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Streszczenie

Praca przedstawia przeglad pi$miennictwa na temat stanu badan aktywnosci cytotoksycznej/proapoptotycz-
nej ekstraktow, frakeji, olejkow eterycznych czy izolowanych zwigzkow z organéw roélin nalezacych do rodzaju
Eryngium, a takze obja$nia, ktore zwiazki moga odgrywac znaczaca role w tym procesie. Do tej pory w tych takso-
nach wykryto wiele metabolitow wtdrnych o potencjalnych wlasciwoséciach farmakologicznych, gtéwnie saponiny
triterpenowe, flawonoidy, kwasy fenolowe, kumaryny i furanokumaryny, olejki eteryczne, seskwiterpeny oraz
poliacetyleny. Rézne organy tych roslin posiadaja szeroki zakres zastosowan leczniczych w tradycyjnej medycynie.
W pracy tej przedstawiono aktywnos¢ cytotoksyczng/proapoptotyczng gatunkéw Eryngium. Artykuly naukowe
zostaly zebrane za posrednictwem internetowych baz danych: PubMed, Science Direct, Scopus i Google Scholar.
(Farm Wspét 2020; 13: 106-110)
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Abstract

This work is a literature review on the current state of the research on the cytotoxic/proapoptotic activity of
extracts, fractions, essential oils or isolated compounds as well as explicates which biocompounds are the most
relevant in this process. A plethora of active phytochemical constituents of these taxa have been revealed so far,
namely triterpenoid saponins, flavonoids, phenolic acids, coumarins and furanocoumarins, essential oils, sesquiter-
penes, and polyacetylenes. Various organs of these plants have an immense range of medicinal uses in traditional
medicine. In the present review, the cytotoxic/proapoptotic activity of Eryngium species has been reported. The
references were collected through online databases: PubMed, Science Direct, Scopus and Google Scholar. (Farm
Wspé6t 2020; 13: 106-110)
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Wstep na $wiecie. Komorki rakowe cechuje m.in. nasilona

W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie proliferacja, co wynika z nabytych zmian genetycznych
produktami pochodzenia roélinnego o potencjalnej i epigenetycznych. W miare rozwoju guza powstaja
wartosci przeciwnowotworowej, a dostepne badania komorki zdolne do tworzenia przerzutéw. Pomimo
sugeruja obiecujace dziatanie gatunkéw nalezacych pojawienia sie nowoczesnych technologii opracowy-
do rodzaju Eryngium. Wstepne do$wiadczenia in wania lekoéw przeciwnowotworowych, takich jak wspo-
vitro nie moga co prawda by¢ w pelni réwnoznaczne magane komputerowo projektowanie lekéw i chemia
z badaniami o charakterze in vivo, jednakze stanowia kombinatoryczna, poszukiwanie nowych substancji
cenng informacje do dalszych eksperymentéw pro- o aktywnosci cytotoksycznej z produktow naturalnych
wadzonych w tym kierunku. Choroby nowotworowe jest wyjatkowo potrzebne. Liczne badania wskazujg, ze
maja zrdznicowane podloze molekularne (w tym takze cytotoksyczne zwigzki indukuja apoptoze i nekroze
zmiany metaboliczne) i sg gtéwng przyczyng $mierci lub zaburzaja rozmaite szlaki sygnalizacji komor-
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kowej, prowadzac w ten sposob do $mierci komorki
lub zatrzymania cyklu komérkowego. Stad apoptoza
lub indukcja nekrozy przez substancje cytotoksyczne
moze stanowi¢ radykalne podejscie terapeutyczne do
chemioterapii raka. Biorgc pod uwage, ze ponad 60%
lekéw przeciwnowotworowych pochodzi bezposrednio
lub posrednio z roslin, a wiekszos¢ z nich to zwigzki
cytotoksyczne, to bardzo istotne sa badania réznorod-
nych zasob6w rosélinnych pod katem nowych, natural-
nych zwigzkéw i ich potencjalnych wlasciwosci [1-3].
Oznaczanie cytotoksyczno$ci zwigzkéw chemiotera-
peutycznych wobec komérek w hodowlach in vitro
stanowi wazny wstep do badan toksykologicznych,
niezbednych do okreslenia prawidtowego dziatania
oraz bezpieczenstwaleku. W celu wykazania aktywno-
$ci cytotoksycznej ekstraktow, frakeji lub izolowanych
zwigzkéw w opisanych badaniach zastosowano bez-
posredni pomiar zywotnoéci komoérek po uprzednim
wybarwieniu blekitem trypanu lub posrednie testy
pomiarowe, ktore zwigzane sg z aktywnoscig niekto-
rych enzyméw komérkowych, np. mitochondrialnego
bialka - dehydrogenazy bursztynianowej (test MTT)
czy aktywnosci cytoplazmatycznego enzymu - dehy-
drogenazy mleczanowej (test LDH). Test MTT jest
obecnie najcze$ciej stosowany do oceny dziatania
cytotoksycznego i zalecany jako referencyjny przez
miedzynarodowe organizacje normotworcze. W bada-
niach tych, za miare aktywnosci cytotoksycznej naj-
czedciej przyjmuje sie wartos¢ IC;, czyli takie stezenie
analizowanej probki, ktére powoduje zahamowanie
wzrostu badanej populacji komorek o 50% [4].
Opisane w niniejszym przegladzie mikolajkinaleza
do rodzaju Eryngium, ktory jest najliczniejszym takso-
nem w rodzinie Apiaceae, podrodzinie Saniculoideae.
Roéliny z tego rodzaju wystepuja prawie na catym
$wiecie. Rozne organy mikotajkow, szczegolnie czesci
nadziemne i korzenie, maja szeroki zakres zastoso-
wan leczniczych w tradycyjnej medycynie. Ponadto,
dla tych surowcow, w kilku badaniach wykazano
aktywno$¢ przeciwutleniajaca, przeciwbakteryjna,
przeciwgrzybicza, przeciwwirusows, przeciwzapalng
i neuroprotekcyjng. Wymienione aktywnosci przypi-
suje sie obecnosci zwigzkéw: saponin triterpenowych
pochodnych barygenolu, flawonoidéw nalezacych
do grup flawonolu, flawanonu oraz flawonu, kwasow
fenolowych, kumaryn i furanokumaryn, olejkéw
eterycznych, charakteryzujacych si¢ obecno$cig mono-
i seskwiterpenowych weglowodoréw, poliacetylendw,
ekdysteroidéw, fitosteroli, lignandw i betain [5-7].
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Aktywnosé
cytotoksycznal/proapoptotyczna

Whasciwosci cytotoksyczne ekstraktu etanolowego
zowocow E. planum (mikolajka ptaskolistnego) badano
na siedmiu nowotworowych liniach komérkowych
biataczki: ML-1, J-45.01, EOL, HL-60, 1301, C-8166,
U-266B1 oraz dwoch nienowotworowych liniach WICL
i H-9. Metodg zastosowana w badaniu zmian inte-
gralnosci blon komorkowych byt bezposredni pomiar
zywotnosci tych komoérek po uprzednim wybarwieniu
ich blekitem trypanu. Zauwazono, ze linie komoér-
kowe 1301 i HL-60 wykazywaly Zywotno$¢ 62 i 55%
po 24 godzinach traktowania ekstraktem z owocow
E. planum w stezeniu 300 pg/ml. Ponadto ekstrakt
ten indukowat apoptoze komoérek dwoch ludzkich
linii biataczkowych, mianowicie C-8166 i J45.01 po
24 godzinach inkubacji, podczas gdy umiarkowany
efekt zaobserwowano dla linii komérkowych HL-60
i ML-1. Wartosci IC, ekstraktu etanolowego miko-
tajka ptaskolistnego byly wysokie i wahaty si¢ od 15 do
187 pg/ml dla wszystkich badanych linii [8].

Osiem saponin typu oleananu wyizolowanych
z calych roslin E. yuccifolium (mikotajka jukkolistnego)
razem z 64 innymi zwigzkami saponinowymi poddano
badaniom przesiewowym na aktywnos¢ cytotoksyczna
w stosunku do kilku linii komérek nowotworowych.
Testem WST-8 mierzono wzrost i zywotnos¢ komo-
rek nowotworowych, takich jak rak ptuc (A549),
gruczolakorak prostaty (PC-3), bialaczka (HL-60)
i rak trzustki (PANC-5) oraz nienowotworowych
fibroblastow ptuc (MRC-5). Cztery z nich wykazywaty
umiarkowang cytotoksyczno$¢ wobec linii komorko-
wych A549 (GI,,0d 4,3 £ 0,34 uM do 8,35 + 2,89 uM),
PC-3 (G, od 5,08 + 0,38 uM do 11,32 + 1,60 pM),
HL-60 (GL, od 7,11 + 0,55 uM do 9,38 + 1,48 uM)
i MRC-5 (GI;, od 3,54 + 0,34 uM do 8,71 + 1,45 uM),
a trzy z nich umiarkowang aktywno$¢ w stosunku do
PANC-5 (GI;,0d 11,45 +£ 0,75 uM do 16,02 + 0,61 uM).
Autorzy badania zauwazaja, ze wiele opublikowanych
prac wskazuje na zwiazek pomiedzy budowa saponin
a ich dziataniem cytotoksycznym. Dziatanie saponin
analizowanych w niniejszej pracy eksperymentalnej
przypisywane jest grupie angeloilowej przy weglu C21
i grupie acetylowej przy weglu C22 [9]. W pdzniejszych
latach zbadano kolejne dwie saponiny - eryngiozyd M
i sanikulasaponing II, wyizolowane korzenia E. yucci-
folium ekstrahowanego alkoholem etylowym. Zwiazki
te wykazaly staba cytotoksycznos¢ w stosunku do
komoérek raka ptuc (odpowiednio GI,, = 37,5+ 1,59 uM
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35,5+ 1,11 pM). Ponadto eryngiozyd N, inny zwigzek
saponinowy, nie byl aktywny przeciwko komérkom
rakowym [10].

Wryniki testu zywotnosci XTT wykazaty, ze eks-
trakt metanolowy z lisciilodyg E. creticum (mikolajka
kreteniskiego) hamowal wzrost komérek nowotwo-
rowych piersi (MCF7) odpowiednio o 72 i 68%. Jak
wykazaty badania fitochemiczne, analizowany ekstrakt
bogaty byt w terpenoidy, fenolokwasy, flawonoidy
i alkaloidy. Z kolei probki ekstrahowane octanem
etylu lub woda nie wykazywaly zadnej aktywnosci
cytotoksycznej w stosunku do badanej nowotworowej
linii komoérkowej [11].

Aktywno$é¢ cytotoksyczng wodnych ekstraktow
z nadziemnych i korzeniowych czesci E. maritimum
(mikotajka nadmorskiego) i E. kotschyi badano na
roznych liniach komorkowych: ludzkiego raka watroby
(HepG2), raka krtani (Hep2), glejaka (U138 MG),
z tkanki nablonkowej pobranej z nerki kotawca zielo-
nosiwego - linia komoérkowa o komérkach podobnych
do fibroblastéw (Vero). Zastosowano dwa popularne
testy cytotoksyczno$ci - MTT i LDH. Wartoéci steze-
nia hamujacego ekstraktow w wiekszosci przypadkow
wahaly sie w granicach od 16,33 do 125,66 pug/ml
Najwyzsza cytotoksyczno$¢ (z zastosowaniem testu
MTT) stwierdzono wlinii Hep2 dla ekstraktu z korzeni
E. maritimum (30,25 pg/ml) i korzeni E. kotschyi
(32,86 pug/ml), w linii U138 MG dla ekstraktu z czedci
nadziemnej E. maritimum (47,00 pg/ml) i korzeni E.
kotschyi (43,00 pg/ml), w linii HepG2 dla ekstraktu
z cze$ci nadziemnej E. maritimum (32,42 pg/ml)
i E. kotschyi (31,75 pg/ml), w linii Vero dla ekstraktu
z korzeni E. maritimum (16,33 pug/ml) i E. kotschyi
(16,04 pg/ml). Wartoéci IC;, byly zawsze nizsze niz
w teScie LDH. Autorzy sugerujg, Zze poniewaz aktyw-
nosci cytotoksyczne mierzone testem MTT byly nizsze
niz w przypadku testu LDH, saponiny zawarte w eks-
trakcie roslinnym mogltyby aktywowac te zalezne od
ATP receptory purynergiczne, powodujac przepusz-
czalno$¢ blon i wymiane jonowa. Autorzy wskazuja na
zawarto$¢ szeregu grup zwiazkéw w tych gatunkach,
podobnie jak w calym rodzaju Eryngium. Analizy
fitochemiczne badanych gatunkéw wykazaly obecnos¢
oprocz gléwnych zwigzkow — saponin triterpenowych,
takze podstawowych zwigzkéw fenolowych, monoter-
penodw, seskwiterpendw, triterpenoidéw, flawonoidéw,
kumaryn, steroidow, acetylenéw i innych klas zwiaz-
koéw. Jak zauwazajg autorzy badan kryteria aktywnosci
cytotoksycznej dla surowych ekstraktéw, uwazanych
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za substancje czynna przeciwko komérkom rakowym,
ustalone przez National Cancer Institute (NCI) okre-
§lono dla IC;,<30 pg/ml. Wszystkie ekstrakty roslinne
w tym eksperymencie posiadaty wartosci IC;, powyzej
30 pug/ml, co wskazuje na brak dziatania przeciwno-
wotworowego testowanych ekstraktow dla badanych
typow komorek. Warto$ci te nie pasuja doktadnie do
miary NCI, IC,, wszystkich ekstraktéw roslinnych
zmierzone w obu testach dla linii komérkowych Hep2
jako 30,25-55,00 pg/mlidla komérek Hep2 zmierzone
w tescie MTT jako 31,75-48,27 mg/ml, poniewaz
wskazujg na ich stabg aktywnos¢. Chociaz wartosci IC;,
zmierzone w te$cie MTT dla linii komérkowych Vero
okazaly sie znacznie nizsze (IC;, 16,04-32,92 ug/ml) niz
opisane limity, zagadnienia te nie zostaly omdéwione
w niniejszej publikacji, poniewaz komorki te nie byty
nowotworowe [12].

Pie¢ saponin wyizolowanych z korzeni E. campestre
(mikotajka polnego) wykazywalo staba (IC,, pomiedzy
40 a 100 pug/ml), a dwie saponiny (> 100 ug/ml) niska
aktywnos¢ cytotoksyczng wobec ludzkich komérek
nowotworowych jelita grubego (HCT116 i HT-29)
z zastosowaniem testu MTT. Dla poréwnania wartos¢
IC,, dla kontroli pozytywnej aktywno$ci cytotoksycz-
nej - paklitakselu, wynosita 8,0+6,0 i 5,3£1,2 ng/ml
wzgledem linii HCT116 i HT-29 [13]. Z kolei olejek
eteryczny, jego frakcje i czysty zwigzek — kampestrolid,
pozyskane z nadziemnych czesci E. campestre, zostaly
ocenione in vitro pod katem ich wtasciwosci cytotok-
sycznych na mysich komérkach rakowych przypomina-
jacych makrofagi. Frakcje, podobnie jak kampestrolid,
wykazaly najlepsze dzialanie toksyczne w stosunku do
linii J774. Warto$¢ IC;, dla olejku eterycznego o pet-
nym skladzie, bogatego w germakren D, kampestrolid,
germakren B, mircen, a-kadinol i spatulenol wynosita
20,09 * 2,00 pug/ml, frakeji ECCI o niskiej zawartosci
kampestrolidu - 1,2%, ale bogatego w mircen (38%)
i farnezer (9%) 12,23 + 1,42 pg/ml, frakeji S31 z 30%
zawartoscig kampestrolidu 8,29 * 1,79 pg/ml, frakcji
ECI z 70% zawartoscig kampestrolidu wynosita 6,70
* 1,65 ug/ml oraz samego zwigzku kampestrolidu 4,82
+ 0,10 ug/ml. Z niniejszych badan wynika, ze kampe-
strolid wydaje si¢ by¢ odpowiedzialny, przynajmniej
czedciowo, za cytotoksycznos¢ wzbogaconych frakeji.
Wartos¢ IC,, dla kontroli dodatniej — kamptotecyny
wynosita 0,007 + 0,005 uM [14].

W innym badaniu ludzkie linie komérek nowo-
tworowych traktowano rosngcymi stezeniami olejkow
eterycznych z nadziemnych czesci E. campestre (miko-
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tajka polnego) i E. amethystinum (mikotajka amety-
stowego) przez 72 godziny i analizowano za pomoca
testu MTT. Oba olejki eteryczne wykazywaly silne
dziatanie cytotoksyczne przeciw wszystkim liniom
komérek nowotworowych, w szczegdlnosci w stosunku
do komorek raka okreznicy (HCT116), w ktorych
wartosci IC, wynosily 1,64 i 1,65 pg/ml odpowied-
nio dla olejku E. campestre i olejku E. amethystinum.
Aktywno$¢ byta znaczaca takze w przypadku komorek
raka piersiikomorek czerniaka. Wartosci IC;, w zakre-
sie od 1,57 pug/ml olejku eterycznego E. campestre na
komoérkach A375 do 5,32 pg/ml olejku eterycznego
E. amethystinum na komoérki MDA-MB 231. W amery-
kanskim programie badan przesiewowych roslin NCI
olejek jest ogolnie uwazany za obiecujacy, jesli warto$é
IC,, po inkubacji od 48 do 72 godzin jest mniejsza
niz 20 ug/ml. Gtéwnym sktadnikiem obecnym w obu
olejkach eterycznych byt germakren D, zwigzek o udo-
kumentowanych aktywnosciach biologicznych, w tym
takze przeciwnowotworowych. Jednakze, jak uwazaja
autorzy, stezenia gléwnych zwigzkéw nie moga w petni
wyjasni¢ ogélnego dzialania cytotoksycznego olejkow
eterycznych mikotajkéw, co oznacza, ze niektdre inne
zwigzki mogg dziata¢ synergicznie, przyczyniajac sie
do tej aktywnosci [15].

Wyniki testu MTT wykazaty, ze ekstrakty z czesci
nadziemnych E. billardieri wykazywaly dzialanie cyto-
toksyczne na komorki raka trzustki (PANC-1) w czasie
(24148 godzin) i dawce — sposdb zalezny (0-1600 ug/ml).
Wartos¢ IC;, dla ekstraktu heksanowego wynosita
836,2 ug/ml (24 godz.) i 217,3 pg/ml (48 godz.), dla
ekstraktu dichlorometanowego 1128 pg/ml (24 godz.)
1306,8 pug/ml (48 godz.) oraz dla ekstraktu metanolo-
wego 1329 ug/ml (24 godz.) 1 448,5 pg/ml (48 godz.).
Jak wykazala analiza qRT-PCR wszystkie ekstrakty
regulowaly poziom ekspresji proapoptotycznego
mRNA Bax w komérkach PANC-1. Natomiast ekstrakt
dichlorometanowy i heksanowy indukowaly wysoki
poziom apoptozy mierzonej metodg cytometrii prze-
plywowej po inkubacji komoérek z aneksyng V i jod-
kiem propidyny [16]. Odkrycia te korelowaly z innymi
badaniami grupy badawczej, ktére wskazywaty na
cytotoksyczny wplyw metanolowego ekstraktu E. bil-
lardieri na komdrki nowotworowe piersi (MCF-7), raka
pluc (A549), ludzkiego raka watroby (HepG-2) oraz
raka okreznicy (HT-29). Warto$ci IC;, w tescie MTT
dla tych linii nowotworowych odpowiednio wynosity:
6,5 pg/ml, 37,6 pg/ml, 59,9 pug/ml oraz 6,7 pg/ml [17].
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Wryniki testu MTT wykazaly znaczne zahamowa-
nie proliferacji komdrek rakowych mysiego czerniaka
(B16F10) oraz ludzkich: czerniaka (SKMEL28), raka
sutka (MCF-7), raka ptuc (A549) i glejaka (HS683,
U373) (IC, = 0,3-29 uM) traktowanych alifatycznymi
C17 poliacetylenami typu falkarinolu izolowanymi
korzenia E. tricuspidatum ekstrahowanego eterem naf-
towym, a mianowicie falkarindiolem, 3,8-dioctanem
falkarindiolu, 11-acetoksy-falkarindiol i 8-octanem fal-
karindiolu. Autorzy publikacji wskazuja, ze falkarinol
jest jednym z najbardziej aktywnych poliacetylenow,
ktory posiada juz udokumentowane liczne wlasciwosci
biologiczne, w tym przeciwnowotworowe. Pozostale
zwigzki z analizowanych w niniejszym eksperymen-
cie nie byly badane, a takze czes¢ z nich nie zostata
poznana. Jeden z nich 1,2-dihydro-11-acetoksy-falka-
rindiol byt nieaktywny w stosunku do wszystkich linii
komorkowych, charakteryzujac sie IC,, >100 uM [18].

Aktywno$¢ cytotoksyczna ekstrahowanych eterem
naftowym czesci nadziemnych tunezyjskich gatunkéw
Eryngium: E. maritimum, E. ilicifolium, E. barrelieri,
E. glomeratum, E. tricuspidatum, E. triquetrum, E.
dichotomum i E. campestre zostata zbadana w stosunku
do linii komérkowej podobnej do makrofagdw (J774)
oraz nienowotworowej linii komérkowej fibroblastow
(W1I38). Wyniki testu MTT wskazywatly na aktywnos¢
badanych ekstraktow w zakresie IC,, od 0,3 pg/ml do
43,9 pug/ml. Najsilniejszg aktywnoscia cytotoksyczna
in vitro (IC5, = 0,3 ug/ml) charakteryzowal sie eks-
trakt E. triquetrum, wyjatkowo bogaty w falkarinol.
Wartos¢ IC,, dla kamptotecyny - kontroli pozytywnej
w niniejszym eksperymencie wyniosta 0,17 + 0,04 uM.
Jak wykazali autorzy badan nie zaobserwowano selek-
tywnego dzialania dla wiekszo$ci ekstraktow [19].

W innym eksperymencie badano wlasciwosci
cytotoksyczne ekstraktu metanolowego z lisci E. cau-
casicum (mikotajka kaukaskiego) na linie komdrkowe
ludzkiego raka watroby (HepG2) i raka okreznicy
(HCT116) oraz poréwnawczo na nienowotworowg linie
ludzkich fibroblastow. Wyniki testu MTT nie wyka-
zaly zadnego znaczacego dzialania cytotoksycznego
ekstraktu na badane linie [20].

Podsumowanie

Sposréd prawie 250 gatunkoéw roslin nalezacych
do rodzaju Eryngium do tej pory tylko znikoma liczba
taksonow zostala zbadana pod katem ich aktywnosci
cytotoksycznej. Warto zaznaczy¢, ze wérdd analizo-
wanych gatunkoéw, ktére wykazuja obiecujace wta-
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$ciwosci sg trzy krajowe mikotajki: E. maritimum, E.
planum i E. campestre. Dane przedstawione w pracy
stanowig cenne informacje do dalszych eksperymen-
tow w szeroko rozumianym poszukiwaniu zwigzkow
przeciwnowotworowych w obrebie rodzaju Eryngium,
bogatego w kompleksy triterpenowych saponin i wie-
losktadnikowe olejki eteryczne.

Potencjatl ekstraktow roslinnych i czystych zwiaz-
kow wyizolowanych z réznych surowcow z kilku gatun-
kéw Eryngium wykazano in vitro na réznych rodzajach
komoérek nowotworowych. To sugeruje mozliwe ich
zastosowanie jako naturalnych, obiecujacych $rodkow
przeciwnowotworowych, dla ktérych konieczne sg
dalsze badania w celu ustalenia ich skutecznosci in vivo

i wyja$nienia mechanizméw dzialania na poziomie
molekularnym i biochemicznym.
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