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Streszczenie: Celem przeprowadzonych przez nas badan byta analiza in vitro opornosci
erytrocytow przy wykorzystaniu metody HCl-indukowanej hemolizy w ocenie potencjatu
antyoksydacyjnego wyciggu z lisci Begonia foliosa Kunth przy inkubacji z suspensjq (zawie-
sing) erytrocytow krwi koni. Materiat do badan zebrano w Narodowym Ogrodzie Botanicz-
nym im. M.M. Gryshko (NOB) Paristwowej Akademii Nauk Ukrainy (Kijéw, Ukraina). Swiezo
zebrane liscie umyto, zwazono i rozdrobniono w homogenizatorze w 96% etanolu (w pro-
porgji 1:19) w temperaturze pokojowej. W celu oznaczenia wtasciwosci antyoksydacyjnych,
w kolejnym etapie inkubowano ekstrakt z suspensjq erytrocytow. W wyniku naszych badan
zaobserwowalismy wyzszy poziom HCl-indukowanej hemolizy erytrocytow koni po inkuba-
¢ji z wyciggiem z lisci B. foliosa. Znaczqgce zmniejszenie opornosci erytrocytow na dziatanie
kwasu solnego po inkubacji z wyciqgiem z lisci B. foliosa wskazuje na dziatanie prohemoli-
tyczne i toksycznos¢ ekstraktu w badanej dawce (500 mg/mL). Przypuszczamy, ze efekt pro-
hemolityczny wyciqgu z lisci B. foliosa jest spowodowany wysokq dawkq ekstraktu, ponie-
waz sktadniki fitochemiczne roslin z rodzaju Begonia sq znane jako zwigzki odpowiedzialne
za rézne dziatania, takie jak przeciwutleniajgce, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne
i przeciwnowotworowe. Otrzymane przez nas wyniki sq dobrym fundamentem do kontu-
nuowania badan w celu doktadniejszego poznania wtasciwosci leczniczych begonii. Przy-
szte prace bedq interesujgce pod wzgledem poznania sktadu chemicznego i lepszego zrozu-
mienia mechanizmdéw dziatania antyoksydacyjnego, ktére wykazujq ekstrakty réznych
gatunkéw roslin tropikalnych i subtropikalnych do opracowania jako leki do zastosowania
profilaktycznego i terapeutycznego w medycynie i weterynarii.

Wstep

Tropikalne i subtropikalne rosliny zawierajgce przeciwutleniacze staty sie
w ostatnim czasie obszarem badan naukowych, poniewaz wykazujg znaczace ko-
rzys$ci zdrowotne przy réznych dziataniach farmakologicznych. Begonia L. to bar-
dzo mocno zréznicowany rodzaj zawierajacy ponad 1800 gatunkdéw, z bardzo
wysokim odsetkiem mikroendemii i Zzr6det r6znorodnosci w Andach i Azji Potu-
dniowo-Wschodniej [Hughes i in. 2018]. Pierwszy gatunek begonii zostat spro-
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wadzony do Europy w XVIII wieku, a nastepnie wprowadzono ponad 400 gatun-
kéw naturalnych dla ogrodnictwa i opracowano wiele odmian [Tebbitt 2005].
Begonie s3 jednymi z najpopularniejszych roslin ozdobnych na $wiecie dzieki du-
zym, efektownym i dtugotrwatym wielokolorowym kwiatom, od biatego do rézo-
wego, czerwonego i z6éttego [Twyford i in. 2014]. S3 one uzywane jako rosliny
ogrodowe i rosliny doniczkowe, w wiszacych koszach i jako kwiaty szklarniowe,
a takze jako ziota lub warzywa liSciaste w wielu cze$ciach $wiata. Wiadomo, Ze
korzenie i bulwy niektérych gatunkéw maja dziatanie przeciwdrobnoustrojowe
i sg stosowane w leczeniu réznych dolegliwosci [Sakhanokho i in. 2013]. W na-
szych poprzednich badaniach [Tkachenko i in. 2016, 2017, Buyun i in. 2018] do-
konali$my oceny wtasciwosci antybakteryjnych etanolowych ekstraktéw z lisci
niektérych gatunkéw begonii (B. solimutata L.B. Sm. & Wassh., B. goegoensis
N.E.Br., B. foliosa Kunth, Begonia x bunchii L.H. Bailey, B. thiemei C.DC., B. peltata
Otto & Dietr., B. heracleifolia Cham. & Schltdl,, B. dregei Otto & Dietr., B. mexicana
G. Karst. ex Fotsch.) wobec Gram-dodatnich i Gram-ujemnych szczep6éw bakterii
oraz wlasciwo$ci antyoksydacyjnych w modelach krwi koni i tkanki miesniowej
pstraga teczowego [Tkachenko i in. 2017, Buyun i in. 2018].

Ekstrakty z wielu roslin réwniez mogg indukowaé tworzenie sie methemo-
globiny i powodowac¢ hemolize erytrocytéw przez dziatanie zwigzkéw, ktére po-
wstaja na skutek degradacji utlenionych lipidéw i biatek. Testy in vitro stosowane
w wielu badaniach [Boyer i in. 2002, Walter i in. 2014] dostarczajg przydatnej
metody diagnostycznej do szybkiej identyfikacji czynnikéw utleniajacych z réz-
nych zrédet.

Celem przeprowadzonych przez nas badan byta analiza in vitro opornosci
erytrocytéw wykorzystujac metode HCl-indukowanej hemolizy w ocenie poten-
cjatu antyoksydacyjnego wyciagu z lisci Begonia foliosa Kunth przy inkubacji
z suspensja (zawiesing) erytrocytow krwi koni.

Materialy i metody badan

Zbiér materiatu roslinnego. Liscie roslin Begonia foliosa Kunth (ryc. 1),
uprawiane w warunkach szklarniowych w Narodowym Ogrodzie Botanicznym
im. M. M. Gryshko, ktéry nalezy do Narodowej Akademii Nauk Ukrainy, pobrane
zostaty w kwietniu 2017 roku. Wszystkie zasoby roslin tropikalnych i subtropi-
kalnych (w tym begonie) posiadaja Status Dziedzictwa Narodowego Ukrainy.
Wszystkie zebrane liScie zostaty wykorzystane do laboratoryjnych badan in vitro
oceniajacych ich dziatanie antyoksydacyjne i antyhemolityczne.
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Ryec. 1. Zdjecie liScie Begonia foliosa Kunth wykorzystane w ocenie in vitro ich wtasci-
wosci antyhemolitycznych. Wszystkie probki roslin sg uprawiane w warunkach szklar-
niowych w Narodowym Ogrodzie Botanicznym im. M.M. Gryshko Panstwowej Akademii
Nauk Ukrainy (Kijéw, Ukraina). Zdjecie: L.I. Buyun.

Przygotowanie ekstraktow roslinnych. Wyciagi z umytych i rozdrobnio-
nych w homogenizatorze liSci przygotowano na 0,1M buforze fosforanowym
(pH 7,4) w stosunku 1:19. W kolejnym etapie ekstrakty zostaty przefiltrowane.
Do momentu uzycia wszystkie wyciagi przechowywano w temperaturze -20°C.

Pobranie prébek krwi koni. Do badan wykorzystano prébki krwi osiem-
nastu zdrowych, dorostych koni ($§rednia wieku 9,5+2,4 lata) z prywatnej stad-
niny koni w Strzelinku koto Stupska, gdzie znajduje sie stajnia "Pod Zelazng Pod-
kowg" - Dolina Charlotty (Pomorze Srodkowe). Krew do badar pobierano do pro-
béwek z K3-EDTA z Zyty szyjnej koni rano, 90 minut po karmieniu, podczas gdy ko-
nie byly w stajni (miedzy 8:30 a 10 rano). Krew po pobraniu wirowano przy 3000
obr./min w czasie 15 min. Suspensje erytrocytéw otrzymano po trzykrotnym prze-
ptukaniu osadu schtodzonym 0,1M buforem fosforanowym (pH 7,4).

Okreslenie wlasciwosci antyhemolitycznych wyciggéw roslin. W celu
oznaczenia wtasciwosci pro- lub antyoksydacyjnych wyciagéw z liSci ro$lin, su-
spensje erytrocytéw inkubowano z wyciggiem z liSci Begonia foliosa (w stosunku
objetosciowym 9:1) przez 60 min. Proby kontrolne inkubowano z 0,1M buforem
fosforanowym (pH 7,4). Po 60-minutowej inkubacji w 37°C w zawiesinie erytro-
cytow zostata indukowana hemoliza kwasowa.

HCl-indukowang hemolize (kwasowa odporno$c¢ erytrocytéw) mierzono
spektrofotometrycznie [Terskov i Hitelzon 1957]. Oceniono réwniez rozmiar,
ksztatt i wybarwienie erytrocytéw krwi obwodowej, metoda panoptyczna
Pappenheima, z wykorzystaniem barwnika Maya i Griinwalda (jest rGwnocze$nie
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utrwalaczem) oraz barwnika Giemsy (zmodyfikowany barwnik Romanow-
skiego) [Dembinska-Kie¢ i Naskalski 2013].

Analiza statystyczna wynikéw badan. Otrzymane wyniki przeanalizo-
wano statystycznie programem STATISTICA 8.0 (StatSoft, Polska). Normalno$é
rozktadu danych sprawdzono za pomoca kryteriow Shapiro-Wilka i Lillieforsa
oraz testu Kotmogorowa-Smirnowa (p>0,05). Obliczono $rednig i biad staty-
styczny Sredniej [Zar 1999].

Wyniki badan i dyskusja

Erytrogramy HCl-indukowanej hemolizy erytrocytéw krwi koni po inku-
bacji w wyciagiem z liSci B. foliosa przedstawione na ryc. 2.
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9% hemolizowanych erytrocytéw

Ryc. 2. HCl-indukowana hemoliza erytrocytéw w jednostce czasu krwi koni po inkubacji
z wyciagiem z li$ci Begonia foliosa.
Zrédto: opracowanie whasne.

Erytrogram ma ksztaltt dwufazowy. Hemoliza puli "starych" erytrocytéw w
probce krwi inkubowanej z wyciggiem z liSci B. foliosa nastepuje po uptywie
30 sekund od poczatku HCl-indukowanej hemolizy (procent hemolizowanych
erytrocytéw wynosit 4,9%). Procent hemolizowanych "starych" erytrocytow
w prébie kontrolnej zaobserwowano na nizszym poziomie: 30 sekund - 1,6%,
1,5 minuty - 4,4%. Druga faza hemolizy prébki krwi inkubowanej z wyciggiem
lisci B. foliosa charakteryzowata sie 2,9% hemolizowanych erytrocytéw (3 min.),
procent hemolizowanych erytrocytéw w fazie drugiej w prébie kontrolnej zaob-
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serwowano na duzo nizszym poziomie: 4 minuta - 1,0%. Trzecia faza HCl-indu-
kowanej hemolizy w probce kontrolnej charakteryzowata sie maksymalnym pro-
centem hemolizowanych erytrocytéw 8,5% (10 minuta) oraz 8,3% (6,5 oraz
819 minuta). Maksymalny procent hemolizowanych erytrocytéw (17,3%) zaob-
serwowano w 6,5 minuty od poczatku hemolizy. Natomiast znacznie nizszy pro-
cent maksymalnej hemolizy (10,02%) zaobserwowano w 7 minucie HCl-induko-
wanej hemolizy. Koniec hemolizy w prdobce krwi po inkubacji z wyciagiem z liSci
B. foliosa nastgpit w 11 minucie, a w probie kontrolnej - w 13,5 minucie. Wyciag
z lisci B. foliosa po inkubacji z zawiesing erytrocytow krwi konskiej powoduje
wiekszy odsetek hemolizy (17,3%) w poréwnaniu do prébki kontrolnej (8,5%),
hemoliza w ktérej nastepuje wczesdniej o 2,5 minuty (ryc. 2).

Morfologia krwi koni po inkubacji z wyciaggiem z lisci B. foliosa nie wyka-
zata zmian ksztattu i wielkoSci erytrocytéw (ryc. 3).

eerstate)
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Ryec. 3. Morfologia erytrocytéw krwi koni (A) oraz po inkubacji z wyciagiem z lisci B. foliosa
Zrédto: opracowanie whasne.

Uzyskane wyniki jednoznacznie ukazuja, ze uzyta dawka wyciagu z lisci
Begonia foliosa (500 mg/mL) wywotuje hemolize erytrocytéw krwi Kkoni.
B. foliosa w uzytej dawce ekstraktu wykazuje dziatanie prohemolityczne.
W zwigzku z tym powinny by¢ prowadzone dalsze badania, ktére pozwola na we-
ryfikacje idealnej dawki, poniewaz sktadniki fitochemiczne roslin z rodzaju Bego-
nia sa znane jako zwigzki odpowiedzialne za dziatania przeciwutleniajace. Otrzy-
mane przez nas wyniki sg dobrym fundamentem do kontunuowania badan
w celu doktadniejszego poznania wtasciwosci leczniczych begonii.
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HCL-induced hemolysis of erythrocytes in evaluating the antioxidant potential
of the Begonia foliosa Kunth leaf extract (Begoniaceae)

Summary: The aim of our research was the in vitro analysis of erythrocyte resistance using the
HCl-induced hemolysis method in assessing the antioxidant potential of the Begonia foliosa
Kunth leaf extract when incubated with the suspension of equine blood erythrocytes.
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The leaves of B. foliosa plants, cultivated under glasshouse conditions, were sampled at
M.M. Gryshko National Botanical Garden (NBG), National Academy of Science of Ukraine.
Freshly leaves were washed, weighted, crushed, and homogenized in 0.1M phosphate buffer
saline solution (pH 7.4) (in proportion 1:19, w/w) at room temperature. Blood was drawn from
jugular veins of the horses in the morning, 90 minutes after feeding, while the horses were in
the stables (between 8:30 and 10 AM). Blood was stored into tubes with sodium citrate and
held on the ice until centrifugation at 3,000 rpm for 5 min. Erythrocytes aliquots were used in
the study. To evaluate the extract’ potential to cause hemolysis in equine erythrocytes, a he-
molysis assay based on the spectrophotometric measurement of hemoglobin in the superna-
tant was performed. A volume of 0.1 ml of the extract was added to 1.9 ml of clean equine eryth-
rocytes. After incubation the mixture at 37°C for 60 min with continuous stirring. The anti-he-
molytic activity was assessed by measuring the absorbance at 540 nm. For positive control
(phosphate buffer) were used. In our study, a higher level of HCl-induced hemolysis of equine
erythrocytes after incubation with B. foliosa leaf extract was observed. Significant reduction of
erythrocyte resistance to hydrochloric acid after incubation with B. foliosa leaf extract indicates
hemolytic effect and toxicity of the extract at the tested dose (500 mg per mL). We suppose that
the hemolytic effect of B. foliosa leaf extract is caused by a high dose of extract because the phy-
tochemical ingredients of Begonia plants are known as compounds responsible for various
activities, i.e. antioxidative, antibacterial, antifungal and antineoplastic. The results obtained
are a good foundation for continuing our research. Further studies aimed at the isolation and
identification of active substances from the various species of Begonia genus, as well as an
assessment of the hemolysis in the equine erythrocytes' model, could also disclose compounds
with better therapeutic value and doses. We believe that screening of all the investigated plants
for other biological activities including antimicrobial and antioxidant activities is essential and
may be effective for searching the preventive agents in the pathogenesis of some metabolic
diseases.

Keywords: antioxidant potential, Begonia foliosa Kunth, leaf extract
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