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NIE TYLKO AROMAT — WIELOKIERUNKOWA AKTYWNOSC
BIOLOGICZNA KWASU WANILINOWEGO®

NOT ONLY A FLAVOUR — THE PLEIOTROPIC BIOACTIVITY
OF VANILLIC ACID

Abstrakt

Kwas wanilinowy to naturalnie wystgpujaca pochodna kwasu benzoesowego, szeroko rozpo-
wszechniona w $§wiecie roslin. Do niedawna jako jego glowna aktywnos$¢ biologiczna wymienia-
no w literaturze wlasciwosci przeciwutleniajace. W ostatnim czasie pojawiaja si¢ jednak coraz
liczniejsze doniesienia wskazujace na znacznie szerszy zakres dziatania biologicznego tego
zwigzku, w tym m.in. jego dziatanie przeciwzapalne, antybakteryjne, przeciwnowotworowe oraz
wilasciwosci neuro- i nefroprotekcyjne. Zarowno wyniki badan in vitro, jak i in vivo sugeruja, ze
kwas wanilinowy moze by¢ jednym z waznych skladnikow biologicznie czynnych obecnych
w diecie czlowieka. Prezentowana praca jest oparta na przegladzie dostgpnego pismiennictwa
(ze szczegdlnym uwzglednieniem prac z ostatnich 10 lat) dotyczacego szerokiego zakresu aktyw-
nosci biologicznej kwasu wanilinowego, jak réwniez perspektyw zastosowania tego zwiazku
w celach farmakologicznych.

Stowa kluczowe: kwas wanilinowy, kwas benzoesowy, aktywnos¢ biologiczna

Wstep

Kwasy fenolowe, jako bioaktywne sktadniki diety, wzbudzajg zainteresowanie od
wielu lat. Intensywne badania dotyczace wtasciwos$ci biologicznych réznych grup natu-
ralnych polifenoli, w tym fenolokwaséw, prowadzone w latach dziewigc¢dziesigtych XX

*Praca sfinansowana ze $rodkéw statutowych Katedry Biochemii Ogoélnej Uniwersytetu
Lodzkiego (nr 506/1136) i ,,Dotacji celowej dla mtodych naukowcoéw oraz uczestnikow studiow
doktoranckich w 2017 r.” (kod projektu: B1711000001500.02).
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wieku, wykazaty znaczacy potencjat prozdrowotny tych substancji, wynikajacy m.in.
z ich wlasciwosci przeciwutleniajacych (np. Bourne i Rice-Evans, 1997; Paganga i in.,
1999; Rice-Evans, 2001; Rice-Evans i Miller, 1996; Rice-Evans i in., 1996, 2000).
Fenolokwasy stanowig wazny biologicznie czynny sktadnik zywnosci (np. Budryn
i Nebesny, 2006; Gawlik-Dziki, 2004; Jeszka i in. 2010), w odr6znieniu jednak od kwa-
s6w hydroksycynamonowych aktywno$¢ pochodnych kwasu benzoesowego (m.in. kwasu
wanilinowego) jest znacznie stabiej opisana. Ponadto w polskojezycznej literaturze
brakuje opracowan podsumowujacych obecny stan wiedzy na temat wlasciwosci biolo-
gicznych kwasu wanilinowego. Celem prezentowanej pracy jest przeglad aktualnego
pisSmiennictwa dotyczacego kwasu wanilinowego w aspekcie jego aktywnosci biolo-
gicznej i potencjalnych wlasciwosci farmakologicznych.

Charakterystyka i wystepowanie kwasu wanilinowego

Kwas wanilinowy (kwas 4-hydroksy-3-metoksybenzoesowy, rys. 1) nalezy do natu-
ralnych pochodnych kwasu benzoesowego. Wystepuje przede wszystkim w nasionach
wanilii, ale jego obecnos¢ zidentyfikowano takze w wielu innych surowcach roslinnych
(m.in. w borowkach, burakach, cebuli, czarnej porzeczce, oliwie, orzechach, truskaw-
kach, ziemniakach oraz zbozach) (Shahidi i Ambigaipalan, 2015). Zawartos¢ kwasu
wanilinowego w ziarniakach jeczmienia moze wynosi¢ od 56,6 do 65,6 mg/kg (Makar-
ska 1 Michalak, 2005). W dost¢pnej na rynku kaszy gryczanej prazonej pochodzacej od
réznych producentow stwierdzono od 46 do 92 mg kwasu wanilinowego w 1 kg pro-
duktu, a w nieprazonej zawarto$¢ tego fenolokwasu wynosita 120 mg/kg produktu
(Majkowska i in., 2015). W roznych odmianach truskawek stwierdzono natomiast od
118 do 161 mg kwasu wanilinowego w 1 kg suchej masy (Mahmood i in., 2012).
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Rys. 1. Wzér strukturalny kwasu wanilinowego
i waniliny

Kwas wanilinowy jest syntetyzowany w roslinach w drodze przemian kwasu octo-
wego. Jest odpowiedzialny za kwasny i gorzki smak niektorych produktow spozyw-
czych pochodzenia ro§linnego, moze im takze nadawaé¢ wtasciwosci $ciagajace (Gaw-
lik-Dziki, 2004). Jako pochodna waniliny posiada charakterystyczny zapach wanilii,
stad tez jest uzywany jako zwiazek zapachowy w przemysle spozywczym. W procesach
biotechnologicznych jest zwigzkiem posrednim w wytwarzaniu waniliny z kwasu feru-
lowego na skalg przemystowa.
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Gléwne kierunki dzialania biologicznego kwasu wanilinowego

Aktywnos¢ antyoksydacyjna

Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca fenolokwasow byta wielokrotnie opisywana w arty-
kutach naukowych, a obejmuje gtownie zmiatanie wolnych rodnikéw oraz nierodniko-
wych reaktywnych form tlenu, jak réwniez zdolno$¢ chelatowania jondw metali przej-
sciowych, katalizujacych reakcje utleniania (Velika i Kron, 2012; Zielinski i in., 2012).
Na og6t przyjmuje si¢, ze pochodne kwasu cynamonowego s3 bardziej efektywnymi
przeciwutleniaczami niz pochodne kwasu benzoesowego. Roznorodnos¢ stosowanych
metod oraz trudnosci w standaryzacji warunkow badan aktywno$ci antyoksydacyjnej,
ocenianej w réznych uktadach do§wiadczalnych, utrudniajg jednoznaczng ocene efek-
tywno$ci dziatania zwigzkéw z obu grup fenolokwaséw. Na przyktad w doswiadcze-
niach z zastosowaniem kationorodnika ABTS** (ang. 2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazo-
line-6-sulphonic acid, kwas 2"2-azynobis-3-etylobenzotiazolin-6-sulfonowy) uzyskano
nastepujacy szereg charakteryzujacy aktywno$¢ zmiatajaca fenolokwasdéw: kwas wani-
linowy > kwas synapowy > kwas protokatechowy > kwas syryngowy > kwas kawowy >
kwas ferulowy. Stosujac rodnik DPPH® (ang. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, 2,2-dife-
nylo-1-pikrylohydrazyl), uzyskano nieco inng kolejnos¢ efektywnosci zmiatania fenolo-
kwasow: kwas wanilinowy > kwas syryngowy = kwas synapowy = kwas protokatecho-
wy = kwas ferulowy > kwas kumarowy > kwas kawowy. Z kolei ocena zdolnosci ha-
mowania utleniania kwasu linolowego wykazata, ze badane fenolokwasy dziataja anty-
oksydacyjnie w nast¢gpujacym porzadku malejacym: kwas kawowy > kwas synapowy =
kwas syryngowy > kwas protokatechowy = kwas wanilinowy > kwas weratrowy > kwas
p-kumarowy (Szwajgier i in., 2005). Mozna znalez¢ rowniez doniesienia, ze kwas wani-
linowy w stezeniu 10 pM charakteryzowal si¢ znikomg zdolno$cia redukcji rodnika
ABTS*", a w stezeniu 15 uM nie wykazywat istotnej zdolnosci redukeji rodnika DPPH®.
Jednoczesnie, w pomiarach zmiatania rodnika hydroksylowego, dla 25 uM kwasu wani-
linowego odnotowano efektywnos$¢ dziatania przeciwrodnikowego na poziomie 89%
(Mathew 1 in., 2015). Niezaleznie jednak od ro6znic w kwestiach metodycznych, w do-
stepnej literaturze pojawia si¢ coraz wigcej doniesien wskazujacych na bardzo duza
aktywnos$¢ biologiczng pochodnych kwasu benzoesowego. Dane te dotycza m.in.
ochronnej roli kwasow benzoesowych w stresie oksydacyjnym, towarzyszacym patofi-
zjologii wielu schorzen: miazdzycy naczyn, nadci$nieniu tetniczemu, cukrzycy, nowo-
tworom oraz stanom zapalnym (Luszczewski i in., 2007).

W poréwnaniu z innymi fenolokwasami wtasciwosci przeciwutleniajagce kwasu wa-
nilinowego poznano znacznie stabiej. Wigkszos¢ dostgpnych informacji pochodzi
z oznaczen in vitro, gtdbwnie w ukltadach nieorganicznych, tj. z pomiaréw efektywnosci
zmiatania wolnych rodnikow (najczeéciej DPPH® oraz ABTS®), zdolno$ci redukujacej
oraz chelatowania jonéw metali. Dostgpne sa tez wyniki doswiadczen wykonanych
z zastosowaniem biologicznych modeli do§wiadczalnych, w tym badan in vivo. Ocenia-
no zaré6wno wiasciwosci kwasu wanilinowego otrzymywanego chemicznie, jak i zwigz-
ku naturalnego — izolowanego z roslin, a takze aktywno$¢ przeciwutleniajaca ekstrak-
tow roslinnych bogatych w ten fenolokwas. W badaniach in vitro kwas wanilinowy
(2 mg/ml) przeciwdziatal utlenianiu B-karotenu (odnotowano zahamowanie utleniania
tego zwiazku na poziomie 95,81%), a w tescie redukcji rodnika DPPH* kwas ten (0,1—
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0,5 mg/ml) charakteryzowat si¢ zdolno$cig zmiatania na poziomie 58—87% (Sevgi i in.,
2015). Stwierdzono rowniez zdolnos¢ tego fenolokwasu (15—60 uM) do zmiatania rod-
nika ponadtlenkowego oraz hydroksylowego (Prince i in., 2011). Doswiadczenia na
komorkach linii BNLCL2 poddanych dziataniu H.O» o stezeniu 1 mM wykazaty, ze
kwas wanilinowy (20 ug/ml) wyraznie redukuje stres oksydacyjny generowany w tych
komorkach w odpowiedzi na utleniacz (Chou i in., 2010). Badania poréwnawcze ak-
tywno$ci kwasu wanilinowego oraz waniliny izolowanych z lebiodki pospolitej (Origa-
num vulgare) wskazaty na duza zdolnos$¢ kwasu do zmiatania rodnikoéw DPPH* (ECsy =
3,6 pg/ml) oraz ABTS*" (ECso = 7,3 pg/ml), przewyzszajaca efektywno$¢ przeciwrod-
nikowego dziatania waniliny, ktorej ECso w tescie DPPH® oszacowano na > 100 pg/ml,
a w metodzie z zastosowaniem ABTS*" — na 35,1 pg/ml. Kwas wanilinowy izolowany
z frakcji n-butanolowej i octano-acetylowej ekstraktu ze skorki migdalow (w stezeniu
2-100 uM) zmiatat rodnik DPPH® z efektywnoscia 50—70% (Sang i in., 2002). Estry
kwasu wanilinowego: metylowy, etylowy i butylowy badane w stezeniu 20 pnM wyka-
zywaly silniejsze wladciwosci zmiatania rodnika ABTS** w poréwnaniu z Troloxem®,
ale miaty stabsze niz Trolox® wlasciwoéci zmiatania rodnika DPPH®. W odniesieniu do
Troloxu® wymienione estry (uzyte w stezeniu 3 uM) charakteryzowaly sie silniejszymi
zdolnosciami pochtaniania rodnikow tlenowych (ang. oxygen radical absorbance capa-
city, ORAC) oraz hamowania hemolizy spowodowanej stresem oksydacyjnym (stezenie
25 uM) (Tai i in., 2012).

Wyniki opisywanych powyzej badan sg bardzo obiecujace i sugeruja, ze kwas wani-
linowy ma znaczacy potencjal antyoksydacyjny. Podobnie jednak jak w przypadku
innych zwigzkéw polifenolowych, w tym pozostatych fenolokwaséw, znaczace roéznice
w warunkach doswiadczen (nawet w obrebie tych samych metod) utrudniaja wykonanie
analiz porownawczych i jednoznaczne okreslenie efektywnosci dziatania tego zwiazku
na tle innych naturalnych polifenoli roslinnych Iub zwiazkow referencyjnych. Na przy-
ktad Ding (2011) opisuje, iz stosowano w badaniach 500-mikromolowy roztwor DPPH®,
ktory w mieszaninie ulegat rozcienczeniu do 400 puM, ale dodatkowo do uktadu wpro-
wadzano rowniez bufor octanowy. Z kolei w pracy Oskoueiana i in. (2015) efektywnos$¢
zmiatania rowniez wyrazano w procentach zdolnosci zmiatania (redukcji) DPPH?®, ale
uzyto roztworu wyjsciowego rodnika o st¢zeniu 100 uM, bez wymienionego buforu.
Waznym czynnikiem rozstrzygajacym kwesti¢ efektywnosci antyoksydacyjnego dziata-
nia kwasu wanilinowego w warunkach fizjologicznych moga wiec by¢ dane z badan
in vivo. Obecnie jednak liczba takich doniesien jest ograniczona. Nalezy zauwazy¢, ze
w ciggu ostatnich 5 lat wzrosta og6lna liczba badan dotyczacych réznorodnych aktyw-
nosci biologicznych kwasu wanilinowego, w tym jego dzialania przeciwutleniajacego —
wzrost liczby publikacji obejmuje réwniez prace na podstawie badan in vivo. Wlasciwo-
$ci przeciwutleniajace kwasu wanilinowego potwierdzili Calixto-Campos i in. (2015)
w badaniach in vivo. Kwas wanilinowy w dawce 3 lub 30 mg/kg jednorazowo zostat
podany myszom, u ktorych nastgpnie karagenem (polisacharydy o dziataniu prozapal-
nym) wywolano stan zapalny fapy. Na podstawie oznaczen z wykorzystaniem metody
FRAP (ang. ferric reducing antioxidant power, zdolno$¢ redukujgca) redukeji kationo-
rodnika ABTS*", oceny redukcji glutationu oraz pomiaréw st¢zenia produktow perok-
sydacji lipidow — TBARS (ang. thiobarbituric acid-reactive substances, substancje
reagujace z kwasem tiobarbiturowym) badacze wykazali, ze kwas wanilinowy ogranicza
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nasilenie stresu oksydacyjnego oznaczanego w probkach skory pobranych z tap myszy
(Calixto-Campos i in., 2015). Ponadto zainteresowanie badaczy obejmowalo réwniez
oceng aktywnos$ci przeciwutleniajacej ekstraktow z roslin, w ktorych zidentyfikowano
kwas wanilinowy (tab. 1).

Tabela 1. Ocena aktywnos$ci antyoksydacyjnej ekstraktow z roslin bogatych w kwas wanilinowy

in vitro

Ekstrakt bf)gaty Stezenie Dziatanie Literatura
w kwas wanilinowy
1 2 3 4
Rozne gatunki Kwas wanilinowy: — 25-procentowe zmiatanie rodnika DPPH* Liiin.
pszenicy (ekstrakty [574,3 mg w 10 kg suchej |w pomiarach z uzyciem catych ziaren zboza (2005b)
metanolowe) masy — 60-procentowe zmiatanie rodnika DPPH*®
przez otrgby
Ekstrakt z korzeni |Kwas wanilinowy: przed |- zahamowanie procesu utleniania MeLo (ang. |Germano
Trichilia emetica  |hydroliza alkaliczng — methyl linoleate, linolenian metylu) oraz proce- |i in.
(izolowany miesza- {0,1031 +0,043 mg/g su peroksydacji lipidow indukowanej askorbi-  (2006)
ning metanolu suchej masy, po hydrolizie|nianem/Fe?* w mikrosomach szczuréw
i 10-procentowego |alkalicznej — 1,3964
kwasu octowego)  |£0,009 mg/g suchej masy
Ekstrakt z Rubus Autorzy nie podaja zakre- |- zmiatanie rodnika DPPH® (ICsgekstraken = 17,9 |Ding
chingii su badanych stezen, £0,50 pg/ml, ICsokw. wanitinowego = 34,9 £1,01 puM) {(2011)
(etanolowy) lecz jedynie warto$ci ICsg
Kietki brokutu Kwas wanilinowy: — hamowanie peroksydacji lipidow Swieca
(mieszanina uzy- 14,57 +0,58 ng/g $wiezej | prak wplywu na chelatowanie jonéw, zdolnosé [t -
skana po symulo- jmasy redukcyjng oraz zmiatanie rodnikow (2012)
wanym trawieniu . L. ,
plynem gastrycz- - movdulowa{ne aktywnosci enzymow antyoksy-
nym) dacyjnych (lipooksygenaza: —8,26%, katalaza:
+6%, dysmutaza ponadtlenkowa: —3,72%)
Ekstrakty z jagody, |0, 0,5, 1, 2 mg/ml ekstrak- |- zmiatanie rodnika DPPH* (ECsgjagoda = 0,42 Huang
]ezyny 1 thkaWki tu ZjagOdy’ _]ezyny mg/ml, ECSOJeiyna = 0,44 mg/ml, ECS()truskawka = 1 il’l.
(frakcja ekstraho- i truskawki 0,81 mg/ml) (2012)
wana 80-procen- — zmiatanie rodnika ABTS™
towym metanolem)
Otreby uzyskane  |Czarny ryz: 109 £1,2 — zmiatanie rodnikéw DPPH® (ECsorys cramy = Juniin.
z pigmentowanych |mg%, czerwony ryz: 195,1 £1,3 pg/ml, ECsoryz czerwony = 112,6 £0,4 (2012)
odmian ryzu (eks- |129,7 0,8 mg%, zielony |pg/ml)
e 0,
. ’ ’ ’ + % czerwony ,d 7,
“H,0: 40 £ 60, v/v) |mgY 445,3 £7,2 pg/ml, ECsoryz czerwony = 338,5 7,9
pg/ml)
— redukcja jondw Fe** (ECsorys cramy = 252,3
i12,5 ]Jg/ml, ECSOryi czerwony — 174’3 izao Hg/ml)
— dziatanie chelatujace jony metali (ECsorys czerwony
> 1500 pg/ml, ECsory ziclony > 1500 pg/ml,
EC50‘-Y1 brazowy > 1500 Hg/l’l’ll)
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Tabela 1 — cd.

1 2 3 4
Ekstrakt z migzszu |Kwas wanilinowy: — zmiatanie rodnika DPPH* (ICsoekstrakin = 24,6~ |Oskoueian
palmy bogaty 7,6 £0,14 mg/g masy pg/ml) iin.
w fenole (ekstrakt |bogatej w fenole — zdolnosé redukeyjna (ICspeseacs = 31,2 pg/ml) (2015)
metanolowy) ° ’

— hamowanie odbarwiania B-karotenu
(ICSOCkslraklu = 37,1 Hg/ml)

— zmniejszenie st¢zenia substancji dziatajacych
z kwasem tiobarbiturowym (ICsgekstraken = 42,9
pg/ml)

— zmniejszenie peroksydacji lipidow

— zwigkszenie aktywnosci dysmutazy ponad-
tlenkowej i katalazy

W aspekcie oceny znaczenia efektu biologicznego aktywnoS$ci antyoksydacyjnej
kwasu wanilinowego nalezy przede wszystkim podkresli¢ jego ochronny wptyw na
proces peroksydacji lipidow. Ten fenolokwas moze by¢ jednym z waznych naturalnych
przeciwutleniaczy chronigcych lipidowe sktadniki np. blon biologicznych. Skutecznosé
kwasu wanilinowego oraz ekstraktow roslinnych bogatych w ten zwigzek jako substan-
cji chronigcych lipidy przed peroksydacja oceniano, stosujac rézne modele badawcze,
takie jak oleje, emulsje, mikrosomy lub komorki. W badaniach z uzyciem kwasu linole-
inowego jako uktadu modelowego kwas wanilinowy (o st¢zeniu 1 mM) hamowat per-
oksydacje lipidow o 12,5%. Peroksydacj¢ inicjowano poprzez wprowadzenie do ukta-
du badawczego FeSO, oraz kwasu askorbinowego, a jej poziom oznaczano na podsta-
wie pomiaru generowania dialdehydu malonowego, tworzacego barwny produkt
w reakcji z kwasem tiobarbiturowym (Simi¢ i in., 2007). Podobnie stosujac oznaczenia
TBARS, wykazano 15-procentowe ograniczenie peroksydacji lipidow bton erytrocytar-
nych przez kwas wanilinowy (100 pg/ml) wyizolowany z wodnego ekstraktu z Mesona
procumbens Hemsl. Stosujac metode z tiocyjanianem, dla stezenia 200 pg/ml kwasu
wanilinowego odnotowano 65-procentowa redukcje peroksydacji lipidow btonowych
(Hung i Yen, 2002). W badaniach in vivo, w ktorych oceniano dziatanie kwasu wanili-
nowego z soku z winogron (444,92 +20,94 mg/l), wykazano, ze spozywanie napoju
z czerwonych winogron w ilosci 400 ml dziennie przez 2 tygodnie ograniczato peroksy-
dacje lipidow, mierzong poziomem wodoronadtlenkéw lipidow oraz TBARS w osoczu
(Toaldo i in., 2015).

WiasciwoSci przeciwzapalne

W odroznieniu od stopnia zaawansowania prac badawczych dotyczacych dziatania
przeciwutleniajgcego kwasu wanilinowego, aktywno$¢ przeciwzapalna tego zwigzku
jest znacznie lepiej udokumentowana badaniami in vivo, chociaz, jak do tej pory, byty
to tylko badania na modelu zwierzecym. Wiadomo, ze kwas wanilinowy wykazuje
dzialanie przeciwbolowe i przeciwzapalne. Podawany dootrzewnowo myszom (3-30
mg/kg masy ciata) hamowatl uczucie bolu wywotane podaniem kwasu octowego (0,8%;
10 ml/kg m.c.) lub fenylo-p-benzochinonu (1890 pg/kg m.c.). Ponadto, kwas wanilino-
wy ograniczat skutki stanu zapalnego tapy u myszy, ktérym podano formaling lub kom-
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pletny adiuwant Freunda. U myszy ze stanem zapalnym tapy (indukowanym karage-
nem) zaobserwowano zahamowanie aktywnosci mieloperoksydazy oraz N-acetylo-B-D-
-glukozaminidazy. Kwas wanilinowy hamowat rowniez syntez¢ IL-1B (ang. interleukin,
interleukina), TNF-a (ang. tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworu), 1L-33
oraz aktywacj¢ regulatora transkrypcji NFxB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
-enhancer of activated B cells, jadrowy czynnik transkrypcyjny) w tkankach tapy (Calix-
to-Campos i in., 2015). Badania mechanizmoéw przeciwbolowego dzialania kwasu wani-
linowego wykazaty jego wplyw na receptory TPRV1, TRPA1 i TRPMS (rodzina recep-
torow przejsciowego potencjatu TRP, ang. transient receptor potential) oraz na wrazli-
we na kwasy kanaty jonowe (ang. acid-sensing ion channels) (de los Angeles Yrbas
iin., 2015). W badaniach na mysich makrofagach otrzewnowych przeciwzapalne dzia-
fanie kwasu wanilinowego (1-100 uM) obejmowato zahamowanie aktywacji czynnika
transkrypcji NF-kB oraz zaleznych od jego aktywacji szlakow przekazywania sygna-
tow. Odnotowano spadek syntezy prozapalnych cytokin: TNF-a (o 61,38%,) oraz inter-
leukiny 6 (IL-6, o 38,62%), a takze supresj¢ genow dla cyklooksygenazy 2 (ang. cyc-
looxygenase-2, COX-2), prowadzaca w konsekwencji do zmniejszenia syntezy proza-
palnych prostanoidow (Kim i in., 2011). Efekt przeciwzapalny kwasu wanilinowego
zaobserwowano rowniez w badaniach na mysim modelu wrzodziejacego zapalenia jelita
grubego, indukowanego podaniem siarczanu sodowego dekstranu. W tkankach jelita
zwierzat poddanych leczeniu kwasem wanilinowym (200 mg/kg m.c., przez 7 dni)
stwierdzono ostabienie ekspresji czynnika NFkB oraz COX-2, a takze spadek syntezy
IL-6, w poréwnaniu z tkankami myszy niepoddawanych terapii fenolokwasem (Kim
iin., 2010). W przeciwienstwie do opisywanych powyzej wynikow badan in vivo, prze-
ciwzapalnego efektu kwasu wanilinowego (107-10* M) nie odnotowano w do$wiad-
czeniach na hodowli komoérek krwi pelnej, poddanych stymulacji lipopolisacharydem
(Miles i in., 2005).

Przedmiotem badan naukowcow pod wzgledem przeciwzapalnej aktywnosci kwasu
wanilinowego staty si¢ rowniez ekstrakty roslinne. Wykonano m.in. badania porow-
nawcze obejmujace dootrzewnowe podanie myszom ekstraktu z Lentinula edodes (0,1—
200 mg/kg m.c.) lub syntetycznego kwasu wanilinowego w dawce 0,1 i 10 mg/kg m.c.
Stan zapalny u zwierzat wywotano konkanawaling A (20 mg/kg m.c.). W grupie myszy,
ktorym podawano ekstrakt lub fenolokwas, nastapil spadek poziomu aminotransferazy
asparaginianowej i alaninowej w surowicy krwi. Kwas wanilinowy powodowat takze
spadek poziomu cytokin prozapalnych, takich jak TNF-o, INF-y (ang. interferon gam-
ma) oraz IL-6 (Itoh i in., 2009). Itoh i in. (2010) opublikowali wyniki badan dotycza-
cych wplywu kwasu wanilinowego oraz ekstraktu z Lentinula edodes na myszy ze sta-
nem zapalnym watroby. Kwas wanilinowy lub ekstrakt podawane dozylnie przez 4
tygodnie (2 razy w tygodniu, w dawce 10 mg/kg m.c.) nie tylko obnizaty poziom oso-
czowych aminotransferaz, lecz takze dziataty ochronnie na strukture watroby. W grupie
zwierzat, ktorym podawano fenolokwas lub ekstrakt, odnotowano zmniejszong aktywa-
cje komorek gwiazdzistych i spadek akumulacji kolagenu, a takze obnizenie poziomu
hydroksyproliny w watrobie, bedacych markerami zwtdknienia tego organu (Itoh i in.,
2010). W badaniach innego zespohu etanolowy ekstrakt z Amburana cearensis oraz
kwas wanilinowy izolowany z tej rosliny (podawane odpowiednio w dawkach 100—400
mg/kg m.c. lub 12,5-50 mg/kg m.c., przez 4,7 lub 9 miesi¢cy) hamowaly wywotany
karagenem obrzgk tapy u myszy (Leal i in., 2011). Przeciwzapalne wlasciwosci stwier-
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dzono takze, badajac aktywno$¢ farmakologiczng 1,3,4-oksadiazolowych pochodnych
kwasu wanilinowego (5 mM), ktorymi traktowano komorki weztéw chtonnych myszy
uprzednio stymulowanych konkanawaling A (5 pg/ml). Zaobserwowano zahamowanie
syntezy prozapalnych cytokin (IL-1, IL-6 i IL-10), a niektére z pochodnych wykazywa-
ty dziatanie immunosupresyjne (Tang i in., 2012).

Dzialanie kardioprotekcyjne

Aktywnos¢ kardioprotekcyjna kwasu wanilinowego zostata udokumentowana bada-
niami in vitro oraz in vivo, a w literaturze mozna znalez¢ wyniki badan potwierdzajace
m.in. korzystny wptyw kwasu wanilinowego w ograniczaniu skutkéw stresu oksydacyj-
nego w ukladzie sercowo-naczyniowym. Kwas wanilinowy byl podawany przez 30 dni
w dawce 25, 50 lub 100 mg/kg m.c. szczurom, u ktérych wywolano nadci$nienie, poda-
jac inhibitor syntazy tlenku azotu — ester metylowy Nw-nitro-L-argininy (L-NAME,
ang. Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride). Terapia ta przywracata prawi-
dlowy poziom aktywnosci enzymatycznych (dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy,
peroksydazy glutationowej) oraz zawarto$§¢ nieenzymatycznych antyoksydantéw (m.in.
zredukowanego glutationu) w osoczu krwi (Kumar i in., 2011). Ponadto kwas wanili-
nowy hamowat proces peroksydacji lipidow na roéznych jego etapach, co §ledzono,
mierzac poziom wodoronadtlenkow lipidow, TBARS oraz koniugatéw dienow. W gru-
pie badanych zwierzat zaobserwowano tez obnizenie ci$nienia krwi oraz spadek two-
rzenia osoczowych azotandw/azotynéw (Kumar i in., 2011). Ten sam zesp6t badawczy
wykonat dalsze badania, w ktérych szczurom podawano droga pokarmowg przez 30 dni
inhibitor L-NAME w dawce 40 mg/kg m.c., a nast¢pnie przez 30 dni kwas wanilinowy
w dawce 50 mg/kg m.c. Nie tylko potwierdzono hipotensyjne dziatanie fenolokwasu,
lecz takze zaobserwowano, ze wpltywal on korzystnie na profil lipidowy osocza bada-
nych szczurow (obnizenie poziomu catkowitego cholesterolu, trojgliceryddw, lipoprote-
in o malej i bardzo matej gestosci, wolnych kwaséw tluszczowych, fosfolipidow) oraz
profil lipidowy watroby i nerek (spadek poziomu catkowitego cholesterolu, trojglicery-
doéw, fosfolipidéw, wolnych kwasow thuszczowych). Terapia kwasem zwigkszata takze
aktywno$¢ acetylotransferazy lecytynowo-cholesterolowej oraz lipazy lipoproteinowej,
a w badaniach histopatologicznych stwierdzono zmniejszenie uszkodzen aorty wywota-
nych dziataniem inhibitora L-NAME (Kumar i in., 2014). Z kolei 10-dniowa terapia
prewencyjna, obejmujgca zastosowanie fenolokwasu w dziennych dawkach 5 Iub 10
mg/kg m.c. zwierzat, znaczaco zmniejszata skutki kardiotoksycznego dziatania izopro-
terenolu (100 mg/kg m.c.). Profilaktyczne podanie kwasu wanilinowego skutkowato
obnizeniem poziomu jednego z gldéwnych biomarkeréw uszkodzen migénia sercowego —
troponin w surowicy krwi, a takze spadkiem peroksydacji lipidow oraz nizszym pozio-
mem aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych (dysmutazy ponadtlenkowej, peroksyda-
zy glutationowej, katalazy i reduktazy glutationowej) w tkankach serca. W tkance serc
zwierzat, ktorym podano fenolokwas, stwierdzono réwniez spadek ekspresji genow dla
prozapalnych cytokin, takich jak IL-1p, IL-6 oraz TNF-a (Prince i in., 2011).

W innych badaniach, obejmujacych podanie zwierzgtom kwasu wanilinowego
(przez 10 dni droga pokarmowa, w dziennej dawce 5 i 10 mg/kg m.c.) i wywolanie
niedokrwienia/reperfuzji in vitro (po izolacji serc), nie odnotowano istotnego wptywu
badanego zwigzku na poziom dialdehydu malonowego oraz aktywnos$¢ dysmutazy po-
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nadtlenkowej, peroksydazy glutationowej i katalazy. Do$wiadczenia na izolowanych
sercach nie wykazaty rowniez wptywu kwasu wanilinowego na aktywnos$¢ enzyma-
tycznych markeréw niedokrwienia, tj. dehydrogenazy mleczanowej i kinazy kreatyno-
wej (Dianat 1 in., 2014). Jednak w dalszych badaniach in vivo kwas wanilinowy poda-
wany myszom przez 10 dni w dawce 10 mg/kg m.c. zmniejszat skutki stresu oksydacyj-
nego zwiazanego z wystapieniem niedokrwienia migs$nia sercowego, takie jak nasilona
aktywacja oksydazy ksantynowej oraz peroksydacja lipidow. Jednoczes$nie odnotowano
stymulacje odpowiedzi antyoksydacyjnej organizmu, obejmujaca wzrost aktywnosci
katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej oraz peroksydazy glutationowej (Dianat i in.,
2016a). Ochronne/kardioprotekcyjne dzialanie kwasu wanilinowego wykazano tez
w innych badaniach in vivo, w ktérych szczurom wkraplano pytek powodujacy niedo-
krwienie/reperfuzje, a nastgpnie podawano kwas wanilinowy (10 mg/kg m.c.). W tkance
serc zaobserwowano spadek aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych (dysmutazy
ponadtlenkowej, peroksydazy glutationowej i katalazy), a takze biomarkeréw niedo-
krwienia — oksydazy ksantynowej i dehydrogenazy mleczanowej (Dianat i in., 2016b).
W badaniu, gdzie szczurom podawano kwas wanilinowy w dawce 5 lub 10 mg/kg m.c.
przez 10 dni, a nastgpnie wywotano zawat serca, zaobserwowano, ze kwas wanilinowy
modulowat aktywno$¢ pomp jonowych. Hamowal aktywno$é Na*/K*ATPazy, a zwick-
szal aktywno$¢ Ca?" i Mg** ATPazy. Wykazano takze, ze hamowat ekspresje genow
apoptotyczych miesnia sercowego: Fas-receptora oraz kaspaz 8, 9 i 3 u szczuréw
z wywolanym zawalem serca (Prince i in., 2015).

Inna aktywnos¢ biologiczna
‘Wiasciwosci przeciwgrzybicze i przeciwbakteryjne

W warunkach in vitro kwas wanilinowy zastosowany w st¢zeniu 5 mM hamowat
produkcje ochratoksyny A w hodowli kropidlaka pomaranczowego (Aspergillus allia-
ceus 0-106), a w stezeniu 10 mM ograniczat rowniez wydzielanie tej mikotoksyny oraz
wzrost kolonii wigkszosci badanych szczepow kropidlaka (Palumbo i in., 2007). Z kolei
w innych badaniach, dotyczacych wlasciwosci przeciwbakteryjnych, kwas wanilinowy
w stezeniach 100, 250 i 500 uM hamowat adhezj¢ uropatogennych Escherichia coli
(UPEC) ATCC®53503™ do komoérek nabtonka pecherza T24 o — odpowiednio — 18,
24 oraz 29% (Gonzalez de Llano i in., 2015).

‘Wplyw na proliferacje komoérek w réznych ukladach doswiadczalnych

Zespot chinskich badaczy wykazat, ze bioaktywne sktadniki ekstraktu z Sambucus
williamsii Hance zapobiegaja utracie masy kostnej u myszy z niedoborami estrogenow,
wywotanymi owariektomig. W celu oceny ochronnego — estrogennego dziatania kwasu
wanilinowego wyizolowanego z tego ekstraktu wykonano dalsze badania z wykorzysta-
niem linii komdrkowej szczurzych osteoblastow UMR 106, w ktorych wykazano, ze
fenolokwas ten stymuluje ich proliferacje, nasila dzialanie fosfatazy alkalicznej oraz
wplywa na ekspresje mRNA genoéw zaangazowanych w funkcje osteoblastow i osteo-
klastow. W stezeniach mikromolowych kwas wanilinowy dziatat na receptory estroge-
nowe ERa i ERB (Xiao i in., 2014), z kolei w stezeniach 10-10® M kwas wanilinowy
izolowany z oliwy z oliwek nie wptywal na proliferacje osteoblastow (MG-63) (Garcia-
-Martinez i in., 2016). Inny zespot opisal wptyw kwasu wanilinowego o st¢zeniu 10 mM
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izolowanego z oliwy z oliwek na zywotno$¢ ludzkich fibroblastow dzigstowych GN61,
komorek nabtonka dzigsta S-G i komoérek linii HSG1 oceniang w tescie cytotoksyczno-
$ci z czerwienig obojetng (NR). Zaobserwowano 10-procentowe hamowanie Zzywotnosci
komorek ludzkich fibroblastow dzigstowych GN61 oraz 20-procentowe hamowanie
zywotnosci komorek nablonka dzigsta S-G i komorek linii nowotworowej HSG1 (Ba-
bich i Visioli, 2003).

‘Wiasciwosci przeciwnowotworowe

Przeciwnowotworowe dziatanie kwasu wanilinowego moze obejmowac rdzne etapy
kancerogenezy, a takze ograniczanie proliferacji komoérek transformowanych. Fenolo-
kwas ten dziata juz na etapie mutagenezy. W badaniach z zastosowaniem kwasu 3-(5-
-nitro-2-furylo)-akrylowego jako mutagenu zaobserwowano 20-procentowe hamowanie
przez kwas wanilinowy o stg¢zeniu 500 ug w 0,1 ml powstawania mutantow Salmonella
typhimurium (BiroSova i in., 2005). W dalszych doswiadczeniach BiroSovej i in. (2007)
kwas wanilinowy w stezeniach 0,039, 0,079, 0,157, 0,313 oraz 0,635 mM zmniejszat
czgsto$¢ wystepowania mutacji spontanicznych, prowadzacych do nabywania opornosci
Salmonella enterica subsp. enterica na ciprofloksacyne, ale takze na tetracykling i gen-
tamycyne. Ponadto, kwas wanilinowy w stezeniach 0,07, 0,15 i 0,3 mM zmniejszal
czgsto§¢ mutacji indukowanych przez kwas 3-(5-nitro-2-furylo)-akrylowy, azydek sodu
i nadtlenek wodoru, a prowadzacych do wystgpienia opornosci tych bakterii na cipro-
floksacyne (BiroSova i in., 2007).

Kwas wanilinowy pozyskany z 40-procentowego metanolowego ekstraktu z Poly-
gonum bistorta L. wykorzystywano w doswiadczeniach na liniach ludzkiego nowotwo-
ru watroby HCCLM3. Wykazano, ze posiada on wlasciwos$ci cytotoksyczne wzgledem
badanych komorek (ICso = ok. 800 pg/ml) (Intisar i in., 2013). Ponadto sugeruje si¢, ze
kwas wanilinowy moze by¢ przydatny jako naturalny zwiazek tagodzacy skutki ubocz-
ne chemioterapii. Podawany szczurom w stgzeniu 50 lub 100 mg/kg m.c. tagodzit nefro-
toksyczno$¢ z wywotang cisplatyna. U badanych zwierzat odnotowano réwniez obnize-
nie poziomu kreatyniny w surowicy krwi, spadek stezenia azotu mocznikowego i kwasu
moczowego we krwi. Ponadto, poprzez ocen¢ enzymatycznych i nieenzymatycznych
biomarkerow stresu oksydacyjnego, stwierdzono dzialanie przeciwutleniajace badanego
fenolokwasu. Kwas wanilinowy powodowal takze przywrécenie do prawidtowego po-
ziomu ekspresji mRNA dla czynnikéw: TNF-o, NFkB, IL-2 i IL-10 (Sindhu i in., 2015).

Ocena wlasciwosci hepato- i neuroprotekcyjnych

Kwas wanilinowy moze wykazywaé wtasciwosci ochronne wobec komoérek Neuro-
-2A, w ktorych nastapita apoptoza zwigzana z powstawaniem metylo-glioksalu. Wyka-
zano, ze ma to zwiazek z hamowaniem przez kwas wanilinowy (w stg¢zeniu 20-100
pM) powstawania reaktywnych form tlenu, aktywacji szlaku MAPK — kinaz aktywo-
wanych mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinases): p38 1 INK (kinaza c-Jun
N-terminalna, ang. c-Jun N-terminal kinase), ekspresji bialek wrazliwych na utlenianie
(PKC — biatkowe kinazy C, ang. protein kinases C) oraz p47 i tworzenia pochodnych
metylo-glioksalu, co ogdlnie jest zwigzane z ochronng rola kwasu wanilinowego wobec
procesu glikacji biatek, ktéra moze si¢ przyczynia¢ do wystepowania neuropatii (Huang
i in., 2008). Kwas wanilinowy (0,1, 1, 10 uM) izolowany z 80-procentowego metano-
lowego ekstraktu z korzeni Cynanchum paniculatum nie wykazywat dziatania neuropro-
tekcyjnego w badaniach na liniach komorkowych HT22, eksponowanych na cytotok-
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syczne dawki glutaminianu (Weon i in., 2012). Brak wptywu kwasu wanilinowego
izolowanego z Hovenia dulcis w stgzeniach 0,5, 1 i 5 pM na neurotoksyczno$¢ induko-
wang glutaminianem w badaniach na mysich liniach komorkowych HT22 odnotowali
rowniez Li i in. w 2005 roku (Li i in., 2005a).

Kwas wanilinowy jest uwazany za zwiazek, ktory mogtby by¢ pomocny w terapii
chordb, ktorym towarzyszy podwyzszenie poziomu bilirubiny w osoczu krwi. Badania
na zwierzecym modelu marsko$ci watroby wykazaly, ze podawanie kwasu w dawce 10
mg/kg przez 4 tygodnie obniza poziom bilirubiny w osoczu (Atefipour i in., 2016).
Badania poréwnawcze wplywu kwaséw fenolowych (kawowego, cynamonowego, feru-
lowego, protokatechowego, rozmarynowego, synapinowego, syryngowego oraz wanili-
nowego) na wychwyt glukozy przez komorki hepatocytow linii FL83B wykazaty, ze
kwas wanilinowy (12,5-100 uM) zwigkszat t¢ zdolnos¢. W dalszych pracach badaw-
czych na szczurach karmionych dietg o duzej zawartosci thuszczu podawanie kwasu
wanilinowego droga pokarmowa przez 13-16 tygodni (30 mg/kg) obnizato poziom
insuliny, glukozy, trojglicerydow i wolnych kwasoéw thuszczowych w surowicy krwi.
Regulujacy wptyw kwasu na metabolizm glukozy dotyczyt rowniez redukcji insulino-
oporno$ci u badanych szczuréw. Badany zwiazek hamowat ekspresje receptora insuli-
ny, kinazy 3-fosfatydyloinozytolu, transportera 2 glukozy oraz fosforylowanej kar-
boskylazy acetylo-CoA, a takze dziatal supresyjnie na aktywacje genéw dla biatek pro-
zapalnych: cyklooksygenazy 2 oraz biatka chemotaktycznego 1 dla monocytéw (Chang
iin., 2015). Kwas wanilinowy moze réwniez dziata¢ hepatoprotekcyjnie i nefroprotek-
cyjnie w przypadku zatrucia acetaminofenenem (paracetamolem). Badania na szczurach
poddanych intoksykacji wymienionym lekiem (750 mg/kg m.c., przez 7 dni) wykazaty,
ze zastosowanie terapii kwasem wanilinowym (100 mg/kg m.c., przez 7 dni) wyraznie
ograniczalo toksyczne dziatanie acetaminofenenu, co potwierdzono badaniami profilu
lipidowego osocza krwi, markerow funkcji nerek oraz obrazowaniem histopatologicz-
nym (Mol i Raja, 2010).

Podsumowanie

Obecny stan wiedzy dotyczacy aktywnosci biologicznej kwasu wanilinowego suge-
ruje, ze zwigzek ten charakteryzuje si¢ szerokim zakresem dziatania, obejmujacym
wlasciwosci przeciwutleniajace, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, hepato- i neu-
roprotekcyjne, a takze antybakteryjne i przeciwgrzybicze. Tak szeroki zakres aktywno-
$ci sprzyja zastosowaniu tego zwigzku w celach profilaktycznych czy leczniczych —
chociaz, jak wskazuja dostgpne dane, jeszcze nie wykonano niezbednych badan klinicz-
nych potwierdzajacych wymienione efekty fizjologiczne w organizmie cztowieka. Do-
stepne sa jedynie wyniki badan dotyczacych aktywnosci farmakologicznej dietylowego
amidu kwasu wanilinowego (Fruhmann i Specht, 1970; Miller i in., 1961).

Aby potwierdzi¢ wiasciwosci farmakologiczne, niezb¢dne sg dalsze badania, zarow-
no przedkliniczne, jak i kliniczne. Jak dotad, najbardziej zaawanasowanymi pracami
badawczymi dotyczacymi kwasu wanilinowego sg badania kardioprotekcyjnej i prze-
ciwzapalnej aktywnosci tego zwiazku — w tej dziedzinie wykonano najwigcej badan
in vivo (na modelach zwierzgcych). Rozpatrujac mozliwe farmakologiczne zastosowa-
nia kwasu wanilinowego, nalezy rowniez wymieni¢ jego aktywnos$¢ neuroprotekcyjng.
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Pomimo niespdjnych danych z badan podstawowych (opisywanych wcze$niej) istnieja
jednak obiecujace wyniki prac badawczych, m.in. na myszach, wskazujace, ze zwigzek
ten moze ograniczac procesy zapalne w ukladzie nerwowym i spowalnia¢ procesy neuro-
degeneracyjne, np. w przebiegu choroby Alzheimera (Amin i in., 2017; Singh i in., 2015).
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NOT ONLY A FLAVOUR — THE PLEIOTROPIC BIOACTIVITY
OF VANILLIC ACID

Abstract

Vanillic acid is a natural derivative of benzoic acid, commonly found in the plant world. Until
recently antioxidant properties have been listed as its main bioactivity. Recently there have been
numerous reports indicating a much broader range of the bioactivity of this compound, including
its anti-inflammatory, antibacterial, anticancer and neuro- and nephroprotective properties. Both
the results of in vitro and in vivo studies suggest that vanillic acid may be an important bioactive
component present in the human diet. This study is based on an overview of available literature
(featuring studies published in the last 10 years) concerning a wide range of the bioactivity of
vanillic acid as well as prospects for using this compound for pharmacological purposes.
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