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Uvod

—— Smiilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don.) je ljekovita i aro-
mati¢na biljka (slika 1.) koja se od davnina koristi u tradicionalnoj medicini za
lije¢enje razli¢itih poremecaja. Primjena vrste H. italicum u medicinske svrhe
spominje se jo§ u razdoblju starih Grka i Egipcana, a zadrzala se do danasnjih
dana u tradicionalnoj medicini mediteranskih zemalja. U primjeni su uglavnom
cvjetovi, stabljika i listovi smilja jer su bogatiji bioaktivnim sastavnicama u
odnosu na podzemne dijelove. U obliku infuza i dekokta sluze u lije¢enju razli-
¢itih poremecaja, a najces$ce probavnog i didnog sustava te koze (1, 2). Indikacije
za tradicionalnu primjenu smilja ukljucuju: jetrene tegobe, tegobe sa zuci i zu¢-
nim putevima (djeluje kao koleretik jer potice jetru na pojac¢ano stvaranje zuci i
kao kolagog jer potice praznjenje zu¢nog mjehura u dvanaesnik), kasalj i pre-
hladu, faringitis, laringitis i bronhitis, astmu i alergije, hematome (sadrzi itali-
done (B-diketoni), spojeve s antikoagulantnim djelovanjem), kozne poremecaje
poput alopecije, koznih upala, dermatomikoza, psorijaze te zacjeljivanje rana.
Takoder, smilje se primjenjuje i u analgetske svrhe (glavobolja, zubobolja, bol u
trbuhu) te kod nesanice. Ipak, uc¢inkovitost upotrebe H. italicum u veéini ovih
indikacija nije jo§ potpuno znanstveno ispitana. Osim toga ispitivanja farmako-
loskog djelovanja ve¢inom se provode na organskim ekstraktima H. italicum
dobivenim s razli¢itim otapalima, dok se u tradicionalnoj primjeni koriste uglav-
nom vodeni ekstrakti odnosno infuzi i dekokti. Vrsta i koncentracija sastavnica
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sS4 o Slika1. <

| Mediteransko smilje
(Helichrysum italicum
(Roth) G. Don.)

te posljedi¢no ucinak ovise o metodi pripreme ekstrakata (2, 3). Danas sve vise
raste interes farmaceutske i kozmeticke industrije za eteri¢nim uljem smilja zbog
njegovih brojnih pozitivnih farmakoloskih ucinaka (4).

Taksonomija, rasprostranjenost i morfoloske znacajke smilja

Smilje je mediteranska biljka koja pripada rodu Helichrysum i porodici glavocika
(Asteraceae). Rod Helichrysum (Miller) obuhvaca preko 600 vrsta od kojih 25 vrsta
raste na mediteranskom podrucju. H. italicum samoniklo raste na suhim, kame-
nitim i pjeskovitim stanistima mediteranskog podruéja (Spanjolska, Francuska,
Italija Hrvatska, Grcka, Cipar, Alzir, Maroko), a obuhvaca Sest podvrsta: H. ita-
licum (Roth) G. Don subsp. italicum, H. italicum subsp. microphyllum (Willd.)
Nyman, H. italicum subsp. picardii Franco, H. italicum subsp. pseudolitoreum
(Fiori) Bacch. i sur., H. italicum subsp. serotinum (Boiss.) P. Fourn, H. italicum
subsp. siculum (Jord. & Fourr.) Galbany i sur. (2). Osim na Mediteranu, vrste
roda Helichrysum rasprostranjene su i u drugim dijelovima svijeta poput isto¢ne
i juzne Afrike, Madagaskara, srediSnje Azije, jugoisto¢ne Australije i Novog
Zelanda. Sve vrste ovog roda prilagodene su zivotu na suhim stanistima (ksero-
fiti), a mogu rasti i na ve¢im nadmorskim visinama (do 1770 m) (4, 5, 6).

U Hrvatskoj je uz vrstu H. arenarium (L.) Moench (pjes¢ano smilje) od
posebne vaznosti i vrsta H. italicum (Roth) G. Don (sredozemno smilje). To je
vi$egodi$nja biljka, jakog aromati¢nog mirisa, u obliku polugrma visine do 60
cm. Stabljika smilja je razgranata i prekrivena sitnim dla¢icama, dok su listovi
smilja veli¢ine 2 - 37 x 0,4 - 1,8 mm, na dnu skupljeni u rozetu, a prema vrhu
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naizmjenicno rasporedeni na stabljici. Listovi su uski, $iljasti i linearni, na rubu
uvijeni, s lica zelenkasti, manje dlakavi i s rijetko rasporedenim zlijezdama, a s
nali¢ja sivo-zeleni, gusto prekriveni dlacicama i zlijezdama. Debela kutikula i
dlacice osiguravaju dobru prilagodbu su$nim uvjetima stanista koje ova biljka
nastanjuje. Smilje je ipak najpoznatije po svojim zlatnozutim cvjetovima prema
kojima je i dobilo naziv (od gr¢kih rijeci helios — sunce i chrysos - zlatan). Cvje-
tovi su skupljeni u cvatove — glavice cilindri¢nog do usko zvonastog oblika, veli-
¢ine 4 - 6,5 mm X 2 - 5 mm. Smilje cvate od svibnja do kraja srpnja, a i nakon
cvatnje i suSenja zadrzava svoju boju zbog ¢ega nosi naziv i ,besmrtno cvijece®.
Plod smilja je roska (achenium) koju nalazimo i kod drugih vrsta porodice Aste-
raceae (4,7, 8,9).

Bioloski aktivne tvari smilja

Iz razlicitih ekstrakata H. italicum izoliran je velik broj kemijskih spojeva koji
pojedinacno ili u sinergiji doprinose farmakoloskoj aktivnosti smilja. Bioloski
aktivne tvari H. italicum ukljucuju: fenolne kiseline (kavena kiselina, p-kuma-
rinska kiselina, feruli¢na kiselina, klorogenska kiselina), flavonoide (gnafalin,
apigenin, naringenin, luteolin, pinocembrin, tilirozid, halkon-2’-glukozid, narin-
genin-glikozid, kempferol-3-glukozid), kumarine (eskuletin, skopoletin i izosko-
poletin), acetofenone (12-acetoksitremeton, (2,3-dihidro-2-(1-(hidroksimetil)
etenil-5-benzofuranil)etanon), pirone (arzanol, metilarzanol, helipiron, mikro-
piron), triterpene, steroide (B-sitosterol, ursoli¢na kiselina) i eteri¢no ulje. Od
svih prisutnih spojeva u vrsti H. italicum najzastupljenije su fenolne kompo-
nente (flavonoidi, acetofenoni, fluoroglucinoli, kumarini, kumarati, fenolne kise-
line i njihovi esteri te drugi derivati) (10, 11).

Kemijski sastav i ¢imbenici koji utjecu na sastav eteri¢nog ulja smilja
Eteri¢no ulje H. italicum sintetizira se i odlaze egzogeno, u zljezdanim dlakama
koje su prisutne na povrsini cvjetova (latice, lapovi) i listova (pricvjetni i listovi
stabljike) (6).

Prilagodba na razlicite okoliSne ¢imbenike, osim $to uzrokuje raznolikost
morfoloskih, kemijskih i genetskih karakteristika vrste H. italicum, takoder utjece
i na kvalitativne i kvantitativne znacajke eteri¢nog ulja ove biljke (12). Brojne
studije donose sastav i koli¢inu eteri¢nog ulja vrste H. italicum prikupljene na
razli¢itim lokacijama u Hrvatskoj (13, 14, 15, 16) i na Mediteranu (1, 12, 17, 18,
19, 20, 21, 22) kao $to je prikazano u tablici 1. U provedenim istrazivanjima ispi-
tan je utjecaj nadmorske visine i klimatskih ¢imbenika (temperatura, oborine,
izlozenosti suncu) (12, 14), stadija razvoja biljke (16) te utjecaj stanista i vrste tla
na kojem biljka raste (17) na sastav i koli¢inu eteri¢nog ulja H. italicum.
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Tablica 1. » Glavne sastavnice i sadrzaj etericnog ulja vrste H. italicum s razlicitih podrucja Hrvatske i

Mediterana
sadrzaj broj lavne literatura
lokalitet metoda etericnog identificiranih 9 . (broj
N R sastavnice
ulja (%) sastavnica reference)
podrudje a-pinen, y-kurkumen, Malenica
Zadra, . neril acetat, B-selinen, Staveri
Sibenika, CEMS 0.020 38 izotalicen, B-kariofilen, sur., 2018.
Knina a-kurkumen (13)
podrucje neril acetat, ¢
< avar
Braca, a-trans-bergamoten, Zali KOVic |
Biokova, GC-MS 0,02-0,12 97 a-humulen, J
L - sur., 2015.
Tijarice, B-akoradien, (14)
Makarske ar-kurkumen, rosifoliol
a-pinen, a-cedren, .
podrucje aromadendren, Mastelici
- GC-MS 0,12 52 S . sur., 2005.
Splita B-kariofilen, neril (15)
acetat, geranil acetat
. a-pinen, a-terpineol,
razlicite GC- neril acetat, a-cedren, Blazekovic
lokacije duz FID A .
0,08-0,32 32 j-italicen, a-kurkumen, isur., 1995.
Jadranske GC-MS
y-kurkumen, (16)
obale
spatulenol
neril acetat, a-pinen, Gi dii
botanicki nerol, neril fenilacetat 1Smond |
. GC-MS 0,12 20 Lo . ' sur., 2020.
vrtu Rimu B-kariofilen, bisabolen, )
azulen
nerilacetat o
k Melito i
otok GC-MS  0,31-0,45 34 eudezmen-7-(11)-en- | 51,
Sardinija 4-ol, neril propionat, (12)
y-kurkumen,
nerol, neril acetat,
GC-FID eudezm-5-en-11-ol, Leonardii
_clzct)csjllzaErlll;a, 0,01-0,06 115 y-kurkumen, a-pinen, sur., 2013.
GC-MS limonen, 1,8-cineol, 17)
neril propanoat
nacionalni izoitalicen epoksid
parkCilento  sc-fp 8—cedren—13?ol ' Mancinii
iVallo di 0,02 44 ' sur., 2011.
; GC-MS (2)-a-trans-
Diano, bergamotol, B-kostol (18)
Kampanija, 9 '
otok Elba, GC-FID 18 ﬂﬁ{gﬁgﬁtéfkﬁ;&nﬁ; Contiisur.,
Toskana GCMS N neril propionat, nerol 2010.(19)
nerol, neril acetat, neril
otoci GC-FID propionat, B-diketoni, Paolinii
toskanskog  GC-MS 0,27-078 49 eudezm-5-en-11-ol, sur., 2006.
arhipelaga 13¢ NMR y-kurkumen, a-pinen, (20)

limonen, ar-kurkumen
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Tablica 1. » nastavak

sadrzaj broj lavne literatura
lokalitet metoda etericnog identificiranih 9 . (broj

. oo s sastavnice

ulja (%) sastavnica reference)

a-pinen, neril acetat,

feinen, AN, ianchin
Sardinija, GC-MS 0,25-0,41 45 . ! dik . sur., 2003.
Korzika 13 propionat, B-diketoni, >,
CNMR nerol, linalol, eudezm-
5-en-11-ol
iol . .
otok geraniol, Chinoui
GC-FID
Amorgos, 0,46 24 geraml.acetat, sur., 1996.
= GCMS E-nerolidol,
Gréka . (22)
neril acetat

Cavar Zeljkovi¢ i sur. ispitali su utjecaj nadmorske visine i klimatskih
¢imbenika, poput izloZenosti suncu, na sastav i sadrzaj etericnog ulja H. itali-
cum. Analizirani su uzorci eteri¢nog ulja H. italicum s razli¢itih lokacija (Brac,
Biokovo, Tijarica, okolica Makarske) na Jadranskoj obali te je utvrdeno da su
uzorci slicnog sastava, uz prisutne znacajne razlike u postotnom sadrzaju poje-
dinih komponenti. Tako je postotak oksigeniranih monoterpena i seskviterpena
bio ve¢i u uzorcima s Biokova i iz okolice Makarske, ¢ime je pokazano da je
razina oksigeniranih monoterpena i seskviterpena u etericnom ulju veca na
ve¢im nadmorskim visinama (uzorak s Biokova) i pri vecoj izloZenosti suncu
(uzorak iz okolice Makarske). Za razliku od oksigeniranih komponenti, razina
monoterpenskih ugljikovodika pokazuje suprotan trend (14).

Mastelic i sur. ispitivali su sastav i koli¢inu eteri¢nog ulja smilja sakupljenog
u okolici Splita. Najzastupljenije komponente medu monoterpenskim ugljiko-
vodicima su a-pinen (10,2 %) i limonen (3,8 %), dok su najzastupljeniji seskvi-
terpenski ugljikovodici a-cedren (9,6 %), aromadendren (4,4 %), B-kariofilen
(4,2 %), 2,3,4,7,8,8a-heksahidro-1H-3a, 7-metanoazulen (3,0 %) i ar-kurkumen
(2,3 %). Od oksigeniranih komponenti u najvecoj koli¢ini su prisutni neril acetat
(11,5 %), 2-metilcikloheksilpentanoat (8,3 %), geranil acetat (4,7 %) i 2-metilci-
kloheksiloktanoat (4,8 %) (15).

Blazekovi¢ i sur. su pokazali kako lokacija na kojoj smilje raste utjece i na
sadrzaj eteri¢nog ulja (koji se za uzorke s razlicitih lokacija u Dalmaciji kretao
izmedu 0,081 0,32 %) i na zastupljenost pojedinih komponenti u eteri¢cnom ulju.
Faza rasta biljke takoder utjece na koli¢inu eteri¢nog ulja (0,06 do 0,35 %), koja
je najveca u fazi prije cvjetanja biljke, dok nema znacajan utjecaj na sastav eteric-
nog ulja. Ispitivanje sadrzaja eteri¢nog ulja H. italicum ubranog u Veloj Luci na
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Kor¢uli u razli¢itim fazama razvoja biljke (rani izbojci, formiranje cvata, prije
cvjetanja, za vrijeme cvjetanja, nakon cvjetanja i kasni ljetni izbojci) pokazalo je
da je a-pinen, kao jedan od glavnih predstavnika monoterpena, najzastupljeniji
u fazama ranih izbojaka (24,58 %) i prilikom formiranja cvata (28,86 %) dok je
u maloj koli¢ini prisutan za vrijeme cvjetanja (4,15 %) i nakon cvjetanja (4,36 %).
S druge strane, a-kurkumen, jedan od najzastupljenijih seskviterpena, prisutan
je u vrlo maloj koli¢ini u fazi ranih izbojaka (0,44 %) dok je u fazi cvjetanja naj-
zastupljeniji spoj (28,06 %). Dobiveni rezultati istrazivanja su pokazali da su mono-
terpeni dominantni u fazi rasta biljke, dok su seskviterpeni dominantni u fazi
cvjetanja i fazi nakon cvjetanja biljke (16).

Melito i sur. istrazivali su razliku u sastavu eteri¢nih ulja H. italicum ssp.
microphyllum s obalnog (0 — 60 m nadmorske visine) i planinskog podrucja (60
— 1250 m nadmorske visine). Pokazalo se da postoje dva glavna kemotipa, obalni
i planinski, pri ¢emu obalni tip proizvodi vise monoterpenskih, a planinski tip
vide seskviterpenskih sastavnica. Dobiveni rezultati su, osim toga, ukazali na to
da nadmorska visina ima utjecaj na sastav etericnog ulja te da neki spojevi poput
nerola, y-kurkumena, ar-kurkumena i italicena pokazuju pozitivnu, dok drugi
poput kariofilena, limonena, nerolidola i cis-B-guainena pokazuju negativnu
korelaciju s nadmorskom visinom. Uz nadmorsku visinu, i klimatski ¢imbenici
poput prosjecne zimske i maksimalne ljetne temperature kao i proljetne, ljetne i
jesenske oborine utjecu na udio pojedinih sastavnica. Tako je nerolidol pokazao
najvecu pozitivnu korelaciju sa zimskom, a guaiol s maksimalnom ljetnom tem-
peraturom. Na sadrzaj nerola, italicena, kurkumena i bergamotena najvise su
pozitivno utjecale proljetne i ljetne oborine dok su na sadrzaj limonena najpo-
voljnije utjecale jesenske oborine (12).

Leonardi i sur. ispitivali su koli¢inu i sastav eteri¢nih ulja dobivenih iz uzo-
raka H. italicum ssp. italicum prikupljenih na 7 razlic¢itih lokacija na otoku Elbi
tijekom razlicitih perioda u godini (sijecanj, svibanj i listopad). Sva eteri¢na ulja
bila su karakterizirana visokim sadrzajem oksigeniranih monoterpena (38,6 —
62,7 %) dok je sadrzaj monoterpenskih i seskviterpenskih ugljikovodika varirao
ovisno o uzorku (2,3 - 41,9 % za monoterpenske ugljikovodike i 5,1 - 20,1 % za
seskviterpenske ugljikovodike). Uz iznimku nekoliko sastavnica, sadrzaj eteric-
nog ulja nije znac¢ajno varirao s obzirom na period prikupljanja (sijec¢anj, svibanj
i listopad). Suprotno tomu, vrlo velike razlike primijec¢ene su izmedu uzoraka s
razlicitih lokacija, koje su karakterizirane razli¢itom vrstom tla. Koli¢ina eteric-
nog ulja varirala je izmedu 0,1 - 0,6 %, a prisutne su bile i razlike u sastavnicama
prisutnim u eteri¢cnom ulju ovisno o vrsti tla na kojem je biljka rasla. Nadalje,
dobiveni rezultati su usporedeni s prethodno ispitivanim uzorcima skupljenim
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na drugim otocima toskanskog arhipelaga. S obzirom na razlike u uzorcima s
otoka Elbe i prethodno analiziranih uzoraka s drugih otoka toskankog arhipe-
laga (Gorgona, Capraia, Pianosa, Giglio, Monte-cristo i Giannutri), vjerojatno je
da su koli¢ina i sastav eteri¢nog ulja usko povezani sa stani$tem na kojem biljka
raste, a posebno s vrstom tla, s obzirom da se ono razlikovalo na navedenim
otocima (17).

Studije provedene na razli¢itim
lokacijama na Jadranskoj obali (13,
14, 15, 16) pokazuju razlike u sastavu H
i kolicini eteri¢nog ulja smilja. U stu-
dijama postoje varijacije, pa su tako u
nekim studijama najzastupljenija sku- H
pina spojeva u eteri¢cnom ulju H. itali-
cum bili seskviterpenski ugljikovodici,
dok su u nekim drugim studijama to
bili monoterpenski spojevi. Ipak, od
pojedina¢nih spojeva dominantne sas-
tavnice eteri¢nog ulja H. italicum bile
su a-pinen (monoterpenski ugljikovo-
dik), a- i y-kurkumen (seskviterpenski
ugljikovodici) te neril acetat (oksigeni-
rani monoterpen) (slika 2.). Prisutna
varijabilnost u kemijskom sastavu ete-
ri¢nog ulja H. italicum posljedica je raz-
licitih klimatskih uvjeta (temperatura,
broj suncanih sati, oborine, duljina
dana) i okoli$nih ¢imbenika (nadmorska visina, vrsta tla i pH tla) kojima su
biljke bile izloZzene (13).

a) b)

c) d)

Slika 2. » Kemijska struktura (a) a-pinena; (b)
a-kurkumena; (¢) y-kurkumena; (d) neril acetata

Biolo3ka aktivnost

Vrsta H. italicum ima Sirok spektar bioloskih aktivnosti (10) te stoga i Siroku
primjenu u farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji te u proizvod-
nji parfema (23). Dosadasnja istrazivanja razlicitih ekstrakata i eteri¢nog ulja
smilja pokazala su da smilje ima protuupalno (24, 25, 26, 27, 28, 29), antioksida-
cijsko (25, 27, 29, 30, 31, 32), antimikrobno (15, 33, 34, 35), antidijabeticko (36,
37), insekticidno i repelentno (19, 38), antineoplasti¢no djelovanje (1, 13, 39) te
protektivno djelovanje na kozu (40, 41). Dok su u navedenim studijama protuu-
palno, antioksidacijsko i antidijabeticko djelovanje ispitivani na razli¢itim
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organskim ekstraktima H. italicum, ostala djelovanja (antimikrobno, insekti-
cidno i repelentno te antineoplasti¢no djelovanje) ispitana su i za eteri¢no ulje
smilja.

Protuupalno djelovanje

Upala, posebice kroni¢na, proces je povezan s nastankom mnogih bolesti, uklju-
¢ujudi autoimune bolesti, astmu, aterosklerozu i karcinom. Najvazniji medijatori
koji posreduju u procesu upale su prostaglandini i leukotrieni. Prostaglandini i
leukotrieni nastaju metabolizmom arahidonske kiseline uz enzime ciklooksige-
nazu-1 (COX-1) i ciklooksigenazu-2 (COX-2) te 5-lipoksigenazu (5-LOX), a
osim posredovanja u upali imaju i razlicite fizioloske uloge u gastrointestinal-
nom sustavu, bubrezima, krvnim Zilama, mozgu, uterusu. Upravo zbog toga,
nesteroidni protuupalni lijekovi inhibiraju¢i njihovu sintezu izazivaju brojne
nuspojave pa se javlja potreba za pronalaskom novih lijekova koji ¢e selektivnije
inhibirati sintezu samo odredenih prostaglandina i leukotriena (24).

Od svih djelovanja H. italicum najvise je istrazeno njegovo protuupalno
djelovanje. Protuupalno djelovanje ispitano je za metanolni ekstrakt H. italicum
i 4 ekstrakta dobivena iz njega (dobiveni su uparavanjem metanolnog ekstrakta
pod snizenim tlakom, otapanjem suhog ostatka u vodi te ekstrakcijom u n-hek-
sanu, diklormetanu, etil acetatu i n-butanolu) na razli¢itim modelima upale
inducirane kod miseva. Iako to¢ni mehanizmi djelovanja nisu identificirani
pretpostavlja se da je protuupalno djelovanje ekstrakata posljedica njihovog
antioksidacijskog djelovanja, inhibicije pro-inflamatornih citokina i uc¢inaka
sli¢nih kortikosteroidima (25). Za antiinflamatorno djelovanje odgovornim se
pokazalo vi$e biljnih sastavnica medu kojima su acetofenoni, flavonoidi i a-piron
floroglucinol.

Acetofenoni 4-hidroksi-3-(3-metil-2-butenil)acetofenon i 4-hidroksi-3-(2-
hidroksi-3-izopentenil)acetofenon pokazali su inhibitorni uc¢inak na aktivnost
5-LOX i produkciju leukotriena B4 u leukocitima $takora, dok je samo
4-hidroksi-3-(3-metil-2-butenil)acetofenon inhibirao i COX-1 i proizvodnju
prostaglandina E2 u ljudskim trombocitima. Takoder, 4-hidroksi-3-(3-metil-
2-butenil)acetofenon pokazao je i analgetski ucinak pa bi zbog dvojnog protuu-
palnog i analgetskog djelovanja mogao posluziti kao spoj uzor za nove antiinfla-
matorne lijekove i analgetike (26).

Flavonoidi gnafalin i pinocembrin temelje svoje protuupalno djelovanje
na inhibiciji enzima 5-LOX i redukciji proizvodnje leukotriena B4 u leukoci-
tima $takora te inhibiciji enzimske lipidne peroksidacije (inhibicijom enzima
ukljucenih u proces inicijacije lipidne peroksidacije). Za razliku od gnafalina i
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pinocembrina flavonoid tilirozid ima sposobnost hvatanja slobodnih radikala te
osim enzimske suprimira i ne-enzimsku (inducirana s Fe2+/askorbatom) lipidnu
peroksidaciju u jetrenim mikrosomima $takora. Osim toga, tilirozid ima i inhi-
biraju¢i u¢inak na komponente sustava komplementa (¢ini ga tridesetak prote-
vora organizma) zbog Cega suprimira otpustanje histamina i drugih upalnih
medijatora iz mastocita potaknuto C3a i C5a komponentama komplementa
(27).

Ipak, najvaznija protuupalna komponenta izolirana iz H. italicum je arza-
nol, prenilirani heterodimerni floroglucinol a-piron. Ovaj spoj snazno inhibira
nuklearni faktor kappa B (nuclear factor kappa B, NF-kB), klju¢an faktor koji
regulira transkripciju gena za proinflamatorne citokine poput interleukina-1f
(IL-1p), interleukina-6 (IL-6), faktora tumorske nekroze a (TNF-a) te enzime
poput COX-2. Osim toga, arzanol djeluje i kao inhibitor enzima 5-LOX, COX-1
i mikrosomalne prostaglandin E, sintaze (mPGES). Budu¢i da su COX-1/2 i
5-LOX zapravo dioksigenaze sa Zeljezom u aktivhom mjestu koje se tijekom
katalize oksidiraju i reduciraju, pretpostavlja se da je inhibicija ovih enzima
posljedica antioksidacijskog djelovanja arzanola, koje mu omogucava prekid
redoks ciklusa ili odrzavanje Zeljeza u inaktivnhom, reduciranom stanju (24, 28,
29).

Budud¢i da spojevi H. italicum posjeduju protuupalni ucinak, razliciti pri-
pravci dobiveni od vrste H. italicum (najcesce infuzi i dekokti) mogu se primje-
njivati za ublazavanje odredenih koznih oboljenja poput psorijaze ili ekcema te
kod alergija i astme jer imaju u¢inak na inhibiciju proizvodnje leukotriena, vaz-
nih medijatora u patogenezi alergija i astme (2, 25, 29).

Antioksidacijsko djelovanje

Ispitivanja antioksidacijskog potencijala prirodnih spojeva iz H. italicum, ali i
drugih biljnih vrsta zanimljiva su prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj
industriji radi pronalaska prirodnih antioksidansa koji ¢e biti sigurniji za pri-
mjenu od postojecih sintetskih (butil-hidroksitoluen (BHT) i butil-hidroksi ani-
sol (BHA)). Ipak, da bi se ovakvi prirodni antioksidansi mogli primjenjivati,
potrebno je ispitati njihovu ucinkovitost, biodostupnost i sigurnost primjene in
vivo (30).

Antioksidacijsko djelovanje blisko je povezano s antiinflamatornim buduc¢i
da su slobodni radikali ukljuceni u aktivaciju NF-xB koji je odgovoran za regu-
laciju transkripcije gena za proinflamatorne citokine (IL-1p, IL-6, TNF-q, itd.)
i enzime (COX-2) (29). Mehanizmi antioksidacijskog djelovanja ukljucuju
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sposobnost hvatanja slobodnih radikala uklju¢enih u proces lipidne peroksida-
cije, inhibiciju enzima ukljucenih u nastanak reaktivnih kisikovih vrsta (reactive
oxygen species, ROS) (ciklooksigenaza, lipooksigenaza, NADPH oksidaza, ksan-
tin oksidaza i protein kinaza C) te keliranje metala (Zeljezo, bakar) koji potic¢u
nastanak ROS. Antioksidacijsko djelovanje ispitivano je za metanolni ekstrakt
H. italicum i za razlicite frakcije dobivene iz metanolnog ekstrakta (dobivene su
na jednak nacin kao i kod ispitivanja protuupalnog djelovanja). Svi ekstrakti
osim onoga u heksanu pokazali su sposobnost hvatanja slobodnih radikala i na
taj nacin inhibiciju lipidne peroksidacije. Medu spojevima izoliranim iz ekstra-
kata H. italicum antioksidacijsku aktivnost pokazuju odredeni flavonoidi (gna-
falin, pinocembrin, tilirozid) i arzanol (25, 27, 31). Kod tilirozida je primije¢ena
veca antioksidacijska aktivnost u odnosu na gnafalin i pinocembrin. Tilirozid
znacajno inhibira enzimsku i ne-enzimsku lipidnu peroksidaciju zbog inhibicije
enzima ukljucenih u proces inicijacije lipidne peroksidacije, ali i sposobnosti
hvatanja slobodnih radikala, dok gnafalin i pinocembrin inhibiraju samo enzim-
sku lipidnu peroksidaciju budu¢i da njihov mehanizam antioksidacijskog djelo-
vanja ne ukljucuje hvatanje slobodnih radikala (27). Takoder, utvrdeno je da
tilirozid i gnafalin inhibiraju Cu** induciranu oksidaciju humanog lipoproteina
niske gustoce (low density lipoprotein, LDL) keliranjem metala uklju¢enih u pro-
dukciju slobodnih radikala, te tako smanjuju oksidacijske modifikacije LDL-a
(32). Bakrom katalizirana oksidacija LDL-a je model koji oponasa in vivo proces
oksidacije s obzirom da ateroskleroti¢ne arterijske stijenke sadrze tragove bakro-
vih iona koji pridonose oksidaciji LDL-a, koja ima vaznu ulogu u patogenezi
velikog broja bolesti ukljuc¢ujuci aterosklerozu, metabolicki sindrom, artritis i
demenciju. Na tom modelu ispitana je i antioksidacijska aktivnost arzanola. Ispi-
tivanje je pokazalo da prethodni tretman s arzanolom znacajno doprinosi zastiti
LDL-a od oksidacijskih o$te¢enja izazvanih Cu** ionima, a njegova antioksida-
cijska aktivnost je posljedica sposobnosti hvatanja slobodnih radikala i u manjoj
mjeri moguc¢nosti keliranja metalnih iona (31).

Antimikrobno djelovanje

Neracionalna upotreba antibiotika, posebno u bolnickom okruzenju, dovela je
do pojave multirezistentnih bakterija. Jedan od nacina na koji ove bakterije osi-
guravaju otpornost na antibiotike je prekomjerna ekspresija efluksnih pumpi,
proteinskih nosaca koji iz stanice bakterije mogu izbaciti razlic¢ite antibiotike i
tako ih u¢initi neu¢inkovitima. Stoga, blokiranje efluksnih pumpi pomocu inhi-
bitora moze smanjiti minimalnu inhibitornu koncentraciju (minimum inhibi-
tory concentration, MIC) i povecati u¢inkovitost antibiotika (11, 33).
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Eteri¢no ulje H. italicum sadrzi komponente, poput geraniola, koje inhibi-
rajuci efluksne pumpe viSestruko rezistentnih bakterijskih sojeva pojacavaju
uc¢inkovitost antibiotika protiv tih bakterijskih sojeva. Otkriveno je da primjena
eteri¢nog ulja H. italicum omogucuje
smanjenje MIC i povecanje osjetljivosti H
viSestuko rezistentnih sojeva Entero- 0. k. - Al
bacter aerogenes, Escherichia coli, Aci- -
netobacter baumannii i Pseudomonas
aeruginosa na kloramfenikol. Osim na 2
kloramfenikol, eteri¢no ulje H. italicum
povecalo je osjetljivost bakterija i na ~
klinicki znacajnije antibiotike poput
B-laktama i fluorokinolona norfloksa- H Ny N
cina (33). Za antimikrobnu aktivnost
etericnog ulja H. italicurn odgovornim

. R N b
se smatraju spojevi koji sadrze kisik kao )

$to su monoterpenski alkoholi geraniol Slika 3. » Kemijska struktura (a) geraniola;
inerol (slika 3.) te njihovi acetatni esteri (b)nerola
(15).

Osim na Gram-negativnim bakterijama, antimikrobna aktivnost je ispiti-
vana i na Gram-pozitivnim bakterijama te na gljivicama, koristenjem disk difu-
zijske metode i odredivanjem MIC. Jac¢a antimikrobna aktivnost utvrdena je
prema Gram-pozitivnim bakterijama (Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus) i gljivicama (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae) u odnosu na
Gram-negativne bakterije (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae) (15, 34). Razlika u osjetljivosti Gram-pozitivnih i Gram-negativ-
nih bakterija vjerojatno je posljedica razli¢ite grade njihovog stani¢nog zida.
Naime, stani¢ni zid Gram-pozitivnih bakterija graden je od citoplazmatske
membrane i sloja peptidoglikana pa ne djeluju kao snazna barijera prolasku
lipofilnih molekula odgovornih za antimikrobnu aktivnost etericnog ulja za
razliku od stani¢nog zida Gram-negativnih bakterija koji je graden od citoplaz-
matske membrane, sloja peptidoglikana i vanjske fosfolipidne membrane s lipo-
polisaharidima. Dobivena saznanja mogla bi biti korisna u razvoju prirodnih
konzervansa u prehrambenoj i kozmetickoj industriji te u razvoju novih antimi-
krobnih lijekova (35).
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Antidijabeticko djelovanje

Na modelu $takora kod kojih je, pomoc¢u prehrane bogate mastima i Secerima,
inducirano stanje inzulinske rezistencije te je znacajno povecana njihova tjelesna
tezina i razina glukoze u krvi, ispitan je u¢inak metanolno-vodenog ekstrakta H.
italicum na smanjenje tjelesne tezine i razine glukoze u krvi. Skupina $takora,
koja je uz standardnu dijetu, primala i ekstrakt H. italicum postigla je znacajnije
smanjenje tjelesne teZine od skupine koja nije primala ekstrakt. Takoder, ekstrakt
H. italicum je zbog svog antioksidacijskog djelovanja smanjivao oksidacijski
stres, $to je vazno buduci da su se upala i oksidacijski stres pokazali povezanima
s pretilosti i inzulinskom rezistencijom. Isto tako, ekstrakt je zbog antiinflama-
tornog djelovanja inhibirao upalu posredovanu s TNF-a i Toll-like receptorima
(toll-like receptors, TLR) smanjujuci ekspresiju TNF-a i TLR2 u intestinalnoj
mukozi. Antioksidacijsko i protuupalno djelovanje ekstrakta pripisuje se flavo-
noidima, iako se ne moze iskljuiti niti uloga drugih sastavnica ekstrakta (36). U
studiji koju su proveli Garza i sur. je pokazano kako metanolno-vodeni ekstrakt
H. italicum smanjuje razinu glukoze u krvi kod dijabetickih db/db miSeva, a za
$to se pretpostavlja da je posljedica povecane ekspresije enzima glukokinaze koji
fosforilira glukozu u jetri, nakon ¢ega ona u stanicama jetre podlijeze procesu
glikolize ili glikogeneze. Osim toga, opaZena je smanjena ekspresija odnosno
razina mRNA za nekoliko pro-inflamatornih markera (NFkB, TNF-a i COX-2)
u tkivu jetre i u masnom tkivu dijabetickih db/db miSeva, $to je vazno s obzirom
da bi djelovanje na smanjenje kroni¢ne upale moglo pridonijeti u lije¢enju
S$ecerne bolesti tipa 2 (37).

Insekticidno i repelentno djelovanje

Kako sintetski insekticidi, unato¢ svojoj u¢inkovitosti, kod ponavljane primjene
mogu imati nezeljene ucinke na okoli$ i ljudsko zdravlje, javlja se potreba za
lje sigurnijih alternativa. Mnoge komponente izolirane iz biljaka pokazale su
toksi¢ni uc¢inak na komarce koji su vektori mnogih bolesti (malarija, filarijaza,
Zuta groznica). IstraZivanje koje su proveli Conti i sur. pokazalo je da eteri¢no
ulje H. italicumn ima veliku toksi¢nost prema licinkama komarca Aedes albopic-
tus, koja je ovisna o dozi, te da pri koncentraciji od 300 ppm uzrokuje stopu
mortaliteta od 100 % (19). Osim toga, eteri¢no ulje H. italicum je pokazalo i
repelentni u¢inak protiv komarca Aedes aegypti, neovisno o koncentraciji eteric-
nog ulja (0,1 - 10 %) pa bi se zbog toga moglo koristiti kao jedna od komponenti
u repelentnim formulacijama (38). Ipak, potrebno je jo$ istraziti koje su sastav-
nice odgovorne za insekticidno djelovanje kao i aktivnost eteri¢nog ulja H. itali-
cum protiv drugih vrsta komaraca (19).
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Antineoplasticno djelovanje

Antineoplasti¢na aktivnost etericnog ulja H. italicum procijenjena je na stani-
cama misjeg melanoma koje su dobar modelni sustav zbog izrazite metastatske
sposobnosti i visokog stupnja rezistencije na lijekove. Stanice melanoma misa
bile su izlozene 24, 48 ili 96 sati razli¢itim razrjedenjima etericnog ulja (1:10,
1:50, 1:100) u dimetilsulfoksidu (DMSO) pri ¢emu je praceno djelovanje eteric-
nog ulja na redukciju stani¢ne proliferacije (pra¢enjem krivulje proliferacije sta-
nica) i citotoksi¢nost eteri¢cnog ulja (brojanjem mrtvih stanica). Pokazano je da
najmanje razrjedenje etericnog ulja (1:10) kao i najdulje izlaganje stanica (96 h)
imaju najznacajniji u¢inak iz ¢ega se moze zakljuciti da eteri¢no ulje H. italicum
ima antiproliferativna svojstva na nacin koji je ovisan o dozi i vremenu (1). Osim
na modelu stanica misjeg melanoma, antiproliferativno djelovanje je ispitano i
na nekoliko humanih stani¢nih linija pri ¢emu je najjaci inhibitorni u¢inak ete-
ri¢no ulje smilja imalo na stani¢ne linije HeLa (stanice karcinoma cerviksa),
MCEF-7 (stanice karcinoma dojke) i MIA PaCa-2 (stanice karcinoma pankreasa).
Pretpostavlja se da je kod HeLa i MCF-7 stani¢nih linija mehanizam antiprolife-
rativnog djelovanja indukcija apoptoze dok su kod MIA PaCa-2 stanica uklju-
¢eni drugi mehanizmi smrti stanice poput starenja i nekroze (13). Kramberger i
sur. proveli su ispitivanje citotoksi¢nosti infuza H. italicum na stani¢ne linije
Caco-2 (stanice karcinoma debelog crijeva), CCD112CoN (primarne stanice
debelog crijeva) i U937 (stanice limfoma). Njegovo citotoksi¢no djelovanje
temeljilo se na sposobnosti hvatanja slobodnih radikala i time inhibiciji induk-
cije oksidacijskog stresa. Toksi¢ne koncentracije za U937 stanice su iznosile 5 %
v/v, za Caco-2 stanice su iznosile 1 % v/v, a za CCD112CoN stanice iznosile su 2 %
v/v (39). Snazno antioksidacijsko djelovanje razli¢itih ekstrakata i eteri¢nog ulja
H. italicum moglo bi objasniti antineoplasti¢na svojstva buduci da je dokazano
da su stanice karcinoma sklonije prekomjernom stvaranju ROS, koje kao sekun-
darni glasnici signaliziraju nekontroliranu proliferaciju tumorskih stanica (1). U
konacnici, ovakvi rezultati mogu posluziti kao temelj za daljnja istrazivanja H.
italicum kao izvora novih antineoplasti¢nih lijekova (13).

Primjena u kozmetici
Primjena vrste H. italicum u kozmetickoj industriji temelji se na nekoliko uci-
naka:

1. Fotoprotektivno i antieritematozno djelovanje ekstrakata H. italicum omo-
gucuje njihovu primjenu u kremama za zastitu od sunca i pripravcima za
lije¢enje opeklina uzrokovanih sunc¢evim zrac¢enjem. Izlaganje ultraljubicas-
tom (UV) zracenju dovodi do povecane proizvodnje metabolita arahidonske
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kiseline (prostagandina D,, PGE,, PGF,,) koji imaju istaknutu ulogu u
nastanku eritema. Do nastanka eritema dovodi i degranulacija mastocita i
oslobadanje histamina. Topikalnom primjenom 8 % alkoholne otopine
sirovog ekstrakta H. italicum i 2 % alkoholne otopine flavonoidne frakcije
dobivene iz tog ekstrakta na zamorcima te primjenom flavonoidne frakcije
na ljudima, prije i nakon izlaganja UVB zracenju, dokazano je da i ekstrakt
i flavonoidna frakcija preveniraju nastanak eritema kod zamoraca i ljudi.
Flavonoidna frakcija je takoder pruzila zastitni faktor 5, a sastojala se od tri
monoglikozida (halkon-2’-glukozid, naringenin-glikozid, kempferol-
3-glukozid) i cetiri aglikona (gnafalin, apigenin, naringenin i luteolin).
Pretpostavljeni mehanizam djelovanja flavonoidne frakcije uklju¢uje inhi-
biciju lipidne peroksidacije, stabilizaciju membrane mastocita i inhibiciju
lokalne produkcije prostaglandina u iritiranoj kozi, $to je uglavnom posre-
dovano luteolinom. Najznacajniji inicijatori lipidne peroksidacije su ROS
odnosno to¢nije, hidroksilni (OH-) i hidroperoksil (HOO-) radikali koji
reagiraju s polinezasi¢enim masnim kiselinama prisutnim u membranama
i time iniciraju proces lipidne peroksidacije. Pri tome nastaju lipidni (Re),
alkoksi (ROe) i peroksil radikali (ROOe) koji su uklju¢eni u proces propa-
gacije i odrzavanja lancane reakcije koja dovodi do ostecenja stani¢ne
membrane i stanica, a time u konacnici i do o$tecenja kozne barijere. Fla-
vonoidi takoder stabiliziraju membrane mastocita te tako inhibiraju oslo-
badanje histamina iz mastocita i histaminom stimuliranu proizvodnju pro-
stagladina i posljedi¢ni razvoj upale (2, 40, 42, 43).

. U odredenim patoloskim degenerativnim procesima na kozi, ali i tijekom

normalnog procesa starenja koze dolazi do depolimerizacije hijaluronske
kiseline izazvane ROS te do smanjenja razine hijaluronske kiseline. Buduc¢i
da je hijaluronska kiselina odgovorna za vezanje i zadrzavanje vode u kozi,
starenjem dolazi do suhocle (dehidracije), atrofije i gubitka elasti¢nosti
koze. Stoga, flavonoidi H. italicum koji svojim antioksidacijskim djelova-
njem sprjecavaju depolimerizaciju hijaluronske kiseline mogu pronaci pri-
mjenu u kozmeti¢kim proizvodima protiv starenja koze te proizvodima za
njegu suhe i zrele koze (40, 44).

. Eteri¢no ulje H. italicum djeluje kao cikatrizant pa se moze primjenjivati u

svrhu regeneracije koze. Antioksidacijsko djelovanje eteri¢nog ulja potpo-
maze i proces zacjeljivanja rana, sprje¢avanjem oksidacijskog ostecenja tkiva
uzrokovanog slobodnim radikalima. Taj ucinak eteri¢nog ulja ve¢ nalazi
primjenu u kozmetici (pripravci za tretiranje oziljaka i drugih nepravilnosti
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na kozi), a mogao bi se koristiti i u rekonstruktivnoj kirurgiji. Italidioni,
prisutni u eteri¢cnom ulju, djeluju kao flebotonici odnosno jacaju stijenke
krvnih zila, povecavaju venski tonus i limfnu drenazu. Zbog flebotoni¢nog
djelovanja eteri¢no ulje se primjenjuje za ublazavanje crvenila i teleangiek-
tazija (sitne prosirene krvne Zile koze i sluznica) prisutnih kod rozacee,
hematoma (modrica), prosirenih i upaljenih vena (11).

4. Eteri¢no ulje smilja ¢esto se nalazi u formulacijama proizvoda za njegu
koze s ciljem odgadanja procesa starenja koze. Proces starenja koze moze
biti intrinzi¢an i ekstrinzi¢an. Dok je intrinzi¢no starenje posljedica pri-
rodnih procesa, ekstrinzi¢no je rezultat pretjerane izlozZenosti sunc¢evom
zracenju (fotostarenje) koje dovodi do stvaranja slobodnih radikala i lipid-
nih peroksida. Oni ostecuju ekstracelularni matriks i uzrokuju gubitak ela-
sti¢nosti koze, a odgovorni su i za nastanak nekih koznih tumora. Medu-
tim, i intrinzi¢no i ekstrinzi¢no starenje karakterizira povecana aktivnost
enzima kolagenaze (odgovoran za razgradnju kolagena) i enzima elastaze
(odgovoran za razgradnju elastina u ekstracelularnom matriksu). Stoga bi
otkri¢e novih prirodnih inhibitora ovih enzima, koji bi takoder imali i pro-
tuupalno i antioksidacijsko djelovanje, bilo korisno za razvoj novih formu-
lacija proizvoda za sprjecavanje prijevremenog starenja koze. S tim ciljem
Fraternale i sur. su istrazili antikolagenaznu i antielastaznu aktivnost ete-
ricnog ulja H. italicum te aktivnost odredenih sastavnica eteri¢nog ulja
(neril-acetat, nerol, linalol, a-pinen, limonen) u jednakim koncentracijama
u kojima su prisutne i u eteri¢cnom ulju. Eteri¢no ulje je pokazalo najjaci
inhibitorni ucinak, vjerojatno zbog sinergistickog djelovanja sastavnica.
Od pojedina¢nih sastavnica slabiji su uc¢inak pokazali a-pinen i limonen
pojedinac¢no i u smjesi dok neril-acetat, nerol i linalol nisu imali u¢inka
(41).

Iako istrazivanja pokazuju da H. italicum ima velik spektar razlicitih farma-
koloskih aktivnosti, ve¢ina tih istrazivanja provedena su na in vitro modelima.
Stoga je vazno da se daljnja ispitivanja farmakoloske aktivnosti razli¢itih ekstra-
kata i eteri¢nog ulja provode u in vivo uvjetima s ciljem utvrdivanja njihove
ucinkovitosti i sigurnosti primjene (2).

Zakljucak

Smilje se u tradicionalnoj medicini mediteranskih zemalja od
davnina primjenjuje u lijecenju razli¢itih probavnih, di$nih, koznih i drugih pore-
mecaja, pa danas postoji velik interes za istrazivanjem ove biljke. Dosadasnje
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studije uglavnom su usmjerene na utvrdivanje kemijskog sastava i koli¢ine ete-
ri¢nog ulja smilja u ovisnosti o razli¢itim okoliSnim ¢imbenicima te na ispitiva-
nje bioloske aktivnosti etericnog ulja smilja i razlicitih ekstrakata smilja. Razno-
likost kemijskih spojeva koji pojedinac¢no ili u sinergiji pridonose farmakoloskoj
aktivnosti smilja, pruza brojne moguénosti njegove primjene u farmaceutskoj i
kozmetickoj industriji. Ipak, ve¢ina je provedenih istrazivanja napravljena na in
vitro modelima pa je potrebno dobivene rezultate bioloskih ispitivanja potvrditi
in vivo kako bi se osigurala primjena sigurnih i u¢inkovitih pripravaka smilja.

Sazetak

s Smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) je mediteranska
biljka iz porodice Asteraceae koja se od davnina primjenjuje u tradicionalnoj
medicini zbog svojih ljekovitih i aromati¢nih svojstava. Smilje sadrzi $irok spek-
tar razli¢itih kemijskih spojeva, a njihova prisutnost i sadrzaj u biljci ovise o
raznim okoli$nim ¢imbenicima. U radu je dan pregled nekoliko studija koje su
ispitale sastav i koli¢inu eteri¢nog ulja smilja i njegovu biolosku aktivnost, kao i
biolosku aktivnost razli¢itih ekstrakata. Rezultati navedenih istrazivanja potvr-
dili su brojna pozitivna farmakoloska djelovanja etericnog ulja i organskih
ekstrakata smilja u modelima in vitro. Potvrda tih rezultata in vivo otvara moguc-
nost uspjesne i sigurne primjene preparata smilja u farmaceutskoj i kozmetickoj
industriji.

Chemical composition, biological
5-6 activity and use of immortelle in
— Medicine and pharmacy

2022 L. Bilandzija, B. Bilandzija, L. Pollak, S. Ini¢

Abstract Immortelle (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) is a Medi-

terranean plant from the Asteraceae family that has long been
used in traditional medicine due to its medicinal and aromatic properties.
Immortelle contains a wide range of different chemical compounds whose pre-
sence and content in the plant depend on various environmental factors. The
aim of this review is to provide an overview of several studies that examined the
composition and amount of immortelle essential oil and its biological effects, as
well as biological effects of different immortelle extracts. The results of these
studies confirmed a number of positive pharmacological effects of essential oil
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and organic immortelle extracts in in vitro models. Confirmation of these results
in vivo opens the possibility of successful and safe application of immortelle pre-

parations in the pharmaceutical and cosmetic industry.
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