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UvOD

U narodnoj je medicini od davnina poznato laksativno djelovanje osusene kore
krkavine (Frangula alnus Mill., sinonim Rhamnus frangula L.) (1, 2) te se ona i danas
koristi u lije¢enju povremene opstipacije (3, 4). Postoje navodi da je jo$ Hieronymus
Bock spomenuo koru krkavine u svom djelu »Kreutterbuch« objavljenom 1556., ali
ne u smislu purgativa (3,4). U svom djelu »Neu-Kreutterbuch« Matthiolus je naveo
laksativna svojstava kore krkavine (3, 5). U danasnje vrijeme upotrebu preparata na
bazi krkavine kao laksativa s »dobro utemeljenom medicinskom upotrebom« odobrio
je Europski parlament i Europska agencija za lijekove (3). Kora krkavine i rjede ¢isti
izolirani spojevi iz ove biljke na trZi$tu su prisutni kao ¢ajevi, tablete ili kapsule. Prema
Europskoj farmakopeji pripravak kore krkavine sastoji se od cijele ili rezane osusene
kore grana vrste £ alnus i sadrzi ne manje od 7,0 % glukofrangulina (izrazenih kao
glukofrangulin A, C;;H34014, M, =578,5 — izrazeno prema suhoj drogi), a naziva se
Frangulae cortex (4). : '

Ne moze se govoriti o bioloskim uincima kore krkavine, a da se ne spomene
emodin glavni antrakinon kore, koji pridonosi ve¢ini njenih bioloskih uéinaka. Stoga
se u ovom preglednom ¢lanku i zajedno razmatraju. Osim ve¢ spomenutog laksativ-
nog udinka, u novije vrijeme pokazano je antioksidacijsko, antibakterijsko te antifun-
galno djelovanje kore krkavine (6, 7). Farmakoloska ispitivanja ¢istog emodina uka-
zala su da su ucinci emodina mnogo $iri od njegove veé ustaljene uporabe kao
purgativa. Tako je ispitivan njegov antivirusni ucinak (8),a poscbno mjesto zauzi-
maju istrazivanja emodina kao pomocnog sredstva u kemoterapiji (9, 10). Cilj ovoga
¢lanka je dati uvid u rasprostranjenost krkavine i fitokemijski sastav njene kore. Pored
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toga dat ¢e se pregled najnovijih istrazivanja bioloskih u¢inaka kore krkavine i emo-
dina s posebnim naglaskom na mehanizam pojedinog uéinka. Takoder, navest ée se
toksi¢nost kao i nuspojave koje se mogu pojaviti pri lije¢enju korom krkavine ili emo-
dinom.

KRKAVINA (Frangula alnus Mill.)

Botanicki opis i stani$te krkavine

Frangula alnus Mill. (sinonim Rhamnus frangula L.) biljka je iz porodice Rha-
mnaceae. Biljke porodice Rhamnaceae najéesée se javljaju u obliku drveéa, grmovaili
povijusa, vrlo rijetko u obliku zeleni (10). Hrvatski sinonim za F alnus je krkavina,
obi¢na krkavina, obi¢na trusljika ili krusina (11, 12).

Krkavinu (slika 1.) nalazimo kao listopadni grm (13), od 1 do 3 m visine, a rjede
kao manje drvo visine do 7 m. Kora krkavine (14) (slika 2.) je tanka, smeckastosiva,
uzduzno ispucana, s unutra$nje strane zuta dok su grandice $ibaste, sivkastosmede do
crvenkastosmede s bjelkastim lenticelama, u pocetku dlakave (15, 16). Ima dobro
razvijen i Siroko razveden korjenov sustav. Naopako jajastilistovi su obi¢no 4 do 7 cm
dugi te 3 do 4 cm $iroki, sa 6 do 9 pari zila. Pupovi su bez ljuski, sastavljeni od sme-
zuranih, dlakavih, tamnozutosmedih listova (terminalni pupoljak je krupniji od bo¢-
nih). Cvjetovi su mali, zelenkasti, dvospolni, sa stapkama dugim do 12 mm, mogu
biti pojedina¢ni ili skupljeni u pastitaste cvatove (¢uperke), od 5 do 10 ¢lanova smje-
$tenih u pazu$cima listova. Plod krkavine je nejestiva, okruglasta, mesnata kostunica,
u pocetku zelenkasta, zatim crvenkasta, a u zrelom stadiju crnoljubicaste boje. Kostu-
nica je promjera priblizno 8 mm te sadrzi dvije do tri Zuckaste, $iroke diskoidne sje-
menke. Krkavina se razmnozava vegetativno i sjemenom (entomofilna je biljka).
Cvate od svibnja do lipnja, a plod dozrijeva u rujnu. Jednodomna je biljka koja moze
dozivjeti starost i do 60 godina (12, 17).

Slika 1. Krkavina (a} i (b) - biljna vrsta Rahmnus Frangula L.
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Ova je biljka rasprostranjena $irom
Europe, sjeverozapadne Afrike, zapadnog
i isto¢nog Sibira, srednje Azije, Turske,
Sirije, sjevernog Irana te Kavkaza. Na pod-
ru¢ju Balkanskog poluotoka najéesée je
nalazimo u nizim predjelima u zajednici
s vibom i crnom johom te u brdskim,
mezofilnim Sumama. TraZi svjeza i vlazna
zemlji$ta (12). Kora mladih sjajnih gran-
¢ica krkavine (Frangulae cortex) sakuplja
se u rano proljeée, od ozujka do svibnja, :
prije cvjetanja (4, 12). Slika 2. Kora krkavine — Frangulae cortex

Fitokemijski sastav kore krkavine

Istrazivanja su pokazala da vrste roda Frangula, ovisno o lokalitetu uzorkovanja,
sadrze visoki udio korisnih spojeva (6, 18). Oni najizrazeniji su: polifenoli, flavono-
idi, trjeslovine (tanini) i glukofrangulini. U istrazivanju Malesa i suradnika (18) odre-
den je ukupni sadrzaj bioaktivnih spojeva koji se mogu nadi u kori krkavine na nasim
prostorima. Rezultati tog istrazivanja pokazali su da je udio ukupnih polifenola od
5,57 do 8,30 %, flavonoida od 0,02 do 0,08 %, trjeslovina od 1,44 do 2,42 % i glu-
kofrangulina od 3,7 do 7,6 %. U jo$ jednom istrazivanju provedenom na kori krka-
vine koja je sakupljena u Hrvatskoj, utvrdeno je da je ukupni sadrzaj fenola 62 mg/g,
a ukupni sadrzaj flavonioda 31 mg/g (6). I sljedeée istrazivanje potvrdilo je visoki
udio ukupnih fenola (116 mg/g) i flavonoida (75 mg/g) u kori krkavine sakupljenoj
u Hrvatskoj (19).

Za laksativni uc¢inak kore krkavine odgovorni su antracenski derivati (dolaze u
drogama slobodni ili vezani na $ecer u obliku glikozida) koji se prema strukturnim
obiljezjima svrstavaju u antrakinonske O-glikozide. Glukofrangulini su antrakinon-
ski O-glikozidi, spojevi koji se sastoje od antrakinonskog aglikona, emodina, na kojeg
su O-glikozidnim vezama vezane $eéerne komponente (slika 3.). Prema Europskoj
farmakopeji, droga se vrednuje prema udjelu glukofrangulina, posebice glukofrangu-
lina A (4). Prema smjernicama pripravak kore krkavine sastoji se od cijele ili rezane
osusene kore grana vrste £ alnus i sadrzi ne manje od 7,0 % glukofrangulina (izraze-
nih kao glukofrangulin A (Cy;H3004, M, = 578,5) — izrazeno prema suhoj drogi).
Droga sadrzi jo$ i manje koli¢ine slobodnih antrakinonskih aglikona, frangula-emo-
dina, emodin-9-antrona i druge antrakinonske glikozide i antrone. U svjezoj kori
krkavine glukofrangulini se nalaze u reduciranom, a u uskladistenoj u oksidiranom
obliku. Bududi da se antron O-glikozidi (reducirani oblici) smatraju odgovornim za
ozbiljne gastrointestinalne nuspojave, kora krkavine smije se koristiti tek nakon jed-
nogodi$njeg uskladistenja tijekom kojeg dolazi do spontane oksidacije i nastanka
oksidiranih antracenskih derivata (3).

653



M. Salopek. I. Susanj, M. Bival Stefan, J. Jablan:
Krkavina (Frangula alnus Mill.} ~ botanicki podaci, fitokemijski sastav i bioloski uinci, Farmaceutski glasnik 72, 10/2016

R2

\o o) OH
J
R1—0 O O CH,
(0]

R1 R2
Frangulin' A o-L-ramnoza H
Frangulin'B B-D-apioza H
Glukofrangulin‘A~ -0-L-ramnoza B-D-glukoza
Glukofrangulin B B-D-apioza B-D-glukoza
Frangula emodin H H
Fiscion CH3 H

Slika 3. Strukture najpoznatijih antrakinonskih aglikona i heterozida

Emodin

Prirodni antranoidi, derivati 1,8-dihidroksian- OH O OH
trona spadaju u kategoriju prirodnih fenolnih spojeva. Sah
Emodin, sekundarni metabolit prisutan u kori krka- e ZNoH
vine je 1,3,8-trihidroksi-6-metilantrakinon (slika 4.), o)
a osim u kori krkavine, prisutan je i u korijenju i kori Slika 4. Struktura emodina

razli¢itih biljnih vrsta (6, 18). Takoder, neke plijesni i

lisajevi kao sekundarne metabolite mogu proizvesti razlicite antrakinone, pa tako i
sam emodin (7). Smatra se da biljke porodice Rhamnaceae proizvode emodin aceto-
malonatnim putem (20). Njegove funkcije u biljnom organizmu raznolike su, a
ukljucuju alelopatsko i antimikrobno djelovanje te zastitu od vanjskih abiotickih fak-
tora (20). Kremer i suradnici (6) utvrdili su da je udio emodina u kori krkavine saku-
pljenoj u Hrvatskoj 2,03 mg/g. Smatra se da je upravo emodin ¢initelj vecine terapij-
skih u¢inaka kore krkavine.

BIOLOSKI UCINCI KORE KRKAVINE I EMODINA

Laksativni uéinak kore krkavine i emodina

Konstipacija je problem koji zahvada u prosjeku 14 do 15 % odrasle populacije
te bitno utjece na kvalitetu Zivota pacijenta, a manifestira se kao akutna ili kroni¢na.
Obiéno je uzrokovana nac¢inom zZivota (funkcionalna konstipacija), bolestima (kao $to
su sindrom iritabilnog crijeva, parkinsonizam, multipla skleroza, mozdani udar, hipo-
tireoza, dijabetes, divertikuli ili tcumor kolona) ili uporabom lijekova (opioidni anal-
getici, antacidi s aluminijem i kalcijem, antiparkinsonici, antidepresivi, nadomjesci

654



M. Salopek, I. Susanj, M. Bival Stefan, J. Jablan:
Krkavina (Frangula alnus Mill.} - botanicki podaci, fitokemijski sastav i bioloski ucinci, Farmaceutski glasnik 72, 10/2016

zeljeza, diuretici i antikonvulzivi). U klini¢koj praksi kroni¢na konstipacija se &esto
poistovje¢uje s funkcionalnom konstipacijom (21, 22).

Laksativno djelovanje kore krkavine priznato je od sluzbene medicine. Prema
smjernicama Europskog parlamenta i EU savjeta za medicinske proizvode namije-
njene ljudima, pripravci krkavine spadaju u biljne medicinske proizvode s »dobro
utemeljenom medicinskom upotrebom« (3, 23). Preporucena dnevna doza u rasponu
je od 10 do 30 mg hidroksiantracenskih derivata. Obi¢no nije potrebno uzimati ovaj
tip laksativa vise od 2 do 3 puta tjedno (3). Laksativni u¢inak nastupa za 6 do 12 sati
nakon oralnog unosa. Preporuca se kratkoro¢no uzimanje preparata, obi¢no u traja-
nju od jednog do najvise dva tjedna za olaksavanje atoni¢ne konstipacije, akutne
konstipacije, ali ne u slu¢ajevima spasti¢ne konstipacije (22). Prema Registru lijekova
u Republici Hrvatskoj, u ljekarnama je dostupan Planinski ¢aj za ¢iséenje koji sadrzi
list sene i koru krkavine (24). Pored toga u ljekarnama su jo$ dostupni: Holyplant
Purgal (JGL), Alofran (Galenski laboratorij Gradske ljekarne Zagreb), Frangula kora
(Suban, Samobor), Laksamol (Pharmas) i drugi proizvodi (tablica 1.).

Mehanizam laksativnog u¢inka kore krkavine i emodina

Biljne droge koje sadrze antrakinone ubrajaju se u skupinu stimulirajuéih laksa-
tiva. Toj skupini pripadaju kora krkavine, aloj, kora ameri¢ke krkavine, korijen rabar-
bare te list i plod sene (25). Glikozidi prisutni u kori krkavine djeluju kao prolijekovi.
Nakon peroralnog unosa antraglikozidi nepromijenjeni prolaze Zeludac i tanko cri-
jevo. Mehanizam djelovanja zapocinje u debelom crijevu gdje se djelovanjem intesti-
nalne flore, odnosno bakterijskih glikozidaza, antracenski glikozidi, cijepaju na
$ecerne komponente i pripadajuée aglikone (22, 26). Tako oslobodeni aglikon, emo-
din, slabo se apsorbira iz lumena crijeva te utjece na pokretljivost, apsorpciju i sekre-
ciju crijeva.

Studije provedene na misevima i $takorima omoguéile su uvid u mehanizam
djelovanja emodina na pokretljivost crijeva (26). Smatra se da emodin povelava
podrazljivost glatkog misi¢ja crijeva na tri nadina: (A) povecanjem luéenja motilina
(hormon koji poveéava pokretljivost crijeva), (B) pove¢anjem oslobadanja endogenog
acetilkolina $to omogucuje kontrakciju glatke muskulature crijeva te (C) smanjenjem
luéenja somatostatina, hormona koji inhibira funkciju probavnog sustava. Osim dje-
lovanja na podrazljivost muskulature crijeva, emodin djeluje i tako $to povecava volu-
men crijevnog sadrzaja. Smatra se da emodin moze inhibirati aktivnost Na*/K*-ATP-
aze, §to uzrokuje smanjenu apsorpciju hranjivih tvari (glukoza, aminokiseline,
elekeroliti). Poveéana koncentracija hranjivih tvari u lumenu koje se ne mogu apsor-
birati u stanice crijeva dovodi do povisenja osmotskog tlaka unutar lumena crijeva, a
tako povisen osmotski tlak uzrokuje difuziju vode iz stanica epitela u lumen crijeva.
Poveéan obujam crijeva uzrokovan ovim faktorima rezultira olaksanom defekacijom
(3, 26). Mchanizam djelovanja emodina na pokretljivost crijeva prikazan je slikom 5.
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Tablica 1. Proizvodi dostupni u ljekarnama u Republici Hrvatskoj

Naziv t’t:'i('fvm ?tlei;(i:;rtlracije Sastav Indikacije Kontraindikacije Nuspojave
Planinski  Caj Lijek 1g ¢aja sadrzi Kratkotrajno lije¢enje  Intestinalna opstrukcija, stenoza, atonija, Bolovi u trbuhu i
¢ajza AO6AB 0.4 glista sene (odgovara povremene konstipacije apendicitis, upalna bolest crijeva, bolovi  gréevi
ciscenje 10 mg senozida B) Ne preporucuje se u trbuhu nejasnog uzroka. Tekuca stolica
0,2 g kore krkavine (odgovara  primjena dulja od 1-2 Ogzbiljna dehidracija s poremecajem Poremecaj elektrolita
14 mg glukofrangulina A) tjedna ravnoteze vode i elekerolita. kod kroni¢ne
0,15 g cvijeta kamilice Preosjetljivost na senu ili krkavinu ili primjene
0,05 g lista paprene metvice bilo koju drugu sastavnicu ¢aja. Klini¢ki nezna¢ajna
0,05¢ ploda kima Ne preporucuje se trudnicama, promjena boje urina
0,05 g ploda gorkog komoraca dojiljama i djeci mladoj od 12 godina.
0,05 g ploda borovice
0,05 g korijena sladica
Alofran  Tablete Galenski 1 tableta sadrzi Kroni¢na opstipacija Abdominalni bolovi nepoznatog uzroka, Nelagoda u debelom
pripravak 220 mg suhog ekstrakta kore  Priprema crijeva za upala slijepog crijeva, upalne bolesti crijevu, gréevita bol,
krkavine (odgovra 18 mg rendgenske pretrage, debelog crijeva, atonija crijeva, ileus. mucénina
glukofrangulina A) pretrage urogenitalnog i Proljev, dehidracija slabost i povracanje.  Kod dugotrajne
20 mg suhog ekstrakta aloja  gastrointestinalnog trakta Preosjetljivost na bilo koji sastojak primjene lijenost
20 mg suhog ekstrakra lista Ne preporucuje se tableta. crijeva te proljev uz
sene primjena dulja od 10 Ne preporuuje se trudnicama, gubitak elektrolita
dana dojiljama i djeci mladoj od 12 godina. ~ Promjena boje urina
Herbalaks Tablete Galenski 1 tableta sadrzi Kratkotrajno lije¢enje  Ileus, proljev, opstrukcija i /ili stenoza ~ Gréevi
pripravak 220 mg suhog ekstraka povremene konstipacije  crijeva, bolovi u trbuhu nejasnog Vodenasta stolica

kore krkavine

200 mg inulina

170 mg suhog ekstrakra lista
sene

Ciscenje crijeva prije
rendgenskih snimanja te
prije i poslije kirurskih
zahvata u predjelu trbuha
Ne preporucuje se
primjena dulja od 10
dana

uzroka, dehidracija, analna fisura, fistule,
proktitis, upalne bolesti crijeva razlicite
vrste opstrukcija, ulceracija i upala
organa probavnog trakta.

Preosjetljivost na bilo koji sastojak ¢aja.
Ne preporucuje se trudnicama,
dojiljama i djeci mladoj od 12 godina.

Promjena boje urina
(bezopasana nuspojava
ovisna o pH urina)
Kod kroniéne
upotrebe moze

do¢i do poremecaja
ravnoteze elektrolita
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Naziv Lje!(ovm Na(.:m .. Sastav Indikacije Kontraindikacije Nuspojave
oblik registracije
Plantea Caj Galenski ~ Caj sadrzi Kratkotrajno lije¢enje  Ileus, proljev, opstrukcija i /ili stenoza ~ Greevi
¢ajza pripravak  cvijer bazge povremene konstipacije crijeva, bolovi u trbuhu nejasnog Vodenasta stolica
¢iséenje plod komoraca Ne upotrebljavati dulje  uzroka, dehidracija, analna fisura, fistule, Promjena boje
koru krkavine od 1-2 tjedna prokitis, upalne bolesti crijeva razlicite  yrina (bezopasana
siemenke lana vrste opstrukcija, ulceracija i upala nuspojava ovisna o
list sene organa probavnog trakta. pH urina)
Preosjetljivost na bilo koji sastojak ¢aja.
Ne preporucuje se trudnicama,
‘ dojiljama i djeci mladoj 6d 12 godina.
Laksamol Prafak Dodatak 1 vreéica sadrzi Konstipacija Crijevna opstrukcija i stenoza, atonija,  Nisu navedene
prehrani 50 mg suhog ekstrakta Uspostavljanje redovitog apendicitis, ulcerozni kolitis, Chronova
kore krkavine prainjenja crijeva bOICSt, abdominalan bol nepoznatog
10 mg kristalne laktuloze uzroka, dehidracija, o$teéenje probavnog
sustava.
Ne preporucuje se trudnicama,
dojiljama i djeci mladoj od 12 godina.
Plantalaks Caj Dodatak 1 g ¢aja sadrzi Zatvor Crijevna opstrukcija i stenoza, atonija, ~ Nisu navedene
Caj prehrani 0,3 g kore krkavine Nadutost apendicitis, ulcerozni kolitis, Chronova

0,2 g ploda komoraca
0,2¢g lista paprene metvice
0,15 g cvijeta kamilice
0,15 g sjemenki lana

Ne upotrebljavati dulje
od 2 tjedna

bolest, abdominalna bol nepoznatog
uzroka i dehidracija, ileus oteZino
gutanje, hormon ovisni tumori.

Ne preporucuje se trudnicama;
dojiljama i djeci mladoj od 12 godina .
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Slika 5. Mehanizam djelovanja emodina na pokretljivost crijeva

Antibakterijski i antifungalni u¢inak kore krkavine i emodina

U novije vrijeme paznju znanstvene zajednice zaokuplja istrazivanje antibakte-
rijskog i antifungalnog uc¢inka kore krkavne i emodina.

Ekstrakt kore krkavine ispitan je na mikroorganizmima Staphylococcus aunreus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans i Microsporum gypseum pri
¢emu se kao najosjetljivija na djelovanje ekstrakta kore pokazala Gram pozitivna bak-
terija S. aureus, potom kvasac C. albicans te dermatofit M. gypseum (6). I u slijede¢em
istrazivanju dokazan je antibakterijski i antifungalni u¢inak ekstrakta kore krkavine
na S. aureus, a §to je vaznije pokazan je u¢inak kore krkavine na bolnicki soj S. aureus
HO9, soj koji je otporan na tretman s meticilinom (27). Pored toga u tom istrazivanju
je pokazano da kora krkavine pojacava antibakterijsku i antifungalnu aktivnost anti-
biotika vankomicina i linezolida, ali ne i oksacilina na S. aureus i S. auerus H9. Pota-
knuti rezultatima istrazivanja, Sadowska i suradnici (27) predlozili su kombiniranje
kore krkavine i klasi¢nih antibiotika pri terapiji lokalnih infekcija izazvanih bakteri-
jom S. aureus.

Istrazivanje provedeno s emodinom na Helicobacter pylori pokazalo je da dolazi
do inhibicije rasta bakterije ovisno o primijenjenoj dozi emodina (28). Takoder, ispi-
tana je kombinacija emodina i antibiotika u terapiji H. pylori otpornog na lijekove
kao 3to su (MDR-soj, od engl. multi-drug resistant) te je postignuto da su antibiotici
imali bolji u¢inak na AH. pylori u prisustvu emodina (29). Pored toga istrazivan je
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u¢inak emodina na formiranje bakterijskog biofilma. Pokazano je da emodin ve¢ pri
koncentraciji od 20 pM moze inhibirati formiranje biofilma P aeruginosa te da pove-
¢ava aktivnost antibiotika ampicilina na P aeruginosa, ¢ineéi time ovu bakteriju, koja
je jedan od glavnih bolnic¢kih patogena, osjetljivijom na djelovanje navedenog antibi-
otika (30). U istrazivanju na Streptococcus mutans, bakreriji koja se smatra jednom od
primarnih uzro¢nika karijesa, koncentracija emodina niza od minimalne inhibitorne
koncentracije (sub-MIC, od engl. minimum inhibitory concentration) djelovala je na
smanjenje formiranja biofilma (31). Sli¢an uéinak sub-MIC koncentracije emodina
postignut je kod S. suis (32).

Antifungalni u¢inak metanolnog ekstrakta kore krkavine usporeden je s anti-
fungalnim uc¢inkom emodina na vrstama Trichoderma viride, Doratomyces stemonitis,
Aspergillus niger, Penicillium verrucosum, Alternaria alternata, Aureobasidium pullulans
i Mucor mucedo. Rezultati istrazivanja pokazali su da emodin ima u¢inak na pojedine
vrste, no njegovo djelovanje bilo je nesto slabije od metanolnog ekstrakta kore krka-
vine (7).

Mehanizmi antibakterijskog i antifungalnog djelovanja kore krkavine i emodina
jo$ se istrazuju, a dosadasnja istrazivanja upuduju da kora krkavine i emodin interfe-
riraju sa stani¢nim strukturama i procesima unutar mikroorganizma (27). Poznato je
da su biljni ekstrakti lipofilni te slobodno prolaze stani¢ne stjenke i membrane te pri
tome mijenjaju permeabilnost membrana (27). Zbog promjene permeabilnosti mem-
brane dolazi do promjene potencijala membrane i njene fluidnosti $to ima za poslje-
dicu osmozu i potom smrt mikroorganizma. Za emodin je pokazano da posjeduje
velik afinitet za fosfolipide membrane te se smatra da djeluje tako $to narusava struk-
turu bioloskih membrana smanjenjem hidrofobnih interakcija medu ugljikovodi¢-
nim lancima fosfolipidnog dvosloja (31, 33). Smatra se da je upravo to i mehanizam
kojim kora krkavine i emodin »pojacavaju« u¢inak antibiotika. Pove¢avanjem perme-
abilnosti stani¢ne stjenke mikroorganizma omogucen je laksi ulazak antibiotika u
stanicu (27). Kao drugi mogu¢i mehanizam antimikrobnog ué¢inka navodi se prook-
sidativno djelovanje fitokemijskih sastavnica pa tako i emodina (27). Naime, poka-
zano je da emodin u stanici moze izazvati pojacano nastajanje reaktivnih kisikovih
vrsta (ROS, od engl. reactive oxygen species), sto dovodi do oksidacije makromolekula
i posljedi¢no poremecaja u metabolizmu te smrti stanice (26, 27).

Antivirusni u¢inak kore krkavine i emodina

U posljednjih nekoliko desetlje¢a paznja je posveéena ispitivanju antivirusnog
uc¢inka mnogih prirodnih spojeva, uklju¢ujuéi antrakinone i njihove derivate.

Sydiskis i suradnici (8) pokazali su da ekstrakti biljaka koje sadrze antrakinonske
derivate mogu djelovati virucidno. Eksperiment je, uz jos nekoliko biljnih vrsta koje se
koriste u tradicionalnoj medicini, ukljucivao ekstralt kore krkravine. Ekstrakt kore krka-
vine u periodu inkubacije od 15 minuta bio je virucidan za herpes simpleks virus tip
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1 (HSV-1). U istom istrazivanju pripremljen je pro¢iséen aloe-emodin (spoj strukture
vrlo sli¢ne emodinu) te je njegovo virucidno djelovanje ispitano na vise virusa. Aloe-
emodin pokazao se u¢inkovitim za viruse koji imaju ovojnicu: HSV-1, herpes sim-
pleks virus tip 2 (HSV-2), varicella-zoster virusa (VZV), pseudorabies vrusa (PSV) i
influenza virusa (INF), a nije imao utjecaja na viruse bez ovojnice kao $to su adeno-
virus i rinovirus. Stoga su autori zakljucili da je mogué¢i mehanizam virucidnog djelo-
vanja antrakinona izravno djelovanje na virusnu ovojnicu (8). U istrazivanju Hsiang
i Ho (34) dokazan je virucidni u¢inak emodina na HSV-1 te je pokazano da emodin
inhibira nukleaznu aktivnost HSV-1 (direktno inhibirajuéi alkalnu nukelazu UL12).
Pri ispitivanju razli¢itih antrakinona uoceno je da emodin ima virucidan u¢inak na
humani citomegalovirus (HCMV), medutim nije bio u¢inkovit na gancioklovir-
otpornu vistu HCMV (35). U in vivo studiji provedenoj na transgeni¢nim misevima
inficiranim virusom hepatitisa B (HBV) usporeden je u¢inak emodina u kombinaciji
s polisaharidima vrste Astragalus membranaceus s djelovanjem lamivudina (nukleo-
zidni analog, inhibitor reverzne transkriptaze koji se koristi u lije¢enju kroni¢nog
hepatitisa B) (36). Rezultati su pokazali da, iako je izravno djelovanje lamivudina na
replikaciju bilo ja¢e od djelovanja emodina, emodin u kombinaciji s polisaharidima
viste A. membranaceus pokazuje dugotrajniju inhibiciju replikacije virusa in vivo.
Zbog toga je predloZeno da emodin moze biti dodatak terapiji u lije¢enju infekcija
hepatitisom B. Nedavna studija pokazala je da emodin moze inhibirati replikaciju
virusa gripe (influenza virus) soj HIN1 u stanicama pluca (A549) (37). U toj je stu-
diji pokazano da emodin inhibira ekspresiju hemaglutinina, glikoproteina odgovor-
nog za adherenciju virusa, te na taj nadin sprje¢ava penetraciju virusa u stanicu i nje-
govu posljedi¢nu replikaciju. Istodobno, emodin je u pluénim stanicama pojacao
ekspresiju gena za interferon- (IFN-B) djelovanjem na transkripcijske faktore IRF-5
i IRF-7 (regulatorni ¢imbenik interferona-7 i -5).

Brojne su studije provedene da bi se utvrdio mehanizam antivirusnog djelovanja
antrakinona pa tako i emodina (8, 34, 37, 38). Iako je potrebno jo$ mnogo istraziva-
nja i mnogo podataka, zbog sposobnosti da djeluje na virusnu ovojnicu, inhibira
replikaciju virusa, regulira ekspresiju ¢imbenika invazivnosti virusa te poti¢e doma-
¢ina virusa na lucenje antivirusnih tvari kao $to je INF-B, emodin moZe biti potenci-
jalna nadopuna klasi¢nim antivirusnim lijekovima.

Antioksidacijski u¢inak kore krkavine i emodina

Neravnoteza izmedu prooksidansa i antioksidansa, koja potencijalno moze
uzrokovati $tetu u stanici pa tako posljedi¢no i osteéenja u organizmu, naziva se oksi-
dacijskim stresom. Oksidacijski stres povezuje se s patogenezom niza bolesti, izmedu
ostaloga i s nastankom raka (39). Antioksidansi su spojevi koji znacajno odgadaju ili
inhibiraju oksidaciju nekog supstrata koji je podlozan oksidaciji (40). Veliki je broj
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antioksidansa biljnog podrijetla medu kojima istaknutu skupinu ¢ine polifenolni
spojevi koji su danas predmetom brojnih istrazivanja zbog svoje sposobnosti razgrad-
nje slobodnih radikala i inhibicije enzima ukljuéenih u oksidacijske procese (41).

U nekoliko istrazivanja pokazano je da postoji povezanost antioksidacijske
aktivnosti ekstrakata biljaka iz porodice Rhamnaceae i njihovog sadrzaja polifenola.
U istrazivanju Kremera i suradnika (6) pomocu vise antioksidacijskih testova (test
reducirajuce snage ckstrakta, B-karoten-linolni test i DPPH test) pokazano je da
ckstrakt kore krkavine posjeduje dobra antioksidacijska svojstva $to su autori pripisali
visokom sadrzaju polifenola u kori krkavine. T u sljedeéem istrazivanju pomocéu serije
testova (DPPH test, ABTS i FRAP test) dokazano je da ekstrake kore krkavine poka-
zuje umjerenu antioksidacijsku aktivnost koja je takoder pripisana visokom udjelu

polifenola (19).

U istrazivanju Radi¢ Brkanac i suradnika (19) pokazano je da emodin nema
znacajan antioksidacijski u¢inak. I u istraZivanju Lin i suradnika (42) pokazano je da
emodin ima slabije antioksidacijsko djelovanje od ekstrakta lista i kore biljke Polygo-
num multiflorum. No, autori su zakljudili da iako emodin ima slabu antioksidacijsku
aktivnost, ipak zajedno s ostalim sastojcima lista i kore biljke, pridonosi njihovom
antioksidacijskom djelovanju. Pri ispitivanju antioksidacijske aktivnosti vise antraki-
nona i antrona pokazano je da je mogu¢i antioksidacijski mehanizam emodina veza-
nje hidroksilnih radikala (43). I u nedavnom istrazivanju Sevcovicova i suradnici (44)
pokazali su da emodin ima slabu antioksidacijsku aktivnost. U tom istrazivanju nesto
bolje rezultate emodin je pokazao u DPPH i testu redukcijske sposobnosti, a sposob-
nost stvaranja kelatnih kompleksa (vezanje s Fe**) za emodin nije pokazana, §to
potvrduje moguénost da emodin djeluje kao »hvataé« hidroksilnih radikala.

Antitumorski u¢inak emodina

Brojna istrazivanja upuc¢uju da emodin, zbog prooksidacijskog svojstva, ima
antitumorski u¢inak (10, 21, 45-49). Kemijska struktura emodina (slika 3.) ukazuje
na njegovo prooksidacijsko djelovanje. Naime, emodin kao dobar elektronakceptor u
stanici reagira s molekulskim kisikom te tako dovodi do stvaranja superoksidnog ani-
ona (206). Povecano stvaranje ROS-ova u stanici, izazvano emodinom, dovodi do pro-
mijene antioksidacijskog kapaciteta stanice, a takva stanica (smanjenog antioksidacij-
skog kapaciteta) osjetljivija je na djelovanje kemoterapeutika.

Upravo taj mehanizam potvrden je u vise pokusa (9, 10, 46, 49). Na stani¢nim
linijama raka jednjaka (EC/CUHK]1), raka grli¢a maternice (HeLa) i leukemije (NB4)
emodin je, povecanjem razine ROS-ova u tumorskim stanicama, povecao osjetljivost
tumorskih stanica na djelovanje As,O3 (7). U toj studiji navedeni mehanizam potvr-
den je i u #n vivo pokusu na misevima te je pokazano da pri tome zdrave stanice ostaju
intaktne. Pokazano je da se kombinacija emodina s As,Oj; ponasa kao promotor
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apoptoze, odnosno da kombinacija emodina s As;O3; dovodi do pada mitohondrij-
skog membranskog potencijala, otpustanja citokroma ¢ kroz membrane mitohon-
drija do citoplazme $to aktivira kaspaze 3 i 9. Uz to, dolazi do supresije antiapopto-
tickih gena i proteina inaktivacijom transkripcijskog faktora NF-kB (nuklearni faktor
KB) te supresije sinteze specifi¢nog proteina survivina. Iz toga proizlazi da emodin
ima dvojnu ulogu, i da promoviraapoptozu, ali i da istodobno inhibira antiapoptozni
put (9). Wang i suradnici (46) ispitali su u¢inak kombinacije emodin s cisplatinom na
stanicama raka Zu¢nog mjehura (SGC996) te su pokazali da emodin moze pojacati
apoptotski ucinak cisplatina ovisno o koli¢ini nastalih ROS-ova, a predlozeni mcha-
nizam je supresija proteina survivina. I u ovom istrazivanju proveden je eksperiment
na misevima te je pokazano da emodin pojacava aktivnost cisplatina bez znacajnog
toksi¢nog ucdinka na normalna tkiva. Istrazivanja na stanicama karcinoma jajnika
(COC1) potvrdila su ova opazanja, a zanimljivo emodin je poja¢ao ucinak cisplatina
(cisplatinom izazvanu apoptozu) na COC1/DDP staniénu liniju koja je inaée otporna
na cisplatin (49). Isti istrazivaci na misevima su pokazali da emodin pojacava uc¢inak
cisplatina na cisplatin-otporni tumor, a istodobno sam emodin nije imao u¢inak na
tumorske stanice. Kao predlozeni mehanizam navedeno je smanjenje ekspresije
MRP1 proteina (od engl. multidrug resistance-associated protein 1) kojeg se smatra
odgovornim za otpornost stanica karcinoma prema cisplatinu. Upravo stoga $to moze
potisnuti ekspresiju gena MDRI1 emodin se pokazao kao ucinkovito rjesenje za
intrinzi¢nu i ste¢enu otpornost stanica raka (10).

Osim potencijalne uporabe emodina kao nadopune terapiji klasi¢nim kemote-
rapeuticima provedena su ispitivanja utjecaja emodina u monoterapiji iz vitro. Poka-
zalo se da emodin na stanicama ljudskog raka debelog crijeva (HCT116) takoder kao
prooksidans moze inducirati apoptozu i to p53-mitohondrijskog puta apoptoze; zabi-
ljezen je pad mitohondrijskog transmembranskog potencijala, povecana ekspresija
p53, povecana ckspresija proapoptotickog faktora Bax, smanjena ekspresija Bcl-2
proteina (inhibitor faktora Bax) te pojava citokroma c u citoplazmatskom prostoru
(48). Osim toga, ujecaj emodina ispitan je na stanicama tumora ginekoloskog podri-
jetla, a koristene su stanice raka grlica maternice (HeLa), koriokarcinom (JAR) i rak
jajnika (HO-8910) (21). Rezultati tog istraZivanja pokazuju da emodin, ovisno o
dozi, smanjuje proliferaciju i invazivni kapacitet zlo¢udnih stanica te da uzrokuje
apoptozu (preko kaspaza 3 i 9). Pored toga emodin je zaustavio stani¢ni ciklus u GO/
G1 fazi, mehanizmom koji uklju¢uje smanjenu ekspresiju ciklina D i E — kljuénih
proteina ukljuéenih u regulaciju stani¢nog ciklusa te je uzrokovao autofagosomalnu
stani¢nu smrt, mehanizmom povecéane ekspresije MAP LC3 autofagosomalnih mar-
kera i smanjene ekspresije Beclin-1 i Atgl2-Atg-5 autofagnih regulatora. U tom je
istrazivanju pokazano da emodin djeluje anti-angiogeno, smanjujudi ekspresiju kljuc-

nih faktora angiogeneze VEGF i VEGFR-2 (21). Rezultati sli¢ni ovima dobiveni su
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na stanicama raka gusterace (linija SW1990) gdje je emodin pokazao antiprolifera-
tivne i antimetastatske ucinke (47).

TOKSICNI UCINCI KORE KRKAVINE I EMODINA

Za sada ne postoji velik broj studija koje sa sigurno$¢u mogu potvrditi toksic¢-
nost i kancerogenost kore krkavine. Dobro je poznata korelacija izmedu pojavnosti
melanosis coli (stanja koje se odlikuje pojavom smede pigmentacije crijeva) i kroni¢ne
upotrebe antranoidnih laksativa (50). Melanosis coli razvija se obi¢no tek pri kroni¢-
noj uporabi antranoidnih laksativa, a povladi se s prestankom uporabe ovih preparata,
$to se moze potvrditi endoskopskim pregledom (51). Jedno vrijeme smatralo se da
upotreba antranoidnih laksativa i pojava melanosis coli znatno povelavaju rizik
nastanka novotvorina (52), ali u istrazivanjima koja su uslijedila donesen je zakljucak
da je uloga antranoidnih laksativa (barem u preporuc¢enim dozama), razvitka melano-
sis coli i konstipacije u razvoju raka crijeva vrlo malena (3, 53, 54). Poznat je barem
jedan slucaj u kojemu je doslo do razvoja kolorektalnog adenoma pri upotrebi bezre-
ceptnog lijeka koji je sadrzavao aloj, krkavinu i rabarbaru u obliku tablete (51). No,
u ovom se sluc¢aju ne radi o zdravom pojedincu, ve¢ o pacijentu kojem je nekoliko
godina ranije transplantirana jetra, a bolovao je i od ulcerativnog kolitisa. Uz sve to
uporaba laksativnih preparata bila je prekomjerna i kroni¢na u trajanju od 10 mjeseci,
bez znanja lije¢nika. Osim toga, pacijent je nakon transplantacije jetre bio podvrgnut
terapiji imunosupresivnim lijekovima, $to uvelike pridonosi riziku nastanka novotvo-
rina (51). Ipak, ne moze se u potpunosti zanemariti toksi¢ni u¢inak kore krkavine, a
novija istrazivanja dala su bolji uvid u toksi¢nost kore krkavine. Dokazano je da
ckstrake kore krkavine u koncentraciji od 500 pg/mL ima citotoksican uéinak na
humane periferne krvne limfocite (HPBL, od engl. human peripheral blood lympho-
cytes), a pri istoj koncentraciji dolazi i do znacajnog oste¢enja DNA stanica (19).
Oksidativni stres predlozen je kao jedan od mehanizama ukljuéenih u ove procese.

Suprotno tome, provedena su mnoga istrazivanja toksi¢nosti emodina. Podaci
dobiveni istrazivanjima na mi$evima pokazuju da akutna toksi¢nost emodina, LDs
(letalna doza za 50 % testnih organizama) iznosi 35 mg/kg kod intraperitonealne
primjene, odnosno 1000 mg/kg kod per os unosa (3). Postoje istrazivanja koja potvr-
duju genotoksi¢ne i mutagene udinke emodina na stanicama sisavaca. U tim istraZi-
vanjima Mueller i suradnici (55, 56) zaklju¢ili su da je za takav ué¢inak odgovorna
inhibicija enzima topoizmeraza II, to¢nije inhibicija interakcije izmedu tog enzima i
DNA. I u kasnijim istraZivanjima potvrdena je mutagenost (Ames test) i genotoksi¢-
nost (komet test; na HPBL) emodina koja je bila ovisna o visini primijenjene koncen-
tracije emodina (44). Osim sposobnosti inhibicije interakcije topoizomeraze I i DNA,
smatra se da genotoksi¢nost moze biti uzrokovana i mehanizmom oksidacijskog stresa
(19). U istrazivanju na HPBL stanicama citotoksi¢na koncentracija emodina bila je
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150 pg/mL, a genotoksi¢na 200 pg/mL. U ovom istrazivanju zabiljezen je znacajan
porast ROS-ova ve¢ pri koncentraciji 25 pg/mL $to potvrduje tezu da oksidativni
stres pridonosi genotoksi¢nosti emodina (19). Godine 2001. objavljena je NTP
(National Toxicology Programm/U.S. Department of Health and Human Service) studija
¢iji je cilj bio ispitati toksi¢nost i moguéu kancerogenost emodina in vivo (57). Stu-
dija je provedena na misevima i Stakorima, a obuhvacala je ispitivanja u trajanju od
16 dana, od 14 tjedana i od 105 tjedana (2 godine). Pored toga mutagenost je ispiti-
vana na Salmonella typhimurium (TA97, TA98 i TA100 sojevima) sa i bez metabo-
licke aktivacije, a genotoksi¢nost na epitelnim stanicama jajnika hreka. U zakljucku
studija navodi da dokazi kancerogenosti emodina nisu pronadeni na muzjacima $ta-
kora i Zenkama miSeva, dok u slucaju Zenki Stakora i muzjaka miseva dokazi nisu
jednozna¢ni. No, emodin je bio mutagen za S. Typhimurium soj TA100 s metabolic¢-
kom aktivacijom i genotoksi¢an (test ispitivanja kromosomskih aberacija) za stanice
jajnika hréka, ali nije izazvao formiranje mikronukleusa (u stanicama kostane srzi
$takora). Naposljetku, vazno je napomenuti da iako je apsorpcija emodina iz crijeva
malena, zbog ¢ega je koncentracija koju je moguce postic¢i pri peroralnom unosu
izrazito niska, treba voditi ratuna o moguénosti lokalne akumulacije ovog spoja
nakon ingestije (55). Takoder, treba voditi racuna o ¢injenici da usprkos visokoj kon-
centraciji antrakinona prisutnoj u nekim proizvodima iz prirodnih izvora (hrana,
dodaci prehrani) koncentracija mutagenih tvari u proizvodu nije dovoljan uvjet za
postizanje mutagenosti iz vivo. Osim toga, ucinak spojeva protektivnog djelovanja
koji se takoder mogu naéi u ovim pripravcima moze kompenzirati ili posve ponistiti
negativne udinke nekih drugih sastavnica (56).

KONTRAINDIKACIJE, MJERE OPREZA I PREDOZIRAN]JE

Zabiljezeni su slucajevi preosjetljivosti na antranoidne laksative (4). Preparati se
ne smiju koristiti u sluéaju intestinalne opstrukcije i stenoze, atonije, apendicitisa,
upalnih bolesti crijeva (Crohnova bolest, ulcerativni kolitis), abdominalne boli nepo-
znatog uzroka, teske dehidracije niti kod pacijenata s poremecéajem funkcije bubrega.

Pacijenti koji koriste kardiotoni¢ne glikozide, antiaritmike, diuretike, lijekove
koji mogu produljiti QT-interval, kortikosteroide ili korijen sladi¢a (Liguiritiae radix)
prije uporabe lijeka obavezno se trebaju konzultirati sa svojim lije¢nikom. Nakon
uzimanja preparata koji sadrze koru krkavine moguca je pojava gréeva, $to zahtijeva
snizenje doze (58). U slucaju svakodnevne potrebe za laksativima potrebno je ispitati
uzrok konstipacije. Dugotrajna upotreba laksativa se izbjegava zbog moguénosti oste-
¢enja funkcije gastrointestinalnog sustava i pojave melanosis coli. Takoder, dugotrajna
upotreba moze dovesti do poremeéaja u ravnotezi elektrolita, osobito do gubitka
kalija te albuminurije i hematurije (58). Uporaba preparata na bazi kore krkavine
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preporuca se samo ako promjene u nacinu Zivota i prehrani pacijenta nisu poludile
zadovoljavajudi u¢inak. Ne postoje podaci o pojavnosti nezeljenih u¢inaka kod trud-
nica ni teratogenosti pri pridrzavanju preporucenih doza — bez obzira na to, zbog
moguce genotoksi¢nosti uporaba ovih preparata ne preporuéa se u trudnoéi. Osim
toga, antranoidni metaboliti pojavljuju se u majé¢inu mlijeku, stoga se preparati koji
sadrze koru krkavine ne koriste za vrijeme laktacije (59). Pacijente treba upozoriti da
metaboliti mogu obojati urin u crvenosmedu boju, $to je bezopasna pojava (58), ali
moze utjecati na neke biokemijske testove (59).

Simptomi predoziranja antranoidnim laksativima uklju¢uju jaku abdominalnu
bol pra¢enu obilnim dijarejama sto vodi do dehidracije i gubitka elektrolita. Gubitak
kalija posebice je opasan jer moze dovesti do sr¢anih problema i misi¢ne astenije, $to
je posebno izrazeno kod bolesnika koji uzimaju antiaritmike, kardiotoni¢ne gliko-
zide, diuretike, kortikosteroide ili korijen sladi¢a. Koristenje preparata koji sadrze
koru krkavine s lijekovima i pripravcima koji uzrokuju hipokalemiju, kao $to su diu-
retici, kortikosteroidi i korijen sladi¢a, mogu pogorsati neravnotezu elektrolita. Pre-
doziranje se lije¢i simptomatski, nadoknadom tekuéine i elektrolita. Smatra se da
kroni¢no unosenje pretjeranih doza moze uzrokovati toksi¢ni hepatitis (1).

SAZETAK

Laksativno djelovanje osusene kore krkavine (Frangula alnus Mill., sinonim
Rhamnus frangula L.) poznato je od davnina te se ona i danas koristi u lije¢enju opsti-
pacije. Europski parlament i EU savjet za medicinske proizvode namijenjene ljudima
odobrio je preparate na bazi krkavine kao biljne medicinske proizvode s »dobro usta-
novljenom medicinskom upotrebom«. U danasnje vrijeme u Republici Hrvatskoj
dostupni su razliciti fitopripravci krkavine u obliku ¢ajeva, tableta ili praskova. Za
terapijski ucinak kore krkavine odgovorni su antracenski derivati koji ¢ine skupinu
farmakoloski aktivnih prirodnih spojeva izrazenog laksativnog djelovanja i glavne su
djelatne sastavnice biljnih droga. Glavni antrakinon kore krkavine je emodin te on
pridonosi vedini njenih bioloskih u¢inaka. Novija istraZivanja pokazala su da je udi-
nak kore krkavine i emodina puno $iri od samo laksativnog ucinka te je pokazan
antimikrobni, antivirusni, antifungalni i antioksidacijski u¢inak kore i emodina.
Pored toga za emodin je pokazan i antitumorski u¢inak. No, osim bioloskih u¢inaka,
za koru krkavine i za emodin pokazana su i toksi¢na svojstva. Stoga lije¢enje opstipa-
cije preparatima na bazi kore krkavine mora biti kratkotrajno.
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Frangula alnus Mill. Bark — botanical data, phytochemical
composition and biological effects

M. Salopek, I. Susanj, M. Bival Stefan, J. Jablan
Abstract

Laxative property of dried bark of Frangula alnus Mill. (synonym Rhamnus fran-
gula L.) is known for centuries and it is still in use in treatment of constipation.
Medicines based on £ alnus bark (Frangulae cortex) according to the EU parliament
and European medicines agency products for human use are considered as medicinal
products with »well-established medicinal use«. Nowadays on Croatian’s market are
available £ alnus-based preparations in the form of tea, pills or powders. Laxative
property of £ alnus bark is attributed to its main constituents, anthraquinones, anth-
racene derivatives which are class of the pharmacologically active natural compounds.
‘The main anthraquinone present in the bark of £ alnus is emodin and laxative pro-
perty of £ alnus bark is directly connected to emodin. However, recent studies have
shown that biological effects of £ alnus bark and its main antraquinone emodin are
much broader than just a laxative effect. It is shown that they have antimicrobial,
antiviral, antifungal and antioxidant effect. Furthermore, for emodin is shown anti-
tumour effect. Except to their positive biological effects, it is demonstrated that bark
of F alnus and emodin are toxic. Therefore, treatment of constipation with medicines
based on bark of £ alnus should only be considered for short term use.

Zahvala — Autori zahvaljuju izv. prof. dr. sc. Ana-Mariji Domijan na pomoci pri
odabiru teme i savjetima pri pisanju clanka.
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