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Uéel studie: Solidago virgaurea ,zlatobyl” je 1é¢iva rostlina zajimavé z pohledu biologickych G¢ink, znamych jiz ve starovéku
(1, 2). Obsahovymi latkami rodu Solidago jsou flavonoidy, fenolové kyseliny a jejich glykosidy, polysacharidy a dalsi slouceniny
a hypotenzni Gcinky (1, 2). Zejména flavonoidy a fenolicky diglukosid - leiokarposid patfi mezi latky, u kterych byla studova-
na fada pozitivnich uc¢inkd na organizmus; u leiokarposidu je znam mimo jiné jeho vliv na diurézu (3). Cilem této studie bylo
zjistit, zda extrakt, odvar a vyluh z nati zlatobylu obecného, Solidaginis virgaureae herba, ovliviuji vlastnosti enzyma I. faze
biotransformace, zejména cytochromt P450 v lidské jaterni mikrozomalni frakci a v primarnich kulturach lidskych hepatocyt(.
Pouzité metody: Byly studovany riizné koncentrace extraktu, odvaru a vyluhu ze Solidaginis virgaureae herba, vyjadrené v mg
sudiny na ml vody (0,042 mg/ml; 0,083 mg/ml a 0,167 mg/ml). Enzymové aktivity byly stanoveny pomoci metody HPLC; exprese
proteinli pomoci metody Western blotu.

Vysledky: Aktivity a exprese proteinli CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4 vykazovaly relativné malé zmény po ovliv-
néni testovanymi vzorky v lidskych hepatocytech i v lidské jaterni mikrozomalni frakci, ve vSech studovanych koncentracich.
Zavér: Na zakladé ziskanych vysledkl enzymovych aktivit a mnozstvi proteinu Ize predpokladat, ze testované vzorky signifi-
kantné neovliviiuji metabolizmus soucasné podavanych IéCiv a jejich uzivani pravdépodobné nevede ke klinicky vyznamnym
[ékovym interakcim.

Klicova slova: Solidaginis virgaureae herba, cytochromy P450, primarni kultury lidskych hepatocytd, lidska jaterni mikrozomalni
frakce, metabolizmus léciv.

The use of goldenrod general (Solidago virgaurea) preparations does not influence the metabolism
of concomitantly administered drugs

Purpose: Solidago virgaurea ,goldenrod” is a known medicinal plant that has been used since ancient times (1, 2). The genus Soli-
dago is interesting in terms of both biological effects and the presence of many interesting secondary metabolites - flavonoids,
phenolic acids and glucosides, polysaccharides and others (3). Solidago virgaurea is known to exhibit diuretic, antiinflammatory
and newly described antitumoral, antimicrobial, sedative and hypotensive effects (1, 2). Primarily flavonoids and phenolic diglu-
coside - leiocarposide belong to secondary metabolites having primarily a positive effect on diuresis (3). Our objective was to
investigate whether Solidaginis virgaureae herba extract, decoction and leachate affect the properties of phase | biotransformation
enzymes, namely cytochromes P450 in human liver microsomal fraction and also in primary cultures of human hepatocytes.
Methods: Different concentrations of Solidaginis virgaureae herba extract, decoction and leachate, expressed as mg of dry weight
in mL of water (0.042 mg/mL; 0.083 mg/mL and 0.167 mg/mL) were studied. Enzyme activities and protein expression were deter-
mined using HPLC and Western blotting, respectively.
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Results: Activity and protein expression of CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6 and CYP3A4 were only little influenced by Soli-
daginis virgaureae herba preparations, either in human hepatocytes as well as in human liver microsomal fraction in all studied

concentrations.

Conclusion: Based on the results of the enzyme activities and the amount of protein can be expected that the Solidaginis virgaure-
ae herba preparations do not significantly affect the metabolism of concomitantly administered drugs and their use probably

does not result in drug interactions.

Key words: Solidaginis virgaureae herba, cytochromes P450, primary cultures of human hepatocytes, human liver microsomal

fraction, drug metabolism.

Uvod

Bylinné pfipravky jsou stdle vice vyuzivany
irokou verejnosti s cilem nahradit nebo doplnit
konven¢ni medicinu (4). Solidago je jeden z nej-
vétsich rodd patfici do cCeledi hvézdnicovitych
(Asteraceae). Obsahuje 120 druh(, z nichz vétsina
roste divoce v Severni Americe (5, 6). Ze Severni
Ameriky se druhy rodu Solidago mimofadné
Uspeésné rozsifily do celého svéta (7). Uvadi se,
Ze rostliny rodu Solidago vykazuji diuretické,
antiseptické, choleretické a hojici ucinky (5).
Jediny plvodni druh této rostliny vyskytujici se
v Ceské republice je zlatobyl obecny (téz celik
zlatobyl, Solidago virgaurea) (8). Tato rostlinna
droga je Iékopisna podle Ceského lékopisu 2009
(9). Solidago virgaurea je zndma Iéciva rostlina,
kterd se pouzivala jiz ve starovéku (1, 2). Nat ze
zlatobylu se vyuZzivala pfi onemocnéni moco-
vych cest, pfi nefrolitidze a chorobach prostaty,
zatimco kvéty a listy byly pouzivany jako pfirodnf
Zluté barvivo. Rostlina byla poté zapomenuta,
ale znovu nasla své uplatnéni v moderni fyto-
terapii (3). Je znamo, Ze Solidaginis virgaureae
ale také nové popsané protinddorové, antimi-
krobialni, sedativni a hypotenzni Ucinky (1, 2).
Z rostliny Solidago virgaurea nebyla izolovéna
pouze jedna aktivni slozka; je pravdépodobné,
Ze k jejim ucinklim pfispiva vice sloucenin (10).
Sekundarni metabolity, zejména flavonoidy a fe-
nolicky diglukosid — leiokarposid maji pozitivni
vliv na diurézu (3).

BéZné uzivana éciva a pifrodni latky podstu-
puji v lidském organizmu metabolické premény
za vzniku rdznych metabolitl. Cizorodé latky
pfitomné v potravé mohou pulsobit na aktivitu
biotransformacnich enzymd a tim ovliviovat
metabolizmus podavanych Iéciv. Mezi nejdule-
7it€jsf enzymy metabolizmu léciv patfi pfede-
vsim cytochromy P450 (CYP). Nejvyznamnéjsi
forma, kterd je exprimovéna v lidskych jatrech
a kterd metabolizuje vétdinu bézné uzivanych

|éCiv, u nichZ je zndma jejich biotransformace, je
CYP3A4. Cizorodé latky nejsou metabolizovény
pouze CYP3A4, ale také jinymi formami (napf.
CYP1A2, CYP2A6, CYP2CY9, CYP2C19, CYP2D6
a CYP2ET) (11, 12). Siroka substratova specifita
CYP je odpoveédna za Iékové interakce spojené
s inhibici CYP (13). Dalsim ddvodem lékovych
interakci na Urovni metabolizmu mUze byt in-
dukce CYP po aplikaci léciva nebo latky pfijaté
potravou (14). Z tohoto dlvodu se uvedena pra-
ce zabyva tim, zda bézné pouzivany extrakt,
odvar a vyluh ze Solidaginis virgaureae herba
ovlivaujf vlastnosti CYP inhibici v lidské jaterni
mikrozomalnf frakci nebo indukci v primémich

kulturach lidskych hepatocytd.
Metody

PFiprava testovanych vzork{
(extraktu, odvaru a vyluhu ze
zlatobylu obecného)

Extrakt ze zlatobylu obecného, ktery byl
dodéan spole¢nosti Walmark (Praha, Ceské
republika) byl pfipraven podle vyrobce extrakcf
do smési organickych rozpoustédel v extrake-
nim poméru 10: 1. Vysledny extrakt obsahoval
minimalni mnozstvi zbytkového rozpoustédla
(max. 0,05%). Tento extrakt, ktery podle vyrobcl
prispiva ke spravné funkci mocového méchyre
a dolnich cest mocovych, je jednou ze slozek
pripravku Urinal Akut. Jedna tableta tohoto pfi-
pravku obsahuje 30 mg susiny.

Celik zlatobyl nat (Solidaginis virgaureae
herba) pro pfipravu odvaru a vyluhu byl ziskan
od firmy Valdemar Gresik-Natura s.r.o (Décin,
Ceska republika). Pro pifpravu odvaru bylo na-
vazeno 0,67 g tohoto produktu, ktery byl zalit
50 ml studené destilované vody. Roztok byl
pfiveden k varu a nasledné louhovan po dobu
15 min. Poté byl roztok prefiltrovén, pfenesen do
mikrozkumavek typu Eppendorf a zamrazen na
-20°C. Pro pffpravu vyluhu bylo navéZzeno 0,67 g
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stejné rostliny, kterd byla zalita 50 ml vrouci de-
stilované vody. Roztok byl louhovan po dobu
15 min, nasledné byl Zfiltrovan, pfenesen do
mikrozkumavek typu Eppendorf a zamrazen na
-20°C az do pfislusnych stanoveni.

Standardizace testovanych
vzorkl na fenolicky diglukosid —
leiokarposid

Standardizace testovaného prirodniho ma-
teridlu byla provedena na zakladé kvantifikace
Ucinné latky leiokarposidu. Stanoven{ obsahu
leiokarposidu ve studovanych vzorcich bylo
provedeno metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) s UV detekci na pfistroji
Prominence (Shimadzu; Tokyo, Japonsko) (3).

Lidska jaterni mikrozomalnf frakce

Preparat mikrozomdlnf frakce jaterniho lid-
ského homogenatu byl pfipraven podle stan-
dardnich publikovanych postupt frakénf centri-
fugaci (15). Pouziti jater od darcl bylo schvaleno
Etickou komisi FN a LF Olomouc v souladu se
Zakonem ¢. 285/2000 Sb.

Primarni kultury lidskych hepatocytt
Lidské hepatocyty byly izolovany dvoufa-
zovou kolagenovou perfuzi (16) z lidskych jater
obdrzenych ze ¢tyt multiorgdnovych darct (LH63,
LH64, LH65, LH66); pouZiti jaternich bunék z téch-
to ¢tyf dércl bylo schvéleno Etickou komisi FN
a LF Olomouc v souladu se Zakonem ¢. 285/2000
Sb. Hepatocyty byly vysety na kultiva¢ni desky
ainkubovany s extraktem, odvarem a vyluhem ze
zlatobylu obecného o koncentracich 0,042 mg/
ml; 0,083 mg/ml a 0,167 mg/ml po dobu 24h.

K ovéfeni metabolické aktivity primdarnich
kultur lidskych hepatocytt a k vylouceni toxicity
studovanych vzorkl zlatobylu byl pouZit test
cytotoxicity s MTT (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-
-2,5-difenyltetrazoliumbromid). Principem testu
cytotoxicity je redukce Zluté, ve vodé rozpustné
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tetrazoliové soli mitochondridlnimi enzymy na
fialovy, ve vodé nerozpustny formazanovy de-
rivat. Po rozpusténi v organickém rozpoustédle
je koncentrace produktu stanovena spektrofo-
tometricky pfi 540nm (17).

Stanoveni enzymovych aktivit
vybranych CYP

Enzymové aktivity vybranych enzym
CYP byly méfeny v lidské jaterni mikrozomalni
frakci i v primarnich kulturach lidskych hepato-
cytd podle standardnich metod (18): CYP1A2
(O-deetylace fenacetinu), CYP2A6 (7-hydroxyla-
ce kumarinu), CYP2C9 (7-hydroxylace warfarinu),
CYP2D6 (1-hydroxylace bufuralolu) a CYP3A4
(63-hydroxylace testosteronu). Enzymové aktivi-
ty byly stanoveny ve dvou paralelnich mérenich
v mikrosomalni frakci a v duplikatech se ctyfmi
vzorky hepatocytd od rliznych darcl. Viechny
enzymoveé aktivity byly vyhodnoceny s pouzitim
HPLC Prominence system (Shimadzu; Tokyo,
Japonsko) s UV nebo fluorescenéni detekcl.

Stanoveni exprese proteinU
vybranych CYP v hepatocytech
pomoci Western blottingu

Proteiny jaternich vzorkd byly rozdéleny
elektroforeticky (SDS-PAGE, 10% rozdélovaci
gel) a nasledné preneseny na nitrocelulézové
membréany (0,45 um) pouzitim zafizeni Trans-
Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad, Palo Alto,
CA, USA). Imunodetekce CYP byla provedena
pouzitim mysich primarnich protildtek pro formy
CYP1A2, CYP2A6, CYP2D6 a CYP3A4; krélici pri-
marni protildtky byly pouzity pro CYP2C9 (Acris
Antibodies, Herford, Némecko). Jako sekun-
darni protilatky (s kfenovou peroxidazou) byly
pouzity anti-mysi (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA) a anti-kralici (Acris Antibodies,
Herford, Némecko). Signél byl detekovan pou-
zitim chemiluminiscencniho kitu (Amersham
Biosciences, Amersham, UK) podle instrukci vy-
robce. Intenzita vysledného signélu vybranych
proteind byla hodnocena za pouZziti G-DiGit™
Blot Scanner (Li-Cor, Lincoln, NE, USA).

Statisticka analyza dat

Vysledky byly podrobeny statistické analyze
za pouZiti Studentova t-testu na hladiné vy-
znamnosti 0,05. Analyza byla provedena pomoci
programd Microsoft Excel a Statistica 12 (Systat
Software, San Jose, CA).

www.klinickafarmakologie.cz

Obr. 1. Test cytotoxicity pro a) extrakt b) odvar a c) vyluh ze zlatobylu obecného o koncentracich
0,042 mg/ml; 0,083 mg/ml a 0,167 mg/ml. Jako kontrola byla pouZita destilovand voda. Data jsou vyjddiend jako
procento kontroly a predstavuji primér £ s. o. ze dvou experimentd. Hodnoty nejsou signifikantné ovlivnény (p > 0.05)
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Obr. 2. Viiv a) extraktu, b) odvaru a c) vyluhu ze zlatobylu obecného na aktivity CYPIA2, CYP2A6, CYP2CO,
CYP2D6 a CYP3A4 v lidské jaterni mikrozomdlni frakci. Mikrozomy byly inkubovdny se vzorky v réiznych koncentra-
cich (0,042 mg/ml; 0,083 mg/ml a 0,167 mg/ml). Aktivity predstavuji praimér + s. o. ze dvou nezdvislych experimentd
provddénych v duplikdtech. Jako kontrola byla pouzita destilovand voda. Data jsou vyjddrend jako procento
kontroly. Hodnoty nejsou signifikantné ovlivnény (p > 0.05).
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Vysledky

K ovéfeni mozného efektu latek pfitomnych
ve zlatobylu obecném na nejvyznamnéjsi formy
CYP byly pouzity dva pfistupy ,in vitro”. Prvni
z nich vyuzil primdrni kultury lidskych hepa-
tocytl pro sledovani zmény exprese a aktivity
studovanych enzymd. Pfi druhém pfistupu byla
pouZita ke zjistovanf inhibice enzymd lidska ja-
terni mikrosomalni frakce.

Prvnim krokem pfi praci s primarnimi kul-
turami lidskych hepatocytd bylo stanoveni
cytotoxicity pouzitych vzorkl zlatobylu MTT
testem. Z vysledkl testu vyplyva, ze pripravky
obsahujici zlatobyl ve zvolenych koncentracich
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nejsou toxické, a proto mohly byt pouzity pro
nase experimenty (obr. 1).

Vliv extraktu, odvaru a vyluhu
ze zlatobylu obecného
na aktivity CYP v lidské jaterni
mikrosomalnf frakci

V lidské jaterni mikrosomalni frakci byly sta-
noveny aktivity vybranych CYP s vyuzitim jejich
specifickych substratd. Efekt testovanych vzorki
extraktu, odvaru a vyluhu ze zlatobylu obecného
na jednotlivé enzymy byl kvantifikovan pomoci
HPLC. Viysledky zndzornéné na obr. 2 ukazuji,
Ze aktivity enzymd CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9,
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Obr. 3. Vliva) extraktu, b) odvaru a ¢) vyluhu ze zlatobylu obecného na aktivity CYPIA2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6
a CYP3A4 na primdrni kultury lidskych hepatocytd. Primdrni kultury lidskych hepatocytd byly inkubovdny 24 h se
vzorky zlatobylu v rdznych koncentracich (0,042 mg/ml; 0,083 mg/ml a 0,167 mg/ml). Ostatni data jsou stejnd jako

Obr. 4. Reprezentativni Western bloty lidskych ja-
ternich enzym0 CYPIA2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6
a CYP3A4 po expozici primdrnich kultur lidskych hepa-

uobr. 2. Hodnoty nejsou signifikantné ovlivnény (p > 0.05)
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CYP2D6 a CYP3A4 po aplikaci testovanych vzor-
kl nevykazovaly signifikantni zmény, a to ve
vdech studovanych koncentracich.

Vliv extraktu, odvaru a vyluhu
ze zlatobylu obecného na aktivity
a exprese CYP v primarnich
kulturach lidskych hepatocytd
Komplexnéjsim ,in vitro” systémem jsou
primarni kultury lidskych hepatocytd. Pro
ovéreni zmény exprese byly burky inkubova-
ny s rlznymi koncentracemi vzorkd zlatobylu
(0,042 mg/ml; 0,083 mg/ml a 0,167 mg/ml) po
dobu 24h. Po této dobé byly do média pfidany
specifické substraty pro stanoveni aktivit jed-
notlivych enzym. Ovlivnéni aktivit CYP1A2,
CYP2A6, CYP2CY, CYP2D6 a CYP3A4 je graficky
zndzornéno na obr. 3. Zfskané vysledky uka-
zuji, ze po aplikaci vzorkl zlatobylu ve viech
vybranych koncentracich nedochazi v lidskych
hepatocytech k signifikantnim zménam akti-
vit enzym0 CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6
a CYP3A4. Data ziskand méfenim enzymovych
aktivit v primarni kultufe lidskych hepatocytt by-
la v souladu s vysledky obdrzenymi pfi sledovani
zmén exprese proteind metodou Western blo-
ttingu. Ani zde nebyly pozorovany signifikantni
zmény v hladindch studovanych CYP (obr. 4).

Diskuze

V posledni dobé neustéle roste poptavka
po bylinnych pfipravcich a doplncich stravy,
zejména v souvislosti s rozsifovanim alternativ-
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nich a doplhkovych pfipravkd na celém svété.
S rostoucim vyskytem téchto pfipravkd roste
také soucasné uzivani léciv (19, 20). Bylinné
Caje se pouzivaji jako potravinové doplnky,
tonikum, ochrana proti onemocnéni, ale také
s cilem pfispét k [é¢bé nemoci (21). Zlatobyl
obecny, pampeliska Iékafska a dalsi rostliny jsou
tradi¢né pouzivany pro svoje diuretické Ucinky.
Pampeliska Iékarska (Taraxacum officinale; resp.
Taraxacum sect. Ruderalia) stejné jako zlatobyl
obecny (Solidaginis virgaureae herba) byla siroce
uzivana jako diuretikum v tradi¢ni medicing,
ale také v moderni fytoterapii. Bylo zjisténo, ze
etanolicky extrakt z pampelisky lékarské zvy-
suje frekvenci moceni (22). Studie s potkanimi
jaternimi mikrozomy Zzjistila, ze pampeliskovy
¢aj ovliviuje aktivitu nékterych biotransformac-
nich enzym |. faze, zejména snizuje aktivitu
CYP1A2 a CYP2E1 (21). Je skutecnosti, ze petr-
zel zahradni (Petroselinum crispum), pouzivany
v lidové medicing, se uziva jako ptipravek pro
rliznd onemocnéni; ma rovnéz vlastnosti siiného
diuretika (23). Experiment ,in vivo” na mysich,
kterym byla podavéna $tava z petrzele, ukazal
statisticky vyznamny pokles v obsahu CYP v ja-
ternich mikrozomech v porovnani s kontrolou
(24). Zeleny caj je velmi oblibeny ndpoj a extrak-
ty ze zeleného caje jsou populdrnimi slozkami
potravnich doplikd (25). Ukézalo se, Ze je vsak
tfeba sledovat konzumaci zeleného caje a nékte-
rych lé¢iv vzhledem k jeho diuretickému tGcinku
(26). Ve studii (25) bylo prave zjisténo, ze nizké
davky extraktu ze zeleného Caje ovlivnily u mysi
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tocytu (LH64) extraktem ze zlatobylu obecného. B-aktin
byl pouzit jako kontrola aplikace vzorkd

extrakt 0,042 mg/ml
extrakt 0,083 mg/ml
extrakt 0,167 mg/ml

kontrola

| G— — S—
"— W . .
-y G = o

B-aktin
CYP1A2
CYP2A6
CYP2CS
CYP2D6
CYP3A4

—---;

—— e — —

aktivity jaternich biotransformacnich enzyma
pouze mirné. Nicméné, nadmérna konzumace
extraktu ze zeleného ¢aje naopak signifikantné
zvysila jejich enzymové aktivity (25). Studie, ktera
se zabyvala vlivem rliznych rostlinnych lécivych
ptipravkd nebo doplikd stravy na potencidlni
indukci exprese mRNA Cypla2 a Cyp3a4 zjistila
sice slabou, ale signifikantniindukci genu Cyp3a4
extraktem ze zlatobylu obecného u LS180 bu-
nék (burky lidského karcinomu tlustého streva)
(27). Nicméné, v tomto pfipadeé mize dochazet
k alterovanému mechanizmu regulace exprese
biotransformacnich enzym zodpovédného
za indukci exprese genu Cyp3a4 u LS180 bunék
oproti nenddorovym primarnim kulturdm lid-
skych hepatocytl pouzitych v nasi studii.

Infekce mocovych cest je nejbéznéjsim
bakteridlnim onemocnénim, které se vyskytu-
je u ¢lovéka (28). Bylinné pripravky, které maji
diuretické vlastnosti, by véak mohly ovliviiovat
aktivitu biotransformacnich enzyma a tim i far-
makokinetiku a U¢innost léciv. Z tohoto dlvodu
byla provedena tato studie sledujici, zda zlatobyl
obecny, ktery je kromé jiného jednou ze slozek
pripravku Urinal Akut, také ovliviiuje vlastnosti
enzymu metabolizujicich 1é¢iva. V literatufe se
uvadi, Ze zlatobyl by neméli uzivat pacienti, kteff
trpf alergii na tuto pfirodni latku a pacienti se
selhdnim ledvin, i kdyz je jinak povaZovan za
bezpecny. Déle je popséano, Ze uzivani zlatoby-
lu, i kratkodobé, by se mély vyhnout téhotné
a kojici matky (10).
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UZIVANT PRIPRAVKD ZE ZLATOBYLU OBECNEHO (SOLIDAGO VIRGAUREA) NEOVLIVNUJE METABOLIZMUS SOUCASNE PODAVANYCH LECIV

Nase studie se zabyvala ovlivnénim aktivit
CYP1A2, CYP2A6, CYP2CY, CYP2D6 a CYP3A4
pfipravky zlatobylu obecného. Vysledky ziskané
s mikrozomalni frakci jaterniho homogenatu
mohou odpovédét na otazku, zda jsou aktivi-
ty jaternich CYP ovlivnény pfipravky zlatobylu;
studie s lidskymi hepatocyty by mohla naznacit
moznou indukci ¢i inhibici tvorby CYP v lidskych
jatrech. Z vysledkl vyplyva, ze zlatobyl obecny
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