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POPIS KRATICA

a-SMA — a-aktin glatke muskulature (engl. alpha smooth muscle actin)

AGE - zavrsni produkti glikozilacije (engl. advanced glycation end products)

Al —injekcija mongolskog kozlinca (engl. Astragalus injection)

ALT — alanin-aminotransferaza

AMPK - protein kinaza aktivirana adenozin monofosfatom (engl. 5'-AMP-activated protein
kinase)

APS — polisaharidi mongolskog kozlinca

AQP2 — akvaporin 2

ARB — blokatori angiotenzinskih receptora

ARE - antioksidacijski element odgovora (engl. antioxidant responsive element)

ASK1 — apoptoza reguliraju¢a signalna kinaza 1 (engl. apoptosis signal-regulating kinase 1)
ATP — adenozin trifosfat

BAX — X protein udruzen s BCL-2 (engl. BCL-2—associated X protein)

BCL-2 — protein limfoma B-limfocita 2 (engl. B-cell lymphoma 2)

BMDC — dendriti¢ne stanice izolirane iz koStane srzi (engl. bone marrow derived dendritic
cells)

CAMP - cikli¢ki adenozin monofosfat

CCL3 - kemokinski ligand 3 s C-C motivom (engl. chemokine (C-C motif) ligand 3)
CCR3 - C-C kemokinski receptor 3

CD - stanicni biljeg (engl. cluster of differentiation)

CGMP — cikli¢ki gvanozin monofosfat

CIRI — cerebralna ishemijsko-reperfuzijska ozljeda

CK — kreatin kinaza

CK-MB — MB izoenzim kreatin kinaze

cTnl — srcani troponin |

CVB3 — Coxsackievirus B3

CXCL1 — kemokinski ligand 1 s C-X-C motivom (engl. chemokine (C-X-C motif) ligand 1)
DER — omjer droge i ekstrakta (engl. drug extract ratio)

ERKZ1/2 — kinaza regulirana ekstracelularnim signalom (engl. extracellular signal-regulated
kinase)

FMDV - virus bolesti $aka, stopala i usta (engl. foot-and-mouth disease virus)

GABA — y-aminomasla¢na kiselina

GFR — brzina glomerularne filtracije (engl. glomerular filtration rate)

GM-CSF - faktor stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (engl. granulocyte
macrophage colony-stimulating factor)

GrB —granzim B

GSH-Px — glutation peroksidaza

GVH reakcija — reakcija transplantata protiv primatelja (engl. graft-versus-host)

HbeAg — hepatitis B e antigen

HbsAg — hepatitis B povrsinski antigen

HBYV - virus hepatitisa B

HO-1 — hem oksigenaza 1

HUVEC - endotelne stanice pupcane vrpce ¢ovjeka (engl. human umbilical vein endothelial
cells)

ICAM-1 — medustani¢na adhezijska molekula 1 (engl. intercellular adhesion molecule 1)
IFN — interferon

Ig — imunoglobulin

IL —interleukin



INOS — inducibilna izoforma sintaze dusikova (II) oksida

JNK — c-Jun N-terminalna kinaza

KPS — vrijednost na Karnofsky skali (engl. Karnofsky performance score)

LAK stanice — limfokinom aktivirane stanice ubojice (engl. lymphokine-activated killer cells)
LDH - laktat-dehidrogenaza

LPS — lipopolisaharid

MAC — kompleks koji napada membranu (engl. membrane attack complex)

MAPK - protein kinaza aktivirana mitogenom (engl. mitogen-activated protein kinase)
MDA — malondialdehid

MIiR — gen za mikroRNA

MMP — matriksna metaloproteinaza

MPO — mijeloperoksidaza

MTOR - ciljna molekula rapamicina (sirolimusa) u sisavaca (engl. mammalian target of
rapamycin)

NF-kB — nuklearni faktor kB (engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells)

NFAT4 — nuklearni faktor aktiviranih T-limfocita 4 (engl. nuclear factor of activated T-cells
4)

NK stanice — stanice prirodne ubojice (engl. natural killer cells)

NO — dusikov (II) oksid

Nrf2 — faktor 2 srodan nuklearnom eritroidnom faktoru 2 (engl. nuclear factor erythroid 2-
related factor 2)

NSCLC — karcinom pluc¢a ne-malih stanica (engl. non-small-cell lung carcinoma)

OCT-1 - klon osteokalcin-T antigen stanica (engl. osteocalcin-T antigen clone-1)

P13K — fosfoinozitid 3-kinaza (engl. phosphoinositide 3-kinase)

PKC — protein kinaza C

QOL — kvaliteta zivota (engl. quality of life)

riL-2 — rekombinantni interleukin 2

RORyt — retinoi¢noj kiselini srodan receptor siro¢i¢ yt (engl. retinoic acid-related orphan
receptor gamma t)

ROS — kemijski reaktivni spojevi kisika (engl. reactive oxygen species)

sFasL — topljivi Fas ligand (engl. soluble Fas ligand)

SLE — sistemski eritemski lupus

SOD - superoksid dismutaza

TCM - tradicionalna kineska medicina

TGF-p — transformirajuci faktor rasta 3 (engl. transforming growth factor beta)

Th — pomagacki T-limfociti

TIA — tranzitorna ishemijska ataka

TNF — faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)

Treg — regulatorni T-limfociti

TSLP — timusni stromalni limfopoetin (engl. thymic stromal lymphopoietin)

TSS — ukupna ocjena simptoma (engl. total symptom score)

URTI — infekcija gornjih di$nih putova (engl. upper respiratory tract infection)

USDA — Ministarstvo poljoprivrede Sjedinjenih Americkih Drzava (engl. United States
Department of Agriculture)

VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor)
VMC - virusni miokarditis
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1. UvOD

Korijen mongolskog kozlinca (Astragali mongholici radix) ljekovita je biljna droga
(Slika 1) koja potjece iz tradicionalne kineske medicine, a dobiva se od dvaju varijeteta biljne
vrste Astragalus mongholicus Bunge iz porodice Fabaceae - A. mongholicus var. mongholicus
(sin. A. membranaceus Bunge var. mongholicus (Bunge) P. K. Hsiao) i A. mongholicus var.
dahuricus (DC.) Podlech (sin. A. membranaceus Bunge) (Zhu, 1998; EDQM, 2014).
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Slika 1. Astragali mongholici radix

(preuzeto s: www.sagewomanherbs.com)

1.1. Botanicki podaci o vrsti Astragalus mongholicus Bunge (Fabaceae)

Podrijetlo naziva biljke

Latinski naziv roda Astragalus proizlazi iz starogrcke rije¢i astragalos koja znaci
"vratni kraljezak, kuglasti zglob gleznja, igra¢e kocke napravljene od glezanjskih kostiju
Zivotinja kopitara", §to je povezano s izgledom cvjetnih grozdova biljke koji podsjecaju na
vratne kraljeske, a zveckanje sjemenki u mahunama zvuci poput bacanja kocaka. Ime biljke
na engleskom jeziku (milk vetch, tj. mlijeCna grahorica) potje¢e od neko¢ popularnog
vjerovanja da kozlinac povecava izlu¢ivanje mlijeka u koza (Foster i Yue, 1992; Wilhelm i

Rericha, 2017).



MorfoloSka obiljezja

Mongolski kozlinac viSegodiSnja je zeljasta biljka uspravne stabljike koja najcesce
naraste 60-150 cm u visinu (Slika 2). Listovi su dugi 20-35 cm, neparno su perasti i
sastavljeni od 25-37 liski eliptiénog oblika i duljine 3-6 cm. Liske su cjelovitog ruba, tupog
vrha i peraste nervature, a za glavnu os lista su pricvrs¢ene vrlo kratkom peteljkom. Pri bazi
lista smjeSten je par trokutasto ovalnih ili lancetastih palisti¢a Siljastog vrha. Stabljika i listovi

prekriveni su sitnim mekim dlacicama bijele boje (McKenna i sur., 2002; WHO, 1999).

Slika 2. Astragalus mongholicus Bunge — Slika 3. Cvjetovi mongolskog kozlinca
mongolski kozlinac (preuzeto s: www.herb-pharm.com)

(preuzeto s: http://www.trajnice.com/sl)

Slika 4. Plodovi mongolskog kozlinca Slika 5. Korijen mongolskog kozlinca
(preuzeto s: https://gailfaithedwards.com) (preuzeto s: https://herbalhealthreview.com)



Cvat je grozdast 1 na ¢vrstoj uspravnoj cvjetnoj stapci sadrzi 10-15 cvjetova Zuckasto
bijele boje koji cvjetaju u srpnju i kolovozu, a dugi su oko 2 cm (Slika 3). Nepravilan
zigomorfan vjenci¢ sastoji se od pet latica koje tvore cvijet leptirastog oblika, tzv. flos
papilionaceus (www.delta-intkey.com). Caska je cjevasta, glatka i dugacka 5 mm, lapovi su
lancetasti i spojeni prema bazi. Cvijet sadrzi deset dijadelfnih prasnika sraslih pras$ni¢kim
nitima 1 glatki tucak graden od jednog plodnickog lista (Slika 3). Plod je duguljasta ovalna
mahuna glatke povrSine 1 zaSiljenih krajeva koja se otvara pucajuc¢i na dva uzduzna Sava. U
mahunama prikazanim na Slici 4 nalazi se 5-7 tamnosmedih sjemenki Cvrste ljuske i
bubrezastog oblika koje podsjecaju na minijaturne sjemenke soje (Morazzoni i Bombardelli,
1994).

Korijen je valjkast, razgranat, dugac¢ak 30-90 cm, promjera 1-3,5 cm. Savitljiv je, tvrd,
vlaknast u presjeku i sadrzi tanko bo¢no korijenje. Izvana je prekriven ¢vrstom naboranom
Zuckasto smedom epidermom, a unutrasnji drvenasti dio je Zuckasto bijele boje (Slika 5). Ima

blago slatkasti okus i slab miris (Foster i Yue, 1992; WHO, 1999).

StaniSte i rasprostranjenost

Rod Astragalus jedan je od zastupljenijih rodova iz porodice mahunarki (Fabaceae ili
Leguminosae) i1 broji oko 3000 vrsta trajnica, polugrmova i grmova Siroko rasprostranjenih u
podru¢jima s umjereno toplim i suhim klimama. Vrsta A. mongholicus uglavnom raste u
srediSnjoj Mongoliji, sjevernoj i sjevernoistocnoj Kini, Koreji, Japanu i nekim drugim
podrucjima u Aziji poput Rusije 1 Kazahstana. U Kini 1 Koreji smatra se ljekovitom biljkom te
se u tu svrhu i uzgaja. Mongolski kozlinac koji raste na podru¢ju Unutrasnje Mongolije
smatra se istinskim ljekovitim materijalom i1 poznat je po svojoj visokoj kvaliteti. Budu¢i da
postoji velika potraznja za kozlincem i njegovi divlji resursi gotovo su iscrpljeni, za
komercijalne svrhe trenutno se uglavnom dobiva umjetnim uzgojem. U Kini se najvise cijeni
droga proizvedena u mongolskim regijama Chifeng, Baotou, Ulanchabu, Bayannaoer, Alxa
Liga i Hohhot (Li i sur., 2017; Wang i sur., 2019). Danas se uzgaja i u podrué¢jima izvan Azije,
ponajprije u Sjedinjenim Americkim Drzavama i Njemackoj (Dong i sur., 2003). Raste na
planinskim padinama, osun¢anim pasnjacima i livadama te uz putove. Uspijeva na suhom
pjeskovitom tlu i ilovaci, a pogoduje mu neutralna ili bazicna pH vrijednost tla. Budu¢i da
ima sposobnost fiksacije dusika iz atmosfere putem simbioze s bakterijama roda Rhizobium,

preferira tla s niskim sadrzajem dusika (www.herb-pharm.com).



1.2. Primjena mongolskog kozlinca tijekom povijesti

SuSeni korijen mongolskog kozlinca (Slika 5) u Kini je Siroko upotrebljavan kao
tradicionalni biljni lijek ve¢ visSe od 2000 godina. Jedna je od najznacajnijih i1 najcesce
koristenih biljnih droga u tradicionalnoj kineskoj medicini (TCM). Prva upotreba kozlinca
datira jo§ iz vremena dinastije Han 1 zabiljeZena je u drevnoj kineskoj medicinskoj knjizi
"Shennong Bencaojing" koja je ujedno i prva kineska Materia Medica napisana izmedu 200. i
250. godine, a u doslovnhom prijevodu glasi "Klasicna Materia Medica BoZanstvenog
Farmera™ (Bensky i sur., 1986; Wang i sur., 2019). Tamo je opisan kao biljna droga sa Sirokim
rasponom ljekovitih ucinaka 1 bez toksi¢nosti te je svrstan u najviSu klasu biljaka (Ren 1 sur.,
2013). Naziv biljne droge na kineskom glasi "Huang qi" (&%) gdje prvi slog "Huang" (&
znaéi "zut" i opisuje boju droge. Zuta boja takoder se pripisuje zemlji, sredistu i slezeni koja u
TCM-u predstavlja klju¢ni organ za pretvaranje hrane u qi, tzv. Zivotnu energiju. Drugi slog

"Qi" (&) znaci "superioran" ili "voda" pa takvo ime sugerira da se smatrala dominantnom

drogom s tonificiraju¢im i adaptogenim ucinkom (Ho i Lisowski, 1997). Prema TCM-u
kozlinac utjeCe na meridijane slezene i pluca, stoga je primarno bio indiciran kod simptoma
nedostatka vitalne energije slezene kao $to su proljev, umor, pojacano znojenje i gubitak
apetita te kod respiratornih poremecaja poput dispneje, astme i Cestih prehlada (Hsu i sur.,
1986). Korijen biljke u zemljama isto¢ne Azije stoljeima je propisivan kod opce slabosti za
povecanje ukupne vitalnosti organizma. Koristio se uglavnom u obliku dekokta pripravljenog
od osuSenog korijena starog 4-7 godina, no korijen bi se ponekad prije priprave dekokta
termicki obradivao przenjem s medom ¢ime bi se dobila droga naziva Zhihuangqi ili Astragali
radix praeparata cum melle za koju se smatralo da ima izrazeniji uc¢inak na opcu iscrpljenost,
poremecaje probavnog sustava i pluéne funkcije (Auyeung i sur., 2016). Vrsta A. mongholicus
tradicionalno je vazna i u lijeCenju infekcija mukoznih membrana, osobito urinarnog i
respiratornog trakta, a u Kini se koristila i za prevenciju prehlade (Zhu, 1998). Smatralo se da
kozlinac posjeduje i kardiotoni¢ni ucinak, tj. povec¢ava kontrakciju zdravog srcanog tkiva te
da smanjuje edeme buduci da raspodjeljuje vodu u tijelu. Jos§ se koristio kod slabokrvnosti,
krvarenja, prolapsa rektuma i maternice, hepatitisa, kroni¢nog nefritisa, paralize perifernih
zivaca, hemiplegije, odnosno disfunkcije polovice tijela te kao antidijabetik (Sinclair, 1998; Li
i sur., 2014). U kineskoj narodnoj medicini mast i dekokt kozlinca koristili su se za poticanje
cijeljenja cireva 1 opeklina te stavljali na kroni¢ne ulceracije koze (Huang, 1999).

Primjenjivao se i kao ekspektorans i sedativ. Redovito se propisivao u kombinaciji s drugim



ljekovitim biljem, ovisno o indikaciji i Zeljenom terapijskom ucinku. U kineskom tekstu
"Knjiga o medicinskim slucajevima Shi-shana" iz 1531. godine predlaZze se kombinacija s
ginsengom kao tonik za umor, opcu slabost, smanjen apetit i spontano znojenje (Foster i Yue,
1992).

Kozlinac se zbog svog slatkastog okusa i sadrzaja nutrijenata nerijetko koristio i u
prehrani. Ponekad se konzumirao sirov u obliku oguljenog korijena starog do godinu dana, no
najcesce se dodavao u juhe, temeljce, variva i riZzu te mjeSavinu zacina. Danas se ¢esto nalazi
u kulinarskim receptima za juhe Kkoje se preporu¢aju za jacanje imuniteta
(www.emeryherbals.com).

A. mongholicus uveden je u SAD 1925. godine putem USDA-inog Ureda za uvodenje
sjemena i biljaka u suradnji s Botanickim vrtom u Sankt Peterburgu, no nije se primjenjivao u
zapadnoj botanickoj praksi sve do 1960-ih. Znatnu popularnost na Zapadu stekao je u 80-im
godinama proslog stolje¢a, ponajprije zbog svog antioksidacijskog, protuupalnog,
antiviralnog i imunostimuliraju¢eg ucinka. Danas se naSiroko prodaje kao biljni dodatak
prehrani za jaCanje imuniteta, prevenciju gripe, prehlade, razli¢itih upalnih stanja i sréanih
bolesti te kao pomo¢ u prilagodbi organizma na stres (Li i sur.,, 2014). Dokazano je da
posjeduje i hepatoprotektivni, diuretski, antiperspirantni i anti-aging ucinak. Pokazao se
efikasnim u adjuvantnoj terapiji nekih karcinoma, a suvremena istrazivanja sugeriraju da
moze djelovati pozitivno na regulaciju dijabetesa i s njim povezanih komorbiditeta, povecati
plodnost muskaraca, umanjiti nuspojave kemoterapije te da bi mogao pomoc¢i u kroni¢noj

terapiji astme i ublaziti simptome osteoporoze (www.iso.org; Li i sur., 2016).



1.3. Fitokemijski sastav korijena mongolskog kozlinca

Korijen mongolskog kozlinca sadrzi raznovrsne bioaktivne sastavnice Ciji je udio
promjenjiv s obzirom na varijetet, geografsku lokaciju, sezonske varijacije i starost biljke.
Triterpenski saponini, flavonoidi, polisaharidi, biogeni amini i minerali smatraju se glavnim

aktivnim sastojcima (Li i sur., 2017).

1.3.1. Triterpenski saponini

U kozlincevu korijenu identificirano je vise od 40 razlicitih triterpenskih saponina
ukljucujuéi astragalozide I-VIII, acetilastragalozid, izoastragalozide I-111, astramembrangenin,
astramembranine | i Il, astramembranozid B, cikloastragenol, ciklosieversigenis, sojasaponin
I, sojasapogenol B i lupeol, a njihov je sadzaj u rasponu od 0,5 mg/g do 3,5 mg/g biljne droge
(Kitagawa i sur., 1983; He i Findlay, 1991). Nadzemni dijelovi biljke i vlaknasto bo¢no
korijenje sadrze vece koli¢ine saponina od glavnih korijena, ali tradicionalno se koriste samo
glavni korijeni, stoga se pretpostavlja da saponini nisu kljucni aktivni sastojci odgovorni za
tradicionalno djelovanje poput tonika (Qi i sur., 2008).

Astragalozidi I, 11 i IV te izoastragalozidi I i 1l najzastupljeniji su saponini kozlinca
¢ineci viSe od 80% ukupnih saponina korijena, a po strukturi su triterpenoidi cikloartanskog
tipa (Qi i sur., 2006; Yu i sur., 2007). Glavni Seéerni ostaci u njima su B-D-glukopiranozil
(Gle), B-D-ksilopiranozil (Xyl), a-L-ramnopiranozil (Rha) i a-L-arabinopiranozil (Ara), a joS
se mogu naci i B-D-glukuronopiranozil (GlcA), B-D-fukopiranozil (Fuc), p-D-apiofuranozil
(Api) te acetil (Ac) skupine (Li i sur. , 2014).

Astragalozid 1V (Slika 6) glavni je spoj koji se koristi kao marker za kontrolu
kvalitete biljne droge u Kineskoj i Europskoj farmakopeji, iako je njegov sadrzaj u sirovoj
biljci relativno nizak. Po strukturi je 3-O-B-D-ksilopiranozil-6-O-p-D-glukopiranozil-
cikloastragenol, tetraciklicki triterpenski saponin visoke polarnosti i strukture sli¢ne lanolinu
(Ren i sur., 2013).

Astragalozidi I i II termicki su nestabilni jer se acetili u ksilozi lako uklanjaju
zagrijavanjem i tako prelaze u astragalozid IV. Jedan od nedavno otkrivenih saponina nazvan

malonilastragalozid I nestabilan je ve¢ i pri sobnoj temperaturi (Chu 1 sur., 2010).
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Slika 6. Struktura astragalozida 1V

(preuzeto s: www.chemfaces.com)

1.3.2. Flavonoidi

Iz korijena mongolskog kozlinca izolirani su razli¢iti flavonoidi, a medu njima se
istiCu izoflavoni, izoflavani, pterokarpani, flavononi i kalkoni. Raspon sadrzaja ukupnih
flavonoida u biljnoj drogi iznosi 0,5-3,0 mg/g (Lin i sur., 2000; Matkowski i sur., 2003).
Najbrojniji flavonoidi su izoflavoni kalikozin-7-O-B-D-glukozid, kalikozin (Slika 7),
kalikozin-7-O-p-D-(6"-acetil)-glukozid, kalikozin-7-O-B-D-{6"-[(E)-but-2-enoil]}-glukozid,
formononetin (Slika 7), formononetin-7-O-B-D-glukozid-6"-O-malonat i ononin, a prisutni su
jos 1 odoracion, 6"-acetilononin, amopiptanozid A, pratenzein, pratenzein-7-O-B-D-glukozid,
likoagrozid D, 7,5'-dihidroksi-3'-metoksi-izoflavon-O-B-D-glukozid, (R)-3-(5-hidroksi-2,3,4-
trimetoksifenil)-kroman-7-ol te (3R,4R)-3-(2-hidroksi-3,4-dimetoksi-fenil)-kroman-4,7-diol-
7-O-B-D-glukozid. Dominantna komponenta, kalikozin-7-O-p-D-glukozid, koristi se kao

kemijski marker u analizama kvalitete biljke u propisima Kineske farmakopeje (Auyeung i

sur., 2016).
Od ostalih flavonoida u mongolskom kozlincu mogu se nac¢i izoflavani astraizoflavan,
izomukronulatol, izomukronulatol-7-O-B-glukozid, (3R)-8,2'-dihidroksi-7,4'-

dimetoksiizoflavan i pendulon, pterokarpani vestikarpan, astrapterokarpan, astrapterokarpan-
glukozid-6"-O-malonat, (-)-metilinisolin, (-)-metilinisolin-3-O-B-D-glukozid, (-)-
metilinisolin-3-O-B-D-(6'-acetil)-glukozid i (-)-metilinisolin-3-O-p-D-{6'-[(E)-but-2-enoil]}-
glukozid, flavonol kumatakenin, flavonon likviricigenin i kalkon izolikviricigenin (Li i sur.,
2014; Song i sur., 2007).



Slika 7. Strukture izoflavona kalikozina i formononetina

(preuzeto s: https://en.wikipedia.org)

1.3.3. Polisaharidi

Polisaharidi prisutni u korijenu mongolskog kozlinca ukljucuju astragalane,
astraglukane, astraheterosaharide i AMem-P. Astragalan | vec¢inom se sastoji od D-glukoze,
D-galaktoze i L-arabinoze uz nesto molekula pentoze, a njegova molekulska masa iznosi oko
36 300 Da. Astragalan II molekulske mase 12 300 Da i astragalan III ¢ija masa iznosi oko 34
600 Da po strukturi su a-1,4-, a-1,6-glukozidi. Astraglukani 1 i 3 takoder su a-1,4-, a-1,6-
glukozidi, pri ¢emu omjer a-1,4- i a-1,6-glikozidnih veza u astraglukanu 1 iznosi 5:2.
Astraglukan 2 po strukturi je a-1,4-glukozid netopljiv u vodi. Kiseli astraheterosaharid 1
sastoji se od galakturonske kiseline, glukuronske kiseline, glukoze, ramnoze i arabinoze, a
astraheterosaharid 2 od glukoze i arabinoze u omjeru 1:0,15 (Weng i sur., 2003; Khan i
Abourashed, 2010). Iz vodenog ekstrakta kozlinceva korijena izoliran je glikan nazvan
AMem-P koji se uglavnom sastoji od molekula D-galakturonske kiseline povezanih a-1,4-
glikozidnim vezama i L-ramnoze vezane a-1,2-glikozidnom vezom za galakturonsku kiselinu,
a identificirani su 1 drugi Seceri poput terminalne L-arabinofuranoze vezane a-1,5-
glikozidnom vezom, terminalnih D-galaktoza povezanih B-1,3-, B-1,4- i -1,6-glikozidnim
vezama te bo¢nih ogranaka D-galaktoze i L-ramnoze (Tomoda i sur., 1992).

Istrazivanjima su u sastavu polisaharida mongolskog kozlinca otkriveni i fruktoza,

manoza, riboza te ksiloza (Chen i sur., 2011; Yao i Wang, 2012).



1.3.4. Ostale sastavnice

Korijen kozlinca sadrzi nekoliko biogenih amina od kojih su najznacajniji betain,
kolin 1 y-aminomasla¢na kiselina (GABA). Od preko 20 identificiranih slobodnih
aminokiselina, asparagin, glutaminska kiselina, kanavanin, prolin, arginin, f-aminomasla¢na
kiselina, GABA, asparaginska kiselina 1 alanin prisutne su u najvi§im koncentracijama i
ukupno ¢ine 0,50-1,26% biljne droge. Dokazana je prisutnost vise od 18 minerala u tragovima
medu kojima su najzastupljeniji magnezij (1108-1761 ppm), zeljezo (94—694 ppm), mangan
(8-52 ppm), cink (11-23 ppm), rubidij (11-13 ppm), bakar (5-9 ppm), molibden (0,1-10
ppm) i krom (0,3-0,8 ppm), a u ve¢im koli¢inama se mogu naci jo$ i kalcij, kalij i fosfor (Li i
Wang, 2005; Khan i Abourashed, 2010). Kozlinac sadrzi i sterole (B-sitosterol, B-sitosterol-f3-
D-glukozid), lignane (laricirezinol, siringarezinol), masne kiseline, antrakinone, vitamine (A,

B kompleks, C), saharozu i kumarin (Auyeung i sur., 2016; Li i sur., 2016).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Mongolski kozlinac ima dugu povijest upotrebe u kineskoj tradicionalnoj medicini, no
danas se u skladu s aktualnim trendom globalizacije sve ¢es¢e koristi i u drugim zemljama
Sirom svijeta gdje se pacijenti sve viSe okrecu prirodnim ljekovitim sredstvima u sklopu
samolijeCenja. Njegova farmakoloska svojstva 1 mogucénosti klinicke primjene nisu detaljno
proucavane sve do nedavno, a unato¢ sve brojnijim istraZzivanjima mehanizama djelovanja
kozlin¢eva korijena i njegovih pojedinih sastavnica, jo§ uvijek je malo relevantnih i na
dokazima utemeljenih podataka o ucinkovitosti i sigurnosti primjene iz klinickih studija.
Raste i broj fitopreparata korijena mongolskog kozlinca dostupnih na trziStu koji su ve¢inom
registrirani kao dodaci prehrani. Njihova proizvodnja nije toliko strogo regulirana kao
proizvodnja sintetskih i biljnih lijekova zbog cega je ponekad upitna njihova kvaliteta i
ucinkovitost. Farmaceuti kao zdravstveni djelatnici koji savjetuju pacijente o odabiru i
ispravnom koriStenju bezreceptnih lijekova 1 dodataka prehrani u samolijeenju moraju
temeljiti svoje savjetovanje na utvrdenim znanstvenim ¢injenicama i dokazima kako bi mogli
izabrati optimalnu i sigurnu terapiju za svoje pacijente.

Cilj ovog diplomskog rada je istraziti dostupne znanstvene dokaze o opravdanosti
klinicke primjene mongolskog kozlinca kao imunomoduliraju¢eg i protuupalnog sredstva, u
lije€enju srcanih bolesti, kroni¢nih bolesti bubrega, dijabetesa, kroni¢nog hepatitisa i
zacjeljivanju rana, a takoder i prezentirati novije klinicke studije koje ukazuju na potencijal
primjene kozlinca u adjuvantnoj terapiji karcinoma, lijecenju leukopenije i1 alergijskog
rinitisa. Navedena su i ostala ljekovita svojstva korijena mongolskog kozlinca kao i dodaci

prehrani na bazi kozlinca trenutno prisutni u ljekarni¢koj praksi.
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3. MATERIJALI | METODE

Prilikom izrade ovog teorijskog diplomskog rada koristeni su stru¢ni i znanstveni
literaturni izvori iz podru¢ja farmakognozije koji sadrze informacije o biljnoj vrsti Astragalus
mongholicus B. Podaci o kemijskom sastavu, uéincima i primjeni mongolskog kozlinca te
rezultati klini€kih 1 drugih ispitivanja prikupljeni su pretrazivanjem dostupnih stru¢nih knjiga
i relevantnih bibliografskih baza podataka PubMed, Scopus, ScienceDirect i Cochrane
Library uz koristenje klju¢nih rijeci: Astragalus mongholicus, Astragali radix, Astragalus
membranaceus var. mongholicus, Huang qi i sl. Analitika biljne droge Astragali radix
obradena je prijevodom monografije iz Europske farmakopeje. KoriStene su 1 informacije s

relevantnih mreznih stranica www.who.int i www.iso.org.

11



4. REZULTATI | RASPRAVA

Sve veca ucestalost primjene korijena mongolskog kozlinca Sirom svijeta dovela je do
potrebe za pojaSnjavanjem mehanizama njegova djelovanja i1 utvrdivanjem moguénosti
klinicke primjene, stoga je dosad proveden znatan broj in vitro, in vivo i klinic¢kih istrazivanja
ucinaka mongolskog kozlinca. lako sve sastavnice potencijalno pridonose farmakoloskim
ucincima biljke, smatra se da su polisaharidi kozlinca klju¢na komponenta koja je odgovorna
za imunomoduliraju¢e djelovanje, flavonoidi (izoflavoni) su uglavnom odgovorni za
antioksidacijske i protuupalne ucinke, a protutumorski ucinci pripisuju se prvenstveno

astragalozidu 1V i ostalim triterpenskim saponinima (Auyeung i sur., 2016).

4.1. Neklinic¢ka ispitivanja korijena mongolskog kozlinca

4.1.1. Protuupalni u¢inci

Protuupalni u¢inci mongolskog kozlinca istrazeni in vitro odnose se na inhibiciju
proizvodnje proupalnih citokina TNF-a, IL-8, IL-1p i dr., inhibiciju transkripcije posredovane
faktorom NF-«B te supresiju p38 MAPK stani¢nog signalnog puta. Kalikozin posjeduje
izrazena protuupalna svojstva i moze ucinkovito suzbiti alergijsku upalu (Zhang i sur., 2018).
Astramembranin [ inhibira povecanje propusnosti vaskularne stijenke inducirano serotoninom
ili histaminom kada se primijeni Stakorima intravenski u dozi od 5 mg/kg ili peroralno u dozi
od 50 mg/kg. Oralna primjena astramembranina | uzrokovala je o koncentraciji ovisno
smanjenje edema straznje Sape Stakora uzrokovanog karagenanom (Tang 1 Eisenbrand, 1992).

Saponini izoastragalozid II 1 astragalozidi I, II 1 IV uspjesno su inhibirali produkciju
dusikova (IT) oksida (NO) u mis§jim makrofagima RAW?264.7 koji su prethodno stimulirani
lipopolisaharidom (LPS). Polisaharidi mongolskog kozlinca (APS) pokazuju izrazitu
protuupalnu aktivnost na animalnim modelima s induciranim artritisom. Jedna studija
pokazala je da APS poticu apoptozu stanica RSC-364 (sinovijalne stanice sli¢ne
fibroblastima) prethodno stimuliranih s IL-1p smanjujuéi ekspresiju apoptotskog regulatornog
proteina BCL-2 (engl. B-cell lymphoma 2), povecavajuéi ekspresiju proapoptotskog proteina
BAX (engl. BCL-2—associated X protein) i poti¢uci aktivnost kaspaze-3. Istovremeno su
uéinkovito smanjili proizvodnju proupalnih citokina IL-6 i TNF-a, a zaustavili su i aktivaciju
PI3K/Akt/mTOR signalnog puta (Dasgupta, 2019). U drugoj studiji APS su ucinkovito
smanjili upalnu reakciju izazvanu palmitatom u stanicama RAW264.7 putem aktivacije
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enzima AMPK (protein kinaza aktivirana adenozin monofosfatom). Takoder su pokazali
protuupalno djelovanje u in vitro studiji na Caco-2 stani¢noj liniji tretiranoj bakterijskim LPS
endotoksinom. Ustanovljeno je da jedan od protuupalnih mehanizama APS moze biti
inhibicija adhezije upalnih stanica na endotel krvnih zila smanjivanjem ekspresije CD34 na
povrsini endotelnih stanica. Uoceno je da APS mogu znac¢ajno smanjiti razinu NO u serumu i
reducirati kroni¢nu upalu uzrokovanu poremecajem metabolizma NO. U dozi od 200 mg/kg,
APS mogu pridonijeti lijecenju kolitisa izazvanog 2.,4,6-trinitrobenzensulfonskom kiselinom u
Stakora smanjivanjem ekspresije TNF-a i IL-1p i povecavanjem ekspresije transkripcijskog
faktora NFAT4 (Wang i sur., 2019).

Astragalozid IV je smanjio progresiju upale diSnih putova, reakcije preosjetljivosti i
remodeliranje diSnih putova na mi§jem modelu astme. Otkriveno je da smanjuje ekspresiju
TNF-a, IL-1pB 1 drugih proupalnih citokina tako §to sprjecava fosforilaciju IkBa i smanjuje
translokaciju NF-kB u jezgru ¢ime dolazi do inhibicije NF-kB signalnog puta. Takoder je
znatno smanjio adheziju neutrofila na stanice endotela i daljnju infiltraciju tkiva putem
smanjenja ekspresije CD11b/CD18 i ICAM-1 na povrsini epitelnih stanica nakon cerebralne
ishemijsko-reperfuzijske ozljede (CIRI), a smanjio je i razinu mijeloperoksidaze (MPO) u
mozgu. Na in vivo modelu miSeva s atopijskim dermatitisom uzrokovanim 1-kloro-2,4-
dinitrobenzenom ekstrakt kozlin¢eva korijena (100 mg/kg) reducirao je kozne lezije smanjivsi
razinu TNF-a i ekspresiju Th2 citokina IL-4, IL-5, IL-10 i IL-13, a djelovao je snaznije od
prednizona primijenjenog u dozi 3 mg/kg (Li i sur., 2014). Ekstrakt biljke inhibirao je lucenje
citokina izazvano glikotoksinima AGE (engl. advanced glycation end products) i na taj nacin
smanjio upalu posredovanu makrofagima, $to ukazuje na potencijal primjene kozlinca u
prevenciji dijabetesa i njegovih makrovaskularnih komplikacija (Auyeung i sur., 2016; Li i
sur., 2016).

Astragalozid IV sprjecava apoptozu stanica miokarda, §to ukazuje na njegov potencijal
u lije¢enju miokarditisa i prevenciji zatajenja srca. In vitro studijom na endotelnim stanicama
pupcane vrpce ¢ovjeka (HUVEC) pokazano je da astragalozid IV sprjecava stani¢nu apoptozu
i upalne reakcije uzrokovane hiperglikemijom tako S$to inhibira aktivaciju JNK signalnog
puta. Moze potaknuti stani¢nu proliferaciju, smanjiti apoptozu i razinu ekspresije TNF-a 1 IL-
1B u HUVEC, a takoder snizava i ekspresiju c-Jun N-terminalne kinaze (JNK), apoptoza
reguliraju¢e signalne kinaze 1 (ASK1), citokroma c, kaspaze-9 i kaspaze-3 te smanjuje
relativni udio BAX naprema BCL-2. Takvi rezultati sugeriraju da astragalozid IV moze
inhibirati proces endotelne disfunkcije u dijabetickim makrovaskularnim komplikacijama
(You i sur., 2019).
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4.1.2. Antioksidacijska svojstva

Spojevi izolirani iz vrste A. membranaceus var. mongholicus sposobni su smanjiti
osSte¢enja membrana izazvanih slobodnim radikalima inhibicijom lipidne peroksidacije i
potenciranjem ucinaka endogenih enzimskih antioksidansa. Formononetin, kalikozin i
kalikozin-7-O-pB-D-glukozid  mogu  neutralizirati ~ slobodne radikale  2,2-difenil-1-
pikrilhidrazila in vitro. Kalikozin je pokazao najsnazniju antioksidacijsku aktivnost u
ispitivanju sa slobodnim radikalima, ali i na staniénom modelu. Otkriveno je da formononetin
i kalikozin znacajno reduciraju oStecenje stanica uzrokovano slobodnim radikalima
proizvedenim djelovanjem ksantin oksidaze. U jednoj studiji izoflavoni i saponini kozlinca
znaCajno su inhibirali peroksidaciju lipida stanicne membrane izazvanu superoksidom,
vodikovim peroksidom i UV zrafenjem, a polisaharidi su pokazali znatno manji zaStitni
u¢inak (Toda i Shirataki, 1999). Flavonoidi smanjuju ozljedu uzrokovanu glutamatom u
neuronima PC12 i u znatnoj mjeri povecavaju aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD) i
glutation peroksidaze (GSH-Px) (Yu i sur., 2005). Saponini pozitivno utjecu na rad srca tako
Sto inhibiraju stvaranje peroksida u miokardu. Astragalozid IV moze sprijeciti aktivaciju
perisinusoidnih stanica jetre uklju¢enih u patofiziologiju jetrene fibroze inhibicijom
oksidativnog stresa i pridruzene p38 MAPK aktivacije (Auyeung i sur., 2016; Li i sur., 2014).

Zastitni uéinci astragalozida IV povezani s antioksidacijskim djelovanjem kod CIRI
identificirani su na mi§jem modelu tranzitorne ishemijske atake (TIA), a autori studije
ukazuju na mogucu primjenu u lijeCenju apopleksije mozga (Ren i sur., 2013). Demonstrirano
je da astragalozid IV (3 mL/kg i 20-40 mg/kg) potic¢e uklanjanje reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS) tako Sto pojacava djelovanje endogenih antioksidansa. Njegova primjena mozZe
smanjiti razinu malondialdehida (MDA) i povecati razinu GSH-Px i SOD. Smanjuje oStecenje
izazvano oksidacijskim stresom uslijed CIRI, pri ¢emu je potencijalni mehanizam povezan s
aktivacijom Nrf2/ARE/HO-1 signalnog puta, promicanjem stvaranja i translokacije Nrf2 te
pojacavanjem ekspresije hem oksigenaze 1, enzima koji igra klju¢nu ulogu u prevenciji upale
stijenke krvnih Zila. U istraZivanju ucinka na kardiotoksi¢nost uslijed primjene doksorubicina,
otkriveno je da astragalozid IV primijenjen u dozi od 30 pg/mL regulira MAPK i ekspresiju
gena nizvodno u MAPK signalnom putu, znatno smanjuje stvaranje ROS i razinu LDH, CK-
MB i citokroma c te povecava razinu ATP-a, sukcinat dehidrogenaze i aktivnost ATP sintaze.
In vivo je dokazano da polisaharidi vrste A. membranaceus u koncentracijama 200 i 300
mg/kg/dan povecavaju aktivnost katalaze, SOD i GSH-Px pokazujuéi tako antioksidativni
ucinak usporediv onom vitamina E u dozi od 100 mg/kg/dan (Li i sur., 2012; Li i sur., 2016).
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4.1.3. Imunomodulirajuéi uéinci

Rezultati pretklinic¢kih ispitivanja upucuju na povoljno djelovanje korijena mongolskog
kozlinca 1 njegovih sastavnica na imunosni sustav. Djelovanje se vefinom temelji na
stimulaciji aktivnosti stanica imunosnog sustava i regulaciji sekrecije citokina pomagackih T-
limfocita i ekspresije gena uklju¢enih u imunosni odgovor. Polisaharidi izolirani iz vodenog
ekstrakta korijena pokazali su Sirok spektar imunostimuliraju¢ih u¢inaka na miSeve nakon
intraperitonealne primjene. Povecali su teZinu 1 broj stanica misSje slezene 1 odgovor slezene
na ov¢je crvene krvne stanice te stimulirali fagocitnu aktivnost peritonealnih makrofaga.
Povecan je i broj aktiviranih makrofaga u slezeni proucavanih Zzivotinja. Nakon S$to je
polisaharidna frakcija primijenjena intravenski ili intragastricno, ¢ak i u ve¢im dozama,
fagocitna funkcija peritonealnih makrofaga nije se znacajno promijenila (Fang i sur., 1982).
Dokazano je da APS poboljsavaju funkciju limfocita B i T, makrofaga i dendriti¢nih stanica.
Studija na miSevima zarazenim bakterijom Aeromonas hydrophila pokazala je da APS
pojaavaju aktivnost neutrofila i poveéavaju omjer CD4'/CD8" T-limfocita. Na
eksperimentalnom modelu Stakora s kolitisom uzrokovanim trinitrobenzen sulfonskom
kiselinom otkriveno je da APS reguliraju ekspresiju TNF-a, IL-13 i NFATc4 te da prema tome
mogu znatno doprinijeti lijeCenju kolitisa (Zeng 1 sur., 2019). Rezultati istrazivanja ucinka
APS na imuni odgovor u adjuvantnom nezivom cjepivu protiv hepatitisa B sugeriraju da APS
djeluju kao snazan adjuvans u cjepivu i da mogu poboljsati i humoralni i stani¢ni imuni
odgovor aktivacijom signalnog puta Toll-like receptora 4 te inhibirati ekspresiju
transformiraju¢eg faktora rasta B (TGF-B) (Li i sur., 2014). In vitro studija na BMDC
stanicama (engl. bone marrow derived dendritic cells) pokazala je da proteinska frakcija
kozlinca mozZe znacajno povecati proliferaciju limfocita slezene, peritonealnih makrofaga i
dendriticnih stanica. Ispitivani proteini pospjesSili su fagocitozu i potaknuli peritonealne
makrofage na izlu¢ivanje imunomodulacijskih faktora (IL-6, TNF-a, NO, H,0;), a povecali
su i ekspresiju proupalnih citokina (IL-6, IL-12, p40, IL-1B, IL-1a) i kemokina (CXCLI,
CCL3) u BMDC (Huang i sur., 2019). Otkriveno je da APS mogu aktivirati proliferaciju
stanica 1 povecati proizvodnju citokina u B-limfocitima i makrofagima miSeva te da su
sposobni stimulirati makrofage na ekspresiju iNOS gena putem aktivacije transkripcijskog
faktora NF-kB (Lee i Jeon, 2005). AMem-P pojacava aktivnost retikuloendotelnog sustava.
Uoceno je da APS u koncentraciji od 300 pg/mL mogu znacajno povecati razinu NO, IL-18,
IL-6 i TNF-a u humanim monocitima THP-1. Lije¢enje miSeva s APS u dozi od 400 mg/kg

nakon ligacije cekuma dovelo je do povecanja populacije pomagackih T-limfocita (Th) i
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postotka Th17 stanica u krvi. Prema tome, APS bi mogli djelovati na imunosupresiju u
polimikrobnoj sepsi. Proporcionalno primijenjenoj dozi (5, 10 i 20 mg/kg), APS mogu
zna€ajno povisiti titar specifiénih protutijela za FMDV virus (virus bolesti Saka, stopala i
usta), povecati proliferaciju limfocita slezene i ekspresiju IFN-y, IL-4, IL-6 i IL-10 (Wang i
sur., 2019).

Novija studija pokazala je da saponini izolirani iz korijena vrste A. membranaceus
mogu in vitro i in vivo potaknuti mitozu limfocita misje slezene. Uoc¢eno je da mogu inducirati
i proliferaciju osiromasene populacije T-limfocita, no na B-limfocite nemaju gotovo nikakav
ucinak. Takoder induciraju stanicne i humoralne imunosne odgovore i znacajno povecavaju
titre antitijela IgGl 1 IgG2b specificnih za ovalbumin u serumu miSeva. Studije
mononuklearnih stanica izoliranih iz periferne krvi pacijenata s miastenijom gravis pokazale
su da saponini mogu znacajno smanjiti titar protutijela za nikotinske receptore acetilkolina.
Taj je rezultat pruzio odgovor na pitanje zasSto su saponini kozlinca bili u€inkoviti u lije¢enju
autoimunih poremecaja. U ispitivanju in vivo u¢inaka saponina na proupalne citokine miSeva
soja Swiss albino starih 6-8 tjedana primijeceno je da astragalozid VII posjeduje snazne
imunoregulacijske uc¢inke bez stimulacije proupalnih citokina, medutim, u uvjetima in vitro
nije bilo znacajnijeg utjecaja na stani¢ne mete ukljucene u upalni proces. Astramembranin I
primijenjen i.v. u dozi od 10 mg/kg izazvao je nakupljanje cAMP-a u zeevoj plazmi.
Povecanje cAMP-a pocelo je nakon 30 minuta i doseglo je maksimum oko 0,5-4 sati nakon
jednokratne injekcije. Saponin je utjecao na Dbiosintezu DNA u djelomic¢no
hepatektomiziranim misevima. Astragalozid IV povecava proliferaciju limfocita B i T, lucenje
IL-1 i proizvodnju antitijela in vitro i in vivo (Zhang i sur., 1984; Auyeung i sur., 2016).

Ekstrakt mongolskog kozlinca u stanicama kokosi zarazenih bakterijom Eimeria
tenella znacajno je povecao razinu IgG i proliferaciju stanica slezene sa specifi¢nim
antigenom protiv bakterije. Zakljuceno je da suplementacija ekstraktom pojacava humoralni i
stani¢ni imuni odgovor u kokosi zarazenih s E. tenella (Guo i sur., 2004). U jednoj in vitro
studiji proliferacija mononuklearnih stanica izoliranih iz periferne krvi i proizvodnja IgM i
citokina stimulirana je ekstraktom kozlinceva korijena. Otkriveno je da Astragali radix potice
misje makrofage na stvaranje IL-6 i TNF (Sinclair, 1998).

Istrazivanjem u kojem je sudjelovalo 28 pacijenata sa sistemskim eritemskim lupusom
(SLE) ispostavilo se da pacijenti sa SLE imaju zamjetno nizu aktivnost NK stanica (stanica
prirodnih ubojica) u odnosu na kontrolnu skupinu. Preinkubacija mononuklearnih stanica iz
periferne krvi ispitanika s pripravkom korijena mongolskog kozlinca stimulirala je

citotoksi¢nu aktivnost NK stanica i u bolesnika sa SLE-om i u zdravih pojedinaca iz kontrolne
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skupine. Korijen vrste A. membranaceus obnovio je aktivnost NK stanica inhibiranu
steroidima i potaknuo produkciju IL-2 i IFN-a. Takoder moze obnoviti naruSenu funkciju T-
limfocita u pacijenata s karcinomom. T-limfociti izolirani iz 10 pacijenata s rakom pokazali su
subnormalne graft-versus-host (GVH) reakcije u usporedbi s 10 zdravih pojedinaca iz
kontrolne skupine kod kojih su se redovito javile normalne GVH reakcije. Kada su stanice
pacijenata s karcinomom tretirane drogom Astragali radix ex vivo, GVH reakcija je
obnovljena u 9 od 10 uzoraka. U nekim je uzorcima imunoloska reakcija ¢ak premasila onu u
uzorcima kontrolne skupine. U sli¢noj studiji GVH reakcija u uzorcima krvi 13 pacijenata s
karcinomom, zakljuceno je da tretiranje mononuklearnih stanica s ekstraktima 1 pojedinim
sastavnicama Korijena kozlinca moze korigirati imunosupresiju koja je primije¢ena u

limfocitima ovih bolesnika (Block i Mead, 2003).

4.1.4. Protutumorski uéinci

Mongolski kozlinac posjeduje i antitumorska svojstva demonstrirana na stanicama
karcinoma kolona, hepatocelularnog karcinoma i drugim tumorskim stanicama Covjeka.
Protutumorski ucinak vjerojatno je povezan s aktivacijom antitumorskih mehanizama
imunosnog sustava Covjeka. Rezultati provedenih pretklini¢kih istrazivanja pokazuju da
Astragali radix inhibira proliferaciju stanica raka dojke smanjuju¢i fosforilaciju protein kinaze
B, inducira apoptozu i interferira sa stani¢nim ciklusom tumorskih stanica (Zhou i sur., 2009).
Ekstrakt korijena inhibira rast stanica karcinoma kolona in vitro, a inhibicija rasta tumorskih
stanica zabiljeZena je i u in vivo studijama. Incidencija karcinoma mokra¢nog mjehura
izazvanog N-butil-N'-butanolnitrozoaminom bila je znacajno niza u miSeva lijeCenih
korijenom mongolskog kozlinca u usporedbi s netretiranim miSevima u kontrolnoj skupini.
Hepatokarcinogeneza je takoder sprijeCena u Stakora lijeCenih vodenim ekstraktom kozlinca,
sa vidno smanjenim brojem i povr§inom fokalnih jetrenih lezija (Auyeung i sur., 2016).

Djelovanje astragalozida IV na smanjenje proliferacije HepG2 stanica (humani
hepatocelularni karcinom) povezano je sa utisavanjem ekspresije onkogena Vav3.1, a njegov
ucinak ovisi o primijenjenoj dozi i vremenu. Astragalozid IV je u velikoj mjeri potisnuo
migraciju i invaziju A549 stanica adenokarcinoma redukcijom ekspresije E-kadherina,
integrina 1 1 MMP-a, blokadom PKC-a-ERK1/2-NF-kB signalnog puta, inhibicijom
aktivnosti Treg stanica i povecanjem aktivnosti citotoksi¢nih T-limfocita. Pokazalo se da
moze pojacati imunosni odgovor u suzbijanju raka pluc¢a in vivo. Ukupni astragalozidi

inhibiraju proliferaciju stanica Zelu¢anog karcinoma MKN-74, a injekcija astragalozida 1V
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moze inhibirati proliferaciju stanica karcinoma dojke. Eksperimentalni podaci pokazali su da
kalikozin i ukupni flavonoidi mogu inhibirati proliferaciju K562 stanica (Li i sur., 2016).
Pripravak korijena vrste A. mongholicus pokazao se sposobnim sprijeciti ponovni
nastanak malignih oboljenja, produljiti prezivljavanje 1 povecati otpornost na imunosupresiju
uzrokovanu radioterapijom i antineoplasticnim lijekovima poticanjem makrofaga na stvaranje
IL-6 1 TNF, zbog Cega se smatra potencijalnim korisnim pomo¢nim sredstvom u kemoterapiji
koje moze poboljsati uc¢inkovitost i smanjiti sistemske nuspojave konvencionalnih citostatika
(Yoshida i sur., 1997). Kozlinac je u kombinaciji s rekombinantnim IL-2 (rIL-2) sposoban
pojacati antikancerogenu aktivnost LAK stanica (limfokinom aktivirane stanice ubojice)
generiranih pomoc¢u rIL-2 na misjem modelu karcinoma bubrega, a smanjuje 1 teske
nuspojave terapije s rlL-2 kao §to su akutno zatajenje bubrega, sindrom kapilarnog curenja,
infarkt miokarda i edemi. U drugoj studiji na Hs294T stani¢noj liniji melanoma riL-2 u
kombinaciji s kozlincem bio je deset puta u¢inkovitiji od samog rIL-2 (Qi i sur., 2010).
Primijenjeni zasebno, APS nisu pokazali antitumorsko djelovanje u stanicama
H22/ADM (misje stanice hepatocelularnog karcinoma rezistentne na doksorubicin) in vitro.
Medutim, primije¢eno je da APS primijenjeni u koncentraciji 0,8-500 mg/L mogu povecati
citotoksi¢nost odredenih citostatika poput ciklofosfamida, doksorubicina, 5-fluorouracila,
cisplatina, etopozida i vinkristina, pri ¢emu je uc¢inak maksimalan pri koncentraciji od 500
mg/L. Zakljueno je da APS smanjuju funkciju efluks pumpe P-glikoproteina i tako
povecavaju osjetljivost H22/ADM stanica na kemoterapiju, a mehanizam ukljucuje smanjenje
ekspresije MDR1 gena, a potencijalno i direktnu inhibiciju funkcije P-glikoproteina.
Zabiljezeno je da je rak mokraénog mjehura znacajno reduciran kod miseva lijecenih s 50
mg/mL APS, u usporedbi s kontrolnom skupinom, jer APS mogu poboljsati urodeni imunosni
odgovor epitelnih stanica mokra¢nog mjehura povecavajuéi ekspresiju Toll-like receptora 4.
Takoder je uoCeno da APS smanjuju aktivnost telomeraze 1 izazivaju apoptozu humanih HL-
60 stanica (ljudska stani¢na linija leukemije), iskazujuci tako antitumorsko djelovanje.
Ustanovljeno je da APS ne pokazuju izravan antitumorski ucinak, ve¢ je on postignut
poticanjem proizvodnje TNF-o u makrofagima i IFN-y u limfocitima slezene. Uz to, APS
mogu inhibirati invaziju stanica raka jetre HepG2 regulacijom provodenja signala u TGF-

/Smad signalnom putu (Tian i sur., 2012; Wang i sur., 2019).
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4.1.5. Ostali uéinci

A. mongholicus pokazao je in vitro antibakterijsko djelovanje protiv bakterija Shigella
dysenteriae, Streptococcus hemolyticus, Diplococcus pneumonia i Staphylococcus aureus. U
drugoj studiji ekstrakt korijena primjenjivan kod kokosi zarazenih bakterijom Mycoplasma
gallisepticum smanjio je broj patogenih bakterija E. coli i Bacteroides spp., a povecao broj
dobrih bakterija (bifidobakterija, laktobacila) (Guo i sur., 2004).

In vivo je dokazan inhibitorni u¢inak kozlinca na retroviralnu transkriptazu i DNA
polimerazu. Polisaharidi kozlinca mogu zastititi organizam od virusa, u odredenoj mjeri
inducirati proizvodnju IFN i inhibirati reprodukciju virusa. Takoder mogu potaknuti CD4" T-
limfocite na proizvodnju IL-4, IL-2 i IFN-y, Sto sugerira da APS mogu biti moc¢an dodatak
DNA cjepivu protiv virusa hepatitisa B (HBV). Stovise, APS mogu zna¢ajno povecati
otpornost pili¢a starih 15 dana na virus pti¢je gripe HSN1 i sprijeciti infekciju svinjskim
cirkovirusom smanjenjem oksidacijskog stresa i aktiviranjem signalnog puta NF-xB. U
koncentraciji od 30 pg/mL mogu inhibirati reprodukciju virusa herpesa, smanjuju¢i tako
ucestalost tumora (limfoma, Kaposijeva sarkoma) (Wang i sur., 2019).

Proucavan je kardioprotektivni ucinak ekstrakta korijena mongolskog kozlinca kod
ishemije miokarda i njegov mehanizam djelovanja na signalnu kaskadu uzrokovanu s ROS na
razli¢itim modelima Stakora. Pretpostavlja se da je kardioprotektivni u¢inak posljedica zastite
tkiva miokarda i smanjenja serumskih biljega ishemijske ozljede. Zastitni uc¢inak flavonoida u
kardiovaskularnim bolestima pripisuje se snaznom antioksidacijskom djelovanju ¢ime dolazi
do poboljsanja profila ateroskleroze. Astragalozid IV smanjuje ozljedu miokarda uzrokovanu
oksidacijskim stresom, kao i apoptozu stanica miokarda induciranu doksorubicinom. Na
modelu BALB/c miSeva s virusnim miokarditisom izazvanim CVB3 pokazalo se da
intragastri¢na primjena 9%-tne otopine astragalozida IV tijekom 7 dana moZe povecati
prevalenciju prezivljavanja miseva koji boluju od miokarditisa, inhibirati replikaciju CVB3,
kao i smanjiti sintezu kolagena te apoptozu stanica miokarda. Astragalozid 1V moze zastititi
stanice miokarda Stakora od oSte¢enja uzrokovanih nedostatkom kisika te povecati sadrzaj i
aktivnost SOD-a u citoplazmi. Nadalje, pospjesuje src¢anu funkciju kod ishemije miokarda i
infarkta miokarda u Stakora tako §to smanjuje preoptereéenje kalcijem uzrokovano ishemijom
1 hipoksijom vracajuci ravnotezu izmedu slobodnog kalcija i ukupnog kalcija i poboljSavajuci
aktivnost kalcijevih pumpi u membranama eritrocita (Ren i sur., 2013; Li i sur., 2014).

Kozlinac smanjuje ozljedu podocita Bowmanovih ¢ahura nastalu djelovanjem MAC

kompleksa (kompleks koji napada membranu) sustava komplementa. Pokazao se efikasnim u
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terapiji eksperimentalno induciranog glomerulonefritisa u Stakora, posebice u lijeCenju
proteinurije. Stakori kojima su davane visoke doze droge Astragali radix imali su manji
stupanj proteinurije i blaze patoloske promjene tkiva u odnosu na kontrolnu skupinu.
Nekoliko ispitivanja provedeno je na modelima Stakora s nefrektomijom, dijabetickom
nefropatijom izazvanom streptozocinom i nefrotskim sindromom izazvanim doksorubicinom.
Rezultati potvrduju da mongolski kozlinac smanjuje proteinuriju i patolosku ozljedu.
Smanjuje takoder glomerularnu hiperperfuziju i poboljsava rad bubrega. Ti ucinci mogu biti
povezani s inaktivacijom slobodnih radikala, inhibicijom sinteze NO i smanjenjem
proizvodnje TNF-a. U Stakora s nefrotskim sindromom izazvanim doksorubicinom kozlinac
ispoljava svoj terapijski ucinak na diurezu snizavanjem genske ekspresije vazopresina
hipotalamusa, renalnog V2 receptora i akvaporina 2 (AQP2). Dostupni dokazi upucuju na to
da kozlinac ima potencijalno korisne uc¢inke u ranim fazama kroni¢ne bolesti bubrega (Li i
Wang, 2005; Zhang i sur., 2019).

Jedna studija pokazala je da APS mogu djelomi¢no regulirati inzulinsku signalizaciju
u skelethom miSiéu otpornom na inzulin, $to ih ¢ini potencijalnim inzulinskim
senzibilizatorima u lijeenju dijabetesa tipa 2. Posjeduju i sposobnost regulacije ekspresije
galektina-1 u misi¢ima miSeva sa SeCernom bolesti tipa 1. U tretiranju miSeva sa SeCernom
bolesti tipa 2 primjenom astragalozida 1V, smanjena je razina glikogen fosforilaze i glukoza-
6-fosfataze u jetri, Sto je dovelo do smanjenja inzulinske rezistencije i smanjenja razine Secera
i triglicerida u krvi. Otkriveno je da primjena astragalozida IV moZze poboljsati stanje kod
metabolickog sindroma izazvanog fruktozom kod Stakora povecavanjem razine duSicnih
metabolita i ciklickog gvanozin monofosfata (cGMP), Sto se ocitovalo kao smanjenje krvnog
tlaka i poboljSanje inzulinske rezistencije (Ren i sur., 2013).

Astragalozid IV pomogao je u regulaciji astme uzrokovane eozinofilima i
ovalbuminom inhibicijom ekspresije C-C kemokinskog receptora 3 (CCR3), ICAM-1, a-
SMA, VEGF, TGF-B1, TSLP i GM-CSF (engl. granulocyte macrophage colony-stimulating
factor), smanjenjem razine TNF-a i pove¢anjem broja CD4" CD25" Foxp3™ Treg stanica te
razine nekih citokina (Li i sur., 2016).

U jednom istrazivanju vodeni ekstrakti 18 biljaka testirani su radi utjecaja na
pokretljivost spermija. Vrsta A. mongholicus jedina je pokazala znacajan stimulacijski u¢inak.
Koristenjem otopine kozlinca koncentracije 10 mg/mL, pokretljivost spermija povecana je na
146,6 +/- 22,6% u odnosu na kontrolnu skupinu (Sinclair, 1998).

In vitro istrazivanja pokazala su da pri ispravnom tlakom centrifugiranja (200-500

o/min), astragalozid IV (50 uM) znacajno poboljSava osteogenezu i ekspresiju s njom
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povezanih proteina u prekursorima osteoblasta OCT-1 (engl. osteocalcin-T antigen clone-1),
Sto implicira potencijalnu korist primjene kozlinca u terapiji osteoporoze (Li i sur., 2016). In
Vvivo studijom na ze¢evima otkriveno je da kalikozin-7-O-f-D-glukozid djeluje na ublazavanje
osteoartritisa jer inhibira aktivnost hijaluronidaze i ekspresiju gena hondrocita MMP-3 i
MMP-13 induciranih osteoblastima u osteoartritisu te stiti zglobove smanjujuéi sadrzaj
prostaglandina i1 ukupnih proteina u sinovijalnoj tekuéini i1 reducirajuéi strukturalne promjene
hrskavice (Choi i sur., 2007).

Nekoliko studija ukazalo je na neuroprotektivno djelovanje mongolskog kozlinca. U
jednoj in vivo studiji ekstrakt korijena vrste A. membranaceus uzrokovao je zna¢ajan porast
prezivljenja ziv€anih stanica i smanjenje procesa apoptoze u zZiv€anom sustavu oSte¢enom
cerebralnom ishemijom (Huang i sur., 2012). Na Zivotinjama je takoder uo¢eno poboljSanje
sposobnosti ufenja 1 pamcenja nakon primjene ekstrakta kozlinCeva korijena kod
deksametazonom izazvanog oStecenja ziv€anog sustava (Li 1 sur., 2011b).

U studiji anti-aging u¢inka mongolskog kozlinca zakljuceno je da APS mogu produZiti
zivotni vijek miSeva, poboljsati aktivnost SOD-a i smanjiti udio malonaldehida u serumu
miSeva u usporedbi s kontrolnom skupinom, Sto sugerira da polisaharidi posjeduju ucinke
protiv starenja. Nekoliko ekstrakata korijena vrste A. membranaceus takoder je znacajno
povecalo telomeraznu aktivnost u kulturi T-limfocita (Li i sur., 2014).

Na animalnom modelu takoder je ustanovljeno da astragalozid IV u dozi od 100
umol/L zna¢ajno poveéava migraciju keratinocita nakon ozljede i poti¢e angiogenezu i Sintezu
kolagena, $to ukazuje na opravdanost tradicionalne primjene droge Astragali radix u lijecenju

rana i koznih bolesti (Chen i sur., 2012).
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4.2. Rezultati klinic¢kih studija
4.2.1. Korijen mongolskog kozlinca u lije¢enju karcinoma

Maligni su tumori plu¢a medu najucestalijim vrstama raka u svijetu i najsmrtonosnijim
zlo¢udnim bolestima. Karcinom pluéa ne-malih stanica (NSCLC) najc¢es¢a je vrsta i Cini 85-
90% ukupnog broja sluCajeva raka plu¢a, a njegovi su osnovni histoloski podtipovi
adenokarcinom, karcinom plocastih stanica 1 karcinom velikih (nediferenciranih) stanica.
Simptomi su nespecifi¢ni i ukljucuju uporan kasalj, osje¢aj zaduhe, promuklost, bol u prsima,
umor, gubitak tjelesne tezine, gubitak apetita i ponekad iskasljavanje krvi, no simptomi se
cesto javljaju tek u kasnijim stadijima bolesti. Glavni pristup lijeCenju u ranom stadiju raka
predstavlja kirurSka resekcija, no kod lokalno uznapredovalog NSCLC-a primjenjuje se
kemoterapija u kombinaciji s radioterapijom i/ili operacijom. Kemoterapija gotovo uvijek
ukljucuje cisplatin ili karboplatin zbog dobre uc¢inkovitosti, no njihov lo§ sigurnosni profil
¢esto dovodi do odgode ili prekida lijecenja (McCulloch i sur., 2006).

Kako bi se istrazio utjecaj primjene injekcije mongolskog kozlinca (Al) u kombinaciji
s kemoterapijom na kvalitetu Zivota (QOL) pacijenata s uznapredovalim NSCLC-om, 60
pacijenata nasumicno je rasporedeno u ispitivanu (n = 30, lijeceni kombinacijom kemoterapije
i Al) i kontrolnu skupinu (n = 30, lijeeni iskljucivo kemoterapijom). U obje skupine
primijenjena je kemoterapija MVP (mitomicin C, vinblastin, cisplatin) protokola. Ispitivana
skupina primala je jo$ i 60 mL intravenske infuzije kozlinca dnevno. Provedena su 2-3 ciklusa
lijeCenja, pri cemu je svaki ciklus trajao 21-28 dana. Stopa ucinkovitosti terapije u ispitivanoj
skupini iznosila je 40,0%, a u kontrolnoj skupini 36,7%. Prosje¢no trajanje remisije u
ispitivanoj i kontrolnoj skupini iznosilo je 5,4 mjeseca i 3,3 mjeseca, srednje razdoblje
prezivljenja 11 mjeseci i 7 mjeseci, a jednogodiSnja stopa prezivljenja 46,75%, odnosno
30,0%. Sve razlike navedenih indeksa izmedu dviju skupina bile su znacajne (P <0,05).
Stovise, klini¢ka stopa poboljianja i stopa porasta QOL u ispitivanoj skupini bila je 80,4% i
43,3%, a u usporedbi s onima u kontrolnoj skupini (50,0% 1 23,3%) razlika je takoder bila
znacajna (P <0,01). Ispitivana skupina imala je i neSto vecu dvogodis$nju i trogodi$nju stopu
prezivljenja te manju incidenciju nuspojava kemoterapije poput leukopenije, trombocitopenije
i anemije. Zakljuceno je da Al u kombinaciji s kemoterapijom moze zna¢ajno poboljsati QOL
bolesnika s NSCLC-om u poodmakloj fazi (Zou i Liu, 2003).

Pojacan odgovor tumora na kemoterapiju u ispitivanoj skupini zabiljeZzen je i u

randomiziranoj kontroliranoj studiji na 96 pacijenata u stadiju Il i 1V uznapredovalog
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NSCLC-a u kojoj je kontrolna skupina lijecena MVP (mitomicin C, vindezin, cisplatin) i CAP
(ciklofosfamid, doksorubicin, cisplatin) kemoterapijskim protokolima, a ispitivana skupina je,
uz kemoterapiju, uzimala i tablete koje su sadrzavale korijen mongolskog kozlinca u prasku
(Gao i sur., 2001).

U jednoj randomiziranoj studiji sudjelovalo je 60 pacijenata s NSCLC-om koji su
lijeceni vinorelbinom i cisplatinom s ili bez dodatka 60 mL Al dnevno. Svi pacijenti prosli su
dva ciklusa kemoterapije, a injekcija kozlinca primjenjivana je tijekom prvih osam dana oba
ciklusa iskljucivo u ispitivanoj skupini. Rezultati su pokazali vecu uspjeSnost lijeCenja, manji
broj slucajeva leukopenije 1 kemoterapijom izazvane mucnine i povrac¢anja u skupini koja je
primala Al, a zabiljezena je i bolja imunosna funkcija s visom razinom CD4" T-limfocita i
ve¢im omjerom CD4"/CD8". Vrijednosti Karnofsky skale (KPS) kojom se procjenjuje opée
tjelesno stanje bolesnika u svih pacijenata iznosile su >60 (Liu i sur., 2007).

Provedena je studija u kojoj je 135 pacijenata s NSCLC-om prosje¢ne dobi 56,5
godina nasumicno rasporedeno u dvije skupine od kojih je prva primila dva ciklusa
kemoterapije MVP (mitomicin, vinpocetin, cisplatin) protokola i 60 mL Al dnevno, a druga
skupina lijeCena je samo MVP kemoterapijom. Jedan ciklus terapije trajao je 21 dan. Po
zavrSetku istrazivanja, u prvoj skupini zamije¢ena je veca osjetljivost tumorskih stanica na
kemoterapiju, bolja funkcija imunoloSkog sustava, manja pojavnost leukopenije i
trombocitopenije, a prijavljeno je i bolje opée stanje organizma (Cao i sur., 2019).

U jos$ jednoj kontroliranoj studiji, 44 pacijenta oboljelih od NSCLC-a primalo je
etopozid, cisplatin i 20 mL Al dnevno u dva ciklusa kemoterapije u trajanju od 21 dana, a 43
pacijenta u kontrolnoj skupini lije¢eno je samo etopozidom i cisplatinom. Pacijenti su bili
starije Zivotne dobi, a prosjecna dob iznosila je 67 godina. Na kraju drugog ciklusa zabiljeZzen
je bolji odgovor tumora na terapiju, manje nuspojava i veéa stopa prezivljenja u ispitivanoj
skupini (Liu i Lan, 2017).

Promatrao se u¢inak polisaharida vrste A. membranaceus na povecanje u¢inkovitosti i
smanjenje toksi¢nosti kemoterapije u pacijenata s malignim tumorima. U studiji je 120
pacijenata s karcinomom nasumic¢no rasporedeno u ispitivanu i kontrolnu skupinu. Obje su
skupine lijeCene kemoterapijom, ali ispitivanoj skupini je dodatno primijenjivana injekcija
APS sporom intravenskom infuzijom (20 mL u 250 mL fizioloske otopine) jednom dnevno
tijekom 21 dana (1 ciklus). Takva terapija je zatim ponovljena u iduca Cetiri uzastopna ciklusa
lijeCenja. U usporedbi s kontrolnom skupinom, ispitivana skupina pokazala je nizu incidenciju
leukopenije i trombocitopenije i openito manje sniZzenje broja krvnih stanica (P <0,05),

popraéeno zna¢ajno smanjenim brojem CD8" T-limfocita (P <0,05). Razina 1gG i IgM je bila
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povisena (P <0,05), a KPS vrijednosti bile su vece od onih u kontrolnoj skupini. Razina IgA
nije se promijenila ni u jednoj skupini. Zakljueno je da injekcija APS kao dopuna
kemoterapiji moze sprijeiti razvoj tumora, smanjiti Stetni ucinak kemoterapije, ojacati

imunosni sustav i poboljsati kvalitetu zivota pacijenata (Duan i Wang, 2002).

4.2.2. Korijen mongolskog kozlinca u lijeCenju kroni¢ne bolesti bubrega

Kroni¢no zatajenje bubrega moze biti posljedica svakog stanja koje uzrokuje bubreznu
disfunkciju dovoljnog trajanja i intenziteta, a manifestira se smanjenjem brzine glomerularne
filtracije (GFR) 1/ili prisutnoS¢u perzistentne proteinurije, hematurije, hipoalbuminemije i
nefropatija, a ponekad se javlja i kao posljedica primarnog ili sekundarnog nefrotskog
sindroma Cije su glavne karakteristike proteinurija (>3,5 g/dan), hipoalbuminemija (<2,5
g/dL), hiperlipidemija i edemi (Litbarg, 2018).

U placebo kontroliranoj studiji na 62 pacijenta s razvijenom dijabetiCkom
nefropatijom, ispitivana skupina primala je 60 mL Al dnevno tijekom 3-4 tjedna. Svi pacijenti
bolovali su od dijabetesa tipa 2 barem Sest godina i lijeCeni su hipoglikemicima,
antihipertenzivima i nefarmakoloSkim mjerama. Prosjecna dob ispitanika iznosila je 65,2
godine. Klirens kreatinina u ispitivanoj skupini iznosio je 89,28 + 13,77 mL/min prije
intervencije, a nakon provedenog istrazivanja iznosio je 110,77 + 19,58 mL/min. U kontrolnoj
skupini klirens kreatinina porastao je s 88,16 + 15,49 mL/min na 98,37 + 16,08 mL/min.
Autori su zakljucili da korijen mongolskog kozlinca posjeduje protektivne uc¢inke na bubrege,
tj. da moze smanjiti proteinuriju i popraviti bubreznu funkciju (Li i sur., 2011a).

Provedena je studija na 89 pacijenata starih 42-71 godinu s dijabetickom nefropatijom
u kojoj je ispitivana skupina tijekom osam tjedana dobivala 20 mL otopine mongolskog
kozlinca sporom intravenoznom infuzijom dnevno, uz standardnu terapiju dijabetesa i
nefropatije. Ispitivana skupina pokazala je znafajno smanjenje serumskog kreatinina (sa
139,60 * 43,90 umol/L na 87,86 = 14,19 umol/L) i razine ureje u serumu (s 20,16 + 1,53
mmol/L prije terapije s Al na 8,98 + 0,50 mmol/L), dok su u kontrolnoj skupini izmjerene
vrijednosti prije (19,61 = 9,77 umol/L kreatinina, 137,30 = 44,70 mmol/L ureje) i poslije
provedene studije (18,06 £+ 6,91 umol/L kreatinina, 133,11 + 15,51 mmol/L ureje) bile gotovo
jednake (Ji i sur., 2006).

Randomizirana kontrolirana studija na 60 pacijenata s dijabetickom nefropatijom

usporedila je u¢inak mongolskog kozlinca u odnosu na blokatore angiotenzinskih receptora
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(ARB) na lijeenje albuminurije i proteinurije uslijed oStec¢enja bubrezne funkcije. Pacijenti
su rasporedeni u dvije skupine, od kojih je prva primala 40 mL intravenske injekcije kozlinca
dnevno tijekom 8 tjedana, a druga je bila lije¢ena losartanom. U ispitivanoj skupini koli¢ina
ukupnih proteina u 24-satnom urinu iznosila je 0,39 + 0,18 g u odnosu na 0,98 = 0,27 ¢
izmjerenih prije intervencije, a koli¢ina albumina u urinu smanjila se sa 145,70 + 21,9 mg/24
sata na 46,90 = 20,50 mg/24 sata. Vrijednosti su bile vrlo sli¢cne u kontrolnoj skupini -
koli¢ina proteina u 24-satnom urinu smanjila se s 0,94 + 0,30 g na 0,42 £ 0,23 g, a koli¢ina
albumina s 150,30 + 23,60 mg/24 sata na 49,50 £ 22,80 mg/24 sata, na temelju Cega je
zaklju€eno da mongolski kozlinac posjeduje slican protektivan ucinak na bubrege kao i ARB
(Zhang i sur., 2001).

U kontroliranoj randomiziranoj studiji na 38 pacijenata s primarnim nefrotskim
sindromom kontrolna skupina lije¢ena je kortikosteroidom, antikoagulansom i diuretikom, a
ispitivana skupina dodatno je dobivala intravenske injekcije mongolskog kozlinca. Pokazalo
se da je u ispitivanoj skupini vec¢i broj pacijenata koji su postigli potpunu remisiju u odnosu
na kontrolnu skupinu, no nije bilo znatne razlike u broju pacijenata s postignutom parcijalnom
remisijom. Al je uzrokovala znacajno povecanje serumskog albumina i smanjenje razine
kolesterola u krvi u odnosu na lijekove u kontrolnoj skupini, no nije bilo zamjetne razlike u
razini triglicerida u krvi (Feng i sur., 2013).

Kontrolirana randomizirana studija na 30-ero djece s primarnim nefrotskim
sindromom imala je cilj istraziti utjecaj pripravka mongolskog kozlinca na proteinuriju,
hipoalbuminemiju i edeme koji se javljaju kao najces¢i simptomi nefrotskog sindroma. Djeca
su nasumi¢no rasporedena u dvije skupine - prva je primala prednizon i simptomatsku
terapiju, a u drugoj skupini djeca su dodatno uzimala i oralnu otopinu mongolskog kozlinca.
U drugoj skupini zabiljeZzena je znatno povecana razina serumskog albumina (prosjecno
poveéanje za 3,26 g/dL), smanjena proteinurija (prosje¢no smanjenje za 0,59 g/24 sata), a
smanjen je i broj dana potrebnih za povlac¢enje edema, tj. edemi su se u prosjeku povukli pet
dana ranije nego u kontrolnoj skupini. Zakljuéeno je da kozlinac moze povecati terapijski
ucinak prednizona te da ima zastitni u¢inak na bubreznu funkciju (Wang, 2006).

Studijom na 46-ero djece s novonastalim nefrotskim sindromom ili relapsom bolesti
ispitan je uc¢inak mongolskog kozlinca na razvoj ponovnog relapsa i pojavnost infekcija kao
Cestih komplikacija nefrotskog sindroma. Kontrolna skupina primala je prednizon i
simptomatsku terapiju, a ispitivana skupina dodatno je peroralno uzimala mongolski kozlinac
u obliku granula. Rezultati su pokazali znacajno reduciran broj djece kod koje se javio relaps

bolesti u naredna tri mjeseca u ispitivanoj skupini u odnosu na kontrolnu skupinu. Nadalje, u
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ispitivanoj skupini primijeéeno je i smanjenje incidencije infekcija (Zhou, 2010).

4.2.3. Korijen mongolskog kozlinca u lijeCenju virusnog miokarditisa

Virusni miokarditis (VMC) najceS¢e je uzrokovan infekcijom enterovirusom
Coxsackie B ili adenovirusom. Abnormalno visoka ekspresija miR-146b i miR-155 moze biti
ukljuCena u razvoj VMC, tj. moze dovesti do oSteCenja i apoptoze stanica miokarda.
Antioksidacijski i protuupalni tretman c¢esto se uzima u obzir u lije¢enju VMC-a. Treg
limfociti su imunosne stanice Ciju diferencijaciju i sazrijevanje regulira FoxP3 koji moze
inhibirati aktivaciju raznih stanica imunosnog sustava. Njegovim djelovanjem dolazi do
supresije pretjeranog imunosnog odgovora i smanjuje se potencijalna Steta. Naime, RORyt
(engl. retinoic acid-related orphan receptor gamma t) putem ludenja IL-17 potice CD4" T-
limfocite na oSte¢ivanje stanica i tkiva (Zhang i sur., 2018).

Provedeno je klinicko ispitivanje na 68-ero djece s VMC-om pri ¢emu su djeca bila
nasumicno rasporedena u dvije skupine, ispitivanu AG (peroralno su uzimali 10 mL tekuceg
pripravka korijena mongolskog kozlinca (AB) dnevno) i kontrolnu CG skupinu (primali su
placebo). Istrazivala se homeostaza perifernih Treg stanica. Iz uzoraka krvi izolirane su
periferne Treg stanice u kojima su izmjerene razine miR-146b i miR-155, aktivnost Treg
stanica 1 biomarkeri miokarditisa. Slucajevi sinusne tahikardije, preuranjene ventrikularne
kontrakcije 1 supraventrikularne tahikardije bili su znacajno smanjeni u AG skupini.
Vrijednosti enzima miokarda (sréanih markera) bile su smanjene i indeksi sr¢ane funkcije bili
su poboljsani u AG skupini u usporedbi s kontrolnom skupinom. Vrijeme potrebno za
normalizaciju elektrokardiograma, trajanje simptoma i boravak u bolnici bili su kra¢i u AG
skupini. Razine miR-146b i miR-155 bile su vise u CG skupini nego u AG skupini. Razine
FoxP3, IL-10 i TGF-p bile su nize u kontrolnoj nego u AG skupini, dok su razine RORyt, IL-
17, IL-21, CK-MB (kreatin kinaza-MB), cTnl (sréani troponin I), GrB (granzim B), sFasL
(topljivi Fas ligand) i kaspaze-3 bile vise u odnosu na AG skupinu. Nadalje, razine RORyt,
IL-17, IL-21, CK-MB, cTnl, GrB, sFasL i kaspaze-3 bile su pozitivno, dok su razine FoxP3,
IL-10 i TGF-B bile negativno povezane s razinama miR-146b i miR-155. Terapija s AB
poboljsala je sréanu funkciju i neravnotezu perifernih Treg stanica u djece s VMC-om
smanjuju¢i razinu miR-146b i miR-155. U AG skupini znacajno je smanjena serumska
aktivnost CK, CK-MB i LDH, a minutni volumen i udarni volumen srca znatno su povecani
nakon dvotjednog lijecenja, §to dodatno upucuje na to da AB poboljsava sr¢anu funkciju u

VMC djece. Rezultati sugeriraju da AB moze povecati razinu Treg stanica, a smanjiti razinu
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Th17 stanica koje luce IL-17 i IL-21 te ucinkovito smanjiti umor, palpitacije, bol u prsima i
druge klinicke manifestacije VMC-a u djece. Studija ukazuje na potencijal vrste A.
membranaceus u lijeCenju VMC u smislu ublaZzavanja simptoma i znakova te smanjenja
razine sréanih enzima (Zhang i sur., 2018).

Randomizirana klinicka studija usporedila je ucinkovitost ekstrakta vrste A.
membranaceus uz suportivno lijeenje nasuprot isklju¢ivo suportivnom lijeCenju u terapiji
VMC-a u 54 ispitanika. Uoceno je da pacijenti s VMC-om imaju znatno manji broj T-
limfocita u perifernoj krvi i manji omjer CD4*/CD8" T-limfocita od zdravih pojedinaca, pa je
primarni cilj ispitivanja bio istraziti ucinak biljke na podvrste T-limfocita periferne krvi.
Pacijenti s VMC-om koji su peroralno uzimali tekuéi ekstrakt korijena mongolskog kozlinca
pokazali su poveéan broj CD4" T-limfocita i omjer CD4"/CD8" T-limfocita, §to ukazuje na
pojacan imunosni odgovor (Huang i sur., 1995).

U randomiziranoj studiji na 16 pacijenata s VMC-om ispitivao se ucinak ekstrakta
korijena mongolskog kozlinca na smanjenu aktivnost NK stanica uslijed miokarditisa.
Pacijenti su bili podijeljeni u dvije skupine od kojih je prva primala intramuskularnu injekciju
vodenog ekstrakta biljne droge u dozi od 8 g/dnevno tijekom 3-4 mjeseca, a pacijenti iz druge
skupine lije¢eni su konvencionalnom kineskom terapijom VMC-a koja je ukljucivala glukozu,
inzulin, kalijev Kklorid, vitamin C i/ili koenzim A. 1zmjerene vrijednosti aktivnosti NK stanica
prije i poslije provedene studije pokazale su da je u prvoj skupini mongolski kozlinac
znacajno povecao aktivnost NK stanica, dok u drugoj skupini nije bilo velike promjene u tim
vrijednostima. Autori su zakljucili da kozlinac moZe poboljSati stani¢ni imunosni odgovor
koji je narusen u osoba s VMC-om te potaknuti ekspresiju interferona alfa i gama, proteina

koji posjeduju antiviralnu aktivnost (Yang i sur., 1990).
4.2.4. Korijen mongolskog kozlinca u lijecenju kroni¢nog virusnog hepatitisa

Kroni¢ni hepatitis je upalna bolest jetre koja traje dulje od Sest mjeseci. Uzroci su
najcesce virusi hepatitisa B (HBV) i1 C, autoimuni mehanizmi 1 lijekovi. Lije¢enje kroni¢nog
hepatitisa B indicirano je u HBeAg-—pozitivnih bolesnika s porastom vrijednosti
aminotransferaza. HBeAg je virusni antigen ¢iji nalaz u serumu upuéuje na aktivnu
replikaciju HBV-a, tj. infektivnost bolesnika za okolinu. Ciljevi lijeCenja su odstranjivanje
HBV DNA iz seruma i serokonverzija HBeAg u anti-HBe. Gubitak povrSinskog antigena
HBsAg javlja se u tek 10% slucajeva jer nakon razvoja kroni¢ne bolesti pacijenti uglavnom

postaju trajni nosioci HBs antigena. U terapiji se primjenjuje interferon (obicno IFN—-a2b) ili
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lamivudin. U bolesnika sa uznapredovalom cirozom, IFN moze ubrzati razvoj zatajenja jetre
pa je zato kontraindiciran. Ostale kontraindikacije su zatajenje bubrega, imunosupresija,
transplantacija solitarnih organa i citopenija (Wang i sur., 2000).

U jednoj kontroliranoj randomiziranoj studiji zabiljezen je klinicki ucinak
mongolskog kozlinca u lijeCenju kroni¢nog virusnog hepatitisa. PoviSene razine serumske
ALT normalizirale su se za 1-2 mjeseca, a simptomi su ublazeni. Pacijenti su nakon lije¢enja
imali dobar apetit i osjecali se dobro, bez primije¢enih znacajnih nuspojava. Povecana je 1
sposobnost fagocitoze retikuloendotelnih stanica te je pojacan stani¢ni imunosni odgovor
(Zhou, 1985).

Drugo randomizirano klinicko ispitivanje u kojem je sudjelovao 101 pacijent s
kroni¢nim hepatitisom proucavalo je antiviralni u¢inak kozlinca. Pacijenti su bili rasporedeni
u tri skupine. Prva je skupina tri puta tjedno tijekom tri mjeseca primala injekcije ekstrakta
astragalusa (1 mL) u akupunkturne tocke, druga je dobivala intramuskularno 4 mL ekstrakta,
dok je treca, kontrolna skupina, primala u akupunkturne tocke po 1 mL fizioloske otopine.
Studija nije pokazala znacajan antiviralni ucinak ekstrakta vrste A. membranaceus na klirens
HBsAg iz seruma (P = 0,14), na uklanjanje serumskog HBeAg ni na serokonverziju HBeAg u
anti-HBe (P = 0,4) u usporedbi s placebom (Peng i sur., 1997).

Provedena je randomizirana kontrolirana studija na 64 pacijenta s kroni¢nim
hepatitisom B u kojoj je ispitivana skupina uzimala oralni pripravak droge Astragali radix, a
kontrolna skupina primala je supkutanu injekciju IFN-a tri puta tjedno. Usporedivao se u¢inak
kozlinca na seroreverziju HBeAg u anti-HBe i uklanjanje antigena iz seruma u odnosu na
IFN-o. Nakon tri mjeseca tretmana, HBeAg seroreverzija postignuta je u 27% pacijenata u
ispitivanoj skupini te u 39% pacijenata koji su bili u kontrolnoj skupini (P <0,05). HBV DNA
marker bio je negativan u 18% pacijenata iz ispitivane skupine, a u kontrolnoj skupini koja se
sastojala od 31 ispitanika 12 pacijenata imalo je negativni rezultat (39%). lako je ucinak
mongolskog kozlinca bio slabiji, prema procjeni autora on bi se mogao koristiti u terapiji
kroni¢nog hepatitisa u kombinaciji s interferonom ili zasebno u slu¢ajevima kada je primjena

interferona kontraindicirana (Wang i sur., 2000).

4.2.5. Ostala klinicka istrazivanja

U nekoliko studija zabiljezen je i1 klinicki u¢inak mongolskog kozlinca u lijecenju
zatajenja srca. Jednom randomiziranom kontroliranom studijom u Kini praéena su 62

pacijenta s kongestivnim zatajenjem srca. Pacijenti su bili podijeljeni u dvije skupine, od
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kojih je jedna primala injekcije od 30 mL s mongolskim kozlincem (10 mg biljne droge)
dnevno, a druga ekvivalentnu koli¢inu injekcije nitroglicerina. U pacijenata koji su primali
kozlinac znacajno se popravila sr¢ana funkcija, a u serumu su porasli i markeri pobolj$anja
funkcija imunosnog sustava. Autori studije zakljucili su da se s obzirom na povlaenje
simptoma i unaprjedenje imunosne funkcije u pacijenata s kongestivnim zatajenjem srca,
kozlinac moze koristiti kao pomoc¢na terapija kod zatajenja srca. U drugoj studiji na 19
pacijenata s kongestivnim zatajenjem srca, pacijenti su tijekom dva tjedna primali otopinu
astragalozida IV intravenskom injekcijom. Po zavrSetku istrazivanja, 15 pacijenata prijavilo je
poboljSanje simptoma povezanih sa zatajenjem srca poput dispneje 1 palpitacija. Broj otkucaja
srca u mirovanju u prosjeku se smanjio s 88,21 +/- 17,19 na 64,55 +/- 13,06 otkucaja/min (P
<0,05) (Dasgupta, 2019; Sinclair, 1998).

Ispitivao se i ucinak korijena mongolskog kozlinca na lijeCenje ishemijskih bolesti

srca. U klinickom istrazivanju na 92 pacijenta s anginom pectoris, ispitanici su prijavili
olakSanje simptoma i1 manju ucestalost napada angine pectoris. Stopa poboljSanja
elektrokardiograma iznosila je 82,6%. U drugoj studiji, 20 pacijenata s anginom pectoris
dobivalo je pripravak droge Astragali radix tijekom dva tjedna i ishod je procijenjen
ultrazvukom srca. Minutni volumen srca porastao je s 5,09 +/- 0,21 L/min na 5,95 +/- 0,18
L/min, a pokazalo se da za razliku od digitalisa, mongolski kozlinac ne uzrokuje inhibiciju
Na/K-ATPaze. Klinickim istrazivanjem provedenom na 43 pacijenta Koji su pretrpjeli akutni
infarkt miokarda ustanovljeno je da primjena korijena mongolskog kozlinca dovodi do jacanja
funkcije lijevog ventrikula 1 smanjenja Stetnog djelovanja slobodnih kisikovih radikala te

posljedi¢ne lipidne peroksidacije (Sinclair, 1998; Chen i sur., 1995).

Ucinak korijena mongolskog kozlinca na alergijsku upalu ispitan je u Sestotjednoj,

dvostruko slijepoj, placebom kontroliranoj klini¢koj studiji na 48 odraslih osoba s umjerenim
do teskim simptomima sezonskog alergijskog rinitisa. Pacijenti u ispitivanoj skupini peroralno
su uzimali fitopreparat koji sadrzi ekstrakt biljke A. membranaceus u obliku kapsula.
Ucinkovitost lijeCenja procijenjena je srednjom promjenom ocjene simptoma (TSS), kvalitete
zivota (QOL), intenziteta Cetiri glavna simptoma, razine specifi¢nih IgE i IgG u serumu, broja
eozinofila u nazalnoj mukozi i subjektivnom prosudbom lije¢nika i pacijenata. Ve¢ nakon tri
tjedna terapije, u ispitivanoj skupini uoéeno je statisticki znacajno poboljSanje simptoma
rinoreje u odnosu na kontrolnu skupinu (P = 0,048). Pokazalo se da primjena fitopreparata

mongolskog kozlinca, u odnosu na placebo, znacajno smanjuje intenzitet rinoreje i drugih
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karakteristicnih simptoma rinitisa poput kihanja i svrbeza te poboljSava kvalitetu zivota
oboljelih. Za ostale varijable nisu zabiljezene statisti¢ki znacajne razlike izmedu dviju
skupina, no u ispitivanoj skupini ipak je doslo do snizenja razine specifi¢nih IgG, dok je
razina IgG u serumu u kontrolnoj skupini neznatno porasla. Lijecnici 1 pacijenti subjektivno
su procijenili lijeCenje kozlincem kao zamjetno djelotvornije od placeba. Studija je ukazala na
terapijsku ucinkovitost kozlinca u pacijenata sa alergijskim rinitisom, no autori zakljucuju
kako bi se njegova djelotvornost trebala dodatno testirati u multicentri¢nim studijama s vise

ukljucenih pacijenata (Matkovic i sur., 2010).

Infekcije su jedna od najucestalijih komplikacija kod djece s nefrotskim sindromom, a

8,8-29,27% svih sekundarnih infekcija koje prate nefrotski sindrom ¢ine virusne infekcije

gornjih disnih putova (URTI). Ispitano je moze li korijen mongolskog kozlinca smanjiti
njihovu pojavnost u randomiziranoj studiji na 92 djece s nefrotskim sindromom. Pacijenti u
prvoj skupini lije¢eni su prednizonom 1 oralnim granulama droge Astragali radix u dozi 7,5-15
g dva puta dnevno, a druga skupina dobivala je samo prednizon u pocetnoj dozi 1 mg/kg
svaki drugi dan. Terapija mongolskim kozlincem trajala je tri mjeseca, a djeca su pracena jos
0sam mjeseci nakon zavrSetka terapije. U prvoj skupini 14 od 45 pacijenata (31,11%) dobilo
je neku infekciju od Cega je osam slucajeva predstavljalo URTI (17,78%), dok je u kontrolnoj
skupini od 47 pacijenata njih 18 zadobilo URTI (38,30%). Broj ukupnih infekcija iznosio je
28 (59,57%). Broj relapsa primarne bolesti takoder je bio manji u prvoj skupini lijecenoj
kozlincem. Takvi rezultati pokazuju da granule kozlin¢eva korijena mogu ucinkovito smanjiti
ucestalost URTI i drugih infekcija u djece s nefrotskim sindromom u usporedbi s
prednizonom (Zou i sur., 2013). U drugom istrazivanju provedenom na 1000 ispitanika nakon
dvomjesec¢nog oralnog ili intranazalnog uzimanja vodenog ekstrakta vrste A. membranaceus
smanjena je ucestalost i trajanje prehlada. Zabiljezene su znatno viSe razine IgA i IgG u

nazalnom sekretu pacijenata sklonih prehladama (WHO, 1999).

U randomiziranoj kontroliranoj studiji kojom se ispitivao uc¢inak injekcije korijena
mongolskog kozlinca na leukopeniju sudjelovalo je 67 pacijenata s leukopenijom uslijed
radioterapije, kemoterapije, virusnih infekcija, autoimunih bolesti i dr. Ispitivana skupina
svakodnevno je intravenski primala Al (40 mL ekstrakta kozlinceva korijena u 250 mL 5%-
tne otopine glukoze), a kontrolna skupina peroralno je uzimala leukogen ili 1-O-
oktadecilglicerol ili je intravenski dobivala nedefinirani energetski pripravak. Nakon 30 dana

terapije broj leukocita normalizirao se u 91,43% pacijenata u ispitivanoj skupini, a 62,50% u
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kontrolnoj, $to upucuje na vecu terapijsku ucinkovitost Al-a. Prosjecni broj leukocita op¢enito
je bio visi u ispitivanoj skupini. Pacijenti iz ispitivane skupine nisu prijavili nikakve
nuspojave uslijed terapije kozlincem. Rezultati studije sugeriraju da je mongolski kozlinac
siguran za primjenu u ljudi i da ima potencijalnu klini¢ku vrijednost u lijeGenju i prevenciji

leukopenije (Qin i Lu, 2011).

Zabiljezeno je da vodeni ckstrakt korijena vrste A. membranaceus ima izrazen

imunostimuliraju¢i ucinak. Kod zdravih pojedinaca koji su uzimali peroralni pripravak

korijena mongolskog kozlinca (15,6 g dnevno tijekom 20 dana) znacajno su se povecale
serumske koncentracije IgM, IgE i cAMP. Otkriveno je da peroralna primjena 8 g pripravka
astragalusa dnevno u 14 zdravih pojedinaca tijekom dva mjeseca dovodi do znacajno
povecane ekspresije interferona u stanicama imunosnog sustava u odnosu na kontrolnu
skupinu. Dva mjeseca nakon prekida terapije, sposobnost indukcije interferona ostala je
znacajno veca u ispitivanoj skupini (WHO, 1999; Block i Mead, 2003).
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4.3. Doziranje pripravaka s mongolskim kozlincem

Korijen mongolskog kozlinca dostupan je u obliku praska, tableta, kapsula, razli¢itih
vodenih i etanolnih ekstrakata i usitnjene suhe biljne droge od koje se najcesc¢e izraduju
dekokti. Peroralno se primjenjuje doza od 9-30 g osusenog korijena u obliku dekokta 2-3 puta
dnevno, 4,5-8,5 mL/dan tekuceg ekstrakta (DER, engl. drug extract ratio, 1:2) ili
ekvivalentna koli¢ina u obliku tableta ili kapsula (Mills i Bone, 2005).

Preporuca se 2-6 g/dan korijena u prahu, 1,5-5 mL tinkture (DER 1:2 ili 1:3, u 25-
35%-tnom etanolu) tri puta dnevno i jedna Salica infuza pripremljenog od 5-30 g biljne droge
tri puta dnevno, a u akutnim stanjima moze Se uzeti do Sest $alica infuza dnevno. Preporucene
doze opcenito se razlikuju ovisno o indikaciji. Primjerice, za ublazavanje simptoma sezonske
alergije uzimaju se dvije kapsule s 80 mg suhog ekstrakta svakodnevno tijekom Sest tjedana,
kod kongestivnog zatajenja srca preporuca se peroralna primjena 2-7,5 g praha mongolskog
kozlinca dva puta dnevno, a za regulaciju razine glukoze u krvi savjetuje se dnevna primjena
40-60 g kozlinca pripravljenog u obliku dekokta tijekom najviSe Cetiri mjeseca. Za vanjsku
upotrebu, na povrsinu rane nanosi se 10%-tna mast (Wynn i Fougere, 2006; Auyeung i sur.,
2016).

4.4. Potencijalne interakcije mongolskog kozlinca s lijekovima

Moguce su interakcije s lijekovima koji suprimiraju imunoloski sustav kao S$to su
ciklofosfamid, azatioprin, ciklosporin, takrolimus, kortikosteroidi itd. Buduc¢i da mongolski
kozlinac posjeduje imunostimulirajuéi ucinak, uslijed istovremene primjene moze do¢i do
smanjenja ucinkovitosti i izostanka terapijskog ucinka imunosupresiva. Ne preporuca se ni U
kombinaciji s litijem jer kozlincev korijen djeluje kao diuretik, a poznato je da neki diuretici
pokazuju paradoksalni antidiuretski u¢inak koji moze rezultirati zadrzavanjem tekucine 1 litija
u organizmu, $to posljediéno moze dovesti do povecanja rizika od toksic¢nosti litija. Zbog
hipotenzivnog ucinka kozlinca pacijentima koji uzimaju antihipertenzive predlaze se
izbjegavanje upotrebe velikih doza biljne droge, iako nisu primijecene klinicki znacajne Stetne
posljedice ove pojacane hipotenzivne aktivnosti. Jedno istraZivanje pokazalo je da moze
djelovati sinergisticki s rekombinantnim IFN-al, a pojacava 1 hipoglikemijski ucinak
antidijabetika. In vitro i in vivo studijama otkriveno je da se aktivne sastavnice kozlinca
metaboliziraju jetrenim mikrosomalnim enzimskim sustavom i da u odredenom stupnju

djeluje inhibitorno na nekoliko izoforma CYP enzima, medutim, nisu zabiljezene klinicki
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znaCajne interakcije kozlinca s lijekovima koji su supstrati istih enzima (McKenna 1 sur.,

2002; Block i Mead, 2003).

4.5. NeZeljeni u€inci pripravaka korijena mongolskog kozlinca

Nuspojave korijena mongolskog kozlinca vrlo su rijetke i neuobicajene zbog Cega se
kozlinac opéenito smatra sigurnom biljnom drogom koja se dobro podnosi. Zabiljezeno je
nekoliko slucajeva alergijskih reakcija uslijed njegove primjene. Uslijed peroralne primjene
astragalus moze uzrokovati osip, svrbez, iritaciju sluznice nosa i bol u zelucu. Visoke doze
mogu uzrokovati probavne smetnje, proljev, mu¢ninu i povracanje, vjerojatno zbog izravne
iritacije crijevne sluznice. Jedan 70-godisnji pacijent razvio je vrtoglavicu, utrnulost udova,
crvenilo lica, stezanje u prsima, mjestimi¢ne Zuljeve i ljuStenje koze na obje ruke i noge
nakon oralne primjene dekokta koji se sastojao od kozlinca i jo§ Cetiri TCM biljke
(formulacija Huanggiguizhiwuwu tang), a simptomi su se postupno povukli nakon prestanka
uzimanja dekokta. Istom pacijentu ponovno su se pojavili slicni simptomi nakon primjene
druge formulacije koja je takoder sadrzavala korijen mongolskog kozlinca. U jednom prikazu
slucaja navodi se pojava reverzibilnih cisti na jetri 1 bubregu u Zene koja je mjesec dana
uzimala pripravak mongolskog kozlinca (Zhang i sur., 2015).

Kozlinac je kontraindiciran kod akutnih infekcija jer moze pojac¢ati upalnu reakciju i
produljiti trajanje groznice. Pacijenti s autoimunim bolestima takoder bi trebali izbjegavati
upotrebu mongolskog kozlinca zbog njegova imunostimuliraju¢eg djelovanja uslijed kojeg

moze do¢i do pogorsanja bolesti (McKenna i sur., 2002).

4.6. Toksi¢nost

Do sada nije zabiljezena pojava trovanja povezanih s primjenom droge Astragali radix
ili njenih glavnih sastojaka in vitro ili in vivo. LDsy suhog ekstrakta biljne droge izmjerena u
Stakora nakon intraperitonealne primjene ekstrakta iznosila je 40 g/kg tjelesne mase. Visoke
doze biljne droge od 100 g/kg davane su Stakorima ispiranjem bez primijeéenih Stetnih
u¢inaka. Uz to, Stakorima se primjenjivao ekstrakt korijena intraperitonealnom injekcijom
(0,5 g/kg) tijekom jednog mjeseca, Sto nije uzrokovalo nikakve negativne promjene apetita,
ponasanja ni proizvodnje urina i fecesa. U jednoj studiji proucavana je subkroni¢na toksi¢nost
ekstrakta astragalusa, koji se sastojao od polisaharida i saponina, kako bi se procijenio raspon

sigurnih doza u klinickoj primjeni. Rasponi su iznosili 5,70-39,90 g/kg u Stakora i 2,85-19,95
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g/kg u pasa, Sto je ekvivalentno dozama uvecanim 70 1 35 puta za ljude. Nisu zamijeceni
Stetni ucinci U miSeva nakon oralne primjene kozlinca u dozama do 100 g/kg, Sto je nekoliko
stotina puta ve¢e od ucinkovite oralne doze za ljude. U Amesovu testu kozlincev korijen
pokazao je umjereni mutageni potencijal, no on nije ispitan u daljnjim studijama. Nema
dovoljno pouzdanih informacija o tome je li kozlinac siguran za upotrebu tijekom trudnoce ili
dojenja. No, neka istrazivanja na zivotinjama sugeriraju da kozlinac moze biti toksican za
trudnicu 1 plod, zbog Cega se trudnicama ne preporuca koriStenje pripravaka mongolskog

kozlinca (WHO, 1999; Auyeung i sur., 2016).
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4.7. Fitopreparati s korijenom mongolskog kozlinca u hrvatskim ljekarnama

Danas u hrvatskim ljekarnama mozemo pronaci nekoliko preparata s mongolskim
kozlincem Koji su registrirani kao dodaci prehrani. Na hrvatskom trzistu gotovo je nemoguce
pronaci pripravak Cistog kozlinca u obliku tinkture ili kapsula, ve¢ se on najcesce nalazi kao
sastavni dio prirodnih proizvoda za jaanje otpornosti organizma u kombinaciji s vitaminima,
mineralima i drugim biljnim drogama. Lectranal proizvodi kapsule s 80 i 160 mg ekstrakta
korijena kozlinca, a kapsule sadrze jos i vitamin C i kalcij. Oktal Pharma u inventaru ima
tekuci dodatak prehrani za jacanje imuniteta namijenjen odraslima i djeci iznad jedne godine
starosti koji osim ekstrakta korijena vrste A. membranaceus (450 mg/30 mL) u svom sastavu
ima i ekstrakt plodova Sipka (Rosa canina L.), ekstrakt cvjetova crne bazge (Sambucus nigra
L.), cink, bakar te vitamine B6 i E. Pharmoval proizvodi kapsule koje sadrze ekstrakt kozlinca
u kombinaciji s visokopro¢is¢enim Goldcell® beta-glukanom, astaksantinom, vitaminima C,
D, E i B kompleksom, ekstraktom sjemenki grozda, mineralima (cink, Zeljezo i selen) i
koenzimom Q10. Kapsule tvrtke Biobalance, koje se preporucaju za smanjenje umora i
iscrpljenosti, uz standardizirani ekstrakt kozlinceva korijena (minimalno 20% polisaharida) u
dozi od 330 mg sadrze i standardizirani ekstrakt (minimalno 2,5% ursoli¢ne kiseline) lista
svetog bosiljka (Ocimum sanctum L.), standardizirani ekstrakt (minimalno 0,8% eleuterozida)
korijena sibirskog ginsenga (Eleutherococcus senticosus M.), magnezij i vitamine B3, B5, B6
I B12. U nekim ljekarnama moze se naci i teku¢i dodatak prehrani tvrtke NovaDiet u obliku
ampula koje sadrze 50 mg ekstrakta korijena kozlinca standardiziranog na polisaharide
(minimalno 16%), standardizirane ekstrakte gljiva reishi, tj. ganoderme (Ganoderma lucidum
P.K.), shiitake (Lentinula edodes P.) i maitake (Grifolia frondosa G.), beta-glukan i vitamin C.
Postoji jo§ nekoliko proizvoda s mongolskim kozlincem trenutno prisutnih na hrvatskom
trziStu poput tinkture astragalusa brenda Kernnel premium (vodeno-etanolni ekstrakt korijena
kozlinca, 70% V/V), no oni se ve¢inom mogu naéi samo u online ljekarnama i

specijaliziranim trgovinama s prirodnim proizvodima.
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4.8. Monografija droge u Europskoj farmakopeji

U 8. izdanje Europske farmakopeje uvrStena je monografija biljne droge Astragali
mongholici radix koja opisuje metode identifikacije i1 kontrole kakvoce kozlinceva korijena, a

njen cjeloviti prijevod naveden je u nastavku (EDQM, 2014).

01/2011:2435

KORIJEN MONGOLSKOG KOZLINCA

Astragali mongholici radix

DEFINICIJA

Cijeli, osuseni korijen vrsta Astragalus mongholicus var. mongholicus Bunge (sin. Astragalus
membranaceus Bunge var. mongholicus (Bunge) P. K. Hsiao) i Astragalus mongholicus var.
dahuricus (DC.) Podlech (sin. Astragalus membranaceus Bunge), s uklonjenim korjenéi¢ima
1 klicama, sakupljen u razdoblju od proljeca do jeseni.

Sadrzaj: najmanje 0,040% astragalozida IV (Cs1HgsO14; M, 785) (suha droga).

IDENTIFIKACIJA

A. Korijen je cilindri¢an, Cesto razgranat, relativno zadebljalog gornjeg dijela, dugac¢ak 30-90
cm i promjera 1-3,5 cm. Izvana je blijede Zuckasto smede ili smede boje s nepravilnim
uzduznim naborima ili brazdama. Tvrde je i zilave konzistencije; teSko lomljiv, na prijelomu
vrlo fibrozan i s malo (kultivirani oblik) ili puno Skroba (oblik divljeg podrijetla), zuc¢kasto
bijele kore, blijedo Zutog drveta sa zrakastim prugama 1 pukotinama; tamno smede centralne
zone koja kod starijih korijena moZze biti reducirana na Supljinu okruZenu fragmentima
propadajuceg tkiva.

B. Usitni se u prasak (355) (2.9.12). Prasak je zuckasto bijele boje. Promatra se pod
mikroskopom koriste¢i otopinu kloralhidrata R. Prasak pokazuje sljedeCe znacajke: vlakna, u
nakupinama ili rastrkana, promjera 8-30 um, zadebljalih stijenki s uzduznim brazdama na
povrsini, primarnih stijenki Cesto odvojenih od sekundarnih stijenki, ¢esto deformiranih,
blago krnjih krajeva ili krajeva nalik resicama; bezbojne ili naranCaste Zile s gusto
rasporedenim obrubljenim jazicama; nekoliko slojeva fragmenata pluta kojima je cesto
pridruzen kolenhimski feloderm; ponekad vidljive okrugle, izduzene ili nepravilne sklereide

neznatno zadebljalih stijenki. Analizira se pod mikroskopom koriste¢i 50%-tnu otopinu
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glicerola R: prasak sadrzi mala okrugla ili ovalna Skrobna zrnca, najcesce jednostavna ili
ponekad udruzena u nakupine od 2 ili 3 zrnaca, promjera oko 5 pm.

C. Tankoslojna kromatografija (2.2.27).

Ispitivana otopina. Zagrijava se 3 g biljne droge usitnjene u prasak (355) (2.9.12) s 50 mL
metanola R 50 minuta uz povratno hladilo i filtrira. Filtrat se upari do suha pod snizenim
tlakom i ostatak otopi u 1 mL vode R. Dobivena otopina nanese se na 6 mL kolonu za
ekstrakciju na ¢vrstoj fazi koja sadrzava oktadecilsilil silikagel za kromatografiju R prethodno
opran s 3 mL metanola R i zatim 3 mL vode R. Kolona se ispere s 15 mL vode R, a zatim s 15
mL 30%-tne otopine metanola R. Eluati se bace. Eluira se s 20 mL metanola R i skupi se
eluat. Eluat se upari do suha pod sniZzenim tlakom i ostatak otopi u 2 mL metanola R.
Poredbena otopina. Otopi se 10.0 mg daidzina R i 5.0 mg daidzeina R u 5.0 mL metanola R.
Ploca: TLC silikagel Fasq ploca R (2-10 um).

Pokretna faza: voda R, metanol R, etil acetat R (10:13,5:100 V/V/V).

Nanosenje: 3 uL u vrpcama veli¢ine 8 mm.

Razvijanje: na duljini od 7 cm.

Susenje: na zraku.

Detekcija A: promatra se pod ultraljubicastim svjetlom pri 254 nm.

Rezultat A: kromatogrami dobiveni za ispitivanu i poredbenu otopinu u donjoj trecini ploce
pokazuju slabije osvjetljenu zonu koja na kromatogramu poredbene otopine odgovara
daidzinu, a poredbena otopina u gornjoj tre¢ini pokazuje i slabo osvjetljenu zonu daidzeina.
Nadalje, druge zone manjeg intenziteta mogu biti prisutne na kromatogramu dobivenom za
ispitivanu otopinu.

Detekcija B: poprska se otopinom anisaldehida R i zagrijava 3 min pri 100 °C. Promatra se
pod ultraljubicastim svjetlom pri 366 nm.

Rezultat B: kromatogram dobiven za poredbenu otopinu u donjoj tre¢ini pokazuje blijedo
plavu zonu daidzina, a u gornjoj tre¢ini blijjedo plavu zonu koja odgovara daidzeinu. Na
kromatogramu dobivenom za ispitivanu otopinu u donjoj trecini u razini sa zonom daidzina
moze se vidjeti smeda zona ispod koje se nalazi jo§ 5 smedih zona, a vide se jos i 3 ljubicaste
zone na sredini, gornjoj tre¢ini 1 pri samom vrhu ploce. Nadalje, druge zone manjeg

intenziteta mogu biti prisutne na kromatogramu dobivenom za ispitivanu otopinu.

ISPITIVANJA
Strane primjese (2.8.2): najvise 5%.
Gubitak suSenjem (2.2.32): najvise 10,0%, odredeno na 1,000 g praska biljne droge (355)
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(2.9.12) susenjem u suSioniku 3 sata na 105 °C.
Ukupni pepeo (2.4.16): najvise 5,0%.

Pepeo netopljiv u klorovodi¢noj Kiselini (2.8.1): najvise 1,0%.

ODREDIVANJE SADRZAJA

Tekucinska kromatografija (2.2.29).

Ispitivana otopina. Izvaze se 4,0 g praska biljne droge (355) (2.9.12), prenese u Soxhlet
ekstraktor i doda 40 mL metanola R. Macerira se preko noc¢i. Ponovo se doda jo§ 40 mL
metanola R. Zagrijava se uz povratno hladilo 4 sata. Upari se do suha. Ostatak se otopi u 10
mL vode R, uz blago zagrijavanje, ako je potrebno. Sadrzaj se izmuckava 4 puta sa po 40 mL
butanola R zasi¢enog vodom R. Butanolni ekstrakti se sjedine i peru dva puta sa po 40 mL
amonijaka R. Slojevi amonijaka se odbace i butanolni sloj upari do suha. Ostatak se otopi u 5
mL vode R i ohladi. Otopina se nanese na kolonu za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi koja sadrzava 1
g oktadecilsilil silikagela za kromatografiju R prethodno opranog s 5 mL metanola R i 5 mL
vode R. Kolona se ispere s 20 mL vode R i 20 mL etanola (25 postotni V/V) R. Eluira se s 25
mL etanola (70 postotni V/V) R. Eluat se upari do suha. Ostatak se otopi u 5,0 mL metanola
R.

Poredbena otopina (a). Otopi se 10,0 mg astragalozida 1V CRS u metanolu R i razrijedi do
10,0 mL istim otapalom.

Poredbena otopina (b), (c), (d). Razrijedi se poredbena otopina (a) tako da se dobiju 3
poredbene otopine astragalozida 1V, u rasponu koncentracija koje se o¢ekuju u ispitivanoj
otopini.

Poredbena otopina (e). Otopi se 5,0 mg ginsenozida Rb1 R u 5 mL metanola R i razrijedi do
10,0 mL s poredbenom otopinom (a).

Kolona:

- dimenzije: 1=0,25m, @ = 3,2 mm;

- nepokretna faza: oktadecilsilil silikagel za kromatografiju R (3 pm).

- temperatura: 25 °C.

Pokretna faza:

- pokretna faza A: voda R;

- pokretna faza B: acetonitril R;
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Vrijeme Pokretna faza A Pokretna faza B

(min) (posto V/V) (posto V/V)
0-5 90 10
5-10 90 — 80 10 — 20
10-20 80— 75 20 — 25
20-30 75 — 67 25 533
30-40 67 — 65 33 —» 35
40 -50 65 — 40 35 —= 60
50 -55 40 60

Brzina protoka: 0,5 mL/min.

Detekcija: detektor rasprSenja svjetla u uparenom uzorku; prikladne su sljedece postavke; ako
detektor ima drukcije podeSene parametre, treba ih podesiti tako da zadovoljavaju kriterije
prikladnosti sustava:

- plin nosac: zrak;

- brzina protoka: 1,5 mL/min;

- temperatura evaporatora: 50 °C.

Injektiranje: 20 pL ispitivane otopine i ispitivane otopine (b), (c), (d) i (e).

Relativno vrijeme zadrzavanja u odnosu na ginsenozid Rb1 (vrijeme zadrzavanja = oko 33,6
minuta): astragalozid IV = oko 1,05.

Prikladnost sustava:

- razlucivanje: najmanje 4,0 izmedu pikova astragalozida IV 1 ginsenozida Rbl u
kromatogramu poredbene otopine (e).

Napravi se kalibracijska krivulja s logaritamskim vrijednostima koncentracija (mg/mL)
poredbenih otopina (b), (c) i (d) (korigirano prema navedenom postotku astragalozida IV
CRS) na apscisi i logaritmom odgovarajuce povrsine ispod pika na ordinati.

IzraCuna se postotak astragalozida I'V koriste¢i sljedeci izraz:
104 x 0,5
m

A = logaritam koncentracije koja odgovara piku astragalozida IV u kromatogramu ispitivane
otopine, odredeno iz kalibracijske krivulje;

m = masa biljne droge koriStene za pripremu ispitivane otopine, u gramima.
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5. ZAKLJUCCI

Dosadas$nja neklinicka 1 klinicka istrazivanja pokazuju da primjena korijena
mongolskog kozlinca u pojedinim indikacijama ima uporiSte utemeljeno na znanstvenim
dokazima. U provedenim neklinickim studijama dokazana su protuupalna, antioksidativna,
imunomodulacijska i protutumorska svojstva. Terapijski potencijal kozlinca u lije€enju
karcinoma, kroni¢ne bolesti bubrega, virusnog miokarditisa i nekih drugih bolesti poput
kroni¢nog hepatitisa 1 sezonskog alergijskog rinitisa ustanovljen je u nekoliko klinickih
studija. Polisaharidi, izoflavoni i triterpenski saponini smatraju se glavnim sastavnicama
odgovornim za terapijske ucinke korijena kozlinca.

Primjena kozlinceva korijena u pacijenata s karcinomom pluca ne-malih stanica
dovela je do povecane osjetljivosti tumorskih stanica na standardnu kemoterapiju, smanjene
ucestalosti nuspojava poput leukopenije, trombocitopenije, mucnine 1 povracanja, produljenja
trajanja remisije, povecanja stope prezivljenja i kvalitete Zivota. Kozlinac je ojacao i funkciju
imunoloskog sustava povecavsi broj CD4" T-limfocita i razinu imunoglobulina.

Dokazano je da korijen kozlinca smanjuje proteinuriju, edeme, razinu kreatinina i
ureje u serumu te povecava koncentraciju albumina u krvi kod kroni¢nog zatajenja bubrega
uslijed nefropatije ili nefrotskog sindroma.

Korijen mongolskog kozlinca pokazao se u¢inkovitim u terapiji virusnog miokarditisa.
Smanjio je incidenciju aritmija i drugih simptoma, trajanje simptoma, vrijednosti sréanih
markera 1 prosjecno trajanje hospitalizacije, a znatno je poboljSao minutni volumen i udarni
volumen srca te poja¢ao stani¢ni imuni odgovor poveéavajuéi aktivnost NK, Treg i CD4" T-
stanica i smanjujuci broj Th17 stanica.

Pokazalo se da kozlin€ev korijen moze neznatno potaknuti uklanjanje virusnih
antigena HBsAg i HBeAg iz seruma te serokonverziju HBeAg u anti-HBe kod pacijenata s
kroni¢nim hepatitisom B. Novija istrazivanja ukazuju na potencijal kozlinca u lijeCenju
sezonskog alergijskog rinitisa, respiratornih infekcija, leukopenije i zatajenja srca.

Postojece klinicke studije ve¢inom su provedene na malom broju pacijenata, nisu bile
dvostruko slijepe niti kontrolirane placebom, zbog ¢ega se opéenito smatraju studijama vrlo
niske razine kvalitete dokaza. Potrebno je provesti daljnje kvalitetnije klini¢ke studije koje ¢e
pruziti viSe znanstvenih dokaza o terapijskim ucincima korijena mongolskog kozlinca i

omoguciti njegovu racionalnu primjenu u ljekarni¢koj praksi.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Astragalus mongholicus B. stolje¢ima se primjenjuje u lijeCenju hepatitisa,
kardiovaskularnih poremecaja, respiratornih infekcija, bubreznih i koZnih bolesti te sluzi kao
tonik, antidijabetik i diuretik. Polisaharidi, izoflavoni i triterpenski saponini smatraju se
glavnim sastavnicama odgovornim za terapijske ucinke korijena kozlinca koji se pripisuju
njegovu imunomodulacijskom, protuupalnom 1 antioksidativnom djelovanju. Klinic¢ka
ispitivanja ukazala su na potencijal primjene kozlinca u terapiji virusnog miokarditisa,
ishemijskih bolesti srca, kroni¢ne bolesti bubrega, kongestivnog zatajenja srca i kroni¢nog
virusnog hepatitisa. Novijim studijama ispituje se i1 njegova ucinkovitost u lijeCenju

leukopenije, karcinoma pluca, alergijskog rinitisa i prevenciji infekcija.

Astragalus mongholicus B. has been wused for centuries to treat hepatitis,
cardiovascular disorders, respiratory infections, kidney diseases, skin diseases and has been
taken as a herbal tonic, antidiabetic and diuretic agent. Polysaccharides, isoflavones and
triterpenoid saponins are considered to be the main active ingredients responsible for the
therapeutic activity of Astragalus root, which is related to its immunomodulatory, anti-
inflammatory and antioxidant properties. In conducted clinical trials Astragalus showed
potential for treating viral myocarditis, ishemic heart diseases, chronic kidney disease,
congestive heart failure and chronic hepatitis. Recent studies have focused on investigating its
efficacy in the treatment of leukopenia, lung cancer, allergic rhinitis and prevention of

infectious diseases.
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