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SUMMARY

Black raspberry (Rubus occidentalis L.) is a plant found in the natural state in eastern North America. In recent years, there has
been growing interest in its fruits, mainly due to the results of scientific research, pointing to the health benefits associated with their
consumption. Research concerning biological activity of black raspberry fruit includes chemopreventive activity, protective acti-
vity against UV radiation, mainly in the context of generating cancerous changes as well as inhibiting their development. Persistent
oxidative stress and its accompanying inflammation result in disturbances in the structure and function of healthy cells, and may
be related to neoplastic transformation, manifested by DNA damage, increased proliferation, survival, migration and angiogenesis.
Numerous in vitro and in vivo studies as well as clinical trials confirm the chemopreventive activity of R. occidentalis fruits in va-
rious types of cancer. This activity includes regulation of carcinogenic factors metabolism, inhibition of cell growth, promotion of
apoptosis and reduction of expression of inflammation and angiogenesis markers. The chemopreventive activity of R. occidentalis
fruit results, among other things, from the high content of anthocyanins, which are one of the strongest antioxidants.
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STRESZCZENIE

Malina czarna (Rubus occidentalis L.) jest rosling wystepujgcq w stanie naturalnym we wschodniej czeSci Ameryki Pétnocne;.
W ostatnich latach obserwuje sie wzrost zainteresowania jej owocami, glownie ze wzgledu na wyniki badan naukowych wskazujq-
cych na korzysci zdrowotne zwigzane z ich spoZzywaniem. Badania nad aktywnoscig biologiczng owocow maliny czarnej obejmujg
aktywnos¢ chemoochronng, a takze aktywnos¢ ochronng przed promieniowaniem UV, glownie w kontekscie wywolywania zmian
nowotworowych oraz hamowania ich rozwoju. Staly stres oksydacyjny i towarzyszqcy mu stan zapalny powodujq zaburzenia w struk-
turze oraz funkcji zdrowych komorek i mogg by¢ zwiqzane z transformacjq nowotworowq objawiajqcq sie uszkodzeniem DNA,
zwiekszong proliferacjq, przezyciem, migracjq i angiogenezq. Liczne badania na modelach in vitro oraz in vivo, jak rowniez badania
kliniczne potwierdzajq aktywnos¢é chemoochronng owocow R. occidentalis w réznych typach nowotworow. Obejmujq one regulacje
metabolizmu czynnikow rakotwdrczych, hamowanie wzrostu komorek, promowanie apoptozy oraz redukcje ekspresji markerow
zapalenia i angiogenezy. Dziatanie chemoochronne owocow R. occidentalis wynika z wysokiej zawartosci antocyjanéw, bedgcych
Jednymi z najsilniejszych przeciwutleniaczy.

Stowa kluczowe: Rubus occidentalis, malina czarna, sklad chemiczny, aktywno$¢ chemoochronna — aktywno$¢
przeciwnowotworowa

Wprowadzenie bark raspberry) wystepujaca na zachodzie Ameryki

Malina czarna jest ro§ling wystepujaca w stanie natu-  Pétnocnej. Obydwa gatunki nazywane sa czarng maling

ralnym we wschodniej czeSci Ameryki Pétnocnej ijest ze wzgledu na intensywnie ciemne zabarwienie owo-

czesto spotykana na ostonigtych od wiatru zboczach, cow (1, 2). Malina czarna spotykana jest rowniez w sta-

stokach i rowninach o duzym nastonecznieniu. Jest nie naturalnym na terenie Republiki Czeskiej, Stowacji
blisko spokrewniona z Rubus leucodermis (ang. white i Polski jako gatunek zadomowiony lokalnie (1).
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Malina czarna jest uprawiana od kofica XIX wieku,
a pierwsze informacje o jej stosowaniu pochodza ze
Stanéw Zjednoczonych Ameryki. W XX wieku z owo-
cow pozyskiwano barwnik spozywczy, uzywany jako
sktadnik tuszu do stempli do znakowania migsa (3).
Od pierwszych upraw na duza skale hodowla maliny
czarnej systematycznie malala, gléwnie ze wzgledu
na brak odmian odpornych na choroby i szkodniki
oraz mniejszy popyt w poréwnaniu do maliny czer-
wonej. Obecnie malina czarna jest uprawiana gléwnie
w Stanach Zjednoczonych, gdzie opracowane zostaty
liczne odmiany, sposrod ktérych odmiany Munger,
Bristol, Jewel, MacBlack i Haut naleza do najbardziej
popularnych (4, 5). W Polsce uprawiana jest odmiana
Litacz, otrzymana poprzez samozapylenie odmiany
Bristol (6).

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost sprze-
dazy i stosowania owocdéw czarnej maliny, co jest
zwigzane z wynikami badan naukowych, wskazuja-
cych na korzySci zdrowotne zwiazane z ich spozy-
ciem (1, 2). Badania aktywnosci biologicznej owocow
maliny czarnej obejmuja dziatanie chemoochronne
oraz ochronne przed promieniowaniem UV, gléwnie
w kontek$cie wywolywania zmian nowotworowych,
a takze hamowania ich rozwoju. Aktywno$¢ biologicz-
na owocoéw R. occidentalis wynika przede wszystkim
z wysokiej zawartoSci antocyjanow, ktore sa jednymi
z najsilniejszych przeciwutleniaczy. Utrzymujacy sie
w czasie stres oksydacyjny i towarzyszacy mu stan
zapalny skutkuja zaburzeniami struktury oraz funkcji
zdrowych komorek i moga miec zwiazek z przemiana
nowotworowa, objawiajaca si¢ uszkodzeniami DNA,
zwiekszona proliferacja, przezywalnoScia, migracja
i angiogenezg (7).

Liczne badania na modelach in vitro oraz in vivo,
a takze badania kliniczne, potwierdzaja wielokierun-
kowe dziatanie owocéw R. occidentalis w réznych
typach nowotworéw. Obejmuja one regulacje metabo-
lizmu czynnikow rakotwdrczych, hamowanie wzrostu
komoérek, wzmaganie ich apoptozy oraz hamowanie
ekspresji markeréw zapalenia i angiogenezy (8-44).

Zwiazki biologicznie aktywne

Owoce maliny czarnej zawieraja szereg zwiazkow
z grupy polifenoli charakterystycznych dla rodzaju
Rubus — gtéwnie z grupy antocyjanéw i elagotanin (4,
5, 45-53). Wedtug danych piSmiennictwa zawarto$¢
antocyjanéw w owocach maliny czarnej jest do pieciu
razy wyzsza niz w owocach odmian maliny czerwo-
nej (Rubus idaeus) (54, 55). Zwiazkami dominujacymi
w owocach maliny czarnej jest 3-O-rutynozyd cyjani-
dyny oraz 3-O-ksylorutynozyd cyjanidyny (5, 45-50)
stanowigce okoto 80% zespotu antocyjandw (46, 49).

Zawarto$¢ antocyjanéw moze roznic si¢ w zaleznosci
od odmiany. W suszonych owocach odmiany Jewel
oznaczono zawarto$¢ antocyjanOw na poziomie
1770 mg/100 g, natomiast w owocach odmiany Litacz
wynosita ona az 5512 mg/100 g (54, 56).

Dane dotyczace charakterystyki elagotanin obec-
nych w owocach maliny czarnej sa nieliczne (55, 57).
W poréwnaniu do owocoéw maliny czerwonej, gdzie
zawarto$¢ elagotanin stanowi¢ moze 85% zawartoSci
wszystkich polifenoli, przy zawartoSci antocyjanéw do
12%, w owocach maliny czarnej elagotaniny sa obecne
w stezeniu okoto 4-krotnie nizszym niz antocyja-
ny (55). Badania zawartoSci sangwiny H-6 w owocach
maliny czarnej wykazaly jej zawarto$¢ na poziomie
1482,5 mg/100 g s.m (55), co odpowiada zakresowi
zawartosci tego zwiazku w owocach odmian uprawo-
wych maliny czerwonej (Rubus idaeus) (58).

Metabolity wtorne nalezace do innych grup polife-
noli i prostych fenoli wystepuja w nizszych stezeniach
—wykazano obecno$¢ kilku fenolokwaséw (45, 51, 55,
59) pochodnych flawan-3-olu, flawonoli, gtéwnie ich
glikozydéw — pochodnych mirycetyny, kwercetyny
i kemferolu (45, 55).

Badania farmakologiczne
Nowotwory skory

Istnieje wiele doniesiefi na temat hamowania przez
ekstrakty z owocow maliny czarnej proliferacji ko-
morek linii CI 41 mysiego naskoérka traktowanych
substancja rakotwdrcza z grupy benzopirenéw —
BPDE (8-11). Wykazano, ze hamowaly one aktywa-
cje czynnikow transkrypeyjnych AP-1 (ang. activator
protein 1), NF-«xB i NFAT (ang. nuclear factor of
activated T-cells) (8-10) oraz ekspresj¢ powigzanych
z nimi genéw dla czynnika wzrostu §rédbtonka na-
czyniowego VEGE, ang. vascular endothelial growth
factor), COX-2 (cyklooksygenze 2) i TNF-a (9, 10).
Jednoczesnie ustalono, ze zwigzkami odpowiedzial-
nymi za hamowanie NF-kB sa przede wszystkim po-
chodne cyjanidyny: 3-O-glukozyd, 3-O-rutynozyd
i 3-O-(29-ksylozylorutynozyd) (11).

W badaniu in vivo na bezwlosych myszach SKH-1
miejscowe leczenie ekstraktem z owocdw R. occiden-
talis istotnie ograniczato stan zapalny skory i procesy
nowotworowe wywotane ekspozycja na promienio-
wanie UV-B. W modelu krétkoterminowym badane
myszy poddano dawce promieniowania powodujacego
minimalny rumienf, leczony miejscowo ekstraktem
z owocOw lub placebo. Po 48 godzinach od ekspozycji
dla ekstraktu podanego w dawce 500 g obserwowano
zmniejszenie obrzeku skéry, hamowanie odpowiedzi
zapalnej oraz ekspresji markeréw uszkodzenia DNA.
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W modelu dlugoterminowym badane myszy poddawa-
no dziataniu tej samej dawki promieniowania 3 razy
w tygodniu w ciagu 25 tygodni, wykazujac spadek
liczby guzdéw i ograniczenie ich wielkoSci u zwierzat
otrzymujacych miejscowo ekstrakt z owocow maliny
czarnej (17 guzéw/mysz, Srednia powierzchnia 10,1
mm?), w poréwnaniu do grupy placebo (30 guzéw/
mysz, Srednia powierzchnia 30,2 mm?). Hamowanie
proceséw chorobowych byto skorelowane ze zmniej-
szeniem liczby limfocytéw T infiltrujacych nowotwor:
CD4+ oraz CD3+foxp3+, nasilajacych odpowiedz
zapalna wywotana promieniowaniem UV-B i wzma-
gajacych procesy nowotworowe (12).

Nowotwory piersi

Wykazano, ze podawanie sproszkowanych owocow
R. occidentalis oraz kwasu elagowego szczurom szcze-
pu ACI z nowotworem piersi wywolanym estrogenem
skutkowato ograniczeniem objetosci i liczby guzéw
w poréwnaniu do szczurOéw nieotrzymujacych tych
substancji (13, 14). Zaréwno sproszkowane owoce, jak
i kwas elagowy, ujawnily zblizona skutecznos$¢ w ogra-
niczaniu objetosci i liczby nowotworéw (13), przy
czym owoce maliny czarnej dodatkowo ograniczaty
ekspresje receptora estrogenowego ERa (14). Kwas
elagowy zostat uwzgledniony w powyzszych badaniach
ze wzgledu na fakt, ze elagotaniny obecne w owocach
maliny czarnej sa metabolizowane do tego zwiazku,
ktéry w kolejnych etapach ulega dalszej degradacji
do urolityn (15).

Badania z uzyciem linii komo6rkowej MCF-7 ludz-
kiego raka piersi ujawnily, ze ekstrakt z owocéw ma-
liny czarnej uwrazliwia na promieniowanie komorki
zmienione nowotworowo. Efekt ten powiazany jest
z hamowaniem czynnika NF-«xB, ktory w komorkach
nowotworowych petni role radioochronna (16).

Nowotwory jamy ustnej

Efekt chemoochronny etanolowego ekstraktu z owo-
céw maliny czarnej oceniano na zdrowych i dotknietych
zmianami przednowotworowymi badZ nowotworowy-
mi komoérkach nabtonka jamy ustnej. Obserwowano
hamowanie przez wymieniony ekstrakt wzrostu ko-
morek ze zmianami przednowotworowymi i nowo-
tworowymi, przy braku jego oddzialtywania na zdrowe
komorki. Stopien hamowania wzrostu zmienionych
komoérek w obecnosci kwasu elagowego, ferulowego
oraz f-sitosterolu byl zblizony, natomiast hamowa-
nie rozwoju zdrowych komorek obserwowano tylko
w obecno$ci kwasu elagowego. Proces ten jest wiazany
z oddzialywaniem tych substancji na biatka z grupy
cyklin oraz kinaz cyklinozaleznych (Cdk), regulujacych
poszczegdlne fazy cyklu zycia komorki (17).

W innym badaniu, wykorzystujacym linie komor-
kowe raka ptaskonablonkowego jamy ustnej, obser-
wowano hamowanie proliferacji komorek, zwiekszona
apoptoze oraz hamowanie ekspresji VEGF i syntazy
tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthase) po
inkubacji z etanolowym ekstraktem z owocéw R.
occidentalis (18).

Wplyw owocéw maliny czarnej na formowanie
si¢ guzéw w jamie ustnej badano takze in vivo na
modelu nowotworu worka policzkowego u chomika,
ktéry wywotywano za pomocg 7,12-dimetylobenz(a)
antracenu (DMBA). Wykazano, ze zwierzgta otrzy-
mujace 5% sproszkowanych owocéw maliny czarnej
w codziennej diecie charakteryzowata mniejsza liczba
guzow w porownaniu do grupy kontrolnej, a takze
w poréwnaniu do grupy otrzymujacej 10% sproszko-
wanych owocéw (19).

Nowotwory przelyku

Aktywnos$¢ chemoochronng R. occidentalis anali-
zowano w wywotanym przy uzyciu N-nitrozometylob
enzyloaminy (NMBA) modelu raka ptaskonabtonko-
wego przetyku (ESCC, ang. esophageal squamous-cell
carcinoma) (20-29).

U zwierzat otrzymujacych 5 i 10% sproszkowa-
nych owocoéw maliny czarnej w codziennej diecie
odnotowano mniej chorobowo zmienionych obszaréw
przetyku oraz mniejsza liczbe i wielko$¢ guzéw na
roznych etapach karcynogenezy (od zapoczatkowania
do pelnego rozwoju). Podobnie jak w badaniach nad
nowotworami jamy ustnej, silniejszy efekt obserwowa-
no dla 5% dawki owocéw w diecie (20-24). Efekt byt
skorelowany z ograniczeniem wystgpowania powstaja-
cego pod wptywem NMBA karcynogennego adduktu:
Of-metyloguaniny w DNA nablonka przelyku (21, 22),
oraz modulacja abnormalnej ekspresji niektérych
gen6éw w komorkach przedrakowych (23).

W dalszych badaniach wykryto, ze zwiazkami ha-
mujacymi metabolizm NMBA w hodowlach eksplan-
tatow przelyku sa: 3-O-rutynozyd cyjanidyny, 3-O-
glukozyd cyjanidyny oraz kwas elagowy (24). Ponadto
ustalono, ze frakcje z owocOw R. occidentalis bogate
w antocyjany i elagotaniny maja zdolno$¢ hamowa-
nia proliferacji, angiogenezy i proceséw zapalnych
w komorkach przedrakowych nabtonka przetyku (25).
Przeciwiefistwem powyzszych danych sa wyniki su-
plementacji diety szczuréw z ESCC frakcjami zawie-
rajacymi rézne ilosci elagotanin, wskazujace na brak
istotnych réznic w sile dziatania chemoochronnego.
Na tej podstawie sadzi sie, ze elagotaniny nie sa
odpowiedzialne za dzialanie przeciwnowotworowe
ekstraktow z maliny czarnej badz sa za to odpowie-
dzialne w niewielkim stopniu (26).
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W badaniach na poziomie molekularnym ujawnio-
no, ze dieta zawierajaca 5% sproszkowanych owocow
maliny czarnej hamuje ekspresje czynnikow COX-2,
iNOS, PGE, (prostaglandyny E2) i c-Jun (podjed-
nostki AP-1) w komodrkach przednowotworowych
nabtonka przelyku. Hamowanie aktywnosci COX-2
i iNOS korelowato z hamowaniem proceséw an-
giogenezy, objawiajacych si¢ hamowaniem ekspres;ji
VEGF i zmniejszona gestoscia mikronaczyn w tkance
chorobowo zmienionej (27, 28). Dieta zawierajaca
5% sproszkowanych owocéw maliny czarnej wplywata
rOwniez na ograniczenie wytwarzania cytokin proza-
palnych w odpowiedzi zapalnej wywotywanej przez
IL-1B i TNF-a w zdrowych komoérkach nabtonka
przetyku (29).

Nowotwory jelita grubego

W badaniach prowadzonych na linii nowotworu
jelita grubego HT-29 ustalono, ze komorki inkubo-
wane w obecnoSci ekstraktu z owocoéw maliny czarnej
charakteryzuja si¢ trzykrotnie zwigkszonym poziomem
apoptozy w porownaniu do grupy kontrolnej 30 (45).
Obserwowano réwniez zalezne od dawki hamowanie
proliferacji komérek, chociaz efekt nie byt skore-
lowany z zawartoScia antocyjandéw oraz catkowita
zawartoScig fenoli w owocach (31).

Rozszerzenie powyzszych badan o model statystycz-
ny analizy wieloczynnikowej z wykorzystaniem widm
'H NMR wykazato, ze 3-O-(29-ksylozylorutynozyd)
cyjanidyny i 3-O-rutynozyd cyjanidyny w najwigkszym
stopniu decyduja o obserwowanym efekcie antypro-
liferacyjnym. Natomiast nie obserwowano korela-
cji miedzy zawartoScia antocyjanow a hamowaniem
wzrostu komorek (32), co sugeruje, ze antocyjany
osiagaja maksymalng efektywnoS¢ przy okreslonym
stezeniu i zwigkszenie dawki badz udzialu poszczegdl-
nych zwiazkow w profilu antocyjanéw pozostaje bez
wplywu na aktywnoSc biologiczng ekstraktow (31, 32).
Inne zwiazki fenolowe, takie jak kwas p-kumarowy,
3-O-glukozyd kwercetyny, 3-O-rutynozyd kwercety-
ny i etylowe pochodne kwasu elagowego, pomimo
obecnosci w owocach w znacznie nizszych stezeniach,
biora rowniez udziat w hamowaniu proliferacji ko-
moérek HT-29 (32). Ujawniono, ze antocyjany obec-
ne w owocach R. occidentalis sa odpowiedzialne za
hamowanie ekspresji i aktywnoSci metylotransferaz
DNA (DNMT1 i DNMT3B) w liniach komé6rkowych
HTC-116, Caco-2 i SW480, odpowiedzialnych za
nieprawidlowa metylacje w niektorych typach nowo-
tworéw u ludzi (33).

AktywnoS$¢ biologiczna liofilizowanych owocow
R. occidentalis badano réwniez w mysim modelu
wrzodziejacego zapalenia okreznicy spowodowanym

3% siarczanem dekstranu sodu (DSS, ang. dextran so-
dium sulfate), ktore jest uwazane za chorobe¢ znacznie
zwigkszajaca ryzyko raka okreznicy. Obserwowano,
ze podawanie liofilizowanych owocOéw w znacznym
stopniu ograniczato rozwoj procesow zapalnych i po-
wstawanie wrzodow (charakterystyczne dla dziatania
DSS). Interesujacym jest to, ze owoce pozostawaly
bez wptywu na poziom markeréw stresu oksydacyjne-
go (NO) oraz na proces naciekowy komoérek zapal-
nych, natomiast obnizaly poziom czynnikéw TNF-a,
IL-1B, COX-2 i fosforylowanej formy kinazy IkB-a
w tkance jelita grubego (fosforylacja IkB-a. poprzedza
jego degradacje do NF-kB), co moze sugerowac, ze
owoce maliny czarnej zmniejszaja procesy zapalne bez
ograniczania stresu oksydacyjnego (34).

Efektywnos$¢ liofilizowanych owocéw R. occiden-
talis oceniono ponadto w dwdch modelach in vivo:
wywolywanego azoksymetanem nowotworu jelita
grubego u szczuréw szczepu F344 oraz u genetycz-
nie zmodyfikowanych myszy ze spontanicznie wy-
stepujacym zapaleniem i nowotworami okreznicy
Muc2—/- i Apcl1638+/- (35, 36). Wykazano ze co-
dzienna dieta zawierajaca 2,5, 5 i 10% zliofilizowa-
nych owocow maliny czarnej skutkowata zmniejszona
liczba guzéw u szczuréw F344 odpowiednio o 42,
45 1 71%, wraz ze znacznym ograniczeniem oksy-
dacyjnych uszkodzef DNA, ocenianych poziomem
w moczu biomarkera oksydacji DNA — 8-hydroksy-
2’-deoksyguanozyny (8-OH-dG) (35). Suplementacja
diety liofilizowanymi owocami R. occidentalis w ciagu
12 tygodni powodowata takze zmniejszenie liczby
nowotworéw o 60% u myszy Apcl638+/—1 o 50%
u myszy Muc2-/-. Mechanizm ochronny wigzano
z hamowaniem ekspresji B-kateniny (biatka, ktérego
nadekspresja jest wigzana z rozwojem wielu nowo-
twordw) u myszy Apcl638+/- oraz z ograniczaniem
procesu zapalnego u myszy Muc2-/- (36).

Badania kliniczne

Aktywno$¢ chemoochronng sproszkowanych owo-
cow maliny czarnej analizowano w badaniach klinicz-
nych u pacjentéw podatnych na rozwdj raka jamy
ustnej (37-40), przetyku (41) i jelita grubego (42).

W badaniach klinicznych oceniano dziatanie zelu za-
wierajacego liofilizowane owoce R. occidentalis, ktory
stosowano na btone §luzowa jamy ustnej u pacjentéw
z neoplazja Srodnabtonkowa, bedaca przyczyna rozwo-
ju raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej (SSC) (37-
39). U pacjentéw, ktérym nanoszono miejscowo zel na
zmieniona chorobowo §luzéwke 4 razy dziennie przez
okres 6 tygodni, obserwowano znaczne cofanie si¢ nie-
prawidtowych zmian, potaczone z ograniczeniem przy-
padkéw utraty heterozygotycznosci (LOH, ang. loss of
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heterozygosity) loci gendéw supresorowych INK4a/ARE,
p53 1 FHIT (37, 38) i obnizeniem poziomu czynnika
COX-2 w komoérkach nabtonka (37). W kolejnym
badaniu pacjenci ptukali jame ustna ekstraktem ze
sproszkowanych owocow 3 razy dziennie w celu okre-
Slenia udziatu §liny, komo6rek nablonkowych oraz flory
bakteryjnej w metabolizmie antocyjandow. W szeregu
analiz farmakokinetycznych i testéw biologicznych
wykryto, Ze antocyjany utrzymuja si¢ na stabilnym
poziomie w §linie, a plukanie dostarcza miejscowo
wieksza ilo§¢ antocyjandw niz forma zelu. W §linie
odnotowano obecno$¢ kwasu protokatechowego jako
produktu rozktadu antocyjanéw oraz ich form gluku-
ronidowych, uznawanych za metabolity biologicznie
aktywne (40).

Podobne badanie przeprowadzono u pacjentow
z przelykiem Barreta, charakteryzujacego si¢ dyspla-
zja tkanek, predysponujaca pacjentéw do rozwoju
nowotworu przetyku. Nie obserwowano ograniczenia
dysplazji tkanek przetyku u pacjentéw otrzymuja-
cych odwar ze sproszkowanych owocow, jakkolwiek
odnotowano nizsze poziomy markeréw stresu oksy-
dacyjnego w moczu. Autorzy jako przyczyne podaja
miejscowa absorpcje sktadnikéw biologicznie aktyw-
nych w przetyku (41).

W innych badaniach pacjenci z nowotworem badz
polipami gruczolakowatymi jelita grubego spozywali
60 g sproszkowanych owocéw maliny czarnej dzien-
nie (42, 43). W grupie pacjentéw przyjmujacej owoce
przez okres 2-4 tygodni przed planowanym opera-
cyjnym usuni¢ciem zmian poréwnano wyniki biopsji
guzdw/polipow przed oraz po zastosowaniu OwocoOw.
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