pii 1éCbé dny

K prevenci opakovanych dnavych zachvatii a vytvareni krystalii natrium urdtu pomoci
nefarmakologickych opatieni je dulezité¢ zapojit k 1écbé i dietu s nizkym obsahem purind.
Pti této dieté¢ vSak vétSinou nedochazi k vétsimu poklesu uratu nez je 60 pmol/L. Redukce
hmotnosti, vylouceni alkoholu a dostatecny piijem nealkoholickych tekutin usnadnuje
vyluovani urati z téla (Pavelka, 1995). Vzhledem k tomu, Ze jednou z nejcastéjSich piicin
vyvolani dnavého zachvatu je dietni chyba, Pavelka vypracoval vyzivové doporuceni
potravin, které se hodi a nehodi ke konzumaci u pacientil s dnavou artritidou. Tyto potraviny
muzeme rozdélit do tii skupin podle vhodnosti poziti. Mezi nevhodné zatazené spadaji
¢ervené maso, vnitinosti, lusténiny, alkohol, Spenat, chitest, ovesné produkty, cokolada a dalsi.
Do obcas pozivatelnych potravin patii omezené mnozstvi masa, tunak, losos.

A naopak vhodné je do stravy zatadit mléko a mlé¢né produkty, ovoce, ryzi, brambory,
mouku, rostlinné a zivocisné tuky (Pavelka, 2008). Nova opatieni nicméné sméfuji obecné
ke snizeni pfijmu proteini ve vyziveé jako takovych, nebot’ obsah proteind siln¢ koreluje
s obsahem nukleovych kyselin a tato doporuceni jsou pro pacienty snadno zapamatovatelna

(Jordan et al., 2007).
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3.3 Komplementarni a bylinna farmakoterapie dny

3.3.1 Historie bylinné mediciny

Bylinnd medicina ma ve svété dlouhodobou tradici, a to predevsim v Asii (Kong et al.,
2000). V letech 3000 pi. n. 1. bylo v Ciné pouzivano pies 230 1é¢ivych rostlin k 1é¢eni viech
druhti nemoci. Ajuverda, nejstarsi systém zdravotni péce, je vykonavan Siroce v zemich jako
je Indie, Sri Lanka a dalsich statech po celém svété. Atharvaveda, Charak Samhita a Sushrut
Sambhita jsou hlavnimi klasiky této mediciny a popsali vice nez 700 bylin velmi podrobné
v letech mezi 500-100 pf. n. 1. Na naSem kontinentu jsou prvni zminky o bylinném lékatstvi
datovany vroce 78 mnaseho letopoétu, kdy Dioscorides napsal spis snazvem
De Materia Medica popisujici tisice 1é¢ivych bylin. Toto pojednani zahrnuje popisy mnoha
1é¢ivych rostlin, které zistavaji dalezité i v dnesni moderni medicin¢ hlavné proto, ze slouzi
jako zdroj dilezitych Ccistych chemickych latek, které maji vyznamnou roli v pouZiti
v moderni terapii (Mukhopadhyay et. al., 2012).

Moderni medicina disponuje silnymi chemicky syntetizovanymi léCivy, piesto vSak
nemocnost neklesa, a bohuzel naristd pocet tzv. patogennich poskozeni, kdy nemocny je
po 1écbeé vice nemocen z prostfedkll 1é€by nez z ptivodni choroby. Proto stale roste zajem
o alternativni medicinu a jeji dulezitost uznavaji i l€kati. Odvétvim, kterym se zabyva tato
prace, je fytoterapie Cili 1é¢eni bylinami. Fytoterapii myslime cilené 1é¢ivé postupy, které jsou
v souladu s poznatky soudobé védy (Zentrich, 2007).

Svétova zdravotnickd organizace (WHO) rovnéZ uznava vyznam tradicni mediciny
a vytvorila strategii, smérnice a standardy pro botanické 1éky. Rovnéz pfizndva, ze témer 65
% svétové populace zaclenilo rostlinnou terapii jako soucast své normalni zdravotni péce.

Casto se uvadi, ze 25 % vsech predepsanych 1é¢iv je odvozeno z rostlin, at’ uz se jednd
o ptirodni latky nebo jejich syntetické derivaty (Mukhopadhyay et al., 2012).
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Ve svéte existuje 250 000 druhd vysSich rostlin, znichz 10 000 je pouzivano
k 1écebnym ucelim. Pfitom kazda rostlina obsahuje stovky mnohdy terapeuticky vyuzitelnych
chemickych latek, které mohou pfiznivé ovliviiovat zdravi clovéka (Cos et. al, 1998).
Tabulka. 1 demonstruje dilezitost pfirodni farmakoterapie vyjadienou pocéty druhti 1é¢ivych
rostlin pouzivanych v riznych zemich svéta. Nejvétsi druhova pestrost a vyuziti bylin v

tradiéni medicing je v Cing, Indii a Jihoafrické republice. Toto jsou také regiony, ve kterych

ma tradi¢ni medicina nejdelsi tradici.

Zem¢ puvodu Celkovy pocet puvodnich druht rostlin Pocet 1é¢ivych druht rostlin
Bulharsko 3567 750
Francie 4630 900
Madarsko 2214 270
Ceska republika 610 190
Malajsie 15500 1200
Nepal 6973 900
Pakistan 4950 1500
Filipiny 8931 850
Sri Lanka 3314 550
Thajsko 11625 1800
Vietnam 10500 1800
Cile 4672 462
Cina 27100 11146
Indie 17000 7500
Mexiko 30000 2237
Spojené staty Americké 20000 2572
Jizni Afrika 22000 4000

Tab.1 Pocty vyuzivanych rostlinnych druhti v tradi¢ni terapii Tab.l Pocty vyuZzivanych
rostlinnych druht v tradi¢ni terapii

(Mukhopadhyay et al. , 2012)
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3.3.2 Lécivé rostliny s vyuzitim pro lé¢bu dny

PouZzivani allopurinolu vede sice u velké €asti pacientd k mirnym, avSak pro 2 %
populace vyznamnym, vedlej§im U¢inkim. Proto je zcela pochopitelna snaha mnoha
védeckych tymi o hledani alternativ, které tyto vedlejsi i€¢inky nemaji.

Nabizi se 1 moznost ovlivnit metabolismus kyseliny mocové pomoci stravy bohaté
napt. na vybrané sekundarni rostlinné metabolity s u€inkem na xanthinoxidasu nebo 1écivy
na zaklad¢ l1écivych bylin a pfirodnich latek. Prikladem takovych 1éCiv je v ¢inské medicing
pouzivany ptirodni 1€k Simiao Pills. Ty jsou popsany v tradi¢ni ¢inské medicing, kde byly
pouzivany pies 700 let jako ucinné léky proti dn€ a dnavé artritid€. Jejich sloZeni obsahovalo
Ctyti rostliny Atractylodis macrocephala, Phelloden drichinensis, Coix lacryma-jobi
a Achyranthes bidentatata v poméru 10:10:15:15 g (Hua et al., 2012) Celit sloZitym
patologickym jevim ve fazi Casné a stfedni faze dny a hyperurekémie  lze pomoci
modifikované vylepSené Simiao Pills. Uvadi se, Ze maji vysokou t¢innost, povzbuzuji vitalni
energii, zvySuji frekvenci moceni, detoxikaci a snizuji zanéty. Tyto pfirodni léky jsou
vyrabény a podavany na zaklad¢ klinickych zkusenosti. Jedna se o klasické Simiao, které je
obohacené o dalSi rostliny Dioscorea hypoglauca, Anemarrhena asphodeloides
(Hua et al., 2012).

Piestoze data z klinickych studii zatim chybi (s vyjimkou klinické studie konzumace
tteSni a studii na podavani Ermiao- a Simiao Wan), je celd tada dat z in vitro a in vivo
experimentl, které ukazuji, ze pfirodni latky mohou mit na 1écbu dny vliv. V dnesni dobé
pocit'uje cast pacientti odpor k farmakoterapii, preferuji ptirodni 1é¢bu a je tak vhodné ovérit,

zda tyto prostiedky maji potencidl v prevenci nebo 1éCbe.

17



3.3.3 Flavonoidy- u¢inné latky pri lécbé dnavé artritidy a hyperurikémie

Flavonoidy jsou Siroce rozSifeny v rostlindich, miZeme je najit v kofenu, listu,
semenech, kufe ¢i kvétu. Dodnes jich bylo identifikovano vice nez Ctyfi tisice. Flavonoidy
jsou sekundarni metabolity organismu s polyfenolovou, zpravidla Ce—C;—Cs strukturou
(Van Hoorn et al., 2002). Déli se do Sesti zakladnich skupin (obr. 4) na anthokyany, flavanoly

(katechiny), flavony, flavonoly, flavononoly a isoflavonoidy (Cook a Samman, 1996 ).
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Obr.4 obecna struktura flavonoidnich latek ( Velisek, 2002 )

Flavony, flavanony a flavonoly maji podobnou chemickou strukturu. Flavanony jsou
obsazeny v mnoha druzich potravin pfedevSim v citrusovém ovoci a dzusech. Podili
se na barvé a chuti ovoce jako naringin v grapefruitu a hesperidin v pomerancich. Ve skupiné
flavonii se nejbéznéji vyskytuje apigenin a luteolin. Apigenin a jeho glykosidy najdeme
povétSinou v potravinach jako je petrZel, v obilninach a zeleniné (Cos et. al, 1998)
Flavonoly jsou slouceniny obsazené ve vétsing rostlinnych potravin. Nejznaméjsi jsou

kvercetin a kaempferol. Kvercetin se vyskytuje pfedevsim v listové zelenin¢. Chmel obsahuje

700 mg/ kg kvercetinu.
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Isoflavony jsou nejéastéji v lusténinach a soje. Jsou to bezbarvé slouceniny, jejichz
zastupci jsou daidzein, genistein.

Anthokyany byly isolovany jako prvni flavonoidové slouceniny z pigmentl rostlin.
Produkuji cervené a fialové zbarveni ovoce. Jejich barva je zavislda na pH. Posledni
a nejkomplikovanéjsi skupinou jsou flavany. Mezi n¢ fadime katechiny, leucoanthokyaniny,
taniny. Velké mnozstvi katechini se vyskytuje v ¢aji (Heim et al., 2002 ).

Flavonoidy jsou také pritomny v lé¢ivych bylinach a bézn¢ se pouZzivaji jako soucast
lécivych piipravki. Extrakty 1é¢ivych rostlin obsahujici flavonoidy se pouzivaji ke zlepSeni
cévniho tonu, jako antiseptika, zlepSuji vidéni. Druh rostlin Labiatae jsou zdrojem téchto
bylin pouZzivanych v IéCivych pfipravcich. Zahrnuje byliny, jako je mata, bazalka, oregano,
rozmaryn, Salvéj, tymian. VétSina ucinkli prospéSnych na zdravi jsou pfipisovany zejména
antioxidacni a chelatacni aktivité. Na zdklad¢ téchto chemickych vlastnosti inhibuji oxidaci
LDL cholesterolu a maji kardiopreventivni G¢inky (Cao et al., 1997).

Existuji studie, které potvrzuji, ze flavonoidy také piisobi jako inhibitory nékterych
enzymi v lidském organismu. Mezi tyto enzymy patii lipoxygenasa, cyklooxygenasa,
monooxygenasa, xanthinoxidasa, NADH-oxygenasa, fosfolipasa a také enzym
xanthinoxidasa, jehoz inhibice se vyuziva pravé pii 1é¢beé dny a hyperurikémie

(Lin et al., 2002).

3.3.4 Dosud publikované in vitro a in vivo studie

In vitro studie

Na toto téma bylo publikovano nékolik Sirokych screeningovych studii po celém
svéte, ve kterych se jejich autofi zaméfili na testovani rostlin pfedevsim v mistnich tradi¢nich
lécebnych systémech. Tyto vysledky ukazaly, Ze rostlinné extrakty mohou byt budoucnosti
v 1écbé dny a hyperurikémie. /n vitro testy ukazaly, Ze mnoho téchto rostlin je skutecné

silnym inhibitorem xanthinoxidasy.
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Studie byly publikovany tymy z Vietnamu, Ciny, Brazilie, Australie, Indie, Panamy,
Severni Ameriky, stfedomoiského regionu a také v Ceské republice (Nguyen et al., 2004;
Kong et al., 2000; Filha et al., 2006; Sweeney et. al, 2001; Umamaheswari et al., 2007; Owen
et al., 1999; Havlik et al., 2010; Gonzales et al., 1995; Flemming et al, 2011).

Filha a Vitolo (2006) testovali v Brazilii rostliny druhu Lychnosporas. Tyto rostliny
byly vybrany na zékladé poznatku, Ze jsou v Brazilii dlouhodobé pouzivany mezi lidmi jako
testovano 16 extrakti. VSechny tyto extrakty vykazovaly vysokou aktivitu XO-inhibice.
Nejaktivngj$imi rostlinami v testech byly L.trichocarpha, L.ericoides, L.candelabrum,
L. Staaviodes s inhibi¢ni aktivitou 77,78, 66, resp. 63 % pii koncentraci 100 pg/mL. ICs, byla
6,16; 8,28; 33,97; resp. 37,7 pg/mL. Posledn€ zminované rostliny vykazuji pozitivni vysledky
a mohly by byt pouzity jako potencialni inhibitory xanthionxidasy vyuzitelné pro 1écbu
(Filha et.al, 2006).

Podobna screeningova studie byla publikovana ve Vietnamu. Tam ma tradicni
medicina také velmi dlouhou tradici. Autofi studie testovali 96 vzorkl rostlin pouzivanych
k 1écbé dny a hyperurikémie, resp. podobné indikace vychazejici z principt asijské tradicni
mediciny. Celkem 126 extrakti ztéchto rostlin bylo testovano na aktivitu inhibice
xanthinoxidasy. VsSechny znich vykazovaly néjaky stupeii inhibice XO aktivity
pti koncentraci 10ug/mL, pouze dvé rostliny pii této koncentraci inhibovaly aktivitu z vice
nez 50 %. Nejvétsi inhibicni aktivitu vykazovala Chrysantenum sinense (ICso 5,1 pg/mL).
Tato rostlina dokonce vykazovala v testu silngjsi inhibi¢ni aktivitu nez klinicky pouzivany
allopurinol (Nguyen et. al, 2004).

V ceské studii bylo vybrano 27 rostlinnych druhti lé¢ivych bylin. Témér 50 % extrakti

vvvvvv

nigra, Betula pendula, které vykazovaly hodnoty I1Csy 8,3 a 25,9 ug/mL.
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To také koresponduje s etnobiologickymi udaji o pouziti téchto rostlin
ve Stfedoevropském regionu. VSechny z nich jsou uvedeny v herbaii ¢eskych bylin autori
Jan¢i a Zentricha ( Zentrich a Janca 1997) jako prosttedky tradicné vyuzivané proti dné
(Havlik et al., 2010).

Sweeney a Wyllie provadéli studii na rostlinnych druzich pouzivanych tradi¢né
v Australii. Pfipravili extrakty ze 17 druhii lécivych bylin tradiéné pouzivanych v tomto
odvétvi komplementarni a bylinné mediciny. Bylo zjisténo, ze extrakty z deviti rostlin mély
vétsi inhibicni aktivitu nez 25 % pii koncentraci 100 pg/mL.

Nejvétsi  inhibici  ukazovala  Clerodendrumfloribundum,  Eremophilamaculata
a Stemodia grossa. U téchto bylin byla zjiSt€na inhibice vyS$si neZ 40 % pii koncentraci
100pg/mL. VSechny extrakty téchto rostlin by se mohly pouzit jako pfirodni l1écba dny
a hyperurikémie (Sweeney et al., 2001).

Cina je jednim z hlavnich statd, kde mé tradi¢ni medicina tisiciletou tradici, a proto
je také prikladem pro mnoho jinych zemi ve svété. V rozsdhlém screeningovém testu bylo
analyzovano 122 ethanolovych extraktl z tradi¢nich ¢inskych medicinskych rostlin, které jsou
v tomto regionu cCasto pouzivany k lécbé dny. NejaktivnéjSim methanolovym extraktem
se stal Cinnanamum cassia, skoticovnik, u kterého byla stanovena hodnota inhibice vyjadiena
ICsop 18 pg/mL. Druha nejvyznamnéjsi aktivita byla namétena u rostliny Chrisanthemum
indicum, ktera ale byla zahmuta i ve studii z Vietnamu. V ¢inské studii bylo pro extrakt z této
byliny stanoveno 1Cso22 pug/mL (oproti Chrysantenum sinense 1Csy 5,1 ug/mL) testovanych
ve studii Nguyen et al., coZ je oboji pomérné silna inhibice. Zavéry této Cinské studie jsou
opét optimistické a uvadi moznost pouziti téchto rostlin v terapii dny (Kong et al., 2000).

Studie vypracovana v Indii se zaméfila na 6 rostlin pouzivanych v tomto regionu jako
1é¢ivé byliny. Terapeutické U¢inky téchto latek jsou pfipisovany latkam, jako jsou flavonoidy,

terpeny, alkaloidy, fenoly.
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Methanolové extrakty ukazaly, Zze rostliny Coccinia grandis, Datura metel,
Srychnosnux-vomica, Vitex ~ megundo  vykazovaly  inhibi¢ni  aktivitu  vysSSi
nez 50 %, avSak pouze Srychnos nux-vomica, Vitex negundo ukazaly hypourikemickou
aktivitu in vivo na mysich (Umamaheswari et al., 2007).

V Severni Americe bylo testovano 26 celedi rostlin vybranych ze 17 druht rostlin.
U 88 % extraktli byla zjiSténa inhibice pii 100 mg/ml vétsi nez 50 %. Modiin Larix laricina
vykazoval inhibi¢ni aktivitu 86,3 % (Owen et. al, 1999).

Diky rozmanité floie Jizni Ameriky byla dalsi studie vypracovana v Panamé. V této
studii bylo testovano 34 vzorkl z rostlin Celasraceae a Lamiaceae na inhibici XO- aktivity
in vitro. Bylo zjisténo, Ze 85 % vzorkli ma vysoké inhibi¢ni G¢inky pii 50 ng/ml. VSechny
vzorky z rodu Lamiaceae vykazovaly inhibic¢ni aktivitu jiz pfi velmi malych koncentracich,
vysoka aktivita ale byla zjisténa 1 u extraktd Hyptis obtusiflaora a Hyptis lantanaefolia)
(Gonzalez et al., 1995).

Ve stedomoii se jiZ mnoho let pouzivaji listy stromu Olea europea k 1&€bé zanétlivych
onemocnéni. Na toto téma zpracoval studii Flemming (2011), zaméfil se na ucinky XO
inhibice a fenolickych sloucenin obsazenych v téchto extraktech. Bylo zjisténo,ze ethanolové
extrakty Olea sp. vykazovaly 1Csy 42ug/ml. Pti testovani fenolickych latek izolovanych
z téchto extrakti byl nejvétsi efekt zjistén u apigeninu a luteolinu, a to s hodnotami

0,33 a 0,086 uM/100 mg. Témito vysledky bylo prokazano, ze vyuzivani listd Olea europaea

-----

In vivo studie

Zatimco in vitro testll na XO inhibi¢ni aktivitu byla publikovana cela fada, in vivo
testl je o poznani méné. V tradicni ¢inské medicin€ se k 1écbé dny a hyperurikémie jiz dlouho

pouziva lécivy ptipravek Ermiao wan.
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Kong testoval toto 1é¢ivo in vivo na normalnich mysich a na laboratorné¢ chovanych
mysich, kterym byl podavan oxonat drasliku k vyvolani hyperurikémie, aby potvrdil inhibi¢ni
aktivitu xanthinoxidasy, a tim ucinek na sniZeni hladiny uratd kyseliny mocové. Bylo
zjisténo, ze vodné extrakty ptipravené z obou rostlin Ermiao Wan vykazuji relativni inhibi¢ni
aktivitu na xanthindehydrrogenasu a xanthinoxidasu v jatrech pokusnych mysi. Ermiao Wan
a jeho slozka kury =z Phylodendron sp. snizovaly aktivitu jaterni XO
u hyperurikemickych mys$i. U nehyperurikemickych mysi byla hladina uratd v séru 3,24
+ 9,41 mg/dL

U hyperurikemickych mysi hladina stoupla na hodnotu 5,73 + 0,15 mg/dl
(176,9 % kontroly). Po sedmidennim podavani vodnych extrakti Ermiao wan a kiry
Phelodendron sp. se snizila hladina séra wuratd v krvi hyperurikemickych mysi
o 40,8 a 27,7 %. Avsak tento efekt inhibice jaterni XO u hyperurikemickych mysi byl
v porovnani s alopurinolem nizky (Kong et. al, 2004)

V indické studii byla testovana XO aktivita v jatrech my$i po podani vybranych extraktu.
Zvitatim byl podavan methanolovy extrakt z Coccina grandis a Vitex negundo.
U testovanych zvifat se ukazalo vyznamné snizeni hladiny sérovych uratd pod 3,9 + 0,7
mg/dl (P< 0.001) a 6.26 + 0.06 mg/dl (P< 0.01). Tento efekt byl téméf shodny s hladinou séra
uratd kontroly 3,56 £ 0,6 mg/dl. Skupina mysi 1é€enych pomoci alopurinolu ukazala vysledky
3,89 £ 0,7 mg/dl (P< 0.001). Z téchto extraktd byly také izolovany slouceniny jako
ucinky téchto rostlin. Obsahem téchto latek bylo dokazano, ze tyto rostliny a rostlinné latky
mohou byt aktivni i in vivo (Umamaheswari et al., 2007).

Dalsi in vivo studie se zaméfila na silice a extrakty ze skoticovniku Cinnamomum sp.
Vysledky ukazaly vysokou inhibi¢ni aktivitu s hodnotou ICsy 16,3 pg/ml v in vitro testu

u silic, ale ne u vodnych a ethanolovych extraktti téchto oleju.
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Hyperurikemickym mySim byla peroralné¢ podana hlavni G¢inna latka cinnamaldehyd,
majoritni slozka skoficové kary a terpenické frakce zni, v davce 150 mg/kg. Podavani
cinnamaldehydu vedlo ke sniZeni sérového uratu o 84, 5 %. Vzhledem ke zjiSténé aktivité

ma cinnamaldehyd potencial vyuziti v 1é€bé nebo prevenci dny (Wang et. al, 2013).
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4 Material a metody

V této praci je zkouméana inhibice xantoxidasové aktivity bovinni mlécné xanthinoxidasy
prostiednictvim vodnych extraktti 1éCivych bylin. Cilem screeningu je zjistit, jestli inhibice
aktivity XO je u téchto extraktll vyznamna, a které rostliny by nasledn¢ mohly byt potencialné
kandidaty k dal§imu navaznému vyzkumu vedoucimu k vyvoji pfirodniho preparatu k 1é¢bé
nebo jako prevence dny a hyperurikémie. Vzhledem k tomu, ze XO aktivita vede k produkci
peroxidu vodiku, tlumeni vede ke snizeni vyznamného pro-oxida¢niho faktoru . V praci bylo

zkoumano 28 vodnych extraktt 1é¢ivych rostlin.

4.1.1 Material

Rostlinny material a priprava extraktii

Rostlinny material pro naslednou piipravu extrakti byl ziskan z komercnich zdroji

v roce 2009 (nabidka fy. Byliny Mikes).
Chemikalie a ostatni material

Pro stanoveni XO inhibice byly pouzity 96 jamkové desticky Costar UV transparent.
Allopurinol, xanthin, xanthinoxidasa z kravského mléka (XO roztok 16,3 mg proteinu/ml,
1,5 U/mg proteinu) byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich (CZ). Chemikalie NaOH,

KH,POy, z kterych byl pfipraven puftr, byly zakoupeny u firmy Lach-Ner.(CZ)
Extrakce vzorku

Vzorky, které byly pouZzity v experimentalni casti, byly vyrobeny metodou podle
Evropského patentu EP 1469927 - Method and device for producing plant extracts (metodika
a zafizeni pro vyrobu rostlinnych extraktti), dale jen patent. Tento patent ma zaregistrovany

spolec¢nost Primrose a.s, kde byly vzorky extrakt vyrobeny.
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Popis vyroby extraktii pomoci patentu Obr.5
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Na obr.5 jsou znazornény dvé vyrobni faze. V prvni fazi Fig.1 mizeme vidét extrakéni
zafizeni a v druh¢ fazi Fig. 2 vidime zafizeni slouzici k pasteraci, filtraci a uchovavani.

Celkova fotografie zatizeni neni dostupna z diivodl béziciho procesu primyslové ochrany.

Prithéh vyroby extraktit

V pocatecni fazi vyroby se smés rostlinného materialu ulozi do filtra¢nich vaka, které
jsou umistény v prvni a druhé extrakéni nadobé. Vyluh, ve kterém byla upravena hodnota pH
na 7,5, proudi prvnim rukavovym filtrem v prvnim extrakéni nadobé. Pomér rostlinného

materidlu a vody je 1:20, teplota je ustalena na 52°C. Prvni extrakce trva 16 minut.
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Po prvni fazi vyluhovani je castecny podil extrakéniho materidlnu pieveden
do druhého stupné extrakce a do druhé extrakéni nadoby, kde je smichan s novym rostlinnym
materidlem. Novy rostlinny material a voda jsou zde v poméru 1:20. Prvni extrakt zde
cirkuluje a reprezentuje extrak¢éni medium. Teplota extrakéniho média je opét 52 =C, avSak
tato faze trva 18 minut. Po ukonceni je produkt pfeveden do nadrze. Poté miize zacit nova
extrakce.

Koneény produkt extrakce je preveden do zasobniku, kde cirkuluje pod teplotou 80 =C
pres filtracni jednotky tepelnym vyménikem. Cirkulace je provadéna pomoci Cerpadla
po dobu 15 minut. Dochazi zde k pasterizaci produktu, ktera slouzi k jeho dlouhodobé
udrznosti. Poté je filtrace ukoncena uzavienim filtracniho obvodu a produkt je pieveden

do nadoby, kde dochazi ke konzervaci pomoci roztoku parabent a kyseliny sorbové.

Stanoveni suSiny vzorki

Presné stanoveni suSiny bylo ziskano suSenim vzorkli v peci. Do predsuSenych,
vychladlych a zvazenych kovovych kaliski bylo napipetovano 3 nebo 5 ml vzorku podle
hustoty navazky. Navazka byla zvaZena a kalisky vlozeny do susici pece a vysuSeny pti 60 °C

po dobu 7 hodin, poté byla teplota zvysena na 105°C.

Metoda stanoveni X0 inhibi¢ni aktivity

Inhibi¢ni aktivita bylinnych vodnych extraktd byla métena UV spektrofotometrickou
metodou.

Priprava zdasobnich roztokii

Byly pfipraveny roztoky: 1 M NaOH, 1 M ortho-fosforecna kyselina, 100 ml 1M
KH,PO,4,/K;HPO4 pufru o pH 7,5 ziskaného smichanim 80,6 ml 1M K;HPO,4 a 19,4 ml 1M
KH;PO4. Enzym XO o koncentraci 0,5 U/ml pfipraveny natedénim v poméru 31,25 pl

enzymu k 988,75ul 100 mM pufru. Roztok allopurinolu nafedény na koncentraci 1 mg/ml.
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Priprava pracovnich roztoki

Pracovni roztok 100 mM pufru 0 objemu 200 ml byl
ziskan desetindsobnym nafedénim1M KH,PO,.,/K;HPOg4pufru. Dale byl pfipraven 300uM
xanthinu (5,7 mg) vpufru, ktery byl pfed pfidinim pufru smichan s malym
mnozstvim NaOH a pH bylo dorovnano na 7,5 pomoci kyseliny ortho-fosforecné.
Roztok byl pfenesen do 100ml volumetrické baiiky, kde byl doplnén pufrem po risku.
Extrakty byly nafedény na koncentrace 2%, 1%, 0,5% a 0,25 %. Pracovni roztok allopurinolu
byl nafedén 100nasobn¢ na koncentraci 0,01 mg/ml a pracovni roztok XO byl piipraven

fedénim pufrem na koncentraci 0,0165 U/ml.

Viastni test

Testovani 28 vzorkd 28 bylin probihalo v 96-jamkovych UV transparentnich
mikrotitra¢nich desti¢kach. U kazdého vzorku byl méfen i slepy vzorek s ultracistou vodou,
jinak byl pouzit stejny postup jako u vzorkt extraktu. Do vSech jamek mikrotitrani desticky
bylo napipetovano 100 pul 100mM pufru a do jamek s nejvyssi koncentraci pufru bylo pfidano
100 pl vzorku bylinného extraktu. Pomoci multikanalové pipety byl obsah v jamkach
promichén a ptenesen vzdy po obsahu 100 ul do dalsi fady na desticce. Timto postupem bylo
dosazeno ctyinasobného fedéni vzorku ve tfech opakovanich. Po té bylo doddno do jamek
40 pl pufru a 30 plxanthinoxidasy do kazdé jamky. Desticka se vzorky byla dana inkubovat
na 5 min tfepacku. Blank a pozitivni kontrola s allopurinolem na kazdé desticce obsahovala
misto vzorku pufr o objemu 30 pl. Kazda jamka obsahovala latky o dané koncentraci: 0,0025
U/ml XO, 45 uM xanthin, a 50 mM pufr. K méfeni absorbance pii vinové délce 295 nm bylo
pouzito zafizeni TecanInfinite M200 ( Tecan,AU). Reakce probihala pfiblizn¢ 10 min
pti teploté 37°C a jeji pribéh byl vyhodnocen jako AU/h v prvnich péti minutach linearniho

pribéhu této reakce.
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Vysledna inhibice enzymu je vyjadiena vzorcem:

1=100 - [ (Vvz= Vo) / (Vo= V) 1 x 100 (%)

| R vysledna inhibice

VyZ eeeeeeeaans rychlost reakce - vzorek
Vbl veeveenenns rychlost reakce - blank
Ve errerereenns rychlost reakce - kontrola

Pro kazdou koncentraci vzorku byla zaznamenana inhibice enzymové aktivity (%) . Hodnota
byla zanesena do grafu a byla odectena hodnota ICsy (obr. 6). Tato hodnota odpovida
koncentraci vzorku pfi 50% inhibici. Vysledky byly pies hodnotu suSiny piepocitany
na pivodni extrakty a dale vyjadfeny v pg/ml jako podil odparku v roztoku. Jako pozitivni

kontrola byl testovan allopurinol s kazdou sadou vzorki v koncentraci 0,01-0,2 pg/ml.
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5 Cil prace

Cilem této prace je stanoveni inhibice XO aktivity in vitro u 28 vzorkd bylinnych
vodnych extrakti vyrobenych v Ceské firm¢ Primrose a.s. Tyto extrakty jsou prvotné
pouzivany jako piirodni bylinné koupele, které jsou bez pridavku parfému, barviv a alkoholu.
Mimo to nachazeji uplatnéni i ve vyzivé zvifat a firma se snaZzi nalézt také dal§i mozna
uplatnéni. Pomoci stanoveni inhibi¢ni aktivity xanthioxidasy se muze prokazat dalsi
perspektiva vyuziti téchto extrakti jako mozné ptirodni alternativy pro 1é€bu nebo prevenci
pacientll s hyperurikemii nebo dnou, zvlasté pak jejich vyuziti u hrani¢nich pacientt. Cilem je
zjistit, jestli inhibice aktivity XO je pritkazna, a které rostliny by néasledné mohly byt vyuzity
k 1é¢bé nebo jako prevence rtznych nemoci jako je dna. Dnes pouzivanym léCivem je
allopurinol, ten vSak u nékterych pacientli vyvolava negativni vedlej$i uCinky (hepatitida,
nefropatie, alergie). Proto je hledani alternativniho feSeni 1é€by nebo zmirnéni ptiznaki dny
a hyperurikémie zadouci. V experimentalni Casti je popisovana piiprava vzorkil, metody

méteni, vysledky a diskuze.
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6 Vysledky

6.1 Vysledky stanoveni inhibice XO aktivity

Z 28 testovanych vzorkd (tab. ¢. 2; 3) bylinnych extrakti vykazovalo vyznamnéjsi
aktivitu inhibice enzymu xanthinoxidasy 21 (tj. 75%), tedy alesponl v nejvySSim testovaném
vzorkd (tj. 25 % testovanych) vodnych extraktl. Nejvyssi inhibi¢ni aktivitu pfi vSech
fedénich obecné vykazoval vodny extrakt zchmele otacivého (Humulus lupulus), ktery
inhiboval enzym ze 60 %. Celkové byla zjiSt€éna hodnota vSech extraktli po piepoctu fedéni
na susinu a vyjadfena jako ICsy vyssi nez 100 pg/mL pouze u dvou vzorkl, konkrétné
u ostropestice marianského (Sylibum marianum) (ICsp4 pg/mL) a svizele vonného
(Galium odoratum) (ICs061 pg/mL).

Naopak mezi vzorky s nejnizsi inhibi¢ni aktivitou patiily vzorek ¢. 1 pelynék pravy
(Artemisia absinthium.), vzorek €. 4 hefrmanek pravy (Chamomilla recutita), vzorek €. 9 btiza
(Betula pendula) a vzorek ¢. 18 svétlik 1ékaisky (Euphrasia rostokoviana.). U téchto
bylinnych extraktti byla zjiSténa inhibi¢ni aktivita XO nizsi nez 10% a to i pfi nejvyssi
koncentraci vzorku 2%. Kompletni vysledky jsou shrnuty v tab. 2;3. Aktivita ICso 4 pg/mL
u ostropestfce marianského je velmi vyznamna a ve srovnani s obdobnymi testy by tento
extrakt mohl byt hodnocen jako silny inhibitor in vitro. Vysledky extraktu chmele otacivého
(Humulus lupulus), svizele vonného (Galium odoratum) a koptivy dvoudomé (Urtica diocia)
jsou znazornény na fig. 1,2,3. Podle tohoto grafického zndzornéni byla vypocitana hodnota IC

so vSech zkoumanych extraktii v této studii.
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Obr.6 stanoveni inhibi¢ni aktivity ICsp u nejaktivnéjsich vzorkt (svizel vonny ( Galium

odoratum), koptiva dvoudoma (Urtica Diocia) , chmel otaCivy (Humulus lupulus))
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Tab. 2 : Inhibi¢ni aktivita XO mérena UV metodou

Aktivita enzymu pti daném tedéni (%)

Cislo Rostlinny druh susina
vzorku 2% 1% 0,50% 0,25% (o) ICs0
1 Artemisia absinthium 118 = 64 112 = 88 1136 * 3,3 986 + 3 126 < 0,251
2 Origanum vulgare 40 £ 78 465 + 13 712 £ 09 639 = 24 164 0,172
3 Silybum marianum 41 = 73 39,7 = 3,6 655 £ 4,2 608 * 2 5,6 0,004
4 Chamonmilla recutita 13 £ 216 1062 + 26 1075 £ 158 1028 + 1 26,6 0,532
5 Mentha piperita 40 = 78 465 = 1,3 712 += 09 639 £ 24 16,0 0,320
6 Humulus lupulus 21 £ 6,1 215 = 23 383 £ 22 401 + 26 120 0,240
7 Equisetum arvense 733 + 37 846 £ 572 86,5 £ 5.2 9,7 £ 66 125 0,249
8 Urtica dioica 291 £ 76 461 = 31 555 + 3,7 628 £ 36 215 0,225
9 Betula Linné 925 + 71 84,1 £ 48 912 + 272 927 + 35 150 < 0,300
10  Arnica Montana 50,7 + 23 5 =+ 17 651 + 3.2 806 + 43 127 0,191
1 Symphytum officinale 791 £ 39 1006 = 1 1035 = 75 1122 = 21 10,3 < 0,205
12 Malva mauritiana 468 + 11 74 £ 12 921 + 0,3 1018 £ 15 178 0,293
13 Juniperus communis 729 + 11 735 + 116 846 + 19 798 + 1.2 189 < 0,378
14 Camelia sinensis 391 + 83 595 + 85 671 £ 7 735 £ 6,7 153 0,229
Kontrola
ug/ml 250,0 125,0 62,5 31,3 15,6
Allopurinol 173 = 17 428 + 24 682 + 0,6 790 + 28 88 = 0,1

Tuéné, vzorky s IC50<100 pg/mL
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Tab. 3 : Inhibi¢ni aktivita XO mérena UV metodou

Aktivita enzymu pti daném redeni (%)

Cislo Rostlinny druh susina

vzorku 2% 1% 0,50% 0,25% (o) ICs0

15 ézgzgggza 53 + 39 726 + 73 914 + 22 926 + 2 27 < 0458

16 Rosa macrophyla 684 + 19 774 + 28 905 + 15 91 = 27 11,5 0,231

17 Galium odoratum 10,9 %= 39 281 £ 272 526 * 34 92 * 52 9,4 0,061

19 EUphESE 958 + 21 1056 & 57 1076 = 38 07 £ 35 Lo . (oo

19 Calendula officinalis 469 + 0 609 + 08 721 + 04 796 £ 14 16,3 0,302

20  Aspalathus linearis 649 + 04 811 + 13 897 + 09 898 + 13 9,8 0,195

21 Euphrasia officinalis 717 £ 59 742 + 06 844 + 35 891 = 16 14,8 0,296

22 Arctium lappa 89 + 7.1 1012 + 29 9221 + 23 100,1 = 17 57,7 1,150

23 Rosmarinus officinalis 5 + 6,9 544 + 11 612 + 29 75,7 £ 09 8,8 0,176

24 Thymus vulgaris 62,1 + 10,6 617 + 13 614 + 89 951 + 179 145 < 0,290

25 ;’eyffsgm A £ 13 @5 £ 4 939 % 1585 1019 £ 65 oo _ (o

26 Agrimonia eupatoria 63,8 £ 35 797 £ 22 948 + 19 101,8 + 35 11,2 < 0,224

27 Cymbopogon citratus 87,3 = 0,3 1022 + 19 1084 £ 1.2 105,77 £ 1 134 < 0,268

28  Chelidonium majus 743 £ 27 96 + 72 1048 + 18 103 + 35 210 < 0419
Kontrola
ug/ml 250,0 125,0 62,5 31,3 15,6 7.8
Allopurinol 173 + 17 428 + 24 682 + 0,6 790 + 28 86,8 + 0,1 910 + 16

Tuéné, vzorky s IC50<100 pg/mL
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7 Diskuze

Dna je chronické metabolické onemocnéni zplsobené ukladanim krystalli sodné soli
kyseliny mocové vétSinou do palce nohy. Jedna se o poruchu pfemény metabolismli purint
v lidském téle, kdy vznikad piebytek kyseliny mocové. Toto zvySeni sodnych soli kyseliny
modové v séru nazyvame hyperurikémii (Zurek, 2006).

V soucasné dob¢ se jako 1ék pouziva allopurinol, ktery snizuje hladinu kyseliny mocové
v séru prostiednictvim inhibice enzymu xanthinoxidasy vystupujici v purinovém metabolismu
(Becker et. al, 2005). Podle jiz vypracovanych in vitro studii dosahuje allopurinol ve srovnani
s ptirodnimi latkami a jejich rostlinnymi extrakty mnohem vyssi aktivity inhibice XO. Tato
aktivita se obvykle pohybuje kolem hodnoty ICsy 0,24 uM. Jeho pouzivani vSak u nekterych
pacientli neni bez potizi. Objevuji se nezadouci U€inky Iéku, jako je gastrointestinalni
intolerance nebo kozni reakce, projevujici se kozni vyrazkou (Ye, Yang et al. 2013). Proto
je vsoucasné dobé pozornost stale vice sméfovana k vyzkumu léCivych bylin a jejich
ucinktim, které ptizniveé ovliviiuji zdravi ¢lovéka. Mezi latky, kterym se pfipisuje pozitivni
ucinek pfii inhibici enzymu xanthinoxidasy, patii flavonoidy.

Cilem této prace bylo zjistit, zda 1é¢ivé byliny péstujici se v nasi krajiné mohou mit
vyuziti jako potencialni inhibitory XO, tedy zda jsou vodné extrakty téchto rostlin pouzitelné
pfi prevenci nebo farmakoterapii dny a hyperurikémie.

Flavonoidy jsou jedny z nejpocetnéji zastoupenych latek v ptirodé. Dodnes jich bylo
identifikovano kolem 4000. Vznikaji jako sekundarni metabolity rostlin. Flavonoidy maji
silné antioxidacni tc¢inky, zptisobuji chelataci ionti pfechodnych kovii a inhibuji enzymy
podilejici se na produkci volnych radikali v téle (Rice-Evans et. al, 1996 ). Tyto vlastosti
pripisujeme jejich chemické struktufe. Antioxidaéni u¢inky jsou pfipisovany piitomnosti dvou
hydroxylovych skupin na B kruhu, dvojnd vazba mezi C2 a C3, substituce C3 aC5
hydroxylovymi skupinami a jako posledni Oxo funkéni skupina na C4. Pro inhibici XO je
dalezita zejména C5 a C7 substituce OH skupinami a dvojnéd vazba mezi C2 a C3 uhliky.
Kvercin, luteolin a apigenin patii mezi nejsiln€jsi inhibiroty XO (Cos et. al, 1998, Cao et. al,
1997). Pievazna cast flavonoidd v pfirodé je glykosylovana. Mezi navazané cukry patii
glukosa a rhamosa, mén¢ cCastéji se pak objevuji galaktoza, arabinosa, xylosa a dalsi.
Cukry mohou byt dale také substituovany, a to napf. malonylovou skupinou

(Cook a Samman, 1996).
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Nejdominantnéj§im flavonoidem v lidské stravé je flavonol kvercetin. V nejvétsich
koncentracich ho miizeme najit v béZzn¢ piijimanych potravinach jako je cibule (300 mg/kg),
jablka (21-72 mg/kg), ¢ervené vino (4-16 mg/L), Cerny a zeleny ¢aj (10-25 mg/L) . V téchto
zdrojich ho mtzeme nalézt bud’ ve formé volné nebo vazané napt. kvercin-3-O-rhamnosid
(Peterson et. al, 1998).

Diive se ptredpokladalo, Ze flavonoidy, které jsou piijimany ve stravé prevazné
ve form¢ glykosid, jsou prakticky neabsorbovatelné (Cos et al, 1998). Dnes vime,
ze hlavnim mistem resorbce flavonoidu je tenké a tlusté stfevo. Piestoze nékteré flavonoidy
mohou byt metabolizovany pfimo ve formé¢ glykosidl, je nezbytné odstépeni polarni slozky
pro prostou diftizi vétSiny polyfenolickych latek pres sténu tenkého stieva. Poté tyto latky
prechazeji do stfeva tlustého, kde jsou metabolizovany bakteriemi stievni mikroflory. VétSina
provadénych in vivo experimenti ukazala, Ze koncentrace matefského polyfenolu v krevni
plasmé je mnohonasobné nizsi nez pii jejim poziti ( Heim et. al , 2002 ).

Podle vysledki testi provadénych v ramci naSeho vyzkumu inhibice xanthinoxidasové
aktivity vodnymi extrakty vykazovaly vyznamnou inhibici s ICsy pod 100 pg/mL pouze
2 extrakty, a to svizel vonny (Galium odoratum) 1C 50 61 pg/mL a ostropestfec mariansky
(Sylibum marianum) 1C 5y 4 pg/mL.

Filha a Vitolo, ktefi testovali v Brazilii rostliny druhu Lychnospora, objevili, Ze tento
druh rostlin vykazuje vysokou inhibi¢ni aktivitu XO — inhibice. Nejlep$im vysledkem byl L.
trichocarpha s hodnotou ICsy 6,16 pg/mL (Filha et. al, 2006). Podobné studie byly
publikovany v Ciné a Vietnamu, kde byla zji§téna vyznamna inhibiéni aktivita XO u rostliny
Chrisatnenum sp., u které byla namétena hodnota inhibice vice nez 50 % pii koncentraci
10 pg/mL (Kong, Cai et al. 2000, Nguyen et. al, 2004).

Ve studii Fleming et. byla testovana tato aktivita na olivovniku a jeho esencialnich
olejich. Vysledky ukazaly hodnotu ICsyp 42 pg/mL a byl zjistén vysoky obsah fenolickych
onemocnénich (Flemmig et. al, 2011 ). Tyto vysledky ukazuji, ze v kazdé Casti svéta mizeme

najit 1é¢ivé byliny, jejichz extrakty budou vykazovat inhibicni aktivitu xanthinoxidasy.
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Havlik et al (2010) zase zjistil vysokou inhibi¢ni aktivitu n€kterych rostlin tradi¢né
vyuzivanych proti dné a hyperurikémii v oblasti Ceské republiky, napiiklad
dichlormetanolovy extrakt z btizy bélokoré (Betula pendula) mel 1Csy 25, 9 pg/mL a topol
japonsky (populus nigra) sIC so 8,3 ng/mL, ethanolovy extrakt ttezalky (Hypericum
perforatum) byl druhym nejsilnégj$im inhibitorem v testu s IC 59 46,7.

U ostatnich vzorkt rostlin bylo naméteno ICsy > 80 pg/mL (Havlik et. al, 2010). Tyto
vysledky nekoresponduji s vysledky naméfenymi v nami provadéné studii (viz. tab 2;3), kde
u vodného extraktu btizy (Betula pendula) byla zjisténa maximalni inhibi¢ni aktivita pii 1%
koncentraci vzorku pouze 16 % a tfezalka (Hypericum perforatum) vykazovala nejvyssi
aktivitu inhibice XO 23 % a to pfi 2 % koncentraci vzorku. Aktivitu extraktli ale nelze
srovnavat vzhledem k jejich jinému charakteru, nami testované extrakty byly polarné;si
a obsah ucinnych latek se tedy musel vyznamné lisit.

Naopak u vodného extraktu koptivy (Urtica dioica) byla v nami provadéném testu
namétfena hodnota inhibice aktivity xanthinoxidasy 71 %, a tim se vzorek kopfivy zaradil
mezi nejsilngj$i inhibitory xanthioxidasy screeningu. Velmi vyraznou inhibi¢ni aktivitu
ukazal i vzorek chmelu otacivého (Humullus lupulus), u kterého byla zjiSténa inhibicni
aktivita pti 2% koncentraci extraktu 79 %.

H. lupulus je znam svym vysokym obsahem fenolickych hotkych kyselin, které
vykazuji nejen antioxidacnimi vlastnosti, ale také protirakovinotvorné, antimikrobidlni
z hlavnich a zakladnich slozek pro vyrobu piva. Z latek, které jsou obsazeny v samicich
hlavkach chmelové rostliny, se nejvétsi zijem obraci k prenylovanému chalkonu
xanthohumolu (XN), jehoz jedinym zdrojem v potravé je prave pivo. Této latce jsou
ptipisovany jiz dfive zminéné zdravi prospésné latky. Jeho koncentrace v jedné chmelové
hlavce se pohybuje v rozmezi 0,2 az 1,1 hm % v suSin¢ (Karabin et. al, 2012). Mnozstvi
zavisi na odradeé, ro¢niku a agrotechnickych podminkach. Obsah dalSich flavonoidi napf.
isoxanthohumol (IXN) je o jeden nebo dva fady nizsi (Karabin et. al, 2012). K antioxida¢nim
vlastnostem flavonoidd patfi i jiz zminéné vysoké inhibi¢ni uCinky na nékteré¢ enzymy,
v naSem piipadé enzymu xanthinoxidasy. Vzhledem k nizkému obsahu prenylflavonoidi
v lidské stravé neni tomuto tématu vénovana takova pozornost. Ziskané vysledky vSak
ukazuji jejich jednoznacné pozitivni vlastnosti na lidské zdravi a jejich obrovsky potencial pfti

vyuziti v oborech, které jsme zatim necekali (Karabin et. al , 2012, Hofta et. al, 2004 ).
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V naSem testu vykazoval nejvysSi aktivitu ostropesttec mariansky (Silybum
marianum.) a svizel vonny (Galium odoratum.), byla naméfena inhibi¢ni aktivita
xanthinoxidasy s hodnotou IC 5o <100 pg/mL.

U svizele vonného (Gallium odoratum.) byla zjisténa 1Csy 61pg/mL a u ostropestice
marianského (Sylibum marianum) byla inhibi¢ni aktivita 1Cso 4pg/mL. Hlavni polyfenolicka
latka obsazena v 1€¢ivé rostlin€ ostropestice marianského je silymarin.

V lidském téle silymarin a jeho aktivni slozka silybin pisobi jako antioxidant
ucinky a zvySuje jaterni proteosyntézu. Proto se ostropestiec ve svété vyuziva v boji
s jaternimi onemocnénimi nebo jejich prevenci (Flora et. al, 1998). Jako pomocnik pfi boji
s hyperurikémii a dnou pomoci inhibi¢ni aktivity xanthinoxidasy zatim nebyl objeven, ale
vysledky naseho testu ukazaly, Ze by mohl mit potencial také v tomto sméru. Svizel vonny
patii v nasi studii mezi velmi silné inhibitory. Vyzkum ve spojeni inhibi¢ni aktivity enzymu
a této 1éCivé byliny zatim nebyl proveden. Bylo pouze zjisténo, ze obsahuje kumariny,
monoterpeny, tanniny, iridoidy, flavonoidy a dalsi latky. V ptedchozich studiich byl potvrzen
jeho protizanétlivy ucinek (Wardziak et al., 2008).

Mezi dal$i 1écivé byliny s vyznamnou inhibi¢ni aktivitou patii vzorky oregana
(Origanum vulgare), maty (Mentha piperita), amiky (Arnica montana), slézu (Malva
mauritiana)akamélie (Camelia sinensis). U extraktl téchto 1é¢ivych rostlin byla namétena
inhibi¢ni aktivita XO mezi 40 a 60 % pii 2% koncentraci extraktu. Tyto vysledky jsou také
velmi slibnou budoucnosti pro vyuziti léCivych bylin pfi 1écbé a prevenci dny
a hyperurikémie. Arnika byla jiz dfive oznaCovana jako bylina s vysokym obsahem
polyfenolickych sloucenin, kterym jsou zaroven piipisovany antioxidac¢ni ucinky. Dfive
provedena studie uvadi vysledky inhibi¢ni aktivity xanthinoxidasy od 10-15,9 mg/mL,
v porovnani s naSimi vysledky, kdy vodny extrakt arniky (4Arnica montana) vykazoval
inhibi¢ni aktivitu XO 61% pii 2% koncentraci extraktu. Z toho také vyplyva, ze arnika ma
nezanedbatelnou inhibi¢ni aktivitu XO, coz muze byt uzitecné pii prevenci nebo zpomaleni
nemoci vzniklych pomoci volnych radikali v téle. Pelyn¢k cernobyl (Artemisia Absinthum.),
hetmanek pravy (Chamomilla rucutita.), btiza bélokora (Betula pendula.), svétlik 1€katsky
(Euphrasia officinalis), lopuch vétsi (Arctium lappa.) a citronova trava (Cympogon citratus)

v nasem testu vyznamnou aktivitu nevykazaly.
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Pokud porovname naSe méfeni s vysledky ostatnich jiz dfive provadénych in vitro
studii na toto téma, vychazi, ze mizeme lé¢ivé byliny a jejich inhibi¢ni vliv na XO povazovat
za vyznamné zdroje pfirodnich inhibitort. Jiz v n¢kolika studiich bylo zminéno, ze inhibi¢ni
vlivy jsou zpusobovany polyfenolickymi slouceninami, zejména flavonoidy, které nejsou
v organismu primarn¢ syntetizovany, ale maji prospésny vliv. ZvySeny pfisun téchto
sekundarnich metabolitl miize mit potencialni pfiznivé ucinky na zdravi ¢loveka pii 1écbe
nebo prevenci dny a hyperurikémie. Vysledky in vitro jsou vSak vzdy pfedstupném
k dal§imu in vivo testu. V zivém organismu se vyskytuji obvykle hlavné ve formé metaboliti,

jejichz aktivita se mtze lisit.
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8 Zavér

Bylo testovano 28 vodnych extraktd 1éc¢ivych bylin ptipravenych dle postupu popsaného
v patentu EP 1469927. Tyto byliny, které jsou bézné péstovany a vyuzivany k tradicni
medicing v Ceské republice a dalsich stfedoevropskych zemich, byly vybrany na zakladé
pozadavku firmy Primrose, a.s. Nase studie se zaméfila na zkoumani téchto druhii 1é¢ivych
rostlin a jejich vliv na aktivitu inhibice enzymu xanthinoxidasy pomoci spektrofotometrické
metody, jiz diive k podobnym testiim pouzivané. Nejvyznamnéjsi aktivitu inhibice doséhly
ostropestiec mariansky (Sylibum marianum) a s svizel vonny ( Galium odoratum) s IC 504 a
61 pg/mL. Aktivita inhibice XO v lécivych bylinach, je ziejm&é podminéna obsahem
polyfenolickych latek, zejména flavonoidd, sekundarnich metabolitd rostlin. Vodné extrakty
jsou malokdy predmétem screeningovych studii. Aktiva S. marianum vtomto testu je

zajimavym zjisténim a bude v budoucnu nami ovétena v in vivo studii.
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