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Bezpieczenstwo cytologiczne i aktywnos$¢ mikrobiologiczna preparatu kwasu fulwowego
(FTM-A50) w postaci Alcaliny - raport z badan wstepnych

Badania wykonane w ramach projektu Science Hub przez dr Marcina Wlodarczyka, mgr Jolante
Kalinowska, pod kierunkiem dr Karoliny Rudnickiej (Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £.6dzki, Polska)

Okres realizacji: maj-sierpien 2023 r.
I. OCENA CYTOTOKSYCZNOSCI KWASOW FULWOWYCH

Cel. Ocena cytozgodnosci kwasu fulwowego w postaci suplementu -Alcalina - FAF oraz wykluczenie stgzen
wplywajacych na zywotno$¢ komérek w hodowlach in vitro. Potencjalna cytotoksyczno$¢ moze wptywaé
na wyniki dalszych testdw biologicznych in vitro i moze ogranicza¢ zastosowania biomedyczne.

Materialy i metody. Badania cytotoksycznosci przeprowadzono przy uzyciu fibroblastéw mysich (L929,
ATTC, Rockville, MD, USA) zalecanych przez Miedzynarodowa Organizacje Normalizacyjng
(ISO-10993-5-2009) do testowania sktadnikow o potencjalnym zastosowaniu w biomedycynie. Jest to
standardowy model stosowany w badaniach biokompatybilnos$ci in vitro ze wzgledu na jego stabilnosg,
optymalny okres podziatu i adherentny wzrost. Fibroblasty myszy hodowano w pozywce RPMI-1640
(Sigma Aldrich) uzupelnionej inaktywowana surowica bydlgca (Cytogen, Polska) i antybiotykami:
penicyling (100 U/ml) i streptomycyng (100 pg/ml) w standardowych warunkach inkubatora hodowli
komérkowej (37°C, 5% CO,, >90% wilgotnosci). Zawiesing komorek naniesiono na 96-dotkowsa ptytke do
hodowli komoérkowej i inkubowano przez noc (5% CO,, 37°C, >90% wilgotnosci) w celu przylegania
komoérek do powierzchni naczynia hodowlanego i odtworzenia monowarstw komérek. Po inkubacji w
96-dotkowej plytce, hodowle komoérkowe obserwowano przy uzyciu odwrdconego mikroskopu, aby
upewni¢ si¢, ze tworzg one zwarte i jednorodne monowarstwy. Pozywke zastgpiono 100 ul $wiezej
pozywki hodowlanej. Nast¢pnie do wybranych dotkéw dodawano seryjne rozcienczenia Alcaliny -
(FTM-A50) (w trzech powtoérzeniach) w pozywce RPMI-1640 w zakresie rozcienczen: 1:2-1:4096.
Uwzgledniono nastgpujace kontrole: kontrole zywotnosci (komoérki w medium hodowlanym bez dodatku
badanego zwigzku) oraz kontrole cytotoksycznosci (K-), czyli komorki traktowane 2% roztworem
saponiny - substancji o silnych wtasciwosciach cytotoksycznych. Tak przygotowane hodowle inkubowano
przez 24 godziny (5% CO,, 37°C, > 90% wilgotnosci). Po inkubacji stan komérek obserwowano pod
mikroskopem $wietlnym i odnotowywano wszelkie zmiany w ich morfologii.

Procedura testu MTT byta nastgpujgca. Po catonocnej inkubacji komoérek z badanym kwasem fulwowym,
do kazdej studzienki wprowadzano 20 pl odczynnika MTT (Sigma Aldrich) w stgzeniu 5 mg/ml i
inkubowano przez 4 godziny (5% CO,, 37°C, > 90% wilgotnosci). W kolejnym kroku plytki odwirowano
(1400 obr./min, 10 min.), a supernatanty usunie¢to i zastgpiono 150 ul DMSO i 25 pl buforu glicynowego
na kazdy dotek. Po jednominutowej inkubacji w temperaturze pokojowej i wytrzasaniu na wirniku vortex,
zmierzono absorbancj¢ przy 570 nm przy uzyciu czytnika Multiskan EX (Thermo Scientific).

Wyniki i ich interpretacja. Zgodnie z normami ISO skitadnik, ktéry nie wywotuje cytotoksycznosci
przekraczajacej 30% martwych komorek, nalezy uznac za niecytotoksyczny. W oparciu o to kryterium, jesli
zywotnos$¢ komoérek po 24-godzinnej ekspozycji na Alcaling (w okreslonym stezeniu) utrzymuje si¢ powyzej
70%, nalezy go uzna¢ za cytozgodny (Ryc. 1.). Preparat wykazuje bezpieczenstwo cytologiczne powyzej
rozcienczenia 1:32. FAF ma najwyzsza cytokompatybilnos¢, poniewaz tylko rozcienczenia 1:2-1:4 FAF
znaczgco wplynely na zywotnos¢ komoérek. Co ciekawe, zaobserwowano stymulacje proliferacji komdrek
lub zwigkszenie ich aktywno$ci metabolicznej dla FAF dla wysokich (1:16-1:64) i niskich stezen FAF
(1:1024-1:4096). Biorac pod uwagg stezenie Alcaliny stosowane u ludzi testowany preparat nalezy uznac za
cytokompatybilny. Inni autorzy wykazali, ze kwas fulwowy w zakresie stezen 0,001-10 ug/ml nie wptywat
na zywotnos¢ linii komdrek bazofilnych (http://dx.doi.org/10.1271/bbb.60702), a w stezeniu 100 ug/ml
wptywal na zywotnos$¢ obnizajac jg tylko o 10%. Wykazano réwniez na modelu mysim i szczurzym w
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ztozonych badaniach toksykologicznych, ze suplementacja kwasem fulwowym w dawce 5000 mg/kg masy
ciala/dzien FA zostala uznana za bezpieczng i nie zaobserwowano zadnego poziomu dziatania

niepozadanego (NOAEL) (https://doi.org/10.1155/2020/8899244).
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Ryc. 1. Aktywnos¢ proliferacyjna/metaboliczna fibroblastow L929 poddanych dziataniu Alcaliny w poréwnaniu z
hodowlami komdérkowymi prowadzonymi w samym podlozu*. Analiza statystyczna przeprowadzona w testach
U-Manna Whitneya w oprogramowaniu STATSOFT (*p < 0,05, w stosunku do kontroli pozytywnej).

I. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa FAF

Cel. Okres$lenie, czy FAF wykazuje aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowsa wobec najczgstszych czynnikéw
zakaznych wywotujacych zakazenia u ludzi poprzez zliczanie jednostek tworzacych kolonie (CFU) i
aktywnos$¢ mikrobiologiczng (redukcja resazuryny).

Material i metody. W te$cie wykorzystano cztery szczepy bakterii wyizolowane z gruczolu mlekowego
bydta: Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae.
Zawiesing bakterii o gestosci ~1 x 10® CFU/ml rozcieficzono 100-krotnie w bulionie Mueller Hinton.
Poczatkowe inokulum bakteryjne nanoszono nastepnie do studzienek 96-dotkowych plytek hodowlanych
zawierajacych szereg rozcienczen Alcaliny w objetosci 100 pl/dotek (konicowa objetos¢ 200 ul) i
inkubowano w temperaturze 37°C, w warunkach tlenowych, przez 20+2 godziny. Aby okresli¢ liczbe
jednostek tworzacych kolonie (CFU/ml) po inkubacji z Alcaling, 100 ul z kazdego dotka wysiano na state
ptytki agarowe, inkubowano przez noc, a CFU obliczono i poréwnano z kulturg kontrolng bez FAF.
Jednocze$nie wplyw na aktywno$¢/zywotnos¢ drobnoustrojéw oceniano za pomocg testu redukcji
resazuryny. Test resazuryny (test Alamar Blue) jest prostym, szybkim i czutym pomiarem, np. bakterii.
Zywe komorki s3 aktywne metabolicznie i moga redukowaé niefluorescencyjny barwnik resazuryne
poprzez reduktaze mitochondrialng do silnie fluorescencyjnego barwnika resorufiny. Intensywnos¢
fluorescencji jest proporcjonalna do liczby zywych komérek bakteryjnych. Test zostat skonfigurowany
doktadnie w taki sam sposéb jak CFU; jednak resazuryna zostata dodana do kultur inkubowanych z FAF w
objetosci 20 pl / studzienke zamiast wysiewania plynow na plytki agarowe. Nastepnie inkubowano w
temperaturze 37 °C, 5% CO, przez 30 minut, a fluorescencj¢ mierzono przy dlugosci fali wzbudzenia 550
nm i dtugosci fali emisji 590 nm za pomocag wielomodowego czytnika ptytek.
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Wyniki. Wykazano, ze preparat FAF nie hamuje aktywnos$ci drobnoustrojéw. W metodzie CFU i wynikach
opartych na AlamarBlue zaobserwowalismy taka sama liczbe¢ i aktywno$¢ bakterii w srodowisku FAFE, jak w
kontroli (bez FAF). Nie ma dostepnych danych na temat dziatania przeciwdrobnoustrojowego czystego,
nieizolowanego FA. Wykazano jednak, ze preparat wykazuje silng aktywnos$¢ przeciwko r6znym patogenom
bakteryjnym i grzybiczym o minimalnym stgzeniu hamujacym réwnym lub mniejszym niz 0,5%. Oprdcz
dzialania przeciwdrobnoustrojowego zaobserwowano lepsze gojenie si¢ ran po leczeniu CHD-FA, co
wykazano na podstawie pomiaru powierzchni rany, badania histopatologicznego i profilowania ekspresji

genow gojenia si¢ ran, a takze uwalnianych cytokin (DOI: 10.1097/TA.0000000000000737 ).

W dalszych badaniach wykazalismy, indukowana kwasem fulwowym ekspansje Lactobacillus rhamnosus w

poréwnaniu do kontroli bez Alcaliny w zakresie stezen: 1:32-1:128 (Ryc. 2, czerwony prostokat).
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Ryc. 2. WplywAlcaliny na aktywnos$¢ metaboliczng (czerwona linia) i CFU (zielona linia) L. rhamnosus
(poréwnanie testu resazuryny i analizy CFU).

Jedno z badan przeprowadzone na modelu ryby z rodziny piskorzowatych (Cobitidae) w akwariach
eksperymentalnych koncentrowato si¢ wytacznie na wptywie suplementacji diety kwasem fulwowym
na aktywno$¢ trawienng jelit (analiza enzymatyczna), aktywno$¢ przeciwutleniajaca, aktywnos¢
enzymdéw odpornosciowych i skltad mikroflory w 60-dniowej probie karmienia. Wykazano, ze
optymalne zapotrzebowanie na kwas fulwowy w diecie dla maksymalnego wzrostu wynosi 16,4 g na
kg diety. Suplementacja kwasem fulwowym spowodowata wzrost populacji bakterii z grupy Firmicutes
i Actinobacteria, przy jednoczesnym zmniejszeniu liczebnosci Proteobacteria. Wyniki wskazaly, ze
suplementacja kwasem fulwowym spowodowala zmniejszenie wzglednej liczebnosci Serratia,
Acinetobacter, Aeromonas i Edwardsiella oraz wzgledny wzrost ilosci Lactobacillus w jelicie
(DOI:10.1016/j.fsi.2017.01.008). Nie ma dostgpnych danych, ktére potwierdzityby to zjawisko na
modelu myszy, szczura lub $§winki morskiej.

Podsumowanie. Badania innych autoréw wykazatly, ze przyjmowanie kwaséw fulwowych, na przyktad
wraz z dietg, moze korzystnie wptywac¢ na funkcjonowanie calego organizmu. Suplementacja tych
zwigzkéw pozytywnie wplywa na dziatanie komérek uktadu odpornosciowego, powodujac m.in.
stymulacje monocytéow, czyli komoérek ukladu odpornosciowego m.in. odpowiadajacych za
redukowanie stan6éw zapalnych w organizmie (Chien i in. 2015). Ponadto wyniki badan wskazuja, ze FA
ma wilasciwosci antyoksydacyjne, co moze powodowa¢, ze zwigzek ten jest bardzo dobrym kandydatem
na naturalne zrédlo antyoksydantow wykorzystywane zaré6wno w przemysle famaceutycznym, jak i
spozywczym (Cardenas i in. 2011). Chroni réwniez przed niekorzystnym wptywem metali cigzkich
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zmniejszajac ich wchilanianie, co zostalo wykazane na przyktadzie kadmu w modelu zwierzgcym
(Kumar, Sekar 2018). Kwas fulwowy wptywa réwniez na wchtanialno$¢ réznych substancji, w tym
sktadnikéw odzywczych, witamin, a nawet lekoéw. Wykazano, ze w obecnosci FA wzrosta absorpcja
mineraléw. Spowodowane jest to wigzaniem si¢ substancji mineralnych z kwasem poprzez
chelatowanie, a nie tworzenie komplekséw, co moze mie¢ zwigksza¢ rozpuszczalnos¢ tych zwiazkow.
Jezeli chodzi o witaminy oraz leki, to nalezy zauwazy¢, ze w obecnos$ci FA zauwazono zmniejszone
wchlanianie tych substancji (Willis 2015). Oprécz wyzej wymienionych kwas fulwowy przynosi wiele
innych korzysci zdrowotnych, co powoduje, ze preparat Alcalina moze by¢ dobrym rozwigzaniem,
jezeli chodzi o suplementacj¢ FA w codziennej diecie.
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