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Miscanthus x giganteus jako roslina uzyteczna
W zrownowazonym wykorzystaniu
terendéw zanieczyszczonych

1. Wstep

Ekspansywna dziatalno$¢ wydobywcza, przemystowa i rolnicza, rozwdj miast i szla-
kow komunikacyjnych doprowadzily do znacznego przeksztatcenia i zanieczyszczenia
srodowiska, glownie zanieczyszczeniami nieorganicznymi, takimi jak metale czy metaloidy,
ale takze zwigzkami organicznymi, np. wielopierscieniowymi weglowodorami aroma-
tycznymi (WWA), dioksynami, furanami, weglowodormi ropopochodnymi. Ma to
niekorzystny wptyw na cate ekosystemy, prowadzac do zubozenia ich bior6znorodnosci
i dysfunkcji, poniewaz wiele organizméw wykazuje niska tolerancje na stres zwigzany
z obecnoscig zanieczyszczen w Srodowisku. Niektore z zanieczyszczen nieorganicznych
(np. Cd, Zn, Pb, Hg, As) mogga by¢ przenoszone w tancuchu pokarmowym od producentéw
pierwotnych do zwierzat i ludzi, stanowigc zagrozenie dla zdrowia. Na zdegradowanych
terenach nie powinna odbywac si¢ dziatalno$¢ rolnicza, a takze nie powinny by¢ one
zamieszkane. Obecnie stoimy wigc przed problemem ich zagospodarowania w taki spo-
sob, aby prowadzona dzialalno$¢ nie spowodowata zagrozenia dla zdrowia ludzi i zwie-
rZzat oraz rozprzestrzenienia si¢ zanieczyszczen. Jednym z rozwigzan jest uprawianie na
takich terenach roslin wykorzystywanych na cele inne niz spozywcze, na przyktad
uzytecznych w roznych gateziach przemystu, m.in. stosowanych do produkcji wiokien,
materialow budowlanych, bioplastikéw oraz biopaliw. Takie gatunki roslin powinny
charakteryzowa¢ si¢ wysokg tolerancjg na zanieczyszczenia, niskim transferem zanie-
czyszczen do tancuchow troficznych oraz produkowaé biomasg o okreslonej wartosci
ekonomicznej. Jednym z gatunkow, ktory spetnia te kryteria i moze z powodzeniem by¢
uprawiany na terenach zdegradowanych w celach produkcji biomasy z jej przeznaczeniem
do wykorzystania w przemys$le m.in. energetycznym, papierniczym czy budowlanym,
jest Miscanthus x giganteus (miskant olbrzymi). Uprawa miskanta przynosi korzysci nie
tylko ze wzgledu na duzy plon biomasy, ale takze uzytecznosci tej rosliny w fitoremediacji,
ktéra moze prowadzi¢ do przywrocenia zanieczyszczonym terenom uzytecznosci rolnicze;.
Wykorzystujac miskanta olbrzymiego do zagospodarowania terenow zdegradowanych,
uzyskamy nie tylko plon zuzywany w wielu dziedzinach przemystu, ale takze stopniowe
oczyszczenie terenu. Celem pracy jest przedstawienie mozliwo$ci wykorzystania
Miscanthus x giganteus do zagospodarowania terenéw zanieczyszczonych i wskazanie
potencjalnych zastosowan dla wyprodukowanej biomasy.

! karolinajaros430@gmail.com, Katedra Fizjologii Ro$lin i Biofizyki, Instytut Nauk Biologicznych, Uniwer-
sytet Marii-Curie Sktodowskiej w Lublinie.

2 malgorzata.wojcik@mail.umes.pl, Katedra Fizjologii Roslin i Biofizyki, Instytut Nauk Biologicznych,
Uniwersytet Marii-Curie Sktodowskiej w Lublinie.
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2. Charakterystyka miskanta olbrzymiego (Miscanthus x giganteus)

Miscanthus x giganteus (miskant olbrzymi) to hybryda Miscanthus sacchariflorus
(Maxim.) Hack. (miskant cukrowy) i Miscanthus sinensis Andersson (miskant chinski),
pochodzaca z regionoéw tropikalnych i subtropikalnych, uprawiana w Europie od 1930 roku
[1]. Uwaza sig, ze wktad M. sacchariflorus w genom M. x giganteus zapewnia adaptacje
do cieplejszego klimatu, podczas gdy M. sinensis zapewnia zasoby genetyczne korzystne
dla jego uprawy w chlodniejszych regionach. Podstawowy zestaw chromosomow w ro-
dzaju Miscanthus liczy 19, natomiast Miscanthus x giganteus posiada 57 chromosoméow
somatycznych (2n = 3x = 57), jest zatem forma triploidalna, a przez to sterylna, niezdolng
do tworzenia ptodnych ziarniakow. Rozmnazany jest wegetatywnie przez podziat ktaczy
lub mikrorozmnazanie. Jest jedng z niewielu traw wystepujacych w klimacie umiarko-
wanym, ktora charakteryzuje si¢ szlakiem fotosyntezy C4 [2]. Czgécia podziemna
Miscanthus x giganteus sa klacza, z ktorych wyrastajg ulistnione, bujne pedy tworzace
okazale kegpy. Sztywne zdZbta osiagaja wysokos¢ do 3,5 m. Liscie miskanta sg ciemno-
zielone, sptaszczone, lancetowate. Miskant olbrzymi zazwyczaj nie kwitnie, chyba ze
podczas dlugiej i cieptej jesieni. Jego kwiatostany przypominaja piéropusze [3]. Ro$liny
te posiadajg silnie rozwinigty system korzeniowy si¢gajacy glebokosci do 3 m [4]. Ze
wzgledu na szerokg tolerancj¢ na rozne warunki siedliskowe miskant ro§nie na murawach,
brzegach rzek, zboczach gorskich, na skrajach lasu, nieuzytkach. Wzrost i rozmiesz-
czenie moga by¢ ograniczone przez niskg tolerancj¢ na mroz oraz suszg. W pierwszym
roku uprawy ujemne temperatury powietrza moga doprowadzi¢ do $miertelnosci 50%
ro$lin, ale osobniki, ktdre przetrwaja pierwsza zime, dobrze rosng w nastgpnym sezonie
(niemal 100% przezywalnosci). Uprawy miskanta mogg by¢ prowadzone efektywnie
przez okres od 15 do 20 lat [5]. Plon biomasy (sucha masa) waha si¢ od 15 t ha® do 30 t ha!
rocznie dla uprawy 2-3-letniej. Zbidr suchej masy czeéci nadziemnych miskanta pro-
wadzi si¢ zazwyczaj od jesieni do wczesnej wiosny. W warunkach europejskich miskant
olbrzymi wykazuje duza odporno$¢ na czynniki chorobotworcze, jego plantacje nie wy-
magajg prowadzenia ochrony chemicznej. Uprawa miskanta olbrzymiego jest stosunkowo
fatwa, charakteryzuje si¢ niskimi wymaganiami co do jakosci gleb, niskim zapotrzebo-
waniem na nawozy i pestycydy, co sprawia, ze jest ekologiczna i ekonomiczna [35, 6].

3. Uzyteczno$¢é Miscanthus x giganteus w rekultywacji zdegradowanych
terenow

Degradacja gruntéw jest niekorzystnym zjawiskiem, w ktérym fizyczna, chemiczna
1 biologiczna jako$¢ gleb ulega stopniowemu pogorszeniu na skutek naturalnych pro-
cesOw zwigzanych z erozja, ale przede wszystkim z ekspansywna gospodarka cztowieka
1 zwigzanymi z nig zmianami klimatu. Obserwuje si¢ masowe wylesianie i niewlasciwa
eksploatacje gruntow rolnych, postepujaca suszg i zasolenie gleb, a takze rosnace zanie-
czyszczenie srodowiska metalami 1 metaloidami oraz zwigzkami organicznymi. Uwaza
si¢, ze ponad 75% gruntdw na catym $wiecie moze by¢ dotknigtych problemem degra-
dacji, co niekorzystnie wplywa na zycie ponad 3,2 mld ludzi [7]. Szacuje si¢, ze liczba
obszaréw zanieczyszczonych na §wiecie przekracza 10 mlin, z czego 25% wystepuje
w Europie [8]. Wedlug Europejskiej Agencji Srodowiska najwigkszy problem dotyczy
zanieczyszczen metalami i metaloidami (ponad 37% terenow), a takze olejem mineralnym
(ponad 33% teren6éw) i wielopier§cieniowymi weglowodorami aromatycznymi (WWA,
ponad 13% terenow) [9]. Takie zanieczyszczone tereny nie powinny by¢ wykorzysty-
wane na cele rolnicze i nalezatoby poddac je zabiegom rekultywacyjnym [10].
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Rekultywacja terenu to proces, w trakcie ktorego gruntom skazonym toksycznymi
zwigzkami organicznymi i nieorganicznymi przywraca si¢ ich pierwotne uzyteczne
cechy [6]. Fitoremediacja to metoda oczyszczania srodowiska z wykorzystaniem roslin.
W5rdd najwazniejszych technik fitoremediacji mozemy wymieni¢: fitodegradacje (degra-
dacja pobranych zwigzkow organicznych poprzez aktywnos$¢ enzymatyczng w tkankach
ro§linnych), fitostabilizacje¢ (ktora polega na zatrzymywaniu zanieczyszczen w glebie,
aby zapobiec ich dalszemu rozprzestrzenianiu si¢ w srodowisku), fitoewaporacje¢ (pobieranie
zanieczyszczen przez system korzeniowy rosliny, ich metabolizm i uwolnienie w postaci
gazowej) oraz fitoekstrakcje (pobieranie zanieczyszczen i ich akumulacja w nadziemnych
czegsciach roslin, ktore nastgpnie sg Scinane i usuwane z zanieczyszczonego terenu) [11].
Fitoremediacja uznawana jest za prosta i przyjazng $rodowisku naturalnemu technike
oczyszczania wod gruntowych oraz gleby, ktora nie wymaga duzych naktadéw finanso-
wych. W przeciwienstwie do innych technik remediacji (np. zdejmowanie wierzchniej
warstwy gleby i jej oczyszczanie metodami chemicznymi i fizycznymi) moze by¢ ona
prowadzona na duzych obszarach in situ. Wadg tej techniki jest fakt, Zze catkowite
oczyszczenie terenu przez rosliny moze trwac dziesigciolecia, a ograniczona tolerancja
roslin na zanieczyszczenia nie pozwala na ich wzrost na terenach silnie zdegradowanych
[12].

Fitozarzadzanie (ang. phytomanagement) to stosunkowo nowy kierunek, w ktorym
uprawa roslin w celu rekultywacji terenu wigze si¢ z wykorzystaniem otrzymanej biomasy
w r6znych dziedzinach przemystu, np. przemysle energetycznym, widkienniczym, pa-
pierniczym czy chemicznym [13]. Takie podejs$cie pozwala na uzyskanie zwrotu nakta-
dow finansowych wydatkowanych podczas uprawy, a takze na wykorzystanie terenow
uwazanych za nieuzytki rolne, co przy zmniejszajacym si¢ areale upraw jest niewatpliwie
zaleta. Rosliny zalecane do stosowania w wyzej wymienionym celu powinny charakte-
ryzowac si¢ przede wszystkim duzym plonem biomasy oraz potencjalnie wysoka uzy-
teczno$cig w przemysle, a takze dobra tolerancja na zanieczyszczenia organiczne i nie-
organiczne.

Miscanthus x giganteus to gatunek, ktory moze by¢ stosowany do fitoremediacji,
a jego biomasa moze by¢ wykorzystana w wielu galeziach przemystu [6, 12]. Miskant
olbrzymi ma zdolno$¢ do fitostabilizacji, unieruchomienia zanieczyszczen w podiozu,
co zmniejsza ich rozprzestrzenianie si¢ na skutek erozji wietrznej czy wodnej. Korzenie
ro$lin zmniejszaja ruchliwos¢ 1 dostepnos¢é zanieczyszcezen, takich jak metale czy meta-
loidy, poprzez ich wytrgcanie w ryzosferze w formie nieprzyswajalnej lub stabo przy-
swajalnej dla roslin, adsorpcje na powierzchni korzenia badz pobieranie i zatrzymywanie
w korzeniach. Miskant, podobnie jak inne trawy, nalezy do tzw. ,,ekskluderéw” (ang.
excluders), tzn. unika pobierania metali i ich gromadzenia w cze$ciach nadziemnych, co
zapobiega ich przenikaniu do tancuchow troficznych. Uprawa miskanta na terenie
zdegradowanym zwigksza ilo§¢ materii organicznej w glebie pochodzacej z rozktadu
nadziemnych oraz podziemnych cze¢sci roslin, wysigkow korzeniowych, a takze wspiera
rozw0j mikrobiomu ryzosfery i zapewnia czestsze wizyty zwierzat. Prowadzi do przy-
wrdcenia funkcjonalnos$ci przyrodniczej takiego terenu i wytworzenia zdrowszego eko-
systemu [14, 15]. M. x giganteus moze by¢ uprawiany na terenach zanieczyszczonych
zwigzkami nieorganicznymi (np. Cd, Cu, Zn, Ni, As) i organicznymi (np. wielo-
pierscieniowe weglowodory aromatyczny — WWA), wystepujacymi osobno lub na tym
samym obszarze [14, 16]. Stosowanie nawozow oraz innych substancji stymulujacych
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wzrost ro$lin, np. biostymulantéw, tagodzi skutki stresu zwigzanego z obecnos$cia wyzej
wymienionych zwigzkow 1 wptywa na uzyskanie wyzszego plonu [17].

Badania zdoInosci Miscanthus x giganteus do fitoremediacji terendéw zanieczyszczo-
nych metalami i metaloidami wykazaty wyzsze stgzenie tych pierwiastkow w czesciach
podziemnych niz nadziemnych. Dystrybucja tych zanieczyszczen w roslinie zalezy od
ich stezenia w glebie, rodzaju i wtasciwosci chemicznych pierwiastkow, ale na ogot
wystepuja w kolejnosci malejacej: korzenie > ktacza > pedy > liscie. Arsen, otow i cynk
sa w wigkszym stopniu gromadzone w lisciach niz todygach, podczas gdy kadm wyste-
puje w wyzszym stezeniu w todygach. Wspodtczynnik biokoncentracji (stosunek stgzenia
metali w czg$ciach nadziemnych do stezenia metali w glebie) oraz wspotczynnik trans-
lokacji (stosunek stezenia metali w czeSciach nadziemnych do stezenia metali w czgs$ciach
podziemnych) dla miskanta maja bardzo niskie warto$ci, co sugeruje niski transfer
metali do cze$ci nadziemnych. Pora roku oraz wiek plantacji rowniez maja wplyw na
potencjat do fitoekstrakcji. St¢zenie metali w czgsciach nadziemnych maleje wraz z wie-
kiem plantacji. Nizsze stezenie metali w pgdach i todygach roslin w starszych uprawach
moze by¢ spowodowane zwigkszeniem objetosci i powierzchni korzeni, co skutkuje
zwickszong sekwestracja zanieczyszczen nieorganicznych w korzeniach i ograniczeniem
ich transferu do cze¢$ci nadziemnych [6, 14, 16]. Oczyszczenie terenu przez rosliny technika
fitoekstrakcji jest bardzo dtugotrwatym procesem, a w przypadku miskanta olbrzymiego,
ktéry ma niski potencjat do akumulacji zanieczyszczen w czesciach nadziemnych, jest
to proces nieefektywny. Miscanthus x giganteus wykazuje wyzszy potencjal do fitostabi-
lizacji i fitodegradacji. Wysiegi korzeni miskanta zawierajg m.in. zwigzki polifenolowe
(np. kwas galusowy, chlorogenowy, kawowy) i flawonoidowe (np. kwercetyna, rutyna,
katechina), ktére sg gldéwnymi czynnikami stymulujgcymi bakterie rozktadajagce WWA.
Ze wzgledu na wieloletni wzrost 1 zdolno$¢ do zatrzymania w glebie metali/metaloidéw
oraz degradacji niektorych zanieczyszczen organicznych miskant moze zmniejszy¢ rozprze-
strzenianie si¢ zanieczyszczen w Srodowisku poprzez ograniczenie: (i) wyphlukiwania
zanieczyszczen ze strefy korzeniowej 1 zanieczyszczenia wod gruntowych, (ii) skazenia
wod powierzchniowych, (iii) emisji pytu do atmosfery w wyniku erozji wietrznej i sezo-

nowej uprawy gleby [6].
4. Potencjalne wykorzystanie biomasy Miscanthus x giganteus

4.1. Wykorzystanie Miscanthus x giganteus w przemysle energetycznym

W ostatnich dekadach, wraz ze wzrostem zapotrzebowania na zrOwnowazong pro-
dukcje energii ze zrodet odnawialnych, na popularnosci zyskata produkcja biopaliwa
i innych bioproduktow z biomasy roslinnej. Konwencjonalne biopaliwa (tzw. biopaliwa
pierwszej generacji) produkowane sa z wykorzystaniem skrobi lub cukrow ros$linnych,
pochodzacych np. z pszenicy, kukurydzy, trzciny lub burakow cukrowych [18]. Z roslin
uzyskano paliwa state, ciekle i gazowe, a techniki ich wytwarzania sg ciggle moderni-
zowane dla osiagniecia najwyzszej efektywnosci. W przypadku zréwnowazonych upraw
przeznaczonych do produkcji bioenergii nalezy potaczy¢ nastepujace cechy: (i) wysoka
produkcje biomasy na hektar, (ii) odpowiedni sktad biomasy dla r6znych proceséw kon-
wersji bioenergii oraz (iii) pozytywny slad srodowiskowy (niewielkie przeksztatcenie
uzytkowania gruntéw, najnizsze zapotrzebowanie na wodg, najnizsze nawozenie N, P
i K, niska emisja gazow cieplarnianych, niska inwazyjnos¢ itp.) [19]. Wydaje sie, ze
uprawy Miscanthus x giganteus spetniaja powyzsze wymagania. Charakteryzuja si¢ one
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wysokim plonem biomasy, niewielkim zapotrzebowaniem na nawozenie, rowniez niskim
sladem weglowym [20]. Zawarto$¢ celulozy, hemicelulozy i ligniny w miskancie odgrywa
kluczowa role w kwestii optymalizacji strategii produkcji biochemikaliéw i biopaliw.
Zbioér miskanta w lutym na og6t prowadzi do wyzszej zawartosci celulozy i hemiceluloz,
a nizszej zawartosci ligniny oraz nizszej zawartosci popiotu (co jest korzystne dla wy-
dajnego procesu uzyskania energii) niz zbior przeprowadzony jesienig. Sktad pierwiast-
kowy suchej masy miskanta olbrzymiego to: od 47,1% do 49,7% C, od 5,38% do 5,92% H
i od 41,4% do 44,6% O, a takze sladowe ilosci K, Cl oraz N. Pierwiastki te odgrywaja
wazng role w jakosci spalania biomasy roslinnej. Wysokie stezenie K i Cl moze zmniej-
szy¢ temperature topnienia popiotu, a wysokie stezenie N moze skutkowac emisja tlenkow
azotu do atmosfery. Sktad mineralny jest zalezny od lokalizacji uprawy, nawozenia oraz
czasu zbiorow. Rosliny zebrane wczesng wiosna cechuja si¢ nizszym stezeniem K, CI, N,
co korzystnie wptywa na jako$¢ spalania [21]. Biomasa miskanta olbrzymiego w wyniku
proceséw technologicznych, takich jak: piroliza, fermentacja, zagazowanie, synteza
Fischera-Tropscha, przeksztatcana jest na biogaz, bioetanol, bioolej, pellet oraz brykiet
[20, 22]. Cieplo spalania stomy miskanta olbrzymiego waha sie od 17 MJ kg? do
20 MJ kg? s.m. i jest porownywalne z energig otrzymywana przy spalaniu stomy pszen-
nej, kukurydzy, konopi [21]. Spalany pellet z Miscanthus x giganteus wykazat warto$¢
energetyczng osiggajaca 29 kJ-g. [6]. Miskant olbrzymi moze by¢ z powodzeniem
wykorzystywany w przemysle energetycznym, a stosowanie odpowiednich agrotechnik
moze poprawi¢ wydajnos¢ procesu uzyskiwania energii z biomasy.

4.2. Wykorzystanie Miscanthus x giganteus do produkcji surowcow
W przemysle chemicznym, papierniczym, farmaceutycznym i spozywczym

Podczas obrobki wstepnej oraz termicznej stomy miskanta w procesie uzyskiwania
biopaliwa generowana jest duza ilo$¢ produktéw ubocznych, ktére zgodnie z gtéwnym
celem optymalizacji tego procesu rowniez wykorzystywane sa w innych gateziach
przemystu.

Lignina ekstrahowana metoda Organosolv posiada cenne wtasciwosci, np. wysoka
hydrofobowo$¢, niskg temperature zeszklenia i niskg polidyspersyjnos¢. Ligniny te moga
zosta¢ zastosowane w produkcji biodegradowalnych polimeréw i klejow, gdzie zastapia
fenole. Preparat sktadajacy sie w 20% z ligniny oraz 80% z zywicy fenolowej miat konku-
rencyjne wlasciwosci dla produktu przygotowanego w 100% z zywicy fenolowej [23].
Zastosowanie wyzszego stezenia ligniny spowodowalo pogorszenie wlasciwosci zywicy,
prawdopodobnie przez jej niskg reaktywno$¢. Ligniny sa uwazane za cenne zrodlo prze-
ciwutleniajgcych zwiazkoéw fenolowych, dlatego rozwaza si¢ mozliwos¢ ich dodania do
zywnosci funkcjonalnej i paszy dla zwierzat. Wykazano, ze gtéwnymi czynnikami decy-
dujacymi o aktywnosci antyoksydacyjnej tej substancji jest zawartos¢ fenolowych grup
hydroksylowych oraz czystos¢ frakcji ligniny [6, 23].

Ksylan, sktadnik hemicelulozy, to kolejny produkt uboczny obrobki miskanta, ktory
ma potencjalne zastosowanie w przemysle spozywczym, paszowym i farmaceutycznym.
Wodna hydroliza miskanta przeprowadzona w temperaturze od 160°C do 200°C uznana
jest za skuteczny sposob otrzymywania ksylanu [24].

Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ celulozy w pedach (do 50%) stoma z miskanta byta
badana jako potencjalny surowiec do produkcji papieru i opakowan tekturowych. Potwier-
dzono uzyteczno$¢ miskanta w przemysle papiermiczym, jednak otrzymane z niego pro-
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dukty charakteryzujg si¢ niskg wytrzymatoscig na rozdarcie i rozciggnigcie, CO ogranicza
mozliwosci ich wykorzystania [25, 26].

Odzyskiwanie frakcji ekstrakcyjnej moze by¢ postrzegane jako obiecujace zrédio
sktadnikow o niskiej masie czasteczkowej, jak sterole i zwiazki aromatyczne. Analiza lipo-
filowych ekstraktow z miskanta po wstepnej obrobce tego surowca wykazata wysokie
stezenie zwigzkow takich jak: wanilina, aldehyd syryngowy oraz kwasy ferulowe, wani-
liowe i p-kumarowe, wykorzystywanych w przemysle farmakologicznym [27].

4.3. Miscanthus x giganteus jako material budowlany i izolacyjny

Miskant od wiekow wykorzystywany byl jako strzecha na domach w Japonii. W latach
90. XX wieku rozpoczeto krycie dachow domow ekologicznych stoma z miskanta
W Danii, Irlandii i Wielkiej Brytanii [6]. Obecnie z miskanta produkuje si¢ plyty pilsSniowe,
plyty wiorowe, beton budowany i materiat izolacyjny zwany lekkim betonem. Miskant
moze by¢ wykorzystany do produkcji wyzej wymienionych materiatéw dzieki wysokiej
zawarto$ci celulozy we widknach (od 38% do 42% s.m.) [1]. Poréwnano odporno$é na
rozcigganie lekkiego betonu wyprodukowanego z pedow oraz z ktaczy miskanta. Mate-
rial otrzymany z pedow miat od 3,5 raza do 4 razy wyzsza odporno$¢ na rozciaganie niz
ten wyprodukowany z ktaczy. Okreslono zawartos$¢ celulozy zarowno w kiaczach (od
26,9% do 30,7%), jak i w pedach (47%), co potwierdza teze, ze wysoka zawarto$¢ celulozy
ma wplyw na wilasciwosci otrzymanych z miskanta materiatow [1, 28]. Obecnie naj-
czesciej do produkcji plyt widrowych wykorzystywany jest s$wierk. Wiory do produkcji
plyt ze $wierka zawierajg 45% celulozy i 28% ligniny, podczas gdy te z miskanta zawie-
raja 38% celulozy i 17% ligniny. Ilo$¢ hemiceluloz jest taka sama dla $wierka i miskanta
(21%). Okreslono, ze wlasciwo$ci mechaniczne ptyt widrowych z miskanta byty nizsze
niz ptyt wiérowych z $wierka, jednak nadal spetniaja one wymagania dla ptyt widro-
wych ogdlnego zastosowania w warunkach suchych okreslonych w normie EN 312
,»Plyty wiorowe — Wymagania techniczne — Wymagania ogélne dla wszystkich rodzajow
ptyt” [29]. Prowadzone sg badania nad udoskonaleniem materialow budowlanych
i izolacyjnych z Miscanthus x giganteus, ktore opierajg si¢ np. na zmianie dodatkéw do
kompozytow oraz stosowaniu réznej wielkosci wiokien.

4.4. Wykorzystanie miskanta olbrzymiego w rolnictwie i ogrodnictwie

Stoma z M. x giganteus jest cennym surowcem wykorzystywanym w rolnictwie i ogrod-
nictwie m.in. jako $cidtka w celu zatrzymania wilgoci w glebie, zahamowania wzrostu
chwastéw oraz zapobieganiu erozji powierzchniowej oraz jako $cidtka wyscielajaca dla
zwierzat gospodarskich. Biowegiel otrzymany w procesie pirolizy miskanta moze by¢
stosowany jako dodatek poprawiajacy zyznos¢ gleby oraz zwigkszajacy plonowanie nie-
ktorych upraw, np. kukurydzy. Z suszonych pedoéw wytwarzane sa podpdrki dla roslin
doniczkowych [6].

Miskant jest ceniong rosling ozdobng wykorzystywang do wysadzen w ogrodach
i w parkach. Popularne jest tworzenie zywoptotow z Miscanthus przy ogrodzeniach,
gdzie stanowig barier¢ dla pytu i kurzu z drogi. Przekwitte wiechy miskanta pozostaja
na pgdach przez calg zime urozmaicajac zimowy krajobraz [30]. Ze wzgledu na mocny,
rozbudowany system korzeniowy miskant olbrzymi znalazt réwniez zastosowanie do
utrwalania i zabezpieczania przed erozjg terenéw pochytych, zboczy drog oraz wawo-
zow [31].
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5. Podsumowanie

Tereny zanieczyszczone na skutek dynamicznego rozwoju gospodarki, a takze nie-
prawidlowego zarzadzania odpadami stanowig duza powierzchni¢ terenow zdegradowa-
nych. Ich zrownowazone wykorzystanie staj¢ si¢, w dobie zmniejszajacego si¢ areatu
upraw na $wiecie przy jednoczesnym rosnagcym zapotrzebowaniu na Zywnos$¢, energi¢
i produkty pochodzenia roslinnego, tematem mysli i badan naukowcow. Miscanthus x
giganteus to jeden z gatunkow roslin, ktory dzigki niskim wymaganiom glebowym i wy-
sokiej tolerancji na zanieczyszczenia moze by¢ uprawiany na terenach zanieczyszczo-
nych, zapewniajac szerokie spektrum korzysci zarowno dla srodowiska, jak i cztowieka
(tzw. ustugi ekosystemow, ang. ecosystem services). Zasiedlanie miskantem terenow
zanieczyszczonych przyczynia si¢ do ograniczenia erozji gleb i rozprzestrzeniania si¢
zanieczyszczen (fitostabilizacja), zapewnia odbudowe struktury i funkcjonalno$ci gleby,
a takze zachodzenie naturalnych cykli hydrologicznych i biochemicznych zwigzanych
Z obiegiem wody i pierwiastkow w przyrodzie. Pelni funkcj¢ estetyczna — wprowadzenie
fan6w dekoracyjnej trawy na zanieczyszczone nieuzytki polepsza komfort zycia zamiesz-
katej w poblizu ludnosci. Uprawa M. x giganteus na terenach zdegradowanych pozwala
na stopniowe oczyszczanie terenu z zanieczyszczen organicznych i nieorganicznych przy
jednoczesnym czerpaniu zyskow z wyprodukowanej biomasy przeznaczonej do wyko-
rzystania w wielu dziedzinach przemyshi. Biomasa miskanta znalazta zastosowanie
w przemysle energetycznym, chemicznym, budowlanym, papierniczym, w rolnictwie
i ogrodnictwie.

Uwagi ogolne

Badania finansowane z projektu badawczego pt. ,,Bridging the gap between phyto-
remediation solutions on growing energy crops on contaminated lands and clean biofuel
production (GOLD)” w ramach programu Horyzont 2020 (umowa nr 101006873).
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Miscanthus x giganteus jako roslina uzyteczna w zréwnowazonym wykorzystaniu
terenéw zanieczyszczonych

Streszczenie

Miscanthus x giganteus to wieloletnia trawa uzyskana przez skrzyzowanie Miscanthus sacchariflorus
i Miscanthus sinensis. Charakteryzuje si¢ wysokim plonem biomasy (od 15 t ha't do 30 t ha* rocznie), niskimi
wymaganiami glebowymi, znaczna odpornoscia na szkodniki oraz wysoka tolerancjg na zanieczyszczenia
organiczne i nieorganiczne. Moze by¢ wykorzystywany do rekultywacji zdegradowanych terenow dzigki zdol-
nosci do fitoremediacji. Miskant olbrzymi wykorzystywany jest w przemysle energetycznym, chemicznym,
budowlanym, papierniczym, ogrodnictwie i rolnictwie. Stoma miskanta posiada pozadany dla ro$lin energe-
tycznych sktad chemiczny (niska zawarto$¢ K, Cl, N), a jej ciepto spalania jest porownywalne do ciepta spa-
lania innych uznanych roslin energetycznych (pszenica, kukurydza, konopie). Produkty uboczne powstale
podczas procesu uzyskania energii z miskanta moga by¢ wykorzystane w produkcji biopolimerow, klejow,
pasz dla zwierzat i w przemysle farmaceutycznym. Stoma M. x giganteus jest wykorzystywana od wiekow
w budownictwie jako material na strzechy, a obecnie do produkcji m.in. lekkiego betonu, ptyt wiérowych.
W rolnictwie i ogrodnictwie znalazta zastosowanie jako $cidtka. Jego uprawa na terenach zanieczyszczonych
przynosi podwojna korzysé: (i) stopniowe oczyszczenie srodowiska w procesie fitoremediacji oraz (ii)
uzyskanie korzysci finansowych dzigki przeznaczeniu otrzymanej biomasy do celéw przemystowych, w tym
energetycznych.

Stowa kluczowe: fitoremediacja, fitozarzadzanie, Miscanthus x giganteus

Miscanthus x giganteus as a plant useful in the sustainable use of polluted land

Abstract

Miscanthus x giganteus is a perennial grass obtained by crossing Miscanthus sacchariflorus and Miscanthus
sinensis. It is characterized by a high yield of biomass (from 15 t ha-1 to 30 t ha-1 per year), low soil
requirements, significant resistance to pests, and high tolerance to organic and inorganic pollution. It can be
used for the reclamation of degraded areas due to its phytoremediation ability. Miscanthus giant can be used
in the energy, chemical, construction, paper industries, as well as in gardening and agriculture. Miscanthus
straw has a chemical composition desirable for energy plants (low content of K, CI, N) and its heat of
combustion is comparable to the heat of combustion of other recognized energy plants (wheat, corn, hemp).
By-products generated during the process of obtaining energy from Miscanthus can be used in the production
of biopolymers, adhesives, animal feed and in the pharmaceutical industry. M. x giganteus straw has been
used for centuries in construction, as a material for thatching and currently for the production of e.g. light-
weight concrete or chipboard. It is used as a mulch in agriculture and gardening. Its cultivation in polluted
areas brings a double benefit: (i) gradual cleaning up of the environment in the phytoremediation process
and (ii) obtaining financial benefits due to the use of the obtained biomass for industrial purposes, including
energy production.

Keywords: phytoremediation, phytomanagement, Miscanthus x giganteus
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Wplyw stosowania diety bogatej w orzechy
na funkcjonowanie ukladu krazenia — przeglad badan

1. Wstep

Choroby sercowo-naczyniowe (CVD, ang. cardiovascular disease) sa istotnym
problemem zdrowotnym zaréwno w Polsce, jak i na $wiecie. Obejmujg miedzy innymi
chorobe niedokrwienng serca (IHD, ang. ischemic heart disease), niedokrwienny udar
mozgu i chorobe tetnic obwodowych. Wspdlnym podiozem powyzszych jednostek choro-
bowych jest proces miazdzycowy toczacy si¢ w roznych obszarach uktadu krazenia [1].

Choroby sercowo-naczyniowe, obok nowotwordw, cukrzycy oraz przewlektych chorob
uktadu oddechowego, naleza do grupy chorob niezakaznych, ktore stanowia gldwna
przyczyne zgondw na $wiecie [2]. Dane pochodzace z European Heart Network [1]
wykazuja, ze choroby ukladu sercowo-naczyniowego sa przyczyna prawie polowy zgo-
now w krajach Unii Europejskiej (42%) [1]. W 2013 roku z przyczyn kardiologicznych
zmarto w Polsce ponad 177 tys. 0sob, co stanowito 45,8% wszystkich zgonow. Choroby
uktadu krazenia cze$ciej dotykaja kobiet, takze umieralno$¢ wskutek tych schorzen jest
w tej grupie zdecydowanie wyzsza niz wsrod mezczyzn. W 2013 roku w wyniku przy-
czyn z zakresu chorob uktadu krazenia zmarto 95 tys. kobiet, co stanowito 51% wszystkich
ich zgondéw. Wérod mezeczyzn odsetek byt o ok. 10 punktow procentowych mniejszy
i wynosit: w 2013 roku ok. 41% (82,5 tys. zgonéw) [3].

Choroby uktadu krazenia sa $ci$le zwigzane ze stylem zycia i poddajacymi si¢
modyfikacji czynnikami ryzyka. Do takich czynnikoéw zalicza si¢: nadci$nienie tgtnicze,
otylo$¢, zaburzenia gospodarki lipidowej, cukrzyca, palenie papieroséw oraz brak aktyw-
nosci fizycznej. Inne czynniki, ktore rowniez przyczyniajg si¢ do ryzyka chorob sercowo-
-naczyniowych to stres, nadmierne spozycie alkoholu i nieprawidlowa dieta. Zmiana
stylu zycia, z naciskiem na zaprzestanie palenia i modyfikacj¢ diety, jest skutecznym
podejéciem do profilaktyki i leczenia czynnikow ryzyka CVD oraz cukrzycy [1, 4, 5].

Obecne wytyczne zalecajg stosowanie diety zbilansowanej z wysokiej jakos$ci pro-
duktow spozywczych. Podstawg odzywiania w zbilansowanej diecie sg pokarmy pocho-
dzenia roslinnego, takie jak nieprzetworzone warzywa, owoce, produkty petnoziarniste,
ro§liny straczkowe i orzechy, w ograniczonym stopniu spozycie zywnos$ci pochodzenia
zwierzecego [6]. W niniejszej pracy przedstawiono korzystny wpltyw diety bogatej
w orzechy na funkcjonowanie uktadu krazenia.

2. Warto$¢ odzywcza orzechow

Orzechy sg jednym z naturalnych pokarméw roslinnych bogatych w tluszcze, po
olejach roslinnych, o catkowitej zawartosci thuszezu od 46% w orzechach nerkowca
i pistacjach do 76% w orzechach makadamia. Sktad orzechow pod wzgledem kwasoéw
thuszczowych jest korzystny. Orzechy zawierajg stosunkowo matg ilos¢, tj. od 4% do

1 kinga.bleja@gmail.com, Katedra Patobiochemii i Chemii Klinicznej, Wydziat Farmaceutyczny Collegium
Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika.
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16%, nasyconych kwasow thuszczowych (SFA, ang. saturated fatty acids), a prawie potowa
catkowitej zawarto$ci thuszczu to thuszcze nienasycone. Sposrod thuszczy nienasyconych
orzechy zawieraja gldwnie jednonienasycone kwasy thuszczowe (MUFA, ang. monoun-
saturated fatty acids) oraz wielonienasycone kwasy tluszczowe (PUFA, ang. polyunsa-
turated fatty acids), przede wszystkim kwas linolowy (LA, ang. linoleic acid), ktory
wystepuje glownie w orzechach brazylijskich, orzeszkach pinii i orzechach wloskich [7-9].
Orzechy whoskie sa rowniez bogatym zrodtem kwasu a-linolenowego (ALA, ang. alpha-
-linolenic acid), kwasu tluszczowego n-3. Korzystny profil kwaséw thuszczowych orze-
chéw jest jednym z czynnikow decydujacych o ich prozdrowotnych whasciwosciach [8, 9].

Orzechy sa rowniez bogatym zrédlem innych bioaktywnych makrosktadnikow odzyw-
czych o potencjalnych korzysciach zdrowotnych [10]. Orzechy sa dobrym Zrédiem biatka
(Srednio ok. 16%) i maja wysoka zawarto$¢ aminokwasu L-argininy [8, 9]. L-arginina
jest prekursorem tlenku azotu, silnego czynnika rozszerzajacego naczynia krwionosne,
odpowiedzialnego za regulacje napiecia naczyn i cis$nienia krwi [6, 11].

Orzechy sg dobrym zrédtem blonnika pokarmowego, ktdrego zawarto$¢ wynosi od
4 gdo 11 g na 100 g [12]. Btonnik oprocz poprawy mikroflory jelitowej wptywa takze
na redukcje czynnikéw bedacych prekursorami chorob uktadu krazenia, takich jak: nad-
cis$nienie t¢tnicze, wysokie stezenie cholesterolu we krwi, a takze obecnos¢ biomarkeréw
odpowiedzialnych za stany zapalne w organizmie [13].

Orzechy sg bogatym zrodiem polifenoli i witamin. Zawierajg tiamine (witamine Bi)
oraz kwas foliowy (witaming¢ Bg) i witaming Bs. Orzechy sa doskonalym zrodtem wita-
miny E (a-tokoferolu), ktora chroni organizm przed dzialaniem wolnych rodnikéw [14].
Wigkszo$¢ przeciwutleniaczy w orzechach znajduje si¢ w skorce lub zewnetrznej mickkiej
skorupie, co oznacza, ze znaczne ilo$ci wartosci odzywczych sg tracone podczas obier-
ania lub prazenia orzechow [15, 16].

Orzechy nie zawierajg cholesterolu, a ich frakcja tluszczowa posiada spore ilosci
fitosteroli (PS, ang. plant sterols), ktore prawdopodobnie przyczyniajg si¢ do obnizenia
poziomu cholesterolu [17-19].

Pod wzgledem zawarto$ci sktadnikow mineralnych, takich jak wapn (Ca), magnez (Mg)
i potas (K), orzechy posiadaja optymalng warto$¢ odzywcza. Podobnie jak w przypadku
wickszo$ci warzyw, zawarto$¢ sodu (Na) w orzechach jest bardzo niska. Wysokie spo-
zycie Ca, Mg i K, wraz z niskim spozyciem Na, wigze si¢ z ochrong przed nadcisnieniem,
insulinoopornoscig i ogdlnym nizszym ryzykiem rozwoju chordb sercowo-naczynio-
wych [8].

3. Przeglad wynikow badan na temat wplywu stosowania diety bogatej
W orzechy na funkcjonowanie ukladu krazenia

W 2010 roku Ma Y. i wsp. [22] przeprowadzili badania randomizowane z probg $lepa
dotyczace wplywu codziennego spozycia orzechow wloskich na funkcje $rodbtonka,
biomarkery sercowo-naczyniowe i pomiary antropometryczne u osob z cukrzyca typu
Il. W badaniu wzigto udziat 14 kobiet i 10 m¢zczyzn, ktorych srednia wieku wynosita
58 lat. Pacjenci codziennie przez 8 tygodni przyjmowali porcje 56 g orzechéw wtoskich.
Uczestnicy zostali przebadani pod katem czynnosci srédblonka (mierzone jako rozsze-
rzenie zalezne od przeptywu FMD, ang. flow-mediated dilatation), oceniono lipidy
w osoczu, poziom hemoglobiny glikowanej, glukozy i insuliny na czczo oraz wykonano
pomiary antropometryczne [22].
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Tabela 1. Warto$¢ odzywcza orzechow — makro- i mikroelementy oraz wybrane sktadniki (w 100 g)

Orzechy|Orzechy | Orzechy |Orzechy
Migdat |brazylij- | nerkow- laskow |[makada|Orzechy|Orzechy |Orzechy Orzechy Zalecane spozycie u os.

ORZECHY Jedn. y skie ca e mia |ziemne | pekan [piniowe |Pistacje|wfoskie dorostych
Warto$é energ. | (kJ) 2418| 2743 2314| 2629| 3004| 2220 2889 2816 2332| 2738 9420 wg GDA
Biatka (g) 21,3| 14,3] 18,2 15 7,91 25,8 9,2| 13,7 20,6] 15,2 50-60 wg GDA
Btonnik (g) 8,8 8,5 59| 104 6 8,5 8,4 3,7 9 6,4 25 wg GDA
Tluszcze (g) 50,6] 66,4 46,4 60,8| 758 49,2 72| 68,4 44,4| 65,2 >70 wg GDA
SFA (g) 3,9 15,1 9,2 4,5| 12,1 6,8 6,2 4,9 5,4 6,1 jak najnizsze wg GDA
MUFA (g) 32,2| 24,5| 27,3| 45,7 589| 24,4 40,8| 1838| 23,3 8,9 BD
PUFA (g) 12,2 20,6 7,8 7,9 1,5 156 20,6/ 33,2 13,2 47,2 BD
LA (g) 12,2 20,5 7,7 7,8 1,3| 156 20,6 33,2 13,2 38,1] 4% energiidiety wgAl
ALA (g) 0] 0,05/ 0,15 0,09] 0,21 0 1] 0,16/ 0,25/ 9,08|0,5% energii diety wg Al
Na (mg) 1 3 12 0 5 18 0 2 1 2 1500 wg Al
K (mg) 728 659 660] 680 368 705 410 597| 1025| 441 3500 wg Al
Ca (mg) 248 160 37| 114 85 92 70 16| 107 98 1000-1300 wg RDA
Polifenole (mg) 287 244] 233] 687[ 126] 396 1816 58 1420 1558 100-1000 wg RDA
PS (mg) 120 - 158 96 116 220 102 141| 214 72 BD

SFA —nasycone kwasy tluszczowe, MUFA — jednonienasycone kwasy tluszczowe, PUFA — wielonienasycone
kwasy tluszczowe, LA — kwas linolowy, ALA — kwas o-linolenowy, Na —séd, K — potas, Ca — wapn,

PS — fitosterole, BD — brak danych, RDA — zalecane dzienne spozycie, Al — wystarczajace spozycie,

GDA - referencyjne wartosci wskazanego dziennego spozycia dla osob dorostych

Zrédlo: opracowanie whasne na podstawie [8, 20, 21].

Badanie to wykazato, ze orzechy wloskie poprawiaja funkcje srodbtonka w grupie
0s0b z cukrzycg typu II. Badania opublikowane przez Katz i wsp. (2012) [23] wykazaly
zauwazalng poprawe funkcji srodbtonka w grupie osob z nadwaga i otyloscia trzewna
[23]. Wyniki te byly zgodne z wczesdniejszymi danymi wykazujacymi, ze spozywanie
orzechow wioskich poprawia funkcje srodbtonka u dorostych z hipercholesterolemia [24].
Orzechy wloskie odr6zniajg si¢ od innych rodzajow orzechdw wyzsza zawartoScia kwasu
a-linolenowego, ktéry posiada wlasciwosci przeciwmiazdzycowe i przeciwarytmiczne [22].

Badacze stawiajg hipotezg, ze orzechy wloskie poprawiajg funkcje sSrodblonka poprzez
zwigkszenie ptynnosci blony komorek. Zwickszona ptynnos¢ btony komorek srodbtonka
utatwia uwalnianie tlenku azotu, co moze by¢ jednym z mechanizmoéw dzialania orzechow.
Innym mechanizmem, ktéry moze odgrywac rolg, jest poziom czasteczki adhezyjnej
komorek naczyniowych, ktory moze by¢é zmniejszony przez diet¢ bogata w orzechy
wloskie. Zmniejszenie poziomu tej czasteczki adhezyjnej prowadzi¢ moze do oslabienia
aktywacji srodbtonka [22].

Zaobserwowano rowniez nieznaczne obnizenie cholesterolu catkowitego i LDL
W poréwnaniu z wartosciami wyjsciowymi. Wykazano, ze dieta wzbogacona o orzechy
wloskie nie wplywa na masg ciata ani BMI pacjentéw. Zanotowano wzrost poziomu glu-
kozy w 0soczu na czczo u pacjentdw spozywajacych orzechy wioskie, natomiast poziom
insuliny 1 hemoglobiny glikowanej nie ulegl istotnej zmianie. Zaobserwowano réwniez
spadek cisnienia krwi u pacjentéw stosujacych diete bogata w orzechy [22].

Barbour i wsp. [25] w 2014 roku opublikowali przeglad badan oceniajacych funkcje
srodbtonka, poziomy markerow stanu zapalnego, pomiar cisnienia krwi, stezenie glukozy
1 zdolno$ci poznawcze w polaczeniu ze spozyciem orzechow. Do przegladu wigczono
71 badan. Lacznie w 44 badaniach oceniano cisnienie krwi, w 32 oceniono regulacje
poziomu glukozy, w 31 oceniono poziom markeréow stanu zapalnego, w 9 oceniono
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funkcje rozszerzenia naczyn srodblonka, w 2 oceniono podatnos¢ tetnic, a w 4 oceniono
sprawno$¢ poznawcza.

W badaniach wykorzystano 9 rodzajow orzechéw: migdaty, orzechy brazylijskie,
orzechy nerkowca, orzechy laskowe, makadamia, orzeszki ziemne, pistacje, orzechy
pekan i orzechy wloskie. Wigkszo$¢ badan dotyczyta orzechow wioskich, migdatow
i orzechéw mieszanych [25].

W badaniach nad wplywem orzechéw na regulacje stezenia glukozy wykazano zmniej-
szenie stgzenia insuliny na czczo o 14%, niewielki spadek stezenia glukozy na czczo
i hemoglobiny glikowanej (HbAlc). Wskazuje to na pozytywny wptyw spozycia orze-
chow na glikemi¢. Reasumujac, istnieje wiele dowodow przedstawiajgcych korzystny
wplyw spozycia orzechow na kontrole glikemii i wrazliwo$¢ na insuling obserwowang
po uptywie od 4 do 6 tygodni stosowania diety bogatej w orzechy. Jednak jest wiele nie-
spojnosci utrudniajacych wyciagniecie precyzyjnych wnioskow na temat roli orzechow
w tym wzgledzie [25].

Rozwazajac wplyw spozycia orzechéw na cisnienie krwi, z dostgpnych wynikoéw
badan obliczono, ze w 24 z 36 badan ci$nienie skurczowe i rozkurczowe ulegly obni-
zeniu o odpowiednio 0,73% 1 0,75%. Zaobserwowano poprawe kontroli ci$nienia krwi,
zwlaszcza gdy orzechy byly spozywane regularnie przez dluzszy czas. Mimo iz wptyw
spozycia orzechow na cisnienie krwi wydaje si¢ niewielki, to moze mie¢ istotne znacze-
nie w profilaktyce chordb sercowo-naczyniowych [25].

Omawiajac badania mierzace wplyw spozycia orzechow na poziom markeréw stanu
zapalnego, najczesSciej oceniano wartos¢ CRP (ang. C-reactive protein) oraz komorki
czasteczek adhezyjnych (ICAM-1, ang. intercellular adhesion molecule-1, VCAM-1,
ang. vascular cell adhesion molecule-1). Wykazano, ze spozycie orzechow moze poprawié¢
poziomy markerow stanu zapalnego, szczegolnie przy dawkach orzechow 30 g/dzien lub
wigkszych [25].

Kolejne badania dotyczyly wplywu spozycia orzechéw na funkcjg rozszerzenia naczyn
srodblonka. Po spozyciu orzechow zaobserwowano wzrost wzglednego rozszerzenia na-
czyn o 19,7%. To sugeruje, ze spozycie orzechow, zwtaszcza wloskich, ma pozytywny
wplyw na funkcjonowanie $rodblonka. Dysfunkcje $rodblonka mogg byé zauwazone
przed podwyzszonym ci$nieniem krwi. Dlatego tez mogg one stanowi¢ czuly wskaznik
wczesnego pogorszenia stanu naczyn krwionosnych [25].

Wraz z Millions Veteran Program (MVP) Ivey i wsp. (2021) [6] przeprowadzili pro-
spektywne badanie, ktore miato na celu przetestowanie hipotezy, ze wielkos$¢ spozycia
orzechow jest odwrotnie proporcjonalna do ryzyka wystgpienia udaru, choroby wien-
cowej i Smiertelnosci z powodu chorob uktadu krazenia. W latach od 2011 do 2018 do
programu zarejestrowano tacznie 179 827 uczestnikoéw. Uczestnicy programu nie mieli
rozpoznanych choréb kardiologicznych. Oceng ilosci spozycia orzechow przeprowadzono
za pomocg kwestionariuszy czestosci jedzenia. Zdarzenia zwigzane z udarem moézgu
i chorobami uktadu krazenia zostaly ustalone za pomoca elektronicznej dokumentacji
medycznej. Obserwacja trwata 3,5 roku. Za pomoca modelu regresji Coxa badacze obli-
czyli skorygowany wspolczynnik ryzyka dla mierzonych zmiennych [6].

W trakcie obserwacji zidentyfikowano 3362 nowe przypadki udaru niedokrwiennego
mozgu. Wsrdd osob spozywajacych orzechy wigcej niz 5 razy w tygodniu stwierdzono
zmniejszone ryzyko wystapienia udaru (o 19%), choroby niedokrwiennej serca (o 22%),
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mniejsze prawdopodobienstwo zgonu z powodu CVD w poréwnaniu do osob, ktore
rzadko lub wcale nie spozywaty orzechow [6].

Wplyw spozywania orzechoOw na zmniejszone ryzyko wystapienia choréb sercowo-
-naczyniowych moze wynika¢ z poprawy profilu lipidowego w surowicy ze wzglgdu na
zmniejszenie stgzenia cholesterolu catkowitego oraz mozliwo$¢ zmniejszenia stezenia
apolipoproteiny B w liniowej zalezno$ci dawka—odpowiedz. Dziatanie protekcyjne moze
rowniez zwigzane by¢ z dziataniem zawartej w orzechach L-argininy, ktéra moze
poprawia¢ funkcje naczyn krwionosnych [6].

Bitok E. i wsp. [26] w 2018 roku przeprowadzili przeglad badan obserwacyjnych
i badan z randomizacjg z ostatnich 25 lat, w ktorych oceniono wptyw spozycia orzechow
na CVD. Na podstawie analizowanych danych stwierdzono, zZe istnieje silny zwigzek
miedzy spozyciem orzechow a zmniejszonym ryzykiem choroby niedokrwiennej serca,
zawalu migsnia sercowego i naglej $mierci. Wyniki badan obserwacyjnych byty poparte
danymi pochodzacymi z randomizowanych badan, ktore wykazaty, ze orzechy zapewniaja
korzysci kardioprotekcyjne przede wszystkim poprzez obnizenie poziomu cholesterolu
catkowitego, stgzenia LDL i apoB. Wiele badan wskazuje rowniez, ze spozywanie orze-
chéw moze obniza¢ stres oksydacyjny, stany zapalne, a takze poprawi¢ funkcje $rod-
btonka [26].

Morgillo 1 wsp. [27] wykonali przeglad literaturowy w poszukiwaniu dowodow na
poparcie tezy dotyczacej wptywu spozycia orzechéw drzewnych i orzeszkow ziemnych
w dawkach dziennych od 15 g do 128 g na wyniki pomiarow funkcji naczyniowych.
Lacznie przeanalizowano 16 badan. Uwzgledniono tylko nieinwazyjne techniki stosowane
do oceny czynnosci naczyn, takie jak predkos¢ fali tgtna, analiza fali t¢tna, cyfrowy puls
objetosciowy, kardiografia impedancyjna, napigcie tetnic za pomocg pletyzmografii.
Wykluczono badania opisujace wyniki pomiaréw FMD. W przegladzie badan wzigto
pod uwage tylko recenzowane badania interwencyjne oceniajace co najmniej 1 rodzaj
orzechdéw oraz ich wptyw na czynnos¢ naczyn [27].

Przeglad danych literaturowych wykazatl, ze badania oceniajace wptyw spozycia orze-
chow 1 orzeszkow ziemnych na funkcje naczyniowe byly niejednoznaczne. Korzys$ci
zwigzane ze spozyciem orzechow wykazato 6 z nich, a 10 nie wykazato zadnego efektu.
Badania przeprowadzone na zdrowych osobach nie wykazaly znaczacej poprawy, pod-
czas gdy w 6 z 12 badan u 0sdb z czynnikami ryzyka choréb sercowo-naczyniowych
odnotowano istotne zmiany w co najmniej jednym pomiarze funkcji naczyn [27].

4. Podsumowanie

Wyniki powyzszych badan sugeruja, ze regularne spozywanie orzechdw moze miec¢
pozytywny wplyw na zdrowie uktadu krazenia. Korzysci te byly widoczne w badaniach
z uzyciem wigkszej porcji orzechow (30 g/dzien) przez kilka tygodni lub dhuzej. Dieta
bogata w orzechy nie wptywala na zmian¢ masy ciata ani BMI pacjentéw. Wykazano,
ze dieta zawierajaca orzechy moze mie¢ pozytywny wptyw na profil lipidowy, zwlaszcza
u o0sob z cukrzyca, nadwagg i otyloscig trzewna. Opisane wyniki ukazaty, ze orzechy
zapewniaja korzysci kardioprotekcyjne przede wszystkim poprzez redukcje stgzenia
cholesterolu catkowitego, cholesterolu LDL i apolipoproteiny B (rys. 1).
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Rysunek 1. Podsumowanie potencjalnego wpltywu skladnikéw odzywczych zawartych w orzechach na
poprawe czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego [opracowanie whasne na podstawie: 6, 18, 22, 25-27]

Orzechy mogg rowniez wykazywac dziatanie przeciwutleniajace, zapobiegajac tym
samym peroksydacji lipidow. Do orzechéw wykazujacych dziatanie obizajace stezenie
cholesterolu catkowitego, LDL i apoB naleza pistacje i orzechy wloskie. Dieta wzbo-
gacona orzechami wloskimi poprawia takze funkcje srodbtonka i obniza ci$nienie krwi.
Glownym sktadnikiem orzechow dziatajacych kardioprotekcyjnie, przeciwmiazdzycowo
i pozytywnie na §rodblonek jest kwas a-linolenowy. Wykazano, ze u 0sob spozywajacych
orzechy wigcej niz 5 razy w tygodniu prawdopodobienstwo wystapienia udaru bylo
mniejsze o 19%, 0 22% mniejsze prawdopodobienstwo wystapienia choroby niedokrwien-
nej serca i 0 24% mniejsze prawdopodobienstwo zgonu z powodu chorob sercowo-
-naczyniowych. Coraz wigcej dowodow wskazuje rowniez na protekcyjne dziatanie
orzechdéw poprzez obnizenie stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego.

Podsumowujac, opisane wyniki badan w wiekszo$ci wykazaty, ze regularne spozycie
orzechow w dawce ok. 30 g/dzien wigze si¢ ze zmniejszonym ryzykiem wystgpienia
chordb sercowo-naczyniowych, zwlaszcza u 0s6b z podwyzszonym ryzykiem wystapie-
nia chorob uktadu krazenia.
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Wplyw stosowania diety bogatej w orzechy na funkcjonowanie ukladu krazenia —
przeglad badan

Streszczenie

Choroby sercowo-naczyniowe (CVD, ang. cardiovascular disease) sa istotnym problemem zdrowotnym
zardbwno w Polsce, jak i na §wiecie. Liczne badania wykazaly, Zze spozywanie orzechdw moze mie¢ pozy-
tywny wplyw na profilaktyke i leczenie chorob uktadu krazenia. Orzechy sa bogate w duza ilo$¢ sktadnikow
odzywczych, ktore moga korzystnie wptywaé na wiele funkcji kardioprotekcyjnych. Udowodniono silny
zwiazek migdzy spozyciem orzechéw a mniejszym prawdopodobienstwem wystapienia chorob sercowo-
-naczyniowych, udaru, choroby niedokrwiennej serca. Sugeruje si¢, ze podstawowym mechanizmem, dzigki
ktéremu orzechy chronig uklad krazenia, jest poprawa profilu lipidowego poprzez obnizenie poziomu
cholesterolu calkowitego, cholesterolu LDL (lipoproteiny o matej gestosci) i apolipoproteiny B. Dieta bogata
w orzechy moze poprawia¢ funkcje srodblonka naczyn dzigki zawartosci L-argininy, ktora jest prekursorem
tlenku azotu, silnego czynnika rozszerzajacego naczynia krwionosne, odpowiedzialnego za regulacj¢ napigcia
naczyn i cisnienia krwi. Podsumowujac, wyniki badan wykazaly pozytywny zwigzek regularnego spozycia
orzechow w dawce oK. 30 g/dzien ze zmniejszonym ryzykiem chordb sercowo-naczyniowych, zwlaszcza
U 0s6b z podwyzszonym ryzykiem wystapienia chorob uktadu krazenia.

Stowa kluczowe: orzechy, uktad krazenia, profil lipidowy, L-argninina, srodbtonek naczyn

The influence of a rich in nuts diet on the functioning of the circulatory system —
research review

Abstract

Cardiovascular diseases (CVD) are a major health problem both in Poland and in the world. Numerous
studies have shown that eating nuts can have a positive effect on the prevention and treatment of cardio-
vascular diseases. Nuts are rich in many nutrients that can benefit many cardioprotective functions. A strong
connection has been proven between the consumption of nuts and a lower probability of cardiovascular disease,
stroke, and coronary heart disease. It has been suggested that the primary mechanism by which nuts protect
the circulatory system is the improvement of the lipid profile by lowering total cholesterol, low-density
lipoprotein (LDL) cholesterol and apolipoprotein B. A diet rich in nuts may improve vascular endothelial
function due to the content of L-arginine, which is a precursor of nitric oxide, a powerful vasodilator
responsible for regulating vascular tone and blood pressure. In conclusion, the results of the study showed
apositive correlation of regular consumption of nuts in a dose of about 30 g/day with a reduced risk of
cardiovascular disease, especially in people with an increased risk of cardiovascular disease.

Keywords: nuts, cardiovascular system, lipid profile, L-arginine, vascular endothelium
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Tradycyjne i potencjalne zastosowanie wakroty
azjatyckiej Centella asiatica w medycynie i kosmetologii

1. Wprowadzenie

Wakrota azjatycka (Centella asiatica, syn. Hydrocotyle asiatica) to roslina nalezaca
do rodziny selerowatych (Apiaceae). Znana jest rtowniez pod nazwg gotu kola, ktora to
nazwa wywodzi si¢ z jednego z jezykow Indii. W jezyku syngaleskim stowo ,.kola” oznacza
lis¢, a ,,gotu” — kielichowy ksztatt [1]. Tereny wystepowania wakroty to poludniowo-
-wschodnia Azja, gtéwnie Chiny, Indie, Sri Lanka, Madagaskar, Ameryka Poludniowa
i Srodkowa oraz Australia. Porasta wilgotne i nastonecznione stanowiska, np. brzegi
zbiornikow wodnych. Surowcem zielarskim jest ziele, ktore stosuje si¢ w tradycyjnej
medycynie chinskiej i indyjskiej od tysiecy lat. Wakrota azjatycka wykazuje szereg
wiasciwosci biologicznych wskazujacych na mozliwos$¢ jej szerokiego zastosowania
w medycynie 1 kosmetologii. Potwierdzono klinicznie jej wlasciwosci lecznicze przy
gojeniu ran i zapobieganiu nadmiernemu bliznowaceniu. Ze wzgledu na swoj wplyw na
uktad nerwowy zaliczana jest do adaptogenow, poprawiajacych m.in. funkcje zapamigty-
wania, co stalo si¢ motorem badan nad jej zastosowaniem w leczeniu chorob neurolo-
gicznych. Wyniki badan wskazujg rdwniez na potencjat przeciwnowotworowy i przeciw-
bakteryjny rosliny. W przemysle kosmetycznym uzywana jest do produkcji kosmetykoéw
przeciwzmarszczkowych i rewitalizujacych. Wiasciwosci lecznicze wakroty azjatyckiej
sg przypisywane triterpenom, flawonoidom 1 fitosterolom. Surowiec ro$linny zostat
wymieniony m.in. w Farmakopei Europejskiej, F. Niemieckiej czy F. Chinskiej [2].
Celem niniejszej pracy jest przedstawienie najwazniejszych zastosowan ziela wakroty
azjatyckiej w medycynie i kosmetologii, z uwzglgdnieniem wynikoéw badan naukowych
wskazujacych na nowe potencjalne wykorzystanie terapeutyczne.

2. Charakterystyka rosliny

Gotu kola to niska roslina wieloletnia o cienkiej i ptozacej si¢ todydze ulistnione;j
w weztach (rys. 1). Wystepuje w duzych skupiskach, tworzac zielone kobierce. Ro$nie
niekiedy jako chwast pol uprawnych. Wysoko$¢ rosliny wynosi ok. 20 cm. Blaszka
lisciowa jest zaokraglona lub nerkowata oraz karbowana na brzegach. Ogonki liSciowe
sg dhugie, ok. 5-10 razy dtuzsze od blaszki lisciowej [3], kwiaty mate, zebrane w 3-4
glowkoksztattne baldachy wsparte na jajowatych przysadkach. Ptatki kwiatow sg koloru
biatego lub blador6zowego, czasem czerwonawego [3]. Owocem jest owalna roztupka
osiggajaca do 8 mm dtugosci, natomiast nasiona w rozhupce sa pojedyncze [1].

! edyta miszczuk@sggw.edu.pl, Zaklad Farmakologii i Toksykologii, Instytut Medycyny Weterynaryjnej,
Szkota Gloéwna Gospodarstwa Wiejskiego, www.sggw.edu.pl.
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Rysunek 1. Wakrota azjatycka — pokrdj rosliny [1]

3. Sklad chemiczny

Wakrota azjatycka to surowiec bogaty w pentacykliczne triterpenoidy. Nalezg do nich
pochodne oleanu (rys. 2) i ursanu (rys. 3). Najbardziej znanymi pochodnymi triterpenoi-
dowymi saponin sg kwasy: azjatykowy i madekasowy oraz ich glikozydy azjatykozyd
I madekasozyd. Do pochodnych oleanu naleza za$ kwas terminolowy i jego polisacha-
rydowy ester: azjatykozyd B [1]. W mniejszych ilosciach w roslinie obecne sg centella-
saponozydy B, C i D oraz dalsze pochodne ursanu i oleanu: kwas ursolowy, betulinowy,
bramikowy, centelikowy, tankunikowy oraz ich glikozydy, jak np. braminozyd [3].
Wedtug zalecen Farmakopei Europejskiej IX ziele wakroty azjatyckiej nie powinno
zawiera¢ mniej niz 6% glikozydow triterpenowych przeliczonych na azjatykozyd [4].
Sktad chemiczny rosliny zalezny jest od miejsca jej wystepowania. Na Madagaskarze
dominujg odmiany bogate w pochodne ursanu, glownie kwas azjatykowy i madekasowy
oraz odpowiadajace im glikozydy [1]. Surowiec ze Sri Lanki bogaty jest w centellozyd
i kwas centelikowy. W Indiach wystepuje S réznych odmian gotu kola bogatych gtéwnie
w kwas azjatykowy i madekasowy oraz ich pochodne [1]. Ziele pochodzace z USA
zawiera niespotykang w innych odmianach pochodng ursanu (23-O-acetylomedekasozyd)
i saponinowg pochodna oleanu (23-O-acetyloazjatykozyd) [5].
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azjatykozyd B

Rysunek 2. Wzory strukturalne najwazniejszych pochodnych oleanu: kwasu terminolowego i azjatykozydu B
[opracowanie wlasne]

ursan

CH3é>H

kwas madekasowy

OH OH azjatykozyd madekasozyd

Rysunek 3. Wzory strukturalne najwazniejszych pochodnych ursanu: kwasu azjatykowego i madekasowego
oraz azjatykozydu i madekasozydu [opracowanie wiasne]
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Wisrdéd wyciagdw otrzymywanych z wakroty azjatyckiej do najczesciej wykorzysty-
wanych nalezg:
e TECA (ang. titrated extract of Centella Asiatica);
e TTFCA (ang. Total Triterpenoid Fraction of Centella Asiatica);
e TTF (ang. Total Triterpenic Fraction).

W sktadzie TECA oraz TTFCA znajduja si¢ azjatykozyd oraz aglikony w postaci
kwasu azjatykowego i kwasu madekasowego w proporcji 2 : 3 [6].

Ponadto ziele wakroty azjatyckiej bogate jest we flawonoidy, takie jak kwercetyna
i kemferol, oraz ich glikozydowe pochodne (m.in. katechina i luteolina) [5]. Surowiec
zawiera karotenoidy (np. B-karoten) oraz olejek eteryczny, w ktorego sktad wchodza
seskwiterpeny: a-humulen, mircen, p-cymol, B-kariofilen, a takze monoterpeny: borneol,
pinen, geraniol [2, 7]. Gotu kola jest surowcem bogatym w aminokwasy, witaminy, za-
wierajacym duze ilosci magnezu, zelaza i wapnia czy fitosteroli takich jak: B-sitosterol,
stigmasterol, kampesterol. Do pozostalych wtérnych metabolitow ziela obecnych w mniej-
szych ilo$ciach nalezg garbniki, kwasy ttuszczowe i fenolowe oraz alkaloidy [1, 6, 7].

4. Farmakologia

Historia izolacji saponin triterpenowych si¢ga lat 40. XX wieku [7]. Jednak zachowaty
si¢ zapiski o stosowaniu ziela gotu kola w medycynie ajurwedyjskiej starozytnych Indii
i w tradycyjnej medycynie chinskiej. Znana byta réwniez na terenie Madagaskaru oraz
Potudniowej Afryki. Pierwsze doniesienia o zastosowaniu ziela wakroty azjatyckiej
w medycynie europejskiej pochodza z X1X wieku, kiedy uzywana byta do leczenia tradu
[2]. W dermatologii ziele wakroty azjatyckiej wykorzystuje si¢ w postaci masci czy kre-
mow do leczenia ran, blizn, bliznowcdw, oparzen oraz w przypadku kruchosci i pgkania
drobnych naczyn wlosowatych. Swiat poznat gotu kola jako tzw. brain food, $rodek
ulatwiajgcy zapamigtywanie i podnoszacy poziom funkcji poznawczych. Zastosowanie
wakroty azjatyckiej w medycynie ludowej jest niezwykle szerokie i obejmuje m.in.
leczenie wrzodow zotadka, nadci$nienia, probleméw skornych zwigzanych z wypryskami
i ropniami, malarii, depresji, cukrzycy czy usuwanie robakow pasozytniczych. Wiele
tradycyjnych i ludowych zastosowan terapeutycznych ziela wakroty azjatyckiej potwier-
dzono badaniami naukowymi i klinicznymi [6].

4.1. Leczenie ran i zapobieganie nadmiernemu bliznowaceniu

Liczne badania kliniczne udowadniajg dziatanie wakroty azjatyckiej przyspieszajace
gojenie ran, w tym ran szytych, i zmniejszenie widocznosci blizn, przy czym sita dziata-
nia zalezna jest od typu substancji aktywnej oraz zastosowanej dawki. Aglikony saponin
triterpenowych dziatajg efektywniej na proces gojenia si¢ ran niz pochodne cukrowe [8].
Najwyzsza aktywnos¢ biologiczng w tym zakresie posiada azjatykozyd, ktory pobudza
fibroblasty do syntezy kolagenu, a w szczeg6lno$ci do wytwarzania hydroksyproliny bu-
dujacej widkna kolagenowe i wpltywajacej na ich trwatos¢ [9]. Ciekawym aspektem dzia-
tania gotu kola jest wptyw rosliny na syntezg kolagenu, ktorego mechanizm pozostaje
do tej pory niejasny [6]. Przypuszcza si¢, ze do pobudzenia syntezy kolagenu dochodzi
na drodze aktywacji kinazy receptora TGF-B. Badania dotyczace leczenia oparzen
Il stopnia pokazuja, ze uzywanie kremu z 3% wyciagiem z ziela gotu kola pozwala na
skrocenie gojenia o 7 dni w pordwnaniu ze stosowaniem kremu z sulfodiazyng srebra
[10]. Podobny efekt potwierdzono po zastosowaniu opatrunku z wyciaggiem z wakroty
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polaczonego z wyciaggiem z aloesu w pordwnaniu do szybkosci gojenia pod opatrunkiem
z chlorheksydyna [11]. Wyniki badan wskazuja rowniez, ze zastosowanie azjatykozydu
w matych dawkach, takich jak 1 pg, 1 ng czy 100 ng na obszar rany skutkowalo wzrostem
stezenia biatka chemotaktycznego monocytow MCP-1/CCL2, czynnika wzrostu $rod-
btonka naczyn VEGF stymulujgcego do angiogenezy i regeneracji nabtonka przez naptyw
makrofagdw do miejsca oparzenia, a takze zmniejszenia wptywu stresu oksydacyjnego.
Badania prowadzone na komorkach bliznowcow pokazaly, ze azjatykozyd zmniejsza
wplyw fibroblastow keloidowych i czynnika wzrostu GDF-9 odpowiedzialnych za przerost
blizn. Dziatanie potwierdzono réwniez w badaniach in vivo na szczurzym modelu rany,
gdzie udowodniono szybsza przebudowe kolagenu i syntez¢ glikozaminoglikanow [12].
Podanie doustnie myszom etanolowego wyciagu z wakroty azjatyckiej powodowato
zmniejszenie powierzchni rany i jej szybsza regeneracje przez przyspieszenie procesu
ziarninowania, syntezy kolagenu i procesu naskorkowania [13]. Triterpenoidowe eks-
trakty wakroty azjatyckiej TECA 1 TTFCA tagodzily proces zapalenia i zmniejszaly
opuchlizne w miejscu zranienia u szczuréw [9]. Podobnie podawanie myszom doustnie
madekasozydu wspomagato gojenie si¢ ran skéry wywolanych poparzeniem poprzez
wzrost syntezy kolagenu i proliferacje fibroblastow [14].

4.2. Dzialanie adaptogenne i poprawiajace funkcje mozgu

W tradycyjnej medycynie hinduskiej czy chinskiej uspakajajace, adaptogenne, anty-
depresyjne i poprawiajace pamig¢ whasciwosci gotu kola sa znane od tysigcleci. Za
wspomniane efekty odpowiedzialne sa gtdwnie saponiny triterpenowe i bioflawonidy.

1. Dziatanie adaptogenne gotu kola i przystosowujgce organizm do sytuacji stresowej
polega na regulacji osi podwzgorze—przysadka—nadnercza, co wptywa na uwalnianie
kortyzolu, oraz normalizacji wydzielania tlenku azotu rozszerzajacego naczynia
krwionosne [15].

2. Sedatywne wlasciwosci wakroty azjatyckiej wynikaja z duzej zawartos$ci bramino-
zydu i azjatykozydu oraz ich aglikonow, ktore sa w stanie przenikaé przez bariere
krew—mozg [16]. Braminozyd oddziatuje na receptory cholecystokininowe CCKeg,
co powoduje wzmozone wydzielanie cholecystokininy (CCK), hormonu odgrywa-
jacego wazna role w uktadzie trawiennym i nerwowym, uwalnianym poprzez hydrolizg
bialek i thuszczy. CCK w przewodzie pokarmowym pobudza perystaltyke jelit, pro-
dukcje glukagonu oraz zmniejsza taknienie. W ukladzie nerwowym CCK wydzielana
jest przez podwzgorze jako neuroprzekaznik i uwaza si¢, ze wptywa na regulacje
nastroju i adaptacje do stresu [17]. Azjatykozyd powoduje zmniejszenie w mozgu
aktywnosci fosfolipazy A2 uwalniajacej wolne kwasy thuszczowe (w tym kwas ara-
chidonowy) dziatajace jako wtore neuroprzekazniki. Zahamowanie nadmiernego
uwalniania kwasu arachidonowego ogranicza jego dalszy metabolizm, podczas ktorego
moze dochodzi¢ do uwalniania wolnych rodnikow i uszkodzenia neuronow [18].

3. W badaniach na myszach stwierdzono, ze wyciag z gotu kola wptywa na uwalnianie
neurotransmitterow w méozgu poprzez wzrost wydzielania serotoniny (5-HT), nor-
adrenaliny (NA), dopaminy (DA) i ich metabolitow, co moze wskazywac na wlasci-
wosci antydepresyjne rosliny [17].

4. W badaniach nad chorobg Parkinsona i Alzheimera uzyskano rowniez obiecujace
wyniki po zastosowaniu wyciagu z ziela wakroty azjatyckiej. Stwierdzono jej dzia-
fanie antyoksydacyjne zmniejszajace peroksydacje lipidow i wzrost wydzielania
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endogennych przeciwutleniaczy w mézgu [6]. W przebiegu choroby Alzheimera
najwazniejszg sprawg z perspektywy patogenezy jest odktadanie si¢ w neuronach
amyloidu f i rozktad acetylocholiny (ACh) przez acetylocholinoesteraze (AChE),
ktorej aktywno$¢ rosnie w mézgu chorych. W badaniach in vitro wykazano, ze stoso-
wanie wyciggu hamowato rozktad ACh przez AChE i odktadanie amyloidu 8 [19].
Badania na szczurach Wistar wykazaty zmniejszenie poziomu st¢zenia malondialde-
hydu MDA, z jednoczesnym wzrostem stezenia glutationu, katalazy i dysmutazy
ponadtlenkowej [6].

5. Podawanie wyciggu z gotu kola poprawiato pamieé, zdolnoéci orientacyjne oraz
poznawcze badanych szczuréw i myszy [6, 18]. U myszy, ktorym podawano wyciag
ze $wiezych lisci wakroty azjatyckiej odnotowano zwickszenie liczby wypustek
nerwowych w dendrytach i rozgatezien sieci neuronalnej oraz zmniejszenia obumie-
rania neuronéw [6, 16, 20]. Podanie wyciagu dziatalo ochronnie na mitochondria
W neuronach oraz poprawiato ich funkcje przez zmniejszenie stresu oksydacyjnego.
U 0s0b z chorobg Alzheimera stwierdzono poprawe funkcji hipokampa, obszaru mézgu
istotnego dla funkcji poznawczych i zdolnosci zapamigtywania [16]. Poprawa funkcji
poznawczych nastgpowala takze u szczurow, ktorym podawano wczesniej zwigzki
glinu, otowiu czy streptozocyne [6]. Mimo licznych badan przedklinicznych z wy-
korzystaniem r6znych modeli badawczych wykonano, jak dotad, niewiele prob
klinicznych. Jednym z przyktadow takich badan jest zrealizowane w 1977 roku
badanie kliniczne (podwojnie §lepa proba), w ktorym podano wyciag z wakroty
azjatyckiej dzieciom z dysfunkcjami umystowymi, uzyskujac pozytywne wyniki
wplywu wyciagu na funkcje mozgu. Podobne proby, ale z udziatem osob dorostych,
wykonano w Tajlandii i Indiach [19].

6. Wyniki badan wykonane z wykorzystaniem r6znych modeli zwierzecych wskazuja,
ze podanie wyciagu z wakroty azjatyckiej hamuje napady drgawkowe wywotane
podaniem pentylenotetrazolu indukowane stresem oksydacyjnym w neuronach mozgu
przez podwyzszenie progu drgawkowego [17]. Podobne wyniki badan uzyskano
w przypadku drgawek spowodowanych podaniem strychniny. Stwierdzono wzrost
stezenia kwasu y-aminomastowego (GABA), ktory jest neurotransmiterem hamu-
jacym w uktadzie nerwowym réwniez na skutek wolniejszego metabolizmu GABA.
Sita dziatania przeciwdrgawkowego wyciagu z wakroty azjatyckiej byta podobna
do efektu po zastosowaniu syntetycznych lekow przeciwdrgawkowych [6].

Opisany wplyw wyciagu i substancji czynnych wakroty azjatyckiej na przytoczone
mechanizmy bioragce udziat w patogenezie wielu choréb neuropsychiatrycznych daja
nadziej¢ na tworzenie nowych schematow terapii tych wlasnie zaburzen. Nalezy jednak
podkresli¢, ze wyniki badan in vitro i in vivo z wykorzystaniem r6znych modeli zwie-
rzecych wymagajg potwierdzenia w badaniach klinicznych.

4.3. Wlasciwosci przeciwzapalne i antyoksydacyjne

Doniesienia literaturowe wskazuja, ze wyciagi wodne i etanolowe z ziela wakroty
azjatyckiej pehnig takze wazng role w ograniczeniu procesow zapalnych oraz stresu oksy-
dacyjnego. Podanie wyciagu z gotu kola w modelu zwierzecego alergicznego zapalenia
skory wywotanego bezwodnikiem ftalowym powodowato zmniejszenie poziomu cytokin
prozapalnych: prostaglandyn, w szczeg6lnosci PGE2 oraz cyklooksygenaz COX-1
i COX-2. Efekt ten byt porownywalny z efektem przeciwzapalnym wywolanym przez
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niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) takie jak aspiryna czy ibuprofen [6, 21]. Prze-
badano takze triterpenoidowy wyciag TECA, ktory dawat obiecujace wyniki w leczeniu
zapalenia skory, obnizajgc poziom interleukin prozapalnych, TNF-o oraz prostaglandyn
[21]. W obecnosci TECA stwierdzono wigzanie i unieczynnienie czynnika transkryp-
cyjnego NF-kB, ktorego aktywacja odgrywa duzg role w procesie zapalenia i progresji
transformacji nowotworowej. TECA podnosit takze aktywno$¢ biatek opiekunczych.
W modelu udaru mézgu saponiny triterpenoidowe pelnity role protekcyjna i prowadzity
do aktywacji mikrogleju [16]. Po podaniu azjatykozydu dostrzezono zmniejszenie gliko-
zylacji hemoglobiny i spadek poziomu jej formy HbAlc oraz zmniejszenie stezenia
glukozy u ludzi dotknigtych cukrzyca [22]. Wykazano rowniez, ze azjatykozyd stabilizuje
blony mitochondrialne, chronigc te organella przed stresem oksydacyjnym [16]. Anty-
oksydacyjny potencjat wakroty azjatyckiej jest porownywalny do efektu wywotywanego
przez witaming¢ C i wynika z 3 mechanizméw: hamowania peroksydacji kwasu linolowego,
petnienia funkcji zmiatacza wolnych rodnikéw oraz wychwytywania rodnikow [23].

4.4. Dzialanie na drobnoustroje

Na szczeg6lng uwage zastugujg potencjalne mozliwosci wykorzystania wakroty
azjatyckiej w leczeniu chordb do dzisiaj pozostajacych wyzwaniem terapeutycznym,
takich jak trad czy gruzlica, ktore wywotywane sg przez pratki z rodzaju Mycobacterium,
odpowiednio M. leprae i M. tuberculosis [23, 24]. Etanolowe i heksanowe wyciagi
z gotu kola wykazywaty rowniez dziatanie bakteriobdjcze na bakterie z rodzaju Shigella,
Vibrio cholera, Staphylococcus aureus czy Salmonella typhi. Istniejg badania, ktorych
wyniki wskazuja, ze wakrota azjatycka nie dziata na takie szczepy bakterii jak Esche-
richia coli czy Pseudomonas aeruginosa, chociaz inne badania nie potwierdzaja opornosci
tej bakterii na wyciagi gotu kola [23, 25]. Dziatanie grzybobojcze wakroty azjatyckiej
wykazano wobec drozdzakéw Candida albicans, jak rowniez grzybow z rodzaju Asper-
gillus. Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe udowodniono dla herpeswirusow [23].

4.5. Dzialanie gastroprotekcyjne

Jak dowodza badania z wykorzystaniem wyciggu z wakroty azjatyckiej, ma ona row-
niez dzialanie gastroprotekcyjne, chronigce przed dziataniem czynnikow uszkadzajacych
btone §luzows. Udowodniono jej dziatanie na Helicobacter pylori bedace jedna z gtow-
nych przyczyn powstawania wrzodéw zotadka we wspdtczesnym swiecie. Podanie myszom
wyciagu z lisci gotu kola utrudniato zakazenie H. pylori i zmniejszato ich kolonizacjg
W blonie $luzowej zotadka [26]. Inne doswiadczenia pokazuja réwniez pozytywny wptyw
rosliny na potencjat regeneracyjny $luzéwki zotadka. W badaniach histopatologicznych
tkanek szczuréw narazonych na dlugotrwate dziatanie etanolu zauwazono, ze uszkodze-
nia §luzéwki w postaci nadzerek zmniejszyty si¢, z jednoczesnym ograniczeniem nacieku
limfocytow [27]. Wyjasnieniem zaistniatych zmian moze by¢ fakt antyoksydacyjnego
i przeciwzapalnego dziatania gotu kola oraz jej dziatanie protekcyjne na Sluzéwke
zotadka przez oslabienie dziatania mieloperoksydazy w badanych tkankach [6, 27].
W przypadku wrzodow zotadka wywotanych indometacyng, substancjg nalezaca do
NLPZ, alkoholowy wyciag z wakroty azjatyckiej spowodowat zmniejszenie aktywnosci
COX i toksycznosci malondialdehydu [28]. Istniejg rowniez dane, ktore pozostajg
W sprzecznosci z opisanymi wynikami. W badaniach tych nie potwierdzono znaczacych
zmian w obrazie histologicznym i biochemicznym, w tym istotnego zahamowania aktyw-
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nosci cytokiny prozapalnej TNF-o u szczuréw z wywotanymi indometacyng wrzodami
zotadka, przyjmujacych wyciag z lisci gotu kola [29]. Powyzsze fakty wskazuja na
mozliwo$¢ wykorzystania wakroty azjatyckiej w terapii i profilaktyce uszkodzen blony
sluzowej zotadka jako terapii wspomagajacej leczenie konwencjonalne.

4.6. Dzialanie cytotoksyczne i antyproliferacyjne

Waznym aspektem badan oceniajgcych cechy biologiczne wakroty azjatyckiej jest
wykazanie jej wlasciwosci przeciwnowotworowych. Wyniki badan na modelu mysim
wykazuja ochronny wplyw wyciagu na dziatania odlegte wywotane przewlekltym nara-
Zeniem na dziatanie chromu i cyklofosfamidu [23]. W badaniu na mtodych myszach,
ktorym podawano benzo(a)piren i jednoczesnie wodny wyciag z wakroty azjatyckiej
zauwazono zmniejszenie hiperplazji komoérek nowotworowych oskrzeli i oskrzelikow
w odniesieniu do grupy kontrolnej [6]. W badaniach na mysim modelu kancerogenezy
chemicznej wywotanej pochodng antracenu (DMBA) stwierdzono, ze podawanie
naskorne wyciagu z wakroty azjatyckiej znaczgco przyczynia si¢ do remisji choroby [6].
Dziatanie przeciwnowotworowe rosliny zauwazono rowniez w przypadku nowotwordw
przewodu pokarmowego. W badaniach in vitro dotyczacych raka okr¢znicy stwierdzono,
ze podanie wyciggu z gotu kola znaczaco obniza stezenia E-kadheryny i wimentyny
(markeréw tego nowotworu) oraz obniza poziom stresu oksydacyjnego wplywajacego
na komorki [30]. W badaniu wykonanym na komorkach raka jamy nosowo-gardtowej,
opornym na leczenie cisplatyna, po podaniu wyciagu z ziela gotu kola wykryto szlak
fosforylacji biatka p38 i skierowanie komorek nowotworowych na droge apoptozy [31].
Dostrzezono aktywno$¢ proapoptotyczng komorek poprzez wzrost biatek proapopto-
tycznych, np. BAX czy BCL2 w przypadku raka drog zotciowych [32]. Ciekawym
aspektem jest rowniez zwigkszenie sity dzialania lekow przeciwnowotworowych, np.
bleomycyny, po podaniu wyciagu z wakroty azjatyckiej [10].

4.7. Wykorzystanie w terapii COVID-19

Gloéwna proteaza wirusa SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2 Mpro) jest jednym z poten-
cjalnych punktéw uchwytu w terapii lekow przeciw wirusowi SARS-CoV-2, znanym
takze pod nazwa choroby COVID-19, jaka wywotuje. Wyniki badan in silico wskazuja,
7e jedng z potencjalnych substancji przydatnych w terapii COVID-19 jest azjatykozyd-6
[22]. W badaniach oceniajacych mozliwo$¢ zastosowania wykazano, ze przyjmowanie
wyciagu spowalnia proces widknienia migzszu ptuc [33].

5. Zastosowanie w kosmetologii

Jak juz wspomniano, wakrotg azjatycka i jej wyciagi stosuje si¢ przy leczeniu ran
i blizn. Jest tez stosowana w dermatologii, a wraz z odkrywaniem nowych wlasciwosci
rosliny wzrasta jej wykorzystanie w branzy kosmetycznej. W sktadzie kosmetykow INCI
wakrota azjatycka okreslana jest jako CICA i jest waznym skladnikiem kremow przeciw-
zmarszczkowych i nawilzajacych oraz kosmetykéw rekomendowanych do skory z roz-
stepami czy cellulitem. Stosowana jest tez do wzmocnienia wlosow stabych 1 wypadaja-
cych. Stad CICA moze by¢ wykorzystywana w kremach, masciach, tonikach, balsamach
czy mleczkach do ciala, a takze w szamponach i odzywkach do wlosow. W kremach do
twarzy uzywana jest w stezeniach do 0,5% pod postacia odparowanego do sucha wyciagu
wodnego lub alkoholowego oraz wyciggu wodnego z dodatkiem glikolu propylenowego
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[34]. W sktadzie okreSlanym przez INCI (ang. International Nomenclature of Cosmetic
Ingredients) mozna spotka¢ ja pod nastepujgcymi nazwami:
o CICA;

Centella asiatica (gotu kola) extract;

Centella asiatica leaf extract;

Centella asiatica flower/stem/leaf extract;

Centella asiatica leaf water;

Asiaticoside;

Asiatic acid;

Madecassoside;

Madecassic acid.
Sktadnik ten jest zalecany do stosowania w przypadku cery problematycznej, np. po
zabiegach medycyny estetycznej, z poparzeniami stonecznymi, z tragdzikiem rézowatym
czy z widocznymi oznakami starzenia, przesuszonej, z rumieniem i rozszerzonymi
naczynkami. Wodne wyciagi z wakroty azjatyckiej majg dziatanie tagodzace objawy
huszezycy, wykorzystywane sa rowniez z powodzeniem w terapii twardziny uktadowe;j
i ogniskowej. U pacjentow z celluitem wyciag z wakroty azjatyckiej redukowal jego
widoczno$¢ poprzez zmniejszenie wielkosci adipocytow, szczegdlnie w okolicach ud
i posladkéw. U kobiet w cigzy wakrota azjatycka zapobiegata powstawaniu rozstepow
[14]. Odkryto takze, iz dodanie CICA do kosmetykow pomaga zapobiega¢ fotostarzeniu
si¢ skory. W zielu gotu kola odkryto zwigzki pochodne kwasu kawoilochinowego, ktore
potrafig absorbowaé szkodliwe dla skory ditugosci fal UV (od 300 nm do 330 nm)
odpowiadajace za rozpad kolagenu [22]. Kremy z wakrotg azjatycka moga przydac si¢
takze do codziennej pielegnacji skory, poniewaz wyciag z tej rosliny dziala nawilzajaco
i przeciwdziata zapaleniu [35]. Do $rodkow ostrozno$ci przy jej stosowaniu nalezy
unikanie skory wokot oczu [14]. W przypadku skory naczynkowej azjatykozyd powoduje
wzrost elastycznos$ci matych naczyn krwionosnych i stymuluje angiogeneze, zauwazono
takze wzrost poziomu enzymatycznych, jak i nieenzymatycznych antyoksydantéw. Do-
wiedziono takze skutecznosci stosowania gotu kola w terapii modzeli, ropnych zapalen
skory, a takze poprawy wygladu i kondycji skory podczas codziennej pielegnacji [8].

6. Podsumowanie

Wakrota azjatycka, znana rowniez jako gotu kola, jest niewielka rosling nalezaca do
rodziny selerowatych Apiaceae. Surowcem wykorzystywanym w formulacjach jest ziele,
a roslina ma wiele zastosowan, szczegdlnie w kosmetologii i farmacji. Liczne badania
oceniajace wlasciwosci biologiczne wakroty azjatyckiej wskazujg na duzy potencjat tej
ro$liny, ktora moze by¢ wykorzystana w terapii alternatywnej lub wspomagajacej lecze-
nie konwencjonalne wielu chorob.
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Tradycyjne i potencjalne zastosowanie wakroty azjatyckiej (Centella asiatica)
w medycynie i kosmetologii

Streszczenie

Wakrota azjatycka (Centella asiatica) jest szeroko rozpowszechniong rosling strefy tropikalnej i subtropikalnej,
znang rowniez pod nazwa gotu kola. Nalezy do rodziny selerowatych (Apiaceae), zas surowcem wykorzy-
stywanym w medycynie i kosmetologii jest ziele. Glownymi substancjami czynnymi wakroty azjatyckiej sa
triterpeny: kwas azjatykowy i madekasowy, a takze ich glikozydy: azjatykozyd oraz fitosterole. Gotu kola
znana jest w medycynie indyjskiej czy chinskiej od tysiacleci, lecz jej calkowity potencjat nie zostat jeszcze
w pelni odkryty. Jej tradycyjne zastosowanie to naturalny $rodek leczacy zranienia oraz rewitalizujacy komorki
nerwowe i wspomagajacy proces zapamigtywania. W krajach zachodnich pod koniec XX i na poczatku XXI
wieku zdobyta popularnosé jako adaptogen i brain food. Jednak nie sg to jedyne funkcje wakroty azjatyckie;j.
Mozliwe zastosowanie gotu kola jest szerokie: od dziatania fotoprotekcyjnego na komorki skory i srodka
hamujacego jej starzenie do immunomodulatora czy $rodka bakteriobdjczego lub zastosowania w terapii
cukrzycy, choroby nowotworowej, neurodegeneracyjnej, jak i dziatania gastroprotekcyjnego i przeciwwrzo-
dowego, a jej nowy potencjat wcigz jest badany.

Celem niniejszej pracy jest przeglad udowodnionego klinicznie i juz stosowanego od stuleci dziatania
wakroty azjatyckiej, a takze potencjalnego wykorzystania tej ro$liny w medycynie i kosmetologii.

Stowa kluczowe: wakrota azjatycka, adaptogeny, gotu kola, brain food

34



Tradycyjne i potencjalne zastosowanie wagkroty azjatyckiej Centella asiatica w medycynie i kosmetologii

Traditional and potential use of Asian pennywort (Centella asiatica) in medicine
and cosmetology

Abstract

Asian pennywort (Centella asiatica) is a widespread plant of tropical and subtropical zones, also known as
gotu kola. It belongs to celery (Apiaceae) family and the material used in medicine and cosmetology is the
herb. The main active substances of Asian pennywort are triterpens: asiatic and madecasic acids and their
glycosides: asiaticosid and phytosterols. Gotu kola ha being used in Indian and Chinese from thousands of
years but its exact potential has not been discovered yet. Its traditional use is a natural remedy for healing
wounds, revitalizing nerve cells and the process of remembering. In Western countries at the end of 20"
century and the beginning 215t century it gained popularity as adaptogen and brain food. But these are not
the only functions of gotu kola. The potential use of gotu kola is wide: from possible fotoprotective action
on skin cells and a remedy inhibiting skin ageing, immunomodulator, antimicrobial agent or its use in
diabetes mellitus, cancer, neurodegenerative diseases. It has gastroprotective and anti-ulcer action. Its new
potential is still examining.

The aim of this paper is a brief review of clinically proven use from thousands of years and potential use of this
plant in medicine and cosmetology.

Keywords: Asian pennywort, adaptogen, gotu kola, brain food
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Ostropest plamisty — rzadki skladnik kosmetykow

1. Wprowadzenie

Sktadniki botaniczne sg stosowane w pielggnacji skory od tysigcy lat. Potencjat
substancji czynnych zawartych w ro$linach i wykazujacych pozytywny wplyw na ludzka
skore wydaje si¢ nieograniczony. Nowoczesne techniki badawcze umozliwiajg nie tylko
identyfikacje aktywnych biologicznie czynnikow w produktach roslinnych, ale takze
daja mozliwo$¢ poznania ich mechanizméw dziatania na komorki ludzkiej skory.
W XXI wieku obserwujemy ponowne, ogromne zainteresowanie kosmetykami natural-
nymi, przy rOwnoczesnym wzroscie $wiadomosci konsumentow w kwestii efektywnosci
oraz bezpieczenstwa ich stosowania [1]. Jedng z substancji, ktorg zaczyna dostrzega¢
wspolczesna kosmetologia i dermatologia, jest sylimaryna wyizolowana z ostropestu pla-
mistego, wykazujaca korzystne dzialanie terapeutyczne i pielggnacyjne w odniesieniu
do ludzkiej skory.

2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy jest ukazanie mozliwosci wykorzystania sktadnikow wyizo-
lowanych z ostropestu plamistego we wspolczesnych, innowacyjnych dermokosmetykach.
Ponadto przedstawiono kluczowe wtasciwosci prozdrowotne ostropestu.

3. Ostropest plamisty — charakterystyka botaniczna i fitochemiczna

Ostropest plamisty (fac. Silybum marianum) jest rosling znang od wickow, za$ jej
owoce i ziele wykorzystywane sg w lecznictwie od wielu lat. Niegdy$ najczgsciej stoso-
wang forma byly odwary, ktorymi skutecznie leczono zatrucia i zaburzenia dyspeptyczne,
ale rowniez wykorzystywano je w leczeniu ran oraz stanéw zapalnych skéry [2, 3]. Do
tej pory w niektorych krajach Europy nadal spozywane sg kielki ostropestu, a takze
$wieze liscie. Z kolei uprazone nasiona ostropestu traktowane sa jako zamiennik kawy
[4]. Silybum marianum rozprzestrzenit si¢ takze jako roslina ozdobna, czgsto spotykana
w ogrodach lub tez majagca zastosowanie jako zywoploty. Nalezy podkresli¢, iz jest
ro$ling miododajna, o duzej wydajnosci. Ponadto ostropest wykorzystywany jest jako
ro$lina chronigca uprawy przed dzika zwierzyng — siejgc bowiem kilkumetrowe ramy
z ostropestu wokot upraw penetrowanych przez zwierzyng, tworzy sie naturalne bariery,
poniewaz ro$lina ta dorasta do wysokosci blisko 2 metrow [5]. Jej sztywne, proste
lodygi, a takze duze i stosunkowo geste liScie pokryte na obrzezach kolcami tworza
skuteczng zapore. Ostropest plamisty posiada rowniez unikatowa zdolno$¢ przekazy-
wania glebie wlasnych sktadnikow odzywczych, mozna zatem nazwaé go swoistym
poplonem [5]. Moze by¢ siany w tej samej lokalizacji przez 10 lat bez konieczno$ci
nawozenia gleby. Jednoczes$nie w trakcie wzrostu korzen wydziela substancje hamujace
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wzrost innych roslin, w tym chwastoéw. Wykorzystywany jest takze jako pasza dla
zwierzat [4, 6]. Ostropest plamisty posiada zatem wiele dobroczynnych dla czlowieka
cech, o ktorych czgsciowo zapomniano. Zauwazalny obecnie renesans zainteresowania
ta rosling sprawia, iz ponownie odkrywamy wszechstronno$¢ jej zastosowania.

Rodzaj Silybum obejmuje 2 gatunki — Silybum eburneum cechujacy sie¢ obecnoscia
zielonych lisci oraz Silybum marianum o biato zielonych lisciach, gdzie biel tworzy
rysunek zytek na lisciach. Ostropest posiada biate lub fuksjowe kwiaty. Rosliny te
tworza spore kepy, co nawigzuje do ich nazwy, bowiem grecki sylibos oznacza wlasnie
kepe. Nazwy tej prawdopodobnie jako pierwszy uzyt grecki lekarz i farmakolog
Dioskurydes. Pierwsze wzmianki o leczniczych wiasciwosciach ostropestu pochodza
sprzed ponad 2 tysiecy lat. Informacje na jego temat mozna odnalez¢ w dziele Tefrasta
(ok. 372-287 p.n.c.), a takze Pliniusza Starszego (23-79). Na wiasciwosci ostropestu
zwrdcit uwage takze angielski zielarz John Gerard (1545-1611) oraz botanik Nicholas
Culper (1616-1654). Pierwsze apteczne wyciagi sylimaryny pojawity sie w latach 40.
XX wieku. Pierwotnie wykorzystywano przede wszystkim wilasciwosci antyhepato-
toksyczne ostropestu [2, 4, 7].

Najczesciej ostropest plamisty uprawiany jest jako ro$lina lecznicza w krajach Europy
Potudniowej i Srodkowej. Rowniez w $rodkowej i pétnocnej czesci Polski mozna spotkaé
jego uprawy. Kluczowym surowcem ostropestu sa jego owoce, nietupki. Ekstrahowane
z nich kompleksy flawonolignanéw okreSlane sg wspolng nazwg ,,sylimaryna”. Jej
zawarto$¢ w nietupkach ocenia si¢ na od 1,0% do 3,05%. Sktad owych kompleksow
zalezy od genotypu rosliny, dlatego tez w przemysle farmaceutycznym wyciagi te wy-
magaja standaryzacji [4, 8].

W sktad flawonolignanéw sylimaryny wchodzi sylibina — w 2 formach diastereo-
izomerycznych, izosylibina — rowniez w 2 formach, sylidianina, sylikrystyna oraz
flawonoid taksyfolina. Struktura chemiczna sylibiny, sktadnika stanowigcego od 50%
do 70% sylimaryny, zostata ustalona w 1968 roku przez Peltera i Hansela, a nastepnie
dopracowana w 1975 roku. Sylibina uznawana jest za najsilniej dziatajacy i najaktyw-
niejszy sktadnik kompleksu. Wedtug polskiej normy jakoSciowej surowiec ostropestu
Z upraw powinien zawiera¢ co najmniej 1,5% sylimaryny. Zrédtem sylimaryny poza
owocami ostropestu moga by¢ takze jego liscie, jest to jednak $cisle zalezne od gatunku,
a takze stanowiska uprawy [4, 9-12].

Oprocz kompleksu flawonoliganow surowiec ostropestu zawiera takze niewielkie
ilosci garbnika, kwercytyne, tyraming, fitosterole, histaming, kwasy organiczne, $luzy,
mineraty, witaminy (wit. C, wit. K). Z nasion pozyskuje si¢ takze oleje (zawierajace
glownie kwas linolowy i oleinowy), biatka (kluczowym aminokwasem identyfikowanym
w biatku jest kwas glutaminowy), sterole (w tym tokoferole, B-sitosterol, kampesterol,
stigmasterol), cukry, a takze blonnik. Wzajemne proporcje tych sktadnikow réznia si¢
W zaleznosci od siedliska wzrastania i stopnia dojrzato$ci nasion. Zwigzki zawarte
W owocach ostropestu maja charakter lipofilowy, a co za tym idzie stabo rozpuszczaja
si¢ w wodzie. Niewykluczone zatem, ze flawonolignany bedg obecne w roztworach
wodnych tylko w niewielkim stgzeniu. Jest to wazny aspekt, ktory nalezy wzia¢ pod
uwage, tworzgc formulacje dermokosmetykow, bowiem w kosmetykach o podtozu lipofilo-
wym substancje aktywne maja mozliwo$¢ przedostania si¢ w glab naskorka [3, 4, 9-13].
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4. Sylimaryna — pierwotne zastosowanie w lecznictwie

Na polskim rynku farmaceutycznym mozna odnalez¢ kilkadziesigt preparatow
zawierajacych sylimaryne. Czg§¢ z nich zarejestrowana jest jako suplementy diety,
a cze$¢ jako leki. Nie zostata ustalona dawka graniczna sylimaryny, ktora rozdzielataby
te 2 kategorie produktow. Zawarto$¢ sylimaryny waha si¢ bowiem od kilkunastu do
ponad 100 miligraméw na jednostke dawkowania. Nalezy podkresli¢, iz niekoniecznie
w lekach zawarto$¢ tej substancji czynnej jest wyzsza niz w suplementach. Ponadto
w celach spozywczych mozna zakupi¢ nasiona i oleje z ostropestu.

Pierwsze badania dotyczyly dzialania hepatoprotekcyjnego ekstraktow pozyskiwanych
z ostropestu. Ochrona komorek watroby ma charakter wieloptaszczyznowy, zas rozwdj
technik badawczych umozliwil zdefiniowanie mechanizméw poszczegdlnych szlakow
ochrony komoérkowej. Zarejestrowano wielorakie wtasciwosci farmakologiczne sktadni-
kéw pozyskiwanych z ostropestu plamistego, ktore wykorzystywane sa z powodzeniem
w hepatologii. Zalicza si¢ do nich dziatanie przeciwutleniajace, regeneracyjne, z6kcio-
pedne, hepatoprotekcyjne, immunostymulujace, przeciwzapalne. Ponadto sylimaryna
hamuje proces widknienia watroby [2, 14].

5. Farmakologiczne dzialanie substancji czynnych pozyskiwanych
z ostropestu — mozliwosci wykorzystania w dermatologii i kosmetologii

Obserwacje w dziedzinie hepatologii zainteresowaly w ostatnim czasie sektor przemystu
dermokosmetycznego. Na podstawie dotychczasowych badan stwierdzono, iz zar6wno
kompleks flawonolignanow, jak i substancje zawarte w oleju ttoczonym z nasion mogg
korzystnie dziata¢ na ludzka skore. Whasciwos$ci ostropestu nabraty szczegdlnego zna-
czenia w momencie zdefiniowania roli stresu oksydacyjnego w uszkodzeniu komoérek
naskorka i skory wiasciwej. Poczatek XXI wieku zaowocowal pierwszymi badaniami
i publikacjami dotyczacymi dziatania substancji czynnych pozyskanych z ostropestu na
ludzka skore. W przewazajacej mierze opieraja si¢ one na wczesniejszych modelach
mysich lub dokonanej ocenie hapatocytow. Wiele uwagi poswigcono sylimarynie jako
substancji wykazujacej dziatanie fotoprotekcyjne oraz antyfotokarcynogenne w odnie-
sieniu do komorek skory [15-17].

Kluczowe wlasciwos$ci antyoksydacyjne w kompleksie sylimaryny przypisuje si¢
sylibinie. Zaobserwowano, ze po jej zastosowaniu i na§wietlaniu skory promieniowaniem
UV spada w niej produkcja nadtlenku diwodoru. Jednoczes$nie badania na ludzkich kera-
tynocytach HaCaT wykazaly korzystne dzialanie sylimaryny w naprawie uszkodzen
DNA. Z kolei obserwacje przeprowadzone na ludzkich fibroblastach udowodnity, iz caty
kompleks sylimaryny, ktorym potraktowano hodowle komoérkowa, wykazywat dziatanie
antyoksydacyjne i, co zaskakujace, byto ono tym wyzsze, im nizsze stezanie sylimaryny
zastosowano w badaniu in vitro [17, 18].

Sylimaryna bowiem hamuje aktywno$¢ ezymow bioracych udzial w powstawaniu
reaktywnych form tlenu, m.in. oksydazy NADPH, wykazuje zdolno$¢ wymiatania wol-
nych rodnikéw, chelatowania jonéw Zelaza i miedzi, co ogranicza powstawanie reak-
tywnych rodnikéw hydroksylowych zaangazowanych w oksydacyjne uszkodzenia DNA
czy lipidow. Ponadto sylimaryna zwicksza aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych —
katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej [2]. Pierwotne oraz wtdrne mechanizmy antyoksy-
dacyjne ostropestu plamistego, dziatajac synergistycznie, zwigkszaja catkowity potencjat
oksydacyjny rosliny. Nalezy podkresli¢, iz wzrost wydajnosci antyoksydacyjnej, zapew-

38



Ostropest plamisty — rzadki skiadnik kosmetykow

nionej przez sylimaryng, ma istotne znaczenie w ograniczeniu procesu glikacji bialek
prowadzacego do powstania tzw. AGE (ang. advanced glycation end-products) — zaawan-
sowanych (koncowych) produktow glikacji. Proces glikacji zaburza stukture i funkcje
biatek, w tym najistotniejszego komponentu biatkowego skory wiasciwej — kolagenu,
przyczyniajac si¢ m.in. do utraty elastycznosci skory, zaburzenia mechanizmu regeneracji
skory czy tez szybszego jej starzenia [19]. Przytoczone wyniki badan wskazaty potencjalne
mozliwo$ci wykorzytania substancji czynnych z ostropestu plamistego w preparatach
dermokosmetycznych [17, 18].

Prowadzono takze badania z wykorzystaniem spektroskopii elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR, ang. electron paramagnetic resonance) w kontekscie oceny
potencjatu przeciwutleniajacego sktadnikéw czynnych pozyskanych z Silybum marianum.
Wykazano, ze wodny odwar z ziela ostropestu posiada silniejsze wtasciwosci antyoksy-
dacyjne niz napar. Udowodniono takze, iz sylimaryna zapobiega utlenianiu lipidow
zardwno bton komoérkowych, jak 1 warstwy lipidowej skory. W skérze myszy, na ktdra
zaaplikowano sylimaryne, a nastepnie poddano ekspozycji na promieniowanie UV, za-
obserwowano mniejsza infiltracj¢ leukocytow oraz spadek produkcji nadtlenku diwodoru,
co potwierdzito redukcj¢ stresu oksydacyjnego. Sylimaryna zwicksza takze produkcje
glutationu w komorkach, co jest kolejnym aspektem warunkujgcym jej wybitne whasci-
wosci antyoksydacyjne [13, 20-23]. Ponadto wykazuje wlasciwosci detoksykujace
w stosunku do ksenobiotykoéw. Obniza toksyczng aktywno$¢ benzopirenu — wielopier-
scieniowego weglowodoru aromatycznego, powszechnie wystepujacego w srodowisku,
ktory tatwo dostaje si¢ do organizmu drogg oddechowa, pokarmowg oraz poprzez kontakt
ze skora, powodujac uposledzenie jej mechanizméw obronnych. Benzopiren identyfiko-
wany jest w zanieczyszczonym $rodowisku, a ponadto znajduje sie w dymie tytonio-
wym. Powstaje takze w wyniku nieprawidlowej obrobki cieplnej biatek i dostarczany
jest wraz z pozywieniem. Sylimaryna wykazuje hamujagcy wplyw na aktywno$¢
cytochromu P-450, przez co prawdopodobnie moze ograniczaé stres oksydacyjny oraz
zmniejsza¢ poziom metabolitow o potencjale kancerogennym [24].

Sylibina, zarowno aplikowana na skorg, jak i przyjmowana doustnie w postaci suple-
mentu, wykazuje dziatanie fotoprotekcyjne, jednoczesnie wzmaga apoptoze uszkodzonych
komorek naskodrka, ograniczajac tym samym ryzyko rozwoju rakow skory. Minimalizuje
ryzyko poparzen indukowanych promieniowaniem UVB. W testach klinicznych dowie-
dziono réwniez mozliwosci leczenia uszkodzen i standéw zapalnych indukowanych
promieniowaniem UVA [25].

Zaobserwowano, iz po podaniu per 0s sylimaryny w dawce 200 mg/kg masy ciata
zaro6wno stezenie trojglicerydéw w osoczu, jak i produktow peroksydacji lipidow w wa-
trobie bylo nizsze, natomiast poziom glutationu w watrobie byl wyzszy mimo podania
znaczgcej dawki alkoholu. Réwniez nizsze dawki sylimaryny przyczynialy si¢ do wzrostu
poziomu glutationu w komorkach watroby oraz utrzymywania jego podniesionego po-
ziomu [26]. Obiecujace wyniki badan poswigconych korzystnemu dziataniu sylimaryny
na st¢zenie glutationu utwierdzity badaczy w przekonaniu, iz substancja ta moze stac si¢
przetomowa nie tylko w odniesieniu do hepatocytow, ale takze w stosunku do komorek
skory, redukujgc chociazby proces egzogennego starzenia.

Niezwykle istotne jest silne dzialanie immunomodulujace indukowane sylimaryna.
Podawanie per 0s sylimaryny powoduje bowiem zwigkszenie aktywnosci i poziomu
limfocytow T, interleukin, a takze redukuje poziom immunoglobulin [4]. Z kolei w ho-

39



Ewa Pierzchata, Klaudia Mazurek

dowlach fibroblastow traktowanych sylibing zarejestrowano podwyzszony poziom
metaloproteinazy 1 i 2 (MMP, ang. matrix metalloproteinases), a takze znacznie obnizong
ekspresje kolagenu typu I, co moze sugerowac jej przydatnos¢ w prewencji chorob
przebiegajacych z widknieniem skory. Te wyjatkowe wlasciwosci sylibiny sg juz wyko-
rzystywane w zapobieganiu wioknienia watroby, niewykluczone jednak, ze wkrotce
moga znalez¢ szersze zastosowanie takze w dermatologii i kosmetologii w odniesieniu
do blizn przerostych i keloidow czy tez w terapii sklerodermii [2, 14, 27].

Ciekawe wydajg si¢ najnowsze doniesienia dotyczace dziatania wyekstrahowanych
z ostropestu plamistego sktadnikow na mieszki wlosowe. Zaobserwowano ich korzystny
wplyw na produkcje istotnej w odbudowie wlosa keratyny K75, a takze na aktywacje
w mieszkach wlosowych naskorkowego czynnik wzrostu (EGF, ang. epidermal growth
factor). Ponadto wydtuzaja faze anagenu, poprawiajg mikrokrazenie oraz przyczyniaja
si¢ do spadku androgenow w mieszku wtosowym. Ostropest plamisty moze zatem by¢
potencjalnie wykorzystywany zaréwno w leczeniu wypadania wloséw, jak i w przygoto-
waniu skory glowy do przeszczepu, a takze w utatwieniu przyjecia si¢ przeszczepionych
graftow i szybszym odrastaniu wlosow [28, 29].

Interesujace z punktu widzenia dermatologii sa wlasciwosci przeciwbakteryjne syli-
maryny. Hamuje bowiem wzrost metycylinoopornych bakterii, takich jak Escherichia
coli, Enterococcus faecalis czy Staphylococcus aureus. Szczegolnie gronkowiec ztocisty
czesto kolonizuje skore 1 jest przyczyng przewlektych stanow zapalnych w przebiegu
m.in. atopowego zapalenia skory (AZS) czy tuszczycy. Sylimaryna wykazuje dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe zarowno w stosunku do bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-
ujemnych [4, 30, 31]. Szerokie spektrum jej dziatania sprawia, iz moze by¢ istotnym
sktadnikiem balsamow pielegnacyjnych dla os6b z dermatozami przebiegajacymi ze
$wigdem, gdzie duzym problemem jest uszkodzenie bariery naskorkowej z wtornym
zainfekowaniem. Ponadto sylimaryna wykazuje dziatanie grzybostatyczne w stosunku
do niektorych drozdzakéw oraz grzybow z rodzaju Aspergillus i Penicillium. Dziatanie
jej jest tym lepsze, im wigksze stezenie sylimaryny. Badania mikrobiologiczne sugeruja,
ze ze wzgledu na konieczno$¢ zastosowania duzych dawek terapeutycznych sylimaryna
niekoniecznie moze by¢ wdrozona jako lek przeciwdrobnoustrojowy [4]. Moze nato-
miast by¢ z powodzeniem stosowana w profilaktyce zakazen skory. Dostepne badania
wskazuja takze hamujace dziatanie sylimaryny na patogeny odpowiedzialne za prochnice
z¢bow [4]. Mozna zatem wysnu¢ przypuszczenie, ze bedzie korzystnym sktadnikiem
preparatow do leczenia zapalen blony sluzowej jamy ustnej, zapalen okotoustnych, a takze
zapalenia mieszanego katow ust. Niewykluczone réwniez, iz moze by¢ zastosowana
w niektorych odmianach tradziku rézowatego, gdzie stan zapalny zlokalizowany jest
wokot ust 1 nosa, a takze w tojotokowym zapaleniu skory.

Przetomowe okazaly si¢ badania dotyczace wlasciwosci przeciwnowotworowych
sylimaryny. Najwigcej doniesien literaturowych dotyczy jej dziatania na komorki raka
watroby, prostaty, pecherza moczowego, jajnika, ptuc, piersi, szyjki macicy, jamy ustnej,
jelita grubego. Zastosowanie sylimaryny zwickszylo apoptoz¢ komorek rakowych
w badanych liniach komoérkowych. Jej skutecznos¢ obserwowano rowniez w badaniach
klinicznych. Niezwykle istotne w kontekscie hamowania rozwoju choroby nowotworowej
sg wlasciwos$ci antyangiogenne sylimaryny. W badaniach nad rakiem prostaty zaobser-
wowano, iz sylibina hamuje osteoklastogeneze, co moze sugerowac jej skutecznosé
W leczeniu przerzutow nowotworowych do kosci [11, 15, 28, 32-35]. W stosunku do skory
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sylibina réwniez wykazuje potencjal naprawczy. Ogranicza powstawanie dimeréw
tymidynowych indukowanych dzialaniem promieniowania UVB. Wspomaga naprawe¢
DNA, a takze inicjuje apoptoz¢ uszkodzonych komorek skory poprzez wzrost poziomu
biatka p53, ograniczajac ryzyko powstania rakow skory. Ponadto sylibinina wykazuje
dziatanie przeciwzapalne [16, 36].

6. Podsumowanie

Jak wskazuja przytoczone przyktady, ostropest plamisty posiada szerokie zastosowanie
terapeutyczne. W kosmetologii najwczesniej zainteresowano si¢ najprostsza forma surowca,
a mianowicie olejem pozyskiwanym z ostropestu. Wykorzystywano go zardéwno jako
pojedynczy produkt do masazu i natluszczania skory, jak i sktadnik preparatow ztozo-
nych. Obecnie wiadomo, ze uzupetnia niedobory niezbednych nienasyconych kwasow
thuszczowych (NNKT), wbudowujac si¢ w spoiwo migdzykomorkowe warstwy rogowej
naskorka okreslane jako cement migdzykomorkowy. Jest zrodtem naturalnych anty-
oksydantow. Coraz cze$ciej wykorzystuje sie olej z ostropestu bogaty w sterole (gtownie
[B-sitosterol oraz stigmasterol w kosmetykach przeznaczonych do pielegnacji skory
Z lojotokiem i tradzikiem. Ekstrakty z ostropestu uptynniaja wydzieling uj$¢ gruczotow
fojowych, ograniczajac powstawanie zaskornikow. Flawonolignany z kolei wykazuja
efekt estrogenopodobny, dziatajac poprzez mediowanie pracy receptorow estrogeno-
zaleznych, co moze by¢ wykorzystane w terapii przeciwstarzeniowej [4, 17, 18, 37].

Najnowsze doniesienia dotyczace mozliwos$ci terapeutycznych sylimaryny zachgcaja
do szerszego wykorzystania ostropestu w kosmetologii i dermatologii. Niestety ilo$¢
dermokosmetykow zawierajacych sylimaryne nadal jest znikoma. Poza tym tylko nie-
liczne produkty posiadajg informacje na temat faktycznej zawarto$ci standaryzowanej

sylimaryny.
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Ostropest plamisty — rzadki skladnik kosmetykow

Streszczenie

Ostropest plamisty (Silybum marianum) jest rosling znang od wiekow. Pierwsze wzmianki o leczniczych
wilasciwosciach ostropestu pochodza sprzed blisko 2 tysiecy lat. Najczesciej ostropest plamisty kojarzony
jest z protekcja watroby i drog zéIciowych, prawdopodobnie ze wzgledu na wieloletnig obecno$¢ na rynku
farmaceutycznym sylimaryny — stosowanej powszechnie we wspieraniu pracy tych narzadow.

Celem niniejszej pracy jest ukazanie mozliwo$ci wykorzystania sktadnikow wyizolowanych z ostropestu
plamistego we wspotczesnych, innowacyjnych dermokosmetykach. Ponadto przedstawiono kluczowe wia-
sciwosci prozdrowotne ostropestu.

Stosunkowo niedawno zaczeto zastanawiac si¢ nad wykorzystaniem dobroczynnych wiasciwosci tej rosliny,
opierajac si¢ nie tylko na znanej juz sylimarynie, ale takze flawonoidach, olejkach eterycznych, sterolach,
aminach biogennych, cukrach czy biatkach takze w niej identyfikowanych. Najistotniejsza w chwili obecnej
wydaje si¢ mozliwo$¢ wykorzystania ostropestu plamistego w kosmetyce ze wzglgdu na dziatanie antyoksy-
dacyjne, hamowanie utleniania lipidéw, poprawe ptynnosci i sktadu sebum, co jest szczegodlnie istotne we
wszystkich schorzeniach przebiegajacych z fojotokiem. Jednoczesnie ostropest ogranicza uwalnianie histaminy
z komorek tucznych, aktywnos¢ 5-lipooksygenazy, a takze zmniejsza biosyntezg prozapalnych prostaglandyn.
Poza tym aktywuje rybosomowg syntetaze biatkowa tRNA, co pomaga w wytwarzaniu nowych biatek, czyli
regeneracji komorek. Oprocz tego sylimaryna posiada wiasciwosci fotoprotekcyjne — hamuje powstawanie
rumienia wywolanego przez promieniowanie UVB, a takze indukuje regeneracje DNA po uszkodzeniu
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inicjowanym przez UVB. Niezwykle interesujacy wydaje si¢ wplyw sylimaryny na tkanke taczna, w tym
protekcyjne dziatanie wobec tworzenia si¢ keloidow. Coraz wigcej badan sugeruje, iz moze mie¢ takze dzia-
lanie przeciwnowotworowe.

Prawdopodobnie nie znamy jeszcze wszystkich wlasciwosci ostropestu i nie potrafimy ich do konca spozyt-
kowa¢. Zastosowanie sylimaryny zardbwno w leczeniu chorob skory, jak 1 w jej pielegnacji wydaje si¢ zatem
niezwykle ciekawym zagadnieniem, ktdre dopiero zostanie wykorzystane na wigksza skalg.

Stowa kluczowe: ostropest plamisty, sylimaryna, dermokosmetyki

Milk thistle — a rare ingredient in cosmetics

Abstract

Milk thistle (Silybum marianum) is a plant that’s been known for centuries. First mentions of its healing pro-
perties come from nearly 2,000 years ago. Most often, milk thistle is associated with protection of the liver
and bile ducts, probably due to the long-term presence of silymarin on the pharmaceutical market, commonly
used to support the work of these organs.

The aim of this work is to show the possibility of using ingredients isolated from milk thistle in modern,
innovative dermocosmetics. In addition, the key health-promoting properties of milk thistle are presented.
Relatively recently, people began to consider the use of the beneficial properties of this plant based not only
on the already known silymarin, but also flavonoids, essential oils, sterols, biogenic amines, sugars and proteins
which are also identified in it. At present, the most important seems to be the possibility of using milk thistle
in cosmetics due to its antioxidant effect, inhibition of lipid oxidation, improvement of sebum fluidity and
composition, which is particularly important in all diseases with seborrhea. Milk thistle reduces the release
histamine from mast cells, the activity of 5-lipoxygenase, and also reduces the biosynthesis of pro-
inflammatory prostaglandins. In addition, it activates the aminoacyl-tRNA synthetase which helps in the
production of new proteins, i.e. cell regeneration. In addition, silymarin has photoprotective properties — it
inhibits the formation of erythema caused by UVB radiation, and also induces DNA regeneration after UVB-
initiated damage. The effect of silymarin on the connective tissue, including the protective effect against the
formation of keloids, seems to be extremely interesting. More and more research suggests that it may also
have anti-cancer effects.

So far, we probably don’t know all the properties of milk thistle and we can't fully use them. The use of
silymarin both in the treatment of skin diseases and in its care seems to be an extremely interesting issue,
which will only be used on a larger scale.

Keywords: milk thistle, silymarin, dermocosmetics
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Aktywnos¢ biologiczna amigdaliny

1. Wprowadzenie

Glikozydy cyjanogenne (nitrylozydy) to zwigzki chemiczne produkowane przez wiele
gatunkow roslin nalezacych do r6znych rodzin botanicznych, m.in. len zwyczajny (Linum
usitatissimum L.) [1], koniczyng biata (Trifolium repens L.) [2], maniok jadalny (Manihot
esculenta Crantz) [3] czy migdatowiec pospolity (Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb) [4].
Zwiazki te s3 magazynowane w wakuolach i uwalniane oraz aktywowane przez cyto-
plazmatyczne enzymy w przypadku ataku rosliny przez fitofagi [5]. B-Glukozydazy oraz
a-hydroksynitrylazy prowadza do degradacji nitrylozydow, powodujac uwolnienie
toksycznego cyjanowodoru [5, 6]. Przechowywanie glikozydow cyjanogennych w postaci
nieaktywnej w wakuolach zapobiega uszkodzeniu rosliny w normalnych warunkach.
Nitrylozydy moga odpowiada¢ za kontrole kielkowania, tworzenie pakoéw, transport
wegla i azotu oraz dziala¢ jako przeciwutleniacze [S]. Jednym z najbardziej znanych
nitrylozydow jest amigdalina, ktorg po raz pierwszy wyizolowali z gorzkich migdatow
w latach 30. XIX wieku francuscy chemicy P.J. Robiquet i A.F. Boutron-Charlard [7].

Amigdalina jest naturalnym glikozydem cyjanogennym, w ktorym aglikon stanowi
2-hydroksy-2-fenyloacetonitryl (tzw. mandelonitryl). Czg$¢ cukrowa amigdaliny stanowi
gencjobioza, czyli 2 czasteczki B-D-glukopiranozy potaczone wigzaniem f3-1,6-glikozy-
dowym (rys. 1). Nazwa chemiczna amigdaliny zalecana przez IUPAC to (2R)-[(6-O--
D-glukopiranozylo-p-D-glukopiranozylo)oksy]fenyloacetonitryl, a jej wzor sumaryczny
to CoH27NO11 [8]

_ Rysunek 1. Wz6r strukturalny amigdaliny
Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie [8].

Najwazniejszym naturalnym zrédtem amigdaliny sg nasiona roslin z rodziny ré6zowa-
tych (Rosaceae Juss.). Zawarto$¢ amigdaliny rézni si¢ znacznie miedzy poszczegdInymi
gatunkami. Najobficiej wystepuje ona w nasionach owocow migdatowca pospolitego
(Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb). Gorzki smak wewngtrznej czesci nasienia migdatow
jest cecha recesywna, a zmiana w recesywnym genie Sweet kernel [Sk] powoduje, ze
stodkie i potgorzkie migdaly zawieraja mniej amigdaliny [4]. Zawarto$¢ amigdaliny

1 kryswol327@student.polsl.pl, Wydziat Chemiczny, Politechnika Slaska.
2 gabriela.pastuch-gawolek@polsl.pl, Katedra Chemii Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii, Wydziat
Chemiczny, Politechnika Slaska.
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w gorzkich migdatach waha sie od 33 g/kg do 54 g/kg w zaleznosci od odmiany,
w przypadku polgorzkich migdatow wartosé ta znaczaco spada (od 0,5 g/kg do 1,8 g/kg),
za$ w odmianach stodkich jej srednia zawarto§¢ wynosi juz tylko 0,063 g/kg [9].

Zawartos¢ amigdaliny w nasionach innych przedstawicieli rozowatych (Rosaceae)
jest znacznie nizsza, a jej najwigksza Srednig zawarto$¢ maja nasiona zielonej $liwki
(17,5 g/kg), moreli stodkiej (14,4 g/kg), czarnej sliwki (10 g/kg), brzoskwini (6,8 g/kg),
czerwonej wisni (3,9 g/kg), jablka (3 g/kg), czarnej wisni (2,7 g/kg) i gruszki (1,3 g/kg)
[10]. W przypadku moreli gorzkiej zawarto$¢ amigdaliny w zalezno$ci od odmiany waha
si¢ w przedziale od 44 g/kg do 64 g/kg [11]. Zawarto$¢ amigdaliny w poszczegolnych
nasionach w znacznej mierze zalezy od odmiany, regionu wystepowania, czynnikow
srodowiskowych, a takze praktyki uprawy [10].

Obecno$¢ amigdaliny, obok innych glikozydow cyjanogennych, wykryto u kabaczka
(Cucurbita) z rodziny dyniowatych (Cucurbitaceae Juss.), ale rtowniez u przedstawicieli
motylkowatych (Fabaceae Lindl.), np. w grochu (Pisum), wilczomleczowatych (Euphor-
biaceae Juss.), np. manioku (Manihot), a takze w roslinach z rodziny wiechlinowatych
(Poaceae (R. Br.) Barnh.), np. w nasionach prosa (Panicum) i sorgo (Sorghum) [10, 12].

Pierwsze potwierdzone doniesienia o podawaniu amigdaliny chorym w USA siegaja
lat 20. XX wieku [13]. Natomiast juz w latach 70. XX wieku stosowanie amigdaliny
bylo jedna z najpowszechniejszych niekonwencjonalnych terapii przeciwnowotworowych —
do 1978 roku stosowato jg niemal 70 tysigcy chorych na raka Amerykanow [14].

Tematyka zwigzana z mozliwoscig wykorzystania amigdaliny w terapii przeciw-
nowotworowej byta obiektem zainteresowania wielu badaczy, a liczne badania po§wigcone
tej kwestii staty si¢ przedmiotem kilku interesujgcych przegladowych prac naukowych
[8, 15-19]. Jednakze wcigz nie ma jednoznacznego stanowiska co do skutecznosci i bez-
pieczefistwa stosowania amigdaliny w terapii przeciwnowotworowej. W zwiazku z tym
tematyka ta pozostaje nadal przedmiotem badan i dyskusji w srodowisku naukowym.

Celem niniejszej publikacji jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy dotyczacej
zastosowania amigdaliny w terapii przeciwnowotworowej, podstawowych mechanizmow
jej dziatania oraz oceny skuteczno$ci w leczeniu roznych typow nowotwordéw. Przedsta-
wiono takze analizg profilu toksykologicznego oraz omdwiono potencjalne cele dziatania
amigdaliny wynikajace z jej biologicznej aktywnosci. Nacisk polozono na najnowsze
aktualizacje badan nad amigdaling w celu mozliwie najlepszej oceny jej wlasciwosci
farmakologicznych.

2. Enzymatyczna hydroliza amigdaliny

Reakcja hydrolizy amigdaliny zachodzi w co najmniej 3 etapach (rys. 2). Pierwszy
etap obejmuje rozerwanie wigzania [3-(1-6)-glikozydowego gencjobiozy, w wyniku czego
powstaje prunazyna (B-glukozyd D-(-)-mandelonitrylu) oraz glukoza. W 2. etapie pruna-
zyna hydrolizuje do (+)-mandelonitrylu oraz glukozy. W ostatnim etapie (+)-mande-
lonitryl jest rozktadany do benzaldehydu oraz cyjanowodoru [20, 21]. W przypadku
roélin udziat w hydrolizie amigdaliny biorg kolejno 2 wysoce specyficzne enzymy,
B-glukozydaza amigdaliny (EC 3.2.1.117) oraz -glukozydaza prunazyny (EC 3.2.1.118)
[22, 23]. Powstaly mandelonitryl jest natomiast rozktadany pod wplywem liazy mande-
lonitrylu (EC 4.1.2.10) [24]. W przypadku cztowieka zostaty opisane 2 rdzne szlaki meta-
boliczne amigdaliny podawanej doustnie. Pierwszy szlak zostat opisany jako metabolizm
pierwszego przejécia amigdaliny do prunazyny przez odszczepienie koficowej reszty
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glukozy w wyniku dziatania B(1-6)-glukozydazy w proksymalnej cze$ci jelita cienkiego.
Drugim szlakiem jest calkowita hydroliza amigdaliny do glukozy, benzaldehydu i cyja-
nowodoru pod wptywem B-glukozydazy wytwarzanej przez mikroflore okreznicy [25].
Enzymem biorgcym udziat w hydrolizie amigdaliny w organizmie czlowieka jest
B-glukozydaza, zwana tez emulsyna (EC 3.2.1.21), wykazujaca szerokg specyficznosc¢
dla B-D-glukozydow [26]. W organizmie ludzkim mandelonitryl jest niestabilny i sponta-
nicznie ulega rozktadowi z wytworzeniem cyjanowodoru i benzaldehydu [15]. Poczatkowe
2 etapy hydrolizy, prowadzace do otrzymania mandelonitrylu, zachodza w $rodowisku
kwasnym, natomiast rozktad mandelonitrylu do benzaldehydu i cyjanowodoru ma miejsce
w $rodowisku alkalicznym [27].

Hoﬁ,
HO 8] B-Glukozydaza D-Glukoza
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Rysur]ek 2. Schemat enzymatycznej hydrolizy amigdaliny
Zrodlo: opracowanie wlasne na podstawie [15].

3. Aktywnos¢ biologiczna amigdaliny

Obecnos$¢ cyjanowodoru i benzaldehydu w strukturze amigdaliny decyduje o jej aktyw-
nosci biologicznej. Wskutek kontaktu amigdaliny z enzymami, ktore ja hydrolizuja, pod-
czas maceracji tkanek ro$liny zawierajgcej glikozydy cyjanogenne nastepuje uwalnianie
cyjanowodoru. U ludzi powstawanie cyjanowodoru jest powodowane przez mikroflore
bakteryjna jelita, ktora jest zdolna do wytwarzania B-glukozydazy [26, 28, 29].

3.1. Dzialanie i detoksykacja w organizmie

W wyniku catkowitej hydrolizy 1 g amigdaliny uwalnia si¢ 59 mg cyjanowodoru
[30]. Cyjanowodor, wigzac si¢ z miejscem aktywnym oksydazy cytochromu C (zawieraja-
cym jony zelaza Fe**), hamuje funkcjonowanie biatka oraz metabolizm tlenu, prowadzac
do ,;uduszenia si¢” komorki [31]. Okoto 80% cyjanowodoru ulega detoksykacji w watrobie
[31]. Jest to mozliwe dzigki obecnosci w mitochondriach enzymu rodanazy (EC 2.8.1.1)
[7], ktora przeksztatca cyjanki w mniej toksyczne tiocyjaniany wydalane z moczem [16].
Niezbedna do tej reakcji siarka jest pobierana z innych zwigzkow, np. tiosiarczanow.
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Tiocyjaniany nie blokujg transportu elektronéw w mitochondrialnym tancuchu odde-
chowym [32]. Zawarto$¢ rodanazy w komorkach nowotworowych jest znacznie nizsza
niz w komérkach zdrowych, a zatem komorki nowotworowe majg ograniczong zdolnos¢
do detoksykacji cyjanowodoru [33]. Glikoliza beztlenowa jest dominujacym szlakiem
metabolicznym w komoérkach nowotworowych. W efekcie powstate kwasne srodowisko,
wywotane syntezg kwasu mlekowego, zwigksza aktywno$¢ B-glukozydazy, co skutkuje
zwiekszong produkcja cyjanowodoru w komoérkach nowotworowych 1 wzmocnieniem
procesu apoptozy komorki [34].

Metabolizm cyjanowodoru w Zywym organizmie moze przebiegac na rozne sposoby.
Jeden z nich obejmuje polaczenie cyjanowodoru z hydroksykobalaming i utworzenie
cyjanokobalaminy (witaminy Ba,) [16]. Pozostate jony cyjankowe sg utleniane do mrow-
czandéw 1 dwutlenku wegla. Mrowczany sa wydalane z moczem, a dwutlenek wegla
przez phuca [16]. Niewielka ilo$¢ cyjankow taczy sie¢ rowniez z L-cysteing, tworzac kwas
2-amino-2-tiazolino-4-karboksylowy (ATCA). Ten szlak odpowiada za okoto 15%
metabolizmu cyjankow [35]. Tiocyjaniany i ATCA sa chemicznie stabilnymi metabo-
litami i zostaja ostatecznie wydalone z moczem [36]. Innym szlakiem detoksykacji jest
reakcja cyjanku z endogennym o-ketoglutaranem (a-KG) z wytworzeniem cyjanohydryny
a-ketoglutaranu (a-KGCN). Zaktada sig, ze szlak ten staje sie¢ wazny, gdy szlaki tiocy-
janianu oraz ATCA sg przecigzone [37]. Mozliwe drogi detoksykacji cyjankow przed-
stawiono na rysunku 3.
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/ HO ATCA
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Rysunek 3. Detoksykacja jonéw cyjankowych
Zro6dlo: opracowanie wlasne na podstawie [30].

Podczas gdy tworzenie ATCA i a-KGCN przebiega bez udzialu enzyméw, gtowny
szlak detoksykacji cyjanku, tj. tworzenie tiocyjanianu, odbywa si¢ za posrednictwem 3
enzyméw. Pierwszym enzymem jest wspomniana wczesniej rodanaza, ktdra przenosi
siarke ze zrodta siarki sulfanowej do cyjanku [38]. Enzym 2., tj. siarkotransferaza
3-merkaptopirogronianowo-cyjankowa (EC 2.8.1.2, MPST), katalizuje przenoszenie
siarki z 3-merkaptopirogronianu na siarczyny i cyjanki [39]. W ten sposéb MPST moze
dostarcza¢ tiosiarczan do rodanu, ale takze bezposrednio przeksztatca¢ cyjanek w tio-
cyjanian. Z kolei 3. enzym, y-liaza cystationowa (EC 4.4.1.1.), przeksztalca cysteing
W tiocysteine, bedaca donorem siarki sulfanowej dla rodanku [40]. Ponadto przeprowa-
dzone badania wskazuja, ze rowniez kwas liponowy moze bra¢ udziat w detoksykacji
cyjankow, zwigkszajgc szybko$¢ wydalania tiocyjanianu [32].
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3.2. Problem toksycznoS$ci amigdaliny

Sama amigdalina nie jest zwigzkiem toksycznym, dopiero koncowe produkty jej
hydrolizy — benzaldehyd oraz, w szczegdlnosci, cyjanowodoér wykazuja wlasciwosci
toksyczne [10, 17, 41]. Wytwarzany cyjanowodor moze wywolaé toksyczne dziatanie
0 roznym nasileniu, ktore zalezy od wielu czynnikow, takich jak podana dawka, droga
podania, wiek, masa ciata oraz ogélny stan organizmu. Doustne podanie amigdaliny
wywoluje wigksza toksycznos¢ niz podanie droga dozylng. Srednia dawka $miertelna
(LD50) amigdaliny po podaniu doustnym szczurom wynosi 880 mg/kg masy ciata [17].
Droga iniekcji moze prowadzi¢ do mniejszej toksycznosci cyjanowodoru ze wzgledu na
mniejszg aktywnos$¢ B-glukozydazy i rodanazy [42-46]. Doustna dawka amigdaliny
ponizej 1 g dziennie jest catkowicie bezpieczna dla organizmu [41, 47]. Wstrzyknigcie
amigdaliny dozylnie w dawkach 6, 9 i 18 mg/kg zwigksza poziom cyjanowodoru we
krwi i moze prowadzi¢ do znacznego obnizenia poziomu kwasu mlekowego we krwi,
za co prawdopodobnie odpowiada zmniejszona, w wyniku obnizenia pH, aktywno$¢
enzymu dehydrogenazy mleczanowej [48-51].

Odnotowano kilka przypadkow ostrej toksyczno$ci po doustnym podaniu amigdaliny
wynikajacej z niemoznos$ci doktadnego dostosowania dawki w zaleznosci od indywi-
dualnych warunkéw pacjenta i jego mikrobioty jelitowej [52]. Aby lepiej zrozumieé
wplyw amigdaliny na zdrowie pacjentow, konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan
skupiajacych si¢ nie tylko na jej wlasciwosciach farmakologicznych i toksykologicznych,
jak wiekszo$¢ dotychczasowych badan [53-55], ale rOwniez na poznaniu mechanizmoéow
dzialania samej amigdaliny i ograniczeniu skutkow ubocznych jej stosowania.

Badania na zwierzetach nie dostarczajg solidnej podstawy do oceny zwigzanego
z toksycznoscig amigdaliny ostrego zagrozenia dla zdrowia cztowieka. U myszy, krolikow
1 ps6w najwyzsza dawka amigdaliny, ktéra nie wywoluje skutkoéw ubocznych, wynosi
3 g/kg przy podaniu dozylnym lub domigsniowym oraz 75 mg/kg przy podaniu doustnym
[18]. Natomiast maksymalna tolerowana dawka amigdaliny u ludzi po podaniu dozyl-
nym wynosi okoto 70 mg/kg [18].

Nalezy unika¢ jednoczesnego przyjmowania amigdaliny i witamin, zwlaszcza wita-
miny C, ktora moze nasila¢ konwersj¢ amigdaliny do cyjanku i zwigkszac¢ jej toksyczne
dziatanie w organizmie. Istnieja dowody na to, ze duze dawki witaminy C obnizajg poziom
cysteiny, ktora jest zaangazowana w proces detoksykacji cyjanku do tiocyjanianu [52,
56, 57].

Po podaniu doustnym amigdalina ulega hydrolizie wywotywanej przez -glukozydaze,
w wyniku czego stezenie amigdaliny we krwi jest niskie, a st¢zenie cyjankow oraz pru-
nazyny wzrasta [15]. Natomiast po podaniu dozylnym stezenie amigdaliny we krwi jest
wysokie, a cyjankow praktycznie si¢ nie wykrywa [58]. W przypadku infuzji dozylnych
amigdalina jest wydalana gtéwnie w swojej pierwotnej postaci z moczem [59]. Dozylna
infuzja amigdaliny moze omina¢ degradacje enzymatyczng w przewodzie pokarmowym
i nie powodowac¢ toksycznos$ci cyjankowej zwigzanej z rozktadem amigdaliny, podczas
gdy podawanie doustne powoduje znaczacy wzrost poziomu cyjankow we krwi [60].

3.3. Wplyw na uklad odpornosciowy

Amigdalina w dawkach od 25 pg/ml do 400 pug/ml powoduje zwiekszone wydzie-
lanie polihydroksyalkanianéw w wyniku proliferacji limfocytow T we krwi [61]. Proces
ten przyczynia si¢ do zwiekszenia wydzielania interleukiny 2 (IL-2), bedacej cytoking
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odpowiedzialng za wzrost limfocytow T oraz interferonu y (IFN-y), czyli biatek produ-
kowanych przez komorki w wyniku obecnosci patogenéw. Zahamowane zostaje wy-
dzielanie transformujacego czynnika wzrostu beta 1 (TGF-B1), ktory przyczynia si¢ do
odpowiedniego kontrolowania wzrostu i réznicowania komorek. Ostatecznie efektem
dziatania amigdaliny jest poprawa funkcji odpornosciowych organizmu. W badaniach
in vivo na szczurach z przeszczepiong nerkg amigdalina (w dawce 10 mg/kg dootrzew-
nowo) hamowata proliferacje komorek odpornosciowych, wywierata dziatanie immuno-
supresyjne 1 wydtuzala czas przezycia szczurow [61, 62]. Jednakze w innym badaniu,
przeprowadzonym na myszach z przeszczepiong nerka, ta sama ilos¢ amigdaliny zmniej-
szata aktywno$¢ immunosupresyjng [61, 63]. Ponadto amigdalina (w dawce 5 mg/kg
dootrzewnowo) wptywata na lokalng aktywnos$¢ komorek odpornos$ciowych i znaczaco
zmniejszata ogniska endometriozy [64]. Wigkszo$¢ badan potwierdza zwigkszenie wy-
dajnosci komorek odpornosciowych przez amigdaling, ale w niektorych przypadkach
zaobserwowano rowniez zwiekszenie szansy powodzenia przeszczepow [65-67].
W zwiazku z tym, aby zweryfikowac te sprzeczne wyniki, konieczne jest przeprowadzenie
wiekszej ilosci badan in vivo na zwierzetach.

3.4. Dzialanie przeciwzwloknieniowe

Glownymi przyczynami zwioknienia §rodmigzszowego nerek sg hiperplazja fibro-
blastow nerek (KFB) oraz nadmierna ilo§¢ macierzy pozakomorkowej (ECM). Transfor-
mujacy czynnik wzrostu Bl (TGF-Bl) moze przeksztatca¢ nieaktywne fibroblasty
nerkowe w miofibroblasty [68]. W badaniach na ludzkich komorkach KFB stwierdzono,
ze amigdalina w zakresie stezen od 25 pg/ml do 200 pg/ml hamuje proliferacje fibro-
blastow w sposob zalezny od stezenia [61]. Ponadto amigdalina w zakresie stezen od
50 pg/ml do 400 pg/ml moze hamowaé wydzielanie TGF-B1 w limfocytach krwi obwo-
dowej stymulowanych przez fitohemaglutyning w sposéb zalezny od stgzenia [60, 62].
W badaniach in vivo na szczurach z jednostronng niedroznos$cig moczowodu stwierdzono,
ze amigdalina podawana dootrzewnowo w dawkach 3 mg/kg i 5 mg/kg zmniejsza roz-
legto$¢ zmian cewkowo-§roédmigzszowych [61].

Zwldknienie watroby cechuje si¢ nadmierng produkcja i odktadaniem biatek ECM
[69]. Glownymi czynnikami progresji zwloknienia watroby sa TGF-B oraz czynnik
wzrostu tkanki tgcznej (CTGF) [70]. W badaniach in vitro wykazano, ze amigdalina
(w stezeniu 200 pg/ml; po 48 godzinach i 72 godzinach) obniza poziomy ekspresji
MRNA CTGF oraz TGF-B w komoérkach gwiazdzistych watroby [71]. W innym badaniu
amigdalina (w zakresie stezen od 5 mol/l do 10 mol/l) znaczagco hamowata ekspresje
plytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGF) oraz mRNA insulinopodobnego czynnika
wzrostu (IGF) [62]. Badania te wskazuja, ze amigdalina moze by¢ nowym $rodkiem
terapeutycznym stosowanym w przypadku zwldknienia watroby.

Dootrzewnowe podanie amigdaliny w dawce 48 mg znacznie zmniejszato ilo$¢ kola-
genu w phucach i ceruloplazminy w surowicy u szczuréw z indukowanym przez SiO>
zwloknieniem ptuc [72]. W badaniu na szczurach ze zwtdknieniem ptuc wywotanym
przez bleomycyne podanie dootrzewnowe amigdaliny w dawce 15 mg/kg skutkowato
zmniejszeniem ekspresji kolagenu typu | i typu 111 [73].

W badaniu in vivo stwierdzono, ze dozylne podawanie amigdaliny w dawce 10 mg/kg
szczurom z przewlektym zapaleniem trzustki wywotanym dichlorkiem dibutylocyny
prowadzi do zwickszenia masy ciata oraz przeptywu krwi przez trzustkg. Dodatkowo
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zaobserwowano zmniejszenie zwidknienia trzustki oraz zniszczenia zrazikow, a takze
obnizenie ekspresji a-aktyny miesni gladkich, PDGF-BB, TGF-B1 i endoteliny-1 oraz
zwigkszenie ekspresji peptydu zwigzanego z genem kalcytoniny [74].

3.5. Dzialanie przeciwzapalne i przeciwbdélowe

Makrofagi indukujg wydzielanie cytokin prozapalnych, takich jak czynnik martwicy
nowotworu-o. (TNF-a), IL-1B, IL-6 oraz IL-12 [75, 76]. Podczas reakcji zapalnej
uwalniane sg czynniki zapalne IL.-23, chemokina 2 oraz chemokina 5, ktore aktywuja
szlaki sygnatowe jadrowego czynnika transkrypcyjnego kappa B (NF-kB) oraz kinaz
p38 [77]. Aktywowany mitogenem szlak sygnatowy kinazy biatkowej p38 (MAPK) jest
jednym z czynnikow transkrypcyjnych NF-kB, ktory aktywuje ekspresje czynnikow pro-
zapalnych w odpowiedzi na r6zne bodzce. Nadaktywna sygnalizacja p38 MAPK/NF-kB
odgrywa istotng role w stanach zapalnych choroby [77].

W badaniu in vitro na mysich komérkach mikrogleju BV2 wykazano, ze amigdalina
moze zmniejsza¢ produkcje prostaglandyn E2, poziom cyklooksygenazy-1 (COX-1),
cyklooksygenazy-2 (COX-2) oraz mRNA indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS)
[77]. W mysich makrofagach otrzewnowych (RAW264.7) amigdalina w stezeniu
50 mmol/l znaczaco obnizata ekspresje IL-17A, IL-23, mRNA chemokiny 2 i chemokiny
5 oraz poziom biatka p-p38 [78]. Natomiast w badaniu in vivo na myszach podawana
dootrzewnowo amigdalina w zakresie dawek od 0,5 mg/kg do 2 mg/kg znacznie zmniej-
szala ostre uszkodzenie ptuc wywotane lipopolisacharydem (LPS), a efekt ten zwigzany
byt ze zmniejszeniem poziomu TNF-a, IL-1B, IL-6 oraz NF-«xB [79].

B0l jest jednym z objawow stanu zapalnego, ktory moze wystapi¢ w wyniku pobudze-
nia receptoréw bolowych przez cytokiny, ktore sg uwalniane podczas procesu zapalnego
[80]. Amigdalina zmniejsza ekspresj¢ mRNA IL-1B oraz TNF-a i tagodzi odpowiedz
bolowa komorek RAW264.7, indukowang LPS [81]. W badaniu in vivo amigdalina
w dawce 0,005 mg/kg podana domig$niowo ztagodzita bol u szczuréw z zapaleniem
stawow wywotanym karagening [81]. W teScie wicia si¢ myszy (model bolu wywotanego
kwasem octowym) wykazano, ze dziatanie przeciwbolowe amigdaliny w dawkach 100
i 300 mg/kg zaczyna si¢ po oK. 30-45 minutach od podania doustnego, osiggajac szczyt
skutecznosci po uptywie od 1,5 godziny do 2 godzin (bez efektow tolerancji na lek) [82].
Wyniki badan wskazuja, ze amigdalina moze by¢ stosowana jako $rodek przeciwbolowy
o0 dziataniu antynocyceptywnym i przeciwzapalnym.

3.6. Dzialanie przeciwbakteryjne, przeciwpasozytnicze i przeciwwirusowe

Amigdalina moze stanowi¢ alternatywe dla syntetycznych antybiotykow, ktorych
powszechne stosowanie stopniowo wptywa na zwigkszajaca si¢ oporno$¢ bakterii na
antybiotykoterapie¢ [83]. Ekstrakt z nasion i owocow moreli wykazuje aktywno$¢ przeciw-
bakteryjna in vitro wzgledem bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych, a takze
grzybow [84, 85]. Amigdalina hamuje rowniez wzrost pratkow gruzlicy (Mycobacterium
tuberculosis) oraz bakterii Helicobacter pylori [86, 87]. Ekstrakt z moreli wykazuje takze
dziatanie przeciwpasozytnicze wobec wiciowcow, m.in. leiszmanii tropikalnej (Leishmania
tropica), hamujac wzrost promastigotow i amastigotow [88]. Ekstrakty z nasion wykazuja
takze dzialanie przeciwwirusowe wzgledem wirusa grypy typu A: HiN; oraz hamujacy
wplyw na proteazg HIV-1 [89].
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3.7. Dzialanie przeciwastmatyczne

Rozpad amigdaliny i powstanie cyjanowodoru wptywa na syntez¢ plucnych surfak-
tantow, co moze przyczyniac si¢ do uspokojenia ruchow oddechowych [19]. W badaniu
wykazano, ze amigdalina sprzyja namnazaniu komorek nabtonka pecherzykéw ptucnych
typu II (AECII) wystawionych na dziatanie powietrza, a najlepsze wyniki uzyskano dla
stezenia roztworu amigdaliny 200 pmol/I [19].

W innym badaniu stwierdzono, ze podawanie amigdaliny w dawkach 100, 200
1400 pg/ml zwigksza zywotnos¢ komorek nabtonka oskrzeli BEAS-2B narazonych na
LPS (w dawce 25 pg/ml), ktore sa modelem astmy typu kaszel (CVA), w poréwnaniu
z komorkami nietraktowanymi amigdaling. Ponadto amigdalina przeciwdziala apoptozie
wywotanej przez LPS, ogranicza odpowiedzi zapalne (syntezg prozapalnych cytokin),
a takze zmniejsza produkcj¢ biatka §luzu oraz hamuje szlak sygnatowy kompleksoéw
biatkowych TLR4/NF-kB w komérkach BEAS-2B [90].

3.8. Efekt przeciwmiazdzycowy

W badaniu in vivo stwierdzono, ze dootrzewnowe podanie amigdaliny w dawce 1 mg/kg
myszom z unieczynnionym genem apolipoproteiny E obniza poziomy cholesterolu cat-
kowitego, trojgliceryddw, cholesterolu lipoprotein o malej gegstosci, metaloproteinazy-2
oraz metaloproteinazy-9 macierzy i promuje apoptoze komorek blaszki miazdzycowe;j
[91]. Amigdalina moze réwniez ogranicza¢ postep miazdzycy u myszy z niedoborem
apolipoproteiny E poprzez indukcje regulatorowych limfocytow T oraz tagodzi¢ postep
miazdzycy, hamujac ekspresje i aktywno$¢ receptorow toll-podobnych [91, 92]. Do-
otrzewnowe podanie amigdaliny w dawce 3 g/kg myszom ze stresem retikulum $rod-
plazmatycznego, indukowanym przez wstrzyknigcie tunikamycyny, zwickszato poziomy
transaminazy alaninowej, transaminazy asparaginianowej oraz lipidow w surowicy [93].
W badaniu klinicznym przeprowadzonym na ochotnikach spozywajacych owoce moreli
(w ilosci 200 g dziennie przez 3 tygodnie) wykazano umiarkowane obnizenie poziomu
trojglicerydow, cholesterolu catkowitego, LDL, VLDL oraz znaczny wzrost poziomu
HDL w osoczu [94].

3.9. Dzialanie kardioprotekcyjne

W badaniu in vivo na szczurach z przerostem migénia sercowego wywotanym
izoproterenolem stwierdzono, ze dootrzewnowe podanie amigdaliny w dawce 40 mg/kg
wywiera ochronny wptyw na przerost migsnia sercowego, zmniejszajac poziomy hydro-
ksyproliny, dialdehydu malonowego oraz aktywnosci kinazy kreatynowej [95]. Ponadto
amigdalina powoduje wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej oraz w efekcie
skutecznie hamuje przerost migsnia sercowego, szlak transdukcji sygnatu i proliferacje
kolagenu w migéniu sercowym, co $wiadczy o jej dziataniu antyoksydacyjnym i kardio-
protekcyjnym [95]. W badaniu in vivo na myszach z hiperglikemig indukowang allo-
ksanem wykazano, ze amigdalina moze réwniez obniza¢ poziom glukozy we krwi [96].

3.10. Ograniczenie neurodegeneracji

Dane literaturowe wskazuja, ze w szczurzych komoérkach guza chromochtonnego
PC12 amigdalina w zakresie stgzen od 2,5 mmol/l do 20 mmol/l moze stymulowac
wzrost neurytow i chroni¢ komorki przed neurotoksycznoscia indukowana przez oksydo-
paming (6-OHDA) poprzez zwigkszenie ekspres;ji kalretikuliny [97]. Ponadto amigdalina
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w zakresie stezen od 0,003 mmol/l do 0,020 mmol/l indukowata aktywacj¢ kinazy Akt
w komorkach PC12, co wskazuje na jej wtasciwosci neurotroficzne [98]. Wyniki suge-
ruja, ze amigdalina moze mie¢ potencjat w leczeniu chordb neurodegeneracyjnych, takich
jak choroba Parkinsona.

3.11. Rola w ukladzie plciowym

Amigdalina w dawce 10 mg/ml stymulowata uwalnianie czasteczek regulujacych
steroidy (estradiol-17p) w komorkach ziarnistych jajnika $wini [99]. W badaniu in vitro
na probkach nasienia pobranych od bykow holsztynskich stwierdzono, ze amigdalina
w zakresie stezen od 0,4 mmol/l do 2 mmol/l zmniejsza aktywno$¢ hialuronidazy
i ruchliwo$¢ plemnikow [100]. W badaniu in vivo na myszach z zaburzong aktywnoscia
spermatogenezy indukowang octanem otowiu wykazano, ze dootrzewnowe podanie
amigdaliny w dawkach od 15 mg/kg do 30 mg/kg zwigksza aktywnos¢ ATPazy, dysmu-
tazy ponadtlenkowe;j i poziom testosteronu w tkankach jader. Stabilizuje réwniez blong
komorkowa poprzez dziatanie przeciwutleniajace, obniza poziom tlenku azotu i mediatorow
zapalnych, zwigksza gestos¢ plemnikow, ogranicza ich deformacje i przywraca prawi-
dlowa aktywno$¢ spermatogenezy u myszy narazonych na dziatanie octanu [101].

3.12. Rola w ukladzie trawiennym

Benzaldehyd powstajacy w wyniku rozkladu amigdaliny odgrywa istotng role
w hamowaniu aktywno$ci pepsyny i cyklu trawienia. Zwiazek ten jest niezbgdny w le-
czeniu ostrych i zanikowych chor6b zotadka u myszy [102]. W badaniu in vivo na szczu-
rach z wrzodami zotadka indukowanymi podawaniem alkoholu stwierdzono, ze amigdalina
chroni btong $luzowa poprzez wspomaganie gojenia, hamowanie aktywnosci pepsyny,
wytwarzanie tlenku azotu oraz supresje TNF-o [103]. Ponadto w badaniu na myszach
z wrzodami zotadka wywotanymi stresem zwigzanym z obnizong temperatura zaobser-
wowano, ze amigdalina podawana dootrzewnowo w dawkach 20 mg/kg i 40 mg/kg
moze tagodzi¢ wrzody zotadka [103]. Amigdalina podnosi réwniez aktywnos$¢ enzymow
trzustkowych oraz zwigksza wydzielanie insuliny, co prowadzi do obnizenia poziomu
glukozy we krwi [26].

4. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa amigdaliny

Przeciwnowotworowe dziatanie amigdaliny skupia si¢ przede wszystkim na pro-
dukcji substancji toksycznej, jaka jest cyjanowodor, ktory indukuje apoptoze i reguluje
cykl komorkowy w celu zmniejszenia aktywnosci komorek nowotworowych oraz regulacji
funkcji immunologicznych.

4.1. Wywolywanie apoptozy komorki nowotworowej

Na apoptozg znaczacy wplyw maja aktywnosci biatek z rodziny Bcl-2 oraz proteazy
cysteinowe (rys. 4). Apoptozie zapobiega ekspresja przeciwapoptotycznego biatka Bcl-2
regulujacego proces $mierci komorki. Biatko X zwiazane z Bel-2 (Bax) jest biatkiem
proapoptotycznym, ktérego wysoka ekspresja promuje $mieré komorki. Amigdalina
aktywuje proapoptotyczng czasteczke sygnatowa p38 kinazy bialkowej, co powoduje
aktywacj¢ Bax oraz inhibicj¢ Bcl-2. Aktywacja kaspazy-3, zainicjowana przez cytozo-
lowga replikacj¢ biatka Bax i uwolnienie cytochromu C, jest glownym mechanizmem
apoptozy komorek [104, 105]. Polimeraza poli(ADP-rybozy) (PARP) jest enzymem
biorgcym udziat w naprawie DNA, ktdry podczas procesu apoptozy staje si¢ substratem
do produkcji kaspazy-3, co inicjuje pekanie nici DNA [106].
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Rysunek 4. Indukowanie apoptozy przez amigdaling
Zrédto: opracowanie wlasne na podstawie [65].

W komorkach nowotworowych gruczotu krokowego DU 145 (opornych na kastracje)
oraz LNCaP (wrazliwych na kastracje) amigdalina w zakresie stezen od 0,1 mg/ml do
10 mg/ml zmniejszata ekspresj¢ biatka Bcl-2 oraz zwickszata ekspresje biatka Bax.
Poprawiata takze aktywno$¢ enzymu kaspazy-3 [106]. Stezenie amigdaliny wywotujace
apoptoze 50% komorek nowotworowych (ICsp) w badaniu in vitro oznaczono na
poziomie 10 mg/ml (po 24 godzinach) [106].

W komorkach potrojnie ujemnego raka piersi Hs578T z nadekspresja receptora
ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu 2 (HER2) amigdalina (w st¢zeniach w za-
kresie od 10 mg/ml do 40 mg/ml) wptywata znaczaco na obnizenie ekspresji Bcl-2,
podwyzszenie ekspresji Bax oraz rozszczepienie kaspazy-3 i PARP. Aktywowata rowniez
proapoptotyczna czasteczke sygnatowa p38 kinazy biatkowej (p38 MAPK) w komor-
kach Hs578T, prowadzac do apoptozy komoérek nowotworowych [104]. Wartos¢ ICsp
po 24-godzinnym traktowaniu amigdaling komorek Hs578T oznaczono na poziomie
60 mg/ml [104].

W liniach komoérkowych ludzkiego raka piersi SK-BR-3 z nadekspresja HER2
amigdalina (w zakresie stgzen 0od 5 mg/ml do 20 mg/ml) indukowata $mier¢ apopto-
tyczna poprzez zwigkszanie poziomu biatka Bax oraz zmniejszanie ekspres;ji biatka Bel-
2 [107]. Stwierdzono, ze moze takze wigzac si¢ z miejscami aktywnymi aminokwasow
w biatkach Bcl-2 oraz HER2 poprzez wigzania wodorowe i oddziatywania hydrofobowe.
Warto$¢ ICsp po 24-godzinnym traktowaniu amigdaling komorek SK-BR-3 oznaczono
na poziomie 10 mg/ml [107].

Obserwowano rowniez, ze w liniach komorkowych ludzkiego raka szyjki macicy
(HeLa) amigdalina w stezeniach z zakresu od 1,25 mg/ml do 20 mg/ml indukowata
apoptoze komorek nowotworowych poprzez zwickszenie ekspresji biatek Bax oraz
aktywnosci kaspazy-3, a takze zmniejszenie poziomu biatek Bcl-2 [108]. Przezywalnos¢
komorek Hela zmieniala si¢ w zaleznosci od zastosowanego stezenia amigdaliny. Warto$¢
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ICs0 p0 24-godzinnym traktowaniu amigdaling komorek Hela oznaczono na poziomie
20 mg/ml [108]. W przypadku zdrowych komorek FL traktowanych amigdaling w ba-
danym zakresie st¢zen nie zaobserwowano istotnych zmian w liczbie komorek [108].

W badaniu in vivo samcom nagich myszy BALB/c z ksenoprzeszczepami komorek
nowotworowych HeLa podawano amigdaling (300 mg/kg) w dawkach 0,2 ml przez
14 dni [108]. Zaobserwowano 2-krotne zmniejszenie obj¢tosci guza u myszy leczonych
amigdaling w porownaniu do myszy, ktdrym podawano sol fizjologiczng. Masy ciata
W grupie leczonej amigdaling nie r6znily si¢ od grupy kontrolnej [108].

Z kolei w badaniu in vitro, w ktorym komorki ludzkiej biataczki promielocytowe;j
HL-60 traktowano amigdaling (w zakresie st¢zen 0od 1 mg/ml do 20 mg/ml) w potaczeniu
z B-glukozydaza, stwierdzono zmniejszony wskaznik przezywalno$ci komorek w zalez-
nos$ci od zastosowanej dawki oraz zahamowanie proliferacji komoérek nowotworowych
[109]. Warto$¢ ICs po 48-godzinnym traktowaniu amigdaling komorek HL.-60 w obecnos$ci
250 mM B-glukozydazy wyniosta 6,4 mg/ml. Natomiast warto$¢ ICsp po 48-godzinnym
traktowaniu wolng amigdaling oznaczono na poziomie 11 mg/ml [109].

W badaniu in vitro na komoérkach raka trzustki PANC-1 oraz komorkach nabtonko-
wych 293/KDR amigdalina (w zakresie st¢zen od 5 mg/ml do 40 mg/ml) po 48 godzinach
znaczaco zwickszata ekspresj¢ biatek Bax, aktywnos$¢ kaspazy-3 oraz zmniejszata eks-
presje bialek Bcl-2 w komorkach PANC-1 [110]. Taktowanie amigdaling linii komor-
kowej 293/KDR nie miato wptywu na ekspresje biatek z rodziny Bcl-2 oraz kaspazy-3.
Warto$¢ ICsp po 72-godzinnym traktowaniu amigdaling linii komérkowej PANC-1
0znaczono na poziomie 35 mg/ml. Amigdalina wykazata stosunkowo niskg cytotoksycz-
nos$¢ w stosunku do komorek 293/KDR — przezywalnos¢ zdrowych komorek po 72-go-
dzinnym traktowaniu amigdaling (w st¢zeniu 40 mg/ml) wyniosta 80% [110].

4.2. Hamowanie wzrostu komoérek nowotworowych

Amigdalina wptywa na przebieg cyklu komorkowego poprzez inhibicje aktywnosci
kinaz cyklinozaleznych CDKs tworzacych kompleksy ze sprzezonymi cyklinami. Wy-
wolana przez amigdaling supresja kinazy cdk2 oraz sprz¢zonej cykliny A, a takze kinazy
cdk4 oraz sprz¢zonej cykliny D3, bedacych waznym regulatorem przej$cia migdzy fazg
G1 afaza S, indukuje zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie przerwy G1/G0, powodujac
zahamowanie proliferacji i wzrostu komorek [65]. Amigdalina hamuje réwniez aktywnosc¢
kinaz cdkl oraz sprz¢zonych z nimi cyklin B, odpowiadajacych za regulacje progres;ji
z fazy G2 do fazy M, powodujac zablokowanie podzialu komorki w fazie G2 [65]. E2F
jest czynnikiem transkrypcyjnym biorgcym udziat w regulacji cyklu komoérkowego
i syntezy DNA, a jego celem sg kinazy zalezne od cyklin [111]. Biatko Rb jest biatkiem
supresorowym nowotworu zapobiegajacym nadmiernemu wzrostowi komoérek poprzez
hamowanie progresji cyklu komorkowego [111]. Biatko Rb wigze si¢ z domena akty-
wacyjng czynnika transkrypcyjnego E2F, utrzymujac komorke w fazie G1, tym samym
zapobiegajac progresji cyklu komorkowego. W przypadku fosforylacji biatek Rb, inicjo-
wanej przez cykling D oraz cdk4, po stymulacji czynnika wzrostu nastepuje aktywacja
E2F, ktory posredniczy w transaktywacji genow docelowych E2F utatwiajgcych przejscie
z fazy G1 do fazy S cyklu [65, 111]. Ponadto amigdalina inaktywuje kinazy mTOR,
ktore pelnig funkcje regulatora proliferacji komorek, a takze transkrypcji i translacji,
inaktywuje enzymy egzonukleazy 1 (EXO1) odpowiedzialne za naprawg helisy DNA,
zmniejsza aktywno$¢ dwuniciowej nukleazy naprawczej (MRE11A) odpowiadajacej za
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naprawe peknie¢ dwuniciowych DNA, a takze enzymu topoizomerazy 1 (TOP1) odpowie-
dzialnego za hydroliz¢ jednego wigzania — nacigcie jednej nici 1 usuwanie z czgsteczki
DNA superskretow [65]. Wptyw amigdaliny na blokowanie proliferacji komérek nowo-
tworowych przedstawiono na rysunku 5.

Amigdalina ‘

INHIBICJA Blokc':wame wzrostu
1 komdrek nowotworowych

l

(cdki ( cykiinaB )
(cdka(  CyklinaD3

S o

(" cdk2 | Cyklina A ) @

(Rb)
[ E2F T > E2F )
s ’
G2
Cykl
komérkowy

M,/ l . .
c1? Proliferacja ‘

Rysunek 5. Indukowanie apoptozy przez amigdaling
Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie [65].

W przypadku nowotwordw prostaty wysoce aktywny jest szlak kinazy biatkowej B
(AKT) ssaczego celu rapamycyny (mTOR), ktory odgrywa istotng role w rozwoju chordb
opornych na kastracje [112]. Amigdalina (w zakresie stezen od 1 mg/ml do 10 mg/ml)
W sposob zalezny od stgzenia zmniejszala tempo wzrostu oraz ostabiata tworzenie kolonii
komorek nowotworowych prostaty PC3 1 DU-145 opornych na kastracjg¢ oraz komorek
LNCaP wrazliwych na kastracje, nie wykazujac efektow ubocznych zwigzanych z tok-
sycznoscig [112]. Zaobserwowano spadek liczby komoérek w fazie G2/M i w fazie S oraz
wzrost liczby komorek fazy GO/G1 cyklu komoérkowego. Dwutygodniowe podawanie
amigdaliny obnizalo poziom kinaz zaleznych od cyklin cdk1, cdk2 i cdk4, co przyczyniato
si¢ do zahamowania wzrostu komorek nowotworowych. Wartosci ICso po 24-godzin-
nym traktowaniu amigdaling oznaczono na poziomie 10 mg/ml dla wszystkich badanych
rodzajow komoérek nowotworowych [112].

W ludzkich komorkach nowotworu okrgznicy SNU-C4 amigdalina (w zakresie
stezen od 0,25 mg/ml do 5 mg/ml) znaczaco obnizata poziom mRNA EXO1, MRE11A,
TOPI1 oraz mTOR, tym samym ograniczajac proliferacj¢ komorek nowotworowych
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SNU-C4 [113]. W najwyzszym badanym stezeniu amigdaliny 5 mg/ml zaobserwowano
zmniejszenie proliferacji komorek nowotworowych SNU-C4 o 30% w stosunku do
komorek nietraktowanych amigdaling [113].

W badaniu in vitro na liniach komdérkowych raka pecherza moczowego UMUC3,
RT112 i TCCSUP stwierdzono, ze amigdalina (w zakresie st¢zen od 1,25 mg/ml do
10 mg/ml) w sposob zalezny od stezenia zmniejsza wzrost i proliferacje komoérek we
wszystkich 3 liniach oraz znacznie op6znia progresj¢ cyklu koméorkowego, zatrzymujac
cykl w fazie GO/G1 [114]. Ponadto w badanym zakresie st¢zen amigdalina zmniejszata
aktywnos$ci kinazy cdk2 oraz cykliny A, a takze ekspresj¢ kinazy cdk4 w liniach
komoérkowych RT112 i TCCSUP [114]. W najwyzszym badanym stezeniu amigdaliny
(10 mg/ml) zaobserwowano zmniejszenie proliferacji wszystkich badanych rodzajow
komorek nowotworowych o 25% w stosunku do komorek nietraktowanych amigdaling
[114].

W badaniu in vitro stwierdzono, ze wodno-metanolowy ekstrakt z pestek moreli,
a takze frakcja zawierajgca amigdaling wykazuja dziatanie przeciwnowotworowe poprzez
indukowanie apoptozy, zmniejszanie proliferacji komorek, zwigkszanie obrony anty-
oksydacyjnej oraz zmniejszanie uwalniania czynnika prozapalnego TNF-a [115]. Dziatanie
antyproliferacyjne amigdaliny w komorkach raka watroby HepG2 zostato potwierdzone
w badaniach in vitro, a wartosci ICso po 24-godzinnym oraz 48-godzinnym traktowaniu
amigdaling komorek HepG2 wyniosty odpowiednio 25,26 mg/ml i 6,20 mg/ml [115].

W badaniu in vivo zaobserwowano, ze podawana dozylnie amigdalina w dawce
50 mg/kg poprzez mechanizm zmniejszenia proliferacji komorek nowotworowych znacznie
zmnigjsza masg (0 56,17%) i objeto$¢ (o 57,99%) guza u nagich myszy z ksenoprzesz-
czepem raka jelita grubego [116]. Nie stwierdzono istotnej toksycznos$ci w stosunku do
zdrowych narzadow [116].

W liniach komorkowych ludzkich nowotworow piersi T47D i MCF-7 amigdalina
w stezeniach 4 mmol/l, 8 mmol/l, 16 mmol/l, 32 mmol/l i 65 mmol/l hamowata wzrost
komorek nowotworowych w sposob zalezny od st¢zenia i czasu podawania [117].
Traktowanie komorek amigdaling w stezeniu 65 mmol/l przez 24 godziny, 48 godzin
i 72 godziny spowodowato spadek przezycia komorek raka piersi MCF-7 odpowiednio
0 23%, 54% 1 68% oraz spadek zywotnosci komodrek T47D odpowiednio o 14%, 37%
i 55%. Warto$ci ICsp po 72-godzinnym okresie podawania amigdaliny oznaczono na
poziomie 39 mM i 45 mM odpowiednio dla komoérek MCF-7 i T47D [117].

Komorki gruczolakoraka piersi MCF-7 oraz MDA-MB-231 i komorki fibroblastow
ptuc MRC-5 traktowano amigdaling (stosujac stezenia w przedziale od 2,5 mg/ml do
30 mg/ml) przez 7 dni [118]. Aktywnos¢ B-glukozydazy w obu typach komoérek nowo-
tworowych traktowanych amigdaling byta znaczgco wyzsza w poréwnaniu ze zdrowymi
komorkami MRC-5 oraz komoérkami nowotworowymi nietraktowanymi amigdaling
[118]. Stezenie amigdaliny wynoszace 10 mg/ml skutecznie hamowato wzrost obu linii
komorkowych nowotworow, nie wywierajac istotnego wptywu na zdrowe komorki fibro-
blastow [118]. Amigdalina w dawkach 10 mg/ml oraz 30 mg/ml zmniejszata proliferacjg
komoérek MCF-7 odpowiednio 0 94,3% i 99,6%, komorek MDA-MB-231 0 92,4%
199,7% oraz zdrowych komorek fibroblastow MRC-5 0 20% i 99,8% w poréwnaniu
z komorkami nietraktowanymi amigdaling [118].

W liniach komérkowych ptaskonablonkowego nowotworu jamy ustnej SCC/KB
amigdalina w zakresie stezen od 10 pg/ml do 200 pg/ml wykazywala dziatanie cyto-
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toksyczne 1 antyproliferacyjne oraz zmniejszata zywotnos¢ komoérek SCC/KB w sposdb
zalezny od stezenia [119]. Amigdalina stosowana w badaniu zostala wydzielona w postaci
etanolowego ekstraktu z nasion gorzkich migdatéw oraz moreli. Ekstrakt z gorzkich
migdatow wykazywat maksymalna skuteczno$¢ przy stezeniu 50 pg/ml, zabijajac 78%
komorek nowotworowych, podczas gdy ekstrakt z pestek moreli swoje maksimum
osiagnat przy stgzeniu 100 pg/ml, zabijajac 82% komorek nowotworowych. Wartosci
ICs0 w przypadku ekstraktu z migdatow i ekstraktu z pestek moreli wyniosty odpowiednio
32161 pg/ml[119].

W badaniu in vitro wykazano, ze traktowanie linii komorkowych raka nerkowo-
komorkowego (RCC): A498, Caki-1 i KTC-26 amigdaling w st¢zeniu 10 mg/ml przez
24 godziny i 14 dni powoduje znaczne zmniejszenie wzrostu i proliferacji wszystkich
badanych linii komorek RCC [120]. Efekt ten jest skorelowany ze zmniejszeniem liczby
komorek RCC w fazie G2/M oraz zwigkszong liczbg komorek w fazie GO/G1 (Caki-1
i A498) lub zatrzymaniem cyklu komorkowego w fazie S (KTC-26). Ponadto amigdalina
powodowata znaczny spadek ekspresji kinazy cdkl1 i cykliny B, cdk2 i cykliny A oraz
cdk4 i cykliny D3. Amigdalina modulowata rowniez markery réznicowania, E- i N-kad-
heryng, przyczyniajac si¢ do zmniejszenia przerzutow. Po 24 godzinach traktowania
amigdaling zaobserwowano znaczny spadek poziomu powierzchniowej N-kadheryny
w 3 badanych liniach komoérkowych. Po 2 tygodniach odnotowano réwniez wyraznie
zwigkszong ekspresje E-kadheryny na powierzchni komoérek Caki-1 i KTC-26, natomiast
nie stwierdzono istotnego wplywu amigdaliny na E-kadheryng¢ w komorkach A498.
W komoérkach KTC-26 wzrost poziomu E-kadheryny byl zwigzany ze znacznym
zmniejszeniem poziomu powierzchniowej N-kadheryny [120]. W badanym st¢zeniu
amigdaliny 10 mg/ml zaobserwowano zmniejszenie proliferacji komoérek nowotworowych
srednio 0 20% w stosunku do komorek nietraktowanych amigdaling we wszystkich
3 liniach komorkowych po 24 godzinach, bez istotnych zmian po 14 dniach [120].

4.3. Ograniczenie przerzutow

Za blisko 90% zgondw w nastgpstwie choroby nowotworowej odpowiada tworzenie
si¢ nowotworow przerzutowych, czyli guzéw wtornych, pochodzacych od pierwotnego
nowotworu zlosliwego [121]. Integryny B1 i f4 moga indukowa¢ aktywacje biatkowej
kinazy tyrozynowej (PTK2) prowadzacej do uwolnienia f-kateniny. 3-Katenina moze
migrowac do jadra komdérkowego w celu wywotania wzrostu komérek nowotworowych
i biatek odpowiedzialnych za jego migracj¢ [122]. Obok PTK?2 integryna B1 moze tez
aktywowa¢ kinazy potaczone z integryng (ILK), co prowadzi do zainicjowania szlaku
sygnatowego Akt-mTOR. Aktywny szlak Akt-mTOR odpowiada za regulacje apoptozy,
adhezje i proliferacje komorek. Amigdalina hamuje ekspresje integryn 1 i B4, co skutkuje
zmniejszeniem stezenia PTK2, ILK oraz (3-kateniny, w efekcie czego zahamowany zo-
staje szlak Akt-mTOR [123]. Wazng funkcje w procesie zachowania trwato$ci komorek
odgrywa rowniez biatko RICTOR (niewrazliwy na rapamycyn¢ towarzysz ssaczego celu
rapamycyny), ktory bedac sktadnikiem kompleksu biatkowego, integruje sygnaty pocho-
dzace ze sktadnikow odzywczych i czynnikéw wzrostu w celu regulacji wzrostu komorek.
W interakcje z RICOTR oraz mTOR wchodzi takze biatlko RPTOR, kodujace czesé¢
szlaku sygnatowego regulujacego wzrost komorek i reagujace na poziomy sktadnikow
odzywczych w organizmie. Kinaza biatkowa B (Akt) odgrywa wazna rol¢ w apoptozie,
migracji i proliferacji komorek, gdzie poprzez uleganie fosforylacji daje sygnat do akty-
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wacji szlaku Akt-mTOR. Amigdalina hamuje fosforylacje Akt i RICTOR, zmniejszajac
nadaktywno$¢ szlaku Akt-mTOR w komorkach nowotworowych i ograniczajac proli-
feracj¢ oraz przerzuty. Z tego wzgledu amigdalina moze by¢ stosowana jako substancja
ograniczajaca namnazanie si¢ komorek nowotworowych [124]. Rola amigdaliny w ogra-
niczaniu przerzutow nowotworowych zostata przedstawiona na rysunku 6.
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Rysunek 6. Wplyw amigdaliny na szlak sygnatowy Akt-mTOR oraz ekspresj¢ integryn
Zrodho: opracowanie wlasne na podstawie [65].

W badaniu in vitro na liniach komorkowych H1299/M i PA/M niedrobnokomorkowego
raka ptuc (NSCLC) o wysokim stopniu przerzutow wykazano, ze amigdalina w stezeniach
2,5 mg/ml oraz 5 mg/ml hamuje zdoInosci proliferacyjne i migracyjne komorek H1299/M
oraz PA/M na skutek zmniejszenia ekspresji integryn 1 oraz B4, a takze ILK, PTK2
I B-kateniny oraz wzmocnienia ekspresji E-kadheryny. Zmniejszeniu ulegta rowniez
szybkos¢ fosforylacji Akt i RICTOR, co hamowato aktywno$¢ szlaku sygnatowego
Akt-mTOR [125]. Amigdalina w stezeniach 2,5 mg/ml i 5 mg/ml zmniejszata prolife-
racje obu linii komorkowych odpowiednio o 15,6% i125,1%. Obliczona in silico warto$¢
ICso dla obu linii komdérkowych wyniosta 12,2 mg/ml. Zatem skuteczne zahamowanie
proliferacji komorek nowotworowych wymaga wyzszych stezen amigdaliny, natomiast
nizsze stgzenia amigdaliny skutecznie ograniczaja zdolnosci inwazyjne i migracyjne
komorek nowotworowych [125].

W badaniu in vitro na komoérkach raka pecherza moczowego UMUC-3, TCCSUP
oraz RT112 traktowanych amigdaling w stezeniu 10 mg/ml stwierdzono, Ze stosowanie
amigdaliny przez 24 godziny oraz 2 tygodnie wyraznie zmniejsza adhezj¢ 1 migracje
komoérek UMUC-3 (odpowiednio o 25% i 5% po 24 godzinach oraz 45% i 50% po
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2 tygodniach) i RT112 (odpowiednio 0 80% i 5% po 24 godzinach oraz 35% i 70% po
2 tygodniach) [126]. Adhezja komorek TCCSUP rowniez zostata zmniejszona (o 80%
po 24 godzinach i 65% po 2 tygodniach), natomiast migracja w przypadku tych komorek
byta podwyzszona pod wptywem dziatania amigdaliny (o 5% po 24 godzinach i 400%
po 2 tygodniach). Zaobserwowano zmniejszenie ekspresji integryn, ograniczenie ekspresji
ILK oraz PTK2 we wszystkich badanych liniach komérek nowotworowych. Obnizenie
poziomu integryny Bl spowodowato znaczny spadek zaréwno adhezji, jak i migracji
w badanych komorkach UMUC-3, a takzZe istotne ograniczenie adhezji komorek TCCSUP
[126]. Ograniczenie ekspresji integryny 4 powodowato natomiast znaczny spadek mi-
gracji komoérek RT112. Wywotany amigdaling wzrost migracji komorek TCCSUP
wskazuje, ze korzystne dziatanie przeciwnowotworowe amigdaliny moze zaleze¢ od
rodzaju komorek nowotworowych [126].

5. Podsumowanie

W niniejszej pracy przedstawiono szeroki zakres dziatania i zastosowania amigdaliny,
nad czym wcigz prowadzone sg badania.

Amigdalina obok dziatania przeciwnowotworowego moze wykazywac szereg innych
zastosowan, co potwierdzone zostato zarbwno na podstawie badan in vitro, jak i in vivo.

Dziatanie przeciwnowotworowe amigdaliny mozna opisa¢ na bazie 3 podstawowych
mechanizméw, ktoére bardzo czesto si¢ ze sobg tacza:

1. Wywolywanie apoptozy komorki poprzez regulacje ekspresji biatek Bcl-2 i Bax.

2. Hamowanie proliferacji komorek nowotworowych poprzez inhibicje aktywnosci
kinaz zaleznych od cyklin oraz enzymoéw, co wplywa na zablokowanie cyklu ko-
moérkowego.

3. Ograniczanie przerzutow poprzez regulacje ekspresji integryn, E- i N-kadheryny
oraz szlaku sygnatlowego Akt-mTOR.

Problemem utrudniajacym analizg badan jest brak wykonywania prob kontrolnych
na zdrowych komorkach, przez co w wielu przypadkach niemozliwe jest okreslenie
wplywu amigdaliny na caly organizm czlowieka. Obecnie dostgpne badania pozwalajg
jednoznacznie stwierdzi¢, ze wazng rolg w ograniczeniu ogélnoustrojowej toksycznosci
ma droga podania leku. Pozajelitowe podawanie preparatow zawierajacych amigdaline
w formie roztworow do wstrzyknig¢ minimalizuje negatywny wptyw na zdrowe tkanki.
Brakuje rowniez wiarygodnych danych potwierdzajacych teze, ze amigdalina ma ko-
rzystny wplyw na pacjentéw z réznymi typami nowotworoéw. Jak dotad opublikowano
niewiele badan dotyczacych potencjalnych celow dziatania amigdaliny, dlatego konieczne
sg dalsze badania w celu wyjasnienia mechanizméw farmakologicznych amigdaliny pod
katem optymalnej dawki, mozliwosci tacznego stosowania amigdaliny z innymi lekami
przeciwnowotworowymi, a takze réznych modyfikacji amigdaliny, w celu wzmocnienia
jej dziatania przeciwnowotworowego i zmniejszenia dzialan niepozadanych w badaniach
klinicznych.

Aktywnos¢ oraz selektywno$¢ dostarczania amigdaliny do komoérek nowotworowych
mozna poprawi¢ poprzez kapsutkowanie z wykorzystaniem nanoczasteczek dostarcza-
jacych leki lub poprzez wprowadzenie enzymatycznych terapii prolekowych. Wspot-
cze$nie naukowcy opracowuja i badaja nanonosniki do r6znych zastosowan, z ktorych
jednym jest , kontrolowany system dostarczania lek6w”. Rozwinigcie tego tematu moze
stanowi¢ materiat do kolejnego artykutu przegladowego.
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Aktywnos$¢ biologiczna amigdaliny

Streszczenie

Amigdalina jest glikozydem cyjanogennym naturalnie wystepujacym w duzych stezeniach w nasionach gorz-
kich migdatéw oraz w innych pestkach owocoéw z rodziny ros$lin rézowatych (Rosaceae), na przyktad
gorzkich moreli, r6znych odmian $liwek, brzoskwin, wisni czy jablek. Zwigzek ten wykazuje szeroki zakres
dziatan farmakologicznych, takich jak dziatanie immunomodulacyjne, przeciwzwidknieniowe, przeciwbolowe
i przeciwzapalne, przeciwdrobnoustrojowe, przeciwastmatyczne, przeciwmiazdzycowe i kardioprotekcyjne
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oraz wspomagajace prawidtowe funkcjonowanie uktadu rozrodczego, pokarmowego i nerwowego. Ostatnimi
czasy coraz wigksza uwage zwraca si¢ na jej dzialanie przeciwnowotworowe, ktore jest przedmiotem wielu
badan przedklinicznych. Badania potwierdzaja, ze amigdalina na skutek enzymatycznej hydrolizy z uwolnieniem
cyjanowodoru wykazuje skuteczny efekt cytotoksyczny na wiele rodzajow linii komorek nowotworowych.
Cyjanowodor wiaze si¢ z oksydaza cytochromu C, ograniczajac oddychanie komoérkowe poprzez inhibicje
prawidlowego funkcjonowania enzymu, co w efekcie prowadzi do apoptozy komérki nowotworowe;j. Poten-
cjalne toksyczne dziatanie na zdrowe komorki mozna zminimalizowaé poprzez parenteralne dostarczanie
amigdaliny lub zastosowanie nowoczesnych celowanych terapii przeciwnowotworowych. Publikacja zawiera
przeglad aktualnych doniesien naukowych na temat aktywnosci biologicznej amigdaliny, analizy dzialania,
mechanizmow przeciwnowotworowych skupiajacych si¢ na indukowaniu apoptozy, ograniczaniu proliferacji
komorek i zmniejszaniu przerzutéw nowotworowych. Aktualne badania rzucajg nowe §wiatto na mozliwosé
wykorzystania amigdaliny w skutecznych, personalizowanych terapiach przeciwnowotworowych.

Stowa kluczowe: amigdalina, aktywno$¢ farmakologiczna, glikozydy cyjanogenne, mechanizmy dziatania,
terapia przeciwnowotworowa

Biological activity of amygdalin

Abstract

Amygdalin is a cyanogenic glycoside, naturally occurring in high concentrations in bitter almond seeds and
in other fruit seeds from the Rosaceae family, such as bitter apricots, various varieties of plums, peaches, cherries
and apples. This compound has a wide range of pharmacological activities, such as immunomodulatory,
antifibrotic, analgesic and anti-inflammatory, antimicrobial, anti-asthmatic, anti-atherosclerotic and cardio-
protective effects, as well as supporting the proper functioning of the reproductive, digestive and nervous
systems. Recently, more and more attention has been paid to its anticancer effect, which is the subject of
many preclinical studies. Studies confirm that amygdalin, as a result of enzymatic hydrolysis with the release
of hydrogen cyanide, has an effective cytotoxic effect on many types of cancer cell lines. Hydrogen cyanide
binds to cytochrome C oxidase, limiting cellular respiration by inhibiting the proper functioning of the
enzyme, which in turn leads to apoptosis of the cancer cell. Potential toxic effects on healthy cells can be
minimized by parenteral delivery of amygdalin or the use of modern targeted anticancer therapies. The
publication contains a review of current scientific reports on the biological activity of amygdalin, analysis of
its action, anti-cancer mechanisms, focusing on inducing apoptosis, limiting cell proliferation and reducing
cancer metastases. Current research sheds new light on the possibility of using amygdalin in effective,
personalized anti-cancer therapies.

Keywords: amygdalin, pharmacological activity, cyanogenic glycosides, mechanisms of action, anticancer
therapy
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Wybrane skladniki pochodzenia roslinnego w terapii
| pielegnacji skory z zaburzeniami pigmentacyjnymi

1. Wprowadzenie

Barwniki naturalnie wystepujace w ludzkiej skorze warunkuja kluczowe cechy
fenotypowe danej jednostki w postaci koloru skory czy wloséw, jednak ich zasadniczg
funkcja jest umiej¢tnos$¢ pochtaniania i rozpraszania promieniowania ultrafioletowego
(UV, ang. ultraviolet), co przektada sie na ochrone DNA. Komoérkami odpowiedzialnymi
za syntez¢ barwnikow sg melanocyty, fizjologicznie zlokalizowane w warstwie podstaw-
nej naskoérka, za$ produktami ztozonego procesu melanogenezy jest eumelanina (barwnik
czarnobragzowy) badz feomelanina (barwnik czerwonozotty). Kolor wloséw i skory
uzalezniony jest od wzajemnych proporcji obu barwnikéw [1, 2]. Kazdy melanocyt prze-
kazuje, poprzez wypustki dendrytyczne, barwnik do okoto 30-40 otaczajacych go kera-
tynocytow, tworzac tzw. jednostke melanocytarng [2].

Niewatpliwie barwniki ludzkiej skory penig istotng funkcje ochronng przed promie-
niowaniem UV. Trzeba jednak podkresli¢, iz jednym z kluczowych problemow wspot-
czesnej dermatologii, medycyny estetycznej, a takze kosmetologii sg zaburzenia pigmen-
tacji skory zaliczane do defektow istotnie obnizajacych jako$¢ zycia pacjentow. Naleza
do nich zar6wno hiperpigmentacje, jak i plamy cechujace si¢ deficytem melaniny — tak
charakterystyczne dla bielactwa nabytego (vitiligo).

Zaburzenia pigmentacyjne moga przybiera¢ r6zna postaé, a takze wystgpowac
w rozmaitych lokalizacjach. Moga mie¢ charakter wrodzony lub nabyty. Wszystkie nie-
prawidlowosci we wzorcu barwnikowym skoéry powinny zosta¢ poddane diagnostyce.
Znamienita wickszo$¢ klasyfikowana jest jako defekt estetyczny, jednak niektore moga
by¢ oznaka powazniejszej choroby, czego nie nalezy lekcewazy¢. W przypadku tych
pierwszych niezastapione wydaja si¢ ekstrakty pochodzenia roslinnego, ktére moga
zardwno ograniczy¢ proces melanogenezy, jak i wptyna¢ na transport barwnika, a takze
utatwi¢ zluszczenie naskorka zawierajacego nadmieme depozyty melaniny. Ponadto
substancje aktywne uzyskiwane z roslin mogg ograniczy¢ dostep promieniowania UV do
komorek skory oraz indukowac repigmentacj¢ skory, wspomagajac podstawowe metody
terapeutyczne. Wiele ekstraktow botanicznych wykazuje niezwykly potencjat pielggna-
cyjny w przypadku rozmaitych dermatoz, w tym roéwniez tych manifestujacych sie
zaburzeniami pigmentacyjnymi.

2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy jest charakterystyka najczesciej spotykanych zaburzen pigmen-
tacyjnych skory, a takze przedstawienie wybranych sktadnikéw pochodzenia roslinnego
istotnie redukujacych hiperpigmentacje, wspomagajacych repigmentacje skory, a takze
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dziatajacych fotoprotekcyjnie. Ponadto w pracy zawarto informacje na temat cytofizjologii
komorek barwnikowych oraz funkcji melaniny. Praca powstata w oparciu o najnowsze
doniesienia literaturowe.

3. Melanocyt, melanogeneza, melanina

Melanocyty powstaja z komorek grzebienia nerwowego. Charakteryzuja si¢ zdolnoscia
do produkcji barwnika — melaniny. Ich prekursorami sa melanoblasty, ktore mniej wig-
cej w polowie ciazy przekraczajg granicg warstwy podstawnej naskorka i osiagaja swoja
docelowa lokalizacje. Komorki te stanowig okoto 1% wszystkich komorek naskorka [3, 4].
Melanocyty przede wszystkim kojarzone sg ze skorg i mieszkami wlosowymi. Nalezy
jednak podkresli¢, iz wystepuja takze m.in. w moézgu, sercu, oczach, uszach, plucach,
btonach sluzowych [4].

Proces syntezy barwnika u ludzi odbywa si¢ w melanocytach, komorkach dendry-
tycznych pochodzacych z grzebienia nerwowego. Komorki te posiadaja w obrebie swojej
cytoplazmy melanosomy — wyspecjalizowane organelle odpowiedzialne za synteze,
magazynowanie i transport melaniny. Melanosomy majg posta¢ pecherzykow i zaliczane
sa do grupy organelli zwigzanych z lizosomami. Wypehione melaning, dojrzate melano-
somy przemieszczaja si¢ z obszaru okotojadrowego do wypustek dendrytycznych mela-
nocytow, poprzez ktore przekazywane sg okolicznym keratynocytom. Wyrdzni¢ mozna
kila rodzajow melaniny. Czarnobrgzowa eumelanina wykazuje wiasciwosci fotoochronne,
a takze przyczynia si¢ do redukcji reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen
species). Feomelanina z kolei cechuje si¢ zottoczerwong barwa. Badania wskazuja, iz po
pochlonigciu promieniowania UV ten rodzaj barwnika moze generowac¢ ROS, a takze
wykazywac dziatanie fototoksyczne [2, 4]. Te informacje staly si¢ podstawg sceptyczne;j
oceny wlasciwosci fotoochronnych barwnikow skory [5]. Nalezy jednak podkresli¢, iz
melanina w ludzkim naskoérku stanowi mieszaning obu barwnikow, sktada si¢ bowiem
z okoto 74% eumelaniny i 26% feomelaniny [6].

Melanosomy wykazuja zro6znicowang budowe podyktowang rodzajem syntetyzowa-
nego barwnika. W jednym melanocycie mozna zidentyfikowaé zarowno feomelanosomy,
jak i eumelanosomy. Melanina koncentruje si¢ wokot jadra komorkowego, ostanigc go
tym samym [4]. Nalezy wspomnie¢, iz w ludzkim organizmie poza feomelaning i eume-
laning zidentyfikowano takze neuromelaning, ktora z jednej strony chroni neurony przed
szkodliwym dziataniem dopaminy i jej pochodnych, jednak z drugiej strony — zwraca
sie takze uwage na fakt, iz w niektorych sytuacjach moze sta¢ si¢ toksyczna dla neuronow
dopaminergicznych. Jest czynnikiem rozpatrywanym w etiopatogenezie choroby Par-
kisona [5].

Synteza barwnikow jest wieloetapowym procesem, podczas ktorego przy udziale
tyrozynazy dochodzi do przeksztatcenia L-tyrozyny w L-3,4 dihydroksyfenyloalaning
(DOPA), ktéra nastepnie ulega utlenieniu do L-DOPAchinonu. Na etapie powstania
L- DOPAchinonu szlak syntezy eumelaniny i feomelaniny ulega rozdzieleniu. W na-
stepstwie wewnatrzczasteczkowej cyklizacji oraz reakcji utleniania L-DOPAchinonu
powstaje DOPAchrom, ktéry w wyniku dalszych przemian ulega finalnie przeksztatceniu
do eumelaniny. Z kolei przytaczenie zwigzkow tiolowych do L-DOPAchinonu zapo-
czatkowuje szlak syntezy feomelaniny. Szacuje si¢, iz ponad 125 gendw zwigzanych jest
z procesem pigmentacji [4, 7].
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Proces melanogenezy moze by¢ aktywowany badz hamowany przez wiele czynnikéw.
Przyktadowo: leukotrien B4, leukotrien D4, adrenokortykotropina (ACTH, ang. adrenocor-
ticotropic hormone) czy tez hormon alpha-melanotropowy (a-MSH, ang. a-melanocyte-
stimulating hormone) stymuluja melanogenezg, natomiast czynnik martwicy nowo-
tworéw o (TNF-o, ang. tumor necrosis factor a) i transformujacy czynnik wzrostu 3
(TGF-B, ang. transforming growth factor beta) hamuja proces syntezy barwnika [4].

4. Zaburzenia pigmentacji skory

4.1. Hiperpigmentacje

Zaburzenia hiperpigmentacyjne sg powszechne wsrod populacji ludzkiej. Moga poja-
wiaé si¢ w r6znym wieku. W zaleznosci od poziomu lokalizacji depozytow barwnika
hiperpigmentacje mozna podzieli¢ na naskorkowe, skére lub skérno-naskorkowe.
Badanie histologiczne jest niezwykle pomocne w ocenie rodzaju hiperpigmentacji —
W przypadku zmian naskorkowych widoczny jest wzrost ilosci melanocytow w naskorku
badz ztogi barwnika w jego strukturach, natomiast w przypadku hiperpigmentacji skor-
nych obserwowane sa depozyty barwnika badz melanofagi na poziomie skoéry wlasciwe;j [8].

Przyktadem czesto spotykanych hiperpigmentacji sa piegi (tac. ephelides). Ten
rodzaj zmian ma podloze genetyczne. Piegi dziedziczone sa w sposdb autosomalny
dominujacy. Charakteryzujg si¢ zwigkszong aktywnos$cig komorek barwnikowych przy
zachowanej ich liczbie. Majg charakter licznych, drobnych brunatnych plam, ktérych
barwa ulega intensyfikacji w porze letniej. Klasycznie lokalizuja si¢ na twarzy, dekolcie,
przedramionach. Piegi czgsto sg traktowane jako defekt estetyczny przez posiadajace je
osoby, wiec poprzez odpowiednio dobrang pielggnacjg staraja si¢ je zniwelowac. Preparaty
dermokosmetyczne zawierajace sktadniki aktywne pochodzenia roslinnego moga przy-
czyni¢ si¢ do ujednolicenia kolorytu skory. Piegi nie stanowia zagrozenia dla zdrowia,
nie wymagajg leczenia [8, 9].

Innym rodzajem hiperpigmentacji, szczegolnie czesto pojawiajacym si¢ na skorze
pacjentow dojrzatych, przewlekle korzystajacych z kapieli stonecznych, sg plamy socze-
wicowate okreslane jako starcze (fac. lentigo senilis) lub postoneczne (tac. lentigo solaris).
Plamy soczewicowate sg mniej liczne anizeli piegi, ale zazwyczaj sa od nich wigksze.
Posiadajg barwe od jasnobrazowej do ciemnobrazowej. W obrazie histologicznym mozna
zaobserwowa¢ wydtuzone sople naskorkowe, gdzie identyfikowane sg liczne, ale prawi-
dtowe melanocyty wykazujace wzmozong aktywnos$¢. Lokalizujg si¢ przede wszystkim
na skorze przewlekle narazonej na dziatanie promieniowania UV — glownie w obrebie
twarzy, dloni, przedramion, dekoltu [9-11]. Nalezy podkresli¢, iz klasyfikacja plam
soczewicowatych jest rozbudowana, natomiast omoéwione powyzej rodzaje plam
stanowig tylko wycinek tej grupy. Plamy soczewicowate moga mie¢ charakter nie tylko
nabyty, ale takze wrodzony. Czg$¢ plam posiada uwarunkowanie genetyczne. Niektore
moga lokalizowa¢ si¢ na btonach $luzowych i by¢ powigzane z zespolem Peutza-
Jeghersa. Istnieje takze plama soczewicowata ztosliwa, mogaca dac poczatek inwazyjnej
postaci czerniaka zto§liwego skory [9, 12, 13]. Zatem kazdy rodzaj zmiany o charakterze
plamy soczewicowatej musi zosta¢ zbadany przez dermatologa zanim zostang podjete
jakiekolwiek decyzje dotyczace procedur estetycznych.

Duzy problem estetyczny stanowi melasma (ostuda) — hiperpigmentacija charaktery-
styczna dla kobiet, w etiopatogenezie ktorej istotng role odgrywaja hormony. Szacuje
si¢, 1z ten rodzaj przebarwienia dotyczy okoto 20-30% kobiet stosujacych doustng
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terapi¢ estrogenowg. Melasma identyfikowana jest przede wszystkim u 0séb o fototypie
od III do VI w skali Fitzpatricka. Dodatkowym czynnikiem istotnie zwigkszajacym
ryzyko jej wystgpienia jest nadmierna ekspozycja na promieniowanie UV, choroby
tarczycy oraz cigza [14, 15]. Klinicznie melasma to rodzaj ciemnych plam wystepu-
jacych glownie na czole, policzkach, nad gorng warga, rzadziej w innych lokalizacjach.
W zaleznosci od glgbokos$ci depozytow barwnika mozna wyrdzni¢ posta¢ naskorkowa,
skorng badz naskorkowo-skorng melasmy. W badaniu histologicznym widoczne jest
uszkodzenie blony podstawnej naskorka, zwigkszone unaczynienie, elastoza postoneczna,
a takze obecnos¢ licznych komorek tucznych [16]. Melasma jest niezwykle ucigzliwym,
nawracajacym, trudnym terapeutycznie rodzajem hiperpigmentacji, czego odzwier-
ciedleniem jest obnizona jako$¢ zycia pacjentow zmagajacych si¢ z tym rodzajem
zaburzenia barwnikowego [15]. Nie stanowi zagrozenia dla zdrowia, jednak niewapliwie
jest znacznym defektem estetycznym. Niezwykle istotna, poza procedurami gabineto-
wymi, w terapii ostudy jest systematyczna pielggnacja z wykorzystaniem odpowiednich
dermokosmetykow, a takze ochrona przeciwstoneczna.

Hiperpigmentacje pozapalne (PIH, ang. postinflammatory hiperpigmentation) sa
konsekwencjg dermatoz zapalnych badZ urazow skory. Maja charakter nieregularnych,
ciemnych plam zlokalizowanych w miejscu pierwotnie objetym stanem zapalnym. Ten
rodzaj przebarwienia jest nastgpstwem nadmiemnej produkcji melaniny badz tez nie-
prawidtowego odktadania barwnika w naskorku lub skérze wiasciwej w konsekwencji
stanu zapalnego. Podobnie jak w przypadku melasmy, ryzyko wystepienia PIHs jest istotnie
wyzsze u 0sob o wyzszym fototypie. Czesto identyfikowane sg u pacjentow z tradzikiem
pospolitym [17]. Tego rodzaju hiperpigmentacje zaliczane sa do dziatan niepozadanych
po procedurach estetycznych, np. peelingach chemicznych czy tez laseroterapii. Istotne
znaczenie w powstaniu PIH ma interleukina 1 (IL-1, ang. interleucine 1). Cytokina ta
zwicksza uwalnianie melanotropiny oraz adrenokortykotropiny stymulujgcej melano-
geneze. Ponadto zwicksza ekspresj¢ receptora dla MSH na komérkach barwnikowych.
Istotne dziatanie stymulujace aktywno$¢ melanocytow wykazano takze w stosunku do
innych mediatoréw stanu zapalnego, m.in. prostaglandyny E2 i D2, leukotrienow LT-C,4
i LT-Ds czy tez interleukiny 6 (I1-6) [18, 19]. Przebarwienia pozapalne naleza do
kluczowych zaburzen pigmentacyjnych oséb mtodych, zmagajacych si¢ z tradzikiem
pospolitym. Poprzez zastosowanie odpowiednich dermokosmetykéw zawierajgcych
substancje czynne pochodzenia roslinnego mozna ograniczy¢ stan zapalny i tym samym
zmniejszy¢ ryzyko PIH.

4.2. Bielactwo nabyte

Bielactwo nabyte (tac. vitiligo) cechuje si¢ obecnoscig biatych, pozbawionych cech
zapalnych, plam na skorze i btonach Sluzowych, bedacych konsekwencja uszkodzenia
i zniszczenia melanocytow. Patogeneza vitiligo jest ztozona i nie zostata w peni zdefi-
niowana. Jednym z wiodacych mechanizméw wyjasniajacych degradacje melanocytow
jest zjawisko autoagresji, w przebiegu ktorego autoreaktywne cytotoksyczne limfocyty
T CD8+ niszcza komodrki barwnikowe. Zidentyfikowano kilka antygendéw swoistych dla
melanocytow, ktdre moga zostac rozpoznane przez autoreaktywne limfocyty, sa to m.in.
antygen Melan-A/MART-1, glikoproteina 100 (gp100), a takze biatka zwigzane z tyrozy-
nazg 1 (TRP-1, ang. tyrosinase-related protein 1) oraz tyrozynazg 2 (TRP-2) [20]. Dowodem
na autoimmunologiczne podloze bielactwa nabytego jest czgste wystgpowanie u pacjenta
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innych choréb z tej grupy — cukrzycy insulinozaleznej typu 1, choroby Hashimoto,
Gravesa-Basedowa, tocznia rumieniowatego, tysienia plackowatego czy tez atopowego
zapalenia skory.

Wazna kwestia w kontekscie uszkodzenia melanocytow jest takze stres oksydacyjny.
Zaburzenie proporcji mechanizméw oksydacji i antyoksydacji, wzmozona produkcja
oraz kumulacja ROS mogg takze przyczyni¢ si¢ do uszkodzenia funkcji komorek barwni-
kowych. Obecnie bielactwo nabyte traktuje si¢ w kategoriach chordb o wieloczynni-
kowym podlozu, z wyraznym poligenowym wzorcem dziedziczenia. Udzial czynnikow
srodowiskowych w rozwoju Vvitiligo szacuje si¢ na okoto 20% [20, 21]. Bielactwo nabyte
dotyczy okoto 0,1-2% populacji ludzkiej, za§ pierwsze objawy choroby rejestrowane sa
w przewazajacej mierze (87% przypadkow) przed 30. rokiem zycia [20]. Niestety terapia
jest niezwykle wymagajaca, za$ uzyskanie repigmentacji trudne. Pielegnacja skory pa-
cjentow z vitiligo, ktora jest oparta przede wszystkim na fotoprotekcji, wydaje si¢ mie¢
kolosalne znaczenie.

5. Skladniki aktywne pochodzenia roslinnego

5.1. Substancje aktywne o potencjale rozjasniajacym

Jedna z coraz cze$ciej wymienianych roslin, ktorej sktadniki aktywne wykorzystuje
si¢ z powodzeniem w rozjasnianiu przebarwien, jest stokrotka pospolita (tac. Bellis
perennis). Zawarte w niej polifenole, saponiny, a takze polisacharydy nie tylko wykazuja
wiasciwosci pielegnacyjne, ale takze dziataja hamujgco na proces melanogenezy, w tym
zmniejszajg aktywnos¢ kluczowego dla procesu enzymu, jakim jest tyrozynaza. Opaten-
towany, znany pod nazwg Belides ™, ekstrakt ze stokrotki mozna odnalez¢ w dermo-
kosmetykach przeznaczonych do pielggnacji skory z przebarwieniami réznego pocho-
dzenia [22].

Dobrze poznanym sktadnikiem wykorzystywanym w walce z hiperpigmentacjami
jest arbutyna, a doktadniej B-arbutyna, identyfikowana w liSciach macznicy lekarskiej
(tac. Arctostaphylos uva-ursi) oraz boréwki brusznicy (fac. Vaccinium vitis-idaea).
Sktadnik ten zmniejsza ryzyko powstania dyschromii, analogicznie do ekstraktow ze
stokrotki, blokujac aktywnos¢ tyrozynazy. Ponadto warto podkresli¢, iz dziata rOwniez
w innym mechanizmie, a mianowicie opéznia dojrzewanie melanosomow. St¢zenie
B-arbutyny w kosmetykach nie przekracza 7%. Swiat roélin obfituje w substancje aktywne,
ktoére z powodzeniem moga by¢ wykorzystywane w produktach wspomagajacych redu-
kcje hiperpigmentacji. Kolejnym cennym i jednoczesnie bezpiecznym dla skory sktadni-
kiem blokujacym syntez¢ melaniny jest identyfikowany w morwie biatej (tac. Morus
alba) oksyresweratrol [23].

Wiasciwosci prozdrowotne izoflawonéw sojowych sa powszechnie znane. Przypisuje
si¢ im m.in. dziatanie przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, a takze niwelujace nega-
tywne objawy towarzyszace menopauzie. Najnowsze badania wskazuja na duzy potencjat
ekstraktow sojowych takze w dermatologii oraz kosmetologii. Wykazano, ze izoflawony
wyizolowane z pasty sojowej znaczgco hamujg aktywno$¢ tyrozynazy. Ponadto gliceo-
lina (zaliczana do fitoaleksyn), wytwarzana przez soj¢ w warunkach stresowych, hamuje
synteze barwnika i aktywno$¢ tyrozynazy m.in. poprzez obnizenie ekspresji biatek TRP1
i TRP2 w mysich komoérkach czerniaka B16-F10 [24]. Najnowsze badania dotyczace
ekstraktow pozyskiwanych z soi (tac. Glycine max) staly si¢ inspiracja do tworzenia
nowych receptur kosmetykow, a takze nadzieja dla terapii zaburzen barwnikowych skory.
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Niezwykle istotne w terapii hiperpigmentacji o réznej etiologii sg produkty i zabiegi
zluszczajace, dzigki ktorym dochodzi do usunigcia okreslonej grubos$ci warstwy
naskorka i/lub skory whasciwej, w obrebie ktorej znajduja si¢ nagromadzone depozyty
barwnika. Oczywiscie wykorzystywane obecnie substancje zluszczajace nalezace do -
hydroksykwasow czy B-hydroksykwasow uzyskiwane sg syntetycznie, jednak nalezy
podkresli¢, iz kwas migdalowy w naturze znajduje si¢ w gorzkich migdatach, a takze
identyfikowany jest w pestkach moreli oraz wisni [25]. Kora wierzby z kolei jest
naturalnym zrodtem kwasu salicylowego. Syntezy tego zwiazku dokonano dopiero
w 1935 roku [26].

5.2. Substancje aktywne o potencjale przeciwzapalnym

Przebarwienia pozapalne zaliczane sg do jednych z najczesciej rejestrowanych dziatan
niepozadanych procedur estetycznych takich jak laseroterapia czy peelingi chemiczne.
Rozwijaja sie takze jako konsekwencja dermatoz zapalnych, szczegolnie tradziku czy
tez atopowego zapalenia skory (AZS). Niezwykle istotne u pacjentéw predysponowanych
do wystepowania PIH jest wdrozenie odpowiedniej pielegnacji opartej na preparatach
zawierajacych sktadniki, ktore ograniczajg stan zapalny skory. W preparatach dermo-
kosmetycznych mozna obecnie odnalez¢ skladniki pochodzenia roslinnego cechujace
si¢ duzym profilem bezpieczenstwa i jednoczesnie wykazujace potencjat przeciwzapalny.
Nalezy do nich madekasozyd pozyskiwany z wakroty azjatyckiej (fac. Centella asiatica).
Ta wieloletnia roslina, wystgpujaca m.in. na Madagaskarze i w Chinach, zawiera penta-
cykliczne saponiny triterpenowe, do ktorych poza medekasozydem zalicza si¢ m.in.
azjatykozyd, centellozyd, tankunizyd czy tez kwas azjatykowy. Jest takze zrodlem
monoterpendw, flawonoidow, magnezu oraz niektdrych witamin (A, C, K, E) [27]. Ze
wzgledu na bogactwo skladnikow aktywnych jest wykorzystywana w medycynie
ajurwedyjskiej od blisko 2000 lat. Wspotczesne badania wykazaly, iz madekasozyd
istotnie redukuje stan zapalny w przebiegu tradziku poprzez hamowanie produkcji
cytokin prozapalnych, w tym interleukiny 1 (IL-1B). Doskonale sprawdza si¢ w gojeniu
ran poprzez przyspieszenie migracji keratynocytow w miejce zranienia. Wykazuje dzia-
tanie przeciwutleniajace. Najnowsze badania wskazuja, iz moze niwelowaé uszkodzenia
oksydacyjne w melanocytach, co stanowi wazny aspekt w perspektywach terapii bielactwa.
Stosowanie preparatow zawierajacych madekasozyd i azjatykozyd przyczynito si¢ do
redukcji intensywnosci przebarwien. Ekstrakty z wakroty azjatyckiej poprzez hamowanie
aktywnosci cytokin prozapalnych zmniejszajg intensywnos¢ objawow charakterystycznych
dla AZS, ograniczajac ryzyko wystgpienia PIH [28].

Kolejna, niezwykle cenng w kontekscie zaburzen pigmentacyjnych skory, rosling jest
lukrecja gtadka (tac. Glycyrrhiza glabra). Wystepujacy w korzeniu lukrecji flawonoid
(glabrydyna) zmniejsza aktywnos$¢ tyrozynazy, a takze chroni skore przed promienio-
waniem UVB [23]. W dermokosmetykach nowej generacji wykorzystywany jest takze
inny sktadnik pozyskiwany z lukrecji — kwas glicyretynowy, okreslany jako enoksolon,
wykazujacy dziatanie przeciwzapalne, immunomodulujace i przeciwutleniajace. Dzia-
lanie przeciwzapalne zostato przyréwnane do dzialania glikokortykoidow. Kwas glicyre-
tynowy jest inhibitorem dehydrogenazy 11p-hydroksysteroidowej typu 2, ktora odpowiada
za utrzymanie prawidtowej rownowagi kortyzolu i znacznie mniej aktywnego korty-
zonu, co ma kluczowe znaczenie w rozwoju PIH [23, 29, 30].
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5.3. Substancje aktywne o potencjale fotoprotekcyjnym i antyoksydacyjnym

Jedng z kluczowych strategii obronnych ro§lin przed promieniowaniem ultrafiole-
towym jest wytwarzanie rozmaitych metabolitow wtormych, ktore coraz czesciej wy-
korzystywane s3 w produkcji innowacyjnych kosmetykéw dedykowanych skoérom
z dysfunkcjami pigmentacyjnymi. Nie tylko chronig przed bezposrednim dziataniem
UV, ale takze wygaszaja powstale w wyniku jego dziatania reaktywne formy tlenu.
Biorac pod uwage fakt, iz badania naukowcoéw z NASA (ang. National Aeronautics and
Space Administration) wskazuja, ze rozmiar dziury ozonowej powroci do poziomu reje-
strowanego przed 1980 rokiem dopiero okoto 2075 roku, substancje promieniochronne
w codziennej pielegnacji skory, szczegélnie skory obarczonej dyschromiami, maja
ogromne znaczenie [31]. Przewlekta ekspozycja na promieniowanie UV istotnie wptywa
na powstawanie oraz intensyfikacje¢ hiperpigmentacji, ma rowniez negatywny wptyw na
skore pacjentow z vitiligo, zwigkszajac ryzyko jej poparzenia. Przyktadowo, promienio-
wanie UVB uposledza zarowno liczbg, jak i aktywnos$¢ komorek Langerhansa w skorze,
istotnie wptywa na wzrost poziomu cytokin prozapalnych, w tym IL-1p, IL-6 i TNF-a,
co zwieksza ryzyko wystapienia PIH. Ponadto aktywuje ekspresje niektorych metalo-
proteinaz (MMPS, ang. metalloproteinases), co przyczynia si¢ do intensyfikacji procesu
starzenia, a takze obniza poziom interleukiny 12 (IL-12) w hodawli mysich komoérek
nabtonka linii JB6, zwigksza ryzyko rozwoju raka podstawnokomoérkowego, kolczysto-
komodrkowego, a takze czerniaka [31].

Karotenoidy, coraz czeSciej znajdujace sie¢ w kosmetykach, wykazujg zdolnos¢ po-
chtaniania $wiatta w zakresie od 350 nm do 500 nm, ponadto przerywaja tancuchowe
reakcje wolnorodnikowe, a takze reaguja z produktami peroksydacji lipidow. Bogatym
zrodlem karotenoidéw poza znanym korzeniem marchwi (fac. Daucus carota) sa takze
owoce dzikiej r6zy (tac. Rosa canina), owoce rokitnika zwyczajnego (tac. Hippophae
rhamnoides) oraz owoce pomidora (tac. Solanum licopersicum), zawierajace likopen —
przetlomowy sktadnik nie tylko kosmetykow, ale przede wszystkim nutrikosmetykoéw
[31, 32].

Niezwykle cenne w kosmetykach dedykowanych skérom z dyschromiami sg poza
karotenoidami takze polifenole. Bogaty w te zwigzki jest coraz bardziej popularny ekstrakt
z paproci ztocistej (tac. Polypodium leucotomos). Stosowany miejscowo redukuje inten-
sywnos$¢ reakcji fototoksycznych prowokowanych przez psoraleny. Wykazano takze
skuteczno$¢ w ochronie przed promieniowaniem stonecznym przy doustnym podaniu
ekstraktu [35].

Zielona herbata (tac. Camellia sinensis) jest zrodtem sktadnikéw antyoksydacyjnych
i fotoochronnych. Zidentyfikowano w jej sktadzie m.in. epikateching, epigallokateching
i galusan epigallokatechiny — silne przeciwutleniacze. Stosowanie zielonej herbaty za-
réwno miejscowo, jak i przyjmowanie doustne ogranicza stany zapalne indukowane
przez UV [22, 35].

Ciekawym sktadnikiem, ktorym zaczgta interesowac si¢ wspotczesna kosmetologia,
jest Hylocereus polyrhizus, znany jako smoczy owoc. Skorka owocu jest bowiem obfita
w zwigzki bioaktywne. Wykazuje duzy potencjat antyoksydacyjny dzigki zawartosci
kwasow fenolowych i flawonoidow, a takze dzialanie fotoochronne, zarbwno w zakresie
UVA, jak i UVB. Ekstrakty ze skorki smoczego owocu mogg stanowic alternatywe dla
filtrow syntetycznych [36].
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5.4. Substancje pochodzenia roslinnego stosowane w repigmentacji skory

Duze nadzieje w odniesieniu do terapii i pielegnacji skor z objawami dyschromii
poktada si¢ obecnie w czarnuszce siewnej (fac. Nigella sativa). Hamujac aktywno$¢ mie-
loperoksydazy, przyczynia sie do redukc;ji ilo$ci wolnych rodnikéw. Wazne z punktu
widzenia dermatologii sg wlasciwosci przeciwzapalne przypisywane czarnuszce, a takze
umigjetno$¢ rozpraszania melaniny, co zapobiega tworzeniu depozytow barwnika i tym
samym zmniejsza ryzyko rozwoju hiperpigmentacji. Ponadto badania przeprowadzone
przez Sarac i in. (2021) wykazaty, iz stosowanie kremu z ekstraktem z czarnuszki siewnej
2 razy dziennie przez 6 miesigcy istotnie wptywa na repigmentacj¢ odbarwien w okolicy
twarzy, narzadéw plciowych i dtoni u pacjentow z vitiligo [33, 34].

Wykazano takze, iz korzystne dla repigmentacji skory w przebiegu bielactwa nabytego
jest zastosowanie wspomnianego wczesniej ekstraktu z paproci ztocistej. Przyjmowany
doustnie 2 razy dziennie ekstrat potaczony z fototerapiag UVB (311 nm) stosowang 2 razy
w tygodniu poprawit repigmentacje¢ plam bielaczych zlokalizowanych na dloniach oraz
na szyi. Biorgc pod uwage wilasciwosci immunomodulujace oraz przeciwutleniajace
ekstraktu z Ginkgo biloba, mozna rozpatrywac jego zastosowanie u pacjentéw z Vitiligo.
Zaobserwowano bowiem znaczaca repigmentacje stosujac per 0s u pacjentow ekstrakt
z milorzgbu japonskiego 3 razy dziennie po 40 mg w ciagu p6t roku [35].

Niestety nadal widoczna jest dysproporcja miedzy iloscig badan poswigconych
wykorzystaniu sktadnikow roslinnych w terapii i pielggnacji skory z hiperpigmentacjami
a terapii skory z bielactwem nabytym. Przytoczone powyzej przyktady wskazuja jednak,
iz zainteresowanie sktadnikami botanicznymi w terapii vitiligo ma tendencje rosnaca.
Oczywiscie ten obiecujacy kierunek w terapii bielactwa nabytego wymaga dalszych badan.

6. Podsumowanie

Wyglad naszej skory stanowi niezwykle wazng komponente wizerunku. Szczegolne
znaczenie wydajg si¢ mie¢ defekty zlokalizowane w obrgbie twarzy. Zaburzenia pi-
gmentacji skory, zarowno hiperpigmentacje, jak i odbarwienia w przebiegu vitiligo,
istotnie obnizajg jako$¢ zycia pacjentdw. Dyschromie moga znaczgco znieksztalcaé tzw.
body image, czyli obraz ciata, ktory tworzymy we wiasnych umystach. Negatywne postrze-
ganie samych siebie niesie za sobg daleko idgce skutki w postaci braku poczucia wlasnej
warto$ci, pogorszenia relacji spotecznych, poczucia stygmatyzacji i osamotnienia [37-39].
Dyschromie stanowig zatem duze wyzwanie zarowno dla wspotczesnej dermatologii,
medycyny estetycznej, jak i kosmetologii.

Oprocz laseroterapii, peelingdw chemicznych czy tez fototerapii niezwykle istotna
W przebiegu zaburzen pigmentacyjnych skory jest prawidlowa pielegnacja oparta na
ochronie przeciwstonecznej. Nalezy podkresli¢, iz wybrane sktadniki pochodzenia roslin-
nego doskonale zabezpieczajg skore w tym zakresie, spetniajg bowiem kryteria pro-
duktow fotoochronnych, cechuja si¢ wysoka fotostabilnoscia, a takze wykazuja wlasciwosci
antyoksydacyjne. Wiele naturalnych zwiazkow, takich jak flawonoidy, karotenoidy,
garbniki, olejki eteryczne, jest coraz czgsciej wykorzystywanych w dermokosmetykach,
w tym takze w produktach do pielegnacji skéry z dyschromiami.

Systematyczne stosowanie substancji rozjasniajacych, blokujacych synteze i transport
melaniny, istotnie wspomaga redukcje hiperpigmentacji. Rowniez w tym zakresie sub-
stancje aktywne pochodzenia roslinnego zyskaty duza popularmos¢, przede wszystkim
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ze wzgledu na bezpieczne i efektywne dziatanie. Obiecujgce sg takze najnowsze badania
dotyczace zastosowania ekstraktow roslinnych w repigmentacji skory.

Obecnie oczekiwania konsumentéw dotyczace produktéw do pielegnacji skory znacz-
nie wzrosly, zmienily si¢ preferencje. Coraz czgéciej zwracamy uwage na pochodzenie
sktadnikow, a takze na dtugofalowy profil bezpieczenstwa w odniesieniu do ich sto-
sowania. Wyciagi roslinne byly od stuleci z powodzeniem stosowane w medycynie,
jednak nie potrafiono wyjasni¢ mechanizméw ich dziatania. Dostepne aktualnie techniki
badania surowcow roslinnych, a takze reakcji skory na rozmaite bodzce otworzyty nowy
etap produkcji dermokosmetykow, oparty na gruntownym zrozumieniu fizjologii i potrzeb
skory, a takze wyselekcjonowaniu skutecznych i bezpiecznych sktadnikow aktywnych
z otaczajacych nas, niezmiernie bogatych w sktadniki dobroczynne dla naszej skory,
surowcow roslinnych.
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Wybrane skladniki pochodzenia ro§linnego w terapii i pielegnacji skory
z zaburzeniami pigmentacyjnymi

Streszczenie

Wyglad naszej skory stanowi niezwykle wazng komponente wizerunku. Jednym z wiodacych problemow
wspolczesnej dermatologii, medycyny estetycznej, a takze kosmetologii sa dyschromie. Zaburzenia pigmentacji
skory, zardwno hiperpigmentacje, jak i odbarwienia w przebiegu bielactwa nabytego (vitiligo), istotnie obnizaja
jakos¢ zycia pacjentow. Odpowiednia pielggnacja, oparta na sktadnikach skutecznych i jednoczesnie cechu-
jacych sig duzym profilem bezpieczenstwa, wydaje si¢ odgrywac kluczowa rolg w cato§ciowe;j terapii skory
z dysfunkcjami barwnikowymi.

Celem niniejszej pracy jest charakterystyka najczesciej spotykanych zaburzen pigmentacyjnych skory, a takze
przedstawienie wybranych skfadnikow pochodzenia ro$linnego istotnie redukujacych hiperpigmentacje,
wspomagajacych repigmentacje skory, a takze dzialajacych fotoprotekcyjnie. Ponadto w pracy zawarto
informacje na temat cytofizjologii komoérek barwnikowych oraz funkcji melaniny.

Przyktadem czgsto identyfikowanej hiperpigmentacji jest melasma — dyschromia charakterystyczna dla kobiet,
w etiopatogenezie ktorej istotng role odgrywaja hormony. Przebarwienia pozapalne z kolei sg konsekwencja
dermatoz zapalnych badz urazéw skory. Istotne dzialanie stymulujace aktywno$¢ melanocytéw wykazano
w stosunku do mediatoréw stanu zapalnego, m.in. interlukiny 1 i 6, prostaglandyny E2 i D2, leukotrienéw Ca
i D4. Na skorze pacjentow dojrzatych, przewlekle korzystajacych z kapieli stonecznych widoczne sg plamy
soczewicowate okreslane jako starcze lub postoneczne. Bielactwo nabyte z kolei cechuje si¢ obecnoscia
biatych i pozbawionych cech zapalnych plam na skérze oraz btonach sluzowych, bedacych konsekwencja
uszkodzenia i zniszczenia melanocytow.

Swiat roslin obfituje w substancje aktywne, ktre z powodzeniem moga by¢ wykorzystywane w produktach
wspomagajacych redukcje hiperpigmentacji. Do skiadnikéw blokujacych synteze melaniny zaliczaja si¢
m.in. opatentowany i znany pod nazwa Belides ™ ekstrakt ze stokrotki, B-arbutyna, oksyresweratrol, a takze
izoflawony wyizolowane z pasty sojowej. W preparatach dermokosmetycznych zawarte sa takze innowacyjne
sktadniki pochodzenia rodlinnego wykazujace potencjat przeciwzapalny (madekasozyd, kwas glicyretynowy),
co jest niezwykle istotne w minimalizowaniu ryzyka rozwoju przebarwien pozapalnych. Bogaty w polifenole
ekstrakt z paproci zlocistej czy tez karotenoidy wykazuja doskonate wlasciwoscei fotoprotekcyjne i moga
stanowi¢ alternatywe dla filtrow chemicznych. Niezwykle istotne w ochronie skory sa rowniez skladniki
wykazujace potencjat antyoksydacyjny, do ktorych zaliczy¢ mozna m.in. zielong herbate czy tez innowacyjny
ekstrakt ze skorki Hylocereus polyrhizus, znanego jako smoczy owoc. Duzym wyzwaniem jest pielegnacja
skory pacjentow z bielactwem nabytym. Obiecujace wydaja si¢ wyniki badan dotyczace ekstraktu z czarnuszki
siewnej, ktora wspomaga repigmentacje skory. Podobne dziatanie wykazuja przyjmowane doustnie ekstrakty
Z paproci zlocistej czy tez mitorzebu dwuklapowego.

Wiele naturalnych zwiazkéw pochodzacych z roslin wykazuje niezwykly potencjat pielegnacyjny w przy-
padku rozmaitych dermatoz, w tym rowniez tych manifestujacych si¢ zaburzeniami pigmentacyjnymi.
Stowa kluczowe: dyschromia, hiperpigmentacje, bielactwo nabyte, ekstrakty roslinne
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Selected ingredients of plant origin in the treatment and care of skin
with pigmentation disorders

Abstract

The appearance of our skin is an extremely important component of our image. Dyschromia is one of the
leading problems of modern dermatology, aesthetic medicine and cosmetology. Skin pigmentation disorders,
both hyperpigmentation and discoloration in the course of vitiligo, significantly reduce the quality of life for
patients. Appropriate care, based on effective and characterized by a large safety profile ingredients seems
to play a key role in the overall therapy of skin with pigmentation dysfunctions.

The aim of this paper is to characterize the most common skin pigmentation disorders and to present selected
plant-derived ingredients that significantly reduce hyperpigmentation, support skin repigmentation, and have
photoprotective properties. In addition, the paper contains information on the cytophysiology of pigment
cells and the function of melanin.

An example of frequently identified hyperpigmentation is melasma — dyschromia characteristic of women,
in the etiopathogenesis of which hormones play an important role. Post-inflammatory hyperpigmentation, in
turn, is a consequence of inflammatory dermatoses or skin injuries. A significant stimulating effect on the
activity of melanocytes has been demonstrated in relation to inflammatory mediators, e.g. interleukins 1 and
6, prostaglandins E2 and D2, leukotrienes C4 and Da4. On the skin of mature patients, chronically sunbathing,
senile lentigines or solar lentigines are visible. Vitiligo, in turn, is characterized by the presence of white,
non-inflammatory spots on the skin and mucous membranes, which are the consequence of damage and
destruction of melanocytes.

The world of plants abounds in active substances that can be successfully used in products supporting the
reduction of hyperpigmentation. The ingredients that block the synthesis of melanin include, among others,
the patented and known under the name Belides ™ daisy extract, -arbutin, oxyresveratrol, as well as iso-
flavones isolated from soybean paste. The dermocosmetic preparations also contain innovative ingredients
of plant origin, showing anti-inflammatory potential (madecassoside, glycyrrhetinic acid), which is extremely
important in minimizing the risk of post-inflammatory hyperpigmentation.

Rich in polyphenols, the Polypodium leucotomos extract or carotenoids show excellent photoprotective
properties and can be an alternative to chemical filters. Extremely important in skin protection are also
ingredients with antioxidant potential, which include e.g. green tea or the innovative Hylocereus polyrhizus
(pitaya or more commonly known as dragon fruit) peel extract. A big challenge is taking care of the skin of
patients with vitiligo. A big challenge is taking care of the skin of patients with vitiligo. There is some pro-
mising research on the results of research on the Nigella sativa extract, which supports skin repigmentation.
Orally taken golden serpent fern extract or ginkgo extract have a similar effect.

Many natural compounds derived from plants show extraordinary care potential in the case of various
dermatoses, including those manifested by pigmentation disorders.

Keywords: dyschromia, hyperpigmentations, melasma, vitiligo, plant extracts
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Wplyw skladu surowca roslinnego na oddzialywania
z wolnymi rodnikami naparow z czystka szarego, rozy
dzikiej, ketmii szczawiowej oraz pokrzywy zwyczajnej —

badania metoda EPR

1. Wstep

Wolne rodniki to charakteryzujace si¢ wysoka reaktywnoscia czgsteczki, ktore posia-
daja jeden lub wigcej niesparowanych elektronéw [1]. Metoda pozwalajaca na badanie
wlasciwosci wolnych rodnikow oraz oddziatywan wolnych rodnikéw z antyoksydantami
jest spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) [2].

W ochronie organizmu przed wolnymi rodnikami istotng rol¢ odgrywajg antyoksy-
danty. Sg to substancje, ktore opdzniaja lub hamujg utlenienie substancji [1, 3]. Biorac
pod uwagg zrodto pochodzenia, antyoksydanty mozemy podzieli¢ na syntetyczne i na-
turalne. Antyoksydanty naturalne to przede wszystkim zawarte w ro§linach oraz ich
przetworach substancje biologicznie czynne (polifenole, karotenoidy, tokoferole, kwas
askorbinowy) [3].

W ostatnich latach coraz wigksze znaczenie odgrywaja antyoksydanty naturalne, ktore
charakteryzuja si¢ wigksza stabilno$cia niz syntetyczne, bezpieczenstwem stosowania
oraz skutecznos$cig dziatania [3-5]. Roslinami o cennych wiasciwosciach leczniczych,
bedacymi bogatym zrédlem antyoksydantow, sg czystek szary, r6za dzika, ketmia szcza-
wiowa oraz pokrzywa zwyczajna [5-9].

Czystek szary (Cistus incanus L.) to roslina o delikatnych, r6zowych kwiatach, po-
wszechnie znana jako skalna réza [6, 10]. Surowcem zielarskim sa liscie oraz ziele
czystka, ktore zawierajg kwasy fenolowe (galusowy, chlorogenowy, elagowy), flawonoidy,
w tym flawonole (kwercetyna, kemferol) i ich glikozydy (kwercytryna, mirycytryna),
a takze terpeny [10, 11]. Ekstrakty wodne oraz wodno-alkoholowe z czystka wykazuja
dziatanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe, przeciw-
bakteryjne, przeciwwrzodowe i przeciwnowotworowe [6, 10-12].

Roza dzika (Rosa canina L.) to krzew, ktorego surowcem zielarskim sg dojrzate
owoce o czerwonym zabarwieniu [7, 13]. Owoce dzikiej r6zy wyrdznia duza zawartos¢
witaminy C. Ponadto s3 one bogatym zrodlem karotenoidéw (likopen, zeaksantyna,
[-karoten), polifenoli (katechina, kwercetyna, kemferol, resweratrol), tokoferoli, pektyn,
olejkow eterycznych, witamin A, K, B1, B, oraz mineratow — wapnia, potasu i fosforu
[7, 13-15]. Ze wzgledu na bogactwo zwiazkow biologicznie czynnych dzika réza wy-
kazuje dziatanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwdrobnoustrojowe, przeciw-

1 mzdybel@sum.edu.pl, Katedra i Zaklad Biofizyki, Wydziat Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski
Uniwersytet Medyczny w Katowicach, www.sum.edu.pl.

2 ppilawa@sum.edu.pl, Katedra i Zaktad Biofizyki, Wydziat Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski
Uniwersytet Medyczny w Katowicach, www.sum.edu.pl.

3 574880@365.sum.edu.pl, absolwentka Wydzialu Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet
Medyczny w Katowicach, www.sum.edu.pl.
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bolowe, przeciwwrzodowe, kardioprotekcyjne, gastroprotekcyjne, przeciwcukrzycowe
oraz pozytywnie wptywa na wyglad skory [13, 14].

Surowcem zielarskim ketmii szczawiowej (Hibiscus sabdariffa L.) sg intensywnie
czerwone kielichy i kieliszki rosliny [8, 16, 17]. Ekstrakt zkwiatow hibiskusa jest bogaty
w kwasy organiczne (jabtkowy, hibiskusowy, cytrynowy), antocyjany (hibiscyna), fla-
wanole (katechina, galusan epigallokatechiny) oraz kwasy fenolowe (kwas kawowy
i protokatechowy) [8, 18]. Wsérod wiasciwosci leczniczych nalezy wymieni¢ dziatanie
antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, hipotensyjne, hipolipidemiczne,
hepatoprotekcyjne i przeciwnowotworowe [8, 17, 18].

Pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica L.) to roslina szeroko stosowana w medycynie,
farmacji, przemysle kosmetycznym oraz spozywczym [19, 20]. Surowcem zielarskim sg
ziele, liscie, korzenie oraz nasiona. Ziele pokrzywy zwyczajnej stanowi cenne zrodlo sub-
stancji biologicznie czynnych: karotenoidow (karoten, ksantofil), flawonoidow (m.in.
kwercetyna, kemferol, rutyna), kwaséw fenolowych (m.in. kwas kawowy, kumarowy),
witamin C, Bs, garbnikow (taniny) oraz sktadnikéw mineralnych (m.in. zelazo, mangan,
miedz, cynk, glin, krzem, magnez, selen) [9, 19, 21]. Karotenoidy wystepuja rowniez
w lisciach pokrzywy [9]. Flawonoidy, kwasy fenolowe, witaminy i substancje mineralne
wystepuja w lisciach, korzeniach i nasionach pokrzywy zwyczajnej [9]. Dzigki bogate;j
zawartosci substancji bioaktywnych ekstrakty z pokrzywy wykazuja dziatanie przeciw-
utleniajace, przeciwzapalne, przeciwdrobnoustrojowe, przeciwhistaminowe, diuretyczne,
hipolipidemiczne, hipoglikemiczne oraz przeciwnowotworowe [9, 21].

2. Cel pracy

Celem pracy bylo zbadanie za pomocg spektroskopii elektronowego rezonansu para-
magnetycznego (EPR) wptywu sktadu surowca roslinnego na oddzialywania z wolnymi
rodnikami napar6w z mieszaniny czystka szarego, r6zy dzikiej, ketmii szczawiowej oraz
pokrzywy zwyczajnej.

Wyznaczono oraz poréwnano wielkosci i kinetyki oddziatywania z wolnymi rodni-
kami naparow uzyskanych z badanych surowcow roslinnych rézniacych si¢ udziatem
wagowym poszczegolnych sktadnikow.

3. Materialy i metody

3.1. Charakterystyka i otrzymywanie badanych naparow

Do sporzadzenia naparéw uzyto ziela czystka, owocow rozy, kwiatow hibiskusa oraz
lisci pokrzywy (rys. 1), ktore zakupiono w sklepie zielarskim. Na wadze analitycznej
Sartorius (Niemcy) odwazono badane surowce roslinne w nastepujacych proporcjach:

e 1:1:1:1-0,6gziclaczystka, 0,6 gowocdw rozy, 0,6 g kwiatdw hibiskusa, 0,6 g
lisci pokrzywys;

o 2:1:1:1-0,96 g ziela czystka, 0,48 g owocow rozy, 0,48 g kwiatow hibiskusa,
0,48 g lisci pokrzywy;

o 1:2:1:1-0,48 gziela czystka, 0,96 g owocow rozy, 0,48 g kwiatow hibiskusa,
0,48 g lisci pokrzywy;

o 1:1:2:1-0,48 guziela czystka, 0,48 g owocow rozy, 0,96 g kwiatow hibiskusa,
0,48 g lisci pokrzywy;

e 1:1:1:2-0,48 guziela czystka, 0,48 g owocow rozy, 0,48 g kwiatow hibiskusa,
0,96 g lisci pokrzywy.
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Wplyw skladu surowca roslinnego na oddziatywania z wolnymi rodnikami naparow z czystka szarego, rozy
dzikiej, ketmii szczawiowej oraz pokrzywy zwyczajnej — badania metodg EPR

Rysunek 1. Ziele czystka (a), owoce r0zy (b), kwiaty hibiskusa (c) oraz liscie pokrzywy (d)
[opracowanie wiasne]

W celu otrzymania naparéw odpowiednio odwazone surowce roslinne umieszczono
w zlewkach, a nastepnie zalano do objetosci 250 ml woda o temperaturze 90°C. Zlewki
przykryto szalkami Petriego. Po uptywie 15 minut wszystkie probki przesaczono przez
jatowa gaze do wczesniej przygotowanych zlewek. Sporzadzone napary pozostawiono
do ostygniecia, a nastepnie poddano badaniom za pomoca spektroskopii elektronowego
rezonansu paramagnetycznego. Badania powtorzono 3-krotnie, a wyniki usredniono.

3.2. Pomiary z zastosowaniem spektroskopii EPR

Do badania oddziatywan z wolnymi rodnikami naparéw wykorzystano spektrometr
elektronowego rezonansu paramagnetycznego na pasmo X (9,3 GHz) firmy Radiopan
(Poznan) z modulacja pola magnetycznego réwna 100 kHz oraz wspotpracujacy ze
spektrometrem system numerycznej akwizycji danych Rapid Scan Unit firmy Jagmar
(Krakéw). Widma EPR w postaci pierwszej pochodnej absorpcji rejestrowano przy thi-
mieniu wynoszacym 15 dB co 5 minut przez okres 70 minut. Analiz¢ widm przeprowa-
dzono przy wykorzystaniu specjalistycznych programéw spektroskopowych firmy Jagmar
(Krakéow), LabVIEW 8.5 firmy National Instruments (USA) oraz Origin 2016 firmy
OriginLab (USA).

W badaniach EPR wykorzystano modelowe wolne rodniki DPPH (2,2-difenylo-1-
pikrylohydrazyl) posiadajagce niesparowany elektron na atomie azotu (rys. 2) [22].
W wyniku oddziatywan wolnych rodnikow DPPH z substancjg o wiasciwosciach antyoksy-
dacyjnych paramagnetyczne czasteczki DPPH ulegaja redukcji i powstaje ich diamagne-
tyczna forma pozbawiona niesparowanego elektronu [23, 24]. Oddziatywanie antyoksy-
dantow z wolnymi rodnikami prowadzi do obnizenia amplitudy linii EPR wolnych
rodnikow DPPH [22, 25-27].

N—N NO,

Rysunek 2. Struktura chemiczna DPPH [22]
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W badaniach rejestrowano widma EPR wolnych rodnikéw DPPH we wzorcowym
roztworze etanolowym oraz widma EPR DPPH w kontakcie z testowanymi naparami.
Na rysunku 3 przedstawiono widmo EPR wolnych rodnikéw DPPH w roztworze wzor-
cowym wraz z zaznaczong amplituda (ApppH), ktora analizowano w pracy. Podczas
pomiaréw probki umieszczano we wngce rezonansowej spektrometru EPR w kapilarach
szklanych o $rednicy 1 mm.

Apprr
2
T T ¥ T 1) T T T
330 332 334 336 338 340
B [mT]

Rysunek 3. Widmo EPR DPPH w roztworze etanolowym
B — indukcja pola magnetycznego, AorrH — amplituda linii EPR wolnych rodnikéw DPPH w roztworze
wzorcowym [opracowanie wlasne]

W pracy wyznaczono wzglgdne amplitudy (A/Aope) linii EPR wolnych rodnikow
DPPH oddziatujacych z naparami jako stosunki amplitudy (A) linii EPR DPPH (be¢dacego
w kontakcie z badanym naparem) do amplitudy (AoppH) WzOrcowego roztworu DPPH.
Dla roztworu wzorcowego wzgledna amplituda (A/Apepr) wynosita 1. Otrzymane wyniki
pozwolily na wyznaczenie kinetyki interakcji wolnych rodnikéw DPPH z badanymi
naparami.

W celu potwierdzenia dziatania antyoksydacyjnego badanych naparéw otrzymanych
przy réznych stosunkach wagowych surowcow roslinnych wyznaczono procent inhibicji
wolnych rodnikow DPPH przez otrzymane napary, korzystajac z nastepujacego wzoru:

ADPPH -A

% inhibicji = (%==) x 100% (1)

DPPH

gdzie: Apppr — amplituda linii EPR wolnych rodnikow DPPH w roztworze wzorcowym, A — amplituda linii
EPR wolnych rodnikéw DPPH oddzialujacych z badanym naparem

Wysoka warto$¢ procentu inhibicji §wiadczy o duzej aktywnosci przeciwutleniajacej
badanych naparow.

4. Wyniki i dyskusja

Wykonane w pracy badania za pomoca spektroskopii EPR naparéow uzyskanych
z czystka szarego, rozy dzikiej, ketmii szczawiowej oraz pokrzywy zwyczajnej wykazaly,
ze testowane napary ro$linne posiadajg zdolnos$¢ neutralizowania wolnych rodnikow.
Widma EPR wolnych rodnikow DPPH oddziatujacych z naparami o stosunkach wagowych
surowcow roslinnych wynoszacych odpowiednio1 :1:1:1,2:1:1:1,1:2:1:1,1
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:1:2:1orazl:1:1:2 zarejestrowane w 5., 35. i 70. minucie oddziatywania
przedstawiono na rysunku 4. Wszystkie badane napary po dodaniu do roztworu DPPH
powodowaty wygaszenie linii EPR wolnych rodnikow DPPH, co $§wiadczy o ich wia-
sciwosciach antyoksydacyjnych. Zarejestrowano obnizenie amplitudy linii EPR DPPH.
Wraz ze wzrostem czasu oddziatywania wolnych rodnikow DPPH z badanymi naparami

wygaszanie linii EPR bylo coraz wigksze (rys. 4).

Wykazane w pracy zdolnosci do neutralizowania wolnych rodnikow przez badane
napary wynikaja najprawdopodobniej z obecnosci w stosowanych surowcach (zielu czystka,
owocach rozy, kwiatach hibiskusa oraz lisciach pokrzywy) licznych zwiazkéw aktyw-
nych o wlasciwosciach przeciwutleniajacych. Potwierdzaja to migdzy innymi badania
prowadzone przez Szeremeta [28], ktory wykazal wysoki potencjat antyoksydacyjny
12 probek handlowych czystka szarego, rézniacych si¢ pochodzeniem (Albania, Grecja,
Turcja). Zawarto$¢ wyekstrahowanych przez niego substancji fenolowych byla powigzana
ze zdolnoscig do wygaszania wolnych rodnikéw DPPH. Czystek szary uznawany jest
bowiem za bogate zrodto polifenoli, ktore poprzez zdolno$¢ neutralizowania wolnych
rodnikow oraz chelatowanie metali przejsciowych wpltywaja na zmniejszenie peroksy-
dacji lipidow oraz ochrong biatek i DNA [6, 28-30]. Na ich zawarto$¢ w roslinie, a tym
samym zdolno$¢ przeciwutleniajacg ekstraktow z czystka, wpltyw ma wiele czynnikow,
miedzy innymi miejsce pochodzenia rosliny, okres zbioru, czgs¢ rosliny wykorzystana
do przygotowania wyciggdéw (nasiona, paki, todygi i liscie) [6, 31].

Wiasciwosci antyoksydacyjne wykazuja rowniez ekstrakty z owocow dzikiej rdzy,
ktére sa bogatym zrodlem przeciwutleniaczy (witaminy C, tokoferoli, karotenoidow)
[32]. Zawieraja one rowniez znaczng ilo$¢ polifenoli, przy czym ich zawarto$¢ oraz
aktywnos$¢ przeciwutleniajgca zalezy od gatunku rosliny [7, 32]. Telichowska i wsp. [7],
badajac 4 gatunki owocoéw dzikiej rozy (Rosa canina L., Rosa gallica L., Rosa rugosa L.
i Rosa spinosissima L.) wykazali, ze ekstrakty z owocéw Rosa gallica L. posiadajg
najwyzszy potencjat przeciwutleniajacy. Z kolei Kruszewski i wsp. [33] wykazali, ze nie
tylko gatunek rozy, ale rowniez cz¢$¢ morfologiczna rosliny oraz technika przetworzenia
surowca roslinnego wplywaja na jego wtasciwosci antyoksydacyjne. W przypadku r6zy
owocowej najwyzsza zdolno$¢ do wygaszania wolnych rodnikow wykazywat sok z owo-
cow, nastepnie ekstrakt z owocow, syrop z ptatkoéw oraz syrop z owocoéw [33].

Aktywno$¢ przeciwutleniajaca wykazuje rowniez wodny ekstrakt z kwiatow hibi-
skusa, co przypisuje si¢ substancjom aktywnym zawartym w jego kwiatach [8, 34].
Zaobserwowano zmnigjszenie stresu oksydacyjnego u szczurow poddanych dziataniu
glutaminianu sodu [34].

Podobnie jak w przypadku czystka szarego, rozy dzikiej, ketmii szczawiowej, liczne
badania ekstraktow z pokrzywy zwyczajnej wskazuja, ze jest to roslina o silnym dziataniu
antyoksydacyjnym [5, 9, 35-37]. Dziatanie to jest prawdopodobnie wynikiem wysokiej
zawartosci substancji biologicznie czynnych w surowcach roslinnych pozyskanych z po-
krzywy. Z jednej strony sg to zwiazki fenolowe, ktore odgrywaja istotng role w neutra-
lizacji wolnych rodnikow, z drugiej za$ strony miedz, selen oraz cynk zawarte w pokrzywie
sa kofaktorami enzyméw antyoksydacyjnych [9]. Badanie przeprowadzone na grupie
50 pacjentow z cukrzycg typu 2, ktorym przez 8 tygodni podawano wodno-alkoholowy
ekstrakt z pokrzywy 100 mg/kg/dzien, wykazato wzrost zawartosci dysmutazy ponad-
tlenkowej oraz catkowitej pojemnoéci antyoksydacyjnej [35]. Ekstrakt wodny oraz alko-
holowy z owocostanéw pokrzywy zwyczajnej powodowat rowniez wzrost aktywnos$ci
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przeciwutleniajacej katalazy w komoérkach ludzkiej linii monocytarnej nowotworowe;j
(biataczki) [5]. Wiasciwosci antyoksydacyjne ekstraktow z pokrzywy zwyczajnej wykazano
réwniez w przypadku hepatocytow linii komorkowej HepG2 traktowanych fluorkiem
sodu [36] oraz u szczuré6w leczonych czterochlorkiem wegla [37].
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—— 70 minut

: T T J T T T T T T
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Rysunek 4. Widma EPR wolnych rodnikéw DPPH oddziatujacych z badanymi naparami otrzymanymi
z surowcow ro$linnych o stosunku wagowym1:1:1:1(),2:1:1:1(b),1:2:1:1(c),1:1:2:1(d)
oraz1:1:1:2 (e) zarejestrowane w 5., 35. i 70. minucie oddziatywania [opracowanie wiasne]

Badane napary sg ekstraktami wielosktadnikowymi, w ktérych na wlasciwosci lecz-
nicze wptyw moze mie¢ synergistyczne dziatanie poszczegolnych surowcow roslinnych
wykorzystanych do otrzymania naparéw.

Na rysunku 5 zamieszczono kinetyke oddziatywan wolnorodnikowych naparéw otrzy-
manych przy réznych stosunkach wagowych surowcow ro$linnych jako zalezno$¢
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wzglednej amplitudy (A/Apppn) liniit EPR wolnych rodnikéw DPPH od czasu ich od-
dziatywania z ekstraktami. W przypadku wszystkich badanych naparow wzgledne ampli-
tudy malejg z czasem oddzialywania, a nastepnie po stabilizacji oddzialywan pozostaja
stale. Oddzialywania z wolnymi rodnikami DPPH ulegly najszybszej stabilizacji dla
naparéw sporzadzonych z ziela czystka, owocow rozy, kwiatow hibiskusa oraz lisci po-
krzywy o stosunku wagowym wynoszgcym odpowiednio2 :1:1:1oraz1:1:1:2.
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Rysunek 5. Poréwnanie zmian wzglednej amplitudy (A/Appew) linii EPR wolnych rodnikow DPPH ze
wzrostem czasu (t) oddziatywania z badanymi naparami
A — amplituda linii EPR wolnych rodnikow DPPH oddziatujgcych z badanym naparem, ApppH — amplituda
linii EPR wolnych rodnikéw DPPH w roztworze wzorcowym [opracowanie wlasne]

Dodatkowo w celu lepszego zobrazowania zmian amplitudy widm EPR wolnych
rodnikow DPPH ze wzrostem czasu oddziatywania z naparami na rysunku 6 przedsta-
wiono wzgledne amplitudy (A/Apepn) Wyznaczone w 5. i 70. minucie pomiaru. Wzgledne
amplitudy linii EPR wolnych rodnikéw DPPH w 70. minucie oddziatywania wszystkich
badanych naparéw z DPPH sg mniejsze od warto$ci uzyskanych w 5. minucie ich
oddziatywania.

Stosunek wagowy poszczegdlnych surowcow roslinnych wykorzystanych do przygo-
towania naparow miat wplyw na wlasciwosci przeciwutleniajace otrzymanych ekstraktow.
Najwigkszg zdolno$¢ do wygaszania wolnych rodnikow DPPH posiadat napar przygo-
towany z ziela czystka, owocow rozy, kwiatow hibiskusa oraz lisci pokrzywy w stosunku
wagowym 2 : 1:1:1, dlaktdrego odnotowano najmniejszg warto§¢ minimalnej wzgled-
nej amplitudy linii EPR wolnych rodnikéw (rys. 7). Do przygotowania powyzszego
naparu wykorzystano wigksza ilo$¢ (w poréwnaniu do pozostalych naparow) czystka
szarego (0,96 g), ktory rekomendowany jest przez Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci jako naturalny $rodek o dziataniu przeciwutleniajacym oraz bogate zrodto
polifenoli [6]. Potencjat antyoksydacyjny metanolowego ekstraktu z czystka jest wysoki
(ICso = 17,75 £1,5 pg/ml) i porownywalny do kwasu askorbinowego (ICsp = 15,35
+1,4 pg/ml) [30].
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Rysunek 6. Wzgledne amplitudy (A/Appew) linii EPR wolnych rodnikéw DPPH w 5. i 70. minucie
oddziatywania z badanymi naparami otrzymanymi z surowcow ro$linnych o stosunku wagowym1:1:1:1
(@,2:1:1:1(),1:2:1:1(c),1:1:2:1(d)oraz1:1:1:2 (e). Dlaroztworu wzorcowego wzgledna
amplituda wynosi 1
A — amplituda linii EPR wolnych rodnikow DPPH oddziatujgcych z badanym naparem, ApppH — amplituda
linii EPR wolnych rodnikéw DPPH w roztworze wzorcowym [opracowanie wlasne)]

Najstabiej z wolnymi rodnikami oddziatywal napar sporzadzony z ziela czystka,
owocow rozy, kwiatow hibiskusa oraz lisci pokrzywy 0 stosunku wagowym1:2:1:1,
o czym $wiadczy uzyskana najwieksza warto$¢ minimalnej wzglednej amplitudy linii
EPR wolnych rodnikéw DPPH (rys. 7).

12

DPPH 1:1:1:1 2:1:1:1 1:2:1:1  1:1:2:1  1:1:1:2

Rysunek 7. Poréwnanie minimalnych wzglednych amplitud (A/ApppH) linii EPR wolnych rodnikow DPPH
oddziatujacych z badanymi naparami. Dla roztworu wzorcowego wzgledna amplituda wynosi 1
A — amplituda linii EPR wolnych rodnikow DPPH oddziatujacych z badanym naparem, ApppH — amplituda
linii EPR wolnych rodnikéw DPPH w roztworze wzorcowym [opracowanie wiasne]
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W pracy poréwnano zaleznosci inhibicji wolnych rodnikéw DPPH oddziatujacych
z badanymi naparami roslinnymi od czasu oddzialywania (rys. 8). Inhibicja wolnych
rodnikéw DPPH ro$nie ze wzrostem czasu oddzialywania z badanymi naparami, a na-
stepnie ulega stabilizacji.

Najwigkszg warto$§¢ maksymalnej inhibicji wolnych rodnikéw DPPH uzyskano dla
naparu sporzadzonego z mieszaniny ziela czystka, owocow rozy, kwiatow hibiskusa
i lisci pokrzywy o stosunku wagowym sktadnikoéw wynoszacym 2 0 1: 1: 1, a najmniejsza
warto$¢ w przypadku naparu sporzadzonego z surowcow roslinnych o stosunku wagowym
sktadnikow 1 :2:1: 1 (rys. 9). Wysoka warto$¢ inhibicji $wiadezy o duzej aktywnosci
przeciwutleniajacej badanych naparow.

Ilo$¢ poszczegodlnych surowcoéw roslinnych uzytych do przygotowania naparu ma
zatem wptyw na aktywnos$¢ antyoksydacyjna otrzymanych ekstraktow. Potwierdzaja to
badania prowadzone przez Lomankiewicza i wsp. [38], ktorzy za pomocg spektrofoto-
metrii UV-Vis i spektroskopii EPR badali oddziatywania z wolnymi rodnikami naparow
uzyskanych ze ztozonego surowca roslinnego zawierajacego mniszek lekarski, pokrzywe
zwyczajna i skrzyp polny w stosunkach wagowych 1 :1:1,2:1:1o0raz1:1:2.
Wykazali oni zalezno$¢ wielkosci efektu wygaszania widma UV-Vis i widma EPR
DPPH od sktadu surowca roslinnego, z ktdrego sporzadzono napar. Zdolnos¢ ta ksztat-
towatla si¢ nastepujgco: 1:1:1>2:1:1>1:1:2.
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Rysunek 8. Poréwnanie zmian inhibicji [%] wolnych rodnikow DPPH oddziatujacych z badanymi naparami
ze wzrostem czasu (t) oddziatywania [opracowanie wiasne]
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Rysunek 9. Poréwnanie maksymalnych inhibicji [%] wolnych rodnikow DPPH oddziatujacych z badanymi
naparami [opracowanie wiasne)]
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Czynnikami, ktore oprocz sktadu mieszaniny mogg rowniez wywieraé wpltyw na
oddziatywania ekstraktow z wolnymi rodnikami, sg: sposob przygotowania wyciagow,
rodzaj uzytego rozpuszczalnika, czas parzenia oraz temperatura wytrawiania surowcow
roslinnych [39-41].

5. Whnioski

Przeprowadzone za pomocg spektroskopii EPR badania wptywu sktadu surowca
roslinnego na oddzialywania z wolnymi rodnikami naparéw z czystka szarego, rozy
dzikiej, ketmii szczawiowej oraz pokrzywy zwyczajnej wykazaly, ze:

1. Wszystkie badane napary wygaszaja linie EPR wolnych rodnikow DPPH, co $wiad-
czy o ich wilasciwosciach przeciwutleniajacych.

2. Proporcje surowcoOw w mieszaninie wykorzystanej do otrzymania naparu majg wptyw
na jego oddziatywania z wolnymi rodnikami DPPH.

3. Napary otrzymane z ziela czystka, owocow rozy, kwiatdéw hibiskusa oraz lisci
pokrzywy w stosunku wagowym 2 : 1 : 1 : 1 wykazujg najsilniejsze wlasciwosci
antyoksydacyjne, a napary uzyskane z surowcow roslinnych w stosunku wagowym
1:2:1:1 wykazujg najstabsze wlasciwosci antyoksydacyjne.

4. Otrzymane wyniki mogg by¢ wykorzystane przy ustalaniu sktadu mieszaniny sto-
sowanej do sporzadzenia ekstraktow o silnym dzialaniu przeciwutleniajgcym.

5. Spektroskopia EPR moze by¢ stosowana do badania wptywu sktadu surowca ro$lin-
nego wykorzystanego do otrzymania napardow na jego oddzialywania z wolnymi
rodnikami.
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Wplyw skladu surowca roslinnego na oddzialywania z wolnymi rodnikami
naparéw z czystka szarego, rézy dzikiej, ketmii szczawiowej oraz pokrzywy
zwyczajnej — badania metoda EPR

Streszczenie

Czystek szary (Cistus incanus L.), r6za dzika (Rosa canina L.), ketmia szczawiowa (Hibiscus sabdariffa L.)
oraz pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica L.) to rosliny powszechnie wykorzystywane w medycynie i kosme-
tologii. Substancje biologicznie czynne zawarte w badanych roslinach wplywaja na ich wlasciwosci lecznicze,
obejmujace m.in. dziatanie przeciwutleniajace, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, cyto-
toksyczne.

Celem pracy jest wyznaczenie oraz porownanie wielkosci i kinetyki oddziatywania z wolnymi rodnikami naparow
ro$linnych uzyskanych z surowcow roznigcych si¢ udzialem wagowym poszczegdlnych sktadnikéw. Sto-
sunki wagowe surowcow roslinnych wykorzystanych do otrzymania naparéw, tj. ziela czystka, owocow rozy,
kwiatéw hibiskusa, lisci pokrzywy, wynosily odpowiednio1:1:1:1,2:1:1:1,1:2:1:1,1:1:2:1
oraz1:1:1:2.Zbadano wpltyw sposobu preparatyki naparu ze ztozonego surowca roslinnego na jego oddzia-
lywania z modelowymi wolnymi rodnikami DPPH. Badania przeprowadzono za pomoca spektroskopii
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR).

Wykazano, ze wszystkie badane napary wygaszaja linie EPR, co wskazuje na ich antyoksydacyjny charakter.
Stosunek wagowy badanych surowcow roslinnych wykorzystanych do otrzymania naparé6w ma wplyw na
jego oddziatywanie z wolnymi rodnikami DPPH.

Stowa kluczowe: spektroskopia EPR, wolne rodniki, napar, surowce roslinne

The influence of the composition of the plant material on the interaction with free
radicals of infusions of cistus, rose hip, roselle, and stinging nettle — EPR studies

Abstract

Cistus (Cistus incanus L.), rose hip (Rosa canina L.), roselle (Hibiscus sabdariffa L.), and stinging nettle
(Urtica dioica L.), are the plants commonly used in medicine and cosmetology. Active biological substances
containing in the examined plants influence their healing properties, among others: antioxidative, anti-
inflammatory, antibacterial, antifungal, and cytotoxic interactions.

The aim of this work is to determine and to compare the magnitude and kinetics of interactions with free
radicals for the plant infusions obtained from the materials differing in the weight share of individual
components. The weight share of the plant materials used to prepare of the infusions, i.e. cistus herb, rose
hip fruits, hibiscus flowers, nettle leaves, were1:1:1:1,2:1:1:1,1:2:1:1,1:1:2:1,and1:1:1:2,
respectively. The effect of the method of preparation of the infusion of complex plant material on its
interactions with the model DPPH free radicals was investigated. The examination was performed by the use
of electron paramagentic resonance (EPR) spectroscopy.

It was stated that the tested infusions quench EPR lines, what indicates their antioxidative character. The weight
share of the plant materials used to prepare of the infusions effects their interactions with DPPH free radicals.
Keywords: EPR spectroscopy, free radicals, infusion, plant raw materials
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Modyfikacja biomaterialow opatrunkowych
zwigzkami pochodzenia roslinnego
w celu nadania im wlasciwosci przeciwbakteryjnych

1. Wprowadzenie

Zakazenia bakteryjne ran stanowia powazny problem natury medycznej. Nadmierna
kolonizacja bakteryjna rany opo6znia lub catkowicie hamuje proces gojenia, prowadzac
do powstania ran przewlektych. Zasobne w substancje odzywcze srodowisko rany stanowi
idealne warunki dla rozwoju bakterii, najczesciej Staphylococcus aureus, Escherichia
coli czy Pseudomonas aeruginosa. Aby ograniczy¢ rozwoj bakterii, coraz czgsciej stosuje
si¢ nowoczesne biomaterialy opatrunkowe, ktore wzbogacone sa w substancje o dzia-
faniu przeciwdrobnoustrojowym. Ze wzgledu na stale rosnaca antybiotykoodpornos¢
drobnoustrojéow coraz czesciej poszukuje si¢ alternatywnych rozwigzan w leczeniu
zakazen bakteryjnych. Wiedza o przeciwbakteryjnym dziataniu roslin oraz o ich dobro-
czynnym wplywie na proces gojenia si¢ ran znana jest od starozytnosci. Wraz z rozwo-
jem medycyny rozwijaly si¢ takze metody leczenia ran, niemniej jednak substancje
pochodzenia naturalnego nadal odgrywaja ogromng rol¢ w tym procesie. Wtasciwosci
przeciwbakteryjne ro$lin wynikaja z obecnosci w nich substancji takich jak surowce
sluzowe, garbnikowe, olejki eteryczne czy glikozydy saponinowe. Praca ma na celu
przedstawienie biomaterialdw opatrunkowych wzbogaconych zwigzkami pochodzenia
roslinnego w celu nadania im wlasciwos$ci przeciwbakteryjnych.

2. Fizjologia procesu gojenia si¢ ran

Skora jest najwickszym organem ludzkiego ciala, ktorej podstawowsg funkcja jest
zapewnienie ochrony znajdujacym si¢ pod nig tkankom. Mikrobiom stanowi naturalng
barier¢ ochronng skory. Obejmuje bakterie, wirusy, grzyby oraz roztocza, z ktorych
wigkszos¢ nie jest szkodliwa, a co wigcej — wptywa korzystnie na organizm gospodarza.
Mikrobiom wspiera uktad immunologiczny, stanowiac pierwsza lini¢ obrony przed pato-
genami, ktore moga uszkodzi¢ skore, wywolujac réznego rodzaju choroby. Siedlisko
skory jest zmienne, do czego przyczyniaja si¢ miedzy innymi gestos$¢ mieszkéw wioso-
wych oraz morfologia gruczotdw potowych czy tojowych. Wptyw majg takze czynniki
takie jak pte¢, wiek czy wykonywany zawod, a takze klimat oraz higiena osobista. Mikro-
biom skory charakteryzuje si¢ duza réznorodnoscia filogenetyczna, a ponadto wykazuje
zmiennos$¢ wraz z wiekiem gospodarza. Propionibacterium spp. izolowane sg najczesciej
z obszaréw lojowych, miedzy innymi gruczotow lojowych, z kolei Corynebacterium
oraz Staphylococcus spp. przewazaja w wilgotnych obszarach takich jak nos oraz gardto.
Najwieksza roznorodnos¢ bakteryjnag wykazujg natomiast obszary suche skory. Ich

! monikanawaral998@gmail.com, Studenckie Koto Naukowe przy Katedrze i Zakladzie Biochemii i Biotech-
nologii, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny w Lublinie.
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kolonizacje przez mikroflore moduluje uktad odporno$ciowy. Wiele zaburzen skorych,
migdzy innymi atopowe zapalenie skory, tradzik czy rany przewlekte, powstaje czesciowo
ze wzgledu na zaburzong mikroflore. Zdrowa skora uczestniczy w utrzymaniu homeo-
stazy, kazde jej uszkodzenie powoduje utrate naturalnej rownowagi [1].

Proces gojenia rozpoczyna si¢ natychmiast po urazie i sktada si¢ z 3 etapow: zapalenia,
proliferacji i przebudowy. Podczas fazy zapalenia rana oczyszczana jest z drobno-
ustrojow. Ma ona miejsce migdzy 1. a 5. dniem od zranienia, a gldéwnymi komoérkami
bioracymi w niej udziat sg neutrofile i makrofagi. W fazie proliferacji, ktora ma miejsce
pomiedzy 5. a 21. dniem, tworzone s3 nowe naczynia krwionosne, macierz pozakomor-
kowa oraz komorki naskorka. Nastgpuje rozrost tkanki ziarninowej, ktora wypelnia
ubytek. Faza przebudowy rozpoczyna si¢ okoto 3. tygodnia po urazie i charakteryzuje
sie przebudowa widkien kolagenowych. Powstaje tkanka bliznowata, ktora jest twardsza
i bledsza od otaczajacej ja skory. Faza ta moze trwac nawet do 2 lat po urazie [2].

2.1. Zaburzenia procesu gojenia si¢ ran i problem antybiotykoopornosci

Wilgotne, zasobne w substancje odzywcze srodowisko rany stanowi idealne warunki
dla rozwoju bakterii, co przyczynia si¢ do spowolnienia lub nawet zahamowania procesu
gojenia. A. Gristina w 1987 roku w swojej publikacji zastosowata zwrot ,,wys$cig o po-
wierzchni¢” w celu opisania wspolzawodnictwa o kolonizacjg, ktore ma miejsce na
powierzchni skory, pomiedzy komoérkami somatycznymi a komorkami bakteryjnymi [3].
We wspomnianym wyscigu to bakterie maja przewagg, poniewaz sg zdolne do koloni-
zowania biotycznych oraz abiotycznych powierzchni. Rany w duzej mierze sa zakazone
kilkoma rodzajami patogenow, ktore przedostaja si¢ do tozyska rany z mikrobiomu
pacjenta oraz ze Srodowiska zewnetrznego. Sposrod bakterii tlenowych rang najczgsciej
zasiedlaja: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes
oraz Escherichia coli. Z kolei do bakterii beztlenowych najczgsciej zasiedlajacych rany
zalicza si¢ Bacteroides spp. oraz Clostridium spp. Do grzybow najczgsciej izolowanych
ze $rodowiska ran naleza te z rodziny Candida (glownie C. albicans) oraz plesnie (Asper-
gillus spp.). Obecnos¢ drobnoustrojow wydhuza czas gojenia. Ponadto obszar rany pozostaje
znacznie dluzszej niz fizjologicznie w fazie stanu zapalnego. Do czynnikéw, ktore pod-
wyzszaja ryzyko wystapienia zakazenia, naleza skrajne grupy wiekowe, choroby prze-
wlekle, nowotwory czy zaburzenia odpornosci [4].

Nadmierna ilo$¢ drobnoustrojow w ranie moze prowadzi¢ do op6znienia lub catko-
witego zahamowania procesu regeneracji uszkodzonej tkanki. S. aureus jest odpowie-
dzialny za najwyzszy odsetek zakazen szpitalnych [5]. Po raz pierwszy oporno$¢ na
metycyling S. aureus opisano w potowie XX wieku. Oporno$¢ ta jest uwarunkowana
mutacja genu mecA kodujacego biatko wigzace penicyline. Przyczyna narastania lekoopor-
nosci jest nieprawidlowe stosowanie antybiotykow, a takze ich naduzywanie. Zdolnosé¢
do nabywania opornosci na antybiotyki zalezy od mozliwosci bakterii do dostosowania
si¢ do presji selekcyjnej 1 wyksztatcania coraz to nowych mechanizmow opornosci, np.
pomp efluksowych umozliwiajacych wypompowywanie antybiotyku z komorki czy zmiany
w skladzie oraz funkcji blon komoérkowych, ktore zmieniaja swoja przepuszczalnose,
czy wreszcie inaktywacja antybiotyku przy udziale enzyméw. Szacuje sig, ze S. aureus
to bakteria kolonizujaca okoto 20-30% populacji ludzkiej, natomiast S. aureus oporny
na metycyling kolonizuje okoto 1,5% ludnosci, przy czym ryzyko kolonizacji zwigksza
si¢ u pacjentow przebywajacych w szpitalach oraz dializowanych, a takze zakazonych

95



Monika Nawara, Aleksandra Nurzynska

wirusem HIV. Znaczny odsetek zakazen szpitalnych jest powodowany takze przez
enterokoki oporne na wankomycyng i bakterie Gram-ujemne oporne na antybiotyki
B-laktamowe. W 2011 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, ang. World Health
Organisation) rozpoczeta program pt. ,,Przeciwko lekoopornosci: brak dziatan dzisiaj,
brak lekow jutro”. Z racji problemu na $wiatowg skale, jakim jest antybiotykooporno$¢,
konieczne jest poszukiwanie nowych zwigzkoéw przeciwdrobnoustrojowych, ktore moga
stanowi¢ alternatywe wzgledem antybiotykdéw. Co wiecej, w przypadku leczenia ran
stosowanie antybiotykéw moze dodatkowo powodowac¢ utrudniony odptyw wydzieliny,
hamowanie procesu ziarninowania, mutacje i selekcje szczepow opornych. Zgodnie
z raportem WHO z 2019 roku antybiotykooporno$¢ stanowi 1 z 10 najwigkszych zagrozen
dla zdrowia. Do 2016 roku okoto 700 tysigcy zgondw rocznie na $wiecie bylto spowodo-
wanych infekcjami mikroorganizmami odpornymi na leczenie. Jesli problem antybio-
tykoopornosci nie zostanie rozwigzany, do 2050 roku liczba ta moze osiagnaé nawet
10 milionéw zgondéw w skali roku [6]. Aby ograniczy¢ rozwoj bakterii, coraz czgsciej
stosuje si¢ nowoczesne biomaterialy opatrunkowe, ktore wzbogacone sa w substancje
0 dziataniu przeciwdrobnoustrojowym [7].

3. Przelom w leczeniu ran

Historia materialow opatrunkowych sigga 2600 lat p.n.e., kiedy to Egipcjanie wyko-
rzystywali midd oraz wtokna roslinne do opatrywania ran. Starozytni Grecy zalecali prze-
mywanie ran przegotowang woda oraz kwasem octowym i winem. Z kolei Hipokrates
wskazywal na potrzebe utrzymywania suchego $rodowiska rany, co miato dziataé
dobroczynnie na proces gojenia. Zalecana przez niego technika stosowana byta az do
XIX wieku [8].

Przetom w leczeniu ran nastgpit poprzez wprowadzenie antyseptykéw oraz antybio-
tykow, co znaczaco zmniejszyto Smiertelno$¢ wsrdd pacjentow. Krokiem milowym bytly
réwniez badania mikrobiologiczne, prowadzone miedzy innymi przez Jamesa Younga
Simpsona, a takze Louisa Pasteura. Georg Winter w potowie XX wieku wykazal, ze
wilgotne $§rodowisko sprzyja szybszemu procesowi gojenia si¢ rany, co stalo si¢ para-
dygmantem leczenia ran. W ten sposob zmienilo si¢ rowniez podejscie do opatrunkow
oraz sposobu ich projektowania [9].

Obecnie wymagane jest, aby materiaty opatrunkowe usuwaly nadmiar wysieku i za-
trzymywaly go w swojej strukturze (ograniczajac tym samym mozliwos¢ reinfekcji),
jednoczesnie zapewniajac wilgotne srodowisko oraz wymiang gazowsa. Opatrunki nie
moga przywiera¢ do rany, a ich usuwanie nie moze powodowa¢ maceracji zregenerowanej
tkanki, ponadto powinny by¢ one biokompatybilne z tkankami. Wymagana jest takze
elastyczno$¢ opatrunku, komfortowa aplikacja oraz bezpieczny i komfortowy sposéb
usuwania [10].

3.1. Opatrunki modyfikowane substancjami pochodzenia naturalnego

Wiedza o przeciwbakteryjnym dziataniu roslin oraz o ich dobroczynnym wplywie na
proces gojenia si¢ ran znana jest od wiekow. Indianie stosowali na rany oklady z lisci
agawy czy tytoniu. Wraz z rozwojem medycyny rozwijaly si¢ takze metody leczenia ran,
ale substancje pochodzenia naturalnego nadal odgrywajg ogromna role w tym procesie.
Wiasciwosci przeciwbakteryjne roslin wynikajg z obecnos$ci w nich substancji takich jak
surowce §luzowe, garbnikowe, olejki eteryczne, kumaryny czy glikozydy saponinowe [11].
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3.2. Garbniki

Garbniki to substancje roslinne, ktore wystepujg migdzy innymi w herbacie, gorzkiej
czekoladzie, a takze w winach. Juz w starozytnosci znane byly ich korzystne witasci-
wosci. Egipcjanie uzywali substancji ros§linnych zawierajacych garbniki do mumifikacji,
a z kolei w §redniowieczu zaczgto wykorzystywac je do garbowania skor zwierzecych.
Wraz z postgpem nauki odkryto, ze majg one wiele innych, korzystnych wihasciwosci,
miedzy innymi w aspekcie regeneracji leczenia ran. Garbniki wykazuja dziatanie antybak-
teryjne ze wzgledu na zdolno$¢ denaturacji biatek powierzchniowych bakterii i innych
drobnoustrojow. Dodatkowo wykazuja dzialanie $ciagajace, co zabezpiecza tkanki przed
zakazeniem, a takze usprawniajg proces odbudowy i regeneracji w przypadku zranien.
Co istotne, garbniki wykazuja aktywno$¢ przeciwzapalng ze wzgledu na zdolno$¢ inakty-
wacji histaminy i enzymdw, ktore sg odpowiedzialne za rozwoj wysigkow 1 obrzekow [12].

Rhus chinensis, czyli sumak chinski, to krzew lub mate drzewo lisciaste, rozpowszech-
nione gtéwnie w Chinach oraz Azji Wschodniej. Pozyskiwany jest z niego galas, ktory
stanowi wazny surowiec w tradycyjnej medycynie chinskiej ze wzgledu na to, ze zawiera
od 50% do 70% garbnikéw, ktore ulegaja hydrolizie. Glownymi sktadnikami aktywnymi
galasu sg kwas elagowy, taninowy oraz kwas galusowy. Galas stosowany jest do leczenia
biegunek, stanow zapalnych oraz krwotokoéw ze wzgledu na wlasciwosci Sciagajace
garbnikoéw. Wykazuje rowniez cechy bakteriobojcze, denaturujac biatka powierzchniowe
drobnoustrojow [13]. Xiaoying Zhu i wsp. wytworzyli opatrunek na rany z wiokna chito-
zanowego, wzbogacony o garbniki pozyskane z naturalnych ekstraktow garbnikow
galasowych pochodzacych z Rhus chinensis. Opatrunek otrzymano poprzez potaczenie
chitozanu i garbnikdw z wodnym roztworem kwasu octowego. W poréwnaniu z czystym
wldknem chitozanowym wiokno wzbogacone o garbniki wykazywato nizsza hydrofilo-
wos¢ oraz wyzsza wytrzymalo$¢ na rozerwanie na sucho i na mokro o ponad 40% dzigki
jonowemu usieciowaniu chitozanu i garbnikow. Zahamowanie wzrostu bakterii Staphylo-
coccus aureus wynosito 99,7% w stosunku do materiatu kontrolnego (niezawierajacego
garbnikow). Co wigcej, wykazano takze, iz modyfikacja garbnikami powodowata zaha-
mowanie wzrostu C. albicans na poziomie 35%. Widkna wzbogacone o garbniki charak-
teryzowaly sie gltadsza powierzchnia o mniejsze;j ilosci bruzd, co miato wptyw na wytrzy-
mato§¢ mechaniczng opatrunku. Dodatek kwasu garbnikowego zwigkszyl réwniez
stabilno$¢ termiczng widkien kompozytowych [14].

Kwas garbnikowy jest polifenolem ekstrahowanym z owocow rosliny Galla chinensis.
Wykazuje dzialanie $ciggajace oraz hemostatyczne i przeciwdrobnoustrojowe. Wigczenie
kwasu garbnikowego do biomaterialéw znacznie poprawia ich efekty terapeutyczne [15].
Na Xu i wsp. [16] wytworzyli wielofunkcyjny kriozel wspomagajacy gojenie ran, ktory
sktadat si¢ z kompozytowego rusztowania z chitozanu, zelatyny i kwasu garbnikowego
oraz nanoczastek srebra. Grupy hydroksylowe kwasu garbnikowego posiadajg zdolnos$¢
do redukowania jonoéw srebra i na tej drodze powstajg nanoczastki srebra. Z tego wzgledu
w opisywanym badaniu poshuzono si¢ kwasem garbnikowym, ktéry stanowil naturalny
srodek redukujacy, zastepujac tym samym toksyczne reduktory chemiczne. Grupy katecho-
lowe kwasu garbnikowego wykazaty ponadto zdolno$¢ do taczenia si¢ z nanoczastkami
srebra, tworzac wigzania koordynacyjne, jednoczesnie zapewniajac warstwe ochronna,
ktéra opdzniata uwalnianie jondw srebra z opatrunku oraz uniemozliwiata bezposredni
kontakt nanoczastek srebra z komorkami gospodarza. Badania nad kwasem garbnikowym
potwierdzily takze jego biokompatybilno$¢ oraz wysoka bioaktywnos$¢, co sprzyjato pro-
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liferacji komorek, prowadzac do przyspieszenia procesu gojenia si¢ ran. Czysty kriozel
nie wykazywatl wlasciwosci antybakteryjnych. Po wprowadzeniu kwasu garbnikowego
kriozel zyskat jedynie niewielka zdolnos¢ antybakteryjng. Natomiast dodanie nanoczastek
srebra spowodowalo, ze kriozel wykazywat dzialanie przeciwbakteryjne wobec ponad
99,9% bakterii, zar6wno przeciwko E. coli, jak i S. aureus. W grupie leczonej czystym
kriozelem stwierdzono wysoki poziom TNF-o, co wskazywalo na obecno$¢ stanu
zapalnego. W poréwnaniu z grupa leczong czystym kriozelem zaréwno grupy leczone
kriozelem z kwasem garbnikowym, jak i grupy leczone kriozelem z kwasem garbniko-
wym i nanoczastkami srebra wykazywaly nizsza ekspresj¢ TNF-o, a takze 1L-6 oraz IL-1p,
co potwierdza przeciwzapalne dziatanie kwasu garbnikowego [17].

Jia Xu i wsp. [18] rowniez wykorzystali 15% kwas garbnikowy, w polaczeniu
z kwasem polisjalowym, do wytworzenia opatrunku hydrozelowego stosowanego do
leczenia ran po cigciu cesarskim. Dziatanie przeciwbakteryjne hydrozelu wobec bakterii
Gram-dodatnich (S. aureus) i Gram-ujemnych (E. coli) potwierdzito, ze opatrunek
wzbogacony o kwas garbnikowy wykazywal efekt bakteriobdjczy wobec 92% bakterii
(zarowno E. coli, jak i S. aureus). Ponadto w trakcie badan zaobserwowano, ze wytwo-
rzony opatrunek miat bardzo dobrg biokompatybilnos¢. Dodatkowo zaobserwowano, ze
opatrunek zawierajacy 15% kwas garbnikowy i kwas polisjalowy przyspieszal proces
tworzenia nowych, matych naczyn krwionosnych i mieszkéw wlosowych. Opatrunek
przyspieszal proces gojenia ran w odniesieniu do kontroli od 7. dnia po operacji. Juz po
21 dniach stosowania opatrunku z dodatkiem kwasu garbnikowego zaobserwowano
petna regeneracj¢ skory na modelu mysim, co potwierdzato dobroczynny wptyw kwasu
garbnikowego na proces gojenia si¢ ran, a tym samym zasadnos$¢ jego uzycia W tego
rodzaju opatrunkach.

Z kolei Yuging Guo i wsp. [19] z wykorzystaniem alkoholu poliwinylowego, kwasu
garbnikowego oraz nanowtokien aramidowych wytworzyli hydrozel o wysokiej wytrzy-
malosci na rozcigganie oraz wlasciwosciach przeciwbakteryjnych. Kwas garbnikowy
nie wykazuje cytotoksycznosci wzglgdem prawidlowych komorek, ma dziatanie przeciw-
bakteryjne, przeciwwirusowe, a takze antyoksydacyjne oraz przeciwmutagenne. Ze
wzgledu na zdolno$¢ tworzenia wiagzan wodorowych wykazuje on dziatanie sieciujace
w kompozytach. Badania wykazaty, ze kwas garbnikowy moze tworzy¢ silne wigzania
wodorowe z alkoholem poliwinylowym. Badanie FTIR potwierdzito, ze pomig¢dzy alko-
holem poliwinylowym, kwasem garbnikowym i nanowtdéknami aramidowymi powstato
wiele wigzan wodorowych, ktore znacznie zwickszyly wytrzymato$¢ hydrozelu na
rozcigganie oraz elongacje. Wytrzymato$¢ hydrozelu na rozcigganie wyniosta 2,06 MPa
1 byt on w stanie zwickszy¢ swoja dtugosc az 0 950%. Co wiecej, hydrozel miat zdolnosé¢
do zapamietywania ksztattu, przez co mogt wraca¢ do swojej pierwotnej sruktury oraz
dhugosci po namoczeniu go przez 10 sekund w wodzie dejonizowanej o temperaturze
60°C. Zawartos¢ wody w hydrozelu wynosita ponad 80%, natomiast jego zdolnos¢ do
pecznienia wynosita 300%. Minimalne stezenie hamujace przeciwko S. aureus wynosito
4 mg/ml, natomiast minimalne st¢Zenie bakteriobojcze wobec tego szczepu okreslono
na 12 mg/ml. Dla szczepu E. coli stezenia te wynosity odpowiednio: 2 mg/ml i 8 mg/ml,
natomiast dla P. aeruginosa: 2 mg/ml i 8 mg/ml. Odmienna wrazliwo$¢ na hydrozel
wynikala prawdopodobnie z r6znic w budowie $cian komorkowych bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych. Dong i wsp. [20] wykazali, ze kwas garbnikowy hamuje
namnazanie sie bakterii S. aureus oraz tworzenie biofilmu przez niszczenie peptydo-
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glikanu i thumienie ekspresji genéw. Aby zbada¢ cytokompatybilno$¢ hydrozelu, badano
jego wplyw na zywotnos¢ komorek 1.292 (fibroblasty mysie) przy stezeniu 12 mg/ml za
pomocg testu CCK-8 (Cell Counting Kit-8). Stwierdzono, ze hydrozel wykazywat bardzo
niska cytotoksycznos¢ wzgledem komorek zarowno w 1., 2., jak i 4. dniu, a Zywotno$¢
komorek przez caly okres trwania badania byta wyzsza niz 92%. Hydrozel nie wyka-
zywal cytotoksycznosci wobec komorek prawidlowych, co stanowito potwierdzenie
jego potencjalnego zastosowania jako opatrunku na rany przewlekte.

3.3. Olejki eteryczne

Ze wzgledu na duza réznorodnos¢ sktadu olejki eteryczne wykazujg szeroki wachlarz
wiasciwosci farmakologicnych. Dzialaja draznigco na skore, co wiaze si¢ z obecnoscia
w nich substancji takich jak miedzy innymi limonen, kamfora czy pinen. Ponadto
wykazuja dziatanie moczopedne poprzez draznienie kanalikow nerkowych, a takze dzia-
tanie wykrztusne, wptywajac draznigco na blone §luzowa oskrzeli, co wiaze si¢ z pro-
dukcjg zwickszonej ilosci sluzu. Co wigcej, dziatajg przeciwzapalnie, za co odpowiadaja
azuleny obecne w nicktorych olejkach. Olejki eteryczne wykazuja takze dziatanie przeciw-
robacze, spazmolityczne i antyseptyczne, ponadto wykazuja efekt bakteriobdjczy poprzez
zdolno$¢ do hamowania powstawania biofilmu, blokowania biosyntezy bakteryjnych
biatek i kwasow nukleinowych, a takze blokowanie biosyntezy ich $ciany komorkowej [21].

Lu Wang i wsp. [22] wykorzystali bezkomoérkowa macierz skérng wzbogacong o kwer-
cetyne oraz olejek z drzewa herbacianego do wytworzenia nowoczesnego opatrunku na
rany. Bezkomérkowa macierz skorna przyspieszata proces gojenia si¢ ran, lecz nie wyka-
zywala dziatania antybakteryjnego. Ponadto charakteryzowala si¢ bardzo stabg wytrzyma-
to$¢ mechaniczng. Po wzbogaceniu matrycy o kwercetyng oraz olejek z drzewa herba-
cianego wykazywata lepszg stabilno$¢ termiczng i mechaniczng oraz silne wlasciwosci
przeciwbakteryjne, powodujac zahamowanie wzrostu do 80% bakterii E. coli oraz
S. aureus w badaniu in vitro. Badanie in vivo potwierdzito, ze opatrunek ten znacznie
przyspieszat proces gojenia si¢ ran. Juz po tygodniu rana leczona opatrunkiem zawie-
rajacym kwercetyne 1 olejek eteryczny z drzewa herbacianego zmniejszyta si¢ o 65%,
w przypadku grupy kontrolnej proces ten zachodzit znacznie wolniej. Po 2 tygodniach
niezagojona powierzchnia skory stanowita tylko 23% rany poczatkowej, natomiast
w grupie kontrolnej obszar ten przekraczat 50%. Po 3 tygodniach leczenia opatrunkiem
zawierajacym olejek eteryczny rana ulegta niemal catkowitemu zagojeniu. Opatrunek
zawierajacy bezkomorkowa macierz skorng wzbogacong o kwercetyne oraz olejek
Z drzewa herbacianego byt biokompatybilny i wykazywat pozytywny wplyw na gojenie
si¢ rany. Ekspresja czynnika wzrostu w grupie, ktora leczono opatrunkiem zawierajacym
kwercetyne oraz olejek herbaciany, byla znacznie wyzsza niz w grupie leczonej opa-
trunkiem zawierajacym jedynie bezkomérkowa macierz skorng. W trakcie badan in vivo
na modelu mysim juz po 1 tygodniu stosowania opatrunku §wiatto rany zmniejszylo si¢
0 50%. Po 2 tygodniach stosowania opatrunku wzbogaconego o olejek eteryczny
Z oregano rana stanowita jedynie 23% swojej poczatkowej powierzchni. Natomiast po
3 tygodniach rana ulegta niemal catkowitemu zagojeniu. Wyniki opisywanych badan
potwierdzily, Ze opatrunek na bazie bezkomorkowej macierzy skornej zawierajacy olejek
eteryczny oraz kwercetyn¢ miat dobre wlasciwosci przeciwbakteryjne, biokompatybil-
no$¢ oraz zdolno$¢ do sprzgzenia zwrotnego, a takze regulowania wzrostu komorek
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i tkanek, wiec z powodzeniem moze by¢ w przysztosSci wykorzystywany do produkcji
materialow przyspieszajacych gojenie si¢ ran.

Olejek eteryczny z oregano, ktorego glownym sktadnikiem jest karwakrol, jest obie-
cujacym naturalnym zwigzkiem o dzialaniu przeciwbakteryjnym, antyoksydacyjnym
i przeciwzapalnym. Jednakze miejscowe podawanie tego olejku na skdre moze powo-
dowac¢ podraznienia i wigzac¢ si¢ z mniejsza skutecznoscia terapeutyczng. Ponadto jest
to zwigzek lotny, co warunkuje jego niestabilnos$¢ [23]. Z tego powodu Atta ur Rehman
Khan i wsp. [24] zakapsutkowali olejek z oregano w membranie z nanowlokien poli(L-
laktydu-ko-kaprolaktonu) (PLCL) fibroiny jedwabiu. Badania wykazaly, ze tak zakap-
sulkowany olejek eteryczny jest wysoce aktywny zarowno wobec bakterii Gram-
dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Wykazano, ze olejek eteryczny z oregano o stezeniu
5% jest zdolny do catkowitego zahamowania wzrostu bakterii. Przeprowadzone badania
potwierdzily, ze membrana zawierajaca olejek eteryczny z oregano jest w stanie nie
tylko przyspieszy¢ obkurczanie si¢ rany, ale takze poprawic¢ jako$¢ gojenia, co potwier-
dzono analiza histologiczng. Dzialanie bakteriobojcze membrany przy 5% stgzeniu
olejku eterycznego z oregano wynosita odpowiednio 100% i 98,02% dla S. aureus

i E. coli w poréwnaniu do nanowtokna, ktore nie zawierato olejku eterycznego i ktore
nie wykazywalo zadnego dzialania przeciwbakteryjnego (proba kontrolna). Fakt ten
potwierdza, ze aktywnos¢ przeciwbakteryjna byta indukowana tylko przez olejek ete-
ryczny z oregano. W trakcie badania in vivo na modelu mysim w ciggu pierwszych
10 dni w grupie leczonej opatrunkiem zawierajacym olejek eteryczny rana ulegta zmniej-
szeniu 0 91% w stosunku do swojej pierwotnej wielkosci. Wzbogacenie opatrunku
0 olejek eteryczny z oregano przyniosto nastgpujace korzysci: nastapito szybsze tworzenie
si¢ ziarniny, ponadto zaobserwowano szybszg reepitelializacje oraz sprawniejszy proces
angiogenezy, a takze bardziej uporzadkowane w stosunku do grupy kontrolnej odktadanie
si¢ kolagenu. Ze wzgledu na swa biokompatybilnos¢, biodegradowalnosé, brak cyto-
toksycznosci, a przede wszystkim pozytywny wplyw na proces gojenia si¢ ran i wtasci-
wosci bakteriobojcze — olejek z oregano moze by¢ stosowany w produkcji materiatow
opatrunkowych na trudno gojace si¢ rany.

Zingiber officinale, znany powszechnie jako imbir, od lat stosowany jest w medycynie
tradycyjnej ze wzgledu na wlasciwosci antyoksydacyjne, przeciwwirusowe, przeciw-
bakteryjne oraz przeciwzapalne. Imbir jest bogaty miedzy innymi w celuloze, skrobie¢
oraz hemiceluloze, a takze gingerole, zingiberen i shogaole. Olejek eteryczny z imbiru,
ktory sktada si¢ glownie z geranialu, rowniez wykazuje znaczace dziatanie przeciw-
bakteryjne oraz przeciwgrzybiczne [25]. Squinka i wsp. [26] wykorzystali pozostatosci
imbiru z produkcji sokoéw jako surowiec do przygotowania nanowlokien wzbogacajacych
hydrozel o wielofunkcyjnych wtasciwosciach do stosowania na rany. Jedng z najwaz-
niejszych wilasciwosci hydrozeli bedacych opatrunkami na rany jest zdolnos¢ do wchta-
niania wody, poniewaz wilgotne srodowisko umozliwia migracje komorek nablonka
oraz leukocytow, a takze dystrybucj¢ do fozyska rany czynnikow wzrostu, utatwiajac
i przyspieszajac w ten sposdb proces gojenia. Hydrozel wzbogacony o widkna imbiru
wykazywal zdolno$¢ wchtaniania wody wynoszaca 62-krotnos¢ swojej suchej masy,
przez co mozna go porownac do superchtonnego hydrozelu. Warto wspomnieé, ze hydrozel
ten zostal przygotowany wylacznie z naturalnego polimeru, bez uzycia $rodka sieciujg-
cego czy spegczniajacego. Zatem wysoka absorpcja wody byla zwigzana z naturalnym
sktadem imbiru, bogatego miedzy innymi w hemiceluloze. Wykazano réwniez, ze
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hemiceluloza przyczynia si¢ do zwigkszenia wytrzymato$ci 1 sztywno$ci kompozytow.
Wytrzymato$¢ 1 wlasciwosci rozciggajace sa wazne w przypadku opatrunkoéw na rany,
materiat opatrunkowy nie powinien pgkaé¢ w trakcie naktadania, noszenia czy zdejmo-
wania. Wiokna imbirowe zostaly poddane obrobcee alkalicznej, przez co znacznie zwigkszyta
si¢ ich zdoInos¢ absorpcji ptynow, a takze poprawily si¢ wlasciwosci mechaniczne. Wy-
trzymatos$¢ na rozciaganie osiagneta 2,1 MPa +£0,2 MPa, natomiast modut sprezystosci
wyniést 15,3 MPa+0,3 MPa. Nanowldkna zostaly poddane utlenianiu za po$rednictwem
rodnika 2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksylowego. Ocena cytokompatybilnosci opa-
trunku nie wykazata znaczacego wplywu na proliferacje ludzkich fibroblastéw w badaniu
invitro. W celu zapewnienia dziatania przeciwbakteryjnego opatrunek zostat wzbogacony
o olejek eteryczny z imbiru. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa nanowldkien imbiro-
wych badano wobec S. aureus i E. coli na agarze (Mueller Hinton Agar). Funkcjonali-
zacja wiokien przy uzyciu olejku eterycznego z imbiru poprawita dziatanie przeciwdrobno-
ustrojowe, a brak wzrostu bakterii sugerowat, ze hydrozel wykazywal efekt bakterio-
bojczy. Co wigcej, rowniez Abral i wsp. [27] w prowadzonych badaniach nad folig wzbo-
gacong o nanowtokna z imbiru odnotowali w trakcie badania in vitro dobre dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe przeciwko r6znym gatunkom bakterii, a takze grzybow. Folia
znanowlokna imbirowego byta skuteczna zaréwno wobec bakterii Gram-dodatnich, jak
I Gram-ujemnych, a takze grzybow, ze strefami zahamowania wzrostu odpowiednio od
5,01 mm £0,3 mm do 10,1 mm £0,9 mm.

3.4. Saponiny

Saponiny to zwigzki nalezace do glikozydow, wystepujace w ponad 500 gatunkach
ro§lin. Mozna je znalez¢ m.in. w mydInicy lekarskiej, lukrecji, nagietku czy aloesie.
W tradycyjnej medycynie chinskiej saponiny odgrywaja szczegélng rolg, sa bowiem
kluczowymi sktadnikami w wielu lekach pochodzenia roslinnego. Szerokie spektrum
zastosowania saponin zwigzane jest z obecnoscia w ich budowie chemicznej aglikonowego
szkieletu, ktory moze ulega¢ licznym modyfikacjom. Saponiny majg zdolnos¢ do obni-
Zania napi¢cia powierzchniowego, pienigc si¢ w wodzie podobnie jak mydlo, od ktorego
pochodzi ich nazwa (z tac. sapo — mydlo). Saponiny wykazujg szereg whasciwosci
farmakologicznych i biologicznych, w tym dziatanie immunomodelujace, hemolityczne,
wykrztusne, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe 1 przeciwgrzybicze. Ponadto saponiny
maja zdolno$¢ do wigzania si¢ z ergosterolem $cian komorkowych bakterii, wykazujac
dziatanie bakteriobojcze. Raul Barbosa i wsp. [28] wytworzyli opatrunek na rany
zawierajacy kompozytowe nanowtokna na bazie ekstraktu z aloesu. Opatrunek zostat
wykonany metoda forcespinning z biodegradowalnych materiatow, takich jak ekstrakt
z Aloe vera, ktorego sok w 3% sktada si¢ whasnie z saponin oraz pullulanu, chitozanu
i kwasu cytrynowego. Kwas cytrynowy zostal dodany w celu usieciowania czasteczek
polimeru i wzmocnienia stabilnosci, dzicki czemu opatrunek nie ulegat rozpuszczeniu
w srodowisku wodnym. Zaobserwowano rOwniez, ze wzrost stezenia ekstraktu z aloesu
powodowat wzrost $rednicy nanowtokien, co dodatkowo wzmacniato ich wytrzymatos¢
mechaniczng. Porowata struktura opatrunku umozliwiata wchlanianie nadmiaru krwi
i wysigkow, a takze zapewniata ochrong przed infekcjami. W trakcie badan in vitro wobec
szczepow E. coli nanowlokna, zawierajace ekstrakt z aloesu o stezeniu odpowiednio:
20%, 60% i 100%, wykazaly dziatanie przeciwbakteryjne, dajac strefy zahamowania
wzrostu: 1 mm, 2 mm i 2,5 mm. Wyniki te ilustruja, ze wiasciwos$ci antybakteryjne
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wloknin kompozytowych rosng wraz ze wzrostem stezenia ekstraktu z aloesu, potwier-
dzajac jednoczesnie jego przeciwbakteryjne wlasciwosci.

Oana Maria lonescu i wsp. [29] zastosowali naturalne sktadniki aktywne, takie jak
propolis, mi6d manuka, insuling, L-argining i napar z nagietka lekarskiego, wlaczajac je
do membran z elektroprzedzonych nanowtdkien na bazie kwasu hialuronowego/poli(tlenku
etylenu) w celu stworzenia innowacyjnych biomaterialdéw do opatrywania ran. Badanie
in vitro wykazato, Ze membrany z nanowldkien z propolisem i nagietkiem lekarskim
charakteryzowaly si¢ najlepsza aktywnos$cig antyoksydacyjna, cytokompatybilnoscig,
a takze mialy najsilniejsze wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, przeciwko S. aureus,
E. coli i P. aeruginosa. Strefy zahamowania wzrostu wynosity odpowiednio: 12 mm,
15 mm i 10 mm, co stanowito potowg strefy inhibicji powodowanej dziataniem ciproflo-
ksacyny, stosowanej jako kontrola. Jesli chodzi o oceng¢ dziatania przeciwgrzybiczego,
zadna z badanych prob nie wykazata efektu bojczego. Co wigcej, zaobserwowano, ze
nanowtdkna zawierajace ekstrakt z nagietka stymulowaty proliferacje prawidlowych
fibroblastow o 21% przy stezeniu 250 ug/ml i 0 37% przy stezeniu 500 pg/ml. Wzbo-
gacenie opatrunku o ekstrakt z nagietka nadalo mu silng aktywnos$¢ antyoksydacyjna
oraz wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, a ponadto zapewnito cytokompatybilnosé.
Porowata struktura biomateriatu umozliwita wchtanianie nadmiaru krwi i wysigkow
oraz zapewniata ochrong przed infekcjg oraz dobrg stabilnos¢ termiczna.

3.5. Kumaryny

Kumaryny to wtorne metabolity ro$lin z rodzin takich jak np. Rutaceae i Umbelli-
ferae. Pod wzgledem chemicznym nalezg do klasy benzo-a-pironow. Kumaryny podzieli¢
mozna na 6 klas: furanokumaryny, dihydrofuranokumaryny, fenylokumaryny, piranoku-
maryny, kumaryny podstawione pironem oraz bikumaryny. Kumaryny wykazuja
aktywno$¢ przeciwzapalna, przeciwbakteryjng, przeciwgruzliczg i przeciwwirusowa.
Ponadto dziatajg antyoksydacyjnie i przeciwzakrzepowo. Stosowane sg jako srodKi
przeciwbolowe i uspokajajace. Kumaryny badane sg rowniez pod katem potencjalnego
dzialania przeciwnowotworowego. W przyszlosci moga stanowi¢ $rodki uzywane
w celu tagodzenia objawow choroby Alzheimera ze wzgledu na zdolno$¢ do hamowania
metabolizmu acetylocholinoesterazy (przyczyniajac si¢ tym samym do zwigkszania jej
poziomu) [30].

Nostrzyk zotty (Melilotus officinalis) to roslina nalezaca do rodziny bobowatych,
zawierajgca sktadniki antyoksydacyjne, takie jak 7-hydroksykumaryna, flawonoidy oraz
glukuronid oleananu. Ponadto wyciagi z ziela nostrzyka, ze wzgledu na znaczng zawarto$¢
alantoiny, stymuluja proces ziarninowania, przez co wptywaja na regeneracje¢ uszkodzone;j
skory, a w konsekwencji na szybsze gojenie ran. Zawarta w zielu nostrzyka melilotigenina
dziata przeciwzapalnie, a takze zwicksza napiecie Scian naczyn zylnych. Ze wzgledu na
opisane wlasciwos$ci ziele nostrzyka moze by¢ stosowane w celu zmniejszania stanu
zapalnego, regulacji uktadu odpornos$ciowego oraz poprawy stanu unaczynienia skory.
Mohammad Shahrousvand i wsp. [31] wytworzyli metodg elektroprzedzenia opatrunek
na bazie polikaprolaktonu oraz chitozanu, wzbogacony o ekstrakt z ziela nostrzyka Melilotus
officinalis. Dodatek wyciagu z nostrzyka do matrycy elektroprzedzonej przyczynit si¢
do zwigkszenia jej wytrzymato$ci na rozciaganie, ktora wyniosta 29,23 MPa +0,19 MPa,
a takze znacznie zwigkszyt sprezystos¢ opatrunku oraz jego wlasciwosci hydrofilowe.
Opatrunek wzbogacony o ekstrakt z nostrzyka wykazywat aktywnos$¢ przeciwbakteryjng
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przeciw bakteriom Gram-dodatnim Bacillus i Gram-ujemnym Shigella. W trakcie badan
in vitro potwierdzono, ze opatrunek wzbogacony o ekstrakt z nostrzyka zottego nie
powodowat cytotoksycznosci wobec prawidtowych komérek, co wigcej — zwigkszat ich
liczbg. Opisany opatrunek spelia wszelkie wymagania ku temu, aby by¢ odpowiednim
kandydatem do testow in vivo do zastosowan w medycynie regeneracyjnej, zwlaszcza
do produkcji opatrunkéw na rany.

Centella asiatica (wakrota azjatycka) jest stosowana w tradycyjnej medycynie chin-
skiej do leczenia skory ze wzglgdu na wlasciwosci przeciwzapalne oraz przeciw-
bakteryjne. Gtownymi zwigzkami odpowiedzialnymi za jej korzystne whasciwosci sa
triterpenoidy, miedzy innymi azjatykozyd, kwas azjatycki oraz kwas madekasowy [32].
Badanie prowadzone przez Yao Chun-Hsu i wsp. [33] wykazalo, ze ekstrakt z wakroty
hamuje rozwdj drobnoustrojow, takich jak S. aureus, E. coli oraz P. aeruginosa, ktore
stanowig patogeny najczeSciej zasiedlajace Srodowisko ran. Testy in vitro, ktore
prowadzili Huwaida Abdul Azis i wsp. [34], z uzyciem ludzkich fibroblastow oraz
keratynocytow wykazaly, ze ekstrakt z Centella asiatica przyspiesza tempo migracji
komorek, tym samym przyspieszajac proces gojenia si¢ ran. Rina Afiani Rebia i wsp.
[35] wykorzystali substancje pochodzenia roslinnego o dziataniu przeciwbakteryjnym,
takie jak ekstrakt z Centella asiatica, propolis oraz hinokitiol do produkcji nowoczesnego
opatrunku na rany, wiaczajac je do polimeru poli[(R)-3-hydroksymaslanu-ko-(R)-3-
hydroksyheksanianu], z zastosowaniem procesu elektroprzedzenia. Propolis, inaczej kit
pszczeli, jest to brunatna substancja, ktora powstaje przez zmieszanie zywicy zebranej
Z pakéw 1 kory drzew z wydzielinami gruczolow pszczot miodnych oraz z woskiem
pszczelim. Glownymi zwigzkami chemicznymi zawartymi w propolisie sa kwasy
aromatyczne oraz zwiazki fenolowe, zwlaszcza kwas fenolowy i flawonoidy. Propolis
wykazuje bardzo duzy potencjal do usprawniania procesu gojenia si¢ ran. Ma takze
wlasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwgrzybicze, przeciwnowotwo-
rowe, antyoksydacyjne oraz przeciwzapalne [36]. Hinokitiol jest naturalnym sktadnikiem,
ktory jest izolowany z cyprysu japonskiego oraz czerwonego cyprysu zachodniego. Jest
znany z dzialania hamujacego wzrost bakterii, grzybow i owadéw [37]. Badania nad
hinokitiolem, prowadzone przez Shih Yin-Hua i wsp. [38] pod katem zastosowania go
jako potencjalnego leku do kanatlowego leczenia zebow, udowodnity jego silne dziatanie
przeciwbakteryjne wobec S. aureus. Badanie in vitro wykazato, ze nanowtokna kompo-
zytowe zawierajgce naturalne produkty o dziataniu antybakteryjnym byly inhibitorami
wzrostu dla bakterii E. coli oraz S. aureus. Badania wykazaly rowniez, ze hinokitiol
i propolis charakteryzujg sie najwyzszym efektem bakteriobdjczym, natomiast ekstrakt
z wakroty azjatyckiej i hinokitiol znacznie szybciej uwalniajg si¢ z nanowlokien w po-
réwnaniu z propolisem. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjng czystych nanowlokien, nanowtokien
kompozytowych z wakrota azjatycka, propolisem, a takze hinokilem oceniano metoda
strefy zahamowania wzrostu wobec bakterii S. aureus i E. coli. Dziatanie przeciw-
drobnoustrojowe nanowtokien oceniano przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Nano-
wiokna wzbogacone o ekstrakt z wakroty azjatyckiej wykazywaty dosy¢ niskg aktywnosc¢
bakteriob6jcza wobec S. aureus, dla ktorego strefa zahamowania wzrostu wyniosta
7,7 mm, nie wykazywaly natomiast dziatania przeciwbakteryjnego wobec E. coli.
Srednica strefy zahamowania nanowtokien wzbogaconych o propolis wynosita 18,3 mm
dlaS. aureus i 17,3 mm dla E. coli. Zeighampour i wsp. [39] w trakcie prowadzonych
badan dowiedli, ze ekstrakt propolisu wykazuje lepszy efekt przeciwbakteryjny wobec
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bakterii Gram-ujemnych niz wobec bakterii Gram-dodatnich ze wzgledu na inng budowe
sciany komorkowej bakterii. Nanowtokna kompozytowe wzbogacone o hinokitiol wy-
kazaty duzag stref¢ zahamowania wzrostu, ktéra dla S. aureus wyniosta 25,7 mm,
natomiast dla i E. coli — 29,7 mm. Ponadto w trakcie prowadzonego badania wykazano,
ze dodatek 7% propolisu oraz wyciggu z wakroty azjatyckiej zwickszyl wytrzymatosé
na rozcigganie czystych nanowtokien z 8,00 MPa +0,71 MPa do 16,35 +1,78 MPa.

4. Podsumowanie

Opatrunki stosowane w leczeniu trudno gojacych si¢ ran przewleklych w dalszym
ciagu stanowia przedmiot intensywnych badan naukowych. Wzbogacanie ich o naturalne
substancje wykazujace dziatanie przeciwdrobnoustrojowe stanowi rozwigzanie w zwal-
czaniu mikroorganizmow zasiedlajacych tozysko rany, ograniczajac tym samym uzywanie
syntetycznych zwiazkow przeciwdrobnoustrojowych, w tym antybiotykow. Inkorpo-
racja zwigzkow pochodzenia roslinnego do biomaterialow opatrunkowych niesie ze soba
wachlarz korzysci — wybierane sa te, ktore charakteryzujg si¢ biokompatybilnoscia
i biodegradowalnoscia, nie wykazujace cytotoksycznosci wzgledem prawidtowych ko-
morek, a dodatkowo posiadajace liczne whasciwosci prozdrowotne: bakteriobojcze, przeciw-
zapalne oraz antyoksydacyjne. Wlasciwosci te czynig zwiazki pochodzenia roslinnego
skutecznymi i1 bezpiecznymi kandydatami na $rodki wzbogacajace materiaty opatrun-
kowe na rany.
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Modyfikacja biomaterialéw opatrunkowych zwiazkami pochodzenia roslinnego
w celu nadania im wlasciwosci przeciwbakteryjnych

Streszczenie

Gojenie si¢ ran jest skoordynowang sekwencja zdarzen, ktora nastepuje w wyniku przerwania cigglosci skory.
W konsekwencji proces ten powinien prowadzi¢ do catkowitej regeneracji skory w odpowiednim czasie. Po
poczatkowym urazie rany, ktore nie przejda przez kolejne etapy gojenia w ciggu 3 miesi¢cy sg uznawane za
rany przewlekle. Rany te charakteryzuja si¢ przedluzong i utrzymujaca si¢ faza zapalng, wielobakteryjnym
zakazeniem, a takze w wielu przypadkach nadmiernym poziomem cytokin prozapalnych, proteaz, reaktywnych
form tlenu oraz niedoborem funkcjonalnych komorek macierzystych. Rany przewklete wykazuja zrdznico-
wang etiologi¢ na poziomie molekularnym i fizjologicznym, co utrudnia opracowanie uniwersalnego srodka
terapeutycznego. Pomimo intensywnego rozwoju sektora biomaterialow leczenie ran w dalszym ciagu jest
wielkim wyzwaniem. Z uwagi na dobroczynne dzialanie roslin, to wtasnie one stanowig zrodlo wielu
substancji o potencjalnym dziataniu wspomagajacym gojenie si¢ ran, W ostatnich latach wzrosto zaintere-
sowanie zastosowaniem tego typu substnacji w projetowaniu biomateriatdéw opatrunkowych. Z uwagi na
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe oraz przeciwzapalne duzym zainteresowaniem badaczy ciesza si¢
migdzy innymi garbniki, olejki eteryczne czy kumaryny. Zwiazki te stanowig alternatywe dla substancji synte-
tycznych, w tym antybiotykow, co ma ogromne znaczenie z uwagi na rozwijajaca si¢ antybiotykoopornosc.
Niniejsza praca stanowi przeglad biomaterialdow opatrunkowych, ktdre wzbogacone zostaly o substancje
roslinne wyjazujace dzialanie przeciwbakteryjne.

Stowa kluczowe: biomaterialy, medycyna regeneracyjna, rany przewlekle, zwiazki roslinne, zakazenia bakteryjne
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Modyfikacja biomateriatow opatrunkowych zwigzkami pochodzenia roslinnego
w celu nadania im wlasciwosci przeciwbakteryjnych

Modification of dressing biomaterials with plant-derived compounds to confer
antimicrobial properties

Abstract

Wound healing is a coordinated sequence of events that occurs as a result of a break in skin continuity.
Consequently, this process should lead to complete skin regeneration in a timely manner. After the initial
injury, wounds that do not progress through the stages of healing within three months are considered chronic
wounds. These wounds are characterised by a prolonged and persistent inflammatory phase, multi-bacterial
infection and, in many cases, excessive levels of pro-inflammatory cytokines, proteases, reactive oxygen
species and a deficiency of functional stem cells. Chronic wounds show a diverse aetiology at the molecular
and physiological level, making it difficult to develop a universal therapeutic agent. Despite the intensive
development of the biomaterials sector, wound treatment continues to be a great challenge. Due to the
beneficial effects of plants, they are the source of many substances with the potential to promote wound healing.
In recent years, there has been a growing interest in the use of such substances in the design of dressing
biomaterials. Due to their antimicrobial and anti-inflammatory properties, such substances as tannins, essential
oils and coumarins, among others, are of great interest to researchers. These compounds are an alternative to
synthetic substances, including antibiotics, which is of great importance in view of the developing antibiotic
resistance. This paper provides an overview of dressing biomaterials that are enriched with antimicrobial
plant substances.

Keywords: biomaterials, regenerative medicine, chronic wounds, plant-derived compounds, bacterial infections
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Cytral — zwigzek pochodzenia naturalnego o wielu
zastosowaniach w medycynie — przeglad literaturowy

1. Wprowadzenie

Monoterpeny to zwigzki bardzo rozpowszechnione w $§wiecie roslinnym. Juz w cza-
sach starozytnych wykorzystywano zarowno ich lecznicze, jak i zapachowe wiaSciwosci.
Swiadcza o tym chocby najstarsze informacje o stosowaniu zi6t i zawartych w nich olej-
kow eterycznych na przyktad podczas atakow histerii, w stanach przygnebienia badz przy
anemicznym wygladzie. Wspolczesnie sktadniki wielu olejkoéw eterycznych wykorzysty-
wane sa w medycynie do leczenia schorzen gémych droég oddechowych, gdyz dziatajg
wykrztusnie, przeciwbakteryjnie i przeciwwirusowo. W przypadku schorzen gastrycznych
dziatajg jako srodki zotciopednie i spazmolityczne. Ponadto wiele z nich dziata dezyn-
fekujaco 1 aseptycznie na skorg, pobudzajac tym samym jej ukrwienie, fagodzac bole
migsniowe oraz dziatajac pobudzajaco lub uspokajajaco. Niektore terpeny lub ich pochodne
wykorzystywane sg rowniez w terapiach antynowotworowych (karweol, limonen czy
alkohol perylowy) [1].

Cytral, znany rowniez jako 3,7-dimetylo-2,6-oktadienal, jest monoterpenowym
zwigzkiem chemicznym, w naturze wystepujacym w postaci 2 odmian izomerycznych
(rys. 1): geranial (formatrans lub inaczej cytral a) i neral (forma cis lub inaczej cytral b).
Stosunek izomerdéw cytralu zalezny jest przede wszystkim od surowca roslinnego, od
ktorego pochodzi olejek [1].

CH, CH,

O
X ~_7
S
(0]
| |
H,C CH,4 H,C CH,
(Z)-3,7-dimetylookta-2,6-dienal (E)-3,7-dimetylookta-2,6-dienal
(neral) (geranial)

Rysunek 1. Wzory strukturalne izomeréw cytralu (opracowanie na podstawie [1])

Najcenniejszym zrodiem cytralu jest olejek z mirtu cytrynowego (Backhousia citrio-
dora, od 90 % do 98%), werbeny egzotycznej (Litsea cubeba, od 70% do 85%) oraz
olejek z trawy cytrynowej (Cymbopogon citratus, od 65% do 85%). Ponadto obecnos¢
cytralu stwierdzono w wielu owocach cytrusowych [1].

! abieda@ajp.edu.pl, Zaktad Energetyki i Bezpieczefistwa Technicznego, Wydziat Techniczny, Akademia im.
Jakuba z Paradyza w Gorzowie Wielkopolskim, www.ajp.edu.pl.

2 awroblewska@zut.edu.pl, Katedra Inzynierii Materiatow Katalitycznych i Sorpcyjnych, Wydziat Technologii
i Inzynierii Chemicznej, Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie, www.zut.edu.pl.
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Obecnie na skale przemystowg cytral otrzymywany jest metodami syntetycznymi,
natomiast tylko niewielkie jego ilosci otrzymywane sa poprzez destylacje olejku z trawy
cytrynowej czy tez werbeny egzotycznej. Jako producentow cytralu, zar6wno syntetycz-
nego, jak i naturalnego, nalezy wymieni¢ przede wszystkim firmy: BASF (Niemcy),
Givaudan (Szwajcaria), Mane (Francja), Kuraray (Japonia) i DSM (Holandia) (rys. 2) [2].

CYTRAL
naturalny syntetyczny
olejek z werbeny olejek z trawy BASF DEM KURARAY
cytrynowej cytrynowej (prenol, prenal) (metyloheptenon) (prenol, prenal)

Rysunek 2. Wybrane naturalne oraz przemystowe metody otrzymywania cytralu
(opracowanie na podstawie [2])

Technika otrzymywania cytralu, opracowana przez firm¢ BASF, bazuje na prenolu
i prenalu jako surowcach do syntezy. Technologia ta jest przyjazna dla $rodowiska
naturalnego, poniewaz woda jest jej jedynym produktem ubocznym. W metodzie tej
mozna wyrdznic kilka etapow:

synteza acetalu z 2 czasteczek prenolu i 1 prenalu;

eliminacja jednej czasteczki prenolu z acetalu;

przegrupowanie Claisena;

przegrupowanie Cope’a [2].
Technologia ta umozliwia uzyskanie cytralu charakteryzujacego si¢ bardzo wysoka
czystoscig, ktory mozna stosowac jako zwigzek zapachowy w wyrobach perfumeryjnych,
czy jako aromat w przemysle spozywczym. Ponadto cytral moze by¢ surowcem w syntezie
mentolu.

Kolejnym waznym producentem syntetycznego cytralu jest koncern DSM. Zwiazkiem
wyjsciowym w metodzie wdrozonej przez ten koncern jest 6-metylohept-5-en-2-on (metylo-
heptenon) [3]. W pierwszym etapie w wyniku reakcji acetonu i acetylenu powstaje
nienasycony alkohol, 2-metylobut-3-yn-2-ol [4], nastepnie 2-metylobut-3-yn-2-ol podda-
wany jest procesowi fagodnej redukcji, w wyniku ktdrego wigzanie potrojne przeksztatca
si¢ w podwajne. Proces prowadzony jest w obecnosci katalizatora Lindlara [5]. Ostatnim
etapem jest reakcja pomigdzy 2-metylobut-3-en-2-olem i eterem izopropenylometylowym
w obecno$ci katalizatora fosforowego (chelat kwasu metafosforowego). Proces prowa-
dzony jest w sposob ciagly, w temperaturze 150°C, w roztworze metanolowym i pod
cisnieniem okoto 10 barow. Koncowym etapem jest przegrupowanie dehydrolinalolu do
cytralu, katalizowane przez katalizator molibdenowy. Nastgpnie z mieszaniny poreak-
cyjnej wydzielany jest cytral, ktory w dalszej kolejnosci jest oczyszczany. Wydajnosé
cytralu w tym procesie wynosi okoto 90% [6].
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Ostatnia technologia otrzymywania cytralu zostata opracowana przez firme¢ Kuraray
z Japonii. Metoda ta przypomina metod¢ wdrozong przez koncern BASF. Podobienstwo
wynika z tworzenia acetalu z prenolu i prenalu, jego dalszego rozktadu oraz przegrupowania
Claisena i Cope’a, zas$ roznica wystgpuje na etapie otrzymywania prenolu i prenalu [6].

Wysoka zawarto$¢ cytralu w olejkach eterycznych spowodowata, ze jest on waznym
sktadnikiem w wielu preparatach o dziataniu terapeutycznym (rys. 3). Dodatkowo cytral
stosowany byt jako naturalny $rodek konserwujacy do zywnosci i napojow, gtdwnie ze
wzgledu na jego silny smak i aromat cytrynowy [7]. Ponadto cytral wykazuje silne wia-
sciwosci elektrofilowe dzigki obecnosci a, f-nienasyconych zwigzkéw karbonylowych
[8, 9].

Wiasciwos$ci
przeciwzapaln

Whasciwos$ci
przeciwnowotworow
e

Wiasciwosci
przeciwutleniajace

Wiasciwosci Wiasciwosci
przeciwgrzybicze przeciwbakteryjne

Rysunek 3. Biologiczna aktywnos$¢ cytralu (opracowanie na podstawie [8])

Celem niniejszej pracy bylo przedstawienie najnowszych badan dotyczacych aktyw-
nosci biologicznej cytralu i jego zastosowan w medycynie. We wstepie do tego opraco-
wania przedstawiono rowniez budowe chemiczng cytralu i jego najwazniejsze zrodta
pochodzenia roslinnego. Ponadto opisano najwazniejsze przemystowe metody syntezy
cytralu (przemystowe metody syntezy chemicznej sa obecnie gtéwnym zrédiem tego
zwiagzku).

2. Wlasciwosci biologiczne cytralu

2.1. Wlasciwosci przeciwzapalne

Dla organizmu ludzkiego powaznym problemem zdrowotnym jest stan zapalny tkanek,
ktory moze by¢ spowodowany przez rozne czynniki stresu zardwno fizycznego, jak
i chemicznego, takie jak np. lipopolisacharydy. Inne czynniki, ktore przyczyniaja si¢ do
stanu zapalnego tkanek, to m.in. fluktuacje czynnika jadrowego komorki kappa-B (NF-xB),
czynnik martwicy nowotworu-TNF-o, interleukiny, reaktywne formy tlenu (ROS) i cyto-
kiny. W badaniach naukowych wykazano, ze cytral posiada silne wiasciwosci przeciw-
zapalne. Dodatkowo metabolity wtorne obecne w trawie cytrynowej, w tym cytral, wy-
kazuja dziatanie przeciwzapalne w przypadku obrzeku tap i zapalenia otrzewnej wywo-
fanych przez karagening w modelu szczura. Badania wykazaly, ze zastosowanie cytralu
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pomagato zmniejszy¢ obrzek tap poprzez obnizenie przemieszczenia leukocytow do jamy
otrzewnej. Ponadto cytral wykazuje potencjat w fagodzeniu stanéw zapalnych tkanek
poprzez zmniejszanie ekspresji biatek zapalnych oraz regulacje przemieszczania leuko-
cytow. Jednakze potrzebne sa dalsze badania, aby doktadniej zrozumie¢ mechanizmy
dziatania cytralu i potwierdzi¢ jego skuteczno$¢ w przypadku stanéw zapalnych u ludzi [10].

Olejki eteryczne to kompleksowe mieszaniny r6znych lotnych sktadnikéw pocho-
dzacych z ro§lin. Sg one pozyskiwane z okreslonych organéw ro$linnych, takich jak
liscie czy skorki, i wykazuja r6znorodne dzialania farmakologiczne. W jednym z badan
wykazano, ze cytral wykazuje silne hamujace dziatanie na produkcje tlenku azotu (NO)
indukowang przez lipopolisacharydy (LPS) w komérkach RAW264.7, jednoczes$nie nie
wykazujac przy tym zadnego efektu cytotoksycznego. Stwierdzono, ze hamowanie to
byto zwigzane z thumieniem ekspresji i aktywnosci transkrypcyjnej indukowanej NO
syntazy (iNOS). Wykazano roéwniez, ze ekspresja iNOS w makrofagach mysich jest
zwigzana z aktywno$cig czynnika jadrowego komorki kappa-B (NF-xB). Dowiedziono,
ze cytral moze wplywac na aktywacje NF-kB. Okazatlo sie, ze cytral tagodzit aktywnos$¢
transkrypcyjna NF-kB indukowang przez LPS oraz wigzanie DNA w spos6b zalezny od
stezenia. Wyniki tych badan wskazuja na to, ze hamowanie ekspresji iNOS przez cytral
prawdopodobnie wynikato z tlumienia aktywacji NF-kB. NF-kB sklada si¢ glownie
z dwoch biatek, p50 1 p65. W nieaktywnym stanie NF-kB jest obecny w cytozolu
i zwigzany z inhibitorem IxkB. Po indukcji NF-«kB przez rézne czynniki, takie jak LPS
lub tkankowy aktywator plazminogenu, IxB ulega fosforylacji, co prowadzi do jego
proteolitycznej degradacji przez proteasom. Nastepnie NF-kB zostaje uwolniony z IxB,
fosforylowany i przenoszony do jadra, gdzie wiaze si¢ z miejscami wigzania kB na
promotorach genéw docelowych. Elementy odpowiedzi NF-kB znajduja si¢ na promo-
torach genow iNOS. Wnioskiem z tych wynikow jest to, ze cytral hamuje produkcje
tlenku azotu poprzez ttumienie ekspresji iNOS wskutek hamowania aktywacji NF-kB.
Sugeruje to, ze cytral moze by¢ potencjalnie stosowany jako $rodek przeciwzapalny [11-13].

Zielinska 1 wsp. [14] przebadali cytral i geraniol pod katem ich dziatania przeciw-
zapalnego w linii komérkowej RAW 264,7, udowadniajac, ze cytral wykazuje zwigkszona
zdolno$¢ do hamowania wytwarzania NO (ok. 84% dla cytralu i 52% dla geraniolu
W najnizszym badanym stgzeniu 5 pg/ml). Poniewaz cytral wykazywat wyzsza aktywno$¢
hamujaca NO niz geraniol, aby zmierzy¢ poziom cytotoksycznosci cytralu wykonano
test redukcji AlamarBlue, ktory przeprowadzono na 2 modelach komérkowych (nieno-
wotworowy HaCaT i nowotworowy A431) [13, 14].

Lipia trojlistna (Aloysia triphylla) jest stosowana w leczeniu tzw. kolki menstruacyjnej,
okreslanej jako pierwotne bolesne miesigczkowanie. Pierwotne bolesne miesigczkowanie
jest bardzo czgstym schorzeniem ginekologicznym wystepujacym u kobiet miesigczku-
jacych, dotykajacym od 30% do 60% z nich. Zwykle to schorzenie jest leczone nie-
steroidowymi lekami przeciwzapalnymi (NLPZ). Jednak, pomimo iz ich dziatanie jest
szybkie, wykazuja one wiele skutkow ubocznych. Wptyw ekstraktu heksanowego
z A. triphylla i cytralu na skurcze macicy oceniano in vitro, a takze oceniano ich wlasciwosci
przeciwzapalne i zdolno$¢ do gojenia rany zotadka in vivo. Hamujacy wptyw na skurcze
analizowano przy uzyciu izolowanych paskow macicy od szczurow napelionych estro-
genem. Skurcze byty indukowane przez KCI 60 mM, oksytocyne 10 mIU/ml, charbacol
10 uM 1 PGF2a 5 uM. Dziatanie przeciwzapalne oceniano na modelu obrzgku tylnej
tapy szczura wywotanego karagening. Stezenie hamujace -50 (ICso) ekstraktu heksano-
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wego A. triphylla po kazdej odpowiedzi skurczowej wynosito dla KCl 44,73 ug/ml
+2.48 pg/ml, dla oksytocyny 42,16 pg/ml £3,81 pg/ml, dla charbakolu 41,87 pg/ml
+1,73 pg/ml i dla PGF2a 28,70 ug/ml £2,40 pg/ml. Ekstrakt z A. triphylla wywierat
znaczacy wptyw hamujacy na skurcze wywotane przez PGF2a. Cytral wykazywat taki
sam wplyw hamujacy na skurcz indukowany przez PGF2a. Doustne podawanie ekstraktu
(od 100 mg/kg do 800 mg/kg) i cytralu (od 100 mg/kg do 800 mg/kg) wywotywalo
dziatanie przeciwzapalne; ponadto zastosowana maksymalna dawka nie powodowala
uszkodzenia zotadka [15].

2.2. Wlasciwosci przeciwutleniajace

Cytral wykazuje wlasciwosci przeciwutleniajace. Wykazano, ze zwigzek ten posiada
zdolno$¢ do neutralizacji lub hamowania dziatania reaktywnych form tlenu (ROS) i wol-
nych rodnikow, ktore sg glownymi czynnikami odpowiedzialnymi za uszkodzenia ko-
morek i tkanek w procesach oksydacyjnych. Poprzez swoje wlasciwosci przeciwutle-
niajace cytral moze na przyklad zapobiega¢ peroksydacji lipidow czy uszkodzeniom
DNA i przyczyniac si¢ do ogdlnego zdrowia komorek oraz tkanek, a takze chronic uktad
odporno$ciowy i wspiera¢ jego prawidtowe funkcjonowanie.

Cytralne chemotypy Cinnamomum camphora (C. camphora) i Cinnamomum bodinieri
(C. bodinieri) sa obiecujacymi roslinami przemystowymi, ktore zawieraja obfite ilosci
cytralu. W celu bardziej doglebnego zbadania ich znaczacego efektu biologicznego
w badaniu okreslono sktad chemiczny i zdolnos$¢ przeciwutleniajaca olejkow eterycznych
bogatych w cytral chemotypow C. camphora i C. bodinieri (EOCC). Wydajnos¢ EOCC,
uzyskana w wyniku hydrodestylacji i analizowana za pomoca chromatografii gazowej
ze spektrometrig mas (GC-MS), wahata sie od 1,45% do 2,64%. Zidentyfikowano
40 sktadnikéw o zawartosci powyzej 0,1%, byly to gtéwnie: neral (od 28,6% do 39,2%),
geranial (od 31,8% do 54,1%), Z-izokitral (od 1,8% do 3,2%), E-izokitral (od 3,2% do
4,7%), geraniol (od 1,3% do 2,6%) i kariofilen (od 0,6% do 2,4%). Wtasciwosci przeciw-
utleniajgce EOCC oceniano metodami DPPH, ABTS i FRAP. Jak wykazaty wyniki,
aktywnos$¢ przeciwutleniajaca byta istotnie skorelowana z utlenionymi monoterpenami.
Odmiana C. bodinieri (N7) wykazywata najlepszy profil antyoksydacyjny, biorgc pod
uwage najwyzszg inhibicj¢ rodnika DPPH (ICso = 6,887 mg/ml £0,151 mg/ml) i aktyw-
no$¢ zmiatania rodnika ABTS (ICsp = 19,08 mg/ml +0,02 mg/ml). Biorac pod uwage
wysoka wydajnos¢ olejku eterycznego, bogata zawartos¢ cytralu i wysoka aktywno$¢
przeciwutleniajaca, odmiana N7 moze by¢ obiecujagcym kandydatem do opracowania
ulepszonej odmiany farmaceutycznej i kosmetycznej [16].

Wolne rodniki, anion ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru to gtdéwne reaktywne formy
tlenu (ROS), powstaja w wyniku reakcji utleniania zachodzacej w tkance. ROS sa bardzo
reaktywne i moga uszkodzi¢ sktadniki komorkowe oraz biomolekuly, takie jak DNA,
biatka, lipidy komérkowe i1 btony komérkowe [17]. Ponadto ROS moga wywolywac
problemy zdrowotne, takie jak zniszczenie migéni, reumatoidalne zapalenie stawow
i miazdzyca. Organizm posiada przeciwutleniacze, ktore sg w stanie zwalcza¢ ROS i mogg
zapewni¢ ochrong przed utleniajacym dziataniem wolnych rodnikow [18, 19]. Test
z udziatem DPPH wykazat potencjat antyoksydacyjny oleju z trawy cytrynowe;j. Z danych
dostepnych w literaturze wynika, ze ekstrakty, zar6wno z lisci, jak i z todyg, zawierajace
cytral wykazuja potencjat antyoksydacyjny, ktory byt zalezny od dawki [20].
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Bouzenna i wsp. [21] zbadali dzialanie przeciwutleniajgce i dziatanie ochronne cytralu
wobec toksycznosci indukowanej przez aspiryng w warunkach in vitro. W badaniach
uzyto komorek IEC-6 (komoérki nabtonka jelita cienkiego szczura). Aktywnos¢ antyoksy-
dacyjna okreslono za pomoca 1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu (DPPH), B-karotenu/kwasu
linolowego 1 analizy z odczynnikiem FRAP. Dodatkowo cytotoksyczno$¢ oceniano na
podstawie zywotnosci komorek, aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych, produkcji
dialdehydu malonowego (MDA) oraz ekspresji szlakow MAPKs (mitogen-activated
protein kinases). Zgodnie z uzyskanymi wynikami cytral wykazat istotng aktywnos$¢ anty-
oksydacyjng. Hamowat on utlenianie kwasu linolowego. Ponadto stwierdzono umiarkowane
dziatanie DPPH. Cytral wykazywat redukujacy potencjat antyoksydacyjny z warto$cia
ECso wynoszaca 125 pg/mL £28,86 ng/mL. Nastepnie wspoltraktowanie aspiryny cytra-
lem znacznie zmniejszyto indukowang $mier¢ komorek oraz poziom MDA. Réwniez
aktywacja MAPK byta ostabiona przez cytral. Wyniki te sugeruja, ze cytral moze
chroni¢ komorki IEC-6 przed stresem oksydacyjnym wywotanym aspiryna.

Owoce, warzywa oraz ziota lecznicze sg bogatym zrodtem naturalnych przeciwutle-
niaczy, ktére wplywaja na wlasciwosci terapeutyczne roslin. Przeprowadzono miedzy
innymi badania majace na celu przyblizenie potencjalnego dzialania ochronnego cytralu
przed uszkodzeniami oksydacyjnymi wywotanymi przez nadtlenek wodoru (H20y)
w komorkach $rodbtonka zyty pepowinowej (HUVEC) u ludzi. Wyniki badan okreslity,
ze cytral wykazuje dziatanie cytoprotekcyjne oraz przeciwutleniajgce wobec stresu
oksydacyjnego spowodowanego przez H,O, w HUVEC. Cytral chronit komérki przed
smiercig W wyniku stresu oksydacyjnego przy stezeniach 5 i 10 pg/ml. Ponadto cytral
obnizat poziomy nadtlenku wodoru i zwigkszat wartos¢ FRAP zar6wno wewnatrz, jak
i na zewnatrz komorki przy réznych stezeniach. Nadtlenek wodoru (H20;) jest stabilnym
reaktywnym tlenowym zwigzkiem, ktory tatwo przenika przez blonge komorkowa i od-
grywa istotng role w sygnalizacji w komorkach naczyniowych, takiej jak: proliferacja,
apoptoza i stan zapalny. W badaniu eksponowanie HUVEC na H»O, spowodowato
znaczne zmniejszenie zywotnosci komorek oraz wartosci FRAP. Wykazano, ze cytral
moze roéwniez posiada¢ wilasciwosci hamujace wzrost komorek przy wyzszych steze-
niach. Niniejsze wyniki potwierdzily cytoprotekcyjne dziatanie cytralu przy stezeniach
ponizej 20 pg/ml. Ponadto cytral wykazywal dziatanie przeciwutleniajace poprzez
zmniejszenie poziomow nadtlenku wodoru oraz zwigkszenie wartosci FRAP zar6wno
wewnatrz, jak 1 na zewnatrz komorki [22].

2.3. Wlasciwosci przeciwbakteryjne

Cytral wykazuje rowniez silne wtasciwosci przeciwbakteryjne. W wyniku badan
stwierdzono, ze zwigzek ten moze hamowa¢ wzrost i rozwdj zarowno bakterii Gram-
dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Cytral wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne poprzez
rézne mechanizmy. Przede wszystkim jest on zdolny do niszczenia bton komdrkowych
bakterii, co prowadzi do ich rozpadu i $mierci bakterii. Ponadto cytral moze wplywac na
enzymy niezbedne dla metabolizmu bakteryjnego, powodujac zaburzenia w ich funkcjo-
nowaniu i prowadzgc do ostabienia bakterii lub ich zniszczenia. Badania in vitro wyka-
zaly, ze cytral moze by¢ skuteczny w zwalczaniu roznych patogennych bakterii, takich
jak: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans i inne. Wykazano rowniez, ze cytral moze dziata¢ synergistycznie z innymi
substancjami przeciwbakteryjnymi, zwigkszajac ich skuteczno$¢ przeciwko bakteriom.
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Cytral moze mie¢ takze potencjalne zastosowanie w terapii antybiotykoopornej, ponie-
waz niektore badania sugeruja, ze moze on dziala¢ skutecznie wobec bakterii opornych
na tradycyjne antybiotyki. Jednak konieczne sg dalsze badania w tym kierunku, aby
lepiej zrozumie¢ mechanizmy dziatania cytralu i oceni¢ jego potencjat terapeutyczny
w walce z bakteriami opornymi.

Espina i wsp. [23] zbadali wptyw karwakrolu i cytralu na bakterie Listeria monocy-
togenes, S. aureus (SC-01) i E. coli (MG1655). Okazalo si¢, ze zardwno cytral, jak
i karwakrol powodowaty spadek ilosci komorek bakterii. Wyniki powyzszego badania
wykazaty potencjat cytralu do niszczenia biofilmu patogenéw przenoszonych przez
zywnosc. a-Cytral, jak i B-cytral wykazywaly dziatanie przeciwbakteryjne zardbwno wobec
bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Ponadto olejek eteryczny zawierajacy
cytral wykazat pozytywne dzialanie w terapii chorob zakaznych wywotlanych przez
S. aureus [24].

Bakteria Stenotrophomonas maltophilia ma zaréwno potencjal patogenny, jak
i zdoIno$¢ do powodowania psucia sie zywnosci i charakteryzuje si¢ opornoscig na wiele
antybiotykoéw. Do oceny dziatania przeciwbakteryjnego przeciwko psuciu si¢ zywnosci
wywotanej przez S. maltophilia zostato wybranych 7 typow olejkow eterycznych. Ba-
dania prowadzono za pomocg metody dyfuzyjno-krazkowej, metody rozcienczania bulionu
i zabiegu fumigacji. Sktad chemiczny olejkow eterycznych zostat przeanalizowany za
pomoca chromatografii gazowej — spektrometrii mas z wtryskiem zaréwno gazu, jak
i cieczy. Wyniki wykazaly, ze olejek Litsea cubeba (LCO) wykazywat silne dziatanie
hamujace przy wartosci minimalnego st¢zenia bakteriobdjczego (MBC) 0,125% (v/v),
a tylko LCO wykazywat dziatanie bakteriostatyczne w zabiegu fumigacji w badanym
zakresie. Jego Kluczowy sktadnik aktywny, cytral, odpowiadat za wtasciwos$ci przeciw-
bakteryjne poprzez powodowanie uszkodzen i peknie¢ blony komorkowe;j, co okreslono
za pomocg barwnikow fluorescencyjnych i skaningowego mikroskopu elektronowego
Z emisjg polowa. Minimalne stezenie hamujace i MBC cytralu przeciwko S. maltophilia:
0,25% (v/v)10,5% (v/v). Badanie to pokazuje wysoka skutecznos¢ olejkow eterycznych
w hamowaniu rozwoju bakterii i stanowi alternatywe dla redukcji opornych bakterii [25].

Yersinia enterocolitica jest wszechobecnym patogenem zwigzanym z zakazeniami
przenoszonymi przez zywno$¢. Cytral jest certyfikowanym przez FDA sktadnikiem bez-
pieczenstwa zywno$ci pozyskiwanym z roslin, poniewaz ma wlasciwosci przeciw-
utleniajace, przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe. Badanie to przeprowadzono
w celu oceny przeciwbakteryjnego dziatania cytralu na Y. enterocolitica. Minimalne
stezenia hamujace (MIC) i minimalne stezenie bakteriobdjcze (MBC) cytralu przeciwko
Y. enterocolitica ATCC 23715 wynosily odpowiednio: 0,2 mg/ml i 0,4 mg/ml.
Y. enterocolitica poddana dziataniu cytralu wykazywata wyrazne zmniejszenie tempa
wzrostu w pordwnaniu z nieleczonymi probkami kontrolnymi. Stwierdzono rowniez, ze
cytral zwigksza poziom reaktywnych form tlenu w komorkach bakteryjnych, indukuje
zmiany morfologiczne w komorkach i powoduje dysfunkcje btony komoérkowej, o czym
swiadczy hiperpolaryzacja btony komoérkowej, zmniejszona integralnos¢ btony komor-
kowej i wewnatrzkomorkowe stezenie ATP. Analiza elektroforezy w zelu poliakrylami-
dowym z dodecylosiarczanem sodu (SDS-PAGE) potwierdzita wptyw cytralu na syntezg
biatek przez Y. enterocolitica, podczas gdy PCR w czasie rzeczywistym z odwrotna
transkrypcja (RT-qPCR) wskazal, ze transkrypcja wielu genow zostala zmniejszona
przez cytral. Ponadto cytral skutecznie dezaktywowat Y. enterocolitica w PBS, bulionie
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LB i swiezym soku warzywnym. Badania te sugeruja, ze cytral moze by¢ stosowany
jako naturalny $rodek przeciwdrobnoustrojowy do zwalczania Y. enterocolitica w warzy-
wach 1 innych obszarach tancucha dostaw zywnosci, zmniejszajac w ten sposob ryzyko
zakazenia Y. enterocolitica [26].

Bambus, naturalny material pochodzenia roslinnego, znalazt szerokie zastosowanie
w architekturze i meblarstwie. Bambus jednak plesnieje i traci tym samym na wartosci
uzytkowej. Zbadano mechanizm hamowania i dzialanie przeciwbakteryjne cytralu —
naturalnego srodka przeciwbakteryjnego — na plesnienie bambusa. Wyniki wykazaty, ze
cytral moze zmienia¢ ksztalt grzybni, niszczy¢ integralno$¢ struktury grzybni, $ciany
komorkowej i struktury blony komoérkowej, powodujac w ten sposoéb wyciek kwasoéw
nukleinowych, biatek i innych substancji w komorce. Dodatkowo cytral moze niszczy¢
réwnowage pH komorek zarowno wewnatrz, jak i na zewnatrz komorki, aby zahamowac
lub zabi¢ plesn [27].

2.4. WlasciwoSci przeciwgrzybicze

Badania wykazaly, ze cytral moze hamowa¢ wzrost i rozwdj réznych grzybow,
W tym zaré6wno grzybow drozdzopodobnych, jak i grzyboéw plesniowych. Mechanizm
przeciwgrzybiczego dziatania cytralu polega na zaktocaniu struktury i funkcji blon
komorkowych grzybow. Cytral moze wnikna¢ do wnetrza komorek grzybow, powo-
dujac uszkodzenia bton, co prowadzi do ich rozpadu i zahamowania wzrostu grzybow.
Ponadto cytral moze wplywac na procesy metaboliczne grzybow, zaktocajac ich funkcjo-
nowanie i prowadzac do ich oslabienia lub zniszczenia. Badania laboratoryjne wykazaly,
ze cytral moze wykazywac aktywno$¢ przeciwko réznym patogennym grzybom, takim
jak: Candida albicans, Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes i inne. Wyka-
zano rowniez, ze cytral moze dziata¢ synergistycznie z innymi przeciwgrzybiczymi
substancjami, zwigkszajac ich skuteczno$¢ w zwalczaniu grzybow.

Powierzchowne grzybice skory naleza do najczestszych infekcji dermatologicznych.
Leczenie tych infekcji jest ograniczone z wielu powoddw i konieczne sg nowe leki do
leczenia tych zmian. Wiele olejkow eterycznych zostato przetestowanych zardwno in
vitro, jak i in vivo w kierunku dziatania przeciwgrzybiczego. Oceniono migdzy innymi
przeciwgrzybicze dziatanie olejku z trawy cytrynowe;j i cytralu na drozdzaki z gatunku
Candida (Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis
i Candida tropicalis). Badanie to dowiodlo, ze olejek z trawy cytrynowej i cytral
wykazujg in vitro silne dziatanie przeciwko Candida spp. Dziatanie przeciwgrzybicze
olejku z trawy cytrynowej zostato przetestowane przeciwko niektorym gatunkom, ktdre
wywotlaly infekcje u ludzi, w tym byly to gatunki dermatofitéw i C. albicans. Olejek
Z trawy cytrynowej (100 pg/mL) i cytral (od 25 pg/mL do 200 pg/mL) hamowaty wzrost
grzybni C. albicans. Dodatkowo byty prowadzone badania przedkliniczne na zwierzgtach
z wykorzystaniem odpowiednio przygotowanych masci zawierajacych olejki eteryczne,
w tym olejek z trawy cytrynowej. Zwierzeta zostaty zakazone grzybami (Trichophyton
rubrum i Microsporum gypseum), a wyniki wykazaty duza skuteczno$¢ przygotowanych
masci w zwalczaniu tych grzybow [28].

Cai i wsp. [29] przeprowadzili badania, ktorych celem byta analiza mechanizméw
dziatania przeciwgrzybiczego cytralu, limonenu i eugenolu przeciwko Zygosaccharomyces
rouxii. Wszystkie te 3 sktadniki wielu olejkow eterycznych wykazywaty silne dziatanie
przeciwgrzybicze przeciwko Z. rouxii. Minimalne hamujace st¢zenia cytralu, limonenu
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i eugenolu wyniosty odpowiednio: 0,188 ul/ml, 0,75 pl/ml i 0,4 ul/ml, a minimalne stg-
Zenia grzybobdjcze odpowiednio: 0,375 pl/ml, 3 pl/ml i 0,8 pl/ml. Skaningowa mikro-
skopia elektronowa wykazata, ze testowane zwigzki miaty destrukcyjny wptyw na po-
wierzchni¢ komorek drozdzy. Po potraktowaniu cytralem, limonenem i eugenolem
wzgledne przewodnictwo elektryczne i wyciek kwasu nukleinowego ulegly znacznemu
zwigkszeniu. Analiza SDS-PAGE wykazata, ze sktadniki olejkow eterycznych moga po-
wodowac utrate rozpuszczalnych biatek, a takze niszczy¢ biatko drozdzy lub hamowaé
ich ekspresje. Wyniki te wykazaty, Ze cytral, limonen i eugenol wywieraty dziatanie
przeciwgrzybicze na Z. rouxii poprzez uszkodzenie btony komorkowej i zniszczenie
bialek komoérkowych. Badanie to dostarczyto teoretycznej mozliwosci wykorzystania
cytralu, limonenu i eugenolu jako naturalnych Srodkéw konserwujacych zywnos$é do
kontroli psucia si¢ powodowanego przez Z. Rouxii w przemysle sokow owocowych.
W badaniach wykazano, ze synergistyczne dziatanie réznych sktadnikoéw olejkow eterycz-
nych moze nie tylko zmniejszy¢ dawke stosowanych zwigzkdéw terpenowych, ale tez
zwickszy¢ aktywnos¢ biologiczng badanych zwigzkow.

Ju i wsp. [30] dokonali oceny synergistycznego dziatania przeciwgrzybiczego euge-
nolu i cytralu (SEC) na Penicillium roqueforti. Oznaczenie reaktywnych form tlenu (ROS)
1 zawartosci dialdehydu malonowego wskazato, ze SEC moze indukowaé peroksydacje
lipidow blonowych, a udzial w tym indukowaniu cytralu jest wigkszy niz eugenolu.
Ponadto regulacja w dot genu kodujacego podjednostke oksydazy NADPH wskazywala,
ze w ROS indukowanym przez SEC posredniczyta oksydaza NADPH. Badania przepro-
wadzone na skaningowym mikroskopie elektronowym (SEM) i transmisyjnym mikro-
skopie elektronowym (TEM), obrobka jodkiem propidyny, elektroforeza w zelu DNA
i eksperymenty z wyciekiem komoérek wykazaly, ze SEC zniszczyt integralno$¢ blony
komorkowej 1 struktur wewnetrznych oraz degradowat zawartos¢ komorki.

C. albicans to drozdze, ktore zasiedlajg organizm cziowieka i moga powodowaé
infekcje oportunistyczne lub patogenne. Leite i wsp. [31] zbadali przeciwgrzybicze dzia-
fanie cytralu na C. albicans. Minimalne st¢zenie hamujace (MIC) i minimalne steZenie
grzybobojcze (MFC) okreslono technikami mikrorozcienczania bulionu. MIC i MFC
cytralu wynosily odpowiednio 64 pg/ml i 256 ug/ml. Ingerencja w $cian¢ komorkowa
i wigzanie ergosterolu zostaty wykluczone jako mozliwe mechanizmy dziatania. W tescie
interferencji morfologicznej zaobserwowano, ze produkt hamowat tworzenie pseudo-
strzepek i chlamydokonidow. MIC i MFC cytralu wymagaty tylko 4 godzin ekspozycji,
aby skutecznie zabi¢ 99,9% inokulum. Cytral wykazat in vitro dziatanie przeciwgrzy-
bicze przeciwko szczepom C. albicans.

2.5. Wlasciwosci przeciwnowotworowe

Ghosh [32] przeprowadzit badania in vitro, ktorych celem byta ocena przeciwnowo-
tworowego dzialania olejku z trawy cytrynowej i emulsji cytralu na liniach komoérkowych
raka szyjki macicy (HeLa i ME-180). Cytral wykazat wlasciwosci przeciwnowotworowe
podczas badan na réznych ludzkich liniach komoérek nowotworowych. Analiza DLS
wykazata, ze §rednia wielko$¢ emulsji olejku z trawy cytrynowej wynosita 267 nm,
a srednia wielko$¢ emulsji cytralu powinna wynosi¢ 270 nm. Dziatanie przeciwnowo-
tworowe obu emulsji okreslono testem MTT, metoda DCFH-DA, Rh-123 i barwieniem
AO/EtBr. Uzyskane wyniki pokazuja, ze olejek z trawy cytrynowej i emulsje cytralowe
inicjujg $mier¢ komorek rakowych, zmniejszajac proliferacje komorek, zwigkszajac

116



Cytral — zwigzek pochodzenia naturalnego o wielu zastosowaniach w medycynie — przeglad literaturowy

wewnatrzkomérkowe ROS, zmieniajac potencjal blony mitochondrialnej i inicjowanie
apoptozy w liniach komorkowych HeLa i ME-180. Obecne ustalenia tego badania wy-
raznie wskazuja na udzial mechanizmu oksydacyjnego w dziataniu antyproliferacyjnym
w HelLa i ME-180 na linie komorkowe. ME-180, ktory jest chemowrazliwy, wykazywat
dobre wyniki przy nizszych stezeniach cytralu (ICso 24 h 300 ug/ml) w porownaniu do
chemoopornych komoérek HeLa (cytral ICso 24 h 500 pg/ml). Natomiast olej z trawy
cytrynowej wykazywat lepsza aktywno$¢ w obu liniach komoérkowych (ICso 24 h
200 pg/ml). Wszystkie wyniki sugeruja, ze olejek z trawy cytrynowej i emulsja cytralowa
mogg by¢ potencjalnymi skaldnikami lekow przeciwnowotworowych.

Wiaczenie cytralu do nanostrukturalnego nosnika lipidowego (NLC-Cytral) poprawia
zarowno rozpuszczalnos$¢ cytralu, jak i szybko$¢ jego dostarczania, nie obserwuje si¢
przy tym efektow toksycznych in vivo. Nordin i wsp. [33] podjeli probe oceny dziatania
przeciwnowotworowego NLC-Cytral w komérkach MDA MB-231 in vitro za pomoca
aneksyny V, cyklu komérkowego, JC-1 i testow fluorometrycznych. Dodatkowo badanie
to mialo na celu zbadanie wptywu NLC-Cytral na zmniejszenie masy i rozmiaru guza
w mysim modelu raka sutka indukowanego 4T1. Wyniki wykazaty, ze NLC-Cytral indu-
kowat apoptoze i zatrzymanie G2/M w komorkach MDA MB-231. Co wigcej, wykazano
w warunkach in vitro wybitng zdolno$¢ przeciwprzerzutowa NLC-Cytral przy uzyciu
testow zarysowania, migracji i inwazji. W komérkach MDA MB-231 traktowanych
NLC-Cytral zaobserwowano znaczne zmniejszenie liczby migrujacych i zaatakowanych
komorek. W celu dalszej oceny mechanizmu apoptotycznego i przeciwprzerzutowego
NLC-Cytral na poziomie molekularnym przeprowadzono ekspresje genow w oparciu
0 mikromacierze i profilowanie proteomiczne. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze NLC-Cytral reguluje kilka waznych szlakow sygnalowych zwigzanych
z rozwojem raka, takich jak: apoptoza, cykl komérkowy i szlaki sygnatowe przerzutow.
Ponadto analiza ekspresji gendw zostata zweryfikowana poprzez ukierunkowane sekwen-
cjonowanie RNA i reakcj¢ tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym. Podsumo-
wujac, NLC-Cytral hamowat proliferacje komorek raka piersi in vitro (gtownie poprzez
indukcje apoptozy), hamowat proliferacje potencjatlow przeciwprzerzutowych oraz
zmniejszenie masy i wielkosci guza bez zmiany dziatania terapeutycznego cytralu.

Bailly [34] dokonat analizy potencjatu przeciwnowotworowego naturalnego citralu
(CIT) wystepujacego w wielu roslinach i olejkach eterycznych oraz szeroko stoso-
wanego w przemysle spozywczym i kosmetycznym. CIT sktada si¢ z 2 stereoizomerow,
przy czym trans-izomer geranial jest silniejszym zwigzkiem przeciwnowotworowym niz
cis-izomer neral. CIT hamuje proliferacje komoérek rakowych i indukuje apoptoze
komorek rakowych. Jego wieloczynnikowy mechanizm dziatania przeciwnowotworowego
opiera sie zasadniczo na 3 etapach: (i) indukowanej przez leki akumulacji reaktywnych
form tlenu w komoérkach nowotworowych, co prowadzi do wybuchu oksydacyjnego
i uszkodzen DNA, (ii) podobnego do kolchicyny hamowania polimeryzacji tubuliny,
zwigzanej z hamowaniem kinazy regulujacej powinowactwo mikrotubul MARK4 oraz
(iif) silnego hamowania izoformy dehydrogenazy aldehydowej ALDH1A3, ktora jest
zwigzana z proliferacja komorek macierzystych raka i chemoopornoscia. Ta wyjatkowa
kombinacja celow i szlakéw zapewnia znaczny potencjat przeciwnowotworowy. Jednak
wewnetrzna sita dziatania CIT jest ograniczona, gtéwnie dlatego, ze lek ten nie jest
bardzo stabilny i ma niska biodostepnos¢ oraz nie wykazuje wysokiej selektywnosci
wobec komorek nowotworowych w poréwnaniu z komorkami nienowotworowymi.
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Stabilne preparaty CIT, wykorzystujace cyklodekstryny, biodegradowalne polimery Iub
rozne nanostrukturalne czastki, zostaly zaprojektowane w celu zwigkszenia biodostep-
nosci, zwigkszenia zakresu dawek skutecznych i promowania aktywnosci przeciwnowo-
tworowej. Brak selektywnosci w stosunku do komoérek nowotworowych jest bardziej
problematyczny i ogranicza stosowanie leku w terapii onkologicznej.

Komorki macierzyste raka piersi (CSC) mozna zidentyfikowac¢ na podstawie zwigk-
szonej fluorescencji Aldefluor spowodowanej zwigkszong ekspresja dehydrogenazy
aldehydowej 1A3 (ALDH1A3), a takze ALDH1A1 i ALDH2. Oprocz bycia markerem
CSC, ALDH1A3 reguluje ekspresje genow poprzez sygnalizacje kwasu retinowego
(RA) i odgrywa kluczowa rolg w progresji i opornosci na chemioterapie raka. Dlatego
ALDH1A3 stanowi interesujacy lek przeciwnowotworowy. Poniewaz do tej pory nie ma
scharakteryzowanych inhibitorow izoform ALDHI1A3, leki, ktore wczesniej opisano
jako hamujace aktywno$¢ innych izoform ALDH, byly testowane pod katem aktywnosci
anty-ALDHI1A3. Poréwnano 12 lekéw (3-hydroksy-dl-kinurenina, benomyl, cytral,
hydrat chloralu, cyjanamid, daidyn, DEAB, disulfiram, gossypol, kwas kinurenowy, mo-
linat i pargilina) pod katem ich skutecznos$ci w wywotywaniu apoptozy i zmniejszaniu
ALDHI1A3, ALDH1A1 w komorkach raka piersi. Cytral zostal zidentyfikowany jako
najlepszy inhibitor ALDH1A3, zmniejszajacy fluorescencje¢ Aldefluoru w liniach komor-
kowych raka piersi oraz w heteroprzeszczepie nowotworu pochodzacego od pacjenta.
Cytral w kapsulkach z nanoczasteczkami specyficznie redukowatl zwigkszony wzrost
guza komorek MDA-MB-231 z nadekspresja ALDHIA3. Aby okresli¢ potencjalne
mechanizmy hamowania wzrostu guza za posrednictwem cytralu, przeprowadzono testy
proliferacji komorek, klonogennosci i ekspresji genéw. Cytral redukowat tworzenie ko-
lonii za posrednictwem ALDH1A3 i ekspresje gendw indukowalnych przez ALDH1A3.
Podsumowujac, cytral jest skutecznym inhibitorem ALDH1A3 i jest zdolny do bloko-
wania wzrostu guza sutka, w ktéorym posredniczy ALDH1A3, potencjalnie poprzez
blokowanie jego aktywnosci w tworzeniu kolonii i regulacji ekspresji gendw. Omo-
wiono takze wariant stosowania inhibitorow ALDH1A3 jako terapii adjuwantowych dla
pacjentow z nowotworami, ktére maja duza populacje CSC o wysokiej zawartosci
ALDH1A3 [35].

Balusamy i wsp. [36] przeprowadzili badania zwigzane z cytralem. [zomery cytralu
(cis-citral i trans-citral) wyizolowano z olejku Cymbopogon citratus (DC.), ktory wyka-
zuje wiele wlasciwosci terapeutycznych, w tym wiasciwo$ci przeciwnowotworowe.
Jednak wplyw cytralu na hamowanie raka gruczolu krokowego u czlowieka i lezacy
U jego podstaw mechanizm molekularny nie zostat jeszcze wyjasniony. Cytral oznaczono
w oleju z trawy cytrynowej przy uzyciu réznych analiz spektroskopowych, takich jak
spektrometria mas z jonizacjg elektronowa (EI-MS) i spektroskopia magnetycznego
rezonansu jadrowego (NMR). Przeprowadzono test 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-
difenylotetrazoliowy (MTT) w celu oceny zywotnosci komorek cytralu w komodrkach
raka prostaty (PC-3 i PC3M). Ponadto, aby potwierdzi¢, ze PC3 ulega apoptozie poprzez
hamowanie lipogenezy, zastosowano kilka metod wykrywania, w tym cytometri¢
przeptywowa, fragmentacje DNA, barwienie Hoechst, barwienie PI, barwienie olejem,
gPCR i technike western blot. Badania wykazaty, ze cytral zaburzat wtasciwosci klono-
genne komorek rakowych i zmieniat morfologi¢ komorek rakowych. Badania interakcji
molekularnych i program biologiczny PASS przewidzial, ze izomery cytralu majg ten-
dencje do interakcji z biatkami zaangazowanymi w lipogeneze i szlak apoptozy. Ponadto
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cytral hamowat lipogenez¢ komorek raka prostaty poprzez aktywacj¢ fosforylacji AMPK.
Poza tym badania in silico przewidywaly, ze cytral moze by¢ stosowany jako bez-
pieczny, silny lek w leczeniu raka prostaty.

Rhabdomyosarcoma (RMS) jest najczestszym migsakiem tkanek migkkich u dzieci,
z 5-letnim wskaznikiem przezycia wynoszacym od 30% do 65%. Standardowe leczenie
obejmuje operacje, radioterapie i chemioterapi¢. Istnieje jednak wysoki wskaznik na-
wrotow, zwlaszcza w przypadku rozprzestrzeniania si¢ lokoregionalnego. White 1 wsp.
[37] zbadali zastosowanie cytralu do zapobiegania $mierci komérkom RSM. Znaczaca
smier¢ komorek rakowych zaobserwowano przy stezeniach powyzej 150 uM cytralu,
a zmiany morfologiczne mitochondriéw zaobserwowano po inkubacji z 10 uM cytralem.
Poniewaz jednak cytral jest wysoce lotng czasteczka, przygotowano czasteczki albu-
miny metoda desolwatacji, aby otoczy¢ cytral w kapsulki (sposob stabilizacji czasteczki
cytralu). Nastegpnie wprowadzono wypehione nanoczastki do biodegradowalnej phytki
polimerowej, aby stworzy¢ system powolnego uwalniania cytralu. Wykazano, ze ptytki
ulegaja degradacji w 50% w ciggu 25 dni i uwalniajg zwigzek aktywny. Dlatego zapro-
ponowano zastosowanie plytek cytral-nanoczasteczkowo-polimerowych do implantacji
do tozyska guza po chirurgicznym usunigciu migsaka jako $rodka do kontrolowania
rozprzestrzeniania si¢ leku.

2.6. Zdolnos¢ do zapobiegania otylosci i wysokiemu ci$nieniu

Ekstrakt wodny z cytralu w dawce 500 mg/kg/dzien obniza znacznie indeks hipo-
glikemiczny w obecnosci przeciwregulatorow, takich jak: glukan, kortyzol i katecho-
lamina. Zauwazono, ze efekt hipolipidemiczny zmniejsza si¢ w krwiobiegu przy niskim
poziomie gestosci lipidow. Ekstrakty z trawy cytrynowej, w tym olejek eteryczny,
rozluzniajg rozne tkanki, takie jak: krezka szczura, pier§cienie aorty szczura i jelito krete
krolika [38, 39]. Na przyktad cytral powodowat zalezne od dawki rozluznienie naczyn
w pierscieniach aorty fenylefryny (wstepnie zwezonych) meskich SHR lub WKR [39].
Podobnie dozylne podawanie cytronellolu (acykliczny monoterpenoid) stworzyto odpo-
wiedz hipotensyjng u szczurow Wistar. Czynniki takie jak: indometacyna, heksamton
i atropina nie majg wptywu na ten typ odpowiedzi hipotensyjne;.

Istnieje wiele badan dotyczacych inhibitorow glikozydazy jako potencjalnych srodkow
przeciwcukrzycowych i przeciwzapalnych. Wsrod tych inhibitorow szczeg6lne zaintere-
sowanie budza inhibitory alfa-amylazy, z ktorych wigkszo$¢ to naturalne zwigzki.
Cytral, bedacy izoprenoidalnym sktadnikiem wielu olejkow eterycznych, zostat zbadany
pod wzgledem swojego potencjatu hamowania alfa-amylazy w modelu cukrzycy typu |
in vivo. Wplyw cytralu zostat oceniony in vitro na aktywno$¢ alfa-amylazy ssakow przy
uzyciu metody Bernfelda. Wplyw cytralu na szczury cukrzycowe (Wistar) indukowane
streptozotocyng zostat zbadany in vivo. Szczury bez cukrzycy i cukrzycowe otrzymaty
rézne dawki cytralu (2, 8, 16 lub 32 mg/kg masy ciata), rozpuszczonego w oleju z nasion
winogron. Grupy kontrolne otrzymaty tylko olej z nasion winogron. Leczenie trwalo
przez 24 dni, po czym zwierzeta zostaty poddane eutanazji w lekkim znieczuleniu etero-
wym. Zmierzone parametry obejmowaly spozycie zywnosci, spozycie wody, objgtos¢
moczu (dziennie), poziom glukozy we krwi (co 2 dni), stezenia cholesterolu, triacylo-
gliceroli oraz poziomy alfa-amylazy po 24 dniach. Stwierdzono, ze cytral jest umiarko-
wanym inhibitorem alfa-amylazy ssakow, o warto$ci ICso wynoszacej 120 uM, oraz ze
powoduje obnizenie poziomow alfa-amylazy in vivo. U szczuréw cukrzycowych po
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leczeniu cytralem zaobserwowano umiarkowane obnizenie glukozy po positku oraz
normalizacj¢ profilu lipidowego we krwi. Ponadto zaobserwowano, ze cytral moze pro-
mowac¢ utrate masy ciala i zmniejszy¢ spozycie pokarmu. Na podstawie tych wynikow
mozna sugerowac, ze cytral moze by¢ potencjalnym $rodkiem przeciwhyperlipidemicz-
nym w cukrzycy 1 moze zosta¢ w przysztoSci wykorzystany w terapiach przeciwko
otylosci. Jednak konieczne sg dalsze badania w celu pelnego zrozumienia profilu dziatania
tego zwigzku jako potencjalnego leku [40].

3. Whioski

Cytral, bedacy sktadnikiem olejkéw eterycznych, ma wiele interesujacych wiasci-
wosci biologicznych. Zwigzek ten wykazuje silne dziatanie przeciwbakteryjne przeciwko
wielu patogennym bakteriom, takim jak Staphylococcus aureus, Escherichia coli
i Salmonella. Moze on by¢ stosowany w zwalczaniu zakazen bakteryjnych i wspomagaé
proces gojenia si¢ ran. Cytral wykazuje dzialanie przeciwwirusowe przeciwko takim
wirusom jak wirus opryszczki, ktory jest odpowiedzialny za powstawanie opryszczki
wargowej. Moze hamowac replikacje wirusa i zmniejsza¢ nasilenie objawow. Cytral
wykazuje réwniez aktywno$¢ przeciwpasozytnicza przeciwko niektorym pasozytom,
takim jak pierwotniaki z rodzaju Trypanosoma i Leishmania. Moze wigc on pomoc
w zwalczaniu chordb pasozytniczych. Cytral posiada wlasciwosci przeciwutleniajace,
€0 oznacza, ze moze neutralizowaé dziatanie wolnych rodnikow i zmniejszaé stres oksyda-
cyjny w organizmie. Ta wlasciwo$c¢ jest wazna dla utrzymania zdrowia i opdznienia pro-
cesOw starzenia. Badania sugeruja, ze cytral moze wykazywac dzialanie przeciwnowo-
tworowe, zwlaszcza w przypadku niektorych rodzajow nowotwordw, takich jak: rak
skory, rak jelita grubego i rak piersi. Moze on dziata¢ poprzez hamowanie wzrostu ko-
morek nowotworowych i indukowanie ich apoptozy (programowanej $§mierci komorki).
Cytral wykazuje dziatanie przeciwzapalne, ktére moze pomoc w tagodzeniu stanow
zapalnych takich jak zapalenie stawoéw czy choroby skory, gdyz zwigzek ten hamuje
uwalnianie substancji prozapalnych i zmniejsza reakcje zapalng w organizmie.
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Cytral — zwiazek pochodzenia naturalnego o wielu zastosowaniach w medycynie —
przeglad literaturowy

Streszczenie

Cytral, znany réwniez jako geranial, to organiczny zwigzek chemiczny wystepujacy naturalnie w olejkach
eterycznych wielu roélin, w tym w cytrynach, limonkach i innych cytrusach. Celem niniejszej pracy bylo
przedstawienie najnowszych badan dotyczacych aktywno$ci biologicznej cytralu i jego zastosowan w medy-
cynie. Posiada on wiele wlasciwosci biologicznych, ktére moga mie¢ korzystny wpltyw na zdrowie. Cytral
wykazuje aktywnos$¢ przeciwbakteryjng i moze by¢ skuteczny w zwalczaniu réznych patogenow, takich jak
bakterie Gram-ujemne i Gram-dodatnie. Moze pomdc w hamowaniu wzrostu i rozwoju niektorych szkodliwych
bakterii. Niektore badania sugeruja, ze cytral moze wykazywaé aktywno$¢ przeciwwirusowa, zwlaszcza
przeciwko wirusom grypy i wirusom opryszczki. Moze mie¢ zdolno$¢ do hamowania replikacji tych wirusow.
Cytral wykazuje dzialanie przeciwzapalne, ktore moze poméc w tagodzeniu stanéw zapalnych w organizmie.
Moze miec¢ potencjat do zmniejszenia objawow zapalenia, takich jak bol, obrzek i zaczerwienienie. Niektore
badania sugeruja, ze cytral moze mie¢ potencjat przeciwnowotworowy. Wykazano, ze ma dziatanie przeciw-
nowotworowe w stosunku do niektorych linii komoérkowych nowotworowych, jednak potrzebne sa dalsze
badania, aby dokladniej zrozumie¢ jego mechanizmy dziatania i potencjat terapeutyczny. Cytral jest zwigzkiem
o wilasciwosciach przeciwutleniajacych, co oznacza, ze moze pomaga¢ w ochronie komoérek przed uszko-
dzeniem spowodowanym dziataniem wolnych rodnikow. Przeciwdziala stresowi oksydacyjnemu i moze
mie¢ korzystny wplyw na ogélng zdolno$¢ organizmu do zwalczania chordb.

Stowa kluczowe: cytral, neral, geranial, wlasciwosci przeciwgrzybicze, wtasciwosci przeciwnowotworowe
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Citral —a compound of natural origin with many applications in medicine —
a literature review

Abstract

Citral, also known as geranial, is an organic chemical compound found naturally in the essential oils of many
plants, including lemons, limes and other citrus fruits. The purpose of this paper was to present the latest
research on the biological activity of citral and its applications in medicine. It has a number of medicinal
properties that may have health benefits. Citral has antimicrobial activity and can be effective against various
pathogens, such as Gram-negative and Gram-positive bacteria. It can help inhibit the growth and deve-
lopment of some harmful bacteria. Some studies suggest that citral may have antiviral activity, especially
against influenza and herpes viruses. It may have the ability to inhibit the replication of these viruses. Citral
shows anti-inflammatory activity, which may help relieve inflammation in the body. It may have the potential
to reduce symptoms of inflammation, such as pain, swelling and redness. Some studies suggest that citral
may have anti-cancer potential. It has been shown to have anti-tumor activity against some cancer cell lines,
but more research is needed to further understand its mechanisms of action and therapeutic potential. Citral
is a compound with antioxidant properties, meaning it can help protect cells from free radical damage. It
counteracts oxidative stress and may have a beneficial effect on the body's overall ability to fight disease.
Keywords: citral, neral, geranial, antifungal properties, anticancer properties
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Mozliwosci zastosowania Efektywnych
Mikroorganizmow w rolnictwie

1. Wprowadzenie

Unikalno$¢ mikroorganizmow, ich nieprzewidywalna natura i zdolnos¢ biosyntezy,
zalezne w duzej mierze od warunkow srodowiskowych, sprawily, ze sg one prawdopo-
dobnymi kandydatami do rozwigzywania szczegodlnie trudnych probleméw z rdznych
dziedzin nauki. W ostatnim czasie duzo uwagi przykuwa stan srodowiska naturalnego.
Spowodowane jest to nieswiadomym zaburzaniem homeostazy biologicznej poprzez
dziatalno$¢ cztowieka [1].

Zmniejszenie ilo$ci stosowanej chemii jest mozliwe poprzez stosowanie coraz po-
pularniejszego w Polsce 1 na $wiecie (Europa Zachodnia, Japonia, USA, Brazylia)
preparatu mikrobiologicznego, jakim sa Efektywne Mikroorganizmy (EM) [2]. Ostatnie
kilkanascie lat wykazuje tendencje wzrostowg do zastosowania biopreparatow z sub-
stancjami pochodzenia naturalnego. Celem tego dziatania staje si¢ poprawa zdrowotnosci
roslin, umozliwienie im lepszego pobierania substancji odzywczych, a w efekcie uzyskanie
zwigkszonego plonu [3].

Efektywne Mikroorganizmy tworza wyselekcjonowane i odpowiednio dobrane
najmniejsze organizmy na Ziemi. Kompozycja ponad 80 r6znych szczepéw mikroorga-
nizmow tlenowych i beztlenowych. Technologia EM opiera si¢ na zaszczepianiu gleby
kulturami pozytecznych mikroorganizmow, aby stworzy¢ srodowisko sprzyjajace
wzrostowi i zdrowiu rosliny [4].

W celu stowrzenia preparatow EM poczatkowo izolowano drobnoustroje z réznych
ekosystemow, nastgpnie mieszano je ze sobg. Jednak z powodu powtarzajacych si¢
niepowodzen wyeliminowano niektore drobnoustroje, a prostsze mieszaniny, sktadajace
si¢ glownie z bakterii kwasu mlekowego, fotosyntetyzujacych bakterii i drozdzy, utrzy-
mywane w pH = 3,5 zostaty przetestowane [5].

Wedtug Iriti i wsp. [6] EM skladaja si¢ glownie z bakterii kwasu mlekowego.
Bakterie te petnig wazne funkcje biotechnologiczne w rolnictwie, poniewaz wytwarzaja
srodki przeciwdrobnoustrojowe i dziataja poprzez rozklad materii organicznej. Kwas mle-
kowy wytwarzany przez te bakterie rozpuszcza fosforan, ktory stanowi wazny sktadnik
odzywczy dla wzrostu i rozwoju roslin [7].

Stosowanie preparatow EM to sposob na wzbogacenie i odnowe gleby poprzez
naturalne przemiany biochemiczne. Wysoka aktywno$¢ bakterii kwasu mlekowego (Lacto-
bacillus casei, Streptococcus lactis) sprzyja poprawie sterylnosci warunkéw glebowych,
gdyz zapobiegaja one namnazaniu si¢ grzybow (Fusarium sp.), bakterii (Eshericha coli,
Salmonella sp.) i enterokokdw. Bakterie fotosyntetyzujace (Rhodopseudomonas palustrus,
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Rhodobacter spae) wytwarzaja w procesie cze$ciowej fotosyntezy zwigzki organiczne,
w tym wolne aminokwasy, ktore sa wykorzystywane przez drozdze (Saccharomyces
albus, Candida utilis). Drozdze produkujg substancje aktywne, ktore stymulujg aktywno$é¢
bakterii kwasu mlekowego i promieniowcow (Streptomyces albus, S. griseus) o natural-
nym dziataniu antybiotycznym. Grzyby (Aspergillus oryzae, Mucor hiemalis) znaczaco
poprawiaja jakos¢ gleby, eliminujac przykry zapach i przyspieszajac rozklad materii
organicznej. Dobér mikroorganizméw w EM nie jest przypadkowy, mikroorganizmy te
czesto wykazujg dziatanie symbiotycznie [8].

Mechanizm dziatania Efektywnych Mikroorganizméw jest odwzorowaniem natural-
nych proceséw wystepujacych w przyrodzie. Drobnoustroje potrafia funkcjonowac
w roznych warunkach, jak zbiornik na gnojowice, w osadach $ciekowych pozostatych
po oczyszczaniu $ciekow, w wodzie oraz glebie. Posiadaja rowniez zdolno$¢ produkcji
substancji uniemozliwiajgcych funkcjonowanie patogendw grzybowych. Poszczegolne
grupy mikroorganizméw tworza okreslone zwigzki, ktore stanowig pokarm dla innych.
W ten sposob dostarczany jest niezbedny pokarm do ciaglego rozwoju. Efektywne Mikro-
organizmy, majac ciagly dostep do pozywienia wydzielajg witaminy, antyutleniacze oraz
kwasy organiczne przyczyniajace si¢ do zmian morfologii gleby [9].

Celem pracy byta ocena potencjatu Efektywnych Mikroorganizméw w rolnictwie.

2. Korzysci ze stosowania EM w regeneracji gleby i uprawie roslin

Gleby sa niezbedne do funkcjonowania ekosystemow ladowych, w tym kontroli
klimatu, ilo$ci i jako$ci wody, obiegu sktadnikow odzywczych oraz siedliska o ogromnej
réznorodnosci biologicznej [10]. W tej réznorodnosci biologicznej populacje drobno-
ustrojow w glebie sg zanurzone w ramach interakcji, ktore wptywaja na rozwdj roslin
I jakos¢ gleby, pelnig wiele funkcji i oferuja wiele zasobow, w tym kontrole cykli geo-
chemicznych czy tez usuwanie zanieczyszczen [11].

Dodatkowo tekstura gleby, jako czynnik abiotyczny, wptywa na retencje i dostgpnosc
sktadnikow pokarmowych oraz zawarto$¢ wody, oddziatujac tym samym na srodowisko
zycia i aktywnos¢ metaboliczng mikroorganizméw. Co wazne, gleba jest glownym moto-
rem tworzenia agregatow, substancje polimerowe wydzielane przez bakterie i grzyby
dzialaja jak klej, ktory aglomeruje czastki nieorganiczne i materiat organiczny (proces,
ktéry moze rowniez zachodzi¢ w ciele dzdzownicy, w jelitach), podczas gdy strzgpki
grzybow i korzenie ro$lin przyczyniaja si¢ do utrzymania agregatow razem. Roznorodnos¢
rozmiardw agregatow oraz przestrzeni poréw skutkuje bardzo zrdéznicowanymi mikro-
siedliskami (lub niszami) dla drobnoustrojow glebowych [12].

Rola mikroorganizméw glebowych jest kluczowa dla prawidlowego funkcjonowania
i wysokiej produktywnosci gleby. O ich znaczeniu decyduje nie tylko ich duza liczeb-
nos¢, ale przede wszystkim aktywno$¢ metaboliczna [13].

Mikroorganizmy biorg udziat w tworzeniu dobrej struktury gleby oraz przemianie
najwazniejszych dla roslin pierwiastkow, tj. wegla, azotu, fosforu, potasu, siarki i zelaza.
Wytwarzaja rozne substancje biologicznie czynne, wspomagajg wzrost i rozwoj roslin
oraz stymulujg ich odporno$¢ na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe [14].

Wegiel i azot z biomasy drobnoustrojow sg uwazane za najszerzej stosowane bioin-
dykatory jakosci gleby. Okreslone grupy mikroorganizméw wyizolowane z mikrobiomu
glebowego moga by¢ réwniez wykorzystane jako sktadniki ekologicznych biopreparatow
stosowanych w ramach strategii zrownowazonego rolnictwa [15].
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Sposrod dostepnych na rynku bioproduktéw zawierajacych aktywne komorki drobno-
ustrojow zardwno wsrod rolnikow, jak i naukowcoéw duza popularnoscia cieszg si¢ pre-
paraty EM. Dodatek Efektywnych Mikroorganizmoéw do gleby stanowi korzystng praktyke,
dzigki ktorej jesteSmy w stanie poprawié strukture gleby, prowadzac do zwigkszenia jej
zyznosci. Wprowadzenie EM do gleby niesie za sobg korzysci w postaci:

radykalnej poprawy bioréznorodnosci;

ograniczenia rozwoju patogenow glebowych;

wigzania azotu W glebie;

poprawy wchtaniania sktadnikoéw odzywczych;

wspomagania rozktadu odpadéw organicznych, pozostatosci i kompostu;

wspomagania aktywnosci lokalnych mikroorganizmow;

przyczyniania si¢ do rozktadu i fermentacji frakcji organicznej gleby [16].
EM sg uwazane za aktywatory gleby, ktore zmniejszaja zapotrzebowanie na nawozy
chemiczne i pestycydy, a poprawiaja obieg sktadnikow odzywczych, skutkujac zwigkszona
rentownos$cia gleby. EM moga réwniez pomoc w korygowaniu zaburzen upraw spowodo-
wanych niedoborami gleby, zwigkszeniu dostgpnosci sktadnikow odzywczych i pobie-
raniu sktadnikdéw odzywczych przez rosliny, poprawie kietkowania nasion oraz wzrostu
i rozwoju roslin, a takze zwigkszeniu plonéw i jakos$ci owocow. Moga takze poprawiac
zdolno$¢ roslin do fotosyntezy i aktywnos¢ biatek, przyspieszac rozktad odpadow orga-
nicznych w celu poprawy wiasciwosci fizycznych i chemicznych gleby [17, 18].

3. Dodatek EM do kompostowania masy organicznej

Stosowanie EM podczas kompostowania jest rdwniez uwazane za wysoce wydajng
praktyke, poniewaz sprzyja produkcji roznych enzyméw, co skutkuje lepszym tempem
degradacji surowcow. EM poprzez wydzielanie enzymow, ktore utatwiajg rozktad zto-
zonych zwiazkow organicznych, umozliwiaja uwolnienie sktadnikow odzywczych oraz
tworzenie pruchnicy. Ponadto EM znajduje zastosowanie gtéwnie w kompostowaniu
odpadow wolnorozktadajacych sig, takich jak odpady o wysokim stosunku C/N (zdrewniate
czesei roslin, stoma), trawy i thuszcze. Nie tylko zastosowany surowiec, ale takze mikro-
biota zaangazowana w proces ma catkowity wptyw na jako$¢ produkowanego kompostu
[19].

Dodatek EM do substratu sprzyja degradacji organicznej w procesie kompostowania
poprzez uwalnianie enzymoéw hydrolitycznych, ktore rozktadaja ztozone molekuty struk-
turalne, tworzgc zwigzki rozpuszczalne w wodzie [20, 21]. Oprocz metabolizowania
zwigzkow organicznych EM wytwarzajg proste zwigzki nadajace si¢ do wykorzystania
przez rosliny, ktére po dodaniu do gleby poprawiaja wykorzystanie w rolnictwie i sta-
bilizuja naturalny ekosystem [22].

Badania przeprowadzone przez Fan i wsp. [23] wykazaly, ze kompostowanie z zasto-
sowaniem EM wplyneto na poprawg kontroli zapachu i kilku parametroéw kompostu (pro-
cesu humifikacji, redukcji ttuszczu i zawarto$ci azotu). Pushpa i wsp. [24] wykorzystali
EM do poréwnania czterech dojrzatych kompostow otrzymanych z r6znych odpadow
organicznych, takich jak odpady kuchenne i odpady lisciaste, a takze odpady papierowe
ihiacynt wodny. Wyniki pochodzace z kazdego z czterech dojrzatych kompostow wyka-
zaly lepsza jakos¢.

Kumar i wsp. [25] poréwnali skuteczno$¢ EM i biokompostu w zwigkszaniu roz-
ktadu odpadow kokosowych. Pod koniec okresu ich badan zastosowanie Efektywnych
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Mikroorganizmoéw obnizylo zawarto$¢ wegla organicznego o 30,97% i odnotowano naj-
wyzszg zawartos¢ azotu ogdlnego (1,20% +0,024%), fosforu (0,21% +0,003%) i potasu
(1,21% +0,016%). Ponadto namnazanie Efektywnych Mikroorganizméw byto bardzo
skuteczne, a dojrzatos¢ kompostu zostata osiagnigta w 60. dniu przy stosunku CN 17,8 : 1.
Test dojrzatosci kompostu potwierdzit rowniez, ze Efektywne Mikroorganizmy byty
skuteczniejsze niz biokompost w poprawie tempa degradacji odpadow kokosowych
i produkcji dojrzatego kompostu dobrej jakosci.

4. Zastosowanie EM w systemach rolniczych

Produkcja rolnicza w duzej mierze zalezy od stanu gleby, ktory jest odzwierciedleniem
ztozonych oddziatywan biologicznych, chemicznych i fizycznych napgdzanych przez
mikroorganizmy. Efektywne Mikroorganizmy zwigkszaja populacj¢ pozytecznych dro-
bnoustrojow w glebie, prowadzac do zrownowazonej produkcji roslinnej. Zastosowanie
EM w rolnictwie moze prowadzi¢ do zwigkszenia produktywnosci upraw, tworzac zyzne
i produktywne $rodowisko glebowe. Stosowanie preparatdow EM przyczynia si¢ do
doboru przodujacych metod gospodarowania gleba, takich jak ptodozmian, uzycie orga-
nicznych ulepszaczy, uprawa konserwujaca, recykling resztek plondéw i biokontrola
szkodnikéw [26].

4.1. Zaprawianie nasion EM

Jakos¢ nasion nalezy do kluczowych czynnikow determinujacych rozwoj, wzrost i plon
roslin. Zaprawianie przedsiewne nasion ma na celu poprawe ich zdolnosci kietkowania,
a takze wigoru siewek. Dzieki temu zabiegowi mtode rosliny uzyskaja wicksza odpornosc
na stres Srodowiskowy, a co za tym idzie — zauwazalny zostanie szybszy rozwdj i wigkszy
wigor ro$lin [27, 28].

Piotrowska i wsp. w swoich badaniach wykazali, ze zastosowanie preparatu EM
W celu zaprawienia nasion w odpowiednim st¢zeniu preparatu i czasie zaprawiania ziar-
niakow powoduje przyspieszenie kietkowania oraz zwigksza liczbe wykietkowanych
ziarniakow. Rysuenk 1 przedstawia procentowe zestawienie wynikow pomiarow sity kietko-
wania ziarna po zaprawieniu roztworem 1% EM Naturalnie Aktywny. Po zaprawieniu
ziarna 1% roztworem EM w czasie 3 h zaobserwowano 85% wschoddw ziarniaka juz na 3.
dzien od zatozenia badania szalkowego, a to przyczynito si¢ do najszybszego skietko-
wania pszenicy w poréwnaniu do kontroli oraz 30 min, 1 h zaprawiana ziarniakow [29].

T 90% — — -
= 80% — - H -
g 283? T I — r = Day 3
£ 60% — — — =
B 298 I O O I - =Day4
3 B O O O ~  =Days
£ oo HHNONE—NRENN—NRONE—BNARN- .oy 6
5 30 min EM 1h EM seed 3h EM seed Control ®u Day 7
seed freatment  treatment
treatment

Seed treatment time

Rysuenk 1. Wykres zawierajacy procentowe zestawienie wynikow pomiarow sity kietkowania ziarma
zaprawianego roztworem 1% EM Naturalnie Aktywny [29]
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Ci sami autorzy w badaniach nad zaprawianiem nasion preparatem EM wykazali
réwniez, ze ma on korzystny wptyw na ilo$¢ mikro- i makroelementéw w roslinach. Naj-
wyzsze zawarto$ci mikro- i makroelementow odnotowano w przypadku zaprawiania nasion
optymalnym stgzeniem EM wynoszacym 1% [30].

4.2. Zraszanie gleby lub dolistne opryski EM

Aplikacje glebowe i dolistne Efektywnych Mikroorganizmoéw sg skutecznym sposobem
promowania wzrostu ro$lin, zwickszania pobierania sktadnikoéw odzywczych 1 zwigk-
szania og6lnej produktywnosci upraw. Badania wykazaly, ze zaszczepienie ekosystemu
gleba — roslina EM moze poprawic jakos$¢ i zdrowie gleby, a takze jako$¢ plonow i wzrost.
Aplikacje te wprowadzajg korzystne mikroorganizmy bezposrednio do gleby i lisci roslin,
tworzac srodowisko sprzyjajace interakcjom migdzy roslinami a mikroorganizmami. Jedna
z przyczyn tych efektow jest to, ze bakterie fotosyntetyczne dziataja synergistycznie
z innymi mikroorganizmami, wspierajac zapotrzebowanie roslin na sktadniki odzywcze
i ograniczajac rozwoj mikroorganizméw chorobotworczych [31, 32].

Olle i in. [33] badali wptyw EM zastosowanego do gleby na wzrost, plonowanie,
jakosc¢ 1 ochrong warzyw. Stwierdzili, ze 70% opublikowanych badan na ten temat wy-
kazuje pozytywny wptyw EM na wzrost roslin. Ci sami autorzy doszli do wniosku w innej
pracy [5], ze EM oddziatuje z ekosystemem gleba — roélina, thumiac patogeny roslin
i czynniki chorobotworcze, rozpuszczajac mineraty, oszczedzajac energie, utrzymujac
rownowage mikrobiologiczng gleby, zwigkszajac fotosynteze wydajnosci i wigzania azotu.

Wyniki badan uzyskane przez Piotrowska i wsp. wskazuja na to, ze wykorzystanie
preparatu EM Naturalnie Aktywny, zawierajacego pozyteczne mikroorganizmy, wptywa
na tworzenie siedliska sprzyjajacego rozwojowi roslin poprzez ulatwienie dostepnosci
mikro- i makroelementow roslinom. Dzigki temu rosliny maja mozliwos¢ lepszej przy-
swajalnos¢ sktadnikéw pokarmowych, co moze sprawic, ze roslina stanie si¢ cenniejsza
z punktu widzenia konsumenta. Sposrod analizowanych mikroelementow, ktore przed-
stawia tabela 1, najczestszy wzrost w obiektach podlewanych EM odnotowano dla miedzi.
Najwicksza zawarto$¢ miedzi, wynoszacg 201,53 ug/g s.m. zaobserwowano w pszenicy
rosngcej na podtozu najwyzszej jakosci podlewanym 1% roztworem EM Naturalnie
Aktywny. Na tej samej glebie mniejszg zawartoscig miedzi charakteryzowat sie rzepak
podlewany woda, ktory zawierat 46,01 pg/g s.m., a podlewany preparatem EM zawierat
74,01 pg/g s.m. Sposrod analizowanych makroelementow wzrostem fosforu w pszenicy
i W rzepaku wykazato si¢ 71,43% obiektow podlewanych EM. Nieco mniejszy wzrost
W pszenicy oraz rzepaku odnotowano dla zawarto$ci wapnia, magnezu oraz potasu
(57,14% obiektow podlewanych EM) [34].

Tabela 1. Zawarto$¢ makro- i mikroelementow w ro$linach

Makro- i mikroelementy

Obiektk | Mg [ K | ca | P zn | B | Mn | cCu
mg/g s.m. pg/g s.m.
R1 2,27 | 103,10 3,51 23,68 24753 3,83 186,16 131,31
R2 2,66 92,76 3,88 26,46 170,90 9,65 218,82 201,53

R3 2,56 72,84 4,57 24,73 157,89 1,65 147,92 51,61
R4 3,12 78,18 5,93 30,93 12945 1341 184,73 126,76

R5 2,82 99,35 5,40 24,95 212,21 1,35 105,71 73,63
R6 2,89 92,68 5,13 24,49 167,51 2,29 117,70 24,09
R7 2,63 10,69 0,79 13,96 332,39 0,00 65,68 64,26
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R8 2,09 13,89 0,78 12,99 177,91 0,00 63,24 52,83
R9 7,46 121,89 16,24 15,79 151,84 21,20 304,35 46,01
R10 6,55 128,44 23,18 17,55 250,04 11,22 306,64 74,01
R11 6,46 107,52 26,79 17,62 186,68 53,34 214,64 58,64
R12 5,25 100,82 22,95 18,49 407,85 19,66 196,23 129,42
R13 6,54 104,35 21,70 17,35 146,56 215 111,16 20,47
R14 8,85 142,92 37,43 18,03 349,32 26,56 137,99 70,26

Zrodlo: opracowanie whasne na podstawie [34].

Obiekty R4 (14-dniowa pszenica rosngca na ziemi uniwersalnej podlewanej 1%
roztworem EM Naturalnie Aktywny) oraz R14 (14-dniowy rzepak rosngcy na podtozu
ogrodniczym do wysiewu i pikowania podlewanym 1% roztworem EM Naturalnie
Aktywny) wyrdznialy sie wzrostem zawartosci 7 z 8 mikro- i makroelementow. Wzrost
zawartosci 75% mikro- i makroelementoéw zaobserwowano w obiekcie R2 (14-dniowej
pszenicy rosngcej na podtozu najwyzszej jakosci podlewanym 1% roztworem EM Natu-
ralnie Aktywny) oraz R10 (14-dniowym rzepaku rosngcym na uniwersalnym podtozu
najwyzszej jakosci podlewanym 1% roztworem EM Naturalnie Aktywny) [34].

5. Podsumowanie i wnioskKi

Wedlug niektorych danych literaturowych Efektywne Mikroorganizmy odnalazty swe
zastosowanie w regeneracji gleby, uprawie roslin, jako dodatek EM do kompostowania
masy organicznej czy tez w zaprawianiu nasion. Rolnictwo, ktére wykorzystuje techno-
logie EM, moze liczy¢ na poprawe jakosci i zdrowotnosci gleby, a takze przyspieszenie
kietkowania oraz zwigkszenie liczby wykietkowanych ziarniakow. Dodatek EM wptywa
korzystnie na tworzenie siedliska sprzyjajgcego rozwojowi roélin poprzez ulatwienie
dostepnosci mikro- i makroelementéw roslinom. Dzieki temu rosliny maja mozliwos¢
lepszej przyswajalnosci sktadnikow pokarmowych, co moze sprawic, ze roslina stanie
si¢ cenniejsza z punktu widzenia konsumenta. Potencjat EM w rolnictwie jest znaczny,
natomiast nie stanowi on $rodka na wszystkie problemy produkcji rolinne;j.
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Mozliwosci zastosowania Efektywnych Mikroorganizméw w rolnictwie

Streszczenie

Efektywne mikroorganizmy (EM) to mieszanina drobnoustrojow, ktora zyskuje $wiatowe uznanie ze wzgledu
na potencjat w rozwigzywaniu réznych wyzwan w nauce i rolnictwie. Niniejsze badanie ma na celu oceng
potencjatu EM w rolnictwie. Przeglad literatury obejmuje analiz¢ wptywu EM na regeneracj¢ gleby, wzrost
ro$lin, kompostowanie i zaprawianie nasion. Wyniki przedstawiajg zdolno$§¢ EM do poprawy stanu gleby,
réwnowagi mikrobiologicznej i wchianiania skladnikéw odzywcezych, promujac lepsza wydajnos$¢ upraw.
EM przyspieszaja rozktad materii organicznej i uwalnianie sktadnikow odzywczych, podczas gdy zapra-
wianie nasion poprawia ich kietkowanie. Pomimo swojego potencjatu, EM nie sg uniwersalnym lekarstwem
na wszystkie problemy zwigzane z rolnictwem. Okazuja si¢ cenne dla poprawy warunkéw glebowych i wspie-
rania zrownowazonych praktyk, ale ich ograniczenia musza by¢ brane pod uwage w ogélnych strategiach
rolniczych.

Stowa kluczowe: Efektywne Mikroorganizmy, uprawa roslin, sSrodowisko

Possibilities of using Effective Microorganisms in agriculture

Abstract

Efficient Microorganisms (EM) are advanced microorganisms that are gaining worldwide recognition for
their potential to solve various problems in science and agriculture. This study aims to assess the potential of
EM in agriculture. A literature review considered the effects of EM on grading, plant growth, composting and
seed treatment. The results show EM to improve health because of microbial and nutrient absorption, promoting
performance improvement. EM accelerates the decomposition of matter and the supply of nutrients, while
treating the seeds improves their germination. Despite its potential, EM is not a universal cure for all
agricultural problems. They prove useful for improving soil conditions and support sustainable practices, but
their presence must be considered as part of agricultural strategies.

Keywords: Effective Microorganisms, plant cultivation, environment
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Acmella oleracea — malo znana roslina zielarska

1. Wprowadzenie

W ostatnich latach w$rdéd konsumentéw mozna zaobserwowaé wzrost zaintereso-
wania kosmetykami i produktami leczniczymi, np. farmaceutykami, dermokosmetykami
powstalymi na bazie roslin leczniczych. W zwiazku z tym producenci wcigz szukaja
nowych, oryginalnych, czesto tez egzotycznych surowcoéw zielarskich, ktore pozwola
poszerzy¢ ich ofertg handlowa i wyrdzni¢ si¢ na tle konkurencji. Jedng z roslin dostar-
czajacych tego typu surowiec jest mato znana Acmella oleracea z rodziny Asteraceae.

A. oleracea jest znana pod innymi nazwami, np. jambu, akmelia lub takimi, ktore
odnosza si¢ bezposrednio do jej wyjatkowych wtasciwosci, np. roslina od bolu zeba,
jezéwka elektryczna, znieczulecznik czy roslinny botoks. Najwazniejszym metabolitem
wtornym obecnym w tym gatunku jest spilantol, nalezacy do grupy N-alkiloamidéw
(NAA). Zwiazek ten posiada wlasciwosci przeciwbdlowe i znieczulajace, ktore znajduja
zastosowanie w stomatologii. Dodatkowo moze by¢ wykorzystywany w przemysle
kosmetycznym jako sktadnik preparatow przeciwzmarszczkowych i przeciwstarzenio-
wych, bedgc alternatywa dla toksyny botulinowej, zwanej popularnie ,,botoksem” [1].

W fitoterapii wykorzystuje si¢ ogromny potencjal terapeutyczny tego gatunku ze
wzgledu na silne dziatanie przeciwbdlowe, przeciwzapalne, antyoksydacyjne i przeciw-
goragczkowe. Dziala rowniez m.in. ochronnie na naczynia krwionosne [2].

Akmelia prawdopodobnie pochodzi z Brazylii i wlasnie tam, oraz w Peru, zostata
wprowadzona do uprawy. W dostepnych publikacjach naukowych trudno znalez¢ kon-
kretne informacje dotyczace zaktadania i prowadzenia plantacji w warunkach naszego
klimatu (w warunkach srodkowej Polski). W zwiazku z przypuszczalnym pochodzeniem
rosliny ijej wymaganiami klimatycznymi, jako rosliny cieptolubnej, istnieje dla niej realne
zagrozenie wywolane wiosennymi przymrozkami. Sg to warunki, w ktoérych z reguly
zaktadana jest plantacja z rozsady. Jest to jednak proces czasochtonny i kosztochtonny.
Ponadto jednym z warunkow wzrostu i rozwoju tej rosliny jest duza wilgotnos¢ podtoza.
W niniejszej monografii podj¢to probe okreslenia wptywu gestosci siewu oraz terminu
zaktadania plantacji A. oleracea na plony ziela tej rosliny i obfito$¢ kwitnienia.

Dokonano réwniez oznaczenia wielko$ci genomu, co pozwoli na poszerzenie infor-
macji z zakresu genetyki tego gatunku. W literaturze nie ma informacji dotyczacych pomiaru
2C DNA w rodzaju Acmella, tym samym wydaje si¢ istotne, aby badania z tego zakresu
wykonywac. Znajomos¢ wielkosci genomu moze by¢ dodatkowym parametrem pozwa-
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lajacym na identyfikacje gatunkowg oraz moze stanowi¢ podstawe do dalszych badan
genetycznych, genomowych i biotechnologicznych w zakresie tego gatunku i rodzaju.

Celem badan bylo okreslenie wtasciwego terminu i gestosci siewu pozwalajacych
uzyska¢ najwyzszy plon ziela akmelii oraz najwyzsza obfito$¢ kwitnienia w warunkach
srodkowej Polski, a takze pomiar zawarto$ci jadrowego DNA.

2. Pochodzenie gatunku i morfologia

Do roslin z rodzaju Acmella nalezy 30 gatunkow. Jedna z bardziej znanych roslin
tego gatunku jest Acmella oleracea L. o synonimach: Spilanthes acmella L., Spilanthes
oleracea L, akmelia, jambu, znieczulecznik, jezowka elektryczna czy roslina od bolu
zgba. Aktualnie nie mozna jednoznacznie okresli¢ oryginalnego pochodzenia akmelii.
Istnieja historyczne doniesienia o wprowadzeniu jej do uprawy na terenie Brazylii oraz
Peru. Dlugoletnia uprawa przyczynia si¢ do rozprzestrzenienia si¢ ro§liny w naturalnym
srodowisku. Okoto 1900 roku uprawa jambu zostala rozpowszechniona na terenie
Afryki i lokalnie wystepuje tam do dzisiaj. W §rodowisku naturalnym rosnie w Afryce
Wschodniej oraz w Brazylii i Peru. Obecnie ro$lina jest uprawiana na terenie Afryki,
Ameryki Potudniowej oraz Azji Poludniowo-Wschodniej [3].

Acmella oleracea dorasta do wysokosci okoto 30 cm (od 20 cm do 60 cm). Jest
wiecznie zielona, jesli jest odpowiednio zabezpieczana przed zimnem. Bez odpowiedniej
ochrony przed niskimi temperaturami nadziemne zielone czeSci ro$liny brazowieja,
a kwiatostany obumierajg. Pedy akmelii s3 wzniesione z tendencja do poktadania. Lodyga
w barwach od zielonych po czerwone, a nawet brunatne, o gtadkiej, nicowtosionej po-
wierzchni. Liscie sg migsiste, przeciwlegte, ogonkowe o dlugosci od 53 mm do 106 mm
i szeroko$ci od 40 mm do 79 mm. Liscie maja nerwacje pierzasta. U gornych lisci ich
podstawa si¢ zweza. LiScie sa nagoowlosione po obu stronach. Blaszka lisciowa ma
zabkowang krawedz o ksztalcie szeroko jajowatym, zwegzajacym si¢ do trdjkatnego,
0 ostrym zakonczeniu wierzchotka. Ogonki lisciowe posiadaja srednig dtugos¢ od 20 mm
do 65 mm, sa sptaszczone i ztobione w gornej czeséci. Ogonek jest wasko uskrzydlony,
nagi lub bardzo stabo owlosiony. Kwiatostan szyputkowy o wysokosci od 10,5 mm do
23,5 mm i $rednicy od 11 mm do 17 mm. Szyputki, ktoérych dlugo$é waha sie w prze-
dziale od 3,5 mm do 12,5 mm, sg puste w srodku. Kwiaty zotte z czerwonopurpurowym
szczytem, obuplciowe i liczne. Dno kwiatowe jest kuliste lub stozkowate, biale 1 gab-
czaste (fot. 1-3). Owocem sg catobrzegie nietupki opatrzone puchem kielichowym, co
jest charakterystyczne dla roslin z rodziny Asteraceae. A. oleracea nie ukorzenia si¢
weztowo, co wskazuje, ze z matym prawdopodobienstwem bedzie sie rozprzestrzeniata
w srodowisku. Miejscami tworzg si¢ korzenie roztogowe (fot. 4) [3].

Roélina, jak i kwiaty nie wydzielajg charakterystycznego zapachu. Mozna go jednak
okresli¢ jako $wiezy, trawiasty, ,,zielony”. Natomiast smak rosliny mozna okresli¢ jako
swiezy i trawiasty. Jednak charakterystyczne jest odczucie mrowienia, drgtwienia jezyka,
dzigset czy jamy ustnej. Osoby o wrazliwej skorze przy dtuzszym bezposrednim kontakcie
z ro$ling moga odczuwaé lekkie mrowienie np. na opuszkach palcow. W obu przypad-
kach uczucie odre¢twienia nie utrzymuje si¢ dlugo. Po zjedzeniu jednego mniejszego
liscia mrowienie utrzymuje si¢ maksymalnie do 5 min (opis i obserwacje wiasne).
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Fotografia 1. Kwiatostan A. oleracea w petni kwitnienia oraz Fotografia 2. Przekwitanie kwiatostanow
[archiwum wilasne]

Fotografia 3. A. oleracea w petni kwitnienia, pokrdj rosliny oraz Fotografia 4. System korzeniowy A. oleracea
[archiwum wlasne]

3. Substancje czynne w roslinie

Podstawowa 1 jednoczesnie najwazniejsza substancja biologicznie czynna w rosli-
nach rodzaju Acmella jest spilantol, znany rowniez jako affinin. Jest to metabolit wtorny
z grupy N-alkiloamidow (NAA), zwiazek amfifilowy zbudowany z reszty 10-weglowego
nienasyconego kwasu thuszczowego, potaczonego wigzaniem amidowym z tancuchem
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alifatycznym (2-metylopropylem). Spilantol wystepuje gltéwnie w A. oleracea, ale
W mniejszym stezeniu takze w gatunkach z rodzaju Acmella: A. brachyglossa, A. ciliate,
A. oppositifolia, A. paniculata, A. radicans i Heliopsis longipes [1].

Akmelia zawiera takze znaczne ilosci sktadnikéw odzywczych, m.in: weglowodany
(63,38%), blonnik (62,61%), biatko (24,01%), popidt (10,92%), lipidy (1,54%). Sposrod
mineratlow obecne sg gtownie: wapn (2551,56 mg/100 g), magnez (734 mg/100 g),
miedz (2,09 mg/100 g). Wystepuja tez wolne aminokwasy: asparagina (32,01 mg/g),
kwas glutaminowy (28,26 mg/g), walina (14,55 mg/g), izoleucyna (14,19 mg/g) [4].

Badanie przeprowadzone w 2019 roku przez Daniele A. Neves i wsp. miato na celu
okreslenie wptywu gotowania na zawarto$¢ sktadnikow odzywczych w roslinie. Po tym
procesie zaobserwowano wzrost iloéci: popiotu, biatka, nasyconych kwasow thuszczowych
oraz niektérych aminokwasow. Zwrdcono uwage na degradacje weglowodanow, mine-
raléw, blonnika, nienasyconych kwasow thuszczowych i niektorych aminokwasow. Poziom
lipidéw oraz fitosteroli pozostaty niezmienione. Doswiadczenie hydrotermalne dowiodto,
ze mimo czesciowych strat substancji odzywczych, akmelia moze stanowic alternatywe
lub substytut dla warzyw tradycyjnych [5].

4. Zastosowanie

4.1. W fitoterapii

Informacije o korzysciach dla zdrowia, wynikajgcych ze stosowania akmelii, mozna
znalez¢ w przekazach medycyny ludowej. W przesztosci stosowano jg glownie jako
srodek przeciwbolowy (przede wszystkim przy bolach zgbow), Srodek znieczulajacy,
przeciwgoraczkowy i remedium na reumatyzm. Stad pochodzi potoczna nazwa — ro$lina
od bolu zeba. Obecnie w przemysle dentystycznym roslina wykorzystywana jest rowniez
w leczeniu aft, paradontozy, infekcji 1 obrzekow dzigsel, a takze do produkgji Zeli, ptynow
do ptukania jamy ustnej oraz jako sktadnik past do zeboéw [2].

Preparaty na bazie amelii znajduja szerokie zastosowanie w fitoterapii. Oprocz dzia-
tania przeciwbolowego wykazujg rowniez bardzo silne dziatanie antyoksydacyjne, co
zawdzigczaja substancjom aktywnym takim jak: stigmasterol, glukozyd stigmasterylu,
kwas wanilinowy, skopoletyna, kwas ferulowy. Kwas wanilinowy wykazuje rowniez wia-
sciwosci ochronne przed uszkodzeniami DNA, dziata antymutagennie i immunosty-
mulujaco [2].

Produkty posiadajace w swoim sktadzie ekstrakty z akmelii lub wyizolowany spila-
ntol wspomagaja gojenie ran, dziataja antyarytmicznie i ochronnie na naczynia krwio-
nosne oraz zmniejszaja agregacje ptytek krwi [2]. Ma rowniez wlasciwosci przeciwzapalne,
przeciwgrzybicze, przeciwwirusowe 1 przeciwgruzlicze. Dodatkowo substancje bioak-
tywne zawarte w ekstraktach z A. oleracea wykazuja dziatanie antynowotworowe, przeciw-
cukrzycowe, a takze wspomagajace w chorobach uktadu krwiono$nego i neurodegenera-
cyjnych (choroba Alzheimera) [2].

W przytoczonym badaniu, majacym na celu sprawdzenie prozdrowotnego dziatania
metabolitow wtormych akmelii, udowodniono, ze kwas 3-acetylaleurytolowy posiada
zdolno$¢ do hamowania topoizomerazy 8 Il DNA oraz ma silng aktywnos$¢ cytotoksyczna
wobec komorek ludzkiego niedrobnokomoérkowego raka ptuc (A549). Co wigcej, kwas
3-acetylaleurytolowy wykazuje roznorodne wtasciwosci biologiczne, w tym wilasciwosci
ograniczajace wzrost np. Staphylococcus aureus (gronkowiec ztocisty) i Salmonella typhi-
murium (salmonella) [2]. Wedtug literatury stosowanie odwaru z korzenia A. oleracea
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moze dziata¢ przeczyszczajaco. Ma tez wlasciwosci przeciwdziatajace szkorbutowi
i pobudzajace trawienie. Ekstrakty z nadziemnych czgsci roslin maja zastosowanie
W przeciwdziataniu malarii, sg cytotoksyczne, wazorelaksacyjne (rozszerzajace naczynia
krwionosne) i moczopedne. Wodne i etanolowe ekstrakty z kwiatow zwigkszajg objetosé
moczu oraz wzrost poziomu jondw Na*, K*; dziatajg diuretycznie i ograniczajg powsta-
wanie kamieni w pecherzu [6].

Akmelia jest rowniez komponentem suplementéw diety [2]. Oprocz tego ekstrakt
akmelii, dodawany w matych ilo$ciach, wykorzystywany jest jako stodzik [2].

Tak szeroki wachlarz wlasciwosci prozdrowotnych akmelii powinien prowadzi¢ do
produkcji i wprowadzania na rynek farmaceutyczny nowych preparatow pochodzenia
naturalnego [6].

4.2. W kosmetologii

Acmella oleracea i izolowany z niej spilantol znajdujg zastosowanie rowniez jako
sktadniki produktow kosmetycznych, przeciwstarzeniowych i przeciwzmarszczkowych,
do pielegnacji twarzy. Badania in vitro i in vivo potwierdzaja, ze spilantol ma dobrg bio-
dostepnos¢ i swobodnie przenika przez wszystkie warstwy skory, umozliwiajac substancji
dotarcie do migéni. Ponadto na podstawie badan dermatologicznych udokumentowano
[1], Ze zmniejsza, a w niektorych przypadkach nawet hamuje, skurcz migsni podskomych,
pomagajac redukowaé zmarszczki mimiczne w obszarach wrazliwych (usta, oczy, czoto)
poprzez rozluznienie ich napigcia. Stosowanie odpowiednio wysokiego stezenia ekstraktu
z akmelii bezposrednio wplywa na poprawe gestosci, jedrnosci i gtadkosci skory, co
wplywa na zmniejszenie widocznosci 1 wygltadzenie zmarszczek. W literaturze mozna
znalez¢ poroéwnania spilantolu i toksyny botulinowej ze wzgledu na podobne dziatanie.
Spilantol okreslany jest tez mianem ,,roslinnego botoksu”, a istotng r6znica jest czas i inten-
sywno$¢ dziatania preparatdw na bazie rosliny i botoksu. Botoks, czyli toksyna botulinowa,
jest otrzymywany z beztlenowych bakterii, laseczek jadu kietbasianego (Clostridium
botulinum). W produktach anti-aging i anti-wrinkle zawierajacych spilantol stymuluje
on fibroblasty do produkcji kolagenu i elastyny w skorze wiasciwej. Jednoczesnie dziata
jako antyoksydant [1, 7].

Badania nad bezpieczenstwem stosowania produktéw farmaceutycznych, fitofarma-
ceutycznych, spozywczych i kosmetycznych na bazie A. oleracea lub spilantolu zostato
potwierdzone przez licznych naukowcow [8]. Testy na fibroblastach ssakow i komodrkach
mikrogleju wykazuja niski poziom cytotoksycznosci i jednoczesnie jest to powigzane
z dziataniem przeciwzapalnym [8].

4.3. W ochronie roslin

W ludowych doniesieniach istniejg informacje o wykorzystywaniu akmelii do zwal-
czania roztoczy, owadéw oraz pasozytow. Badania majace na celu potwierdzenie tych
relacji przeprowadzono na roslinach uprawianych w srodkowych Wtoszech [9]. Ekspe-
ryment miat na celu przetestowanie dziatania owadobdjczego na filariozie, przeciwko
komarom domowym (Culex quinquefasciatus), muchom domowym (Musca domestica)
i sowce bawelnowce egipskiej (Spodoptera littoralis). Preparaty najlepiej poradzily sobie
z ograniczeniem ilo$ci: komara domowego oraz larwy sowki bawelmoéwki egipskiej
W trzecim stadium rozwoju. Eksperyment potwierdzit domysty o zastosowaniu spilantolu
jako skutecznego srodka owadobojczego, co moze z duzg prawdopodobnoscia przyczynic
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sie do wprowadzenia tego typu preparatow na rynek nowych ekologicznych $rodkow do
ochrony roslin [9].

W innych doniesieniach [10] opisano dziatanie roztoczobdjcze, gtdwnie na niektore
gatunki kleszczy. W tych badaniach naukowcy wykorzystali zdolnos¢ spilantolu do tatwego
przenikania do migsni i zaobserwowali zaktocenia w funkcjonowaniu osrodkowego
uktadu nerwowego.

5. Agrotechnika

A. oleracea w klimacie tropikalnym jest uznawana za rosling wieloletnig. Uprawiana
w klimacie umiarkowanym jest ro§ling jednoroczng badz wieloletnia, jesli jest chroniona
przed zimnem (np. pod szklem). Roslina preferuje geste nasadzenia z ekspozycja na
pelne nastonecznienie, chociaz toleruje poétcien. Najkorzystniejszymi warunkami sg
wilgotne lub bardzo wilgotne stanowiska. W warunkach naturalnych zajmuje siedliska
wzdtuz jezior, rzek i bagien. Wystepuje rowniez na zachwaszczonych siedliskach. Musi
by¢ systematycznie podlewana, bo inaczej szybko wigdnie, wysusza si¢ i nie podejmuje
dalszego wzrostu, co doprowadza do obumierania ro$liny. Gleba powinna by¢ zyzna,
gliniasta i bogata w substancje odzywcze. Natomiast uprawy powinny by¢ zaktadane na
niskich, otwartych przestrzeniach, ale nie wyzej niz 1200 m n.p.m. W klimacie umiarkowa-
nym plantacje zaktada si¢ w drugiej potowie kwietnia lub w pierwszej potowie maja [4].

Obecnie nie ma doniesien na temat chordb atakujacych A. oleracea. Jedyne zagro-
zenie moze wynika¢ z duzej wilgotnos$ci gleby, szczegdlnie w miejscach zacienionych.
Moze to doprowadzi¢ do gnicia martwych juz czesci roslin. Konieczne jest zatem ich
systematyczne usuwanie. Jedynymi szkodnikami Zerujagcymi na tej roslinie sg §limaki,
ktore atakuja liscie [11].

Dostepne informacje o podstawach agrotechniki, przystosowane do warunkow panu-
jacych w Polsce, nie sg oparte na $cistych doswiadczeniach polowych, a przewaznie na
obserwacjach. Opisane wyzej wymagania odnosza si¢ do warunkow naturalnego wyste-
powania rosliny.

Akmelia moze by¢ rozmnazana przez wysiew nasion wczesng wiosng lub przez sa-
dzonki pobrane w potowie lata. Nasiona nalezy namoczy¢ w wodzie na 24 godziny przed
wysianiem do duzego pojemnika. Zalecana jest mieszanina piasku i odkwaszonego torfu
w stosunku 1 : 1. Wazne jest, aby nasiona wysiewa¢ plytko i nastgpnie obficie podlac,
a na koncu przykry¢ np. kawatkiem szyby lub kawatkiem przezroczystej folii z otworami,
zeby nie utrudniac dostepu do $wiatta. Bardzo wazne jest utrzymanie statej wilgotno$ci
i temperatury, okoto 24°C. Takie warunki gwarantujg szybkie wschody siewek, nawet
juz po Kilku dniach. Gdy siewki akmelii osiggna ilo$¢ od 2 do 3 lisci, nalezy przesadzié
je do mniejszych doniczek produkcyjnych z otworami na dnie. Podczas wykonywania
tej czynnosci trzeba zachowaé szczegdlng ostrozno$¢ z uwagi na bardzo staby system
korzeniowy i krucho$¢ rosliny. Po ,,zimnych ogrodnikach” (druga polowa maja), gdy
nie ma juz zagrozenia przymrozkami, a ros$lina wyksztalcita mocny system korzeniowy,
mozna jg wysadzi¢ na state miejsce. Akmelia zacznie si¢ rozrastac na szeroko$¢ i wyso-
kos¢ do okoto 20-30 cm. Wymaga statego podlewania [12].

6. Material i metody

Materiat siewny pochodzit od producenta: Adaptogeny Rzeszow. Doswiadczenie
zostato zatozone w Bydgoszczy (53°17°N, 18°05’E) na terenie Rodzinnych Ogrodéw
Dziatkowych ,, TRANSPORTOWIEC?”, na glebie lekkiej, o bardzo wysokiej zasobnosci
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w przyswajalne formy fosforu i magnezu, sredniej zasobnosci w przyswajalne formy
potasu, zawarto$ci substancji organicznej na poziomie 2,88% i odczynie obojetnym (pH
od 7,0 do 7,3). Na calej powierzchni pola doswiadczalnego zatozono nawadnianie
kropelkowe. Schemat doswiadczenia obejmowat trzy terminy siewu: 1 — 28.04.2022; 1l —
11.05.2022; 111 —25.05.2023 oraz dwie gestosci siewu: A — 500 nasion na jeden biezacy
metr rzgdu; B — 1000 nasion na jeden biezacy metr rzgdu.

Dodatkowo jako tlo na dwodch poletkach zalozono uprawe akmelii z rozsady.
Posadzone byly w dwodch terminach (7.05.2022 i 31.05.2022). W pierwszym terminie
ro$liny rozsady zostaly posadzone w ilosci 11 sztuk (w 4 rzedach: 3—3-3-2), ro$liny
w drugim terminie zostaty posadzone w ilosci 8 sztuk (w 3 rzedach: 3—-3-2), w odstepach
co 20 cm. Schemat do§wiadczenia przedstawiono na rysunku 1.
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Rysunek 1. Schemat doswiadczenia [opracowanie wlasne]

6.1. Zbior roslin i suszenie ziela

Zbiér wykonano 6 wrzesnia 2022 poprzez $cigcie roslin na wysokosci od 3 cm do
4 cm od powierzchni gleby. Ziele suszono dwuetapowo: w sposob naturalny przez okoto
2,5 tygodnia (roztozone na blacie w laboratorium, ostoniete od bezposredniego promie-
niowania stonecznego). W drugim etapie rosliny umieszczono w suszarce i dosuszono
w temperaturze 40°C przez 2 godziny.

6.2. Pomiar zawartosci jadrowego DNA

Proby do analiz cytometrycznych przygotowano zgodnie z protokolem Galbraith’a
i wsp. [13]. Jako standard wewngtrzny uzyto lisci kukurydzy (Zea mays 5,43 pg/2C) [14]
Nasiona akmelii i standardu wewngtrznego umieszczono na ptytce Petriego i zalano 1 ml
buforu Galbraith’a [14] z dodatkiem 50 pg/ml RNAzy, 50 pg/ml jodku propidyny (PI)
i 1% PVP-10 (poliwinylopirolidon). Materiat roslinny rozdrabniano zyletka, a otrzymana
zawiesine jader komoérkowych przesgczano przez filtr o Srednicy oczek 50 um i inku-
bowano przez 10 min w lodzie w celu lepszego wniknigcia barwnika. Analize wykonano
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w 5 powtorzeniach. W kazdej probie analizowano okoto 7000 jader przy uzyciu cytometru
przeptywowego CyFlow Ploidy Analyser (Sysmex Partec GmbH, Gorlitz, Niemcy).
Histogramy ewaluowano przy uzyciu programu CyFlow Cube (Sysmex Partec GmbH,
Gorlitz, Niemcy). Wielkos$¢ genomu obliczono na podstawie proporcjonalnej zaleznosci
pomiedzy $rednig pozycja piku akmelii oraz kukurydzy.

7. WynikKi

7.1. Doswiadczenie polowe

W trakcie wegetacji ro§lin wykonano trzy pomiary kazdej z cech (24.07.2022,
10.08.2022, 5.09.2022). Przeprowadzono nastepujace pomiary: wysokos¢ roslin, liczba
kwiatow na poletku oraz plon suchej masy po zbiorze.

Wschody ro$lin trwaly stosunkowo dlugo. Nasiona wysiane 28 kwietnia zaczely
wschodzi¢ po okresie od 6 do 7 tygodni. P6Zniejsze siewy spowodowaly, ze wschody
pojawily sie po 5 tygodniach. Po miesigcu wegetacji pojawily si¢ pierwsze kwiaty. Kwit-
nienie trwalo do momentu zbioru, tj. do 6 wrzesnia 2022 roku. Rosliny z najwczesniejszego
terminu siewu byly wtedy w koncowej fazie kwitnienia, a z pdzniejszych terminow siewu
w fazie pelni kwitnienia (tab. 1).

Tabela 1. Fazy rozwojowee A. oleracea

Fazy rozwojowe I termin Il termin 111 termin
rosliny
Pierwsze 2 tydzien czerwca 3 tydzien czerwca 5 tydzien czerwca /
wschody (od 6 do 12.06.2022) (od 13 do 19.06.2022) 1 tydzien lipca
(od 27.06. do 1.07.2022)
Poczatek 2 tydzien lipca 3 tydzien lipca 4 tydzien lipca
kwitnienia (od 4 do 10.07.2022) (od 11 do 17.07.2022) (od 18 do 24.07.2022)
Pelnia kwitnienia 5 tydzien lipca 2 tydzien sierpnia 5 tydzien sierpnia /
(od 25 do 31.07.2022) (od 8 do 10.08.2022) 1 tydzien wrze$nia
(29.08. —04.09.2022)
Koniec 1 tydzien wrze$nia - -
kwitnienia (od 1 do 4.09.2022)

Zrédlo: opracowanie wlasne.

Pierwszy pomiar wysokos$ci roslin wykonano 24 lipca 2022 roku, czyli w zaleznos$ci
od terminu siewu po 2, 2,5 i 3 miesigcach wegetacji (wykres 1). Srednia wysoko$é
wysianych roslin w pierwszym terminie (28 kwietnia 2022 roku) wynosifa 8,01 cm,
a w drugim terminie (11 maja 2022 roku) 7,67 cm, ale r6znica ta nie byla statystycznie
istotna. Op6znienie terminu siewu do 25 maja 2022 roku spowodowalo, ze rosliny byty
znaczgco nizsze (5,54 cm). Wplyw gestosci siewu zaznaczyt si¢ tylko na roslinach
akmelii z drugiego terminu siewu — gestszy siew spowodowalt, ze rosliny byly istotnie
nizsze od tych z siewu rzadszego.

139



Emilia Adrian, Iwona Jedrzejczyk, Jadwiga Andrzejewska

80
I I I I I 1T
0 I I I
1]
mA mB mX

Wykres 1. Wysoko$¢ roslin akmelii (cm) w dniu 24 lipca 2022 roku w zaleznos$ci od terminu (I, II, TIT)
i gestosci siewu (A, B, X) [opracowanie wlasne]
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Drugi pomiar wysokosci roslin wykonano po kolejnych trzech tygodniach wegetacji
(wykres 2). Srednia wysoko$¢ roslin wysianych w pierwszym terminie (28 kwietnia
2022 roku) wynosita 12,8 cm, a w drugim terminie (11 maja 2022 roku) 12,9 cm.
Opoznienie terminu siewu do 25 maja 2022 roku spowodowato, ze rosliny byly znaczaco
nizsze (8,3 cm). Wplyw gestosci siewu zaznaczyt si¢ na roslinach z pierwszego i drugiego
terminu siewu. Pierwszy termin siewu — gestszy siew spowodowal, ze roéliny akmelii
byly srednio o 1,3 cm wyzsze od roslin sianych w rzadszej obsadzie. Drugi termin siewu —
gestszy siew spowodowat, Ze rosliny akmelii byly o 1,9 cm nizsze od roslin sianych
W rzadszej obsadzie. Nie byly to jednak rdznice statystycznie istotne.
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Wykres 2. Wysokos¢ roslin akmelii (cm) w dniu 10 sierpnia 2022 roku w zaleznosci od terminu (1, II, IIT)
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Trzeci pomiar wysokosci roslin wykonano po kolejnych 26 dniach wegetacji (wykres 3).
Srednia wysoko$é ro$lin wysianych w pierwszym terminie (28 kwietnia 2022 roku) wy-
nosita 18,5 cm, a w drugim terminie (11 maja 2022 roku) 18,7 cm. Opdznienie terminu
siewu do 25 maja 2022 roku spowodowato, ze rosliny byly znaczaco nizsze (srednia ich
wysoko$¢ wynosita 12,2 cm). Zwigkszenie gestosci siewu skutkowalo tym, ze rosliny
Z pierwszego terminu siewu byly nizsze o 1,5 cm, a z drugiego o 3 cm nizsze w porow-
naniu do roslin wysianych rzadzie;j.
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Wykres 3. Wysoko$¢ roslin akmelii (cm) w dniu 5 wrzesnia 2022 roku w zaleznosci od terminu (I, 11, III)
i gestosci siewu (A, B, X) [opracowanie wlasne]

Sredni plon suchej masy z roslin wysianych w pierwszym terminie (24 kwietnia 2022
roku) wynosit 86,4 g, a w drugim terminie (11 maja 2022 roku) 77,4 g, ale r6znica ta nie
byla statystycznie istotna (wykres 4). Opo6znienie terminu siewu do 25 maja 2022 roku
spowodowalo, ze plon suchej masy byt znaczaco nizszy (29,6 g). Wplyw gestosci siewu
na plon suchej masy zaznaczyt si¢ szczegolnie w pierwszym terminie siewu, kiedy plon
suchej masy ro$lin wysianych gesciej byt istotnie wyzszy niz wysianych rzadziej. W dru-
gim terminie siewu zalezno$¢ byta odwrotna, cho¢ miescita si¢ w granicach btedu staty-
stycznego. W trzecim terminie wplyw gestosci siewu na plon suchej masy roslin byt
niewielki, takze mieszczacy si¢ w granicach biedu.
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Wykres 4. Plon suchej masy roslin akmelii [g] w zaleznosci od terminu (I, II, IIT) i gestosci siewu (A, B, X)
[opracowanie wiasne]

Obfitos¢ kwitnienia rosta wraz z rozwojem roslin akmelii w okresie od lipca do wrze$nia
(wykres 5). W kazdym z tych miesiecy najwiecej kwiatow miaty ro§liny z najwczesniej-
szego, a najmniej z najpdzniejszego terminu siewu. Pomiary wykonane we wrzesniu wyka-
zaly, ze gdyby liczbe kwiatow na 1m? z rolin wysianych w kwietniu (I termin siewu)
przyja¢ za 100% (905,5 kwiatdw na 1 m?), to drugi termin siewu wplynie na obnizenie
liczby kwiatow 0 25% (676 kwiatow na 1 m?), a trzeci az o 87% (244,5 kwiata na 1 m?).
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Gestszy siew roslin wysianych najwczesniej sprzyjat obfitosci kwitnienia, co szcze-
golnie uwidocznilo si¢ podczas wykonywania trzeciego pomiaru (we wrzesniu), kiedy
takze potwierdzono to statystycznie.
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Wykres 5. Liczba kwiatéw akmelii na 1 m? w zaleznoéci od terminu (I, I 1 IT) i gesto$ci siewu (A, B)
w kolejnych terminach pomiaru [opracowanie wiasne]

7.2. Pomiar zawartosci jadrowego DNA

Wielkosé¢ genomu dla Acmella oleracea wyniosta 9,4 pg/2C, co odpowiada 9193 Mpz
(1pg 2C DNA =978 Mpz) [15]. Histogramy byly dobre;j jakosci, a srednia wartos¢ CV
(wspobtczynnik wariancji) wyniosta 5,9 (rys. 2). Zgodnie z klasyfikacja Soltis i wsp. [16]
genom A. oleracea nalezy do grupy genoméw Srednich.
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Rysunek 2. Histogram zawartoci jadrowego DNA dla A. oleracea [opracowanie wilasne]
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oo

. Whioski/Podsumowanie

Najkorzystniejszym terminem siewu akmelii uprawianej w celu pozyskania kwitng-
cego ziela w warunkach $rodkowej Polski byta druga potowa kwietnia.

Opo6znienie terminu siewu do potlowy maja mialo niewielki wplyw na wysokos¢
ro§lin i plony ziela, ale zmniejszyta si¢ wtedy obfito§¢ kwitnienia.

Zwiekszenie gestosci siewu z 500 do 1000 nasion na jeden metr biezacy zwigkszyto
obfito§¢ kwitnienia, ale miato niejednoznaczny wpltyw na wysoko$¢ roslin i plon
suchej masy ziela.

W warunkach $rodkowej Polski bardziej uzasadnione jest zaktadanie plantacji pro-
dukcyjnej akmelii z siewu niz z rozsady ze wzgledu na wyzsze plonowanie i obfito§¢
kwitnienia.

Wielko$¢ genomu dla A. oleracea zostata okreslona po raz pierwszy.

Oznaczona zawarto$¢ jadrowego DNA akmelii wzbogaci miedzynarodowg baze da-
nych wielko$ci genomu (Plant DNA C-values Database) 1 bedzie mogta by¢ wyko-
rzystana przez innych badaczy.
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Acmella oleracea — malo znana roslina zielarska

Streszczenie

Acmella oleracea L. (akmelia) nalezy do rodziny Asteraceae i prawdopodobnie pochodzi z Brazylii. W Polsce
jest rosling mato znana, chociaz wykorzystywana jest w fitoterapii, kosmetologii, stomatologii, a takze w ochronie
roélin. Podstawowg substancja czynna jest spilantol, ktory wykazuje m.in. silne dziatanie znieczulajace, przeciw-
bolowe i antyoksydacyjne. Celem badan byto okreslenie wiasciwego terminu i ggstosci siewu, pozwalajacych
uzyskaé najwyzszy plon ziela akmelii w warunkach $rodkowej Polski oraz pomiar zawarto$ci jadrowego
DNA. W doswiadczeniu polowym poréwnywano trzy terminy siewu (28.04.22, 11.05.22, 28.05.22) oraz dwie
gestosci siewu (500 1 1000 nasion na 1 m.b.). Wielko$¢ genomu zostata okre$lona za pomoca cytometru
przeptywowego CyFlow Ploidy Analyser (Sysmex, Niemcy). Materialem do badan cytometrycznych byly
nasiona akmelii. Jako standard wewnetrzny wykorzystano liscie Zea mays (5,43 pg/2C). W kazdej probie
analizowano okoto 7000 jader komoérkowych. Zawartos¢ 2C DNA obliczona zostata na podstawie propor-
cjonalnej zaleznosci pomigdzy Srednig pozycja piku akmelii oraz kukurydzy. Wyniki badan polowych wykazaty,
ze najwyzsze plony suchej masy kwitnacego ziela uzyskano z najwcze$niejszego terminu siewu. Opdznienie
siewu do 11 maja miato niewielki wptyw na wysokos$¢ roslin i plony ziela, ale zmniejszyta si¢ wtedy obfitos¢
kwitnienia. Zwigkszenie gestosci siewu wplynelo korzystnie na obfito$¢ kwitnienia, ale miato niejednoznaczny
wplyw na wysoko$¢ roslin i plon suchej masy ziela. Wielko$¢ genomu dla Acmella oleracea zostata ozna-
czona po raz pierwszy i wyniosta 9,4 pg/2C, co odpowiada 9193 Mpz. Uzyskany wynik klasyfikuje genom
A. oleracea w grupie genomow $rednich. Na podstawie wynikow z badan polowych mozna stwierdzi¢, ze
w warunkach srodkowej Polski uzasadnione jest zaktadanie plantacji produkcyjnej akmelii z siewu wykona-
nego do konca pierwszej dekady maja.

Stowa kluczowe: Acmella oleracea, akmelia, spilantol, wielko$¢ genomu, plon ziela, cytometria przeptywowa

Acmella oleracea — a little-known herbal plant

Abstract

Acmella oleracea L. (jambu) belongs to the Asteraceae family and is believed to be native to Brazil. In Poland,
it is a little-known plant, although it is used in phytotherapy, cosmetology, dentistry, as well as in plant pro-
tection. The main active substance is spilanthol, which exhibits strong anesthetic, analgesic and antioxidant
effects, among others. The purpose of this study was to determine the proper sowing date and density to
obtain the highest yield of jambu herb under conditions in central Poland, and to measure nuclear DNA
content. Three sowing dates (28.04.22, 11.05.22, 28.05.22) and two sowing densities (500 and 1000 seeds
per 1m.b.) were compared in the field experiment. Genome size was determined using a CyFlow Ploidy
Analyser flow cytometer (Sysmex, Germany). The material for cytometric studies was jambu seeds. Zea
mays leaves (5.43 pg/2C) were used as an internal standard. About 7000 cell nuclei were analyzed in each
sample. The 2C DNA content was calculated based on the proportional relationship between the average
peak position of jambu and corn. Field results showed that the highest yields of flowering herb dry matter
were obtained from the earliest sowing date. Delaying sowiuntil May 11 had little effect on plant height and
herb yields, but flowering abundance then decreased. Increasing sowing density had a positive effect on
flowering abundance, but had an ambiguous effect on plant height and herb dry matter yield. The genome
size for Acmella oleracea was determined for the first time and was 94 pg/2C, corresponding to 9193 Mpz.
The result classifies the A. oleracea Acmella genome in the group of medium genome group. Based on the
results from the field study, it can be concluded that under the conditions of central Poland, it is reasonable
to establish a production plantation of jambu from sowings made by the end of the first decade of May.
Keywords: Acmella oleracea, jambu, spilanthol, genome size, yield of herb, flow cytometry
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Wybrane ekstrakty roslinne
wykorzystywane w preparatach do mezoterapii iglowej

1. Wprowadzenie

Dbanie o zdrowy i mtody wyglad to domena wspolczesnych czasow. Wigksza czesé
populacji szuka réznych sposobow na zatrzymanie czasu lub przynajmniej jego spowol-
nienie, w tym celu stosujac zabiegi majace za zadanie biorewitalizacje skory i stymulacje
proceséw naprawczych na poziomie komérkowym. Nowoczesna kosmetologia daje
takie mozliwosci zabiegowe. Jednym z nich jest mezoterapia iglowa, ktéra jest metoda
polegajaca na $rodskornym dostarczeniu sktadnikow aktywnych w glab skory, by tam
rozpocza¢ procesy odbudowujace. Same iniekcje nie dajg tak pozadanego efektu, jak
zastosowanie odpowiednich preparatow, w tym wypadku nazywanych koktajlami badz
ampulkami. Preparat do mezoterapii iglowej musi spetia¢ szereg norm, m.in. by¢ bio-
kompatybilny, fizjologiczny, dobrze tolerowany, bezpieczny, sterylny i przede wszystkim
posiada¢ wlasciwosci terapeutyczne. Najczgsciej stosowane sg substancje pochodzenia
ro$linnego lub cate ekstrakty roslinne. Jednymi z nich sg ekstrakty z ziela Centella asiatica,
Rosmarinus officinalis oraz Melilotus officinalis. Wymienione wyzej gatunki roslinne sg
szeroko stosowane od tysigcy lat w tradycyjnej medycynie jako preparaty terapeutyczne.
Roéwniez w czasach terazniejszych ciesza si¢ duza popularnoscia. Wszystkie przytoczone
gatunki posiadaja swoje monografie m.in. w Farmakopei Europejskiej, Polskiej, Chin-
skiej czy Indyjskiej [1-4].

C. asiatica w tradycyjnej medycynie chinskiej jest stosowana od stuleci, przede
wszystkim jako srodek wspomagajacy gojenie si¢ ran oraz w leczeniu dolegliwosci skor-
nych, m.in. tradu lub oparzen. Surowcem leczniczym jest ziele C. asiatica. Za aktywnosci
biologiczne C. asiatica odpowiadaja przede wszystkim zwigzKi triterpenowe — saponiny
oraz kwasy [5-9]. Sa to charakterystyczne zwiazki dla rodzaju Centella. Oprocz dzia-
tania terapeutycznego zwigzanego z chorobami skory ekstrakt z C. asiatica jest stosowany
rowniez w schorzeniach zwigzanych z osrodkowym uktadem nerwowym [10, 11].

Kolejnym gatunkiem o cennych wiasciwosciach leczniczych jest R. officinalis. Oprocz
dzialania tereapeutycznego jest szeroko znany jako roslina przyprawowa. Za aktywnos¢
biologiczna R. officinalis odpowiadajg gtdwnie zwigzki polifenolowe, w tym wystepujacy
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w duzej ilosci w tym zielu kwas fenolowy (nalezacy do grupy kwasdéw fenolowych kwas
rozmarynowy). Ekstrakty z ziela R. officinalis wykazuja przede wszystkim dziatanie
przeciwzapalne i antyoksydacyjne, co uwarunkowane jest wtasnie profilem fitochemicz-
nym ro$liny [12-14]. Nalezy wspomnie¢ o rownie cennym sktadniku wyizolowanym
z ziela R. officinalis, jakim jest olejek eteryczny, ktory rowniez posiada swojg monografie
w Farmakopeach [2, 4, 15].

Kolejnym gatunkiem opisanym w ponizszym przegladzie jest M. officinalis, rowniez
szeroko rozpowszechniony gatunek leczniczy, ktory znalazt swoje zastosowanie w kosme-
tologii. Gloéwny profil dziatania M. officinalis to poprawa mikrokrazenia, dziatanie rege-
nerujace, ale rtowniez dziatanie przeciwzapalne i antyoksydacyjne [16-18].

2. Mezoterapia iglowa

Starzenie si¢ skory jest procesem wicloetapowym zachodzacym na kilku poziomach.
Wyréznia si¢ szereg czynnikow, ktére umozliwiaja podzial proceséw starzenia na
poszczegoblne rodzaje. Jednym z nich jest starzenie zewnatrzpochodne skory, za ktore
odpowiedzialne sa czynniki srodowiskowe. Zalicza si¢ do nich miedzy innymi warunki
klimatyczne, sposob odzywiania, niehigieniczny tryb Zycia, rodzaj i sposob wykonywanej
pracy oraz nadmierna ekspozycja skory na promieniowanie ultrafioletowe. Kolejnym
rodzajem starzenia jest starzenie wewnatrzpochodne, gdzie gtownymi czynnikami odpo-
wiedzialnymi za postgpowanie procesu jest wiek oraz profil genetyczny, ktore warun-
kuja szybko$¢ zachodzenia niekorzystnych zmian w wygladzie skory [19, 20].

Innym rodzajem starzenia si¢ skory jest miostarzenie, czyli powstawanie zmarszczek
w wyniku skurczu mig$ni mimicznych twarzy. Wraz z czg¢sto$cig skurczu oraz wiekiem
ulegajg one znacznemu pogiebieniu i utrwaleniu. Jednym z zabiegéw terapeutycznych
stosowanych w prewencji miostarzenia jest mezoterapia iglowa, inaczej nazywana
intradermoterapig lub tez miejscowa terapig srodskornag (rys. 1) [19, 20].

Starzenie si¢ skory
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Rysunek 1. Rodzaje starzenia si¢ skory [opracowanie wlasne]
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2.1. Definicja

Mezoterapia, inaczej zwana miejscowgq terapig srodskorng (LIT) czy intradermato-
terapia, nalezy do matoinwazyjnych niechirurgicznych metod leczniczych, ktorej technika
opiera si¢ na wielokrotnej podazy substancji aktywnej w mikroderme, cO umozliwia jej
powolna dyfuzje w warstwie tkanki [21]. Wywoluje to przedtuzony efekt terapeutyczny.
W jezyku greckim przedrostek ,,mezo-" 0znacza: pomigdzy, srodkowy — zwigzek z po-
wstawaniem skory oraz tkanki tacznej z mezodermy, czyli srodkowej warstwy komorek
zarodka. W przypadku mezoterapii odnosi si¢ on gtéwnie do tkanki podskornej do ktorej
aplikowane s3 dostosowane wzgledem potrzeb pacjenta sktadniki aktywne [21, 22].
Zabieg mezoterapii iglowej opiera si¢ gldwnie na elementach medycyny klasycznej, nie
wykluczajac przy tym terapii naturalnych (wykorzystanie ekstraktow roslinnych). Co
istotne, mezoterapia zalicza si¢ do praktyk opartych na salutogenicznym modelu podejsécia
do zdrowia, tj. skupia si¢ na zachowaniu zdrowia, a nie leczeniu choroby.

Mezoterapia iglowa stwarza optymalne warunki do przeprowadzenia celowanego
leczenia z zastosowaniem przedtuzonego uwalniania substancji aktywnej. Optymalizacja
skutecznosci uzytego preparatu nastepuje poprzez mozliwos¢ uzyskania potrzebnego do
wystgpienia pozadanych efektow stezenia substancji leczniczej. Zgodnie ze wspolczesna
wiedzg z zakresu farmakokinetyki metabolizm substancji leczniczej w miejscowe;j terapii
srodskornej nie wywoluje dziatania hepatotoksycznego [22]. Intradermoterapie w kosme-
tologii estetycznej wykorzystuje si¢ przede wszystkim w zabiegach biorewitalizacji
skory twarzy, szyi oraz dekoltu. Biorewitalizacja okreslana jest jako ogét dziatan zmie-
rzajacych ku indukcji naturalnych procesow regeneracyjnych skory, podczas ktorych
nastepuje odbudowa autogennych sktadnikow skory [23].

Wyrdznia si¢ tutaj 2 mechanizmy, gdzie pierwszy to bodziec farmakologiczny okre-
$lany jako specyficzna aktywnos$¢ zastosowanego sktadnika aktywnego, a drugi bodZzcem
fizycznym, czyli procesem gojenia si¢ tkanki po serii wielokrotnych iniekcji [21].

Prekursorem mezoterapii igtowej byt francuski lekarz Michael Pistor, ktory po raz
pierwszy w 1952 roku wykorzystat metode $rodskornej terapii miejscowej u pacjenta
Z niedostyszeniem. Pomimo braku konkretnych efektow leczenia nastgpito zredukowanie
objawow zwigzanych z hypoacusis, tj. bolu w okolicy stawow skroniowo-zuchwowych
oraz szumow usznych. Wspomniang powyzej metode zaczgto stosowac w leczeniu obja-
wowym choréb przewlektych takich jak migrena oraz niewydolno$¢ zylna wraz z towa-
rzyszacymi zespotami bolowymi. W latach 60. XX wieku mozna zauwazy¢ proby stoso-
wania mezoterapii iglowej w terapii niektorych chorob skéry (dermatoz) — tuszczycy
zwyklej, tysienia plackowatego i $wierzbigczKi kolczystokomorkowej [21, 22].

2.2. Metodyka wykonania, przeciwskazania do wykonania zabiegu

Jak wspomniano wczesniej, zabieg polega na iniekcjach $rédskormych. Jakos¢ igiet
oraz strzykawek decyduje o bezpieczenstwie mezoterapii iglowej. Odpowiednio dobrane
instrumenty zabiegowe minimalizujg ryzyko urazdéw oraz bolu zwigzanego z iniekcja.
Na rynku dostepne sg igly oraz strzykawki przeznaczone do tego typu zabiegu. Powinny
by¢ pozbawione substancji potencjalnie alergennych (np. lateks, krzem). Strzykawki
dostepne sg w rdéznych rozmiarach, tj. 1 ml, 3 ml, 5 ml, 10 ml. Klasyczne oraz Luer Lock.
Wazne jest, aby byly to strzykawki 3-czg¢éciowe, posiadajace gumowa nasadke na tloku,
ktora umozliwia ptynne podanie preparatu [23].
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Igty do mezoterapii dostepne sa w r6éznych rozmiarach. Wybor odpowiednio dopa-
sowanego rozmiaru jest zwigzany z technikg iniekcji, okolicg zabiegowa oraz gestoscia
podanego preparatu [23]. Istotna jest kilkukrotna wymiana igly przy opracowywaniu
wigkszej ilosci wstrzyknie¢, gdyz iglta moze si¢ stepi¢ lub zwyczajnie zgiac, co bedzie
skutkowaé wigkszym prawdopodobienstwem wystgpienia efektow ubocznych w postaci
obrzeku i/lub krwawienia. Wskazang praktyka powinno by¢ skrupulatne sprawdzanie
droznosci igly bezposrednio przed zabiegiem [22].

Ogélne wzgledy bezpieczenstwa stanowig o tym, iz kobiety w cigzy nie powinny
korzysta¢ z zadnych zabiegdw kosmetologii estetycznej, szczegdlnie w okolicy jamy
brzusznej. Wsréd dodatkowych przeciwwskazan nalezy wymieni¢: zakazenia bakteryjne
lub wirusowe, stany zapalne skory, choroby autoimmunologiczne, epilepsj¢, zaburzenia
sercowo-naczyniowe, zaburzenia metaboliczne, alergie na substancje aktywne stosowa-
nego preparatu, predyspozycje do tworzenia si¢ blizn przerostowych, a takze karmienie
piersig, zakazenie wirusem opryszczki (HSV1), zaburzenia krzepnigcia krwi (w przy-
padku glebokich iniekcji), zaburzenia dysmorficzne, urazy struktur anatomicznych, wiek
ponizej 16. roku zycia [24-26].

2.3. Techniki iniekcyjne stosowane w mezoterapii iglowej

Mezoterapia jest jednym z najpopularniejszych zabiegow w gabinecie kosmetologii
i medycyny estetycznej. Wyrdzniamy kilka jej metod:

e mezoterapia frakcyjna mikroiglowa — substancje aktywne wprowadzane sg za po-
mocg specjalnego urzadzenia wyposazonego w wieloigtowe, sterylne, jednorazowe
kartridze;

e mezoterapia beziglowa — substancje aktywne wprowadzane s3 przy pomocy fal
elektromagnetycznych réznych dlugosci;

e mezoterapia iglowa, czyli zabieg, ktéry wykonuje si¢ za pomocg igly i strzykawki
[27, 28].

W mezoterapii iglowej wykorzystuje si¢ techniki manualne, a takze te z uzyciem
linijnych lub kotowych multiiniektorow.

Techniki iniekcji stosowane w zabiegu mezoterapii iglowej wykonywane sa recznie
lub przy uzyciu specjalnie do tego celu zaprojektowanego pistoletu. Wybodr techniki iniek-
cyjnej zaleze¢ bedzie od wielu czynnikow, a przede wszystkim od lokalizacji, wskazan
zabiegowych, wieku pacjenta, wywiadu diagnostycznego, wyjsciowego stanu skory oraz
zastosowanych substancji aktywnych. W przypadku pierwszej metody, tj. recznej, istotne
jest, aby nauczy¢ si¢ praktycznego zastosowania (tab. 1) [29, 30].

Tabela 1. Stosowane nazwy, gleboko$¢ wykonywania oraz cechy charakterystyczne poszczegdlnych technik
iniekcyjnych wykorzystywanych w mezoterapii iglowej

Technika Glebokosé iniekcji Cechy

Naskorkowa <1l mm
(dragging)

bezbolesna,

brak krwawienia,

mozna stosowaé na duze obszary,

stosowana w zabiegach stymulacji skory,

wykazuje dlugotrwaly efekt,

powolna dyfuzja

skora wlasciwa, powierzchowna do glebokigj,

objetos¢ preparatu <0,1 ml (pojedyncze krople),
odlegtos¢ kilku milimetréw pomigdzy punktami iniekcji

Nappage 1-4mm
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Seryjna 2-4mm e punkt po punkcie, a takze celowane podanie do punktow
akupunkturowych,

szybka dyfuzja, jak i dziatanie,

objeto$¢ preparatu na punkt <0,2 ml,

odlegtos¢ pomigdzy punktami iniekcji to 5-10 mm
podskoma,

duze iloéci podania substancji terapeutycznej,

mozliwo$¢ wywolania efektu ogdlnoustrojowego
technika powierzchniowa i glgboka podczas tego samego
zabiegu

Nasiekowa >4 mm

Mieszana rozna glebokosé
Zrodlo: opracowanie whasne na podstawie [22].

e Technika naskorkowa

W technice naskorkowej lub ,,punkt po punkcie” na jedno wstrzykniecie stosowane
sa dawki 0,01 ml preparatu na gtebokos¢ <1 mm. Metoda ta stosowana jest w przypadku
planowania biorewitalizacji na niewielkie i wrazliwe obszary (skora wokot oczu, ust,
stop 1 dloni). Aby zapewni¢ maksymalng absorpcje substancji aktywnych nie nalezy
usuwac widocznych depozytow ptynu z powierzchni naskorka [25].
e Technika $rodskorna

Technika $rodskoma na glebokos¢ <1 mm w ilosci >0,1 ml/depozyt. Stosowana
w przypadku korekcji zmarszczek w okolicy podoczodotowej, szyi i dekoltu, a takze
w odmtadzaniu grzbietéw dloni oraz policzkdéw. Zastosowanie posiadajg rowniez iniekcje
srodskorne, w ktorych glebokos¢ wstrzyknigcia w zaleznos$ci od potrzeby wykonuje si¢ na
glebokos¢ od 1 mm do 4 mm (terapia tysienia oraz w przypadku rozstepow i cellulitu) [21].
e Technika podskoma

Iniekcja podskorna znajduje szczegdlne zastosowanie w zabiegu lipolizy iniekcyjne;.
Ilos¢ preparatu przypadajaca na punkt wynosi 0,5 ml. Docelowym miejscem iniekgji jest
tkanka thuszczowa tgczna, przy jednoczesnym unikaniu podania preparatu do tkanki
migsniowej [29].

3. Wybrane ekstrakty roslinne wykorzystywane w koktajlach do mezoterapii
iglowej

3.1. Wakrota azjatycka

Centella asiatica L. (wakrota azjatycka) to gatunek ro$linny ceniony na calym
swiecie ze wzgledu na swoje wlasciwos$ci terapeutyczne, wykorzystywane zarowno
w naukach medycznych, jak i w kosmetologii [6, 10, 11]. Za aktywno$¢ biologiczna
ro$liny odpowiada przede wszystkim bogaty sktad chemiczny, w tym zwiazki charakte-
rystyczne tylko dla tego gatunku. C. asiatica nalezy do rodziny Apiaceae (selerowate).
Jako roslina lecznicza byta juz stosowana w czasach starozytnych. Najstarsze zachowane
dokumenty mowig o stosowaniu ziela C. asiatica w medycynie arjuwerdyjskiej (Indie),
tradycyjnej medycynie chinskiej (TCM), ale rowniez na Sri Lance i obszarze Potwyspu
Malajskiego [10, 31]. Ekstrakty z ziela C. asiatica stosowano najczesciej w schorzeniach
skornych, takich jak oparzenia, egzemy, trad, tuszczyca, ale rowniez jako §rodek przy-
spieszajacy gojenie si¢ ran oraz przy dolegliwosciach ze strony uktadu pokarmowego
i uktadu krazenia [10]. W ludowej nomenklaturze stosowane nazwy dla wakroty
azjatyckiej to m.in. gotu kola, tygrysia trawa/ziele. Nazwy znacznie si¢ od siebie r6znig,
w zaleznosci od regionu, w ktorym C. asiatica byta stosowana (rys. 2) [10, 32].
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Rysunek 2. Wyglad morfologiczny C. asiatica (A) oraz struktura chemiczna azjatykozydu wyizolowanego
z ziela C. asiatica [opracowanie wiasne]

Wspolczesnie C. asiatica dalej cieszy si¢ niestabngca popularnoscia jako roslina
lecznicza. Ziele wakroty azjatyckiej — Asiaticae herba ma swoje monografie w Farma-
kopeach na calym $wiecie, miedzy innymi Indyjskiej, skad pierwotnie sie wywodzi, ale
rowniez Europejskiej, Polskiej czy Amerykanskiej [4, 33-35]. Najnowsze badania
dotyczacego tego gatunku skupiaja sie przede wszystkim na wykorzystaniu potencjatu
leczniczego C. asiatica w schorzeniach chordb zwigzanych z osrodkowym uktadem nerwo-
wym. Oprocz tego C. asiatica jest szeroko stosowana w przemysle kosmetycznym oraz
kosmetologii, gdzie najcz¢sciej wykorzystuje si¢ jej potwierdzone badaniami dziatanie,
m.in. wspomagajace gojenie si¢ ran, zwigkszanie syntezy kolagenu typu I i 111, lipoli-
tyczne czy przeciwdrobnoustrojowe [7, 8, 36].

3.1.1. Charakterystyka botaniczno-ekologiczna

C. asiatica jest rosling wieloletnig. Charakteryzuje si¢ ptozaca todyga, ktora moze na
swojej powierzchni posiada¢ wloski okrywajace w dolnej czesci. Na todydze znajduja
si¢ wezly, z ktorych wychodza liscie. Liscie C. asiatica maja wydluzone ogonki
0 dhugosci okoto 6 mm oraz posiadaja niewielki przylistek. Ksztatt lisci jest nerkowaty lub
dloniasty, epliptyczny na wierzchotku z karbowanymi brzegami [10, 37]. Powierzchnia
liscia jest gtadka, widoczne sg na niej grube, odchodzace promieniscie zyly. Kwiatostan
ma ksztatt baldacha, na ktorym znajduje si¢ od 1 do 5 kwiatow. Kwiaty C. asiatica sg
niewielkie, bez szyputki. Moga mie¢ kolor biaty lub ciemnordézowy. Owoc ma ksztatt
owalny, osigga dtugo$¢ okoto 8 milimetrow [10].

C. asiatica to wieloletnia ptozaca bylina. Naturalne obszary wystepowania to tereny
Indii i Cejlonu, jednak ze wzgledu na niske wymagania tak naprawde wystgpuje na
cieptych obszarach obu potkul. Wystepuje w tropikalnych i subtropikalnych rejonach.
Rosnie na obszarze Chin, Sri Lance, Madagaskarze, Malezji, Indonezji, w cz¢sci potu-
dniowej i centralnej Afryki, Australii oraz w srodkowej i poludniowej Ameryce [10, 37,
38]. Dobrze rosnie w miejscach o duzej wilgotnosci, wige czgsto mozna ja spotkac przy
brzegach zbiorikéw wodnych. Wystepuje rowniez w miejscach skalistych, nastonecz-
nionych, ale wilgotnych [37].
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3.1.2. Sklad chemiczny C. asiatica

Za aktywno$¢ biologiczng ekstraktow z ziela C. asiatica odpowiadaja gtownie zwiazki
triterpenowe. Stwierdzono obecnos$¢ zarowno gilikozydow triterpenowych: azjatykozyd,
azjatykozyd B, centellasaponiny A-D, madekassozyd, bramozyd, braminozyd, centello-
zyd, indocentellozyd, skffoleozyd A, intanokunizyd, takanunizyd; jak i kwasow triterpe-
nowych: kwas azjatykowy, madekasowy, tankunowy, izotankunowy, centellowy, centy-
kowy, betulinowy, izobramowy, madazjatykowy, centoikowy, indocentoikowy. Wigkszos¢
wymienionych powyzej zwigzkoéw jest charakterystyczna tylko dla rodzaju Centella
i zostaly pierwszy raz wyizolowane z C. asiatica (tab. 2) [5, 7].

Tabela 2. Sktad chemiczny ekstraktu z ziela C. asiatica

Grupa Rodzaj zwiazkoéw Zwiazek chemiczny
zZwiazkow
Zwigzki Glikozydy azjatykozyd, azjatykozyd B, centellasaponiny A-D,
triterpenowe (saponiny) madekassozyd, bramozyd, braminozyd, centellozyd,
triterpenowe indocentellozyd, skffoleozyd A, intanokunizyd, takanunizyd
Kwasy triterpenowe azjatykowy, madekasowy, tankunowy, izotankunowy,
centellowy, centykowy, betulinowy, izobramowy,
madazjatykowy, centoikowy, indocentoikowy
Zwigzki Kwasy fenolowe chlorogenowy, izochlororogenowy, neochlorogenowy
polifenolowe Flawonoidy apigenina, luteolina, katechina, kwercetyna, kemferol,
naringenina, castillcetin oraz castilliferol
Sacharydy Monosacharydy fruktoza, sacharoza, rafinoza, ramnoza, glukoza, arabinoza
Polisacharydy arabinogalaktan
Inne Aminokwasy fenyloalanina, kwas glutaminowy, kwas asparaginowy, glicyna,
seryna, alanina
Fitosterole B-stigmasterol, B-sitosterol, kampesterol
Karotenoidy
Witaminy A B,C E K
Sole mineralne Mg

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie [5-7, 36, 39].

Oprocz zwiazkow triterpenowych drugg bardzo istotng grupa o duzym znaczeniu
terapeutycznym, potwierdzong w zielu C. asiatica, sg zwiazki polienolowe, kwasy
fenolowe (kwas chlorogenowy, izochlorogenowy, neochlorogenowy) oraz flawonoidow
(apigenina, luteolina, katechina, kwercetyna, kemferol, naringenina, castillcetin oraz
castilliferol) — tabela 2 [36, 39, 40].

Oprocz zwigzkow polifenolowych w zielu z C. asiatica wystepuja rowniez zwiazki
z grupy polisacharydow, monosacharydoéw, aminokwasow, karotenoidow, fitosteroli,
soli mineralnych (Mg) oraz witaminy: C, A, E, K (tab. 2) [36, 39, 41].

Z ziela C. asiatica zostat rowniez wyizolowany olejek eteryczny. W jego sktad wcho-
dza zwiazki monterpenowe (a-pinen, B-pinen, cymol, g-terpinen, mircen) i seskwiter-
penowe (pB-kariofilen, kamfora, cyneol, trans-p-farnezen, a-humulen, germakren D,
n-dodekan) oraz pochodne: izosiarkocyjanian allilu, octan bornylu [41-43].

3.1.3. Aktywnos¢ biologiczna ekstraktow z C. asiatica

Zarowno ekstrakty z ziela C. asiatica, jak i wyekstrahowane z niego zwiazki wyka-
zuja szereg aktywnosci biologicznych wykorzystywanych w terapii zarbwno probleméw
skérnych, jak i probleméw zwigzanych m.in. z chorobami neurodegeneracyjnymi.
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Wspotczesne badania opierajg si¢ na badaniach na liniach komoérkowych, jak i badaniach
klinicznych. C. asiatica od dawna cieszy si¢ duzym zainteresowaniem badaczy. Ponizej
przedstawiono m.in. potwierdzonie dziatanie przeciwutleniajace, przeciwstarzeniowe
oraz wspomagajace gojenie ran ekstraktow z C. asiatica [31, 44-47].

3.1.4. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna

Meena i wsp. przeprowadzili badanie majace na celu okreslenie wiasciwosci przeciw-
utleniajacych ekstraktow z C. asiatica. Testy opieraly si¢ na zdolnosci redukujacej oraz
aktywnos$ci wychwtywania wolnych rodnikdéw przy pomocy metody DPPH oraz HO;.
Przeprowadzono rowniez analiz¢ zwigzkéw o dziataniu przeciwutleniajacym. Stwier-
dzono obecno$¢ zwigzkow z grupy polifenoli, witaminy C oraz garbnikow. Wykazano,
ze metanolowy ekstrakt z ziela C. asiatica ze wzgledu na obecno$¢ zwigzkoéw o silnym
dziataniu przeciwutleniajgcym skutecznie redukowat wolne rodniki [48].

Pitella i wsp. rowniez skupili si¢ na zbadaniu aktywnosci antyoksydacyjnej za pomoca
metody DPPH wodnego estraktu z lisci C. asiatica. Dodatkowo rozszerzyli swoje ba-
dania o dziatanie cytotoksyczne. Zbadano réwniez poziom polifenoli (kwasow fenolowych
i flawonoidoéw), ktory wynosit 2,86 g/100 g i 0,361 g/100 g. Stwierdzono, ze ekstrakt
z C. asiatica wykazuje wysoka aktywno$¢ wychwytywania wolnych rodnikéw metoda
DPPH. Oprocz tego ekstrakt z C. asiatica wykazywal obiecujgca aktywnos$¢ cyto-
toksyczng na linie komorkowe mysiego czerniaka (B(16)F(1)), ludzkiego raka piersi
(MDA MB-231) oraz komorki nowotworowe glejaka szczura (C(6)) [8].

3.1.5. Aktywnos$¢é wspomagajaca odbudowe bariery skornej

Angraeeni i wsp. skupili si¢ na zbadaniu aktywnosci ekstraktu C. asiatica jako sktad-
nika wspomagajacego odbudowe uszkodzonej bariery skornej. W tym celu przeprowa-
dzono podwdjnie $lepe badanie kliniczne, w ktdrym brato udziat 30 0s6b majacych do
czynienia z przewleklg suchoscia skory ze wzgledu na wykonywana pracg. Badanym
podano krem zawierajacy ekstrakt z C. asiatica, ktory naktadano na rece i ramiona 2 razy
dziennie. Badanie przeprowadzono za pomocg aparatury kutometru wraz z innymi
dostepnymi sondami (korneometrem oraz tewametrem; Cutometer dual MP = 580),
ktora badano transepidermalng ucieczkg wody (TEWL) oraz poziom nawilzenia warstwy
rogowej naskorka. Po 4 tygodniach wykazano, ze nastgpila istotna poprawa po stoso-
waniu kremu z C. asiatica. Stwierdzono wzrost nawilzenia skory w warstwie rogowej
dotoni oraz grzbietu (odpowiednio 0 95%) oraz zmniejszong TEWL (réwniez 0 95%) [47].

3.1.6. Aktywno$¢ biologiczna wspomagajaca gojenie si¢ ran

Damkerngsuntorn i wsp. przeprowadzili podwojnie §lepe, randomizowane badanie
kliniczne majace na celu oceng wplywu na szybsze gojenie si¢ ran zabiegu z uzyciem
lasera frakcyjnego Er: YAG. W badaniu wzigto udziat 30 oséb z widocznymi bliznami
potradzikowymi, ktore zostaty poddane zabiegowi laserowemu. Pacjenci mieli za zadanie
na potowie twarzy uzywac zelu z certyfikowanym ekstraktem z C. asiatica, za$ na drugiej
czescei zelu placebo. Wykonywane zdjecia pacjentow podczas czasu trwania badania miato
oceni¢ 3 dermatologéw. Wykazano, ze ekstrakt z C. asiatica skutecznie zmniejszat
widoczny obrzek oraz wplywal na szybsze gojenie i wyglad zmian po zabiegu lase-
rowym [46].

152



Wybrane ekstrakty roslinne wykorzystywane w preparatach do mezoterapii iglowej
3.1.7. Aktywnos$¢ przeciwstarzeniowa

Poomanee i wsp. skupili si¢ na potwierdzeniu aktywno$ci przeciwstarzeniowej
ekstraktu z C. asiatica. W tym celu przeprowadzono podwdjnie $lepe badanie, w ktorym
wykonano preparat sktadajgcych sie z mieszanki 3 zidt, w tym C. asiatica. Preparat miat
forme¢ emulsji, ktora 60 kobiet naktadato na twarz. Przed zabiegiem, po 30 dniach i po
60 dniach przeprowadzono testy in vivo oceniajgce nawilzenie skory, elastycznos$¢ oraz
glebokos¢ zmarszczek wokot oczu. Zbadano aktywno$¢ przeciwutleniajaca réwniez
przygotowanej mieszanki. Badania wykazaty, ze u Zadnej z badanych w ciagu 60 dni nie
pojawit sie¢ rumien ani obrzek skoéry. Po zakonczeniu badania U znaczacej ilosci
pacjentek wzrosto znaczaco nawilzenie oraz elastycznos¢ skory [45].

Haftek i wsp. przeprowadzili badanie majgce na celu wykazanie aktywnos$ci przeciw-
starzeniowej wyizolowanego z ekstraktu z ziela C. asiatica madekasozydu. Testy pole-
galy na polaczeniu witaminy C (5%) i zwiazku (0,1%) w randomizowanym podwojnie
$lepym badaniu z udzialem 20 pacjentow. Badanie miato na celu oceng¢ fotostarzejace;j
sie skory. Po 6 miesigcach wykazano znaczna poprawe w redukcji zmarszczek glebokich
i powierzchownych oraz jedmosci, a takze na poziomie nawilzenia skory. Wyniki
zostaty potwierdzone pomiarami elastycznosci skory oraz nawilzenia, jak i pomiarem
histologicznym widkien elastynowych w skorze brodawkowatej [44].

3.1.8. Zastosowanie ekstraktu C. asiatica w preparatach do mezoterapii
iglowej

W preparatach do mezoterapii iglowej ekstrakt z C. asiatica wykorzystuje si¢ przede
wszystkim ze wzgledu na jego dziatanie poprawiajace mikrokrazenie oraz wspoma-
gajace przeptyw limfy i zapobiegajace zastojom chtonki. Co istotne, w koktajlach bardzo
wazna jest takze aktywno$¢ wspomagajgca gojenie sie ran ekstraktu z C. asiatica. Takze
dziatanie stymlujace synteze kolagenu jest bardzo wazne przy wykorzystaniu prepara-
tow w terapii przeciwstarzeniowej skory dojrzalej. Bardzo czesto ekstrakt z C. asiatica
jest takze wykorzystywany W terapii antycellulitowej w potaczeniu z innymi zabiegami,
np. endermologia [11, 31, 49].

Ekstrakty z C. asiatica ciesza si¢ rowniez duzg popularnoscig w formulacjach
W preparatach kosmetycznych. Wedtug bazy Coslng (Cosmetic Ingredient Database)
dopuszczono do zastosowania w kosmetykach az 19 postaci surowcoéw pozyskiwanych
z C. asiatica. Oprocz ekstraktow z poszczegodlnych czgsci rosliny do obiegu w przemysle
kosmetycznym dopuszczono m.in. proteiny wyizolowane z C. asiatica. Postaci surow-
cow z C. asiatica majg przede wszystkim dziatanie kondycjonujgce skore oraz wlosy,
wygladzajace, kojace, ale rowniez przeciwdrobnoustrojowe i tonizujace (tab. 3) [1].

Tabela 3. Postacie surowcow pozyskiwane z C. asiatica oraz ich zastosowanie wg bazy Coslng

Stosowana postaé Zastosowanie w preparatach
Nazwa polska Nazwa angielska kosmetycznych
Pozywka wzrostowa pozyskana z Centella asiatica callus ¢ kondycjonujgce skore
hodowli komoérek kalusa conditioned media
C. asiatica
Zawiesina hodowli komorek Centella asiatica callus culture | e antyoksydacyjne
C. asiatica ¢ kondycjonujace skore
Lizat zawiesiny hodowanych Centella asiatica callus culture | e kondycjonujace skore
komérek kalusa C. asiatica lysate
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Zewnatrzkomorkowe pecherzyki

Centella asiatica callus

przeciwdrobnoustrojowe

uwalniane do pozywki wzrostowej z extracellular vesicles e antyoksydacyjne
kultur komérkowych kalusa C.
asiatica
Ekstrakt z kalusa C. asiatica Centella asiatica callus extract | e przecidrobnoustrojowe
¢ antyoksydacyjne
e odzywiajace wlosy
e ochronne na skore
e jako humektant
Ekstrakt z cze¢$ci nadziemnych C. Centella asiatica extract e oczyszczajace
asiatica ¢ kondycjonujace skorg
o wygladzajace
¢ kojace
e tonizujace
Ekstrakt z kwiatow, lisci i todyg C. Centella asiatica ¢ kondycjonujgce skore
asiatica flower/leaf/stem extract
Liscie z C. asiatica Centella asiatica leaf e kondycjonujace skore
Ekstrakt z hodowli komérek Centella asiatica leaf cell ¢ antyoksdacyjne
lisciowych C. asiatica culture extract e ochronne na skore
Ekstrakt z lisci C. asiatica Centella asiatica leaf extract e kondycjonujace skore
Wodny roztwor destylatu z para Centella asiatica leaf water ¢ kondycjonujace skorg

wodng otrzymywany z lisci

C. asiatica
Ekstrakt z lisci oraz todyg Centella asiatica leaf/stem e jako humektant
C. asiatica extract
Proszek otrzymywany z suszonych, Centella asiatica leaf/stem ¢ kondycjonujgce wlosy
zmielonych lici i fodyg C. asiatica powder
Zawiesina hodowanych komorek Centella asiatica meristem cell | o antyoksydacyjne
merystemu C. asiatica culture e ochronne na skére
Ekstrakt z kultury komorkowe;j Centella asiatica meristem cell | o kondycjonujace skore

merystemu C. asiatica

culture extract

jako humektant

Olejek eteryczny pozyskiway z calej
roéliny C. asiatica

Centella asiatica oil

przeciwdrobnoustrojowe
antyoksydacyjne

jako humektant
ochronne na skére

Ekstrakt z korzeni C. asiatica

Centella asiatica root extract

kondycjonujace skore

Hydrolizat z ekstraktu

Hydrolyzed centella asiatica

antyoksydacyjne

z C. asiatica extract e jako humektant
Hydrolizat biatek wyizolowanych z Hydrolyzed centella asiatica ¢ jako humektant
calej roéliny C. asiatica protein

Zrodlo: opracowanie wlasne na podstawie [1].

3.2. Rozmaryn lekarski (Rosmarinus officinalis)

Rosmarinus officinalis L. (rozmaryn lekarski) jest gatunkiem krzewu nalezacym do
rodziny Lamiaceae (jasnotowate). Jako roslina lecznicza jest znany od czasow starozyt-
nych. Egipcjanie uzywali preparatow na bazie ekstraktu z ziela R. officinalis do ochrony
przed wysokimi temperaturami i pustynnym upatem. Ekstrakt R. officinalis byt takze
sktadnikiem mieszanek, w sktad ktorych wchodzity rowniez ekstrakty z Thymus vulgaris,
Commiphora abyssinica, Cedrus pinaceae, Matricaria chamomilla L. Ludnos$¢ wyko-
rzystywala je w celu leczenia dolegliwosci trawiennych, chorob uktadu oddechowego
oraz rozrodczego. Wigzanki z R. officinalis byty takze umieszczane w grobowcach fara-
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ondéw — mialy symbolizowa¢ zapach podrozy. Istnieja dowody, ze R. officinalis (rys. 3)
byl roéwniez stosowany w tradycyjnej medycynie chinskiej (TCM) [35, 50, 51]. Warto
rowniez wspomnie¢, ze zardwno li§¢ R. officinalis (Rosmarini folium), jak i olejek ete-
ryczny (Rosmarini aetheroleum) posiadajg swoje monografie w Farmakopeach polskiej
i europejskiej. Olejek eteryczny zostat rowniez wyrdzniony przez Europejska Agencje
Lekow (EMA, European Medicines Agency) [2-4, 52, 53].

Kwas rozmarynowy
B

Rysunek 3. Wyglad morfologiczny (A) R. offcinalis oraz struktura chemiczna kwasu rozmarynowego (B)
obecnego w ekstrakcie z ziela R. officinalis [opracowanie whasne]

3.2.1. Charakterystyka botaniczno-ekologiczna

R. officinalis jest zimozielonym krzewem osiagajacym wysoko$¢ do 1,8 metra. Liscie
sg ksztattu liniowego badz lancelowatrgo o zakrzywionych i zaostrzonych brzegach.
Gorna powierzchnia lisci jest koloru zielonego, wystepuje na niej duza ilos¢ wloskow
gruczotowych. Kwiaty R. officinalis sa mate, utozone w krotkie grona posiadajace fiole-
towa lub biala korong. Okres kwitnienia przypada na okres od konca grudnia do kwietnia
w regionie Morza Srodziemnego (potkula potnocna) [54].

R. officinalis naturalnie wystgpuje na terenach Kaukazu i na obszarach basenu Morza
Srédziemnego: Hiszpania, Cypr, Azory, Madera, Wyspy Kanaryjskie, Turcja, Francja,
Algieria, Maroko, Tunezja, Grecja, Wiochy oraz Portugalia. R. officinalis rosnie na
wysokos$ci od 0 do 1600 m n.p.m. i nie jest zbyt wymagajacym gatunkiem, jesli chodzi
o rodzaj gleby. Nie ros$nie dobrze w bardzo wilgotnych Iub bardzo zimnych obszarach
geograficznych [54]. Jest szeroko rozpowszechnionym gatunkiem na calym §wiecie ze
wzgledu na swoje wlasciwosci lecznicze, ale rowniez jako roslina przyprawowa. Glow-
nymi krajami zajmujacymi si¢ uprawa i eksportem rosliny sg Francja, Wtochy, Grecja,
Hiszpania, Tunezja oraz Meksyk. Na mniejsza skale R. officinalis uprawiany jest na
terenie Azji, Afryki Potudniowej oraz Standw Zjednoczonych [12, 13, 51, 54].

3.2.2. Sklad chemiczny R. officinalis

R. officinalis jest cenionym gatunkiem leczniczym ze wzgledu na swoje wiasciwosci
terapeutyczne wykorzystywane od dawna w medycynie ludowej. Surowcem bylto naj-
czesciej ziele rozmarynu. To wlasnie z nich ludnos$¢ przygotowywata wodne mikstury
(napary, odwary), a takze wodno-alkoholowe ekstrakty, ktore stanowily preparaty
lecznicze na bole migrenowe, bole migéniowe, schorzenia artretyczne i zotadkowe [12,
51]. W przemysle spozywczym stosowany jest jako Srodek aromatyzujacy i konserwujacy
zywno$¢ ze wzgledu na potencjat przeciwutleniajacy oraz przeciwdrobnoustrojowy [14].
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Za aktywnos¢ biologiczng R. officinalis odpowiada szereg zwigzkow, ktorych obec-
nos¢ potwierdzono w ekstraktach oraz olejku eterycznym z ziela R. officinalis. To wtasnie
olejek eteryczny odpowiada za wigkszos¢ stwierdzonych aktywnos$ci biologicznych
ekstraktu z ziela R. officinalis. Dodatkowo wigkszo$¢ z badan skupia si¢ na izolacji
samego olejku eterycznego i analizowaniu jego dziatania [12, 13, 55].

W sktad olejku eterycznego, ktorego zawarto$é w ekstrakcie z ziela R. officinalis moze
wynosi¢ do 3%, wchodza przede wszystkim zwigzki z grupy polifenoli oraz zwigzki
terpenowe. Stwierdzono obecnos$¢ flawonoidow (luteolina, apigenina, genkwanina, diosme-
tyna, hispidulina), kwasoéw fenolowych (kwas kawowy, chlorogenowy 0oraz rozmarynowy),
a takze zwigzké6w mono-, di- oraz triterpenowych (tab. 4) [56, 57].

Tabela 4. Zwigzki aktywne biologicznie zawarte w olejku eterycznym R. officinalis
Grupa zwigzkéw Substancja aktywna Aktywnos¢ biologiczna

Zwiazki monoterpenowe | 1,8-cineol (eucalyptol), kamfora, e rozgrzewajaca
a-pinen, B-pinen, borneol, e pobudzajgca mikrokraZenie
limonen, p-cymen, werbenon e antybiotyczna
e przeciwbakteryjna
e immunomodulujaca
Zwiazki diterpenowe kwas karnozowy, karnozol, e antyoksydacyjna
rosmarol, epirosmanol, e przeciwzapalna
isorosmanol, rosmaridifenol e przeciwbakteryjna
e antyproliferacyjna
Zwiazki triterpenowe kwas oleanowy, ursolowy, e przeciwzapalna
a-amyrina, 3-amyrina e przeciwbakteryjna

e przecigrzybicza
e pierwotniakobdjcza
e przeciwnowotworowa
e przeciwbolowa
Flawonoidy luteolina, apigenina, e antyoksydacyjna
genkwanina, diosmetyna, przeciwzapalna
hispidulina detoksykujaca
przeciwwirusowa
uszczelniajgca naczynia krwiono$ne
przeciwalergiczna
diuretyczna
uspokajajaca
¢ hepatoprotekcyjna
¢ hipotensyjna
e przeciwwrzodowa

Kwasy fenolowe kwas kawowy, chlorogenowy, ¢ antyoksydacyjna
kwas rozmarynowy o regulujaca gospodarke hormonalng
e przeciwzapalna
e immunostymulujaca
e przeciwnowotworowa
e spazmolityczna

e przeciwstarzeniowa

o fotoprotekcyjna

e poprawiajaca mikrokrazenie skory
e przeciwwirusowa

Zrddto: opracowanie wiasne na podstawie [58-62].
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3.2.3. Aktywnos¢ biologiczna ekstraktow z R. officinalis

Aktywnos¢ biologiczna ekstraktow z R. officinalis determinowana jest obecnoscia
przede wszystkim zwiazkow polifenolowych. Wspolczesnie jest prowadzonych wiele
badan z wykorzystaniem metod testowania in vitro oraz in vivo ekstraktéw wodnych,
heksanowych, etylooctanowych z ziela R. officinalis, jak i wyizolowanego olejku ete-
rycznego [55, 56]. Badania dotyczace dziatania terapeutycznego ekstraktow z R. officinalis
skupiajg si¢ gtdéwnie na testach pod katem m.in. aktywnosci antyoksydacyjnej, przeciw-
drobnoustrojowej, fotoprotekcyjnej oraz wspomagajacej gojenie si¢ ran. Prowadzone sg
takze badania ekstraktow w terapii wspomagajacej leczenie tysienia androgenowego, gdyz
wykazuje dziatanie hamujace wobec 5a-reduktazy[55, 61, 63]. Ponizej przedstawiono
wybrane badania dotyczace aktywnosci biologicznej ekstraktow oraz olejku eterycznego
R. officinalis.

3.2.4. Aktywno$¢ antyoksydacyjna

Ezzat i wsp. przeprowadzili badania dotyczace dziatania przeciwutleniajacego od-
ttuszczonego ekstraktu z R. officinalis. Przeprowadzono testy wychwytywania wolnych
rodnikow in vitro. Wykazano, ze odtluszczony ekstrakt ma wysokg zdolno$¢ wychwyty-
wania w stosunku do rodnikow ponadtlenkowych, 2,2’-azyno-bis (kwasu 3-etylobenzo-
tiazolino-6-sulfonowego) oraz 2,2-difenylo-2-pikrylowo-hydrazylowych. Dodatkowo
stwierdzono, ze ekstrakt z R. officinalis skutecznie hamowat odbarwianie si¢ B-karotenu
i posiadt wysoka zdolno$¢ chelatowania Fe (IT) i Fe (IIT) [62].

Salem i wsp. przeprowadzili badania dotyczace dziatania antyoksydacyjnego powig-
zanego z oceng zawarto$ci polifenoli w wodnym i etanolowym ekstrakcie z R. officinalis.
Metoda wielowymiarowej analizy danych (MVDA) wykazano, ze ekstrakty z R. offici-
nalis posiadajg szereg zwigzkéw chemicznych o dziataniu przeciwutleniajagcym. Byly to
zwigzki z grupy: kwasow fenolowych, flawonoidow, diterpenoidéw i zwiazkow aroma-
tycznych. Dodatkowo zbadano dziatanie hamujace ekstraktow na aktywno$¢é enzyméow
odpowiadajgcych za starzenie si¢ skory w warunkach in vitro: kolagenazy, elastazy oraz
tyrozynazy. Wykazano, ze zarowno ekstrakt wodny, jak i etanolowy z R. officinalis
skutecznie hamowat aktywno$¢ wymienionych enzymow [64].

3.2.5. Aktywnos¢ fotoprotekcyjna

Martin i wsp. przeprowadzili badania majace na celu ustalenie, czy wodny ekstrakt
z R. officinalis wykazuje dziatanie fotoochronne. Stwierdzono, Ze ekstrakt znacznie obnizat
aktywnos¢ oraz transkrypcje metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej (MMP-1).
Testy przeprowadzano przy zastosowaniu sztucznego modelu skory. Wykazano takze,
ze ekstrakt z R. officinalis w dalszym przebiegu procesu obnizat st¢zenie cytokin: inter-
leukiny-1-o oraz interleukiny-6 indukowanych promieniowaniem ultrafioletowym [65].

3.2.6. Aktywno$¢ wspomagajaca gojenie si¢ ran

Abu-Al-Basal i wsp. w badaniu in vivo przeprowadzonym na mysich modelach,
w ktorych jedna grupa byta zdrowa, druga miata cukrzyce wykonano 2 okragte rany na
grzbiecie. Nastepnie na rany stosowano miejscowo olejek eteryczyny z R. officinalis.
Testy wykazaty, ze po 6 1 15 dniach od zranienia zwierzat zmniejszy? si¢ stan zapalny
W ranie, nastgpito ponowne narastanie tkanki nabtonowej oraz widoczna regeneracja tkanki
ziarninowej. Stwierdzono réwniez angiogeneze oraz synteze kolagenu w zmnienionej
chorobowo tkance u obu badanych grup, co potwierdza dziatanie wspomagajace w go-
jeniu si¢ ran olejku eterycznego z R. officinalis [66].
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3.2.7. Aktywnos$¢ przeciwgrzybicza

Zespot badaczy skupit si¢ na zbadaniu aktywnosci przecigrzybiczej olejku eterycz-
nego wyizolowanego z R. officinalis. Testy przeprowadzono na szczepach dermatofito-
wych z rodzaju Candida: C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis oraz C. krusei,
ktore najczesciej odpowiadaja za grzybice skome. Stwierdzono, Ze olejek eteryczny
w stezeniu 8% skutecznie hamuje wzrost wszystkich badanych szczepdéw z rodzaju
Candida [67].

W innym badaniu testowano aktywnos¢ przeciwgrzybicza ekstraktu wodno-alkoho-
lowego R. officinalis na 2 szczepu dermatofitowe: Microsporum gypseum oraz Tricho-
phyton rubrum. Stwierdzono, ze 10% ekstrakt z R. officinalis skutecznie hamowat wzrost
opisanych szczepow grzybow w 86% [60].

3.2.8. Aktywno$¢ poprawiajaca mikrokrazenie i wspomagajaca wzrost
mieszkéw wlosowych

Duza liczba badan skupia si¢ na wykorzystaniu potencjalu terapeutycznego ekstraktow
oraz olejku eterycznego z R. officinalis w leczeniu problemow skory glowy. Testy sku-
piaja si¢ przede wszystkim na wykorzystaniu R. offcinalis w tysieniu androgenowym
(typu meskiego) [61, 68].

W badaniu klinicznym, ktére przeprowadzili Panahi i wsp. porownywano skutecz-
no$¢ olejku eterycznego wyizolowanego z ziela R. officinalis z 2% roztworem minoksydylu
w terapii leczenia tysienia androgenowego. Pacjenci zostali podzieleni na 2 grupy: jedna
stosowata roztwor minoksydylu, druga grupa olejek eteryczny z R. officinalis. Badanie
wykazalo wzmozony i poréwnywalny wzrost liczby wlosow w przypadku obu terapii,
co potwierdzito skuteczno$¢ terapeutyczng olejku R. officinalis. Dodatkowo pacjenci
ocenili rdwniez stopien podraznienia skory glowy. Bylo ono wyzsze w grupie, gdzie
jako preparat leczniczy byt stosowany 2% roztwor minoksydylu. Wyniki pokazuja, ze
olejek eteryczny z R. officinalis wykazuje podobne dziatanie terapeutyczne do 2% roz-
tworu minoksydylu [61].

Badania skupiajg si¢ rowniez na terapiach taczonych. Badacze skoncentrowali si¢ na
potaczeniu ekstraktow ziotowych, migdzy innymi z ziela R. officinalis, z osoczem bogato-
plytkowym podawanym w zabiegu mezoterapii iglowej na owlosiong skore glowy.
Wykazano, ze wykonany zabieg nasilat proliferacje komorek brodawek skornych poprzez
regulacje kinazy sterowanej sygnatem zewnatrzkomorkowym i biatek kinazy biatkowe;j
B, dajac nowe mozliwosci terapeutyczne w celu pobudzenia wzrostu wlosow [65].

3.2.9. Zastosowanie ekstraktu R. officinalis w preparatach do mezoterapii
iglowej

Ekstrakt z R. officinalis znalazt zastosowanie jako jeden ze sktadnikow aktywnych
preparatow do mezoterapii iglowej. Stanowi on najczgsciej komponent gotowych koktajli
mezoterapeutycznych stosowanych w zabiegach biorewitalizacji dojrzatej skory twarzy,
szyi, dekoltu oraz okolic oczu, ktdre maja dziatanie poprawiajace elastycznos¢ skory,
biostymulujace oraz drenujace (niwelujace zastoje limfatyczne poprzez pobudzenie
mikrokrazenia). Réwniez bardzo czesto ekstrakt z R. officinalis stosuje si¢ w preparatach
do iniekcji wspomagajacych leczenie tysienia androgenowego [61].

Ekstrakt z R. officinalis najczesciej wystepuje w koktajlach w polaczeniu z ekstraktem
z Ruscus acuelatus, Ginko Biloba, witaming C, peptydami biomimetycznymi oraz nie-
usieciowanym kwasem hialuronowym [69].
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Oprocz zastosowania w preparatach do mezoterapii iglowej r6znego rodzaju ekstrakty
oraz inne sporzadzone wyciagi z R. officinalis maja szerokie zastosowanie w preparatach
kosmetycznych. Udokumentowang aktywno$¢ biologiczng oraz wykorzystanie w prze-
mys$le kosmetycznym zawiera baza Coslng. Wedlug bazy Coslng zastosowanie
w przemysle kosmetycznym ma az 16 postaci surowcow pozyskiwanych z R. officinalis.
Surowce wykazujg m.in. dziatanie ochronne na skorg, perfumujace, ale rowniez anty-
oksydacyjne i przeciwdrobnoustrojowe (tab. 5) [1].

Tabela 5. Postaci surowcow pozyskiwane z R. officinalis oraz zastosowanie wg bazy Coslng

Stosowana postaé

Zastosowanie w preparatach
kosmetycznych

Nazwa polska Nazwa angielska
Ekstrakt z kalusa Rosmarinus officinalis callus e przecidrobnoustrojowe
R. officinalis uprawianego extract e antyoksydacyjne
w kulturach in vitro e kondycjonujgce wlosy
e ochronne na skore
Wodny roztwor destylatu Rosmarinus officinalis water e nadajace zapach
z pary wodnej z ziela
R. officinalis
Olejek eteryczny otrzymywany z | Rosmarinus officinalis stem oil ¢ nadajgce zapach
lodyg
R. officinalis
Wodny roztwor otrzymywany z Rosmarinus officinalis leaf/stem e antoksydacyjne
destylatow water e humektant
z parg wodna lisci i todyg e kodycjonujace skore
R. officinalis e jako emolient
Ekstrakt z R. officinalis Rosmarinus officinalis extract e przeciwdrobnoustrojowe
e od$wiezajace
® tonizujace
Wosk otrzymywany Rosmarinus officinalis flower e nadajgce zapach
z kwiatow R. officinalis cera/ wax
Ekstrakt z kwiatow Rosmarinus officinalis flower o antyoksdacyjne
R. officinalis extract e deodorujace
e nadajace zapach
o kondycjonujace skore
Olejek eteryczny otrzymywany z | Rosmarinus officinalis flower oil/ o nadajace zapach
lisci Rosmarinus officinalis leaf oil o kondycjonujace skére
i $wiezych wierzchotkow
kwitnacych R. officinalis
Ekstrakt z kwiatow, lisci oraz Rosmarinus officinalis nadajgce zapach
Todyg R. officinalis flower/leaf/stem extract kondycjonujace skére
Wodny roztwor pozyskiwany na | Rosmarinus officinalis nadajace zapach
drodze destylacji z parga wodng z | flower/leaf/stem water o perfumujace

kwiatow, lisci oraz todyg R.
officinalis

Liscie R. officinalis

Rosmarinus officinalis leaf

e kondycjonujace skore
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Ekstrakt z lisci R. officinalis Rosmarinus officinalis leaf e przeciwdrobnoustrojowe
extract ¢ nadajace zapach

e kondycjonujace skore
Sproszkowane liscie Rosmarinus officinalis leaf e nadajace zapach
R. officinalis powder e kondycjonujace skore
Wodny roztwor destylatu Rosmarinus officinalis leaf water ¢ nadajace zapach
z pary wodnej otrzymywany z R.
officinalis
Olejek eteryczny otrzymywany z | Rosmarinus officinalis leaf/ stem ¢ antyoksydacyjne
lisci 1 todyg R. officinalis oil e kondycjonujace skore
Ekstrakt z fitoplacenty Rosmarinus officinalis e przeciwdrobnoustrojowe
R. officinalis phytoplacenta extract e przeciwutleniajace

e jako humektant

e ochronne na skore

Zrodio: Opracowanie whasnie na podstawie [1]

3.3. Nostrzyk zélty (Melilotus officinalis)

M. officinalis jest jednoroczng lub dwuletnig rosling nalezacg do rodziny Fabaceae
(bobowate), rodzaju Meliotus (nostrzyk). Do rodzaju Meliotus nalezy okoto 25 gatun-
kow, gdzie najwigksza popularnoscig cieszy si¢ wiasnie nostrzyk zotty (M. officinalis),
ale takze nostrzyk biaty (M. albus), nostrzyk wyniosty (M. altissimus) oraz nostrzyk
zgbkowany (M. dentatus) (rys. 4) [16-18].

R o e 3 7 OH

OH

» Kwas melilotowy

A B

Rysunek 4. Wyglad morfologiczny (A) M. officinalis oraz struktura chemiczna kwasu melilotowego
wystepujaca w ekstrakcie z M. officinalis [opracowanie wlasne]

Wiasciwosci lecznicze M. officinalis sa znane od wiekow starozytnych. Pierwsze
wzmianki o wykorzystaniu M. officinalis udokumentowano juz w starozytnej Grecji.
Dostepne sg zapisy, gdzie Hipokrates, Dioskurydes czy Galen opisujg zastosowanie
terapeutyczne ziela M. officinalis w przypadku leczenia owrzodzen czy jako $rodek
zmigkczajacy i przeciwobrzekowy [70]. M. officinalis cieszyt si¢ duzg popularnoscia
takze w czasach nowozytnych, bardzo czgsto stosowano preparaty na bazie ziela
M. officinalis w medycynie ludowej. W XIX wieku sporzadzano oktady z papki na bazie
ekstraktu z ziela z M. officinalis przy opuchliznach oraz napary ziotowe jako preparaty
do mycia i ptukania jamy ustnej w celu zmniejszenia obrzgkéw weztow chtonnych
i ropni [70]. Wspotczesnie M. offcinalis jest takze cenionym gatunkiem leczniczym.
Ziele nostrzyka (Meliloti herba) posiada swoje monografie w Farmakopei Europejskiej
oraz Farmakopei Polskiej [2-4, 15].
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3.3.1. Charakterystyka botaniczno-ekologiczna M. officinalis

M. officinalis jest gatunkiem osiggajacym wysoko$¢ okoto 1 metra. Liscie M. officinalis
sa ulozone naprzemianlegle, trojlistkowe z 2 lancetowatymi, zaostrzonymi brzegami.
Goérna powierzchnia lisci ma barwe ciemnozielong, natomiast powierzchnia dolna jest
bladozielona [71]. Kwiaty M. officinalis sa zebrane w groniasty kwiatostan. Pojedyncze
kwiaty osiagajg dtugo$¢ okoto 7 milimetrow. Owocem M. officinalis jest 1- lub 2-nasienny
strak o dlugosci okoto 3-4 milimetréw [16, 72].

Okres kwitnienia M. officinalis przypada od czerwca do sierpnia [71]. Podczas
kwitnienia M. officinalis wydziela specyficzny stodki zapach, ktory po wyschnigciu staje
si¢ bardziej instensywny. Jest to zwigzane z obecnoscig kumaryn w zielu M. offcinalis
[70, 71].

Naturalne obszary wystepowania M. officinalis to tereny Azji oraz Europy. Jednak
w zwigzku z duzg inwazyjno$cig gatunku na dzien dzisiejszy M. officinalis wystepuje
w stanie dzikim na niemalze kazdym kontynencie z wyjatkiem Antarktydy. Jest to uwa-
runkowane matymi wymaganiami M. officinalis co do warunkéw dotyczacych wzrostu
roéliny, gtéwnie gleby [70, 71].

Glownym problemem dotyczacym uprawy réznych gatunkow nostrzyka jest grozaca
erozja genetyczna zwigzana z ukierunkowaniem gospodarstw na uprawe¢ wybranych
roslin, czesto w monokulturach [73]. W Polsce uprawa M. officinalis dotyczy formy
1-rocznej lub 2-letniej. M. officinalis jest fatwym gatunkiem uprawowym ze wzglgdu na
wysoka odpornos¢ na zimno, susze, dziatanie insektow, wirusow, smogu, SO2, wysokie
pH gleby oraz obecnos¢ w niej metali cigzkich. W odréznieniu od innych roélin z rodziny
Fabaceae, M. officinalis rosnie na glebach o umiarkowanym zasoleniu [74].

W Polsce M. officinalis wystepuje na terenach nizinnych, jak i w nizszych rejonach
g6rskich, mozna go spotka¢ w catym kraju. Zasiedla gléwnie stanowiska ruderalne, ugory,
nasypy, zwirowiska, przydroza i rowy. Poza tym, ze nie toleruje pelnego zacienienia,
moze rosna¢ zarowno w pelnym stoncu, jak i potcieniu. M. officinalis zalicza si¢ do
roslin dnia dhugiego, jest rowniez odporny na warunki zimowe. Zaliczany jest do ro$lin
pionierskich, wybierajacych gleby bogate w wapn [71, 74].

3.3.2. Sklad chemiczny M. officinalis

Liczne badania dotyczace sktadu chemicznego ekstraktow z M. officinalis wykazaty
obecno$¢ zwiazkow o wysokiej aktywnosci biologiczne;j.

W sktad ekstraktu z ziela M. officinalis wchodzg takie zwiazki jak kumaryny (kuma-
ryna od 0,3% do 0,8% — wg Farmakopei Polskiej nie mniej niz 0,3%), melilotyna
(3,4-dihydrokumaryna), umbeliferon (7-hydroksykumaryna), skopoletyna (7-hydroksy-
6-metoksykumaryna), herniaryna, fraksydyna, 4-oksykumaryna) [75-77].

Oprocz kumaryn stwierdzono obecno$¢ zwigzkow polifenolowych: kwasow fenolo-
wych (kwas p- i 0-kumarowy, kwas melilotowy (dihydro-o-kumarowy), kwas kawowy
0,1%, kwas ferulowy, kwas salicylowy, kwas chlorogenowy, kwas cynamonowy, kwas
elagowy, a takze duzg ilos¢ flawonoidow (rutozyd, hiperozyd, hesperydyna, astragalina,
luteolina, robinina, witeksyna, genisteina) [78].

W ekstrakcie z ziela M. officinalis potwierdzono obecnos¢ zwigzkdw terpenoidowych,
takich jak: triterpeny i saponiny triterpenowe (kwas betulinowy, lupanon, lupeol, melilo-
tigenina, sojasapogenol B i E, sojasaponina I, astragalozyd V111, azukisaponina Il, azuki-
saponina V, karboksylan, melilotus-saponina O2, wistariasponina D) oraz innych grup
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zwigzkow: garbniki, zywice, trygonelina, kwas moczowy, pochodne mocznika (alantoina
i kwas alantoinowy), a takze witamin: A, E, Bs, C, K, soli mineralnych, polisacharydow,
karotenoidow, aminokwaséw (waliny, izoleucyny, glutaminy, treoniny czy argininy),
i kwasow tluszczowych (kwas oleinowy, palmitynowy, linolowy), alkaloidow, weglo-
wodanow (galaktoza, arabinoza, fruktoza) oraz kwasow fenylokarboksylowych [18, 75-79].

Badano rowniez profil fitochemiczny ekstraktu z nasion M. officinalis. Stwierdzono
obecnos¢ duzej liczby aminokwasow: waliny, izoleucyny, glutaminy, treoniny czy
argininy, ale takze kwasow tluszczowych (kwas oleinowy, palmitynowy, linolowy) [78].

Skupiono si¢ rowniez na sktadzie chemicznym ekstraktu z korzenia M. officinalis.
Stwierdzono obecnos$¢ substancji aromatycznych, kwasu melilotowego oraz kumaryny [78].

3.3.3. Aktywnos¢ biologiczna ekstraktow z M. officinalis

Badania dotyczace aktywnosci biologicznej ekstraktow skupiajg si¢ przede wszyst-
kim na potwierdzeniu aktywnosci antyoksydacyjnej oraz przeciwzapalnej ze wzgledu
na obecno$¢ duzej ilosci zwigzkow polifenolowych. Rowniez skupiono si¢ na dziataniu
wspomagajacym gojenie si¢ ran oraz aktywnosci lipolitycznej ekstraktow z M. offici-
nalis [77, 80].

3.3.4. Aktywno$¢ antyoksydacyjna i przeciwrodnikowa

Liu i wsp. przeprowadzili badanie majace na celu analiz¢ aktywnosci przeciwutle-
niajgcych zwigzkoéw polifenolowych (kwasow fenolowych oraz flawonoidéw) wyizolo-
wanych z ekstraktu z cze$ci nadziemnych M. officinalis. Z ekstraktu wyizolowano: kwas
salicylowy, kumaryne, betaine, kwas fumarowy, kwas kofeinowy, luteing, kwercetyng),
a nastepnie oceniono aktywno$¢ przeciwutleniajaca za pomoca kwasu 2,2’-azyno-bis(3-
etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) (ABTS) i 1,1-difenylo-2-pikrylhydrazylu (DPPH).
Wyniki pokazaty, ze najwyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjng wykazat zwigzek z grupy
kwaséw fenolowych (kwas kofeinowy) oraz 2 flawonoidy (luteina i kwercetyna)
W poréwnaniu z innymi oznaczonymi zwigzkami polifenolowymi [77].

Kiewlicz i wsp. przeprowadzili badanie polegajace na analizie whasciwosci przeciw-
rodnikowych wodno-alkoholowych wyciggow wybranych surowcow zielarskich, w tym
ekstraktu ziela M. officinalis. Testy polegaty na zmierzeniu zdolnosci wygaszania rodnika
DPPH oraz obliczono parametr EC50, ktory oznacza stezenie wyciggu ziolowego
wymagane do obnizenia poczatkowego stezenia DPPH o 50%. Wykazano, ze aktywno$¢
przeciwrodnikowa ekstraktu z ziela M. officialis byta 2. najlepsza w kolejnosci zaraz za
ekstraktem z owocow Hippophae rhamnoides, ktory rowniez byt poddany badaniu na
aktywnos¢ przeciwrodnikowa [80].

3.3.5. Aktywnos$¢ przeciwzapalna

Liu i wsp. skupili si¢ rowniez na zbadaniu aktywnos$ci przeciwzapalnej z 70% etano-
lowego ekstraktu z czesci nadziemnych M. officinalis. Z ekstraktu wyizolowano zwigzki
o sktadzie: 2 glikozydy kwasu, 3 kwasy fenolowe, 2 flawonoidy, kumaryna oraz alkaloid.
W testach stymulowano makrofagi w linii komorkowej RAW 264.7 lipopolisacharydem
(LPS). Stwierdzono, ze wszystkie zwigzki wykazywaly dziatanie hamujace indukowang
przez LPS produkcje tlenku azotu (NO) i prostaglandyny E2 poprzez hamowanie
ekspresji indukowalnej syntazy NO (iNOS) i cyklooksygenazy-2 w stymulowanej LPS
linii komorkowej RAW 264.7. Wyniki sugeruja, ze ekstrakt z M. officinalis moze by¢
wykorzystywany w terapii jako preparat przeciwobrzekowy [77].
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Skupiono si¢ rowniez na zbadaniu dziatania 2 zwigzkéw: kumaryny oraz melilotyny
wyizolowanych z ziela M. officinalis. Wykazano, ze oba zwiazki skutecznie zwigkszaja
opor kapilarny. Co wiecej, zawarte w sktadzie ekstraktu kumaryna i melilotyna zwick-
szaja opor kapilamy. Dodatkowo stwierdzono, ze kumaryna ma dziatanie przeciw-
zakrzepowe i umiarkowane dziatanie fibrynolityczne [78].

3.3.6. Aktywnos$¢ przeciwstarzeniowa

Pastorino i wsp. przeprowadzili badanie majace na celu oceng wplywu etanolowego
ekstraktu z M. officinalis na procesy starzenia sie¢ komorek. Testy wykazaty, Ze ekstrakt
ma dzialanie stymulujgce na komorki skory oraz przyspiesza procesy regenerowania si¢
tkanek. Testy in vitro obejmowaly podawanie ekstraktu z M. officinalis w dawkach od
0,25 ug/ml do 50 ug/ml (od 1 do 5000 pg/ml w testach zywotnosci komorek) do linii
komorkowych ludzkich keratynocytow HaCaT, fibroblastow 46BR IN, komérek adipo-
cytow oraz enzymow rozktadajacych macierz. Badania wykazaly, ze ekstrakt z M. officinalis
wplywa na wzrost tempa fibroblastow, ma dzialanie hamujace na enzym kolagenazg
oraz wykazuje dziatanie stymulujace na produkcj¢ kolagenu. Dodatkowo test barwienia
adipocytow Oil-Red-O sugeruje, ze ekstrakt ma rowniez dziatanie lipolityczne [81].

3.3.7. Zastosowanie ekstraktu M. officinalis w preparatach do mezoterapii
iglowej

Profil dziatania ekstraktu z M. officinalis w preparatach do mezoterapii igtowej opiera
sie na wzmocnieniu naczyn krwionosnych, niwelowaniu zastojow limfatycznych, akty-
wacji odptywu limfy poprzez zmniejszenie obrzgkow oraz przywroceniu prawidtowego
krazenia zylnego. Takze bardzo istotnym profilem dziatania ekstraktu M. officinalis jest
dziatanie przeciwstarzeniowe, opierajace si¢ na aktywnosci przeciwzapalnej i antyoksy-
dacyjnej. Wszystkie te aktywnosci biologiczne sg zwigzane z duzg zawartoscig zwigzkdéw
polifenolowych w sktadzie chemicznym M. officinalis. Ponadto dowiedziono badaniami,
iz zwigzki te majg dziatanie przeciwzapalne i antyoksydacyjne [77, 82, 83].

Dodatkowo baza CosIng dopuszcza do stosowania w preparatach kosmetycznych
6 form surowcow pozyskiwanych z M. officinalis. Surowce w kosmetykach majg m.in.
za zadanie kondycjonowac¢ skore, pemic rolg emolienta, nadawac zapach oraz koi¢ skore

(tab. 6) [1].

Tabela 6. Postacie surowcow pozyskiwane z M. officinalis oraz zastosowanie wg bazy Cosing

Stosowana postaé
Nazwa polska Nazwa angielska Zastosowanie w preparatach
kosmetycznych
Ekstrakt z nadziemnych czedci Melilotus officinalis extract o $ciagajace
M. officinalis ¢ nadajace zapach
* kojace
Ekstrakt z kwiatow Melilotus officinalis flower e $ciggajgce
M. officinalis extract o kondycjonujace skore
o zmickczajace
Wodny wyciag destylatu Melilotus officinalis flower water | e kondycjonujace skore
z pary wodnej z kwiatow
M. officinalis
Ekstrakt z ziela M. officinalis Melilotus officinalis herb extract | e perfumujace
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Olejek eteryczny z ziela Melilotus officinalis herb oil e perfumujace
M. officinalis
Ekstrakt z lisci M. officinalis Melilotus officinalis leaf extract | e kondycjonujgce skore

Zrodlo: opracowanie whasne na podstawie [1].

4. Podsumowanie

Mezoterapia iglowa jest jedng z najpopularniejszych metod zabiegowych wykorzy-
stywanych w gabinetach kosmetologicznych oraz medycyny estetycznej. By w pelni
wykorzysta¢ potencjat zabiegu stosuje si¢ szereg preparatow bogatych w sktadniki aktywne,
ktore majg na celu dodatkowo zastymulowac skoérg do regeneracji i przebudowy. Jed-
nymi z popularniejszych substancji aktywnych wchodzacych w sktad koktajli sa
ekstrakty roslinne. Ich gtéwnymi zaletami sg przede wszystkim biokompatybilno$¢ oraz
brak wystgpowania reakcji alergicznych. Dodatkowo, oprocz kierunkowego dziatania,
wykazujg aktywnos$¢ przeciwzapalng oraz antyoksydacyjng. W pracy skupiono si¢ na
3 surowcach roslinnych szeroko wykorzystywanych w preparatach do iniekcji: ziele
C. asiatica, R. officinalis oraz M. officinalis. Oprocz potwierdzonego dziatania kosmetycz-
nego powyzsze surowce wykazujg szereg dziatan o charakterze terapeutycznym, co
z duzg skutecznoscia jest wykorzystywane W terapiach zwigzanych z chorobami skory.
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Wybrane ekstrakty ro§linne wykorzystywane w preparatach do mezoterapii
iglowej

Streszczenie

Mezoterapia iglowa jest zabiegiem z zakresu kosmetologii estetycznej, ktory si¢ cieszy niestabnaca popular-
noscig ze wzgledu na dobre efekty zabiegowe oraz krotki czas rekonwalescencji. By zwigkszy¢ efektywnos$c
metody stosuje si¢ odpowiednie preparaty, ktore maja za zadanie wykazywac¢ dziatanie terapeutyczne, a co
za tym idzie stymulowac¢ procesy regeneracji w skorze. Glownymi sktadnikami koktajli do mezoterapii iglowej
sg ekstrakty ro$linne. Charakteryzuja si¢ biokompatybilnoscig oraz dobrym efektem terapeutycznym. Jed-
nymi ze stosowanych ekstraktow roslinnych sa ekstrakty z ziela C. asiatica, R. officinalis oraz M. officinalis.
Oprocz dzialania kosmetycznego, wykazuja szereg aktywnosci o charakterze leczniczym, co jeszcze bardziej
zwigksza efektywno$¢ zabiegu. W niniejszym przegladzie przedstawiono szczegotowy opis zabiegu mezo-
terapii iglowej, charakterystyke botaniczno-ekologiczna, sktad chemiczny, wybrane aktywnosci biologiczne
oraz profil aktywnosci wykorzystywany w mezoterapii iglowej ekstraktow z ziela C. asiatica, R. officinalis
oraz M. officinalis.

Stowa kluczowe: mezoterapia igtowa, preparaty do mezoterapii iglowej, ekstrakty roslinne, Centella asiatica,
Rosmarinus officinalis, Melilotus officinalis

Selected plant extracts used in preparations for needle mesotherapy

Abstract

Needle mesotherapy is a treatment in the field of aesthetic cosmetology, which enjoys unflagging popularity
due to good treatment effects and short recovery time. To increase the effectiveness of the method, appropriate
preparations are used, which are designed to have a therapeutic effect, and thus stimulate regeneration pro-
cesses in the skin. The main ingredients of needle mesotherapy cocktails are plant extracts. They are charac-
terized by biocompatibility and good therapeutic effect. One of the plant extracts used are extracts from the
herb C. asiatica, R. officinalis and M. officinalis. In addition to the cosmetic effect, they show a number of
therapeutic activities, which further enhances the effectiveness of the treatment. This review presents
a detailed description of the needle mesotherapy treatment, botanical and ecological characteristics, chemical
composition, selected biological activities and the profile of activity used in needle mesotherapy of C.
asiatica, R. officinalis and M. officinalis herb extracts.

Keywords: needle mesotherapy, preparations for needle mesotherapy, plant extracts, Centella asiatica,
Rosmarinus officinalis, Melilotus officinalis
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Postepy w syntezie i potencjalnie bioaktywne kumaryny

1. Kumaryny — wprowadzenie

Kumaryny to heterocykliczne metabolity wtérne roslin szeroko rozpowszechnione
W przyrodzie. Zwiazki te maja kilka atrakcyjnych cech, takich jak niska masa czasteczkowa,
prosta budowa, wysoka biodostepnos¢, dobra rozpuszczalno$é w wigkszosci rozpusz-
czalnikéw organicznych i niska toksycznos$¢ [1]. Od wielu lat przykuwaja uwagge nau-
kowcow oraz petnig role wiodacych czasteczek w badaniach nad potencjalnymi lekami.

Szkielet kumaryny stanowi podstawe duzej liczby biologicznie czynnych zwigzkow
1 jest znany z posiadania aktywnosci biologicznych, takich jak: przeciwwirusowe, przeciw-
bakteryjne, przeciwdrgawkowe, przeciwnowotworowe, przeciwbolowe i przeciwzapalne

[2] (rys. 1).
OH
HO °© o
HO (@] (6] OH X o)

umbeliferon eskulina
(antynowotworowy) (anty-UV)

przeciwdrobnoustrojowa

5 4
0} 0.0 6 3
- @\/1 neuroprotekcyjna
% 7 >~"~0"S0 immunomodulacyjna
1

herni antyproliferacyjna
erniaryna
(antydepresyjna) kumaryna
(0]
‘fwii;
HO o0.__0
L CLL O
Z
~o o”~o
skopoletyna warfaryna
(inhibitor acetylocholinoestrazy) (przeciwzakrzepowa)

Rysunek 1. Wybrane kumaryny o wlasciwosciach biologicznie czynnych

Proste kumaryny wykazujg wiele efektow farmakologicznych. Hydroksylowe pochodne
kumaryny, jak umbeliferon oraz 6,7-dihydroksykumaryny znalazly zastosowanie we
fluorometrycznych testach enzymatycznych, jako barwniki i fluorescencyjne wskazniki
pH, a takze wykazaly dziatanie hamujace proliferacje wielu linii komérek nowotworo-
wych cztowieka, takich jak: nowotwory nerki, rak prostaty, nowotwory jamy ustnej,
biataczka promielocytowa i czerniak. Kumaryna taka jak herniaryna stosowana jest jako

! mateusz kow1@02.pl, Wydziat Chemii UMCS w Lublinie.
2 katarzyna.szwaczko@umcs.pl, Katedra Chemii Organicznej i Krystalochemii Instytutu Nauk Chemicznych
UMCS w Lublinie.
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fagodny $rodek uspokajajacy w leczeniu histerii, koszmaréw sennych i bezsennosci, nato-
miast skopoletyna jest inhibitorem acetylocholinoesterazy i ma potencjalne zastosowanie
jako srodek tagodzacy objawy choroby Alzheimera [3].

W niniejszym rozdziale opisane zostang wybrane pochodne kumary, ktore w ostat-
nim czasie byly badane pod katem ich potencjalnego dziatania farmakologicznego.
W kolejnych podrozdziatach zaprezentowane zostang kumaryny wykazujace wlasciwosci
przeciwnowotworowe, antyoksydacyjne, antybakteryjne, przeciwgrzybicze, antywirusowe
i antyneurodegeneracyjne.

1.1. Whasciwosci przeciwnowotworowe kumaryn

Choroby nowotworowe odpowiadaja za ponad 20% zgonéw w Polsce. Wraz z cho-
robami krazenia sg najczgéciej wystepujacymi schorzeniami na $wiecie. Mechanizm
dziatania choroby nowotworowej opiera si¢ na niekontrolowanym podziale, proliferacji
1 magazynowaniu komorek w organizmie zywym. Moze on obejmowac pojedynczy
organ, jak i rozprzestrzeni¢ si¢ na szereg innych powigzanych z nim narzadéw. Jako ze
podziat i szybko$¢ wzrostu komorek ludzkich sg okreslone i kontrolowane przez geny,
zaktada sie, ze choroba ta jest bezposrednio powigzana z posiadanym przez dang jednostke
zestawem genow [4]. Na przestrzeni lat opracowano bardzo réznorodne techniki zwal-
czania nowotwordw, jak np.: usuni¢cie zmian nowotworowych, radioterapia, chemiote-
rapia, immunoterapia, terapia hormonalna oraz terapia genowa. Kazda z tych metod moze
by¢ stosowana osobno lub w polgczeniu z réznymi lekami [5, 6]. ChemioterapeutyKi
takie jak cisplatyna [7] i winblastyna [8] wykazaty wlasciwosci hamujace nickontrolowane
namnazanie si¢ komodrek nowotworowych, jednak zwigzane z ich stosowaniem liczne
efekty uboczne powoduja, ze wielu pacjentow nie jest w stanie dotrwa¢ do konca
leczenia. W zwigzku z tym pozadane jest poszukiwanie mniej toksycznych i réwnie sku-
tecznych zwigzkow do leczenia chordb nowotworowych. Dobra alternatywe do obecnie
stosowanych chemioterapeutykdw mogg stanowi¢ kumaryny. Niektore z kumaryn sa juz
uzywane w terapiach przeciwko nowotworowi prostaty i biataczki [9].

Ciekawa wlasciwos¢ biologiczng, nawigzujaca do zaleznosci migdzy poziomem cyto-
toksycznos$ci kumaryn a ich strukturg, opisali Jakubowicz-Gil i wsp. [10]. W badaniach
wykorzystano kumaryny rdznigce si¢ od siebie miejscem podstawienia lub podstawiong
grupa funkcyjng w szkielecie, takie jak: 4-hydroksykumaryna, umbeliferon, eskulina
i ostol (rys. 2).

OH
HO 0.__0 0_0 HOQ ~ Omo
OH
—0

umbeliferon 4-hydroksykumaryna eskulina
o)
¢ o YN Eﬂj
ST TN o) o
L H H _
sorafenib ostol

Rysunek 2. Sorafenib oraz wybrane kumaryny o dziataniu przeciwnowotworowym
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Zostato udowodnione, ze kazda z kumaryn posiada zdolno$¢ do redukc;ji proliferacji,
adhezji oraz migracji komorek nowotworowych. 4-hydroksykumaryna wykazata wiasci-
wosci dezorganizacji cytoszkieletu komoérek czerniaka. Umbeliferon redukowat migracje
komorek nowotworu krtani oraz wykazywatl wlasciwosci cytotoksyczne przeciwko komor-
kom nowotwordw phuc, nerek, piersi oraz biataczki. Eskulina zaklocata adhezje komorek
glejaka poprzez modyfikacje funkcji receptorow. Sprawdzono rowniez kompatybilnos¢
kumaryn w terapii przeciw glejakowi ze znanym chemioterapeutykiem sorafenibem.
Eksperyment przeprowadzony na fibroblastach ludzkiej skory wykazal, ze ostol oraz
eskulina (osobno, jak i w potaczeniu z sorafenibem) nie wykazaty zadnych efektéw cyto-
toksycznych wzgledem komorek. Pozostate hydroksykumaryny posiadaty silne dziatanie
nekrotyczne osobno i w polaczeniu z chemioterapeutykiem. Badania wykazaty, Zze obec-
nos$¢ czasteczki izoprenylowej w ostolu byta kluczowa do indukcji apoptozy w terapii
skojarzonej z sorafenibem.

1.2. Whasciwos$ci antyoksydacyjne kumaryn

Reaktywne formy tlenu (ROS) oraz azotu (RNS) sa grupa niestabilnych substancji,
ktére moga by¢ wytworzone w matych ilosciach fizjologicznie lub w wyniku réznego
rodzaju stanow zapalnych. Zwigzki te zawieraja jeden lub wigcej niesparowanych elek-
tronow, ktérych endogennym zrodlem sg mitochondria, cytochrom P450 oraz oksydaza
ksantynowa. Mitochondria sg waznym zrodtem nadtlenku wodoru oraz anionorodnika
ponadtlenkowego (O2™), ktory w wiekszosci przypadkoéw zostaje bardzo szybko pochto-
nigty przez enzym mitochondrialng dysmutaze ponadtlenkowa [11, 12]. Wysoki poziom
wolnych rodnikéw w naszym organizmie moze powodowac obnizenie naturalnej odpor-
nosci na te rodniki i zwiekszenie podatnos$ci na stres oksydacyjny. Stres oksydacyjny
prowadzi do uszkodzenia lipidow, protein oraz DNA i dalej do powstawania patologicz-
nych standw zapalnych, kancerogenezy i miazdzycy. Odkryto, ze naturalne i chemicznie
modyfikowane flawonoidy oraz kumaryny wykazuja potencjalne wtasciwos$ci usuwania
wolnych rodnikow [13]. Przebadano wiele pochodnych kumaryn i odkryto, ze pochodne
7-benzyloksykumaryny wykazuja bardzo dobre wtlasciwosci inhibitujace oraz sa
selektywne wzgledem monoaminooksydazy B (MAO-B). W wielu zrodtach naukowych
[14, 15] mozna znaleZ¢ bezpos$rednie powigzanie migedzy inhibicja MAO-B a dziataniem
prewencyjnym w zwigzku z tworzeniem si¢ wolnych rodnikéw w trakcie reakcji enzy-
matycznej. Udowodniono, ze ilo$¢ grup hydroksylowych w szkielecie kumaryny jest
bezposrednio powigzana z usuwaniem reaktywnych form tlenu. Zaréwno eskuletyna,
jak i 4-metylo-eskuletyna, posiadajgce 2 grupy hydroksylowe, okazaty sie najbardziej
efektywnymi zwigzkami przeciwdziatajgcymi tworzeniu si¢ ROS. Skopoletyna, ktora
posiada grupe metoksylowa, wykazata nizsza efektywno$¢ w porownaniu z eskuletyna.
Pozycja podstawienia grupy w duzym stopniu wptywa na aktywno$¢ antyoksydacyjna
dihydroksy-4-metylokumaryn (DHMC). Orto- podstawione DHMC wykazaly silniejsze
wlasciwos$ci antyoksydacyjne niz meta- pochodne analogi. Zauwazono réowniez, ze
7,8-DHMC odznaczata si¢ wigkszg efektywnoscig niz pochodna 6,7-DHMC (rys. 3).
Zasugerowano, ze réznica ta moze by¢ spowodowana wigksza zdolnoscia 7,8-DHMC
do tworzenia wigzan wewnatrzczasteczkowych miedzy atomami wodoru, ktore moglyby
chroni¢ grupy hydroksylowe przed tworzeniem si¢ silnych wigzan migdzyczasteczko-
wych i potencjalnym wychwycaniem atomoéw wodoru.
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Rysunek 3. Wplyw podstawienia pochodnych kumaryn na ich aktywno$¢

1.3. Kumaryny i wlasciwos$ci antybakteryjne

Najpopularniejsza i najskuteczniejsza do tej pory metoda zwalczania drobnoustrojow
jest kuracja antybiotykowa. Jednak w przeciggu ostatnich lat naukowcy z niepokojem
zauwazaja coraz wigksza tendencje bakterii do wyksztatcania mechanizméw lekoopor-
no$ci. Aktualnie szacuje si¢, ze ponad 700 tysiecy osob zmarlo ze wzgledu na infekcje
lekoopornymi bakteriami. Jesli ten trend dalej bedzie rdst, to do 2050 liczba ofiar moze
wzrosng¢ nawet do 10 milionow [16].

Kumaryny wykazujg silne dzialanie grzybobojcze i bakteriobojcze. Niektore pochodne
kumaryn, podobne do antybiotykéw chinolonowych, mogg wykazywac réwnie obiecu-
jace wlasciwosci. W 2012 roku zbadano szereg pochodnych 3-nitrokumaryny i 3-amino-
kumaryny wzgledem 2 szczepdw bakterii: E. coli oraz S. aureus [17]. Badania przepro-
wadzono dla utworzonych siedmiu pochodnych (schemat 1), a jako wskaznik dziatania
bakteriobojczego wykorzystano antybiotyk chinolowy, kwas oksolinowy oraz ampicyling
(antybiotyk z grupy p-laktamow) — rysunek 4.

o o NHz .
HO 0 N f
000 ORG*"

)N ° © O//—OH

Kwas oksolinowy Ampicylina
Rysunek 4. Przyktady znanych antybiotykow

Wyniki ukazaty, ze zsyntezowane pochodne w niektorych przypadkach wykazywaty
wlasciwo$ci hamujace wzrost bakterii. Zwigzki 1g i 1h z podstawiong grupa metylowsg
odpowiednio w pozycji C-6 oraz C-8 oraz zwigzek 1f, nieposiadajgcy zadnych pod-
stawnikow, dawaty pozytywny wynik przeciwko obu szczepom bakterii. Zwigzki 1i oraz
1j podstawione grupa metoksylowa w pozycji kolejno C-6 oraz C-7 nie wykazaly
oczekiwanych wlasciwosci przeciwko E. coli. Mozna zatem wywnioskowaé, ze rodzaj
podstawnika ma duzy wptyw na dziatanie przeciwko E. coli. Zwigzek 1g podstawiony
grupa metylowa przy C-6 wykazal o polowe mniejsze minimalne stezenie hamujace
wzgledem zwigzku 1h podstawionego ta samg grupg przy weglu C-7 oraz zwigzku 1f
niepodstawionego wcale.
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Schemat 1. Synteza 3-podstawionych pochodnych kumaryny o dziataniu bakteriobdjczym

W 2019 roku Matos i wsp. otrzymali szereg 3-podstawionych arylowych pochodnych
kumaryny [18] (schemat 2). Do syntezy zastosowano dwuetapowg reakcje Perkina—
Oglialoro. W pierwszym etapie reakcji pochodne aldehydu salicylowego poddano kon-
densacji z kwasami arylo- i heteroarylooctowymi w obecno$ci octanu potasu w kwasie
octowym. Otrzymane acetylowe pochodne kumaryn poddano nastgpnie hydrolizie
w srodowisku kwasnym, otrzymujac docelowe zwiazki z wydajnosciag koncowa do 93%
(schemat 2). Zwigzki przebadano pod wzgledem dziatania przeciwko bakteriom Gram-
dodatnim (S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus), jak i Gram-ujemnym (E. coli,

S. enteritidis, P. aeruginosa).

(¢}
| o
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OH s
HO OH

Schemat 2. Synteza 3-podstawionych arylokumaryn

Wykazano, ze obecnos$¢ grup hydroksylowych w podstawniku arylowym obnizata
aktywnos¢ antybakteryjng kumaryn. Kluczowe w dziataniu antybakteryjnym okazaty si¢
grupa fenylowa przy C-3 oraz dwie grupy hydroksylowe w pozycjach C-5 oraz C-7.
Pochodne te wydaja si¢ by¢ dobrymi kandydatami do dalszych badan pod katem poszu-
kiwania nowych antybiotykow.

1.4. Whasciwosci przeciwgrzybicze kumaryn

Wigkszo$¢ powazniejszych infekcji grzybiczych u czlowieka jest wywotana przez
jeden z trzech gtéwnych gatunkow grzyba: Candida, Cryptococcus i Aspergillus [18].
Powierzchowne infekcje grzybicze sa tatwe do zdiagnozowania i mozliwe jest skuteczne
leczenie. Zagrozeniem sg powiklania po nieleczonych zakazeniach, ktore moga prowadzié
nawet do $mierci pacjenta. Bardzo podatne na infekcje grzybicze sg osoby bedace w trak-
cie chemioterapii, przygotowujace si¢ do zabiegu transplantacji, jak osoby chore na zespo6t
nabytego niedoboru odpornosci (AIDS) [19, 20].

Grzyby, podobnie do bakterii, zaczglty wyksztalca¢ coraz bardziej skomplikowane
mechanizmy obronne, w wyniku czego kolejna grupa patogenow zyskata lekoopornos¢.
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Sktania to naukowcodw do bezustannych poszukiwan nowych skutecznych lekow row-
niez w grupie kumaryn. W trakcie poszukiwan skutecznych zwiazkéw grzybobdjczych
zwrocono uwagg na pochodne amidowe oraz hydrazydowe kumaryny [21] (schemat 3).
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W =50-81% R=aryl

Schemat 3. Synteza amidowych i hydrazydowych pochodnych kumaryny

Nowo otrzymane zwigzki na bazie kumaryny wykazywaty bardzo wysoka aktywno$¢
przeciwko szerokiej grupie grzybow. Chociaz cigzko bylo stwierdzi¢ doktadng relacje
pomiedzy strukturg nowych kumaryn a ich aktywnos$cia biologiczna, to wykazano, ze
grzybobojcze wlasciwosci sg silniej reprezentowane przez pochodne posiadajace wigzanie
hydrazynowe niz przez te z amidowym.

Niedawno grupa Yanga zaprezentowala triazolowe pochodne kumaryn [22]. Tiazole
znane sg ze swoich licznych aktywnosci biologicznych, w tym: antybakteryjnych, przeciw-
zapalnych i antynowotworowych. Nowe hybrydy kumaryny i tiazoli otrzymano w 2-eta-
powej syntezie przedstawionej na schemacie 4. Zwiazki zostaly poddane badaniu aktyw-
nosci przeciwko F. moniliforme, F. graminearum i C. lunata. Spo$rod szeregu otrzymanych
pochodnych na szczegdlng uwage zwracaly zwigzki podstawione halogenem w pozycji
C-6 kumaryny.
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Schemat 4. Synteza tiazolowych pochodnych kumaryny

1.5. Wiasciwosci antywirusowe

Wirusy stanowia globalne zagrozenie, a takze powoduja wiele medycznych oraz
socjalnych problemow dla ludzkos$ci (tab. 1). Sg gtéwnymi czynnikami odpowiedzial-
nymi za wiele mniejszych i wigkszych wybuchéw epidemii czy pandemii, jak bylo to
w przypadku HIV, eboli, MERS, swinskiej i ptasiej grypy, dengi, a rowniez COVID-19.
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Pomimo Ze na przestrzeni lat odkryto catkowicie lub w pewnym stopniu skuteczne szcze-
pionki oraz leki na wspomniane wyzej choroby, to tempo, z jakim wirusy sa w stanie bu-
dowac opornos¢ na nowe farmaceutyki oraz mutowac, zmusza do ciagltego poszukiwania
nowych skutecznych metod ich zwalczania [23].

Tabela 1. Przeglad statystyk dotyczacych $mierci wywotanych przez wybrane choroby wirusowe

Choroba Okres wystepowania Szacowana liczba zgonéw Zrodlo
Grypa ,hiszpanka” 1918-1919 50-100 min [24]
Swinska grypa 2009-2010 ok. 285 tys. [25]
Ptasia grypa 2003-2022 456 [26]
Grypa sezonowa corocznie 0,29-0,65 min [27]
Zapalenie watroby typu Bi C corocznie (dan elhlalzgllg rok) [28]
HIV 1981-2022 40,1 min [29]
Denga corocznie 25 tys. [30]
COVID-19 2020-2023 6,85 min [31]

Wigkszos¢ z obecnych lekoéw przeciwwirusowych blokuje wewnatrzkomorkowo
syntezy konkretnych biatek i kwasow nukleinowych niezbedne do prawidtowego funk-
cjonowania wirusa. Cykl replikacyjny wirusa skfada si¢ z kilku etapoéw, do ktorych zali-
czamy m.in.: adsorpcj¢ wirusa, polaczenie z komorka, odwrotng transkrypcje, integracje,
translacje, podziat proteolityczny, glikolize oraz uwolnienie komorek wirusa [23]. Lek
otrzymuje miano antywirusowego, jesli skutecznie zaburza co najmniej jeden z wymie-
nionych etapow. Wsrod wielu naturalnych zwiazkow roslinnych oraz ekstraktow te
zZ ros$lin kumaryny stanowig jeden ze szkieletéw wiodacych [32].

Do najgrozniejszych chordb zaliczany jest AIDS — wywolany przez wirus HIV. AIDS
to ostatnie stadium infekcji tym wirusem. Pierwsza wzmianka oraz zwiazany z nig wybuch
epidemii AIDS w latach 80. w Stanach Zjednoczonych wzbudzit panike na masowa
skalg. Osoby zarazone wirusem HIV stopniowo podupadaty na zdrowiu, a w wyniku
ostabienia lub calkowitego zaniku uktadu odpomosciowego umieraly po zetknieciu si¢
z jakimkolwiek patogenem. Nauka w tamtym momencie byta bezsilna, mechanizm retro-
wirusa byl na tyle skomplikowany, Ze do tej pory nie udalo si¢ stworzy¢ leku czy szcze-
pionki, ktora na stale usungtaby HIV z organizmu. Jak si¢ p6zniej okazato, gldwna przy-
czyng byta zdolno$¢ wirusa do bardzo czestych mutacji, w wyniku czego farmaceutyk
testowany na czasteczce wirusa przed mutacja nie byl nieskuteczny przeciwko nowe;j
formie. Obecnie prowadzonych jest wiele badan i testow klinicznych w tym kierunku.
Jedna z obiecujacych terapii jest HAART (ang. highly active antiretroviral therapy) [33],
ktora polega na przyjmowaniu kombinacji trzech roznych lekow antyretrowirusowych,
przez co obniza szans¢ na wyksztatcenie opornosci wirusa. I chociaz terapia ta wykazuje
pozytywne efekty wzgledem obnizenia aktywnosci wirusa oraz wydhuzenia zycia pa-
cjenta, to stosowane leki w duzym stopniu obcigzajg organizm. W zwigzku z tym uwage
skupiono na poszukiwaniu naturalnych i mniej szkodliwych zwigzkow, ktore wykazatyby
efektywne dziatanie przeciwko HIV. Kumaryna ze wzgledu na swoje szerokie spektrum
wlasciwoscei farmakologicznych zostata wiaczona do wielu badan anty-HIV. Wiele
raportéw potwierdzilo, ze pochodne kumaryn wykazywaly aktywno$¢ inhibicji anty-
retrowirusowych enzymow (np. odwrotnej transkryptazy, proteazy, integrazy). W jednej
z ostatnich prac naukowych postanowiono sprawdzi¢ skutecznos$¢ pochodnych kumaryn
podstawionych w pozycji C-5 i C-6 (rys. 5) [34]. Zwiazki nie wykazaly cytotoksycznosci
wzglgdem komorek ludzkich. Kumaryny oznaczone na rysunku 5 jako 5a, 59 i 5h dziataty
silnie przeciwwirusowo.
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5a: R = 4-CI-Ph 5h: R = 3,4-di-MeO-Ph
(e} OH 5b: R =4-F-Ph 5i: R = 4-OH-3-MeO-Ph
5c: R =4-OH-Ph 5j: R = 3-OH-4-MeO-Ph
X
RTY 5d: R = 4-Me-Ph 5k: R = 3,4,5-tri-MeO-Ph
o o 5e: R = 4-MeO-Ph 51: R = 4-OH-3,5-di-MeO-Ph

5f: R =4-N(CH;),-Ph  5m: R = 3-indol
5g:R=34-di-Cl-Ph  5n: R = 2-pirol

Rysunek 5. Kumaryny o potencjalnym dzialaniu anty-HIV

Przez ostatnie trzy lata doswiadczyliSmy wybuchu pandemii, z jakim wigkszo$¢ osob
nigdy wczeéniej nie miata do czynienia. Chaos, panika i straty pod wzgledem ekonomicz-
nym, jakie wywotat ten wirus, zmusily do jak najszybszej reakcji obronnej w postaci
wynalezienia leku lub szczepionki. Ludzkie koronawirusy to patogeny posiadajace bardzo
dhugie nici RNA, ktore powoduja szeroki zakres chorob poprzez liczne mechanizmy [35].
Dosy¢ szybko odkryto, ze biatko S wirusa jest kluczowe, aby wniknatl on do ludzkiego
organizmu, ponadto okazalo si¢, ze biatko to przyjmuje rézne formy w konkretnej odmianie
koronawirusa [36]. Kolejnym odkryciem byto rozszyfrowanie podobnej do 3-chymo-
trypsyny SARS-CoV-2 proteazy odpowiedzialnej za cykl zyciowy, replikacje i transkrypcje
wirusa. Te wydarzenia otworzyty wiele mozliwych sposobow na walke z nowym pato-
genem. Po kilku miesigcach intensywnych badan FDA zatwierdzita pierwszy lek (favilavir)
do leczenia COVID-19. W kolejnych miesigcach przetestowano 2 zwiazki o udowodnio-
nych wczeséniej wlasciwosciach wirusobdjczych: chloroching oraz cynanseryne, obydwa
wykazaty wysoki potencjal przeciwko SARS-CoV-2 [37]. Pochodne kumaryn, ze wzgledu
na swoje strukturalne podobienstwo wzgledem wymienionych wyzej zwigzkow, zostaty
réwniez przebadane pod katem powinowactwa do wigzania proteazy koronawirusa. Ba-
danie przeprowadzono na 3 pochodnych kumaryny oraz trzech kompleksach tych kuma-
ryn z palladem(Il) — rysunek 6 [35]. Wykazano, ze pochodne kumaryn oraz ich palladowe
kompleksy posiadaja wicksze powinowactwo wigzania proteazy koronawirusa niz chlo-
rochina i cynanseryna. Najbardziej stabilnym kompleksem okazat si¢ kompleks 6b. Wyniki
wykazaly réwniez mniejsza toksyczno$¢ zardwno zwigzku 6b, jak i jego kompleksu 6e
w poroéwnaniu do zatwierdzonych przez FDA lekow.
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Rysunek 6. Pochodne kumaryn oraz ich kompleksy z palladem
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1.6. Kumaryny i schorzenia neurodegeneracyjne

Choroby neurodegeneracyjne sa bezposrednio powigzane z wszelkiego rodzaju zaburze-
niami zwigzanymi z mézgiem oraz ukladem nerwowym. W przeciagu ostatniego stulecia
zauwazono drastyczny wzrost tych schorzen, co w duzym stopniu wptyng¢to na sektory
medyczne, jak i rowniez spoteczne. W chorobach neurodegeneracyjnych obserwuje si¢
utratg komorek nerwowych zarowno w mézgu, jak i w rdzeniu kregowym. Utrata ta bez-
posrednio prowadzi do zaburzenia funkcji sensoryczno-poznawczych (demencja) lub ich
kompletnego zaniku (ataksja). Zaburzenia mitochondrialne, stres oksydacyjny, nieodpo-
wiednia konformacja biatek i apoptoza sa gtdéwnymi czynnikami powodujacymi takie
choroby jak np. choroba Parkinsona, Alzheimera, stwardnienie rozsiane czy stwardnienie
zanikowe boczne [38]. Obecnie komercyjnie dostepne oraz zatwierdzone leki zwigzane
z tymi chorobami tylko tymczasowo tagodza objawy i nie zatrzymuja w wickszym
stopniu dalszej progresji choroby. Rozwija si¢ wiele innowacyjnych terapii, do ktérych
efektywnego dziatania potrzebne jest znalezienie odpowiedniego zwigzku z wieloma
aktywnymi ligandami, ktére beda w stanie dziata¢ w szerokim spektrum objawdw,
a w najlepszym przypadku zatrzymaja progres choroby.

Choroba Alzheimera jest odpowiedzialna za od 60% do 70% przypadkéw demencji,
przy czym wg danych na 2022 rok taczna liczba 0sob dotknietych wszystkimi zaburze-
niami neurodegeneracyjnymi wynosita ok. 55 milionéw [39]. Symptomy tej choroby
zwigzane sg z problemami z pamigcia, wyrazaniem si¢, nietypowym zachowaniem oraz
czeSciowg lub calkowitg utratg zdolno$ci motorycznych w ostatnim stadium. Szacowana
dhugo$¢ zycia pacjenta wynosi od 3 lat do 9 lat, w zaleznosci od stadium oraz szybkosci
postepowania choroby. W ostatnim czasie sprawdzano potencjat kumaryn przeciwko
chorobie Alzheimera [40]. Zbadano aktywnos$¢ szeregu pochodnych 6-aminokumaryn
przeciwko acetocholinoestrazie (AChE) — rysunek 7. Najwiekszy potencjat wzgledem
leczenia choroby Alzheimera wykazywat zwigzek 7d i zostat on skierowany do dalszych
badan.

S N
R o A N
g R NH 0N
Moy AL :
o~ 0 o)
(@] (@] \

7a: R = N(CHj;), 7c: R =4-OCH;-C¢H; Te
7b: R = Br 7d: R = N-morfolina

Rysunek 7. Potencjalne inhibitory acetocholinoestrazy

Przeprowadzono réwniez badania w kierunku skutecznoséci kumaryn zawierajacych
pier§cien triazolowy i pirazolowy [41]. Nowe kumaryny przetestowano zaré6wno pod
wzgledem aktywnosci przeciwko acetocholinoestrazie oraz 5-lipoksygenazie. Najwigksza
efektywnos$¢ sposrod zsyntezowanych zwigzkow wykazywaty pochodne posiadajace
podstawnik arylowy z 3 atomami chloru (rys. 8).
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Rysunek 8. Triazolowe i pirazolowe kumaryny

Obecnosc¢ pierscieni heterocyklicznych w strukturze kumaryny wzmacnia ich biolo-
giczne wlasciwosci, podobnie jak pierscien aromatyczny. Potwierdzita to grupa Foroumadi
[42]. Otrzymali oni tacznie 25 pochodnych (rys. 9), z ktorych bardzo dobre wtasciwosci
hamujgce acetylocholinoesteraze (AChE) wykazaly zwigzki zawierajace grup¢ amino-
alkoksylowa w pozycji C-7 szkieletu kumaryny (9b). Wéréd tych pochodnych dodatkowo
kumaryny posiadajace podstawniki 4-Br oraz 3,5-Cl, w pier$cieniu fenylowym wykazaty
wiasciwosci protekcyjne przeciwko nadtlenkowi wodoru. Z kolei kumaryny zawierajace
podstawnik aminoalkoksylowy w grupie fenylowej (9a) wykazywaty dobra aktywno$é
przeciwko butyrylocholinoesterazie (BChE).
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Rysunek 9. 3-Arylokumaryny o potencjalnych wiasciwosciach inhibitujacych przeciwko AChE i BChE

Waznym enzymem, ktorego inhibicja potencjalnie op6znitaby postgpowanie choroby
Alzheimera, jest monoaminooksydaza typu A i B (MAO-A i MAO-B). Selektywne inhi-
bitory enzymu MAO-B sg obecnie szczegdlnie badane, poniewaz zar6wno choroba
Alzheimera, jak i choroba Parkinsona sa bezposrednio zwiazane z podwyzszonym pozio-
mem tego enzymu w mézgu. W tym kierunku testowano aktywno$¢ nowych 3-podsta-
wionych kumaryn (rys. 10) [43].

10a: R = 7-Br,
10b: R = 8-OEt,
10c: R =7-OMe,
10d: R =7-Me

Rysunek 10. Inhibitory monoaminooksydazy
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W przypadku inhibicji enzymu MAO-A najaktywniejsze okazaly si¢ zwigzki 10a
oraz 10b, natomiast przeciwko MAO-B najlepsze rezultaty wykazaty zwiazki 10c oraz
10d (nawet wyzsze wartosci inhibitujgce niz materiat odniesienia — selegilina).

2. Podsumowanie

Kumaryny nalezg do grupy zwiazkow organicznych o szerokim spektrum wiasciwosci
biologicznie czynnych. Ich prostota w budowie, wlasciwosci chemiczne i wydajno$¢ drog
syntezy pozwalaja otrzymywac rézne pochodne. Nowe pochodne kumaryny sg niezwykle
atrakcyjne przede wszystkim w chemii medycznej. W niniejszym rozdziale przedsta-
wili$my zbidr najnowszych prac, ktore podkreslajg szeroki zakres dziatan farmakolo-
gicznych przypisywanych kumarynom (przeciwutleniajace, przeciwbakteryjne, przeciw-
grzybicze, przeciwwirusowe i przeciwneurodegeneracyjne).
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Postepy w syntezie i potencjalnie bioaktywne kumaryny

Streszczenie

Kumaryny oferujg szeroka game mozliwosci projektowania nowych zwigzkow biologicznie aktywnych. Ich
szkielet mozna spotka¢ w budowie wielu powszechnie uzywanych lekéw stosowanych przeciwko réznym
schorzeniom. Dobrym przykladem jest stosowanie warfaryny, acenokumarolu i fenprokumonu w leczeniu
i profilaktyce chorob zakrzepowo-zatorowych. Pomimo wykazywania znacznej ilo$ci dziatan biologicznych
przez kumaryny, ich zastosowanie na rynku farmaceutycznym nie jest jeszcze powszechne. Konieczne jest
zatem podjecie dalszych badan w kierunku uzyskania lekow charakteryzujacych si¢ doskonatymi wiasci-
wosciami farmakokinetycznymi, wysoka skutecznoscia i niskim profilem toksycznosci — na bazie pochodnych
kumaryn. W niniejszej pracy zostaly przedstawione najnowsze osiagni¢cia z zakresu projektowania i zasto-
sowania nowych pochodnych kumaryn jako potencjalnych zwigzkow do syntezy lekow.

Stowa kluczowe: kumaryny, antygrzybicze, nowotwor, antybakteryjne

Advances in synthesis and potentially bioactive coumarins

Abstract

Coumarins are a valuable source of inspiration in the design of new biologically active compounds. This
natural backbone is present in many available drugs used to treat a variety of diseases. Examples include the
use of warfarin, acenocoumarol and fenprocoumon in the treatment and prevention of thromboembolic diseases.
Although coumarin derivatives show an impressive number of biological activities, their presence among
commercially available drugs is not yet widespread. Further efforts are therefore needed to obtain coumarin-
based compounds with excellent pharmacokinetic properties, high efficacy and low toxicity profile. In this
paper, we discuss the latest developments in the design and application of new coumarin derivatives, which
can be a valuable contribution to further drug design.

Keywords: coumarins, antifungal, cancer, antibacterial
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Sondy fluorescencyjne oparte na szkielecie kumaryn
do wykrywania biologicznych tioli

1. Sondy fluorescencyjne jako czujniki biomolekul — wprowadzenie

Mozliwo$ci ,,zagladania do wnetrza ciata” lub ,,zagladania do komérek” sg niezbedne
w diagnostyce i leczeniu chorob, a takze w badaniach podstawowych procesow zyciowych.
Pozadane jest, aby stosowane metody nie byly inwazyjne, tzn. nie wymagaly nacinania
powlok ciata lub izolowania sktadnikow komorkowych. Dlatego coraz wickszego zna-
czenia w naukach biomedycznych nabieraja techniki wizualizacji fizjologicznych zmian
w organizmie i komorkach za pomoca sond fluorescencyjnych.

Sondy fluorescencyjne to czasteczki, ktore absorbujg swiatto o okreslonej dtugosci
fali i emitujg §wiatlo o innej, zazwyczaj dtuzszej dlugosci fali (fluorescencja). Czasteczki
te, znane rowniez jako fluorofory, moga by¢ dotaczone do czasteczki docelowej i dziata¢
jako znacznik do analizy za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego.

Zastosowanie czasteczek fluorescencyjnych w badaniach biologicznych ma kluczowe
znaczenie w wielu aplikacjach. Sondy fluorescencyjne w potaczeniu z nowoczesng tech-
nologia obrazowania bioluminescencji pozwalajg na detekcje sktadnikow biologicznych
w organizmach in vitro oraz in vivo na poziomie komérkowym lub zwierzecym. Wérod
niektorych zastosowan sond fluorescencyjnych mozna wymieni¢ wykorzystanie do
wykrywania lokalizacji 1 aktywacji biatek, identyfikacji tworzenia kompleksoéw biatko-
wych, monitorowania procesow biologicznych, wykrywania i ilo§ciowego oznaczania
jonow. W ostatnich latach obserwuje si¢ bardzo duze zaangazowanie naukowcow w opra-
cowanie odpowiednich czujnikoéw chemicznych do wykrywania i monitorowania zmian
chorobowych zwiazanych z poziomem biologicznych tioli. Jedng z prostych molekut
stosowanych jako sondy fluorescencyjne do wykrywania biotioli sa pochodne kumaryn.

W niniejszej pracy przedstawimy kumaryny, ktore w ostatnich latach mialy istotne
znaczenie jako sondy chemiczne do wykrywania grup tiolowych. Zaprezentujemy metody
ich syntezy, sposoby detekc;ji tioli oraz mechanizm dziatania w zywych uktadach pozwa-
lajacy na rejestrowanie zmian procesoOw biologicznych.

2. Zwigzki tiolowe w diagnostyce chorob

Zwiazki zawierajace grupy tiolowe odgrywaja kluczowa role w wielu procesach bio-
logicznych [1, 2]. Najbardziej powszechnymi i niezwykle istotnymi zwigzkami zawie-
rajacymi grupy tiolowe sa aminokwasy takie jak cysteina (Cys), homocysteina (Hcy)
oraz glutation (GSH). Sposréd tioli Cys, Hey 1 GSH wystepuja w najwickszym stgzeniu
w organizmach zywych w zakresie 0d 240 uM do 360 uM (Cys), od 12 uM do 15 uM
(Hey) i od 1 uM do 10 mM (GSH) [3]. Cysteina i homocysteina posiadaja te same
aktywne grupy funkcyjne, tj. -NH,, -SH i -COOH, natomiast glutation wystepuje zwykle
w formie utlenionej i zredukowanej. Nalezy rowniez wspomnie¢ o tiolach takich jak
tiopronina, dimerkaprol i penicylamina stosowanych w leczeniu wielu chordb [4] (rys. 1).

! katarzyna.szwaczko@umcs.pl, Katedra Chemii Organicznej i Krystalochemii Instytutu Nauk Chemicznych
UMCS w Lublinie.

2 kamil.dziuba@umcs.pl, Katedra Chemii Organicznej i Krystalochemii Instytutu Nauk Chemicznych UMCS
w Lublinie.
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Rysunek 1. Wybrane tiole o znaczeniu biologicznym

W ostatnich latach liczne badania potwierdzity, ze reaktywne formy siarki, takie jak
tiole, odgrywaja wazng rolg w komorkach roslinnych i zwierzecych. W roslinach utrzy-
muja one homeostazg redoks, wptywaja na fotosynteze i procesy transdukcji sygnatu,
a takze zwigkszaja tolerancje roslin na stres oksydacyjny [5]. Glutation z kolei wystepuje
najobficiej w komorkach zwierzecych, a zmiany jego poziomu moga by¢ przyczyna po-
waznych problemow zdrowotnych serca, a nawet nowotworow [6, 7]. Stwierdzono row-
niez zwigzek miedzy nieprawidlowym poziomem cysteiny a uszkodzeniem watroby,
zmianami skérnymi oraz AIDS [8, 9]. Z kolei nieprawidtowe stezenie homocysteiny
W ludzkim osoczu zostatlo powiazane z chorobami sercowo-naczyniowymi, choroba
Alzheimera, schorzeniami neuropsychiatrycznymi, udarem mézgu [10-13]. Wykrywanie
biotioli w probkach biologicznych jest zatem bardzo wazne. W tym celu pozadane sg
szybkie, czute i doktadne metody ich detekcji.

3. Mechanizm dzialania sond fluorescencyjnych

Czasteczki fluorescencyjne reagujg na $wiatto w sposob odmienny niz inne zwykte
czasteczki. Foton $wiatta wzbudzajacego jest absorbowany przez elektron czasteczki fluo-
rescencyjnej, co podnosi poziom energetyczny elektronu do stanu wzbudzonego. Podczas
tego okresu wzbudzenia cz¢$¢ energii jest rozpraszana przez zderzenia molekularne lub
przekazywana do blizszej czasteczki, a pozostata energia jest emitowana jako foton, aby
sprowadzi¢ elektron z powrotem do stanu podstawowego. Emitowany foton zwykle niesie
Mniejsza energi¢ i dlatego ma wigksza dlugos¢ fali niz foton wzbudzajacy, a emitowana
fluorescencje mozna odrozni¢ od §wiatta wzbudzajacego. Wzbudzanie i emisja fotondw
z czasteczki odbywa si¢ cyklicznie i moze by¢ ona wielokrotnie wzbudzana. Fluorofory
moga wigc emitowac liczne fotony w cyklu wzbudzania i emisji, dlatego sa wykorzysty-
wane w szerokim zakresie zastosowan badawczych [14].

Zaréwno diugos¢ fali wzbudzenia jak i emisji sg cechami charakterystycznymi dla
kazdego fluoroforu. Cecha kazdego fluoroforu i kluczowym aspektem w wykrywaniu
emitowane] fluorescencji w zastosowaniach biologicznych jest przesunigcie Stokesa.
Przesuniecie Stokesa (Stokes shift) jest to przesuniecie maksimum pasma absorpcji
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wzgledem pasma emisji dla tego samego stanu wzbudzonego. Fluorofory z duzym prze-
sunieciem Stokesa sg tatwe do odrdznienia ze wzgledu na duza separacje pomiedzy diugo-
$cig fali wzbudzenia i emis;ji [15].

Postep technologiczny pozwala obecnie na wykrywanie fluoroforow poza granicami
widma widzialnego i w zakresach ultrafioletu (UV) oraz podczerwieni (IR) widma elektro-
magnetycznego. Oferuje to wigksza zmienno$¢, wszechstronnos$¢ i mozliwo$¢ nowych
aplikacji.

Technika wykorzystania sond fluorescencyjnych w obrazowaniu bazuje przede
wszystkim na zmianie wlasciwosci fotofizycznych czasteczki sondy przed i po specy-
ficznym zwigzaniu z analitem, tak aby wykry¢ zmiang sygnatu fluorescencji podczas
wykrywania r6znych czasteczek lub jonéw w organizmie lub srodowisku. Na rysunku 2
przedstawiono sondg fluorescencyjna oparta na szkielecie kumaryny, ktéra postuzyta do
detekcji jonow AL [16]. Kumaryna w postaci niezwigzanej wykazywata stabg fluores-
cencje. Po zwigzaniu jondw glinu nastepowato przesunigcie pasma emisji batochromowe
i 24-krotne wzmocnienie poczatkowo stabego pasma fluorescencji przy Amax 453 nm do
461 nm. Co wazne, za pomocg sondy mozliwe bylo obrazowanie jonow Al¥* w obszarze
wewnatrzkomorkowym zywych ludzkich komorek raka szyjki macicy.

Aem =461 NM

SAl—
OH OH e \ 0.
o” ~0 0 ©
C=N izomeryzacja C=N izomeryzacja zahamowana
brak fluorescencji fluorescencja

Rysunek 2. Sonda fluorescencyjna na bazie kumaryny do wykrywania jonéw glinu oraz obrazowania
komorek nowotworowych; zrodio [16]

4. Sondy do monitorowania zwigzkow tiolowych

Znanych jest wiele roznych metod detekc;ji tioli, ktore nadaja si¢ do rutynowych ba-
dan klinicznych i naukowych. Wsrdd nich mozna wymieni¢ wysokosprawng chromato-
grafi¢ cieczowa (HPLC/UV), spektrometri¢ mas (MS), HPLC-MS, testy kolorymetryczne,
testy enzymatyczne, elektroforeze kapilarng i zelowa [17-21]. Wiekszo$¢ z tych metod
wymaga skomplikowanego i dlugotrwalego etapu przygotowania probki oraz uprzednio
procesu homogenizacji w celu rozbicia komorek lub tkanek przed zastosowaniem me-
tody analitycznej. Ze wzglgdu na niestabilnos$¢ chemiczna tioli, etap przygotowania probki
do$¢ czgsto moze wprowadzac potencjalne artefakty i powodowacé utrate analitu.

W ciagu ostatnich dwoch dekad jednym z najbardziej popularnych podej$¢ rozwija-
nych w celu analizy analitu w zywych komorkach byto wykorzystanie techniki obrazowania
fluorescencyjnego poprzez zastosowanie sond fluorescencyjnych [22]. Obrazowanie fluo-
rescencyjne wyrdznia si¢ prostota, wysoka czutoscig i mozliwoscia wizualizacji analitow
w zywych komoérkach w sposob nieinwazyjny, umozliwiajac okre$lenie wewnatrzko-
morkowej dystrybucji i dynamicznego ruchu analitu w jego nienaruszonym srodowisku
natywnym.

Dotychczas skonstruowano wiele sond fluorescencyjnych opartych na prostych szkie-
letach zwigzkow organicznych lub ich kompleksach z metalami. Wérod najlepiej znanych
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fluoroforéw wykorzystywanych do otrzymywania sensorow stuzacych do obrazowania
zwigzkow tiolowych nalezy wymieni¢ fluoresceing, rodaming, BODIPY (4,4-difluoro-
4-borata-3a,4a-diaza-s-indaken), naftalimid, flawon, kurkumine, benzofurazan oraz ku-

maryny [23-35] (rys. 3).

O« _NH _O O
X
N\-B/N+\ N AN
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F F razan o
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kumaryna

fluoresceina

Rysunek 3. Przykfady fluoroforéw wykorzystywanych do detekcji biotioli

W ostatnich latach wiele uwagi przyciagaja sondy fluorescencyjne oparte na prostym
i fatwo dostgpnym chemicznie szkielecie kumaryn. W licznych publikacjach przeglado-
wych doktadnie zebrano i opisano ogromne wiasciwosci aplikacyjne kumarynowych sond
fluorescencyjnych [36-42].

Przegladajac i1 analizujac statystyki z bazy Scopus z uzyciem stow kluczowych
,coumarin and probe” mozna by¢ pod duzym wrazeniem liczby opublikowanych prac
naukowych; ponad 1000 artykutéw naukowych i 36 500 wynikoéw patentowych od 1986
roku. Najwazniejsza jest jednak, obserwowana od 2008 roku, wzrostowa linia trendu
dotyczaca ilosci opublikowanych prac naukowych (rys. 4).
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Rysunek 4. Iloé¢ prac naukowych na przestrzeni lat dotyczaca sond na bazie kumaryn. Wygenerowano
26.01.2023 z Www.SCOpUS.com
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Ilo$¢ publikacji jednoznacznie wskazuje, ze badania te sg bardzo wazne, a pozycja
kumaryn wykorzystywanych jako sondy fluorescencyjne jest juz mocno ugruntowana
W nauce.

5. Wlasciwosci fizykochemiczne prostych kumaryn

Proste kumaryny to potaczenie szkieletu 2H-piran-2-onu z pierécieniem benzeno-
wym. To organiczne zwigzki heterocykliczne nalezace do podgrupy laktondow o szkielecie
benzo-a-pironu (2H-1-benzopiran-2-onu), ktorych nomenklatura systematyczna zostata
ustalona przez IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) [43].
Wiazanie C=C w kumarynach jest stale w konformacji Cis i przyczynia si¢ do silnej
emisji fluorescencji oraz dobrej fotostabilnosci zwigzkéw. Chociaz wszystkie miejsca
C-H (6 miejsc) i wigzanie C=C sa podatne na postfunkcjonalizacj¢, najbardziej reak-
tywne chemicznie sg pozycje C-3 i C-4. Co ciekawe, wigkszos¢ naturalnych kumaryn
posiada tlenowy podstawnik w pozycji C-7, podczas gdy najwazniejsze fluorescencyjne
kumaryny majg podstawnik aminowy lub hydroksylowy w pozycji C-7 (rys. 5).

5 4 Ra
6 X3 N Ry
7 2
g O © Rj 0o~ Yo
Kumaryna pochodne kumaryny

Rysunek 5. Prosta kumaryna oraz najczestsze modyfikacje szkieletu kumaryny

Naturalna kumaryna jest pozyskiwana z bobu tonka — nasion drzew tonkowca
wonnego, ktore rosng m.in. w Wenezueli, Kolumbii, Gujanie i Brazylii. Szacuje si¢, ze
obecnie znanych jest ponad 1300 naturalnych kumaryn wyizolowanych z roslin, grzy-
bow 1 bakterii. W przyrodzie kumaryny sg wtornymi metabolitami i czesto pelnig rolg
ochronng, hamujac rézne procesy biologiczne.

Z chemicznego punktu widzenia kumaryny to czasteczki o kilku atrakcyjnych cechach,
takich jak mata masa czasteczkowa, prosta struktura, wysoka biodostepnos¢, dobra roz-
puszczalno$¢ w wigkszosci rozpuszczalnikow organicznych oraz niska toksycznosc. Cechy
te, wraz z szerokim spektrum aktywnosci biologicznej, przyczyniajg si¢ do ich znaczace;j
roli jako zwigzkow wiodacych w badaniach nad potencjalnymi lekami [44, 45].

Szeroki i1 r6znorodny obszar zastosowania kumaryn w naukach medycznych, bada-
niach biomedycznych oraz w wielu gat¢ziach przemystu, w tym w perfumerii, jest impo-
nujacy. Profil farmakologiczny tych fitochemikaliow obejmuje ich dziatanie przeciw-
bakteryjne (agasylina), przeciwzapalne (kumaryna), przeciwnowotworowe, przeciwwiru-
sowe, antyoksydacyjne (eskuletyna), przeciwgrzybicze, przeciwzakrzepowe (warfaryna),
anty-HIV (rys. 6) [46-51].
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Rysunek 6. Przyktady pochodnych kumaryny wykorzytywanych w medycynie

6. Metody syntezy szkieletu kumaryny

Dotychczas w literaturze opisano szereg efektywnych metod syntezy pochodnych
kumaryny z wykorzystaniem dobrze znanych protokotow reakcji takich jak reakcja
Perkina, reakcja Pechmanna, przegrupowanie Claisena, reakcja Knoevenagela, reakcja
sprz¢gania Kostaneckiego—Robinsona, reakcja Reformatskiego, reakcja Wittiga, addycja
Michaela oraz reakcja Baylisa—Hillmana, ktore przebiegaja w obecnosci homogenicz-
nych lub heterogenicznych uktadow katalitycznych na bazie zasad, ale rtowniez kwasow
Lewisa lub komplekséw metali przejsciowych. W celu zademonstrowania uzytecznosci
syntetycznej tych podstawowych metod otrzymywania szerokiej gamy pochodnych
kumaryn przedstawiamy ponizej ich najwazniejsze przyktady.

6.1. Reakcja Perkina

W 1968 roku po raz pierwszy Perkin zademonstrowat metode syntezy kumaryny
w reakcji kondensacji prostego aldehydu salicylowego z bezwodnikiem octowym w obec-
nosci octanu sodu.

Generalnie reakcja Perkina jest przyktadem reakcji aldolowej prowadzacej w pierw-
szym etapie do utworzenia z pochodnych aldehydu salicylowego i bezwodnika octowego
odpowiednich aromatycznych a,5-nienasycony kwaséw karboksylowych, ktore nastepnie
preferencyjnie ulegaja wewnatrzczasteczkowej cyklizacji do odpowiednich kumaryn
(schemat 1) [52].

R R
CHO
O A = 50
7 OH o 7 O (6]
Schemat 1. Synteza pochodnych kumaryn w reakcji Perkina

6.2. Reakcja Wittiga

W 1979 roku niemiecki chemik Georg Wittig otrzymat Nagrod¢ Nobla w dziedzinie
chemii za odkrycie preparatywnie uzytecznej metody otrzymywania olefin, ktora umo-
zliwita syntezg wielu produktéw naturalnych oraz farmakologicznie aktywnych zwigzkow.
Reakcja Wittiga zostata rowniez z powodzeniem wykorzystana do syntezy pochodnych
kumaryny w reakcji réznorodnych aldehydow posiadajacych w pozycji orto grupe
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karbonylowg z alkilidenofosforanami generownymi in situ z udziatem trifenylofosfiny
w obecnosci zasady (schemat 2) [53].
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Schemat 2. Synteza pochodnych kumaryn w reakcji Wittiga

6.3. Reakcja Pechmanna

Kolejnym waznym przyktadem syntezy kumaryn jest odkryta przez Pechmanna
w 1883 roku reakcja kondensacji aktywowanych fenoli z acetylooctanem etylu w $rodo-
wisku kwasnym. Reakcja Pechmanna jest jedng z najbardziej znanych i rozpowszechnio-
nych metod preparatywnego otrzymywania 4-podstawionych kumaryn z duzej i tatwo
dostepnej puli blokéw budulcowych, jak pochodne fenolu i f-ketoestrow (schemat 3)
[54]. Dotychczas w tej reakcji przetestowano szereg katalizatorow, w tym kwas siarkowy,
kwas trifluorooctowy, pi¢ciotlenek fosforu oraz kwasy Lewisa, tj. ZrCls oraz TiCla, ktore
umoZliwily tworzenie si¢ kumaryn w reakcji Pechmanna z bardzo dobrg wydajnoscia.

R,

R
M “r00-130°C |
Z o N0

Schemat 3. Synteza 4-podstawionych kumaryn w reakcji Pechmanna

6.4. Reakcja Knoevenagela

Reakcja Knoevenagela pozwala selektywnie uzyskaé szereg 3-podstawionych po-
chodnych kumaryny na bazie tatwo dostepnych pochodnych aldehydu salicylowego.
W celu otrzymania kumaryn z dobrg wydajnoscia reakcje 2-hydroksybenzaldehydow
z odczynnikiem sprzggajacym, posiadajagcym aktywna grupg metylenowa, nalezy pro-
wadzi¢ w obecnosci zasady w podwyzszonej temperaturze (Schemat 4) [55].

R
q M zasada | 20 N
F

O O
Schemat 4. Synteza 3-podstawionych kumaryn w reakcji Knoevenagela

6.5. Addycja Michaela

Efektywne przeprowadzenie syntezy pochodnych 3-kumaryny jest mozliwe réwniez
z wykorzystaniem reakcji Michaela. Reakcja przebiega dwuetapowo, poczatkowo
poprzez addycje 2-hydroksybenzaldehydu do a,f-nienasyconych ditiocetaloaryloketonow,
a nastepnie przejsciowy addukt ulega wewnatrzczasteczkowej kondensacji aldolowej
W obecnosci zasady, tj. piperydyny, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika z utworze-
niem 3-podstawionych pochodnych kumaryn z dobra wydajnoscia (schemat 5) [56].
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Schemat 5. Synteza 3-podstawionych kumaryn w reakcji Michaela

6.6. Reakcja kondensacji Kostaneckiego

Reakcja Kostaneckiego byta wykorzystana do syntezy podstawionych kumaryn i chro-
monow z 2-hydroksybenzaldehydow i bezwodnikow alifatycznych w zasadowym srodo-
wisku, jednak sprawiata duzo klopotéw syntetycznych: duzy nadmiar odczynnikow,
trudne warunki reakcji oraz niska wydajnos$¢. Okazato si¢, ze zastosowanie DBU
(1,8-diazabicyklo[5.4.0]undek-7-en) jako zasady pozwolito uzyska¢ z bardzo dobrg
wydajnoscia szeroki dostep do 3,4-podstawionych kumaryn w reakcji tatwo dostepnych
2-hydroksybezofenondéw z alifatycznymi bezwodnikami w stosunkowo tagodnych wa-
runkach (schemat 6) [57].
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Schemat 6. Synteza 3,4-podstawionych kumaryn w reakcji Kostaneckiego

6.7. Reakcja Reformatskiego

Zasadniczo reakcja Reformatskiego jest jedng z najbardziej przydatnych procedur
tworzenia wigzan C-C pomiedzy zwigzkiem karbonylowym a aktywowanym w obec-
nosci cynku halogenkiem alkilowym, ktora stosowana jest w syntezie organicznej do
syntezy S-hydroksyestrow. W warunkach reakcji Reformatskiego 2-hydroksyalkilo- lub
aryloketony moga by¢ tatwo przeksztatcane w reakcji z o, f-nienasyconymi estrami w odpo-
wiednie 3,4-podstawione pochodne kumaryny z dobra wydajnoscia (schemat 7) [58].

R,

Q 0
R
OH Br 0 0

Schemat 7. Synteza 3,4-podstawionych kumaryn w reakcji Reformatskiego

6.8. Przegrupowanie Claisena

Dipodstawione kumaryny mozna rowniez otrzymac w reakcji przegrupowania Claisena
z wykorzystaniem kwasu trifluorooctowego (TFA) jako homogenicznego promotora
(schemat 8) [59]. W reakcji pochodnych fenolu z zabezpieczonymi a-hydroksyalkilo-
akrylanami w obecnosci TFA w wyniku przegrupowania 3,3-sigmatropowego powstaja
w tagodnych warunkach 3,4-podstawione kumaryny z dobra wydajnoscia.

R,
R R
|\ S . RIW)L 1) TFA 20 N
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Schemat 8. Synteza 3,4-podstawionych kumaryn w reakcji Claisena
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7. Kumarynowe sondy do detekcji biotioli — przeglad literatury od roku 2017

Kumaryny sg grupg barwnikow fluorescencyjnych charakteryzyjacych sie duzg wy-
dajnos$cia kwantowa emisji. Posiadaja sprzgzony uktad wigzan © o duzej ggstosci elektro-
nowej, wrazliwy na obecnos$¢ podstawnikdéw o charakterze elektronodonorowym i elek-
tronoakceptorowym. Prosta kumaryna wykazuje bardzo stabg fluorescencje, ale odpo-
wiednio zaprojektowane pochodne daja intensywna fluorescencje i sg szeroko stosowane
jako barwniki i sondy. Wazna klas¢ emiterow stanowia kumaryny podstawione grupami
elektronodonorowymi przy C-7 (-OH, -NHa, -N(Et)2) i odbierajacymi elektron przy C-3
(jak np. grupa acetylowa). Zaobserwowano rowniez, ze podstawniki alkilowe w pozycji
C-4 thumig intensywno$¢ fluorescencji do minimum, natomiast w przypadku 7-aminoku-
maryn zmiana potozenia podstawnika z pozycji C-7 na C-6 powoduje, Ze emisja jest staba
i wykazuje przesunigcie batochromowe w porownaniu z kumarynami podstawionymi
w pozycji C-7 [60].

7.1. Mechanizm detekcji tioli

Przy projektowaniu sond fluorescencyjnych do selektywnego oznaczania tioli nalezy
bra¢ pod uwagg przede wszystkim reaktywno$¢ chemiczng analitow.

Odroéznienie glutationu od cysteiny i homocysteiny pozostaje wyzwaniem ze wzgledu
na podobienstwo struktury i reaktywno$¢ chemicznag GSH do Cys/Hcy. Wigkszos¢ sond
tiolowych nie jest w stanie odrézni¢ GSH od innych tioli, w tym Cys i Hcy, poniewaz
ulegaja podobnym reakcjom i podobnym zmianom emisji po reakcji z analitem. Jednakze,
jak wspomniano wczesniej, jest mniej prawdopodobne, ze Cys lub Hey beda przeszkadzaé
w wykrywaniu GSH, poniewaz wewnatrzkomorkowy poziom glutationu jest znacznie
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Schemat 9. Strategie detekgji tioli biologicznych
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Majac na uwadze silny nukleofilowy charakter grupy tiolowej, reakcje takie jak:
addycja Michaela, substytucja nukleofilowa i eliminacja sulfonamidéw, estrow sulfonia-
nowych oraz disulfidow to glowne strategie wykorzystywane do detekcji grup —SH
(schemat 9). Chociaz we wszystkich tych reakcjach preferowana jest reakcja z tiolem,
inne nukleofile, jak -OH, czy -NH, moga by¢ rowniez zaangazowane i wptywac na obra-
zowanie tioli, zwlaszcza ilo$ciowe obrazowanie analitow.

Uwzgledniajac chemiczny charakter grup tiolowych — sondy oparte na kumarynie
posiadaja rdzne receptory funkcjonalne. Gdy detekcja tioli wykorzystuje reakcje addycji
Michaela, kumaryny zwykle zawieraja wigzania a, f-nienasycone, natomiast gdy mecha-
nizm ma zwigzek z substytucja nukleofilowa, czasteczka sondy zawiera grupy opuszcza-
jace takie jak: halogen, grupa eterowa czy tioeterowa. Czgsto w pozycji C-7 wystgpuja
grupy aminowa lub hydroksylowa w celu wzmocnienia fluorescencji sondy.

Sondy sa zaprojektowane tak, aby zapewni¢ zmiany w odpowiedzi fluorescencji, gdy
sonda jest wystawiona na dzialanie tioli. Niektdre kumaryny sg stabymi fluoroforami przed
zwigzaniem analitu, dopiero po interakcji obserwuje si¢ silng fluorescencj¢ i reakcje typu
turn-ON.

7.1.1. Detekcja tioli na drodze reakcji addycji Michaela

Reakcja addycji Michaela charakteryzuje si¢ wysoka selektywnosciag w wykrywaniu
grup tiolowych. Sondy fluorescencyjne, ktore opieraja si¢ na wykorzystaniu tej reakcji,
najtatwiej uzyskac poprzez wprowadzenie fragmentu a, 5-nienasyconego, grupy aldehy-
dowej, ketonowej, estrowej czy fragmentu N-etylomaleimidu. Reakcja addycji moze
zachodzi¢ rowniez z innymi nukleofilami, takimi jak -OH, NH,, czy -COOH.

W 2019 roku Jiang i wsp. zaprezentowali odwracalng sondg¢ fluorescencyjng RP-1
opartg na reakcji addycji Michaela do obrazowania glutationu w komoérkach HeLa [61].
Do struktury sondy wprowadzono grupe karboksylowa, ktorej obecnos¢ poprawita roz-
puszczalno$¢ w wodzie. Dwa szeSciocztonowe pierscienie piperydyny zostaly dodane
w celu poprawy fotostabilnos$ci i wydajnosci kwantowej fluorescencji. Co wigcej, w tym
samym czasie wprowadzono jednostke metinowa (-CH=CH-) taczaca szkielet kumary-
nowy z grupami cyjanowymi (-CN) i grupa karboksylowa (-COOH), co spowodowato
rozszerzenie 7-Koniugacji i tym samym przesunigcie batochromowe z maksimum emisji
fluorescencji (Em 571 nm). Po dodaniu GSH w wyniku reakcji addycji RP-GSH
emitowat zielong fluorescencj¢ (schemat 10).

X, Ex 488 nm x‘ Ex 405 nm G

Em 571 nm

Schemat 10. Mechanizm dziatania sondy do wykrywania glutationu
Sondg fluorescencyjng wykorzystano do wykrycia zmian komoérkowego GSH w zy-

wych komoérkach Hela, a obrazy fluorescencji uzyskano za pomocg laserowej skanin-
gowej mikroskopii konfokalnej (LSCM).

192



Sondy fluorescencyjne oparte na szkielecie kumaryn do wykrywania biologicznych tioli

Rok podzniej ta sama grupa naukowcow do wykrywania glutationu zaprezentowata
nowe sondy fluorescencyjne oparte na szkielecie kumaryny z r6znymi grupami funkcyj-

nymi przy weglu C-3 (rys. 7) [62].
CN
f{CHNoz f‘ﬁ\/K
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Rysunek 7. Pochodne kumaryn zaprezentowane przez grupe Jiang i WSP.

Wstepne analizy spektroskopowe wykazaty, ze sonda RP-2 ma najlepsze wyniki
w detekceji GSH oraz jest w stanie odrozni¢ glutation od innych naturalnych aminokwasow
rozpuszczalnych w wodzie. Niezwykle szybkie tempo reakcji kumaryny z glutationem
(okoto 6 s) pozwolilo na obrazowanie w czasie rzeczywistym glutationu w zywych ko-
morkach. W przyszlosci badania takie jak te moga by¢ skutecznym narzedziem do
obrazowania fluorescencyjnego w celu zrozumienia funkcji wewnatrzkomorkowego GSH.

Ostatnio grupa Jin Wanga intensywnie poszukiwatla odpowiednich sond fluorescen-
cyjnych do wykrywania i monitorowania wewnatrzkomdrkowego stezenia glutationu
w uktadach zywych (schemat 11) [63]. Prekursorem odpowiedniej sondy fluorescencyjne;j
byt odpowiedni ester, ktory w zywych komorkach (w ciagu okoto 1 min) ulegat catko-
witej hydrolizie do wlasciwej sondy TQ-Green. Autorzy po raz pierwszy wykorzystali
sonde kumarynowa do iloSciowego oznaczania poziomu GSH w zywych komorkach
i wykazali, ze sonda TQ-Green moze by¢ z powodzeniem stosowana w wysokorozdziel-
czym obrazowaniu w mikroskopie konfokalnym.

(0] Br

N GSH
Et,N (0) O Et,N

TQ-Green O TQ-Green-GSH fo)
Schemat 11. Mechanizm detekcji glutationu za pomocg TQ-Green

Dwa lata pozniej Jin Wang wykorzystal odwracalna reakcj¢ Michaela do zaprojek-
towania kolejnej sondy fluorescencyjnej RealThiol (schemat 12A) [64]. W sondzie
wprowadzona grupa cyjanowa w pozycji o przyspieszata kinetyke reakcji z tiolem,
natomiast 4-czionowy pierscien azetydyny poprawial wydajno$¢ kwantowg i fotostabilno$¢
kumaryny. Grupy karboksylowe zapewnialy wprawdzie dobrg rozpuszczalno$¢ sondy
w wodzie, ale utrudniaty wigzanie sondy z btong komoérkowa. W celu zwigkszenia prze-
puszczalno$ci komorek sonda zostata wczesniej przeksztatcona w pochodna diesterowa,
ktora tatwo hydrolizowata wewnatrz komoérek w obecnosci esterazy, uwalniajac grupy
karboksylowe. Sonda RealThiol umozliwita naukowcom badanie dynamiki i transportu
glutationu w zywych komorkach w czasie rzeczywistym. Dzigki jej zastosowaniu mozna

193



Katarzyna Szwaczko, Kamil Dziuba

byto zaobserwowac¢ zwigkszong pojemno$¢ antyoksydacyjna aktywowanych neuronow
oraz zmiany stezenia glutationu podczas procesu ferroptozy.

) s o)

/@EI\HLN/\COOH = WNACOOH

CN K k

A) C/N O (6] COOH C/N O ) CN COOH
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+
PPh +
X AN N/\/\/ 3 N N/\/\/PPh3
H H
B) CN _— CN

C/N O O C/N O 0
MitoRT-GSH
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Schemat 12. Sondy RealThiol i MitoRT zaprezentowane przez grupe Wanga

W 2017 roku zsyntezowano specyficzng dla mitochondriow sonde¢ glutationowa
0 nazwie Mito-RealThiol (schemat 12B) [65]. Sonda umozliwita monitorowanie w czasie
rzeczywistym dynamiki mitochondrialnego glutationu. Do sondy wprowadzono grupe
trifenylofosfoniowa (TPP), ktora preferencyjnie trafiata w blony mitochondrium. Po
reakcji z glutationem MitoRT-GSH wykazywata maksima fluorescencji przy 567 1488 nm
przy dlugosci fali wzbudzenia odpowiednio 488 i 405 nm.

Grupa Sabota przedstawita rozpuszczalng w wodzie sond¢ fluorescencyjng oparta na
pochodnej 7-aminokumaryny (rys. 8) [66]. Kumaryna sprz¢zona zostata z pierscieniem
pirazolu i zawierata grupe sulfonows.

XX
\N

\ N

N (0) (0]

J o)

SO4H
Rysunek 8. Rozpuszczalna w wodzie sonda do detekgji tioli

Po dodaniu biotioli w roztworze o pH = 7,4 nastgpowata szybka i odwracalna addycja
Michaela objawiajaca si¢ dramatyczng zmiang koloru roztwordw z purpurowego na
niebieski.

7.1.2. Detekcja tioli na drodze reakcji substytucji

Woprowadzenie grupy opuszczajacej do czasteczki kumaryny jest kolejng strategia
w projektowaniu sond fluorescencyjnych do detekcji biotiolu.

Do wykrywania Cys, Hcy 1 GSH opracowano prostg sond¢ opartg na szkielecie ku-
maryny sprzezonej z nitroolefing [67]. Dzigki wprowadzeniu do czgsteczki podstawnika
4-fenyloselenowego sonda byta zdolna do wykrywania tioli w podwojnych kanatach
fluorescencyjnych i mozliwe bylto rozroznienie Cys/Hey i GSH (schemat 13). Sonda wy-
kazywatla wysoka czuto$¢ i dawata szybka odpowiedz. Zostata z powodzeniem zastoso-
wana do wykrywania egzogennych i endogennych tioli w zywych komorkach.
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Schemat 13. Selektywna sonda do wykrywania grup tiolowych

Do detekeji Cys i Hey zaprojektowano réwniez czasteczke bedacg hybryda kumaryny
i soli tetrahydro-akrydyny (schemat 14) [68]. Sonda wykazata wysoka czulo$¢, szybki
czas odpowiedzi, dawata ,,wlaczong” odpowiedz emisyjng w bliskiej podczerwieni z duzym
przesunig¢ciem Stokesa (okoto 200 nm). Intensywnos¢ fluorescencji sondy przy 674 nm
szybko rosta wraz z uptywem czasu i osiggngta maksymalne wartosci dla cysteiny i homo-
cysteiny odpowiednio w ciggu 3 i 15 min.

HS

Et,N Et,N

Schemat 14. Sonda wykorzystywana do detekcji cysteiny i homocysteiny

Mechanizm reakcji kumarynowej sondy z tiolami wykazat, ze atom chloru w sondzie
byt tatwo zastgpowany przez grupe -SH. Nastepnie zachodzita wewnatrzczasteczkowa
reakcja substytucji, w wyniku ktorej powstawat N-podstawiony produkt. Sonda zostata
z powodzeniem wykorzystana do wykrywania Cys/Hcy w zywych komorkach myszy
noszacych guz A549. Sygnaly o wysokiej intensywnosci fluorescencji obserwowano wokot
tkanki nowotworowej, natomiast stabg fluorescencj¢ rejestrowano w obszarze tkanki
prawidlowe;.

W ostatnim czasie zsyntezowano sondg, ktorej szkielet kumarynowy podstawiono
przy C-7 piperazyna. Sonda wykazywata bardzo stabg fluorescencje ze wzgledu na obec-
nos¢ w czasteczce cigzkiego atomu bromu [69].
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Schemat 15. Sonda wykorzystana do wykrywania nadekspresji GSH w ludzkich probkach raka przetyku

Kiedy w obecnosci analitu brom zostal zastgpiony grupg tiolowa, dochodzito do
znacznego wzmocnienia fluorescencji. Istotna roznica w mechanizmie reakcji kumaryny
z Cys/Hcey pozwolita na ich odréznienie od GSH (schemat 15). Sonda zostata z powodze-
niem zastosowana do wykrywania nadekspresji GSH w ludzkich probkach raka przetyku.

7.1.3. Inne metody detekcji biotioli

W 2022 roku zsyntezowano nowa sond¢ do wykrywania cysteiny opartg na rozszcze-
pieniu estru sulfonianowego jako mechanizmie detekcji tioli (rys. 9) [70]. Po dodaniu
biotioli (Hcy/Cys/GSH) fragment kumarynowy wykazywat silne wzmocnienie emisji
I wykazywat z6ltozielong fluorescencje po naswietleniu lampa UV przy 365 nm. Sonda
stanowita skuteczne narzedzie do wykrywania biotioli w czasie rzeczywistym, zarGwno
in vivo, jak i in vitro.
o}
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Rysunek 9. Pochodna kumaryny do wykrywania tioli

Sonda do detekc;ji tioli o odpowiedzi fluorescencyjnej w zakresie bliskiej podczer-
wieni, skladajaca si¢ z cyjaniny i kumaryny, zostata opracowana przez Chena i wsp.
[71]. Sonda szybko reagowata z biotiolami (<5 s), czerwone pasmo absorpcji przesuwato
sie z 556 nm do 723 nm, a intensywnos¢ fluorescencji natychmiast wzrostata przy 751 nm
po dodaniu analitu (schemat 16). Obrazowanie konfokalne ujawnito, Ze sonda mogta celo-
waé w mitochondria i selektywnie obrazowac¢ biotiole (GSH, Cys i Hcy) w warunkach
in vitro.
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NO,

Schemat 16. Kumaryna reagujaca na tiole w bliskiej podczerwieni

W 2022 roku Shuang Shaomin i wsp. opisali sonde fluorescencyjng do obrazowania
Cys, Hey i dwutlenku siarki (SO2) — rysunek 10 [72]. Sonda oparta byta na pochodne;j
kumaryny z czasteczkag NBD (nitrobenzoksadiazol). Sonda nie wykazywata fluorescencji.
W obecnosci Cys/Hcey nastepowalo rozerwanie wigzania eterowego i ujawnienie pomaran-
czowej fluorescencji przy 590 nm. Sonda mogta rozr6znia¢ Cys/Hcey 1 SO, wykazywata
dobra selektywnos¢ i szybkos¢ reakcji. Zastosowano ja do obrazowania Cys/Hcy 1 SO»
w komorkach HepG-2 i ryb (danio prggowany).

Et,N

Rysunek 10. Sonda fluorescencyjna do obrazowania Cys, Hey i dwutlenku siarki

8. Podsumowanie

Kumaryny, jako rodzina zwiazkow, stanowia jedng z najbardziej uniwersalnych i fa-
twych do zastosowania rodzin sond fluorescencyjnych, o szerokim zakresie zastosowan.
W pracy przedstawiono przyktady fluorescencyjnych sond kumarynowych, mechanizm
ich dziatania oraz zastosowanie w biochemii. Odpowiednio zmodyfikowane chemicznie
kumaryny posiadajg specyficzne wiasciwosci fotofizyczne i spektroskopowe, co pozwala
je selektywnie stosowa¢ w wykrywaniu roznych grup tiolowych, ale jednoczesnie wyka-
zujg szeroki zakres tolerancji na rozne parametry srodowiska. Chociaz synteza sond
fluorescencyjnych poczynita ogromne postepy w ostatnich latach, wydaje sie, ze mozli-
wos¢ kolejnych modyfikacji i wlasciwos$ci fotochemiczne kumaryn otwieraja droge do
kolejnych aplikacji tych atrakcyjnych zwigzkow w biomedycynie.
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Sondy fluorescencyjne oparte na szkielecie kumaryn do wykrywania
biologicznych tioli

Streszczenie

Kumaryna i jej pochodne to wazne zwiazki naturalne o r6znorodnej aktywnosci biologicznej, w tym przeciw-
bakteryjnej, przeciwnowotworowej, przeciwzapalnej, przeciwutleniajacej i przeciwdepresyjnej, co czyni je
atrakcyjnymi kandydatami do zastosowan medycznych. Kumaryny, heterocykliczne benzo-o.-pirony o natural-
nych wiasciwosciach fotochemicznych, odpowiednio zmodyfikowane sg czesto wykorzystywane jako sondy
do detekcji biotioli. W artykule przedstawiono przyktady sond fluorescencyjnych opartych na szkielecie
kumaryny, mechanizm detekcji tioli oraz zastosowania w obrazowaniu zywych komorek.

Stowa kluczowe: kumaryny, tiole, sondy fluorescencyjne

Fluorescent probes based on the coumarin backbone for the detection
of biological thiols

Abstract

Coumarin and its derivatives are important natural substances with a variety of biological activities, including
antibacterial, anticancer, anti-inflammatory, antioxidant, and antidepressant, making them attractive therapeutic
candidates. Coumarins, a heterocyclic benzo-a-pyrone with a photochemical nature have fluoerscent proper-
ties, when modified appropriately are often used as probes for biothiol detection. Examples of the fluorescent
probe based on coumarin skeleton, thiol detection mechanism, and applications in live cell imaging are also
all presented.

Keywords: coumarin, thiol, fluorescent probe
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Charakterystyka ziol
i wystepujacych w nich pozostalosci pestycydow

1. Wprowadzenie

Ziota sg roslinami cenionymi wsrod ludzi od bardzo wielu lat, poniewaz zawieraja
substancje czynne, ktore korzystnie wptywaja na metabolizm cztowieka [1, 2]. Grupa ta
obejmuje przede wszystkim jednoroczne i dwuletnie roéliny zielne, ale takze drzewa,
krzewy, warzywa i byliny.

Rosliny zielarskie stanowig zrodlo zwigzkow bioaktywnych i sg szeroko stosowane
na duzg skale w roznych sektorach, m.in. w ziololecznictwie (rosliny lecznicze) jako fito-
chemikalia, farmaceutyki, nutraceutyki, preparaty ziotowe, suplementy diety, w aroma-
terapii (rosliny olejkodajne) jako perfumy i kosmetyki, a ponadto jako przyprawy (rosliny
przyprawowe), gdyz posiadaja szereg zwigzkoéw fitochemicznych [3]. Ich dobroczynne
wiasciwos$ci wynikajg z wysokiej zawartosci naturalnych sktadnikow biologicznie czyn-
nych. Naleza do nich zwigzki fenolowe, alkaloidy, flawonoidy, glikozydy, antocyjanidyny,
kardenolidy, saponiny, olejki eteryczne czy garbniki [4, 5].

Oproécz tych niezbednych i cennych substancji ziola moga zawiera¢ zanieczyszczenia,
zwlaszcza pozostatosci pestycydow [6, 7]. Wystepowanie pestycydow jest Scisle zwia-
zane z szerokim ich stosowaniem we wspotczesnym rolnictwie w celu minimalizacji strat
plonu powodowanych szeregiem agrofagdw oraz zapewnienia zwigkszonej produkcji
ro$linnej, co moze mie¢ niekorzystny wpltyw na zdrowie cztowieka [8]. Obecnos¢ pesty-
cydow jest krytycznym wyznacznikiem jakosci i bezpieczenstwa zywnosci [9, 10], ponie-
waz niektore wykazuja dziatanie toksyczne dla cztowieka, m.in. mutagenne, teratogenne,
rakotworcze czy uczulajace, a ponadto mogg by¢ trwate w srodowisku (trudno ulegaja
rozktadowi, majg mozliwos¢ bioakumulacji i migracji) [11]. Wraz z rosngca popularnoscia
1 stosowaniem ziol, ktore z racji swoich wiasciwos$ci nie powinny zawiera¢ jakichkol-
wiek zanieczyszczen, isotng role¢ pelni monitorowanie szkodliwych substancji w nich
wystepujacych [6, 11-14].

Ze wzgledu na powszechne stosowanie surowcow ziolowych w medycynie tradycyj-
nej i w diecie, w stanie $wiezym i suszonym, jako cale roliny lub ich fragmenty (liscie,
kora, nasiona, owoce, kwiaty czy korzenie), wrasta ich komercjalizacja [15, 16]. Chociaz
wiele roslin zielarskich jest nadal zbieranych w stanie dzikim, komercyjna uprawa nabiera
coraz wigkszego rozpedu ze wzgledu na rosngcg swiadomo$¢ konsumentow i zapotrze-
bowanie na surowce roslinne o wysokiej jakosci [17].

W celu zapewnienia bezpieczenstwa surowcow zielarskich, w zaleznosci od ich prze-
znaczenia (wyroby farmaceutyczne, zywno$¢), zostaty ujednolicone najwyzsze dopusz-
czalne poziomy pozostatosci — NDP (MRLs, ang. maximum residue levels) przez r6zne
organizacje migdzynarodowe tworzace spisy substancji czynnych, lekow, takie jak m.in.

1 m.jankowska@iorpib.poznan.pl, Instytut Ochrony Ro$lin — Pafistwowy Instytut Badawczy, Terenowa Stacja
Doswiadczalna w Bialymstoku, ul. Chetmonskiego 22, 15-195 Biatystok, www.ior.bialystok.pl.
2 b.lozowicka@iorpib.poznan.pl, jw.

202


https://pl.wikipedia.org/wiki/Krzew
https://pl.wikipedia.org/wiki/Warzywa
https://pl.wikipedia.org/wiki/Bylina_(botanika)
https://pl.wikipedia.org/wiki/Zio%C5%82olecznictwo
https://pl.wikipedia.org/wiki/Aromaterapia
https://pl.wikipedia.org/wiki/Aromaterapia
https://pl.wikipedia.org/wiki/Przyprawa

Charakterystyka ziot i wystepujgcych w nich pozostatosci pestycydow
Farmakopea Europejska (EP, ang. European Pharmacopoeia), Kodeks Zywno$ciowy
(CA, ang. Codex Alimentarius) i Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA,
ang. European Food Safety Authority) [18-20].

Celem niniejszej pracy byta ogolna charakterystyka ziot i ich korzystnych dla zdro-
wia wlasciwosci oraz prezentacja wystepujacych pozostatosci pestycydow w roslinach
zielarskich w odniesieniu do obecnego stanu wiedzy. W pracy dokonano przegladu tekstow
naukowych dotyczacych pozostatosci pestycydow powstatych w ciggu ostatniej dekady
(w latach od 2011 do 2023).

2. Charakterystyka zio6l

2.1. Podzial ziol

Ziota z uwagi na szeroki zakres dzialania maja bardzo wiele zastosowan, dlatego
mozna je w rozny sposob kwalifikowa¢. Jednym z najbardziej znanych podziatow ziot
jest podziat na rosliny lecznicze, przyprawowe i olejkodajne.

Rosliny lecznicze to rosliny, z ktorych pozyskuje si¢ surowce zielarskie zawierajace
substancje czynne stosowane w medycynie i ziotolecznictwie, tzw. fitofarmaceutyki.
Preparaty wyrabia si¢ z roslin $wiezych i suszonych (z korzeni, np. koztka lekarskiego;
fodyg i lisci, np. miety pieprzowej; kwiatow, np. rumianku pospolitego) w postaci macera-
tow, naparow, odwardow, nalewek, wyciggow, sokow, tabletek, granulatow, olejkow itp.

Do roélin przyprawowych naleza ro$liny i ich cz¢sci (korzenie, ktacza, cebule, kora,
kwiaty, owoce, nasiona) w stanie §wiezym, wysuszonym lub po obrobce mechaniczne;j,
stosowane jako przyprawy. Ze wzgledu na specyficzny smak i aromat uzywane sg jako
dodatki do pozywienia w celu poprawienia smaku, nierzadko przypisuje si¢ im rowno-
czesnie dzialanie lecznicze (np. bazylia, oregano, rozmaryn, rukola, tymianek itp.).

Rosliny olejkodajne sa roslinami zawierajacymi powyzej 0,01% olejku eterycznego
o przyjemnym zapachu oraz specyficznym smaku, zwykle gorzkim i palagcym. Olejki sa
mieszaninami ré6znych zwigzkéw chemicznych: aldehydow, estrow, ketonow, alkoholi
czy weglowodorow. Rosliny olejkodajne stosowane sg jako przyprawy kuchenne wzma-
gajace apetyt i poprawiajace trawienie, jako rosliny lecznicze, a takze w przemysle per-
fumeryjnym, kosmetycznym i do wyrobu mydet. Przyktady roslin olejkodajnych: arnika
gorska, rumianek pospolity, melisa lekarska, mieta pieprzowa, szatwia lekarska, kminek
zwyczajny, kolendra, lubczyk ogrodowy.

Wiele cennych informacji dotyczacych przynaleznos$ci do poszczegolnych rodzin bo-
tanicznych konkretnych gatunkow zi6t oraz substancji wchodzacych w ich sktad mozna
odnalez¢ w botanicznym raporcie EFSA [21].

2.2. Wlasciwosci wybranych gatunkow roslin zielarskich

Rosliny zielarskie w zaleznosci od gatunku zapewniajg szeroki wachlarz dobroczyn-
nych wlasciwosci na organizm ludzki, m.in. antybakteryjnych, antywirusowych, wzmac-
niajacych odpornosé, dzigki czemu chetnie stosuje si¢ je w przezigbieniach i grypie. Przy-
gotowane z nich napary, nalewki, soki lub oleje usuwaja szkodliwe produkty przemiany
materii, regulujg prace narzagdéw wewnetrznych, oczyszczaja, odkazaja i tagodza.

W tabeli 1 zestawiono wybrane gatunki roslin leczniczych, przyprawowych i olejko-
dajnych, ze wskazaniem zawartych w nich zwiazkéw bioaktywnych, oraz podano przy-
ktady dziatania na czlowieka.
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Z uwagi na fakt, iz Polska jest jednym z gtéwnych i cenionych producentéw oraz
eksporterow surowcow zielarskich (udzial w §wiatowej produkcji szacowany jest na ok.
25 tys. ton zi6t rocznie), z czego 80% to ziota pochodzace z upraw (ok. 70 gatunkow),
a pozostate 20% zi6t pochodzi ze stanowisk naturalnych (okoto 100 gatunkow roslin) [22].
W zestawieniu przedstawionym w tabeli 1 wybrano gatunki zidt najczgsciej uprawiane
w Polsce oraz dominujgce gatunki roélin zielarskich pozyskane ze stanu naturalnego [22,

23].

Tabela 1. Wykaz wybranych gatunkéw roslin zielarskich, ich sktad i dziatanie na czlowieka

Nazwa gatunku
(nazwa facinska)

Obecno$¢ zwigkow bioaktywnych

Dziatanie na cztowieka

Babka lancetowata
(Plantago lanceolata)

flawonoidy, pektyny, $luz, garbniki,
kwasy organiczne oraz witaminy A, C, K

bakteriobdjcze,
na uktad trawienny, moczowy
i oddechowy

Bazylia pospolita
(Ocimum basilicum L.)

olejek eteryczny, garbniki, flawonoidy,
saponiny, sole mineralne, witaminy

ulatwia trawienie,
przeciwdepresyjne, zewngtrznie
pomaga pozby¢ si¢ obrzekéw

i opuchlizn
Bez czarmny olejki eteryczne, flawonoidy, kwasy goraczka
(Sambucus nigra L.) organiczne, garbniki, sole mineralne, przezigbienie, grypa, uktad
antocyjany, pektyny, kwasy organiczne, odpornosciowy,

witaminy, karotenoidy, garbniki i sole
mineralne

infekcja uktadu moczowego

Czaber
(Satureja hortensis L.)

olejek eteryczny, garbniki, zywice, $luzy,
sole mineralne

olejek zwalcza wiele
chorobotworczych bakterii
i grzyboéw

Dziurawiec zwyczajny
(Hypericum perforatum
L)

zwiazki antonoidowe, glikozydy
flawonoidowe, garbniki katechinowe

moczopedne, wzmacniajace
naczynia wlosowate,
przeciwzapalne, zotciopedne

Glistnik jaskotcze ziele
(Chelidonium majus L.)

alkaloidy benzyloizochinolinowe, kwasy
fenolowe

olejek do walki z kurzajkami,
leczenie brodawek, luszczycy,
lupiezu oraz tradziku i tojotoku

Jezéwka purpurowa
(Echinacea purpurea L.)

polisacharydy, flawonoidy,
polifenolokwasy, alkilamidy,
poliacetyleny

pobudza dziatanie uktadu
odpormos$ciowego, zwalcza
infekcje wirusowe i bakteryjne

Kminek lekarski

zelazo, witamina A i C

zwigksza odporno$¢, pomaga
w astmie, cukrzycy, zapaleniu

(Coriandrum L.)

(Carum L.)
oskrzeli
Kolendra olejek eteryczny, zywice, olej thusty, przeciwskurczowe, dzialanie

zwiazki biatkowe i cukrowe, fitosterole,
pektyny, skrobi¢ i mikroelementy

uspokajajace 1 wzmacniajace,
wlasciwosci grzybobojcze

i bakteriobojcze
Koper ogrodowy limonen, sole mineralne, fosfor, Zelazo, dobrze wplywa na prace
(Anethum graveolens L.) witamina C, D, E, K, H oraz r6zne zotadka, niestrawnos¢, wzdecia
i kolki

odmiany witaminy B

Kozieradka pospolita
(Trigonella foenum-
graecum L.)

olejek eteryczny, substancje sluzowe
(m.in. krzem i fosfor), cholina i alkaloid
trygonelina, Zywice, gorycze, sole
mineralne (kobalt, potas, sod, miedz,
magnez, wapn, mangan, zelazo, siarke,
cynk), cukry, witamina A, B, D, PP

pobudza wydzielanie §liny
i sokow — zotadkowego
i trzustkowego, utatwia
trawienie pokarmow

i flawonoidy
Koztek lekarski walepotriaty, olejek eteryczny, zwigzki na bezsennos¢, dziatanie
(Valeriana officinalis) terpenowe uspokajajace
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Krwawnik pospolity
(Achillea millefolium L.)

flawonoidy, olejek eteryczny, cholina,
garbniki, sole mineralne (magnez, cynk,
azot, potas, fosfor), witamina C

przeciwkrwotoczne, usuwajace
szkodliwe produkty przemiany
materii, przeciwzapalne

i pobudzajace apetyt

L)

Lawenda waskolistna
(Lavandula angustifolia

olejek, garbniki, kumaryny, fitosterole,
antocyjany, kwasy organiczne

znieczulajace i uspokajajace,
ma dzialanie bakteriobdjcze
i grzybobdjcze

Lubczyk ogrodowy

(Levisticum officinale)

olejek eteryczny, cukry, kwasy
organiczne, kumaryny, skrobia,
fitosterole, sole mineralne i witaminy

wlasciwosci moczopedne

Majeranek ogrodowy

(Origanum majorana L.)

olejek, flawonoidy, garbniki, saponiny,
biatka, witaminy i sole mineralne

przeciwgrzybicze,
antybakteryjne, przeciwbolowe,
moczopegdne

Melisa lekarska
(Melissa officinalis L.)

olejek eteryczny, flawonoidy,
fenolokwasy, triterpeny, $luzy, gorycze,
sole mineralne, witamina C

uspokajajace, pobudza
trawienie, antyseptyczne,
rozkurczowe

(Ginkgo biloba L.)

Migta pieprzowa olejek eteryczny, garbniki, gorycze, bakteriobdjcze,
(Mentha x piperita L.) flawonoidy, kwasy organiczne, sole przeciwskurczowe,
mineralne przeciwzapalne, zOtciotworcze
i z6Iciopegdne, poprawia apetyt
i obniza ci$nienie krwi
Mitorzab japonski flawonoidy, terpeny, kwasy organiczne

przy miazdzycy i chorobie
wiencowej, pomaga
likwidowa¢ szumy uszne,
zawroty glowy, otgpienie
umystowe oraz poprawia stuch

Mniszek lekarski
(Taraxacum officinale)

witamina C, D, A oraz witaminy z grupy
B, garbniki, flawonoidy, potas, magnez,
krzem, zelazo, zwigzki triterpenowe
inulina, kwasy polifenolowe, karotenoidy,
cholina i asparagina

przeciwbakteryjne,
przeciwwirusowe,
przeciwgrzybicze

Nagietek lekarski
(Calendula officinalis)

olejek eteryczny, gorycze, $luz, kwasy
organiczne, karoteny, zywice, garbniki

w chorobach skomych,
owrzodzeniach, zylakach
odbytu, odmrozeniach,
oparzeniach

Ostropest plamisty
(Silybum marianum)

witamina B2, D, E, K, karotenoidy,
flawonoidy, sylimaryna, olejki eteryczne,
sacharoza, galaktoza, arabinoza, gorycze,
sole mineralne

regeneracyjne na watrobe,
ochraniajgce i wzmacniajace

Pokrzywa zwyczajna
(Urtica dioica L.)

karotenoidy, flawonoidy, chlorofil,

garbniki, weglowodany, thuszcze, bialka,

witamina C, A, K, B2, sole mineralne,
takie jak wapn, zelazo, potas

wzmacniajace, uzupetnia
niedobory zelaza, moczopgdne,
przeciwbiegunkowe

Prawoslaz lekarski
(Althaea officinalis L.)

polisacharydy, flawonoidy

powlekajace, przeciwswiadowe
i ostonowe (m.in. blony

$luzowe jamy ustne;j i gardia)
Rokitnik zwyczajny witamina A, B1, B2, B6, bogactwo przy przezigbieniu, stanach
(Hippophae rhamnoides witaminy C zapalnych gomych drog
L)

oddechowych, chorobach

Rozmaryn lekarski
(Rosmarinus officinalis)

olejek eteryczny, kwasy organiczne,
garbniki, terpeny, flawonoidy i fitosterole

reumatycznych oraz skornych
przeciwzapalne,
przeciwutleniajace, z6tciopedne

i rozluZniajace
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Rumianek pospolity olejek eteryczny, flawonoidy, kumaryny, przeciwalergiczne, napotne,
(Matricaria chamomilla terpeny, kwasy organiczne, gorycze, przeciwzapalne w stanach
L.) cholina, witamina C i sole mineralne zapalnych drég moczowych,
W leczeniu biegunki i zaburzen
trawiennych
Skrzyp polny flawonoidy, substancje mineralne, moczopedne, wzmacniajace,
(Equisetum arvense L.) zwigzki krzemu przeciwkrwotoczne,
uszczelniajgce naczynia
krwionosne, przeciwbakteryjne,
przeciwzapalne
Szatwia lekarska garbniki pirokatechionowe, kwasy przeciwpotne, przeciwzapalne,
(Salvia officinalis L.) wielofenolowe, olejek eteryczny, przeciwbakteryjne, korzytnie
witamina A, PP, B, C, sole mineralne dziata na uktad pokarmowy
Tymianek pospolity olejek eteryczny, garbniki, kwasy wykrztusne, przeciwzapalne,
(Thymus vulgaris) organiczne, gorycze przeciwskurczowe,
bakteriobdjcze
i przeciwgrzybicze
Wiesiolek olej zawiera nienasycone kwasy w leczeniu i fagodzeniu
(Oenothera L.) tluszczowe (NNKT) omega-6 objawow atopowego zapalenia
skory, przeciwzapalne,
przeciwastmatyczne

Zrodio: opracowanie whasne na podstawie [21, 24].

3. Charakterystyka pestycydéw w ziotach
3.1. Stan wiedzy

Na calym $wiecie prowadzone sg liczne badania w celu okreslenia wystgpowania
pozostalosci pestycydéw w ziotach zardwno surowych, jak i przetworzonych. W pracy
dokonano przegladu prac naukowych, opublikowanych w bazie Science Direct w latach
0d 2011 do 2023 (stan na dzien 11.05.2023), dotyczacych pozostatosci pestycydow w zio-
tach, wpisujac nastepujace stowa kluczowe: ,.herb” i , pesticide”, a takze w potaczeniu
Z hastami ,,analysis” oraz ,,processing”, a wyniki posortowano wedtug filtru ,,trafnos¢”
(ang. relevance).

Jak wynika z przeprowadzonego przegladu, obecny stan wiedzy na ten temat jest dos¢
bogaty, czego dowodem jest rosnaca liczba publikacji (rys. 1). Zainteresowanie badaczy
ta tematyka jest stale aktualne, poniewaz lacznie ukazato si¢ ponad 6 tys. rekordow
(6425) po wpisaniu hasta ,herb+pesticide” (rys. 1), z czego najwigcej opublikowano
w 2022 roku. Oryginalne prace badawcze stanowily wigkszos¢, bo 3005 arykutow, prace
o charakterze przegladowym to 1195 artykulow, a rozdziaty w ksigzkach stanowity 1534
artykuly. Najwiecej prac opublikowano w obszarze nauk rolniczych i biologicznych
(2767 prac), nauk o srodowisku (1524 prace), farmakologii, toksykologii i nauk farma-
ceutycznych (884 prace) oraz chemii (776 prac).
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Rysunek 1. Liczba publikacji dotyczaca pozostato$ci pestycydow w ziotach w latach od 2011 do 2023
[opracowanie wiasne]

W literaturze mozna odnalez¢ 5809 doniesien dotyczacych metod przygotowywania
probek i1 oznaczania pestycydow, wpisujac w bazie Science Direct stowa kluczowe
,pesticide+herb+analysis” (rys. 1).

Oznaczanie pozostatosci pestycyddw w roslinach zielarskich jest do$¢ problematyczne.
Stanowi to wyzwanie analityczne, gdyz ziota naleza do ztozonych matryc zawierajacych
rozne substancje o podobnych wilasciwosciach fizykochemicznych, przeszkadzajacych
w analizie. Dlatego tez wspolczesni naukowcy skupiaja sie nad opracowywaniem wielo-
pozostatosciowych metod analitycznych w celu oznaczania mozliwie jak najwiekszego
spektrum substancji czynnych w jednym toku analitycznym w réznych gatunkach ziot
[25-28], bazujac w gldwnej mierze na technice QUEChERS [29-33] z wykorzystaniem
chromatografii gazowej [34-36] i cieczowej [29, 30, 37] sprzezonej ze spektrometrig mas
(GC-MS oraz LC-MS), ktdorych dynamiczny rozwdj mozna zaobserwowac na przestrzeni
ostatnich lat.

Surowce zielarskie ze wzgledu na krotka trwatos¢ i sezonowos$¢ sg poddawane rézno-
rodnym procesom technologicznym, stad tez zainteresowanie wérod badaczy sposobem
zachowania substancji czynnych srodkow ochrony roslin w trakcie przetwarzania z za-
stosowaniem roznych czynnikoéw [13, 38-41]. W wyniku przegladu literaturowego po
wpisaniu ,,pesticidet+herb+processing” ukazato si¢ 5612 prac (rys. 1).

Jest to obiecujacy kierunek badan, gdyz procesy technologiczne zmieniajg nie tylko
wiasciwosci chemiczne i fizyczne produktu roslinnego, ale rowniez wptywaja na zmiang
stezenia pozostatosci srodkow ochrony roslin, powodujac ich zmniejszenie w produkcie
koncowym, w szczegolnych przypadkach zwiekszenie, w porownaniu do stezen w surowcu
nieprzetworzonym [42, 43], a jest to uzaleznione w duzym stopniu od wiasciwosci
fizykochemicznych pestycydu.
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3.2. Wystepowanie pozostalo$ci pestycydow w ziotach

Jak wynika z danych przedstawionych w corocznych raportach Europejskiego Urzedu
ds. Bezpieczefistwa Zywnosci [44-46] dotyczacych pozostatosci srodkéw ochrony roslin
w plodach rolnych badanych w Unii Europejskiej (UE) w latach od 2018 do 2020, ok.
44-53% nieprzetworzonych probek ziot zawierato pozostatosci pestycydow.

Wsrod badanych matryc mozna wymieni¢ m.in. kolendre, bazylig, rukole, sczypiorek,
tymianek, liScie herbaty czy papryczki chilli. Maksymalne dopuszczalne poziomy pozo-
statosci, wedtug obowigzujgcego unijnego rozporzadzenia 396/2005 [20], przewyzszato
ok. 17% probek. Wskaznik przekroczen granicznych limitow w 2020 roku (5,1%) wzrost
w porownaniu z 2019 (3,9%) 1 2018 (4,5%). Przekroczenia NDP zgloszono dla nie-
zatwierdzonych substanciji:

antrachinon w herbatach;

chlorany w rukoli i roszponce;

chloropiryfos w liSciach herbaty;

chlorfenapyr, karbendazym i tricyklazol w probkach papryki chili.
W ramach krajowej urzedowej kontroli, w odniesieniu do danych publikowanych
przez Instytut Ochrony Roslin — Panstwowy Instytut Badawczy na przestrzeni ostatnich
3 lat (od 2018 do 2020), przekroczenia NDP okreslone przez UE stwierdzono w ok. 1-2%
probek i wigzaly si¢ one gldwnie ze stosowaniem niedozwolonych substancji. W przy-
padku zi6t nieprawidlowosci dotyczyly wycofanego chloropiryfosu w probkach rukoli
i kopru [47], ktorego maksymalny okres karencji minat 16 kwietnia 2020 roku. Chlo-
ropiryfos charakteryzuje sie wysoka toksycznoscig dla organizmu cztowieka. Szkodliwy
wplyw tej substancji na zdrowie ludzi przestawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Wptyw chloropiryfosu na zdrowie cziowieka

Wzér chemiczny i strukturalny Wplyw na zdrowie cztowieka
CoH11CIsNO3sPS Substancja zaburzajaca funkcjonowanie uktadu hormonalnego
Dziatanie neurotoksyczne
A0 3 Inhibitor enzymu acetylocholinoesterazy
T | o—‘Fl—o Szkoldiwy wplyw na rozw¢j cztowieka i reprodukcje
0. \“—CHj
CHa

Zrodlo: opracowanie wlasne na podstawie [48].

W literaturze naukowej sposrod roznych grup pestycydoéw badacze czgsto odnoto-

wywali w probkach ziot obecnos¢ pozostatosci pestycydow takich jak:

e insektycydy chloroorganiczne (OCP, ang. organochlorine pesticides), np. analogi
DDT (p, p’-DDD, p, p’-DDE, o, p’-DDT i p, p'-DDT) [49], izomery HCB (a, B, v,
i 3-HCB) i HCH w r6znych ziotach [50, 51], indyjskich preparatach ziotowych [52]
i lisciach herbaty [53], a takze endosulfan [54];

o insektycydy fosforoorganiczne (Ops, ang. organophosphorus pesticides), np. malation
i diazinon w rumianku, migcie pieprzowej 1 nasionach kminku [55], chloropiryfos
w skrzypie polnym [9], koprze i natce pietruszki [56], dichlorfos w nagietku [36],
chlorfenwinfos i fozalon w rozmarynie oraz etion w oregano [57], dimetoat w ty-
mianku [58] i acefat w r6znych ziotach [47];
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e insektycydy z grupy pyretroidow (Pys, ang. pyrethroids), np. bifentryna, A-cyhalo-
tryna, cypermetryna i fenwalerat w herbatach [54], deltametryna w kolendrze [36];
¢ insektycydy z grupy neonikotynoidow (NDs, ang. neonicotinoids), np. acetamipryd
w kolendrze [36], imidachlopryd w r6znych ziotach [59, 60] czy nasionach Inu [58];
o fungicydy, np. difenyloamina, tebukonazol w babce lancetowatej [9], flusilazol
w kolendrze [36], azoksystrobina, karbendazym i piraklostrobina w tymianku [58];
e herbicydy, np. alachlor w rozmarynie [57], linuron w tymianku [58] oraz symazyna
w roznych ziotach [50].

Obecnos¢ pozostatosci pestycydow w roslinach ziotowych moze wynikac z niewtasci-
wych praktyk rolniczych [44-47], moga si¢ gromadzi¢ podczas uprawy roslin zielarskich,
tzn. przed zbiorem, po zbiorze lub podczas zabiegow, np. poprzez immisjg srodkow ochrony
ro$lin z sgsiadujacych poletek, oprysk niezarejestrowanym preparatem do zwalczania cho-
1rob i szkodnikoéw w ochronie danego gatunku, a takze w wyniku uprawy ziot na glebach
skazonych trwalymi w srodowisku zanieczyszczeniami (POPS, ang. persistent organic
pollutans) stosowanymi w przesztosci, charakteryzujacymi si¢ bardzo dtugim okresem
rozktadu, np. DDT, czy korzystanie ze skazonych zrodet wody [49, 51, 52, 55, 56].
Zanieczyszczenia moga si¢ pojawic takze w trakcie transportu, przetwarzania i przecho-
wywania ziot, np. poprzez podawanie fumigantow, a w konsekwencji moga by¢ obecne
w produktach ziotowych [42, 43].

4. Whnioski/Podsumowanie

1. W pracy zestawiono wybrane gatunki ro$lin leczniczych, przyprawowych i olejko-
dajnych powszechnie uprawianych w Polsce i pozyskiwanych ze stanowisk natu-
ralnych. Wskazano obecno$¢ substancji bioaktywnych w ziotach i ich dziatanie na
czlowieka.

2. Przeglad literatury prac naukowych dotyczacych pozostatosci pestycydow z ostat-
niej dekady (od 2011 do 2023) wskazat na stale rosngce zainteresowanie badaczy
tematyka pozostatosci pestycydow w ziotach (w duzej mierze zwigzany z dynamicz-
nym rozwojem analityki na przestrzeni ostatnich lat).

3. Wskazano zwigzki najczesciej wystepujace w ziolach (gtdwnie insektycydy chloro-
organiczne i fosforoorganiczne) oraz potencjalne przyczyny ich zanieczyszczenia.

4. Liczne przypadki wykry¢ pozostatosci pestycydow w roznych roslinach zielarskich
swiadcza o tym, Ze niezbedny jest ciagly ich monitoring oraz opracowanie ograniczen
regulacyjnych, co jest kluczowe dla zapewnienia ich wysokiej jakosci i bezpieczen-
stwa zdrowia czlowieka.
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Charakterystyka ziél i wystepujacych w nich pozostalo$ci pestycydow

Streszczenie

Ziota sa stosowane od wielu lat m.in. w ziotolecznictwie, jako sktadniki farmaceutykow i nutraceutykéow,
preparaty ziotowe, suplementy diety, w aromaterapii, jako perfumy i kosmetyki oraz jako przyprawy. Rosliny
zielarskie charakteryzuja si¢ wysoka obecnos$cia zwiazkow bioaktywnych, takich jak zwiazki fenolowe, alka-
loidy, flawonoidy, glikozydy, antocyjanidyny, kardenolidy, sponiny, olejki eteryczne czy garbniki, korzystnie
wplywaja na metabolizm cztowieka, niemniej moga zawiera¢ zanieczyszczenia, zwlaszcza pozostatosci
pestycydow.

Celem niniejszej pracy byta charakterystyka zi6t i ich wlasciwoscei oraz prezentacja wyst¢pujacych w nich
pozostatosci pestycydow w odniesieniu do obecnego stanu wiedzy. Zestawiono wybrane gatunki ro$lin
leczniczych, przyprawowych i olejkodajnych, ich sktad i dziatanie na cztowieka.

Przeglad literatury na przestrzeni ostatniej dekady (od 2011 do 2023) dostarczyt dowodow na stale rosnace
zainteresowanie badaczy tematyka pozostatosci pestycydow w ziotach. Wskazano zwiazki najczgsciej wyste-
pujace w ziolach (glownie insektycydy chloroorganiczne i fosforoorganiczne) oraz potencjalne przyczyny ich
zanieczyszczenia. Liczne przypadki wykry¢ pozostatosci pestycydow w réznych roslinach zielarskich $swiad-
cza 0 tym, ze niezbedny jest ciggly ich monitoring oraz opracowanie ograniczen regulacyjnych, co jest
kluczowe dla zapewnienia ich wysokiej jakosci 1 bezpieczenstwa zdrowia cztowieka.

Stowa kluczowe: pozostatosci pestycydow, rosliny zielarskie, wystepowanie, bezpieczenstwo zywnosci,
zdrowie czlowieka

Herbs characterization and their pesticide residues occurence

Abstract

Herbs have been used on a large scale in various sectors, e.g. in herbal medicine, pharmaceuticals, nutra-
ceuticals, herbal preparations, dietary supplements, aromatherapy as perfumes and cosmetics and spices.
Herbal plants exhibit a number of bioactive compounds such as phenolic compounds, alkaloids, flavonoids,
glycosides, anthocyanidins, cardenolides, sponins, essential oils or tannins, having a positive effect on human
metabolism, however can contain impurities, especially pesticide residues.

The aim of this work was to characterize the herbs and their properties as well as to present the pesticide resi-
dues present in them in relation to the current state of knowledge. Selected species of medicinal, spice and
oleaginous plants were listed including their composition and effect on humans.

The review of the literature over the last decade (2011-2023) showed the constantly growing interest of
researchers in the pesticide residues in herbs. The most common compounds found in herbs (mainly
organochlorine and organophosphorus insecticides) and potential causes of their contamination were indicated.
Numerous cases of pesticide residues detection in various herbal plants proved that it is necessary to monitor
them continuously and develop regulatory restrictions which are crutial to ensure their high quality and
human health safety.

Keywords: pesticide residues, herbal plants, occurrence, food safety, human health
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Zastosowanie wybranych biostymulatorow w rolnictwie

1. Wprowadzenie

Dzisiejsze podejscie do rolnictwa ukierunkowane jest przede wszystkim na poprawe
i zwigkszenie jakosci plonéw w celu poprawy rentowno$ci gospodarstw. Zwigkszona
produkcja rolna oraz nastawienie na produkcj¢ ekologiczng wymusza na producentach
zywnosci zastosowanie naturalnego podejs$cia do swoich upraw. Ro$liny narazone s3 na
liczne stresy $rodowiskowe, zwigzane m.in. ze zmianami temperatury, deficytem lub
nadmiarem wody czy chociazby nadmiernym promieniowaniem stonecznym. Wszystkie
te procesy zaklocaja fizjologiczng rownowage roslin, a takze wptywaja na ich wzrost,
pobieranie sktadnikéw pokarmowych z gleby czy procesy zachodzace w samej roslinie.
Obecnie dla poprawienia jakosci ptodow rolnych stosowane sg zarowno $rodki naturalne,
jak i te bedace wynikiem syntezy chemicznej. Wiekszo$¢ z nich jednak uwalnianych jest
do srodowiska naturalnego, a wprowadzenie ich do obrotu zwigzane jest z licznymi obo-
strzeniami prawnymi [1]. Dlatego w nowoczesnym rolnictwie coraz cze¢sciej poszukuje
si¢ takich srodkow, ktore bedg aktywowac nie tylko naturalne procesy obronne, stymu-
lujace wzrost i rozwdj roslin, ale jednoczesnie przyczynia si¢ do zmniejszenia wptywu
negatywnych warunkéw srodowiskowych podczas wegetacji. Jedng z grup takich $rod-
kéw sa biostymulatory roslinne. Zgodnie z ustawg z dnia 10 lipca 2007 roku o nawozach
1 nawozeniu [2] stymulator wzrostu to zwigzek organiczny lub mineralny, lub ich
mieszanina, ktére wplywaja korzystnie na rozwdj roslin badz inne procesy zyciowe
roslin, z wylaczeniem regulatora wzrostu bedacego srodkiem ochrony roslin w rozumieniu
przepisow o ochronie roslin. Jako ten ostatni rozumie si¢ Srodki wptywajace na procesy
zyciowe roslin, na przyktad substancje dziatajace regulujaco na rosling, inne niz sub-
stancje odzywcze [3]. Wedtug Europejskiego Stowarzyszenia Producentow Biostymula-
torow (EBIC, ang. European Biostimulants Industry Council) biostymulator to produkt
nawozowy, ktory niezaleznie od zawartosci sktadnikdw pokarmowych zawiera substancje
(substancje) czynna badz mikroorganizmy. Po zastosowaniu na rosling materiat ten sty-
muluje naturalne procesy, ktore prowadza do poprawy co najmniej jednej z nastgpuja-
cych cech rosliny: efektywnosci wykorzystania sktadnikow pokarmowych, tolerancji na
stres abiotyczny lub cech jako$ciowych plonéw [4].

Klasyfikacje stymulatoréw wzrostu roslin przedstawiono na I Swiatowym Kongresie
Naukowym w Strasburgu w 2012 roku. Podziat ten obejmowat nastepujace grupy: sub-
stancje humusowe, kompleksowe materiaty organiczne, sktadniki pochodzenia mineral-
nego, sole nieorganiczne (zawierajace fosforyn), wyciagi z wodorostow morskich, pochodne
chityny i chitozanu, antytranspiranty (substancje stosowane dolistnie ograniczajace

! dorota.gendaszewska@lit.lukasiewicz.gov.pl, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz —£.6dzki Instytut Technologiczny,
www.lit.lukasiewicz.gov.pl.
2 katarzyna.miskiewicz@lit.lukasiewicz.gov.pl, Sie¢ Badawcza Eukasiewicz — Lodzki Instytut Technologiczny,
www.lit.lukasiewicz.gov.pl.
8 dorota.wieczorek@lit.lukasiewicz.gov.pl, Sie¢ Badawcza Fukasiewicz — £6dzki Instytut Technologiczny,
www.lit.lukasiewicz.gov.pl.
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transpiracje¢) oraz wolne aminokwasy i inne zwigzki azotowe [4]. Obecnie zarejestrowanych
jest ok. 100 srodkow wspomagajacych uprawe roslin, a ok. 500 $rodkéw dziatajacych
posrednio na ro$ling poprzez poprawe¢ wiasciwosci gleby. Rozwigzanie w postaci stoso-
wania biostymulatorow staje si¢ coraz bardziej popularne. Pomimo licznych doniesien
literaturowych odno$nie do dobroczynnego wptywu preparatdéw biostymulujacych na
wzrost i plonowanie ro$lin sporo aspektow ich dziatania pozostaje jeszcze nieodkrytych.
Dlatego tez sg one obecnie elementem analiz wielu badaczy. W pracy omowiono czynniki
stresogenne roslin, scharakteryzowano najbardziej znane grupy biostymulatoroéw oraz
przedstawiono wstepne wyniki badan w ramach migdzynarodowego projektu EUREKA.
Celem tego projektu jest wprowadzenie do sprzedazy nowego produktu o podwojnym
dziataniu, zapewniajgcego ochrone przed patogenami grzybowymi oraz stymulacje
wzrostu roslin.

2. Czynniki stresogenne ro§lin

Terminem ,,stres” w przypadku roslin okreslamy wszystkie czynniki, ktére w odwra-
calny lub nieodwracalny sposob przyczyniaja si¢ do zaburzen w funkcjonowaniu rosliny
badz jej struktur [S]. Ze wzgledu na okres czasu, w ktorym skutki stresu pojawiaja si¢
W roslinie, stres mozemy podzieli¢ na pierwotny i wtdrny. Stres pierwotny to pierwotne
uszkodzenia rosliny, na przyklad strukturalne badz funkcjonalne, ktére mogg mie¢ cha-
rakter odwracalny lub nieodwracalny i moga przyczynic si¢ do $mierci komorki roslinne;.
Stresy srodowiskowe, przyczyniajace si¢ do zamierania czg¢éci nadziemnych lub podziem-
nych ro$lin, zaliczane sg do stresow wtornych [5]. Czynniki stresowe, czyli tzw. stresory,
dzielimy na czynniki abiotyczne, biotyczne oraz antropogeniczne. Czynniki abiotyczne
to gtownie czynniki §rodowiskowe, tj. S$wiatlo, temperatura czy odpowiednie nawodnienie.
To wlasnie na te czynniki rosliny sa najbardziej narazone w dobie zmieniajacego si¢
klimatu. Gdy warunki nawodnienia czy oswietlenia gleb ulegajg zmianie, prowadzi to
do wyksztatcenia odpowiedzi na poziomie komoérkowym i w zaleznosci od stopnia nate-
zenia stresu moze miec to nieodwracalne skutki, tacznie z zamieraniem ro$liny. Druga
grupg czynnikow wplywajacych na wzrost i rozwoj roslin sg czynniki biotyczne, czyli
ozywione, ktore w sposob posredni lub bezposredni oddziatujg na rosling. Do tej grupy
zaliczamy m.in.: wirusy, grzyby, bakterie, pasozyty. Moga one konkurowa¢ z ro$ling
wystepujaca w danym Srodowisku o sktadniki pokarmowe, a nawet blokowac dostep do
tych sktadnikow, co przyczynia si¢ do zamierania rosliny [6]. Trzecig grupa sa czynniki
antropogeniczne, bedace wynikiem dziatalnosci cztowieka [6]. Podziat czynnikéw stre-
sowych dzialajgcych na rosliny przedstawiono na rysunku 1 [7]. Stresy mogg mie¢ wptyw
nie tylko na produkcje fotosyntetyczna, ale rowniez powodujg uruchomienie procesow
takich jak aklimatyzacja i adaptacja [8]. Aklimatyzacja polega na niedziedziczonych
modyfikacjach strukturalnych i funkcjonalnych (w odpowiedzi na stresor) oraz na sezo-
nowym dostosowaniu si¢ ro$liny do niekorzystnych warunkéw. Adaptacja natomiast
dotyczy zmian w genomie. Zwigksza prawdopodobienstwo przezycia i reprodukcji orga-
nizmu w okreslonym srodowisku. Adaptacja zachodzi wigc w wyniku zmian ewolucyj-
nych, moze by¢ takze wynikiem celowych modyfikacji genetycznych [8]. Ze wzgledu
na miejsce dziatania czynnika stresujacego odpowiedz organizmu roslinnego moze mieé¢
charakter lokalny, gdy generowana jest w miejscu zadziatania stresora, lub strukturalny,
gdy przekazywana jest pomigdzy tkankami czy organami [9].
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Rysunek 1. Podziat czynnikéw stresowych dla roslin [7]

Wyr6zniamy trzy fazy odpowiedzi roslin na dziatanie stresowych czynnikow srodo-
wiska (rys. 2). Pierwsza faza jest faza alarmu. Dochodzi do zaktdcen proceséw metabo-
licznych, na przyktad destrukcji barwnikow czy zaktdcen procesu fotosyntezy w roslinie,
a procesy kataboliczne zaczynaja mie¢ przewage nad anabolicznymi. Jezeli jednak
czynnik stresowy dziata krotko i jego natgzenie jest niewielkie, zmiany te zazwyczaj
majg charakter odwracalny. Roslina wchodzi w faze odpornosci, w ktorej wyksztatca
szereg mechanizmoéw obronnych i naprawczych. Jezeli jednak stresor dziata zbyt dtugo,
ro$lina wchodzi w faze wyczerpania, co oznacza, ze jej organizm nie jest w stanie dtuzej
walczy¢ z czynnikiem stresowym. Zmiany funkcjonalne i strukturalne moga by¢ na tyle
duze, ze dochodzi do zamierania nadziemnych i podziemnych czeéci rosliny [10].

faza odpornosei

stres

hartowanie

doslosowanl
|

restytucja

minimum

odpomnosci
uszkodzenie
chroniczne

czas trwania ——————

ciezkie uszkodzenie

Rysunek 2. Etapy odpowiedzi na czynniki stresowe w komoree roslinnej [10]

W toku ewolucji rosliny wyksztalcity wiele barier, zarowno fizycznych, jak i che-
micznych, ktore chronig je przed dziataniami stresora, na przyklad przed wnikaniem
patogenu. Barierami fizycznymi sa miedzy innymi $ciana komorkowa, wosk, ktory
uniemozliwia namnazanie patogenow roslinnych, czy substancja wyscielajgca $ciany
komorkowe — lignina, ktora czyni komoérki odpornymi na uszkodzenia mechaniczne
i utrudnia wnikanie na przyktad patogenéw grzybowych oraz ogranicza transport sub-
stancji odzywczych z komodrek gospodarza [11 ,12]. Do barier chemicznych zaliczamy
wytwarzanie przede wszystkim réznego rodzaju substancji chemicznych, ktore zapobiegaja
wnikaniu patogenoéw czy skutkom stresu wywotanego przez sktadniki abiotyczne. Wy-
czuwanie warunkow stresu biotycznego lub abiotycznego indukuje kaskady sygnaliza-
cyjne, ktore aktywuja kanaly jonowe, kaskady kinaz, produkcj¢ reaktywnych form tlenu
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(ROS) czy akumulacj¢ hormonéw. Sygnaty te ostatecznie indukujg ekspresj¢ okreslonych
podzbioréw gendéw obronnych, ktore prowadza do zlozenia ogolnej reakcji obronne;.
Adaptacja ro$lin do biotycznych lub abiotycznych warunkéw stresowych odbywa si¢ za
posrednictwem glgbokich zmian w ekspresji genow, ktore skutkujg zmianami w sktadzie
roslinnego transkryptomu, proteomu i metabolomu. Biatka sa gltdownymi efektorami odpo-
wiedzi stresowej u roslin, obejmuja nie tylko enzymy katalizujace zmiany pozioméw
metabolitow, ale takze sktadniki maszynerii transkrypcyjnej i translacyjnej [13]. Zaréwno
stresy abiotyczne, jak i biotyczne przyczyniaja si¢ do zmian w funkcjonowaniu i struk-
turze organizmow roslinnych. Na przyktad skutkami suszy moga by¢: zmniejszenie tempa
podziatéw komoérkowych, wielkosci lisci, wydluzenia todygi i proliferacji korzeni oraz
zaburzenia w funkcjonowaniu aparatoéw szparkowych [14]. Pomimo wyksztalcenia
licznych mechanizmoéw obronnych, szczegélnie gdy stres jest dlugotrwaly, roslina nie
jest w stanie poradzi¢ sobie z nim sama. Dlatego w nowoczesnym rolnictwie coraz czgsciej
stosuje si¢ biostymulatory wzrostu roslin.

3. Rodzaje biostymulatoréw roslin

3.1. Wyciagi z wodorostow morskich

Algi morskie r6znig si¢ miedzy sobg sktadem chemicznym, a przez to takze w pew-
nym stopniu wiasciwos$ciami. Sg one uzaleznione od rodzaju, do ktérego przynaleza,
a takze od terminu zbioru. Przyktadami gromad glondw, ktdre najczgsciej stosuje si¢ przy
uprawach roslin ze wzgledu na ich biostymulacyjne dziatanie na rosliny, sa krasnorosty
(Corallina mediterranea, Jania rubens, Pterocladia pinnata), zielenice (Cladophora
dalmatica, Enteromorpha intestinalis, Ulva lactuca) oraz brunatnice (Ascophyllum
nodosum, Ecklonia maxima, Sargassum spp) [15]. Podstawowe gromady glonéw przed-
stawiono na rysunku 3. Najwigksza jednak grupe glonéw o udowodnionym dziataniu
biostymulujacym stanowig brunatnice. Liczne doniesienia literaturowe wskazuja chociazby
na ich znaczenie osmoregulacyjne, stymulujace wzrost roslin, poprawiajace wlasciwosci
gleby. Sa zrodtem betainy i proliny, mogg by¢ stosowane do rekultywacji terenow
0 duzym stopniu zasolenia. Znane sg rowniez doniesienia, ze niektore gatunki z rodzaju
brunatnic promujg wzrost mikroorganizméw glebowych wywierajacych dobroczynny
wplyw na rosliny [16]. Na podstawie przegladu literaturowego mozna stwierdzic, ze algi
stosowane w rolnictwie stanowig bogate zroédlo substancji mineralnych i odzywczych
dla roslin, ale rowniez w znaczacy sposob wptywaja na ich wzrost i rozwdj. Dzigki zwiaz-
kom w nich zawartym rosliny sg w stanie rozbudowac bardziej swoj system korzeniowy,
szybciej regeneruja si¢ po zadzialaniu czynnikow stresowych, szybciej aktywuja kwit-
nienie i zawigzywanie owocow. Ich stymulujace dziatanie zostato wielokrotnie udowod-
nione naukowo, jednak cze$¢ substancji aktywnych i mechanizmow dziatania pozostaje
wcigz niewyjasniona, co stawia przed naukowcami szereg wyzwan [16].

Wyciagi z alg sa produktami coraz powszechniej wykorzystywanymi w rolnictwie
na catym $wiecie. Ich znamienna rola obejmuje nie tylko prosta produkcj¢ biomasy na
potrzeby przemyshi spozywczego i paszowego, ale takze produkcje warto§ciowych
zwigzkow do zastosowan ekologicznych. W przypadku wigkszosci tych zastosowan rynek
wciaz si¢ rozwija, a biotechnologiczne wykorzystanie alg rozszerza si¢ na nowe obszary.
Biorgc pod uwage ogromng réznorodnos$¢ biologiczng glondw i najnowsze osiagniecia
inzynierii genetycznej, ta grupa organizméw stanowi jedno z najbardziej obiecujacych
zrodet aktywnych zwiazkow do zastosowan przemystowych [17]. W rolnictwie produkty
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pozyskiwane z alg nie tylko ulatwiajg pobieranie sktadnikow odzywczych, poprawiaja
wydajnos¢ plonow, stan fizjologiczny, ale takze przyczyniaja si¢ do zwigkszenia tole-
rancji roslin chociazby na abiotyczne czynniki stresowe takie jak susza czy nadmierne
zasolenie [18, 19]. Biomasa glonéw dodana do gleby, na przyktad w postaci nawozu,
pozytywnie wplywa na jej strukture, zyzno$é, a takze sprzyja wzrostowi mikroorga-
nizmow glebowych. Dodatkowo algi dostarczaja ro§linom niezbednych mikro- i makro-
elementow, a poprzez przeksztalcanie metali cigzkich do formy mniej szkodliwej biorag
takze udzial w procesie bioremediacji. Biomasa alg stanowi zatem cenny surowiec dla
rolnictwa ekologicznego, zarowno w postaci biomasy, jak i ekstraktow, z ktorych powstaja
odpowiednie preparaty [20].

Green algae W
(Chlorophyceae) w,

—>
) M \ Brown algae
acroaigae > (Phaeophyceae)
Red algae
= (Rhodophyceae) w
Green algae ° <
> (Chlorophyceae)

> [wrommee ]

:

K

v

Rysunek 3. Rodzaje gromad glonow [15]

Opracowano rozne metody pozyskiwania ekstraktow z mikroalg celem uwolnienia
Z nich bioaktywnych zwigzkow. Techniki obejmuja procesy mechaniczne lub fizyczne
(na przyklad autoklawowanie, sonikacja, mikrofale i inne), chemiczne (jak szok osmo-
tyczny, zastosowanie okreslonych kwasow, wodorotlenku sodu) i enzymatyczne (na przy-
ktad celulaza, proteaza). Obecnie jednak odchodzi si¢ od nich ze wzgledu na zbyt duze
straty substancji bioaktywnych podczas procesu. Coraz cze¢sciej stosuje si¢ metody
enzymatyczne, co wiaze si¢ z wigkszymi kosztami pozyskiwania ekstraktow. Biomasa
mikroalg zawiera w niewielkich ilosciach sktadniki odzywcze, takie jak N, P, K i Ca.
Badania wskazuja, ze mikroalgi zawieraja substancje wspomagajace wzrost roslin, takie
jak auksyny, cytokininy, betainy, aminokwasy, witaminy, poliaminy (spermina i spermi-
dyna) oraz polisacharydy (B-glukan) pochodzace z ich pierwotnego metabolizmu [19].
Substancje czynne z alg moga stymulowac niektore enzymy roslinne odpowiedzialne za
wchtanianie sktadnikéw mineralnych i ich przemiany w roslinie. Bezposrednim skutkiem
ich dzialan moze by¢ zmiana sktadu chemicznego roslin. W §wietle dotychczasowych
badan udowodniono, iz dziatanie alg w duzym stopniu uzaleznione jest od dawki, czesto-
$ci zabiegu oraz gatunku rosliny [21].

Analiza wplywu biostymulatoréw z alg morskich na cechy morfologiczne roslin,
wielkos¢ plonu i jego jako$¢ jest tematem wielu prac badawczych. W pracy Dobrzan-
skiego 1 wsp. (2008) wykazano, ze kondycjonowanie nasion marchwi i pietruszki w 0,5%
roztworze biostymulatora AlgaminoPlant poprawilo kietkowanie oraz przyczynito si¢ do
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zwigkszenia plonu handlowego korzeni marchwi [22]. Matysiak i wsp. (2010), badajac
stymulujace dziatanie alg morskich z gatunku Ecklonia maxima na kietkowanie rzepaku,
wskazali, ze nizsza dawka ekstraktu z alg (1,5 ml/200 ml H.O) wykazata bardziej sku-
teczne dziatanie w pordwnaniu z wyzszymi dawkami alg (3 ml/200 m1 H2O) [23]. Nieco
inne wyniki uzyskali w swoich badaniach Rathore i wsp. (2009). Badajac wptyw réznych
stezen ekstraktu z gatunku Kappaphycus alvarezii na pobieranie sktadnikow pokarmowych,
wzrost i plonowanie soi, uzyskali najlepsze wyniki przy zastosowaniu 15% ekstraktu
z alg. Wydajno$¢ plonowania byta o 57% wigksza niz w grupie kontrolnej [24]. Prajapati
i wsp. (2016), oceniajac mozliwo$¢ wykorzystania ekstraktow z Kappaphycus alvarezii
i Gracilaria edulis w uprawie ziemniaka, stwierdzili, ze dolistne stosowanie przyczynito
si¢ do uzyskania wyzszych ro$lin oraz wigkszej liczby todyg w poréwnaniu z obiektem
kontrolnym, gdzie stosowano jedynie wode. Wedlug autorow bylto to spowodowane
obecnoscig w biostymulatorach regulatorow wzrostu, tj.: auksyny, cytokiny i gibereliny
[25].

3.2. Hydrolizaty bialkowe i aminokwasy

Produkty na bazie biatka mozna podzieli¢ na dwie gtéwne kategorie, tj. hydrolizaty
bialkowe (mieszaniny peptydéw i aminokwasdéw pochodzenia zwierzgcego lub roslin-
nego) oraz aminokwasy [26, 27]. Hydrolizaty biatkowe stanowig wazna grupe biostymula-
torow roslinnych opartych na mieszaninie peptydoéw i aminokwaséw, ktorym w ostat-
nich latach poswieca si¢ coraz wiecej uwagi [26]. Hydrolizaty biatkowe sa otrzymywane
enzymatycznie, chemicznie lub w wyniku termicznej hydrolizy r6znych pozostatosci
zwierzecych i roslinnych, w tym zwierzgcych tkanek nablonkowych lub tacznych [27, 28].
Chemiczna hydroliza bialek przez traktowanie kwasem lub zasada w podwyzszonej
temperaturze jest drastycznym procesem powodujacym catkowita hydrolize bialek.
Niszczone moga by¢ réwniez wolne aminokwasy. Taki produkt nie bedzie miat stymu-
lujacych wlasciwosci, a moze wregcz ograniczy¢ metabolizm roslinom i powodowac
toksyfikacje¢ Srodowiska. Wobec tego bezpieczniejszy wydaje si¢ by¢ proces enzyma-
tycznej proteolizy. Proces ten pozwala na lepsza kontrolg produktu koncowego, ktory
moze by¢ stosowany do produkcji biostymulatorow [29]. W pracy Schiavon i wsp. (2008)
wykazano, ze hydrolizat bialka lucerny zastosowany do uprawianej kukurydzy zwigkszyt
aktywno$¢ trzech enzymow w cyklu Krebsa oraz pieciu enzymoéw uczestniczacych
w redukcji i asymilacji azotu. Natomiast badajac wptyw hydrolizatu biatkowego na
wzrost roslin Zea mays (kukurydza zwyczajna), stwierdzono, ze traktowanie ich nawet
niewielkg iloscig ekstraktu z lucerny skutkowato zwigkszonym wzrostem roslin i akumu-
lacja cukru w lisciach. Jednoczesnie obnizyt si¢ poziom azotanow, podczas gdy procen-
towy udziat azotu calkowitego pozostal niezmieniony [30]. Innym ciekawym rozwigzaniem
jest zastosowanie hydrolizatéw kolagenowych pozyskanych z odpadéw garbarskich
W procesie powlekania nasion stragczkowych. Opracowane otoczki nasion majg na celu
zwigkszenie odpornosci na susze i szkodniki podczas kietkowania nasion i pojawiania
si¢ sadzonek. Ciekawe badania w tym zakresie przeprowadzili Lawinska i wsp. (2019),
analizujac wplyw otoczkowania nasion grochu, fasoli i Soi preparatem na bazie kolagenu
wyizolowanego z odpadow garbarskich. Udowodnili oni, ze otoczka zawierajaca ten
preparat zapewniala roslinie korzystne warunki we wczesnej fazie wzrostu poprzez
stworzenie bariery chronigcej kietki przed atakiem patogenéw. Ponadto uzyskali znacznie
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wyzsze wartosci wzrostu siewek dla nasion powlekanych tym preparatem w poréwnaniu
z nasionami kontrolnymi (hiepowlekanymi) [31].

Aminokwasy pelnig w komodrkach roslinnych wazng role. Bedac podstawowym
budulcem biatek roslinnych, nie tylko pozwalaja na utrzymanie prawidlowego pH, ale
wplywaja na metabolizm i procesy transportowe w roslinie. Dodatkowo wptywaja na
proces oddychania mitochondrialnego i fotosyntezy. Zaleta ich stosowania jako biostymu-
latorow jest ich mobilno$¢ oraz tatwy transport w roslinach [32]. W literaturze mozna
znalez¢ wiele badan opisujgcych dobroczynny wplyw $rodkéw aminokwasowych na
wzrost roslin. Koukounararas i wsp. (2013) stwierdzili, ze dodatek preparatow amino-
kwasowych do upraw ma znaczacy wplyw na plonowanie pomidora szklarniowego,
a efektywny sposob ich aplikacji (do korzeni lub dolistnie) zalezy od poziomu nawozenia
przedsiewnego. Traktowanie pomidora preparatem Aminol6 (11,3% L-aminokwasow,
4% catkowitego N 1 25% materii organicznej) przyczynito si¢ do znacznego zwigkszenia
plonu handlowego (przez zwigkszenie liczby owocow) [33].

Liczne doniesienia literaturowe wskazuja takze na zdolno$¢ preparatow na bazie
aminokwasow do zwigkszania odpornosci na stresy $rodowiskowe. W pracy Sadak
i wsp. (2015) opisano wplyw preparatdéw aminokwasowych na wzrost bobiku rosngcego
w warunkach stresu solnego w wodzie morskiej. Wykazano, ze dolistne traktowanie
ro$lin aminokwasami obecnymi w preparacie znaczaco poprawito wszystkie parametry
obnizone wskutek stresu zwigzanego z woda morska [34]. Hammad 1 Ali (2014) prze-
prowadzili dwa do$wiadczenia (w doniczkach i na polu) w celu zbadania wptywu oprysku
dolistnego biostymulantami aminokwasowymi na zmniejszenie zagrozenia stresem
suszy u pszenicy zwyczajnej. Uzyskane wyniki wykazaty, Ze zastosowanie aminokwasow
istotnie zwigkszylo wszystkie badane pomiary i w znaczacy sposdb wptyneto na plono-
wanie roslin [35]. W badaniu przeprowadzonym przez Botta (2013), w kontrolowanym
srodowisku, na satacie poddanej trzem ré6znym rodzajom stresu zimna, potraktowane
rosliny miaty wyzsza $wieza mase niz rosliny kontrolne, wykazujac wyzsza przewod-
nos¢ szparkowa. Oceniono réwniez tolerancj¢ na stres cieplny zycicy trwatej (Lolium
perenne L.) w kilku rezimach temperaturowych. W wysokiej temperaturze (36°C) zycica
traktowana preparatem aminokwasowym wykazywata wyzsza wydajnos¢ fotosyntezy
oraz utrzymywata wyzszy poziom chlorofili i karotenoidow [36].

Liczne prace wskazujg rowniez na ogromng role preparatow aminokwasowych
W regulacji odpowiedzi ro$lin na czynniki biotyczne. Wyniki badan Colla i wsp. (2017)
potwierdzity, ze hydrolizaty biatkowe moga stymulowac¢ reakcje obronne roslin i zmniej-
sza¢ ekspansje maczniaka rzekomego w winogronach poprzez indukcje niektorych genow
obronnych, a takze moga przyczynia¢ si¢ do wzrostu mikroorganizmow, ktore rywali-
Zujac o przestrzen, wytwarzajg szereg zwigzkoOw antagonistycznych hamujgcych wzrost
tego patogenu [37]. Prace Wojdyta i wsp. (2016) potwierdzity natomiast skutecznos¢
preparatow aminokwasowych w stosunku do grzyba Sclerotinia sclerotiorum wywotuja-
cego zgnilizne twardzikowa fasoli (Phaseolus vulgaris L.) [38].

Biostymulatory biatkowe stanowig bardzo wazng grupe zwigzkéw i moga by¢ sto-
sowane w rolnictwie na szeroka skale. Poza tym sa calkowicie bezpieczne dla srodo-
wiska naturalnego oraz dla zdrowia cztowieka i zwierzat. Dlatego stosowanie substancji
stymulujacych wzrost roslin wlasnie w tej postaci zyskuje coraz wigksze grono odbior-
cOw 1 jest przedmiotem zainteresowania naukowcow na caltym $wiecie.
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3.3. Inokulanty mikrobiologiczne

Naturalny mikrobiom ryzosfery to zespdt mikroorganizméw, w sklad ktérych wehodza
zarowno mikroorganizmy wywierajace korzystny (PGPR, ang. plant growth-promoting
rhizobacteria), jak i obojetny lub szkodliwy wpltyw na rozwoj rosliny [39]. Korzystne
oddziatywanie drobnoustrojéw na rosliny wyzsze odbywa si¢ poprzez udost¢pnianie im
niezbgdnych sktadnikdéw pokarmowych, wytwarzanie substancji czynnych, co przyczynia
si¢ do przyrostu masy korzeniowej, nagromadzania biomasy roslin czy poprawy struk-
tury gleby [40]. Mikroorganizmy te majg dziatanie podobne do nawozow. Szczegdlne
zainteresowanie biotechnologéw wzbudza wprowadzanie do gleby mikroorganizméow
modyfikowanych genetycznie i produkcja biopreparatow, ktore zawierajg w swoim skta-
dzie mikroorganizmy antagonistyczne lub pasozytnicze w stosunku do patogenow i szkod-
nikow roslin [39]. Jest to kolejna grupa biostymulatoréw, tzw. inokulanty mikrobiolo-
giczne, ktore naniesione na ziarno, powierzchnig roslin lub do gleby, wspomagajg wzrost
ro§lin [40]. Obecnie znanych jest kilkadziesiat szczepéw PGPR. Bakterie promujace
wzrost 1 rozwdj roslin nalezg do réznych grup filogenetycznych. Najliczniejsza grupe
stanowig bakterie z rodzajow Pseudomonas (na przyktad P. aeruginosa, P. aureofaciens,
P. cepacia, P. fluorescens, P. marginalis, P. putida), Bacillus (na przyktad B. cereus,
B. subtilis, B. coagulans, B. laterosporus, B. megaterium, B. mycoides, B. pasteurii, B.
sphaericus), Enterobacter (E. agglomerans, E. cloacae) i Erwinia (E. herbicola) [39,
41]. Mimo iz mechanizm pobudzania wzrostu ro$lin przez PGPR nie jest jeszcze w petni
poznany, bakterie te posiadajg wiele réznych cech odpowiedzialnych za dzialania
stymulujace wzrost roslin. Bakterie PGPR kolonizuja glebe dzigki zdolno$ci adaptacji
do r6znych warunkow srodowiska, szybkiemu wzrostowi oraz metabolizowaniu wielu
zwiazkow. Ze wzgledu na sposob zasiedlenia roslin dzielg si¢ one na dwie grupy: bak-
terie wewnatrzkomorkowe oraz wolno zyjace bakterie zewnatrzkomérkowe. Wewnatrz-
komoérkowe bakterie symbiotyczne znajduja si¢ w wyspecjalizowanych strukturach
komorek korzenia, takich jak brodawki. Z kolei wolno zyjace bakterie zewnatrzkomor-
kowe obecne sa w ryzosferze, na powierzchni korzeni oraz w przestrzeniach migdzy-
komorkowych kory korzenia [39]. PGPR stymuluja wzrost roslin w sposdb bezposredni
i posredni. Pierwszy z nich polega na produkcji fitohormonow stymulujacych wzrost,
redukowaniu poziomu etylenu oraz utatwieniu pobierania zwigzkéw mineralnych. Sty-
mulacja posrednia opiera si¢ na ochronie przed fitopatogenami [42]. Poprawa odzywienia
ro$lin pod wptywem stosowania inokulantow zachodzi réwniez poprzez zwigkszenie
puli azotu glebowego pochodzacego z wigzania azotu atmosferycznego przez tzw. bakterie
diazotroficzne [41]. Wiele doniesien literaturowych potwierdza, ze zaszczepienie roslin
uprawnych niektéorymi szczepami PGPR we wczesnej fazie rozwoju poprawia plon
wyprodukowanej biomasy poprzez bezposredni wplyw na wzrost korzeni i pedow [43-
45]. W pracy omdéwiono badania nad najczesciej wystepujacymi bakteriami PGPR, tj.
z rodzaju Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter i Erwinia. Wybrane szczepy pokazano
na rysunku 4.
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Rysunek 4. Szczepy PGPR na szalkach Petriego, od lewej: Pseudomonas aeruginosa [46], Bacillus cereus
[47], Enterobacter cloacae [48], Erwinia sp. [49]

Wisrdd bakterii z grupy PGPR najwigksze i potencjalnie najbardziej obiecujace okazuja
si¢ bakterie fluorescencyjne z rodzaju Pseudomonas. Wynika to z ich szybkiego wzrostu,
prostych wymagan zywieniowych, umiejetnosci wykorzystania réznorodnych substratow
organicznych i ich duzej mobilnosci. Co wigcej, bakterie te produkuja zwiazki przeciw-
grzybicze o szerokim spektrum dziatania, dziatajac jak s$rodki biobodjcze. Gatunki
Pseudomonas sa wszechobecnymi bakteriami w glebach rolniczych i maja wiele cech,
ktére sprawiaja, ze mogg by¢ traktowane jak PGPR [50]. W pracy Saharan i Nehra
(2011) udowodniono, Ze szczepienie roslin bakteriami z rodzaju Pseudomonas pozwala
ztagodzi¢ stresy powodowane czynnikami abiotycznymi oraz przyczynia si¢ do wzrostu
plonu roslin [43]. Z kolei Abdul Jaleel i wsp. dowiedli, ze szczepienie roslin bakteriami
z gatunku P. fluorescens zwicksza plon biomasy i zawarto$¢ alkaloidow w czasie suszy
[51]. W pracy Sandhga i wsp. (2010) stwierdzono wzrost ilosci biomasy roslin, zawar-
tosci wody oraz zmniejszenie utraty wody przez liscie kukurydzy szczepionej Pseudo-
monas spp. [52]. Prace te jednoznacznie pokazuja wplyw szczepienia bakteriami Pseudomo-
nas na zapobieganie skutkom stresow abiotycznych roslin. Drugg szeroka grupa bakterii
PGPR s bakterie z rodzaju Bacillus, ktore moga przetrwa¢ w glebie trudne warunki
srodowiskowe z uwagi na zdolno$¢ do wytwarzania przetrwalnikow. W pracy Jabborovej
iwsp. (2021) stwierdzono, Ze istnieje istotny pozytywny wplyw inokulacji B. subtilis na
wzrost imbiru. Szczep B. subtilis moze by¢ wykorzystany jako potencjalny $rodek lub
bionaw6z do stymulacji wzrostu badanej rosliny [53, 54]. Trzecig istotng grupa bakterii
PGPR sg bakterie z rodzaju Enterobacter. W pracy Khalifa i wsp. (2016) opisano proces
izolacji szczepu MSRL1 zidentyfikowanego jako Enterobacter cloacae z wnetrza korzenia
lucerny siewnej (Medicago sativa). Badania wykazaly, ze szczep ten posiadatl wiele
wlasciwosci sprzyjajacych wzrostowi roslin, takich jak rozpuszczalno$¢ fosforanow,
produkcja fitohormonow acetoiny i zwigzkow bioaktywnych. Inokulacja Pisum sativum
MSRI1 znaczaco poprawita parametry wzrostu (dtugos¢ i sucha masa) tej rosliny stracz-
kowej w pordwnaniu z roslinami nietraktowanymi tym szczepem [55]. Z kolei w innej
pracy opisano, ze szczep E. cloacae znacznie poprawit takie parametry uprawowe roslin
jak: $wieza masa, dlugosc¢ korzeni, dlugos¢ pedu i zawarto$¢ azotu w zaszczepionych sa-
dzonkach ryzu. Bakterie z rodzaju Enterobacter moga by¢ wige w przysztosci wykorzy-
stane do opracowania przyjaznego dla srodowiska bionawozu prawdopodobnie dla wielu
waznych gatunkow roslin [55]. Rowniez bakterie z rodzaju Erwinia majg potwierdzone
zdolno$ci do promocji wzrostu roslin. W pracy Sagar (2018) wykazano, ze inokulacja
pszenicy gatunkiem Erwinia przyczynita si¢ do znacznego wzrostu zdolnosci kietkowania
nasion oraz zwigkszenia wydhuzenia korzeni i pedow w porownaniu z kontrola. Niniejsze
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badanie potwierdza korzystny wplyw zabiegow z wykorzystaniem bakterii Erwinia wyizo-
lowanych z gospodarstw ekologicznych na zrownowazona produktywnos¢ pszenicy [56].

Liczba oferowanych preparatow nawozowych pochodzenia naturalnego wzbogaconych
0 pozyteczne mikroorganizmy, odpowiednich dla ekologicznej uprawy roslin ogrodni-
czych i rolniczych, jest wcigz niewielka. Natomiast zainteresowanie rynku bioproduktami
mikrobiologicznymi dynamicznie wzrasta, co stwarza potrzebe wdrozenia do praktyki
rolniczej nowych bioproduktéw mikrobiologicznych. W Zaktadzie Mikrobiologii Insty-
tutu Ogrodnictwa w Skierniewicach opracowano i wdrozono do praktyki ogrodniczej
i rolniczej mikrobiologiczne biopreparaty oraz technologie poprawy jakosci gleb. Zapro-
ponowane innowacyjne technologie sa przetomowe w kraju i w skali miedzynarodowe;.
Nowe technologie obejmujg opracowanie naturalnych bioproduktow wzbogaconych mikro-
biologicznie, takich jak bionawozy i ulepszacze glebowe, komposty, a takze opracowanie
metod ich stosowania w zréznicowanych warunkach uprawy polowej lub szklarniowej
réznych gatunkéw roslin ogrodniczych i rolniczych. Co ciekawe, w Instytucie Ogrod-
nictwa powstal pierwszy w Polsce i najwigkszy w Europie bank symbiotycznych mikro-
organizméw SYMBIO BANK, gdzie zgromadzono do 30 gatunkéw grzyboéw oraz 1500
szczepdw bakterii i grzybow strzepkowych. Wykazano duza skuteczno$¢ mikroorganizméow
zgromadzonych w tych zasobach w stymulacji wzrostu wegetatywnego i plonowania
truskawki, jabtoni i innych gatunkéw roslin ogrodniczych [57]. Potwierdza to, ze PGPR
mogg by¢ stosowane jako inokulanty mikrobiologiczne poprawiajace wzrost i wydajno$¢
upraw rolnych.

3.4. Substancje humusowe

Substancje humusowe to kolejna wazna grupa biostymulatoréw. Substancje te, jako
glowny sktadnik materii organicznej, powstaja w wyniku procesu humifikacji. Jest to
proces chemicznego i mikrobiologicznego rozktadu resztek roslinnych i zwierzecych
W glebie oraz przebudowa i synteza zwigzkow organicznych, w wyniku ktorych tworzy
si¢ prochnica. Wplyw na ilo$¢ i jakos$¢ substancji humusowych ma przede wszystkim
rodzaj i odczyn gleby, jej wilgotno$¢ i temperatura, nawozenie oraz ilos¢ i jakos¢ prze-
twarzanego materiatu organicznego. Zwigkszaja one pojemnos¢ wodna gleby, dlatego
odgrywaja wazna role w ochronie gleb lekkich przed zagrozeniem suszg [58]. Ze wzgledu
na frakcje glebowa substancje humusowe mozemy podzieli¢ na kwasy huminowe, kwasy
fulwowe oraz huminy (rys. 5). Poszczegolne grupy r6znig si¢ barwa, rozpuszczalno$cia,
struktura czasteczek, masg czasteczkows, sktadem pierwiastkowym czy zawartoscia
grup funkcyjnych [59].

MATERIA ORGANICZNA GLEBY
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Rysunek 5. Podziat materii oranicznej gleby [60]
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Kwasy huminowe sg substancjami koloidalnymi, ktore sktadajg si¢ z polimerdéw
utworzonych z monomerow. Sg nierozpuszczalne w wodzie w warunkach kwasnych,
majg barwe od ciemnobrazowej do czarnej oraz rozpuszczajg si¢ w roztworze NaOH.
Kwasy huminowe wptywaja pozytywnie na wzrost roslin, przy czym wyrézniamy bez-
posredni, jak i posredni wptyw. Wplyw bezposredni zwigzany jest z dostgpem substancji
humusowych do tkanek roslinnych i wywotlywaniem procesow biochemicznych. Po-
sredni wptyw zwigzany jest z polepszaniem podstawowych wtasciwosci gleby, w tym
agregacji, napowietrzenia, przepuszczalnosci, kumulowania wody, transportu i dostgp-
nosci substancji odzywczych. Kwasy huminowe stymulujg u roslin aktywno$¢ hormonéw
wzrostu oraz produkcje przeciwutleniaczy redukujacych wolne rodniki. Co wigcej, zwiek-
szajg synteze chlorofilu, a takze tolerancj¢ na stres srodowiskowy. Jak pokazuja donie-
sienia literaturowe, po zastosowaniu kwaséw huminowych obserwowano zwigkszony
wzrost roslin [61]. Z kolei huminy sg prawdopodobnie jeszcze bardziej skondensowane
niz kwasy huminowe i silniej zwigzane z czasteczkami mineralnymi. Stanowig tez
najmniej ruchliwg grupe substancji humusowych [59]. Ich gtéwne wlasciwosci to czarna
barwa oraz brak rozpuszczalno$ci w wodzie. Poza tym huminy tworza kompleksy orga-
niczno-mineralne w glebie. Kolejna grupa substancji humusowych to kwasy fulwowe
(fulwokwasy). Sa to heterogeniczne i1 polidyspersyjne wieloczasteczkowe zwiazki o bu-
dowie czasteczki podobnej do budowy czasteczki kwasow huminowych. R6znig si¢ mniej-
szym rozmiarem jadra aromatycznego i bardziej rozbudowanymi fancuchami bocznymi.
Dzigki temu odznaczajg si¢ szczegdlna ruchliwoscia [59]. Charakteryzuja si¢ one barwa
76ttobrazowsa, prostg budowg oraz sg rozpuszczalne w wodzie w calym zakresie pH.
Substancje te wystepuja gtdéwnie w prochnicy gleb bielicowych i brunatnych kwasnych.
Kwasy fulwowe mimo licznych badan stanowia najmniej dotychczas poznang frakcje
glebowych substancji organicznych.

Jak potwierdzaja liczne doniesienia literaturowe, substancje humusowe oddziatluja na
wiasciwosci fizyczne, chemiczne i mikrobiologiczne gleby, utatwiajac pobieranie sktad-
nikéw odzywczych przez rosliny i wptywajac w ten sposdb na ich wzrost oraz rozwadj
systemu korzeniowego [62, 63]. Anjum i wsp. [62] wykazali, ze traktowanie kukurydzy
kwasem fulwowym powoduje wzrost intensywnosci fotosyntezy, szybkosci transpiracji
1 stezenia miedzykomorkowego CO», co wigze si¢ z pobudzaniem wzrostu ro$lin. Ezzat
i wsp. (2009) wykazali, ze stosowanie 4-procentowego roztworu substancji humusowych
w formie dolistnej aplikacji w istotny sposob wplywato na poprawe parametréw fizjolo-
gicznych roslin ziemniaka, wyrazonych wysokoscia, liczba todyg, powierzchnig lisci
i suchg masg roélin. Mogto by¢ to skutkiem zwiekszonej zdolnosci do zatrzymywania
wody, pobierania sktadnikéw odzywczych i usprawnionego procesu fotosyntezy [63].
Istotnym problemem w uprawach rolniczych sa postepujace niedobory wody w glebie.
Kluczem do rozwigzan, ktore moga szybko i dlugotrwale podnies¢ pojemnos¢ wodng
gleb, s3: optymalne gospodarowanie materig organiczng oraz wykorzystanie rozwigzan
biotechnologicznych opartych na naturalnych biohumusach i kwasach humusowych
pozyskiwanych z rodzimych surowcdw takich jak torfy, komposty czy wegiel brunatny.
Dziatania na rzecz wzrostu zawartosci prochnicy w polskich glebach to strategia, ktora
dhugofalowo pozwoli podnies¢ pojemnos¢ wodng uzytkéw rolnych. Szacuje sig, ze
podniesienie poziomu prochnicy w glebie o 1% umozliwi zmagazynowanie 2 razy
wigkszej ilosci wody. Dlatego warto regularnie stosowa¢ produkty oparte na kwasach
humusowych, mikroflorze bakteryjnej i mineratach ilastych [64].
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4. Wielofunkcyjne preparaty dolistne

Rosliny do prawidlowego wzrostu i rozwoju potrzebuja odpowiednich warunkow
srodowiska, w tym odpowiedniego nawodnienia, nastonecznienia, wlasciwego poziomu
zasolenia gleby, jak i §ladowej ilosci metali cigzkich [65]. Do wlasciwego rozwoju roslin
niezbedne jest rowniez dostarczanie makro- i mikroelementow, a w szczegdlnosci N, P,
K, Fe. Niezbedne sa rowniez srodki wspomagajace walke z patogenami roslin [65].
Dziatania w zakresie rolnictwa koncentruja si¢ na szukaniu skutecznych metod ochrony
ro$lin oraz na precyzyjnym dostosowaniu nawozenia do warunkow glebowych i wymo-
26w roslin.

Celem projektu Eureka (EUREKA/DUQO_PLANT _Protect/5/2021), realizowanego
przez Sie¢ Badawczg Lukasiewicz — L.odzki Instytut Technologiczny, jest opracowanie
innowacyjnego dolistnego preparatu na bazie hydrolizatow kolagenu i keratyny oraz
wprowadzenie go na rynek w formie dwupaku z handlowo dostepnym fungicydem. Pre-
parat bedzie wykazywat wiec podwojng aktywnosé: ochrone przed patogenami oraz
biostymulacj¢ kietkowania i wzrostu roslin.

Metodyka badan. W pierwszym etapie badan wytypowano substancje bioaktywne
bedace sktadowymi nowego preparatu biatkowego, w tym: salicylan poliheksametyle-
nobiguanidyny, askorbinian tytanu, salicylan tytanu oraz salicylan sodu i kwas salicy-
lowy. Dodatki te maja udowodnione dziatanie wspomagajace wzrost roslin oraz
zwigkszajace ich odporno$¢ na stres srodowiskowy [66, 67]. Nastepnie sporzadzono
preparaty testowe. W rezultacie powstato 10 preparatow biostymulujacych (tab. 1). Spo-
rzadzone preparty zostaly przebadane szczegdtowo pod katem zawartosci aminokwasow,
pH oraz zawarto$ci azotu. Badanie sktadu aminokwasowego 10 preparatéw kolageno-
wych i keratynowych wykonano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z detektorem fluorescencyjnym (HPLC/RF). Oznaczenie zawarto$ci azotu wykonano
metoda Kjeldahla. W badanych probkach hydrolizatow kolagenowych i keratynowych
oznaczono nastgpujace aminokwasy: alaning, glicyne, proling, hydroksyproling, leucyng,
lizyng, kwas asparaginowy, kwas glutaminowy oraz cysteing. W drugim etapie badan
przeprowadzono testy Phytotoxkit, ktore pozwolily na wytypowanie najskuteczniejszych
preparatow przeznaczonych do biostymulacji wzrostu pszenicy. Do testowania wybrano
pszenice ozima z uwagi na strategiczne znaczenie gospodarcze rynku zbdz, a takze po
analizie zagrozen upraw zbo6z chorobami grzybowymi w Polsce. Pszenica zajmuje
trzecie (po kukurydzy i ryzu) miejsce w $wiatowej produkcji zboz. Wedlug raportu
Organizacji Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa w roku 2020
produkcja pszenicy na $wiecie wynosila 760 miIn ton [68]. Pszenica ozima ma
najwigksze znaczenie sposrod zboz uprawianych w Polsce. Wedtug danych GUS za rok
2021 pszenica ogotem zajmowata 2,39 min ha w Polsce, a pszenica ozima 2,17 mln [69].
Ptytki testowe Phytotoxkit napelniono 70 g gleby i zwilzono woda destylowang do 100%
pojemnos$ci wodnej oraz przykryto bibulg filtracyjng. Nastepnie zastosowano nasiona
ro$lin testowych w ilosci 10 sztuk na ptytke. W przeprowadzonych testach wykietkowanie
nasion wynosito 100%. Po 5 dniach wzrostu zastosowano oprysk badanymi preparatami
w ilosci 1 ml bezposrednio na siewki. W 10. dniu testu nastepowat odczyt dlugosci siewek
i korzeni. Na tej postawie okreslono fitotoksycznos¢ preparatow w stosunku do ziaren
pszenicy.

Wyniki przeprowadzonych badan wtasciwosci 10 badanych preparatow kolageno-
wych 1 keratynowych przedstawiono w tabeli 2. Zawarto$¢ hydroksyproliny wahata si¢
od 12 pg/ml do 1780 pg/ml. Zawartosc azotu miescita si¢ w granicach od 10,09% do
15,05%. Z kolei warto$¢ pH badanych preparatow wahata si¢ od 6,01 do 7,28.
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Tabela 1. Zastosowane kombinacje preparatow biostymulujacych

Nr Preparat biatkowy Substancja bioaktywna KOD
1 Kolagen (0,5%) salicylan sodu (0,03%) 1
2 Kolagen (0,5%) salicylan PHMB (0,046%) 2
3 Kolagen (0,5%) kwas salicylowy (0,014%) 3
4 Kolagen (0,5%) askorbinian tytanu (0,01%) 4a
5 Kolagen (0,5%) askorbinian tytanu (0,03%) 4b
6 Kolagen (0,5%) salicylan tytanu (0,01%) 5a
7 Kolagen (0,5%) salicylan tytanu (0,03%) 5b
8 Keratyna (0,5%) salicylan sodu (0,03%) 6
9 Keratyna (0,5%) salicylan tytanu (0,01%) 7
10 Keratyna (0,5%) + Kolagen (0,5%) salicylan sodu (0,03%) 8

Zrédlo: opracowanie wiasne.

Tabela 2. Wybrane parametry badanych preparatéw biatkowych

Zawarto$¢ hydroksyproliny i o

Lp. KOD w kolagenie/keratynie ZawarES/j]c azotu Warﬁ)sc
[g/ml] P

1. 1 1658 13,78 6,27
2. 2 1780 15,10 6,01
3. 3 654 10,25 6,44
4. 4a 678 10,01 6,70
5. 4b 987 12,34 741
6. 5a 847 11,35 7,25
7. 5b 879 10,34 7,78
8. 6 21 15,15 7,54
9. 7 12 10,09 7,21
10. 8 147 11,24 7,28

Zrédlo: opracowanie wiasne.

Na rysunku 6 pokazano etapy wzrostu siewek w testach Phytotoxkit. W tabeli 3
zamieszczono wyniki badan prowadzonych w fitotestach.

Rysunek 6. Etapy wzrostu siewek pszenicy ozimej [zrodio: opracowanie wiasne]
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Tabela 3. Srednia dlugosci siewek i korzeni dla pszenicy ozimej dlan =10

Nazwa proby
rParame“ KON | 1 2 3 4a_ | 4b 5a 5b 6 7 8
Sr dueosC | 1930 | 1332 | 1278 | 1139 | 1330 | 945 | 1242 | 1L71 | 1068 | 1190 | 1257

Odch. stand. 054 | 1,30 | 2,71 | 476 | 2,80 | 611 | 293 | 140 | 391 | 090 | 143
Sr. dlugos¢

Korzenia 803 | 945 | 911 | 849 | 963 | 706 | 927 | 88 | 678 | 7,78 | 7,03
Odch. stand. 288 | 082 | 043 | 310 | 044 | 397 | 08 | 021 | 071 | 071 | 035

Zrédlo: opracowanie wiasne.

W testach Phytotoxkit nie stwierdzono fitotoksycznos$ci preparatow wobec pszenicy
ozimej. Co wigcej, zauwazono, ze peparaty z salicylanem sodu i askorbinianem tytanu
spowodowaty wiekszy wzrost siewek w porownaniu z kontrolg. Doniesienia literatu-
rowe potwierdzaja pozytywny wptyw tych dodatkéw na wzrost roslin [66, 67]. W pracy
z 2016 roku badano wpltyw kwasu salicylowego na stres metaboliczny wywolany
wzrastajacymi stezeniami kadmu u pieprzycy siewnej (Lepidium sativum). Badania po-
twierdzily wptyw kwasu salicylowego na zwigkszenie odpornosci na stres oksydacyjny
ro$liny wywotany kadmem [67]. Rowiez w pracy Gaja i wsp. (2002) potwierdzono pozy-
tywny wptyw aplikacji dolistnej askorbinianu tytanu na plon i jako$¢ buraka cukrowego.
W ciagu trzech sezonéw wegetacyjnych przeprowadzono dziewig¢ doswiadczen polowych
na terenie Wielkopolski i Kujaw. Niezaleznie od lokalizacji do§wiadczen stwierdzono
wzrost plonu korzeni az o 9% [66]. Co wigcej, obecnos¢ aminokwaséw pochodzacych
z preparatéw biatkowych dodatkowo stymuluje wzrost badanych ro$lin. Testy te potwier-
dzity pozytywny wplyw facznego stosowania preparatow biatkowych i wybranych sktad-
nikow dodatkowych na wzrost pszenicy ozimej. Dalsze dzialania w tym projekcie beda
si¢ koncentrowac na badaniu wplywu tacznego stosowania preparatow biostymulujacych
i wybranego fungicydu w wigkszej skali, w tym w grow boxach. Opracowane w ramach
projektu nowe sposoby rownoczesnej ochrony i nawozenia ro$lin zostang réwniez
sprawdzone podczas uprawy kapusty, gdyz produkcja warzywnicza jest wazng galezia
rolnictwa w Polsce.

5. Podsumowanie

Wraz z rosnaca globalng populacja ro$nie zapotrzebowanie na roslinne i zwierzece
produkty spozywcze. Niestety coraz czeséciej wystgpujace susze, zasolenie gleb oraz po-
stepujace ocieplenie klimatu zmniejszajg powierzchnie terenow mozliwych do zastoso-
wania pod uprawy. To jest jeden z powodow, dla ktorych zwigksza sig ilo§¢ stosowanych
herbicydow, fungicydow, nawozow i innych zwigzkoéw chemicznych zapewniajacych
odpowiednig wydajnos¢ plonéw. W konsekwencji moze to doprowadzi¢ do zanieczysz-
czenia srodowiska, w tym wad, gleby i powietrza. W odpowiedzi na te problemy poszu-
kuje sie ekologicznych i skutecznych §rodkow wspomagajacych wzrost roslin, w tym
biostymulatorow. Ze wzgledu na sposob dziatania sa one bezpieczne dla Srodowiska
naturalnego, zastepujac w czgéci mineralne nawozenie. Biostymulatory, takie jak: hydro-
lizaty bialkowe, ekstrakty z alg, kwasy humusowe i fulwowe oraz §rodki kontroli bio-
logicznej, w tym inokulanty mirkobiologiczne, zostaly szeroko przebadane pod katem
tagodzenia skutkow stresu biotycznego i abiotycznego, a takze podnoszenia jakosci plonow
poprzez stymulowanie procesow fizjologicznych roslin. Wykorzystanie biostymulatoréw
jako zwigzkow przyjaznych §rodowisku i niezagrazajacych zdrowiu cztowieka w celu
otrzymania optymalnych plonéw réznych gatunkow roslin pehi istotng rolg¢ w rozwoju
nowoczesnego rolnictwa.
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Zastosowanie wybranych biostymulatoréw w rolnictwie

Streszczenie

W nowoczesnym rolnictwie coraz czesciej poszukuje si¢ srodkow, ktore beda stymulowac wzrost i rozwdj
roslin, ale takze beda przyczyniaé si¢ do zmniejszenia wplywu srodowiskowych czynnikéw stresowych
W czasie wegetacji. Do $rodkéw tych naleza biostymulatory roslinne. Pomimo wielu doniesien literaturowych
na temat dobroczynnego wplywu preparatdéw biostymulujacych na ro$liny wiele aspektow ich dziatania
pozostaje jeszcze nieodkrytych. W pracy scharakteryzowano najbardziej znane grupy biostymulatoréw oraz
przedstawiono wstepne wyniki badan w ramach mi¢dzynarodowego projektu EUREKA.

Stowa kluczowe: biostymulatory, rolnictwo, stymulacja wzrostu

Application of selected biostimulators in agriculture

Abstract

In modern agriculture, agents that will stimulate the growth and development of plants, but also contribute
to reducing the impact of environmental stress factors during vegetation, are increasingly sought. One of the
types of such agents are plant biostimulants. Despite many literature reports on the beneficial effect of biosti-
mulating preparations on plants, many aspects of their action remain undiscovered. The paper characterizes
the most known groups of biostimulators and presents the preliminary results of research under the international
EUREKA project.

Keywords: biostimulators, agriculture, growth stimulation
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Kapsaicyna, jej wplyw na mikrobiote i potencjal
W terapii chorob przewodu pokarmowego

1. Czym jest kapsaicyna

Kapsaicyna jest zwiazkiem organicznym o charakterze amidu zaliczanym do po-
chodnych wanililoaminy. Odpowiada za ostry smak owocu papryki ostrej ze wzgledu na
oddziatywanie na nocyceptory, ktore zlokalizowane sg m.in. w jamie ustne;j. Z racji swoich
wlasciwosci kapsaicyna jest sktadnikiem réznych suplementoéw diety na odchudzanie,
w dawce do 500. Wedlug skali Scoville’a (wprowadzonej w 1912 roku), ktora okresla
skale pikantnosci danej potrawy, czysta kapsaicyna osigga wartos¢ 16 000 000 SHU
i tym samym klasyfikuje si¢ na trzeciej pozycji [1]. Zaréwno pieprz cayenne, jak i owoce
papryki chilli staja si¢ coraz popularniejszymi sktadnikami diety. Szczegdlnym uznaniem
ciesza si¢ w kuchni azjatyckiej i meksykanskiej. Jak wiadomo, kapsaicyna oddzialuje na
niezmielinizowane wolne wtdkna uktadu nerwowego, co prowadzi do kaszlu [2]. W ostat-
nich latach wzrasta $wiadomo$¢ tego, jak na funkcjonowanie organizmu wptywa jego
mikrobiom, zwtaszcza ten, ktory zasiedla uktad pokarmowy.

Mikrobiotg przewodu pokarmowego nazywamy symbiotyczne drobnoustroje zasie-
dlajace go. Pelnig one roznorodne funkcje: metaboliczna, troficzng i immunologiczna,
ktore czesto Si¢ wzajemnie uzupelniaja. Ich rola jest zalezna od szczepu mikroorganizmu.
Mikrobiota jelitowa cztowieka moze stanowi¢ siedlisko nawet dla 1500 gatunkow bakterii.
Czyni to jelita jednym z najbardziej zréznicowanych gatunkowo ekosysteméw. Nalezy
pamigtac, ze sktad mikrobioty jelitowej jest kwestig indywidualna, na co wptyw moze
mie¢ miedzy innymi dieta. Bakterie zasiedlajace uktad pokarmowy cztowieka mozemy
podzieli¢ na pozyteczne, oportunistyczne oraz chorobotwocze [3].

2. Lactobacillus

2.1. Charakterystyka rodzaju Lactobacillus

Bakterie nalezace do rodzaju Lactobacillus sa Gram-dodatnimi laseczkami symbio-
tycznymi. Z ludzkiego mikrobiomu zostaly wyizolowane takie gatunki jak: Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus casei, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus acidophilus i Lactobacillus reuteri DSM. Nalezg one do bakterii kwasu
mlekowego, co oznacza, ze przeprowadzaja reakcje fermentacji weglowodanow z wy-
tworzeniem kwasu mlekowego. Badania wykazaty antybakteryjne dziatanie tej substancji.
Wiadomo réwniez, ze bakterie te wytwarzaja szereg innych substancji wykazujacych
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wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, takich jak bakteriocyny. Zaobserwowano antagoni-
styczny wptyw Lactobacillus na bakterie patogenne Helicobacter pylori oraz Salmonella
typhimurium. Laseczki te wykazujg adhezje do enterocytow, przez co ograniczajg prze-
nikanie drobnoustrojow chorobotwaorczych do komorek [4]. Nalezy jednak pamigtaé, ze
wlasciwosci te sg szczepozalezne.

2.2. Wplyw kapsaicyny na liczebnos$¢ Lactobacillus i konsekwencje
dla zdrowia

Badania przeprowadzone w 2019 roku w Instytucie Zywienia i Bezpieczenstwa
Zywnos$ci w Chinach wykazaty, ze podawanie zdrowym myszom kapsaicyny w dawce
2 mg/kg co drugi dzien przez okres 12 tygodni doprowadzito do wzrostu liczebnosci
bakterii z rodzaju Lactobacillus, a to miato korzystny wptyw na stan zdrowia myszy [5].
Ponadto zauwazono wzrost aktywno$ci metabolicznej gatunku L. acidophilus, co dopro-
wadzito do zwigkszonej produkcji mleczanu przez te bakterie [6]. Natomiast podawanie
kapsaicyny w dawce 0,01% przez okres 8 tygodni samcom myszy chorym na cukrzyce
typu 2 doprowadzito do zmniejszenia liczby Lactobacillus. Warto zaznaczy¢, ze w przy-
padku tego schorzenia obserwuje si¢ znaczny wzrost liczebnosci tych bakterii. W konse-
kwencji dawalo to korzystny wplyw na metabolizm glukozy poprzez zmniejszenie
insulinoopornosci i poprawe homeostazy glukozy [7]. Mozna wysnu¢ wniosek, ze wplyw
kapsaicyny na bakterie z rodzaju Lactobacillus zalezy od stanu zdrowia organizmu.
Jednakze w obu przypadkach obserwuje si¢ dobroczynne dziatanie tej substancji.

3. Roseburia

3.1. Charakterystyka rodzaju Roseburia

Bakterie nalezgce do rodzaju Roseburia sa Gram-dodatnie, beztlenowe i zasiedlajg
ludzka okreznicg. Szczegdlng uwage badaczy skupia Roseburia intestinalis. Bakterie
z rodzaju Roseburia odgrywaja wazna rolg¢ w kontroli proceséw zapalnych jelit, tago-
dzeniu miazdzycy i dojrzewaniu uktadu odpornosciowego, gtéwnie poprzez produkcije
maslanu [8]. Powstaje on w procesach fermentacyjnych. Wyniki badan sugeruja, ze sub-
stancja ta wykazuje rowniez wptyw na metabolizm watroby. Zwigksza synteze glikogenu
w watrobie w takim samym tempie jak w przypadku glukozy [9]. Ponadto wykazano, ze
Roseburia spp. jest aktywnie zaangazowana w utrzymanie odpornosci jelit, wptywa na
ich perystaltyke 1 wlasciwos$ci przeciwzapalne. W patologiach takich jak zespot jelita
drazliwego, otylos¢, T2D i alergie Roseburia spp. moze zmienia¢ rozne szlaki metaboliczne
poprzez maslan, ktory hamuje aktywacj¢ NF-xB lub wplywa na proliferacje komorek T.
Ponadto bakterie te mogg by¢ biomarkerem powstawania kamieni zétciowych [10].

3.2. Wplyw kapsaicyny na liczebno$¢ Roseburia i konsekwencje dla zdrowia

Jak wykazaty badania przeprowadzone w 2020 roku w Instytucie Genomiki Stoso-
wanej oraz Katedrze Stomatologii Prewencyjnej w Chinach, podawanie kapsaicyny my-
szom zdrowym oraz myszom cierpigcym na cukrzyce typu 2 w dawkach odpowiednio
8 mg na kilogram masy ciata przez okres 7 dni oraz od 0,01% do 0,02% przez 2 tygodnie
doprowadzito do wzrostu liczebno$ci bakterii z rodzaju Roseburia w jelicie, co miato
pozytywny wptyw na kondycje jelit i metabolizm glukozy [11].
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4. Escherichia coli

4.1. Charakterystyka gatunku Escherichia coli

Escherichia coli jest Gram-ujemng, wzglednie beztlenowa, pateczkg nalezacg do
rodziny Enterobacteriaceae. Jej materiat genetyczny sktada sie z od 1 do 4 identycznych
fancuchow DNA. Podziat jej komorek trwa okolo 20 minut. Gatunek ten mozemy po-
dzieli¢ na serotypy ze wzgledu na zréznicowane budowy antygendw. Antygenami wystepu-
jacymi sa: antygen powierzchniowy K, ktorego wystepuje 80 wariantow, antygen
rzeskowy H posiadajacy okoto 50 wariantow oraz antygen somatyczny O, ktoéry ma az
171 wariantow. Dlatego tez mozemy wyr6zni¢ prawie 200 typow serologicznych drobno-
ustroju. Bakteria zasiedla jelito grube u zwierzat statocieplnych, w tym cztowieka. Jej rola
w organizmie czlowieka jest uczestnictwo w rozktadaniu pokarmu. Bierze ona rowniez
udziat w syntezie witaminy K oraz witamin z grupy B. W okreslonych warunkach E. coli
moze niestety wywolywa¢ choroby uktadu pokarmowego i moczowego dzieki swoim
umiejetno$ciom przylegania do nablonka jelit oraz wytwarzania enterotoksyn przez
niektore szczepy [12].

4.2. Wplyw kapsaicyny na liczebnos$¢ Escherichia coli i konsekwencje
dla zdrowia

Jak wykazaly badania, ktore zostaty zrealizowane w Zakladzie Badawczym Chemii
Farmaceutycznej i Biologicznej w Wielkiej Brytanii w 2019 roku, kapsaicyna moze
hamowac¢ wzrost i transfer plazmidow u E. coli, dzigki czemu moze by¢ wykorzystywana
w walce z jej wirulentnymi szczepami [13]. Ponadto eksperymenty przeprowadzone
przez Indyjski Instytut Badan Weterynaryjnych, Indyjska Rade Badan Rolniczych —
Indyjski Instytut Badan Weterynaryjnych oraz Zachodniobengalski Uniwersytet Nauk
0 Zwierzetach 1 Rybotowstwie w 2016 roku pokazuja réwniez, ze kapsaicyna posiada
wiasciwosci antybakteryjne przeciwko szczepom produkujacym beta-laktamazy o roz-
szerzonym spektrum dziatania (ESBL, ang. extended spectrum beta-lactamase; MDR,
ang. multi-drug resistant). Przedstawione przez naukowcow wyniki informuja, ze przy
stezeniu kapsaicyny 2,5 mmol/l zywotno$¢ bakterii zmniejszyta sie od 20% do 35%,
przy stezeniu 7,5 mmol/l Zywotno$¢ zmniejszyta si¢ o 60%, natomiast przy stezeniu
25 mmol/l zywotno$¢ zmniejszyta si¢ tylko do 8%. Aby jednoznacznie potwierdzi¢
wplyw analizowanej substancji, potrzebne sa dalsze badania in vivo [14].

5. Helicobacter pylori

5.1. Charakterystyka gatunku Helicobacter pylori

Helicobacter pylori jest Gram-ujemna, nieprzetrwalnikujaca, urzesiona pateczka
zasiedlajaca powierzchni¢ komorek nabtonkowych btony §luzowej zotadka. H. pylori
wytwarza hydrogenazg, dzigki ktorej jest w stanie utlenia¢ wodor czasteczkowy wytwa-
rzany przez inne bakterie bytujace w jelicie cztowieka, a co za tym idzie — pozyskiwaé
na tej drodze energie. Bakteria ta jest szczegolnie rozpowszechniona w krajach rozwi-
nigtych oraz rozwijajacych si¢. Zazwyczaj nie wywoluje zadnych objawow chorobowych,
jednak w niektorych przypadkach powoduje wrzody zotadka oraz zapalenie zotadka
typu B, ktoére moze prowadzi¢ do rozwiniecia sie¢ nowotworu [15].
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5.2. Wplyw kapsaicyny na liczebno$¢ Helicobacter pylori i konsekwencje
dla zdrowia

Badania przeprowadzone w 2007 roku przez badaczy z Wydzialu Chorob Wewngtrz-
nych w Szkole Medycznej na Uniwersytecie Yonsei w Korei wykazaty, ze kapsaicyna
posiada wlasciwosci hamujace wytwarzanie przez komorki zotadka interleukiny 8. Jej
wydzielanie jest spowodowane obecnoscig H. pylori, a w konsekwencji zmniejsza to stan
zapalny zoladka. Interleukina 8 jest chemoking prozapalng wytwarzang w naszym orga-
nizmie podczas infekcji. Jej dziatanie opiera si¢ na pobudzaniu migracji monocytow
i neutrofilii oraz stymulacji angiogenezy. Niestety w sytuacjach patogennych jej whasci-
wosci pobudzania migracji mogg powodowaé szybsze rozprzestrzenianie sie¢ komorek
nowotworowych, co skutkuje wielonarzadowymi przerzutami raka [16]. Dlatego tez
dzigki wlasciwos$ciom kapsaicyny mozemy przypuszczac, ze jest ona w stanie spowolnié
rozprzestrzenianie komorek nowotworowych w obrebie zotadka, jak i jego przerzuty do
innych tkanek i narzadow [15]. Ponadto inne badania in vitro wykazaly, ze kapsaicyna
hamowata wzrost H. pylori w stezeniu 10 pg/ml, a efekt hamujacy byt maksymalny przy
stezeniu 50 ug/ml [17].

6. Przyszlo$¢ badan nad kapsaicyna

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na to, ze kapsaicyna wywiera wptyw na
mikrobiom przewodu pokarmowego. Efekt, jaki wykazuje, jest zalezny od jednostki
taksonomicznej bakterii, a takze dawki kapsaicyny uzytej w eksperymencie. Daje to
podstawy do potencjalnego wykorzystania tej substancji w celach medycznych. Jej
dziatanie przeciwko strukturom komorkowym bakterii Gram-ujemnych daje mozliwo$¢
zastosowania tego zwiagzku w walce z bakteriami antybiotykoopornymi. Dalsze badania
mogg pozwoli¢ na opracowanie nowej technologii leczenia zatru¢ pokarmowych bez
wykorzystania antybiotykow, ktore coraz czgsciej okazujg si¢ by¢ nieskuteczne w walce
z patogenami, a takze ograniczaja rozwdj flory symbiotycznej. Jak wspomniano wczesniej,
kapsaicyna wptywa pozytywnie na liczebno$¢ dobroczynnych bakterii, co wskazuje na
potencjalne podwajne korzysci z wykorzystania jej w farmakoterapii. Ponadto jej dzia-
tanie przeciwko wydzielaniu interleukin predysponuje kapsaicyn¢ do praktycznego jej
zastosowania jako leku przeciwzapalnego. Warto rowniez wspomnie¢ o innych wiasci-
wosciach tego alkaloidu. W badaniach na ludziach stwierdzono, ze CAP (kapsaicyna)
wykazuje anoreksygeniczne odczucia, takie jak sytos$¢, po dodaniu do diety. Zmniejsza
réwniez spozycie pokarmu, thumi pragnienie jedzenia i gtod [18]. Neurony wrazliwe na
te substancje sa rozpowszechnione rowniez w ukladzie sercowo-naczyniowym. Ze
wzgledu na jej dzialanie na receptory zauwazono, ze obniza ona cis$nienie krwi [19].
Z badan wynika, ze kapsaicyna wykazuje réwniez istotne dziatanie przeciwmiazdzycowe.
Wplywa na zmniejszenie magazynowania lipidow i poprawe zmian miazdzycowych
w aorcie w mysim modelu [20]. Wszystko to czyni kapsaicyng tym bardziej interesujaca
substancja i zacheca do dalszych badan.
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Kapsaicyna, jej wplyw na mikrobiote i potencjal w terapii choréb przewodu
pokarmowego

Streszczenie

Kapsaicyna to organiczny zwiazek odpowiadajacy za ostry smak owocu papryki ostrej oddziatujacy na nocy-
ceptory obecne w jamie ustnej. Z przeprowadzonych badan wynika, ze kapsaicyna moze mie¢ pewien wplyw
na mikrobiot¢ przewodu pokarmowego czlowieka, lecz zakres i skala nie sg jeszcze do konca poznane.
Czesto$¢ spozycia owocu papryki chilli oraz suplementacja diety kapsaicyng wzrasta, dlatego wazne jest
dokladniejsze jej zbadanie i okreslenie oddzialywania na r6ézne aspekty funkcjonowania organizmu. Wyniki
badan in vitro sugerujag m.in., ze kapsaicyna ma wplyw na hamowanie wzrostu i transferu plazmidow
u Escherichia coli, co moze przynies¢ korzystne skutki w walce z wirulentnymi postaciami tych bakterii.
Wskazuja rowniez na wzrost liczebnosci i aktywnosci bakterii z rodzaju Lactobacillus, ktore stanowia natu-
ralny element mikrobioty przewodu pokarmowego czlowieka, gdzie przeprowadzaja np. fermentacje laktozy
do kwasu mlekowego, ktory ogranicza wzrost drobnoustrojéw chorobotworczych, jak rowniez odpowiadaja
za wytwarzanie innych substancji hamujacych rozwoj bakterii patogennych.

Celem przygotowania niniejszej pracy przegladowej byta analiza wptywu danych stezen kapsaicyny na bakterie
nalezace do mikrobioty przewodu pokarmowego czlowieka, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem szczepow
probiotycznych m.in. z rodzaju Lactobacillus oraz zaklasyfikowanych do tzw. bakterii grupy coli, w tym do
gatunku E. coli, w oparciu o aktualne dane literaturowe. Gloéwnym zatozeniem przegladu prowadzonych
dotychczas badan bylto przesledzenie wynikéw $wiadczacych o przeciwbakteryjnym dziataniu kapsaicyny
na wybrane szczepy bakterii potencjalnie patogennych oraz dzialaniu stymulujgcym na szczepy znane ze
swoich probiotycznych wlasciwosci. Nasza intencja byta weryfikacja rezultatow badan wielu naukowcow,
jak moga przyczynic¢ si¢ do wzrostu $wiadomosci wykorzystania niskich dawek kapsaicyny w walce przeciwko
otylosci, hiperglikemii oraz potencjalnego wykorzystania jej w przypadku zakazenia szkodliwymi szczepami
E. coli i innymi bakteriami Gram-ujemnymi ze wzgledu na jej potencjalne dziatanie przeciwko bakteryjnemu
LPS (lipopolisacharyd).

Stowa kluczowe: medycyna, mikrobiologia, mikrobiom

Capsaicin, its effects on the microbiota and its potential in the treatment
of gastrointestinal diseases

Abstract

Capsaicin is the organic compound responsible for the spicy taste of peppers, acting on nociceptors present
in the mouth. Research suggests that capsaicin may have some effect on the microbiota of the human gastro-
intestinal tract, but the extent and scale are not yet fully understood. The frequency of chili bell pepper con-
sumption and capsaicin supplementation is on the rise, so it is important to study it more closely and determine
its effects on various aspects of body function. Among other things, in vitro studies suggest that capsaicin
has the effect of inhibiting growth and plasmid transfer in Escherichia coli, which may have beneficial effects
against virulent forms of these bacteria. They also indicate an increase in the number and activity of bacteria
of the genus Lactobacillus, which are a natural part of the microbiota of the human gastrointestinal tract,
where they carry out, for example, the fermentation of lactose into lactic acid, which limits the growth of
pathogenic microorganisms, as well as being responsible for the production of other substances that inhibit
the growth of pathogenic bacteria.

237



Agnieszka Kumanowicz, Karolina Matczak Julia Tyczynska, Joanna Banasiewicz

The purpose of preparing this review paper was to analyze the effect of given concentrations of capsaicin on
bacteria belonging to the microbiota of the human gastrointestinal tract, with particular emphasis on probiotic
strains of the genus Lactobacillus, among others, and those classified as so-called coliforms, including the
species E. coli, based on current literature data. The main objective of the review of the studies conducted so
far was to trace the results demonstrating the antimicrobial effect of capsaicin on selected strains of potentially
pathogenic bacteria and the stimulatory effect on strains known for their probiotic properties. Our intention
was to verify the results of the studies of many scientists, as well as may contribute to the awareness of the
use of low doses of capsaicin in the fight against obesity, hyperglycemia and its potential use in the case of
infection with harmful strains of E. coli and other Gram-negative bacteria due to its potential action against
bacterial LPS (lipopolysaccharide).

Keywords: medicine, microbiology, microbiome
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