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Streszczenie

Streszczenie

Swiatowa Organizacja Zdrowia okreélita wakrote azjatycka jako jedna
z najwazniejszych na swiecie roslin leczniczych. Zainteresowanie ekstraktami z wakroty
azjatyckiej obserwuje sie réwniez w przemysle kosmetycznym. Ogromna popularno$¢
ekstraktow z wakroty azjatyckiej oraz wyizolowanych z niej sktadnikow aktywnych
skutkuje tym, Ze roS$lina w stanie naturalnym jest zagrozona wyginieciem. Metoda
alternatywng wykorzystywang do pozyskiwania duzej iloSci biomasy z wakroty
azjatyckiej, w celu otrzymywania z niej ekstraktow, jak rowniez sktadnikéw aktywnych
s3 hodowle ros$linne kultur in vitro.

Projekt realizowany w ramach pracy doktorskiej obejmuje badania aktywnosci
biologicznej i bezpieczenstwa stosowania dwoéch wyciggéw wodnych z wakroty
azjatyckiej otrzymanych z rosliny pochodzacej ze stanowiska szklarniowego (CA1)
i z rosliny z hodowli in vitro (CA2), ktérych aktywno$¢ nie zostata do tej pory oceniona.
Wyciggi roslinne sg mieszaning wielu réznych zwigzkéw aktywnych biologicznie,
nierzadko wykazujacych dziatanie synergistyczne lub antagonistyczne. Dlatego,
w ramach pracy doktorskiej postanowiono sprawdzié, czy dziatanie biologiczne
wyciggéw jest uzaleznione od obecno$ci dwoch, oznaczonych w nich sktadnikow
aktywnych, azjatykozydu i madekasozydu.

W ramach pracy doktorskiej oceniono wptyw testowanych wodnych wyciaggéw
z wakroty azjatyckiej na zywotnos$¢ i proliferacje komorek 3 linii prawidtowych (HaCaT,
BJ-5ta, C8D1A) i 3 linii nowotworowych (A375, WM793, HepG2) przy uzyciu testow
MTT, testu z czerwienig obojetng i testu z fioletem krystalicznym. Zbadano réwniez
stabo do tej pory poznang aktywnos$¢ glioprotekcyjng testowanych wyciagow,
azjatykozydu i madekasozydu. W celu oszacowania potencjatlu mutagennego wyciagi
wodne z wakroty azjatyckiej objete projektem badano w tescie Amesa, wykorzystujac
szczepy Salmonella typhimurium TA98 i TA100 stosowane w rutynowych badaniach
screeningowych mutagennosci. Do oceny potencjatu antyoksydacyjnego wykorzystano
testy kolorymetryczne (DPPH i FRAP) oraz dokonano analizy wplywu badanych
wyciggéw na poziom reaktywnych form tlenu w hodowli komérek fibroblastow
i hepatocytow (test ROS-Glo H202). Ze wzgledu na bardzo stabo poznang aktywnos¢
fotoprotekcyjna wyciggow z wakroty azjatyckiej, wykonano analize spektralng

w zakresie UV.

11



Streszczenie

Niezalezne testy zZywotnosci i wptywu na proliferacje wykazaty, ze obydwa
testowane wodne wyciagi z wakroty azjatyckiej (CA1 i CA2) s3 bezpieczne w stosunku
do prawidlowych komoérek skéry (keratynocytéw i fibroblastéw) oraz hepatocytow,
wykazaty dziatanie glioprotekcyjne oraz byty pozbawione aktywnos$ci mutagenne;j.
Analiza otrzymanych wynikéw pozwolita na ocene potencjalnej aktywnosci biologicznej
badanych ekstraktéw. Obydwa testowane wyciagi charakteryzowaly sie dzialaniem
antyoksydacyjnym i fotoprotekcyjnym. Ekstrakt z ro$liny szklarniowej wykazywat
dodatkowo dziatanie przeciwstarzeniowe. Badania przeprowadzone
z wykorzystaniem komorek czerniaka wykazaty, ze ekstrakt z ros$liny in vitro (CA2)
i azjatykozyd dziataty chemoprewencyjnie, a ekstrakt z ros$liny szklarniowej (CA1)
oraz obie saponiny dziataly cytostatycznie w stosunku do komoérek nowotworowych
czerniaka skory (A375).

Analiza wynikéw pozwolita zdefiniowa¢ madekasozyd jako skitadnik o bardzo
silnej aktywnosci przeciwstarzeniowej, przeciwtluszczycowej, a takze cytostatycznej
w stosunku do komorek czerniaka linii A375. Wyniki dotyczace madekasozydu stanowia
ogromng warto$¢ naukowa, poniewaz wtasciwosci tego sktadnika nie zostaty opisane
w literaturze tak doktadnie jak wtasciwosci azjatykozydu.

Uzyskane wyniki majg charakter aplikacyjny, przyczynity sie do poszerzenia
wiedzy o aktywnosci ro$liny Centella asiatica, pozwolily po raz pierwszy wykazac
dziatania wyciggéw CA1 i CA2, porownac¢ aktywno$¢ wyciggéw otrzymanych z roslin
z hodowli szklarniowej i z hodowli in vitro, a takze po raz pierwszy wylonity
madekasozyd jako sktadnik ekstraktéow z wakroty azjatyckiej o bardzo silnej, korzystnej

aktywnosci biologiczne;.

Stowa kluczowe: Wakrota azjatycka, aktywno$¢ biologiczna, bezpieczenstwo

stosowania, testy alternatywne, hodowle komoérek skory.
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Abstract

Abstract

The World Health Organization has described the Centella asiatica plant
as one of the world's most important medicinal plant. The huge interests of Centella
asiatica extracts is also observed in the cosmetic industry. The great popularity of active
ingredients and extracts obtained from Centella asiatica results in the fact that the plant
is in danger of extinction in its natural state. In vitro plant cultures is an alternative
method used to obtain a large amount of Centella asiatica biomass as well as the extracts
and biologically active ingredients of the plant.

The project conducted within the doctoral thesis applied research
on the biological activity and the safety of use two water extracts from the Centella
asiatica obtained from a greenhouse plant (CA1) and an in vitro culture plant (CA2), the
activity of which has not been evaluated so far. Plant extracts are a mixture of various
biologically active compounds which often have a synergistic or antagonistic effect.
Therefore, as part of the doctoral thesis, it was decided to check whether the individual
biological activities of the extracts depend on the two active ingredients: asiaticoside
and madecassoside.

An extensive part of the doctoral dissertation has been made using cell cultures,
including skin cells - fibroblasts (BJ-5ta) and keratinocytes (HaCaT), melanoma cells
(A375 and WM793), liver cells - hepatocytes (HepG2) and nerve cells - astrocytes
(C8D1A). The effect of the tested extracts, asiaticoside and madecassoside
on the viability (MTT test and neutral red uptake test) and proliferation (crystal violet
staining test) of the cells of all lines were evaluated. As part of the doctoral dissertation,
very poorly understood glioprotective activity of tested extracts, asiaticoside
and madecassoside was determined. In order to estimate the mutagenic potential, water
extracts from the Centella asiatica included in the project were tested in the Ames test
using Salmonella typhimurium strains TA98 and TA100 used in routine screening
mutagenicity studies. To assess the antioxidant potential, colorimetric tests (DPPH
and FRAP) were used and the effect of the tested extracts on the level of reactive oxygen
species in the cell culture of fibroblast cells and hepatocytes was measured (ROS-Glo
H20; test). Due to the very poorly understood photoprotection activity of the Centella
asiatica extracts, spectra of UV absorption of tested compounds were performed.

Independent viability and proliferation test showed that both tested water

Centella asiatica extracts (CA1l, CA2) were safe in relation to normal skin cells
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Abstract

(keratinocytes and fibroblasts) and hepatocytes, had also a glioprotective effect
and were free from mutagenic properties. Analysis of the obtained results allowed us
to assess the potential biological activity of the extracts. Both tested extracts showed
antioxidant and photoprotective effects. Greenhouse plant extract was additionally an
potential anti-aging agent. Analyzes carried out using melanoma A375 cell line, made
it possible to assess that the in vitro plant extract (CA2) and asiaticoside showed
chemopreventive effect, and the extract from the greenhouse plant (CA1)
and both tested saponins had cytostatic effect in relation to this cell line.

Based on the obtained results we were able to defined madecassoside
as a component with a very strong anti-aging, antipsoriatic and also cytostatic activity
in relation to A375 melanoma cells. The results obtained for the madecassoside
constitute the great scientific value, because the properties of this ingredient have not
been described in the literature as accurately as the properties of asiaticoside.

The obtained results are very applicable. They allow to broadening knowledge
about the Centella asiatica activity, for the first time they allow us assess the biological
activity of the CA1 and CA2 extracts obtained from the greenhouse and in vitro culture
plant. Moreover, obtained results let us to emerge madecassoside as an Centella asiatica

ingredient with a very strong, beneficial biological activity.

Key words: Centella asiatica, biological activity, safety of use, alternative methods, skin

cell cultures,
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Wykaz stosowanych skrotow

3R ang. Reduction, replacement,
refinement

A375 ang. Melanoma malignant skin cell
line

A549 ang. Human lung carcinoma cell
line

AA ang. Ascorbic acid

aHDFs ang. Human dermal fibroblasts

aNHEKs ang. Normal human epidermal

keartinocytes
AS ang. Sodium azide
AZ] ang. Asiaticosside

B16F10 ang. Mus musculus skin melanoma

cell line
BA ang. Bottom agar
BAP ang. 6-benzyloaminopurine

BJ-5ta ang. Human foreskin fibroblasts cell

line

C8D1A ang. Mus musculus brain astrocytes
cell line

CA Centella asiatica

CA1 ang. Centella asiatica greenhouse
plant extract

CA2 ang. Centella asiatica in vitro plant
extract

cAMP ang. Cyclic adenosine

monophosphate

Zmniejszenie, zastapienie,
doskonalenie

Linia ludzkich komorek czerniaka
skéry

Linia komorek ludzkiego raka ptuc

Kwas askorbinowy
Linia ludzkich komorek fibroblastéw

Linia ludzkich komoérek
keratynocytow

Azydek sodu
Azjatykozyd

Linia mysich komoérek czerniaka

Podtoze minimalne
6-benzyloaminopuryna

Linia komorek fibroblastow skory
ludzkiej

Linia komorek mysich astrocytow
Wakrota azjatycka

Wyciag wodny z wakroty azjatyckiej
otrzymany z rosliny szklarniowej

Wycigg wodny z wakroty azjatyckiej
otrzymany z rosliny z hodowli in vitro

Cykliczny adenozyno-3',5'-
monofosforan



Wykaz stosowanych skrétéw

CATF

CPA
CRY
CYP

DLA

DMSO
DOX
DPPH
Dz.U.
EAC

ETCA

FGF

FRAP

GA-3

HaCaT

HBL-100

hBMECs

HelLa

HepG2

INCI

ang. Centella asiatica total terpenic
fraction

ang. Cyproterone acetale

ang. Octocrylene

ang. Dalton’s [ymphoma ascites
tumor cells

ang. Dimethyl sulfoxide
ang. Doksorubicin

ang. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

ang. Ehrlich ascites tumor cells

wt. Estratto Titolato di Centella
asiatica

ang. Fibroblast growth factor

ang. Ferric reducing antioxidant
power

ang. Giberellic acid

ang. Adult human skin
keratinocytes cell line

ang. Human mammary gland
adenocarcinoma cell line

ang. Human Brain Microvascular
Endothelial Cells

ang. Human cervix adenocarcinoma
cell line

ang. Human hepatocellular
carcinoma cell line

ang. International Nomenclature of
Cosmetic Ingredients

Ekstrakt z wakroty azjatyckiej
zawierajacy catkowita frakcje
terpenowg

Octan cyproteronu
Oktokrylen

[zoenzymy cytochromu P450

Dimetylosulfotlenek
Doksorubicyna
(1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl)
Dziennik Urzedowy Komisji
Europejskiej

Ekstrakt z wakroty azjatyckiej

Czynnik wzrostu fiborblastow

Zdolnos$¢ do redukcji jonéw Zelaza

Kwas giberelinowy

Linia komorek keratynocytow skéry
ludzkiej

Linia ludzkich komoérek
nowotworowych sutka

Linia komorek sr6dbtonka moézgu
ludzkiego

Linia ludzkich komérek raka szyjki
macicy

Linia komorek ludzkich watroby

Miedzynarodowe nazwy sktadnikow
stosowanych w kosmetyce
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Wykaz stosowanych skrétéw

KT
MAD
MC65

MC65

MCF-7

MDA-

231

MI

MK-1

MMP

MPTP

MTT

NAA

NKT

NQNO

ODsoo

OVCAR-3
PBS

PC-3

RCE

ang. Madecassoside

ang. Human neuroblastoma cell line

ang. Transformed human
neuroblastomas cell line

ang. Human mammary gland
adenocarcinoma cell line

ang. Human mammary gland
adenocarcinoma cell line

ang. Mutagenic index

ang. Matrix metalloproteinase

ang. Mitochondrial permeability
transition pore

ang. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-Diphenyltetrazolium Bromide

ang. a-naphtyla-cetic acid

ang. 4-nitroquinoline N-oxide

ang. Optical density

ang. Human ovary adenocarcinoma

ang. Phosphate-buffered saline

ang. Human prostate cancer cell
line

ang. Rabbit corneal epithelial cells

Kwasy tluszczowe
Madekasozyd

Linia komorek nerwiaka
zarodkowego

Linia komo6rkowa ludzkiej

neuroblastomy

Linia ludzkich komoérek
nowotworowych sutka

Linia ludzkich komoérek
nowotworowych sutka

Wspéiczynnik mutagennosci

Linia ludzkich komoérek
gruczolakoraka zotadka

Metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej

Pory zmiany przepuszczalnos$ci
mitochondrialnej

sol tetrazolowa (bromek 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-yl)-2,5-
difenylotetrazoliowy)

Kwas a-naftalenooctowy
Nienasycone kwasy ttuszczowe

N-tlenek-4-nitrochinoliny

Gestos¢ optyczna hodowli pzy
dtugosci fali 600 nm

Linia ludzkich komoérek raka jajnika
Roztwor soli fizjologicznej

Linia ludzkich komérek raka prostaty

Krdlicze komorki nabtonka warstwy
rogowej
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Wykaz stosowanych skrétéw

RE

ROS
SD

SHSY-5Y

SK-MEL-

SKOV3

SMMC-

77

SW480

TA

TA100

TA98

TE

TECA

TGF-B

TNFAIP6

TPTZ

TTF

TTFCA

ang. Reactive oxygen species
ang. Standard deviation

ang. Human neuroblastoma cell line

ang. Human skin melanoma
malignant cell line

ang. Human ovary adenocarcinoma
ang. Human lung carcinoma

ang. Human colorectal
adenocarcinoma cell line

ang. Top agar

ang. Salmonella typhimurium
Tester Strain for Ames Test

ang. Salmonella typhimurium
Tester Strain for Ames Test

ang. Trolox

ang. titrated extract of Centella
asiatica

ang. Transforming growth factor

ang. Tumor necrosis factor alpha-
induced protein 6

ang. 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine

ang. Total triterpenic fraction

ang. Total triterpenoid fraction of
Centella asiatica

Linia ludzkich komoérek nabtonka
oddechowego

Reaktywne formy tlenu

Odchylenie standardowe

Linia komorek nerwiaka
zarodkowego pochodnych ze szpiku

kostnego

Linia komorek ludzkich czerniaka

Linia ludzkich komérek raka jajnika

Linia komorek nowotworowych
watroby

Linia komorek raka okreznicy

Agar powierzchniowy

Szczep testowy bakterii Salmonella
typhimurium

Szczep testowy bakterii Salmonella
typhimurium

Troloks

Miareczkowany ekstrakt z wakroty
azjatyckiej

Transformujacy czynnik wzrostu 3

Czynnik martwicy nowotworéw

2,4,6-tripirydylo-s-triazyna

Ekstrakt z wakroty azjatyckiej
zawierajacy catkowita frakcje
triterpenowg

Ekstrakt z wakroty azjatyckiej

zawierajacy catkowita frakcje
triterpenoidowg

18



Wykaz stosowanych skrétéw

VB

VEGF

WM793

ang. Vogel-Bonner salt

ang. Vascular endothelial growth
factor

ang. Melanoma malignant cell line

Roztwor soli Vogel-Bonner

Srédbtonkowy czynnik wzrostu

Linia ludzkich komoérek czerniaka -
przerzut z ptuca
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1. Wstep

1. Morfologia, wystepowanie i sktad chemiczny Centella asiatica

Wakrota azjatycka - Centella asiatica (L.) Urban, syn. Hydrocotyle asiatica (L.)
jest to roslina zielna znana réwniez pod angielska nazwa Indian Pennyworth (Indian
Hydrocotyle), a w medycynie orientalnej nazywana jest Gotu Kola i Tiger Grass [Gohil
i wsp., 2010, Bylka i wsp., 2013]. Taksonomia ros$liny Centella asiatica zostata

przedstawiona w tabeli 1.

Tabela 1 Systematyka gatunku Centella asiatica [Brinkhaus i wsp. 2000].

Klasyfikacja

Krélestwo Jadrowe Eucaryota
Podkrélestwo Rosliny Phytobionta

Gromada Nasienne Spermatophyta
Podgromada Okrytonasienne Angiospermae

Klasa Dwuli$cienne Dicotyledones

Podklasa Rosidae

Nadrzad Aralianae

Rzad Araliowce Araliales (Umbelliflorae)
Rodzina Selerowate Apiaceae (Umbelliferae)
Podrodzina Hydrocotyle

Rodzaj Wakrota Centella

Gatunek Wakrota azjatycka Centella asiatica (Linn.) Urban

Wakrota azjatycka jest ro$ling ptozaca sie, posiada pionowy korzen gtdwny
i pelzajaca todyge wyposazong w ukorzenione wezly, z ktérych na dtugich ogonkach
(okoto 6 mm) wyrastaja liScie z niewielkim przylistkiem u nasady. LiScie rosliny utozone
sa naprzemianlegle (czasami zgrupowane w weztach) o dtugosci 10 - 40 mm
i 70 mm szeroko$ci, ksztattu okragtego lub nerkowatego i o lekko karbowanych
brzegach. Na ptaskiej powierzchni lisci rozchodzi sie 7 nerwéw w utozZeniu dtoniastym.
Spéd mtodych lisci porastaja nieliczne wtoski, ktérych wystepowania nie stwierdzono
na liSciach dorostych. Kwiatostan wakroty azjatyckiej to baldach zbudowany
z 1-5 drobnych siedzacych, bezszyputkowych kwiatéw. Kwiaty wakroty maja barwe

od jasnor6zowej do czerwonej, a ich kwitnienie przypada na sierpien i wrzesien
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[Brinkhaus i wsp., 2000]. Owocem roS$liny jest
drobna (do 5 mm), kulista roztupka, ztoZzona
z dwoch nietupek. W jej wnetrzu znajduja
sie pojedyncze, poprzecznie SciSniete nasiona.
Wakrota azjatycka posiada korzenny aromat,
zapachem przypominajacy liS¢ tytoniu.
Morfologie rosliny przedstawia rycina 1.
Centella asiatica to ro$lina zielna rosnaca

w zwartych skupiskach, charakteryzowanych

jako ,zielony dywan” [Kartowicz - Bodalska
i wsp., 2013]. W stanie naturalnym roslina
Rycina 1 Morfologia rosliny Centella asiatica. porasta  miejsca  podmokte, bagniste,

zacienione ze statym dostepem do wody,
ale mozna jg rowniez znaleZ¢ na leSnych polanach czy terenach skalistych, na wysokosci
dochodzacej nawet do 2500 m. n. p. m. [Brinkhaus i wsp., 2000]. Wyglad rosliny
uzalezniony jest od miejsca wystepowania [Krél, 2010]. Roslina wystepuje na terenach
potudniowo-wschodniej Azji: Indie, Chiny, Japonia, Malezja i Indonezja, ale wystepuje
réwniez w Potludniowej Afryce, w Australii, Potudniowej i Srodkowej Ameryce
i na Madagaskarze. Miejsca naturalnego bytowania rosliny przedstawiono na rycinie 2.
Ze wzgledu na sprzyjajace warunki do wzrostu i ogromne zapotrzebowanie komercyjne
na ziele rosliny, wakrota azjatycka
jest réwniez uprawiana
na plantacjach, gdzie surowiec
pozyskuje sie w przeciggu catego
roku. W warunkach hodowlanych,

do rozmnazania wegetatywnego

rosliny wykorzystuje sie roztég
Rycina 2 Obszary naturalnego bytowania Centella asiatica. i korzeni Umieszcza sie
je w mokrym piasku lub ziemi i po okoto 2 tygodniach sg gotowe do rozmnazania. Ziele
wakroty azjatyckiej moze by¢ zbierane juz 6 miesiecy po nasadzeniu, w dowolnym
czasie w ciggu roku [Brinkhaus i wsp., 2000]. Zebrane czeSci nadziemne rosliny

s3 nastepnie suszone na stoncu [Kartowicz - Bodalska i wsp., 2013].
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Wedtug Farmakopei Polskiej X zielem wakroty azjatyckiej (Centellae asiaticae herba)
okresla sie wysuszone i potamane cze$ci nadziemne rosliny Centella asiatica (L.) Urban.
Centella asiatica (L.) Urban jako surowiec opisywana jest réwniez w Indian Herbal
Pharmacopoeia, German Homeopathic Pharmacopoeia i Pharmacopoeia of the People’s
Republic of China (farmakopea chinska) [Kartowicz - Bodalska i wsp. 2013, Brinkhaus
i wsp., 2000].

Monoterpeny:

Aminokwasy:
. 1,8-cyneol

. alanina - limonen

. arginina - borneol

« glicyna = kamfen

*  histydyna =  terpinen-4-ol

e izoleucyna =  octan borneolu

* leucyna =  octan cytronelolu

. lizyna - para-cymen

=  para-cymenol

o metionina

) =  octan geraniolu
¢ fenyloalanina &

. = linalol
e prolina
. L mircen
e  treonina

=  octan nerolu
e tryptofan

e : \
/ \ \ Seskwiterpeny: Alkany:
// // \\
y \
. | =  tlenek kariofilenul = tridekan
Fenylopropanoidy ‘
=  kurkumina =  pentadekan
= chawikol L] humulen
=  octan chawikolu
=  octan eugenolu Diterpeny:
= dioctan trans-koniferylu
= galanal A

= dioctan trans-para-kumarylu
= galanal B
=  octan eugenolu

Rycina 3 Zwigzki o mniejszym znaczeniu oznaczone w liSciach i ktaczu Centella asiatica [Brinkhaus i wsp., 2000].
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Z wysuszonego ziela wakroty azjatyckiej otrzymuje sie nastepnie wyciggi wodne
lub alkoholowe. Pozyskuje sie takze pojedyncze zwigzki chemiczne o zdefiniowanej
aktywnosci biologicznej. Popularnymi wyciggami z wakroty azjatyckiej sq TECA (titrated
extract of Centella asiatica) i TTFCA (total triterpenoid fraction of Centella asiatica),
ktére zawierajag w swoim sktadzie azjatykozyd (40%), kwas azjatykowy (30%) i kwas
madekasowy (30%). Rownie popularnym wyciggiem jest TTF (total triterpenic fraction),
ktory sktada sie z mieszaniny kwasu azjatykowego (30%) i kwasu madekasowego
(30%) oraz z azjatykozydu (40%). Dostepne s3 réwniez wyciaggi CATTF (Centella
asiatica total terpenic fraction) i ETCA (Estratto Titolato di Centella asiatica), w ktorych
zawarto$¢ procentowa poszczeg6lnych sktadnikéw nie zostata oznaczona. [Bytka i wsp.,
2013, Brinkhaus i wsp., 2000, EMEA Assesment Report 2, Gohil i wsp., 2010].

Sktad chemiczny wakroty azjatyckiej jest niezwykle bogaty, a zawartos¢
poszczegdlnych sktadnikéw, podobnie jak wyglad ro$liny, uzalezniona jest od miejsca
jej bytowania [James i wsp., 2011]. W zielu wakroty azjatyckiej oznaczono sktadniki
nalezace do réznych grup chemicznych [Orhan, 2012]. Zgodnie z wymogami Farmakopei
Polskiej X wysuszone ziele wakroty azjatyckiej musi zawiera¢ nie mniej niz 6,0% sumy
triterpend6w w przeliczeniu na azjatykozyd. Najwieksza grupa skitadnikéw
wyizolowanych z ziela wakroty azjatyckiej o udowodnionej w badaniach naukowych
aktywnosci  biologicznej sa pentacykliczne saponiny triterpenowe, zwane
centellozydami lub pseudosaponinami, ktérych zawarto$¢ powinna waha¢ sie
od 1% do 8% - w zaleznoSci od miejsca zbioru surowca [James i wsp., 2011].
Za wielokierunkowe dziatanie wakroty azjatyckiej najprawdopodobniej odpowiadaja
zwiagzki nalezace do tej grupy, azjatykozyd i madekasozyd oraz ich aglikony: kwas
azjatykowy i madekasowy. Do saponin wyizolowanych z ziela wakroty azjatyckiej nalezg
réwniez: azjatykozyd A i B, centellasaponiny A,B,C,D, centellozyd, indocentellozyd,
bramozyd, braminozyd, tankunizyd, izotankunizyd, skeffoleozyd A, a takze kwasy
triterpenowe: terminolowy, madazjatykowy, betulinowy, izobramowy, braminowy,
centellowy, centykowy, centoikowy, indocentoikowy, ursolowy, pomolowy, tankunowy
i izotankunowy [Bonfill i wsp., 2006, Orhan, 2012, James i wsp., 2011, Subban i wsp.,
2008]. W zielu wakroty oznaczono réwniez liczne kwasy fenolowe: rozmarynowy,
chlorogenowy, izo-chlorogenowy, etakrynowy, 3-ferulowy, 4,5-di-O-kawoilochinowy,
3,5-di-O-kawoilochinowy, 3,4-di-O-kawoilochinowy, 1,5-di-O-kawoilochinowy [Yoshida

i wsp., 2005, Subban i wsp., 2008], a w surowcu tureckim zidentyfikowano dodatkowo

24



1. Wstep

kwas: p-hydroksybenzoesowy, wanilinowy, p-kumarynowy, o-kumarynowy
i trans-cynamonowy. W wakrocie azjatyckiej stwierdzono réwniez obecnos$¢ zwigzkow
nalezacych do takich grup, jak polisacharydy: centelloza, arabinogalaktan [Orhan, 2012],
monosacharydy: ramnoza, glukoza, arabinoza, fruktoza, sacharoza, rafinoza [Subban
i wsp., 2008, Brinkhaus i wsp. 2000] poliacetyleny: cadinol, acetoxycentellinol,
centellin, centellicin, asiaticin [Siddiqui i wsp., 2007, Govindan i wsp., 2007], fitosterole:
kampesterol, sitosterol, stigmasterol i castasterol [Orhan, 2012], a takze flawonoidy,
takie, jak kwercetyna, kemferol, rutozyd, apigenina, mirycetyna, 6-metoksykwercetyna,
3-glukozyd kwercetyny, 3-glukozyd kemferolu, 7-glukozyd kemferolu,
[Kartowicz - Bodalska i wsp. 2013, Orhan, 2012] i nowo oznaczone w wakrocie:
castilliferol i castillicetin [Subban i wsp., 2008]. Analizy wykazaty réwniez obecno$¢
aminokwaséw: kwasu asparaginowego, glicyny, kwasu glutaminowego, alaniny,
fenyloalaniny [Singh i wsp., 2010], $§luzéw, zywic i olejkow eterycznych [Gohil i wsp.,
2010]. W olejku eterycznym (0,1%) oznaczono 11 monoterpenéw (20%)
i 14 seskwiterpenow (68,8%), a takze ich pochodne tlenowe. W olejku eterycznym
oznaczono: oa-humulen, germakren B, (-kariofylen, myrcen, trans -farnezen, p-cymol,
a-pinen, 3-pinen, y-terpinen i octan bornylu [Tiwari i wsp., 2011, James i wsp., 2009].
Drugorzedowe substancje pozyskane z ros$liny Centella asiatica oznaczono
na rycinie 3 (str. 23), z kolei gtowne sktadniki przyporzadkowane do poszczegdlnych
grup chemicznych zestawiono w tabeli 2 (str. 26). Analiza wartos$ci i podstawowych
sktadnikéw odzywczych wykazata, ze 100 g lisci wakroty azjatyckiej ma 34 kalorie
i znajduje sie w nich 89.3 g wody, 6.9 g weglowodanow, 1.6 g biatek, 0.6 g ttuszczow,
2 g btonnika, 1.6 g popiotu oraz sktadniki mineralne: 414 mg potasu, 170 mg wapnia,
30 mg fosforu, 3.1 mg zelaza, 6.58 mg [3-karotenu, 4 mg witaminy C, 1.2 mg witaminy Bs,

0.15 mg witaminy B4, 0.14 mg witaminy B [Brinkhaus i wsp., 2000].
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Tabela 2 Sktad chemiczny Centella asiatica.

Grupa chemiczna

Skladnik chemiczny

Pentacykliczne
saponiny triterpenowe

(1% - 8%)

1 - pochodne ursanu

2 - pochodne oleananu

Kwasy tri terpenowe

1 - pochodne ursanu

2 - pochodne oleananu

Kwasy fenolowe

Flawonoidy

Polisacharydy

Poliacetyleny

azjatykozyd!, azjatykozyd A, azjatykozyd B?,
madekasozyd?, braminozyd, bramozyd,
centellasaponiny (A,B,C,D), centellozyd,
indocentellozyd, tankunizyd, izotankunizyd,

skeffoleozyd A

Kwas: azjatykowy?, madekasowy?,
terminolowy?, madazjatykowy, betulinowy
izobramowy, braminowy, centellowy,
centykowy, centoikowy, indocentoikowy,
ursolowy, pomolowy, tankunowy,

izotankunowy

Kwas: rozmarynowy, chlorogenowy,
izo-chlorogenowy, etakrynowy,
3-ferulowy,
4,5-di-0-kawoilochinowy,
3,5-di-O-kawoilochinowy,
3,4-di-0-kawoilochinowy,
1,5-di-O-kawoilochinowy

kwercetyna, kemferol, rutozyd, apigenina,
mirycetyna, 6-metoksykwercetyna,
3-glukozyd kwercetyny,

3-glukozyd kemferolu,

7-glukozyd kemferolu

centelloza, arabinogalaktan

cadinol, acetoxycentellino], centellin,

centellicin, asiaticin
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Fitosterole kampesterol, sitosterol, stigmasterol,
castasterol
Olejek eteryczny o-humulen, germakren B, [-kariofylen,

myrcen, trans 3-farnezen, p-cymol, a-pinen,

B-pinen, y-terpinen, octan bornylu

2. WiasSciwosci terapeutyczne wyciggdw z wakroty azjatyckiej i jej
sktadnikbw  aktywnych = wykorzystywanych ~ w  preparatach

kosmetycznych i dermatologicznych

Ekstrakty z wakroty azjatyckiej sa wprowadzane do formulacji kosmetycznych
w formie sproszkowanej, wodnej lub alkoholowej. Do produkcji wykorzystuje sie
ekstrakty otrzymane zaréwno z catej rosliny jak i jej lici, kwiatow, todygi, korzenia oraz
merystematycznych kultur tkankowych [Safety Assesment, 2015]. Stezenie wyciggu
z wakroty azjatyckiej jakie moze znaleZz¢ sie w kosmetyku waha sie pomiedzy
0.00002% - 0.5% i jest uzaleznione od przeznaczenia kosmetyku (krem lub produkt
myjacy) i miejsca jego stosowania na ciele (twarz, skéra pod oczami, wtosy). Produkty
zawierajace sktadniki pochodzace z ziela wakroty azjatyckiej moga by¢ naktadane nawet
kilkukrotnie w ciggu dnia. Uzywane okazjonalnie lub raz dziennie, moga by¢ bezpiecznie
stosowane przez wiele lat [Safety Assesment, 2015]. Wedtug miedzynarodowe;j
nomenklatury nazewnictwa sktadnikow kosmetycznych INCI, wyciagi z wakroty
azjatyckiej widnieja w sktadzie produktu kosmetycznego pod nazwami: Centella Asiatica
Extract, Centella Asiatica Leaf Extract, Centella Asiatica Meristem Cell Culture. W sktadzie
produktéw kosmetycznych znajduja sie rowniez pojedyncze zwigzki wyizolowane
z rosliny, takie jak azjatykozyd (INCI: Asiaticoside), madekasozyd (INCI: Madecassoside),
kwas azjatykowy (INCI: Asiatic Acid) i kwas madekasowy (INCI: Madecassic Acid),
ktérych stezenie w preparacie nie moze przekroczy¢ 0.5% [Safety Assesment, 2015,
Dz.U.2006/257 /WE].

Najpopularniejsze ekstrakty z wakroty azjatyckiej (TECA, pod nazwa handlowg
Madecassol®, Blastoestimulina®, Centellase®) wykorzystywane w preparatach

farmaceutycznych, moga by¢ stosowane zar6wno zewnetrznie jak i doustnie. Na skére
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aplikowane s3 w formie 1% kremu, 2% pudru i sterylnych opatrunkow
(1% ekstraktu / 2 g opatrunku / 1 dm? skéry). W takiej postaci wykorzystuje sie
ekstrakty w leczeniu ran, podczas terapii, w ktorych pojawity sie problemy zwigzane
Z procesem gojenia, takie jak blizny przerostowe (hipertroficzne) lub keloidy. Wyciagi
z wakroty azjatyckiej wspomagaja rowniez prawidlowy przebieg fazy ziarninowania
rany. Gtownym mechanizmem dziatania ekstraktow po ich aplikacji na rane jest
indukcja syntezy kolagenu. Co wiecej, produkty farmaceutyczne zawierajace wyciagi
z wakroty azjatyckiej sa aplikowane zewnetrznie w przypadku owrzodzen zylnych,
odlezyn i oparzen. Ekstrakty zaleca sie przyjmowac doustnie w formie tabletek w stanie
przedzylakowym i zylakach konczyn dolnych, ale réwniez wspomagajaco terapie
zewnetrzng wymienionych wyzZej schorzen dermatologicznych [Assesment Report,

2010].

2.1. Przenikanie przez skére i biodostepno$¢ ekstraktéw z C. asiatica

Fizykochemiczne i farmakokinetyczne wtasciwosci wyciggdbw 2z wakroty
azjatyckiej i wyizolowanych z niej sktadnikéw s3 istotne w kontekscie ich wykorzystania
w preparatach farmaceutycznych i kosmetycznych. Niezwykle wazne s3 takie parametry
jak  lipofilowo$¢,  rozpuszczalno$¢, = wchtanianie, = metabolizm, eliminacja,
jak i biodostepnos$¢ poszczegdlnych sktadnikow. Chodzi o to, aby po podaniu doustnym,
na skore czy tez w formie iniekcji, mogly wykazywac¢ skuteczne dziatanie. Obecnie
podejmuje sie coraz wiecej prob udoskonalenia preparatéw leczniczych
i kosmetycznych, aby poprawi¢ dostarczanie gtownych sktadnikéw aktywnych
zawartych w ekstraktach z wakroty azjatyckiej do miejsca docelowego
np. skéry wtasciwej [Meeran i wsp., 2018].

Nalezy wspomnie¢, Ze szczegdlnie w przypadku preparatéw kosmetycznych
niezwykle wazna do pokonania przez substancje aktywne jest bariera skdérna, ktoérej
gtowna funkcja jest ochrona gtebiej potozonych tkanek i narzadéw przez co nie jest ona
fatwo przepuszczalna dla substancji chemicznych. Po podaniu na skoére substancje
czynne powinny penetrowal przez warstwe rogowg naskorka, do jego glebiej
potozonych warstw czy skéry wtasciwe;j.

W przypadku ekstraktéw z wakroty azjatyckiej, po aplikacji na skore, gtownym

miejscem ich dziatania powinna by¢ skéra wtasciwa m.in. ze wzgledu na ich aktywnos$¢
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stymulujaca fibroblasty do produkcji kolagenu (preparaty anti-aging). Badania Kwon
i wsp. udowodnity, ze wodny ekstrakt z wakroty azjatyckiej nie jest w stanie przenikng¢
przez naskérek nawet po 24 h od momentu aplikacji, zatem nie ma szans dotarcia
do docelowego miejsca dziatania. Kwon i wsp. zbadali rowniez, Ze zamkniecie ekstraktu
w nanokapsutkach skutkuje szybszym przenikaniem ekstraktu z wakroty azjatyckiej
przez naskorek, i wydtuzona retencja w naskorku, co powoduje, Ze ekstrakt i jego
gtowne sktadniki aktywne sg uwalniane przez dtuzszy czas. Co wiecej, udowodniono
takze, ze nanokapsutkowanie skutkuje wzrostem aktywnos$ci biologicznej ekstraktu
blisko 0 50 - 60% pomimo stosowania wyciggu w ilo$ci mniejszej nawet o 30% [Kwon
i wsp., 2012].

Wyniki przeprowadzonych do tej pory badan naukowych dowodza aktywno$ci
biologicznej azjatykozydu i madekasozydu. Jednym z gtéwnych czynnikéw
umozliwiajgcych substancjom chemicznym penetracje do gtebiej potozonych warstw
skéry jest wielko$¢ ich czasteczki. Odpowiednia masa czasteczkowa umozliwiajgca
substancjom chemicznym dalsza penetracje przez skore powinna wynosi¢ mniej
niz 400. Niestety zaréwno w przypadku azjatykozydu, jak i madekasozydu przenikanie
przez warstwe rogowg naskoérka jest wrecz niemozliwe. Obydwa zwigzki posiadaja duza
mase czasteczkowq - azjatykozyd 959.12 g/mol, a madekasozyd 975.1 g/mol. Co wiecej,
zwigzki te posiadajg w swojej budowie fragment hydrofilowy, co ogranicza ich zdolno$¢
do wnikania w warstwe rogowa naskdrka. Zbadano, ze po dermalnej aplikacji
madekasozydu jego stezenie w skorze po 1 h wynosi 0.04% a po 24 h jedynie 0.06%
[Assesment Report, 2010]. Zaobserwowano, ze zamkniecie azjatykozydu
w transferosomach [Surini i Djajadisastra, 2018] i liposomach [Paolino i wsp., 2012]
umozliwito nawet 10-krotnie wieksze przenikanie przez naskédrek, a takze sprzyjato
i pobudzato biosynteze kolagenu. Rodriguez da Rocha i wsp. w badaniach in vitro
zaobserwowali 3-krotny wzrost retencji azjatykozydu w poszczegdlnych warstwach
skéry po jego podaniu razem z ekstraktem z wakroty azjatyckiej. Ekstrakt i inne zawarte
w nim sktadniki aktywne moga wzmacnia¢ penetracje azjatykozydu przez skore
[Rodriguez da Rocha i wsp., 2017]. Nie przeprowadzono, podobnych, szczegétowych
badan dotyczacych madekasozydu. Moze to jednak wynika¢ z podobnej zdolnos$ci
do absorpcji i dystrybucji do poszczegélnych tkanek =zaréwno azjatykozydu

jak i madekasozydu [Anukunwithaya i wsp., 2016].
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Biodostepnos¢ azjatykozydu, madekasozydu, kwasu azjatykowego
i madekasowego po podaniu doustnym i podskérnym w badaniach przeprowadzonych
na szczurach, waha sie pomiedzy 30 a 50% [Brinkhaus i wsp., 2000], z kolei wodnego
ekstraktu z wakroty azjatyckiej wynosi 70% [Kwon i wsp., 2012].

W badaniach in vivo przeprowadzonych na zwierzetach zaobserwowano,
ze po podaniu doustnym azjatykozyd i madekasozyd wchtaniaja sie juz po okoto
15 minutach. Z kolei, po podaniu dozylnym azjatykozyd charakteryzuje sie szybsza
dystrybucja niz madekasozyd. Niezaleznie od drogi podania azjatykozyd i madekasozyd
juz po 1 h od podania penetrujag w szczego6lnosci do mozgu, ale rowniez wystepuja
w skorze, zoladku, nerkach i S$ledzionie, gdzie pozostaja jeszcze przez 4 h
[Anukunwithaya i wsp., 2016]. Badania wykazaty, ze w organizmie zwierzecym,
azjatykozyd wulega biotransformacji do kwasu azjatykowego. Badania in vivo
przeprowadzone na ludziach udowodnity, ze po doustnym podaniu ekstraktu TTFCA
w dawce 30-60 mg, kwas azjatykowy osigga najwyzsze stezenie w osoczu po okoto 4.5 h,

a okres jego pottrwania wynosi 2.2-3.4 h [Ratz-Lyko i wsp., 2015].

2.2.  Profil alergologiczny i toksykologiczny ekstraktow z wakroty azjatyckiej
i jej sktadnikéw aktywnych

» Tolerancja miejscowa

Dostepne dane literaturowe dotyczace dziatan ubocznych wyciggéw z wakroty
jako najcze$ciej wystepujace dziatanie uboczne. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze wiekszos¢
wynikéw przeprowadzonych badan dotyczacych reakcji alergicznych wywotanych przez
ekstrakty z wakroty azjatyckiej, jak i przez jej poszczegélne sktadniki zostato
opublikowanych jeszcze w poprzednim wieku.

Badania przeprowadzone przez Eun i Lee pozwolity zaobserwowac
wystepowanie kontaktowego zapalenia skdry po aplikacji na skore Madecassolu® i jego
poszczegbélnych skladnikéw: kwasu madekasowego, azjatykowego i azjatykozydu
[Euni Lee, 1985].

Badania przeprowadzone przez Izu i wsp. potwierdzity wystepowanie

alergicznego kontaktowego zapalenia skéry po aplikacji Blasteostimuliny®,
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ktéra w swoim sktadzie zawierata 2% etanolowy ekstrakt z wakroty azjatyckiej [Izu
i wsp., 1992].

Hausen w swoich badaniach powotuje sie na wyniki przeprowadzone
przez Huriez & Martin’s w 1969 r., ktérzy okreslili azjatykozyd jako sktadnik
triterpenowy otrzymany z Centella asiatica o najsilniejszym potencjale uczulajgcym
[Hausen, 1993].

Z kolei, niezalezne eksperymenty przeprowadzone przez Danese i wsp. oraz
Bilbao i wsp. potwierdzity, Ze zarowno ekstrakt z wakroty azjatyckiej jak i jego gtéwne
sktadniki wykazujq niewielkie ryzyko wywotania reakcji alergicznej [Danese i wsp.,
1994, Bilbao i wsp., 1995].

Najnowsze badania dotyczace Kkontaktowego zapalenia skéry zostaty
przeprowadzone przez Gomes i wsp. Na podstawie testow ptatkowych wykazali
pozytywna reakcje alergiczng na 1% i 5% ekstrakt z wakroty azjatyckiej oraz na mas¢
z zawarto$cig wyciagu z Centella asiatica [Gomes i wsp., 2010].

Niektérzy badacze zgodnie potwierdzaja, ze w przypadku wakroty azjatyckiej
za reakcje alergiczne najprawdopodobniej odpowiadajg glikol propylenowy, olejek
lawendowy i geraniol - sktadniki masci z ekstraktem z wakroty azjatyckiej [Eun i Lee,
1985, Gomes i wsp., 2010]. Zwraca sie rowniez uwage, ze ryzyko powstawania reakcji
alergicznych po aplikacji preparatow z wakrota azjatycka moze wynikac
z ich stosowania na rany, keloidy czy owrzodzenia konczyn dolnych, gdzie wystepuja
zaburzenia w jednorodnoSci bariery skorno-naskdérkowej i tatwiejsza penetracja
sktadnikéw do organzimu. Co wiecej, nalezy zwrdéci¢ uwage na duza mase czgsteczkowa
badanych zwigzkow, a takze obecno$¢ fragmentéw hydrofilowych w czasteczce
azjatykozydu i madekasozydu, co wptywa na ich utrudniona penetracje przez skore,

a tym samym skutkuje stabymi wtasciwos$ciami uczulajgcymi.

» Toksycznos¢

Odpowiednio dawkowane preparaty zawierajagce w swoim sktadzie wyciagi
z wakroty azjatyckiej sg bezpieczne dla ludzkiego organizmu. Po doustnym podaniu
zbyt duzych dawek ekstraktow udokumentowano wystepowanie boélu i zawrotéw
glowy, nudno$ci i sennosSci. Z kolei, po przedawkowaniu preparatéw po podaniu
podskérnym obserwowano reakcje alergiczne, b6l w miejscu wktucia i przebarwienia

skéry. Duzo rzadsze efekty uboczne wystepowaly po iniekcji domie$sniowej wyciggow
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z wakroty azjatyckiej. Ze wzgledu na brak badan dotyczacych przenikania sktadnikéw
ekstraktow z wakroty azjatyckiej do mleka matki, odradza sie ich przyjmowanie
kobietom karmigcym piersig. Nie zaleca sie stosowania wyciggéw z wakroty azjatyckiej
przez okres dluzszy niz sze$SC tygodni, a przed kolejng kuracja nalezy zrobic
dwutygodniowg przerwe [Gohil i wsp., 2010]. Po podaniu doustnym, zaréwno
standaryzowany ekstrakt z wakroty azjatyckiej, jak i azjatykozyd sa dobrze tolerowane
przez zwierzeta. Wykazano, Ze maksymalna dawka etanolowego ekstraktu z wakroty
azjatyckiej wynosita 250 mg/kg dla myszy i 350 mg/kg dla szczuréw [Assesment
Report, 2010]. Nalezy zachowal szczeg6lng ostroznos$¢ przy dtugotrwatej terapii
wysokimi dawkami wyciaggéw z wakroty azjatyckiej, podczas ktorej spowalnia
metabolizm sktadnikéw aktywnych zawartych w wyciggu i preparat moze okazac sie
toksyczny. Przyktadem moze by¢ azjatykozyd okreSlany jako prolek. Po doustnym
podaniu azjatykozydu zostaje on przeksztatcony do kwasu azjatykowego, a szybko$¢
biotransformacji uzalezniona jest od poziomu kwasu azjatykowego w organizmie,
im wyZszy tym wolniejsza biotransformacja [Grimaldi i wsp. 1990]. Bezpieczna doustna
dawka azjatykozydu wynosi 1 mg/kg, z kolei dla podania domie$sniowego 40-50 mg/kg
[Gohil i wsp., 2010].

= Hepatotoksycznos$¢

Od dawna wiadomo, Ze leki pochodzenia roslinnego moga wywotywac efekt
toksyczny w réznych tkankach. Wedtug Jorge i Jorge, pomimo braku wcze$niejszych
doniesien na ten temat, Centella asiatica powinna by¢ brana pod uwage jako roslina
o potencjalnym dziataniu hepatotoksycznym. Przebadali oni troje pacjentéw, u ktérych
po doustnym zazyciu preparatéw z wakrota azjatycka wystapit silny bol watroby,
a badania histopatologiczne potwierdzity zapalenie watroby (ostre i przewlekte)
z obszarami martwicy, degeneracjg eozynofiléw i cholestazg. Na podstawie dostepnych
danych literaturowych dotyczacych innych roslin leczniczych zawierajacych w swoim
sktadzie substancje aktywne, nalezgce do tych samych grup chemicznych co azjatykozyd
i madekasozyd, ttumaczony jest mechanizm dziatania hepatotoksycznego opisywanej
rosliny. Badacze postawili hipoteze, ze azjatykozyd i madekasozyd s3a metabolizowane
do zwigzkéw reaktywnych przez CYP3A. Indukujg zubozenie wewngtrzkomoérkowego
glutationu, wzrost stezenia wapnia, aktywacje transglutaminaz i endonukleaz. Stymuluja

réwniez zmiany przepuszczalnosci btony mitochondrialnej (MPTP). W ten sposob
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zostaje uwolniony do cytoplazmy cytochrom c, uruchomiona zostaje kaskada kaspaz

i rozpoczyna sie proces apoptozy komorki [Jorge i Jorge, 2005].

* Anty/mutagenno$¢

Aktywno$¢ mutagenna wodnego wyciggu z wakroty azjatyckiej zostata
przebadana z wykorzystaniem testu Amesa na dwoch rdéznych szczepach Salmonella
typhimurium: TA98 i TA100 w stezeniu 2 mg/plytka i 5 mg/ptytka. Ekstrakt
nie wykazywat aktywno$ci mutagennej, ale posiadat stabg aktywno$¢ antymutagennag
[Yen i wsp., 2001]. Brak dziatania mutagennego wodnego wyciagu z wakroty azjatyckiej
potwierdzili w badaniach réwniez Florinsiah i wsp. Brak aktywno$ci mutagenne;j
wyciggéw z wakroty azjatyckiej moze by¢ spowodowany obecnoscig antyoksydantow
i innych zwigzkéw fitochemicznych w zielu Centelli asiatica, ale gtbwna role przypisuje
sie zielonemu barwnikowi roslinnemu - chlorofilowi. Jak donosza dane literaturowe,
chlorofil moze selektywnie hamowa¢ aktywnos$¢ mutagenéw majacych policykliczne
struktury poprzez tworzenie z nimi komplekséw, np. wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne mogg by¢ wytapywane przez chlorofil do tworzenia komplekséw. Moze
to opisywac sposéb w jaki wodne ekstrakty z wakroty azjatyckiej hamuja mutageneze

testowanych szczepéw bakteryjnych [Hayatsu i wsp., 1993, Florinsiah i wsp., 2013].

» Anty/genotoksycznos¢

Zbadano i wykazano, ze ekstrakt z wakroty azjatyckiej nie ma dziatania
genotoksycznego. Podczas eksperymentdéw przeprowadzonych przez Siddique i wsp.
wywotano efekt genotoksyczny za pomocg octanu cyproteronu (CPA) - pochodnej
progesteronu, leku o dziataniu gestagennym, antygonadotropowym i antyandrogennym,
a w badaniach naukowych wykorzystywanym jako substancja o dziataniu
genotoksycznym. Wycigg z wakroty azjatyckiej powodowat dawkozalezne obnizenie
uszkodzen genotoksycznych wywotanych przez CPA. Na podstawie przeprowadzonych
badan sugeruje sie ochronng role ekstraktu z Centella asiatica w trakcie terapii octanem
cyproteronu [Siddique i wsp., 2008]. Brak dziatania genotoksycznego metanolowego
ekstraktu z wakroty azjatyckiej, oceniony na podstawie testu wymiany chromatyd
siostrzanych zostat stwierdzony w badaniach przeprowadzonych przez Chippada i wsp.

[Chippada i wsp., 2012].
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» Interakcje z lekami

Do tej pory nie udokumentowano powaznych interakcji pomiedzy zielem
wakroty azjatyckiej, a lekami. Zwraca sie jedynie uwage na sedatywne dziatanie
wysokich dawek ziela wakroty azjatyckiej, dlatego nie nalezy jej przyjmowac z lekami
o dziataniu nasennym. Przyjmowanie wakroty azjatyckiej moze obniza¢ poziom glukozy
we krwi, dlatego nie zaleca sie jej stosowania w trakcie terapii hipoglikemizujacej [Gohil

i wsp., 2010].

= (Cytotoksycznos$¢ i aktywnos$¢ przeciwnowotworowa

Centella asiatica zostata przebadana w modelu in vitro réwniez pod katem
dziatania cytotoksycznego i przeciwnowotworowego. Gray i wsp. udowodnili, Ze wodny
ekstrakt z wakroty azjatyckiej nie posiada aktywnosci cytotoksycznej, a co wiecej
ma ochronny wptyw na komoérki nerwowe linii SHSY-5Y (komorki nerwiaka
zarodkowego pochodzace ze szpiku kostnego) i MC65 (komorki nerwiaka
zarodkowego), co wedlug autoréw Swiadczy o neuroprotekcyjnym dziataniu rosliny
[Gray i wsp., 2014, Gray i wsp., 2015]. Badania na wodnym ekstrakcie otrzymanym
z Centella asiatica przeprowadzili r6wniez Mutua i wsp. W eksperymencie wykorzystali
linie komérek ludzkich nabtonka oddechowego (RE) i udowodnili, Ze wyciag hamuje
proliferacje komoérek tej linii, im wyzZsze stezenie wyciggu tym silniejszy efekt
antyproliferacyjny, co moze zosta¢ wykorzystane w terapii polipéw goérnych drég
oddechowych [Mutua i wsp., 2013]. Wyniki badan prowadzonych na komoérkach
naskorka skéry ludzkiej potwierdzaja, Ze wodny wycigg hamuje proliferacje
keratynocytow, co jest przestanka do wykorzystania wakroty azjatyckiej w terapii
tuszczycy [Sampson i wsp., 2001].

Duzo doktadniej przebadane zostaty ekstrakty alkoholowe z wakroty azjatyckie;.
Dane literaturowe donoszg o bezpiecznym dziataniu ekstraktéw metanolowych
w stosunku do linii komdérkowych: HepG2 (komorki nowotworowe watroby), SW480
(komoérki raka okreznicy) i limfocytow wyizolowanych z krwi [Babu i wsp., 1995,
Babykutty i wsp., 2009, Chippada i wsp., 2012]. Z kolei, ten sam ekstrakt testowany
w stosunku do komoérek linii MCF-7 (komoérki nowotworowe sutka) wywotywat
dawkozalezng apoptoze tych komoérek oraz zahamowanie proliferacji. Mechanizm
dziatania proapoptotycznego polegat na zmianie potencjatu btony mitochondrialnej

i indukcji peknie¢ nici DNA [Babykutty i wsp., 2009]. Babu i wsp. udowodnili réwniez
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cytotoksyczne dziatanie metanolowego ekstraktu z wakroty azjatyckiej w stosunku
do komoérek nowotworowych linii EAC (Ehrlich ascites tumor cells) i DLA (Dalton’s
lymphoma ascites tumor cells). Aktywnos$¢ antyproliferacyjna metanolowego ekstraktu
z wakroty azjatyckiej zostata udowodniona dla komoérek linii MK-1 (ludzkie komorki
gruczolakoraka zotadka), HeLa (ludzkie komorki raka szyjki macicy) i B16F10 (mysie
komorki czerniaka) [Yoshida i wsp., 2005]. Z kolei, etanolowy ekstrakt z lisci wakroty
azjatyckiej posiada aktywnos$¢ cytotoksyczng w stosunku do komorek linii A549
(komérki nowotworowe ptuca) [Naidoo i wsp., 2017].

Dane literaturowe zwracaja uwage, Ze poszczegOlne sktadniki wyciggéw
z wakroty azjatyckiej moga wykazywac przeciwstawne dziatanie w stosunku do siebie,
dlatego niejednokrotnie jeden sktadnik wyizolowany z ziela wakroty azjatyckiej posiada
silniejsze dziatanie niz caty ekstrakt. Zaobserwowano, ze w stosunku do opisanych
wcze$niej linii komérkowych MK-1, HelLa i B16F10 najwyzsza aktywno$¢
antyproliferacyjng w ekstrakcie chloroformowym wykazywat kwas ursolowy, z kolei
w ekstrakcie metanolowym to kwas rozmarynowy powodowat dawkozalezny wzrost
aktywnos$ci antyproliferacyjnej w stosunku do linii HeLa i B16F10 [Yoshida i wsp.,
2005].

Najdoktadniej udokumentowang aktywno$¢ w badaniach komoérkowych
ze wszystkich komponentéow wakroty azjatyckiej posiada pentacykliczny sktadnik
triterpenowy - kwas azjatykowy. Lee i wsp. udowodnili, ze kwas azjatykowy w sposob
dawkozalezny obniza zywotno$¢ komorek linii HepG2 (komorki nowotworowe
watroby), poprzez indukcje apoptozy spowodowang miedzy innymi wzmocnieniem
ekspres;ji biatka p53. Zaobserwowano réwniez, ze kwas azjatykowy indukuje apoptoze
komorek linii czerniaka ludzkiego (SK-MEL-2). W tym przypadku, kluczowym etapem
posredniczenia w apoptozie wywotanej przez kwas azjatykowy wydawata sie aktywacja
kaspazy-3 [Park i wsp., 2005]. W publikacji Ren i wsp. opisano indukcje apoptozy
wywotang przez kwas azjatykowy w stosunku do ludzkich komoérek linii komérkowych
raka jajnika (linie SKOV3 i OVCAR-3). Kwas azjatykowy w stezeniu 40 pg/ml obnizat
o potowe zywotnos¢ komérek nowotworowych, nie wplywajagc na zZywotnos¢
prawidtowych komoérek jajnika. Zaobserwowano réwniez indukcje apoptozy. W tym
samym testowanym stezeniu procent komoérek w stanie apoptozy byt dziesieciokrotnie
wyzszy w stosunku do kontroli [Ren i wsp., 2016]. Wyniki badan naukowych donosza

réwniez o pozytywnym wptywie kwasu azjatykowego na komorki ludzkiej skory.
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Dowiedziono, Ze kwas azjatykowy nie tylko stymuluje namnazanie sie komorek
fibroblastow, ale rowniez synteze kolagenu w skérze wtasciwej [Park i wsp., 2005].

Pod katem aktywno$¢ cytotoksycznej i antyproliferacyjnej badano réwniez inne
sktadniki frakcji triterpenowej - azjatykozyd i madekasozyd. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze azjatykozyd w stezeniu 40 pM po uptywie 48 h hamuje o potowe
proliferacje komorek linii MCF-7 (komorki nowotworowe sutka). Z kolei, nie miat
wptywu ani na zywotno$¢, ani na namnazanie sie komoérek nowotworowych sutka linii
MDA-231 i HBL-100 oraz komorek raka prostaty linii PC3 [Al-Saeedi, 2014].
W przypadku madekasozydu wykazano, ze w dawkozalezny spos6b hamuje namnazanie
sie i migracje komoérek nowotworowych watroby linii HepG2 i SMMC-77, z najsilniejsza
aktywnos$cia w stezeniu 100 uM [Li i wsp., 2016]. W przypadku keratynocytow,
prawidtowych komoérek ludzkiego naskoérka, zaréwno azjatykozyd i madekasozyd
wykazujg dzialanie hamujgce ich namnazanie, niezwykle istotne w terapii tuszczycy
[Sampson i wsp., 2001]. Wykazano réwniez, Ze wptyw azjatykozydu na proliferacje
komorek fibroblastéw, prawidtowych komoérek skéry wiasciwej, jest uzalezniony
od miejsca pozyskania komoérek. Azjatykozyd sprzyja namnazaniu sie fibroblastéw
pozyskanych z rany [Lu i wsp., 2004], z drugiej za$ strony w dawkozalezny sposob

hamuje proliferacje tychze komérek pozyskanych z keloidu [Tang i wsp., 2011].

» Wplyw na ptodnos¢

Na podstawie przeprowadzonych do tej pory badan stwierdzono, ze wyciagi
otrzymane z ziela wakroty azjatyckiej moga powodowac¢ bezptodnosc.
Najprawdopodobniej jest to zwigzane z obecnoscia w ekstraktach takich zwigzkow,
jak tankunizyd i izotankunizyd [Jorge i Jorge, 2005]. Badania przeprowadzone przez
Heidari i wsp. na mysich samcach pokazaty, ze po 60 dniach doustnego przyjmowania
100 mg/kg ekstraktu z lisci Centella asiatica znacznie zmniejszyta sie nie tylko liczba
plemnikéw (spadek o 40%), ale tez ich ruchliwos¢ (spadek o 62%). Co wiecej,
zmniejszeniu o potowe ulegta réwniez zywotnos$¢ plemnikéw we wszystkich grupach
badanych w stosunku do grupy kontrolnej. Odnotowano réwniez potowiczny spadek
stezenia testosteronu i hormonu luteinizujacego, a takze 15% zmniejszenie stezenia
hormonu folikulotropowego. Badania histopatologiczne tkanki jadra wykazaty spadek
liczby komorek plemnikotwoérczych w kanalikach nasiennych, co skutkowato réwniez

obniZeniem Sredniej masy jader. Sugeruje sie, ze wyciagi z wakroty azjatyckiej mogtyby
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by¢ stosowane jako antykoncepcja u mezczyzn [Heidari i wsp., 2011]. Dowiedziono
réwniez, ze dtugotrwate doustne podawanie preparatéw z wakrota u kobiet planujacych

zaj$¢ w cigze moze skutkowac spontanicznymi poronieniami [Gohil i wsp., 2010].

2.3.  Aktywnos$c¢ antycellulitowa i wptyw na mikrokrazenie skérne

Cellulit bardzo czesto okre$lany jako ,pomaranczowa skdrka” jest dystrofig
tkanki podskoérnej o charakterze niezapalnym wystepujaca gtéwnie u kobiet.
W przypadku cellulitu ogromng role odgrywa nier6wnomierne odktadanie sie ttuszczu,
zaburzenia rdwnowagi pomiedzy procesem lipolizy, a procesem lipogenezy, a takze
zaburzenia mikrokrazenia. Zmiany pojawiaja sie najczeSciej na tydkach, udach
i posladkach, ale mozna je rowniez zaobserwowac na brzuchu i ramionach. Zwraca sie
uwage, ze nie nalezy kojarzy¢ cellulitu jedynie z otytoscig, ani tez myli¢ ze soba tych
dwéch poje¢. Wedtug badan statystycznych, okoto 85% kobiet powyzej 20 roku zycia
zmaga sie z problemem cellulitu [Primastuti i wsp., 2013]. Istniejg cztery etapy rozwoju
cellulitu. W etapie pierwszym obserwuje sie delikatne zwtéknienie tkanki podskérne;j
i wypelnienie adipocytéw ttuszczem. Co wiecej, nie usuniety nadmiar ptynéw, wydostaje
sie do przestrzeni miedzy adipocytami i powoduje obrzek. W drugim etapie wystepuje
znaczne zwtOknienie tkanki podskornej, cellulit jest widoczny z powodu Sciennczonego
naskdrka i skory wtasciwej, zlepiaja sie ze soba nie tylko adipocyty ale rowniez wtékna
kolagenowe, co jeszcze bardziej utrudnia krazenie. Etap trzeci obejmuje wyrazne
zmiany cellulitowe obserwowane w badaniu palpacyjnym, adipocyty sa zbite ze soba
i otoczone grubg warstwa kolagenu, na skutek czego sg odciete od tlenu i sktadnikéw
odzywczych, a takze utrudnione jest odprowadzenie toksyn. Ostatecznie rozwoj cellulitu
dochodzi do etapu czwartego, najbardziej opornego na jakakolwiek terapie, z wyraZnie
widocznymi zmianami cellulitowymi niezaleznie od utozenia ciata ze wspétistniejgcymi
dolegliwo$ciami bélowymi, pojawiajacymi sie z powodu ucisku guzkéw zwidkniatego
kolagenu na naczynia wtosowate i wtékna nerwowe [Primastuti i wsp., 2013].

Co ciekawe, cellulit jest dla wielu kobiet problemem natury estetycznej, a okazuje
sie, Ze jest to normalny stan fizjologiczny wystepujacy u dorostych kobiet (po okresie
dojrzewania) ktéry ma na celu odtozenie jak najwiekszej ilosci ttuszczu jako rezerwuaru
energetycznego na czas cigzy i poOzniejszej laktacji [Rawlings, 2006]. Istnieje duzo

wiekszy problem ze spaleniem tluszczu odtozonego podskoérnie, w pordéwnaniu
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do ttuszczu wisceralnego, wynikajacy z fizjologii ich spalania. W walce z cellulitem
ogromne znaczenie ma terapia wspomagajaca, czy miejscowa aplikacja preparatéw
dziatajacych bezposrednio na obszar ttuszczu podskérnego [Primastuti i wsp., 2013].
Co wiecej, w powstawaniu cellulitu ogromng role odgrywaja wspomniane wczeSniej
zaburzenia pomiedzy procesem lipolizy i lipogenezy, ktore zaleza od stezenia
cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP). Odpowiednio wysoki poziom tego
zwigzku pozwala na prawidlowe przeprowadzanie procesu lipolizy, z kolei zbyt niskie
jego stezenie sprzyja wzmozonej lipogenezie [Rossi i Vergnanini, 2000, Rawlings, 2006].
Ratz-Lyko i wsp. wskazujg, Zze sktadniki aktywne zawarte w wyciggach pozyskanych
z Centella asiatica wplywaja na zwiekszenie poziomu cAMP, a tym samym aktywuja
lipolize.

I[stnieje wiele roslin oraz substancji pochodzenia naturalnego, ktére od dawna
wykorzystywane sg w terapii cellulitu. Do najpopularniejszych zalicza sie kawe
(kofeina), algi brunatne i zielone (NKT, polifenole, polisacharydy), lis¢ bluszczu
pospolitego (saponiny triterpenowe) i li§¢ mitorzebu japonskiego (flawonoidy,
polifenole) [Rawlings, 2006]. Roéwniez wakrota azjatycka cieszy sie duzym
zainteresowaniem jako roslina bedgca Zrédtem sktadnikéw o potencjalnym dziataniu
antycellulitowym. Po aplikacji kosmetykow z zawartoscig wyciagu z wakroty azjatyckiej
odnotowano poprawe stanu skory (elastyczno$ci i nawilzenia) oraz zmniejszenie
obwodu ud [Ratz-Lyko i wsp., 2015]. Rawlings powotuje sie na badania przeprowadzone
przez Hochem i Borgins, w trakcie ktorych uczestnikom podawano 60 mg ekstraktu
z wakroty azjatyckiej 1 raz dziennie przez 90 dni. U badanych zaobserwowano
zmniejszenie Srednicy adipocytdw, w szczegdlnosci tych zlokalizowanych w obrebie
posladkéw i ud, a takze redukcje zwiéknien miedzy adipocytami [Rawlings, 2006].
W badaniach klinicznych przeprowadzonych przez Primastuti i wsp. 30 kobietom przez
84 dni aplikowano na skoére krem z mieszaning ekstraktu z wakroty azjatyckiej (7%)
i ziaren kawy (0,2%). Istotnym warunkiem eksperymentu byt brak diety redukcyjnej
i ¢wiczen fizycznych wsréd uczestniczek w trakcie trwania eksperymentu. U 23 kobiet
biorgcych udziat w eksperymencie nastgpita poprawa stanu skéry i zmniejszenie
istniejgcego cellulitu. Jedynie 50% badanych kobiet uznato, ze sg szczuplejsze niz przed
eksperymentem. Jednak zmiany w obwodach odnotowano nie w okolicach posladkow
i ud, gdzie aplikowano preparat, ale w obwodzie brzucha, co jak uznali prowadzacy

eksperyment, moze $wiadczy¢ raczej o niedostosowaniu sie warunkéw eksperymentu,
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(czyli réwnoczesnego braku diety redukcyjnej i ¢wiczen fizycznych), a nie braku
dziatania preparatu z wakrotg azjatycka [Primastuti i wsp., 2013]. Z kolei, u oséb
bedacych jednoczesnie na diecie, ktorym w trakcie trwania trzy miesiecznego
eksperymentu podawano doustnie mieszanine kwasu azjatykowego, madekasowego
i azjatykozydu (nazwa handlowa Madecassol®) zaobserwowano redukcje cellulitu
[Ratz-tyko i wsp., 2015].

Chociaz dane literaturowe bardzo czesto odnosza sie do wakroty azjatyckiej
jako rosliny o potencjalnym dziataniu antycellulitowym to wyniki przeprowadzonych
do tej pory badan nie sg jednoznaczne i ze wzgledu na rézne metody badawcze trudno
jest okres$li¢c konkretny mechanizm dziatania antycellulitowego wyciagéw z rosliny
oraz sktadnik odpowiedzialny za ten mechanizm.

Stymulowanie mikrokrazenia skérnego przez wyciggi z wakroty azjatyckiej
i poszczegblne sktadniki pozyskane z rosliny nieodtgcznie zwigzane sg z dziataniem
antycellulitowym. Mikrokrazenie sktada sie z pieciu elementéw: tetniczek, zyt, naczyn
wlosowatych, tkanek limfatycznych i §rédmigzszowych. W warunkach prawidtowych
jest zachowana réwnowaga pomiedzy filtrowaniem kapilarnym tetnicy,
a wchtanianiem Kkapilarnym naczyn wiosowatych. Ta réwnowaga moze zostac
zaburzona poprzez wzrost ciSnienia kapilarnego lub zmniejszenie ci$nienia
osmotycznego, wzrost ciSnienia $rédmigzszowego, czy tez zmniejszenie przepltywu
limfatycznego, co skutkuje narastajacym obrzekiem miedzykomoérkowym obecnym
we wszystkich stopniach zaawansowania cellulitu. Co wazne, wpltyw na mikrokrazenie
skérne majg nie tylko czynniki endogenne (np. receptory alfa i beta wspdtczulnego
uktadu nerwowego odpowiedzialne za zwezanie i rozszerzanie naczyn), ale rowniez
egzogenne, co pozwala na wykorzystanie terapii kosmetycznej, czy medycznej w celu
réwnowazenia procesOw filtrowania i wchianiania oraz redukcji obrzeku
miedzykomdérkowego, a tym samym redukcji cellulitu [Rossi i Vergnanini, 2000].

Cesarone i wsp. opisali wptyw frakcji triterpenowej wakroty azjatyckiej (TTFCA)
podawanej doustnie w dawce 60 mg dwa razy dziennie przez 8 tygodni.
Zaobserwowano poprawe mikrokrazenia i obniZenie przepuszczalnosci kapilarnej
u badanych oséb po zakonczeniu eksperymentu [Cesarone i wsp., 2001]. Co wiecej,
udowodniono, ze ekstrakty z wakroty azjatyckiej wykazujg dziatanie ochronne na $ciany

naczyn krwionos$nych, poprawiaja ich elastycznos$¢ i zapobiegaja agregacji ptytek krwi,
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dzieki czemu utatwiony zostaje przeptyw krwi, tkanki sg lepiej dotlenione i odzywione,

a obrzek miedzykomoérkowy zredukowany [James i Dubery, 2009, Bylka i wsp., 2013].
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Rycina 4 Przebieg procesu spalania ttuszczu.
Kolorem zielonym oznaczono sposéb dziatania Centella asiatica.

2.4. Wptyw wyciggdéw z wakroty azjatyckiej na rozstepy skérne

Rozstepy skorne charakteryzuje sie jako powierzchniowe, liniowe pasma
Scieniczatej skoéry. Do etiopatogenezy rozstepoéw zalicza sie zaréwno czynniki
mechaniczne (rozcigganie skory spowodowane rozwojem struktur podskérnych: tkanki
$Srodmigzszowej i tluszczowej w wyniku cigzy, otytoSci czy rozrostu miesni
u sportowcéw) jak i czynniki biochemiczne (zbyt wysoki poziom glikokortykosteroidow
hamujgcych namnazanie i funkcje fibroblastéw). Rozstepy moga pojawic¢ sie w kazdym
momencie zycia i moga by¢ zwigzane z predyspozycjami genetycznymi. Jednak
najczesciej wystepuja w okresie dojrzewania u okoto 35% nastolatkéw (z 2,5 krotnag
przewaga u dziewczat) oraz u 60-90% kobiet w cigzy. Wysoki odsetek wystepowania
rozstepéw u ciezarnych wynika z potaczenia dwéch czynnikoéw stymulujgcych
ich powstawanie. Dochodzi zaréwno do silnego rozciggniecia skory oraz zwiekszonego
stezenia hormondéw steroidowych w organizmie. Rozstepy nie stwarzajg zagrozenia
dla zdrowia i zycia ludzkiego, jednak sg ogromnym problemem natury estetyczne;j.
Usuniecie rozstepdéw jest praktycznie niemozliwe, dlatego niezwykle istotne sg dziatania
zapobiegajace ich powstawaniu oparte na utrzymaniu i poprawie odpowiedniej
struktury i elastycznosci skéry wiasciwej. W terapii rozstepéw wykorzystuje sie
substancje stymulujgce namnazanie fibroblastéw oraz aktywujace produkcje wtékien
kolagenowych oraz elastyny. Wtasnie takie wilasciwosci sga przypisywane wakrocie

azjatyckiej [Mallol i wsp., 1991, Garcia-Hernandez i wsp., 2013].
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Mallol i wsp. przeprowadzili eksperyment na grupie 80 kobiet ciezarnych
po ukonczeniu pierwszego trymestru cigzy, ktore codziennie az do dnia porodu
aplikowaty na brzuch, piersi, posladki i biodra krem Trofolastin® zawierajacy w swoim
sktadzie ekstrakt z Centella asiatica, a-tokoferol i hydrolizaty kolagenu oraz elastyny.
W wyniku eksperymentu zaobserwowano, Ze rozstepy pojawity sie az u 56% kobiet
w grupie kontrolnej, podczas gdy w grupie badanej jedynie u 34%. Udowodniono
réwniez ochronny wptyw kremu skutkujacy nie tylko rzadszym wystepowaniem nowo
powstatych rozstepow, ale rowniez intensywnosScia powstatych zmian, ktéra byta
widocznie mniejsza. W grupie badanej srednia ostro$ci zmian wynosita 1.42, a w grupie
placebo 2.13 (w skali 0-3). Dodatkowo, u kobiet ze sktonnos$cia do powstawania
rozstepéw, u ktorych w wywiadzie stwierdzono zmiany powstate w okresie dojrzewania
zaobserwowano, ze krem zapobiegat powstawaniu nowych rozstepéw w czasie cigzy
w 89% przypadkdéw [Mallol i wsp., 1991].

Podobne badania przeprowadzili Garcia-Hernandez i wsp. Do eksperymentu
zakwalifikowali 198 kobiet ciezarnych po ukoniczeniu pierwszego trymestru cigzy, ktére
dwa razy dziennie az do dnia porodu wmasowywaty w piersi, brzuch, uda i posladki
komercyjnie dostepny krem Velastia Anti-Stretch Marks IS-DIN, zawierajgcy w swoim
sktadzie triterpeny z wakroty azjatyckiej, hydroksyprolisilan-C, olejek rézany
i witamine E. Wyniki jasno pokazaly, ze testowany krem nie miat znaczenia dla samego
pojawiania sie rozstepdéw (33,3% w grupie badanej vs 37,6% w grupie kontrolnej),
ale byt bardzo skuteczny w redukowaniu ostro$ci powstatych rozstepéow. Nowo
powstate rozstepy byly tagodniejsze w grupie badanej niz w grupie placebo (25,7% vs
50%), co wiecej w trakcie trwania eksperymentu, zauwazono nasilenie ostrosci zmian
w grupie kontrolnej (17,8%), ale nie w grupie badanej (6%). Wysoka skuteczno$¢ kremu
odnotowano w szczego6lnosci dla tych kobiet, ktére nie miaty wczesniej problemu
z rozstepami, zmiany pojawily sie jedynie u 6% kobiet w grupie badanej, a w grupie
kontrolnej az u 35% kobiet Garcia-Hernandez i wsp., 2013].

Nalezy zwroéci¢ uwage, Ze oba zespoly badawcze zaobserwowaty, znaczng
redukcje gtebokosci i ostrosci powstatych rozstepow. Niezwykle istotne jest réwniez,
Zze omoOwione badania byty przeprowadzone na kobietach ciezarnych, u ktérych
nie zaobserwowano zadnych efektow ubocznych ani teratogennego wplywu
testowanych preparatéw zawierajgcych zarowno ekstrakt z Centella asiatica czy sama

frakcje triterpenowa pozyskang z rosliny.
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Glownym  komponentem preparatow  kosmetycznych  wykorzystanych
w przytoczonych badaniach byt ekstrakt z rosliny Centella asiatica i wyizolowane z niej
sktadniki triterpenowe, gtéwnie azjatykozyd, ktéoremu wiasnie przypisuje
sie pozytywne efekty terapii. Azjatykozyd posiada aktywnos$¢ stymulujaca procesy
naprawcze w leczeniu ran i wspomagajaca procesy bliznowacenia [Lee i wsp. 2012].
W  przypadku terapii rozstepéw  mechanizmem  dziatania azjatykozydu
najprawdopodobniej jest stymulowanie zaréwno proliferacji fibroblastow jak i ich
aktywnosci polegajacej na produkcji kolagenu i widkien elastynowych. Mallol i wsp.
powotuja sie na wyniki badan przeprowadzonych przez Tincani i wsp., Velasco i wsp.
oraz Tenni i wsp., ktorzy zwracaja uwage rowniez na inny mechanizm dziatania
azjatykozydu. Dowiedziono, ze azjatykozyd ze wzgledu na budowe chemiczng podobng
do steroidoéw moze miec dziatanie antagonistyczne w stosunku
do glikokortykosteroidéw. Wyniki przeprowadzonych przez Mallol i wsp. badan jasno
pokazuja, ze krem =zawierajacy wycigg z wakroty azjatyckiej posiadat wysoka
skuteczno$¢ u kobiet, u ktérych rozstepy powstaty juz w okresie dojrzewania.
Za powstawanie rozstepoéw w tym czasie odpowiedzialne sg glikokortykosteroidy i inne
hormony steroidowe. Przypuszcza sie wiec, Ze to wtasnie azjatykozyd (gtéwny sktadnik
wyciggéw z wakroty azjatyckiej) jest odpowiedzialny za mechanizm dziatania zwigzany

z receptorami kortykosteroidéw w komérce [Mallol i wsp., 1991].

2.5.  Wilasciwosci anti-aging wyciagdéw z wakroty azjatyckiej

Kolagen jest biatkiem  strukturalnym, dominujagcym w  macierzy
pozakomorkowej. Stanowi on prawie 30% wszystkich biatek ludzkiego organizmu. Jego
czasteczka zbudowana jest wylacznie z aminokwaséw endogennych: glicyny (30%),
proliny (20%), hydroksyproliny (10%) i hydroksylizyny (1-2%).

Podstawowg jednostkg struktury kolagenu jest tropokolagen, sktadajgcy sie
z trzech lewoskretnych tancuchéw polipeptydowych (jednostek o), ktére uktadajg
sie w potrdjnie spiralng, prawoskretng strukture (superhelise). Wiadomo, ze istnieje
az 28 typow kolagenu, z czego w skérze dominuje typ I (85-90%) i III (15%)
odpowiedzialne za wytrzymatos¢ mechaniczng skoéry. Kolagen typu I peini funkcje
podporowg skdry (az w 96% zbudowany jest z tropokolagenu), z kolei kolagen typu III

oplatajac widkna kolagenowe typu I odpowiada za ich prawidtowe utozenie w skorze.
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Wraz z wiekiem maleje aktywno$¢ fibroblastéw, spada produkcja kolagenu, a w dodatku
obserwuje sie jego zwiekszong degradacje w organizmie. Starzenie sie skory
jest w gtéwnej mierze powigzane z ubytkiem w skoérze kolagenu typu I, gtéwnego
sktadnika macierzy zewnatrzkomoérkowej. Jednak niezaleznie od wieku caty czas
nastepuja procesy wymiany i degradacji kolagenu, a wyglad i kondycja skory zaleza
od rownowagi pomiedzy tymi procesami [Chung i wsp., 2001].

Kolagen syntetyzowany jest w komdrkach tkanki iacznej - fibroblastach.
Na poziomie molekularnym, biatko to jest syntetyzowane w siateczce $rédplazmatycznej
szorstkiej. W skorze starzejacej sie, w starych fibroblastach, obserwuje sie mnie
rozwinieta siateczke Srodplazmatyczna i w konsekwencji ograniczong synteze tego
biatka. Gldwnym czynnikiem odpowiedzialnym za indukcje wzrostu ludzkich
fibroblastow i produkcje w nich kolagenu jest multifunkcyjna cytokina, transformujacy
czynnik wzrostu TGF-. Wyniki wielu badan dowodza, ze aktywacja $ciezki sygnatowej
TGF-B/Smad uruchamia procesy odpowiedzialne za synteze kolagenu. Udowodniono
réwniez, ze za aktywacje ekspresji gendéw dla kolagenu typu I odpowiedzialne
sg wtasnie biatka Smad. Na powierzchni btony komérkowej zlokalizowane s receptory
dla TGF-B, a w przypadku tej $ciezki sygnatowej, istotne sg receptory TBR-I i TRR-IL
Szlak sygnatowy TGF-3/Smad zostaje uruchomiony przez przytaczenie czynnika TGF-f3
do receptora TBR-II, do ktorego posiada najwieksze powinowactwo, réwnocze$nie
dochodzi do fosforylacji i nastepnej aktywacji receptora TBR-I. Procesy fosforylacji
sg istotne z punktu widzenia przekazywania informacji do jadra komorkowego
za pomoca biatek Smad. Biatka Smad 2 i Smad 3 (tzw. R-Smad) s3 ligandami dla
receptorow TGF-B. Po ich aktywacji, 1acza sie z biatkiem wspotposredniczacym Smad 4
(tzw. co-Smad), tworzac kompleks Smad 2/Smad 3/Smad 4. Biatko Smad 4 posiada
zdolno$¢ przenikania do jadra komérkowego i w ten sposéb kompleks biatek wnika
do jadra i przekazuje sygnat do jego wnetrza. W ten uproszczony sposéb biatka Smad
reguluja ekspresje genéw dla kolagenu typu 1. Zsyntetyzowany w komoérce kolagen
podlega nastepnie licznym modyfikacjom posttranslacyjnym. Poprzez zablokowanie
opisanej $ciezki, dochodzi do zahamowania syntezy prokolagenu.

Nalezy zwrdéci¢ uwage na istniejagce w jadrze komoérkowym biatko Smad 7
(tzw. anti-Smad), ktére dziata antagonistycznie do wspomnianych wcze$niej grup biatek
Smad przekazujacych sygnal do jadra komoérkowego. Smad7 blokuje prawidlowa

Sciezke sygnatowag poprzez silne wigzanie z receptorem TBR-I i zahamowanie

43



1. Wstep

fosforylacji biatek Smad 2 i Smad 3 [Stepien-Wyrobiec i wsp., 2008, Tang i wsp., 2011,
Cigzynska i wsp., 2016, Rogowski-Tylman i wsp., 2016].

TRRI
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Rycina 5 Sciezka TGFB/Smad w komérce, odpowiedzialna za regulacje ekspresji genéw dla kolagenu
typu L.

Kolorem zielonym zaznaczona $ciezka regulacji uruchomiona przez azjatykozyd w komérkach
prawidlowych fibroblastéw. Kolorem zéttym zaznaczona $ciezka regulacji uruchomiona przez
azjatykozyd w komoérkach fibroblastéw pozyskanych z keloidu.

Odpowiedzialne za procesy biodegradacji kolagenu w organizmie
sg metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (MMP), nazywane rdéwniez
kolagenazami. Za procesy biodegradacji macierzy zewnatrzkomoérkowej w skoérze
odpowiadaja gtéwnie MMP-1, MMP-2, MMP-9 [Chung i wsp. 2001]. Na drodze
biodegradacji enzymatycznej czgsteczka kolagenu zostaje przecieta przez
metaloproteinazy w miejscach wigzan peptydowych pomiedzy glicyng i leucyna
lub miedzy glicyng i izoleucyna. Czasteczki rozpadaja sie na wielkoczgsteczkowe
fragmenty, ktére nastepnie sg trawione przez nieswoiste enzymy proteolityczne
do pojedynczych aminokwaséw [Zelaszczyk i wsp., 2012]. Transformujacy czynnik
wzrostu TGF- hamuje dziatanie MMP-1, a tym samym ogranicza degradacje kolagenu.
Szlaki sygnalizacyjne tej cytokiny s3a odpowiedzialne za réwnowage w obszarze
kolagenu skory u ludzi [Rogowski-Tylman i wsp., 2016]. Wraz z wiekiem ilo$¢ kolagenu

typu li III maleje, co wynika zar6wno ze zmniejszonej aktywnosci fibroblastow w skdrze
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(spowolnienie syntezy kolagenu), a takze zwiekszonej degradacji witdékien
kolagenowych. Co wiecej, same wiokna kolagenu ulegaja $cienczeniu. Zmiany takie
zaobserwowano zaré6wno w skérze naturalnie starzejacej sie jak i w skérze z oznakami
fotostarzenia. Zaobserwowano, ze aktywnos$¢ zewnatrzkomorkowych metaloproteinaz
wzrasta po ekspozycji na promieniowanie UV zaréwno komorek fibroblastow
jak i keratynocytow [Chung i wsp., 2001]. Z kolei zawarto$¢ procentowa MMP w skdrze
maleje wraz z wiekiem [Varani i wsp., 2006]. Zaré6wno niska temperatura denaturacji
termicznej kolagenu (dla typu I wynosi 39-40°C) jak i ogromny wptyw promieniowania
UV na aktywno$¢ kolagenaz, skutkuje szybszym pofragmentowaniem widkiem
kolagenowych i duzo bardziej widocznymi na skorze oznakami starzenia sie (gtebokie
zmarszczki, przebarwienia) u oso6b, ktoére czesto eksponowaty skére na stonce
i nie chronity jej odpowiednio przed promieniowaniem UV. Zaobserwowano réwniez
silniejsza redukcje syntezy kolagenu u oséb z objawami fotostarzenia sie skory
w poréwnaniu do 0s6b ze skorg starzejaca sie naturalnie [Chung i wsp., 2001].

Duza masa czgsteczkowa kolagenu uniemozliwia jego przenikanie przez
naskorek do skéry witasciwej. Dlatego wprowadzanie kolagenu do formulacji
kosmetycznej, a nastepnie jego aplikacja na skére w postaci kremu, serum, maski itp.
pozwala jedynie na wytworzenie na skdrze hydrofilowego filmu. Dzieki temu, uzyskuje
sie efekt nawilzenia, przez ograniczenie transepidermalnej ucieczki wody i ochrone
skéry przed Srodkami powierzchniowo czynnymi obecnymi w preparatach myjacych.
W duzej mierze producenci kosmetykéw z kolagenem obiecujg wypeinienie zmarszczek
i odmtodzenie skory, bazujac na wiedzy, ze kolagen jest biatkiem strukturalnym skory
i jego deficyt objawia sie zmianami na skdrze. Nalezy jednak pamieta¢, ze efekt
odmtadzajacy poprzez wypetnienie zmarszczek moze zagwarantowac jedynie kolagen
podany $rédskérnie w formie iniekcji [Zelaszczyk i wsp., 2012]. Dlatego w przypadku
kosmetykdéw niezwykle wazna jest aplikacja sktadnikéw, ktére stymulujg fibroblasty
do produkcji kolagenu w skérze. W zwigzku z tym, poszukuje sie substancji,
ktére podane na skoére, beda miaty zdolno$¢ do penetrowania do skoéry wiasciwej,
gdzie pobudza fibroblasty do syntezy kolagenu. W zwigzku z rosngcym w kosmetyce
trendem wykorzystywania surowcéw pochodzenia naturalnego, przeprowadzono
réwniez badania wykorzystania wakroty azjatyckiej jako sktadnika stymulujgcego

synteze kolagenu w skorze.
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Maquart i wsp. przebadali miareczkowany ekstrakt z wakroty azjatyckiej (TECA)
zawierajgacy w swoim sktadzie 30% kwasu azjatykowego, 30% kwasu madekasowego
i 40% azjatykozydu, a takze wszystkie te sktadniki osobno pod katem ich wptywu
na synteze kolagenu przez fibroblasty skory ludzkiej. Wyniki pokazaty, ze TECA
stymuluje synteze kolagenu przez fibroblasty, jednak nie wptywa na ich liczebnosc¢.
Co wiecej, sam kwas azjatykowy (w stezeniu 7,5 pg/ml1) stymulowat produkcje
kolagenu na podobnym poziomie jak caty ekstrakt. Efektu takiego nie zaobserwowano
w przypadku kwasu madekasowego i azjatykozydu [Maquart i wsp., 1990]. Podobny
eksperyment przeprowadzili Bonte i wsp., rowniez testujagc wptyw na synteze kolagenu
typu [ mieszaniny sktadnikéw typu ursanu pozyskanych z ziela wakroty azjatyckiej,
kwasu azjatykowego (30%), kwasu madekasowego (30%) i azjatykozydu (40%),
jak réwniez wszystkich tych sktadnikéw osobno. Wyniki badan wykazaty, ze wszystkie
te sktadniki zar6wno w mieszaninie jak i osobno stymulujg synteze kolagenu typu L.
Zaobserwowano roéwniez, Ze dodatek 0.15 mM askorbinianu sodu do mieszaniny
testowanych sktadnikéw jak i do kwasu madekasowego i azjatykozydu znacznie
wspomagat sekrecje kolagenu. Kwas azjatykowy stymulowat synteze kolagenu réwnie
silnie, niezaleznie od obecnosci pochodnej witaminy C, znanej jako kofaktor reakcji
hydroksylacji reszt proliny i lizyny w posttranslacyjnej obrobce kolagenu. Jednak
najsilniejszym aktywatorem sekrecji kolagenu okazata sie mieszanina wszystkich
sktadnikéw w obecnosci witaminy C. Obserwacje pokazuja, Zze pomimo réznic
w budowie chemicznej azjatykozyd i kwas azjatykowy wywotuja podobny efekt,
co $Swiadczy o tym, Ze czeS¢ cukrowa czasteczki (obecna w czasteczce azjatykozydu)
nie jest istotna, aby uzyskac ten sam efekt terapeutyczny [Bonte i wsp., 1994]. By¢ moze
réznice w uzyskanych wynikach badan s3 spowodowane wykorzystaniem réznych
modeli badawczych. Maquart i wsp. wykorzystali w eksperymencie pierwotng linie
komorkowa fibroblastéw, z kolei Bonte i wsp. w testach postuzyli sie komoérkami
fibroblastow wyizolowanymi ze skory 48-letniej kobiety.

Chociaz Maquart i wsp. wykazali w badaniach, Ze to kwas azjatykowy,
a nie azjatykozyd jest odpowiedzialny za stymulowanie produkcji kolagenu, to wtasnie
azjatykozyd jest sktadnikiem najczeSciej badanym pod katem namnazania
sie fibroblastow i stymulowania ich aktywno$ci. W wyniku eksperymentu in vitro,
w trakcie ktorego fibroblasty wyizolowane ze skory inkubowano w obecnosci

azjatykozydu, udowodniono, zZe stymuluje on namnazanie sie fibroblastéw i sktadnikéw
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macierzy zewnatrzkomoérkowej, a takze wpltywa na zmiany poziomu prokolagenu I i III
[Lu i wsp. 2004]. Ze wzgledu na duza mase czagsteczkowg azjatykozyd nie ma
mozliwosci penetracji przez naskorek do skory wiasciwej. Aby azjatykozyd mogt dziatac
nalezy pomoéc jego przenikaniu przez naskorek do skdéry wiasciwej, gdzie bedzie
stymulowat proliferacje fibroblastow i synteze kolagenu. Dlatego Paolino i wsp.
zamkneli azjatykozyd w specjalnie przygotowanych nos$nikach fosfolipidowych.
Na podstawie przeprowadzonego eksperymentu udowodnili, Ze azjatykozyd znacznie
pobudzat fibroblasty do syntezy kolagenu. Zaobserwowano takze, ze im dtuzsza
ekspozycja na nos$niki z azjatykozydem tym silniejsza stymulacja wydzielania kolagenu,
co potwierdzono zaré6wno w eksperymentach in vitro jak i in vivo [Paolino i wsp., 2012].

Lee i wsp. w wyniku przeprowadzonych badan postanowili odpowiedzie¢
na pytanie, jakie mechanizmy, w szczeg6lnoSci na poziomie molekularnym,
sg uruchamiane przez azjatykozyd na drodze syntezy kolagenu typu I. W wyniku badan
in vitro ustalili, Ze azjatykozyd indukuje fosforylacje biatek Smad 2 i Smad 3. Dodatkowo,
stymuluje wigzanie sie ze sobg biatek Smad 2/3 i Smad 4, a nastepnie translokacje
jadrowg powstatego kompleksu biatek. Wskazuje to na wptyw azjatykozydu
na uruchomienie $ciezki sygnalizacyjnej Smad. Wykazano réwniez, ze gdy fibroblasty
wystawiono na dziatanie czynnika hamujgcego btonowy receptor TBR-I, azjatykozyd
dziatal ochronnie na procesy fosforylacji biatka Smad 2/3 i syntezy kolagenu typu L.
Swiadczy to o tym, ze azjatykozyd moze indukowa¢ synteze kolagenu poprzez aktywacje
Sciezki Smad, niezaleznie od dziatania TBR-I. Co wiecej, azjatykozyd zwieksza ekspresje
genow dla kolagenu typu-I [Lee i wsp., 2006].

Wyniki innych badan wskazujg na ciekawy efekt dziatania azjatykozydu. Okazuje
sie, Ze azjatykozyd dziata antagonistycznie w zaleznosci od tego, czy na jego dziatanie
wystawione sg prawidtowe komorki fibroblastow, czy fibroblasty pochodzace z blizny
przerostej (keloidu). Keloidy powstajg w wyniku nieprawidtowo zachodzacego procesu
gojenia sie rany spowodowanego nadmierng proliferacja fibroblastow i wzmozZonym
odktadaniem sie kolagenu. W badaniach przeprowadzonych przez Tang i wsp.
wykazano, ze azjatykozyd hamuje namnazanie sie komdrek fibroblastow pozyskanych
z keloidu. Im dtuzszy czas inkubacji i im wyzsze stezenie azjatykozydu tym silniejsza
inhibicja proliferacji. W testowanych stezeniach 100, 250 i 500 mg/L po 3 dniach
inkubacji azjatykozyd hamowal namnazanie sie komérek odpowiednio o 28%, 30%

i 51%, z kolei po 5 dniach o 35%, 48% i 63%. Azjatykozyd hamowat réwniez
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wydzielanie kolagenu typu I i Il przez komérki pozyskane z keloidu. Udowodniono,
ze w obydwu przypadkach zmiany wywotane przez azjatykozyd byty nieodwracalne.
Zaobserwowano réwniez, ze azjatykozyd w tych samych stezeniach hamowat aktywacje
receptorow btonowych TBR-I i TBR-II oraz ekspresje bialek w fibroblastach
pozyskanych z blizny przerostej. Co wiecej, azjatykozyd podnosit ekspresje biatka
Smad 7, hamujacego ekspresje biatek Smad 2 i Smad 3. W obydwu przypadkach tego
efektu nie zaobserwowano w komorkach prawidtowych fibroblastéw. Ustalono réwniez,
ze w przypadku komdérek fibroblastéw pozyskanych z keloidow, azjatykozyd nie miat
wptywu na fosforylacje biatek Smad 2 i Smad 3. Eksperyment ten jasno pokazuje,
ze biatka sygnatowe Smad 2/3/4 nie sa zaangazowane w regulacje proliferacji
indukowanej przez azjatykozyd [Tang i wsp., 2011].

Stymulujaca synteze kolagenu aktywnos$¢ madekasozydu zostata wykazana przez
Wu i wsp. Pomimo tego, Ze w najwyzszym testowanym stezeniu (10 uM) madekasozyd
nie pobudzat fibroblastow do namnazania to stymulowat zaréwno synteze prokolagenu
typu I i III jak réwniez kolagenu typu I i IIl. Zaobserwowano réwniez, ze zwigzek ten
pobudzat aktywacje receptora btonowego TBR-II, jednak nie miat wptywu na receptor
TBR-1, obnizat ré6wniez ekspresje gendéw dla Smad 7 i podwyzszat poziom fosforylacji

Smad 3 w komorkach fibroblastéow [Wu i wsp., 2012].

2.6. Wptyw wyciggdéw z wakroty azjatyckiej na gojenie sie ran

Trudnym dla terapii stanem patologicznym skory jest rana, definiowana jako
ubytek skory spowodowany przez uraz lub toczacy sie w organizmie proces chorobowy.
Gojenie  sie ran jest niezwykle zlozonym = procesem = prowadzacym
do naprawy uszkodzonych tkanek. Proces ten obejmuje kilka skomplikowanych,
nastepujacych po sobie faz, w ktére zaangazowanych jest wiele czynnikéw. Natychmiast
po zranieniu, cytokiny przyciagaja komérki zapalne, ktére usuwajg wszelkie substancje
obce i tkanki uszkodzone w wyniku zranienia. Po ustgpieniu stanu zapalnego, do rany
migrujg komorki keratynocytéw i fibroblastéw, ktore proliferujg i tworzg nowg tkanke.
Fibroblasty chronig rane przed wnikaniem do niej czynnikéw obcych. W nastepnym
etapie tworza sie naczynia wlosowate wspierajace aktywno$¢ fibroblastow
i makrofagow, ktére usuwajg skrzep fibrynowy, a w jego miejscu tworza tkanke

ziarninowa. Tkanka ta zostaje wykorzystana jako substrat dla namnazajacych
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sie keratynocytow. W trakcie procesu epitelializacji, keratynocyty namnazaja
sie i réznicujg, przywracajagc tym samym ochronne funkcje nabtonka. Naprawe rany
konczy skurcz miejsca rany i przebudowa tkanki poprzez réznicowanie
i zaprogramowang Smier¢ komdrek [Lee i wsp., 2012]. Szczeg6lnym rodzajem rany,
o ktorej nalezy wspomnie¢ jest rana oparzeniowa charakteryzowana jako uszkodzenie
tkanek z powodu czynnikow zewnetrznych, takich jak np. promieniowanie
czy chemikalia. W poréwnaniu do rany cietej, w przypadku rany oparzeniowej dochodzi
do duzej utraty komorek i tkanek [Hou i wsp., 2016].

Gojenie sie ran jest procesem fizjologicznym, jednak jego przebieg moze zostac
zaklocony przez toczace sie w organizmie choroby metaboliczne (cukrzyca), naczyniowe
(zapalenie zyt, przewlekta niewydolnos¢ zylna), genetyczne (kolagenozy),
a takze czynniki mechaniczne (odlezyny). Rozrdéznia sie rane przewlekta, ktéra sama
w sobie, nie jest jednostka chorobowg ale symptomem toczacej sie w organizmie
choroby przewlektej. NajczeSciej wystepujacymi ranami przewlektymi sa: owrzodzenia
zylne goleni, rany niedokrwienne goleni, zesp6t stopy cukrzycowej i rany o mieszanej
etiologii, czyli zylno-niedokrwienne. Do tej pory nie znaleziono skutecznego sktadnika
aktywnego, ktory pozwalatby na catkowite wyleczenie rany. Dlatego poszukuje sie coraz
to nowych substancji o potencjalnym dziataniu stymulujagcym proces gojenia sie rany,
w szczegllnosci posrod sktadnikéw pochodzenia naturalnego, ktére wykazywatyby
maksymalng skuteczno$¢, przy jednoczesnym zachowaniu bezpieczenstwa terapii.
Ze wzgledu na zawarto$¢ w surowcu ros$linnym z wakroty azjatyckiej duzych stezen
saponin triterpenowych, zwigzkéw fenolowych, alkaloidow, flawonoidow, olejkow
eterycznych, garbnikow i kwasow ttuszczowych, roslina ta moze by¢ wykorzystywana
w leczeniu ran. Poza udokumentowang aktywnoscig lecznicza, w przypadku sktadnikow
pochodzenia naturalnego mamy do czynienia z mniejszg liczbg skutkéw ubocznych
w poréwnaniu z komercyjnie dostepnymi lekami.

W badaniach in vivo przeprowadzonych na szczurach zaobserwowano catkowite
zarastanie rany po 14 dniach aplikacji sprayu z wakrotg azjatycka. Preparat zawierat
1.02% madekasozydu, 0.54% kwasu madekasowego, 0.25% azjatykozydu i 0.12%
kwasu azjatykowego lub 0,12% kwasu azjatykowego, 0,54% kwasu madekasowego,
0,25% azjatykozydu i 1,02% madekasozydu [Choochuay i wsp. 2016, Sawatdee
i wsp., 2016]. Duzy panel badan in vivo przeprowadzonych na szczurach z ranami

cietymi i oparzeniowymi przeprowadzono z wykorzystaniem czterech réznych
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ekstraktow z wakroty azjatyckiej: heksanowego, etylo-octowego, metanolowego
i wodnego, ktére aplikowano na rane raz dziennie.

Juz po trzydniowej terapii zaobserwowano znacznie wyZszy stopien zagojenia
rany oparzeniowej, ktdry wzrastal wraz z czasem terapii. Proces gojenia rozpoczat
sie najszybciej (po 3 dniach) w ranach oparzeniowych, na ktére aplikowano ekstrakt
etylo-octowy z wakroty azjatyckiej, ktory charakteryzowat sie najwyzsza zawartos$cia
kwasu azjatykowego. Stwierdzono, ze kwas azjatykowy indukuje ekspresje TNFAIP6,
hialadheryny zaangazowanej w przebudowe i modulacje stanu zapalnego w ludzkich
fibroblastach oraz wzrost syntezy kolagenu, waznego w procesie gojenia. Wyniki
histopatologiczne po 14 dniach terapii rany oparzeniowej wykazaty w petni rozwinieta
epitelializacje 1 Kkeratynizacje we wszystkich grupach badanych niezaleznie
od wykorzystanego ekstraktu w poréwnaniu do znacznej martwicy wtékien
i niekompletnej epitelializacji w grupie kontrolnej. Zaobserwowano, ze odpornos$¢ rany
cietej na rozcigganie byta wyzsza w grupach badanych w stosunku do kontroli,
ze wzgledu na wzrost stezenia kolagenu. Wakrota azjatycka wspomagata gojenie sie
tych ran poprzez hamowanie stanu zapalnego, indukowanie syntezy kolagenu
(kwas azjatykowy, azjatykozyd), stymulowanie angiogenezy ([3-sitosterol), rozszerzanie
naczyn krwionosnych i redukcje stresu oksydacyjnego (flawonoidy). Wykazano takze,
ze wyciagi stymulowaty wzrost i namnazanie sie komorek w uszkodzonych tkankach.

Jest to niezwykle istotne szczegdlnie w przypadku ran oparzeniowych, w ktérych
obserwuje sie rozlegly ubytek komoérek i tkanek skutkujacy dtuzszym i bardziej
skomplikowanym procesem gojenia niz w przypadku ran cietych [Somboonwong i wsp.,
2012]. Z kolei, w badaniach in vitro przeprowadzonych na kroéliczych komoérkach
nabtonka warstwy rogowej (RCE) w modelu badawczym procesu gojenia sie ran,
wykazano, ze silniejszg aktywnoScig charakteryzuja sie niskie (62.5 ppm) stezenia
wodnego ekstraktu z wakroty azjatyckiej. Ekstrakt nie wywart istotnego wptywu
na proliferacje komorek, jak réwniez na ekspresje markeréw cyklu komoérkowego,
jednak znacznie stymulowat migracje komérek. Aktywnos¢ ta sugeruje potencjalny efekt
terapeutyczny dla ponownej epitelializacji nabtonka warstwy rogowej podczas gojenia

sie ran [Ruszymach i wsp., 2012].
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1. HEMOSTAZA

II. ZAPALENIE

1. HAMOWANIE STANU
ZAPALNEGO - ekstrakt

2. REDUKCJA STRESU
OKSYDACYJNEGO - ekstrakt

I1I. MIGRACJA I PROLFERACJA KOMORKOWA

1. MIGRACJA FIBROBLASTOW - azjatykozyd

2. PROLIFERACJA FIBROBLASTOW - azjatykozyd

3. MIGRACJA KERATYNOCYTOW - ekstrakt, azjatykozyd
4. ADHEZJA KOMOREK - azjatykozyd

5. POKRYCIE RANY NOWYM NABLONKIEM - ekstrakt

6. 0ODBUDOWA NACZYN KRWIONOSNYCH -
madekasozyd

7. UTWORZENIE TKANKI ZIARNISTE] - madekasozyd

IV. SYNTEZA BIALKA 1
OBKURCZANIE RANY

1.0BKURCZANIE RANY -
azjatykozyd, madekasozyd

2.POWSTANIE BLIZNY - ekstrakt,
azjatykozyd, madekasozyd

V. PRZEBUDOWA RANY

1. ZWIEKSZENIE WYTRZYMALOSCI
MECHANICZNE] BLIZNY - ekstrakt, madekasozyd

2. PRZEBUDOWA BLIZNY - azjatykozyd

v

ZRANIENIE 3 DZIEN TYDZIEN MIESIAC ROK

Rycina 6 Wplyw wyciaggdw z wakroty azjatyckiej, azjatykozydu i madekasozydu na etapy gojenia sie ran
[Azis i wsp. 2017, Choochuay i wsp. 2016, Hou i wsp. 2016, Somboonwong i wsp. 2012, Ruszymach i wsp.
2012, Leeiwsp. 2012, Wuiwsp. 2012, Liu i wsp. 2008, Shukla i wsp. 1999].
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Formowanie sie nowych tkanek w trakcie gojenia sie rany jest wynikiem migracji
i proliferacji komérek, gtéwnie keratynocytéw i fibroblastéw. Wyniki wielu badan
wskazuja na to, ze azjatykozyd moze by¢ wykorzystywany jako promotor naprawy
tkankowej poprzez stymulowanie migracji komorek skory. Jak wykazaly badania
przeprowadzone przez Lee i wsp. azjatykozyd w stezeniu do 1000 pM nie jest
cytotoksyczny w stosunku do linii komorek fibroblastow (aHDFs) i keratynocytow
(aNHEKs), a komérki migrowaty szybciej w prébach badanych z dodatkiem
azjatykozydu. Co wiecej, azjatykozyd w dawkozalezny sposob stymulowal namnazanie
sie komdrek fibroblastow. Efektu takiego nie zaobserwowano w przypadku
keratynocytow. Wyniki tych badan pokazujg réwniez, ze azjatykozyd moze ulatwiac
i stabilizowa¢ adhezje komorek skory. Dzieki temu, dodatek azjatykozydu do sztucznej
skéry wiasciwej bedzie utatwiat i wzmacniat przytaczenie sie do niej przeszczepionego
naskorka [Lee i wsp., 2012]. Podobne wyniki uzyskano na podstawie badan
przeprowadzonych na liniach ludzkich komoérek skoéry fibroblastach (HDF)
i keratynocytach (HaCaT) przez Azis i wsp. Metanolowa frakcja ekstraktu z wakroty
azjatyckiej, zawierajagca 2.4% azjatykozydu stymulowata migracje komorek
obu wspomnianych linii. Jednak badania in vivo nie potwierdzity wptywu metanolowej
frakcji, na szybkos$¢ procesu epitelializacji i wzrost zawarto$ci hydroksyproliny w ranie
(wyniki poréwnywalne z kontrolg) [Azis i wsp,. 2017]. Wyniki badan in vivo
przeprowadzonych przez Shukla i wsp. wskazuja na skuteczne dziatanie azjatykozydu
zarowno w przypadku fizjologicznego jak i opdZnionego (w przebiegu cukrzycy) gojenia
sie rany [Shukla i wsp. 1999a].

Migracja, adhezja i proliferacja sa gtownymi procesami stymulowanymi przez
azjatykozyd, w procesie naprawczym gojenia sie ran.

Jak wynika z badan in vivo na myszach przeprowadzone przez Liu i wsp. nie tylko
azjatykozyd, ale rowniez madekasozyd wspomaga zamykanie sie rany w sposéb zalezny
od czasu. Po 20 dniach doustnej terapii w dawce 24 mg/kg obserwowano prawie
catkowite wygojenie ran oparzeniowych, potwierdzone badaniami histopatologicznymi.
Madekasozyd posiada znaczace dziatanie terapeutyczne w przypadku ran
oparzeniowych, oparte na Kkilku réznych mechanizmach: antyoksydacyjnym, syntezie
kolagenu, stymulacji namnazania fibroblastow oraz procesu angiogenezy [Liu i wsp.,
2008]. Wyniki tych badan potwierdzaja Hou i wsp. wskazujac, Ze azjatykozyd

i madekasozyd moga przywracac funkcjonalnos$¢ tkankowa w ranie poprzez aktywacje
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czynnikéw wzrostu takich, jak srédbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF) i czynnik wzrostu

fibroblastow (FGF) oraz stymuluja synteze kolagenu, wzmacniajac tym samym

wytrzymato$¢ powstatych tkanek na rozcigganie. Zaobserwowano réwniez odrastanie

wtosow na skdrze w miejscach wygojonych ran oparzeniowych leczonych saponinami

pozyskanymi z wakroty azjatyckiej [Hou i wsp., 2016].

Inne udokumentowane aktywnosci kosmetologiczne i terapeutyczne wybranych

wyciggéw z wakroty azjatyckiej i jej gtownych sktadnikéw aktywnych zostaty zebrane

w tabeli 3.

Tabela 3 Udokumentowane aktywnosci kosmetologiczne i terapeutyczne wyciggdéw z wakroty azjatyckiej
(CA) ijej gtéwnych sktadnikéw aktywnych.

Testowany ekstrakt lub Dane
Aktywno$¢ biologiczna Model badawczy
skladnik aktywny literaturowe
Ekstrakt wodny w
Poprawa funkcji barierowych polimerowych in vitro Kwon i wsp.,
skéry 2008
nanokapsutkach
. Haftek i wsp.,
Ochrona skory przed Madekasozyd in vivo (ludzie)
fotostarzeniem 2008

Sampson i wsp.

Zaidan i wsp.,

2005

Dziatanie przeciwluszczycowe Ekstrakt z CA, azjatykozyd, in vitro 2001
madekasozyd
L Somchit i wsp.,
Ekstrakt wodny in vivo
2004
Przeciwzapalne o Chippada i wsp.,
Ekstrakt etanolowy in vitro
2011
W modelu choroby wrzodowej .
3 Chengiwsp.,
zotgdka
Ekstrakt wodny invivo (szczury) 2004, Guo i wsp.,
Azjatykozyd 2004
m Talabani i wsp.,
E Ekstrakt wodny 2016, Arumugam
g Staphylococcus iwsp., 2011
w
2 aureus, Arumugam i
b in vitro
S} Escherichia coli wsp,, 2011,
5 Ekstrakt metanolowy
2
Q
(&3]
Y
(=9
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Ekstrakt etanolowy

Kwas azjatykowy

Methilicin Resistant

Staphylococcus Ekstrakt metanolowy
aureus
Ekstrakt wodny
Pseudomonas Ekstrakt metanolowy
aeruginosa
Ekstrakt etanolowy
Helicobacter pylori Kwas azjatykowy

Dhanalakshmi i
wsp., 2018
Norzaharaini i
wsp., 2011
Zaidan i wsp.,

2005

Arumugam i
wsp,, 2011
Vasavi i wsp.,,
2014
Norzaharaini i

wsp., 2011

Soumyanath i

wsp., 2012, Gray i

Cesarone i wsp,,

Ekstrakt wodny
Neuroprotekcja w wsp., 2015
. in vit
i modelu choroby Azjatykozyd mviro Song i wsp., 2018
= Alzhaimera
g Madekasozyd
= Luoiwsp., 2018
Z
(]
E
s Neuroprotekcja w
=
= modelu choroby Haleagarahara i
i Parkinsona Ekstrakt wodny in vivo (szczury)
S Ponnusamy,
[e]
= 2010
o
=
%)
o
=
Poprawa funkcji i vivo ( )
in vivo (mysz
poznawczych Ekstrakt wodny e Gray i wsp., 2016
Gnanapragasam i
£ Ekstrakt wodny
Sy wsp., 2004
2
o Kardioochronne in vivo (szczur Pragada i wsp,,
g Ekstrakt alkoholowy ( y)
> 2004
Q
g Madekasozyd Bian i wsp., 2008
o
2 Pointel i wsp.,
S TECA
5 1987
w
L L, Cesarone i wsp.,
~ Niewydolnos$¢ zylna in vivo (ludzie)
@ 2001a
= TTFCA
=

2001b
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2.7.  Aktywno$c¢ antyoksydacyjna wyciggéw z wakroty azjatyckiej

Wolne rodniki sg czgsteczkami lub atomami posiadajgcymi na powtoce
walencyjnej niesparowany elektron. Powstajg w organizmie w wyniku zachodzacych
w tkankach proceséw utleniania. Do wolnych rodnikéw tlenowych zalicza sie
anionorodnik ponadtlenkowy -03°, rodnik wodoronadtlenkowy -HO2*, rodnik
hydroksylowy -OH*, tlenek azotu -NO* i ditlenek azotu -NO2. Dzieki aktywno$ci
enzymoOw antyoksydacyjnych katalazy, peroksydazy i dysmutazy ponadtlenkowej,
dochodzi do inaktywacji nietrwatych rodnikéw tlenowych. Niezwykle wazne jest state
dostarczanie do organizmu antyoksydantéw, do ktorych naleza kwas askorbinowy,
tokoferol, glutation, a takze zwiazki flawonoidowe i polifenole obecne w surowcach
pochodzenia roslinnego. Udowodniono, ze brak réwnowagi w organizmie pomiedzy
oksydantami i antyoksydantami skutkuje rozwojem stresu oksydacyjnego. Stres
oksydacyjny prowadzi do uszkodzen bton lipidowych, organelli komérkowych, DNA
i biatek, co przyczynia sie do rozwoju nowotworow, proceséw neurodegeneracyjnych,
a takze wczesnego starzenia sie organizmu, w tym objawiajacych sie na skérze gtebokich
zmarszczek, przebarwien i zmian w strukturze skoéry.

Ekstrakty z wakroty azjatyckiej zostaly réwniez przebadane pod katem
ich aktywno$ci antyoksydacyjnej. Zainol i wsp. testowali w badaniach in vitro ekstrakty
metanolowe, z réznych czeSci rosliny wakroty azjatyckiej: korzen, lis¢, szyputka.
Najsilniejsza aktywno$¢ do hamowania reakcji utleniania sie lipidow wykazat ekstrakt
pozyskany z lisci. Wykazano réwniez, ze ekstrakt z liSci zawieral najwieksze stezenie
polifenoli (8.13-11.7 g/100 g), co wskazuje na silng zalezno$¢ pomiedzy aktywnosScia
antyoksydacyjng ekstraktu, a =zawartoScia sktadnikéw frakcji polifenolowe;j
[Zainol i wsp., 2003]. Podobne wyniki dla metanolowego ekstraktu z lisci rosliny
otrzymali Subhasree i wsp. Udowodnili oni, Ze ekstrakt ten posiada silny efekt hamujacy
utlenianie wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, co hamuje proces uwalniania
wolnych rodnikéw [Subhasree i wsp., 2009]. Poréwnano réwniez w testach in vitro
aktywnos¢ réznego pochodzenia etanolowych ekstraktow
z wakroty azjatyckiej - ekstrakt turecki, indyjski i komercyjnie dostepny ekstrakt
standaryzowany na zawartos$¢ azjatykozydu i madekasozydu. Najsilniejsza zdolnoScig
do przeciwdziatania reakcji utleniania i zdolno$cia do redukowania jonéw metali,
charakteryzowat sie ekstrakt standaryzowany, badany w stezeniu 2000 pg/ml

[Orhan i wsp., 2013]. Wysoka zdolno$¢ do przeciwdziatania reakcji utlenienia posiadaja
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réwniez wodne ekstrakty z wakroty azjatyckiej. Wyniki badan pokazuja, Ze ekstrakt jest
silnym przeciwutleniaczem, a nawet wykazuje silniejszg aktywnos$¢ antyoksydacyjng niz
zastosowany w eksperymencie zwiazek referencyjny Trolox [Pittella i wsp., 2009,
Kumari i wsp., 2016].

Aktywno$¢ przeciwutleniajgca ekstraktéow z wakroty azjatyckiej moze
by¢ wykorzystywana réwniez w terapii nowotworowej. Niezwykle istotne wyniki badan
zaobserwowano w przypadku wyidukowanego chtoniaka u myszy. Wiadomo,
ze mechanizmy prowadzace do rozwoju tej choroby s3 zwigzane ze stresem
oksydacyjnym wywotanym przez reaktywne formy tlenu Oz, OH* powstajace w trakcie
normalnych proceséw metabolicznych. Co wiecej, w przypadku chtoniaka, zostaje
zahamowana aktywacja enzyméw antyoksydacyjnych dysmutazy ponadtlenkowej,
katalazy i peroksydazy glutationowej, a takze aktywnos$¢ przeciwutleniaczy glutationu
i kwasu askorbinowego, co prowadzi do uszkodzen komoérkowych. Procesy
te zaobserwowano u chorych myszy. Po doustnym podawaniu myszom 50 mg/kg/dzien
metanolowego ekstraktu z wakroty azjatyckiej w ich organizmie odnotowano zaréwno
wzrost aktywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych, jak i poziom przeciwutleniaczy
[Jayashree i wsp., 2003].

W kolejnych badaniach in vivo przeprowadzonych na myszach, udowodniono,
ze réwniez sam azjatykozyd wykazuje silne dziatanie antyoksydacyjne. Azjatykozyd
hamowat aktywno$¢ malonodialdehydu, zwiazku o dziataniu genotoksycznym,
mutagennym, kancerogennym, powodujacym uszkodzenie jadra komdrkowego
i hamujacym podziaty mitotyczne komorek. Zwigzek ten jest rowniez markerem stresu
oksydacyjnego. Udowodniono réwniez, ze azjatykozyd stymulowal dziatanie enzymoéow
antyoksydacyjnych dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i peroksydazy glutationowe;j
[Xing i wsp., 2017].
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Dyrektywa unijna (2003/15/WE), ktéra wiaczyta przepisy do tzw. dyrektywy
kosmetycznej (76/768/EWG) spowodowata, ze od dnia 11 marca 2013 roku na terenie
catej Unii Europejskiej istnieje zakaz testowania na zwierzetach sktadnikow aktywnych
i gotowych produktow kosmetycznych, a takze wprowadzania do obrotu kosmetykow,
ktére w swoim skladzie zawierajg substancje testowane na zwierzetach. Co wiecej,
najnowsza polska ustawa o produktach kosmetycznych z dnia 4.10.2018 roku, ktora
weszta w zycie 1.01.2019 roku wprowadza wysokie kary finansowe za naruszenie
zakazu w zakresie testowania na zwierzetach (do 30 000 zt) oraz za przeprowadzanie
testow na zwierzetach (do 100 000 zt). Wprowadzone zmiany sa zgodne nie tylko
z etyka w zakresie badan wykorzystujacych zwierzeta, ale rowniez z zasada "3R" (ang.
,reduction, replacement, refinement”), odnoszaca sie do ciggtego rozwoju
i udoskonalania metod alternatywnych wykorzystywanych w badaniach naukowych.
Po wejsciu w zycie nowych przepiséw, metody alternatywne staly sie jedynymi
metodami umozliwiajacymi badanie skuteczno$ci i bezpieczenstwa stosowania
preparatow kosmetycznych. Obecnie do badan aktywnoSci biologicznej sktadnikéw
i surowcéw kosmetycznych bardzo czesto wykorzystywane sg substytuty skéry ludzkiej,
jednak nalezy pamieta¢, ze badania te s3 czasochtonne, kosztowne i nie od razu
przynosza oczekiwane wyniki. Z uwagi na powyzsze ograniczenia i niedogodnosci,
akceptowanym i nowoczesnym modelem do wstepnych badan przesiewowych
w kosmetologii sa hodowle komoérkowe. Warto nadmieni¢, Ze w poréwnaniu
z badaniami na modelach zwierzecych, metody te sg tansze i pozwalaja na szybki
skrining wielu substancji kosmetycznych, ale posiadaja takze ograniczenia. Badania
z wykorzystaniem metod in vitro, nie pozwalaja na kompleksowa ocene badanych
substancji w odniesieniu do catego organizmu, odnosza sie tylko do proceséw
zachodzacych w pojedynczych, wyizolowanych komoérkach, o czym nalezy pamietac
interpretujagc wyniki. Zgodnie z definicja hodowle komoérkowe s3 procesem
prowadzonym in vitro, pozwalajgcym na namnazanie i utrzymywanie przy zyciu

komorek roslinnych lub zwierzecych poza organizmem.

Polski rynek kosmetyczny jest jednym z prezniej rozwijajacych sie w Europie.
W 2017 roku Polska byta széstym rynkiem kosmetycznym w Europie, a jego
prognozowana warto$¢ na rok 2021 wynosi 20 mld ztotych. Wigze sie to nie tylko

z wielkimi mozliwo$ciami, ale réwniez z ogromng odpowiedzialno$cia w stosunku
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do konsumentéw, ktoérych liczba wciaz rosnie, réwniez posréd mieszkancéw Europy
zachodniej [Raport o stanie branzy kosmetycznej w Polsce, 2017]. W ostatnim czasie
ogromng popularnoscig ciesza sie preparaty kosmetyczne zawierajace sktadniki
pochodzenia naturalnego. Rosling ceniong w przemys$le kosmetycznym jest wakrota

azjatycka (Centella asiatica), bedaca Zrodtem wielu cennych sktadnikow aktywnych.

Obserwowana w ostatnich latach w przemysle ogromna popularnos¢ ekstraktow
z wakroty azjatyckiej oraz wyizolowanych z niej sktadnikéw aktywnych skutkuje tym,
ze ro$lina w stanie naturalnym jest zagrozona wyginieciem. Metoda alternatywna
wykorzystywana w celu pozyskiwania duzej iloSci biomasy z wakroty azjatyckiej w celu
otrzymywania z niej ekstraktow, jak réwniez sktadnikéw aktywnych biologicznie
sg kultury pedowe in vitro. Z technologicznego punktu widzenia, s3 one niezwykle
istotne, poniewaz pozwalaja w krotkim czasie pozyska¢ duze ilosci biomasy,
jak rowniez, dzieki modyfikacji sktadu pozywki czy dodatku prekursoréw wzrostu

i elicytoréw, mozna uzyskac rosline bogata w wybrane zwigzki biologicznie czynne.

Celem projektu obejmujgcego prace doktorska jest przeprowadzenie badan
oceniajgcych aktywnos¢ biologiczng surowca naturalnego w postaci wodnych wyciggéw

z ros$liny Centella asiatica za pomocg wybranych metod in vitro.

Zatozono, ze przedmiotem badan beda wodne wyciagi z wakroty azjatyckiej
pochodzace ze stanowiska szklarniowego (CA1) oraz z hodowli in vitro (CA2). Wyciagi
sa mieszaninami wielu réznych substancji, ktére znacznie rdznig sie zawartoScig
gtownych sktadnikéw aktywnych azjatykozydu i madekasozydu. Z tego powodu
zarowno azjatykozyd (AZ]), jak i madekasozyd (MAD) wykorzystano w badaniach jako

zwiazki referencyjne.

Cele badawcze postanowiono zrealizowac¢ stosujac wybrane nowoczesne metody
alternatywne in vitro, zgodne 2z najnowszymi wymogami narzuconymi przez
ustawodawcéw, ktoére umozliwiaja szybka wstepng ocene dziatania zwigzkéw

przy réwnoczesnym zachowaniu rzetelnosci uzyskanych wynikow.
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Przedstawione cele rozprawy doktorskiej zostang zrealizowane w oparciu

o szczegbtowy plan pracy, na ktory sktada sie:

1.

badanie wplywu wyciggéw i saponin na zywotno$¢ komoérek szesciu linii
komoérkowych w konteksScie bezpieczenstwa stosowania oraz potencjalnej
aktywnos$ci przeciwnowotworowej za pomocg testbw o roéznych
mechanizmach dziatania oceniajacych:

a. funkcje mitochondriéow (MTT)

b. aktywnos$¢ lizosomow (z czerwienig obojetna)
badanie ochronnego wplywu wyciggdbw i saponin na zywotno$¢
astrocytow poddanych dziataniu doksorubicyny w aspekcie aktywnosci
glioprotekcyjnej
badanie wplywu wyciaggéw i saponin na aktywno$¢ migracyjna
keratynocytow w teScie zarastania rany in vitro
ocena dziatania przeciwtuszczycowego, przeciwstarzeniowego
i przeciwnowotworowego badanych wyciggéw i saponin, przy pomocy
testu z fioletem krystalicznym
badanie  aktywno$ci  antyoksydacyjnej w  kierunku dziatania
przeciwstarzeniowego i przeciwnowotworowego za pomoca testow
o réznych mechanizmach dziatania:

a. test DPPH

b. test FRAP

c. test ROS-Glo™ H20:
badanie aktywnos$ci mutagennej w teScie Amesa przy zastosowaniu dwoch
szczepOw Salmonella typhimurium TA98 i TA100
badanie zdolnosSci fotoprotekcyjnej poprzez pomiar wtasciwosci

absorpcyjnych w zakresie promieniowania UV

Wydaje sie, ze w ten sposéb zaplanowane badania szacujgce aktywno$¢

biologiczng i bezpieczenstwo stosowania wodnych ekstraktow z wakroty azjatyckiej

oraz jej dwoch gtéwnych sktadnikow aktywnych, azjatykozydu i madekasozydu pozwolg

odpowiedzie¢ na pytanie, ktory z nich charakteryzuje sie silniejsza aktywno$cig, a takze
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czy jest ona uzalezniona od oznaczonych sktadnikéw aktywnych, azjatykozydu

i madekasozydu zawartych w ekstraktach.
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1. Materiaty

1.1. Badane wyciagi
* CA1 - wodny wyciag z ro$liny szklarniowej (0,4 ng/ml AZJ] i 0,8 pg/ml MAD)
» CA2 - wodny wyciag z rosliny in vitro (0,03 pg/ml AZJ i 0,02 ug/ml MAD)

Nadziemne czesci roSliny Centella asiatica pochodzity z Ogrodu Roslin
Leczniczych im. Prof. Mariana Koczwary znajdujacego sie przy Wydziale
Farmaceutycznym Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie.
Identyfikacje rosliny przeprowadzita dr Ewa Skrzypczak-Pietraszek z Katedry Botaniki
Farmaceutycznej U] CM, ktora nastepnie wykorzystata Swieze, mtode wierzchotki
ro$liny z hodowli szklarniowej do wyprowadzenia hodowli in vitro. Z biomasy
pozyskanej z hodowli szklarniowej i z hodowli in vitro otrzymano wyciagi wodne:
CA1i CA2, ktére byly przedmiotem badan pracy doktorskie;.

Zawarto$¢ gtéwnych zwigzkéw aktywnych w wyciggach CA1 i CAZ2,
czyli azjatykozydu (AZ]) i madekasozydu (MAD) zostata oznaczona przez dr Pawta
Zmudzkiego z Katedry Chemii Farmaceutycznej U] CM przy uzyciu metody
UPLC-MS/MS. Badane ekstrakty rdznily sie znaczaco zawartoS$cia azjatykozydu
i madekasozydu, na korzys$¢ ekstraktu z rosliny szklarniowej, ktéry zawierat 13 razy

wiecej azjatykozydu i az 40 razy wiecej madekasozydu.

1.2. Linie komoérek eukariotycznych

Linie komoérek prawidlowych
* Fibroblasty skéry ludzkiej (linia BJ-5ta, ATCC® CRL-4001™)
= Keratynocyty skory ludzkiej (linia HaCaT, CLS Cell Lines Service, 300493)
= Astrocyty (linia CBD1A,, ATCC® CRL-2541™)

Linie komo6rek nowotworowych
= (Czerniak skory (linia A375, ATCC® CRL-1619™)
= (Czerniak skory przerzut z ptuca (linia WM793, ATCC® CRL-2806™)
= Nowotwor watroby (linia HepG2, ATCC® HB-8065™)
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1.3. Szczepy bakteryjne
»  Salmonella typhimurium TA98
»  Salmonella typhimurium TA100

Szczepy otrzymano od dr Takehiko Nohmi zZakladu Genetyki iMutagenezy

Narodowego Instytutu Higieny, Tokio, Japonia.

1.4. Odczynniki i materiaty

Pozywki hodowlane

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) Lonza
DMEM HG (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium High

Lonza
Glucose)
DMEM F-12 HAM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Lonza
Nutrient Mixture F-12 HAM)
MEM (Minimal Essential Medium)

Lonza
Suplementy do pozywek hodowlanych
Plodowa surowica cieleca (FBS, ang. fetal bovine serum) Lonza
Mieszanina  antybiotykéw 10000 U./ml  Penicyliny
i 10 mg/ml Streptomycyny i 25 pg/ml Amfoterycyny B PAN BIOTECH
Sole fizjologiczne i bufory
Buforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS bez jonéw Ca?+ i
Mg2+) POCH
Barwniki, reagenty
Czerwien obojetna (ang. neutral red) Sigma Aldrich
Fiolet krystaliczny (ang. crystal violet) Sigma Aldrich
Azjatykozyd Sigma Aldrich
Chlorek Zelaza (FeCls) VWR
Doksorubicyna Sigma Aldrich
Kwas askorbinowy Sigma Aldrich
Kwas galusowy Sigma Aldrich
Kwas octowy bezwodny VWR
Kwas solny (HCI) Chempur
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Madekasozyd

Octan sodu bezwodny

TPTZ (2,4,6-tripirydyl-s-triazyny)
Trolox

Winblastyna

TPTZ (2,4,6-tripirydylo-s-triazyna)
Oktokrylen

Zestawy komercyjne
Test zywotnos$ci MTT oparty o analize kolorymetryczng
Test antyoksydacyjny ROS-Glo™ H,0,

Skladniki pozywek do hodowli bakteryjnych
Agar

Azydek sodu

Bulion odzywczy Oxoid Nr 2
Chlorek sodu (NaCl)

D-biotyna

Dimetylosulfotlenek (DMSO)
Diwodorofosforan sodu (NaH2PO4)
Ekstrakt wotowy

Glicerol

Glukoza

Kwas cytrynowy

L-histydyna HCI
4-nitro-o-fenylodiamina (4-NPD)
Neomycyna

Pepton

Siarczan magnezu (MgS0.)

Woda do badan molekularnych
Wodorofosforan potasu (K;HPO4)
Wodorofosforan sodowo-amonowy (NaNH:HPO4)
Wodorofosforan sodu (Na;HPO4)

Pozostate odczynniki

Alkohol etylowy 96%

Sigma Aldrich

VWR
Sigma-Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Fluoro-Chem

Sigma Aldrich

Cayman Chemical

Promega

Merck
Sigma-Aldrich
Argenta
Chempur
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Pharma Cosmetics
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Pharma Cosmetic
Merck
Sigma-Aldrich
SPrime
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

POCH
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Dimetylosulfotlenek (DMSO)

Kwas octowy

SDS (ang. ammonium persulfate)
Trypsyna 1:250 z trzustki §winskiej
Alkohol metylowy

Naczynia hodowlane, probowki

Butelki hodowlane o powierzchni 25 cm?

Butelki hodowlane o powierzchni 50 cm?

Kuweta polistyrenowa SEMIMIKRO do spektrofotometru
Plytki hodowlane 6-, 12-, 24-, 96- dotkowe jatowe
Probéwki plastikowe o pojemnosci 15 ml
Probéwki plastikowe o pojemnosci 15 ml
Probéwki typu Eppendorf

Szalki o $rednicy 25 mm

Szalki o $rednicy 45 mm

Szalki Petriego (60x15 mm)

Plytki 96-dotkowe biate

Aparatura

Inkubator z dostepem do CO;

Loza z nawiewem laminarnym

Komora z nawiewem laminarnym
Mieszadto magnetyczne MS2

Mikroskop jasnego pola odwrdécony Nikon Eclipse TS 100F Z
pH-metr

Spektrofotometr BioPhotometer
Sterylizator Parowy 2100 Classic Standard
Termomikser Compact

Waga analityczna

Wiréwka laboratoryjna MiniSpin
Wiréwka Eppendrof 5415R

Wytrzasarka orbitalna KS130
Wytrzasarka orbitalna 358A

Pipety automatyczne o réznych zakresach objetosci

1-10 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl, 5000 pl

Sigma-Aldrich
POCH
Fluka Chemie
Sigma-Aldrich
POCH

Genoplast
Genoplast
Greiner
Nest

Nest

Nest
Genoplast
Genoplast
Genoplast

Greiner

Corning

MEMMERT
AQUARIA
Alpina

IKA

Nikon

Schott
Eppendorf
Prestige Medical
Eppendorf
Radwag
Eppendorf
CENTRIFUGE
IKA
Elpin-plus

Eppendorf Research
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Wytrzasarka do ptytek VWR
Spektrofotometr dwuwigzkowy Hitachi U-2800
Czytnik mikroptytek Spectra Max ID3 Molecular Devices

1.5. Hodowla komoérek eukariotycznych

Wszystkie komoérki testowanych linii hodowano w naczyniach o powierzchni 25 cm?
w odpowiednio dobranej pozywce hodowlanej wzbogaconej o 10% surowice bydleca
oraz 10000 U/ml penicyliny i 10 mg/ml streptomycyny i 25 pg/ml amfoterycyny B.
Komorki w zalezno$ci od linii komoérkowej pasazowano co 2-7 dni. W tym celu
przeptukiwano je roztworem PBS bez jonoéw Ca%* i Mg?+*, a nastepnie zalewano 1 ml
0,25% trypsyny w PBS. Po oderwaniu komdrek od podtoza, trypsyne inaktywowano
pozywka hodowlang, a nastepnie wirowano powstatg zawiesine (5 min, 240 x g).
Po odwirowaniu komérki zawieszano w pozywce i rozlewano do kolejnych naczyn
hodowlanych. Hodowle prowadzono w standardowych warunkach, w temperaturze
37°C w inkubatorze z dostepem do 5% CO2. Informacje dotyczace hodowli zostaty

zamieszczone w tabeli 4.

Tabela 4 Linie komérek eukariotycznych i warunki ich hodowli.

Linie nowotworowe Linie prawidlowe
Symbol A375 WM793 HepG2 HaCaT BJ-5ta C8D1A
Pasaz 3 dni 2 dni 5-7 dni 5-7 dni 5-7 dni 3-4 dni
komoérkowy
. DMEM F-12
Pozywka | DMEM HG MEM DMEM
hodowlana HAM

1.6. Hodowle mikrobiologiczne

W dniu poprzedzajacym eksperyment prowadzony przy uzyciu testu Amesa,
zalozono hodowle bakteryjng szczepéw Salmonella typhimurium TA97 i TA100.
Komorki bakteryjne wyjeto z banku komérkowego (zamrazarka -80°C). Po ich
rozmrozeniu w temperaturze pokojowej, 200 pl szczepu bakteryjnego zaszczepiono
w 20 ml bulionu odzywczego Oxoid. Hodowle inkubowano przez 24 godziny

w temperaturze 37°C.
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1.7.  Roztwory podstawowe i robocze

*  Roztwdr podstawowy CA1 i CAZ o stezeniu 20 mg/ml

20 mg suchej masy odpowiedniego ekstraktu z wakroty azjatyckiej rozpuszczono
w 1000 pl wody. Nastepnie dokonano seryjnych rozcienczen otrzymujac roztwory

robocze CA1i CA2 (tabela 5).

Tabela 5 Przygotowanie roztwor6éw roboczych CA1 i CA2.

Stezenie roztworu Roztwo6r podstawowy
Woda
roboczego 20 mg/ml
(D)
(mg/ml) (uD)

0,6 30 970
1 50 950
1,4 70 930
2 100 900
6 300 700
10 500 500
14 700 300

20 1000 0

*  Roztwdr podstawowy CA1 i CA2 o stezeniu 10 mg/ml

10 mg suchej masy odpowiedniego ekstraktu z wakroty azjatyckiej rozpuszczono
w 1000 pl wody. Nastepnie dokonano seryjnych rozcienczen otrzymujac szes$¢

roztworow roboczych CA1 i CA2 (tabela 6, str. 69).
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Tabela 6 Przygotowanie roztworéw roboczych CA1i CA2.

Stezenie roztworu Roztwdr podstawowy
roboczego 10 mg/ml Pozywka hodowlana
(ng/ml) (ul) (uD)

0 0 1000

>0 > 995
100 10 990
200 20 980
500 50 950
700 70 930
1000 100 900

»  Roztwdr roboczy CA1, CA2 o stezeniu 3,33 mg/ml
Na wadze analitycznej odwazono 3,33 mg ekstraktu, ktéry rozpuszczono w 1000 pl
wody lub DMSO, z ktérego po pobraniu 50 pl i dodaniu do mieszaniny reakcyjnej

uzyskano stezenie 0,1 mg/ptytka.

* Roztwdr roboczy CA1, CA2 o stezeniu 16,665 mg/ml
Na wadze analitycznej odwazono 16,665 mg ekstraktu ktory rozpuszczono w 1000 pl
wody lub DMSO, z ktérego po pobraniu 50 pl i dodaniu do mieszaniny reakcyjnej

uzyskano stezenie 0,5 mg/ptytka.

» Roztwdr roboczy CA1, CA2 o stezeniu 33,33 mg/ml

Na wadze analitycznej odwazono 33,33 mg ekstraktu, ktéry rozpuszczono w 1000 pl
wody lub DMSO, z ktérego po pobraniu 50 pl i dodaniu do mieszaniny reakcyjnej
uzyskano stezenie 1 mg/ptytka.

» Roztwdr roboczy CA1, CA2 o stezeniu 41,66 mg/ml
Na wadze analitycznej odwazono 41,66 mg ekstraktu, ktory rozpuszczono w 1000 pl
wody lub DMSO, z ktérego po pobraniu 50 pl i dodaniu do mieszaniny reakcyjnej

uzyskano stezenie 1,25 mg/ptytka.
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» Roztwdr roboczy CA1, CA2 o stezeniu 83,325 mg/ml

Na wadze analitycznej odwazono 83,325 mg ekstraktu, ktéry rozpuszczono w 1000 pl
wody lub DMSO, z ktérego po pobraniu 50 pl i dodaniu do mieszaniny reakcyjnej
uzyskano stezenie 2,5 mg/ptytka.

» Roztwdr podstawowy azjatykozydu o stezeniu 1 mg/ml

1 mg azjatykozydu rozpuszczono w 300 pl etanolu, a nastepnie dopetniono do 1000 pl

woda.

»  Roztwdr podstawowy azjatykozydu o stezeniu 0,4 ug/ml

Z roztworu podstawowego o stezeniu 1 mg/ml pobrano 1 pl i dopetniono 2,5 ml
pozywki hodowlanej odpowiedniej dla kazdej linii komoérkowej. W ten sposoéb
otrzymano roztwor podstawowy o stezeniu azjatykozydu réwnym 0,4 pg/ml. Nastepnie

dokonano seryjnych rozcienczen otrzymujac pie¢ roztworéw roboczych (tabela 7).

Tabela 7 Przygotowanie roztworéw roboczych azjatykozydu.

Stezenie roztworu Roztwo6r podstawowy
roboczego 0,4 pg/ml Pozywka hodowlana

(ng/ml) (uD) (kD)
0 0 1000
0,04 100 900
0,08 200 800
0,2 500 500
0,25 700 300

0,4 1000 0

*  Roztwdr podstawowy azjatykozydu o stezeniu 0,03 ug/ml

Z roztworu podstawowego o stezeniu 1 mg/ml pobrano 1 pl i dopetniono 33,34 ml
pozywki hodowlanej odpowiedniej dla kazdej linii komoérkowej. W ten sposoéb
otrzymano roztwoér podstawowy o stezeniu azjatykozydu réwnym 0,03 pg/ml.
Nastepnie dokonano seryjnych rozcienczen otrzymujac pie¢ roztworéw roboczych

(tabela 8, str. 71).
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Tabela 8 Przygotowanie roztworéw roboczych azjatykozydu.

Stezenie roztworu Roztwor podstawowy

roboczego 0,03 pg/ml Pozywka hodowlana
(ng/ml) (ul) (u))
0 0 1000
0,003 100 900
0,006 200 800
0,015 500 500
0,02 700 300
0,03 1000 0

» Roztwdr roboczy azjatykozydu o stezeniu 80 uM

Z roztworu podstawowego o stezeniu 1 mg/ml pobrano 76,73 pl i dopeiniono 923,27 pl
wody uzyskujac roztwor roboczy stezeniu 80 pM. Z roztworu roboczego pobierano
100 pl i dodawano bezposrednio do dotkéw ptytki eksperymentalnej uzyskujac stezenie

40 uM azjatykozydu w dotku.

*  Roztwdr podstawowy madekasozydu o stezeniu 1 mg/ml

1 mg madekasozydu rozpuszczono w 500 ml etanolu, a nastepnie dopetniono do 1000 pl

woda.

»  Roztwdr podstawowy madekasozydu o stezeniu 0,8 ug/ml

Z roztworu podstawowego o stezeniu 1 mg/ml pobrano 1 pl i dopetniono 1,25 ml
pozywki odpowiedniej dla kazdej linii komérkowej. W ten sposdb otrzymano roztwor
podstawowy o stezeniu madekasozydu réwnym 0,8 pg/ml. Nastepnie dokonano

seryjnych rozcienczen otrzymujac pie¢ roztworéw roboczych (tabela 9, str. 72).
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Tabela 9 Przygotowanie roztwordw roboczych madekasozydu.

Stezenie roztworu Roztwor podstawowy
roboczego 0,8 pg/ml Pozywka hodowlana

(hg/ml) (ul) (uD)
0 0 1000
0,08 100 900
0,16 200 800
0,4 500 500
0.6 700 300

0.8 1000 0

*  Roztwdr podstawowy madekasozydu o stezeniu 0,02 ug/ml.

Z roztworu podstawowego o stezeniu 1 mg/ml pobrano 1 pl i dopetniono 62,5 ml
pozywki odpowiedniej dla kazdej linii komérkowej. W ten spos6b otrzymano roztwor
podstawowy o stezeniu madekasozydu réwnym 0,02 pg/ml. Nastepnie dokonano

seryjnych rozcienczen otrzymujac pie¢ roztworow roboczych (tabela 10).

Tabela 10 Przygotowanie roztworéw roboczych madekasozydu.

Stezenie roztworu Roztwor podstawowy
roboczego 0,02 ug/ml Pozywka hodowlana
(ng/ml) (uD) (kD)

0 0 1000

0,002 100 900

0,003 200 800

0,008 500 500

0,01 700 300

0,02 1000 0

* Roztwdr podstawowy oktokrylenu o stezeniu 1 mg/ml

1 mg oktokrylenu, rozpuszczono w 1000 pl metanolu.
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= Roztwdr roboczy oktokrylenu o stezeniu 10 ug/ml

Z roztworu podstawowego o stezeniu 1 mg/ml pobrano 10 pl i dopetniono 990 pl

metanolu otrzymujac roztwor roboczy o stezeniu 10 pg/ml.

= Roztwdr podstawowy kwasu galusowego o stezeniu 20 mg/ml

20 mg kwasu galusowego rozpuszczono w 1000 pl wody. Nastepnie dokonano seryjnych

rozcienczen otrzymujac roztwory robocze kwasu galusowego (tabela 11).

Tabela 11 Przygotowanie roztworéw roboczych kwasu galusowego.

Stezenie roztworu Roztwér podstawowy
roboczego 20 mg/ml Woda (ul)
(ng/ml) ()
600 30 970
1000 50 950
1400 70 930
2000 100 900

* Roztwdr podstawowy kwas galusowego o stezeniu 1 mg/ml

1 mg kwasu galusowego, ktory rozpuszczono w 1000 pl wody destylowane;j.

» Roztwdr roboczy kwasy galusowego o stezeniu 80 uM

Z roztworu podstawowego o stezeniu 1 mg/ml pobrano 13,61 pl i dopetniono 986,39 pl
wody otrzymujac roztwor roboczy o stezeniu 80 pM. Z roztworu roboczego pobierano
100 pl i dodawano bezposrednio do dotkéw ptytki eksperymentalnej uzyskujac stezenie
40 pM kwasu galusowego w dotku.

» Roztwdr podstawowy kwasu askorbinowego o stezeniu 2 mg/ml

2 mg kwasu askorbinowego, rozpuszczono w 1000 pl wody destylowanej, uzyskujac
roztwor podstawowy o stezeniu 2 mg/ml. Nastepnie dokonano seryjnych rozcienczen

otrzymujac 6 roztwordéw roboczych kwasu askorbinowego (tabela 12, str. 74).
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»  Roztwdr podstawowy Troloksu o stezeniu 2 mg/ml

2 mg Troloksu (kwasu 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboksylowego),
rozpuszczono w 1000 pl wody destylowanej, uzyskujac roztwoér podstawowy o stezeniu
2 mg/ml. Nastepnie dokonano seryjnych rozcienczen otrzymujac 6 roztworéw

roboczych Troloksu (tabela 12).

Tabela 12 Przygotowanie roztworéw roboczych kwasu askorbinowego i Troloksu.

Stezenie roztworu Roztwér podstawowy
roboczego 2 mg/ml Woda (ul)
(mg/ml) (D)
0,2 20 180
0,4 40 160
0,8 80 120
1,2 120 80
1,6 160 40
2 200 0

» Roztwory podstawowe doksorubicyny i winblastyny o stezeniu 1 mg/ml

1 mg doksorubicyny lub winblastyny rozpuszczono w 1000 pl wody, otrzymujac

roztwor podstawowy o stezeniu 1 mg/ml.

» Roztwory robocze doksorubicyny i winblastyny o stezeniu 501 100 ug/ml
Z roztworu podstawowego o stezeniu 1 mg/ml pobrano 50 i 100 pl, ktére dopetniono
9501 900 ul pozywki hodowlanej otrzymujac dwa roztwory robocze o stezeniu 50 i 100

ug/ml chemioterapeutyku.

*  Roztwdr podstawowy doksorubicyny o stezeniu 1800 uM
1 mg doksorubicyny rozpuszczono w 1000 pl wody, otrzymujac roztwoér podstawowy

o stezeniu 1800 pM.
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»  Roztwdr roboczy doksorubicyny o stezeniu 500 uM
Z roztworu podstawowego o stezeniu 1800 pM pobrano 277,77 ul i dopetniono
do 1000 pl woda.

» Roztwdr roboczy doksorubicyny o stezeniu 20 uM
Z roztworu roboczego o stezeniu 500 pM pobrano 40 pl i dopeiniono do 1000 pl woda.

» Roztwdr roboczy doksorubicyny o stezeniu 5 uM
Z roztworu roboczego o stezeniu 500 uM pobrano 10 pl i dopetniono 990 pl pozywki

hodowlane;.

»  Roztwdr roboczy doksorubicyny o stezeniu 1 uM

Z roztworu roboczego o stezeniu 20 pM pobrano 50 pl i dopetniono 950 pl pozywki

hodowlane;.

* Roztwory podstawowe mutagenéw wzorcowych 4-nitro-o-fenylenodiaminy (TA98)

i azydku sodu (TA100) o stezeniu 16,66 mg/ml

16,66 mg mutagenu, rozpuszczono w 1000 pl wody do badan molekularnych

(azydek sodu) lub 1000 pl DMSO (4-nitro-o-fenylenodiamina).

* Roztwory robocze mutagenéw wzorcowych 4-nitro-o-fenylenodiaminy (TA98)

i azydku sodu (TA100)

Z roztworu podstawowego o stezeniu 16,66 mg/ml pobrano 166,6 pg i dopetniono
do 1000 pl woda do badan molekularnych lub DMSO. Z roztworu roboczego pobierano
50 pl i dodawano bezposrednio do sterylnych probowek eksperymentalnych, uzyskujac

stezenie mutagenu 5 pg na ptytke.
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1.8. Przygotowanie buforéw i roztworéw

* 0,5 mM roztwdr histydyny i biotyny

124 mg D-biotyny i 96 mg chlorowodorku L-histydyny, rozpuszczono w 1000 ml wody
destylowanej. Powstaty roztwor wysterylizowano. Po wystudzeniu roztwdr

wykorzystano do przygotowania agaru powierzchniowego (Top agar).

» Roztwdr soli Vogel-Bonner (VB salts)

Tabela 13 Sktad roztworu soli Vogel-Bonner.

Sktadniki Ilos¢
Siarczan magnezu MgS04 x H,0 10g
Kwas cytrynowy jednowodny 100 g
Wodorofosforan potasu (K;HPO4) 500¢g
Wodorofosforan sodowo-amonowy (NaNH:HPO4) 175g
Woda destylowana 650 ml

Wszystkie sktadniki odwazono na wadze analitycznej. Nastepnie, stale mieszaj3c,
rozpuszczono Kkolejno skladniki w wodzie destylowanej, podgrzanej uprzednio
do temperatury 50°C. Powstaty roztwér soli wysterylizowano i wykorzystano

do przygotowania podtoza minimalnego (Bottom agar).

»  10% roztwor glukozy

100 g glukozy, rozpuszczono w 700 ml wody destylowanej. Powstaty roztwor
wysterylizowano. Po wystudzeniu roztwér wykorzystano do przygotowania podioza

minimalnego (Bottom agar).
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* 0,1 M bufor fosforanowy pH=7,4

Tabela 14 Sktad 0,1 M buforu fosforanowego.

Objetos¢
Skladniki i ich przygotowanie
[ml]
1,38 g odczynnika sodium phosphate monobasic (NaH2PO4 x H>0) 12
zmieszano ze 100 ml wody destylowanej i wysterylizowano
1,42 g odczynnika sodium phosphate dibasic (Na;HPOs x H:0) 88

zmieszano ze 100 ml wody destylowanej i wysterylizowano

»  Roztwdr barwiqcy czerwieni obojetnej

40 mg barwnika czerwieni obojetnej, rozpuszczono w 10 ml PBS otrzymujac roztwoér
barwnika. Nastepnie, 24 godziny przed eksperymentem 120 pl roztworu barwnika
rozpuszczano w 12 ml pozywki hodowlanej odpowiedniej dla badanej linii komérkowe;j
wzbogaconej w 1% surowice bydlecg. Tak przygotowany roztwor przechowywano

w ciemnos$ci w temperaturze 37°C.

* Roztwdr odbarwiajqgcy czerwieni obojetnej

Roztwor odbarwiajacy przygotowywano poprzez zmieszanie ze sobg 45 ml 96%

etanolu, 45 ml wody dejonizowanej i 0,9 ml lodowatego kwasu octowego.

»  Roztwdr barwigqcy fioletu krystalicznego (0,5%)

0,5 g barwnika fioletu krystalicznego, rozpuszczono w 80 ml wody destylowane;j.

Nastepnie do powstatego roztworu dodano 20 ml metanolu.

» Roztwdr odczynnika DPPH

19,71 mg odczynnika DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylu), ktéry rozpuszczono
w 10 ml metanolu. W ten spos6b otrzymano roztwér o stezeniu 5 mM DPPH. Nastepnie
z roztworu o stezeniu 5 mM pobrano 4 ml, ktére rozcienczono w 36 ml metanolu. W ten

sposéb otrzymano probke o stezeniu 0,5 mM DPPH. Z roztworu o stezeniu 0,5 mM DPPH
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pobierano objetosci 100 upl i dodawano bezposrednio do dotkéw plytki

eksperymentalne;j.

= 20 mM/L roztwor FeClz « 6H20

10,8 mg FeCl3, ktory rozpuszczono w 2 ml wody destylowane;.

* 40 mM HCI

Pobrano 30 pl 10% HCI, ktéry zmieszano z 1970 pl wody destylowane;j.

» 10 mM/L roztwér TPTZ

6,25 mg TPTZ (2,4,6-tripirydylo-s-triazyny), ktéra rozpuszczono w 2 ml 40 mM HCL

» 300mM/L bufor octanowy (pH=3,6)

62 mg octanu sodu, ktéry rozpuszczono w 320 pl kwasu octowego i uzupetniono

do 20 ml wodg destylowana.

* Roztwdr odczynnika FRAP

Potaczono ze sobg 20 ml 300mM /L buforu octanowego, 2 ml 10 mM/L roztworu TPTZ
i 2 ml 20 mM/L roztworu FeCl3 ¢« 6H20. Powstaty roztwér podgrzano do temp. 37°C.
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1.9. Podloza mikrobiologiczne

* Bulion odzywczy

Hodowle i namnazanie szczepow bakteryjnych Salmonella typhimurium prowadzono
w bulionie odzywczym Oxoid nr 2, ktéry przygotowano poprzez rozpuszczenie 25 g
odczynnika Oxoid nutrient broth #2 w 1000 ml wody destylowane;j.

Po wysterylizowaniu i wystudzeniu, bulion przechowywano w lodéwce.
= Agar powierzchniowy (Top agar, TA)

Tabela 15 Sktad agaru powierzchniowego.

Skladniki Ilos¢
Agar 6g
Chlorek sodu 6g
Roztwor histydyny i biotyny 100 ml
Woda destylowana 900 ml

Wszystkie sktadniki rozpuszczono w wodzie destylowanej. Nastepnie powstaty roztwoér
wysterylizowano. Po ostygnieciu do okoto 60°C, w warunkach jatowych, rozlano

do 50 ml kolb Erlenmayera i pozostawiono do zestalenia.

» Podtoze minimalne (Bottom agar, BA)

Tabela 16 Sktad podtoza minimalnego.

Sktadniki Ilos¢
Agar 15g
Roztwor soli Vogel-Bonner 20 ml
10% roztwdr glukozy 50 ml
Woda destylowana 900 ml

Wszystkie sktadniki rozpuszczono w wodzie destylowanej. Nastepnie powstaty roztwoér
wysterylizowano. Po ostygnieciu do okoto 60°C, w warunkach jatowych, rozlano

na szalki Petriego i pozostawiono do zestalenia.
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2. Metodyka badan

2.1. Testredukgji soli tetrazolowej do formazanu (MTT)

Wptyw testowanych wyciggéw CA1, CA2 oraz azjatykozydu i madekasozydu
na zywotno$¢ komorek oceniono za pomocg komercyjnie dostepnego testu redukc;ji soli
tetrazolowej do formazanu (MTT). Jest to test umozliwiajacy pomiar aktywnosci
metabolicznej w mitochondriach. W tym teScie Zywotno$¢ komorek jest mierzona
na podstawie reakcji redukcji rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej, barwy zZottej,
do nierozpuszczalnego w wodzie formazanu, koloru ciemnoniebieskiego, ktory
po przeprowadzonej reakcji wytrgca sie w postaci ciemnoniebieskich krysztatkow. llo§¢
formazanu jest réwna aktywnoSci oksydacyjnej mitochondriow, a w warunkach
doswiadczalnych, roéwniez liczbie aktywnych metabolicznie (zywych) komoérek.
Redukcja soli tetrazolowych do formazanu jest mozliwa dzieki dziataniu dehydrogenazy
bursztynianowej, enzymu, ktory jest aktywny jedynie w komdérkach o niezmienionym
metabolizmie. Powstaty w komodrkach formazan jest rozpuszczany za pomoca
rozpuszczalnika (Crystal Dissolving Solution). Absorbancja powstatego roztworu
(dtugos¢ fali 570 nm) koreluje z liczbg zywych, aktywnie proliferujacych komorek.

Zasada dziatania testu zostata przedstawiona na rycinie 7.

Q DEHYDROGENAZA
i BURSZTYNIANOWA
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SOL
TETRAZOLOWA
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Rycina 7 Zasada dziatania testu MTT.

Komorki wszystkich badanych linii wysiewano 24 godziny przed eksperymentem
na 96 dotkowe ptytki hodowlane w gestosci 5 x 103 komorek na dotek w odpowiedniej

dla danej linii komoérkowej pozywce. Po tym czasie zmieniano pozywke na Swieza
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bez badanych zwigzkéw (kontrola), z badanymi wyciggami (CA1 i CA2) w stezeniach
100, 200, 500, 700, 1000 pug/ml lub z badanymi saponinami (AZ] i MAD) w stezeniach
odpowiadajacych ich zawarto$ci w testowanych wyciggach podanych w tabelach 17 18,
str. 95. Kazda z prob badano w 6 powtdrzeniach. Jako kontrole referencyjng w tescie
wykorzystano chemioterapeutyki o dziataniu cytotoksycznym, winblastyne
lub doksorubicyne w stezeniach 50 i/lub 100 pg/ml. Komérki inkubowano przez
24 godziny w obecnoSci testowanych wyciggéw, saponin i chemioterapeutykow.
Pozywka hodowlana wykorzystana do przygotowania roztworéw poszczeg6lnych
zwigzkdw byta wzbogacona o 1% surowice bydleca. Po uptywie 24 godzin do kazdego
dotka ptytki dodawano 10 pl przygotowanego weczeSniej odczynnika MTT (MTT
reagent). Nastepnie ptytke wytrzasano delikatnie przez 1 minute (20 rpm)
na wytrzasarce do ptytek, po czym komérki inkubowano przez 4 godziny w inkubatorze
do hodowli komérkowych. Po tym czasie, powstaly formazan pojawit sie w postaci
ciemnofioletowych krysztaléw na dnie dotkéw. Nastepnie, delikatnie zebrano ptyn
z kazdego dotka, tak aby nie uszkodzi¢ warstwy komérek na jego dnie. Do kazdego dotka
dodano 100 pl roztworu (crystal dissolving solution), ktéry podczas 4 godzinnej
inkubacji rozpuszczat krysztaty formazanu. Ostatecznie pomiar absorbancji wykonano
przy diugosci fali 570 nm w czytniku mikroptytek. Doswiadczenie powtarzano

trzykrotnie.
Procent zywych komoérek obliczono na podstawie wzoru:
% zywych komoérek = 100% x (A/B)
A - Srednia wartos$¢ absorbancji uzyskana z proby z badang substancja
B - Srednia warto$¢ absorbancji uzyskana z proby kontrolnej

Otrzymane wyniki odniesiono do proby Kkontrolnej, ktérg stanowity komoérki
nie traktowane zadng z badanych substancji. Im wyzszy byt procent Zzywych komoérek,
tym silniej badane substancje stymulowaty ich zywotno$¢. Im nizszy byt procent Zzywych
komorek, tym silniejsze byto dziatanie hamujgce zZywotno$¢, a nawet cytotoksyczne

badanych substancji.
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2.2. Badanie glioprotekcji przy uzyciu testu MTT

Badanie aktywnoS$ci glioprotekcyjnej testowanych wyciaggoéw CA1l, CA2 oraz AZ]
i MAD szacujace ich dziatanie ochronne w stosunku do uszkodzen wywotywanych
przez doksorubicyne wzgledem astrocytéw oceniono wykorzystujac test MTT.

Astrocyty zostaty wybrane jako model komérkowy do oceny aktywnoS$ci
glioprotekcyjnej. Natomiast doksorubicyne, zwigzek o dziataniu cytotoksycznym
wykorzystano do wywotania fizjologicznych zaburzen i postepujacych uszkodzen
w komorkach glejowych.

Badanie glioprotekcji zaplanowano w dwéch wariantach, pierwszy z nich zaktadatat
preinkubacje astrocytéow z CA1, CA2 oraz AZ] i MAD, a dopiero w nastepnej kolejnosci
aplikacje doksorubicyny. W drugim wariancie, zalozono z kolei jednoczesng inkubacje

testowanych wyciggéw lub saponin wraz z doksorubicyng i astrocytami.

» Preinkubacja astrocytéw z badanymi wyciggami lub saponinami

Komorki astrocytéw wysiano 24 godziny przed eksperymentem na 96 dotkowe
ptytki hodowlane w gestosci 5 x 103 komérek na dotek. Po tym czasie zmieniano
pozywke na $wiezg bez badanych zwigzkéw (kontrola), z wyciggami (CA1 lub CA2)
w stezeniach 500, 600, 1000 pg/ml czy z saponinami (AZ] lub MAD) w stezeniach
odpowiadajacych  ich  zawartosci w  testowanych  wyciggach  podanych
w tabelach 17 i 18, str. 95. Kazdg z préb badano w 6 powtdérzeniach. Komorki
inkubowano przez 24 godziny w obecnosci testowanych zwigzkéw. Pozywka hodowlana
wykorzystana do przygotowania roztworéw poszczegdlnych zwigzkéw byta
wzbogacona o 1% surowice bydleca. Po tym czasie zebrano ptyn znad komorek
i zmieniono na pozywke $wiezg bez badanych zwigzkow (kontrola) i z doksorubicyna
w stezeniach 1 i 5 uM dodang do kazdego dotka, w ktérym komorki przez poprzednie
24 godziny byly inkubowane w obecnosci testowanych zwigzkéw. Po 24 godzinach

inkubacji przeprowadzono test MTT.

» Inkubacja astrocytéw z badanymi wyciggami lub saponinami jednoczesnie
z doksorubicyna
Komorki astrocytéw wysiano 24 godziny przed eksperymentem na 96 dotkowe
plytki hodowlane w gestosci 10 x 103 komorek na dotek. Po tym czasie zmieniano
pozywke na Swieza bez badanych zwigzkéw (kontrola), z wyciggami
(CA1 lub CA2) w stezeniach 500, 600, 1000 pg/ml oraz doksorubicyng w stezeniu
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1 lub 5 pM lub z badanymi saponinami (AZ] lub MAD) w stezeniach odpowiadajacych
ich zawarto$ci w testowanych wyciggach podanych w tabelach 17 i 18, str. 95
oraz doksorubicyng w stezeniu 1 i 5 pM. Do dotka ptytki inkubacyjnej dodano 100 pl
roztworu badanych substancji i 100 pl roztworu doksorubicyny. Pozywka hodowlana
wykorzystana do przygotowania roztworéw poszczegdlnych zwigzkéw byla
wzbogacona o 1% surowice bydleca. Kazda z préb badano w 6 powtorzeniach. Komérki
inkubowano przez 24 godziny w obecno$ci testowanych wyciggdw, saponin

i doksorubicyny. Po 24 godzinach inkubacji przeprowadzono test MTT.

2.3. Test oceniajacy aktywnos$¢ endocytarng komorek (z czerwienig obojetng)

Wptyw testowanych wyciggéw CA1, CA2 oraz azjatykozydu i madekasozydu
na zywotno$¢ komérek oszacowano rowniez za pomoca testu z czerwienig obojetna.
Stabo kationowy barwnik czerwien obojetna penetruje do wnetrza zywych komoérek,
przez btone komoérkowa, na zasadzie niejonowej dyfuzji biernej i akumuluje
sie w jej organellach o kwasnym pH np. z lizosomach. W zwigzku z tym, ilo$¢
zatrzymanego barwnika jest proporcjonalna do ilosci zywych komérek. Po utrwaleniu
wybarwionych komoérek stosuje sie roztwor odbarwiajacy, ktéry uwalnia zwigzany
barwnik do roztworu. Ilos¢ barwnika zostaje wyznaczona kolorymetrycznie (pomiar
absorbancji przy dtugosci fali 540 nm) i jest proporcjonalna do liczby Zzywych komoérek
w $cisle okre$lonych warunkach eksperymentu.

Komorki  wszystkich linii wysiewano 24 godziny przed eksperymentem
na 96 dotkowe ptytki hodowlane w gestosci 5 x 104 komorek na dotek w odpowiedniej
pozywce hodowlanej. Po tym czasie zmieniano pozywke na $wieza bez badanych
zwigzkow (kontrola), z badanymi wyciggami (CA1 i CA2) w stezeniach 100, 200, 500,
700, 1000 pg/ml lub z badanymi saponinami (AZ] i MAD) w stezeniach odpowiadajacych
ich zawarto$ci w testowanych wyciggach podanych w tabelach 17 i 18, str. 95. Kazda
z prob badano w 6 powtdrzeniach. Komérki inkubowano przez 24 godziny w obecnosci
testowanych wyciaggéw i saponin. Pozywka hodowlana wykorzystana do przygotowania
roztwordw poszczeg6lnych zwigzkéw byta wzbogacona o 1% surowice bydleca.
Po uptywie 24 godzinnej inkubacji komoérek z testowanymi zwigzkami zbierano ptyn
hodowlany znad komérek, a pozostate komorki przeptukiwano 150 pl PBS bez Ca%*

i Mg2*. Nastepnie do kazdego dotka dodano 100 pl uprzednio przygotowanego roztworu
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barwigcego czerwieni obojetnej i inkubowano komorki przez 2-4 godziny w inkubatorze
do hodowli komérkowych. Po tym czasie zebrano ptyn znad komoérek, a pozostate
komorki przeptukiwano 150 pl PBS bez CaZ* i Mg2+. Nastepnie do kazdego dotka dodano
150 pl roztworu odbarwiajacego i umieszczono ptytke na wytrzasarce do plytek
na 10 min (20 rpm). Ostatecznie mierzono absorbancje powstatego roztworu przy
dtugosci fali 540 nm w czytniku mikroptytek. Procent zywych komérek obliczano

analogicznie jak w teScie MTT. Doswiadczenie powtorzono trzykrotnie.

2.4. Testzfioletem krystalicznym

Test z fioletem krystalicznym jest wykorzystywany do oceny aktywnosci
proliferacyjnej komérek i polega na iloSciowym pomiarze syntezy DNA. Barwnik fiolet
krystaliczny wnika do wnetrza zywych komoérek, wigze sie stechiometrycznie z DNA,
ktére nastepnie barwi. Komérki, ktére ulegajg Smierci komdrkowej traca przyleganie
do podtoza i s3 nastepnie usuwane z populacji komoérek, zmniejszajac tym samym ilo$¢
wybarwionych komorek. Nastepnie barwnik jest usuwany z komérek zywych
do roztworu, ktoérego absorbancja jest mierzona przy dtugosci fali 540 nm
i jest proporcjonalna do liczby proliferujacych komorek.

Komorki wszystkich linii wysiewano 24 godziny przed eksperymentem
na 96 dotkowe ptytki hodowlane w gestosci 5 x 103 komorek na dotek w odpowiedniej
pozywce hodowlanej. Po tym czasie zmieniano pozywke na $wieza bez badanych
zwigzkow (kontrola), z badanymi wyciggami (CA1 i CA2) w stezeniach nietoksycznych
dla komérek danej linii lub z badanymi saponinami (AZ] i MAD) w stezeniach
odpowiadajacych ich zawartosci w testowanych wyciggach podanych w tabelach 171 18,
str. 95. Kazda z préb badano w 6 powtoérzeniach. Komérki inkubowano przez
24172 godziny w obecnosci testowanych wyciggéw i saponin.

Po inkubacji w obecnosci badanych zwigzkéw zbierano pityn hodowlany
znad komorek, a pozostate na ptytce komorki przeptukiwano 150 pl wody jatowe;.
Nastepnie do kazdego dotka dodano 50 pl roztworu barwnika fioletu krystalicznego.
Komorki inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej na wytrzgsarce
do ptytek z predko$cia wytrzasania 20 rpm. Po tym czasie zebrano roztwér znad
komorek, a plytke czterokrotnie przeptukano, aby pozby¢ sie niezaabsorbowanego

przez komorki barwnika. PozostatoSci ptynu odpipetowano. Ptytke bez pokrywki
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suszono w temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Po tym czasie do kazdego dotka
dodano 200 pl metanolu i inkubowano ptytke na wytrzasarce (20 rpm), w temperaturze
pokojowej przez 20 minut. W tym czasie barwnik zostat usuniety do roztworu.
Ostatecznie mierzono absorbancje powstalego roztworu przy dtugosci fali 570 nm
w czytniku mikroptytek. Procent zywych komorek obliczano analogicznie

jak w teScie MTT. DoSwiadczenie powtdrzono trzykrotnie.

2.5. Badanie wplywu wyciggéw na ruch kolektywny komoérek HaCaT

= Test zarastania rany in vitro

Test zarastania rany in vitro zostal wykorzystany do oceny wptywu testowanych
wyciggéw i saponin na tempo zarastania mechanicznie wytworzonej rysy
w jednowarstwowej hodowli komoérek HaCaT, w warunkach doswiadczalnych
odwzorowujgcej rane. Keratynocyty zostaty wykorzystane w eksperymencie jako model,
na ktérym zbadano wptyw testowanych wyciggéw na proces naskérkowania rany.

Komorki wysiewano na 24 dotkowe ptytki hodowlane w gestosci 5 x 105 komoérek
na dotek. Nastepnie komérki hodowano przez 24 godziny do osiggniecia peinej
konfluencji. Po tym czasie zmieniano pozywke DMEM na $wiezg bez badanych zwigzkéow
(kontrola), z badanymi wyciggami (CA1 i CA2) w stezeniach 100 i 500 pg/ml
lub z badanymi saponinami (AZ] i MAD) w stezeniach odpowiadajacych ich zawartosci
w testowanych wyciggach podanych w tabelach 17 i 18, str. 95. Komoérki inkubowano
przez 24 godziny w obecnosSci testowanych wyciggéw i saponin. Godzine przed
rozpoczeciem obrazowania, mechanicznie wykonano rysy na kazdej hodowli
jednowarstwowej. Do wykonania rysy uzyto jednorazowej, sterylnej 100 pl koncowki
pipety automatycznej. Nastepnie, kazdg hodowle doktadnie przeptukano roztworem
PBS i dodano czystg pozywke hodowlang lub pozywke z testowanymi wyciggami CA1,
CA2 lub azjatykozydem, madekasozydem. Nastepnie przez 14 godzin z 15-minutowym
krokiem czasowym wykonywano poklatkowg rejestracje obrazu w celu oszacowania
migracji komorek. Eksperyment powtérzono trzykrotnie.

Do analizy wptywu testowanych wyciggéw i saponin na tempo zarastania rany
wykorzystano program Image] 1.51n z rozszerzeniem MRI Wound Healing, ktéry
automatycznie wyodrebnia marginesy kazdej rany. Program okresla iloSciowo obszar

rany lub obszar pokryty przez migrujace komérki. Powierzchnie rany, ktéra jest
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pokrywana przez zbiorowo migrujace komoérki obliczono na podstawie zmniejszajacego
sie pola powierzchni rany w punkcie poczatkowym i po 14 godzinach w momencie
skonczenia eksperymentu. Otrzymane wyniki sg Srednig wartoscig uzyskang z 10 pol

widzenia przypadajacych na jeden warunek doswiadczalny.

2.6. Testy aktywnoSci antyoksydacyjnej

= Test DPPH

Badajac aktywno$¢ antyoksydacyjng zwigzkow wykorzystuje sie ich zdolnos¢
do dezaktywacji wolnych rodnikéw tlenowych. W warunkach laboratoryjnych takiego
pomiaru mozna dokona¢ wykorzystujac odczynnik DPPH (1-1-difenylo-2-
pikrylohydrazyl) bedacy stabilnym kationorodnikiem. DPPH posiada niesparowany
elektron na powtoce walencyjnej, na jednym z atoméw azotu tworzacych mostek
azotowy. Etanolowy roztwdr odczynnika DPPH posiada ciemnofioletowe zabarwienie
o maksimum absorbancji przy diugosci fali 517 nm. W reakcji z substancja bedaca
antyoksydantem, czyli mogaca odda¢ atom wodoru, DPPH tworzy forme zredukowang,
a jego roztwor traci fioletowe zabarwienie i zmienia kolor na z6tty. Spadek absorbancji
roztworu jest proporcjonalny do ilosci formy utlenionej 1,1-difenylo-2-
pikrylohydrazylu, jaka pozostaje w roztworze. Przebieg eksperymentu przedstawiono
na rycinie 8, str. 88. W tescie jako zwigzek referencyjny uzyto kwas galusowy - uznang
substancje o aktywno$ci antyoksydacyjnej. Do dotkéw ptytki 96-dotkowej dodano
100 pl wody (préba kontrolna), roztworéw roboczych CA1, CA2 (tabela 5, str. 68),
roztworu roboczego AZ] o stezeniu 80 uM i kwasu galusowego (tabela 11, str. 73)
oraz roztworu roboczego kwasu galusowego o stezeniu 80 pM. Nastepnie do kazdego
dotka dodano po 100 pl roztworu odczynnika DPPH. Wyciagi CA1 i CA2Z badano
w stezeniach 300, 500, 700 i 1000 pg/ml. Azjatykozyd w stezeniu 40 uM. Kazda z prob
badano w 6 powtoérzeniach. Po naniesieniu prob badanych i odczynnika DPPH, ptytke
inkubowano przez 30 i 60 minut w ciemnosci, w temperaturze 37°C. Po inkubacji
zmierzono absorbancje powstatego roztworu przy dtugosci fali 517 nm w czytniku

mikroptytek. Eksperyment powtoérzono trzy razy.
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Catkowitg zdolno$¢ badanych substancji do przeciwdziatania reakcji utleniania

obliczono ze wzoru:
% inhibicji = 100 x (Ao-As)/Ao
Ao - absorbancja proby kontrolnej (roztwor rodnika DPPH)
As - Srednia wartos¢ absorbancji préby badanej

Otrzymane wyniki przedstawiono poréwnujac % inhibicji substancji badanych
w okreslonych stezeniach z substancjg referencyjng kwasem galusowym, silnym

antyoksydantem, posiadajacym zdolno$¢ dezaktywacji wolnych rodnikow.

[ XN N—N
O,N N—N +A-H EE—
NO,
NO,
DPPH + antyoksydant ———» DPPH
forma utleniona forma zredukowana

Rycina 8 Zasada dziatania testu DPPH.

= Test FRAP

Metoda FRAP pozwala na ocene aktywno$ci antyoksydacyjnej poprzez zdolnos¢
badanych zwigzkéw do redukcji jonéw zelaza (ang. FRAP - ferric ion reducing
antioxidant parameter). Metoda ta w ostatnim czasie zostata przystosowana do badan
aktywnosci przeciwutleniajacej zwigzkéw pochodzenia roslinnego. Zasada testu polega
na pomiarze redukcji zwigzku TPTZ (kompleks zelazowo-2,4,6-tripirydylo-S-tiazyny)
pod wptywem zwigzku o charakterze antyoksydacyjnym. Pod wptywem dziatania
antyoksydantu, bezbarwny odczynnik zmienia zabarwienie na intensywnie niebieski
kolor, z maksimum absorpcji przy diugosci fali 593-595 nm. Zasada dziatania testu

zostata przedstawiona na rycinie 9, str. 88.

87



III. Materiaty i metody

g "] g g
7 | Ny | NN 7 | Ny | NN
AN N\F/Em/” N L AN “\Fez/'“ N
Ny NF NNy NZ
A | N ~ | A | N N |

Rycina 9 Zasada dziatania testu FRAP.

Do wszystkich dotkéw ptytki 96-dotkowej dodano 190 ul roztworu odczynnika
FRAP, nastepnie po 10 pl roztworéw roboczych wyciggéw CA1 i CA2 (tabela 5, str. 68),
uzyskujac w dotkach odpowiednio stezenie 50, 100, 300, 500, 700 i 1000 pg/ml. Kazda
z prob badano w 6 powtdrzeniach. Nastepnie plytke inkubowano przez 30 minut
w ciemnosci, w temperaturze 37°C. Po inkubacji zmierzono absorbancje powstatego
roztworu przy dtugosci fali 595 nm w czytniku mikroptytek. Eksperyment powtérzono
trzy razy. Otrzymane wyniki zostaty przedstawione jako ekwiwalenty (rownowazniki)
Troloksu (TE) (mg TE/g suchej masy), na podstawie krzywej wzorcowej sporzadzonej
dla Troloksu. Jednostka ta wyraza zdolno$¢ do redukcji jonéw zelaza przez 1 g suchej
masy badanego wyciggu z wakroty azjatyckiej rownowazng ze zdolnoscig do redukcji
jondw zelaza jaka posiada 1 mg Troloksu - silny antyoksydant. Jako substancje
referencyjng w eksperymencie wykorzystano zwigzek o udokumentowanej aktywnosci

antyoksydacyjnej - kwas askorbinowy.

= Test ROS-Glo (H2032)

W celu oceny wptywu badanych wyciggéw wodnych z wakroty azjatyckiej na poziom
reaktywnych form tlenu przeprowadzono test ROS-Glo H202 (Promega). Test umozliwia
szybki i doktadny pomiar chemiluminescencyjny ilosci H202, reaktywnej formy tlenu,
powstajacego w Srodowisku reakcji, czyli w hodowli komoérkowej, co bezposrednio
przektada sie na poziom reaktywnych form tlenu. Za pomoca tego testu mozemy
zidentyfikowa¢ zwigzki, ktére zmieniajg poziom wolnych rodnikéw tlenowych

bezposrednio w hodowli komdérkowej. Nadtlenek wodoru jest tatwy do oznaczenia,
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ze wzgledu na najdtuzszy okres pottrwania ze wszystkich wolnych rodnikéw tlenowych
produkowanych w komoérkach. Zmiana poziomu H202 moze odzwierciedla¢ zmiane
poziomu wszystkich rodnikéw tlenowych.

Komorki linii Bj-5ta i HepG2 wysiewano 24 godziny przed eksperymentem
na 96 dotkowe, biate ptytki hodowlane z przezroczystym dnem, w gestoSci 5 x 104
komorek na dotek w odpowiedniej dla danej linii komoérkowej pozywce. Eksperyment
zakladat przeprowadzenie czterech roznych préb eksperymentalnych. Komorki

przez 24 godziny inkubowano w objetosci 200 pl nastepujacych zwigzkow:

1. Medium hodowlane + H20, bez komorek

2. Medium hodowlane + testowane wyciagi (CA1 i CA2), bez komorek
3. Medium hodowlane + H20, z komorkami
4

. Medium hodowlane + testowane wyciagi (CA1 i CA2), zkomdrkami

Komorki inkubowano przez 18 godzin w obecnosci testowanych wyciggéow CA1 i CA2
w stezeniach 500 i 1000 pg/ml. Po tym czasie z kazdego dotka zebrano 115 pl ptynu
i dodano 20 pl odczynnika H;0: substrat, ktéry reagujac bezposrednio z H:0,
powstatym w hodowli komorkowej, wytwarza prekursor lucyferyny. Po dodaniu
odczynnika komorki inkubowano przez nastepne 6 godzin w inkubatorze do hodowli
komorkowych. Nastepnie do kazdego dotka dodano 100 pl odczynnika detekcyjnego
ROS-Glo. Odczynnik detekcyjny ROS-Glo zawiera d-cysteine (dzieki ktdérej prekursor
lucyferyny zostaje przeksztatcony w lucyferyne), oraz rekombinowang lucyferaze
Ultra-Glo (reagujaca z lucyferyng w celu wytworzenia sygnatu $wietlnego
proporcjonalnego do stezenia powstatego w hodowli H202). Po dodaniu odczynnika,
komorki inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
zmierzono luminescencje w czytniku mikroptytek. Wyniki przedstawia sie jako $rednia
warto$¢ luminescencji (RLU) uzyskana na podstawie pomiaréw luminescencji badanych
probek. Im wyzsza warto$¢ RLU tym wyzszy poziom wyprodukowanego H20:. Przebieg

eksperymentu zostat przedstawiony na rycinie 10, str. 90.
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. H20:
</ H202  + powstatyw
/ substrat hodowli

komoérkowej
Prekursor
+
‘/+ d-cysteina
Odczynnik l
detekcyjny
ROS Glo Lucyferyna

\ Lucyferaza
Ultra-Glo

Rycina 10 Zasada dziatania testu ROS-Glo H;0x.

2.7. Test Amesa

Test Amesa jest najpopularniejszym testem do wykrywania dziatania mutagennego
substancji chemicznych. W teScie wykorzystuje sie odpowiednio skonstruowane szczepy
Salmonella typhimurium, zawierajace rézne mutacje w operonie histydyny. Mutanty
(his-) na skutek utraty zdolnos$ci do syntezy histydyny, nie rosng na pozywce
minimalnej, pozbawionej L-histydyny. Zdolno$¢ do wzrostu zmutowanym komoérkom
bakteryjnym na pozywce bez histydyny moze przywroci¢ mutacja powrotna do form
prototroficznych o fenotypie his+.

Poszczegdlne szczepy sa wrazliwe na mutageny wywotujgce rézne mutacje. Szczep
S.typhimurium TA98 jest wrazliwy na dziatanie mutagendéw wywotujacych mutacje typu
zmiany ramki odczytu, za$ szczep TA100 umozliwia wykrycie mutagenéw
wywotujacych mutacje typu zamiany par zasad.

Uzyskane wyniki analizowano w oparciu o wspétczynnik mutagennos$ci

(MI - mutagenicity index), ktory jest ilorazem $redniej liczby rewertantéw his+, ktérych
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powstanie na ptytce byto indukowane przez testowany zwigzek oraz Sredniej liczby
rewertantéw his+ powstatych spontanicznie. Wspétczynnik mutagennosci obliczano

Ze WZoru:
MI = ni/ns
gdzie:

n; - liczba rewertantéw his+ indukowanych przez badany wodny wyciag z wakroty

azjatyckiej
ns - liczba rewertantéw his+ powstatych spontanicznie

Zgodnie z procedurg za mutagenne uznawane s3 te zwigzki, ktére daja
przynajmniej dwukrotny wzrost rewertantéw his+ w stosunku do kontroli negatywnej
(H20), czyli wartos¢ ich wspétczynnika mutagennosci jest wieksza lub réwna 2 (MI=2)
[Mortelmans i Zeiger, 2000].

W dniu poprzedzajacym eksperyment zatozono hodowle bakteryjna. Komorki
bakteryjne wyjeto z banku komdérkowego (zamrazarka -80°C). Po ich rozmrozeniu
w temperaturze pokojowej 200 pul szczepu bakteryjnego zaszczepiono w 20 ml bulionu
odzywczego Oxoid. Hodowle inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C.
Po tym czasie hodowle rozcieiczono w celu uzyskania gestosci optycznej 0,15
odpowiadajacej 1x108 komorek/ml.

Nastepnie do sterylnych probéwek o objetosci 5 ml dodawano kolejno:

1. 0,5ml 0,1M buforu fosforanowego o pH=7,4

2. 0,1 ml hodowli szczepu Salmonella typhimurium

3. 50 pl roztworow badanych wyciagéw z wakroty azjatyckiej CA1 i CA2 osiggajac
stezenia koncowe 0.1, 0.5, 1, 1.25, 2.5 mg/ptytka lub mutagen6w wzorcowych
(4-nitro-o-fenylenodiaminy dla szczepu TA98 i azydku sodu dla szczepu TA100
osiagajac stezenia koncowe 5 ug/ptytka).

Réwnolegle wykonano kontrole negatywng, ktéra zawierata H>O lub DMSO,
w zaleznos$ci od wykorzystanego rozpuszczalnika. W H20 rozpuszczono ekstrakty CA1,
CA2 i azydek sodu w teScie przeprowadzonym na szczepie S.typhimurium TA100.
W DMSO rozpuszczono ekstrakty CA1, CA2 i 4-nitro-o-fenylodiamine w te$cie

przeprowadzonym na szczepie S.typhimurium TA98.
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Przyrzadzone w ten spos6b mieszaniny inkubowano przez 20 minut
w temperaturze 37°C. Nastepnie do kazdej probéwki z mieszaning eksperymentalng
dodano po 2 ml rozpuszczonego agaru powierzchniowego, ogrzanego do temperatury
45°C. Zawartos¢ kazdej probowki wymieszano i wylano na powierzchnie szalki Petriego
zawierajacej na dnie zestalone podtoze minimalne. Tak przygotowane ptytki
inkubowano przez 48 h w temperaturze 37°C. Kazda préba badana byta wykonana
w trzech powtoérzeniach. Po uptywie 48 h zliczono kolonie rewertantéw his+ wyrostych

na poszczeg6lnych szalkach.

2.8. Test aktywnosci fotoprotekcyjne;j

W celu oszacowania aktywnosci fotoprotekcyjnej testowanych wyciggéow z wakroty
azjatyckiej, azjatykozydu i madekasozydu wykonano ich widma absorpcyjne w UV.
Widma wykonano w stezeniach 50-300 pg/ml w zakresie promieniowania UV:
UVB (290-320 nm) i UVA (UVAZ2 = 320-340 nm, UVA1l = 340-400 nm). Kontrolg
referencyjng w eksperymencie byt oktokrylen, jeden z najczesSciej uzywanych filtrow
przeciwstonecznych na rynku.

W trakcie eksperymentu dokonano pomiaréw wartosci absorbancji roztworéw
wodnych poszczegblnych testowanych wyciggéw CA1 i CA2, AZ] i MAD oraz roztworu
metanolowego oktokrylenu przy dtugosci fali od 290 - 400 nm, w kuwetach kwarcowych
o0 10 mm dtugosci drogi optycznej i pojemnosci 1,5 ml wykorzystujac dwuwigzkowy
spektrofotometr Hitachi U-2800 z oprogramowaniem UV Solution, wersja 2.2.
Na podstawie otrzymanych widm absorpcji okreslono czy badana substancja posiada
zdolno$¢ pochtaniania promieniowania UV i w jakim zakresie oraz poréwnano
te wartosci do substancji wzorcowej, popularnie stosowanego chemicznego filtra UV -

oktokrylenu.
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2.9. Analiza statystyczna
Na wykresach i w tabelach podano $rednig arytmetyczng badanego parametru

i jego btad standardowy (SD).

Dane dotyczace wszystkich przeprowadzonych badan uzyskano z trzech
niezaleznych eksperymentéw, istotno$c¢ statystyczng réznic okreslano za pomoca testu

t-Studenta (p<0,05) przy uzyciu programu OrginPro2019.
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W ramach pracy doktorskiej przebadano dwa wodne ekstrakty z wakroty
azjatyckiej, jeden zostatl otrzymany z rosliny uprawianej w warunkach szklarniowych
(CA1), drugi z rosliny z hodowli in vitro (CA2). Ekstrakty réznity sie zawartoscia
gtownych sktadnikéw, azjatykozydu (AZ]J) i madekasozydu (MAD), ktére réwniez
zostaty poddane testom jako pojedyncze sktadniki aktywne. Aktywnos$¢ azjatykozydu
i madekasozydu analizowano w stezeniach odpowiadajacych ich zawartosci
w  poszczegOlnych  ekstraktach. Zawarto$¢ azjatykozydu 1 madekasozydu
w poszczeg6lnych stezeniach testowanych ekstraktow zostata przedstawiona

w tabelach 17 i 18.

Tabela 17 Zawartos¢ azjatykozydu i madekasozydu w poszczegoélnych stezeniach wyciggu CA1.

Wyciag z rosliny szklarniowej (CA1)

Stezenie wyciagu (ng/ml) Azjatykozyd (pg/ml) Madekasozyd (pg/ml)
100 0,04 0,08
200 0,08 0,16
500 0,2 0,4
700 0,25 0,6
1000 0,4 0,8

Tabela 18 Zawarto$¢ azjatykozydu i madekasozydu w poszczegdlnych stezeniach wyciggu CA2.

Wyciag z ro$liny in vitro (CA2)

Stezenie wyciagu (ng/ml) Azjatykozyd (pg/ml) Madekasozyd (pg/ml)
100 0,003 0,002
200 0,006 0,003
500 0,015 0,008
700 0,02 0,01
1000 0,03 0,02
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Kosmetyk jest produktem, ktéry ma kontakt gtéwnie ze skéra, dlatego do badan
prowadzonych w ramach projektu wybrano komérki linii prawidtowych skéry ludzkiej
fibroblastow (BJ-5ta) i keratynocytow (HaCaT) oraz komorki dwédch linii
nowotworowych czerniaka (WM793, A375). Ze wzgledu na doniesienia literaturowe
o potencjalnym dzialaniu hepatotoksycznym [Jorge i Jorge, 2005] i dziataniu
neuroprotekcyjnym [Gray i wsp. 2014, Gray i wsp. 2015] wakroty azjatyckiej,
postanowiono poszerzy¢ panel badan bezpieczenistwa stosowania testowanych
wyciggéw i zwigzkow, wiaczajac odpowiednio komorki linii nowotworowej watroby

(HepG2) oraz prawidtowe komorki glejowe linii astrocytéw (C8D1A).

Fibroblasty s3  komérkami zlokalizowanymi w  skoérze wiasciwej
i sg odpowiedzialne za produkcje kolagenu i elastyny. W zwigzku z tym s doskonatym
modelem do testowania substancji kosmetycznych o potencjalnym dziataniu
przeciwstarzeniowym. Z Kkolei, keratynocyty zlokalizowane w naskoérku i jako pierwsze
majg kontakt z ksenobiotykami i pozwalajg na ocene optymalnie dziatajacych
bezpiecznych stezen, a takze moga postuzy¢ jako model badawczy w poszukiwaniu
zwigzkow o dziataniu przeciwtuszczycowym. Komorki linii nowotworowej czerniaka
sa z kolei wykorzystywane w badaniach kosmetologicznych dotyczacych procesu
melanogenezy. Co wiecej, czerniak (melanoma malignant) jest najbardziej opornym
nowotworem skory o bardzo duzej S$miertelnosci, dlatego niezwykle wazne jest
poszukiwanie posrod sktadnikow kosmetycznych substancji chemoprewencyjnych.
Nalezy podkresli¢, ze do badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej
wybrano linie komdrkowe, dla ktérych nie znaleziono informacji w literaturze

opisujacych badania aktywnoSci biologicznej wyciaggéw wodnych z wakroty azjatyckiej.
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1. Aktywno$¢ wyciggdw i saponin wzgledem komorek prawidtowych

1.1. Badanie wplywu wyciggébw i saponin na zywotno$¢ Kkomorek
skéry wtasciwej - fibroblastéw (B]-5ta)
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Rycina 11 Wptyw CA1, CA2, AZ] i MAD na zywotno$¢ komorek linii B]-5ta w te$cie MTT.
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Zywotno$¢ fibroblastéw pod wptywem badanych wyciggéw i saponin oceniono
w teScie MTT, wykorzystujgc winblastyne jako substancje referencyjng, ktéra w stezeniu
100 pg/ml obnizata Zzywotno$¢ komoérek o 60% w stosunku do kontroli (Ryc. 11 A).

Zarowno ekstrakt CA1, jak i ekstrakt CA2 w teScie MTT nie wykazaty dziatania
cytotoksycznego (Ryc. 11 A). Zaobserwowano réwniez wptyw obu wyciggéw na wzrost
zywotnos$ci komorek tej linii. Silniejszg aktywnosScig stymulujgca zywotno$¢ komorek
charakteryzowat sie ekstrakt CA1, ktéry w najwyzszym stezeniu 1000 pg/ml podnosit
zywotno$¢ komorek fibroblastow o 63% wzgledem kontroli (Ryc. 11 A).

Zarowno azjatykozyd i madekasozyd stymulowaty zywotno$¢ komorek
fibroblastow (Ryc. 11 B, C, D, E). Silniejszym dzialaniem charakteryzowat sie
madekasozyd, ktéry zwiekszal zywotno$¢ komoérek o 24% w stosunku do kontroli
w stezeniu 0,08 pg/ml i utrzymywat ja na tym samym poziomie w calym zakresie stezen

(Ryc. 11D, E).

Wyniki oceniajgce zywotno$¢ badanych wyciggéw uzyskane w ramach testu
z czerwienig obojetng potwierdzity wyniki uzyskane w te$cie MTT. CA1 i CA2 nie
wykazaty dziatania cytotoksycznego wzgledem fibroblastéow. Co wiecej, badane wyciagi
zwiekszaty zywotno$¢ komorek (Ryc. 12 A, B).

Potwierdzone zostato takze bezpieczenstwo stosowania azjatykozydu
i madekasozydu. Wraz ze wzrostem stezenia saponin zwiekszala sie Zywotno$¢
fibroblastéw (Ryc. 12 A, B). Zywotno$¢ fibroblastéw byla silniej stymulowana przez
madekasozyd, ktéry w najwyzszym stezeniu 0,8 pg/ml podnosit zywotnos¢ o 24%

w stosunku do kontroli (Ryc. 12 B).
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Rycina 12 Wplyw CA1, CA2, AZ] i MAD na zywotno$¢ komérek linii BJ-5ta w tescie z czerwienia
obojetna.

1.2. Badanie wptywu wyciggow i saponin na aktywnos$¢ proliferacyjng
komorek skory wtasciwej - fibroblastéw (B]-5ta)

Testowane wyciggi nie wykazywaty dziatania cytotoksycznego w stosunku
do fibroblastow linii BJ-5ta, w zwigzku z tym poddano ocenie ich wptyw na proliferacje
komorek tej linii za pomoca testu z fioletem krystalicznym.

Analiza wplywu testowanych wyciggow CA1 i CA2 na proliferacje fibroblastow
wykazata, ze po 24 godzinnej inkubacji obydwa ekstrakty stymulowaty komorki
do podziatéw (Ryc. 13 A, B). Jednak po 72 h jedynie ekstrakt CA1 w najwyzszym
stezeniu stymulowat proliferacje, o 14% wzgledem kontroli (Ryc. 13 B).

Azjatykozyd po 72 h inkubacji, w najwyzszym stezeniu 0,4 pg/ml podnosit liczbe
zywych komdrek o 27% wzgledem kontroli (Ryc. 13 D). Madekasozyd wykazywat
najsilniejszy efekt, stymulujac proliferacje fibroblastéow o 54% w stosunku

do kontroli po 72 h inkubacji w najwyzszym z testowanych stezen, 0,8 ug/ml (Ryc. 13 F).
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Rycina 13 Wplyw CA1, CA2, AZ] i MAD na proliferacje komérek linii BJ-5ta w tescie z fioletem
krystalicznym.
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1.3. Badanie wptywu wyciggow i saponin na zywotno$¢ komoérek

naskorka - keratynocytow (HaCaT)
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Rycina 14 Wptyw CA1, CA2, AZ] i MAD na zywotno$¢ komorek linii HaCaT w tescie MTT.
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Konsekwentnie zZywotnos$¢ keratynocytow pod wplywem badanych wyciggéw
i saponin okre$lono w teScie MTT. Winblastyna, substancja referencyjna, w stezeniu
100 pg/ml w istotny statystycznie sposob obnizata zywotno$¢ komoérek o 58%
wzgledem kontroli. Zar6wno ekstrakt CA1, jak i ekstrakt CA2 nie wykazywaty efektu
cytotoksycznego w stosunku do keratynocytéw (Ryc. 14 A).

Azjatykozyd nieznacznie, ale w istotny statystycznie sposdb obnizat zywotnos¢
komorek linii HaCaT (Ryc. 14 B, C) w najwyzszym badanym stezeniu 0,4 pg/ml o 17%
wzgledem kontroli.

Z kolei, madekasozyd stymulowat zywotno$¢ komoérek tej linii (Ryc. 14 D, E).
W najwyzszym testowanym stezeniu 0,8 pg/ml podnosit Zywotnos¢ komodrek
keratynocytow o 38% wzgledem kontroli (Ryc. 14 E).

Wptyw wyciggdéw i saponin na zywotnos¢ komoérek linii HaCaT oceniono takze

w teScie z czerwienig obojetng. Wyniki tego testu zostaty przedstawione na rycinie 15.
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Rycina 15 Wptyw CA1, CA2, AZ] i MAD na zywotno$¢ komoérek linii HaCaT w teScie z czerwienia
obojetna.
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Wyniki analiz zywotnoS$ci uzyskane w ramach testu z czerwienig obojetna
potwierdzity brak aktywnosci cytotoksycznej badanych wyciggéw wodnych z wakroty
azjatyckiej CA1i CAZ2.

Potwierdzono rowniez, ze azjatykozyd w wyzszych stezeniach nieznacznie,
ale jednak w sposob istotny statystycznie obnizal Zzywotno$¢ keratynocytow (Ryc. 15 B).

Z kolei, madekasozyd nieznacznie zwiekszat ich zywotnos¢ (Ryc. 15 A, B).

1.4. Badanie wptywu wyciggéw i saponin na aktywno$¢ proliferacyjng
komorek naskorka - keratynocytow (HaCaT)

Badane wodne ekstrakty CA1 i CA2Z we wszystkich testowanych stezeniach
nie posiadaty aktywnos$ci cytotoksycznej w stosunku do keratynocytéw, dlatego
oceniono ich wptyw na proliferacje w tescie z fioletem krystalicznym.

Testowane ekstrakty CA1 i CA2 hamowaly namnazanie sie keratynocytéw
(Ryc. 16 A, B). Jednak CA1 silniej hamowat proliferacje keratynocytéw. Po 24 godzinnej
inkubacji w najwyzszym testowanym stezeniu zmniejszal namnazanie sie komorek
0 44% wzgledem kontroli (Ryc. 16 B). Z kolei, ekstrakt CA2 dopiero po uptywie 72 h,
hamowat namnazanie keratynocytéw prawie o 80% wzgledem kontroli (Ryc. 16 A).

Zaréwno azjatykozyd, jak i madekasozyd wykazywaty efekt antyproliferacyjny
dopiero po 72 h inkubacji, hamujac namnazanie o 75% (AZ]) i o 52% (MAD) wzgledem
kontroli (Ryc. 16 C, D, E, F).
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Rycina 16 Wptyw CA1, CA2, AZ] i MAD na proliferacje komoérek linii HaCaT w te$cie z fioletem
krystalicznym.
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1.5. Badanie wplywu wyciggéw i saponin na ruch Kkolektywny
komoérek  naskdérka - keratynocytow (HaCaT) w modelu zarastania
rany in vitro

Stwierdzono, Ze podczas 14 godzinnej inkubacji keratynocytow z CA1 w stezeniu

100 pg/ml i CA2 w stezeniu 500 pg/ml doszto do zarosniecia rany. W obu przypadkach

powierzchnia rany byta identyczna i obejmowata powierzchnie 0,4 mm? (Ryc. 17 A,

Ryc. 18). Wraz ze wzrostem stezenia wyciggu CA1 wptyw na aktywno$¢ ruchowa

komorek ulegt zmniejszeniu, podczas, gdy dla wyciggu CA2 zanotowano przeciwny efekt

(Ryc. 17 B, C).

Dla azjatykozydu i madekasozydu w testowanych stezeniach nie wykazano

wptywu na tempo zarastania rany.
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Rycina 17 Powierzchnia rany zaro$nieta przez keratynocyty pod wptywem CA1, CA2, AZ] i MAD
po 14 godzinnej obserwaciji.
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kontrola-0h kontrola-14h

CA1-14h

CA2-14h

Rycina 18 Obraz mikroskopowy keratynocytéw po wykonaniu rany w czasie zerowym i po 14 h
pod wptywem wyciggu CA1 (100 pg/ml) i CA2 (500 pg/ml).
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Badanie wptywu wyciggéw 1 saponin na zZywotno$¢ komorek

glejowych - astrocytow (C8D1A)
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Rycina 19 Wptyw CA1, CA2, AZ] i MAD na zywotno$¢ komorek linii CBD1A w te$cie MTT.
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Zywotno$¢ astrocytéw oceniono w teScie MTT, gdzie winblastyna w stezeniu
100 pg/ml obnizata liczbe astrocytéw prawie o 60% w stosunku do kontroli (Ryc. 19 A).

Wycigg CA1 nie wykazywat dziatania cytotoksycznego w stosunku do komérek
tej linii. Zywotnoé¢ komérek byta utrzymywana na poziomie kontroli (Ryc. 19 A).
W  przypadku wyciggu CA2, w dwoch najwyzszych testowanych stezeniach
7001 1000 ug/ml zaobserwowano spadek zywotnosci komoérek (Ryc. 19 A). W stezeniu
700 pg/ml zywotnos$¢ spadta o 36% wzgledem kontroli. W poréwnaniu z winblastyna,
ktoéra w najwyzszym testowanym stezeniu 100 pg/ml obnizata Zywotno$¢ astrocytéw
0 57% wzgledem kontroli, mozna stwierdzi¢, ze ekstrakt z ro$liny in vitro w stezeniach
70011000 pg/ml wykazywat dziatanie cytotoksyczne.

Analiza wynikéw wykazata, ze ani azjatykozyd ani madekasozyd nie byly
odpowiedzialne za ten efekt. Zywotno$¢ komoérek nieznacznie malata w obecnosci
madekasozydu. W najwyzszym stezeniu madekasozydu zywotno$¢ komorek
wynosita 93% (Ryc. 19 E). Azjatykozyd utrzymywat zywotno$¢ komérek na poziomie
powyzej 100%, niezaleznie od stezenia (Ryc. 19 B, C).

Zywotno$¢ astrocytéw pod wptywem badanych wyciagéw i saponin oszacowano
takze za pomocy testu z czerwienig obojetna. Analiza wynikow testu z czerwienig
obojetna potwierdzita cytotoksyczne dziatanie wyciggu CA2 (Ryc. 20 A). W najwyzszym
stezeniu 1000 pg/ml wyciag z ros$liny in vitro (CA2) obnizat Zywotnos$¢ astrocytow
do 67% wzgledem kontroli.

Potwierdzono rdéwniez fakt, ze azjatykozyd 1 madekasozyd nie byty
odpowiedzialne za cytotoksyczne dziatanie ekstraktu z ro$liny in vitro. Obie saponiny

utrzymywaty zywotnos¢ astrocytéw powyzej 100% (Ryc. 20 A).
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Rycina 20 Wptyw CA1, CA2, AZ] i MAD na zywotno$¢ komoérek linii CBD1A w teScie z czerwienig
obojetna.

1.7. Badanie wplywu wyciggébw i saponin na proliferacje komoérek
glejowych - astrocytow (C8D1A)

Ekstrakt CA1 nie wykazywat dziatania cytotoksycznego wzgledem komorek
astrocytow, dlatego caly zakres testowanych stezen zostal wykorzystany do badan
proliferacji. Z kolei, w przypadku ekstraktu CA2 do testu z fioletem krystalicznym
wybrano tylko trzy niecytotoksyczne stezenia (100, 200 i 500 pg/ml).

Testowane ekstrakty CA1 i CA2 nieznacznie hamowaty proliferacje astrocytow

(Ryc. 21 A, B).
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Rycina 21 Wptyw CA1, CA2, AZ] i MAD na proliferacje komoérek linii CBD1A w tescie z fioletem
krystalicznym.
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Azjatykozyd w testowanych stezeniach nieznacznie wptywal na proliferacje
astrocytow. W nizszych stezeniach utrzymywat liczbe komoérek na poziomie kontroli,
jednak w najwyzszych stezeniach po 72 h inkubacji, w sposoéb istotny statystycznie
podnosit liczbe komoérek o 16% wzgledem kontroli (Ryc. 21 C, D). Z kolei, madekasozyd
hamowat namnazanie sie komoérek na poziomie podobnym do ekstraktu CAL.
Madekasozyd w najwyzszym stezeniu 0,8 pg/ml, po 72h inkubacji hamowat proliferacje
komoérek o 15% wzgledem kontroli (Ryc. 21 F). Wyniki wskazujg, ze madekasozyd moze
by¢ odpowiedzialny za wptyw na proliferacje jaki wywotuje ekstrakt z rosliny

szklarniowe;j.

1.8. Wplyw wyciggdédw i saponin na aktywnos$¢ glioprotekcyjna

Aktywnos$¢ glioprotekcyjna wyciggéw z wakroty azjatyckiej oraz jej gtownych
sktadnikéw aktywnych zostata do tej pory stabo poznana. Astrocyty linii CD81A zostaty
wykorzystane jako glejowy model do testéw oceniajgcych aktywnos$¢ glioprotekcyjna
wyciggéw wodnych z wakroty azjatyckiej, azjatykozydu i madekasozydu. Do badan
aktywnosci glioprotekcyjnej wybrano dwa stezenia wyciggu CA1 - 500 i 1000 pg/ml.
Z kolei, wycigg CA2 testowano w stezeniach 500 i 600 pg/ml. Do wywotania
fizjologicznych zaburzen i postepujacych uszkodzen w komorkach glejowych
wykorzystano doksorubicyne, zwigzek o dziataniu cytotoksycznym.

W pierwszym eksperymencie, po wczeSniejszej 24 godzinnej preinkubacji
astrocytow z testowanymi wyciggami lub saponinami, do hodowli dodano
doksorubicyne w stezeniu 1 lub 5 pM/ml i inkubowano przez kolejne 24 godziny.
Nastepnie zZywotno$¢ komorek oceniono testem MTT. Zaobserwowano statystycznie
istotny wzrost zywotnosSci astrocytéw w prébach badanych z wyciggami w poréwnaniu
z doksorubicyng, co $wiadczy o dziataniu ochronnym testowanych wyciggéw
przed uszkodzeniami wywotywanymi przez doksorubicyne (Ryc. 22). Doksorubicyna
w stezeniu 1 uM obnizata zywotnos¢ o 30%, a w stezeniu 5 uM o 45%, podczas gdy
wycigg CA1 ochraniat komérki przed uszkodzeniami indukowanymi przez
doksorubicyne, podnoszac zywotno$¢ komoérek w stezeniu 500 pg/ml o 21%

w stosunku do DOX1 i o 15% w stosunku do DOX5 (Ryc. 22 B, D). Nieco silniejsza
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aktywnos$cig charakteryzowat sie wyciagg CA2, ktéry w stezeniu 500 pg/ml podnosit
zywotno$¢ o 27% w stosunku do DOX1 i 0 22% w stosunku do DOX5 (Ryc. 22 A, C).
Zaréwno azjatykozyd, jak i madekasozyd wykazywaty ochronne dziatanie przed
uszkodzeniami wywotanymi przez doksorubicyne. Zaobserwowano wzrost Zywotnos$ci
komorek po wczeSniejszej ich inkubacji z saponinami (Ryc. 22). Niezalezenie
od testowanego stezenia azjatykozyd podnosit zywotno$¢ astrocytéw o okoto 25%
w stosunku do DOX1 i DOXS5. Silniejsza aktywno$¢ wykazywat madekasozyd, podnoszac
zywotno$¢ astrocytow o okoto 28% we wszystkich badanych stezeniach zaréwno

w stosunku do DOX1 jak i do DOX5.
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Rycina 22 Aktywnos$¢ glioprotekcyjna CA1, CA2, AZ] i MAD poddanych inkubacji z astrocytami
przed zastosowaniem doksorubicyny, oceniona w tescie MTT.
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W drugim wariance eksperymentu astrocyty poddano jednoczesnej inkubacji
z wyciggami z wakroty azjatyckiej badZ azjatykozydem lub madekasozydem wraz
z doksorubicyng w stezeniu 1 lub 5 pM/ml. Po 24 godzinnej inkubacji Zywotno$¢
komorek oceniono za pomocg testu MTT, co pozwolilo oszacowa¢, czy testowane
wyciaggi i badane saponiny zapobiegaja efektowi toksycznemu wywotanemu przez
doksorubicyne. Zaobserwowano wzrost zywotnosci astrocytow w obecnosci badanych
wyciggéw (CA1/CA2) w poréwnaniu do doksorubicyny, co Swiadczy o tym, ze wyciagi
z wakroty azjatyckiej zapobiegaly efektowi toksycznemu wywoltywanemu przez
doksorubicyne (Ryc. 23). Doksorubicyna w stezeniu 1 pM obnizata zywotnos¢ o 30%,
a w stezeniu 5 uM o 45%, podczas gdy wycigg CA1 podnosit zywotno$¢ komorek,
w najwyzszym stezeniu 1000 pg/ml o 30% w stosunku do DOX1 i o 33% w stosunku
do DOX5 (Ryc. 23 B, D). Z kolei, wycigg CA2 dziatal najkorzystniej w stezeniu 500 pg/ml
podnoszac zywotno$¢ o 15% w stosunku do DOX1 i az o 23% w stosunku do DOX5
(Ryc. 23 A, C). Azjatykozyd zastosowany wspdlnie z chemioterapeutykiem, podczas
inkubacji z astrocytami, nie zapobiegat efektowi toksycznemu wywotanemu przez
doksorubicyne, utrzymujac zywotno$¢ komoérek na poziomie poréwnywalnym z DOX1
i DOX5.

Analizujgc wyniki zaobserwowano, ze badane wyciagi CA1 i CA2 wykazywaty
silniejszy efekt glioprotekcyjny, kiedy zostaty zastosowane przed podaniem
doksorubicyny w stezeniu 1 pM. W przypadku doksorubicyny w stezeniu 5 uM wyniki
byty niezalezene od tego czy wyciagi zostaty zastosowane przed doksorubicyna
czy jednoczesnie z nia.

Z kolei, w przypadku azjatykozydu i madekasozydu zaobserwowano réznice
w zywotno$ci w zalezno$ci od eksperymentu. Badane saponiny charakteryzowaty sie
silniejsza aktywnoscia glioprotekcyjng zastosowane w preinkubacji z astrocytami przed
doksorubicyng zaréwno w stezeniu 1 i 5 uM. Podczas podania jednoczesnego, saponiny

nie wykazywaty aktywnosci glioprotekcyjne;j.
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Rycina 23 Aktywno$¢ glioprotekcyjna CA1, CA2, AZ] i MAD zastosowanych jednocze$nie

z doksorubicyng, oceniona w te$cie MTT.
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2. Aktywnos$¢ wyciggéw i saponin wzgledem komérek nowotworowych

2.1. Badanie wptywu wyciggobw i saponin na zywotno$¢ komdrek
czerniaka skéry (A375)

Postugujac sie testem MTT oceniono zywotno$¢ komdrek linii A375
pod wptywem badanych wyciggdw, saponin i winblastyny, jako substancji referencyjne;j.
Wyniki wykazaty, Ze winblastyna w stezeniu 50 pg/ml powodowata spadek
przezywalnos$ci komdérek o 25%, a w stezeniu 100 pg/ml prawie o 80% w stosunku
do kontroli (Ryc. 24 A).

Ekstrakt CA1 nie wywotywat efektu cytotoksycznego, utrzymujac zywotnos¢
komorek powyzej poziomu kontroli (Ryc. 24 A). Z kolei, ekstrakt CA2 obnizat Zywotno$¢
komorek czerniaka. Efekt cytotoksyczny wywotywaty dwa najwyzsze stezenia ekstraktu
CA2. W stezeniu 700 pg/ml odnotowano spadek zywotnosci o 22%, a w stezeniu
1000 pug/ml juz o 29% wzgledem kontroli (Ryc. 24 A).

Azjatykozyd dziatal cytotoksycznie w stosunku do komérek linii A375.
Juz w stezeniu 0,25 pg/ml obnizat liczbe zywych komoérek o 16% wzgledem kontroli
(Ryc. 24 C), co w pordwnaniu z kontrolg referencyjna, $wiadczyto o jego silnej
aktywnosci cytotoksycznej w stosunku do komoérek czerniaka. Winblastyna w stezeniu
50 pg/ml dziatata cytotoksycznie w stosunku do komorek tej linii, obnizajac
ich zywotnos$¢ o 25%. Z kolei, madekasozyd w najwyzszym stezeniu 0,8 ug/ml podnosit

zywotno$¢ komdrek czerniaka o 27% wzgledem kontroli (Ryc. 24 E).
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Rycina 24 Wptyw CA1, CA2, AZ] i MAD na zywotno$¢ komorek linii A375 w teScie MTT.
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Zywotnoé¢ komérek A375 sprawdzono takze w tescie z czerwienig obojetna.
Wyniki uzyskane w ramach testu z czerwienig obojetng potwierdzity wyniki uzyskane
w te$cie MTT. Ekstrakt CA2 obnizat Zzywotno$¢ komoérek czerniaka wywotujac efekt
cytotoksyczny w dwoch najwyzszych stezeniach. W stezeniu 1000 pg/ml odnotowano

spadek zywotnosci o 17% wzgledem kontroli (Ryc. 25 A).
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Rycina 25 Wplyw CA1, CA2, AZ] i MAD na zywotno$¢ komarek linii A375 w tescie z czerwienia
obojetna.

Azjatykozyd obnizat zZywotno$¢ komorek czerniaka, wywotujac efekt
cytotoksyczny w najwyzszych stezeniach. W stezeniu 0,25 ug/ml obnizat Zywotno$¢
o 16% (Ryc. 25 B). W przypadku madekasozydu, wyniki analiz testu z czerwienig
obojetng réwniez byty analogiczne do tych uzyskanych na podstawie testu MTT.

117



IV. Wyniki

Madekasozyd wraz z rosngcym stezeniem podnosit liczbe zywych komérek,

0 29% wzgledem kontroli, w najwyzszym stezeniu 0,8 pg/ml (Ryc. 25 B).

2.2. Badanie wptywu wyciggéw i saponin na proliferacje komoérek

czerniaka skéry (A375)

Ekstrakt CA1 nie wykazal dziatania cytotoksycznego, dlatego test z fioletem
krystalicznym przeprowadzono stosujac wszystkie stezenia wyciggéw i saponin
wykorzystywane w testach zywotnosci. Z kolei, w przypadku ekstraktu CA2 do testu
z fioletem krystalicznym wybrano 3 niecytotoksyczne stezenia: 100, 200 i 500 pg/ml.

Testowane wyciggi z wakroty azjatyckiej CA1 i CA2 wykazaty podobny wplyw
na proliferacje komérek tej linii. 24 godzinna inkubacja komérek z ekstraktami
utrzymywata ich liczbe na poziomie kontroli (Ryc. 26 A, B). Z kolei, po 72 h inkubacji
zaobserwowano zahamowanie proliferacji komoérek. W niecytotoksycznym stezeniu
500 pg/ml ekstrakt CA1 obnizat liczbe komérek o 28% (Ryc. 26 B), a ekstrakt CA2
0 23% wzgledem kontroli (Ryc. 26 A). Ekstrakt CA1 w stezeniu 1000 pg/ml, hamowat
proliferacje komorek prawie o 40% wzgledem kontroli.

Proliferacje komorek czerniaka skory hamowaty réwniez obydwie saponiny
obecne w testowanych wyciggach. Azjatykozyd w najwyzszym testowanym stezeniu
po 72 h inkubacji hamowat proliferacje komérek o 30% wzgledem kontroli (Ryc. 26 D).
Z kolei, madekasozyd w najwyzszym badanym stezeniu po 72 h inkubacji hamowat

proliferacje prawie o 50% wzgledem kontroli (Ryc. 26 F).

118



IV. Wyniki

Liczba komorek

Liczba komorek

Liczba komorek

-+ 24h

A & 72h B
CA2 CA1
125 1251
100 — $ 100
S Q5
£ 75 &%
g x =S 757
& 501 5
- 501 ¥
25
100 200 500 0 100 200 500 700 1000
Stezenie CA2 [ug/ml] Stezenie CA1 [ug/ml]
A7) D AZJ
125+
125
$ _ 100
1 1 g3
S I 1 25
1< o 2 757 T T
o 754 _cN) 2 * . * *
I o~ *
N — 50
50
T T T T T
T T T x & Qv )
S & o ¥ oF SN o
® O Q
Q N\ N
Stezenie AZJ [ug/ml]
Stezenie AZJ [ug/mi] Ho
E
MAD F MAD
125- 125+ . *
100 © 100
3 ® ) 5=
= 5 2
c c
S 75- s . o8 75
& R
< RRa
50 - 50 "
*
‘\Il 0') Q') T T T T T
S O S ®» o ™
§ 8 $ & SRS R
Stezenie MAD [pg/mi] Stezenie MAD [ug/ml]

Rycina 26 Wplyw CA1, CA2, AZ] i MAD na proliferacje komérek linii A375 w teScie z fioletem
krystalicznym.
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2.3. Badanie wptywu wyciggow i saponin na Zywotnos¢
komorek czerniaka (WM793)

W teScie MTT oceniono wptyw wyciggdw CA1 i CA2, saponin oraz winblastyny,
ktorg uzyto jako zwigzku referencyjnego, na zywotno$¢ komorek linii WM793.
Testowane wodne wyciagi CA1 i CA2 cechowaly sie aktywnoscia cytotoksyczng. Wyciag
CA1 juz w stezeniu 200 pg/ml obnizat Zywotno$¢ prawie o 15% wzgledem kontroli.
Z kolei, w stezeniu 700 pg/ml obydwa testowane ekstrakty obnizaty zywotnos$¢ o 24%
wzgledem kontroli (Ryc. 27 A). W poréwnaniu z Kkontrolg referencyjna,
gdzie w najwyzszym testowanym stezeniu 100 pg/ml zaobserwowano obnizenie
zywotnosci o 17% (Ryc. 27 A) mozna stwierdzi¢ chemoprewencyjny charakter
testowanych wyciggow.

Aktywnos$¢ cytotoksyczna wyciggéw nie byta wywotana przez zadng z saponin
obecng w ekstraktach. Azjatykozyd w niskich stezeniach utrzymywat Zzywotno$¢
komorek na poziomie kontroli (Ryc. 27 B). Z kolei, w wyzszych stezeniach w istotny
statystycznie sposOb podnosit zZywotno$¢ komoérek nowotworowych czerniaka
(Ryc. 27 C). W dwoch najwyzszych stezeniach azjatykozydu zywotno$¢ komorek WM793

wzrosta o okoto 30% w stosunku do kontroli.

EE CA1 EE CA2 BEE Winblastyna

100+

50+

Zywotnosé (% kontroli)

100 200 500 700 1000
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Rycina 27 Wptyw CA1, CA2, AZ] i MAD na zywotno$¢ komérek linii WM793 w teScie MTT.

Wyniki testu z czerwienig obojetng potwierdzity wyniki uzyskane w tescie MTT.
Wyciagi CA1 i CA2Z w dwdch najwyzszych stezeniach dziataty cytotoksycznie, obnizajac
zywotno$¢ komdrek o okoto 15% wzgledem kontroli (Ryc. 28).

Ani azjatykozyd, ani madekasozyd nie miaty dziatania cytotoksycznego
w stosunku do linii WM793. Azjatykozyd niezaleznie od stezenia utrzymywat zywotnos$¢

komoérek na poziomie okoto 120%, a madekasozyd na poziomie kontroli (Ryc. 28 A, B).
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Rycina 28 Wplyw CA1, CA2, AZ] i MAD na zywotno$¢ komoérek linii WM793 w teécie z czerwienia
obojetna.

2.4. Badanie wpltywu wyciggéw i saponin na proliferacje
komorek czerniaka (WM793)
Testowane ekstrakty CA1 i CA2 nie wykazywaty aktywnoSci cytotoksycznej
w stosunku do komoérek linii WM793 w stezeniach 100, 200 i 500 pg/ml i dlatego
zostaty wykorzystane w badaniach nad aktywnosciag proliferacyjng w tescie z fioletem

krystalicznym.
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Rycina 29 Wplyw CA1, CA2, AZ] i MAD na proliferacje komérek linii WM793 w teScie

z fioletem Kkrystalicznym.
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Testowane ekstrakty wykazywaty aktywno$¢ cytostatyczng w stosunku
do komorek czerniaka linii WM793. Ekstrakt CA1 juz po 24 h w stezeniu 200 pg/ml
hamowat namnazanie sie komoérek o 11% wzgledem kontroli, a jego aktywnos$¢
cytostatyczna rosta wraz z czasem (Ryc. 29 B). Z kolei, ekstrakt CA2 dopiero po 72 h
inkubacji, w najwyzszym testowanym stezeniu 500 pg/ml hamowal namnazanie
komoérek o 15% (Ryc. 29 A). Azjatykozyd juz w stezeniu 0,04 pg/ml w tych samych
warunkach réwniez hamowat proliferacje o 15% wzgledem kontroli (Ryc. 29 D).
Silniejsza aktywnoScia cytostatyczna charakteryzowat sie madekasozyd, ktory po 72 h
inkubacji w stezeniu 0,08 pg/ml hamowat proliferacje o 19%, a w stezeniu 0,4 pg/ml
juz o 28% wzgledem kontroli (Ryc 29 E, F).

2.5. Badanie wpltywu wyciggéw i saponin na zywotnos¢
komorek nowotworowych watroby - hepatocytéw (HepG2)
Do oceny zywotnosci komdrek linii HepG2 pod wptywem badanych wyciggéw
i saponin wykorzystano test MTT. Jako zwigzek referencyjny zastosowano
doksorubicyne, ktora w stezeniu 100 pg/ml obnizata zywotno$¢ komorek tej linii prawie
0 80% wzgledem kontroli (Ryc. 30 A).

Nie zaobserwowano dziatania cytotoksycznego, ani testowanych wyciagow,
ani azjatykozydu i madekasozydu. Obydwa testowane wyciaggi CA1 i CA2 stymulowaty
zywotno$¢ komorek hepatocytéow (Ryc. 30 A). W najwyzszym stezeniu 1000 ug/ml
podnosity zywotnos$¢ komérek o 30% (CA1) i 27% (CA2) w stosunku do kontroli.

Wyniki analiz sugeruja, Ze zar6wno azjatykozyd i madekasozyd nie wykazywaty
dziatania cytotoksycznego w stosunku do komorek linii HepG2. Obydwa zwigzki
we wszystkich testowanych stezeniach utrzymywaty zywotno$¢ komérek na poziomie

kontroli (Ryc. 30 B, C, D, E.).
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Rycina 30 Wplyw CA1, CA2, AZ] i MAD na zywotno$¢ komarek linii HepG2 w te$cie MTT.
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Wyniki uzyskane w teScie z czerwienig obojetng byty poréwnywalne z wynikami
testu MTT. Wyciaggi CA1 i CA2 nie byly cytotoksyczne w stosunku do komorek linii
HepG2 (Ryc. 31). Azjatykozyd i madekasozyd réwniez nie dziataty cytotoksycznie
w stosunku do komorek tej linii (Ryc. 31 A, B). Testowane wyciagi i saponiny nie miaty

wptywu na aktywnos$¢ endocytarng komorek hepatocytow.
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Rycina 31 Wptyw CA1, CA2, AZ] i MAD na zywotno$¢ komdérek linii HepG2 w teScie z czerwienig
obojetna.
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2.6. Badanie wplywu wyciggéw i saponin na proliferacje

komorek nowotworowych watroby - hepatocytéw (HepG2)
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Rycina 32 Wptyw CA1, CA2, AZ] i MAD na proliferacje komoérek linii HepG2 w tescie z fioletem
krystalicznym.
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Wyciagi wodne z wakroty azjatyckiej nie wykazywaty aktywnosci cytotoksycznej
w stosunku do komoérek linii HepG2, dlatego w tescie z fioletem krystalicznym uzyto
catego zakresu badanych stezen wyciggéw CA1 i CA2.

Wyciggi wodne z wakroty azjatyckiej CA1 i CA2 stymulowaty namnazanie sie
komorek linii HepG2 (Ryc. 32 A, B). Szybszym i silniejszym wptywem na proliferacje
charakteryzowat sie wyciag CA1, ktory w najwyzszym stezeniu 1000 pg/ml juz po 24h
podnosit liczbe komorek do 125%. Po 72 h inkubacji hamowat proliferacje, jednak
liczba zywych komorek utrzymywata sie wciaz powyzej poziomu kontroli (Ryc. 32 B).
Wyciagg CA2 rowniez stymulowat proliferacje komoérek HepG2. Po 72 h inkubacji
w najwyzszym testowanym stezeniu 1000 pg/ml obserwowano wzrost liczby zywych
komoérek do 145% (Ryc. 32 A).

Azjatykozyd po 24h inkubacji utrzymywat liczbe komérek na poziomie kontroli,
jednak po 72h znacznie i w sposob istotny statystycznie hamowat proliferacje komérek
linii HepG2 (Ryc. 32 C, D). W najwyzszym testowanym stezeniu 0,37 pug/ml po 24 h
inkubacji obnizat liczbe komérek do 87%, a po 72h juz do 42%.

Madekasozyd nie wptywat na proliferacje komoérek linii HepG2 utrzymujac

ich liczbe na poziomie kontroli (Ryc. 32 E, F).

3. Badanie wplywu wyciggoéw i saponin na aktywnos$¢ antyoksydacyjna

3.1. Zdolnos¢ wyciggéw i saponin do dezaktywacji wolnych rodnikéw

- test DPPH

Po 30 i/lub 60 minutowej inkubacji wyciaggéw CA1l, CA2 i azjatykozydu
w obecnosci DPPH oceniono ich zdolno$¢ do dezaktywacji wolnego rodnika. Jako
kontroli referencyjnej uzyto kwasu galusowego. Otrzymane wyniki przedstawiono
na rycinie 33, jako zdolno$¢ badanych wyciagéw i zwigzkow do przeciwdziatania reakcji
utlenienia (w procencie inhibicji). W prezentowanej metodzie wysoki procent inhibicji
Swiadczy o silnych wtasciwos$ciach antyoksydacyjnych.

Z analizy wynika, ze testowane wyciagi CA1 i CA2 wykazywaty dziatanie
przeciwutleniajace (Ryc. 33 A, B).
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Rycina 33 Zdolno$¢ CA1, CA2 i AZ] do dezaktywacji wolnego rodnika tlenowego DPPH.

W poréwnaniu z kwasem galusowym, ktérego procent inhibicji byt na statym
wysokim poziomie, okoto 94%, zaobserwowano, ze w przypadku wyciaggéw
wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji i wzrostem stezenia, rosta réwniez ich aktywnos¢
antyoksydacyjna (Ryc. 33 A, B). Po 30 minutach inkubacji zdolnos¢ wyciggéw
do dezaktywacji wolnego rodnika tlenowego obserwowano tylko w dwéch najwyzszych
stezeniach wyciggéw 700 i 1000 pg/ml (Ryc. 33 A), a po 60 minutach juz we wszystkich
badanych stezeniach (Ryc. 33 B.). Obydwa wyciagi wykazywaty dziatanie
antyoksydacyjne na podobnym poziomie. W najwyzszym badanym stezeniu 1000 pg/ml],
po 30 minutowej inkubacji procent inhibicji wywolywany przez wyciagi wynosit
okoto 33%, a po 60 minutach juz powyzej 50%.
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Azjatykozyd jedynie po 30 minutach inkubacji w najwyzszym badanym stezeniu
40 pM/ml wykazywat dziatanie antyoksydacyjne na poziomie 12% (Ryc. 33 C).
Madekasozyd nie posiadat aktywno$ci antyoksydacyjne;j.

3.2. Zdolnos$¢ wyciggdéw i saponin do redukowania jonow Fe(III) - test FRAP

Obydwa badane wyciggi wodne z wakroty azjatyckiej posiadaty aktywnos¢
antyoksydacyjng (Tabela 19) co potwierdza wyniki uzyskane w teScie DPPH. Niewiele
silniejsza aktywnoScig antyoksydacyjng charakteryzowat sie wycigg CA1 - 159 mg TE/ g
s.m.vs CA2 - 138 mg TE/ g s.m.

Wartosci ekwiwalentéw Troloksu dotyczace testowanych wyciggéw byty duzo
nizsze w poréwnaniu z kwasem askorbinowym (AA), ktérego potencjat antyoksydacyjny
jest prawie na takim samym poziomie, jak potencjat Troloksu (889 mg TE/g s.m. AA vs
1000 mg TE/g s.m. Troloksu). Azjatykozyd i madekasozyd nie wykazywaty zdolnoSci

do redukcji jonow zelaza (III).

Tabela 19 Zdolno$¢ CA1 i CA2 do redukcji jonéw zelaza (III) w tescie FRAP.

Zdolnos¢ do redukcji jonow Fe(I1I)
Substancja badana
(mg TE/g suchej masy)

Wyciag z rosliny szklarniowej (CA1) 159 *
Wyciag z rosliny in vitro (CA2) 138 *
Kwas askorbinowy 889 *
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3.3. Wplyw wyciaggdw na poziom reaktywnych form tlenu w hodowli
komorek linii B]-5ta i HepG2 - test ROS-Glo H20>
Po 24 godzinnej inkubacji komérek linii B]J-5ta i HepG2 w obecno$ci wyciggéw
CA1i CA2 oceniono ich wptyw na poziom RFT w hodowli komérkowej za pomocg testu
ROS-Glo H202. Test umozliwia chemiluminescencyjny pomiar ilo$ci H202 powstajacego
w $rodowisku reakcji, co bezposrednio przektada sie na poziom reaktywnych form
tlenu. We wczes$niej przeprowadzonych dwoéch testach antyoksydacyjnych wykluczono
silng aktywno$¢ przeciwutleniajaca azjatykozydu i madekasozydu, dlatego saponiny
nie zostaly wiaczone do tego testu. Otrzymane wyniki przedstawione zostaty jako
$rednia wartos$¢ luminescencji (RLU) uzyskana na podstawie pomiaréw luminescenc;ji
badanych préobek. Im wyzsza warto$¢ RLU tym wyzszy poziom wyprodukowanego H20,.
Po przeprowadzeniu eksperymentu odnotowano obecno$¢ reaktywnych form
tlenu w medium komdrkowym bez komdrek z zainkubowanymi wyciggami z wakroty
azjatyckiej (CA1 i CA2). Poziom wyprodukowanego H;0: spadat kiedy testowane
wyciagi byty inkubowane w obecnosci komorek linii BJ-5ta i HepG2 (Ryc. 34). Znaczacy
spadek poziomu H;02 zaobserwowano w przypadku inkubacji wyciaggoéw w obecnosci
komorek linii HepG2. Obydwa wyciagi hamowaly powstawanie H20; na podobnym
poziomie, jednak w poréwnaniu z warto$cig RLU dla wyciggéw inkubowanych z samym
medium komoérkowym to wycigg CA1 w stezeniu 500 pg/ml obnizat warto$¢ RLU
czterokrotnie, a wycigg CA2Z w tym samym steZeniu obnizat warto$§¢ RLU dwukrotnie.
Z kolei, w przypadku wyciggéw CA1 i CA2 w stezeniu 1000 pg/ml obserwowano
juz o$miokrotny spadek wartosci RLU, a tym samym spadek wyprodukowanego H20:
(Ryc. 34).
Dla fibroblastéw obserwowano nizszy spadek poziomu H202 powstatego
w obecno$ci wyciggéw. Wycigg z rosliny szklarniowej (CA1) w stezeniu 500 ug/ml
obnizat czterokrotnie warto$¢ RLU. Z kolei, wyciag z ro$liny in vitro (CA2) niezaleznie

od stezenia obnizat warto$¢ RLU trzykrotnie (Ryc. 34).
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Rycina 34 Wptyw CA1 i CA2 na poziom reaktywnych form tlenu w hodowli komérek linii

BJ-5tai HepG2 w tescie ROS-Glo H20..
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4. Badanie aktywnos$ci mutagennej wyciggéw - test Amesa

Do badania aktywnoSci mutagennej wyciggow zastosowano test Amesa,
do ktorego wybrano dwa szczepy Salmonella typhimurium TA98 i TA100 wchodzace
w skilad standardowego zestawu testowego zalecanego do przesiewowych badan
mutagennosci. Poszczegdlne szczepy s3a wrazliwe na mutageny wywotujace rdézne
mutacje. Szczep S.typhimurium TA98 jest wrazliwy na dziatanie mutagenéw
wywotujacych mutacje typu zmiany ramki odczytu, za$ szczep TA100 umozliwia
wykrycie mutagen6w wywotujacych mutacje typu zamiany par zasad.

Aktywno$¢ mutagenng badanych wyciggdw oceniono wzgledem mutagenéw
wzorcowych dla poszczegélnych szczepow, dla szczepu TA100 wzgledem azydku sodu,
a dla szczepu TA98 wzgledem 4-nitro-o-fenylenodiaminy. Wyciagi CA1 i CA2 testowano
w pieciu stezeniach 0.1, 0.5, 1.0, 1.25, 2.5 mg/ptytka.

Na podstawie wynikow uzyskanych w oparciu o analize wspdtczynnika
mutagennosci (MI), stwierdzono, Ze obydwa badane wyciagi z wakroty we wszystkich
testowanych stezeniach nie indukowaty dwukrotnego wzrostu rewertantow his+
w stosunku do kontroli negatywnej, czyli H20 (ich wspd6tczynnik mutagennosci, MI<2).

Na podstawie analizy wynikéw testu Amesa stwierdzono, Ze testowane wyciagi

CA11i CA2 byly pozbawione wtasciwo$ci mutagennych (Tabela 20, str. 134).

133



IV. Wyniki

Tabela 20 Aktywno$¢ mutagenna wyciggéw CA1 i CA2 oceniona w te$cie Amesa.

Liczba rewertantéw na ptytke

S. typhimurium (TA98) S. typhimurium (TA100)
Testowane Stezenie ) 3
Srednia + SD MI Srednia + SD MI
substancje  (mg na ptytke)
CA1 2,5 2+0,3 0,75 16,510,1 1
1,25 0,6 +0,45 0,25 25,3+0,1* 1,6
1,0 2+0,45 0,75 29,7+0,1* 1,8
0,5 1,6 £0,4 0,6 17+0,1 1
0,1 2,6 £0,2 1 19+0,1 1,1
CA2 2,5 3,3+0,5 1,2 29+0,1* 1,8
1,25 2,6+0,3 1 12,310,1 0,8
1,0 1,3+0,2 0,5 18,3+0,1 1,1
0,5 2,3+0,2 0,8 9+0,1* 0,5
0,1 1+0,5 0,3 10,3+0,1* 0,6
H-0 0,005 261,11 16+5,5
NFDA! 0,005 464 +45 178
AS? 0,005 651,6+83,7 40

1 4-nitro-o-fenylenodiamina
2 azydek sodu
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5. Zdolnos$¢ wyciggéw i saponin do absorpcji promieniowania UV

W ramach pracy zarejestrowano widma absorpcyjne w zakresie UV
i na ich podstawie oszacowano aktywno$¢ fotoprotekcyjna testowanych wyciggéw
wodnych z wakroty azjatyckiej, azjatykozydu i madekasozydu. Zarejestrowano takze
widmo dla oktokrylenu (CRY), jednego z najczeSciej uzywanych filtrow

przeciwstonecznych na rynku.

-~ CA1 CA2 -« oktokrylen

0.7
0.6+
0.5+

0.4

absorbancja

0.3

0.2

0,1

T T T T T 1
300 320 340 360 380 400
dtugosé¢ fali [nm]

Rycina 35 Widma absorpcyjne w zakresie UV dla CA1 i CA2.

Analiza widm pozwolita ustali¢, ze testowane wyciagi w stezeniu 200 pg/ml
posiadaty zdolno$¢ do pochtaniania UV zblizong do oktokrylenu testowanego w stezeniu
10 pg/ml (Ryc. 35). Maksimum absorpcji wszystkich testowanych substancji
(CA1, CA2, CRY), miescita sie w zakresie fal krotkich promieniowania UVA (UVA2).
Obydwa wyciggi w badanym stezeniu 200 pg/ml, posiadaty podobne maksima absorpcji,
odpowiednio: Amax CA1l = 321 nm, Amax CA2 = 322 nm. Z kolei Amax CRY w stezeniu
10 pg/ml wynosito 303 nm. Intensywno$¢ absorpcji promieniowania UV jaka
charakteryzowal sie wyciag z roSliny szklarniowej (CA1l), znacznie przewyzszat

intensywno$¢ absorpcji wyciaggu z rosliny in vitro (CA2) i oktokrylenu (Ryc. 35).
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V. Dyskusja

Podczas projektowania nowych preparatéw kosmetycznych niezwykle wazne
sg badania dotyczace aktywnosSci biologicznej poszczegélnych sktadnikéw aktywnych.
W trosce o zdrowie konsumentéw, nalezy réwniez zwroci¢ szczeg6lng uwage
na badania nad bezpieczenstwem ich stosowania. W kosmetykach wykorzystuje
sie tysigce roznych substancji, a wiele z nich niestety nigdy nie zostato poddanych
rzetelnym badaniom.

Wprowadzone na europejskim i polskim rynku kosmetycznym zmiany
ustawodawcze dotyczace dopuszczania do obrotu kosmetykéw posiadajacych
w skladzie substancje testowane na zwierzetach, sa zgodne nie tylko z etyka w zakresie
badan wykorzystujacych zwierzeta, ale réwniez z zasada ,3R” (ang. ,reduction,
replacement, refinement”). W badaniach tych Kkluczowa pozycje zajmuja testy
z wykorzystaniem hodowli komérkowych in vitro. Testy bazujace na hodowlach
komorkowych pozwalaja na skrining wielu substancji kosmetycznych w szybszy i tanszy
sposéb, (w poréwnaniu z badaniami prowadzonymi na modelach zwierzecych). Nalezy
jednak pamieta¢, ze wyniki testéw in vitro nie pozwalajg na ocene dziatania badanych
substancji w odniesieniu do catego organizmu, a jedynie odnosza sie do proceséw
zachodzacych w pojedynczych komoérkach. Jednak w przypadku bardzo czesto
nieprzebadanych sktadnikéw kosmetycznych wyniki takich badan stanowia ogromng
warto$¢, wskazujag kierunek dla dalszych analiz i pozwalaja na oszacowanie
ich aktywnoSci biologiczne;j.

Nowoczesna kosmetologia poswieca wiele uwagi sktadnikom pochodzenia
roslinnego. Wyciagi roslinne i sktadniki naturalne wyizolowane z ros$lin ciesza sie
ogromng popularnos$cia, jako substancje biologicznie aktywne, na ktorych bazuja cate
linie kosmetyczne, a takze produkty farmaceutyczne.

Swiatowa Organizacja Zdrowia okreélita wakrote azjatycka jako jedna
z najwazniejszych na $wiecie roslin leczniczych [Azis i wsp. 2017]. Wyciagi z wakroty
azjatyckiej s Zrédtem wielu cennych sktadnikéw aktywnych dzieki, ktérym
przyspieszaja gojenie sie ran [Choochuay i wsp., 2016, Azis i wsp., 2017], wspomagaja
leczenie tuszczycy [Sampson i wsp. 2001], zapobiegaja powstawaniu rozstepow
skérnych [Mallol i wsp., 1991, Garcia-Hernandez i wsp., 2013], wykazujga dziatanie
przeciwstarzeniowe [Lee i wsp., 2006, Paolino i wsp., 2012] i antycellulitowe [Rawlings,

2006, Primastuti i wsp., 2013]. Wakrota azjatycka jest rosling o bogatym sktadzie,
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dzieki ktéremu posiada szereg aktywnos$ci biologicznych, doskonale wpisujacych
sie w wielokierunkowe potrzeby nowoczesnej kosmetologii.

Szerokie wykorzystanie wakroty azjatyckiej w przemysle kosmetycznym
i farmaceutycznym skutkuje tym, Ze rosSlina w stanie naturalnym jest zagrozona
wyginieciem. Metoda alternatywng wykorzystywang do pozyskiwania duzej ilosci
biomasy z wakroty azjatyckiej, w celu otrzymywania z niej ekstraktow i sktadnikéw
aktywnych biologicznie, sg kultury pedowe in vitro. Co wiecej, jak donosza dane
literaturowe, ekstrakty wodne w poréwnaniu z metanolowymi charakteryzuja sie nizsza
cytotoksycznoscia, a tym samym sg bezpieczniejsze dla komorek ludzkiego organizmu
[Hanisa i wsp., 2014]. Sposréd wielu rozpuszczalnikéw wykorzystywanych
do ekstrakcji, to wlasnie woda jest najczeSciej wykorzystywana w przemysle.
Zachowujac wysoka wydajnos$¢ ekstrakcji, producenci maja pewno$¢ bezpieczenistwa
zastosowanego rozpuszczalnika dla ludzkiego organizmu [Offord i wsp., 2002]. Z tego
powodu, w badaniach wiasnych zdecydowano sie oceni¢ i poréwnac aktywno$¢ dwéch
wyciggéw z wakroty azjatyckiej otrzymanych z roSliny z hodowli szklarniowej
i z hodowli in vitro, ktére nie zostaly do tej pory przebadane. Nalezy zwrdéci¢ uwage,
ze badanie surowych ekstraktow oznacza prace z mieszaning réznych zwigzkéw
aktywnych  biologicznie. Niektére z nich moga dziata¢ cytotoksycznie
lub genotoksycznie, a inne moga wykazywa¢ aktywno$¢ cytoprotekcyjna
lub antygenotoksyczng [Chippada i Vangalapati, 2012]. Aktywno$¢ biologiczna
wyciggéw roslinnych nierzadko wynika z synergistycznego dziatania réznych
fitosktadnikow zawartych w ekstrakcie.

Badane wyciagi wodne z wakroty azjatyckiej otrzymano z rosliny wyhodowanej
w warunkach szklarniowych (CA1) i z rosliny wyhodowanej w warunkach in vitro (CA2).
Do tej pory brak danych literaturowych na temat poréwnania aktywnos$ci biologicznej
i bezpieczenstwa stosowania tych dwdch ekstraktéow, a takze na temat, czy ich
aktywno$¢ jest uzalezniona od zawartosci w ekstraktach dwaéch sktadnikéw aktywnych,

azjatykozydu (AZ]) i madekasozydu (MAD).
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1. Aktywno$¢ wyciggdw i saponin wzgledem komorek prawidtowych

Bezpieczenstwo stosowania jest niezwykle waznym aspektem w odniesieniu
do stosowania ekstraktow wodnych z wakroty azjatyckiej oraz ich gtéwnych sktadnikow
aktywnych, azjatykozydu i madekasozydu. Pomimo szerokiego stosowania sktadnikéw
pochodzenia naturalnego w preparatach kosmetycznych, niewiele z nich zostato
doktadnie przetestowanych pod wzgledem bezpieczenstwa ich stosowania. Badania nad
efektem cytotoksycznym i wpltywem na proliferacje komoérek skéry wydaja sie by¢
bardzo waznymi testami, ktére nalezy przeprowadzi¢ w pierwszej kolejnosci.

Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej objely dwa wodne wyciagi
z wakroty azjatyckiej i dwa gtéwne sktadniki oznaczone w ekstraktach, azjatykozyd
i madekasozyd. Badania nad bezpieczenstwem stosowania testowanych wyciggow
i saponin przeprowadzono za pomocg dwdch réznych testow ZywotnoSci
(MTT i z czerwienig obojetng) oraz testu z fioletem krystalicznym stuzacym do oceny
ich wplywu na proliferacje komorek fibroblastow, keratynocytéw i astrocytéow.

Z dostepnych danych literaturowych wynika, ze do tej pory duzo dokiadniej
zostaty przebadane wyciagi alkoholowe z wakroty azjatyckiej. Poréwnujac aktywnos$¢
cytotoksyczng ekstraktow wodnych i metanolowych, to wtasnie wyciagi wodne

charakteryzowaly sie nizsza cytotoksycznoscia [Hanisa i wsp., 2014].

Komérki skory wtasciwej - fibroblasty (BJ-5ta)

Fibroblasty to komoérki zlokalizowane w skorze wtasciwej odpowiedzialne
za produkcje kolagenu i elastyny. W zwigzku z tym sa doskonalym modelem
do testowania substancji kosmetycznych 0 potencjalnym dziataniu
przeciwstarzeniowym. Zanim jednak przeprowadzi sie tego typu badania, nalezy oceni¢
bezpieczenstwo testowanych substancji w stosunku do komorek tej linii. Do tej pory
bardzo nieliczne prace opisuja wptyw wyciggéw z wakroty azjatyckiej na komorki skory
[Maquart i wsp., 1990, Somboonwong i wsp., 2012]. Opisane do tej pory badania
oceniajgce wptyw wakroty azjatyckiej na komorki skéry, oparte s gtéwnie
na sktadnikach aktywnych pozyskanych z ro$liny, azjatykozydzie, madekasozydzie
i kwasie azjatykowym, a nie na surowych ekstraktach [Maquart i wsp., 1990, Lu i wsp.,
2004, Lee i wsp., 2012].
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Wszystkie testowane substancje, zar6wno wyciagi z wakroty azjatyckiej,
jak i ich gtéwne sktadniki aktywne, azjatykozyd i madekasozyd, byly bezpieczne
w stosunku do komérek fibroblastéw, co potwierdzono zaréwno w tescie MTT,
jak i w teScie z czerwienig obojetng. Na podstawie analiz udato sie oceni¢ nie tylko
bezpieczenstwo stosowania, ale rowniez aktywnos¢ biologiczng testowanych wyciggéw
z wakroty azjatyckiej, azjatykozydu i madekasozydu w stosunku do komdrek
fibroblastow. Wszystkie testowane substancje stymulowaly proliferacje fibroblastow.
W starzejacej sie skorze ilos¢ fibroblastow spada, co skutkuje zmniejszong produkcja
kolagenu i elastyny oraz zmniejszong gestoscia skory. Pobudzanie fibroblastow
do namnazania jest jednym z pozadanych efektébw w  kosmetykach
przeciwstarzeniowych. Sposréd wyciggoéw, silniejszg aktywnoscig charakteryzowat sie
wyciag z roSliny szklarniowej (CA1), ktéry pobudzat namnazanie sie fibroblastéw,
co nie tylko potwierdza bezpieczenstwo jego stosowania, ale rowniez swiadczy o tym,
ze ekstrakt z ro$liny szklarniowej jest potencjalnym skitadnikiem o dziataniu
przeciwstarzeniowym, ktéry nawet po dtugim czasie (72 h) inkubacji nie tracit
aktywno$ci stymulujgacej namnazanie sie fibroblastéw.

Podobng aktywnos$¢ stymulujaca namnazanie fibroblastéw (HDF) zaobserwowali
w swoich badaniach Azis i wsp. z ta r6znica, ze do eksperymentow wykorzystali ekstrakt
metanolowy, ktory jak donosi Hanisa i wsp. charakteryzuje sie wyZszym potencjatem
cytotoksycznym niz wykorzystany w pracy doktorskiej ekstrakt wodny. Podobnego
efektu nie zaobserwowano w przypadku miareczkowanego ekstraktu z wakroty
azjatyckiej (TECA), ktéry indukowat synteze kolagenu bez wplywu na namnazanie
sie fibroblastow [Maquart i wsp., 1990].

Dziatanie wyciggu z ros$liny szklarniowej moze by¢ wywotane aktywnoScig
madekasozydu, ktéry rdéwniez stymulowal namnazanie komoérek fibroblastow.
Co wiecej, efekt dziatania samego madekasozydu byt silniejszy niz w przypadku
dziatania catego ekstraktu z wakroty azjatyckiej otrzymanego z rosliny szklarniowe;j.
Wynik ten wskazuje i potwierdza synergizm dziatania réznych sktadnikéw zawartych
w mieszaninie jaka jest ekstrakt. Obserwowany wzrost liczby fibroblastow
pod wptywem madekasozydu pozwolil wyselekcjonowa¢ madekasozyd jako sktadnik
o dziataniu przeciwstarzeniowym. Jest to niezwykle istotna obserwacja, poniewaz do tej
pory, to azjatykozyd, a nie madekasozyd byt wskazywany jako sktadnik wyciggéw

z wakroty azjatyckiej odpowiedzialny za pobudzanie komodrek fibroblastéw
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do namnazania. Co wiecej, w badaniach przeprowadzonych przez Wu i wsp. wykazano,
ze madekasozyd nie pobudzat fibroblastow do namnazania, wykazujac réwnoczes$nie
efekt przeciwstarzeniowy poprzez stymulowanie syntezy prokolagenu i kolagenu
typu i IIL

Réwniez azjatykozyd stymulowal namnazanie fibroblastow, jednak jego
aktywnos$¢ nie byta az tak silna jak madekasozydu. Prezentowane wyniki s3 zgodne
z wczeSniejszymi doniesieniami na temat indukcji namnazania fibroblastow
pod wptywem azjatykozydu [Lu i wsp., 2004, Lee i wsp., 2012]. Nalezy zwrdéci¢ uwage
na roznice w efekcie dziatania azjatykozydu w zaleznoSci od rodzaju fibroblastéw
wykorzystanych w badaniach. W pracy doktorskiej wykorzystano prawidtowe komorki
fibroblastow, ktérych namnazanie byto stymulowane przez azjatykozyd. Z kolei, Tang
i wsp. donosza, ze azjatykozyd hamowat proliferacje fibroblastéw pozyskanych
z keloidu w sposob zalezny od dawki i czasu, co wywotywato pozytywny efekt w postaci
prawidtowego bliznowacenia rany. Poréwnujac te wyniki, mozna zauwazy¢

selektywno$¢ dziatania azjatykozydu w stosunku do fibroblastéw réznego pochodzenia.

Komérki naskérka - keratynocyty (HaCaT)

Prawidtowe keratynocyty to komorki wystepujace w naskorku, ktére kontaktujg
sie z preparatem kosmetycznym, dlatego bezpieczenstwo testowanych wyciggéow
i saponin oceniono réwniez w stosunku do komérek linii HaCaT. W wyniku analiz
zaobserwowano cytotoksyczny wptyw wyzszych stezen azjatykozydu (0,2 - 0,4 pg/ml)
w stosunku do keratynocytow. Maksymalne bezpieczne stezenie azjatykozydu okreslone
na podstawie testu MTT wynosito 0,08 pg/ml.

Z kolei, testowane w pracy doktorskiej wyciagi z wakroty azjatyckiej (CA1 i CA2)
oraz madekasozyd byty bezpieczne w stosunku do keratynocytéw. Dzieki temu
prowadzono dalsze analizy dotyczace oceny aktywnoS$ci biologicznej w stosunku
do keratynocytéw. W przypadku keratynocytéw potencjalna aktywnos$¢ ekstraktow
hamujaca ich namnazanie mogtaby zosta¢ wykorzystana w terapii tuszczycy, poniewaz
jednym z patomechanizméw tej choroby jest nadmierna proliferacja tych komoérek.
Inhibicja proliferacji keratynocytéw linii SVK-14 pod wplywem wodnego wyciggu
z wakroty azjatyckiej, azjatykozydu i madekasozydu zostata wczesniej opisana przez

Sampson i wsp. Obydwa testowane w pracy doktorskiej wyciggi CA1 i CA2Z hamowaty
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namnazanie sie komédrek Kkeratynocytow. Silniejsza aktywnos$cig antyproliferacyjng
charakteryzowat sie wycigg z rosliny szklarniowej (CA1). Azjatykozyd w bezpiecznym
stezeniu dla komérek wykazywat nieznaczny wptyw hamujgcy ich namnazanie dopiero
po 72 godzinnej inkubacji. Podobnie madekasozyd, po 72 godzinnej inkubacji hamowat
proliferacje komorek linii HaCaT. Krotsza inkubacja komoérek w obecnosci
madekasozydu skutkowata nieznaczng stymulacja proliferacji. Analiza wynikéw
pozwolita stwierdzi¢, ze ekstrakty z Centella asiatica posiadaty aktywnos$¢
antyproliferacyjng w stosunku do komérek ludzkiego naskdérka. Na uwage zastuguje
fakt, ze ani azjatykozyd ani madekasozyd nie byly odpowiedzialne
za to dziatanie. W przypadku ekstraktu z ro$liny in vitro (CA2), zawarta w nim ilo$¢
azjatykozydu i madekasozydu byta zbyt niska, aby wywota¢ efekt antyproliferacyjny.

Pozytywne wyniki dotyczace bezpieczenstwa i aktywnosci biologicznej
testowanych wyciggow CA1 i CA2 byly przestanka do podjecia dalszych badan
nad wplywem niskich stezen wyciggdw na aktywno$¢ migracyjng keratynocytow
w teScie zarastania rany in vitro.

Proces gojenia ran jest ztoZony i obejmuje kilka skomplikowanych faz. Wkroétce
po ustgpieniu zapalenia rany, nastepuje migracja fibroblastow i keratynocytéw do rany.
Komorki te nastepnie przylegaja do brzegéw rany i zaczynaja proliferowac [Lee i wsp.,
2012]. Szybkos¢ migracji komorek odnosi sie do szybkos$ci migracji w pewnych ramach
czasowych. Zazwyczaj komorki migrujag w kierunku pustych przestrzeni. Jednak nalezy
zwroci¢ uwage, ze szybko$¢ migracji zalezy rowniez od Srodowiska rany [Liang i wsp.,
2007]. Stale poszukuje sie zwigzkéw, ktore przyspieszytyby proces migracji komorek
z tkanek otaczajacych do rany, a nastepnie stymulowaty ich namnazanie w celu
zaro$niecia rany. Jest wysoce prawdopodobne, ze wyciaggi wodne z wakroty azjatyckiej
maja pozytywny wplyw na szybko$¢ migracji komérek naskérka. Proces gojenia sie ran
jest procesem fizjologicznym i w zdrowym organizmie nie wymaga dodatkowego
wsparcia. Jednak u pacjentéw chorujacych np. na cukrzyce proces gojenia sie zostaje
zaburzony i nalezy odpowiednio zaopatrzy¢ rane w celu jej jak najszybszego zagojenia.

Jak wspomniano wcze$niej migracja, adhezja i proliferacja to podstawowe
procesy zaangazowane w gojenie sie ran na poziomie komérkowym. Najwazniejszymi
za$ komorkami biorgcymi udzial w tym procesie sg keratynocyty i fibroblasty. Sugeruje
sie, ze ruch keratynocytdbw na powierzchni rany wplywa na naprawe naskorka

w procesie gojenia ran [Lee i wsp., 2012], dlatego do badan nad aktywnoscig wyciggow
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CA1i CA2 na tempo zarastania rany wybrano linie keratynocytéw (HaCaT). Pozytywny
wptyw testowanych wyciggéw CA1 i CA2 na zywotno$¢ i proliferacje keratynocytow
spowodowat prowadzenie dalszych badan pod katem ich wptywu na migracje
keratynocytow do rany przy uzyciu testu zarastania rany in vitro. W wyniku
przeprowadzonych badan stwierdzono wieksze tempo =zarastania rany przez
keratynocyty pod wptywem wyciggu CA1, ktory juz w najnizszym testowanym stezeniu
100 pg/ml wykazywat identyczng aktywnos¢, jak wycigg CA2 w stezeniu 500 pg/ml.
Zaobserwowano réwniez, Ze wraz ze wzrastajacym stezeniem wyciggu CA1, spada jego
pozytywny wplyw na szybko$¢ migracji keratynocytéw. Podobnych obserwacji wptywu
wodnego wyciggu z wakroty azjatyckiej wzgledem komdrek RCE dokonali Ruszymach
1 wsp.

Wycigg CA1 w najnizszym testowanym stezeniu 100 pg/ml po 24 h inkubacji
nie tylko w istotny statystycznie sposéb pobudzat proliferacje Kkeratynocytow,
ale rowniez pozytywnie wpltywal na tempo zarastania rany. Z Kkolei, wycigg CA2
po 24 godzinnej inkubacji w stezeniu 500 pg/ml nie wywart istotnego wptywu
na proliferacje komérek HaCaT, ale w istoty statystycznie sposob zwiekszyl migracje
keratynocytow do rany. Uzyskane wyniki sugerujg potencjalny efekt terapeutyczny
wyciggéw dla ponownej epitelializacji warstwy rogowej naskdrka podczas procesu
gojenia sie ran. Podczas ponownej epitelializacji, keratynocyty namnazajg sie i r6znicuja,
aby przywroci¢ ochronng funkcje warstwy rogowej naskdrka. Skrécenie czasu migracji,
a tym samym czasu gojenia sie rany ma niezwykle istotny wptyw w przypadku trudno
gojacych sie ran. Podobne wyniki uzyskali Ruszymach i wsp., ktérzy w wyniku
przeprowadzonych eksperymentow stwierdzili, ze wodny ekstrakt z wakroty azjatyckiej
badany w nizszych stezeniach (62,5 ppm) wspomaga migracje komoérek RCE (krélicze
komorki nabtonka warstwy rogowej). Komorki RCE migrowaty szybciej i juz po 2 dniach
zaobserwowano catkowite zaros$niecie rany [Ruszymach i wsp.,, 2012].
Dane literaturowe donosza réwniez o pozytywnym wplywie metanolowej frakcji
wyciggu z wakroty azjatyckiej badanej w stezeniach 0,2 i 100 pg/ml,
ktére w poréwnaniu do proby kontrolnej miaty pozytywny wptyw na szybko$¢ migracji
komorek linii HaCaT [Azis i wsp., 2017]. Zwraca sie rOwniez uwage na inny aspekt
wptywu wodnych wyciggéw z wakroty azjatyckiej w procesie gojenia sie ran. Jak podaja

Somboonwong i wsp., wodne ekstrakty z wakroty azjatyckiej charakteryzuja sie duza
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zawartoScig flawonoidéw, o silnej aktywnos$ci antyoksydacyjnej, ktére redukujg stres
oksydacyjny w ranie, a tym samym przyspieszajg jej gojenie.

Analiza wynikéw pozwolita wykaza¢, ze ani azjatykozyd, ani madekasozyd
nie byty odpowiedzialne za pozytywny wplyw wyciaggdw na tempo zarastania rany
in vitro. Badane w pracy doktorskiej saponiny, azjatykozyd i madekasozyd
nie wykazywaly pozytywnego wptywu na tempo zarastania rany. Najprawdopodobniej
wynika to ze zbyt niskich testowanych stezen zwigzkéw, ktére wynikaly z ilosci
azjatykozydu i madekasozydu zawartych w badanych wyciggach. Dane literaturowe
donosza, ze azjatykozyd przyspiesza o 20% migracje fibroblastéw (aHDFs)
i keratynocytow (aNHEKs) w poréwnaniu do proby kontrolnej. Wyniki badan wykazaty
réwniez, Ze azjatykozyd utatwia i stabilizuje adhezje komérek skory. Azjatykozyd moze
wiec zosta¢ wykorzystany jako sktadnik sztucznej skory wiasciwej, dzieki czemu
przeszczepiony naskorek mogiby przytaczac sie do niej szybciej i mocniej [Lee i wsp.
2012]. Wyniki tych badan potwierdzaja eksperymenty in vivo przeprowadzone
na myszach przez Wu i wsp, ktoérzy udowodnili, Ze zaréwno azjatykozyd
jak i madekasozyd przyspieszaja gojenie sie ran. Co wiecej, zaobserwowali, ze w grupie
leczonej madekasozydem rany goily sie szybciej w poréwnaniu do grupy leczonej

azjatykozydem.

Komodrki glejowe - astrocyty (C8D1A)

Ze wzgledu na liczne doniesienia literaturowe o neuroprotekcyjnym dziataniu
wakroty azjatyckiej [Soumyanath i wsp., 2005, Soumyanath i wsp, 2012, Gray i wsp.,
2015, Gray i wsp., 2016, Luo i wsp., 2018 Song i wsp., 2018], a takze pozytywnym
wptywie wyciggdéw z Centella asiatica na procesy poznawcze i zapamietywanie do badan
nad bezpieczenstwem wigczono linie komoérek glejowych - astrocytéw.

Wyciggi wodne z wakroty azjatyckiej testowane w pracy doktorskiej
nie byly do tej pory badane pod katem ich bezpieczenistwa stosowania w stosunku
do astrocytéw. Do tej pory brak rowniez doniesien naukowych o testach prowadzonych
z wykorzystaniem azjatykozydu i madekasozydu w stosunku do tej linii komérkowe;.
Bezpieczenstwo stosowania wyciggu wodnego z Centella asiatica zostato juz wczeSniej
udokumentowane w stosunku do komérek nowotworowych wspéiczulnego uktadu
nerwowego, linii SHSY i MC65 [Gray i wsp., 2014, Gray i wsp., 2015], jednak nie
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prowadzono do tej pory analiz potwierdzajacych bezpieczenistwo testowanych
wyciggéw wodnych w stosunku do prawidtowych astrocytéw.

Wyniki eksperymentéw prowadzonych w ramach pracy doktorskiej wykazaty,
ze wyciag otrzymany z ro$liny z hodowli in vitro (CA2) w najwyzszym steZeniu
1000 pg/ml hamowat proliferacje oraz wykazywat dziatanie cytotoksyczne w stosunku
do komorek astrocytow, obnizajgc ich zywotnos¢ az o 40%. Wyniki te moga Swiadczy¢
o dziataniu neurotoksycznym ekstraktu z ro$liny in vitro. Efektu cytotoksycznego
nie zaobserwowano natomiast w przypadku wyciggu z ro$liny szklarniowej (CA1),
azjatykozydu i madekasozydu, co $wiadczy o bezpieczenstwie ich stosowania
w stosunku do astrocytéw.

Pozytywne  wyniki uzyskane w ramach badania bezpieczenistwa
staty sie przyczynkiem do badan aktywnosci glioprotekcyjnej testowanych wyciggéw
i saponin w stezeniach bezpiecznych dla astrocytéw.

Wakrota azjatycka posiada udokumentowane dziatanie neuroprotekcyjne, jednak
o dziataniu glioprotekcyjnym wiadomo niewiele. Bioragc pod uwage fakt, ze komorki
glejowe s3 odpowiedzialne za wtasciwe funkcjonowanie komérek nerwowych - ich
kondycja w obrebie uktadu nerwowego jest niezwykle wazna. Dowiedziono, ze astrocyty
nie tylko biorg udziat w utrzymaniu prawidtowej homeostazy w osrodkowym uktadzie
nerwowym, chronig komorki nerwowe przed uszkodzeniem, ale odpowiadajg réwniez,
za przewodnictwo nerwowe 1 komunikacje komoérek nerwowych. Wszystkie
te aktywno$ci warunkuja zachowanie swoistego mikrosrodowiska w obrebie
osrodkowego uktadu nerwowego i umozliwiaja wiasciwe funkcjonowanie komorek
nerwowych [Liu i Chopp, 2016]. W badaniach in vitro stwierdzono aktywnos$¢
neuroprotekcyjng wyciggu wodnego [Gray i wsp., 2015], azjatykozydu [Song i wsp.,
2018] i madekasozydu [Luo i wsp., 2018]. Prowadzono réwniez szerokie badania nad
zdolnos$cig neuroregeneracyjng kwasu azjatykowego, w ramach ktérych wykazano jego
zdolno$¢ do promowania wydtuzania neurytéw komérek SH-SY5Y [Soumyanath i wsp.,
2005]. Wyniki tych badan =zostaty rowniez poparte eksperymentami in vivo
przeprowadzonymi na szczurach [Haleagrahara i Ponusamy, 2010] i myszach [Gray
i wsp., 2016], w ktorych testowano wyciggi wodne z wakroty azjatyckiej.

Uszkodzenie komorek wywotane stresem oksydacyjnym jest zwigzane zaréwno
Z postepem starzenia sie, jak i z wieloma zaburzeniami neurodegeneracyjnymi,

takimi jak np. choroba Parkinsona. Wiele badan wykazato powigzania pomiedzy stresem

145



V. Dyskusja

oksydacyjnym, a rozwojem choréb neurodegeneracyjnych. Wolne rodniki tlenowe tatwo
uszkadzaja czasteczki biologiczne, a takie uszkodzenie moze ostatecznie doprowadzic¢
do apoptozy komdrkowej lub martwicy [Guo i wsp., 2013]. Badania przeprowadzone
po$miertnie u oséb chorujacych na Parkinsona wykazaty, ze wiele lipidow, biatek
i kwaséw nukleinowych (w tym DNA) w moézgu ulegto zniszczeniu w wyniku stresu
oksydacyjnego [Haleagrahara i wsp., 2011]. Apoptoza komdrek neuronalnych odgrywa
kluczowa role w patogenezie choroby Alzhaimera. Zmiany neuronalne wystepujace
podczas starzenia sie, w niektorych przypadkach moga rdéwniez powodowacl
uposledzenie zdolnosci poznawczych [Gray i wsp., 2016].

Wyciggi wodne z wakroty azjatyckiej CA1 i CA2 testowane w ramach pracy
doktorskiej nie byty do tej pory badane pod katem ich aktywno$ci glioprotekcyjne;j.

W celu indukcji uszkodzen w astrocytach, majacych nasladowaé¢ uszkodzenia
komorek glejowych, w modelu eksperymentalnym wykorzystano doksorubicyne (DOX)
- chemioterapeutyk o dziataniu cytotoksycznym. Wyniki badan przeprowadzonego
eksperymentu  potwierdzity spadek zywotnosci astrocytéw  inkubowanych
w obecnos$ci doksorubicyny (Ryc. 22, str. 112). Jednakze preinkubacja z wyciggami CA1
i CA2 z wakroty azjatyckiej znaczgco podnosita zywotnos¢ komorek, co swiadczy
o ochronnym dziataniu ekstraktéw przed uszkodzeniami indukowanymi przez
doksorubicyne (Ryc. 22, str. 112). Roéwniez preinkubacja z azjatykozydem
i madekasozydem pozytywnie wptywa na zywotno$¢ komdrek, traktowanych nastepnie
doksorubicyng. Podobne wyniki uzyskano preinkubujac z azjatykozydem komorki
$rodbtonka moézgu ludzkiego (hBMECs), co zapobiegato toksycznemu dziataniu
amyloidu 3, znanego z neurotoksycznosci i charakterystycznego dla choroby Alzhaimera
[Song i wsp., 2018]. Wyniki uzyskane po preinkubacji astrocytéw z madekasozydem
byty réwniez zgodne z danymi uzyskanymi przez Luo i wsp., ktorzy wykazali,
ze preinkubacja komérek z madekasozydem chroni komoérki mikroglejowe (linia BV2)
przed uszkodzeniem. Co wiecej, wykazano, ze madekasozyd dziala neuroprotekcyjne
poniewaz moduluje aktywno$¢ antyoksydacyjna, przeciwzapalng i przeciwapoptotyczng
komorek [Luo i wsp., 2018]. Badania prowadzone przez Su i wsp. wykazaly,
ze madekasozyd dziata ochronnie przeciwko uszkodzeniom wywotanym
przez doksorubicyne w modelu badawczym neurotoksycznosci [Su i wsp. 2015].

Rosnaca zywotno$¢ astrocytow zaobserwowano rowniez przy jednoczesnym

zastosowaniu wyciagow z wakroty azjatyckiej CA1/CA2/azjatykozydu/madekasozydu z
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doksorubicyng, co wskazuje na ich dziatanie zapobiegajace efektowi toksycznemu
wywotywanemu przez doksorubicyne (Ryc. 23 str. 114). Wyniki badan
przeprowadzonych przez Gray i wsp. rowniez potwierdzity, ze wodny ekstrakt
z wakroty azjatyckiej posiadat dzialanie neuroprotekcyjne. Autorzy wykazali,
ze ekstrakt zmniejszyt poziom wewngtrzkomorkowych reaktywnych form tlenu, a takze
indukowal ekspresje gendéw odpowiedzi antyoksydacyjnej. Dane te sugeruja wpltyw
wyciggu wodnego z wakroty azjatyckiej na biogeneze mitochondrialng RFT, ktéra
w potaczeniu z aktywacja genow odpowiedzi antyoksydacyjnej i normalizacje
homeostazy wapnia prawdopodobnie przyczynia sie do jej neuroprotekcyjnego
dziatania przeciwko toksycznemu dziataniu A [Gray i wsp., 2015].

Azjatykozyd po podaniu jednoczesnym z doksorubicyng nie zapobiegat jej efektowi
toksycznemu, utrzymujac zywotno$¢ komoérek na poziomie poréwnywalnym
z doksorubicyna.

Z kolei, madekasozyd wykazywat najsilniejsze dziatanie ochronne. Jednoczesne
zastosowanie madekasozydu i doksorubicyny (DOX1 i DOX5) skutkowato wzrostem

zywotnos$ci komorek astrocytow (Ryc. 23 str. 114).

2. Aktywnos¢ wyciggow i saponin wzgledem komdrek nowotworowych
Czerniak skory jest nowotworem ztosliwym wywodzacym sie z komodrek
melanocytarnych i wedtug Krajowego Rejestru Nowotwordéw jest najczestsza przyczyng
zgondw wsrdd chorych na nowotwory ztosliwe. W ostatnich latach obserwuje
sie dynamiczny wzrost liczby chorych, jest to nawet okoto 3100 nowych zachorowan
rocznie [Rutkowski i Wysocki, 2017]. Istnieje wiele czynnikéw ryzyka rozwoju
czerniaka skory, jednak za najistotniejsze uznaje sie, nadmierng ekspozycje
na promieniowanie ultrafioletowe, jak réwniez kumulacyjng ekspozycje na Stonce
potaczong z oparzeniami stonecznymi [Rutkowski i Wysocki, 2017, Ruka i wsp., 2009].
Czerniak jest nowotworem niezwykle opornym na chemioterapie, ktora jest skuteczna
zaledwie u 15-20% chorych. Nalezy zwr6ci¢ uwage, Ze mozna zapobiegaé
zachorowaniom na czerniaka, poprzez stosowanie odpowiedniej ochrony
przeciwstonecznej. Aplikacja kreméw z filtrem o wysokim faktorze, ostona ciata

odpowiednimi ubraniami, a takze unikanie solarium i edukacja o jego szkodliwym
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wptywie, powinny skutkowa¢ ograniczeniem ekspozycji na gtdwny czynnik etiologiczny
choroby, a tym samym przyczyniac¢ sie do spadku zachorowalno$ci.

Jak donosza dane literaturowe, prawie 60% komercyjnie dostepnych Srodkow
przeciwnowotworowych jest pochodzenia naturalnego [Kumari i wsp., 2016]. Liczne
badania naukowe potwierdzaja aktywno$¢ przeciwnowotworowg wyciggéw z wakroty
azjatyckiej, jednak nie badano ich aktywnosci przeciwko komoérkom nowotworowym
czerniaka skory uwzglednionym w pracy doktorskiej. Wakrota azjatycka jako roslina
0o potwierdzonym dziataniu przeciwstarzeniowym i promieniochronnym staje
sie potencjalnym sktadnikiem kosmetycznym, ktéry w preparatach dla skory dojrzatej
mogtby zarazem dziata¢ chemoprewencyjnie. Ciekawym aspektem wydaje sie réwniez,
ze najwyzszy wskaznik zapadalnos$ci na czerniaka odnotowuje sie w Australii,
ktéra jest rowniez naturalnym miejscem bytowania wakroty azjatyckiej. Potencjalny
efekt przeciwnowotworowy wakroty azjatyckiej mogtby wiec zostaé szybko
wykorzystany, a zarazem wpisa¢ sie w ekologiczno-lokalny trend produkcji
kosmetykdow.

Cytotoksyczno$¢ wyciggdw wodnych z wakroty azjatyckiej zostata udowodniona
w stosunku do komérek nowotworowych raka ptuca (A549) i raka nerek (BHK-1)
[Pittella i wsp., 2009]. Jednak aktywno$¢ przeciwnowotworowa wyciggéw wodnych
z wakroty azjatyckiej nie byta do tej pory testowana w stosunku do komorek czerniaka
uwzglednionych w pracy doktorskie;j.

Do tej pory pod katem aktywnosci przeciwnowotworowej duzo doktadniej
niz wyciagi wodne z wakroty azjatyckiej zostaty przebadane wyciggi alkoholowe.
Badacze potwierdzili dziatanie cytotoksyczne etanolowego ekstraktu z lisci w stosunku
do komérek nowotworowych ptuca (A549) [Naidoo i wsp., 2017]. Wykazano réwniez,
ze metanolowe ekstrakty z wakroty azjatyckiej i wyizolowane z nich sktadniki aktywne
dziatajg proapoptotycznie w stosunku do komérek raka sutka (MCF-7), a takze wykazujg
dziatanie antyproliferacyjne w stosunku do ludzkich komoérek: gruczolakoraka Zotadka
(MK-1), szyjki macicy (HeLa) i mysich komérek czerniaka (B16F10) [Yoshida i wsp.,
2005, Babykutty i wsp., 2009].

Badane w pracy doktorskiej saponiny wyizolowane z wakroty azjatyckiej,
azjatykozyd i madekasozyd, réwniez posiadaja udowodnione dziatanie
przeciwnowotworowe. Wykazano, Ze madekasozyd, badany w duzo wyzszych

stezeniach niz testowano w pracy doktorskiej, hamuje proliferacje i migracje komorek
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nowotworowych linii HepG2 i SMMC-77 [Li i wsp., 2016]. Z kolei, azjatykozyd,
jest odpowiedzialny za inhibicje proliferacji komérek nowotworowych sutka linii MCF-7
[Al-Saeedi, 2014]. Sugeruje sie, ze azjatykozyd, w warunkach in vitro nie posiada
tak silnej aktywnos$ci, jak w warunkach in vivo, co podyktowane jest szybkim
przeksztatceniem azjatykozydu do kwasu azjatykowego, ktory nastepnie dziata
w organizmie. To wlasnie kwas azjatykowy jest najdoktadniej przebadanym w modelu
komorkowym komponentem wyciggéw z wakroty azjatyckiej. Wykazano, ze indukuje
apoptoze komorek czerniaka ludzkiego (SK-MEL-2), jak rowniez ludzkich komorek raka
jajnika (SKOV3 i OVCAR-3), zachowujac przy tym selektywno$¢ dziatania, nie wptywajac

negatywnie na zywotno$¢ komorek prawidtowych [Park i wsp., 2005, Ren i wsp., 2016].

Komérki czerniaka skéry (A375)

Jedynie ekstrakt otrzymany z ro$liny z hodowli in vitro (CA2) obnizat zZywotnos$¢
komorek czerniaka skoéry linii A375 (Ryc. 24 B, str. 116). W poréwnaniu ze zwigzkiem
referencyjnym, winblastyng, efekt cytotoksyczny ekstraktu zostal wywotany przez duzo
wyzsze stezenia, jednak nalezy zwréci¢ uwage, Ze ekstrakt z wakroty azjatyckiej
jest substancja roslinng, a czerniak skéry nowotworem opornym na chemioterapie,
przez co uzyskane wyniki cytotoksyczno$ci na tym poziomie mogg Swiadczy¢
o chemoprewencyjnym dziataniu ekstraktu (CA2).

Analiza wynikéw cytotoksycznos$ci pozwolita stwierdzi¢, Ze za aktywnos$¢
cytotoksyczng ekstraktu z roSliny in vitro nie byly odpowiedzialne obecne
w nim saponiny. Azjatykozyd obnizal zywotnos$¢ komérek czerniaka, wywotujac efekt
cytotoksyczny w najwyzszych stezeniach. Jednak w ekstrakcie z roSliny in vitro
nie notowano tak wysokich stezen azjatykozydu.

Uzyskane wyniki wptywu badanych wyciggdw na proliferacje komorek linii A375,
$wiadcza o ich aktywnosci cytostatycznej, gdzie silniejszg aktywnoscig charakteryzowat
sie wyciag z rosliny szklarniowej (CA1). W przypadku aktywnos$ci antyproliferacyjnej,
obydwie saponiny obecne w wyciggach moglty by¢ odpowiedzialne za cytostatyczne
dziatanie wyciggu, poniewaz zaréwno azjatykozyd i madekasozyd w dawkozalezny

sposéb hamowaty proliferacje komoérek czerniaka skéry.
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Komérki czerniaka - przerzut z ptuca (WM793)

Linia komoérek czerniaka przerzutu z ptuca (WM793) byla bardziej wrazliwa
na dziatanie testowanych wyciggéw. Obydwa wyciagi wodne z wakroty azjatyckiej
obnizaty zywotno$¢ komoérek tej linii, a takze hamowaty namnazanie wykazujac
dziatanie chemoprewencyjne i cytostatyczne (Ryc. 27 A, str. 120; Ryc. 29 A, B, str. 123).
Nalezy zwrdéci¢ uwage, zZe powyzsza aktywnos$¢ cytotoksyczna wyciggéw nie byta
wywotana przez zadng z saponin obecng w ekstraktach, ani azjatykozyd
ani madekasozyd nie dziataty cytotoksycznie w stosunku do komérek linii WM793.
Zaobserwowano nawet, ze azjatykozyd podnosit Zzywotno$¢ komorek tej linii. Jednak
zarowno azjatykozyd jak i madekasozyd wykazywaty dziatanie cytostatyczne, hamujac
namnazanie sie komoérek czerniaka. Silniejsza aktywnos$cia cytostatyczna
charakteryzowat sie madekasozyd.

Analizujgc  wyniki dotyczace cytotoksycznego wplywu badanych wyciggow
w stosunku do komorek czerniaka, a takze biorac pod uwage wczes$niejsze wyniki badan
wilasnych, nalezy zwréci¢ uwage na selektywno$¢ dziatania ekstraktéow, czyli
jednoczesng  cytotoksyczno$¢ w  stosunku do komoérek nowotworowych
i bezpieczenstwo w stosunku do komoérek prawidtowych.

Analiza wynikéw dotyczacych komoérek prawidtowych skéry (keratynocytéw
i fibroblastéw) i nowotworowych skéry (A375) wykazata, Ze ekstrakt z wakroty
azjatyckiej otrzymany z rosliny z hodowli in vitro (CA2) dziatat w stosunku do nich
w sposéb selektywny. Ekstrakt z roSliny in vitro byt cytotoksyczny w stosunku
do komoérek opornego na terapie czerniaka skory, a zarazem byt bezpieczny w stosunku
do prawidtowych komérek skory.

Z kolei, w przypadku linii nowotworowej czerniaka WM793, juz obydwa
testowane wyciggi CA1l i CA2 dziataty selektywnie cytotoksycznie w stosunku

do komorek tej linii i komérek prawidtowych keratynocytow, fibroblastow i astrocytow.
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Komérki nowotworowe wqtroby (HepGZ2)

Doniesienia literaturowe [Jorge i Jorge, 2005], o potencjalnym dziataniu
hepatotoksycznym wakroty azjatyckiej przyczynity sie do wiaczenia komérek linii
HepG2 do badan nad bezpieczenstwem. Wyniki badan wtasnych wykazaty, Ze testowane
wyciggi nie wykazywaly dziatania hepatocytoksycznego, wrecz przeciwnie, podnosity
zywotno$¢ komorek linii HepG2, co swiadczy o bezpieczenstwie ich stosowania. Analiza
wynikéw wskazuje, ze za aktywno$¢ stymulujacg namnazanie sie komérek linii HepG2
nie byty odpowiedzialne saponiny triterpenowe, azjatykozyd i madekasozyd obecne
w wyciggach, poniewaz wykazywaty one dziatanie przeciwstawne do testowanych
wyciggéw. Co wiecej, nalezy zwrdci¢ uwage na synergizm dziatania réznych sktadnikow
obecnych w mieszaninie jaka jest wyciag z ro$liny Centella asiatica - wyciagi
stymulowaly proliferacje, a saponiny ja hamowaty. Swiadczy to o tym, ze inny sktadnik
lub ich mieszanina byty odpowiedzialne za efekt stymulujacy namnazanie komorek linii
HepG2.

Naidoo i wsp. donosza o hamujacym proliferacje wplywie ekstraktu
metanolowego z wakroty azjatyckiej w stosunku do komérek linii HepG2. Z kolei,
obydwa badane w pracy doktorskiej wyciagi wodne z wakroty azjatyckiej stymulowaty
namnazanie sie komoérek linii HepG2. W poréwnaniu z wynikami uzyskanymi przez
Naidoo i wsp. mozna po raz kolejny stwierdzi¢, ze wyciagi wodne dziatajg bezpieczniej
i skuteczniej niz wyciggi alkoholowe. Silniejszym wptywem na proliferacje
charakteryzowat sie wycigg z roSliny szklarniowej, zawierajagcy wyzsze stezenia
azjatykozydu i madekasozydu. Jednak to nie saponiny obecne w ekstrakcie byty
odpowiedzialne za dziatanie stymulujace proliferacje, poniewaz zaré6wno azjatykozyd
i madekasozyd hamowaty namnazanie komorek linii HepG2. Uzyskane wyniki badan
sa zgodne z wynikami uzyskanymi przez Liu i wsp. ktérzy réwniez wykazali,
ze madekasozyd hamuje namnazanie sie komoérek linii HepG2, a takze zgodne
ze stwierdzeniem, Ze to wolne kwasy, a nie ich estry obecne w wakrocie azjatyckiej
moga by¢ odpowiedzialne za aktywnos¢ biologiczng wyciggéw [Coldren i wsp., 2003].
Mozliwe wiec, Ze za wzmozone namnazanie sie komoérek watroby odpowiedzialny
byt kwas azjatykowy, posiadajacy udowodnione dziatanie cytoprotekcyjne w stosunku

do komorek linii HepG2 [Qi i wsp., 2017].
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3. Aktywno$¢ antyoksydacyjna wyciggdéw i saponin

Wolne rodniki sg wysoce reaktywnymi czastkami, ktore odgrywaja ogromna role
w etiologii tzw. chorob cywilizacyjnych (np. nowotworéw). Skuteczna walka
z wszechobecnym stresem oksydacyjnym i chorobami bedacymi jego nastepstwem,
polega na wsparciu naturalnych systeméw obronnych organizmu. Substancje roslinne
charakteryzuja sie duzg zawartos$cig sktadnikéw o potencjale antyoksydacyjnym.

Wyciagi otrzymane z wakroty azjatyckiej sa bogatym Zrodtem wielu sktadnikow
aktywnych. Niektére z nich mogg by¢ donorami wolnych -elektronéw
przez co inaktywuja wolne rodniki tlenowe. Szczegdlnie duza zawartos¢ zwigzkéw
polifenolowych i flawonoidowych pozwala ekstraktom z wakroty azjatyckiej na silng
aktywno$¢ antyoksydacyjng, przez co maja tez wplyw na hamowanie proceséw
starzenia sie skéry i catego ludzkiego organizmu [Subhasree i wsp., 2009].

[stnieje szereg metod wykorzystywanych do oceny aktywnos$ci antyoksydacyjne;j.
Ze wzgledu na szybka i niedroga analize, najbardziej rozpowszechnione sga metody
in vitro, oparte najczeSciej na reakcjach chemicznych zachodzacych pomiedzy
antyoksydantem, a wolnymi rodnikami (np. DPPH) lub jonami metali (np. FRAP).
Najnowoczes$niejszymi metodami do oceny aktywnos$ci antyoksydacyjnej sa te, ktore
wykorzystuja modele komoérkowe (np. ROS-Glo Hz02). Wyniki tych analiz stanowia
ogromng wartos¢, poniewaz w odréznieniu od testow chemicznych, uwzgledniaja
metabolizm i transport komoérkowy oraz sg prowadzone w warunkach fizjologicznych
(pH, temperatura) [Koss-Mikotajczyk i wsp., 2017].

Zadna z metod oznaczania dziatania antyoksydacyjnego nie moze by¢ uznana
za uniwersalng. Wtasciwosci antyoksydacyjne wyciggéw wodnych z wakroty azjatyckiej
omawianych w pracy doktorskiej badano za pomocg trzech metod oceniajgcych rézne
mechanizmy dziatania przeciwutleniajgcego. Naleza do nich dwie metody chemiczne:
redukcji rodnika (DPPH) i oznaczania sity redukcyjnej jonéw zelaza (FRAP) oraz metoda

komorkowa (ROS-Glo H202).
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Zdolnos¢ badanych substancji do dezaktywacji wolnych rodnikéw - test DPPH

Obydwa testowane wyciggi wodne z wakroty azjatyckiej (CA1 i CAZ2)
byty obdarzone zdolnosScia do dezaktywacji wolnego rodnika tlenowego, ktora rosta
wraz ze stezeniem i czasem inkubacji (Ryc. 33 A, B, str. 129). Por6wnywalna aktywnos¢
antyoksydacyjna dwdch ekstraktéw Swiadczy o podobnej zawartosci zwigzkéow
fenolowych w badanych ekstraktach. Jednak aktywno$¢ antyoksydacyjna wyciggéw CA1
i CA2 byta duzo nizsza niz wykorzystanego w eksperymencie zwigzku referencyjnego -
kwasu galusowego. Potencjat antyoksydacyjny testowanych wyciggéw nie byt
az tak silny jak ekstraktow, o ktoérych donoszg Pittella i wsp. oraz Kumari i wsp., wedtug
ktérych wodny ekstrakt z wakroty azjatyckiej byt silniejszym przeciwutleniaczem
niz referencyjny Trolox. Z kolei, w zgodzie z uzyskanymi w pracy doktorskiej wynikami
badan pozostajg rezultaty otrzymane przez Jain i wsp. oraz Orhan i wsp., u ktérych
badane wyciggi alkoholowe z wakroty azjatyckiej charakteryzowaty sie umiarkowang
aktywnos$cig antyoksydacyjng [Jain i wsp., 2008, Orhan i wsp., 2013]. Wykazano
réwniez, Ze zdolno$¢ wyciggow metanolowych z wakroty azjatyckiej do zmiatania
wolnych rodnikéw tlenowych jest S$ciSle powigzana ze zdolnos$cig ekstraktow
do zapobiegania peroksydacji lipidéw [Jain i wsp., 2008].

W przypadku ekstraktow pozyskanych z ro$lin, produkt o statej jakosci
chemicznej nie jest mozliwy do odtworzenia. Kazda partia ekstraktow zawiera rozne
ilosci fitosktadnikow [Azis i wsp. 2017]. Co wiecej, sktad chemiczny wyciggéow
ros$linnych, a co z tego wynika ich aktywnos$¢ biologiczna rézni sie w zaleznosci
od miejsca pozyskania surowca [James i wsp. 2011]. Dlatego w przypadku badan
aktywnos$ci biologicznej surowych, niestandaryzowanych ekstraktow roslinnych
mozliwe jest uzyskanie odmiennych od siebie wynikéw badan.

W ramach eksperymentu udato sie réwniez oszacowaé staby potencjat
antyoksydacyjny dla azjatykozydu (Ryc. 33 C, str. 129). Aktywno$¢ antyoksydacyjng
azjatykozydu oszacowano rowniez w badaniach in vivo na szczurach przeprowadzonych
przez Shukla i wsp., ktérzy wykazali, ze zewnetrzna aplikacja azjatykozydu na rane
powodowata wzrost enzymatycznych i nieenzymatycznych antyoksydantow: dysmutazy
ponadtlenkowej, katalazy i peroksydazy glutationowej, co finalnie skutkowato

przyspieszeniem procesu gojenia sie rany [Shukla i wsp., 1999b].
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Zdolnos¢ badanych substancji do redukowania jonéw Fe(IIl) - test FRAP

Wyniki wykazaty, ze obydwa badane wyciagi wodne z wakroty azjatyckiej (CA1
i CA2) byty obdarzone zdolnoscig do redukcji jonow zelaza (III) (Tabela 19, str. 130).

PiSmiennictwo dowodzi, ze wyciagi etanolowe z wakroty azjatyckiej posiadaja
umiarkowang aktywnos$¢ przeciwutleniajaca oznaczong w teScie FRAP [Orhan i wsp.
2013]. W poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy mozna stwierdzic,
ze zaro6wno wodne jak i alkoholowe ekstrakty z wakroty azjatyckiej sa obdarzone
umiarkowang zdolno$cig do redukcji jonéw zelaza (III).

Wielu autoréw zaobserwowato, ze w przypadku ekstraktoéw roslinnych wodnych
i alkoholowych zachodzi wysoka korelacja pomiedzy aktywno$cig antyoksydacyjna
wyciggéw (wykazana w teScie FRAP i DPPH), a zawarto$cig w ekstrakcie sktadnikéw
frakcji fenolowej [Fernandes i wsp., 2016, Jemli i wsp., 2016, Wang i wsp., 2001]. Wyniki
uzyskane w pracy doktorskiej pozwolily oszacowac¢ aktywnos$¢ antyoksydacyjna
testowanych wyciggéw. Na podstawie danych literaturowych mozna wnioskowac,

Ze za tg aktywnos¢ sa odpowiedzialne wtasnie sktadniki frakcji fenolowe;.

Aktywnos¢ antyoksydacyjna wyciqgow z wagkroty azjatyckiej w hodowli ludzkich
fibroblastéw i hepatocytow - test ROS-Glo H;0;

Metoda ROS-Glo H20; pozwala na ocene aktywno$ci przeciwutleniajacej
w warunkach zblizonych do warunkéw in vivo, poniewaz uwzglednia fizjologiczny
zakres pH, temperature oraz przemiany metaboliczne zalezne od komérki.

W przebiegu eksperymentu zaobserwowano, ze wyciggi CA1 i CA2 produkowaty
wiecej wolnych rodnikéw w obecnosci samego medium hodowlanego niz w obecnosci
medium hodowlanego i komérek linii fibroblastow (B]-5ta) i hepatocytéw (HepG2) (Ryc.
34, str. 132). Taki mechanizm dziatania jest powszechny dla polifenoli, ktére ulegaja
reakcji abiotycznej w medium hodowlanym w celu wytworzenia H20:. Reakcja
abiotyczna jest reakcja rosliny na pochodzacy z zewnatrz czynnik stresowy.
Wyprodukowany nadtlenek wodoru dyfunduje do komorki, gdzie jest eliminowany
za pomocg wewngtrzkomorkowej katalazy. Poréwnanie ze soba prdébek badanych
wyciggéw z komérkami do prébek badanych wyciggéw bez komorek, ktére sg poza tym

identyczne, pozwala rozrézni¢ pomiedzy zaleznymi i niezaleznymi od komérki
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zmianami poziomu wolnych rodnikéw tlenowych [Sang i wsp., 2005, Long i wsp., 2010].
Spadek stezenia H202 w komérkach, a co za tym idzie spadek luminescencji po dodaniu
testowanych wyciggéw z wakroty azjatyckiej (CA1 i CA2) $wiadczy o ich charakterze
antyoksydacyjnym.

Udowodniono, ze nieréwnowaga zachodzaca w organizmie pomiedzy
oksydantami i antyoksydantami skutkuje rozwojem stresu oksydacyjnego, ktéry
prowadzi do uszkodzen struktur komodrkowych, gltéwnie materialu genetycznego
komorki. Obecnie zwraca sie uwage, ze uszkodzenie DNA, zwlaszcza oksydacyjne,
przyspiesza proces starzenia [Allsopp i wsp., 1992, Guinot i wsp., 2002].

Wolne rodniki tlenowe powstaja w skdérze roéwniez pod wpltywem
promieniowania UV, przyczyniajac sie do fotostarzenia skory [Zegarska i WozZniak, 2006,
Pacholczyk i wsp.,, 2014]. Testowane wyciagi wyzwalajg w komorkach skéry
mechanizmy ochronne, ktére umozliwiajg im na reagowanie na stres oksydacyjny,
redukujagc poziom nadtlenku wodoru w hodowli komoérek fibroblastow (Ryc. 34,
str. 132). Moze by¢ to czynnik odpowiedzialny za wptyw wyciagdédw na przeciwdziatanie
reakcji fotostarzenia. Analiza wynikéw wykazata, Ze malejacy poziom Hz0:
byt uzalezniony od obecnosci fibroblastow. Wynika z tego, ze komoérki skory
inkubowane w obecnos$ci wyciaggdw z wakroty azjatyckiej poprzez redukcje poziomu
H20; sa w stanie przeciwdziata¢ procesom starzenia sie skory. Co wiecej, jak wykazano
w badaniach wptywu CA1 i CA2 na zywotno$¢ fibroblastow, testowane wyciagi
w dawkozalezny sposob stymulowaty zywotnos$¢ fibroblastéw (Ryc. 11 A, str. 97).
Zestawienie ze soba tych wynikow wskazuje na to, ze aktywnos$¢ antyoksydacyjna
wyciggéw moze by¢ powigzana z ich wptywem na zywotno$¢ komorek skory.

Kiedy zostaje zachwiana réwnowaga pomiedzy powstawaniem, a usuwaniem
z organizmu wolnych rodnikéw tlenowych, dochodzi do reakcji utleniania, czyli stresu
oksydacyjnego, ktéry nastepnie, miedzy innymi uszkadza DNA w komorece, utlenia btony
komorkowe i obniza stezenie ATP w komérce. Wyciagi z wakroty azjatyckiej w znaczacy
sposéb redukowaty poziom nadtlenku wodoru w hodowli komérek HepG2. Moze to by¢
czynnik odpowiedzialny za wzrost zywotno$ci komérek tej linii wykazany w badaniach
wptywu wyciggéw CA1 i CA2 na zywotnos$¢ hepatocytéow (Ryc. 30 A, str. 125).

Silniejsza zdolnoscig do redukcji reaktywnych form tlenu charakteryzowat sie
wyciag z rosliny in vitro, co moze $wiadczy¢ o wyzszym stezeniu polifenoli w tym

wyciggu w poréwnaniu z wyciggiem z rosliny szklarniowe;j.
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Ciekawym aspektem, na Kktéry nalezy zwréci¢c uwage jest dziatanie
antyoksydacyjne flawonoidéw u kobiet ciezarnych. Ebegboni i wsp. zwracaja uwage,
Ze cigza jest okresem w zyciu kobiety, w ktérym ze wzgledu na zmiany metaboliczne
zachodzace w organizmie wzrasta poziom stresu oksydacyjnego. Ekstrakty wodne
z wakroty azjatyckiej (w porownaniu np. z alkoholowymi) s3 najbogatsze
we flawonoidy, ktére przyjmowane w diecie moga pomdc pokry¢ zapotrzebowanie
na antyoksydanty [Somboonwong i wsp., 2012, Ebegboni i wsp., 2019]. Zestawienie
ze soba wynikéw uzyskanych w ramach badan wtasnych i danych literaturowych
pozwala oceni¢ wyciagi wodne z wakroty azjatyckiej jako potencjalne sktadniki
o dziataniu antyoksydacyjnym, ktore po potwierdzeniu bezpieczenstwa stosowania,
mogtyby by¢ wykorzystywane u kobiet w cigzy, tym bardziej, ze z powodzeniem
sg stosowane u ciezarnych, zapobiegajac powstawaniu rozstepéw [Mallol i wsp., 1991,
Garcia-Hernandez i wsp., 2013].

Aktywnos$¢ antyoksydacyjna wyciggéw z wakroty azjatyckiej moze by¢ rowniez
wykorzystywana w terapii nowotworéw. W badaniach in vivo przeprowadzonych
na myszach z wyidukowanym chtoniakiem, udowodniono, ze metanolowy ekstrakt
z wakroty azjatyckiej powodowat wzrost aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych
dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i peroksydazy glutationowej, a takze samych
antyoksydantéw glutationu i kwasu askorbinowego, ktérych aktywno$¢ w przebiegu

choroby zostaje zahamowana [Jayashree i wsp., 2003].

4. Aktywno$¢ mutagenna wyciggéw - test Amesa

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw wykazaty, Ze zaden z testowanych
wyciggoéw z wakroty azjatyckiej (CA1 i CA2) nie byt obdarzony aktywno$cig mutagenna,
poniewaz warto$¢ MI<2. Sposdb w jaki wyciagi z wakroty azjatyckiej hamuja
mutagenno$¢ testowanych szczepoéw bakteryjnych najlepiej opisuja Hayatsu i wsp.
oraz Florinsiah i wsp. Badacze zwracajg uwage, Ze brak dzialania mutagennego
ekstraktow z wakroty azjatyckiej moze by¢ spowodowany obecnoscig w nich chlorofilu
i antyoksydantéw. Chlorofil moze hamowa¢ aktywno$¢ policyklicznych mutagenéw
poprzez tworzenie z nimi komplekséw [Hayatsu i wsp., 1993, Florinsiah i wsp., 2013].
Uzyskane wyniki sg zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami na temat braku aktywnoSci
mutagennej wyciggéw z wakroty azjatyckiej zar6wno wodnych [Florinsiah i wsp., 2013]
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jak i standaryzowanych na zawarto$¢ azjatykozydu [Deshpande i wsp., 2015],
udowodnione zar6wno w testach in vitro, jak i in vivo. Ze wzgledu na brak dziatania
mutagennego testowanych ekstraktéow oraz brak doniesien literaturowych na temat
aktywnos$ci mutagennej Centelli asiatica lub jakichkolwiek sktadnikow pozyskanych
z ro$liny, analizie mutagennos$ci nie poddano saponin obecnych w ekstraktach,

azjatykozydu i madekasozydu.

5. Aktywno$¢ fotoprotekcyjna wyciggdéw i saponin

Promieniowanie UV to zaledwie 5% promieniowania stonecznego docierajgcego
do Ziemi. Nie zmienia to faktu, Ze jest to promieniowanie silne i mogace niekorzystnie
wptywa¢ na ludzkie zdrowie. Wiekszo$¢, bo az 95% docierajacego do Ziemi
promieniowania ultrafioletowego stanowi promieniowanie UVA (320-400 nm), ktore
dzieli sie na UVA2 (320-340 nm) i UVA1 (340-400 nm). Promieniowanie UVA przenika
przez chmury, szkto i naskoérek, docierajac nawet do komorek skoéry wiasciwej.
UVA sprzyja powstawaniu w skoérze wolnych rodnikéw i jest odpowiedzialne
m.in. za fotostarzenie sie i rozw6j nowotworéw skéry. Z kolei, promieniowanie UVB
jest zatrzymywane przez szkio, a takze przez chmury. Jednak ludzki naskérek
nie stanowi dla nich bariery i promieniowanie UVB wnika gtebiej do skory powodujac
oparzenia i nowotwory skéry. Skuteczng ochrone przed niekorzystnymi skutkami
promieniowania ultrafioletowego na skoére stanowig filtry przeciwstoneczne.

Badania naukowe donosza jednak o toksycznym dziataniu niektoérych syntetycznych
filtrow przeciwstonecznych. Udowodniono, Ze moga one dziata¢ mutagennie,
jak rowniez wptywac¢ na receptory estrogenowe. Co wiecej, duze stezenia rdéznych
filtrow UV oznaczono w wodach rzek, przez co moga dziata¢ toksycznie na cate
srodowisko naturalne [Park i wsp., 2017]. Badane wyciagi wodne z wakroty azjatyckiej
otrzymane z ro$liny szklarniowej (CA1) i z ro$liny z hodowli in vitro (CA2) absorbuja
catkowicie promieniowanie UV w zakresie promieniowania UVB i UVA2, a takze
czeSciowo w zakresie promieniowania UVA1 (Ryc. 35, str. 135), co klasyfikuje wyciagi
w stezeniu 200 pg/ml jako potencjalne filtry przeciwstoneczne. Mozliwe, Ze mogtyby
one zwiekszy¢ oferte stosowanych filtréw UV. Wyciggi z wakroty azjatyckiej obdarzone

dziataniem promieniochronnym moga zosta¢ wykorzystane przez producentéw
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preparatéw kosmetycznych jako sktadniki aktywne kosmetykéw (filtry UV) oraz jako
sktadniki pomocnicze (ochrona kosmetyku przed promieniowaniem UV).

Nalezy zwréci¢ uwage, Ze testowane wyciagi charakteryzowaty sie szerszym
zakresem absorpcji niz oktokrylen (CRY), ktory jest jednym =z najczeSciej
wykorzystywanych w kosmetykach filtrem przeciwstonecznym. Intensywnos$¢ absorpcji
promieniowania UV jaka charakteryzowat sie wyciag z rosliny szklarniowej, znacznie
przewyzszata intensywnos$¢ absorpcji wyciggu z rosliny in vitro i oktokrylenu. Pomimo
réznic w testowanych stezeniach (CA1l, CA2:200 pg/ml, CRY: 10 pg/ml),
jest to niezwykle zadowalajacy wynik na korzys¢ wyciagéw z wakroty azjatyckie;j.

Do tej pory podobne badania nad ochronnym wptywem wodno-alkoholowego
wyciggu z wakroty azjatyckiej przeprowadzili Hashim i wsp. Badacze wykazali,
Ze wyciag z wakroty azjatyckiej pochtania promieniowanie ultrafioletowe w zakresie fal
UVA i UVB, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi na podstawie eksperymentu
przeprowadzonego w ramach pracy doktorskiej [Hashim i wsp., 2011].

Aktywno$¢ fotoprotekcyjna wyciggéw z wakroty azjatyckiej moze by¢ spowodowana
ich dziataniem antyoksydacyjnym i zawarto$cia skladnikéw triterpenowych
[Agati i wsp., 2013]. Zestawiajac ze sobg wyniki aktywno$ci antyoksydacyjnej i dziatania
fotoprotekcyjnego, uzyskanych na podstawie badan wtasnych, réwniez mozna
zaobserwowa¢ taka =zaleznos¢. W wyniku eksperymentéw antyoksydacyjnych,
wykazano, ze badane wyciaggi CA1 i CA2 byty obdarzone poréwnywalng aktywnoscia

antyoksydacyjng oraz pordwnywalnym dziataniem fotoochronnym.

6. Aktywnos$¢ wyciggdéw i saponin rozjasniajaca przebarwienia

W ramach badan wtasnych oceniono takze wptyw badanych wyciagéw z wakroty
azjatyckiej (CA1 i CA2), azjatykozydu i madekasozydu na aktywno$¢ tyrozynazy, ktora
jest kluczowym enzymem w szlaku syntetycznym melaniny. Okazato sie niestety,
Ze ani testowane wyciagi, ani ich gtéwne sktadniki aktywne nie hamowaty aktywnosci
tyrozynazy, tak wiec nie blokowaty powstawania melaniny.

Podobne wyniki mozna znalez¢ w danych literaturowych, gdzie udowodniono,
ze etanolowy ekstrakt z wakroty azjatyckiej réwniez nie hamowal aktywnosci

tyrozynazy [Orhan i wsp., 2013]. Z kolei, Kwon i wsp. udowodnili, Zze wyciagi wodne
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z wakroty azjatyckiej zamkniete w nanokapsutkach hamowaty aktywnos$¢ tyrozynazy
silniej niz kwas askorbinowy. Badacze po raz kolejny udowodnili, ze wodny ekstrakt
z wakroty azjatyckiej zamkniety w nanoczastkach dziatat skuteczniej w poréwnaniu

z surowym ekstraktem [Kwon i wsp., 2012].
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VI. Podsumowanie i wnioski koncowe

Kluczowa pozycje w badaniach alternatywnych zajmujg testy in vitro, w tym testy
z wykorzystaniem hodowli komérkowych. Nalezy zwroci¢ uwage, ze wyniki testéw
in vitro nie pozwalajg na pewng ocene dziatania badanych substancji w odniesieniu
do catego organizmu, a jedynie odnosza sie do procesow zachodzacych w pojedynczych
komorkach. Jednak w przypadku bardzo czesto stabo przebadanych sktadnikéow
kosmetycznych, rzetelne wyniki takich analiz stanowig ogromna warto$¢, sa wskazowka
do dalszych badan, a przy obecnym rozwoju metod in vitro, pozwalaja nawet
na oszacowanie potencjalnej aktywnosci biologicznej w stosunku do catego organizmu.

Zgodnie z zatozonymi celami badawczymi, jak réwniez wychodzac naprzeciw
europejskim standardom opracowywania nowoczesnych kosmetykéw, przeprowadzone
badania zostaly zrealizowane poprzez zastosowanie wybranych nowoczesnych metod
alternatywnych in vitro, zgodnych 2z najnowszymi wymogami narzuconymi
przez prawo unijne, ktére umozliwiajg szybka wstepng ocene dziatania zwigzkéw przy
réwnoczesnym zachowaniu rzetelnosci uzyskanych wynikow.

W ramach pracy przetestowano dwa wodne wyciaggi z wakroty azjatyckiej
oraz ich gléwne sktadniki aktywne azjatykozyd i madekasozyd, w stezeniach

odpowiadajacych ich zawarto$ci w wyciagach.

1. W badaniach wtasnych po raz pierwszy poréwnano aktywno$¢ biologiczng
wyciggéw wodnych z wakroty azjatyckiej otrzymanych z roslin pochodzacych
z hodowli szklarniowej i z hodowli in vitro oraz wykazano, Ze nie zawsze
ich aktywno$¢ biologiczna jest uzalezniona od dwoch gtéwnych sktadnikow
aktywnych azjatykozydu i madekasozydu.

2. Badania wykazaly, Ze testowane wyciagi s3a bezpieczne w stosunku
do keratynocytow, fibroblastéw i hepatocytow, a takze nie sa obdarzone
potencjatem mutagennym oraz w rdznym stopniu dziataja cytotoksycznie
i hamuja proliferacje komérek nowotworowych czerniaka.

3. Dowiedziono selektywnos$ci dziatania ekstraktéw CA1 i CA2, czyli aktywnosci
cytotoksycznej w stosunku do komorek nowotworowych i bezpieczenstwa
w stosunku do komérek prawidtowych.

4. Uzyskane wyniki pozwolity potwierdzi¢ aktywnos$¢ glioprotekcyjna
i fotoprotekcyjna testowanych wyciaggéw CA1 i CA2.

5. Stwierdzono, ze obydwa testowane wyciggi posiadajg potencjalng aktywnos¢

przeciwstarzeniowa.
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VI. Podsumowanie i wnioski koncowe

6. Po raz pierwszy zwrdcono uwage na bardzo silng aktywnos$¢ przeciwstarzeniowg
i glioprotekcyjng madekasozydu.
7. Wyciggi CA1 i CA2 wykazuja pozytywny wptyw na szybkos$¢ migracji

keratynocytow, dzieki czemu moga przyspieszac¢ naskorkowanie rany.

Podsumowujac powyzsze dane mozna stwierdzi¢, ze wyciagi wodne z wakroty
azjatyckiej CA1 i CA2 s3a obdarzone ciekawag aktywnos$cig biologiczng w kontekscie
zastosowan kosmetologicznych. Nierzadko badane saponiny charakteryzowatly sie
silniejsza aktywnosScig biologiczng w stosunku do wodnych wyciaggéw z wakroty

azjatyckiej.
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