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SUHRN
Antilipoxygenazova aktivita a obsah stopovych prvkov Aloe vera vo vztahu k terapeutickému G¢inku

Aloe vera je zdrojom mnohych zdraviu prospeSnych latok. Vysledky suc¢asneho vyskumu na zvieracich mode-
loch ukazuju, Ze extrakty maju antiflogisticku aktivitu. V préci si prezentované vysledky in vitro experimentov
inhibi¢ného ucinku extraktu Aloe vera na aktivitu parcidlne purifikovanej lipoxygenazy z cytozolovej frakcie
plic potkana, ako aj vysledky stanovenia stopovych prvkov pritomnych v extrakte (Mn, Fe, Cu, Zn) pomocou
radionuklidovej rontgenofluorescen¢nej analyzy. Ziskané idaje mozu prispiet k pravdepodobnému vysvetleniu
inhibi¢ného tc¢inku (antilipoxygendzovej aktivity) extraktu Aloe vera na akitnu zapalovu reakciu, a to pri von-
kajSom pouziti extraktu v liecbe ran, poraneni a vredov na koZi.

Kldcové slova Aloe vera — lipoxygendza — stopové prvky — radionuklidova rontgenofluorescencéné
analyza
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SUMMARY

Antilipoxygenase Activity and the Trace Elements Content of Aloe vera in Relation to the Therapeutical
Effect

Aloe vera is a rich source of many natural-health-promoting substances. The results of contemporary research
on animal models indicate that the extracts have an antiinflammatory property. In this work the results of some
in vitro experiments are shown: determination of the inhibitory effect of the Aloe vera extracts on the activity of
partially purified lipoxygenase from the rat lung cytosol fraction, and quantitative determination of the trace ele-
ments presented in the extract (Mn, Fe, Cu, Zn) carried out by using the x-ray fluorescence analysis. The fin-
dings could explain the inhibitory effect (antilipoxygenase activity) of the Aloe vera extract in the acute inflam-
mation process, expecially in the topical application for healing of minor burns and skin ulcers.
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Uvod ro 2. Jednym z pravdepodobnych mechanizmov acinku

je aj antioxida¢nd aktivita pritomného derivatu chromo-

Proteiny a glykoproteiny izolované z extraktov listov
Aloe barbadensis Mill. (syn. Aloe vera) — aloa barbado-
skd, Celade Liliaceae, maju preukdzand enzymovi, imu-
nomodulacnil a antiflogisticka aktivitu. Participuju pri
liecbe ran, poraneni, zdpalov, bodnuti hmyzom na koZi
a pri liecbe pruriginznych dermatdz roznej etiologie 1.

Glykoproteinova frakcia m4 inhibi¢nu aktivitu na cyk-
looxygenazu-2 a redukuje tromboxan-A,-syntdzu in vit-

nu, feruolylaloeinu a p-kumaroylaloeinu (scavengery
superoxidového radikdlu), ktoré st pritomné v niekto-
rych extraktoch 3.

Lie¢ba zdpalu, vyznamna z hladiska terapeutického
pouZzitia, je komplexnym procesom, na ktorom sa podie-
Taji mnohé obsahové latky tohto extraktu. Majt funkciu
roznych enzymov, ktoré stimuluji aktivitu fibroblastov,
proliferaciu kolagénu, angiogenézu, a aktivuju proteina-
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zy, umoziiujice lepSiu penetriciu do tkaniv 4. Na tera-
peutickom ucinku sa okrem proteinov podielaju aj poly-
sacharidy (napr. aceman). Acemanan, izolovany z niek-
torych extraktov, aktivuje makrofagy a ma tiez
preukdzani imunomodula¢nd aktivitu na dendritické
bunky, antibakteridlnu, antimykotickd a antivirusovi
aktivitu in vivo. M4 vyznam aj v inicidcii primarnej imu-
nitnej odpovede 45,

UZ z minulosti je zndme pouZitie Aloe vera pri ochra-
ne koZe pred UV Ziarenim a posobenim chladu, pri lie¢-
be ran, popélenin, nasledkov slne¢ného upalu a radioak-
tivneho posobenia na koZu. Extrakty ochrariuji bunkovu
stenu pred ndsledkami roznych poSkodeni, pred Skodli-
vymi faktormi vonkajSieho prostredia a volnymi kysli-
kovymi radikdlmi. Suchy extrakt nachadza tieZ pouZitie
ako emoliens v terapii suchej koZe a v terapii sympto-
mov roznych foriem ekzémov a dermat6z vyvolanych
UV Ziarenim ).

Predmetom vyskumu je na jednej strane izol4cia obsa-
hovych 14tok, ale aj Stadium biologickej aktivity extrak-
tov pripravenych z cerstvych listov (ziskavanych z vnu-
torného parenchymu listov Aloe vera).

Stopové prvky st Casto pre rastlinu obsahovo esenci-
dlne a maju vyznam pre aktivitu mnohych enzymov
v jednotlivych pletivich. Mangan, Zelezo, med a zinok
su stopové prvky, ktoré sa nachiddzaju v aktivnych cent-
rach enzymov. Tieto enzymy sa podielaji na niektorych
procesoch, ako napr. na ovplyvnenie syntézy extracelu-
larnych latok — kolagénu, elastinu, glykoproteinov a gly-
kozaminoglykdnov. Prave z uvedeného hladiska je pri-
tomnost stopovych prvkov v rastlinnych pletivach
vyznamnd vo vztahu k antiflogistickému ac¢inku 7). Pri-
tomnost zinku, vapnika, medi, hor¢ika, manginu alebo
fosforu v listoch, resp. extraktoch Aloe vera (v zavislos-
ti od sposobu extrakcie) moze pozitivne ovplyvnit synté-
zu a U¢inky enzymov s aktivnym centrom obsahujicim
kovové i6ny, a moZe zodpovedat za dobrt korelaciu vo
vztahu k terapeutickému u¢inku. Ci tento efekt zavisi od
ich samotnej pritomnosti, alebo od tvorby stabilnych
komplexov vznikajtcich reakciou s dal§imi obsahovymi
latkami v extrakte, nemoZno zatial jednoznacne
potvrdit 7-8).

Aby bolo mozZné definovat biologickd aktivitu suché-
ho extraktu z listov Aloe vera, v praci sme sa zamerali na
stanovenie inhibi¢ného Gc¢inku extraktu na aktivitu lipo-
Xxygenazy izolovanej z cytozolovej frakcie plic potkana
a na stanovenie obsahu vybranych prvkov v extrakte —
Mn, Fe, Cu, Zn.

POKUSNA CAST

Rastlinny materidl

V praci bol pouzity suchy extrakt Aloe vera, ktory povodom
pochadzal z poloostrova Yucatan v Mexiku (dovozca Herb-Pharma,
s.1.0.) z roku 2002. Ke stanoveniu inhibi¢nej aktivity na lipoxygenazu
boli pouzité¢ vzdy Cerstvo pripravené 1% vodné roztoky, ktoré sa
nésledne riedili. Na stanovenie obsahu prvkov bol pouZity ten isty
suchy extrakt, ktory bol zlisovany do tablety.
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Chemikdlie a pristroje

PouZité chemikdlie boli Cistoty p.a. a roztoky boli pripravené za
pouzitia deionizovanej vody. Na purifikiciu lipoxygendzy z cytozolo-
vej frakcie plic potkana bol pouzity stlpec Sephadex G-150 (Amers-
ham Pharmacia Biotech AB, Svédsko). Kyselina linolova (Sigma Ald-
rich Chemie GmbH, Nemecko) bola pouZitd ako substrat pre
spektrofotometrické stanovenie. Na pripravu tlmivych roztokov bol
pouZity tris-hydroxymetyl-aminometan (Tris) (Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Nemecko). Spektrofotometrické stanovenie bolo realizované
na spektrofotometri Specord M42 (Carl-Zeiss, Nemecko). Na pripravu
Standardu pre stanovenie obsahu prvkov rddionuklidovou rontgeno-
fluorescen¢nou analyzou boli pouZité Standardné roztoky Mn, Fe, Cu,
Zn (RM pre spektrometriu), w=1000 mg.ml-1(Slovensky metrologicky
tistav, Bratislava) a kyselina benzoova p.a. (Lachema a.s., Ceska repub-
lika). Na stanovenie obsahu prvkov radionuklidovou rontgenofluores-
cen¢nou analyzou bol pouzity mnohokandlovy analyzitor EGG
ORTEC, polovodicovy detektor Si/Li, primarny zdroj Ziarenia bol
238Pu s A=370 MBq, T,,,=86,4 rokov (Amersham Pharmacia Biotech
AB, Svédsko).

Pracovné postupy

Izolacia lipoxygenazy z cytozolovej frakcie plic potkana
1. Priprava a spracovanie materidlu

Zo samcov potkanov kmenia Wistar (hmotnost 150-180 g) boli po
10-dilovej adaptdcii v laboratérnych podmienkach ziskané z plticneho
tkaniva postupnou frakciondciou hrubého organového homogenitu
jednotlivé subceluldrne frakcie. Po nastrihani tkaniva na malé kasky
boli tieto za sti¢asného chladenia homogenizované v médiu, zloZeného
z 0,25 M roztoku sacharézy upraveného na pH 7,4 pomocou
0,15 M roztoku Tris-HCI. Pozadovand frakcia bola pripravend podla
postupu Kulkarni et al. 9.

2. Wsolovanie s (NH,), SO 4

Ziskana frakcia bola vyzrdZana siranom aménnym do 70% nasyte-
nia. Vypocitané mnoZstvo (NH,4),SOy sa po Castiach pridavalo k rozto-
ku za staleho mieSania pri teplote 4 °C. Potom nasledovala centrifuga-
cia po dobu 30 min, pri 2—4 °C a 36 000 x g.

3. Dialyza

Sediment po vysoleni bol resuspendovany v 5 ml 25 mM Tris-HCI
(pH 7,5) s prisadou 0,5 mM CaCl, a 10% glycerolu. V priebehu noci
prebehla dialyza v chlade za stdleho mieSania oproti tomu istému tlmi-
vému roztoku, ktory bol zriedeny v pomere 1:9 (v/v).

Stanovenie aktivity lipoxygenazy a vyjadrenie inhibi¢ného tc¢inku

Aktivita lipoxygendzy bola vyjadrend ako ndrast absorbancie pri
234 nm v priebehu 2 min (ndrast tvorby hydroperoxidov kyseliny lino-
lovej). Inkubacna zmes obsahovala 1,4 ml timivého roztoku Tris-HCl
pH 7.5, 700 pl substratu (kyselina linolové pripravend v solubilizova-
nom stave podla Kemal et al. 10)) a vhodné mnoZstvo testovaného roz-
toku (50-100 pl) (cytozolova frakcia plic potkana, resp. extrakt Aloe
vera).

Narast tvorby hydroperoxidov sa vypocital podla vztahu:

kde C je koncentracia hydroperoxidov vznikajtcich pri reakcii
(mol.ml-!), A je ndrast absorbancie: rozdiel medzi koncovou a po&iatoc-
nou absorbanciou, V je kone¢ny objem inkubacnej zmesi (ml), € je
molarny absorpény koeficinet kyseliny linolovej (25.10-3 mol-l.l.cm 1),
1 je hrubka kyvety (cm) a v znaci objem priddvaného enzymu (ml).

Specificka aktivita [ukat.mg-1] sa vypocitala vo vztahu k ¢asovému
priebehu reakcie a k obsahu proteinov stanovenych metédou podla
Bradforda !, pri¢om 1 kat = 1 mol.s-L.
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Inhibi¢ny ac¢inok extraktu bol vyjadreny prostrednictvom vypoctu
hodnoty ICs, tj. koncentracie inhibitora, ktord inhibuje enzymovi
reakciu na polovicu maximalnej rychlosti. Koncentracie extraktu v tes-
tovanych vzorkach sa pohybovali v rozmedzi 0,100-0,375 mg.ml-!.

Stanovenie obsahu prvkov

1. Priprava vzorky k analyze

Suchy extrakt Aloe vera bol zhomogenizovany a zlisovany do tab-
lety hrubky 0,1-1,0 mm, o hmotnosti asi 0,5000g, priemeru 20 mm, tla-
kom 10 MPa.

2. Priprava Standardu

Pri priprave Standardu sa vychéddzalo z poznatkov odborne;j literatd-
ry 1213 pre stanovenie prvkov v rastlinnom materidli. Na identifikéaciu
a stanovenie prvkov vo vzorke bol pouZity synteticky Standard, ktory
sa pripravil nanesenim 50,0 pul Standardnych roztokov jednotlivych
prvkov na 1,0000 g matrice — kyseliny benzoovej. Kyselina benzoova
s nanesenymi Standardnymi roztokmi prvkov po vysuSeni a homogeni-
z4cii bola zlisovand do tablety o hmotnosti 0,5000g tak ako vzorka.
Rovnako lisovanim bola pripravena aj tableta matrice — kyseliny ben-
zoovej (m=0,5000 g).

3. Podmienky merani a energetickd kalibrdcia

Spektrd vzorky, Standardu, matrice — kyseliny benzoovej boli ziska-
né meranim na polovodi¢ovom detektore spojenom s mnohokanélo-
vym analyzitorom. PouZila sa reflexnd geometria merania
vzorka-zdroj—detektor. Energetickd kalibracia meracieho zariadenia
bola prevedend zmeranim spektier Standardov oxidov prvkov so Z>18.
Energetické cCiary fluorescencného Ziarenia prvkov boli porovnané
s literarnymi adajmi 12. Obsah prvkov Mn, Fe, Cu, Zn vo vzorke bol
stanoveny na zdklade rozdielu nameranych pocetnosti Standardu
a matrice v energetickych linidch jednotlivych prvkov odpovedajicich
prislusnej koncentracii prvkov. Intenzita fluorescencného Ziarenia prv-
kov vo vzorke extraktu bola korigovani o neanalyticky signal 14).
Obsah prvkov bol prepocitany na jeden gram vzorky suchého extraktu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Medzi hlavné obsahové latky extraktov z listov Aloe
vera patria proteiny a glykoproteiny (s obsahom az 58
%) 2), ktorym je vlastna aktivita niektorych enzymov
s antiflogistickym tc¢inkom. Obsah tc¢innych latok a ich
aktivita v rastlinach je ovplyviiovand roznorodymi fak-
tormi a prejavuje sa rozdielnou terapeutickou u¢innostou
rastlinnych pripravkov pouZivanych v praxi. V pred-
chadzajicej praci 15 sme ukazali, 7e extrakt Aloe vera
obsahuje proteiny, ktorych relativne molekulové hmot-
nosti sa pohybuji od 14 do 70 kDa (na zdklade analyzy
za pouZitia elektroforézy na polyakrylamidovych géloch
za denaturovanych podmienok SDS-PAGE). Zairovei
bol stanoveny ich obsah — metédou podla Bradforda !
—atona 65 pg.ml! pri 1% vodnom roztoku suchého
extraktu. V préci sa tieZ potvrdila pritomnost peroxidazy
so $pecifickou aktivitou 82 nkat.mg-! 15,

V snahe o dalSiu interpreticiu biologickej aktivity
extraktu Aloe vera bola experimentdlna praca zamerand na
testovanie antioxidacnej aktivity extraktu na lipoxygenizu
izolovanu z cytozolovej frakcie plic potkana. Nomenkla-
tura cicavcich lipoxygenaz je zaloZend na polohovej Spe-
cifite a odvodzuje sa od C-atomu kyseliny arachidonovej,
z ktorej sa i¢inkom lipoxygendzy tvori prislusny hydro-
peroxid. Na zdklade organovej Specifity boli popisané
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Obr. 1. Inhibicény efekt extraktu Aloe vera na aktivitu lipoxyge-
nazy z cytozolovej frakcie pliic potkana (ICs5) = 0,023 mg.ml-1)

5-, 8-,12- a 15-lipoxygendzy, ktorych metabolity su efek-
tormi mnohych odpovedi bunky. Kemal et al. 9 potvrdili
v cytozolovej frakcii plic potkana pritomnost 12-lipoxy-
gendzy. Na testovanie inhibi¢ného ucinku extraktu Aloe
vera na Zivocisnu lipoxygenazu z cytozolovej frakcie pltc
potkana sa vyuZilo stanovenie hodnoty IC. Pre potreby
tohto stanovenia bola izolovand lipoxygenaza parcidlne
purifikovand pouZitim gélovej chromatografie na stipci
Sephadexu G-150. Jej aktivita bola stanovend za pouZzitia
substratu kyseliny linolovej spektrofotometricky pri
234 nm — predstavovala 1273 pkat.mg-!. Pri tejto vlnovej
di7ke moZno stanovif konjugované diény, ktoré maji
absorb¢né maximum medzi 234-237 nm, zatial ¢o leuko-
triény ako konecné produkty lipoxygendzovej cesty (kon-
jugované triény) maju absorbéné maximd v rozmedzi
260-290 nm. Z rovnice regresnej priamky bola vypocita-
na hodnota ICs extraktu Aloe vera, ktord mala hodnotu
0,023 mg.ml-! (obr. 1). Tento biochemicky parameter
mozno hodnotit pozitivne z hladiska antioxida¢nej kapa-
city celkového extraktu. Oxygenéacia kyseliny arachidéno-
vej lipoxygendzou na jej metabolickej ceste vedie cez
tvorbu volnych radikdlov. Mnohé inhibitory lipoxygenazy
sa tak mozu vyuZivat ako antioxidanty, ,.scavengery‘
volnych radikdlov a inhibitory peroxidicie lipidov. Dote-
raz je zndmy najmi antilipoxygendzovy tcinok flavonoid-
nych zlicenin (napr. flavonoidy izolované z Calendula
officinalis 10)). S podobnym t¢inkom sa moZno stretnif aj
u aloinu (antraglykozid izolovany z listov Aloe vera 17).
Vodny extrakt z Aloe gélu inhibuje produkciu prostaglan-
dinu E, (PGE,), ktory sa tvori z kyseliny arachidonovej in
vitro. V tomto extrakte sa podla literatiry 18) pritomné
antraglykozidy. Nakolko v nami Studovanom extrakte
Aloe vera nebola pomocou TLC-chromatografie dokdzana
pritomnost antraglykozidov (aloinu), za antioxida¢nu akti-
vitu zodpovedaju pravdepodobne dalSie, doteraz neidenti-
fikované obsahové latky v testovanom extrakte. Uvedené
zistenie predstavuje zaujimavi informéciu o obsahovych
latkach extraktu, ktoré nie su v dostupnej literatdre zatial
popisané.

O vyzname stopovych prvkov mozZno diskutovat
z niekolkych hladisk. Okrem iného su zloZkami a akti-
vatormi enzymov, ktoré maji vyznam pri hojeni rén,
a ktoré zasahuju do roznych procesov latkového metabo-
lizmu. Podielaju sa i na stavbe pojivového tkaniva, a na
ochrane buniek pred posobenim kyslikovych radikalov.
Zistenie pritomnosti a stanovenie obsahu Mn, Fe, Cu, Zn
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Tab. 1. Stanovenie obsahu prvkov vo vzorke suchého extraktu
Aloe vera 800 T T T T

Ko K - || | = k. C
Prvky obsah prvkov (ug.mi-1 KeCa
Mn 52,3
Fe 18,3 600 § 1
Cu 12,8 N
Zn 38,5 > o
N 1
> 400 b
o
E

v suchom extrakte Aloe vera poukdzalo na ich moZny
vyznam vo vztahu k terapeutického ucinku extraktu 200
(tab. 1). Metédou radionuklidovej rontgenofluo-
rescencnej analyzy boli vo vzorke identifikované i dalSie
prvky: K, Ca a Pb (obr. 2). Tento typ analyzy umoZiiuje (]
rychlu polykomponentnt, nedeStruktivnu prvkovid ana- 0 50 100 150 200 250
lyzu vzorky. Neposkytuje vSak informdaciu o tom, ako je
prvok v biologickom materidle viazany a v akom oxi-
dacnom stupni sa vo vzorke nachadza. Obr. 2. Spektrum Ziarenia vzorky suchého extraktu Aloe
VYSICde €Xperimentélnej préce, t}"kajﬁce sa stano- vera meraného rddionuklidovou réntgenofluorescenénou
venia antilipoxygendzovej aktivity extraktu Aloe vera,  analyzou
ako aj stanovenia pritomnosti a obsahu urcitych stopo-
vych prvkov, si zaujimavé z hladiska terapeutického
vyuZitia Aloe vera. Expozicia agresivnych faktorov
vonkajSieho prostredia na koZu (napr. UV Ziarenie)
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