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Summary

Feverfew {Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip.) is an ornamental and medici
nal plant. Its preparations are mainly used for migraine prophylaxis. Complex 
mixture of T. parthenium secondary metabolites contains among others, 
sesquiterpene lactones and spiroketalenolether diacetylenes. From the roots of 
the plant transformed with Agrobacterium rhizogenes LBA 9402 four diacetylenes 
and two coumarins were isolated, including the sesquiterpene coumarin ether 
9-epipectachol B, a new natural product. The influence of exogenously applied 
salicylate and methyl jasmonate on diacetylene accumulation pattern was stud
ied. Both signal molecules induced significant changes in the diacetylene accu
mulation suggesting that the compounds are involved in the plant defence.
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1. Tanacetum parthenium jako roślina ozdobna i lecz
nicza

Złocień maruna (Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip., syn. 
Chrysanthemum parthenium (L.) Bernh.) jest mrozoodporną byliną 
z plemienia Anthemideae, rodziny Asteraceae. Pochodzi z Bałka
nów, Azji Mniejszej i Kaukazu, skąd rozprzestrzeniła się w całej 
Europie. Maruna jest znaną rośliną ozdobną, a jej odmiany ho
dowlane różnią się głównie formą koszyczków kwiatowych oraz 
kształtem i kolorem liści. Szczególnie ozdobne są odmiany
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o kwiatostanach przypominających miniaturowe chryzantemy oraz odmiany ze zło- 
cistozielonymi liśćmi. Uprawiana jest Jak roślina jednoroczna. Nadaje się na kwiat 
cięty, zachowując długo świeżość w wazonie, jeśli nie przeszkadza silny, aromatycz
ny zapach składników olejku eterycznego.

W Polsce lecznicze właściwości maruny nie były znane, ale w innych krajach Eu
ropy już w czasach Dioskorydesa stosowano liście lub napary z ziela jako środek 
przeciwbólowy oraz do obniżania temperatury w stanach gorączkowych i stąd za
pewne wywodzi się angielska nazwa rośliny/ever/ew. Nazywano też marunę zielem 
dla kobiet, bo leczyła choroby dróg rodnych, regulowała menstruację, była pomoc
na przy groźbie poronienia i kłopotach w połogu. Ponadto miała być skutecznym 
środkiem przeciw melancholii, uczuciu smutku i niechęci do kontaktów z otocze
niem. W XV111 w. uważano marunę w Wielkiej Brytanii za najlepszy ze wszystkich 
środek przeciw migrenie. Pod koniec lat 70. XX w., właśnie w Wielkiej Brytanii, 
środki masowego przekazu zwróciły uwagę na powszechne i niekontrolowane sto
sowanie liści złocienia maruny w artretyzmie i łuszczycy, a zwłaszcza w migrenie, 
w przypadkach, gdy leczenie konwencjonalne okazało się nieskuteczne (1,2). Do 
przeprowadzenia pierwszych badań klinicznych w City of London Migraine Clinic za
proszono pacjentów od dawna stosujących liście maruny przeciw migrenie. Wyniki 
tych badań były obiecujące, bo sproszkowane liście podawane w kapsułkach przez 
6 miesięcy, w eksperymencie podwójnej ślepej próby, rzeczywiście zapobiegały ata
kom migreny i łagodziły ich przebieg (3). Od tego czasu liczba prac naukowych na 
temat złocienia maruny, z których tylko część została zacytowana, rośnie z każdym 
rokiem. Opisują one nie tylko wyniki kolejnych badań klinicznych (4), ale także wy
niki badań, które mają na celu identyfikację składników czynnych rośliny oraz okreś
lenie ich mechanizmu działania. Rośnie także liczba preparatów produkowanych na 
bazie maruny, z których część podlega ochronie patentowej, ze wskazaniem do sto
sowania głównie w profilaktyce migreny.

2. Związki biologicznie czynne Tanacetum parthenium

Z kompleksowej mieszaniny metabolitów wtórnych występujących w nadziemnych 
częściach T. parthenium wyodrębniono szereg mono- i seskwiterpenoidów, diacetyleny 
z grupy eterów spiroketaloenolowych oraz związki flawonoidowe. Ponad połowę wy
odrębnionych składników stanowią laktony seskwiterpenowe (około 30), wśród któ
rych dominującym związkiem jest germakranolid partenolid (1) (rys.). Monoterpeno- 
idy, kamfora i alkohol chryzantenylowy, także partenolid i diacetyleny, zdeponowane 
we włoskach wydzielniczych, są zapewne charakterystycznymi składnikami olejku ete
rycznego. Z korzeni rośliny wyodrębniono tylko dwa nielaktonowe seskwiterpenoidy 
oraz związki acetylenowe, w tym 3 jako główny składnik (0,2% suchej masy) (2,5-7).

Biosynteza metabolitów wtórnych roślin zależy m.in. od genotypu rośliny, po
chodzenia geograficznego i stadium wegetacji. Zawartości partenolidu w liściach
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Rys. Wzory chemiczne partenolidu (1), diacetylenów (2-5) oraz kumaryn (6, 7) występujących w ko
rzeniach wlośnikowatych Tanacetum partbenium.
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złocienia maruny wahają się od 0,3 do 0,7% suchej masy, ale w niektórych popula
cjach tej rośliny mogą sięgać 1,7% (8). Znane są także populacje T. parthenium, w któ
rych związek ten nie występuje. Najwięcej partenolidu zawierają liście w okresie po
przedzającym wytwarzanie łodyg oraz koszyczki kwiatowe (9).

Współcześnie złocień maruna jest często nazywany aspiryną XV11I w., bo składni
ki rośliny, podobnie jak aspiryna, wykazują działanie przeciwbólowe, przeciwgo
rączkowe i przeciwzapalne, hamując biosyntezę prostaglandyn i agregację płytek 
krwi. Niewątpliwie w przeciwzapalnym działaniu rośliny partycypuje partenolid. 
jednakże mechanizm działania tego związku jest odmienny od aspiryny, bo nie po
lega na hamowaniu aktywności cyklooksygenazy. Wykazano, że partenolid hamuje 
rozwój i progresję procesu zapalnego, indukowanego przez cytokiny typu lL-1 
i lL-6 (10), poprzez m.in. hamowanie aktywacji NFkB, jądrowego czynnika tran
skrypcji, który jest centralnym regulatorem odpowiedzi immunologicznej u czło
wieka (11-12). Partenolid hamuje również zwiększone w stanach zapalnych uwal
nianie tlenku azotu, który uszkadza tkanki (13). To działanie dotyczy także komó
rek ośrodkowego układu nerwowego i może mieć znaczenie w leczeniu chorób 
neurodegeneracyjnych (14). Przeciwmigrenowe działanie partenolidu i wyciągów 
z rośliny kojarzone jest z hamowaniem uwalniania serotoniny (5-HT) z leukocytów 
i płytek krwi, także ze wspomnianym hamowaniem uwalniania tlenku azotu. Za
równo serotonina, jak i tlenek azotu odgrywają ważną rolę w patofizjologii migre
ny. Ostatnio wykazano jednak, że nie zidentyfikowane składniki wyciągu z rośliny 
są silnymi antagonistami receptorów 5-HT2a i 5-HT2b. a działanie partenolidu 
w tym względzie jest stosunkowo słabe (15). Badania mechanizmu farmakologicz
nego działania partenolidu są opisane w wielu pracach naukowych, a związek ten 
jest uważany za główny składnik czynny T. parthenium. Zawartość partenolidu 
w preparatach z maruny nie powinna być mniejsza niż 0,2%. Rola innych niż parte
nolid metabolitów wtórnych T. parthenium nie została jeszcze dobrze poznana. 
Wiadomo, że w przeciwzapalnym działaniu rośliny uczestniczą również flawono- 
idy; trzy spośród badanych związków hamują aktywność cyklooksygenazy i 5-li- 
poksygenazy (6). Zaskakujące jest również stwierdzenie obecności melatoniny 
w liściach T. parthenium, gdy wiadomo, że chronicznym atakom migreny towarzyszy 
niski poziom tego związku (16).

Odkrycie hamującego wpływu niektórych laktonów seskwiterpenowych, w tym 
partenolidu, na aktywację NFkB w stężeniach mikromolarnych oraz badania zależ
ności pomiędzy strukturą a aktywnością tych związków mogą przyczynić się do po
wstania nowej generacji niesteroidowych leków przeciwzapalnych. Warto podkre
ślić, że do najbardziej aktywnych związków w tej grupie należą laktony seskwiter- 
penowe występujące w/ Arnica montana, dobrze znanej roślinie leczniczej o działaniu 
przeciwzapalnym (12).
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3. Metabolity wtórne korzeni wtośnikowatych Tanacetum partbenium

w naszym laboratorium, hodowlę transformowanych korzeni T. partbenium uzy
skano infekując aseptyczne siewki Agrobacterium rhizogenes LBA 9402. Otrzymano 
dwanaście klonów korzeni, syntetyzujących opiny charakterystyczne dla użytego 
szczepu Agrobacterium i dobrze rosnących na pożywce pozbawionej regulatorów 
wzrostu. W ciągu czterech tygodni hodowli korzenie te wykazywały 10-40-krotny 
przyrost masy. Wszystkie klony korzeni poddano ilościowej analizie chemicznej na 
zawartość partenolidu, metodą RP-HPLC, ale tylko jeden z nich zawierał niewielką 
ilość poszukiwanego związku (poniżej 0,01% suchej masy). Porównywalnie niskie za
wartości partenolidu oznaczono w korzeniach roślin T. partbenium pochodzących 
z hodowli in vitro i uprawy szklarniowej (17,18).

Warto wspomnieć, że do tej pory jedynym rodzajem kultur in vitro zdolnych do 
biosyntezy partenolidu są hodowle pędów lub roślin T. partbenium (17,18). Pomimo 
wielu prób, prowadzonych w innych laboratoriach, nie udało się uzyskać niezróżni- 
cowanych hodowli (kalus, zawiesina) produkujących partenolid (19,20), jakkolwiek 
stwierdzono w takich hodowlach obecność cyklicznych seskwiterpenów, germakre- 
nu D i (3-elemenu (produkt przekształcenia germakrenu A) (19). Dominującymi meta
bolitami wtórnymi niezróżnicowanych hodowli T. partbenium były powstające w jed
nym szlaku biosyntezy pochodne aldehydu koniferylowego i kumaryny (izofraksydy- 
na i skopoletyna) (7,20).

Wszystkie wspomniane klony transformowanych korzeni T. partbenium, zostały 
poddane jakościowej analizie chemicznej metodą RP-HPLC/DAD. W badanych prób
kach stwierdzono obecność kilku związków z dwóch różnych grup chemicznych, na 
co wskazywały ich widma UV, o powtarzalnych (dla każdej z próbek) czasach reten
cji. Pięć głównych składników wyciągu heksanowo-acetonowego z badanych korze
ni wyodrębniono metodą semipreparatywnej RP-HPLC i poddano analizie spektral
nej (^H NMR, EIMS), która doprowadziła do identyfikacji trzech diacetylenów z gru
py eterów spiroketaloenolowych (2-4) oraz kumaryny izofraksydyny (6) (rys.), na 
podstawie porównania z danymi piśmiennictwa (21,22). Diacetyleny 2-4 wyodręb
niono wcześniej z korzeni i/lub części nadziemnych T. partbenium (5). Izofraksydynę, 
główny metabolit tkanki kalusowej złocienia maruny, wykryto w ilościach ślado
wych w korzeniach rośliny macierzystej metodą HPLC (7). Piąty z wyizolowanych 
związków, 9-epipektachol B (7), który jest eterem seskwiterpenowym izofraksydy
ny, nie był wcześniej znany z występowania w naturze, jego struktura została okreś
lona metodami spektralnymi, z zastosowaniem COSY 2D NMR (22). Obecność 
9-epipektacholu B w korzeniach rośliny macierzystej została potwierdzona metodą 
HPLC/DAD. Chociaż związki o podobnej stukturze były już izolowane z roślin ple
mienia Anthemideae, nie było doniesień dotyczących ich obecności w T. partbenium.

Wspomniano, że nie stwierdzono różnic jakościowych, w odniesieniu do wymie
nionych związków, we wszystkich analizowanych próbkach. Występowały jednak 
znaczące różnice ilościowe. Całkowita zawartość diacetylenów wynosiła 0,1-0,5%
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suchej masy korzeni, w zależności od badanego klonu. W niektórych klonach (m.in. 
M2) dominował trzynastowęglowy związek 2 (izomer trans), pozostałe zawierały 
głównie czternastowęglowy związek 4 (izomer trans). Transformowane korzenie 
T. parthenhim zachowywały relacje ilościowe pomiędzy diacetylenami, charaktery
styczne dla korzeni rośliny macierzystej danego klonu. W toku dalszych prac, z ko
rzeni klonu M2 wyodrębniono i zidentyfikowano kolejny znany diacetylen, związek 
5 (izomer cis), wcześniej nie izolowany z T. parthenium (23).

Niektóre etery spiroketaloenolowe roślin z rodziny Asteraceae są fitoaleksynami 
(24) i antyfidantami (25,26). Ponieważ zarówno Ci3-diacetylen 3, jak i Ci4-diacetylen 
4 hamują żerowanie larw niektórych owadów, można przypuszczać, że związki te 
biorą udział w reakcjach obronnych roślin. Kwasy salicylowy i jasmonowy oraz ich 
estry metylowe są uważane za endogenne przekaźniki uczestniczące w indukcji od
powiedzi obronnej roślin. Różne patogeny i różni roślinożercy mogą aktywować 
bądź jasmonianową, bądź salicylanową ścieżkę generowania odpowiedzi obronnej 
(27,28). jednoczesna aktywacja obydwu ścieżek zwiększa indukowalną odporność u 
Arabidopsis thaliana (29). Obok genów wybiórczo aktywowanych lub ulegających re
presji za pomocą jasmonianu lub salicylanu, istnieją geny podlegające aktywacji 
bądź represji przez oba wymienione przekaźniki (30).

Dodanie jasmonianu metylu (Mj, 300 pM/1) lub kwasu salicylowego (SA, 300 pM/l) 
do pożywki hodowlanej nie wpływało na akumulację kumaryn, ale wywoływało 
zmiany w spektrum diacetylenów, syntetyzowanych przez transformowane korze
nie T. parthenium. Zmiany te analizowano w korzeniach dwóch klonów M2 i 12, re
prezentujących dwa podstawowe profile biosyntetyczne, z dominacją odpowiednio 
związków 2 i 4. W obu typach korzeni Mj powodował wzrost akumulacji wszystkich 
monitorowanych diacetylenów. Ich zawartość osiągała maksimum 72-96 godzin po 
dodaniu Mj do pożywki. Niezależnie od badanego klonu, akumulacja Ci4-diacetyle- 
nu 4 była najmniej nasilona (maksimum 140% wartości kontrolnej). W największym 
stopniu Mj wpływał na zawartość izomeru cis C]3-diacetylenu 3 (195-340% wartości 
kontrolnej). Kwas salicylowy, dodany do pożywki, selektywnie stymulował biosynte
zę epoksy-C]3-diacetylenu 5, w korzeniach klonu M2, już w 24 godziny po rozpo
częciu eksperymentu. Zawartość tego związku osiągała maksimum (200% wartości 
kontrolnej) po 72 godzinach od dodania SA. Akumulacja wszystkich pozostałych 
diacetylenów ulegała przejściowemu obniżeniu w drugiej i trzeciej dobie trwania 
doświadczenia i powracała do wartości kontrolnej po 96 godzinach, jednoczesne 
traktowanie hodowli transformowanych korzeni T. parthenium, klonu M2, równomo- 
lową ilością Mj i SA wywoływało wybiórczą akumulację epoksy-Ci3-diacetylenu 5 
(570% wartości kontrolnej). Zawartość pozostałych diacetylenów nie ulegała zmia
nie w porównaniu z kontrolą, jasmonian hamuje zatem indukowany salicylanem 
spadek zawartości konstytucyjnych diacetylenów, a kwas salicylowy ogranicza spek
trum związków, których akumulację indukuje jasmonian. Wyniki przeprowadzo
nych przez nas eksperymentów wskazują na udział diacetylenów w odpowiedzi
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obronnej roślin z gatunku T. parthenium. Sugerują także szczególną aktywność bio
logiczną epoksy-Ci3-diacetylenu 5.

We wstępie zaznaczono, że partenolid nie jest jedynym związkiem odpowie
dzialnym za aktywność farmakologiczną T. parthenium (15,31). W tym kontekście 
spazmolityczna (32) oraz hamująca degranulację komórek tucznych (33), syntezę 
tlenku azotu (34) i powstawanie jonów nadtlenkowych (35), w stymulowanych czyn
nikami prozapalnymi (LPS, TPA) komórkach, aktywność diacetylenów zasługuje na 
uwagę. W prowadzonych w Zakładzie Biochemii Komórki Wydziału Biotechnologii 
UJ wstępnych badaniach aktywności przeciwzapalnej jednego z diacetylenów z 
transformowanych korzeni T. parthenium wykazano, że związek ten hamuje induko
waną za pomocą lL-1 aktywację NFkB w komórkach glejaka (36).
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