Adres do korespondencfi

Wanda Kisiel,

Zaktad Fitochemii,
Instytut Farmakologii,
Polska Akademia Nauk,
ul. Smetna 12,

31-343 Krakéw;
e-mail:

kisielw@if-pan.krakow.pl

biotechnologia

3 (62) 87-94 2003

KULTURY IN VITRO | BIOTECHNOLOGIA ROSLIN

Metabolity wtorne korzeni
wiosnikowatych Tanacetum
parthenium

Anna Stojakowska, Wanda Kisiel
Zaktad Fitochemii, Instytut Farmakologii, Polska Akademia Nauk, Krakow

Secondary metabolites from hairy roots of Tanacetum parthenium
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 roslina ozdobna i lecz-
nicza

Zlocien maruna (Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip., syn.
Chrysanthemum parthenium (L.) Bernh.) jest mrozoodporna byling
z plemienia Anthemideae, rodziny Asteraceae. Pochodzi z Batka-
néw, Azji Mniejszej i Kaukazu, skad rozprzestrzenita sie w catej
Europie. Maruna jest znang rosling ozdobnag, a jej odmiany ho-
dowlane réznig sie gtéwnie formg koszyczkow kwiatowych oraz
ksztattem i kolorem lisci. Szczegdlnie ozdobne sg odmiany
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0 kwiatostanach przypominajgcych miniaturowe chryzantemy oraz odmiany ze zto-
cistozielonymi lisémi. Uprawiana jest Jak roslina jednoroczna. Nadaje sie na kwiat
ciety, zachowujgc dtugo swiezos¢ w wazonie, jesli nie przeszkadza silny, aromatycz-
ny zapach sktadnikéw olejku eterycznego.

W Polsce lecznicze wlasciwosci maruny nie byly znane, ale w innych krajach Eu-
ropy juz w czasach Dioskorydesa stosowano liscie lub napary z ziela jako $rodek
przeciwbélowy oraz do obnizania temperatury w stanach gorgczkowych i stad za-
pewne wywodzi sie angielska nazwa rosliny/ever/ew. Nazywano tez marune zielem
dla kobiet, bo leczyta choroby drég rodnych, regulowata menstruacje, byta pomoc-
na przy grozbie poronienia i klopotach w potogu. Ponadto miata by¢é skutecznym
srodkiem przeciw melancholii, uczuciu smutku i niecheci do kontaktéw z otocze-
niem. W XV111 w. uwazano marune w Wielkiej Brytanii za najlepszy ze wszystkich
Srodek przeciw migrenie. Pod koniec lat 70. XX w., wiasnie w Wielkiej Brytanii,
srodki masowego przekazu zwrdcity uwage na powszechne i niekontrolowane sto-
sowanie lisci ztocienia maruny w artretyzmie i luszczycy, a zwlaszcza w migrenie,
w przypadkach, gdy leczenie konwencjonalne okazato sie nieskuteczne (1,2). Do
przeprowadzenia pierwszych badan klinicznych w City of London Migraine Clinic za-
proszono pacjentéw od dawna stosujgcych liscie maruny przeciw migrenie. Wyniki
tych badan byly obiecujgce, bo sproszkowane liscie podawane w kapsutkach przez
6 miesiecy, w eksperymencie podwadjnej Slepej préby, rzeczywiscie zapobiegaly ata-
kom migreny i tagodzity ich przebieg (3). Od tego czasu liczba prac naukowych na
temat ztocienia maruny, z ktorych tylko cze$¢ zostata zacytowana, rosnie z kazdym
rokiem. Opisujg one nie tylko wyniki kolejnych badan klinicznych (4), ale takze wy-
niki badan, ktore majg na celu identyfikacje sktadnikbw czynnych rosliny oraz okres-
lenie ich mechanizmu dziatania. Rosnie takze liczba preparatow produkowanych na
bazie maruny, z ktérych czes¢ podlega ochronie patentowej, ze wskazaniem do sto-
sowania gtéwnie w profilaktyce migreny.

2. Zwiagzki biologicznie czynne Tanacetum parthenium

Z kompleksowej mieszaniny metabolitdw wtérnych wystepujacych w nadziemnych
czesciach T. parthenium wyodrebniono szereg mono- i seskwiterpenoidéw, diacetyleny
z grupy eteréw spiroketaloenolowych oraz zwigzki flawonoidowe. Ponad potowe wy-
odrebnionych skfadnikéw stanowig laktony seskwiterpenowe (okoto 30), wsrod kto-
rych dominujacym zwigzkiem jest germakranolid partenolid (1) (rys.). Monoterpeno-
idy, kamfora i alkohol chryzantenylowy, takze partenolid i diacetyleny, zdeponowane
we wloskach wydzielniczych, sg zapewne charakterystycznymi sktadnikami olejku ete-
rycznego. Z korzeni rosliny wyodrebniono tylko dwa nielaktonowe seskwiterpenoidy
oraz zwigzki acetylenowe, w tym 3 jako gtéwny sktadnik (0,2% suchej masy) (2,5-7).

Biosynteza metabolitow wtérnych roslin zalezy m.in. od genotypu rosliny, po-
chodzenia geograficznego i stadium wegetacji. Zawartosci partenolidu w lisciach
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Rys. Wzory chemiczne partenolidu (1), diacetylenéw (2-5) oraz kumaryn (6, 7) wystepujacych w ko-
rzeniach wlo$nikowatych Tanacetum partbenium.
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ztocienia maruny wahajg sie od 0,3 do 0,7% suchej masy, ale w niektorych popula-
cjach tej rosliny moga siega¢ 1,7% (8). Znane sg takze populacje T. parthenium, w kto-
rych zwigzek ten nie wystepuje. Najwiecej partenolidu zawierajg lisScie w okresie po-
przedzajgcym wytwarzanie todyg oraz koszyczki kwiatowe (9).

Wspoiczesnie ztocienn maruna jest czesto nazywany aspiryng XV11l w., bo skfadni-
ki rosliny, podobnie jak aspiryna, wykazuja dziatanie przeciwbdlowe, przeciwgo-
rgczkowe i przeciwzapalne, hamujgc biosynteze prostaglandyn i agregacje ptytek
krwi. Niewatpliwie w przeciwzapalnym dziataniu rosliny partycypuje partenolid.
jednakze mechanizm dziatania tego zwiazku jest odmienny od aspiryny, bo nie po-
lega na hamowaniu aktywnosci cyklooksygenazy. Wykazano, ze partenolid hamuje
rozwQj i progresje procesu zapalnego, indukowanego przez cytokiny typu IL-1
i IL-6 (10), poprzez m.in. hamowanie aktywacji NFkB, jadrowego czynnika tran-
skrypcji, ktory jest centralnym regulatorem odpowiedzi immunologicznej u czio-
wieka (11-12). Partenolid hamuje réwniez zwiekszone w stanach zapalnych uwal-
nianie tlenku azotu, ktdry uszkadza tkanki (13). To dziatanie dotyczy takze komo-
rek osrodkowego ukladu nerwowego i moze mie¢ znaczenie w leczeniu choréb
neurodegeneracyjnych (14). Przeciwmigrenowe dziatanie partenolidu i wyciagéw
z rosliny kojarzone jest z hamowaniem uwalniania serotoniny (5-HT) z leukocytow
i ptytek krwi, takze ze wspomnianym hamowaniem uwalniania tlenku azotu. Za-
réwno serotonina, jak i tlenek azotu odgrywaja wazna role w patofizjologii migre-
ny. Ostatnio wykazano jednak, ze nie zidentyfikowane skiadniki wyciggu z rosliny
sg silnymi antagonistami receptorow 5-HT2a i 5-HT2b. a dziatanie partenolidu
w tym wzgledzie jest stosunkowo stabe (15). Badania mechanizmu farmakologicz-
nego dziatania partenolidu sg opisane w wielu pracach naukowych, a zwigzek ten
jest uwazany za gtéwny skladnik czynny T. parthenium. Zawartos¢ partenolidu
w preparatach z maruny nie powinna by¢ mniejsza niz 0,2%. Rola innych niz parte-
nolid metabolitéw wtérnych T. parthenium nie zostala jeszcze dobrze poznana.
Wiadomo, ze w przeciwzapalnym dziataniu rosliny uczestnicza réwniez flawono-
idy; trzy sposréd badanych zwigzkéw hamujg aktywnosé cyklooksygenazy i 5-li-
poksygenazy (6). Zaskakujace jest réwniez stwierdzenie obecnosci melatoniny
w liciach T. parthenium, gdy wiadomo, ze chronicznym atakom migreny towarzyszy
niski poziom tego zwigzku (16).

Odkrycie hamujgcego wptywu niektérych laktonoéw seskwiterpenowych, w tym
partenolidu, na aktywacje NFkB .. stezeniach mikromolarnych oraz badania zalez-
nosci pomiedzy strukturg a aktywnoscig tych zwigzkéw moga przyczynic¢ sie do po-
wstania nowej generacji niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych. Warto podkre-
$li¢, ze do najbardziej aktywnych zwigzkéw w tej grupie nalezg laktony seskwiter-
penowe wystepujgce w/ Arnica montana, dobrze znanej roslinie leczniczej o dziataniu
przeciwzapalnym (12).
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3. Metabolity wtérne korzeni wto$nikowatych Tanacetum partbenium

w naszym laboratorium, hodowle transformowanych korzeni T. partbenium uzy-
skano infekujgc aseptyczne siewki Agrobacterium rhizogenes LBA 9402. Otrzymano
dwanascie klonéw korzeni, syntetyzujgcych opiny charakterystyczne dla uzytego
szczepu Agrobacterium i dobrze rosngcych na pozywce pozbawionej regulatorow
wzrostu. W ciggu czterech tygodni hodowli korzenie te wykazywaty 10-40-krotny
przyrost masy. Wszystkie klony korzeni poddano iloSciowej analizie chemicznej na
zawarto$¢ partenolidu, metodg RP-HPLC, ale tylko jeden z nich zawierat niewielkg
ilo$¢ poszukiwanego zwigzku (ponizej 0,01% suchej masy). Poréwnywalnie niskie za-
wartosci partenolidu oznaczono w korzeniach roslin T. partbenium pochodzgcych
z hodowli in vitro i uprawy szklarniowej (17,18).

Warto wspomnie¢, ze do tej pory jedynym rodzajem kultur in vitro zdolnych do
biosyntezy partenolidu sag hodowle pedéw lub roslin T. partbenium (17,18). Pomimo
wielu préb, prowadzonych w innych laboratoriach, nie udato sie uzyskac¢ niezrézni-
cowanych hodowli (kalus, zawiesina) produkujgcych partenolid (19,20), jakkolwiek
stwierdzono w takich hodowlach obecnos¢ cyklicznych seskwiterpenéw, germakre-
nu D i (3-elemenu (produkt przeksztatcenia germakrenu A) (19). Dominujgcymi meta-
bolitami wtérnymi niezréznicowanych hodowli T. partbenium byly powstajgce w jed-
nym szlaku biosyntezy pochodne aldehydu koniferylowego i kumaryny (izofraksydy-
na i skopoletyna) (7,20).

Wszystkie wspomniane klony transformowanych korzeni T. partbenium, zostaty
poddane jakosciowej analizie chemicznej metoda RP-HPLC/DAD. W badanych préb-
kach stwierdzono obecnos¢ kilku zwigzkéw z dwéch réznych grup chemicznych, na
co wskazywaty ich widma UV, o powtarzalnych (dla kazdej z prébek) czasach reten-
cji. Pie¢ gtébwnych skiadnikéw wyciggu heksanowo-acetonowego z badanych korze-
ni wyodrebniono metodg semipreparatywnej RP-HPLC i poddano analizie spektral-
nej (*"H NMR, EIMS), ktéra doprowadzita do identyfikacji trzech diacetylenéw z gru-
py eterow spiroketaloenolowych (2-4) oraz kumaryny izofraksydyny (6) (rys.), na
podstawie poréwnania z danymi piSmiennictwa (21,22). Diacetyleny 2-4 wyodreb-
niono wczesniej z korzeni i/lub czesci nadziemnych T. partbenium (5). 1zofraksydyne,
gldwny metabolit tkanki kalusowej ztocienia maruny, wykryto w iloSciach $lado-
wych w korzeniach ros$liny macierzystej metodg HPLC (7). Piaty z wyizolowanych
zwigzkow, 9-epipektachol B (7), ktory jest eterem seskwiterpenowym izofraksydy-
ny, nie byt wczesniej znany z wystepowania w naturze, jego struktura zostata okres-
lona metodami spektralnymi, z zastosowaniem COSY 2D NMR (22). Obecnos¢
9-epipektacholu B w korzeniach rosliny macierzystej zostata potwierdzona metoda
HPLC/DAD. Chociaz zwiazki o podobnej stukturze byly juz izolowane z roslin ple-
mienia Anthemideae, nie byto doniesien dotyczgcych ich obecnosci w T. partbenium.

Wspomniano, ze nie stwierdzono rdznic jakosciowych, w odniesieniu do wymie-
nionych zwigzkéw, we wszystkich analizowanych préobkach. Wystepowalty jednak
znaczace roznice ilosciowe. Catkowita zawarto$¢ diacetylenéw wynosita 0,1-0,5%
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suchej masy korzeni, w zaleznosci od badanego klonu. W niektérych klonach (m.in.
M2) dominowat trzynastoweglowy zwigzek 2 (izomer trans), pozostale zawieraly
gtdbwnie czternastoweglowy zwigzek 4 (izomer trans). Transformowane korzenie
T. parthenhim zachowywaly relacje iloSciowe pomiedzy diacetylenami, charaktery-
styczne dla korzeni rosliny macierzystej danego klonu. W toku dalszych prac, z ko-
rzeni klonu M2 wyodrebniono i zidentyfikowano kolejny znany diacetylen, zwigzek
5 (izomer cis), wczesniej nie izolowany z T. parthenium (23).

Niektére etery spiroketaloenolowe roslin z rodziny Asteraceae sa fitoaleksynami
(24) i antyfidantami (25,26). Poniewaz zaréwno Cis-diacetylen 3, jak i Cis-diacetylen
4 hamujg zerowanie larw niektorych owadoéw, mozna przypuszczaé, ze zwigzki te
biorg udziat w reakcjach obronnych roslin. Kwasy salicylowy i jasmonowy oraz ich
estry metylowe sg uwazane za endogenne przekazniki uczestniczace w indukcji od-
powiedzi obronnej roslin. R6zne patogeny i r6zni roslinozercy moga aktywowaé
badz jasmonianowa, badz salicylanowg Sciezke generowania odpowiedzi obronnej
(27,28). jednoczesna aktywacja obydwu Sciezek zwieksza indukowalng odpornos¢ u
Arabidopsis thaliana (29). Obok gendéw wybidérczo aktywowanych lub ulegajgcych re-
presji za pomocg jasmonianu lub salicylanu, istnieja geny podlegajace aktywac;ji
badz represji przez oba wymienione przekazniki (30).

Dodanie jasmonianu metylu (Mj, 300 pM/1) lub kwasu salicylowego (SA, 300 pM/l)
do pozywki hodowlanej nie wplywato na akumulacje kumaryn, ale wywotywato
zmiany w spektrum diacetylendw, syntetyzowanych przez transformowane korze-
nie T. parthenium. Zmiany te analizowano w korzeniach dwoch klonéw M2 i 12, re-
prezentujacych dwa podstawowe profile biosyntetyczne, z dominacjg odpowiednio
zwigzkow 2 i 4. W obu typach korzeni Mj powodowat wzrost akumulacji wszystkich
monitorowanych diacetylenéw. Ich zawartos¢ osiggata maksimum 72-96 godzin po
dodaniu Mj do pozywki. Niezaleznie od badanego klonu, akumulacja Cis-diacetyle-
nu 4 byla najmniej nasilona (maksimum 140% wartosci kontrolnej). W najwiekszym
stopniu Mj wplywat na zawartos¢ izomeru cis C]3-diacetylenu 3 (195-340% wartosci
kontrolnej). Kwas salicylowy, dodany do pozywki, selektywnie stymulowat biosynte-
ze epoksy-C]3-diacetylenu 5, w korzeniach klonu M2, juz w 24 godziny po rozpo-
czeciu eksperymentu. Zawartos¢ tego zwigzku osiggata maksimum (200% wartosci
kontrolnej) po 72 godzinach od dodania SA. Akumulacja wszystkich pozostatych
diacetylenéw ulegata przejsciowemu obnizeniu w drugiej i trzeciej dobie trwania
doswiadczenia i powracata do wartosci kontrolnej po 96 godzinach, jednoczesne
traktowanie hodowli transformowanych korzeni T. parthenium, klonu M2, réwnomo-
lowg iloscig Mj i SA wywolywato wybidrcza akumulacje epoksy-Cis-diacetylenu 5
(570% wartosci kontrolnej). Zawartos¢ pozostalych diacetylenéw nie ulegata zmia-
nie w poréwnaniu z kontrolg, jasmonian hamuje zatem indukowany salicylanem
spadek zawartosci konstytucyjnych diacetylenéw, a kwas salicylowy ogranicza spek-
trum zwigzkoéw, ktoérych akumulacje indukuje jasmonian. Wyniki przeprowadzo-
nych przez nas eksperymentéw wskazujg na udziat diacetylenédw w odpowiedzi
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obronnej roslin z gatunku T. parthenium. Sugerujg takze szczeg6ing aktywnos¢ bio-
logiczng epoksy-Cis-diacetylenu 5.

We wstepie zaznaczono, ze partenolid nie jest jedynym zwigzkiem odpowie-
dzialnym za aktywnos¢ farmakologicznag T. parthenium (15,31). W tym kontekscie
spazmolityczna (32) oraz hamujgca degranulacje komérek tucznych (33), synteze
tlenku azotu (34) i powstawanie jonéw nadtlenkowych (35), w stymulowanych czyn-
nikami prozapalnymi (LPS, TPA) komérkach, aktywnos$¢ diacetylenéw zastuguje na
uwage. W prowadzonych w Zaktadzie Biochemii Komorki Wydziatu Biotechnologii
UJ wstepnych badaniach aktywnosci przeciwzapalnej jednego z diacetylenéw z
transformowanych korzeni T. parthenium wykazano, ze zwigzek ten hamuje induko-
wang za pomocg IL-1 aktywacje NFkB .. komodrkach glejaka (36).
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