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Sazetak/Summary

Biljne vrste roda Echinacea biljeze visestoljetnu primjenu u prirodnoj
herbalnoj medicini stoga su i danas zanimljive za istrazivanja. Posjeduju
brojna korisna svojstva koja primarno djeluju na imunoloski sustav jedinke
kroz takozvane imunomodulatorne ucinke koji utjeCu na brojne stanicne
puteve i same stanice. Djelovanje se ocituje aktivacijom fagocitoze,
stimulacijom fibroblasta i pojacanjem respiratorne aktivnosti te
djelovanjem stanica kao Sto su makrofagi, leukociti, limfociti, granulociti,
polimorfonuklearni leukociti (PMN) te stanice prirodni ubojice (NK stanice).
Ovim putevima dolazi do IuCenja brojnih citokina, kemokina i upalnih
odnosno protuupalnih medijatora poput NF-kB, TNF-a, IL-1, IL-1a, IL-1(,
IL-6, IL-8, IL-10, adhezijske molekule i COX-2, komplementa C3b. Kako bi
sve ovo moglo djelovati postoje i receptori koji prepoznaju te signale i salju
nove, neki od kojih su kanabinoidni receptori tipa 2 (CB2) i brojna obitelj
TLR receptora. Uz ucinke na imunoloski sustav biljne vrste roda Echinacea
odnosno biljne aktivne tvari takozvane fitokemikalije pronadene u njima
posjeduju i protuupalne, psihoaktivhe, citotoksicne te antioksidativne,
antibakterijske, antifungalne i antivirusne ucinke. Neke od vaznijih
fitokemikalija su alkamidi, derivati kavene kiseline, polisaharidi i
glikoproteini. Ne bi li se ovi ucinci dokazali, koriSteni su brojni testovi
svojstveni pretklini¢kim istrazivanjima. In vitro istrazivanja provodena su
na raznim stani¢nim kulturama poput razli¢itih vrsta misjih i Stakorskih
makrofaga i limfocita, dendritickih stanica, TPH-1 te Jurkat stanicama dok
su in vivo istrazivanja provedena testovima kao Sto su metoda uklanjanja
ugljika ili test induciranja edema Sape izazvanog karagenanom. Iako svi ovi
testovi pokusavaju biti Sto to¢niji problem lipopolisaharidne kontaminacije i
dalje stvara lazno pozitivne slike ucinaka ove biljke. Stoga treba nastojati
otkrivati nove, detaljnije mehanizme kako djelovanja vrsta roda Echinacea

na organizam tako i same metode detekcije njihove korisnosti u organizmu.



Echinacea species have been used in natural herbal medicine for centuries,
so interest for their research stands even up today. They possess humerous
useful properties that primarily affect the immune system through so-called
immunomodulatory effects through numerous cellular pathways and the
cells themselves. These effects are manifested by the activation of
phagocytosis, the stimulation of fibroblasts and respiratory burst, and cells
such as macrophages, leukocytes, Ilymphocytes, granulocytes,
polymorphonuclear leukocytes (PMN) and natural Killer cells (NK cells).
These pathways lead to the secretion of numerous cytokines, chemokines
and inflammatory or anti-inflammatory mediators such as NF-kB, TNF-aq,
IL-1, IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, adhesion molecules and COX-2,
complement C3b. In order for all of this to work, there are receptors that
recognize these signals and send new ones, some of which are cannabinoid
receptors type 2 (CB2) and a large family of TLR receptors. In addition to
the immune-effect of the phytochemicals found in Echinacea species also
have anti-inflammatory, psychoactive, cytotoxic and antioxidant,
antibacterial, antifungal and antiviral effects. Some of the more important
phytochemicals are alkamides, caffeic acid derivatives, polysaccharides and
glycoproteins. In order to prove these effects, numerous tests characteristic
of preclinical research were conducted. In vitro research was conducted on
various cell cultures such as different types of mouse and rat macrophages
and lymphocytes, dendritic cells, TPH-1 and Jurkat cells, while in vivo
research was conducted with tests such as the carbon clearance method or
carrageenan induced paw edema. Although all these tests try to be as
accurate as possible the problem of lipopolysaccharide contamination still
creates false positive images of the effects of this herb. Therefore, efforts
should be made to discover new, more detailed mechanisms of the effects
of Echinacea species on the body, as well as methods of detecting their

usefulness in the body.
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1. UVOD

Biljne vrste roda Echinacea koriste se vec stoljecima kao dio prirodne
herbalne medicine. Americki domoroci koristili su ih u svrhu lijecenja
infekcija respiratornog trakta te raznih upalnih stanja poput upale usta i
zdrijela, uobicajene prehlade, bronhitisa i drugih bolesti koje su
karakterizirane kasljem. (1) Tradicionalno su vrste roda Echinacea bile
opisivane kao antiinfektivha sredstva te su bile indicirane kod bakterijskih
i virusnih infekcija. Pronadeni su podaci o koristenju ovih biljnih vrsta u
svrhu lijecenja infekcija poput sifilisa, septi¢nih rana i raznih drugih koznih
stanja koja su ukljucivala Cireve, apscese i druge patoloske promjene
koze, infekcija donjeg urinarnog trakta te kao ,antitoksina™ protiv ugriza
zmije i trovanja krvi.(2) JoS neke tradicionalne primjene ove biljke bile su
tretiranje zubobolje, raznih napadaja, kroni¢nog artritisa te raka.(3)

Biljni rod Echinacea nativan je srednjoj i isto¢noj Sjevernoj Americi,
a sacCinjava ga devet zeljastih cvjetnica iz porodice tratinCica (Asteraceae;
Compositae) od kojih su tri najéesée koriste kao ljekovite vrste: Echinacea
purpurea (L.) Moench, E. angustifolia DC., i E. pallida (Nutt.).(1,4) E.
angustifolia i E. pallida smatrane su razliitim varijantama iste vrste no
provedbom revizije roda opisane su kao dvije odvojene vrste. Nadalje,
postoji misljenje o naveliko neprikladnom koristenju naziva E. purpurea
(L.) Moench stoga je predlozena taksonomska revizija roda koja ukljucuje
dva podroda i Cetiri vrste E. purpurea, E pallida, E. atrorubens i E.
laevigata u kojoj su izmedu ostalog E. angustifolia te E. pallida revidirane
u E. pallida var angustifolia (DC.) Cronq i E. pallida var pallida (Nutt.)
Cronqg. Prema trenutno prihvaéenoj taksonomiji ipak su zadrzani nazivi
Echinacea angustifolia DC. i Echinacea pallida (Nutt.) Nutt. (5). Cesto su
koriSteni i narodni nazivi za biljne vrste roda Echinacea poput: crna
Cetinka, SiSarka, blijedo/blijedo-ljubicasta SiSarka za E. pallida, ljubiCasta
SiSarka za E. purpurea i E. angustifolia te kanzaska zmijolista za E.

angustifolia. U medicinske svrhe koriste se svjezi ili suSeni podzemni



dijelovi sve tri prethodno nabrojane vrste poput korijena i rizoma te svjezi
ili suSeni cvjetni vrhovi i svjeze presani sok cvjetnih vrhova E.pupurea.
Komercijalno dostupni proizvodi koji sadrze Echinaceu mogu biti spravljeni
od jedne ili viSe sirovih droga te su dostupni u razli¢itim formama
doziranja ukljucujudi tinkture, tablete, ¢ajeve, kapsule i pripravke za
parenteralnu upotrebu.(2)

Smatra se kako je glavno djelovanje ovih biljnih vrsta upravo njihov
utjecaj na imunoloski sustav koji je kompleksna integrirana mreza stanica,
tkiva, organa i topivih medijatora nacinjena evoluirana za obranu
organizma protiv svake strane tvari koja ugrozava integritet organizma.
Imunoloski sustav posjeduje brojne vazne znacajke no jedna od kljucnih
je upravo sposobnost razlikovanja izmedu vlastitoga i stranoga, infektivno
od neinfektivnog i opasno od neopasnog.(1) Novijim istrazivanjima dolazi
se do spoznaje kako je djelovanje biljnih vrsta ovog roda primarno
imunomodulatorno uz dosadasnja antivirusna, protugljivi¢na, protuupalna,
protumikrobna i antioksidativna svojstava.(1,2) Zaklju¢cima koji svoje
korijenje vuku iz drevnih perspektiva zapadnjacke biljne medicine, biljni
lijekovi koji utjeCu na imunoloski sustav mogu se klasificirati u tri klase
ucinka koje posjeduju. Tako postoje imunostimulativni, adaptogeni i
ujedinjeni udinci. Imunostimulansi (imunopotencijatori, pojacivaci
imuniteta) sredstva su koja doprinose aktiviranju nespecifi¢nih puteva
imunosti protiv stranih tvari, primarno zaraznih organizama poput
bakterija i virusa te tumorskih stanica. Adaptogene tvari koje doprinose
adaptogenim ucincima mogu se definirati kao tvari koje povecéavaju
otpornost tijela na bioloske, fizicke i kemijske stresore. Nadalje, temeljem
studija doslo se do zakljucka kako neki od biljnih ekstrakata utjecu na
humoralnu (ste¢enu) imunost, no da ih vedina pojacava stani¢nu
(urodenu) imunost.(1,4)

Postoji nekolicina tvari, to jest fitokemikalija, aktivnih komponenti
izoliranih iz biljnih vrsta medicinske vaznosti u ovom slucaju roda
Echinacea za koje se smatra da doprinose ovim imunoloskim ucincima.

Najvaznijim fitokemikalijama, koje Cine razli¢ite klase sekundarnih



metabolita biljke, smatraju se alkamidi, derivati kavene kiseline,
polisaharidi i glikoproteini.(1,3,6) Alkamidi ili alkilamidi amidi su masnih
kiselina koji se razlikuju po svojoj strukturi, a samim time i funkciji. U
strukturi sadrze masnu kiselinu koja moze varirati brojem ugljika i
nezasi¢enosti, amidnu skupinu te varijabilnu skupinu. U prirodi se nalaze u
preko 100 biljnih vrsta, izmedu ostaloga u biljkama rodova Echinacea,
Acmella, Spilanthes i Heliopsis. Smatra se da djeluju kao obrana od
biljojeda jer prilikom konzumacije biljaka koje ih sadrze dolazi do snaznog
osjecaja trnjenja u ustima. Upravo su ovu karakteristiku americki Indijanci
koristili kao mjeru visoke kvalitete Echinacee. (6,7) Kavena kiselina oralno
je raspoloziv polifenol klasificiran kao derivat hidroksicimetne kiseline
(HCA) koja nastaje supstitucijom fenilnog prstena cimetne kiseline
hidroksi skupinama na polozajima 3 i 4. Prisutna je u gotovo svim
biljkama, posebice u biljkama kave, gdje je glavna komponenta u
njezinom prepoznatljivom mirisu, majcCine dusice (timijana), kadulje i
masline. Istrazivanjima je pronadeno kako potencijalno ima antitumorsko
(antineoplasti¢no), antitrombocitno, antioksidativno i protuupalno
djelovanje. (8,9) Ova kiselina sekundarni je metabolit u biosintezi lignina
-slozenog organskog polimera koji sadrzava kisik te zajedno sa celulozom
¢ini glavni sastojak drva. Lignin daje krutost stani¢noj stijenci biljaka ¢ime
pomaze odrzavanju oblika stanice te pridonosi lakSem podnosenju
gravitacijske sile poveéavajuci im tla¢nu &vrstocéu. Stiti stani¢nu stijenku
od vode, time olakSavajudi transport vode prema gore u tkivima ksilema.
Lignin takoder ima antifungalna svojstva i Cesto se brzo talozi kao odgovor
na ozljedu gljivama, stitedi tijelo biljke od difuzije gljivicnih enzima i
toksina.(10) Derivati kavene kiseline pronadeni u Echinacei su cikori¢na
kiselina, ehinakozid, 1,3-dikafeoilkininska kiselina i klorogenska kiselina.
Glavnim fenolnim spojevima u Echinacea purpurea smatraju se kaftarna
kiselina i cikori¢na kiselina, dok ehinakozid ima tu ulogu u E. angustifolia i
E. pallida.(11) Polisaharidi su najcesci oblik ugljikohidrata pronadenih u
prirodi stoga mogu biti opisani njihovom kemijskom strukturom, koja

sadrzi monosaharidne jedinice medusobno povezane glikozidnom vezom



ukoliko su one ostaci Secera ili mogu biti kovalentno vezane za druge
strukture poput peptida, aminokiselina i lipida.(12) Glikoproteini kao sSto
im i samo ime kaze, spoj su ugljikohidratnog djela to jest Secera i proteina
u jednu funkcionalnu cjelinu. Mogu postojati u velikom rasponu omjera
sastavnica od 1% ugljikohidratnih dijelova vezanih na polipeptidnu

okosnicu do ¢ak 80% ukupne tezine spoja. (13,14)

2. SVRHA RADA
Svrha ovog preglednog rada jest uvidjeti uCinke biljnih vrsta roda
Echinacea koji se stolje¢ima koriste kao lijek na ljudsko zdravlje kroz
razne tehnike pretklinickih istrazivanja. Poznat je problem prisustva
lipopolisaharidne kontaminacije ove biljne droge stoga je vazno dokuciti
jacinu njihovog djelovanja na ljudski organizam, koji takoder posjeduje
lipopolisaharide u svom probavnom traktu, iz razloga Sto brojni testovi
koji se provode u sklopu pretklinickih istrazivanja pokazuju prejaku
stimulaciju i time laznu pozitivnost uc¢inka u dodiru ¢ak i s najmanjim

kolicinama lipopolisaharida.

3. RAZRADA
3.1. PRETKLINICKA ISTRAZIVANIA

Tijekom procesa razvoja lijeka bilo iz biljne droge bilo sintetickog vazno je
proci nekoliko koraka provjere. Prvi korak jest pronalazak i razvoj spoja
od interesa. Kada ovaj spoj zadovoljava odredene kriterije moguce je
preci na drugi korak procesa - pretklinicka istrazivanja. Ovo je izrazito
vazan korak u kojem istrazivaci moraju saznati imali taj spoj potencijala
izazvati toksi¢nost organizmu na koji se primjenjuje, to jest moze li mu
nanijeti neke ozbiljne Stetne ucinke. Postoje dva tipa pretklinickih
istrazivanja: in vitro i in vivo. In vitro nacin istrazivanja doslovnho mozemo
prevesti ,u staklu™ jer se provodi na kulturama eukariotskih, prokariotskih
i arhejskih stanica, izoliranih tkiva ili organoida koje se drze u staklenim ili
plasti¢nim posudama. S druge strane in vivo nacin istrazivanja provodi se
u zivuéim organizmima, a najces¢e u nekoliko vrsta glodavaca i ne-

glodavaca, vinskoj musici i jednoj vrsti ribe (Danio rerio). Ovakva



istrazivanja moraju slijediti stroge propise glede toga kako se sama
studija provodi - moraju postojati detaljni pisani protokoli te izvjestaji,
osoblja koje ju provodi, ustanova u kojima se smije provoditi i opreme
kojom se provodi. Uobicajeno, ova istrazivanja ne zahvacaju velik broj
eksperimentalnih subjekata niti se dugo provode, najcesce od nekoliko
dana do nekoliko mjeseci, izuzev kronic¢nih toksikoloskih studija, posto se
provode na stani¢nim kulturama ili zivotinjama. Njihov cilj jest pruzanje
vrlo detaljnih informacija o mehanizmu djelovanja u nekoj bolesti te
aktivnosti i predikciji doziranja, nivoa toksic¢nosti, odnosno toksi¢nim
ucincima zabiljezenim u in vitro i in vivo uvjetima koji se mogu
translatirati u ljude. Nakon pretklinickih istrazivanja koja daju odgovore na
osnovna pitanja oko sigurnosti lijeka, no ne mogu pruziti uvid u to kako ¢e
lijek djelovati u ljudskom tijelu, istrazivaci preispituju svoje pronalaske te
odlucuju treba li lijek predi u klini¢ki dio istrazivanja. Ovaj treci korak
provodi se na ljudima tijekom niza godina u nekoliko svojih faza, najcescée
Cetiri, koje obuhvacaju grupu ispitanika od nekoliko zdravih dobrovoljaca
do nekoliko tisu¢a osoba sa bolescu to jest stanjem od interesa. Cilj ovih
faza jest odrediti sigurnost i doziranje, ucinkovitost i nuspojave te ukupnu

dugorocnu sigurnost lijeka.(15)

3.2. IMUNOLOGIJA
Imunologija je kao grana biomedicinskih, to jest mikrobioloskih znanosti
proizasla iz nekoliko ranijih otkri¢a poput pionirskog rada Edwarda Jennera
koji je polako, ali sigurno vodio cijepljenju u modernom smislu te rijeci.
(16,17) Ova znanost, kao Sto joj samo ime kaze, bavi se proucavanjem
imunoloskog sustava to jest imuniteta odnosno cjelokupne otpornosti
organizma na djelovanje stranih tvari, takozvanih antigena.(18)
Imunoloski sustav (IS), predmet prouc¢avanja imunologije, ucinkovita je
integrirana mreza stani¢nih elemenata, malih organskih molekula te
bioloskih molekula, tkivnih struktura, organa te procesa razvijenih za
oCuvanje integriteta organizma od infekcije okolnim mikroorganizmima

(virusi, bakterije, gljivice i drugi paraziti), a njegovo pravilno



funkcioniranje i ravnoteza klju¢ni su kako bi se izbjegla pojava velikog
broja poremecéaja odnosno patoloskih stanja, kao i razvoja tumora.(1,18)
Dokle god je funkcija imunoloskog sustava u granicama normale svaka
imunoloska komponenta ima jedinstvenu ulogu, a kada se strana tvar
prepozna, imunoloski sustav reagira na predvidljiv nacin kako bi je
uklonio. Imunoloski sustav ukljucuje puno tipova stanica, tkiva i organa
koje mozemo podijeliti na primarne i sekundarne. U primarnim limfoidnim
organima, kostanoj srzi i timusu, imunoloske stanice se proizvode i
sazrijevaju; dok u sekundarnim limfoidnim organima, limfnim ¢vorovima,
slezeni, krajnicima i Peyerovim plo¢ama u tankom crijevu, imunoloske
stanice cirkuliraju i borave tijekom svog zivota. Uz ove komponente mogu
se nadodati i krvozilni sustav, limfoidno tkivo povezano sa sluznicom
(MALT) i limfni sustav. Fagocitne stanice, koje uklju¢uju monocite,
makrofage i neutrofile, najbrojnije su stanice IS-a. Te su stanice sposobne
fagocitirati i probaviti patogene i strane molekule. Limfociti, druge
najzastupljenije stanice 1S-a, vazni su u normalnom imunoloSkom
odgovoru na infekcije i tumore, ali i u posredovanju u odbacivanju
transplantata i autoimunosti. Mogu se razlikovati u dvije razliCite vrste,
nazvane T- i B-stanice. Sve imunoloske stanice nastaju iz uobicajenih
hematopoetskih mati¢nih stanica (HSC) u kostanoj srzi nakon
hematopoeze. Tijekom aktivacije imunoloskog odgovora, limfociti
eksponencijalno proliferiraju i diferenciraju se: B-stanice se pretvaraju u
plazma stanice, svojevrsne tvornice antitijela koje otpustaju tisuce
antitijela u krvotok, dok se T-stanice diferenciraju u razliCite podskupine
razliCite specijalizacije. Takoder postoje i mijeloicne imunolosSke stanice,
efektorske stanice te regulacijske stanice. (1,16,19) Djelovanje
imunoloskog sustava, to jest imunoloske odgovore moze se podijeliti na
urodeni imunitet i steCeni (adaptivni) imunitet. Urodeni imunitet prva je
linija obrane te ukljucuje nespecificne mehanizme - odgovori su isti za sve
potencijalne patogene, bez obzira na to koliko razliciti bili. Urodeni
imunitet ukljucuje fizicke barijere poput koze i sline, te stanice kao Sto su

makrofagi, neutrofili, bazofili i mastociti, sustav komplementa i razlicite



klase receptora koje koriste urodene stanice, kao sto su toll-like receptori
(TLR). Ovi receptori su clanovi obitelji receptora za prepoznavanje
obrazaca (PPP) i sposobni su detektirati oCuvane molekularne obrasce
povezane s patogenima (PAMP), kao Sto su komponente stani¢ne stijenke
bakterija i gljivica (tj. lipopolisaharidi, bakterijski lipopeptidi i f-glukani.
Iako uz neke iznimke, TLR-ovi i drugi PPP-ovi dopustaju urodenim
stanicama da razlikuju sebe od ne-sebe, ali im nedostaje sposobnost
razlikovanja patogenih molekula od nepatogenih mikroorganizama. Jednu
iznimku predstavlja TLR5 za koji se ¢ini da moze razli¢ito odgovoriti na
flageline patogenih i nepatogenih bakterija. (1) Ove komponente spremne
su u bilo kojem trenutku i Stite organizam prvih nekoliko dana infekcije,
one pruzaju prvu liniju obrane. Prva linija obrane nema sposobnost
dugoroc¢nog pamdcenja i uske specificnosti. U nekim slucajevima to je
dovoljno za uklanjanje patogena, no u drugim slucajevima prva obrana
postaje nadvladana i potrebno je ukljuCivanje druge linije obrane. Tada
nastupa adaptivni imunitet koji ukljuCuje stjecanje sje¢anja na infekcije
koje su se dogodile tako da slijededi put kada dode do infekcije moze
pokrenuti pojacani odgovor specifiCan za patogen (antigen) ili stranu tvar.
Adaptivni imunitet ukljucuje antitijela koja opcenito ciljaju strane
patogene koji slobodno lutaju krvotokom. Takoder uklju¢ene su T stanice,
dugovijecni limfociti koji imaju sposobnost pamcenja i njihovi
visokospecijalizirani receptori, koje su usmjerene posebno prema
patogenima koji su kolonizirali stanice i mogu izravno ubiti zarazene
stanice ili pomodi u kontroli odgovora protutijela.(1,16) Urodeni i adaptivni
sustavi nisu strogo odvojeni, vec¢ blisko suraduju. Urodeni sustav
prepoznaje infekciju i "upozorava" adaptivni sustav kroz prezentaciju
antigena, koja se dogada zahvaljujucéi proteinima glavnog
histokompatibilnog kompleksa (MHC). Urodene stanice otpustaju i druge
kemijske signale, poput citokina i kemokina, kako bi u potpunosti
aktivirale adaptivni sustav. Vazno je da specijalizirani B i T limfociti,

poznati kao regulatorne stanice, upravljaju i zaustavljaju imunoloski



odgovor nakon sto je uvreda otklonjena, ¢ime se izbjegava pretjerani

odgovor imunoloskog sustava.(1)

3.3. METODE SUSENJA BILINE DROGE I METODE DETEKCIJE
FITOKEMIKALIJA

Tijekom dosadasnjih istrazivanja najcesce se spominju Cetiri nacina
susenja biljnih droga nakon zetve. Biljke su ubrane tijekom druge godine
rasta te su korijenje i nadzemni dijelovi bili pomno oprani nakon ¢ega su
podvrgnuti jednom od cetiri naCina susenja. Prvi nacin suSenja provodio se
na nacin da su dijelovi biljaka stavljeni u smede papirnate vrecice i
rasporedeni na stolove unutar staklenika s odgovaraju¢om cirkulacijom
zraka tijekom 2 tjedna (dnevna temperatura okoline kretala se izmedu 35
i 43°C). Drugi nacin susenja provodio se u dva dijela prvo su dijelovi biljke
ostavljeni vani u zasjenjenom podrucju u blizini polja za uzgoj na 24 sata
te su zatim prebaceni na suSenje u struji zraka na 10 dana, odrzavanu na
40°C. Za tredi nacin susenja biljni dijelovi su odmah prebaceni na susenje
u struji zraka na 10 dana odrzavanu na 40°C. Cetvrti nacin susenja
proveden je neposrednim zamrzavanjem biljnih dijelova koji su potom
liofilizirani slijedecih 5 dana.(20) Provedena istrazivanja koja su
usporedivala ucinke biljne droge s obzirom na nacin njezina susenja
zamijetila su da ne postoji bitna razlika uCinaka koja bi korelirala s vrstom
tretmana kojem je biljna droga bila podvrgnuta nakon zetve. (21) Neki od
nacina provodenja analiza kako bi se detektirala prisutnost odredenih tvari

u biljnoj drogi navedeni su u Tablici 1. (3)

FITOKEMIKALIJA GLAVNA METODA DETEKCIJE POPRATNE METODE DETEKCIJE
alkamidi HPLC reverzne faze UV spektrofotometrija,
kulometrijsko-elektrokemijska,
masena spektrometrija s ionizacijom
u elektrospreju (elektrosprej+
ionizacijska masena spektrometrija
(EIMS))



derivati kavene kiseline HPLC reverzne faze
ili
kapilarna elektroforeza (CE) s
fotodiodnim nizom (FDA) UV
spektrofotometrijskom detekcijom
fenolne kiseline elektrokineticka kromatografija
micelarne benzojeve kiseline (MEKC)

Tablica 1. Metode detekcije aktivnih tvari biljaka
3.4. FARMAKOLOGIJA BILIJNIH VRSTA RODA ECHINACEA
3.4.1. IMUNOMODULATRONI UCINCI - ALKAMIDI, pretklinika

Brojne tvari prisutne u vrstama roda Echinacea prikazuju razlicita
djelovanja na organizam. Tako je dokazano da neke od njih mogu utjecati
na imunoloski sustav te izmjenom standardnih puteva prijenosa signala
pomodi u borbi sa infekcijama bilo utiSavanjem upalnog procesa ili
pojaCavanjem protuupalnog. Jedan od nacina jest imunostimulirajuée
djelovanje putem viSe mehanizama: aktivacijom fagocitoze, stimulacijom
fibroblasta i pojacanjem respiratorne aktivnosti takozvani respiratory burst
koja rezultira poveéanjem pokretljivosti leukocita. Generalno imunoloska
stimulacija ne pokazuje antigensku vezu sa specificnim patogenima pa je
takvo djelovanje nespecificno, posredovano stanicama poput makrofaga,
leukocita, granulocita, polimorfonuklearnih leukocita (PMN) i stanicama
prirodnim ubojicama (NK stanice). Prema tome cCini se da efekti stani¢no-
posredovane imunosti primarno pokazuju imunomodulatorne ucinke
koriStenih preparata Echinacee. (3,4)

Provedeno je mnogo pretklinickih istrazivanja bilo in vitro ili in vivo
tipa koja su takoder poduprla ove tvrdnje. Stotzem et al. 1992. koristeci
liofilizirani istisnuti sok Echinacee purpuree u koncentraciji do 5,0 mg/ml
tretirali su suspenziju leukocita Sto je rezultiralo izazivanjem porasta
fagocitoznih granulocita te je doslo do znacajne dozno ovisne stimulacije
indeksa fagocitoze. No, primjenom najvece testirane doze od 12,5 mg/ml
doslo je do smanjenja broj fagocitoznih granulocita i indeks fagocitoze, sto
je moguce uzrokovano citotoksi¢nim ucinkom. Bauer et al. 1989. in vivo

istrazivanjem provedenim na izoliranim peritonealnim makrofagima



miSeva i makrofagima izolirane perfuzirane jetre Stakora nakon
intraperitonealne injekcije i/ili per os primjene (i.p. i/ili p.o.) iscijedenog
soka Echinacee purpuree primijetili su znacajnu stimulaciju njihove
fagocitoze. Osim cijedenog soka biljke postoje i brojni drugi pripravci
poput sirove frakcije biljke. Tako su Tamta i sur. odredili doprinos
bakterijskih lipopolisaharida i bakterijskih lipoproteina Braun tipa ukupnoj
aktivnost jacanja imuniteta pulveriziranog korijena i nadzemnih dijelova
Echinacee purpuree i Echinacee angustifoliae. Ispitavsi uinke ovakve
vrste biljne droge na dvije stani¢ne linije monocita odnosno makrofaga
uocene su znacajne varijacije u njihovoj aktivnosti. Medutim, tretmanom
lipoprotein lipazom koja razgraduje lipoproteine i polimiksinom B koji
razgraduje lipopolisaharide vecina tih aktivnosti je poniStena. U slicnom
istrazivanju ukupno bakterijsko opterecenje uzoraka korijena i biljke
Echinacea purpurea odredeno je kvantificiranjem temeljenim na PCR-u.
Razlike ukopnog bakterijskog opterecenja razliCitih uzoraka Echinacee te
razlike sadrzaja bakterijskih lipopolisaharida unutar ekstrakata ovog
biljnog materijala bile su u snaznoj korelaciji s aktivhosc¢u u vidu aktivacije
NF-kB u THP-1 stanicama. NF-kB ¢imbenik je nuklearne transkripcije koji
potiCe ekspresiju nekih gena poput klju¢nih ¢imbenika upale kao Sto su
TNF-q, IL-1, kemokini, adhezijske molekule i COX-2.(3) Randolph i sur.
proucavali su utjecaj razliCitih pripravaka Echinacee ukljucujuci ekstrakt
biljke Echinacea purpurea (250 pg/ml) na regulaciju ekspresije ljudskih
imunoloskih pomocu THP-1 stanica. Mjereci nastale kolicine
komplementarne mRNA kvantitativnim PCR-om proucavali su ekspresiju
gena interleukina-1aq, interleukina-1B, TNF-q, intracelularne adhezijske
molekule, interleukina-8 i interleukina-10 ¢ime je zaklju¢eno kako je ona
povecana i do 10 puta u THP-1 stanicama tretiranim Echinaceom. Starija
studija u kojoj je ELISA metodom pracena proizvodnja citokina nastalih iz
normalnih ljudskih makrofaga periferne krvi prilikom in vitro stimulacije
komercijalno dostupnim pripravcima Echinacee purpuree pokazala je
slicne rezultate.(Slika 1.) (21)
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Slika 1. Shematski prikaz glavnih molekularnih putova povezanih s
upalnim i imunomodulatornim aktivnostima moduliranim Echinaceom.
Isprekidana crvena linija oznacava inhibiciju puta. TLR-4: Toll-like
Receptor-4; MyD88: mijeloidna diferencijacija primarni odgovor 88; NF-
kKB: Nuklearni faktor kapa B; MAPK: mitogen-aktivirana protein kinaza;

COX-2: ciklooksigenaza-2; IL: interleukin; TNF: faktor nekroze tumora

In vivo istrazivanje fagocitoze makrofaga metodom uklanjanja
ugljika takozvanim carbon clearance testom jedna je od nuznih metoda za
procjenu imunomodulatornih ucinaka lijekova i fitokemikalija na
retikuloendotelni sustav (RES) - difuzni sustav sacinjen od fagocitnih
stanica. Nakon sto RES prepozna prisutnost Stetnih tvari u krvotoku
uklanja ih putem fagocitoze. Taj proces ukljucuje "opsonizaciju" stranih
Cestica protutijelima i komplementom C3b Sto rezultira njihovim
uklanjanjem iz krvi. Testne Zivotinje podijele se u nekoliko odgovarajucih
skupina. ,Toksic¢na" kontrolna skupina tretira se ciklofosfamidom (30
mg/kg, i. p.), dok se ostalim skupinama administriraju ispitni spojeuvi.

Nakon Sest dana svim skupinama ubrizgano je 0,1 ml suspenzije
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karbonske tinte kroz repnu venu neposredno nakon ¢ega je sakupljen prvi
uzorak krvi, petnaeste minute po ubrizgavanju sakupljen je drugi uzorak
krvi. Uzorci krvi (25 pl) liziraju se s 2 ml 0,1% natrijeva karbonata, nakon
cega slijedi spektrofotometrijsko mjerenje apsorbancije na 675 nm kako bi
se odredila opticka gustoca. Brzina uklanjanja ugljika, nazvana fagocitnim
indeksom (K), izraCunava se pomocu slijedece jednadzbe K = (InOD1-
InOD2)/t2-t1, gdje OD1 predstavlja opticku gustocu u vremenu t1=0 min
nakon uzorkovanja krvi iz vene miSjeg repa dok OD;> predstavlja opticku
gusto¢u u vremenu t>=15 min nakon uzorkovanja krvi iz vene misjeg
repa. Shodno ranije spomenutim informacijama brzo uklanjanje Cestica
ugljika povezano je s povecanjem fagocitotske aktivnosti. (24) Ovakav
test u svome radu koristili su Bauer i sur. gdje je mjerena ucinkovitost
etanolnog ekstrakta biljke Echinacea purpurea nakon p.o. primjene na
miSevima u dozi od 1,7 mg ekstrakta/kg tri puta dnevno tijekom dva
dana. Zamijeéen je porast fagocitnog indeksa u odnosu na kontrolu. (21)
Nadalje jos jedno provedeno pretklinicko istrazivanje pokazalo je
imunomodulatorne ucinke Echinacee u vidu aktivacije fagocitickih
leukocita i NK stanica, makrofaga te promjena u broju i aktivhosti T- i B-
stani¢nih leukocita.(4)

Neke od brojnih fitokemikalija prisutnih u slozenom kemijskom
sastavu nadzemnih dijelova i korijenu biljaka roda Echinacea za koje je
dokazano da posjeduju imunomodulatorna, to jest imunostimulirajuca i
protuupalna svojstva su: alkamidi, ketoalkeni, derivati kavene kiseline,
polisaharidi i glikoproteini. Medutim, istrazivanjima je zaklju¢eno kako se
alkamidi posebno isti¢u svojim imunomodulatornim svojstvima medu ovim
brojnim fitokemikalijama. Pokazalo se da mogu djelovati na kanabinoidne
receptore tipa 2 (CB2), sto se smatra moguc¢im mehanizmom njihovih
imunomodulatornih svojstava. Utvrdeno je kako stimulacija alkamidima
utjeCe na kanabinoidni receptor CB2 koji pak utjece na pojacaju regulaciju
TNF-a mRNA. (21) Mogudi molekularni mehanizam tog djelovanja mogao
bi biti povecanje ciklickog adenozin monofosfata (cAMP), p38 mitogenom

aktivirane proteinske kinaze (p38/MAPK) i signalizacije c-Jun N-terminalne
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kinaze (JNK), kao i pojacivac nuklearnog faktora kapa-lakog lanca
aktivirajuci transkripcijski faktor 2/cAMP odgovorni element vezujuci
protein 1 (ATF-2/CREB-1) u primarnim ljudskim monocitima i
makrofagima.(3) S druge strane drugo istrazivanje pokazalo je kako N-
alkamidi iz korijena i tinkture biljke induciraju sinergijsko djelovanje na
CB2 i u konacnici dovode do imunomodulatornih ucinaka ukljucujudi
stimulaciju interleukina-10 (IL-10) i inhibiciju ¢imbenika nekroze tumora
(TNF-a) in vitro. Ovime se poteze pitanje opravdanosti ,starog" naziva
imunostimulatora koje tradicionalno implicira sredstvo koje jaca, potice ili
stvara imunoloski odgovor, uobi¢ajeno poveéavanjem aktivnosti odredenih
imunoloskih stanica ili citokina. No, ukoliko odredeno sredstvo povecava
razine IL-10, citokina koji posjeduje pretezno imunosupresivne ucinke i
smanjuje razine TNF-a pro-upalnog citokina, postaje sve opravdanije
koristiti naziv imunomodulatora iz razloga Sto ni jedno sredstvo nema
iskljucivo stimulativhe odnosno supresivne ucinke vec oni sinergisticki
djeluju ne bi li izlijecili organizam, to jest sprijecili tijek upale. Poveéanje
razine IL-10 moze doprinijeti smanjenju (kroni¢nih) upalnih odgovora
¢inedi tako pozitivan uc¢inak na smanjenje dugotrajnih upalnih procesa ili
autoimunih bolesti. Nadalje moZe doprinijeti toleranciji organizma na
strano Sto moze imati i pozitivne i negativne ucinke. Pozitivha strana bila
bi promocija imunoloske tolerancije prilikom transplantacija ¢ime bi se
smanjila stopa odbacivanja ili prilikom lijeCenja alergijskih bolesti u kojima
je tijelo preaktivno na odredene inace ne Stetne tvari. Negativni ucinak bio
bi imunosupresija organizma, odnosno moze dodi do propustanja to jest
»Sljepoée™ na patogene tvari i organizme jer dugotrajnim povecanjem IL-
10 opada sposobnost tijela u borbi protiv infekcija buduéi da smanjuje
aktivnost pro-upalnih citokina i imunoloskih stanica. Zbog ne uzrokovanja
potrebne upale dolazi do povecanog rizika od infekcija te smrtnih ishoda
domacdina. (22)Alkamidi takoder mogu inhibirati enzime ciklooksigenaze
(COX-1i COX-2) i 5-lipoksigenazu (F-LO), uzrokujuci inhibiciju NK stanica
i protuupalnu aktivnost. Zaklju¢ak o povecanju fagocitoze podupro je

carbon clearance test proveden nakon administracije prociséene nepolarne
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frakcije obogacene alkamidima, izolirane iz korijena Echinacea purpurea i
Echinacea angustifolia u dozi od 10 ml/kg tri puta dnevno tijekom dva
dana koja je sadrzavala 1 mg alkamidne frakcije u 30 ml. Nadalje
utvrdeno je kako p.o. primjena procis¢ene alkamidne frakcije pojacava
fagocitnu aktivnost i fagocitni indeks pluénih alveolarnih makrofaga
Stakora. Osim ovih aktivnosti alveolarni makrofagi prikupljeni od Stakora
tretiranih alkamidom, nakon in vitro stimulacije LPS-om, proizveli su vise
TNF-a i dusikovog oksida u odnosu na kontrolu nego nakon stimulacije
bilo kojom drugom aktivhom komponentom. (21) Ispitan je i u€inak
etanolnog ekstrakta liS¢a bogatog alkamidima na dendriticke stanice (DC)
koji je pokazao da alkamidi mogu smanijiti funkciju DC miseva.
Istrazivanje ucinaka spojeva na ove stanice vazno je, bududi da one igraju
vaznu ulogu kako u urodenom tako i u adaptivhom imunitetu.

Uz alkamide imunomodulatorne ucinke posjeduju i polisaharidi
izolirani iz nadzemnih dijelova i korijena biljke. Daljnjim prociS¢avanjem
izolata dobiven je je pripravak bez proteina nazvan EPS te dva
polisaharida PSI, 4-O-metilglukuronoarabinoksilan (35 000 D) i PSII, 50
000 D kiseli arabinorhamnogalaktan. (3,21) Ovu tvrdnju mogude je
potkrijepiti dokazom kako polisaharidi pospjesuju fagocitozu i kemotaksu
makrofaga, proizvodnju citokina u granulocitima i makrofagima,
mikrobicidnu aktivnost i u in vitro i in vivo uvjetima te proizvodnju i
izlucivanje cerebrospinalne tekucine (CSF), uz to povecavaju proizvodnju
interleukina-1 (IL-1), interleukina-6 (IL-6) i makrofagnog TNF-a. No
uoceno je kako u in vitro uvjetima ti polisaharidi nisu utjecali na
proliferaciju T i B stanica ili njihovu proizvodnju citokina.(3,21) In vitro
istrazivanje ucinaka kiselog arabinogalaktana (75,000 D) izoliranog iz
biljnih stanica uzgojenih u kulturi pokazalo je pojac¢anu aktivaciju
makrofaga i intracelularno ubijanje Leishmania enriettii, no koncentracije
polisaharida potrebne za postizanje tih ucinaka bile su vrlo visoke. S druge
strane uvidena je niska aktivnost na proizvodnju nitrita i IL6 u kulturi
alveolarnih misjih makrofaga te na proizvodnju imunoglobulina M (IgM)

misjih limfocita, dok nisu uvideni nikakvi ucinci ovog spoja na proliferaciju
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samih misjih limfocita. (3) U sli€nom istrazivanju gdje je koristen EPS bile
su potrebne koncentracije od 1 mg/ml za postizanje povecanja
citotoksi¢nosti makrofaga te za pedesetpostotno povecanje proizvodnje
makrofagnog IL-1 u odnosu na nastale koli€ine postignute koristenjem
maksimalnih koncentracija lipopolisaharida iz Salmonella (LPS). (21)
Nadalje in vitro istrazivanje na makrofagima pokazalo je kako primjena
polisaharida pojacava citotoksi¢nost protiv WEHI 164 i P815 tumorskih
stanica. Ucinci vodenog ekstrakta korijena bogatog polisaharidima takoder
su ispitani na dendritickim stanicama (DC) ¢ime je uoceno da polisaharidi
u vodenom ekstraktu mogu aktivirati DC. Znanstvenici su proveli nekoliko
razliCitih in vivo studija na miSevima gdje su dosli do zanimljivih rezultata.
U prvoj studiji otkrili su kako polisaharidi dobiveni iz kulture stanica E.
purpurea mogu pruziti zastitu protiv Listeria monocytogenes i Candida
albicans, uglavnom preko makrofaga i PMN. Druga studija, provedena je
na misevima sa izazvanom imunodeficijencijom primjenom
kemoterapeutika ciklofosfamida i imunosupresora ciklosporina A dokazala
je kako primjena polisaharida povecava njihovu otpornost na infekcije
ovisne o makrofagima i granulocitima poput L. monocytogenes i C.
albicans. Treca studija dokazala je da oralna primjena ekstrakta korijena
E. purpurea povecava broj NK stanica, leukocita i neutrofilnih granulocita
u zdravih, starih te miSeva oboljelih od leukemije, kao i broj neutrofila i
eozinofila u kuniéa. Izmedu ostaloga provedeno je i istrazivanje
koristenjem 0,01 mg/ml EPS primijenjenog intravenozno koje je pokazalo
pojacanu fagocitozu. Intravenozno iniciranje izoliranog arabinogalaktana u
miSeve takoder je pokazalo pojacanu otpornost protiv sistemskih infekcija
s Listeria monocytogenes i Candida albicans kod normalnih i kod
imunokompromitiranih zivotinja. Oralna primjena frakcije polisaharida iz
nadzemnih dijelova Echinacea purpurea (125, 1000, 3000 mg/kg/dan, sSto
je mnogo vise od preporucene doze za ljude) nije imala uc¢inka na funkciju
plu¢nih makrofaga u normalnih Stakora.(3,21) Polisaharidni spojevi
prirodno su prisutni kako u ljudskom tako i u miSjem odnosno Stakorskom

probavnom traktu Sto dovodi do vaznosti samog nacina administracije
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pripravka prilikom testiranja. Prilikom intravenske administracije lijek,
odnosno pripravak ubrizgava se direktno u krvotok ¢ime se zaobilazi
prolazak lijeka kroz gastrointestinalni trakt i jetru prije ulaska u sistemsku
cirkulaciju, ¢ime se izbjegava efekt prvog prolaska engl. first-pass effect.
Prilikom peroralne administracije lijek se mora apsorbirati kroz stijenke
zeluca i crijeva te prodi prvotnu filtraciju u jetri, ¢ime moze dodi do
smanjene bioraspolozivosti lijeka i varijabilne apsorpcije, te tek nakon
toga udi u sistemski krvotok. (23)

Rezultati analize korijena i nadzemnih dijelova biljke metodom
tekucinske kromatografije visoke ucinkovitosti s detektorom s nizom dioda
i masenom spektrometrijom (HPLC-DAD-MS) pokazali su da uvijeti
skladistenja i metode ekstrakcije mogu znacajno utjecati na sadrzaj
cikori¢ne kiseline i derivata alkamida. Analizom razli¢itih uzoraka utvrden
je sadrzaj alkamida i cikoric¢ne kiseline u korijenu i nadzemnim dijelovima
E. purpurea. Rezultati su pokazali da visokokvalitetan korijen sadrzi vise
od 6 mg/g alkamida, dok je sadrzaj cikori¢ne kiseline za korijen i
nadzemni dio procijenjen na viSe od 15 mg/g. Nadzemni dijelovi biljke

obi¢no se ne mogu smatrati izvorom alkamida. (Slika 2.) (3)
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Slika 2. Shematski prikaz nekih bioloskih i farmakoloskih aktivnosti

alkamida izoliranih iz E. purpurea. BM = kostana srz, CB = kanabinoidni
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receptor, CNS = sredisnji ziv€ani sustav, COX = enzim ciklooksigenaza,
IL-10 = interleukin-10, MP = makrofag, NK = prirodne stanice ubojice, NO
= dusSikov oksid, TNF-a = faktor nekroze tumora-a

Ostali spojevi ukljucujuci alkaloide, amide i flavonoide (kvercetin,
kaempferol, izorhamnetin i njihove slobodne fenolne kiseline ukljucujudi p-
kumari¢nu, p-hidroksibenzojevu i protokatehuinsku kiselinu) takoder su
izolirani i identificirani iz biljke.(3)

3.4.2. OSTALI UCINCI
Uz imunomodulatorne ucinke fitokemikalije prisutne u biljnim vrstama
roda Echinacea posjeduju i protuupalne, psihoaktivne, citotoksi¢ne te
antioksidativne, antibakterijske, antifungalne i antivirusne ucinke. Utjecaji
protuupalnih ucinaka ispitani su na razne nacine. Tako je zamijeéeno da je
pripravak Eninacee, smanjivsi koli¢inu citokina, uspjesno preokrenuo
upalnu reakciju izazvanu bakterijama u kulturi epitelnih stanica. Osim
toga, objavljeno je kako etanolni ekstrakti nadzemnih dijelova i korijena
biljke posjeduju mogucnost inhibiranja daljnjeg porasta fibroblastima
inducirane koncentracije kolagena. Nadalje, ucinci fitokemikalija biljnih
vrsta roda Echinacea procijenjeni su na ekspresiju NF-kB u Jurkat
stanicama (ljudska T-stani¢na linija) u prisutnosti i odsutnosti stimulacije
LPS-om i forbol 12-miristat 13-acetatom (PMA). U nedostatku stimulansa,
ekstrakti korijena u kojima su sadrzane pripadajuce fitokemikalije nisu
pokazali znacajan ucinak na ekspresiju NF-kB. Zapravo, LPS je smanjio
ekspresiju NF-kB, dok je ovaj ucinak bio znacajno ponisten u prisutnosti
ekstrakata korijena, cikori¢ne kiseline i frakcija alkamida. Dokazano je da
cikori¢na kiselina i 2,4-dien alkamid znacajno povecavaju razine NF-kB,
dok 2-en alkamid uzrokuje znacajnu inhibiciju, Sto ukazuje na znacajnu
raznolikost u bioaktivnosti ovog biljnog roda. (3) Takoder je proveden i
test induciranja edema Sape izazvanog karagenanom. Modeli upale
izazvani karagenanom cesto su koristeni modeli akutne upale, to jest
protuupalnih ucinaka ispitivanih tvari na pokusnim zivotinjama iz razloga
Sto su dobro istrazeni i pokazuju visok stupanj ponovljivosti. Akutna upala

proces je koji ukljucuje prekomjernu proizvodnju slobodnih radikala,
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aktivaciju slozenih enzima i otpustanje nekoliko upalnih i proupalnih
medijatora. Tipi¢ni znakovi upale ukljuc¢uju edem, hiperalgeziju i eritem.
Karagenan je jaka kemikalija koja djeluje na stimuliranje otpustanja
upalnih i proupalnih medijatora, ukljucujucéi bradikinin, histamin,
tahikinine, reaktivni kisik i dusikove vrste. Edem Sape zivotinjama se
izaziva intraplantarnom ili subplantarnom injekcijom 1% suspenzije
lambda karagenana u fizioloskoj otopini pola sata ili sat vremena nakon
tretiranja ispitivanim spojem, dok im se u drugu Sapu ubrizga ista koliina
Ciste fizioloSke otopine kao kontrola. Injekcija karagenana subplantarnu
povrSinu Stakorske Sape izaziva dvofazni edem. Tijekom rane faze to jest
prvih sat vremena po primitku karagenana opazeno je povecano
otpustenje histamina, serotonina, bradikinina i u manjoj mjeri
prostaglandina koje proizvode enzimi ciklooksigenaza (COX), dok je
tijekom kasnije faze koja nastupa nakon prvog sata po primitku
karagenana zamijecena infiltracija neutrofila i njihovo otpustanje
slobodnih radikala poput dusikovog oksida (NO) i proupalnih citokina kao
Sto su Cimbenik nekroze tumora (TNF-a) i interleukin-1 B (IL-1 B) te
nastavak proizvodnje prostaglandina. Mjerenjem volumena tretirane Sape
u razlic¢itim vremenskim intervalima nakon izazivanja edema dolazi se do
zakljucCaka o djelotvornosti ispitivanog spoja. U vidu ispitivanja ucinaka
biljnih vrsta roda Echinacee miSevima je davan prah osusenog korijena
biljke (30-100 mg/kg) ¢ime je dokazano inhibiranje nastanka edema
slicno ucincima indometacina protuupalnog ne steroidnog lijeka (NSAID,
nonsteroidal anti-inflammatory drug). Ovaj se uCinak moze pripisati
prisutstvu alkamida u ekstraktu korijena koji inhibiraju COX-1 i u manjoj
mjeri COX-2 enzime. Protuupalna svojstva alkamida potvrduje i in vitro
istrazivanje u modelom sustavu koje je dokazalo inhibicijske ucinke
nekoliko alkamida u koli¢ini od 100 ug/ml na aktivnosti dva izozima
ciklooksigenaze-1 (COX-1) gdje je zamijecena inhibicija u rasponu od 36
do 60% i ciklooksigenaze-2 (COX-2) gdje je zamijecena inhibicija u
rasponu od 15 do 46% u odnosu na kontrolu pri pH 7. (3,21,24,25)

Nadalje provedeno je in vitro ispitivanje djelovanja ekstrakata pet divljih i
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tri komercijalno koristene vrste iz roda Echinacea na inhibiciju 5-
lipoksigenaze kako bi se okarakteriziralo njihovo protuupalno djelovanije.
Metodom HPLC detekcije odredena je stopa inhibicije enzima 5-
lipoksigenaze (5-LOX) puta arahadonske kiseline pomocu izravnog
metabolickog produkta (LTB4) 5-LOX izvedenog iz stimuliranih bazofilnih
stanica Stakora. Ekstrakti korijena tri komercijalne vrste Echinacea
(Echinacea purpurea, Echinacea pallida var. angustifolia, Echinacea pallida
var. pallida) inhibirali su enzim 5-LOX. (21)

Psihoaktivni ucinci, to jest anksioliti¢ki uc€inci zamijeceni su, izmedu
ostalog, u paleti uCinaka koje pokazuju biljne vrste roda Echinacea.
Istrazivanja ovih ucinaka, na Zivotinjama, provedena su s nizim dozama
od onih koje se primjenjuju u tradicionalnim indikacijama. Zabiljezeno je
da alkamidi Echinacee imaju kanabinomimetska svojstva na kanabinoidne
CB1 i CB2 receptore, Sto se moze pripisati njihovoj strukturnoj slicnosti s
endogenim ligandom kanabinoidnog receptora anandamidom ciji su ucinci
posredovani ovim receptorima u mozgu i periferiji. Aktivacija CB1 s
endogenim ligandima igra znacajnu ulogu u kontroli anksioznosti, dok je
CB2 uglavnom uklju¢en u aktivnosti imunoloskog sustava. Vrlo male
razlike u strukturama alkamida iskazuju znacajne razlike u njihovoj
aktivnosti na CB receptora, primjerice zamjena izobutilamidne jedinice
izobutilamida dodeka-2E,4E,87,10Z/E-tetraenske kiseline za 2-
metilbutilamidnu jedinicu pretvorila je svojstvo stimulacije G-proteina iz
inverznog agonista u djelomicni agonist. Biljna tinktura povecala je
stimulacijski ucinak L-3,4-dihidroksifenilalanina (L-DOPA) i pokazala
antidepresivno djelovanje u testu depresije izazvane klofelinom kod bijelih
Stakora. Biljke bogate alkamidima izazivaju paresteziju zbog ¢ega su
tradicionalno koriStene od strane americkih domorodaca. Kasnije su ih i
lije€nici primjenjivali kao sialog, antitusik i lijek za zubobolju. (3)

Slijededi u Sirokoj paleti ucinaka nalazi se antioksidativni ucinak
fitokemikalija biljnih vrsta roda Echinacea posebice cikori¢ne kiseline.
Raznim istrazivanjima testirane su sposobnosti biljnih ekstrakata u

hvatanju slobodnih radikala. Zakljuceno je kako sposobnost biljnih
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ekstrakata u hvatanju slobodnih radikala korelira s prisutnom koli¢inom
cikori¢ne kiseline u ukupnom sadrzaju, dok su alkamidi u ovom slucaju bili
neaktivni. Iako su neka istrazivanja generirala negativne rezultate
antioksidativnog djelovanja biljnih ekstrakata, no druga, u kojima su
ispitane djelotvornosti ekstrakata korijena biljke, dala su pozitivhe
rezultate Sto se moze pripisati sadrzaju fenola i cikori¢ne kiseline u tom
dijelu biljke. Cikori¢na kiselina pokazala je visoku djelotvornost hvatanja
radikala prilikom testiranja sa spojem 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilom (DPPH)
usporedivu sa djelotvornoséu flavonoida i ruzmarinske kiseline. DPPH je
stabilni slobodni radikal, koji se sustavno koristi u istrazivanjima
antioksidativne aktivnosti. U radikalnom obliku duboko je ljubi¢aste boje
koja prelazi u blijedo Zutu prilikom susreta sa antioksidativnim spojem. Ta
promjena boje moze se mjeriti spektrofotometijom Sto omogucduje
kvantifikaciju antioksidativnog kapaciteta istrazivanog spoja. Premda
alkamidi samostalno nisu pokazali antioksidativno djelovanje, mogu
doprinijeti djelovanju cikori¢ne kiseline pomoc¢u dva mehanizma.
Posjeduju povrsinsku aktivnost koja omogucuje cikori¢noj kiselini bolji
pristup inhibiciji oksidacije lipida u lipofilnim kapljicama emulzije te
pospjesSuju regeneraciju jednoelektronski oksidirane cikori¢ne kiseline
doniranjem alilnog vodika. (3) OsusSen svjeze presani sok cijele biljke
Ehinacea purpurea, davan miSevima u dozi od 360 mg/kg svaki drugi dan
tijekom 3 tjedna, znacajno je povecao aktivnost superoksid dismutaze.
(21)

Nadalje, koriStenjem ekstrakta E. purpure dokazani njezini
antifungalni ucinci. Zamijecena je znacajna inhibicija rasta dvaju vrsta
Candida albicans i Saccharomyces cerevisiae, no nije zamije¢ena zona
inhibicije primjenom ekstrakta na vrstu Aspergillus niger. Takoder jaca
antimikrobna svojstva zamijecena su koriStenjem ekstrakta dobivenog
klasic(nom metodom nego onoga dobivenoga ultrazvucno-potpomognutom
ekstrakcijom. Sli¢an pozitivan rezultat dobiven je koristenjem heksanskog
ekstrakta korijena biljke, pronadena je prisutnost spojeva izobutilamidai i

poliacetilena, u kombinaciji sa UV zracenjem (fototoksi¢nost) na S.
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cerevisiae, C. albicans C. shehata, C. kefyr, C. teatulytica i C. tropicalis te
u manjoj mjeri bez koristenja zracenja. Uz to dva alkilamida trideca-1,11-
dien-3,5,7,9-tetrain i trideca-1-en-3,5,7,9,11-pentain takoder su iskazala
inhibiraju¢e ucinke prema Aspergillus niger i Candida albicans. Prilikom
ispitivanja u drugoj studiji naglasak je stavljen na istrazivanje
antibakterijskih svojstava biljke tako su tri patogene bakterije
Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae i Legionella pneumophila
pokazale osjetljivost na preparat kojim su bile tretirane dok su
Acinetobacter baumannii, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis (bakterija otporna na vankomicin), Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae i Pseudomonas aeruginosa bile relativno otporne na preparat.
C. albicans i Trichoderma viride takoder su bile tretirane istim preparatom
te su pokazale otpornost na njega iz Cega je moguce zakljuciti kako vrsta
pripravka odnosno nacin dobivanja te koristen dio biljke uvelike utjecu na
djelotvornost prema odredenim patogenima. (3,21)

Uz dosada navedene aktivnosti Echinacea purpurea, odnosno njezin
vodeni ekstrakt, pokazao je i antivirusne ucinke. Bio je in vitro ispitan na
oba soja herpesa onom osjetljivom na aciklovir te onom otpornom na
aciklovir - herpes simplex virus 1 (HSV-1) i herpes simplex virus 2
(HSV-2). Heksanski ekstrakt korijena biljke i cikori¢na kiselina inhibirali su
HSV-1. Nadalje, cikori¢na kiselina inhibirala je integrazu virusa humane
imunodeficijencije tipa 1 (HIV-1). Fibroblasti misjih embrija inkubirani
biljnim sokom i alkoholnim ekstraktom korijena bili su otporni na infekciju
virusom influence A2, herpesa i vezikularnog stomatitisa 24 sata.
Standardni pripravak biljke pokazao je jaku inhibiciju protiv virusa
influence i nove pandemije svinjske influence A (S-OIV) (H1IN1) u
izravnom kontaktu. Stovise, rezultati testova hemaglutinacije (HA)
pokazali su da pripravak inhibira aktivnost HA, odnosno inhibira aktivnost
vezanja receptora virusa ¢ime moze blokirati ulazak virusa u tretirane
stanice. Primjenom polisaharidnog ekstrakta biljke na miSevima zarazenim
virusom influence A H1IN1 uzrokovala je nezeljenu pojavu gubitka tezine

dok je pluéni titar virusa bio vrlo slican u usporedbi s netretiranim
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misevima. No, u tretiranih miSeva primijecene su nize sistemske i plu¢ne
razine kemoatrakta keratinocita (KC) i interleukina 10 (IL-10), te
sistemske razine IFNy, Sto ukazuje da E. purpurea moze modulirati
klinicke simptome gripe moduliranjem citokina. Na temelju rezultata dviju
potonjih studija, Cini se da razliCite komponente biljke imaju korisne
ucinke na oboljele od gripe putem razli¢itih mehanizama. (3,21)

Orinda i sur. izvijestili su o virusostatickom ucinku presanog soka
Echinacea purpurea, pokazalo se kako sok stiti DEAE-Dextran misjie-L-
929 stanice od citopatskog ucinka virusa encefalomiokarditisa (EMC virus)
i virusa vezikularnog stomatitisa (VSV). Ovi ucinci kvantitativno su
mjereni dvjema metodama: metodom smanjenja plaka u stanic¢noj kulturi
i metodom boje po Finteru. Takoder, ekstrakt biljke frakcioniran je
pomocu TLC te je ispitana virusostati¢ka aktivnost frakcija koja je bila
rasporedena na sve frakcije cijelog TLC-a. Zamijeéeno je kako se
antivirusni u¢inak ne moze se inaktivirati dvosatnim tretmanom na 60 do
80°C. Nadalje, 30% etanolni ekstrakt biljke Echinacea purpurea inhibirao
je intracelularno razmnozavanje ECHO9 HILL virusa u kulturi stanica
bubrega majmuna. Ljudski H1N1 tip IV te visoko patogeni ptiCji i svinjski
tip virusa inaktivirani su u testovima stani¢ne kulture etanolnim
ekstraktom svjeze ubrane biljke i korijena. Zamijeéeno je kako uspjesna
inaktivacija odnosno inhibicija replikacije zahtijeva prethodni izravni
kontakt ekstrakta i virusa prije infekcije. U studijama sekvencijalnih
pasaza u kulturi stanica s virusom H5N1 tretiranih ekstraktom Echinacea
purpure nisu se pojavile varijante otporne na ekstrakt, za razliku od
oseltamivira, koji je proizveo rezistentne viruse nakon pasaze.
Ucinkovitost ekstrakta protiv rinovirusa procijenjena je u
trodimenzionalnom organotipskom modelu normalnog epitela disSnih
putova covjeka. Pojedinacni replicirani uzorci tkiva, odrzavani kao umetci
u kulturi 3 dana ili 3 tjedna, bili su zarazeni rinovirusom tipa 1A (RV1A),
izlozeni samo Echinacea ekstraktu, kombinaciji obojega ili samo mediju.
Nijedan od tretmana nije utjecao na histoloski izgled ili cjelovitost tkiva, a

svi su odrzali visoku razinu vitalnosti stanica i oCuvanje cilija. Infekcija RV
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rezultirala je povecanim inkluzijama mukopolisaharida u vréastim
stanicama, ali je ova znacajka ponistena tretmanom Echinacea
ekstraktom. Taj je rezultat potvrden mjerenjem luc¢enja mucina, koji je bio
stimuliran RV-om, ali ponisten Echinacea ekstraktom, Sto sugerira da se
proizvodnja sluzi tijekom prehlade moze poboljsati koriStenjem Echiance.
Nisu pronadeni dokazi o replikaciji virusa, iako su RV-inficirana tkiva lucila
znacajne koli¢ine proupalnih citokina IL-6 i IL-8 (CXCL8), a ovaj je
odgovor takoder ponisten tretmanom Echinacea ekstraktom. Wacker &
Hilbig pokazali su uporabom misjih fibroblasta da njihova inkubacija s
metanolnim i vodenim ekstraktima korijena Echinacea purpurea najmanje
4 sata prije infekcije virusom rezultira otpornoscu na infekciju virusom
influence A2, herpesa i vezikularnog stomatitisa tijekom 24 sata. Beuscher
et al. koristenjem frakcija visoke molekularne tezine (Mr >10 000 D) koja
sadrzi polisaharide i glikoproteine iz korijena Echinacea purpure pokazao
je antivirusno djelovanje protiv virusa Herpes simplex (HSV) i virusa
gripe. Utvrdeno je da ekstrakti 8 taksona roda Echinacea imaju
antivirusno djelovanje protiv HSV tipa I in vitro kada su izlozeni vidljivom i
UV-A svjetlu. Ekstrakti korijena s n-heksanom koji sadrze alkene i amide
bili su opcenito aktivniji od ekstrakata etil acetata koji sadrze kavenu
kiselinu. Najjaci inhibitori HSV bili su Echinacea pallida var. sanguinea
etanolni ekstrakt sirovog cvata, cikori¢na kiselina i n-heksan ekstrakt
korijena Echinacea purpurea. (21)

U ovoj Sirokoj paleti djelovanja razlicitih dijelova biljke te pripadnih
spojeva pronadeno je kako prociséeni alkamidi iz Echinacea purpurea
pokazuju komarcidno djelovanje protiv li¢inki Aedes aegypti. Posebice oni
alkamidi s izobutilamidom ostatkom u odnosu na one s ostatkom 2-
metilbutilamida, Sto sugerira da izobutil igra uloga u svojstvu alkamida

protiv komaraca. (3)

3.5. CITOTOKSICNA AKTIVNOST

Uz sva prethodno navedena djelovanja pronadeno je kako tvari

prisutne u vrstama roda Echinacea posjeduju i citotoksi¢nu aktivnost
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odnosno posjeduju neku vrstu otrovnosti za stanice, to¢nije onemogucuju
stani¢nu diobu. Ovakva aktivnost najc¢esé¢e se spominje u kombinaciji sa
stanicama raka kao nacin za njihovo unistavanje. Tako je zamijec¢eno kako
primjena ekstrakta cvjetova biljke i cikori¢ne kiseline inhibira stanicne
linije ljudskog raka debelog crijeva Caco-2 i HCT-116 na dozno neovisan
nacin nakon 48 h. Cikori¢na kiselina smanjila je aktivnost telomeraze u
HCT-116 stani¢noj liniji, Sto bi se moglo pretpostaviti kao molekularni
mehanizam indikacije apoptoze. N-heksanski ekstrakt korijena dobiven iz
tri vrste Echinacea takoder je pokazao potencijalno antikancerogeno

djelovanje. (3)

3.6. SIGURNOST BILINIH PRIPRAVAKA; INTERAKCIJE S LIJEKOVIMA
3.6.1. GENOTOKSICNOST

Kako bi se osigurala sigurnost lijeka za organizam te njegov Zeljeni
ucinak lijeCenja bez nezeljenih nuspojava provodi se niz razlicitih testova.
Jedan od takvih testova jest provjera mutagenosti, kako se nekada
nazivalo tu pojavu, dok je novijim istrazivanjima i terminologijom
pozeljnija rije¢ genotoksi¢nost. Nadeno je kako ekstrakt cvijeta E.
purpurea nije pokazao mutagenost protiv Salmonella typhimurium TA98 i
TA100 sa ili bez frakcije S9. Ovakav test mutagenosti salmonele poznat i
kao Amesov test obi¢no se koristi kao pocetni probir za procjenu
mutagenog potencijala novih kemikalija kako bi mogle biti prihvaéene i
registrirane od strane regulatornih agencija. Pomaze u identificiranju tvari
koje mogu uzrokovati mutacije u DNA. Mnogi karcinogeni ostaju neaktivni
sve do enzimske transformacije u elektrofilnu vrstu koja je sposobna
kovalentno se vezati za DNA ¢ime dovodi do mutacije. Upravo zato se
metabolicka aktivacija smatra kriticnim korakom u mutaciji u ¢emu
najvecu zaslugu posjeduje S9 frakcija koja potjece iz stanica jetre i sadrzi
enzime odgovorne za metaboliziranje kemikalija. S9 frakcija sluzi kao
sustav metabolicke aktivacije, simulirajuci kako ljudsko tijelo obraduje
kemikalije. Postoji S9 frakcija dobivena iz jetre Stakora prethodno
tretiranih s fenobarbitalom (PB)/5,6-benzo flavonom (BF) ili Aroclor 1254
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koja je u puno $iroj upotrebi naspram ljudskih S9 frakcija. Stakorska S9
frakcija korisna je za induciranje aktivnosti enzima koji metabolizira lijek u
testovima probira mutagenosti, bududi da ucinkovito bioaktiviraju
promutagene u mutagene. Takoder njezino dobivanje puno je prakticnije i
kontroliranije shodno tome i jeftinije od ljudske verzije. Upravo zbog toga
Stakorska verzija mozda c¢ak i bolje ispunjava dosljednost odgovora
ispitivanih tvari u testovima koja je vrlo vazna prilikom donosenja
regulatornih odluka. Dva spomenuta soja Salmonella typhimurium TA9S8 i
TA100 specifi¢ni su sojevi koji se korsite u Amesovom testu te TA98,
otkriva mutacije pomaka okvira, dok TA100 otkriva mutacije supstitucije
para baza. S druge strane ekstrakt cvijeta E. purpurea pokazao je dozno
ovisnu inhibiciju mutagenosti 2-aminoanteracena, spoja koji nastaje
nepotpunim izgaranjem organskih tvari te spada u klasu kancerogena
odnosno mutagena, stoga bi mogao biti dobar antimutageni agens.
Nadalje, primjenom visokih koncentracija biljke (8 mg/ml) doSlo je do
smanjenja pokretljivosti spermija te njegovog slabijeg prodiranja u jajne
stanice hrcka Sto se pripisuje denaturaciji DNA sperme, dok ti ucinci nisu

primije¢eni primjenom niskih koncentracija. (3,26)

3.6.2. TOKSIKOLOGIJA, NUSPOJAVE I KONTRAINDIKACIJE

Provedbom ispitivanja toksi¢nosti razli¢itih pripravaka rodova vrste
Echinacea na zivotinjama pokazana je niska opcenita toksi¢nost na
organizam. Prilikom studije akutne toksi¢nosti na zenkama misa
izracunato je da LD50 vrijednost iznosi 2500 mg/kg prilikom
intraperitonealne injekcije polisaharidne biljne frakcije. Nadalje u drugim
studijama vrijednosti LD50 oralne i intravenske primjene soka biljke
procijenjene su na vise od 30 g/kg i 10 g/kg u miSeva, odnosno 15 g/kg i
5 g/kg u stakora. (3)

U nekoliko klini¢kih studija, ucestalost nuspojava u skupini koja je
primala Echinaceu te u kontrolnoj skupini bila je sli¢na i statisticki ne
znacajna, dok su u nekim studijama prijavljeni osip i gastrointestinalni

simptomi u skupini koja je primala Echinaceu. Neki Stetni ucinci takoder
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su prijavljeni od strane britanskog Odbora za sigurnost lijekova i
Regulatorne agencije za lijekove i zdravstvene proizvode koristec¢i shemu
spontanog prijavljivanja (shema , zutog kartona”). Prijavljeni simptomi
ukljucivali su bol u trbuhu, angioedem, dispneju, mucninu, svrbez, osip,
eritem, i urtikariju. (3)

Kontraindikacije primjeni pripravaka Echinacee pokazale su brojne
progresivne sistemske bolesti poput tuberkuloze, leukemije, te bolesti
slicnih leukemiji, poremedaji kolagena, multipla skleroza i brojne druge
autoimune bolesti. Neki proizvodi od Echinacee takoder su kontraindicirani
kod AIDS-a i HIV infekcija. Ove tvrdnje temelje se na teoriji
imunomodulatornog djelovanja Echinacee, iako postoji suprotna ideja da ti
proizvodi nisu Stetni kod pacijenata s autoimunim bolestima. Nema
dostupnih klini¢kih podataka koji podupiru navedena stajalista, ali se
preporucuje izbjegavanje ovih pripravaka kod imunoloski uvjetovanih
bolesti, stoga pripravke Echinacee treba primjenjivati s oprezom ukoliko
se koriste istovremeno s imunosupresivima. Ucinci nekih pripravaka
napravljenih od korijena i biljke E. purpurea zajedno s cikoricnom
kiselinom testirani su na ljudski enzim citokrom P450 3A4 (CYP3A4) koji
metabolizira lijekove. Rezultati su pokazali da pripravci umjereno
inhibiraju enzim, dok je cikori¢na kiselina pokazala slabu inhibicijsku
aktivnost. Nalazi istrazivanja na zdravim dobrovoljcima nepusacima
pokazali su da je lijek iz korijena biljke inhibirao citokrom P450 1A2
(CYP1A2) i intestinalni CYP3A4, ali ne i citokrom P450 2C9 (CYP2C9) ili
citokrom P450 2D6 (CYP2D6), dok je inducirao jetrenu aktivhost CYP3A4.
Selektivni ucinci biljke na aktivhost CYP3A4 mogu se objasniti s nekoliko
slijede¢ih mehanizama: sastojci biljke koji su odgovorni za inhibiciju
CYP3A4 nisu sustavno dostupni; sastojci koji su odgovorni za indukciju
CYP3A4 mogu se brzo apsorbirati, Sto dovodi do nedostatka crijevne
indukcije CYP3A4; do indukcije CYP3A4 u jetri mogu doci metaboliti biljke
ili indukcija CYP3A4 moze ukljucivati tkivne aktivatore na koje utjecu

sastojci biljke. Osim toga, biljka je inhibirala metabolizam testosterona
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pomocu CYP3A4 putem reakcije ovisne o nikotinamid adenin dinukleotid
fosfatu (NADPH). (3)

3.7. INDIKACIJE; VRSTE PRIPRAVAKA
Jedan od glavnih problema koristenja biljnih pripravaka jest upravo
nedosljednost u kolicini djelatnih tvari u samim biljkama te time kasnije i
u pripravcima koji se od njih spravljaju. Drugi problem vezan na prethodni
jest problem standardizacije dobivenih pripravaka koji se Salju na trziste
sa razlicitim sastavima i koli¢inama djelatnih tvari upravo kao sto je
navedeno nize u Tablici 2. Omjeri prikazani u tablici u stupcu ,djelatna
tvar® oznacavaju DER omjer odnosno na engleskom drug extract ratio
koji predstavljaju koli€inu koristenog sirovog biljnog materijala kako bi se
proizvela odredena koliCina ekstrakta, na primjer DER 22-65:1 predstavlja
da je koristeno od 22 do 65 dijelova biljke kako bi se proizveo jedan dio
ekstrakta. (27,28) Kao sto je vidljivo iz tablice ovisno o vrsti pripravka,
odnosno njezinom nacinu dobivanja postoje vrlo velike razlike u omjerima
odnosno kolic¢ini koristene biljke za spravljanje jednog dijela ekstrakta.
No, razlike ne postoje samo izmedu razliCitih vrsti ekstrakata vec¢ i kod
istog nacina ekstrakcije Sto dovodi do pitanja djelotvorne, a s druge
strane ne Stetne koli¢ine ekstrakta. Tako postoje razliciti preparati od
raznih otopina do tableta, pastila u kojima je zastupljenost djelatne tvari
vrlo Saroliko izrazena od miligramske koli¢ine po tableti, preko mililitraze
ekstrakta po mililitrazi otopine do (mili)gramske koli¢ine po gramu
odnosno miligramu otopine ili drugog oblika preparata. Nadalje kod nekih
pripravaka je navedeno kako ih mogu uzimati i najmanja djeca dok se u
drugim drzavama vrlo sli¢ni preparati ne preporucaju toj dobnoj skupini.
Primjena samih preparata je takoder vrlo Sarolika najveé¢im djelom
zastupljeni su razni preparati za oralnu upotrebu no postoje i masti za

topikalnu primjenu. (21)
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DRZAVA

AUSTRIJA

BELGIJA

DJELATNA
TVAR

suseni
cijedeni
sok svjeze
biljke
(22-65:1)
(31.5-
53.6:1)

cijedeni
sok svjeze
biljke
(1.5-2.5:1)
(1.7-2.5:1)
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(1.5-2.5:1)
(1.7-2.5:1)

INDIKACIJA

potpomognuto
lijeCenje i
profilaksa
rekurentnih
infekcija

disnih putova

simptomatsko
lijecenje
infekcija
gornjih disnih
putova nakon
iskljucenja
postojanja
teske bolesti

FARMACEUTSKI KOLICINA

OBLIK

tableta

pastila

otopina

tableta

otopina
otopina

otopina

DIJELATNE
TVARI na
100g

1 tableta
sadrzi 100
mg susenog
soka

1 pastila
sadrzi 88,5
mg susSenog
soka

2,34 g

1 tableta
sadrzi 100
mg susenog
soka

80 mg

80 mg

DOZIRANJE TRAJQNJE
KORISTENJA
1 tableta ne duze od 8

tjedana bez
prekida, ako
se simptomi
1 pastila ne poboljsaju
unutar 10
dana,
potrebno je
konzultirati
lijecnika

1 tableta

2,5 ml popraéeno sa
1,25 ml svakih 2 sata;
kasnije 2,5 ml 3x
dnevno (maksimalna
doza 15 ml/dan)

1 kap/kg tjelesne mase
po danu
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BUGARSKA

HRVATSKA

cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(31.5-
53.6:1)

suseni
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
suseni
cijedeni
sok

biljni lijek za
bolesti
uzrokovane
prehladom;
pomo¢
lijeCenju u
sluc¢aju
ponavljajucih
infekcija
disnog trakta
tradicionalna
uporaba kao
lijek blagog
djelovanja za
promicanje
zacjeljivanja
rana
potpomognuto
lijeCenje
rekurentnih
infekcija
disnih putova
i urinarnog
trakta
potpomognuto
lijeCenje
rekurentnih
infekcija
disSnih putova
biljni lijek za
kratkotrajnu
prevenciju i

oralne kapi
(otopina)

mast

oralne kapi
(otopina)

sirup

oralna otopina
tablete

75,6 ml/100
ml otopine

16g

80g

2,349

Pod procjenom i

nadzorom lije¢nika

ne duze od 8
tjedana bez
prekida

ne duze od
tjedan dana
bez prekida

ne duze od 2
tjedana bez
prekida

ne duze od 2
tjedana bez
prekida
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CESKA
REPUBLIKA

DANSKA

Echinacea

purpurea
omjer

svijeze

biljke:suhi

cijedeni

sok = 30—

60:1;
omjer
sok:suhi
istisnuti

sok =18-

25:1)
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
suseni
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(30-60:1)
(31.5-
53.6:1)
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(2-2.9:1)

lijeCenje
prehlade

za
kratkotrajnu
prevenciju i
lijecenje
obi¢ne
prehlade

ublazavanje
manjih
simptoma
prehlade

kapi — oralna
primjena

neoblozene
tablete

sirup — oralna
primjena

oralne kapi
(otopina)

2,5ml sadrzi
2 ml biljnog
soka

1 tableta 80
mg

5 ml sadrzi
117 mg

2,5 ml 3x dnevno

1 tableta 3-4x dnevno

5 ml 3x dnevno

2,5 ml 3x dnevno
Djeca mlada od 12
godina nebi trebala
koristiti pripravak bez
prethodnog
savjetovanja s
lijeCnikom

maksimalno 8
tjedana
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NJEMACKA
2008. g

suseni
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(33-50:1)

etanolni
ekstrakt
Echinacea
purpurea

ekstrakt
svijeze
biljke

cijedeni
sok
Echinaceae
purpurea

adjuvant kod
(Cestih)
rekurentnih
infekcija
disnog
sustava i/ili
infekcija
mokracnog
sustava

komprimirana
pastila

oralne kapi
(otopina)

oralne kapi
(otopina)

85 biljnih
lijekova koji

sadrze Echinacea
purpurea nalazi

se na trzistu u
razli¢itim
oblicima
pogodnim za

oralnu upotrebu

1
komprimirana
pastila sadrzi
88,5 mg
susSenog soka

165 ml
ekstrakta
korespondira
sa 500 mg
suhe biljke

1250 mg
ekstrakta
svjeze biljke,
odgovara 240
mg osusene
biljke

1 komprimirana pastila
3x dnevno

Djeca mlada od 12
godina nebi trebala
koristiti pripravak bez
prethodnog
savjetovanja s
lijecnikom

10-20 kapi (0,5-1 ml)
2x dnevno

Djeca mlada od 12
godina nebi trebala
koristiti pripravak bez
prethodnog
savjetovanja s
lijecnikom

10-20 kapi (1ml cca. 25
kapi) 2-5x dnevno
Djeca mlada od 12
godina nebi trebala
koristiti pripravak bez
prethodnog
savjetovanija s
lijecnikom



NJEMACKA
2013.g

suseni
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(38-56:1)
(25- 83:1)

- sirup, oralna
tekucina
(cijedeni sok),
Sumeca tableta,
oralna guma,
meka kapsula,
tableta, filmom
oblozena tableta,
oblozena tableta
biljni mast
medicinski
proizvod koji
se
tradicionalno
koristi kao
pomocéno
sredstvo
blagog
djelovanja u
cijeljenju rana
kratkotrajna
prevencija
obi¢ne
prehlade
adjuvant
pomocno
sredstvo kod
(Cestih)
rekurentnih
infekcija
disnog
sustava

oblozena tableta

pastila

16g

1 tableta
sadrzi 175
mg susenog
cijedenog
soka

1 pastila
sadrzi 60-120
mg susenog
cijedenog
soka,
korespondira

1 pastila 1-3x dnevno
3-4 x dnevno

ne duze od 8
tjedana
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cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(0.9-
1.1:1)

suseni
cijedeni
sok
cvjetajuce
biljke
Echinacea
purpurea
(22-65:1)
(31.5-
53.6:1)

i infekcija

mokraénog

sustava
tekucina
tableta
tekucina
pastila

sa 2 mi
cijedenog
soka

80g

1 tableta
100mg

3,75¢g

1 pastila
sadrzi 88,5

mg susenog

1. dan: pocetna doza 25 10 dana (za
kapi, zatim svaka 2 sata djecu 4 dana)
15 kapi (max. 125 kapi

dnevno), sljededi dani:

4-5 puta dnevno 25 kapi

1. dan: pocetna doza 50
kapi, zatim svaka 2 sata
30 kapi (max. 250 kapi
dnevno), sljedecih
dana: 4-5 puta dnevno
50 kapi 1 mI=22 kapi
trajanje primjene)

1 tableta

2-3x dnevno

3-4x dnevno

2 ml(=2g) 3-4x
dnevno

3ml (= 3g) 3-4x
dnevno

1 pastila ne duze od 2
2-3x dnevno tjedna

4x dnevno

10 dana
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cijedeni
sok
cvjetajuce
biljke
Echinacea
purpurea

kratkotrajna
prevencija
obic¢ne
prehlade

adjuvant
pomoc¢no
sredstvo kod
(Cestih)
rekurentnih
infekcija
disnog
sustava

kratkotrajna
prevencija
obi¢ne
prehlade

cijedenog

soka
sok 1,076g
sok 0,828g
tekucina 2,349
tekucina 80g
tekudina 100 ml

5ml 2-3x dnevno

10 ml 2-3x dnevno

15 ml 2x dnevno (15 ml
korespondira sa 3,8 ml
cijedenog soka)

5ml 3x dnevno

(korespondira sa 0,89

ml cijedenog soka)

15 ml 3x dnevno
(korespondira sa 2,67
ml cijedenog soka)

5 ml 3x dnevno
(korespondira sa 2,5 ml
cijedenog soka)

2,5 ml 3x dnevno
(korespondira sa 2 mi
cijedenog soka)

2 ml 2-3x dnevno

10 dana

ne duze od 2
tjedna

34



MADARSKA

(1.7-2.5:1)
(1:0.65-
0.85)

cijedeni
sok
cvjetajuce
biljke
Echinacea
purpurea
(1.7-2.5:1)
suseni
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(31.5-
53.6:1)

adjuvant kod
(Cestih)
rekurentnih
infekcija
diSnog
sustava

i infekcija
mokraénog
sustava
kozna
upotreba kao
pomocéno
sredstvo
blagog
djelovanja u
cijeljenju rana
kratkotrajna
prevencija i
lijecenje
prehlade

tekucina

mast

tekucina

sirup

pastile

6 ml 1x dnevno ili 4 ml
2x dnevno
5 ml 2x dnevno

80 g
2,5 ml 3x dnevno
(korespondira sa 2 ml
cijedenog soka)

16 g 1-2 cm masti 2-3x
dnevno

80g

5 ml sirupa

sadrzi 124 g

suSenog soka

1 pastila

sadrzi 75,22
mg susenog
soka
(odgovara
1,7 ml

10 dana,
prema
monografiji
HMPC
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LATVIJA

LITVA

cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(1.7-
2.5:1)
suseni
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(31-60:1)
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea

cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(1.5-2.5:1)

tradicionalni
biljni lijek za
lijecenje
manjih
povrsinskih
rana
kratkotrajna
prevencija i
lijeCenje
prehlade

biljni lijek za
kratkotrajnu
prevenciju i
lijecenje
prehlade

mast

tableta

oralne kapi

oralne kapi

cijedenog
soka)

1g masti
sadrzi 160
mg cijedenog
soka

1 tableta
sadrzi 80 mg
susSenog soka

1ml kapi
sadrzi 0,8 ml
cijedenog
soka

1ml kapi
sadrzi 0,8 ml
cijedenog
soka

1 ml otopine
(20 kapi)
sadrzi 0,756
ml cijedenog
soka

kontraindiciran za djecu
mladu od 1 godine
ne preporucuje se djeci
od 1 do 12 godina

kontraindiciran za djecu
mladu od 1 godine
ne preporucuje se djeci
od 1 do 12 godina

kontraindiciran za djecu
mladu od 1 godine
ne preporucuje se djeci
od 1 do 12 godina

kontraindiciran za djecu
mladu od 1 godine
ne preporucuje se djeci
od 1 do 12 godina

ne duze od 10
dana,
ponovna
primjena
moguca tek
nakon 14 ili
viSe dana
pauze
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NIZOZEMSKA

POLJSKA

suseni
cijedeni
sok
nadzemnih
dijelova
Echinacea
purpurea
(20-28:1)

suseni
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(31.5-
53.6:1)
(22- 65:1)

cijedeni
sok

tradicionalni
lijek za
olakSavanje
simptoma
gripe
(influenze)

adjuvantno
kod
rekurentnih
infekcija
disnih puteva

kratkotrajna
prevencija
prehlade,
lije¢enje prvih
simptoma
prehlade

kao dodatak
kod

Sumeca tableta

sirup

pastila

tableta

oralna tekucina

1 Sumecda
tableta sadrzi
176 mg
susenog soka

1g sirupa
sadrzi 23,4
mg susenog
cijedenog
soka

1 pastila
sadrzi 88,5
mg susenog
cijedenog
soka

1 tableta
sadrzi 100
mg susenog
cijedenog
soka

1g tekucine
sadrzi 800

1 pastila

1 tableta

Ne koristiti
ovaj proizvod
duze od 10
dana. Ako
simptomi
potraju duze
od 10 dana ili
ako se
pogorsavaju
te u slucaju
visoke
temperature,
potrebno je
konzultirati
lijecnika.

ne duze od 14
dana

ne duze od 10
dana

ne duze od 14
dana
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SLOVENIJA

Echinacea
purpurea
(1.7-2.5:1)

etanolni
ekstrakt
Echinacea
purpurea
(30- 40:1),
etanol 23-
30% (V/V)

cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(1.5-2.5:1)
suseni
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(31-60:1)
(30-60:1)
(18-25:1)

rekurentnih
infekcija
disnih putova
i silaznog
urinarnog
trakta
kratkotrajna
prevencija
prehlade,
lijeCenje prvih
simptoma
prehlade
lijeCenje malih
povrsinskih
rana
kratkotrajna
prevencija i
lijecenje
prehlade

filmom oblozena
tableta

mast

otopina

tableta

oralna otopina

tableta

mg cijedenog
soka

1 filmom
oblozena
tableta sadrzi
100 mg
ekstrakta

1 g masti
sadrzi 50 mg
ekstrakta

1 ml otopine
sadrzi 0,8 ml
cijedenog
soka

1 tableta
sadrzi 80 mg
susenog soka

1 ml otopine
sadrzi 46,5
ml susenog
soka

1 tableta
sadrzi 170

1 tableta

Nakon konzultacija s

lijecnikom

2 ml 2x dnevno

ne preporucuje se djeci
mladoj od 12 godina

ne duze od 10
dana

do 7 dana
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SPANJOLSKA

SVEDSKA

cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(1.7-
2.5:1)

suseni
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea

cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(1.7-2.5:1)

lijecenje
obi¢ne
prehlade

za
kratkotrajnu
prevenciju i
ublazavanje
obic¢ne
prehlade

tradicionalni
biljni lijek koji
se koristi za
ranice na
usnama i
druge male,

oralna otopina

Sumeca tableta

oralna otopina

oralne kapi

tableta topiva u
ustima

mast

mg susenog
soka

1 Sumeca
tableta sadrzi
176 mg
susSenog soka
1 ml otopine
sadrzi 800
mg susenog
soka

1 ml otopine
sadrzi 800
mg susenog
soka

1 tableta
88,5 mg
susSenog soka
1 g masti
sadrzi 160
mg cijedenog
soka

7 do 15 dana

indikacije se
temelje
iskljucivo na
iskustvu i
uporabi
tijekom



UJEDINJENO

KRALJEVSTVO

suseni
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(31.5-
53.6:1)
cijedeni
sok
Echinacea
purpurea
(1.7-2.5:1)

suseni
cijedeni
sok
cvjetajuce
biljke
Echinacea
purpurea
(38-56:1)
(20-28:1)

povrsinske
rane kao sto
su pukotine u
kutu usta il
na vrscima
prstiju.
tradicionalni
biljni lijek koji
se koristi za
ublazavanje
simptoma
obi¢ne
prehlade i
infekcije tipa
gripe samo na
temelju
tradicionalne
upotrebe

oralna tekucina

oralna otopina

oblozena tableta

meka kapsula

5 ml otopine
sadrzi 0,117
g susenog
soka
(ekvivalentno
3,7-6,3 g
biljke)

2,5ml (2,49
g) otopine
sadrzi 1,99 g
soka
(ekvivalentno
34-5¢g
biljke)

1 tableta
sadrzi 175
mg susenog
soka

1 meka
kapsula
sadrzi 176
mg susenog
soka
(ekvivalentno
3520-4928
mg svijeze

duljeg
vremenskog
razdoblja

ne duze od 10
dana
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cvjetajuce

biljke)

Sumeca tableta 1 Sumeca 1 ili 2 Sumece tablete
tableta sadrzi dnevno
176 mg

susenog soka
(ekvivalentno
3520-4928
mg svijeze
cvjetajuce
biljke)

Tablica 2. Indikacija pripravaka koji sadrze Echinaceu po drzavama svijeta; DOBNE SKUPINE:

; djeca od 1 do 3 ili 4 godine; ; djeca od 4 do 10 ili 12 godina; djecaod 1 ili 2 do 12
godina; ; djeca od 5 do 9 godina; djeca od 6 ili 7 do 11 ili 12 godina; djeca starija od 10
godina; djeca starija od 12 godina; djeca od 10 do 16 godina; ; djeca starija od 16

godina; adolescenti i odrasli ili stariji; odrasli
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3.8. PROBLEM TRANSLACIJSKE MEDICINE
Ljudski gastrointestinalni trakt domacdin je slozenoj i heterogenoj
mikrobnoj zajednici koja ima klju¢nu ulogu u ljudskom zdravlju. Ta
kompleksna crijevna mikrobiota kontrolira razvoj imunoloskog sustava
tako Sto odreduje sustavni prag za aktivaciju imunoloskog sustava.
Pokazalo se da glikokonjugati, kao Sto su lipopolisaharidi, iz crijevnih
bakterija mogu uz lokalne izazvati i sistemske proupalne te
imunomodulatorne odgovore bududi da su jedni od prvih bakterijskih
komponenti s kojima se imunoloski sustav susrece. Ovaj je fenomen
posebno intrigantan s obzirom na zada¢u imunoloSkog sustava za
razlikovanje korisnih mikroba od patogenih, ¢ak i ako komenzalne
bakterije imaju molekularne uzorke slicne onima patogenih dvojnika.
Stoga je neupitna vaznost kemijske strukture ovih makromolekula u finom
podeSavanju ove delikatne ravnotezZe. Lipopolisaharidi (LPS) povrSinski
glikolipidi proizvod su veéine Gram-negativnih bakterija koje ga uz
fosfolipide uvrstavaju u svoju vanjsku membranu. LPS se uglavnom
sastoji od tri domene lipida A, oligosaharida jezgre i O antigena, ovakva
struktura najcesce je prisutna no ovisno o bakteriji mogu postojati male
razlike. Glavna funkcija lipopolisaharida u bakterijskom pogledu jest ona
strukturna, djeluje kao barijera protiv toksi¢nih agenasa za bakterije
poput antibiotika. (29,30) Humane i misSje stanice na kojima se provode
neka od pretklinic¢kih ispitivanja vrlo su osjetljive na stimulaciju LPS-om.
Relativno male koli¢ine LPS koji kontaminira uzorak biljnog ekstrakta
mogu zbog toga dati potencijalno lazno sliku mehanizma djelovanja. Moze
li LPS prisutan u ekstraktu biljaka biti odgovoran za farmakoloski ucinak?
Gotovo sigurno ne. LPS je normalno prisutan u mikrobiomu crijeva ljudi,
miSeva i Stakora. Bududi da je LPS opasna tvar koja, kad bi se direktno
ubrizgala intravenski, moze izazvati porast tjelesne temperature i
sistemsku, Cak i po zivot opasnu imunolosku reakciju, evolucijski je
razvijen sustav koji sprjeCava njegov negativan ucinak na organizam. Dio
LPS-a nece se niti apsorbirati, a ukoliko i dode do apsorpcije, portalnim

krvotokom odlazi u jetru gdje stanice poput Kupferovih stanica vezu i
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neutraliziraju LPS bez nastanka aktivacije imunoloskog sustava. Imajudi
na umu da u biljnim ekstraktima postoje tek malene koli¢ine LPS-a u
odnosu na sadrzaj LPS-a u mikrobiomu crijeva, njegovo prisustvo u
biljnom ekstraktu ne moze objasniti farmakodinamiku Echinacee. Iznimna
osjetljivost monocitno-makrofagnih linija na LPS, koje se koriste u
pretklinickim istrazivanjima, zbog toga moze dati laznu sliku mehanizma
djelovanja kao ,imunostimulansa®. Doista, kada se iz ekstrakta ukloni
LPS, tada on prestaje pokazivati znatniji stimulacijski u¢inak na
makrofagno-monocitne stani¢ne linije. Koji su pretpostavljeni mehanizmi
djelovanja relevantni s aspekta translacijske medicine? Nasuprot
uvrijezenom misljenju, Echinacea nije samo imunostimulans. Alkamidi se
vezu za kanabinoidne receptore, a in vitro, in vivo i u klinickim
istrazivanjima ekstrakti Echinacee mogu smanjiti pretjeranu upalu
pracenu mjerenjem proupalnih citokina i kemokina. Nadalje, ekstrakti
Echinacee mogu povecati fagocitozu, Sto se Cini kao jedan od plauzibilnih
mehanizama, barem na razini lokalne primjene na sluznici. Upravo to su

realniji mehanizmi djelovanja od olake ideje imunostimulansa. (3)

4. ZAKLJUCAK

Iako poznati od davnina metodom , pokusaj-pogreska" i osobnog iskustva
pozitivni ucinci biljnih vrsta roda Echinacea sve detaljnije se ispituju u
laboratorijskom okruzenju. Medutim provedbom istrazivanja dolazi se do
nimalo istovjetnih podataka vec su oni velikom vec¢inom kontradiktorni.
Ove razlike primarno su posljedica nedosljednosti u provedbi samih
istrazivanja te sugeriraju da usprkos mnogim uspjesno zavrsenim
eksperimentima na E. purpurea, mnoga pitanja ostaju neodgovorena
poput toga kako sama biljka i njezini spojevi stimuliraju imunoloski
sustav, koji su zapravo blagotvorni ucinci biljke u ublazavanju simptoma
prehlade odnosno infekcija gornjeg respiratornog trakta, urinarnih
infekcija, Cak i kancerogenih tvorevina. Potezu se i konkretna pitanja
poput "Kako biljka razliCito utjece na NF-kB, TNF-a i IL-6 u razliitim

funkcionalnim stanicama?" ili ,Kada su ovi ucinci korisni u tijelu tijekom
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lijeCenja?". Stoga bi bilo vrlo vazno i korisno detaljnije razjasniti ove
mehanizme djelovanja koristenjem novih komplementarnih metoda te
poboljsSati studije fitokemijske standardizacije aktivnih sastojaka iz razloga
Sto nijedna biljka ne posjeduje jednake koli¢ine aktivnih tvari Sto dovodi
do kvalitativne i kvantitativhe promjene u pripravcima, a time i
potencijalne vrijednosti Echinacee za jaCanje imuniteta. Ova tvrdnja moze
se povezati sa tvrdnjom da in vitro potencijal aktivacije
monocita/makrofaga znacajno varira primjenom razli¢itih pripravaka
Echinacee i da je vecina ove aktivnosti posljedica bakterijskih lipoproteina
i LPS-a. Nadalje, aktivhe komponente u ljekovitim biljkama oduvijek su
predstavljale vazan izvor klinicke terapije bududi da nude kemijsku
raznolikost koja se Cesto povezuje s multifarmakoloskim djelovanjem zbog
¢ega mnogi od tih prirodnih proizvoda, poput Ehinacee, imaju vaznu
biolosku aktivnost koja se moze iskoristiti u farmaceutskoj industriji za
otkrivanje i dizajn novih lijekova. Iako postoje dokazi i o terapijskoj
neucinkovitosti i ucinkovitosti Echinacee na imunoloski sustav, ovisno o
pripremi i dizajnu studije uz njihovu nisku toksi¢nost i dugu povijest
empirijske potpore, upotreba ovih biljaka kao imunostimulansa moze imati

terapeutsku primjenu u okviru integrativne medicine. (1,3,4,20)
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