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SUMMARY

Introduction: Stinging nettle (Urtica dioica L.) is one of the most
valuable plants used in phytotherapy. The herbal raw material
is a herb (Urticae herba), leaves (Urticae folium), roots (Urticae
radix) and seeds (Urticae semina). This plant is a good source of
vitamins, minerals, fibre, protein and biologically active com-
pounds with antioxidant properties. The literature provides
limited information about the chemical composition and prop-
erties of the seed heads. No papers are available on the effect of
extracts of this plant on catalase activity in human cells.

The aim of this study was to investigate the impact of stinging
nettle (Urtica dioica L.) extracts on the antioxidant activity of
catalase in THP1 macrophages.

STRESZCZENIE

Wstep: Pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica L.) jest jedna z naj-
cenniejszych roslin stosowanych w fitoterapii. Surowcem zielar-
skim sa: ziele (Urticae herba), liScie (Urticae folium), korzenie
(Urticae radix) oraz nasiona (Urticae semina). Ro$lina ta jest
cennym zrédtem witamin, mineratéw, btonnika, biatka oraz
zwigzkéw biologicznie czynnych o wiasciwo$ciach przeciw-
utleniajacych. W dostepnej literaturze nieliczne sg informacje
na temat sktadu chemicznego i wtasciwos$ci owocostanéw. Nie
znaleziono prac dotyczacych wptywu ekstraktéw tej rosliny
na aktywnos¢ katalazy w komoérkach ludzkich.

Celem pracy byto zbadanie wptywu ekstraktéw alkoholowych
i wodnych z owocostanéw pokrzywy zwyczajnej (Urtica dio-
ica L.) na wiasciwosci przeciwutleniajace katalazy w komérkach
THP1 (ludzka linia monocytarna nowotworowa - biataczka).

WSTEP

Pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica L.) to wieloletnia roslina
uwazana za pospolity chwast [1, 2]. Zasiedla okolice domostw;,
ogrody, polany, pastwiska, zaro$la i lasy liSciaste [2, 3]. Kwitnie
i owocuje od czerwca do pazdziernika [4]. W ziotolecznictwie

Material and methods: Two types of extracts: water and alco-
hol, at two different concentrations, were used in experiments.
Nettle was collected in September and October in 2012 in the
area of Szczecin. The collected plant material was frozen and
lyophilized. After those procedures water and alcohol extracts
of nettle were prepared and then added to THP1 cells.

Results and conclusions: The antioxidant activity of catalase
was established with the spectrophotometric method. The
study showed that both extracts (water and alcohol) signifi-
cantly increased the antioxidant activity of catalase in THP1
cells. The increase in catalase was directly proportional to the
concentration of the added alcohol extract.

Key words: seed heads, human cells, catalase.

Material i metody: Owocostany zebrane na przetomie wrzesnia
i pazdziernika 2012 r. zamrozono i zliofilizowano. Z wysuszonego
materiatu roslinnego przygotowano ekstrakty (wodny i alko-
holowy), ktére dodawano do hodowli komdérkowych w ré6znym
stezeniu. Do oznaczenia aktywno$ci katalazy w komdrkach
wykorzystano metode spektrofotometryczng.

Wyniki i wnioski: Wykazano, Ze oba ekstrakty (wodny i alko-
holowy) z owocostanéw pokrzywy zwyczajnej powoduja zwiek-
szenie aktywnosci przeciwutleniajacej katalazy w komérkach
THP1. Wzrost aktywno$ci katalazy w komérkach byt wprost
proporcjonalny do stezenia dodanego ekstraktu alkoholo-
wego.

Stowa kluczowe: owocostany pokrzywy, komoérki ludzkie, kata-
laza.

wykorzystywane sa wszystkie czesci tej rodliny: ziele (Urticae
herba), liscie (Urticae folium), korzenie (Urticae radix), a takze -
cho¢ rzadko - nasiona (Urticae semina) [2, 3, 5, 6]. Urtica dioica
L to cenne zrédto mineratéw (K, Fe, Mn, Mg, P, S, Si, Na, Ca),
witamin (4, D, E, K, C, B2), btonnika, biatka, flawonoidéw, garb-
nikéw, chlorofilu, karotenoidéw oraz kwaséw organicznych

* Artykut powstat na podstawie pracy magisterskiej Sylwii Szkyrpan pt. ,Wptyw ekstraktow pokrzywy na aktywnos$¢ katalazy w makrofagach THP1”, ktdrej oryginat

obejmuje 69 stron.
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(glicerolowego, glikolowego i mréwkowego) [4, 7]. Wedtug
Nowaka [8] zawarto$¢ kwasu askorbinowego w zielu siega
nawet 600 mg%. Spozywanie przetwor6w, potraw i suple-
mentéw diety zawierajacych pokrzywe moze pomdc w uzu-
petnianiu niedobordéw tych zwigzkéw w organizmie cztowieka
i zwierzat, nie wylaczajac kobiet w cigzy [1, 3, 4, 9, 10]. Surowcem
mniej popularnym, cho¢ bardzo warto$ciowym, sa nasiona
pokrzywy. Zawieraja ok. 30% ttuszczu, bedacego Zrédiem
cennych nienasyconych kwaséw ttuszczowych, z przewaga
kwasu linolowego i oleinowego. Olej z nasion pokrzywy zawiera
réowniez izomery tokoferolu (a, § oraz y) oraz mineraty (Ca,
Mg, FeiZn) [11].

Pokrzywa to jedna z warto$ciowszych roslin wykorzysty-
wana w fitoterapii do tagodzenia stanéw zapalnych i alergii,
redukcji bélu, obnizania ci$nienia tetniczego, stymulowania
krazenia krwi, odtruwania organizmu, obnizania glikemii,
pobudzania uktadu odporno$ciowego (aktywnos$¢ przeciw-
drobnoustrojowa), obnizania poziomu cholesterolu, chlorku
sodu i mocznika, wzmagania diurezy, wspomagania trawienia
(utatwia przemiane materii) oraz gojenia sie ran, stymulo-
wania procesu odbudowy tkanek, przywracania rownowagi
hormonalnej oraz powstrzymywania proceséw powoduja-
cych wypadanie wtoséw. Surowiec ten dziata wzmacniajaco
w terapii przeciwnowotworowej, przeciwobrzekowo, przeciw-
krwotocznie, przeciwmiazdzycowo, przeciwtupiezowo, prze-
ciwtojotokowo i przeciwtradzikowo, pomaga w oczyszczaniu
zatok obocznych nosa, chroni przed suchym kaszlem oraz ma
wlasciwosci przeciwutleniajace [1, 3, 5, 7, 12].

W ostatnich latach duza uwage przywiazuje sie do przeciw-
utleniaczy roslinnych. Sg one szczego6lnie cenne ze wzgledu
na wieksza stabilno$¢ niz syntetyczne, a poza tym maja istotne
znaczenie dla zdrowia, dziatajac przeciwnowotworowo, obniza-
jac ryzyko zachorowania na choroby serca oraz hamujgc tempo
niekorzystnych zmian zwigzanych ze starzeniem sie organi-
zmu [11, 13, 14]. Krauze-Baranowska [12] wykazata, Ze wodny
ekstrakt z czes$ci nadziemnej pokrzywy zwyczajnej ma silne
wlasciwosci przeciwutleniajgce, wynikajace z duzej zawarto-
$ci zwiagzkéw polifenolowych. Badania Pieszak i Mikotajczak [3]
udowodnity wystepowanie przeciwutleniaczy - flawonoidéw
w liciach, natomiast wg Chrubasik i wsp. [15] - w zielu Urtica
dioica L.

W organizmie cztowieka zachodzi oddziatywanie mie-
dzy antyoksydantami egzogennymi a niskoczasteczkowymi
antyoksydantami endogennymi i enzymami. Do enzymatycz-
nej obrony antyoksydacyjnej naleza: katalaza, peroksydazy
ponadtlenkowe, dysmutazy ponadtlenkowe, reduktaza glu-
tationowa i S-transferazy glutationowe, ktére chronia ustrdj
przed reaktywnymi formami tlenu [16]. Zbyt duza ilo$¢ tych
form tlenu sprzyja wystapieniu stresu oksydacyjnego obja-
wiajacego sie uszkodzeniem lipidéw, biatek i kwaséw nukle-
inowych w organizmie cztowieka. Katalaza w organizmie
cztowieka odpowiedzialna jest za rozktadanie w komoérkach
nadtlenku wodoru [17]. W zwigzku z powyzZszym wazne jest
prowadzenie badan nad zwigzkami wspomagajacymi prace
enzymow przeciwutleniajacych. W dostepnej literaturze zna-
leziono dane na temat sktadu chemicznego i wtasciwosci ziela,
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lisci i ktaczy pokrzywy zwyczajnej, natomiast brak jest infor-
macji dotyczacych owocostanéw. Nie znaleziono takze badan
poswieconych wptywowi ekstraktdw tej rosliny na aktywnos¢
katalazy w komoérkach ludzkich.

Celem pracy byto zbadanie wptywu ekstraktéw alkoholo-
wych i wodnych z owocostanéw pokrzywy zwyczajnej (Urtica
dioica L.) na wtasciwosci przeciwutleniajace katalazy w komor-
kach THP1 (ludzka linia monocytarna nowotworowa - bia-
taczka).

MATERIAL | METODY

Przygotowanie materiatu roslinnego

Surowcem roslinnym byty owocostany pokrzywy zwyczajnej
(Urtica dioica L.), zebrane na terenach zielonych Szczecina we
wrze$niu i pazdzierniku 2012 . Po oczyszczeniu zostaty zamro-
zone w temp. -80°C, a nastepnie poddane liofilizacji w apa-
racie Alpha 1-2 LD plus (ci$nienie 0,735 mmHg, temp. -20°C).
Wysuszony i zhomogenizowany przez utarcie w mozdzierzu
materiat wykorzystano do przygotowania ekstraktow (alko-
holowego i wodnego).

Przygotowanie ekstraktow

1. Ekstrakt alkoholowy. 5 g suszu przeniesiono do kolby
o pojemnosci 500 mL i dodano 300 mL 70% etanolu. Mieszanine
utrzymywano 3 godz. w temp. wrzenia (80°C) w tazni wodne;j
pod chtodnica zwrotng, nastepnie schtodzono do temperatury
pokojowej i przefiltrowano. Przesacz alkoholowy poddano
4-krotnej ekstrakcji eterem naftowym. Zebrane warstwy alko-
holowe potaczono i ekstrahowano ostatni, piaty raz eterem
naftowym. Alkohol odparowano na wyparce rotacyjnej pod
zmniejszonym ci$nieniem.

2. Ekstrakt wodny. Do kolby o pojemnosci 300 mL odwa-
zono 1 g suszu i wprowadzono 100 cm? destylowanej wody
o temp. 90°C. Kolbe zamknietg korkiem wytrzasano przez 10
min w temperaturze pokojowej, po czym przefiltrowano. W celu
odparowania rozpuszczalnika przesacz poddano destylacji
pod zmniejszonym ci$nieniem w wyparce rotacyjne;j.

Suche ekstrakty przechowywano w temp. -20°C.

Hodowla komdrek THP1

W doswiadczeniu wykorzystano komérki THP1 (ATCC, Roc-
kville, USA), ktore w iloSci 3x10° posiano na 6-dotkowych
ptytkach. W celu przeksztatcenia monocytéw w makrofagi
do komédrek dodawano po 100 nM PMA (phorbol 12-myristate
13-acetate) i inkubowano przez 24 godz. (37°C, 5% CO,). Po tym
czasie komdrki przemywano 3-krotnie cieptym PBS i dodawano
po 2 pL ekstraktu wodnego lub alkoholowego z owocostanéw
pokrzywy zwyczajnej. Ostateczne stezenie w dotku ekstraktu
wodnego wyniosto PW1 =15 ug/mL, PW2 = 7,5 pg/mL, natomiast
ekstraktu etanolowego PA1=10 pg/mL, PA2 = 5 pg/mL. Kontrole
pozytywng (K+) stanowity komdrki hodowane z dodatkiem
2 pL. DMSO (dimetylosulfotlenek), kontrole negatywna (K-) bez
dodatku tego zwiazku. Po 48 godz. inkubacji (37°C, 5% CO,)
komorki zdrapywano z ptytki i odwirowywano (4°C, 10 min,
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1800 obr./min). Supernatant odrzucano, a otrzymana peletke
komoérek zamrazano w temp. -80°C. W kazdej probce ozna-
czano zawarto$¢ biatka metoda Bradford [18].

Oznaczenie aktywnosci katalazy metoda
spektrofotometryczna

Aktywno$¢ katalazy w komdrkach oznaczano na spektrofo-
tometrze UV-Vis Agilent 5453 wedtug metody opracowanej
przez Aebi i wsp. [19]. W kwarcowej kuwecie mieszano 50 pL
badanej prébki, 950 pL buforu fosforanowego (0,067 M bufor
fosforanowy o pH = 7,00) i 500 pL. 30 mM H,0, w buforze.
Po delikatnym wymieszaniu wykonywano analizy spektro-
fotometryczne.

Zmiana stezenia nadtlenku wodoru w wyniku dziatania
przeciwutleniajgcego katalazy mierzona jest jak stata szyb-
kosci reakcji pierwszorzedowej. Obliczenia wykonano na pod-
stawie réwnania:

= 2,3 ] (A1
Lo 9 A_z)

gdzie:

A1 - absorbancja dla A =240 nm w czasie ¢,

A, - absorbancja dla A = 240 nm w czasie t,

t1 - czas rozpoczecia pomiaru probki [s]

t, - czas, po ktérym absorbancja badanej probki dla
A =240 nm zmniejszyta sie 0 0,05 [s]

k - stata szybkosci reakcji pierwszego rzedu [s™] [20].

Ze wzgledu na nietypowg kinetyke enzymu katalazy, w celu
wyznaczenia jej aktywno$ci przeciwutleniajacej zamiast
uzywania jednostek katalazy (U) zastosowano stata szyb-
kosci reakcji pierwszorzedowej przeliczong na gram biatka.
Aktywno$¢ katalazy wyrazong jako k/g biatka obliczono wg
wzoru [20]:

69 A
A log (A—;)
k/g biatka = AL~ 2/

i 9
biatko mL

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej z wyko-
rzystaniem programu Statistica 10.1 (StatSoft, Polska). W celu
sprawdzenia rozktadu wynikéw uzyskanych dla réznych para-
metréw wykonano test Shapiro-Wilka. Poniewaz wiekszo$¢
rozktadow odbiegata od rozktadu normalnego, do dalszej ana-
lizy statystycznej uzyto testéw nieparametrycznych. W celu
okreslenia roznic istotnych statystycznie dla probek zaleznych
w pierwszej kolejnosci wykonano analize wariancji testem
ANOVA Friedmana, a nastepnie zastosowano test kolejnos$ci
par Wilcoxona. Za poziom istotnosci przyjeto p < 0,05.

OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Aktywno$¢ katalazy oznaczona w kontroli negatywnej (K-)
i kontroli pozytywnej (K+; komoérki hodowane z dodatkiem

Pom J Life Sci 2015, 61, 3

DMSO) byta zblizona i wynosita odpowiednio: 10,54 +0,65 k/g
biatka dla K- oraz 9,92 +0,36 k/g biatka dla K+. Nie wykazano
roznic istotnych statystycznie miedzy tymi warto$ciami,
co oznacza, iz DMSO, stosowany jako no$nik ekstraktéw
z owocostanéw pokrzywy do komoérek THP1, nie ma istotnego
wptywu na aktywno$¢ przeciwutleniajacg katalazy. Mozna
zatem uzna¢, iz DMSO jest dobrym no$nikiem do wprowa-
dzania ekstraktow roslinnych do komdrek w prowadzonych
hodowlach [21].

Na rycinie 1 przedstawiono aktywno$¢ przeciwutleniajaca
katalazy w komoérkach THP1 po hodowli z dodatkiem alkoholo-
wego ekstraktu z owocostandéw pokrzywy zwyczajnej (Urtica
dioica L.) o r6znym stezeniu.

14

12

10

katalazy (k/g biatka)

Aktywnos¢ przeciwutleniajgca

K+ PAL PA2
Symbol prébki

*roznice statystycznie istotne przy p < 0.05

RYCINA 1. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca katalazy w komérkach THP1
po hodowli z dodatkiem etanolowego ekstraktu (PA1, PA2) z owocostandw
pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioica L.)

Wykazano, Ze po dodaniu do medium ekstraktu alkoholo-
wego z owocostanéw pokrzywy zwyczajnej aktywno$¢ kata-
lazy komoérek THP1 zwiekszyta sie. W przypadku wyzszego
stezenia ekstraktu (10 pg/mL) w prébie PA1 stwierdzono
wzrost aktywnosci katalazy o 21,8% (2,16 k/g biatka). W pro-
bie PA2 ekstrakt alkoholowy o stezeniu 5 pg/mL spowodowat
wzrost aktywnosci 0 11,6% (1,15 k/g biatka). Rdznice pomiedzy
kontrolg (K+) a warto$ciami dla PA1i PA2 byty statystycznie
istotne (p <0,5).

Okazato sie, ze wzrost aktywnosci katalazy w komérkach
byt wprost proporcjonalny do stezenia dodanego ekstraktu
alkoholowego. Przy dwukrotnym zwiekszaniu stezenia eks-
traktu wprowadzanego do medium hodowlanego dwukrot-
nemu zwiekszeniu ulegta warto$¢ aktywnosci przeciwutle-
niajgcej katalazy w komoérkach. Réznica ta byta statystycznie
istotna (p < 0,5).

Na rycinie 2 przedstawiono aktywno$c¢ przeciwutleniajaca
katalazy w komoérkach THP1 po hodowli z dodatkiem wodnego
ekstraktu z owocostanéw pokrzywy zwyczajnej (Urtica dio-
ica L.) o r6znym stezeniu.

Dodatek ekstraktu wodnego z owocostandw pokrzywy
do hodowli komérek THP1réwniez wywotat zmiany w aktyw-
nosci katalazy. Znaczacy wzrost aktywnosci tego enzymu spo-
wodowata obecno$¢ w medium hodowlanym ekstraktu wod-
nego o stezeniu 15 pug/mL (PW1). Aktywno$¢ katalazy byta
wyzsza 0 90% (8,97 k/g biatka) w poréwnaniu do kontroli
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katalazy (k/g biatka)

Aktywnos¢ przeciwutleniajaca

o N B O

K+ PW1 PW2
Symbol prébki

*roznice statystycznie istotne przy p < 0.05

RYCINA 2. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca katalazy w komdrkach THP1
po hodowli z dodatkiem wodnego ekstraktu (PW1, PW2) z owocostanéw
pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioica L.)

(K+). Réznica ta byta statystycznie istotna (p < 0,5). Obec-
no$¢ w medium hodowlanym wodnego ekstraktu PWz o ste-
zeniu o potowe mniejszym (7,5 pg/mL) nie wptyneta istotnie
na wzrost aktywnos$¢ katalazy. Nie zaobserwowano, aby wyz-
sze stezenie ekstraktu powodowato proporcjonalne zwiek-
szenie aktywnosci katalazy.

Najwyzsza aktywno$¢ katalazy stwierdzono w hodowlach
z dodatkiem ekstraktu wodnego o najwyzszym stezeniu (PW1,
15 pg/mL). Rdznica pomiedzy tg wartos$cig a pozostatymi byta
statystycznie istotna (p < 0,5).

Udowodniono, ze ekstrakty wodne i alkoholowe z owoco-
standéw pokrzywy zwyczajnej majg znaczacy wptyw na aktyw-
no$¢ przeciwutleniajaca katalazy w komoérkach THP1. Wyka-
zano, ze stezenie ekstraktu alkoholowego wptywato wprost
proporcjonalnie na wzrost aktywnosci katalazy. Przeprowa-
dzone badania wskazujg, ze ekstrakty z owocostanéw Urtica
dioica L. wzmagaja prace komdérkowego systemu antyoksy-
dacyjnego w makrofagach THP11i dzieki temu majg korzystny
wptyw na obrone organizmu przed wolnymi rodnikami. Wzrost
aktywnosci katalazy skutkuje w organizmie wzmozona pracg
mechanizmu enzymatycznego (wchodzacego w sktad bariery
antyoksydacyjnej), ktory bierze udziat w usuwaniu nadmiaru
wolnych rodnikéw, nadzorujac przy tym procesy redukcji
i utleniania w komérce. Mechanizm wzmozonej aktywnosci
katalazy przyczynia sie do zwiekszenia obrony organizmu
przed stresem oksydacyjnym oraz do powstania homeostazy
proceséw redukcji i utleniania w komorce. Ponadto badania
te pozwolity zweryfikowa¢ wptyw DMSO, stosowanego jako
nosnik ekstraktéw do komérek THP1, na aktywnos¢ przeciw-
utleniajgcg katalazy. Okazato sie, iz zwigzek ten nie zmienia
aktywno$ci katalazy obecnej w komdrkach THP1, co czyni go
dobrym, neutralnym no$nikiem ekstraktow.

Brak jest w dostepnej literaturze doniesien dotyczacych
wptywu ekstraktéw owocostanéw pokrzywy zwyczajnej
na aktywnos¢ przeciwutleniajgcg katalazy w komdrkach typu
THP1, dlatego trudno jest podjac¢ dyskusje na temat uzyska-
nych wynikéw. W celu gtebszego zweryfikowania badanych
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zalezno$ci nalezatoby kontynuowaé prowadzone badania,
poszerzajac je o nowe parametry.

WNIOSKI

1. Ekstrakty wodne i alkoholowe z owocostanéw pokrzywy
zwyczajnej wptywaja na podniesienie potencjatu antyoksyda-
cyjnego komorek ludzkiej linii monocytarnej nowotworowej
(biataczki).

2. Przeprowadzone badania wstepne wskazujg na potrzebe
dalszych doswiadczen, celem ustalenia optymalnego stezenia
wykorzystanych ekstraktéw roslinnych.
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