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SOUHRN

Antioxidac¢ni aktivita tinktur pripravenych z hlohovych plodii a nati srde¢niku

Cilem préace bylo stanovit a porovnat antioxida¢ni aktivitu dvou tinktur a vybranych flavonoida
pfitomnych v tinkturach. Tinktury byly pfipraveny z hlohovych plodi a nati srde¢niku. Skupina
vybranych flavonoidi zahrnovala rutin, kvercetin, hyperozid, epikatechin a procyanidin B2.
Ke stanoveni antioxidacni aktivity slouZily dvé metody: Byla méfena inhibice peroxynitritem
indukované nitrace tyrosinu a schopnost zhaset radikaly byla sledovana pomoci stabilniho radi-
kalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH). Obé zkoumané tinktury byly schopné zhaset radika-
ly a reaktivni formy kysliku a dusiku. Uginné&jii byla tinktura z nati srde¢niku, aviak neprokazal
se ptimy vliv fenolickych sloucenin na rozsah antioxida¢ni aktivity. Celkovy obsah polyfenoll
byl v tinktufe z nati srde¢niku o 163 % vé&tsi, pfesto antiperoxynitritovd aktivita byla vyS$si jen
019 % (p < 0,05), a schopnost redukce DPPH se u obou tinktur liSila minimdlné. Z jednotlivych
flavonoidu se nejvice na antioxidac¢ni aktivité podilely latky, pfitomné v tinkturdch ve vysSich
koncentracich. V tinktufe z hlohovych plodu to byly epikatechin a hyperozid, kdeZto v tinktuie
z nati srde¢niku rutin.
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SUMMARY

Antioxidant activity of tinctures prepared from hawthorn fruits and motherwort herb

The paper aimed to determine and compare the antioxidant activity of two tinctures and selected
flavonoids present in the tinctures. The tinctures were prepared from hawthorn fruits and
motherwort herb. The group of selected flavonoids included rutin, quercetin, hyperosid,
epicatechine, and procyanidin B2. Two methods were employed to determine antioxidant activities:
the inhibition of peroxynitrite-induced nitration of tyrosine was measured, and the ability to quench
radicals was examined by of the stable radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Both
tinctures under study were able to quench radicals and reactive forms of oxygen and nitrogen. The
motherwort herb tincture was more effective, but no direct effect of phenolic compounds on the
extent of antioxidant activity was demonstrated. The total content of polyphenols in the motherwort
herb tincture was higher by 163 %, nevertheless antiperoxynitrite activity was higher just by 19 %
(p < 0.05), and the ability to reduce DPPH differed in both tinctures in a minimal manner. Of the
individual flavonoids, the substances present in the tinctures in higher concentrations contributed
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most to antioxidant activity. In the hawthorn fruit tincture it was epicatechine and hyperosid,
whereas in the motherwort herb tincture it was rutin.
Key words: Crataegi fructus — Leonuri herba — tinctures — flavonoids — antioxidant activity
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Uvod

Mezi faktory, kterym je v soucasnosti pfipisovan stéle
veétsi vyznam v rozvoji patologickych procest v organis-
mu, patii volné radikaly. Tyto ¢astice vznikaji jako ved-
lejsi produkty bunééného metabolismu a predstavuji
vysoce reaktivni formy kysliku a dusiku, velmi rychle
interferujici s vhodnou biologickou strukturou (napf.
DNA, lipidy ¢i proteiny) V. Takova reakce pak Casto vede
k do¢asnému nebo trvalému poskozeni biomolekul 2.

Volné radikély hraji klicovou dlohu pii vzniku a roz-
voji kardiovaskuldrnich a nddorovych onemocnéni,
zanétlivych procesti, cukrovky, neurodegenerativnich
poskozeni, urychluji rovnéz starnuti organismu *7. Pro-
toze vznikaji jako pfirozeny produkt bunééného metabo-
lismu, je za normalnich okolnosti kazda burika vybavena
specifickymi mechanismy, které ji chrani pred témito
reaktivnimi ¢asticemi V. Takovy systém tvoii nékteré
enzymy (superoxiddismutasa, katalasa, glutathionpero-
xidasa), proteiny a dalsi latky (glutathion, a-tokoferol,
kyselina askorbovd aj.) % ?. Pfi poruseni obrannych
mechanismi mtze dlouhodobé dochazet k poskozovani
bunéénych struktur.

Utinnou zbrani proti negativnimu pisobeni reaktiv-
nich forem kysliku a dusiku jsou latky s antioxida¢nim
uc¢inkem — antioxidanty, jako jsou vitaminy, enzymy, sto-
pové prvky (Se, Zn, Cu) a latky rostlinného piivo-
du & 101D Mezi antioxidanty rostlinného pivodu patii
polyfenoly, zejména flavonoidy, které mohou vykazovat
celou fadu dalSich biologickych aktivit, napf. antikance-
antibakteridlni a dal§i > 'V, Proto nékteré fytopreparaty
soucasné s hlavnim farmakologickym efektem zvySuji
ochranu organismu proti nasledkiim oxida¢niho stresu.

K tradi¢nim lé¢ivym rostlindm ovliviiujicim kardiova-
skularni systém se fadi hloh jednosemenny (Crataegus
monogyna Jacq.) nebo obecny (Crataegus laevigata
(Poir.) Dc.) z &eledi ruzovitych (Rosaceae) '> 9. Jako
droga se pouziva kvét (Crataegi flos), list s kvétem (Cra-
taegi folium cum flore) nebo plod (Crataegi fructus).
Z téchto drog se ve svété vyrabi celd fada fytopreparatd,
které se uplatiiuji jako hypotonika, kardiotonika, anti-
sklerotika, sedativa, spazmolytika ¢i diuretika '9. Pfevaz-
nou ¢ast uc¢innych latek v droze tvoii flavonoidy, triter-
penové kyseliny, puriny a nékteré dal§i latky 419,
u nichz byl v literatufe popsan antioxida¢ni efekt 617,

Mnohem méné prozkoumanou rostlinou, rovnéz cha-
rakteristickou kardiovaskularnim ptisobenim, je srdeénik
obecny (Leonurus cardiaca L.) z Celedi hluchavkovitych
(Lamiaceae), u néhoZz jako droga slouZi nat (Leonuri her-
ba). Pfipravky z nati srde¢niku maji t¢inek kardiotonicky,
hypotonicky, sedativni, spazmolyticky a diureticky '®.

Droga obsahuje glykosidy, flavonoidy, labdanové diterpe-
ny, saponiny, nékteré organické kyseliny a dalsi latky '*-2.

Litevské farmaceutické podniky vyrdbéji tinktury
z hlohovych plodd a nati srdecniku, které slouzi jako
podptirna 1écba ve vySe zminénych indikacich, proto je
studium antioxidaéni aktivity téchto piipravka v soucas-
né dobé aktudlni.

Cilem prace bylo stanoveni antioxidac¢ni aktivity uve-
denych tinktur a rovnéZ hodnoceni vlivu vybranych
obsahovych latek na antioxidacni aktivitu tinktur.

POKUSNA CAST

Materidl

Hlohové plody (Crataegi fructus) a nat srdecniku (Leonuri
herba) poskytla Kaunasskd botanickd zahrada Univerzity
Vytautase Velikého. Drogy spliiovaly poZadavky Evropského
lékopisu. Ze zminénych drog byly klasickou perkolaci pfipra-
veny tinktury v poméru 1:5, kde jako vyluhovadlo slouzil etha-
nol 50% (tinktura z hlohovych plodi) nebo ethanol 70% (tink-
tura z nati srde¢niku). Latky k pfipravé standardd (rutin,
kvercetin, hyperozid, epikatechin, procyanidin B2) dodala fir-
ma UAB ,,Grida LAB* (Litva).

Ke stanoveni fenolickych sloucenin a antioxida¢ni aktivity
byly pouZity chemikalie: tyrosin (BDH Chemicals, 3-nitrotyro-
sin (Aldrich), DPPH (Sigma), Folin-Ciocalteuovo c¢inidlo
a kyselina galové (Fluka). Dalsi pro experiment potfebné che-
mikalie byly béZné komer¢né dostupné. Roztok peroxynitritu
byl pfipraven podle metody popsané v literatuie V.

Metodika
Stanoveni flavonoidit HPLC *?

K témto ucelim slouzil chromatograficky systém Waters
2690 (detektor UV Waters 2487, kolona X-terra RP18 3,0 x
150 mm, velikost ¢astic sorbentu 3,5 wm). SloZeni mobilni faze
bylo 0,1% vodny roztok kyseliny trifluoroctové (A) a 0,1% roz-
tok kyseliny trifluoroctové v acetonitrilu (B). Zmény gradientu:
od 5 % (B) do 45 % (B) za 45 min. Prtok mobilni faze byl
0,4 ml/min. Pro chromatografickou analyzu byly vybrany vino-
vé délky 360 nm a 275 nm. MnozZstvi flavonoidd bylo vypoci-
tano z kalibracnich grafii na zaklad€ plochy piku.

Stanoventi fenolickych sloucenin

Celkovy obsah fenoll byl stanoven pomoci kolorimetrické
metody 2¥; 700 ul vodou nafedéné tinktury bylo oxidovano
Folin-Ciocalteuovym c¢inidlem (400 wl) a poté byla reakéni
smés doplnéna do 10,0 ml roztokem uhli¢itanu sodného
(75 g/1). Po 2 hodinich byla suspenze odstfedéna (10 min pfi
5000 ot./min) a zméfena vyslednd absorbance pii 760 nm.
Kvantifikace byla provedena na zaklad¢ kalibracni kiivky pro
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kyselinu galovou. Vysledky byly vyjadfeny jako ekvivalent
kyseliny galové (GAE) v mg na 100 ml tinktury.

Ke stanoveni antioxidacni aktivity slouzily dvé metody. Byla
méfena inhibice peroxynitritem indukované nitrace tyrosi-
nu 2!-2» a schopnost zhéset radikaly byla sledovana pomoci sta-
bilniho radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH) 229,
Zjistovala se antioxidacni aktivita samotnych tinktur a rovnéz
antioxidacni aktivita vybranych flavonoidt (rutin, kvercetin,
hyperozid, epikatechin, procyanidin B2). Koncentrace uvede-
nych sloucenin ve zkoumanych roztocich (standardech) byly
totozné s koncentracemi danych latek v tinkturach.

Inhibice nitrace tyrosinu

K méfeni slouZzil kapalinovy chromatograf HP 1100 (Agilent
Technologies) obsahujici kvaterndrni pumpu, autosampler
a detektor s diodovym polem. Analyzy byly provadény na kolo-
né Supelcosil ABZ+Plus (250 x 4,6 mm, 5 um) s mobilni fazi
kyselina mravenci a acetonitril (90:10, v/v) isokraticky pfi pri-
toku 1 ml/min. Samotné méfeni probéhlo nasledujicim zpiso-
bem: roztok 2,0 mM peroxynitritu (8 ul) v 0,05 M NaOH byl
nabrdn a smichan v injektoru HPLC s 1,0 mM roztokem tyro-
sinu a vhodné nafedénou tinkturou ¢i standardem v 0,11 M fos-
fatovém pufru (42 ul). Reakéni smés byla injektovana pfimo na
kolonu HPLC, chromatogramy byly detekovany pti 276 nm.
Inhibice nitrace tyrosinu byla vypocitdna relativné ke zjisténé
plose piku 3—nitrotyrosinu v kontrolnim méfeni.

Redukce DPPH

Odpovidajici mnozstvi tinktury nebo standardu bylo doplné-
no do 2,0 ml 0,1 mM DPPH v methanolu a po 5 minutach byla
zméfena absorbance pfi 517 nm. Redukce DPPH byla vypoci-
tana relativné k hodnoté absorbance v kontrolnim méfeni.

Vysledky experimentu byly zpracovany statisticky s pouZi-
tim Studentova testu (p < 0,05).

VYSLEDKY A DISKUZE

Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek ukaza-
lo, Ze tinktura z nati srde¢niku obsahuje vyrazné vice
téchto sloucenin neZzli tinktura z hlohovych plodi —
227 mg/100 ml oproti 139 mg /100 ml (tab. 1). HPLC
analyza prokazala, Ze ze zkoumanych latek prevazuje
v tinktufe z nati srde¢niku rutin (54,91 ug/ml) a v tinktu-
fe z hlohovych plodl hyperozid (29,32 ug/ml) a epikate-
chin (44,92 ug/ml).

Obé zkoumané tinktury byly schopné zhaset radikély
a reaktivni formy kysliku a dusiku. U&inng&ji byla tink-
tura z nati srde¢niku, avsak rozdil nebyl tak vyrazny jako
v pripadé fenolickych sloucenin. Celkovy obsah polyfe-
noll byl v tinktufe z nati srde¢niku o 163 % vétsi, presto
antiperoxynitritova aktivita byla vyssi jen o 19 %
(p < 0,05), a schopnost redukce DPPH se u obou tinktur
lisila minimalné (54,8 % u tinktury z nati srde¢niku
a 51,7 % u tinktury z hlohovych plodd) (obr. 1). V Cet-
nych literarnich zdrojich se uvadi, Ze se na antioxidacni
aktivité¢ rostlinnych pfipravkd vyznamnym zptsobem
podileji fenolické sloueniny * 22, Vyskytuji se vSak
i prace, kde se pfimy vliv fenolickych sloucenin u nékte-
rych rostlin nepotvrdil ??. V nasi piedchozi praci * se
rovnéz zjistilo, Ze presto, Ze mnozstvi fenolickych slou-

—b-

Tab. 1. MnoZstvi sledovanych latek v tinkturdch

Tinktura tinktura z nati
z hlohovych plodi srde¢niku
celkovy obsah polyfenoli
(GAE mg/100 ml) 139+ 8 227 + 14%*
mnoZzstvi jednotlivych
flavonoidt (ug/ml)
rutin 2,64 £0,2 5491 = 1,2*
hyperozid 29,12 0,5 14,07 £ 0,7
kvercetin 1,26 +0,1 6,70 + 0,4
epikatechin 44,92 + 0,9 -

*p < 0,05 ve srovnani s tinkturou z hlohovych ploda

M Tinktura z hlohovych plodu
[ Tinktura z nati srde¢niku

70

60

50

40

30

20

Antioxidacni efekt (%)

Redukce DPPH Inhibice nitrace

tyrosinu

Obr. 1. Antioxidacéni aktivita tinktur

¢enin bylo v tinktufe z jinanu dvoulalo¢ného statisticky
vyznamné vy$§i, antioxidacni aktivita této tinktury byla
slabsi neZ tinktur pfipravenych ze zdzvorovych oddenk
¢i nati tfapatky nachové. Lze predpokladat, Ze i v pfipa-
dé zkoumanych tinktur, zejména tinktury z hlohovych
plodt, budou antioxida¢ni aktivitu ovliviiovat dal$i u¢in-
né latky, nebo Ze aktivita nékterych fenolickych slouce-
nin, zjiSténych v tinktufe z nati srde¢niku, bude praktic-
ky bezvyznamna.

V dalSich experimentech bylo nasi snahou zjistit, jak
se na antioxidacni aktivité podileji vybrané flavonoidy
pritomné ve zkoumanych tinkturach. Vysledky ilustruje
obrazek 2. Celkové nejvétsi podil mély latky piitomné
v tinkturach ve vysSich koncentracich. V tinktufe z hlo-
hovych plodi to byly epikatechin a hyperozid (obr. 2A).
Dalsi latky se podilely na antioxidaéni aktivité tinktury
mensi mirou, coZ odpovida jejich relativné nizkym kon-
centracim. Zajimava vSak je pomérné vyraznd antipero-
Xynitritova aktivita procyanidinu B2 — byla vétSi nez
u rutinu a kvercetinu pfitomnych v tinktufe ve vyssich
koncentracich. Ve vztahu k epikatechinu a hyperozidu
byla rovnéz, vzhledem ke koncentraci, antiperoxynitrito-
vé aktivita vysS8i — koncentrace epikatechinu byla v tink-
tufe 63x a hyperozidu 42x vyssi, kdeZto aktivita byla
vyssi jen 20 resp. 6,5%. Zjisténi, Ze procyanidin vykazu-
je vétsi aktivitu nez vybrané flavonoidy, souhlasi
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Obr. 2. Viiv vybranych flavonidi na antioxidacni aktivitu tinkur

A. Tinktura z hlohovych plodi; B. Tinktura z nati srde¢niku

*#p<0,05 ve srovndni s ostatnimi flavonidy

*¥p<0,05 ve srovndni s procyanidinem B2, quercetinem a rutinem

s vysledky nasi predchozi prace 2¥ a poznatky nékterych
dalgich autort 3V.

V tinktufe z nati srde¢niku celkovou antioxidacni akti-
vitu nejvice ovliviioval rutin, jehoZ koncentrace v tinktu-
fe byla rovnéZ nejvyssi (obr. 2B). Presto tento vliv nebyl
pfimo umérny koncentraci. Koncentrace rutinu byla opro-
ti kvercetinu osmindsobnd, kdeZto antioxida¢ni aktivita
jen trojndsobnd. Niz§i G¢innost rutinu byla rovnéZ proka-
zana v tinktufe z hlohovych plodd, kde pii vys$si koncent-
raci rutinu (2,64 ug/ml oproti 1,26 ug/ml) byla procentu-
alné vyjadrend antioxidacni aktivita kvercetinu vetsi.

ZAVER

V literatute se vyskytuji cetné odkazy na pozitivni tcinek
fenolickych sloucenin a vybranych flavonoidd na rGzné
systémy organismu >33, Tyto latky jsou dtlezité v 16¢bé
a prevenci ruznych onemocnéni véetné kardiovaskularnich.
Vysledky nasi prace prokazaly, Ze tinktury z hlohovych plo-
dd a nati srdecniku, stejn€ jako v nich pritomné Gcinné lat-
ky, maji vyraznou antioxidac¢ni aktivitu, proto uzivani téch-
to tinktur mize byt prospésné nejen z hlediska podptrné
lécby kardiovaskularnich onemocnéni, ale i ke zmirnéni
negativnich u¢inkd oxidacniho stresu.
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