Radioprotekcyjne wtasciwosci ekstraktow z kory sosny
Radioprotective effects of pine bark extracts
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Streszczenie

Zbadano przezywalnos¢ komoérek nerek zielonej malpy (GMK) poddanych ro-
sngcym dawkom promieniowania y. Do hodowli komoérek dodano kompleks
#mTcDMSA (technetu *™Tc z kwasem merkaptobursztynowym, DMSA). Rozmia-
ry zmian post-radiacyjnych oszacowano na podstawie liczenia komoérek. Dodanie
ekstraktow z kory zwigkszylo przezywalnos¢ komdrek, w poréwnaniu do grupy bez
dodatku radioizotopu, a zwlaszcza potraktowanej technetem bez srodkéw ochron-
nych. Badania ekstraktow z sosny zwyczajnej Pinus silvestris i Pinus maritina (Pyc-
nogenol) metodg EPR pokazaly, ze oba sg efektywne w zmiataniu rodnika DPPH.
Sugerowany mechanizm radioprotekcyjny obejmuje dzialanie antyoksydacyjne
i przeciwrodnikowe.

Summary

Survival of GMK (green African monkey, kidney) cells exposed to increasing
doses of ionising y-radiation from *"TcDMSA (a complex of technetium *™Tc and
dimercaptosuccinic acid) added to the culture medium) was evaluated. In order
to determine the extent of post-radiation changes, the cell count was performed.
Addition of bark extracts to the culture medium increased cell survival, when
compared both to the group without the radioisotope and to the group treated
with technetium in the absence of extract. EPR assay indicated that the extracts
from Pinus silvestris and Pinus maritina (Pycnogenol) are effective DPPH radical
scavengers. The suggested mechanism of radioprotection may involve antioxidant
and antiradical activities.
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Wstep

Inspiracja do wykonania badan byto pojawienie si¢ na polskim rynku prepara-
tu Pycnogenol, szeroko reklamowanego w krajach Europy Zachodniej i USA.
Otrzymuje sie go z kory sosny Pinus maritima rosnacej na wybrzezach Zatoki
Biskajskiej. Ekstrakt zawiera zwiazki polifenolowe o silnych wlagciwos$ciach an-
tyutleniajacych. Jest polecany jako $rodek wspomagajacy organizm w walce ze
stresem oksydacyjnym, a wiec w chorobach przebiegajacych w stanach zapal-
nych. W Polsce ro$nie sosna zwyczajna Pinus silvestris a jej kora jest traktowana
jako material odpadowy. Istnieja jednak mozliwosci pozwalajace na wykorzy-
stanie jej jako materiatu, np. do produkcji suplementow diety. Celem pracy bylo
zbadanie wlasciwosci antyoksydacyjnych i radioprotekcyjnych ekstraktéw z kory
sosny zwyczajne;j.

Preparaty z wysoka zawarto$cig zwigzkéw polifenolowych moga by¢ cennym
zrédtem substancji, ktore zostaly usuniete z zywnosci wskutek jej przemysto-
wego przetwarzania. Liczne publikacje dowodza, ze polifenole, np. katechiny
i taniny majg szerokie spektrum dziatan biologicznych (wplyw na uktad im-
munologiczny, uklad krazenia krwi czy uktad nerwowy). Ekstrakt z kory sosny
zwyczajnej moze by¢ alternatywa dla takich preparatéw, jak np. ekstrakt z pe-
stek winogron.

W ekstraktach kory sosnowej stwierdzono wystepowanie wielu zwiazkéw poli-
fenolowych:

1. Flawon-3-ole (katechina, epikatechina i procyjanidyny B1,B2,B3).
Flawonole (kwercetyna i jej glikozydy, taksyfolin).

Polimery katechin: B4-B12 i wyzsze.

Taniny niehydrolizujace, katechinowe.

Taniny hydrolizujace, pochodne galoiloglukozy.
Kwasy fenolowe (galusowy, kawowy, chlorogenowy).

AR

Obecnos$¢ grup OH powoduje, ze zwigzki te majg wlasciwosci redukujace. Po-
miary wzglednej aktywnosci antyoksydacyjnej flawonoidéw w stosunku do wol-
nych rodnikéw, pokazaty zaleznosci od liczby i lokalizacji grup hydroksylowych
w pierscieniu aromatycznym, dzialajacych jako donor jonéw wodorowych lub
elektronow.

Polifenole (taniny) wystepuja we wszystkich roslinach ladowych, co pozwala
przypuszczaé, ze ich gtéwng rolg jest ochrona przed promieniowaniem UV; maja
maksimum absorpcji przy 280 nm. Drugg prawdopodobna rolg jest ochrona rosliny
przed grzybami, bakteriami i innymi patogenami.

74



Radioprotekcyjne wtasciwosci ekstraktéw z kory sosny

Biologiczna aktywnos¢ garbnikow

Od dawna znane jest i szeroko wykorzystywane przeciwdrobnoustrojowe dzialanie
prostych zwigzkéw polifenolowych oraz polimeréw (garbniki, taniny). Stwierdzono
silniejsze dziatanie garbnikéw hydrolizujacych w poréwnaniu ze skondensowany-
mi, lecz wpltyw wielkoéci masy czasteczkowej zwigzku na jego aktywno$¢ nie zostat
opracowany.

Dziatanie przeciwbiegunkowe. Garbniki sa stosowane w przypadkach lekkich,
nieswoistych oraz ostrych biegunek. Mechanizm dziatania polega na powstawaniu
btony koagulacyjnej, ktorg garbniki tworza z biatkami §luzéwki uszczelniajac po-
wierzchniowo tkanke. Stwierdzono tez hamowanie enzymu hialuronidazy. Dziala-
nie garbnikow jest specyficzne: hamujace wydzielanie i perystaltyke jelit, hamujace
rozwdj drobnoustrojéw oraz przeciwzapalne. Oficjalna medycyna proponuje leki
typu: sallotannal lub bialczan taniny (taninum albuminatum). Dzialanie ich polega
na niszczeniu trzeciorzedowej struktury bialka, efekt znany jest jako garbowanie
skory. Te same wlasciwosci wykorzystano do ilosciowego oznaczania tanin w reak-
cji z proszkiem skérzanym (FPV).

Dzialanie przeciwwirusowe. Wplyw garbnikéw na zywotno$¢ drobnoustrojow
i ich namnazanie réwniez ma zwigzek ze zdolnoscig do wigzania sie z biatkami.
Wykazano oslabienie infekcyjnosci wiruséw grypy dziataniem polifenoli z herbaty
zielonej i czarnej. Przeciwwirusowe dzialanie zwigzkéw obecnych w herbatach wo-
bec wiruséw grypy typu A i B maja: teaflawina, procyjanidyna B2, galusan epigalo-
katechiny EGCG [1]. Interesujace, ze molekuly dimeréw (teaflawina, procyjanidyna
B2) mialy silniejsze dzialanie niz monomery katechin. Testowano liczne zwiazki
naturalne i wyciagi rodlinne przeciw wirusowi HIV, m.in. te obecne w zielonej her-
bacie; EGCG hamuje rozwdj wirusa HIV-1 [2].

Ostatnio najwigkszym problemem zdrowotnym stata si¢ pandemia wywolana
przez koronawirusy SARS-Co-V2. Ekstrakt z kory sosny srédziemnomorskiej (Pyc-
nogenol) podawano pacjentom [3] zainfekowanym koronawirusem. Ekstrakt mial
dzialanie przeciwzapalne, ochronne na komoérki srédblonka w ukladzie oddecho-
wym i naczyn krwiono$nych. Mozna go poleca¢ pacjentom do fagodzenia objawéw
post-COVID, ale réwniez osobom z chorobami ukltadu krazenia [4].

Dziatanie przeciwnowotworowe. W celu okreslenia aktywnosci poszczegdlnych
zwigzkow przeprowadzono badania na kulturach linii komérkowych oraz na zwie-
rzgtach do$wiadczalnych, ktérym implantowano komérki nowotworowe. Dzialanie
przeciwnowotworowe garbnikéw moze mie¢ rézny mechanizm, w tym przeciwmu-
tagenny. Pokazano wlasciwosci przeciwnowotworowe proantocyjanidyn z nasion
winogron w przypadku nowotworéw jelita grubego [5].
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Preparaty o dziataniu antyoksydacyjnym i radioprotekcyjnym

Silne wlasciwosci antyoksydacyjne i zdolno§¢ wymiatania wolnych rodnikéw przez
zwigzki polifenolowe spowodowaly Ze poszukiwane s3 preparaty roslinne, ktore
moga dostarcza¢ ich w wigkszych ilo$ciach.

Takim preparatem okazala si¢ by¢ kora sosny Pinus maritima, ktéra ro$nie na
wybrzezach zatoki Biskajskiej we Francji. Surowy klimat, silne wiatry, duzo slon-
ca spowodowaly, ze gatunek ten nagromadza polifenole. Ekstrakt kory sosnowej
(Pinus maritima) zawiera szereg zwigzkow polifenolowych, ktére mozna podzie-
li¢ na monomery (katechina, epikatechina, taxifolin) i skondensowane flawonoidy
(procyjanidyny B1, B2, B3, B7). Ekstrakt zawiera réwniez kwasy fenolowe (kawowy;,
ferulowy i p-hydroksybenzoesowy). Jego sklad, biodostepnos¢ i zdolnosci wymia-
tania rodnikéw byly intensywnie badane in vitro oraz in vivo. Badania kliniczne po-
twierdzily, ze Pycnogenol ma pozytywne dzialanie we wspomaganiu terapii choréb
o etiologii wolnorodnikowe;j [6].

Jednak, aby zrozumie¢ calo§¢ obserwowanych efektow, potrzebne sg zaréwno
badania pojedynczych sktadnikéw jak i badania catego zestawu zwigzkéw polifeno-
lowych obecnych w tym ekstrakcie. Badania sktadu ekstraktu metoda HPLC [7] wy-
kazaty obecnos$¢ katechiny i epikatechiny, dihydrokwercetyny, a takze procyjanidyn
o roznym stopniu polimeryzacji, od 3 do 7, w zaleznoséci od metody ekstrakcyjne;.

Ochrona organizmu moze by¢ skuteczna, jesli zwiazki podane droga pokarmo-
wa zostang wchloniete. Podano szczurom (+)-katechine i (-)epikatechine oznacza-
jac poziom tych zwigzkow i ich metabolitéw w surowicy krwi i w moczu za pomoca
HPLC [8]. Okazalo sig, ze w plynach ustrojowych sa obecne gléwnie metabolity
tych zwigzkéw, w postaci glukuronianéw, podczas gdy stezenie wyjsciowych kate-
chin w surowicy krwi i w moczu jest bardzo mate.

Pycnogenol o silnych wiasciwoséciach antyoksydacyjnych podano szczurom
z wodg do picia przed naswietleniem ich dawka promieniowania X (154 Gy). Bada-
nia histologiczne przewodu pokarmowego pokazaly, ze zwierzeta dostajace Pycno-
genol zachowaly w lepszym stanie kosmki jelitowe [9].

Dzialanie ochronne przed promieniowaniem jonizujagcym maja herbaty zielona
i czarna. Skuteczne byly zaréwno ekstrakty, jak i poszczegolne zwigzki, np. galusan
epigalokatechiny [10]. Przetestowano ochronne wlasciwosci mieszaniny polifenoli
z zielonej herbaty: EGCG, galusan epikatechiny, epigalokatechine, i epikatechine;
podawano je myszom, ktére dostaly dawke promieniowania gamma [11].

Silne wtasciwosci antyoksydacyjne ma mieszanina antocyjanin i polimeréw
katechinowych (tanin) obecna w owocach aronii, a takze w ekstrakcie z owocow
(Aronox). Badajac wplyw antocyjanin aroniowych na przebieg doswiadczalnej cho-
roby popromiennej u krolikow, wywotanej znacznymi dawkami promieniowania
jonizujgcego (4 Gy i 8 Gy) stwierdzono, ze podanie ekstraktu zwiekszato odsetek
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przezycia napromieniowanych zwierzat. Obserwowano zahamowanie nadmiernej gene-
racji wolnych rodnikéw, spadek liczby krwinek bialych ulegt zahamowaniu, co zmniej-
szalo objawy choroby popromiennej. Wyniki badan potwierdzily ochronne dziatanie
antocyjanin w przypadku choroby popromiennej [12, 13] i tagodzenie jej przebiegu.

Interesujace byto wigc sprawdzenie, czy wlasciwosci radioprotekcyjne wykaza
tez ekstrakty z kory sosny zwyczajnej zawierajgce monomery (katechina, epikate-
china), dimery (procyjanidyny) oraz polimery katechinowe (taniny). Badanie wla-
sciwosci radioprotekcyjnych zwigzkéw polifenolowych moze mie¢ duze znaczenie
w ocenie ich przydatnosci jako fitoprotektorow.

Dziatanie promieniowania jonizujacego na komaorki

Dzialanie posrednie promieniowania w srodowisku wodnym polega na jonizacji
wody i tworzeniu wolnych rodnikéw. Jony i rodniki zapoczatkowuja reakcje pro-
wadzace do powstania zmian biologicznych (dzialanie bezposrednie). Uwaza sig, ze
szkodzenia popromienne przebiegaja w kilku fazach [14]: (I) etap procesow fizycz-
nych (ok. 10¢s), w tym czasie wywolywana jest jonizacja wody, (II) etap procesow
fizyko-chemicznych (ok. 10 s) — jony oddzialuja z czasteczkami wody tworzac se-
kwencj¢ jonéw i rodnikéw: H*, OH-, He i OHe. Wolne rodniki He i OHe sg bardzo
reaktywne chemicznie, cho¢ w wigkszosci ulegajg rekombinacji w ciggu 10°-10"
sekundy, bez wywolywania skutkéw biologicznych.

Dzialanie bezposérednie promieniowania polega na uszkadzaniu struktur komorko-
wych. Etap procesow chemicznych (III) trwa kilka sekund, w tym czasie produkty reak-
cji oddzialuja z biomolekutami w komérce uszkadzajac np. chromosomy lub powodujac
rozerwanie polaczen w biopolimerach. Utlenione produkty moga hamowa¢ dziatanie
niektorych mechanizméw enzymatycznych lub inicjowaé zmiany materialu genetyczne-
go. Etap biologiczny (IV) — moze trwa¢ kilkadziesigt minut, dni lub jeszcze dluzej.

Aby radioizotop emitujacy promieniowanie mdgl by¢ uzyty w badaniach ho-
dowli komoérek powinien tatwo wbudowywac sie w badany typ komorek. Jego czas
poltrwania powinien by¢ na tyle diugi, aby umozliwi¢ podanie nuklidu i zarejestro-
wanie rozkladu aktywnosci w hodowli. Technet-99 spetnia te wymogi, jego fizyczny
czas pottrwania (T,,) wynosi 6 godzin. Biologiczny okres péitrwania T, (czyli
naturalna predko$¢ eliminacji) to 1 dzien. Polaczenie biologicznego i fizycznego
okresu péltrwania, czyli efektywny okres pottrwania (T,,) wynosi 4,8 godziny.
Technet-99 jest stosowany w diagnostyce (w scyntygrafii mozgu, watroby, nerek
i tarczycy) oraz w badaniach na liniach komoérkowych. Rézne tkanki majg rézna
zdolno$¢ wychwytu zwigzkéow znakowanych technetem. *™Tc-DMSA (zwigzek
kompleksowy technetu z kwasem dwumerkapto-bursztynowym) jest radiofarma-
ceutykiem przeznaczonym gléwnie do diagnostyki zmian w nerkach.
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Whbudowywanie si¢ kompleksu *™Tc-DMSA w komdrki pozwala zorientowac
sig, jak przebiegaja procesy metaboliczne. Stosujac rézne dawki promieniowania
wida¢, jak szybko i na jaka skale przebiega proces uszkadzania komoérek. Dodajac
substancje o przypuszczalnym dzialaniu ochronnym mozemy oceni¢ czy moga one
zahamowac rozpad komorek.

Materiat i metody

Material roslinny. Kore sosnowa do otrzymywania ekstraktow pozyskano z réznych
stanowisk w Polsce: puszcza Borecka, puszcza Piska, Pomorze i okolice Warszawy.
Zebrano kore, zwang lustrzanka z mtodych galezi i pnia gtéwnego. Do ekstrakeji
rozdrobnionej kory wykorzystano zmodyfikowang metode opracowang przez prof.
Jana Oszmianskiego z Zakladu Technologii Owocow i Warzyw Akademii Rolniczej
we Wroclawiu [15].

Material zostal rozdrobniony, a nastgpnie odwazono 100 g rozdrobnionej
kory, dodano do niej 50 g chlorku sodu i 500 g mieszaniny (1:4) aceton : octan
etylu. Polaczone sktadniki umieszczono w myjce ultradzwiekowej na czas 30 mi-
nut. Nastepnie tak uzyskany roztwor, zostal przesaczony pod préznia stosujac
lejek Buchnera (z podwdjna bibulg filtracyjng $redniej gestosci). W wyniku sg-
czenia uzyskano klarowny ptyn o oliwkowym zabarwieniu w ilosci 306,4 g. Prze-
sacz poddany zostal procesowi zageszczania wykorzystujac wyparke prézniowa,
z temperaturg w tazni do 45°C. W wyniku zageszczania, otrzymano ciemno-
-oliwkowy roztwoér o masie 63,1 g. Do roztworu dodano 63 g heksanu i zaobser-
wowano wypadanie jasnego osadu. Stracony osad odsgczono prézniowo ponow-
nie wykorzystujac lejek Buchnera i podwdjna bibule filtracyjna. Odsaczony osad
poddany zostal suszeniu z wykorzystaniem wyparki prézniowej. Suszenie trwato
okoto 20 minut, w wyniku czego otrzymano jasno kremowa substancje w ilosci
0,68 g. Do oznaczen skladu sporzadzono nawazki o gramaturze 100 mg i roz-
puszczono w 50 mL metanolu.

Widma EPR rejestrowano na przyrzadzie Radiopan SE/25X o czesto$ci 9,3 GHz,
wyposazonym w komputer co umozliwiato akumulacje widm i ich analiz¢. W te-
stach pojemnosci antyoksydacyjnej zastosowano trwaly rodnik DPPH (difenylo
pikrylohydrazylu) zakupiony w firmie Aldrich. Sporzadzone ekstrakty kory byty
odpowiednio rozcienczane, a nastepnie dodawano do roztworu DPPH o stezeniu
molowym 1,268x10*M w okreslonej ilosci. Probki zostaly pozostawione w zaciem-
nionym miejscu. Dla wszystkich badanych ekstraktéw czas reakcji z rodnikiem
DPPH nie przekraczat 40 minut. Intensywnos¢ integralng sygnatu oznaczano przez
dwukrotne calkowanie. Wszystkie oznaczenia byly wykonane przynajmniej 3 razy
dla kazdego ekstraktu.
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Wytwarzanie radioizotopu. Z uwagi na krotki okres péttrwania, jego wy-
twarzanie na miejscu umozliwiat generator radioizotopowy, czyli zestaw do spo-
rzadzania #™Tc-DMSA (produkcji amerykanskiej, Medi-Physics, Inc., Arlington
Heights, Illinois).

Hodowla tkankowa. Komoérki nerki doskonale wychwytuja kompleks
#“mTcDMSA. Do badania zostala zastosowana hodowla tkankowa komoérek ner-
ki malpy zielonej (Aethiops sabeus z rodzaju Cercopithecus), wyprodukowana
przez Wytwornie Surowic i Szczepionek w Lublinie. Hodowle poddano inkubacji
trwajacej dwa dni, w temperaturze 37°C. Komoérki GMK otrzymaly czas na przy-
swojenie substangji, o potencjalnym dzialaniu ochronnym. Trzeciego dnia grupy
hodowli podzielono na dwie podgrupy: poddane dzialaniu technetu (grupy T)
i wzorcowe. Grupy T zostaly przeniesione do pracowni radionuklidow, gdzie spo-
rzadzono roztwdr *"Tc o okreslonej aktywnosci. Preparat z *™Tc-DMSA jest cal-
kowicie jalowy i apirogenny. Do kazdej probéwki z grupy T dodano ww. roztwor
w iloéci 1 ml. Grupy T zostaly poddane inkubacji przez okres 4 dni w tempera-
turze 37°C. Pozostale grupy przeniesiono do boksu jalowego i dodano po 1 ml
roztworu soli fizjologicznej, a nastepnie réwniez poddano inkubacji przez 4 dni.
W tym czasie komorki zostaly poddane dziataniu promieniowania y z technetu,
a ewentualne dzialania ochronne dodanych do hodowli substancji mogly mody-
fikowa¢ wielko$¢ zmian popromiennych w hodowli. Nie wykonywano pomiaréw
radioaktywnosci poszczegolnych probek w trakcie inkubacji, ani po zakonczeniu
eksperymentu, gdyz proces rozpadu radionuklidu przebiega identycznie (zale-
zy tylko od rodzaju radionuklidu, a nie od sktadu probki). Po uplywie 4 dni we
wszystkich hodowlach przeprowadzono liczenie komdrek, z wykorzystaniem ko-
mory Biirker’a.

Whuyniki i dyskusja

Antyoksydacyjne dziatanie ekstraktow z kory sosnowej
Trwaly rodnik difenylopikrylohydrazylu (DPPH) wykorzystano w badaniach
wlasciwosci flawonoidow i tanin juz w 1989 r. [16]. Testy wlasciwosci antyrod-
nikowych ekstraktéw z kory sosny z uzyciem rodnika DPPH wykonano metoda
EPR, rejestrujac zmniejszenie intensywnosci sygnatu pod wplywem dodatku ba-
danych ekstraktow.

Rysunek 1 ilustruje efektywno$¢ wymiatania rodnika DPPH przez ekstrakt
z kory sosny zwyczajnej oraz z sosny $rédziemnomorskiej (preparat handlowy
- Pycnogenol). Oba ekstrakty sa podobnie skuteczne w wymiataniu rodnika, rézni-
ce sg rzedu 10%. W celu szczegdtowego poréwnania ich dzialania nalezatoby ustali¢
sklad chemiczny obu preparatéw, zaréwno jakosciowy jak i ilosciowy.
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Efektywnos¢ wymiatania rodnika w
zaleznosci od stezenia probki [mg/ml]
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Rysunek 1. Efektywno$¢ wymiatania rodnika DPPH w funkgji stezenia roztworu ekstraktu kory
sosny (punkty bez wypelnienia) i Pycnogenolu (punkty z wypelnieniem).

Figure 1. The effectiveness of scavenging the DPPH radical as a function of pine bark extract
solution concentration (points without filling) and Pycnogenol (points with filling).
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Rysunek 2. Kinetyka reakcji rodnika DPPH ze zwigzkami polifenolowymi w ekstrakcie kory
sosny (punkty bez wypetnienia) oraz Pycnogenolu (punkty z wypelnieniem).

Figure 2. The kinetics of DPPH radical reaction with polyphenolic compounds in pine bark
extract (points without filling) and Pycnogenol (points with filling).
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Reakcja zwigzkéw polifenolowych zawartych w ekstraktach z rodnikami DPPH
trwa okoto 30 minut. Dynamike wymiatania rodnika ilustruje Rysunek 2. Zaréwno
czas trwania reakcji, jak i efektywno$¢ wymiatania rodnika zaleza od dostepnosci
fenolowych grup OH dla rodnika. Nalezy spodziewac si¢, ze wysoko molekularne
katechiny beda reagowac¢ wolniej. Mechanizm reakcji spolimeryzowanych katechin
z rodnikiem jest ztozony i wymaga dalszych badan. Interesujgce, ze ekstrakt z kory
sosny pospolitej okazal si¢ prawie tak samo efektywny jak Pycnogenol - preparat
opracowany przez duze zespoly naukowe z Francji i Szwajcarii.

Radioprotekcyjny efekt ekstraktow z kory sosnowej

Gléwnym celem badan bylo okreslenie zdolnosci radioprotekcyjnych ekstraktow
z kory sosny Pinus silvestris, ale wykonano eksperymenty z dodatkiem pojedyn-
czych zwigzkow katechiny i epikatechiny, a takze katechiny z dodatkiem witaminy
C. Dla poréwnania, oznaczono w identycznych warunkach wilasciwosci radiopro-
tekcyjne Pycnogenolu oraz ekstraktu z gtogu i zielonej herbaty.

W badaniach zostalo wykorzystane zjawisko wbudowywania si¢ technetu
w struktury komdrek. Wykorzystano standaryzowane hodowle komérek GMK,
ktore zostaly odpowiednio przygotowane i potraktowane w procesie badawczym.
Metoda zastosowana w pracy miata na celu ocen¢ przezywalnosci komdrek po za-
dzialaniu okreslonej dawki promieniowania jonizujacego w obecnosci substancji
majacej charakter radioprotekcyjny. Ilosciowe zobrazowanie stopnia przezywalno-
$ci komoérek umozliwito oznaczenie ich liczby w hodowli do ktérej dodano nie-
wielkie dawki kompleksu *"TcDMSA. Tabela 1 zawiera liczby komorek zliczonych
w kamerze (wartoséci $rednie, wyliczone z 4 serii po 3 obliczenia na seri¢). Efekt
radioprotekcyjny ilustruje Rysunek 3.

W hodowli wzorcowej z poczatkowej liczby prawie 250 tys. komoérek po poddaniu
jej promieniowaniu gamma z technetu zostalo ok. 100 tys. (44%), a wiec zgineta po-
nad polowa. Katechina ani epikatechina po podaniu ich do hodowli komérkowej nie
zadzialaly ochronnie, lepszy efekt obserwowano po dodaniu katechiny z witaming C.

Warto zauwazy¢, ze dodatek katechin i ekstraktow powoduje spadek prze-
zywalnosci komorek. Jest to naturalna odpowiedz na wprowadzenie do $rodo-
wiska obcych zwigzkow, a w przypadku ekstraktow najprawdopodobniej zwig-
zana z obecno$cig catego zestawu roznych zwigzkéw. Niektdre z nich moga by¢
bardziej toksyczne (katechina i epikatechina) dla hodowli komoérkowej, inne
mniej, np. katechina z witaming C.

Analiza danych pozwala stwierdzi¢, ze przezywalno$¢ komorek (wyrazona
w procentach) jest zréznicowana i zalezna od zastosowanego radioprotektora. Inte-
resujace, ze naturalne ekstrakty z kory dzialajg korzystniej niz pojedyncze zwigzki.
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Wieksza ochrone zapewniajg ekstrakty, ktore w swym skladzie zawierajg caly zestaw
przeciwutleniaczy, w tym takze zwiazki spolimeryzowane - procyjanidyny, taniny
i wiele innych. Silniejszym wlasciwosciom wymiatajacym rodniki powinien towa-
rzyszy¢ tez lepszy efekt radioprotekcyjny.

Ekstrakty zawierajace katechiny sg w stanie chroni¢ komorki przed reaktywnymi
formami tlenu generowanymi na skutek ekspozycji na promieniowanie y. Celowe
byloby powtdrzenie eksperymentéw z zastosowaniem innych metod oceny przezy-
walno$ci np. pomiaréw aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej lub poziomu eks-
presji biatka p53 i KI-67.
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Rysunek 3. Ilosci komdrek zliczone w pomiarach wlasciwosci ochronnych badanych ekstraktéw.

Figure 3. The number of cells counted in the measurements of the protective properties of the
tested extracts.
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Tabela 1. Liczba komorek zliczona w kamerze (wartosci $rednie, dla 4 serii po 3 obliczenia na
seri¢) poddanych napromienieniu z dodatkiem ekstraktéw i zwigzkow katechinowych oraz bez
tych dodatkéw (wzorzec).

Table 1. Number of cells counted in the camera (average values, for 4 runs, 3 counts per series)
exposed to irradiation with and without the addition of extracts and catechins (standard).

prell)\:l:;'a - badana préba liczba komoérek Eigzﬁﬁel:r(é,ll?c 2; przeiy;:alnoéc’

1

hodo\vtllz(gjrelfrolna 242650 106 758 44
2 katechina 103 500 105 992 43,6
3 epikatechina 107 046 100 242 41,3
4 katechina + wit. C 172 213 135700 56
5 sosna (1) 154 579 131771 54,3
6 sosna (2), 30 mg 156 304 145 954 60,1
7 sosna (2) 15 mg 166 558 140 013 57,7
8 Pycnogenol 153 046 143 271 63
9 glog 140 875 129 854 53,5
10 herbata zielona 180 454 164 929 68

Podsumowanie

Ekstrakty z kory sosny zwyczajnej oraz z sosny srodziemnomorskiej (Pycnogenol)
s3 skuteczne w wymiataniu rodnika DPPH, réznice w efektywnosci sa rzedu 10%.
Zbadano zdolnosci radioprotekcyjne serii surowcow zielarskich zawierajacych
zwigzki katechinowe, w tym ekstrakty z kory sosny zwyczajnej, sosny §rodziemno-
morskiej, gtogu i zielonej herbaty. Przezywalnos¢ komorek poddanych dziataniu
“mTcDMSA w podobnym stopniu (do 54-68%) zwigkszaja ekstrakty z kory sosno-
wej i zielonej herbaty. Kora sosny zwyczajnej Pinus silvestris moze by¢ zrodtem cen-
nych zwigzkéw o wlasciwosciach antyoksydacyjnych i radioprotekcyjnych.

Literatura

[1] YangZ.-.E,BailL.-.P, Huang W., Li X.-.Z., Zhao S.-.S., Zhong N .-.S,, Jiang Z.-.H., Com-
parison of in vitro antiviral activity of tea polyphenols against influenza A and B viruses
and structure-activity relationship analysis, Fitoterapia, 2014, 93, s. 47-53.

[2] Yamaguchi K., Honda M., Ikigai H., Hara Y., Shimamura T., Inhibitory effects of
(—)-epigallocatechin gallate on the life cycle of human immunodeficiency virus type 1
(HIV-1), Antiviral Research, 2002, 53, s. 19-34.

[3] Weichmann E, Rohdewald P, Projected supportive effects of Pycnogenol® in patients
suffering from multi-dimensional health impairments after a SARS-CoV2 infection,
International Journal Antimicrobial Agents, 2020, 56(6), s. 106191-106200.

83



Herbalism nr1(8) / 2022

[4] Enseleit E, Sudano I., Périat D., Winnik S., Wolfrum M., Flammer A.]., Frohlich G. M.,
Kaiser P, Hirt A., Haile S. R., Krasniqi N., Matter C. M., Uhlenhut K., Hogger P., Neidhart
M., Liischer T. F,, Ruschitzka E, Noll G., Effects of Pycnogenol on endothelial function in
patients with stable coronary artery disease: A double-blind, randomized, placebo-con-
trolled, cross-over study, European Heart Journal, 2012, 33(13), s. 1589-1597.

[5] Ravindranathan P, Pasham D., Balaji U., Cardenas J., GuJ., Toden S., Goel A., Mecha-
nistic insights into anticancer properties of oligomeric proanthocyanidins from grape
seeds in colorectal cancer, Carcinogen, 2018, 39, s. 767-777.

[6] Rohdewald P, A review of the french maritime pine bark extract (Pycnogenol), an her-
bal medication with a diverse clinical pharmacology, International Journal of Clinical
Pharmacology and Therapeutics, 2002, 40, s. 158-168.

[7]1 Jerez M., Pinelo M., Sineiro J., Nunez M. J., Influence of extraction conditions on phe-
nolic yields from pine bark: assessment of procyanidins polymerization degree by thio-
lysis, Food Chemistry, 2006, 94, s. 406-414.

[8] Harada M., Kan Y., Naoki H., Fukui Y., Kageyama N., Nakai M., Miki W.,, Kiso Y,
Identification of the major antioxidative metabolites in biological fluids of the rat with
ingested catechin and epicatechin, Bioscience Biotechnology and Biochemistry, 1999,
63,s.973-977.

[9] de Moraes Ramos EM., Schonlau F.,, Novaes P.D., Manzi ER., Boscolo EN., de Almeida
S.M., Pycnogenol protects against Ionizing radiation as shown in the intestinal mucosa
of rats exposed to X-rays, Phytotherapy Research, 2006, 20(8), s. 676-679.

[10] Uchida S., Ozaki M., Suzuki K., Mikio S., Radioprotective effects of (-)epigallocatechin
3-O-gallate (green tea tannin) in mice, Life Sciences, 1992, 50, s. 147-152.

[11] Lee H.J.,, Kim J.S., Moon C., Kim J.C., Lee Y.S., Jang J.S., Jo S.K., Kim S.H., Modifica-
tion of gamma-radiation response in mice by green tea polyphenols, Phytotherapy
Research, 2008, 22(10), s. 1380-1383.

[12] AndryskowskiG., Niedworok J., Maziarz Z., Maltkowski B., Protective effect of natura an-
thocyanin dye on experimental radiation sickness, Acta Poloniae Toxicologica, 1998, 6,
s. 155-162.

[13] Andryskowski G., Niedworok J., Maziarz Z., Matkowski B., The effect of natura anthocy-
anin dye on superoxide radical generation and chemiluminescencje In animal after absor-
ber 4Gy dose of gamma radiation, Polish Journal Environmental, 1998, 7(6), s. 355-357.

[14] O’'Neill P.,, Al-Kazwini A.T., Fielden E.M., Adams G.E., Role of hydration in influen-
cing radiation-induced damage of DNA at early times. Radiation Research: A Twen-
tieth Century Perspective Vol. IT, Academic Press, San Diego, 1992, s. 99-103.

[15] Oszmianski J., Bourzeix M., Preparation of catechin and procyanidin standards from
hawthorn (Crategus Azarolus L.) and pine (Pinus mesogeensis fiesch) BARK, Polish
Journal Food and Nutrition Sciences, 1995, 4/45(2), s. 89-96.

[16] Yoshida T., Mori K., Hatano T., Okumura T., Ueuhara I., Komagoe K., Fujita Y,, Okuda T.,
Studies on Inhibition Mechanism of Antioxidation by Tannins and Flawonoids. V. Ra-
dical-Scavenging Effects of Tannins and Related Polyphenols on 1.1-Diphenyl-picryl-
hydrazyl Radical, Chemical and Pharmaceutical Bulletin, 1989, 3, s. 1919-1921.

Do cytowania:
Goss M., Wawer L, Paradowska K., Radioprotekcyjne wlasciwosci ekstraktow z kory sosny,
Herbalism, 2022 1(8), s. 73-84.

84



