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. WSTEP

Zastosowanie zi6t w lecznictwie znane jest od dawna. Przez lata uzywane
byty leki, ktore w swym sktadzie zawieraty surowce roslinne a takze pochodzenia
zwierzecego i mineralnego. Czesto ich dziatanie potgczone byto z mistycyzmem,
astrologig i okultyzmem [Dewick, 1998]. Na tych podwalinach powstata wspoétczesna
fitoterapia- gatgz medycyny konwencjonalnej, ktéra bazuje na surowcach ros$linnych,
0 okreslonym skfadzie i mechanizmie dziatania oraz dawkowaniu, ktorych aktywnosc¢
lecznicza zostata zweryfikowana i potwierdzona badaniami naukowymi. Fitoterapia
zajmuje sie terapeutycznym i profilaktycznym zastosowaniem surowcow zielarskich
lub aktywnych farmakologicznie substancji pochodzenia roslinnego w wielu
jednostkach chorobowych, miedzy innymi w migrenie (hemicrania) [Lamer-Zarawska
i wsp., 2007].

Na obecng chwile etiologia migreny pozostaje nadal nieznana, a jej
patomechanizm nie jest do konca wyjasniony. Przyczyng tego stanu rzeczy jest
ztozonos¢ i wieloczynnikowos¢ choroby. Wedlug jednej z aktualnych definiciji
migrene, okresla sie jako czeste, przewlekte i naruszajgce sprawnos¢ organizmu
zaburzenia nerwowo-naczyniowe, odznaczajgce sie napadami silnego bdlu gtowy
[Stepien, 2009]. Wieloobjawowos¢ (fotofobia, nudnosci, wymioty, zwroty i bl gtowy)
oraz problem ze znalezieniem etiologii problemu powoduje, ze farmakoterapia
migreny jest bardzo skomplikowana. Czesto sprowadza sie¢ do podawania lekow
przerywajgcych ostry bol oraz lekdéw usmierzajgcych objawy towarzyszgce (NLPZ —
niesteroidowe leki przeciwzapalne), leki przeciwwymiotne, tryptany — wykazujgce
powinowactwo do receptorow serotoninowych 5-HT, alkaloidy sporyszu). Sposrod
surowcoéw roslinnych stosowanych w fitoterapii migreny najbardziej popularnym jest
wycigg z ziela ztocienia maruny (Chrysanthemum parthenium), ktérego gtéwnym
zwigzkiem jest partenolid — lakton seskwiterpenowy z grupy germakranolidéw.
Szereg badan naukowych potwierdza aktywnosc¢ farmakologiczng partenolidu. Wsréd
nich najczesciej opisywanymi sg: dziatanie antyagregacyjne, przeciwzapalne,
zdolnos¢ do hamowania uwalniania serotoniny z ptytek krwi. Daje to podstawy, aby
przypisa¢ partenolidowi  wtasciwosci profilaktyczne i lecznicze w  migrenie
[Koprowska i Czyz, 2010]. Na rynku europejskim dostepne sg preparaty MigraHerb®

(Wielka Brytania), Arkocaps Partenelle® (Szwajcaria), Cefagran® (Niemcy),
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Nemagran® (Niemcy), ktore zawierajg w swym sktadzie ziele zlocienia maruny i sg
lekami stosowanymi w  migrenie [Dietimeier, 2013]. Duzg niedogodnoscig dla
producentow lekdéw stosujgcych ten surowiec jest zmienny sktad partenolidu, a takze
trudnosci w oznaczeniu stezenia zwigzku czynnego, ze wzgledu na jego rozktad
podczas analizy metodg HPLC. To bylo przyczyng wycofania z runku popularnego
preparatu — Mariomigran, produkowanego przez Zakfady Zielarskie Phytopharm
Kleka. Przyczynia sie to do dalszego poszukiwania nowych surowcow roslinnych,
zawierajgcych zwigzki o podobnej aktywnosci co partenolid, ktére stwarzatyby
mozliwosci zaprojektowania leku ze standaryzowanym ekstraktem roslinnym. Takie
warunki moze spetniaC wybrana do badan fitochemicznych i biologicznych
Stizolophus balsamitaefolius Cass. W czesciach nadziemnych tej rosliny
spodziewano sie uzyska¢ zwigzki o podobnej strukturze jak w innych gatunkach
rodzaju Stizolophus, tj. pochodne partenolidu, ktére wykazywaty wtasciwosci
przeciwserotoninowe, o mocy porownywanej z propranololem i werapamilem. Sg to
leki syntetyczne od lat uzywane jako sSrodki skutecznie zmniejszajgce site bolu
migrenowego i czestotliwos¢ jego wystepowania [Arnason et al., 1995].
Przeprowadzone badania fitochemiczne i biologiczne dajg nadzieje, iz wyciag z ziela
Centaurea balsamita subsp. balsamita Lam. moze stanowi¢ materiat do dalszych
badan ukierunkowanych na tworzenia leku roslinnego, pomocnego w leczeniu
migreny. Jednoczesnie wyizolowane zwigzki bedg mogly stanowi¢ markery

chemotaksonomiczne dla jednostki botanicznej, ktérg reprezentuje badana roslina.
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Il. CZESC TEORETYCZNA

1. Systematyka Centaurea balsamita subsp. balsamita Lam. / syn.

Stizolophus balsamitaefolius Cass.

| PODKROLESTWO: Phytobionta—rosliny

. GROMADA: Telomophyta (Embryophyta) - telomowe

PODGROMADA: Magnoliophytina (Angiospermae) -
okrytozalazkowe

KLASA: Magnoliopsida (Dicotyledones) —
dwuliscienne

1 PODKLASA: Asteridae—astrowe
- NADRZAD: Asteranae—astropodobne
. RZAD: Asterales—astrowce

RODZINA: Asteraceae (Compositae)—
astrowate (zlozone)

- PODRODZINA: Lactucoideae

« PLEMIE: Cardueae
. PODPLEMIE: Centaureinae Dumort.
- RODZAJ: Centaureal.

. SEKCJA: Stizolophus (Cass.) DC

GATUNEK: Centaurea balsamita Lam.
syn. Stizolophus balsamita(Lam.) Cass. ex Takht.

PODGATUNEK: Centaurea balsamita subsp. balsamita
. Lam.

syn. Stizolphus balsamitaefolius Cass.

Ryc. 1 Systematyka Centaurea balsamita subsp. balsamita Lam. [Dittrich et al., 1980].
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2. Opis botaniczny Centaurea balsamita subsp. balsamita Lam. /

syn. Stizolophus balsamitaefolius Cass.

Wedtug Flory Iranskiej Centaurea balsamita subsp. balsamita Lam. jest jednoroczng
rosling o wyprostowanej todydze, dorastajgcg do 120 cm. Posiada todyge koloru
stomkowego, gtadka, bez wioskdw, ktora w potowie wysokosci ulega rozgatezieniu
do kilku dtugich jedno-koszyczkowych gatgzek w najwyzszym punkcie. Gatgzki
boczne sg koloru stomkowego, gtadkie, bez wiloskéw. Liscie Stizolophus
balsamitaefolius sg w ksztatcie podtuznie-lancetowatym, cate zgbkowane, rzadko
dolne z szorstkim zebem u podstawy. Ponadto w dotyku szorstkie z bardzo krotkimi
witoskami, dolne podtuzne, osadzone na krotkich ogonkach (do 3 cm), wiedng
podczas kwitnienia. Liscie srodkowe i gbérne stopniowo zmniejszajg sie ku gorze,
ulegajg zwezeniu, zakonczone sg zgbkiem o dtugosci do 3 mm. Okrywa kwiatowa
jest ksztattu kulisto-jajowatego z ptaskg podstawg, o dtugosci od 18 do 25 mm i
szerokosci do 24 mm. Liczne przydatki w kolorze od zéttawego do jasnobrgzowego
okrywajgce wiekszg czes¢ podstawy listkbw okrywy majg budowe lancetowatq.
Zaopatrzone sg w 7-12 regularnych rzesek po kazdej stronie, stopniowo ulegajg
zwezeniu, aby konhczy¢ sie ostrym kolcem w wymiarach od 3 do 4mm. Najbardziej
wewnetrzne listki okrywy tworzg przewezenie koszyczka, z czesto wystepujgcym
czerwonawym punktem. Kwiaty brzezne sg barwy zottej i zawierajg pratniki. Owoc
stanowig brunatno nabiegte nietupki wielkosci do 6mm, zaopatrzone w puch
kielichowy o dtugosci od 2 do 5mm, ktéry pokryty jest krétkimi, szorstkimi
szczecinkami. Jest to element odrdzniajgcy badang rosline od Stizolophus balsamita

subsp. kermanensis (Bornm.) Wagenitz [Dittrich et al.,1980].

Ryc. 2 Centaurea balsamita subsp. balsamita Lam. / syn. Stizolophus balsamitaefolius Cass.
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3. Wystepowanie Stizolophus balsamitaefolius Cass.

Stizolophus balsamitaefolius przedstawiona na Rycinie 3, w $rodowisku
naturalnym wystepuje w rejonie Morza Kaspijskiego, miedzy innymi w Turcji, na
Kaukazie i w Azji Centralnej. Rosnie w przydroznych poboczach, na polach i
nieuzytkach. Spotykana jest nawet na kamienistych polach wapiennych oraz
stepach. Preferuje stanowiska suche i stoneczne. Rosnie na glebach piaszczysto-
gliniastych i suchych [Dittrich et al.,1980].

Ryc. 3 Centaurea balsamita subsp. balsamita Lam. / syn. Stizolophus balsamitaefolius Cass. -
pokroj
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4. Laktony seskwiterpenowe

Laktony seskwiterpenowe (utlenione pochodne seskwiterpendw) — to chemicznie
zréznicowana grupa metabolitow wtornych, liczgca ponad 4000 réznych struktur.
Najczesciej wystepujg w roslinach wyzszych. Sg to bezbarwne, lipofilne substancje o
charakterystycznym gorzkim smaku [Rodrigez, 1976]. Jest to grupa zwigzkdéw
naturalnych, najczesciej wystepujgca w gatunkach podplemienia Centaureinae
(Asteraceae). Obok laktonéw seskwiterpenowych znajdowane sg tu tez
poliacetyleny, lignany i flawonoidy.

Seswiterpeny to zwigzki organiczne wywodzgce sie z terpenow (izoprenoidy).

W swej strukturze zwierajg trzy reszty izoprenowe CsHs. Sg rozpowszechnione w
Swiecie roslinnym jako weglowodory o wzorze ogélnym CisHz4 lub jako tlenowe ich
pochodne, tj. laktony, alkohole, aldehydy, ketony [Lamer-Zalewska i wsp., 2007].

Do tej grupy nalezg sktadniki olejkow eterycznych, zywic oraz zwigzki nielotne.
Poznano juz ponad 500 roznych seskwiterpendw, charakteryzujgcych sie strukturg
tancuchowg (np. farnezol) lub cykliczng (jedno, dwu, trdj i czterocykliczne).

Znanych jest ponad 30 podstawowych ukfadéw strukturalnych w grupie

seskwiterpendw. Rycina 4 przedstawia najwazniejsze z nich.

Typ lancuchowy Typ bisabolanu Typ kadinanu
Typ humulanu Typ gwajanu Typ germakranu
Typ eudesmanu Typ elemanu Typ drymanu

Ryc. 4 Podstawowe struktury seskwiterpenow [Fischer et al., 1979; Kohlmiinzer, 2003]
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Przedstawicielami seskwiterpendw sg m.in.: farnezol wystepujgcy w olejku
eterycznym kwiatostanow lipy, a-bisabolol — skfadnik olejku eterycznego z
koszyczkow rumianku pospolitego, kadinen znaleziony w olejku eterycznym igiet
sosny [Kohlmunzer, 2003].

Seskwiterpeny o nietypowej strukturze pierscienia to pochodne Kariofilenu
pozyskiwane z rodziny Betulaceae, czy pochodne cedronu znajdujgce sie w
jatowcach.

Laktony seskwiterpenowe stanowig biologicznie aktywne zwigzki, wystepujgce w
wielu rodzinach, m.in.: Acanthaceae, Anacardiaceae, Apiaceae, Euphorbiaceae,
Lauraceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Rutaceae, Winteraceae i Hepatideae i

Asteraceae (najwieksza liczba przedstawicieli) [Chaturvedi, 2011].

Wsrad nich wyrézniamy:

- Eudesmanolidy (typ eudesmanu): np. alantolakton (Inulae rad.)

- Germakranolidy (typ germakranu): np. partenolid (Chrysanthemi herb.)

- Gwajanolidy (typ gwajanu): np. cykoriozyd B i C, sonchuzyd (Cichorii rad.,
Cynaropikryna (Cynarae fol., herb.)

- Pseudogwajanolidy (typ pseudogwajanu): np. helenalina, dihydrohelenalina
(Arnicae anth.) [Fischer et al.,1979] (Rycina 4).

4.1. Biogeneza

Szlak biosyntezy laktonéw seskwiterpenowych zaczyna sie od piecioweglowych
jednostek  prenylowych: izopentenylopirofosforanu  (IPP) oraz izomeru
dimetyloallilopirofosforanu (DMAPP). IPP i DMAPP powstajg na drodze dwdch
niezaleznych szlakow, w odrebnych obszarach wewnagtrzkomoérkowych. Rycina 5

przedstawia schemat tworzenia IPP, ktéry powstaje w wyniku kondensacji trzech
czagsteczek acetylo-CoA. W wyniku dziatania enzymow: acetylotransferazy acetylo-
CoA i syntezy hydroksymetyloglutarylo-CoA powstajg kolejno acetylo-CoA i [3-
hydroksy- B-metyloglutarylo-CoA. Nastepnie w wyniku redukcji grupy karboksylowej
wigzacej koenzym A do grupy alkoholowej powstaje kwas mewalonowy (produktem
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posrednim jest kwas mewaldowy). Dalszym etapem biosyntezy jest stopniowe
przytgczanie reszt fosforanowych i utworzenie mewlonylo-5-pirofosforanu
katalizowane przez kinaze mewalonianowg i kinaze fosfomewalonianowg. W wyniku
udziatu czgstek ATP tworzy sie 3-fosfo-pirofosfomewalonian, ktéry przeksztatca sie w
izopentenylopirofosforan.

IPP ulega izomeryzacji do dimetyloallilopirofosforanu, ktéry jest tzw. starterem w
reakcji przytgczania IPP, ktorej pierwszym produktem jest pirofosforan geranylu.
Dalsza kondensacja jednostek ,aktywnego izoprenu”, tj. dwoch czasteczek
izopentylofosforanu i jego izomeru: dimetyloallilopirofosforanu powoduje powstanie
farnezylopirofosforanu -  kluczowego zwigzku w  biogenezie laktonéw
seskwiterpenowych. Nastepnie utlenieniu do grupy karbonylowej ulega wegiel C-12,
wprowadzone zostaje podwodjne wigzanie pomiedzy atomami wegla C-11 i C-13,
dochodzi do hydroksylacji wegla C-6 lub C-8 (numeracja wegli na stronie 27).
Koncowym etapem jest laktonizacja w wyniku ktorej utworzony zostaje y- lakton
[Kaczkowski, 1993].

Prekursory laktonowe ulegajg wielu modyfikacjom strukturalnym, tj. rozerwaniu
pierscienia, cyklizacji, migracji wigzan podwojnych lub grup metylowych, a to
prowadzi do powstania laktonoéw seskwiterpenowych o réznych typach szkieletow

weglowych [Kisiel, 1990].
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Ryc. 5 Biogeneza laktonéw seskwiterpenowych [wg Kohimiinzer, 2003; wg Kaczkowski, 1993]
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Po raz pierwszy biogenetyczny schemat laktondw seskwiterpenowych podat Herz w
1977 roku (Rycina 6). Na podstawie budowy szkieletow weglowych pogrupowat
zwigzki laktonowe w czterech kolumnach, reprezentujgcych kolejne etapy biogenezy.
Szkielety, ktére powstajg z hipotetycznego prekursora farnezylowego, przy tej samej
liczbie modyfikacji strukturalnych, przynalezg do tego samego etapu [Herz, 1977].
Seaman uszeregowat poszczegodlne typy szkieletdw weglowych w cztery kolumny,
okreslajgce kolejne etapy biogenezy. Stwierdzit, ze w pierwszym etapie biosyntezy
laktonow seskwiterpenowych powstajg germakranolidy (znane sg 4 izomery
konfiguracyjne tych zwigzkéw: la. germakranolid, 1b. melampolid, 1c. helenanolid,
1d. cis,cis-germakradienolid) [Seaman, 1982]. Nastepnie w wyniku jednej modyfikaciji
pierscienia weglowego powstajg eudesmanolidy i gwajanolidy, stanowig produkty
posrednie wiekszosci pozostatych typéw szkieletow weglowych laktonow. Trzeci etap
reprezentujg pseudogwajanolidy [ sekoeudesmanolidy, a kolejny

sekopseudogwajanolidy [Grech Baran i Pietrosiuk, 2010].
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Ryc. 6 Schemat biogenezy laktonéw seskwiterpenowych [wg Grech-Baran i Pietrosiuk, 2010]
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4.2. Wystepowanie

Laktony seskwiterpenowe najpowszechniej wystepujg w podplemieniu Centaureinae
— szczegolnie w rodzajach: Centaurea L., Psephellus Lam., Chartolepis Cass.,
Rhaponticum Cass., Leuzea DC.

W rodzaju Centaurea L. najczesciej wystepujgcymi laktonami seskwiterpenowymi
sg gwajanolidy:  janeryna, cynaropikryna, centaurepensyna i chlorojaneryna

przedstawione na Rycinie 7.

HO "111IOCOC(=CH,)CH,OH HO "11110COC(=CH3)CH,OH

JANERYNA CYNAROPIKRYNA

111OCOC(CH3)(OH)CHLCI HO 1111OCOC(=CH3)CH,0OH

CENTAUREPENSYNA CHLOROJANERYNA

Ryc. 7 Najczesciej wystepujace gwajanolidy w rodzaju Centaurea

Zwigzki te wyizolowano miedzy innymi w C. adjarica, C. bella, C. thracica C.

marschalliana, C. phaeopapoides [Geppert et al., 1983; Nowak et al., 1989].

Germakranolidy znajdowane sg w tym rodzaju rzadziej. Interesujagce jest to, ze
gatunki ,germakranolidowe” wyrozniajg sie charakterystycznym kolcem konczgcym
listek okrywy kwiatostanu [Nowak et al., 1994]. Najczesciej znajdowane
germakranolidy w Centaurea (Rynina 8) to - salonitenolid (zostat wyizolowany z: C.
salonitana, C. crithmifolia, C. friderici, C. paniculata, C. calcitrapa, C. pontica, C.
eriophora, C. alba) i knicyna (zostata wyizolowana z: C. vallesiaca, C. calcitrapa, C.

aspera, C. sphaerocephala, C. sulphurea) [Fischer et al., 1979].
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Ryc. 8 Najczesciej wystepujace germakranolidy w rodzaju Centaurea

Gwajanolidy o podobnej strukturze jak w Centaurea wystepujg rowniez w rodzajach:
Chartolepis, Leuzea, Psephellus.

W rodzajach Stizolophus Cass. (syn. Centaurea sect. Stizolophus) i Zoegea L.
wyizolowano germakranolidy pochodne partenolidu (balsamina, stizolina, stizolicyna,
izospiciformina, przedstawione na (Rycinie 45) [Nawrot et al., 2015; Nowak 1992;
Nowak et al., 1989].

4.3. Aktywnos¢ biologiczna laktonéw seskwiterpenowych

Juz w latach 70-tych XX wieku zauwazono, ze laktony seskwiterpenowe oprécz
réznorodnos¢ strukturalnej, wykazujg wielokierunkowg aktywnos$¢ biologiczng. Liczne
badania farmakologiczne i kliniczne potwierdzity mozliwo$¢ ich stosowania w
lecznictwie [Nawrot et al., 2017]

Jak dotad potwierdzono nastepujgce dziatanie farmakologiczne laktonow
seskwiterpenowych:

- przeciwmigrenowe

- przeciwnowotworowe, cytotoksyczne

- przeciwzapalne

- przeciwbakteryjne

- przeciwgrzybicze

- przeciwpasozytnicze

- antyarytmiczne

- przeciwwrzodowe

- diuretyczne
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- hipoglikemiczne

- hipotensyjne

- przeciwastmatyczne

- uspokajajgce

- alergogenne

Aktywno$¢ biologiczna laktonow seskwiterpenowych wynika z obecnosci
ugrupowania a-metyleno-y-laktonowego, ktére odpowiada za tgczenie sie z grupami
sulfhydrylowymi wewngtrzkomorkowego, zredukowanego glutationu lub L-cysteiny.
Umozliwia to hamowanie aktywnosci enzymow komoérkowych na drodze reakcji
addycji nukleofilowej typu Michael'a [Grech-Baran i Pietrosiuk, 2010; Heptinstall et
al.,1987].

4.3.1. Dziatanie przeciwmigrenowe

Najbardziej znanym surowcem roslinnym o udowodnionym  dziataniu
przeciwmigrenowym jest ziele ztocienia maruna (Chrysanthemi partheni herba).

Gtownym zwigzkiem odpowiedzialnym za jego aktywnosc¢ biologiczng jest partenolid,
lakton seskwiterpenowy pochodny germakranu [Abad et al.,, 1995; ESCOP
Monographs, 2003]. Partenolid przedstawiony na Rycinie 9 w swej strukturze zawiera
trzy elementy odpowiedzialne za efekt farmakologiczny: 4,5 epoksyd, ugrupowanie
laktonowe i sprzezony z nim egzometylen. Aktywnosé biologiczna polega na
alkilowaniu ugrupowan nukleofilowych np. grupy sulfhydrylowej enzymow, w reakciji

addycji nukleofilowej typu Michaela [Schneider, 1985].

Ryc. 9 Wzor partenolidu z elementami struktury odpowiedzialnymi za efekt farmakologiczny
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Istnieje wiele teorii probujgcych wyjasni¢ patomechanizm migreny. Wielce
prawdopodobne jest, ze sygnat generowany w OUN przekazywany jest za
przyczyng nerwow wspoétczulnych do naczyn mozgowych, ptytek krwi, gdzie
uwalniana jest serotonina (5-HT). Pod wptywem tego zwigzku nastepuje skurcz
naczyn mozgowych, a to odpowiada za aure migrenowg. Nastepnie 5-HT
metabolizowana do kwasu 5-hydroksyindolowego wydalona zostaje z moczem.
Spadek stezenia serotoniny w surowicy krwi powoduje zmniejszenie napiecia scian
naczyn krwionosnych, ich rozszerzenie oraz zwiekszenie przepuszczalnosci

dla substancji obnizajgcych prég wrazliwosci nocyceptorow zlokalizowanych w
przestrzeni okotonaczyniowej. Stwierdzono takze istotny wzrost zdolnosci ptytek krwi
do samorzutnej agregaciji i adhezji podczas ataku migrenowego. Serotonina dziata za
posrednictwem swoistych receptorow wystepujgcych w OUN. Uwaza sie, ze
kluczowg role w patofizjologii migreny odgrywajg receptory 5-HT;g, umiejscowione
gtéwnie w naczyniach moézgowych  oraz 5-HTip, w zakonczeniach nerwu
trojdzielnego [Btoszyk, 1998; Janczak-Bazan, 2001].

Dodatkowo zauwazono, ze podczas ataku migrenowego dochodzi do zwiekszenia
stezenie mediatorow prozapalnych w surowicy krwi. Efekt przeciwmigrenowy
partenolidu jest skutkiem moderowania szeregu szlakéw biochemicznych. Ustalono,
iz hamuje wydzielanie serotoniny z ptytek krwi [Kemper, 1999]. Mittra odnotowat
takze iz zmniejsza on uwalnianie neuronalnej serotoniny, bez znaczcego wptywu na
receptory 5-HTa i 5-HTg [Mittra et al., 2000].

W badaniach in vitro ekstrakty z ziela Chrysanthemum parthenium hamowaty
agregacje ludzkich ptytek krwi, indukowang przez ADP, trombine oraz kolagen.
Wykazano, ze nie hamowaly agregacji ptytek ludzkich, indukowanej przez kwas
arachidonowy. Nie wptywaty tez na synteze tromboksanu (B2). Stwierdzono
natomiast zdolno$¢ wyciggu wodnego z ziela ztocienia maruny i partenolidu do
hamowania komérkowej fosfolipazy, ktéra rozpoczyna kaskade kwasu
arachidonowego [Bailey and Makheja, 1982]. Groenewegen opisat zdolnos¢
ekstraktu jak i partenolidu do hamowania biosyntezy prostaglandyn, leukotrienow i
tromboksanu, bedacych mediatorami stanu zapalnego [Groenewegen and
Heptinstall, 1990].

Podobne dziatanie wykazujg inne laktony seskwiterpenowe: 3-B-hydroksypartenolid,

seco-tanapartolid A, kanina, artekanina. W 1995 miedzynarodowy zespét podijat
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prébe zbadania i okreslenia zdolnosci poszczegdlnych laktonéw seskwiterpenowych
do hamowania uwalniania serotoniny z ptytek krwi bydlecych. Do grupy testowanych
laktonow seskwiterpenowych wigczono 18 germakranolidéw (m.in. partenolid;
11B,13-dihydroksypartenolid;  1,10-epoxy-11B,  13-dihydroksypartenolid;  1,10-
dihydroksypartenolid; stizolina, ursinolid A; ursinolid B; salonitenolid; knicyna;
alatolid; glaukolid A; szkuriolid; melampodyna A, cynerenina), 17 eudesmanoliow
(m.in. rejnozyna, 113,13-dihydroksyrejnozyna,; santamaryna; 11B,13-
dihydroksysantamaryna; santonina; alantolakton; asperylina; pulchelina C), 8
gwajanolidéw (m.in. grossheimina; grandolid; repina; 15-dezoksyrepina; artekanina,
kserantolid), 11 pseudogwajanolidéw: 5 z grupy helenanolidéw (helenalina; linifolina
A; tenulina; aromatycyna; gejgerynina); 5 z grupy ambrosanolidéw (m.in. burrodyna,
partenina, koronopilina) oraz 1 z grupy sekoambrosanolidow (psilostachin A). Dla
kazdego zwigzku okreslono IC50 - stezenie zwigzku w PM niezbedne do
zahamowania 50% uwalnianej serotoniny z ptytek krwi bydlecych. Najsilniej dziataty:
ursinolid A (IC50 — 1,78 uM), cynerenina (IC50 — 2,04 uM), partenolid (IC50 — 3,03
MM), helenalina (IC50 — 4,28 uM), ursinolid B (IC50 — 5,3 uM), alatolid (IC50 — 5,77
MM), stizolicyna (IC50 — 5,82 uM). Najnizszg aktywnos¢ wykazywaty partanina (IC50
—129,3 uM). Poréwnano takze zdolnos¢ do hamowania uwalniania serotoniny przez
partenolid i leki syntetyczne (werapamil i propranolol), ktére sg stosowane w
profilaktyce migreny. Zaréwno werapamil (bloker kanalu wapniowego) jak i
propranolol (B-bloker) hamujg agregacje ptytek krwi i uwalnianie serotoniny, ale
znaczgco stabiej niz partenolid. IC50 werapamilu wynosi 577,5 uM; I1C50
propranololu wynosi 939,8 uM, a partenolidu 3,03 yM [Arnason et al., 1995].
Dodatkowo ustalono wptyw struktury chemicznej na zdolnos$¢ przeciwserotoninowg
poszczegdlnych laktonéw seskwiterpenowych. Potwierdzono, ze dla zachowania
aktywnosci konieczna jest obecnos¢ ugrupowania a-metyleno-y-laktonowego, a
takze charakter hydrofobowy w sgsiedztwie wigzania podwdjnego miedzy pierwszym
a dziesigtym atomem wegla w$rdd germakranolidow i w pozycji C-14 oraz obecnos¢
grupy hydrofilowej przy C-8a i grup hydroksylowych przy C-3B i C-15 gwajanolidéw
(Rycina 10) [Btoszyk,1998].
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Ryc.10 Zaleznos¢ wilasciwosci farmakologicznych od struktur i grup funkcyjnych

germakranolidu i gwajanolidu

4.3.2. Dziatanie cytotoksyczne i przeciwnowotworowe

Kancerogeneza jest procesem wieloetapowym, wyréznia sie w nim: inicjacje,
promocje i progresje. Jest to ziozony, biochemiczny cigg reakcji, w ktory
zaangazowane sg tzw. onkogeny oraz geny supresorowe [Shu et al., 2010].

Laktony seskwiterpenowe moderujg proces kancerogenezy niemal na kazdym jego
etapie, wykazujgc aktywnos$¢ przeciwnowotworowg, cytotoksyczng oraz
chemoprewencyjna.

Poszukiwanie nowych zwigzkow naturalnych o] wiasciwosciach
przeciwnowotworowych zainicjowano w latach 60-tych XX wieku w Stanach
Zjednoczonych z udziatem National Cancer Institute. Wyodrebniono ok. 35000
prébek roslinnych o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym. Dzieki tym
badaniom wynaleziono Taxol, najlepiej sprzedajgcy sie obecnie lek
przeciwnowotworowy na swiecie. Faktem jest, ze 67% lekéw przeciwnowotworowych
to produkty naturalne lub ich pochodne [Ghantous et al., 2010].

Istnieje szereg badan potwierdzajgcych aktywno$¢ przeciwnowotworowg laktonéw

seskwiterpenowych. Elementem strukturalnym determinujgcym tg aktywnos¢
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biologiczng jest egzocykliczna grupa metylenowa sprzezona z pierscieniem gamma
laktonowym. Podobnie jak w przypadku dziatania przeciwmigrenowego, egzometylen
wykazuje zdolnos¢ do reakcji typu Michaela z wieloma nukleofilami, np. L-cysteing w
biatkach i glutatione oraz innymi czgsteczkami posiadajgcymi grupe tiolowa.
Powstajgce addukty kowalencyjne, przyczyniajg sie do zmiany wtasciwosci
czgsteczek wigzanych przez laktony seskwiterpenowe. Istotne znaczenie w
aktywnosci przeciwnowotworowej seskwiterpenow ma takze obecno$¢ grupy
epoksydowej. Doktadny mechanizm nie jest poznany, ale zauwazono, ze laktony
seskwiterpenowe pozbawione tej grupy majg nizszg aktywnos¢ biologiczng [Janecka
i wsp., 2012; Koprowska i Czyz, 2010].

Istnieje szereg publikacji, ktore opisujg dziatanie przeciwnowotworowe laktonow
seskwiterpenowych. Osrodki naukowe na calym Swiecie potwierdzajg ww aspekt.
Htadon opisywat dziatanie cytotoksyczne laktonow w stosunku do komaérek ludzkich
lini KB i HeLa. W badaniach tych eupatopikryna wyizolowana z Eupatorium
cannabinum i alatolid wyizolowany z Jurinea alata wykazywaty silng inhibicje
namnazania komorek nowotworowych. Dodatkowo eupatopikryna o 60% wydtuzata
czas przezycia myszy z przeszczepialnym nowotworem linii SA 180, ETA i L1210
[Htadon i Chodera, 1975; Htadon i wsp., 1977].

Baer-Dubowska i wsp. badali eupatopikryne i hydroksyizonobiline, Stwierdzili, ze
obydwa zwigzki hamowaty synteze kwasow nukleofilowych w limfocytach ludzkich,
stymulowanych fitohemaglutyning. Opisano takze wplyw eupatopikryny i
hydroksyizonobiliny na redukcje transformacji blastycznej limfocytow oraz
zmniejszenie zdolnosci komorek do reprodukcji , co Swiadczy o ich dziataniu

przeciwnowotworowym [Baer-Dubowska i wsp., 1980].

Aktywnos¢ cytostatyczng dla elefantopiny i jej pochodnych wyizolowanych z
Elephantopus elatus oraz dla erifertyny i eriofertopiny z Eriophyllum confertifolium

potwierdzono w testach in vitro i in vivo [Cassady et al., 1981].

Kolejny lakton seskwiterpenowy— arglabina (Rycinie 11), izolowany z Artemisia
glabella i Artemisia myriantha hamuje farnezylotransferaze - enzym uczestniczacy w
wigzaniu biatek Ras z btong cytoplazmatyczng. Geny Ras odgrywajg istotng role w
przewodzeniu sygnatdw komdérkowych, proliferacji i nowotworowej transformacii.

Wiadome jest, ze mutacje gendéw N-Ras i K-Ras wystepujg w wielu nowotworach, np.
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w biataczce szpikowej [Lone S.H. et al., 2015; Korycka A. i wsp., 2001]. Arglabina
wykazywata takze znaczgcg aktywnos¢ cytotoksyczng w stosunku do linii
makrofagow J774.1 w dawkach 0,125-1,25 pg/ml. Dodatkowo powodowata ona
wydzielania cytokin IL-1, IL-2 i TNF-a [Bottex-Gauthier et al., 1993].

CH,

[

Ryc. 11 Wzér strukturalny arglabiny

Oprocz arglabiny w rodzaju Artemisia istnieje szereg innych laktondw
seskwiterpenowych o udowodnionym dziataniu przeciwnowotworowym. Sg wsrod
nich: ridentyna (germakranolid, izolowany z Artemisia sp.), kanina (izolowana z
Artemisia cana), Arteglazyna-A (izolowana z Artemisia douglasiana), wulgaryna
(izolowana z Artemisia vulgaris) oraz ludowicyna (izolowana z Artemisia ludoviciana)
[Grech-Baran i Pietrosiuk, 2010]. Wyizolowany z Xanthium sibiricum lakton
seskwiterpenowy - 1B-hydroxy-5a-chloro-8-epi-xantatyna wykazywat silne dziatanie
cytotoksyczne w stosunku do komoérek nowotworowych SNU387, jego 1Cso wynosito
5.1 yM [Wang et al., 2013].

W 1995 miedzynarodowy zespot naukowy podjgt prébe okredlenia cytotoksycznosci
poszczegodlnych laktonéw seskwiterpenowych i poréwnania jej z partenolidem.
Badanie prowadzono z udziatem ludzkich linii komorkowych KB-3. Rownoczesnie w
tych samych warunkach przebadano 20 zwigzkow (m.in. ursinolid A, cynerenina,
partenolid, helenalina, melampodyna A, ursinolid B, alatolid, stizolicyna, enhydrin).
Wykazano, ze sposréd 20 zwigzkéw, 13 wykazywato wiekszg cytotoksyczno$é niz
partenolid. Laktonami seskwiterpenowymi o najwyzszej cytotoksycznosci okazaty sie:

alatolid i helenalina [Arnason et al., 1995].
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Partenolid (Rycina 9, str 24), w ostatnim dziesiecioleciu cieszy sie popularnoscig w
licznych badaniach naukowych. Ze wzgledu na obecnos¢ ugrupowania a-metyleno-y-
laktonowego ma zdolno$¢ oddziatywania z wieloma biatkami, réznych szlakow
sygnatowych, czego wynikiem sg wielorakie efekty in vitro i in vivo. W aspekcie
efektu przeciwnowotworowego, najlepiej poznanym jego mechanizmem dziatania jest
zdolnos¢ hamowania aktywnosci jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB
[Koprowska i Czyz, 2010]. NF-kB moderuje wiele procesow fizjologicznych, w tym
odpowiedz immunologiczng, procesy zapalne, angiogeneze, proliferacje komorkowa.
W stanach patofizjologicznych np. w przypadku nowotworéw, stwierdzono
konstytutywng aktywnos¢ NF-kB, szczegdlnie heterodimeru p50/p65 [Kim et al.,
2006]. Pomiedzy grupg egzometylenowg partenolidu i cysteinami biatek IKK (kinazy
biatkowe) oraz podjednostkami p65 biatka NF-kB tworzg sie addukty odpowiedzialne
za hamowanie aktywacji NF-kB i hamowanie wigzania czynnika NF-kB z DNA
w regionach promotorowych wielu genéw. Dodatkowo partenolid blokuje interakcje
kompleksu kinaz biatkowych: IKKa i IKKB z receptorem TNF-a (TNFR1). W wyniku
hamowania drogi sygnatowej IKK/NF-kB zmniejsza sie ekspresja gendw
prozapalnych, antyapoptotycznych, gendéw zwigzanych z migracjg, inwazyjnoscia,
proliferacjg, angiogenezg, awiec gendw szczegdlnie waznych w rozwoju
nowotwordw i procesow zapalnych [Koprowska i Czyz, 2010]. Pierwsze badanie
potwierdzajgce aktywnos¢ inhibicyjng partenolidu wobec NF-kB przeprowadzono w
1997 na komorkach nowotworowych Hela [Bork et al., 1997]. Potwierdzono to takze
na linii komdrkowej raka gruczotu krokowego PC-3, w ktérym czynnik transkrypcyjny
NF-kB jest konstytutywnie aktywny [Watson et al., 2009]. Kolejne badania na
komorkach czerniaka linii A375 i 1205Lu wykazaty zdolnos¢ partenolidu do
hamowania NF-kB oraz wykazaty, ze dodatkowo powodowato to: zmniejszanie
ekspresiji cykliny D1, biatek antyapoptotycznych Bcl-X, , surwiwiny oraz interleukiny 8
i metaloproteinazy 9. Skutkiem tego byla apoptoza, obnizenie zdolnosci
proliferacyjnej komorki, zahamowanie cyklu komoérkowego w fazie GO/G1l oraz
zmniejszenie migracji i inwazyjnosci komoérek nowotworowych [Koprowska i Czyz,
2010]. Oprocz ww aktywnosci partenolid obniza poziomu HDAC1 - deacetylaza
histonowa. HDAC1 ma zdolno$¢ deacetylacji wielu czynnikdéw transkrypcyjnych m.in.
p53, STAT3 [Minucci and Pelicci, 2006]. HDAC1 poprzez wptyw na aktywnosci
biatka p53 moderuje procesy za ktore ono odpowiada tj. kontrola cyklu komérkowego

I apoptozy w warunkach spoczynkowych oraz stresu komdérkowego [Vousden and
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Prives, 2009]. Dodatkowo partenolid redukuje stezenie zredukowanego glutationu
GSH, ktory jest gtdbwnym elementem regulujgcym rownowage oksydoredukcyjng w
komérkach. Wiadomo, ze w komorkach nowotworowych jest podwyzszona ilosé
GSH, co powoduje nadmierng ich proliferacje. Obnizenie jego poziomu przyczynia
sie do generowania reaktywnych form tlenu. Tak zaindukowany stres oksydacyjny

prowadzi do apoptozy mitochondrialnej [Koprowska i Czyz, 2010].

Partenolid jest bardzo obiecujgcym zwigzkiem w leczeniu nowotworow. Jego
wielokierunkowe dziatanie powoduje, ze moze wykazywac¢ cytotoksycznosc¢ lub
cytostatycznos¢ w zaleznosci od dawki i rodzaju komoérek nowotworowych. W
ostatnim dziesiecioleciu powstato wiele publikacji, ktére potwierdzajg skutecznosc¢
partenolidu w moderowaniu procesu kancerogenezy [Anderson et al., 2008; Czyz i
wsp., 2010; Czyz i wsp., 2013; Duechler et al., 2008; Duchler and Stepnik 2008; Liu
et al., 2009; Lesiak i wsp., 2010; Wyrebska i wsp., 2013].

4.3.3. Dziatanie przeciwzapalne

Sposrod laktondw seskwiterpenowych wyrézni¢ mozna wiele, ktérym przypisuje sie
aktywnos$¢ przeciwzapalng. Pseudogwajanolidy: helenalina i 11,13dihydrohelenalina,
wystepujgce w koszyczkach Arnica montana majg udowodniong skutecznosc
licznymi badaniami naukowymi. Lyss i wsp. okreslili, ze obydwa zwigzki hamujg
aktywnos$¢ jagdrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB, poprzez reakcje z
podjednostkg p65, tworzgcg NF-kB. Jadrowy czynnik transkrypcyjny NF-kB to biatko
sktadajgce sie z 3 podjednostek p50, p65 i inhibitora NF-kB (IkB). Istnieje wiele
czynnikdw (np. infekcje wirusowe i bakteryjne), ktére aktywujg NF-kB. Pierwszym
etapem jest fosforylacja IkB, przy udziale kinazy inhibitora IkB (IKK), nastepnie
ufosforylowany inhibitor dysocjuje z kompleksu IkB/NF-kB, a to powoduje
uaktywnienie czynnika transkrypcyjnego NF-kB, jego translokacje do
jadra komorkowego i aktywacje ekspresji wielu gendw. NF-kB reguluje transkrypcije
réznych prozapalnych cytokin, takich jak: interleukiny — 1, interleukiny — 2,
interleukiny — 6, interleukiny — 8, TNF-a oraz geny kodujgce cyklooksygenaze COX-2
[Lyss et al., 1998].
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Ryc. 12 Wzor strukturalny helenaliny

Aktywnos$¢ helenaliny (Rycina 12), uwarunkowana jest obecnoscig ugrupowania a-
metyleno-y-laktonowego oraz grupy hydroksylowej przy weglu C-6. Jej estryfikacja
lub eliminacja znaczaco obnizata aktywnos¢ przeciwzapalng helenaliny. Dodatkowo
obecnos$¢ pierécienia PB-nienasyconego cyklopentenonu i a-epoksy-metyleno-
cyklopentenonu takze warunkuje dziatanie przeciwzapalne zwigzku [Hall et al., 1979;
Hall et al., 1980].

Partenolid takze wykazuje dziatanie przeciwzapalne, udowodnione w wielu pracach
naukowych, wedtug mechanizmu opisanego na stronie 31. Zwigzek ten zmniejsza
fosforylacje inhibitora IkB poprzez hamowanie kinazy inhibitora IkB (IKK),
podjednostke IKK — B [Kwok et al., 2001]. Ponadto w makrofagach stymulowanych
lipopolisacharydami (LPS), partenolid hamowat ekspresje cyklooksygenazy 2 (COX-
2), cytokin prozapalnych takich jak: czynnik martwicy nowotworu (TNF-a) i
interleukiny — 1 [Hwang et al.,1996]. Dodatkowo wykazano, ze wycigg z ziela
ztocienia maruny, ktérego gtownym sktadnikiem dziatajgcym jest partenolid, nie
hamuje agregacji ptytek ludzkich, indukowanej przez kwas arachidonowy. Nie
wptywa tez na synteze tromboksanu (B2). Stwierdzono natomiast zdolnos¢ wyciagu
wodnego z tego surowca do hamowania komoérkowej fosfolipazy, ktéra rozpoczyna
kaskade kwasu arachidonowego. Zwigzek ten generuje mediatory prozapalne, m.in.
prostaglandyny [Makheja and Bailey, 1982]. Sur i wsp. potwierdzili, ze wyciag z ziela
ztocienia maruna bezposrednio hamuje aktywnos$¢ prozapalnych enzyméw, takich
jak: 5- lipooksygenaza, fosfodiesteraza — 3 i fosfodiesteraza — 4. Ponadto hamowat
uwalnianie prozapalnych mediatoréw: NO, PGE(2), TNF-a z makrofagdéw [Sur et al.,
2009].
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Obecne w olejku eterycznym z koszyczkow rumianku pospolitego (Matricaria
recutita) oraz z ziela krwawnika (Achillea millefolium) pochodne gwajanu — azuleny,
takze wykazujg wiasciwosci przeciwzapalne. Nalezg one do dicyklicznych zwigzkdéw
seskwiterpenowych, a powstajg z proazulenbw pod wplywem ogrzewania w
srodowisku kwasnym [ESCOP Monographs, 2003]. Dominujgcy ws$réd nich
chamazulen dodatkowo hamuje niektére enzymy z cytochromu P450 (CYP1AZ2,
CYP2C9, CYP2D6 and CYP3A4), odpowiedzialnych za metabolizm wiekszosci lekow
[Ganzera et al., 2006].

Obecny w ekstraktach z koszyczkéw rumianku gwajanolid - matrycyna, wykazuje
aktywnos¢ hamujgcg wobec jgdrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Matrycyna
nie posiada ugrupowania, ktére mogtoby w wyniku reakcji Michaela reagowaé z
grupami tiolowymi biologicznie waznych biatek. Mechanizm ten jest nieznany, ale fakt
hamowania NF-kB potwierdza dobrze znane dziatanie przeciwzapalne wyciggu z

kwiatostanéw rumianku w badaniach in vivo [Flemming et al., 2015].

4.3.4. Dziatanie przeciwpasozytnicze

Surowce zawierajgce laktony seskwiterpenowe juz w tradycyjnej medycynie ludowej,

byty wykorzystywane w celu zwalczania pasozytow.

Surowcem od lat stosowanym przy zwalczaniu pasozytow skory (wszy, Swierzb) oraz
przewodu pokarmowego (owsiki) jest ziele z bylicy piotun (Artemisia absinthium).
Oprécz olejku eterycznego (tujon, tujol, bisabolen) gtéwnymi zwigzkami dziatajgcymi
farmakologicznie sg laktony seskwiterpenowe typu gwajanolidéw (absyntyna,
anabsyntyna, artabsyna, anabsyna) [Lamer-Zarawska i wsp., 2007].

Kolejnym surowcem roslinnym zawierajgcym aktywny lakton seskwiterpenowy jest
ziele Artemisia annua. Wyekstrahowana z niego artemizyna wykazuje wiasciwosci
przeciwmalaryczne, przy niskiej toksycznosci i nielicznych dziataniach

niepozgdanych [Dewick, 1998].

Eremantyna, kostunolid i gojazenolid to nastepne aktywnie dziatajgce
seskwiterpenoidy  wchodzgce w sktad olejku eterycznego brazylijskich drzew
Eremanthus elaegnus, Eremanthus goyazensis, Vanillosmopsis erythropappa i
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Mosquinea velutiva. Hamujg one przezskorng penetracje pasozytniczych larw z
rodzaju Schistosoma. Mechanizm dziatania przeciwpasozytniczego wymienionych
zwigzkow, prawdopodobnie wynika z ich wptywu na uktad cholinergiczny pasozytow.
Prawdopodobnie hamujg grupy sulfhydrylowe enzymow, w wyniku czego dochodzi
do inhibicji aktywnoséci biatek, majgcych wazne funkcje zyciowe w organizmie

pasozyta [Rodriguez et al., 1976].

Wyizolowane laktony seskwiterpenowe: ambrozyna, damazyna i hymenina z ziela
Ambrosia maritima oraz ekstrakt z tego surowca réwniez wykazujg dziatanie
toksyczne w stosunku do przywr z gatunku Schistosoma (S. haematobium, S.
mansoni). W gatunku Inula helenium — alantolakton (Rycina 13) i izoalantolakton
takze wykazywalty dziatanie toksyczne wobec motylicy watrobowej Fasiola hepatica.
Sugerowana aktywno$¢ wynika nie z obecnosci ugrupowania a-metyleno-y-

laktonowego, ale od samego podstawnika przy weglu C-13 [Pickman, 1986].

CHa

CH,

CHs

Ryc. 13 Wzér strukturalny alantolaktonu

4.3.5. Dziatanie przeciwbakteryjne

W ostatnim dwudziestoleciu odnotowano znaczgcy wzrost patogendw (bakterie,
wirusy) opornych na standardowe schematy leczenia. Zmusza to do poszukiwan

nowych zwigzkéw chemicznych dziatajgcych przeciwbakteryjnie i przeciwwirusowo.

Lee i wsp. podjeli probe zbadania aktywnosci przeciwbakteryjnej 36 laktondéw
seskwiterpenowych wobec szesciu szczepdw bakteryjnych. Dodatkowo ustalono
wptyw poszczegdlinych elementéw strukturalnych na site ich dziatania. Wyniki
wykazaty, ze niektére zwigzki wykazujg wiekszg aktywnos$c¢ bakteriostatyczng w
stosunku do bakterii Gram - dodatnich (np. Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis).
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Znaczgce dziatanie przeciwbakteryjne pojawiato sie niezaleznie od obecnosci
urupowania a-metyleno-y-laktonowego w seskwiterpenie.Réwnoczesnie zauwazono,
ze dla aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej konieczna jest obecnos¢ w strukturze

zwigzku B-niepodstawionego cyklopentenonu [Lee et al., 1977].

Prawdopodobny mechanizm dziatania przeciwbakteryjnego laktonéw
seskwiterpenowych polega na reakcji pomiedzy niepodstawionym cyklopentenonem i
egzocyklicznym metylenem w pierscieniu laktonu z grupg tiolowg umiejscowiong w
okreslonym enzymie bakteryjnym, odpowiadajgcym za funkcje zyciowe drobnoustroju
[Pickman and Towers, 1983].

Wsrod najbardziej popularnych i najlepiej przebadanych laktonéw

seskwiterpenowych o wtasciwosciach przeciwbakteryjnych sa:

- helenalina, wyizolowana =z Inula helenium, wykazuje silne dziatanie
przeciwbakteryjne wobec Staphylococcus aureus, Sarcinia spp., Gaffkya tetragen.
Stabsze dziatanie wykazuje wobec Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa [Horoszkiewicz-Hassan, 2004]. Olej uzyskany z korzeni
Inula helenium wykazywat dziatanie przeciwbakteryjne wobec wielu szczepdéw
(Enterococcus faecium, Bacillus cereusa, Acinetobacter baumannie). Dodatkowo
dziatat przeciwdrozdzakowo wobec: Candida albicans, Candida glabrata, Candida

parapsilosis [Deriu et al., 2008].

- knicyna wyizolowana z Centaurea paniculata, wykazuje dziatanie wobec
Streptococcus faecalis, Bacillus cereus [Horoszkiewicz-Hassan, 2004]. Knicyna
wyizolowana z ziele Cnicus benedictus oraz olejek eteryczny uzyskany z tego
surowca wykazujg efekt przeciwbakteryjny w badaniach in vitro, prowadzonych na
szczepach: Bacillus subtilis, Brucella species, Escherichia coli, Proteus species,

Psedomonas aeruginosa, Staphylococcus ureus [Kemper, 1999].

- tanargyrolid wyizolowany z ziela Tanacetum argyrophyllum var. argyrophyllum
wykazuje dziatanie wobec Staphylococcus aureus, Bacillus megaterium, Bacillus

subtilis i Escheria coli [Goren et al.,1990].

- wermeryna wyizolowana z ziela Hymenoxys robusta, wykazuje dziatanie wobec

Staphylococcus aureus [Fortunaet al., 2011].
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Pickman w 1983 dokonat poréwnania zdolnosci i sity dziatania  laktonow
seskwiterpenowych wobec szesciu szczepow bakterii. Najbardziej skutecznym
zwigzkiem przeciwbakteryjnym okazat sie 9a-hydroksypartenolid (aktywny wobec:
Staphylococcus albus, Streptococcus faecalis, Bacillus subtilus, Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Pseudomonas fluorescences), a najstabszym glaukolid A (stabo
aktywny wobec Staphylococcus albus i Bacillus subtilus) [Pickman and Towers,
1983].

4.3.6. Dziatanie przeciwgrzybicze

Istnieje wiele publikacji potwierdzajgcych zdolnoS¢ przeciwgrzybicza laktonow
seskwiterpenowych. Pickman badata zwigzki - helenine i izohelenine, wyizolowane z
ziela Inula helenium, testowane wobec 16 gatunkéw grzybow. Stwierdzono, iz
najwyzszg aktywnos¢ wykazywaly wobec: Microsporum cookei, Trichophyton
mentagrophytes i Trichothecium roseum [Pickman, 1983]. Kowalewski i wsp.
odnotowali dodatkowo zdolnosci przeciwgrzybicze heleniny wobec drozdzakow
(Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis), gdzie wartosci MIC
(minimalne stezenie inhibicyjne, wyrazajgce stezenie zwigzku w pg/ml hamujgce

wzrost drobnoustrojéw) wynosito: od 50-500 pg/ml [Kowalewski i wsp., 1976].

Knicyna i salonitenolid wyizolowane z gatunkow rodzaju Centaurea wykazywaty

aktywnos¢ przeciwgrzybczg wobec Cunninghamella echinu [Barrero et al., 2000].

W 1984 Pickman przebadata 45 laktonow seskwiterpenowych w aspekcie dziatania
przeciwgrzybiczego, wobec Microsporum cookei, Trichophyton mentagrophytes i
Fusarium sp. Stwierdzono, ze najbardziej aktywnymi zwigzkami byty: partanina,
grossheimina, eupatopikryna oraz 9a-hydroksypartenolid [Pickman, 1984]. W 1999
roku opublikowano wyniki badan Maoz'a i wsp., w ktérych opisano nowy
seskwiterpen — tayunin, wyizolowany z Inula viscose. Zwigzek wykazywat silne
dziatanie przeciwgrzybicze wobec Microsporum canis (MIC - 10 ug/ml) oraz
Trichophyton rubrum (MIC 50 pg/ml) [Maoz et al., 1999].

Analiza fitochemiczna Vernonia amygdalina wykazata obecnos¢ laktonow
seskwiterpenowych: wernolidu i wernodalolu. Badania in vitro na 5 gatunkach
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grzybéw, sprawdzajgce ich aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg wskazaty, ze obydwa
zwigzki hamujg namnazanie grzybéw. Wernolid dziatat wobec: Penicillium notatum,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger i Mucor hiemalis. Wernodalol hamowat:
Aspergillus flavus, Penicillium notatum i Aspergillus niger nieznacznie stabiej niz
wernolid. Obydwa zwigzki byty nieaktywne wobec Fusarium oxysporum, wysoce
opornego  mikroba, réwniez w stosunku do chemicznych czynnikéw
przeciwgrzybiczych [Erasto et al., 2006].

Dodatkowo stwierdzono, ze im mniejsza polarno$¢ badanego laktonu
seskwiterpenowego, tym wieksza jest jego aktywnos¢ przeciwgrzybicza. Wraz z
lipofilno$cig zwigzku rosnie jego aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa [Barrero et al.,
2000].

4.3.7. Dziatanie cytoprotekcyjne wobec btony sluzowej zotadka

W argentynskiej medycynie ludowej stosowany byt napar z lisci Artemisia
douglasiana, celem leczenia wrzodow zotgdka oraz zewnetrznych ran i owrzodzen
skornych. Giordano i wsp. zbadali surowiec roslinny i wykazali obecnosc¢ laktonow
seskwiterpenowych, gtéwnie dihydroleukodyny. Gwajanolid ten, wykazywat zalezne
od dawki dziatanie cytoprotekcyjnie wobec btony Sluzowej zotgdka. Aktywnosc
farmakologiczna dihydroleukodyny wynika najprawdopodobniej z wplywu na
uwalniania prostaglandyny PGE-2. Prostaglandyny te odpowiadajg za ochrone btony
Sluzowej zotgdka, poprzez regulacje wydzielania $luzu oraz soku zotgdkowego przez
komorki oktadzinowe. Badacze stwierdzili ze dla cytoprotekcyjnej aktywnosci
dihydroleukodyny niezbedna jest obecnos$¢ ugrupowania a-metyleno-y-laktonowego.
Przypuszcza sie, ze ugrupowanie cyklopentenonu nie jest zaangazowane w tg

aktywnos$¢ [Giordano et al., 1990].

Etanolowy ekstrakt z kwiatow Centaurea solstitialis subsp. solstitialis, zawierajgcy
chlorojaneryne i 13-acetylosolstitialine takze wykazywaty dziatanie przeciwwrzodowe

na szczurzym modelu ulcerogenezy [Yesilada et al., 2004].

36


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874105008354

4.4. Znaczenie laktonow seskwiterpenowych w chemotaksonomii roslin

Chemotaksonomia zwana tez chemosystematykg to dziedzina wiedzy
wykorzystujgca zwigzki chemiczne (metabolity pierwotne i wtdrne, nosniki informacji
genetycznej: kwasy nukleinowe, biatka) celem klasyfikacji organizmow zywych.
Taksonomia na  podstawie cech  morfologicznych I cytologicznych,
charakterystycznych dla danej grupy pomaga wstepnie ustali¢ powigzanie
filogenetyczne. Klasyfikacja roslin na poziomie podrodzin, plemion oraz nizszych
jednostek taksonomicznych wymaga dokfadniejszej znajomosci poszczegdlnych
gatunkow pod wzgledem biochemicznym [Kisiel, 1990].

Aktualna wiedza fitochemiczna, rozwdj technik analitycznych (HPLC, TLC, MS)
pomaga rozwigza¢ szereg problemow botanicznych, ale takze wskazuje znaczacy
wptyw Srodowiska na ekspresje gendw kodujgcych powstawanie metabolitow
pierwotnych. Pierszym naukowcem, ktéry uzyt terminu chemotaksonomia byt
holenderski uczony Hegnauer w 1954. Duze znaczenie dla rozwoju tej dziedziny
mieli jednak naukowcy z Teksanskiego Uniwersytetu w Austin, R. E. Alston oraz B.L.
Turner. W 1963 opublikowali ksigzke ,Biochemical Systematics”, zawierajgcg szereg
analiz fitochemicznych. Opisali m.in. korelacje miedzy cechami morfologicznymi w
gatunku Baptisia (Leguminosae) a wystepujacymi flawonoidami o roznej formie
hybrydyzacji [Stuessy, 2009].

Juz w latach 60-tych XX wieku Herout zauwazyt mozliwo$¢ wykorzystywania
laktonéw seskwiterpenowych w chemotaksonomii gatunkéw z rodziny Asteraceae
[Harborne and Swain, 1969]. Z powodu wzglednej jednorodnosci kwiatéw oraz duzej
zmiennosci organow wegetatywnych w tej rodzinie, czestym problemem jest
wyznaczenie rodzajéw, sekcji, gatunkdéw i podgatunkéw. Laktony seskwiterpenowe
stanowig najwazniejszg grupe metabolitow wtérnych wystepujgcych wsréd roslin z
podplemienia Centaureinae (Asteraceae). Ze wzgledu na swojg role — markerow
chemotaksonomicznych pomagajg w okresleniu przynaleznosci rosliny do
odpowiedniej taksy [Nowak, 1992]. Problem z przynaleznoscig taksonomiczng jest
takze z tytutowg rosling. Centaurea balsamita subsp. balsamita Lam. o nazwie
synonimowej Stizolophus balsamitaefolius Cass opisana zostata we Florze Iranskiej
obok drugiego podgatunku — C. balsamita subsp. kermanensis (Bornm.) Wagenitz.

Duzym problemem jest ustalenie klasyfikacji badanego w tej pracy podgatunku i
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jemu pokrewnym. Raz umieszczony zostat w sekcji Stizolophus (Cass.) DC. rodzaju
Centaurea [Dittrich et al., 1980; Davis et al., 1975] lub w rodzaju Stizolophus Cass.
[Bobrow i Cwielew, 1964].

Znaczenie laktonow seskwiterpenowych w ustaleniu klasyfikacji botanicznej roslin z
rodziny Asteraceae potwierdzit Herz. Stwierdzit on, ze w oparciu o rodzaj szkieletow
seskwiterpenoidow  wyizolowanych z poszczegoblnych roslin, obecnos$¢ i
stereochemie podstawnikow, ich pokrewienstwo biogenetyczne potgczone i
skorelowane z cechami morfologicznymi rosliny daje mozliwos¢ stworzenia
prawidtowej klasyfikacji [Herz, 1977].

Zatem w badaniach chemotaksonomicznych wysoce istotna jest zanjomosé
biogenezy danej grupy zwigzkdéw, ktéra obejmuje etapy: prekursor — produkty
posrednie — produkty koncowe. Zauwazono, ze duza liczba etapéw biogenezy
wptywa znaczgco na rozbieznosc¢ strukturalng produktu koncowego w poréwnaniu z

prekursorem [Kisiel, 1990].
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5. Migrena

Migrena (tac. hemicrania) jest chorobg przewlektg o charakterze napadowym. Atak
polega na przemijajgcym wystepowaniu ogniskowych objawdw neurologicznych, bolu
gtowy lub obu tych zjawisk. Bdl jest najczesciej jednostronny, pulsujgcy, tak
intensywny ze zaburza codzienne funkcjonowanie. W wielu przypadkach bdl
poprzedza aura wzrokowa w postaci migocgcego mroczka. Objawami
towarzyszgcymi sg: brak apetytu, nudnosci, nadwrazliwos¢ na swiatto (fotofobia),
nadwrazliwos¢ na dzwiek (fonofobia), nadwrazliwos¢ na zapachy (osmofobia),
wymioty, biegunka.

Migrena towarzyszy cztowiekowi od starozytnosci. Opis napadowych bélow gtowy, z
jednostronnym ich umiejscowieniem potgczonych z nudnosciami i wymiotami podat
juz Areteusz z Kapadocji na przetomie I/ll w. n . e. Na przestrzeni wiekéw pojawiaty
sie dalsze charakterystyki i obrazy migreny spisane przez naukowcow: Charles Le
Pois (Lepois) (1563-1633), Thomas Willis (1621-1675) Johann Jakob Wepfer (1620-
1695), Samuel Andre Tissot (1728-1797). W wieku XIX sformutowane zostaty
pierwsze jej teorie patogenetyczne: naczyniowa Eulenburga, autonomiczna Dubois-
Raymonda, padaczkowa (Jackson i Gowers), o$rodkowa (Kraft-Ebing, MObius),
oponowa (Wernicke), tréjdzielno-naczyniowa (Galezowski). W karte historii migreny
wyraznie wpisat sie takze polski lekarz Edward Flatau, ktéry wydat w 1912
monografie , gdzie przytoczyt 470 pozycji aktualnego pismiennictwa i opisat
obserwacje kilkuset wiasnych przypadkoéw [Prusinski, 1999]. Pomimo uptywu lat
migrena jest problemem nadal aktualnym. Wedlug Miedzynarodowej Organizacji
Zdrowia (WHO) od 50% do 75% dorostych na catym Swiecie, w wieku od 18 do 65 lat
miato przynajmniej jeden incydent z bdlem gtowy w ciggu ostatniego roku, a u
przynajmniej 10% zdiagnozowano migrene. Jest to przypadios¢ globalna,
dotykajgca ludzi w kazdym wieku i kazdej rasy [WHO, 2016]. Badania prowadzone
na szerokiej grupie odbiorcéw wskazujg, ze migrena jest przyczyng znacznego
obnizenia jakosci zycia, powoduje czestg nieobecnos¢ w pracy, generujgc tym
samym koszty. Wsréd amerykanskich pracodawcéw jest to ok 8 biliondw dolaréw
rocznie [Hu et al., 1999; Lipton and Bigal,2005].
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Wieloobjawowos¢ oraz problem ze znalezieniem etiologii problemu powoduje, ze
farmakoterapia migreny jest bardzo skomplikowana. Czesto sprowadza sie do
podawania lekéw przerywajgcych ostry bdl oraz lekow usmierzajgcych objawy
towarzyszace (NLPZ, leki przeciwwymiotne, tryptany — wykazujgce powinowactwo do
receptorow serotoninowych 5-HT, alkaloidy sporyszu).

Nieustannie prowadzone sg badania majgce na celu szukanie nowych
skuteczniejszych lekéw. Cze$¢ zwigzkdw rokuje rychte wprowadzenie do leczenia.
Wsrdd nich jest ciwamid hamujgcy uwalnianie CGRP (peptyd zalezny od genu

kalcytoniny) oraz zwigzki hamujgce synteze tlenku azotu.

5.1. Miedzynarodowa Klasyfikacja Bolow Glowy

Miedzynarodowe Towarzystwo Bolu Gtowy, (ang. The International Headache
Society — IHS) powstato w 1981 w Wielkiej Brytanii celem badania, diagnostyki i
leczenia boélow gtowy. W 2004 roku pod patronatem IHS opublikowano i
przettumaczono na 20 jezykéw Drugie wydanie Miedzynarodowe] Klasyfikacji Bolow
Gtowy (ang. The International Classification of Headache Disorders — ICHD) , ktéra
rozroznia trzy podstawowe rodzaje bélow gtowy:
1. Pierwotne bodle gtowy:

- migrena

- bol glowy typu napieciowego

- klasterowy bdl gtowy i inne trojdzielno-autonomiczne bole gtowy
2. Wtoérne bole gtowy przypisane:

- urazowi gtowy i/lub szyi

- chorobie naczyh gtowy lub szyi, zaburzeniom wewngtrzczaszkowym innym

niz naczyniowe

- dziataniu substancji chemicznych lub reakcjom po ich odstawieniu

- zakazeniu

- zaburzeniom homeostazy
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- zmianom chorobowym w obrebie czaszki, szyi, oczu, uszu, nosa, zebow,
jamy ustnej lub innych struktur twarzy lub czaszki
- zaburzeniom psychicznym.

3. Neuralgia nerwow czaszkowych, osrodkowe i pierwotne boéle twarzy oraz inne béle

gtowy.

Bol jest odczuciem subiektywnym. Celem okre$lenia jego rodzaju nalezy ustali¢
informacje na temat:

- pierwszego pojawienia sie bolu gtowy

- okresu utrzymywania sie bolu gtowy

- umiejscowienia i promieniowania

- charakteru bélu lub jego zmiany

- objawow towarzyszgcych (nadwrazliwosé na dzwiek, nadwrazliwo$¢ na sSwiatto,
nudnosci, wymioty, gorgczka, sztywnosc karku, zawroty gtowy, ataksje)

- predyspozycje genetyczne [Goebel, 2001; Dietlmeier, 2013].

Wiele trudnosci przysparza okreslenie intensywnosci bolu, dlatego stworzono skale
utatwiajgce ten proces:
1. Czterostopniowa skala natezenia bélu IHS
0 — brak bolu
1 — bdl tagodny (nieznaczny)
2 — bol umiarkowany (sredniego stopnia)
3 — bdl powazny (silny, trudny do wytrzymania)
[Stepien, 2010].
2. Skala stowna (ang. verbal rating scale — VRS)
- brak bdlu
- niewielki bol
- umiarkowany bol
- silny bal
- bardzo silny bol
3. Skala wzrokowo-analogowa (ang. visual analogue score — VAS. Wg Bayer Vital)
Pacjent za pomocg 10 centymetrowego suwaka poprzez jego otwarcie

z aznacza intensywnos¢ bolu. Na stronie odwrotnej odczytuje sie
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wartosc liczbowa, gdzie 0 cm to brak bélu a 10 cm to najsilniejszy do

wyobrazenia bol.

4. Skala numeryczna (ang. numerical rating scale — NRS. Wg Bayer Vital)
Pacjent okresla liczby od 0 do 10, gdzie 0 oznacza brak bodlu, a 10

oznacza najsilniejszy do wyobrazenia bdl [Dietimeier, 2013].

5.1.1. Podziat migreny wedtug klasyfikacji IHS

Podziat migreny wedtug klasyfikacji ICHD (ang. - International Classification of
Headache Disorders - Miedzynarodowa Klasyfikacja Bolow Gtowy) z 2004 roku z
przypisanymi kodami dla poszczegodlnych jej postaci jest nastepujgcy [The
International Classification of Headache Disorders, 2004]:
1.1. Migrena bez aury
1.2. Migrena z aurg
1.2.1. Typowa aura z migrenowym bolem gtowy
1.2.2. Typowa aura z bélem gtowy innym niz migrena
1.2.3. Typowa aura bez bélu glowy
1.2.4. Rodzinna potowiczoporazna migrena
1.2.5. Sporadyczna potowiczoporazna migrena
1.2.6. Migrena typu podstawnego
1.3. Dziecigce zespoty okresowe
1.3.1. Cykliczne wymioty
1.3.2. Migrena brzuszna
1.3.3. Ltagodne napadowe zawroty gtowy u dzieci
1.4. Migrena siatkdwkowa
1.5. Migrena powiktana
1.5.1. Migrena przewlekta
1.5.2. Stan migrenowy
1.5.3. Przetrwatg aura bez zawatu
1.5.4. Migrenowy zawat mézgowy
1.5.5. Drgawki wywotane migreng
1.6. Migrena prawdopodobna

1.6.1. Prawdopodobna migrena bez aury
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1.6.2. Prawdopodobna migrena z aurg
1.6.3. Prawdopodobna przewlekfa migrena [Stepien, 2009].

Najczesciej rozpoznawane sg dwa rodzaje napaddéw migreny: bez aury (czestsza
85% chorych) i z aurg (migrena klasyczna, 15% chorych). IHS opracowato i
zaproponowato szereg kryteriow, ktére pomagajg rozrézni¢ rodzaj migreny. Ponizej
przedstawiono je w Tabeli 1 i Tabeli 2.

Tabela 1. Kryteria diagnostyczne migreny bez aury proponowane przez IHS

A. Przynajmniej 5 atakow bdlu gtowy spetniajgcych kryteria B-D
B. Bdl glowy trwajgcy 4-72 godziny (nieleczony lub leczony nieskutecznie)
C. Bdl gtowy charakteryzuje sie przynajmniej 2 sposréd ponizszych cech:
1. Jednostronna lokalizacja
2. Bol pulsujacy
3. Natezenie umiarkowane lub silne
4. Bol nasila sie przy chodzeniu po schodach lub podobne;j
zwyktej aktywnosci fizycznej
D. Podczas bélu obecny jest przynajmniej jeden z ponizszych objawow:
1. Nudnosci lub wymioty

2. Fotofobia lub fonofobia

Tabela 2. Kryteria diagnostyczne migreny z aurg proponowane przez IHS

A. Przynajmniej 2 ataki bolu spetniajgce kryteria z punktu B

B. W czasie napadu wystepujg przynajmniej 3 spos$rod ponizszych 4 cech:
1. Co najmniej 1 w petni wycofujgcy sie objaw aury, odpowiadajgcy
ogniskowemu zaburzeniu funkcji kory mézgowej lub pnia mézgu
2. Przynajmniej 1 objaw aury rozwijajgcy sie stopniowo przez ponad 4
minuty lub co najmniej 2 objawy wystepujgce po sobie
3. Zaden z objawow aury nie utrzymuije sie dtuzej niz 60 minut,
lecz jesli obecne sg 2 albo wiecej objawdw aury, to czas ich trwania
moze by¢ odpowiednio dtuzszy
4. Okres niewystepowania zadnych objawdw miedzy aurg a poczgtkiem

bolu gtowy jest krotszy niz 60 minut. Bol moze sie takze pojawiac przed

aurg lub wystepowac jednoczesnie z nig

[Spierings, 2006].
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5.2. Etiopatogeneza i patofizjologia bélu migrenowego

Bol (tac. dolor) jest kompleksowym wrazeniem zmystowym. Stanowi sygnat
ostrzegawczy dla organizmu. Strukturami anatomicznymi gtowy wrazliwymi na bdl sg
opony mozgowe i naczynia mézgowe, unerwiane przez widkna czuciowe nerwu
trojdzielnego (n. trigeminus). Bodzce czuciowe i bélowe z gtowy przekazywane sg za
posrednictwem nerwu tréjdzielnego do pnia mézgu i przekazywane do kory
mozgowej [Stepien, 2004].

Etiopatologia bélu migrenowego pozostaje nadal nie wyjasniona.

Istnieje wiele teori opisujgcych potencjalne mechanizmy wyzwalajgce migrene, wsréd

nich sa:

1. Teoria naczyniowa

Tworcg teorii naczyniowej jest Harold Wolff. Powstata w latach 1940-1950 i z
pewnymi modyfikacjami przetrwata do dzis. Zaktada, Zze przyczyng napadu
migrenowego sg zaburzenie naczyniowo-ruchowe w obrebie gtowy (szczegdlnie
naczynia zewngtrzmdzgowe i opony twardej), ktére przebiegajg w trzech fazach. W
fazie pierwszej nastepuje skurcz naczyn, powodujgc objawy aury. W fazie drugiej
dochodzi do znacznego rozkurczu naczyn; fala tetna powoduje rozcigganie wiotkie
Sciany naczyn, a to wywotuje pulsujgcy bol. W trzeciej fazie nastepuje uwalnianie
substancji bélotwérczych i obrzek okotonaczyniowy, co przyczynia sie do utrwalenia
bolu [Prusinski, 1999].

Tetnicg, ktéra prawdopodobnie odgrywa najwazniejszg role w mechanizmie
migrenowego poszerzenia naczyh jest czotowa gatgz powierzchniowej tetnicy
skroniowej [Spierings, 2006].

Przypuszcza sie takze ze bol w migrenie moze powstawaé w wyniku niedokrwienia
pajeczynowki indukowanego obnizong aktywnoscig korowg [Stepien, 2004].
Najnowsze badania przeptywu mozgowego prowadzone przy uzyciu emisyjnej
tomografii pojedynczego fotonu (ang. single photon emission computerized
tomography — SPECT) potwierdzajg obnizenie przeptywu krwi w czasie aury, gtdwnie
w okolicy potylicznej, jednostronnie, z nastepowym wzrostem przeptywu

utrzymujgcym sie do kilku godzin po ustgpieniu bolu glowy [Stepien, 2004].
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2 . Teoria biochemiczna

Tworcg teorii ,serotoninowej” jest Sicuteri, ktory opisat zjawisko zwiekszonego
wydalania z moczem metabolitow serotoniny (5-hydroksytryptamina, 5-HT), tj. kwasu
5-hydroksyindolowego podczas napadu bolowego. W poczgtkowej fazie serotonina
zostaje uwolniona z ptytek krwi, co powoduje skurcz naczyn. Nastepnie na skutek
zachodzgcych przemian biochemicznych stezenie serotoniny w surowicy krwi spada,
dochodzi do nadmiernej wiotkosci naczyn, ich rozszerzenia oraz wzrostu
przepuszczalnosci dla substancji obnizajgcych prog wrazliwosci nocyceptorow

zlokalizowanych w przestrzeni okotonaczyniowej [Prusifski, 1999].

Sicuteri odkryt i opisat rowniez dziatanie metysergidu, silnego antagonisty serotoniny,
ktéry skutcznie zapobiegat napadom migrenowym. Kimball, Friedman i Vallejo w
1960 roku zauwazyli ze napad migrenowy lub migrenopodobny wywota¢ mozna
przez podanie serpasilu lub rezerpiny (czynniki uwalniajgce serotonine z ptytek krwi),
a nastepnie przerwac go podajgc dozylnie serotonine [Sacks, 2012].

Podczas ataku bolowego stwierdzono intensywne uwalnianie serotoniny z ptytek
krwi. Nie mozna jednak jednoznacznie powigza¢ zmian stezenia serotoniny w
surowicy krwi z nasileniem bolu gtowy. Czas, w ktorym stwierdza sie spadek stezenia
serotoniny w surowicy, nie odpowiada czasowi trwania bolu gtowy. Niskie stezenie
serotoniny utrzymuje sie niekiedy jeszcze przez kilka dni po ustgpieniu napadu.
Pewne jest, ze wysokie stezenie 5-HT moze powodowaC skurcz naczyn a to
przyczynia sie do  powstawania aury. Natomiast jej niskie stezenie, moze
stymulowaé okotonaczyniowe witdkna bdlowe i powodowac rozszerzenie naczyn
krwionosnych poprzez utworzenie NO, prostaglandyn i innych neuropeptydéw

odpowiedzialnych za wazodilatacje [Borgdorff and Tangelder, 2012].
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Ryc. 14 Wzér strukturalny serotoniny
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Serotonina (Rycina 14) jest aming biogenng magazynowang takze w jgdrach szwu
pnia moézgu, ktorych neurony majg projekcje do innych czesci mozgowia: Kory,
podwzgodrza, ukfadu limbicznego, prazkowia, gaftki bladej i wzgorza. Tworzg uktad
serotoninergiczny, oddziatujgcy na poszczegolne struktury i uktady czynnosciowe w
mozgu. Obecnie uwaza sie, ze istotniejsza w patomechanizmie migreny jest jej
funkcja neurotransmitera w osrodkowym uktadzie nerwowym [Stepien, 2004].

5-HT reguluje najistotniejsze funkcje organizmu: sen i czuwanie, aktywnos$¢ ruchowa,
modulacje stanow emocjonalnych, nocycepcje, termoregulacje, procesy uczenia sie i
pamieci oraz inne funkcje podwzgorza [Stepien, 2004]. Powstaje w wyniku
biochemicznej przemiany tryptofanu, egzogennego aminokwasu, ktéry dostarczany
jest z pozywieniem. W Scianie jelit (komorkach chromochtonne) i w neuronach
serotoninowych wystepuje biosynteza serotoniny [Rang et al., 2001].

Pierwszym etapem jest hydroksylacja tryptofanu przez 5-hydroksylaze tryptofanowg
w obecnoéci tlenu i tetrahydrobiopteryny. Powstaty 5-hydroksytryptofan ulega
dekarboksylacji pod dziataniem dekarboksylazy aminokwasoéw aromatycznych do 5-
hydroksytryptaminy, tj. serotoniny.

Przemiana metaboliczna 5-HT przebiega przy udziale MAO, ktéra przeksztaica
amine w kwas 5-hydroksyindolooctowy, wydalany z organizmu wraz z moczem.
Gtéwnym magazynem serotoniny sg komorki chromochtonne w Scianie jelit (90%
catosci), ptytki krwi oraz neurony serotoninergiczne w OUN [Rang et al., 2001].
Serotonina w OUN pefni role neurotransmitera, na obwodzie jest autakoidem —
hormonem lokalnym o silnych wtasciwosciach naczyniozwezajgcych. Dziatanie
serotoniny nastepuje za posrednictwem swoistych receptoréw. Ws$rdd nich
wyrozniamy 7 typow: 5-HTy 5-HT, 5-HT3 5-HT4 5-HTs 5-HTs, 5-HT7 a dodatkowo w
klasie 5-HT1i 5-HT, podtypy A, B, C, D. Receptory typu 5-HT ; wystepujg gtdwnie w
mozgu i w niektorych naczyniach krwionosnych (podtyp 5-HTip). Ich pobudzenie
hamuje przekaznictwo nerwowe i powoduje skurcz naczyn. Receptory 5-HTa
zlokalizowane sg w OUN, miesnidwce gtadkiej, trombocytach. Receptory 5-HT.g
wystepujg na dnie zotgdka. Efektem ich aktywizacji jest pobudzenie przekaznictwa
nerwowego i pobudzenie miesnidowki gtadkiej. Receptory 5-HT3 znajdujg sie w
obwodowym uktadzie nerwowym, szczegolnie w aferentnych neuronach
nocyceptywnych i neuronach enterycznych. Pobudzenie receptorow 5-HT3 powoduje

wymioty. Receptory 5-HT, umiejscowione sg gtdwnie w neuronach jelitowych, majg
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dziatanie pobudzajgce, powodujg zwiekszenie perystaltyki jelit. Bardzo niewiele
wiadomo o funkcjach i farmakologii receptoréw 5-HTs.7 [Rang et al., 2001].

Ukfad serotoninergiczny moze uczestniczy¢ w patogenezie migreny poprzez
oddziatywanie na kore moézgowa, gdzie zlokalizowane sg receptory 5-HT; oraz 5-HT»
oraz na uktad naczyniowy w obrebie ktérego znajdujg sie receptory 5-HT1g 5-HT1p 5-
HT.sc. Uwaza sie, iz w patogenezie migreny szczegodlng role odgrywa aktywacja
neuronalnych i naczyniowych receptoréw 5-HTp i 5-HT13, zlokalizowanych w oponie
twardej oraz w duzych naczyniach mdzgowych. Receptory 5-HTip znajdujg sie
przede wszystkim w zakonczeniach nerwu trojdzielnego, silnie hamujg neuronalng
transmisje. Receptory 5-HTig znajdujg sie gtownie w naczyniach mozgowych i
posredniczg w dziataniu zwezajgcym naczynia przez serotonine [Stepien, 2004].
Zauwazono, ze istotne znaczenie w patomechanizmie migreny majg procesy
biochemiczne, wystepujgce w srodbtonku naczyn moézgowych oraz zakonczeniach
nerwowych do nich dochodzgcych. Naczynia mézgowe, unerwiane sg przez wiokna
przekazujgce impulsy nocyceptywne do zwoju nerwu tréjdzielnego. Podraznienie
widkien przyczynia sie do uwolnienia neurotransmiterow naczynioaktywnych
(substancja P, CGRP, neurokinina A). Naczynia moézgowe ulegajg rozszerzeniu,
powstaje neurogenne zapalenie w przestrzeni okotonaczyniowej co powoduje
zwiekszong aktywnosc nerwu trojdzielnego i generuje bdl gltowy [Stepien, 2004].
Widkna czuciowe pochodzgce z nerwu tréjdzielnego zawierajg CGRP, Substancje P
(SP), NOS (ang. nitric oxide synthase — synteza tlenku azotu) i neurokinine A (NKA).
Stymulacja elektryczna zwoju nerwu tréjdzielnego powoduje uwolnienie do tozyska
naczyniowego neuropeptydow naczynioaktywnych, szczegdlnie CGRP i SP.
Konsekwencjg tego jest rozszerzenie naczyn krwionosnych, zwiekszenie przeptywu
mozgowego, wynaczynienie biatek i aktywacja ptytek krwi.

W badaniach klinicznych wykazano wzrost stezenia CGRP w zyle szyjnej podczas
napadu migreny, ktéry korelowat z nasilenie bélowym [Stepien, 2009].

Wedtug najnowszych doniesien stwierdza sie, ze u 0oso6b z migreng wystepowac
mogg zaburzenia przemiany energii w mitochondriach. Przyczyng moze byc¢
podwyzszony poziom zuzycia energii w tkance moézgowej. Dowiedziono, ze u
pacjentéw, u ktérych stwierdzono migrene, wystepujg niedobory ryboflawiny,
niacynamidu i koenzymu Q10, tj. elementéw biorgcych udziat w produkcji energii w

organizmie ludzkim [Sieniawska, 2011].
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3. Teoria neuronalna

Teoria zaktada dysfunkcje osrodkéw autonomicznych regulujgcych tzw. gre
naczyniowg (podwzgoérze, ukitad limbiczny, miejsce sinawe). Wadliwie dziatajgcy
uktad antynocyceptywny, tj. kontrolujgcy doznanie bolowe w pniu moézgu btednie
odbiera bodzce ptyngce z tkanek gtowy jako bdl, dalszym skutkiem sg zaburzenia
naczyniowo-ruchowe [Prusinski, 1999].

Sacks okredla tg teorie jako elektryczng. Twierdzi, iz migrena jest pierwotnym
zaburzeniem czynnosci mozgu, niezaleznie od tego, jakie mechanizmy wtérne —
ogniskowe czy hormonalne — mogg wystepowaé w jej obrazie klinicznym [Sack,
2012]. Na poczatku lat 40 XX wieku Lashley opisat zjawisko towarzyszgce aurze
migrenowej, tj. fale pobudzenia poruszajgcg sie przez kore wzrokowg w tempie 3mm
na minute i pojawiajgcg sie po tym fale catkowitego zahamowania [Eikermann-
Haerter, 2009; Sacks, 2012].

W latach 70 XX wieku Olsen i jego kopenhaska szkota opisuje oligemie korowg
(spadek mozgowego przeptywu krwi) potgczong ze zjawiskiem szerzgcej sie depres;ji
korowej, tzw. CSD (ang. cortical spreadig depression - CSD), w 1944 po raz pierwszy
zbadang w warunkach doswiadczalnych i opisang przez Leao [Prusinski, 1999].

CSD polega na hamowaniu spontanicznej czynnosci bioelektrycznej moézgu w
odpowiedzi na rozny rodzaj stymulacji. Fala zmniejszonej aktywnosci bioelektrycznej
szerzy sie po powierzchni kory mozgowej z predkoscig 2-5 mm/min, od czeSci
potylicznej ku czotowej. Korowa depresja czynnosci bioelektrycznej mézgu pobudza
jadro ogonowe nerwu trojdzielnego, ktory stanowi istotny element w patogenezie
bolu migrenowego [Eikermann-Haerter et al., 2009; Lauritzen, 2001 ; Stepien, 2004].
Funkcjonalne badania obrazkowe wykonywane wspotcze$nie u chorych w czasie
aury  migrenowej dowodzg  wystepowania  postepujgcej fali  oligemii

rozprzestrzeniajgcej sie od okolicy potyliczne do czotowej [Stepien, 2009].

4. Genetyczne podtoze bolu migrenoweqo

Z obserwaciji klinicznych wynika, ze wsrod oséb chorujgcych na migrene czesto
wystepuje prawidtowosc¢ posiadania przynajmniej jednego rodzica takze cierpigcego

z powodu bdélu migrenowego.
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Doktadna liczba i lokalizacja loci podatnosci i gendw wcigz nie jest dokfadnie
poznana. Wyjatkiem jest migrena rodzinna potowiczoporazna. U 50% przebadanych
rodzin zidentyfikowano mutacje na krotkim ramieniu chromosomu 19p13. Jest to gen
CACNAZ1A kodujgcy podjednostke alfa 1A kanatu wapniowego typu P/Q zaleznego
od potencjatu btonowego. U 15% przebadanych rodzin zlokalizowano zmutowany
gen ATP1A2 na ramieniu dtugim chromosomu 1g31. Gen ten koduje biatka tworzgce
pompe Na*/ K" - ATP-azowg znajdujgcg sie w btonach neuronu.

Dysfunkcje tego kanatu zauwazono u chorych na migrene z aurg. Zaburzona
wymiana jonéow Na® i K' miedzy wnetrzem komérki a srodowiskiem zewnetrznym
prowadzi do zmiany potencjatu komdrkowego w komodrkach neuronalnych.
Przypuszcza sig, ze jest to powodem powstawania i rozprzestrzeniania sie
depolaryzacji korowej (CSD), ktérej objawem Kklinicznym jest aura migrenowa
[Pietrobon, 2010; Stepien, 2004; Stepien, 2009].

Obecnie stwierdza sie wieloczynnikowos¢ w etiologii migreny, z komponentg
poligenowg. Wrodzona predyspozycja sprawia, ze ukiad nerwowy reaguje ze
szczegoblng wrazliwoscig na okreslone bodzce. Zaburzona wspoétpraca pomiedzy
naczyniami mozgowymi a nerwem trojdzielnym prowadzi do uwolnienia
wazoaktywnych amin endogennych. Skutkiem tego jest skurcz naczyniowy (aura),
nastepnie rozkurcz (pulsujgcy bdl gtowy) i wywotanie neurogennego

okotonaczyniowego stanu zapalnego [Dietimeier, 2013].

5. Inne czynniki wywotujace napady bolu migrenowego

Zauwazono, iz istnieje szereg czynnikéw, ktére prowokujg napad migreny. Wsrod
nich znajdujg sie:

- stres i odprezenie po stresie

- zmiany hormonalne (np. w cyklu miesigczkowania)

- pokarm (czekolada, cacao, czerwone wino, orzechy)
- post

- sen (zbyt dtugi lub za krotki)

- zmeczenie i nadmierny wysitek fizyczny

- gwattowne zmiany pogody

- jasne $wiatto, hatas

- dtuzsza jazda samochodem lub pociggiem

- leki (nitraty, estrogeny)

49



Podsumowujgc, nadal nie znamy doktadnej etiologii migreny. Stepien na podstawie
aktualnej wiedzy podaje, ze w rozwoj napadu migrenowego zaangazowane sg trzy
wspofdziatajgce ze sobg uktady: pierwszy to uktad naczyniowy, drugi to nerw
trojdzielny i jego jgdra w pniu mozgu, trzeci to osrodki zlokalizowane w korze mozgu.
Dodatkowo pod rozwage brane sg takze czynniki genetyczne oraz srodowiskowe,
ktore modyfikujg reaktywnos¢ ww uktadéw, cho¢ doktadne mechanizmy nie s3g
wyjasnione [Stepien, 2009].

Istotnym odkryciem pomagajgcym wyjasni¢ mechanizm bolu migrenowego byly
badania uwidaczniajgce ogniskowy wzrost przeptywu mdzgowego w pniu moézgu w
trakcie napadu. Obszar ten obejmowat twor siatkowaty, substancje szarg
okotowodociggowa, jadra szwu oraz miejsca sinawe, jak réwniez korowe osrodKi
kojarzeniowe stuchowe i wzrokowe. Powtarzajgce sie przekrwienie i zaburzenia
metabolizmu tej okolicy powodowa¢ mogg degradacje neurondow co w konsekwencji
prowadzi do zaburzen w procesie nocycepcji. W tej czesci mézgu znajdujg sie liczne
uktady  neurotransmisyjne:  serotoninergiczny  (jadro  grzbietowe  szwu),
noradrenergiczny (miejsca sinawe), dopaminergiczny (substancja czarna) i opioidowy

(jadro wielkie szwu) [Stepien, 2004].

5.3. Farmakoterapia migreny

Farmakoterapia migreny polega na zmniejszeniu natezenia bolu az do jego
ustgpienia oraz tagodzeniu i usuwaniu objawéw towarzyszgcych (nudnosci, wymioty).

Stosowane sg takze schematy leczenia zapobiegajgce migrenie.

5.3.1. Leczenie zapobiegawcze migreny

Schemat ten stosuje sie u chorych, u ktérych wystepujg przynajmniej dwa napady w
miesigcu, w przypadku bardzo silnych i trwajgcych 48-72 godzin napadow lub w
sytuacji, gdy dorazne podanie np. tryptanéw nie daje efektu. Europejska Federacja
Towarzystw Neurologicznych rekomenduje B-adrenolityki (propranolol, metoprolol),

blokery kanatu wapniowego (flunaryzyna), leki przeciwdepresyjne (kwas
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walproinowy, topiramat) jako leki pierwszego rzutu w leczeniu profilaktycznym
migreny. Amitryptylina, naproksen i wycigg z korzenia i liscia lepieznika zalicza sie do
lekéw drugiego rzutu.

1. Alkaloidy sporyszu

Ergotamina i jej pochodna dihydroergotamina sg nieswoistymi ligandami receptorow
serotoninerigcznych, a-adrenergicznych i dopaminergicznych [Mutschler et al., 2016].
Silnie kurczg wszystkie naczynia krwionosne, hamujg uwalnianie neuropeptydéw SP
i CGRP. 100 letnie doswiadczenie pokazato, ze cho¢ skutecznie przerywajg bol
migrenowy, to dluzsze ich stosowanie moze powodowaC powazne dziatania
niepozadane, takie jak: niedokrwienie obwodowe w konczynach, zwezenie tetnic
wiencowych, zawat serca i niedokrwienie mézgu [Stepien, 2009].

2. Leki przeciwserotoninowe

Na przetomie lat piecdziesigtych i szescdziesigtych XX wieku do leczenia migreny
wprowadzono: metysergid, pizotiofen, cyproheptadyne oraz lizurid. Sg to antagonisci
receptorow serotoninowych 5-HT, Metysergid jest jednym z najskuteczniejszych
lekow przeciwmigrenowych, ale wywotuje powazne zaburzenia psychiczne i
zwtoknienie pozaotrzewnowe. Z tego powodu nie jest lekiem rekomendowanym
przez IHS. Pizotifen takze skutecznie przerywa bdl, jego ujemng strong jest
zwiekszanie apetytu u chorych i powodowanie wzrostu masy ciata. Cyproheptadyna
jest rzadziej uzywana, wywotuje podobny efekt uboczny co Pizotifen [Prusinski,
1999].

3. Leki przeciwpadaczkowe

Pod koniec lat 90 XX wieku Mathew i wsp. opublikowali badania informujgce o duzej
skutecznos¢ Topiramatu w leczeniu migreny. Przyjmuje sie, ze za efekt
przeciwmigrenowy odpowiada zdolno$¢ Topiramatu do blokowania kanatu sodowego
i wapniowego. Dodatkowo hamuje neurotransmisje glutaminergiczng przez dziatanie
antagonistyczne w stosunku do receptora AMPA-kainowego oraz wzmacniania
dziatanie hamujgce GABA (kwas y - aminomastowy), oddziatujgc na receptor GABAA,.
Wykazano, ze wskutek ttumienia aktywnosci nocyceptywnej nerwu trojdzielnego
hamuje rozwdj depolaryzacji korowej, wiodgcego czynnika w patomechanizmie
migreny [Stepien, 2009].

Zbadano, iz podawanie 50 mg topiramatu dziennie redukuje czestotliwosé napaddw

w miesigcu z 6,07 £ 1.89 do 1,83 £ 1,39, zmniejsza intensywnos¢ bolu glowy oraz
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redukuje czas trwania ataku z 16,37 £ 7,26 godzin do 6,23 £ 5,22 godzin [Silberstein
et al., 2012].

Wsréd dziatan niepozgdanych wymienia sie zaburzenia myslenia, sennosc,
zmniejszenie masy ciata i nasilenie tworzenia kamieni nerkowych [Mutschler et al.,
2016].

Drugim lekiem przeciwpadaczkowym o dowiedzionej skutecznosci w leczeniu
profilaktycznym migreny jest kwas walproinowy. Klapper i wsp. potwierdzili jego
dziatanie w dawce dziennej 500-1000 mg. Wykazali, ze czestotliwos¢ wystepowania
napaddéw migreny zmniejszyta sie o 50% [Stepien, 2009].

Zwigzek ten wykazuje zdolno$¢ blokowania kanatow sodowych. Hamujgc
transaminaze GABA zwieksza stezenie GABA w szczelinach synaptycznych
[Mutschler et al., 2016]. Doktadny jego mechanizm w patogenezie migreny nie jest
doktadnie odkryty. Przypuszcza sie, ze jest zwigzany z oddziatywaniem na receptory
GABA w mobzgu, zwlaszcza w obrebie jgder szwu i hamowania nadmiernego
pobudzenia receptoréw serotoninergicznych w obrebie jgder nerwu tréjdzielnego
zwiekszajgcych aktywnos¢ aminokwasow pobudzajgcych [Stepien, 2009].

Do dziatan niepozgdanych zaliczamy: nadmierng sennos¢, zwiekszenie masy ciata,
utrata wloséw, zaburzenia krzepliwosci krwi (trombocytopenia) i przede wszystkim

zaburzenia funkcji watroby [Mutschler et al., 2016].

4. Leki blokujgce receptory B-adrenergiczne

Na podstawie przypadkowego spostrzezenia w koncu lat 60 XX wieku do leczenia
migreny wprowadzono propranolol w dawce 80-160 mg na dobe. Istniejg takze
badania, potwierdzajgce skutecznos¢ dziatania metoprorolu, w dawce 100-200 mg
na dobe [Prusinski, 1999].

Najnowsze badania wskazujg, ze propranolol zmniejsza czestotliwos¢ napadow w
miesigcu z 5.83 + 1.98 do 2,2 + 1,67, zmniejsza intensywno$¢ boélu gtowy oraz
redukuje czas trwania ataku z 15,1 + 6,84 godzin do 7,27 + 6,46 godzin [Silberstein
et al., 2012].

5. Leki blokujace kanaty wapniowe

Flunaryzyna w dawce 5 mg powoduje zniesienie skurczu naczyn. Jest inhibitorem
kanatébw wapniowych. Przy dluzszym stosowaniu moze powodowacC objawy

pozapiramidowe i depresje, szczegolnie u osob starszych [Mutschler et al., 2016].
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6. Leki przeciwdepresyjne

6.1.Trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne

Amitryptylina jest lekiem drugiego rzutu, w aspekcie dziatania przeciwmigrenowego.
Doktadny mechanizm dziatania w leczeniu migreny nie jest jednoznaczny. Rozwaza
sie hamujgcy wptyw amitryptyliny na uktad adrenergiczny, blokowanie kanatéw
sodowych, blokowanie presynaptycznego wychwytu zwrotnego serotoniny i
noradrenaliny oraz potegowanie dziatania tych neurotransmiteréw, dziatanie
antagonistyczne w stosunku do receptora NMDA (receptor N-metylo-D-
asparaginowy), dziatanie antymuskarynowe i antyhistaminowe. Amitryptylina
przyjmowana dtugotrwale redukuje synteze serotoniny w jgdrach szwu, za
posrednictwem tonicznego pobudzenia autoreceptoréw 5-HT;a biorgcych udziat w
syntezie serotoniny w os$rodkowym uktadzie nerwowym. Lek ten jest silnym
antagonistg receptora 5-HT, Dodatkowo blokuje receptory muskarynowe,
histaminowe H; oraz aq;-adrenergiczne [Stepien, 2009]. Podczas stosowania
trojcyklicznych lekow przeciwdepresyjnych, z powodu dziatania
antycholinergicznego, wystepowa¢ mogg liczne dziatania niepozadane: suchos¢ w
ustach, zatkany nos, zaparcia, problemy z oddawaniem moczu. Dodatkowo pojawi¢
sie mogg zaburzenia sercowo-naczyniowe (hipotonia, tachykardia). Poza tym
powodowa¢ mogg zaburzenia funkcji watroby, zaburzenia funkcji piciowych,
zwiekszenie apetytu i wzrost masy ciata [Mutschler at al., 2016]. Skutecznym lekiem
z tej grupy, stosowanym jako produkt profilaktyczny w leczeniu migreny jest
opipramol podawany w dawce 50-150 mg na dobe. Trojpierscieniowe leki
przeciwdepresyjne zmniejszajg natezenie bodlu, skracajg czas jego trwania oraz
zmniejszajg czestotliwos¢ napadow. Skutkiem tego jest ograniczenie przyjmowania

lekdéw przeciwbdlowych i znaczna poprawa jakosci zycia [Stepien, 2009].

6.2. Selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny

Doktadny mechanizm dziatania selektywnych inhibitorbw wychwytu zwrotnego
serotoniny nie jest znany. Przypuszcza sie, ze blokujg transporter serotoniny w btonie
presynaptycznej neuronu, zwiekszajgc liczbe neurotransmitera w szczelinie
synaptycznej [Mutschler at al., 2016]. Korzystne rezultaty w leczeniu profilaktycznym
boléw gtowy uzyskano po zastosowaniu fluoksetyny (najbardziej popularny lek

przeciwdepresyjny na swiecie), paroksetyny i citalopramu [Stepien, 2009].
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5.3.2. Leczenie napadu migreny

Najpopularniejszymi lekami uzywanymi do przerwania bélu sg: paracetamol, kwas
acetylosalicylowy, kofeina. Szerokie zastosowanie znalazty takze naproksen,
indometacyna, diklofenak i pyralgina. Do przerywania silnego bdlu stosuje sie takze
ergotamine, ktéra niestety wykazuje powazne dziatania niepozgdane. Odkrycie i
wprowadzenie do lecznictwa tryptandw polepszyto  skutecznos¢ terapii
przeciwbolowej. Sumatryptan jest uznawany za ,ztoty standard” w leczeniu napadu
migreny.

A Leki przeciwbélowe:

1.1. Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ):
- salicylany (kwas acetylosalicylowy, produkty: Aspiryna, Polopiryna
- koksyby (rofekoksyb)
- pochodne kwasu octowego - (indometacyna, produkt: Metindol)
- (diklofenak, produkt: Voltaren)
- pochodne kwasu propionowego - (Ibuprofen, produkt: Ibuprom)
- (deksibuprofen, produkt: Seractil)
- (ketoprofen, produkt: Ketonal)
- (naproksen, produkt: Apo-napro)

NLPZ hamujg biosynteze prostaglandyn poprzez blokowanie cyklooksygenaz (COX-
1, COX-2). Enzymy te przeksztatcajg kwas arachidonowy w cykliczne nadtlenki,
bedace prekursorami prostaglandyn, tromboksanu A, i prostacyklin. Prostaglandyny
uczestniczg w powstawaniu bdlu, gorgczki i stanu zapalnego. Blokujgc ich synteze
wymienione leki w réznym stopniu dziatajg przeciwbolowo, przeciwgorgczkowo i
przeciwzapalnie. Wszystkie wyzej wymienione leki z wyjgtkiem koksybow hamujg
obydwie izoformy enzymow: COX-1 (enzym konstytutywny) i COX-2 (enzym szybko
indukowany, np. przez cytokiny). Koksyby blokujgc tylko COX-2, wykazujg
zdecydowanie mniej dziatah niepozgdanych. Najczesciej wystepujgcymi wsrdd
innych NLPZ s3: dolegliwosci zotgdkowe z rzadko wystepujgcymi krwawieniami i

owrzodzeniami, obnizenie stezenia protrombiny we krwi.

1.2. Pochodne aniliny — (paracetamol, produkt: Panadol)
Paracetamol szybko przenika bariere krew-mo6zg, aby na poziomie rdzenia
kregowego i nadrzednych osrodkéw nerwowych hamowa¢ wyzwalang bodzcami
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nocyceptywnymi synteze prostaglandyn. Na obwodzie i w miejscu zapalenia nie
powoduje zahamowania syntezy prostaglandyn. Efektem jest dziatanie
przeciwbolowe i przeciwgorgczkowe, bez dziatania przeciwzapalnego. Duze dawki
paracetamolu (powyzej 10 g) mogg powodowaé hepatotoksycznosé, skutkiem ktorej

moze by¢ marskos¢ watroby.

1.3. Pochodne pirazolu - (propyfenazon, produkt: Saridon)

- (matamizol, produkt: Pyralgina)
Najczesciej uzywany jest metamizol, ktéry podawany dozylnie szybko i skutecznie
likwiduje bdl. Pochodne pirazolu naduzywane mogg powodowacC agranulocytoze
[Mutschler et al., 2016].

B. Leki zwezajace miesnie gtadkie naczyn krwionosnych glowy

2.1. Nieselektywne - ergotamina, dihydroergotamina

Ergotamina i inne alkaloidy sporyszu (secale cornumtum) wystepujg w grzybie
(Claviceps purpurea) pasozytujgcym na zbozach.

Ergotamina i dihydroergotamina sg czesciowymi agonistami i antagonistami
receptorow a-adrenergicznych. Dziatajg tez w sposéb niespecyficzny na receptory
serotoninowe [Rang et al., 2001].

Wyzej wymienione substancje przez wiele lat uwazane byty za najlepsze leki w
doraznym przerywaniu napadu bdlowego. Z powodu licznych i powaznych dziatan
niepozgdanych (zwezenie naczyn obwodowych i wiernnicowych, przewlekte béle gtowy

,Z odbicia”) obecnie stracity one na popularnosci [Stepien, 2004].

2.2. Selektywne, swoiste — agonisci receptoréw serotoninowych 5-HT1gp (tryptany)
Tryptany jako agonisci receptorow 5-HTig1p powodujg skurcz mézgowych naczyn
krwionosnych, zahamowanie neuropeptyddw z aktywowanych zakonczen nerwu
trojdzielnego oraz zablokowanie transmisji nocyceptywnej (bélowej) w obrebie nerwu
trojdzielnego w kierunku do jgdra ogoniastego [Mutschler et al., 2016].

Pierwszym lekiem z tej grupy jest sumatriptan, wprowadzony do lecznictwa w 1988
roku. Podany doustnie w dawce 50-100 mg przerywa w ciggu 2-4h napad migreny u
ok. 70-85%. Dodatkowo znaczgco zmniejsza nudnosci, wymioty i Swiattowstret
[Prusinski, 1999].

55



Sumatriptan wykazuje niewielkg biodostepno$¢ po podaniu doustnym, krotki okres
pottrwania, matg lipofilnos¢ i stabg przenikalnos¢ do osrodkowego uktadu
nerwowego. Spowodowato to poszukiwanie i powstanie nowych pochodnych:
zolmitriptan, naratriptan, rizatriptan, eletriptan, almotriptan i frowatriptan [Mutschler et
al., 2016]. Poréwnujagc skutecznos¢ dziatania wszystkich tryptanéw szereg badan
pokazuje, ze bdl gtowy ustepuje po 2 godzinach: u 37% chorych (sumatriptan, dawka
50 mg) i u 40% chorych (sumatriptan, dawka 100 mg). W przypadku zastosowania
10 mg rizatriptanu ustgpienie bolu zgtaszato 38% badanych, a przy podaniu 2,5 mg
zolmitriptanu  ustgpienie objawéw bdlowych zgtaszato 36% respondentéw.
Najstabsze dziatanie wykazywat naratriptan; podanie dawki 2,5 mg powodowato
ustgpienie ataku u 28% badanych.

Wyniki wielu badah wykazaty, ze tryptany sg bezpieczne i dobrze tolerowane.
Uznaje sie je za najskuteczniejsze leki w leczeniu ostrego bdlu migrenowego o
natezeniu przynajmniej srednim, szczegdlnie u osob, u ktorych zawodzi leczenie
lekami niespecyficznymi (NLPZ) lub sg przeciwwskazania do ich stosowania. W
badaniach klinicznych wiele tryptanow wywotuje poréwnywalny odsetek objawdw
niepozagdanych jak placebo. Wsrdéd nich sg: nudnosci, zawroty gtowy, uczucie
Sciskania w klatce piersiowej. Tryptany w niewielkim stopniu mogg wptywac¢ na
naczynia wiencowe, dlatego nie zaleca sie ich stosowania u oséb z chorobg

niedokrwienng serca [Stepien, 2009].

C. Leki przeciwwymiotne

Metoclopramid jest antagonistg receptoréw dopaminowych D, Dziata pobudzajgco
na motoryke zotadka i jelit. Ltagodzi nudnosci i wymioty. Podawany w ataku migreny
tgcznie z lekami przeciwbdlowymi powoduje lepszg ich przyswajalnos¢ [Rang et al.,
2001].
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5.3.3. Nowe leki przeciwmigrenowe

Odkrycie i potwierdzenie uktadu trojdzielno-naczyniowego w genezie bdlu
migrenowego z uwalnianiem do tozyska naczyniowego neuropeptyddw, wsrod nich
CGRP dato podstawy do poszukiwania nowych lekéw przeciwmigrenowych. CGRP
(czynnik o silnych wtasciwosciach naczynioaktywnych) uwalniany jest podczas
napadu, jego stezenie koreluje z natezeniem bolu glowy. W fazie badan znajdujg sie
leki: olcegepantem i telcagepantem wykazujgce antagonistyczne dziatanie do
receptora CGRP. Wykazujg podobng site dziatgnia co tryptany, ale nie wptywajg na
naczyniach wiencowe. Daje to nadzieje na odkrycie leku przeciwmigrenowego, ktory
stosowany bedzie u chorych obcigzonych przeciwwskazaniami kardiologicznymi
[Kuzawinska et al., 2015]
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5.4. Fitoterapia migreny

5.4.1. Chrysanthemum partenium — zfocien maruna

L o
. ; Photo copyright Henriette Kress
http:i/Wwww.henriettésherbal.com

Ryc. 15 Ztocien maruna - Chrysanthemum parthenium

Ztocien maruna - (Chrysanthemum parthenium, Matricaria parthenium, Tanacetum
parthenium (Rycina 15). Potocznie nazywany feverfew, nalezy do rodziny Asteraceae
(Compositae). Rdzennie pochodzi z Pétwyspu Batkanskiego. Obecnie spotka¢ go
mozna w Australii, Europie, Chinach, Japonii, Afryce Pdétnocnej, Stanach
Zjednoczonych. Rosnie wzdtuz drég, pdl, na granicy lasow. Jest to bylina dorastajgca
do 1 metra wysokosci, wydziela silny zapach, jest gorzka w smaku. Posiada zétto-
zielone liscie, prawie bezwitose. Kwitnie od kwietnia do pazdziernika (kwiaty zétte o
Srednicy 2 cm) [ESCOP Monographs, 2003; Pareek et al., 2011]. Roslina ta zawiera
szereg zwigzkow aktywnych: laktony seskwiterpenowe (pochodne germakranu,
gwajanu i eudesmanolidy), olejek eteryczny (pinen, p-cymen, a-pinen, B-pinen,
borneol, farnezol), flawonoidy (kwercetyna, apigenina, luteolina). Najbardziej
aktywnym, uwazanym za sktadnik decydujgcy i determinujgcy wtasciwosci wyciggu z
Chrysanthemum parthenium jest partenolid; lakton seskwiterpenowy (germakranolid)
[Williams et al.,, 1995]. Szereg badah wskazywato, iz partenolid wykazuje silne
dziatanie przeciwzapalne, przeciwmigrenowych oraz przeciwnowotworowe. Zwigzek
ten zawiera pierscien a-metyleno-6-laktonowy, ktory wykazuje powinowactwo do
miejsc nukleofilowych wielu biologicznie waznych czgstek.

Wykazano, ze wycigg z ziela Tanacetum parthenium trwale hamuje agregacje ptytek,
indukowang przez rozne czynniki pro agregacyjne (ADP, adrenalina, kolagen).

Powoduje to hamowanie uwalniania serotoniny z trombocytéw [Heptinstall et al.,
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1985]. Dodatkowo wykazano, ze wycigg z tego surowca nie hamuje agregacji ptytek
ludzkich, indukowanej przez kwas arachidonowy. Nie wptywa tez na synteze
tromboksanu (B2). Stwierdzono natomiast zdolno$¢ wyciggu wodnego z ziela do
hamowania komérkowej fosfolipazy, ktéra rozpoczyna kaskade kwasu
arachidonowego [Makheja and Bailey, 1982]. Hamowanie fosfolipazy oraz syntetazy
prostaglandyn powoduje zmniejszenie ilosci prostaglandyn, odpowiadajgcych za stan
zapalny w organizmie [Pareek et al., 2011]. Chloroformowy wycigg ze $wiezych lisci
ztocienia maruna zmniejszat skurcz miesni gtadkich, prawdopodobnie poprzez
blokowanie otwartych kanatéw potasowych. [Barsby et al., 1993]. Naukowcy
udowodnili, ze partenolid, gtéwny sktadnik wyciggu, hamuje skurcz naczyn; nie
poprzez bezposrednie oddziatywanie na receptory serotoninowe 5-HT2, lecz
posrednio wptywajgc na uwalnianie serotoniny gromadzonej w pecherzykach
neuronalnych, rozmieszczonych w tkankach [Béjar, 1996]. Dziatanie
przeciwmigrenowe ziela Tanacetum parthenium wynika¢ moze ze zdolnosci
hamowania agregacji ptytek krwi, hamowania uwalniania serotoniny oraz dziatania
spazmolitycznego na naczynia krwionosne. Istotny moze by¢ takze mechanizm

przeciwzapalny.

Pierwsze opublikowane badanie potwierdzajgce  skutecznos¢  dziatania
przeciwmigrenowego ziocienia maruny pochodzi z 1983 roku. Przeprowadzone
zostato w City of London Migraine Clinic i wykazato, iz sposrod 270 badanych, ktérzy
spozywali kazdego dnia, Swieze liscie ztocienia maruny przez dtuzszy okres czasu, u
ponad 70% z nich zauwazono zmniejszenie czestotliwosci atakéw migrenowych
oraz zmniejszenie intensywnosci bolu gtowy [Johnson, 1983]. W 1985 Johnson |
wspoétpracownicy przeprowadzili kolejne badnia z poddéjnie Slepg probg. Sposréd 17
pacjentow, ktérzy wczesniej deklarowali spozywanie lisci ztocienia maruny celem
tagodzenia boélow migrenowych podzielono na dwie grupy. Jednej podawano
placebo, a drugiej kapsutki z wysuszonym i sproszkowanym zielem Tanacetum
parthenium. Badani zazywajgcy placebo zauwazyli zwiekszong czestotliwose i
nasilenie boléw gtowy, zwiekszone uczucie nudno$ci i nasilenie wymiotéw. Pacjenci
Z grupy spozywajacej lek nie zauwazyli istotnych zmian w czestotliwosci i sile bélow
gtowy. Potwierdzito to przypuszczenie, iz przyjmowanie doustne sproszkowanego
ziela tylko zapobiega atakom migrenowym i moze by¢ stosowany jako element

prewencyjny [Johnson, 1985].
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Pomimo znanej i udowodnionej aktywnosci ziela ztocienia maruny, zastosowanie w
lecznictwie jest nadal niewystarczajgce. Powodem jest niestabilnosc partenolidu w
surowcu. Powoduje to wiele probleméw technologicznych. Badane prébki produktu
handlowego po 2 latach przechowywania w warunkach optymalnych, zawieraty tylko
10% zawartosci poczatkowej partenolidu. Freudenstein sugeruje, ze stabilnos¢
ekstraktu otrzymywanego w warunkach nadkrytycznych (CO powinna byc¢

zdecydowanie lepsza [Freudenstein, 1998].

Pierwszym preparatem z Tanaceti partheni herba, zarejestrowanym jako lek
przeciwmigrenowy bez recepty, byt Tanacet 125®. Miato to miejsce w Kanadzie.
Produkt zawierat 0,2 % partenolidu w 125 mg standaryzowanego, sproszkowanego

surowca, tj. lisci ztocienia maruna [Arnason et al.,1995].

Obecnie w lecznictwie nie stosuje sie partenolidu w czystej postaci. Jego zawarto$¢
w produktach leczniczych: Herbat Headache Relief, Partenelle™, Tanacet,

Presselin Stoffwechseltee™ przygotowywanych z Tanacetum parthenium jest
bardzo r6zna. W Wielkiej Brytaniii Kanadzie, preparaty muszg zawierac

przynajmniej 0,2% partenolidu, a we Francji 0,1%. [Koprowska i Czyz, 2010].

Ponizej przedstawiono produkty, zarejestrowane na réznych rynkach europejskich

zawierajgce w swym sktadzie ztocien maruna:
- MigraHerb tabletki (Wielka Brytania)

- Arkocaps Partenelle tabletki (Szwajcaria)

- Cefagran tabletki (Niemcy)

- Nemagran krople (Nemcy) [Dietimeier, 2013].
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5.4.2. Petasites hybridus — lepieznik r6zowy

http: //Botanika. wendys. €2

Ryc. 16 Lepieznik rozowy - Petasites hybridus

Petasites hybridus (Petasites officinalis) — lepieznik rézowy (lepieznik lekarski),
(Rycina 16). Lepieznik (ang. butterbur) jest wieloletnig byling rosngcg w Azji,
Ameryce Podtnocnej, Afryce. W Europie wystepuje 8 gatunkéw nalezgcych do
rodzaju Petasites. Spotkac¢ je mozna w podmokitych siedliskach: nad brzegami rzek,
strumykéw, w zaroslach wilgotnych laséw. Petasites hybridus posiada grubg,
miesistg todyge kwiatostanowg, na ktérej wiosng wyrastajg bezogonkowe,
lancetowate tuski. Kwitnie przed rozwojem lisci. Kwiaty zebrane sg w koszyczki, a te
tworzg grona na szczycie todygi. LiScie o ksztatcie sercowato-nerkowatym wyrastajg
bezposrednio z ktgcza osiggajgc srednice do kilkudziesieciu centymetrow [Strzelecka
i Kowalewski, 2000].

Sposrdéd réznych gatunkdéw lepieznika w Europie Petasites hybridus jest najczesciej
stosowany jako lek. Na Dalekim Wschodzie (Chiny, Japonia, Korea) duzo uwagi
poswieca sie gatunkom: Petasites japonicus i Petasites formosanus [Ozarowski i
wsp., 2014]. W fitoterapii migreny wykorzystuje sie li§¢ oraz kigcze lepieznika.
Surowce te zawierg olejek eteryczny z alkoholami seskwiterpenowymi pochodnymi
eremofilanu (petazyna, izopetazyna, petazol), garbniki, flawonoidy i alkaloidy
pirolizydynowe [Lamer-Zalewska i wsp., 2007]. Istnieje szereg badan wskazujgcych
na liczne wiasciwosci biologiczne zaréwno ekstraktu z lepieznika rézowego jak i

poszczegodlnych zwigzkdéw, szczegdlnie petazyny. Potwierdzono u nich: zdolnos¢
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hamowania aktywnos$ci cyklooksygenazy COX-1 oraz COX-2, zdolno$¢ zmniejszania
uwalniania prostaglandyn i leukotrienow (poprzez hamowanie lipooksygenaz) oraz
antagonizm wobec kanatow wapniowych bramkowanych napieciem typu L.
Blokowanie kanatow wapniowych powodowato wazorelaksacje naczyn krwionosnych,
skutkiem czego jest obnizenie cisnienia krwi, czy rozkurcz naczyn moézgowych [Kalin,
2003; Ozarowski i wsp., 2014]. Ekstrakt z lepieznika wptywa na aktywnos¢
cytochromu P450, moderuje aktywnos¢ 5-lipooxygenazy, 11B-hydroxylazy,
urokinazy. S-petazyna i izo-S-petazyna blokujg kanaty wapniowe. Podanie iniekciji
donaczyniowej zawierajgcej petazyne, powodujg spowolnienie pracy serca u
szczuréw. Petazyna wykazuje takze efekt steroidowy. Powoduje spadek stezenia
kortykosteronu oraz hamowanie uwalniania pregnenolonu we Kkrwi szczurzej

[National Toxycology Program, 2009].

Ekstrakt z lisci i klgcza Petasites hybridus wykazuje dziatanie przeciwzapalne,
przeciwmigrenowe, przeciwalergiczne i spazmolityczne. Skutecznos$¢ tych efektéw
zostata potwierdzona w kilku badaniach klinicznych. Pokazujg one, iz podawanie
wyciggu z lepieznika moze byC¢ skutecznym sSrodkiem prewencyjnym w leczeniu
migreny, alergicznego niezytu nosa oraz astmy [Ozarowski i wsp., 2014]. Niemieccy
naukowcy prowadzili badania z uzyciem standaryzowanego ekstraktu z korzenia
lepieznika rozowego (Petadolex), celem sprawdzenia skutecznosci jego dziatania
jako srodka prewencyjnego w leczeniu migreny oraz bezpieczehstwa stosowania.
Eksperyment prowadzono z podwdjnie Slepg prébg przez okres 12 tygodni. 33
pacjentom chorujgcym na migrene podawano 25 mg ekstraktu 2 razy dziennie, a 27
pacjentom podawano placebo. Zanotowano, iz podawanie ekstraktu znaczgco
zmniejsza czestotliwos¢ ataku migreny (46% po 4 tygodniach stosowania, 60% po 8
tygodniach stosowania, 50% po 12 tygodniach stosowania). Nie odnotowano
istotnych dziatan niepozgdanych, dlatego stwierdzono, ze wycigg z lepieznika moze
by¢ uzywany jako skuteczny i bezpieczny s$rodek profilaktyczny w leczeniu
hemicrania [Diener et al., 2004].

Watpliwosci dotyczgce bezpieczenstwa stosowania surowcow z lepieznika rozowego
moze budzi¢ obecnos¢ w nich alkaloidow pirolizydynowych o dziataniu

kancerogennym i hepatotoksycznym.
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5.5. Niefarmakologiczne metody leczenia zapobiegawczego migreny

Patogeneza migreny jest nadal do konca niewyjasniona. Konwencjonalne leczenie
farmakologiczne nie zawsze przynosi pozgdane rezultaty. Czesto obarczone jest
szeregiem dziatan niepozgdanych. Powoduje to poszukiwanie kolejnych drég, ktére

pomogg zwalczac¢ uporczywy bol gtowy.

5.5.1. Akupunktura

Akupunktura jest gatezig naturalnej medycyny chinskiej polegajgcg na naktuwaniu
ciata srebrnymi lub zlotymi igtami stosownych punktow, odpowiadajgcych za
poszczegoblne narzady. Jest to metoda, ktdrg stosuje sie w walce z bdlem gtowy.
Badania prowadzone w Chinach na duzej grupie chorych pokazuje, ze stosowanie
akupunktury jako dodatkowej terapii powoduje zmniejszenie czestotliwosci napadow i
intensywnosci bolowej, poprawia jakos¢ zycia oraz zmniejsza koszty zwigzanych z
leczeniem i absencjg w pracy z powodu migreny [Deng et al., 2012].

Dodatkowo istnieje wiele badan prowadzonych w osrodkach naukowych w Europie i
USA, ktore potwierdzajg skutecznosS¢ akupunktury w leczeniu migreny. Linde i
wspotpracownicy dokonali szczegdétowego przegladu publikaciji i 24 eksperymentow.
Na ich podstawie stwierdzili korzysci u pacjentow stosujgcych akupunkture, tj. mniej
atakow boélowych, mniej dziatan niepozgdanych. Nadal jest jednak duzo kontrowersiji
ze standaryzacjg tej metody (doktadne miejsce wktucia igty, gtebokos¢ iniekciji) [Linde
et al., 2009].

5.5.2. Sktadniki mineralne, witaminowe i dietetyczne

1. Magnez
Jest makroelementem, jednym z najwazniejszych jonow wewnatrzkomorkowych.

Jako kofaktor ponad 300 enzymow w organizmie ludzkim, reguluje szereg reakcji

biochemicznych. Uczestniczy w przewodnictwie nerwowym, termoregulaciji,
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kurczliwosci miesni, optymalizuje cisnienie krwi. Magnez to pierwiastek wptywajacy
na homeostaze organizmu [Somer, 2000; Vormann, 2003].

Mauskop i wspoétpracownicy zauwazyli, ze wsrod pacjentow z migreng klasyczng (z
aurg) i migreng bez aury zauwazono bardzo niski poziom magnezu. Ponad 50%
pacjentow podczas ataku migrenowego ma obnizony jego poziom we krwi [Mauskop
and Altura, 1998].

Peikert 1 wspotpracownicy przeprowadzili badanie z udziatem 81 pacjentow z
migreng, w ktorym sprawdzono i potwierdzono profilaktyczny wptyw magnezu w
leczeniu migreny. Jednej grupie podawano 600 mg dicytrynianu trimagnezu dziennie,
przez okres 12 tygodni, drugiej placebo. Zauwazono, ze podawanie takiej dawki
znaczagco zmniejszyto czestotliwos¢é atakow (41,6%) w porownaniu z placebo.
Dodatkowo w grupie spozywajgcej magnez znaczgco zmniejszyta sie konsumpcja
lekow przeciwbolowych [Peikert et al., 1996]. Istniejg przypuszczenia, ze niski
poziom magnezu moze aktywizowac zjawisko szerzgcej sie depresji korowej, tzw.
CSD (ang. cortical spreadig depression - CSD). Dodatkowo przyczynia sie do
nadmiernej agregacje ptytek krwi, dysfunkcji receptoréw serotoninowych, zaburzenia

uwalniania wielu neurotransmiteréw [Mauskop and Varughese, 2012].

2. Koenzym Q10

Koenzym Q10 to kolejny skfadnik, ktéry stanowi element leczenia prewencyjnego
migreny. Koenzym Q10 (syn. ubichinon, ubidekarenon) wystepuje w mitochondrium
komérkowym, gdzie odpowiada za transport elektronéw w tancuchu oddechowym.
Jest endogennym, lipofilowym antyoksydantem, ktory zapobiega generacji
reaktywnych form tlenu, oksydacyjnym modyfikacjom biatek, lipidow i DNA.
Wiasciwosci antyoksydacyjne ma zredukowana posta¢ koenzymu Q10 — ubichinol
(CoQ10H2) oraz rodnik ubisemichinonowy (CoQ10H") [Siemieniuk i Skrzydlewska,
2005]. Rosen i wspotpracownicy podawali 31 pacjentom z bélami giowy o podtozu
migrenowym 150 mg koenzymu Q10 dziennie, przez 3 miesigce. Ustalono, ze 61,3%
uczestnikow badania stwierdzito zmniejszenie liczby dni z migrenowym bdlem gtowy
o ponad 50%. Dodatkowo nie odnotowano zadnych dziatan niepozgdanych,

wynikajgcych z przyjmowania koenzymu Q10 [Rozen et al., 2002].
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3. Sktadniki diety

Analiza czynnikow dietetycznych wskazata szereg substancji, ktore potencjalnie
zwiekszajg wystepowania ataku migrenowego. Wedtug Przeglagdu Kanadyjskiego
Towarzystwa Medycznego spozycie zywnosci zawierajgcej aspartam, glutaminian
sodu, azotany kojarzone jest z pojawieniem sie bolow gtowy. Dodatkowo produkty
zawierajgce tyramine (wotowina, kurza watrobka), fenyloalanine (czekolada),
synefryne (owoce cytrusowe) mogg nasilac czestotliwo$¢ wystepowania hemicrania

[Sharp, 2005]. Juz 50 lat temu Selby i Lance zuwazyli i odnotowali, ze istniejg
produkty, ktore powodujg wystgpienie ataku migrenowego. W réznych badaniach
potwierdzono, iz blisko 60% chorych tgczy wystgpienie bolu gtowy ze spozyciem
pewnej grupy produktow. Przypuszcza sie, ze chorzy wykazujg szczegdlng
nadwrazliwos¢ na nie [Finocchi and Sivori, 2012]. Ws$rdéd nich najczesciej
wymienianymi sg: czekolada, ser plesniowy, czerwone wino, kawa. Obecne w tych
produktach tyramina, nitraty, siarczany powodujg nadmierne uwalnianie serotoniny i
norepinefryny. Powoduje to skurcz naczyh krwionosnych, nadmierne pobudzenie
nerwu tréjdzielnego, a to przyczynia sie do powstania bdélu gtowy. Naukowcy
twierdzg, ze eliminowanie ww sktadnikbw z diety, mozna uwazaC za element

prewencyjny w leczeniu hemicrania [Millichap and Yee, 2003].
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lll. CEL PRACY

Migrena jest problemem globalnym. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia — ang.
World Health Organization - WHO 11% dorostej populacji dotkniete jest tg choroba.
Badania prowadzone w Polsce (,Migrena w Polsce” MEC GLOBAL) sugerujg, ze co
najmniej 4 min ludzi cierpi z powodu boléw migrenowych. Jakos¢ ich zycia znacznie
spada. Choroba uniemozliwia uczenie sig, czesto jest przyczyng absencji w pracy i
zyciu spotecznym. Ziele Stizolophus balsamitaefolius Cass. moze by¢é pomocne w
leczeniu migreny. Doniesienia literaturowe o obecnosci charakterystycznych
laktonow seskwiterpenowych pochodnych germakranu w rodzaju Stizolophus
sugerowaty ich obecnosc¢ takze w tytutowej roslinie. Nalezatoby sprawdzi¢ hipoteze,
ze obecnos¢ epoksydu w strukturze germakranolidu, wystepujgcego we wszystkich
dotgd izolowanych germakranolidach z gatunkéw rodzaju Stizolophus moze by¢
odpowiedzialna za zmniejszenie agregacji ptytek krwi i zmniejszenie uwalniania
serotoniny z trombocytéw. Mechanizmy ten prawdopodobnie przyczyniajg sie do
ograniczenia czestotliwosci wystepowania napadoéw bdlowych gtowy oraz
zmniejszenia ich intensywnosci.

Gtéwnym celem pracy byto:

e wyizolowanie i identyfikacja zwigzkow potencjalnie czynnych z ziela
Stizolophus balsamitaefolius Cass.,

e okreslenie zawartosci procentowej dominujgcych gremakranolidow w wyciggu
metanolowym (standaryzacja wyciggu),

e dokonanie oceny zdolnosci hamownia uwalniania serotoniny z ptytek krwi
dominujgcych laktonéw seskwiterpenowych i ekstraktu z ziela S.
balsamitaefolius i poréwnania ich aktywnosci z dziataniem partenolidu,
zwigzku o udowodnionym dziataniu przeciwmigrenowym.

Ponadto:

e dokonano analizy pismiennictwa z zakresu etiopatologii, fitoterapii i
farmakoterapii migreny celem opracowania aktualnego kompendium wiedzy z
tej dziedziny,

e poddano analizie wyniki izolacji i identyfikacji zwigzkow badanej rosliny pod

katem ich wartosci chemotaksonomicznej,
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poddano analizie zalezno$¢ niektorych elementow struktury wyizolowanych

germakranolidéw do ich barwy na chromatogramach.

67



IV. CZESC DOSWIADCZALNA

1. Materiat badawczy — surowiec roslinny

Surowiec roslinny bedgcy materiatem badawczym, uzyskano z uprawy prowadzonej
w ogrodzie Katedry i Zaktadu Naturalnych Surowcéw Leczniczych i Kosmetycznych
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Nasiona
Stizolophus balsamitaefolius pochodzity z Ogrodu Botanicznego w Teheranie (Iran).
Nadziemne czesci ziela badanej rosliny zebrane zostaty w sierpniu 2012 roku.
Surowiec poddano suszeniu w suszarni z nawiewem, w temperaturze okoto 35°C
przez 72 godziny. Wysuszone i rozdrobnione ziele stanowito materiat do dalszej

analizy.

2. Analiza fitochemiczna

2.1. Przygotowanie ekstraktow z ziela Stizolophus balsamitaefolius

Wysuszone i rozdrobnione ziele Stizolophus balsamitaefolius o masie 500 g

poddano trzykrotnej maceracji metanolem w ilosci 750 ml. Poszczegblne wyciagi
metanolowe potgczono i zageszczono w warunkach obnizonego cisnienia. Czes¢
ekstraktu metanolowego w ilosci 0,74 g poddano analizie HPLC (ang. High
Performance Liquid Chromatography - HPLC). Pozostaty wycigg metanolowy w ilosci
62,56 g zalano wodg destylowang. Po 24 godzinnej maceracji, wodny wyciag
przesgczono przez wate celem usuniecia chlorofilu, nastepnie 3-krotnie wytrzgsano
go z chlorkiem metylenu. Uzyskany ekstrakt chlorku metylenu zostat osuszony przy
pomocy bezwodnego siarczanu sodu. Po usunieciu substancji osuszajgcej ekstrakt
zageszczono do objetosci chromatograficznej. Otrzymany w ten sposéb zageszczony
wyciag chlorku metylenu z ziela Stizolophus balsamitaefolius w ilosci 5,42 g
przeznaczony zostat do analizy izolacyjnej metodg chromatografii kolumnowej (ang.
Column Chromatography - CC), po uprzedniej ocenie jego skladu chemicznego

metodg chromatografii cienkowarstwowej (ang. Thin Layer Chromatography - TLC).
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Natomiast wodny roztwor dalej trzykrotnie wytrzgsano octanem etylu. Wycigg octanu
etylu przesgczono przez sgczek dwufazowy oddzielajgc resztki fazy nieorganicznej,
nastepnie zageszczono go w warunkach obnizonego cisnienia do objetosci
chromatograficznej. Uzyskany wycigg octanu etylu, w ilosci 2,11 g, poddano analizie
chromatograficznej metodg CC, po uprzednim rozpoznaniu chromatograficznym
metodg TLC.

2.2. lzolacja zwigzkéw z ziela Stizolophus balsamitaefolius metoda

chromatografii kolumnowej (ang. Column Chromatography - CC)

Celem uzyskania rozdziatu zwigzkéw zawartych w wyciggach chlorku metylenu i
octanu etylu uzyto chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Jezeli byto
to konieczne, wybrane frakcje poddano rechromatografiom w wyniku ktorych

otrzymano podfrakcje zawierajgce czyste chromatograficznie zwigzki.

2.2.1. Zasada metody

Chromatografia kolumnowa stuzy do rozdzielania mieszaniny zwigzkéw poprzez
wprowadzanie jej na adsorbent (stata faza stacjonarna) umieszczony w szklanej
kolumnie. Ruchoma faza ciekta (eluent) wprowadzana na kolumne, grawitacyjnie
przeptywa przez adsorbent i natozong substancje roslinng (ekstrakt lub frakcja). W
zaleznosci od polarnosci zwigzkéw kazdy w rozny sposob oddziatywuje z
adsorbentem. Dobierajgc odpowiednio polarnosc fazy ciektej i szybkosc jej przeptywu
przez kolumne poczgtkowo zbiera sie zwigzki lipofilne. Zwiekszajgc polarno$é uktadu
wymywajgcego, ,wyptukiwane” sg z kolumny zwigzki bardziej polarne. Skfad eluentu
kontrolowany jest metodg TLC. tgczone sg frakcje ze zwigzkami o jednakowej

barwie i wartosciach Rf.

2.2.2. Aparatura i sprzet

Proces prowadzono na kolumnach szklanych o odpowiedniej dtugosci, tak aby

zachowac proporcje pomiedzy substancjg rozdzielang i adsorbentem: 1:30-40.
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Eluent wprowadzano w kolbach miarowych ze specjalnym podajnikiem.
Proces prowadzono w sposéb ciggty, przy uzyciu kolektora frakcji, pracujgcego 24

godziny na dobe.

2.2.3. Odczynniki

- chlorek metylenu, firma POCH Avantor Performance Materials Poland SA

- aceton, firma Chempur

- heksan, firma Chempur

- metanol, firma POCH Avantor Performance Materials Poland SA

- 95% etanol, firma POCH Avantor Performance Materials Poland SA

- octan etylu, firma Chempur

- zel krzemionkowy Kieselgel 60, grubos¢ ziaren 0,063-0,200 mm, firma Merc —
chromatografia wstepna

- zel krzemionkowy Kieselgel 60, grubos¢ ziaren <0,063 mm, firma Merc -

rechromatografia

2.2.4. Tok analizy

Odpowiednio zageszczone substancje roslinne nanoszono na powierzchnie Zzelu
krzemionkowego w momencie, gdy warstwa rozpuszczalnika zrownata sie z warstwag
adsorbentu. Dla wyciggéw byt to zel krzemionkowy Kieselgel 60 o grubosci ziaren
0,063-0,200 mm (chromatografia wstepna). Dla rechromatografowanych frakcji uzyto
zelu Kieselgel 60 o grubos$¢ ziaren ponizej 0,063 mm. Kolumne przemywano
odpowiednig mieszaning rozpuszczalnikow, a nastepnie stopniowo zwiekszano
polarnos¢ uktadu. Regulowano wyciek z kolumny: srednio jedna kropla co 20 sekund.
Frakcje, zawierajgce wymywane zwigzki, zbierano w probdéwkach. Zawartos¢
poszczegolnych frakcji kontrolowano metodg TLC. Eluaty o tej samej barwie i

wartosci Rf tgczono we frakcje (Rycina 17).
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Adsorbent: zel krzemionkowy
Wywotywacz: odczynnik
anyzowy

Uktad rozwijajacy: chlorek
metylenu — aceton 15:1

1 — wycigg chloru metylenu

2 - wzorzec

3 - wzorzec

4-18: frakcje zbierane z kolektora
S —start, F - front

12 3456 7 8910 11 12 13 14 15 1617 18
Ryc. 17 Przykladowy chromatogram z kontroli wyciekéw z kolumny podczas rozdziatu

ekstraktu chlorku metylenu z ziela Stizolophus balsamitaefolius

2.3. Metody identyfikacji i iloSciowego oznaczenia zwigzkéw czynnych z

ziela Stizolophus balsamitaefolius

2.3.1. Identyfikacja wyizolowanych zwigzkéw metoda chromatografii

cienkowarstwowej (ang. Thin Layer Chromatography - TLC)

Chromatografia cienkowarstwowa uzyta zostata celem przeprowadzenia wstepnej
analizy chromatograficznej ekstraktu chlorku metylenu i octanu etylu z ziela
Stizolophus balsamitaefolius. Analizujgc chromatogramy ustalono odpowiednig
mieszaning rozpuszczalnikéw, ktora stanowita ruchomg faze ciektg (eluat) w
chromatografi kolumnowej. TLC stosowano do kontroli otrzymanych frakcji z
rozdziatu kolumnowego. Analizujgc barwne plamy na chromatogramach oceniano
czystos¢ otrzymanych zwigzkéw. Poréwnywanie koloru plam i Rf z wzorcami stuzyto
wstepnej identyfikacji zwigzkéw. Sama barwa na chromatografach juz sugerowata
obecnos¢ niektérych podstawnikow w szkielecie identyfikowanego laktonu

seskwiterpenowego [Nowak, 1993; Urbanska et al., 2014].
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2.3.1.1. Zasada metody

TLC stuzy do identyfikacji zwigzkébw oraz oczyszczania mieszaniny zwigzkow
chemicznych. Faza stata ma witasciwos$ci sorpcyjne, jest umieszczona jako cienka
warstwa (do 2 mm) na piytce aluminiowej, szklanej lub wykonanej z tworzywa
sztucznego. Poszczegdlne frakcje nanosi sie punktowo przy dolnej krawedzi ptytki,
ktorg umieszcza sie w szklanej komorze chromatograficznej. Komore wypetnia sie
niewielkg iloscig eluentu (faza rozwijajgca), ktory przemieszcza sie w goére po
adsorbencie (zjawisko kapilarne). Podczas analizy zwigzki badane, faza stata i
eluent sg poddawane oddziatywaniom miedzyczgsteczkowym. Analiza kohczy sie
kiedy front fazy rozwijajacej dotrze do gornej krawedzi ptytki. W zaleznosci od
polarnosci zwigzku badanego i polarnosci eluentu dociera on na ré6zng wysokos¢
ptytki. lloraz odlegtosci przebytej przez zwigzek badany przez odlegtos¢ przebytg
przez czoto ukiadu rozwijajgcego nazywamy wspoétczynnikiem retencji lub
wspofczynnikiem opodznienia - Rf. Dla danego zwigzku, w danym uktadzie
rozwijajgcym, na danej fazie statej ma wartosc¢ statg i moze stuzy¢ jako wskaznik
charakteryzujgcy dany zwigzek.

Podobnie barwna plama zwigzku badanego, w danym uktadzie rozwijajgcym, na
danej fazie statej jest niezmienna, dlatego réwniez moze stuzy¢ jako wskaznik
identyfikujgcy. Jezeli zwigzki nie sg barwne, ich obecnosé na chromatogramie mozna
wywota¢ odczynnikami (np. odczynnik anyzowy) lub analizowac¢ przy uzyciu Swiatta

UV, przed lub po spryskaniu.

2.3.1.2. Aparatura i sprzet

- komora szklana do rozwijania chromatogramu
- piytki aluminiowe TLC Kieselgel 60 pokryte zelem krzemionkowym (grubosé
warstwy - 0,25 mm), wymiar: 20 x 20 cm - firma Merck

- kapilary szklane do naktadania frakcji badanych
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2.3.1.3. Odczynniki

- odczynnik anyzowy:
0,5 cm® aldehydu anyzowego, firma Alfa Aesar
10 cm® lodowatego kwasu octowego, firma POCH Avantor Performance
Materials Poland SA
85 cm® metanolu, firma POCH Avantor Performance Materials Poland SA
4,5 cm® stez. kwasu siarkowego, firma POCH Avantor Performance Materials
Poland SA

- metanol, firma POCH Avantor Performance Materials Poland SA

- chlorek metylenu, firma POCH Avantor Performance Materials Poland SA
- aceton, firma Chempur

- heksan, firma Chempur

- octan etylu, firma Chempur

2.3.1.4. Tok analizy

W analizie TLC stosowano ptytki aluminiowe TLC Kieselgel 60 pokryte zelem
krzemionkowym (grubo$¢ warstwy - 0,25 mm), wymiar: 20 x 20 cm firmy Merck.
Kapilarg szklang naktadano na ptytke ok. 5 pl frakcji badanych i wzorcow. Ptytki
chromatograficzne rozwijano w komorze szklanej z uzyciem odpowiedniego uktadu
rozpuszczalnikéw (uktad rozwijajgcy). Proces prowadzony byt w temperaturze
pokojowej, technikg wstepujgca, jednokierunkowg. Po rozdziale chromatograficznym
ptytki suszono, spryskiwano odczynnikiem anyzowym i ogrzewano w temperaturze
105°C przez okoto 3 min., aby uwidoczni¢ plamy badanych substanciji.

Celem wstepnej identyfikacji zwigzkéw wyizolowanych z ekstraktow z ziela
Stizolophus balsamitaefolius poréwnywano barwe plam i Rf frakcji badanych i
wzorcow. Analize przeprowadzono w Swietle widzialnym oraz UV o dtugosci fali
A=254nm.
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2.3.2. Oznaczenie temperatury topnienia zwigzkéw Kkrystalicznych

wyizolowanych z ziela Stizolophus balsamitaefolius

Temperature topnienia zwigzkéw krystalicznych mierzono przy uzyciu aparatu Bichi
Melting Point B-540. Pomiaru dokonywano trzykrotnie uzyskujgc srednig temperature
topnienia analizowanego zwigzku, ktorg poréwnywano z danymi z piSmiennictwa, w

przypadku zwigzku znanego.

2.3.3. Ildentyfikacja oraz ilosciowe oznaczenie wybranych zwigzkéw
metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. High-
Performance Liquid Chromatography - HPLC)

HPLC uzyto celem identyfikacji oraz ilosciowego okreslenia zawartosci
dominujgcych zwigzkow (stizolina, stizolicyna, izospiciformina) wystepujgcych w
ekstrakcie  metanolowym  ziela  Stizolophus balsamitaefolius. Analize
przeprowadzono w Laboratorium Badan Srodowiskowych Katedry i Zaktadu

Toksykologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

2.3.3.1. Zasada metody

Analize wykonano wykorzystujgc metode wzorca zewnetrznego, uzywajgc

chromatografu cieczowego z detektorem diodowym (HPLC — DAD).

2.3.3.2. Aparatura i sprzet

Analize przeprowadzono przy uzyciu chromatografu cieczowego Agilent 1200 SL z
detektorem diodowym z prekolumng i kolumng do HPLC Lichrospher 60 RP-Select B
(5 pm, 125-4) firmy Merck.

Dane i chromatogramy zostaty zebrane i opracowane przy uzyciu oprogramowania
Chem Station for LC 3 D system Rev. B.04.01 SP1 z firmy Agilent Technologies.
Dalszej analizy danych dokonywano przy uzyciu oprogramowania Chem Station for
LC 3D system Rev. B.04.01 SP1, Microsoft Excel 2000 i Sigmaplot 11-11.0.0.77.
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2.3.3.3. Odczynniki

Metanol — firma Merck KGaA, Niemcy

Woda oczyszczona — firma Merk Direct —Q 3 UV

Etanol - firma Merck KGaA, Niemcy

Wzorce: stizolina, stizolicyna, izospiciformina — wyizolowano i zidentyfikowano

metodami spektralnymi w ramach niniejszej pracy.

2.3.3.4. Tok analizy

Warunki chromatografii:

Do rozdziatu badanych zwigzkéw zastosowano prekolumne i kolumne (12,5 cm) do
chromatografii cieczowej Lichrospher 60 RP-Select B (5 ym, 125-4) firmy Merck wraz
z prekolumng zawartg w zintegrowanym kardridzu. Rozdziat chromatograficzny
przeprowadzono w warunkach izokratycznych. W czasie pracy chromatografu
przeptyw fazy byt staty i wynosit 1 ml/min. Objeto$¢ dozowanej probki wynosita 15 pl.
Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosc fali A=242 nm.

Faza ruchoma:

Faza ruchoma zawierala wode i metanol. Rozdziat chromatograficzny byt
prowadzony z zastosowaniem elucji gradientowej. Schemat gradientu wymywania
uzyty do analizy zwigzkdw czynnych z ekstraktu roslinnego (Stizolophus
balsamitaefolius) byt nastepujgcy: min. 0 — 5% matanolu, min. 12 — 30% matanolu,
min. 25 — 30% matanolu, min. 30 — 5% matanolu. Czas retencji wynosit 5 min.
Standardy kalibracyjne:

Analize wykonano wykorzystujgc metode wzorca zewnetrznego. Roztwory
wzorcowe zwigzkéw (stizolina, stizolicyna, izospiciformina) uzyskano poprzez ich
rozpuszczenie w 95% etanolu, uzyskujgc stezenie 1 mg/ml. Stanowity one materiat
wyjsciowy do przygotowania krzywych kalibracyjnych. Wykonano serie 6 rozcienczen
dla kazdego z wzorcéw przy detekcji DAD (1000,800,700,600,500,300 ug/ml).
Powierzchnia piku okreslona byta dla kazdej proby kalibracyjnej. Rownanie liniowe
opisywato  zaleznos¢ pomiedzy stezeniem a polem powierzchni  piku

chromatograficznego.

Przygotowanie prébek
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Zwigzki analizowane (stizolina, stizolicyna, izospiciformina) oraz metanolowy wyciag
roslinny (Stizolophus balsamitaefolius) rozpuszczono w 95% etanolu celem
uzyskania stezenia 20 mg/ml. Nastepnie przenoszono je celem analizy HPLC.

Objetos¢ nastrzykiwanej probki wynosita 15 ul, kazdg powtarzano trzykrotnie.

2.3.4. ldentyfikacja wyizolowanych zwigzkéw metodg spektroskopii
magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. Nuclear Magnetic

Resonance — NMR)

Celem okreslenia struktury wyizolowanych zwigzkéw wykorzystano spektrometrii
magnetycznego rezonansu jgdrowego - NMR (widma '‘H NMR, '*C NMR,
dwuwymiarowe *H/**C NMR COSY, *H/*H NMR COSY).

Widma wykonano we wspoétpracy z Pracownig NMR Wydziatu Chemii Uniwersytetu

Adama Mickiewicza w Poznaniu. Interpretacji widm przeprowadzono samodzielnie.

2.3.4.1. Zasada metody

Analiza NMR polega na wzbudzaniu spindw jgdrowych znajdujgcych sie w
zewnetrznym polu magnetycznym poprzez szybkie zmiany pola magnetycznego.
Powracajgce do stanu rownowagi termodynamicznej uktady spindéw jgdrowych
emitujg promieniowanie elektromagnetyczne, ktére ulega rejestracji. Parametrem
opisujgcym widmo jest przesuniecie chemiczne — & wyrazane w jednostkach ppm.
Jadra znajdujgce sie w okreslonych grupach chemicznych emitujg charakterystyczne
promieniowanie  elektromagnetyczne o okreslonej wartosci  przesuniecia

chemicznego - 0.
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Poréwnujgc zarejestrowane & (ppm) z wartosciami tablicowymi umozliwia precyzyjng
identyfikacje struktury chemicznej wyizolowanego zwigzku.

Kolejnym parametrem uzywanym do opisu widm jest stata sprzezenia — J wyrazana
w Hz. Stata sprzezenia — J opisuje oddziatywanie miedzy sgsiadujgcymi jgdrami, tzw.
sprzezenia spinowo-spinowe. Pomocny w interpretacji byt takze parametr — stata

integracji. Wskazywat on na ilos¢ protondw przy poszczegolnych weglach.

Jednorodne chromatograficznie zwigzki poddane analizie *H NMR wykazaty
sprzezenia miedzy sgsiednimi protonami. Miejsca protondéw wskazywaty na widmach
wartosci przesunie¢ chemicznych - & (ppm) a konformacje przestrzenng protonéw
wyjasniata stata sprzezenia (J) mierzona w Hz. Stata integracji wskazywata na ilo$¢
protondw przy poszczegoélnych weglach. Sprzezenia miedzy kolejnymi protonami
wskazywaty widma dwuwymiarowe 'H/H COSY. W wyjatkowych sytuacjach,
siegano po widma NOESY (sprzezenia o tej samej konfiguracji przestrzennej), HSQC

(wigzania H/C) i HMBC (wigzanie H/C dalekiego zasiegu — do 4 wegla).

2.3.4.2. Aparatura i sprzet

Analizy wykonano na spektrofotometrze Varian 600 przy czestotliwosci 600,67 MHz

(widma protonowe) i czestotliwosci 150MHz (widma weglowe)

2.3.4.3. Odczynniki
deuterowany chloroform
deuterowany metanol

deuterowany woda

2.3.4.4. Tok analizy

Jednorodne chromatograficznie zwigzki, poddane analizie 'H NMR, wykazaty
sprzezenia miedzy sgsiednimi protonami. Miejsca protonéw wskazywaty na widmach
wartosci  przesunie¢ chemicznych (ppm). W przypadku analizowanych
germakranolidédw sygnaty o najwyzszych wartosciach ppm dawaty protony z
podwojnym wigzaniem, nieco mniejsze protony spod tlenu, nastepnie protony od

grup CH, w szkielecie i dalej CH, w szkielecie. Charakterystyczne singlety lub

77



dublety z integracja 3H dawaly grupy metylowe w przedziale 0,8 — 2.0 ppm.
Konformacje przestrzenng protonéw sugerowaty wartosci statej sprzezenia (J)
mierzonej w Hz. Do ustalania struktur otrzymanych zwigzkow wykorzystywano widma
13C NMR. Tutaj sygnaty w najnizszych polach przesuniecia chemicznego (150-
200ppm), wskazywaty na obecnos¢ wegli czwartorzedowych potgczonych z tlenem.
Sygnaty przy wartosciach 110-120ppm wskazywatly na potgczenia —CH=CH-,
nastepnie do 50ppm na wegle trzeciorzedowe, do 40ppm wegle drugorzedowe. Na
najwyzszych polach (20-30ppm) pojawiaty sie sygnaty wegli tworzgcych grupy
metylowe. Interpretowano tez widma (bardzo pomocne zwitaszcza w identyfikaciji
zwigzku nieseskwiterpenowego): HMBC, HSQC i NOESY. Analizy wykonano we
wspotpracy z Pracownig NMR Wydziatu Chemii UAM w Poznaniu.

Do rozpuszczania analizowanych zwigzkdw stosowano deuterowane rozpuszczalniki:
chloroform, metanol i w jednym przypadku wode — celem wyeliminowania z wykresu

sygnaty pochodzgce od grup hydroksylowych w analizowanym zwigzku.

78



2.3.5. Spektrometria mas (ang. Mass Spectrometry - MS)

Celem okreslenia struktury wyizolowanego zwigzku H, wykorzystano spektroskopie
masowg MS  (wysokorozdzielcze widmo masowe - HR-TOF-ESI-MS;
niskorozdzielcze widmo masowe - LR-ESI-MS). Widma wykonano we wspotpracy z

Pracownig MS Wydziatu Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu.

2.3.5.1. Zasada metody

Spektrometria masowa jest nowoczesng technikg analityczng pozwalajgcg na
doktadny pomiar masy czgsteczkowej analizowanego zwigzku. Badana substancja
zostaje zjonizowana w prozni przez rozpylanie w polu elektrycznym. W przypadku
ESI (ang. Electrospray lonization), jonizacja polegaja na rozpylaniu pod cisnieniem
atmosferycznym cieczy zawierajgcej badang substancje z igty, do ktérej przytozono
wysokie napiecie, zwykle 1-5 kV. Powstaje heterogeniczny strumien jonoéw
(dodatnich lub ujemnych), ktéry analizator mas rozdziela ze wzgledu na stosunek ich
masy do fadunku. Detektor zamienia w sposéb ilo$ciowy sygnat w postaci pradu
jonowego na sygnat elektryczny, ktory jest rejestrowany przez komputer w postaci
widma stosunku masy do tadunku elektrycznego (m/z).

W spektrometrach mas stosowane sg rézne typy analizatorow. W TOF (ang. Time
Of Flight) analizatorze wprowadzane jony sg przyspieszane przy pomocy pola
elektrycznego, nastepnie dryfujg przez komore wolng od pola elektrycznego, aby
dotrze¢ do detektora jondw, ktory jest potgczony z urzgdzeniem rejestrujgcym czas
od impulsu przyspieszajgcego do momentu uderzenia okreslonego jonu w detektor.
Pomiar m/z jest oparty na fakcie, ze czas przelotu zalezy od predkosci jonu, a

predkos¢ uzyskana przez jon w polu elektrycznym zalezy od jego masy.
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3. BADANIA BIOLOGICZNE

Zgode na realizacje badan i przeprowadzenie ich przy uzyciu zwierzat
doswiadczalnych uzyskano od Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na
Zwierzetach w Poznaniu (Uchwata 20/2012 z dn. 11.05.2012).

Do badan uzyto biate szczury, szczepu Wistar o masie ciata ok. 200 g, pochodzace z
Hodowli Zwierzat Laboratoryjnych Katedry i Zaktadu Toksykologii Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.1. Zasada metody

lzospiciformina, stizolina, stizolicyna - wyizolowane z ziela Stizolophus
balsamitaefolius oraz ekstrakt metanolowy z badanego surowca poddano
badaniu biologicznemu.

Eksperyment miat na celu sprawdzenie zdolnosci poszczegdlnych zwigzkdéw i
ekstraktu do hamowania uwalniania serotoniny z ptytek krwi. Dodatkowo poréwnano
aktywnos$¢ biologiczng poszczegodlnych zwigzkow i ekstraktu z sitg dziatania
partenolidu — germakanolidu o udowodnionym dziataniu przeciwserotoninowym.

Z krwi szczurzej pozyskiwano frakcje wysokoptytkowg (ang. Platelet Reach Plasma -
PRP), do ktérej dodawano roztwory poszczegoélnych zwigzkéw (izospiciformina,
stizolina, stizolicyna), wyciag metanolowy z ziela S. balsamitaefolius, roztwor
partenolidu oraz roztwor ADP. Partenolid stuzyt jako wzorzec, ADP stanowit czynnik
agregacyjny trombocytéw, w wyniku ktérego uwolniona zostata serotonina z ptytek
krwi. Celem ilosciowego okreslenia stezenie serotoniny w poszczegoélnych prébach
uzyto ultraczutego testu immunoenzymatycznego Serotonin Research ELISA ™ BA
E-5937 firmy Labor Diagnostika Nord GmbH & Co. KG. Test przeznaczony jest dla
réznych rodzajéw prébek biologicznych i r6znych objetosci.

Pierwszym etapem byto iloSciowe acylowanie serotoniny przy uzyciu ptytki acylujgcej
ACYLATION PLATE BA E-5934 zawierajgcej 1 x 96 studzienek gotowych do uzycia,
wstepnie pokrytych odczynnikiem acylujgcym. Nastepnie uzyty zostat konkrecyjny
zestaw 96 studzienek z ptytki do mikromiareczkowania - SEROTONINE/5-HIAA
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MICROTITER STRIPS BA E-0931, gdzie antygen jest zwigzany z fazg statg.
Acylowane proby standardowe, kontrole, prébki badane i faza stata analitycznie
konkurowaty o pofgczenie z przeciwciatami. W momencie, gdy uktad byt w
rbwnowadze, wolne przeciwciata i wolne kompleksy antygen-przeciwciato zostaty
usuniete przez wyptukiwanie. Przeciwciata zwigzane z fazg statg tworzg koniugaty z
przeciwciatami anti-rabbit 1gG, ktére sg koniugowane z peroksydazg (ENZYME
CONJUGATE BA E-0040). Peroksydaza katalizuje reakcje barwna, ktérej substratem
jest TMB — tetrametylenobenzydyna (SUBSTRATE BA E-0055). Intensywnos¢ barwy
w poszczegoélnych préobach monitorowano spektrofotometrycznie, mierzgc
absorbancje, przy dtugosci fali A=450 nm. llos¢ serotoniny w nieznanych probkach
uzyskano przez poréwnanie absorbancji z krzywej wzorcowej przygotowanej na
podstawie probek standardowych, ktérych stezenia zostaly okreslone przez

producenta.

3.2. Aparatura i sprzet

- Wiréwka
- Perkin EImer Enspire Multimode Reader ,Enspire”2300 — czytnik ptytli ELISA

3.3. Odczynniki

- PBS (phosphate buffered saline) - firma Sigma

- 95% Etanol (Et-OH) - firma Sigma

- ADP - firma Sigma

- 0,9% NaCl - firma Sigma

- kwas acetylosalicylowy (ASA) - firma Sigma

- cytrynian trisodowy z probowek - firma Sigma

- odczynniki i roztwory z testu immunoenzymatycznego Serotonin Research ELISA

BAE-5900 firmy Labor Diagnostika Nord GmbH & Co. KG.:
- ACYLATION PLATE BA E-5934 — ptytka acylujgca zwierajgca 96 studzienek
pokrytych odczynnikim acylujgcym
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- probki standardowe (STANDARDS) stuzgce do wyznaczania krzywej
wzorcowej, zawierajgce okreslong ilos¢ serotoniny, rozcienczane DILUENTEM
- probki kontrolne (CONTROLS) stuzgce do wyznaczania krzywej wzorcowe;j

- DILUTIO N CONCENTRATE BA E-5941 - rozpuszczalnik rozcienczany w
wodzie destylowanej, zawierajgcy 1% STABILIZER BA E-5937

- DILUENT - rozcienczony wodg destylowang DILUTION CONCENTRATE BA
E-5941

- STABILIZER BA E-5937 - stabilizator chronigcy serotoning w probach
badanych, standardowych i kontrolnych przed oksydacyjng degradacja,
utrzymuje pH na poziomie 6-7,4

- WASH BUFFER CONCENTRATE BA E-0030 - bufor przemywajgcy
rozcienczany w wodzie destylowanej

- WASH BUFFER - rozcienczony wodg destylowang WASH BUFFER
CONCENTRATE BA E-0030

- ENZYME CONJUGATE BA E-0040 — przeciwciata krolicze anti-rabbit 1gG
koniugowane z peroksydazg

- SUBSTRATE BA E-0055 - roztwér TMB (tetrametylenobenzydyna)

- STOP SOLUTION BA E-0080 — roztwor 0,25M kwasu siarkowego

- SEROTONIN ANTISERUM BA E-5910

- ACYLATION BUFFER BA E-5911 — bufor acylujacy

- SEROTONINE/5-HIAA MICROTITER STRIPS BA E-0931

3.4. Tok analizy

3.4.1. Otrzymywanie frakcji wysokoptytkowej (ang. Platelet Reach Plasma -

Krew pobierano od szczuréw (10 samic szczepu Wistar) w ilosci ok. 10 ml/osobnika

do probéwek z dodatkiem cytrynianu trisodowego w ilosci 1 ml/10ml krwi i

odwirowano (160 g, 10 min., nastepnie 500 g 10 min., w temp 37°C). Uzyskano PRP,

gdzie $rednia ilos¢ ptytek wynosita: 1119+[10%/ul].
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3.4.2. Przygotowanie roztworéow zwigzkéw badanych oraz roztworu z
ekstraktem metanolowym z ziela S. balsamitaefolius

Poszczegdlne  zwigzki (izospiciformina, stizolina, stizolicyna, partenolid) oraz
metanolowy wycigg badanego surowca rozpuszczono w 95% etanolu (EtOH) celem
uzyskania roztworu o stezeniu 20 mg/ml. Nastepnie 30 pl kazdego z nich mieszano
w 970 pl PBS (ang. phosphate buffered saline), aby otrzymac roztwory o stezeniu
0,6 mg/ml kazdy.

3.4.3. Przygotowanie roztworu czynnika agregacyjnego

ADP rozpuszczono w 0,9% NaCl, uzyskano roztwor o stezenie 1 mM/I.

3.4.4. Szczegobtowy przebieg doswiadczenia

460 pL PRP mieszano ze 100 pL roztworu zawierajgcego metanolowy wycigg z
surowca badanego lub ze 100 uL poszczegdinych roztwordw zwigzkéw badanych.
Nastepnie prébki mieszano przez 2 min. w temp. 37°C 1000 obr./min. Probe
kontrolng stanowito 460 pl PRP mieszane z 100 pl 3% EtOH rozpuszczonego w
PBS. Po 2 min. inkubacji dodawano czynnik agregacyjny ADP w ilosci 40 pl do
kazdej z prébek badanych i préby kontrolnej. Wszystkie proby badane i probe
kontrolng mieszano przez kolejne 6 min. w temp. 37°C, 1000 obr./min. Nastepnie
dodawano do kazdej proby i kontroli 50 pl (14mM) kwasu acetylosalicylowego i 6 pl
stabilizatora STABILIZER BA E-5937 z testu immunoenzymatycznego Serotonin
Research ELISA ™ BA E-5937 firmy Labor Diagnostika Nord GmbH & Co. KG.
Nastepnie analizowane probki umieszczono w lodéwce (temp. 2-8°C). Supernatant
poszczegodlnych prébek badanych i kontroli w ilosci 50 ul zostat poddany analizie.
Jej celem byto okreslenie stezenia serotoniny w kazdej prébce i kontroli. Pomiaru
dokonano przy uzyciu testu immunoenzymatycznego Serotonin Research ELISA ™
BA E-5937 firmy Labor Diagnostika Nord GmbH & Co. KG.

Opis poszczegdlnych etapoéw testu Serotonin Research ELISA ™ BA E-5937
firmy Labor Diagnostika Nord GmbH & Co. KG. :

Do ptytki acylujgcej zawierajgcej 96 studzienek odmierzono po 100 pl

rozcienczonych prob standardowych (STANDARDS) i po 100 ul rozciehczonych préb
kontrolnych (CONTROS) .
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Proby zawierajgce badane zwigzki i probe kontrolng rozcienczono roztworem
DILUENTu celem otrzymania 100 pl objetosci. Nastepnie do kazdej proby dodano 25
ul buforu acylujgcego (ACYLATION BUFFER BA E-5911) i inkubowano ptyte przez

30 min. w temp. 20°C nieustannie mieszajgc. Kolejnym etapem byto odpipetowanie

kazdej proby w ilosci 100 pl i umieszczenie w kolejnych studzienkach ptytki
SEROTONINE/5-HIAA MICROTITER STRIPS BA E-0931. Do kazdej studzienki
dodano 25 yl SEROTONIN ANTISERUM BA E-5910 i przykryto specjalng folig
ADHESIVE FOIL. Plyte inkubowano 20 godzin w temp. 2-8°C. Po zdjeciu folii

usunieto zawartos¢ wszystkich studzienek przez odpipetowanie zawartosci oraz
przeptukano trzykrotnie kazdg studzienke uzywajgc roztworu WASH BUFFER.
Dodatkowo osuszano ptyte uzywajg materiatu absorbujgcego ciecz. Nastepnie do
kazdej studzienki dodano 100 pl ENZYME CONJUGATE BA E-0040 i inkubowano

przez 30 min. w temp. 20°C nieustannie mieszajgc. Kolejnym etapem byto

odpipetowanie i usunigecie zawartoS¢ wszystkich studzienek oraz trzykrotne
przeptukanie kazdej studzienki uzywajgc roztworu WASH BUFFER. Unikajgc
bezposredniej ekspozycji na swiatto stoneczne dodano do kazdej studzienki po 100
ul roztworu SUBSTRATE BA E-0055 i inkubowano przez 30 min. w temp. 20°C. Po

tym czasie do kazdej studzienki dodano po 100 pl roztworu STOP SOLUTION BA E-
0080, mieszano celem wuzyskania homogennego roztworu i niezwilocznie

odczytywano absorbancje kazdej proby przy dtugosci fali A= 450 nm.
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V. WYNIKI | ICH OMOWIENIE

A. Analiza fitochemiczna

1. Chromatografia kolumnowa ekstraktu chlorku metylenu z ziela
Stizolophus balsamitaefolius — izolacja i identyfikacja zwigzkéw: A
(balsaminy), B (8a-(4’-hydroksysenecioyloksy)-9a-hydroksypartenolidu))
i C (stizolicyny)

Ekstrakt z ziela Stizolophus balsamitaefolius w ilosci 5,42 g, naniesiono na kolumne
szklang wypetniong Zzelem krzemionkowym. Kolumne przemywano mieszaning
chlorku metylenu i acetonu w stosunku 25:1, a nastepnie stopniowo zwiekszano

polarnos¢ uktadu przez wprowadzenie dodatkowych ilosci acetonu (Tabela 3).

Tabela 3. Fazy rozwijajace stosowane w chromatografi kolumnowej, wstepny rozdziat zwigzkéw
wystepujacych w ekstrakcie chlorku metylenu z ziela Stizolophus balsamitaefolius

Chlorek metylenu : aceton 25:1
Chlorek metylenu : aceton 20:1
Chlorek metylenu : aceton 15:1
Chlorek metylenu : aceton 12:1
Chlorek metylenu : aceton 10:1
Chlorek metylenu : aceton 51
Chlorek metylenu : aceton 3.1
Chlorek metylenu : aceton 2:1
Chlorek metylenu : aceton 1:1
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W wyniku chromatografii uzyskano 78 frakcji, z ktérych 3 okazaly sie
chromatograficznie jednorodne. Oznaczono je symbolami A (frakcja nr 2), B (frakcja
nr 65) i C (frakcja nr 76). Natomiast frakcje nr 15-45 oraz 59-62 przeznaczono do
dalszego rozdziatu. Kierowano sie iloscig i mozliwoscig pozyskania dalszych

pojedynczych zwigzkdow.

1.1. Izolacja i identyfikacja zwigzku A — balsamina

Frakcja nr 2 wykazywata tendencje do krystalizacji w mieszaninie eluujgcej z
kolumny (chlorek metylenu — aceton 15:1). Po oddzieleniu rozpuszczalnika,
pozostatg substancje przemyto chtodnym chlorkiem metylenu. Po osuszeniu
uzyskano 35,6 mg substancji o temp. topnienia 225-228°C i oznaczono jg literg A.
Analiza TLC wykazata, ze otrzymany zwigzek barwi sie na kolor zielony (Rycina 51,
str. 133); (R=0,86; CH,Cl, — CO(CHs3), 8:1). Analiza 'H NMR wykazata sygnaty
protondw charakterystyczne dla struktury germakranolidéw z 4,5 epoksydem: sygnat
protonu o wartosci 5.66ppm przy C1, swiadczy o podwdjnym wigzaniu, singlety 1.80
ppm i 126 ppm wskazujg na grupy metylowe w szkielecie laktonu
seskwiterpenowego (odpowiednio przy C4 i C10). Na widmie zwigzku A pojawity sie
charakterystyczne sygnaty: 4.36 ppm — co wskazuje na obecnos¢ grupy OH przy C9.
Multipletowy sygnat protonu przy 5.66 ppm w estrze przy C8 (=CH-) i singlety o
wartosciach 1.56 ppm oraz 1.90 ppm wskazujg na dwie grupy metylowe w estrze
(Tabela 4).
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Tabela 4. '"H NMR balsaminy (600 MHz w CD5Cl)

Proton O (ppm) J(Hz)
1 5.66 m

2a 2.20bdd 6.0;12.9
2b 2.51 dddd 5.8;12.8
3a 2.20d 6.5

3b 1.31d 6.5

5 2.61bd 95

6 433dd 6.6;9

7 3.8ldd 3.3;6

8 457d 3.7

9 4.36s

13a 6.28 d 3.5

13b 5.65d 3.1

14 1.80s

15 1.26s

2 5.66 m

4’ 156 s

5’ 1.90s

0 — przesuniecie chemiczne (ppm); J - stata sprzezenia (Hz); m- multiplet;
bdd — szeroki dublet dubletéw; dd — dublet dubletéw; s — singlet; m — multiplet

Wyniki TLC, temperatura topnienia i widmo *H NMR jednoznacznie wskazujg, ze

zwigzek A jest balsaming (Rycina 18).

\\\\\\\ H I' 2' 3
WO—CO—CH=C
W

Q=

13

Ryc. 18 Struktura zwigzku A — balsamina

5!
'_CHy

\CH3

4'
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1.2. lzolacja i identyfikacja zwigzku B - (8a-(4’-hydroksysenecioyloksy)-9a-
hydroksypartenolidu)

Frakcja nr 65 wykazywata tendencje do krystalizacji. Po oddzieleniu mieszaniny
chlorku metylenu i acetonu i osuszeniu substancji statej (32,5 mg) zmierzono jej
temperature topnienia — wynosita 201-202°C. Kontrola TLC wykazata, ze otrzymany
zwigzek barwi sie na chromatogramach tak jak balsamina - na kolor zielony. Mogto to
sugerowac, ze jest to zwigzek z podstawnikami przy C9 i C8. Jednak problemem do
rozwigzania byta konfiguracja przestrzenna podstawnika przy C9 i budowa estru przy
C8. Widmo *H NMR (Rycina 19, Tabela 5) wykazato charakterystyczne sygnaty dla
zwigzku germakranolidowego. Obecnosé¢ grup hydroksylowych i ich miejsca
wykazano za pomocg widma zwigzku rozpuszczonego w D,0 (Rycina 20). Hydroksyl
przy 5.27 ppm w estrze jest tripletem (Rycina 19, Tabela 5), zatem sprzega sie z CH,
(dublet przy 3.96 ppm z integracjg na 2 protony). Po D,O triplet przy 5,27 ppm znika
(Rycina 20) a sygnat 3.96 ppm zmienia sie w waski dublet (Rycina 21), od
sprzezenia z H winylowym, protonem przy 5.93 ppm (Rycina 20). Zatem w czesci
alifatycznej wystepuje ugrupowanie CH,OH. Grupa metylowa estru jest dubletem
przy 1.91 ppm (J=0.8 Hz), jest to zwigzane ze sprzezniem z dwoma protonami w
ugrupowaniu CH,OH. Na podstawie tych danych mozna wysung¢ jednoznaczny
wniosek, ze w pozycji C8 jest ugrupowanie 4-hydroksy-senecioylowe. Jest to zgodne
z widmami HSQC i HMBC (Rycina 22) oraz NOESY (Rycina 23). Widmo to
wskazywato tez, ze proton przy C9 koreluje z protonami B, co sugeruje, ze grupy OH

przy tym weglu ma konfiguracje a (Rycina 24).
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Tabela 5. "H NMR zwiazku B Tabela 6. *C NMR zwiazku B

(600.20 MHz w DMSO) (150.20 MHz w DMSO)
Wegiel ppm (J)
Proton & (ppm) J (H2)
1 5.61m 1 123.67
2a 2.17m 2 23.11
2b 2.45 ddd 3 35.44
3a 2.04 dd 4 60.48
3b 1.22m 5 65.37
5 2.86d (9.7) 6 80.95
6 4.26dd  (6.5;9.7) 7 39.57
7 3.87m (6.5;9.7;3.1) 8 74.07
8 417 s 9 76.24
9 4.35d (2.9) 10 134.44
13a 6.04q (3.5;1.0) 11 134.38
13b 5.61q (3.1;1.0) 12 169.29
14 1.75s 13 123.71
15 1.16s 14 16.80
2 5.92 m (CH=) 15 16.93
4 1.91d (CHy) 16 166.26
5 3.96 d (CH,0OH) 17 65.06
18 161.11
19 111.55
20 15.32

0 — przesuniecie chemiczne (ppm); J - stala sprzezenia (Hz)
m — multiplet; ddd — dublet dubletéw dubletéw; dd
dublet dubletéw; d — dublet; q — kwartet; s — singlet
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Ryc. 21 Widmo 'H NMR zwiazku B w D,0 (dalszy ciag)
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Ryc. 22 Widmo HSQC + HMBC zwigzku B

93



PDATA/1
SEN beta DMSO
temp.298K

|

+6.5

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.0 2.5 2.0 1.5

3.5
f2 (ppm)

Ryc. 23 Widmo NOESY zwigzku B — sprzezenia alfa/alfa i beta/beta
Korelacje z protonami beta: H-1H-7; H-5 ®H-7; H-9 »H-89H-6

1.0

94

f1 (ppm)



0

Ryc. 24 Wzo6r konformacyjny zwiazku B

Otrzymany zwigzek jest 8a-(4’-hydroksy)senecioyloksy-9a-hydroksypartenolidem
(Rycina 25).
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Ryc. 25 Struktura zwigzku B - 8a-(4’-hydroksy)senecioyloksy-9a-hydroksypartenolid
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1.3. 1zolacja i identyfikacja zwigzku C — stizolicyna

Frakcja nr 76 krystalizowata w mieszaninie eluujgcej. Po usunieciu rozpuszczalnika
uzyskano 342,9 mg krystalicznej substanciji, ktéra na kontrolnych chromatogramach
wybarwiata sie na kolor purpurowy (Rycina 51, str. 133); (R=0,07; CHCl, —
CO(CHs), 8:1). Jej temperatura topnienia wynosita 143-144°C. Analiza *H NMR
wykazata brak grupy tlenowej przy C9 — obecnos¢ dwoch protonow przy tym weglu.
Odnotowano tez, ze w estrze wystepuje podwdjne wigzanie (6.02 ppm) i dwie grupy
CH,OH (Tabela 7). Wszystkie analizy zwigzku C sugerowaty jednoznacznie, ze jest

to stizolicyna (Rycina 26).

Tabela 7. *H NMR stizolicyny (600.20 MHz w CD3OH)

Proton & (ppm) J (Hz2)
1 5.46 bdd

2a 2.25 bd

13.6

2b 252m

135

3a 1.29m

3b 2.13dd

12.9

5 2.85d

9.3

6 4.38 ddd

7 3.30t

8 4.57 bdd

9a 2.70t 11.8
9 247bd 121
13a 5.80d 3.0
13b 6.20d 3.4
14 1.82 bs

15 1.28 bs

3 6.02s

4 416 s

5 2.02s

0 — przesuniecie chemiczne (ppm); J - stata sprzezenia (Hz)
bdd — szeroki dublet dubletéw; m — multiplet; bs — szeroki singlet;
t— triplet; s - singlet
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4'
3' _CH,OH

Ryc. 26 Struktura zwigzku C - stizolicyna

2. Rechromatografia frakcji 15-45 - izolacja i identyfikacja zwigzkéw D

(izospiciformina), E (stizolina) i F (9a-hydroksypartenolid)

Frakcje 15-45 potgczono. Uzyskano probke w ilosci 47mg, zawierajgcg trzy

dominujgce zwigzki. Naniesiono jg na kolumne z Zelem krzemionkowym.

Kolumne wymywano mieszaning heksan — octan etylu 5:1, stopniowo zwiekszajgc
polarnos¢ uktadu przez dodawanie octanu etylu. W wyniku rozdziatu uzyskano 6
podfrakcji z ktérych trzy byty chromatograficznie jednorodne. Zawarte w nich zwigzki
oznaczono symbolami D (podfrakcja 1), E (podfrakcja 4) i F (podfrakcja 6).
Dwuplamowe podfrakcje 2 i 3 okazaty sie jednakowe, zawieraty zwigzki D i E.
Potgczono je i zabezpieczono do ewentualnego ponownego rozdziatu. Krystaliczna
podfrakcja 5 byta réwniez dwuplamowa, w ktérej zdecydowanie dominowat zwigzek
E. Poddano jg rekrystalizacji w mieszaninie aceton — chlorek metylenu w proporcji
1:2. Uzyskano chromatograficznie jednorodng substancije i potgczono jg z identyczng

chromatograficznie podfrakcjg 4 (Rycina 27).
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Adsorbent: zel krzemionkowy

Uktad rozwijajacy: heksan — octan etylu
11

Wywotywacz: odczynnik anyzowy

1-6. uzyskane w wyniku rechromatografii
podfrakcje

7. rozdzielana frakcja (frakcje:15-45)

. Y . F —front, S - start

1 23 4 5 6 7
Ryc. 27 Wyniki rechromatografii frakcji nr 15-45

2.1. lIzolacja i identyfikacja zwigzku D — izospiciformina

Podfrakcja 1 zawierata zwigzek krystalizujgcy w mieszaninie aceton — chlorek
metylenu w proporcji 1:2, uzyskano 98,9 mg substancji. Jej temperatura topnienia
wynosita 192-195°C. Na kontrolnych chromatogramach zwigzek D barwit sie na kolor
purpurowy (Rycina 51, str. 133); (R=0,59; CH,Cl, — CO(CHs), 8:1). Analiza *H NMR
wykazata, ze jest to germakranolid z 7,8 pierécieniem laktonowym (Tabela 8) i grupa
hydroksylowg przy C6. Wszystkie analizy wykazaty, Zze otrzymany zwigzek jest
izospiciforming (Rycina 28).
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Tabela 8. 'H NMR izospiciforminy (600.20 MHz w CD3;0OH)

Proton o (ppm) J(H2)
1 5.36 bs

2a 1.21dd

2b 0.98 dd

3a 213 m

3b 1.34m

5 2.66d 8.9
6 344 t 9.3
7 3.00 bs

8 4.12 dd 7.1;14.3
9 2.84m

9

13a 6.46 dd

13b 6.28 dd

14 1.79s

15 1.28 s

0 — przesuniecie chemiczne (ppm); J - stata sprzezenia (Hz)
bdd — szeroki dublet dubletow; m — multiplet; bs — szeroki singlet;
t— triplet; s - singlet

Ryc. 28 Struktura zwiazku D - izospiciformina
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2.2. I1zolacja i identyfikacja zwigzku E — stizolina

Potagczone podfrakcje 4 i 5 (po rekrystalizacji) rozpuszczono w 4 cm?® acetonu i
dodano podwajng ilos¢ chlorku metylenu. Po ochtodzeniu w ciggu 12 godzin pojawity
sie krysztaty w postaci ptytek. Po ich oddzieleniu od rozpuszczalnikow i osuszeniu
uzyskano 176,1 mg substancji o temp. topnienia 183-188°C. Na kontrolnych
chromatogramach barwita sie ona na kolor purpurowy (Rycina 51, str. 133); (R=0,54
CH,Cl, — CO(CHs), 8:1). Na widmach H NMR pojawily sie charakterystyczne
sygnaty protondéw swiadczace o braku podstawnika na C9 (sygnaty dwoch protonéw
przy tym weglu) i obecnos¢ grupy tlenowej przy C8 (3.88 ppm). Ta wartos¢
przesuniecia chemicznego i brak sygnatdow protonéw wskazujgcych na obecnosé
estru przy C8 wskazywata na obecno$¢ grupy hydroksylowej przy tym weglu (Tabela
9). Spostrzezenia z wszystkich wykonanych analiz pozwalaty wysung¢ wniosek, ze

otrzymanym zwigzkiem E jest stizolina (Rycina 29).

Tabela 9. *H NMR stizoliny (600.20 MHz w CD3;OH)

Proton  &(ppm) J(Hz)

1 5.25 bd 12.0
2a 2.43 dd 12.1
2b 2.15dd 3.3

3a 2.23 bd

3b 1.24 ddd

5 2.57 bd 125

6 3.98t 7.4;14.8
7 3.09 mt

8 3.88 dt 2.2;7.2;12.4,9.9
9 2.73d 8.1

9 2.43ddd 7.5;5.8
13a 6.50 d 3.1

13b 6.16 d 2.4

14 1.76 s

15 1.28s

0 — przesuniecie chemiczne (ppm); J - stata sprzezenia (Hz)
bdd — szeroki dublet dubletéw; m — multiplet; bs — szeroki singlet;
t— triplet; s — singlet
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Ryc. 29 Struktura zwiazku E - stizolina
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2.3. lzolacja i identyfikacja zwigzku F — 9a-hydroksypartenolid

Nastepny krystaliczny zwigzek otrzymano z podfrakcji 6 Krystalizowat on z

mieszaniny chlorek metylenu — eter etylowy w proporcji 1:2. Otrzymano 7,2 mg

substancji o temp. top. 140-142°C. Barwita sie ona na kontrolnych chromatogramach

na kolor fiotkowy (Ri=0,45 CH,Cl, — CO(CHj3), 8:1). Zwigzek oznaczony symbolem

F na widmie 'H NMR wykazywat charakterystyczne sygnaty protonéw $wiadczace o

tym, Zze jest on germakranolidem z 4,5 epoksydem i posiada charakterystyczne

elementy struktury: alfa hydroksyl na C9 (sygnat protonu przy tym weglu o wartosci

4.38 ppm) i brak estru na C8 (sygnaty dwdch protondw przy C8) (Tabela 10).

Wszystkie analizy Swiadczg, ze otrzymany zwigzek F jest 9a-hydroksypartenolidem

(Rycina 30).

Tabela 10. '"H NMR 9a-hydroksypartenolid (600.20 MHz w CD3Cl)

Proton & (ppm) J(H2)
1 5.62d 10.5
2a 2.49 ddd 6.1;2.1
2b 1.90 dd 6.9;6.9
3a 2.21 6.1

3b 1.62m

5 2.75bd 9.1

6 3.85 ddd 8.4

7 3.41m

8a 2.28 dd 2.1
8b 1.41m 2.1

9 4.34 bd 5.6
13a 6.32d 3.8
13b 5.65d 3.3

14 1.71s

15 1.30s

0 — przesuniecie chemiczne (ppm); J - stata sprzezenia (Hz)
bdd — szeroki dublet dubletéw; m — multiplet; bs — szeroki singlet;

t— triplet; s - singlet
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Ryc. 30 Struktura zwigzku F — 9a-hydroksypartenolid

3. Rechromatografia frakcji nr 59-62 izolacja zwigzku G - 8a-(4’-
hydroksy)senecioyloksypartenolidu

Frakcje 59-62, z dominujgcym zwigzkiem oczyszczano na kolumnie z Zelem
krzemionkowym wymywajgc go mieszaning heksan — octan etylu 4:1, stopniowo (co
ok. 250 cm® uktadu) zwigkszajac polarnos¢ uktadu. W wyniku rozdziatu uzyskano trzy
podfrakcje z ktérych jedna zawierata poszukiwany zwigzek. Oznaczono go symbolem
G. Pozostate dwie podfrakcje uznano za nieistotne dla oceny sktadu chemicznego

badanej rosliny.

3.1. Identyfikacja zwigzku G

Otrzymany zwigzek krystalizowat w mieszaninie eluujgcej. Otrzymano 2,1 mg
substancji o temperaturze topnienia 188-190°C. Barwita sie ona na kolor purpurowy
(Rycina 51, str. 133); (R=0,18; CH,yCl, — CO(CHs), 8:1). Na widmie *H NMR
wyrazne byly sygnaty protonéw alifatycznych: 6.02 ppm (singlet) wskazuje na
ugrupowanie =CH, 4.16 ppm (singlet) na obecnos¢ ugrupowania CH,OH i singlet o
wartosci 2.02 ppm sugeruje obecnos¢ grupy metylowej. Obraz wiekszosci sygnatow
pozostatych protonéw byt nieczytelny. Wynikato to ze zbyt matej ilosci probki i
prawdopodobnie z zanieczyszczen. Purpurowa barwa zwigzku moze sugerowac brak

podstawnika na C8. Zatem struktura zwigzku G moze by¢ zgodna z Rycing 31.
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Ryc. 31 Sugerowana struktura zwigzku G - 8a-(4’-hydroksy)senecioyloksypartenolid

4. Chromatografia ekstraktu octanu etylu z ziela Stizolophus
balsamitaefolius — izolacja zwigzku H

1,07 g ekstraktu octanu etylu natozono na kolumne z Zelem krzemionkowym.
Kolumne wymywano mieszaning chlorek metylenu - aceton 4:1 zwiekszajgc
polarnos¢ uktadu do proporcji 1:2. W wyniku rozdziatu uzyskano 2 frakcje, ktore
przeznaczono do rechromatografi celem ich oczyszczenia. Pozostatymi frakcjami,

ktére byty w mniejszym stezeniu dalej sie nie zajmowano.

4.1. Rechromatografia frakcji 2 wyciggu octanu etylu — izolacja zwigzku H

123,7 mg frakcji 2 natozono na zel krzemionkowy i wymywano jg mieszaning chlorek
metylenu — metanol od 25:1 do 10:1. Otrzymano 73,1 mg chromatograficznie

jednorodnej substancji, ktorej nie udato sie uzyskac¢ w formie krystalicznej.
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4.1.1. ldentyfikacja zwigzku H - senecian (3,3-dimetyloakrylan) 3-O-B-glukozydu
3,4-dihydroksyfenylopropanolu

Bezpostaciowy zwigzek H wybarwiat sie na kontrolnych chromatogramach na kolor
czarny (Rycina 32). Wartosci Rf (R=0,3; CH)Cl, — CO(CHj3), 2:1) badanego
zwigzku w uktadzie rozwijajgcym z metanolem sugerowaty na potgczenie cukrowe.
Analizy spektralne potwierdzity te sugestie, ale wykluczyty strukture laktonu
seskwiterpenowego. Podjeto prébe identyfikacji zwigzku oznaczonego symbolem H

stosujgc wszelkie stosowne do tego celu analizy.

Adsorbent: zel krzemionkowy

Uktad rozwijajacy: CH,Cl, — CO(CHy), 2:1
Wywolywacz: odczynnik anyzowy

1- stizolicyna (wzorzec)

2- zwigzek H

F —front, S - start

e

Ryc. 32 Chromatogram zwigku H
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Na jego widmie *H NMR (Tabelall, Rycina 33) widoczne sg sygnaty 23 atoméw
wodoru. W niskim polu wystepujg sygnaty trzech protonéw aromatycznych: przy C2 -
7.04 ppm jako dublet o statej sprzezenia J=1.5 Hz na skutek sprzezenia ze
znajdujgcym sie w pozycji meta protonem przy C6- 6.738 ppm, ktory jest dubletem
dubletow na skutek dodatkowego sprzezenia, J=8.1 Hz, ze znajdujgcym sie w pozycji
orto protonem przy C5 - 6.753 ppm (dublet, J=8.1 Hz). Sygnaty te wskazujg na 1,3,4-
trojpodstawiony pierscien benzenowy, a meta-sprzezone protony sg w pozycjach C-2

i C-6, natomiast orto-sprzezone —w C-6 i C-5.

W wyzszym polu widma *H NMR widoczny jest sygnat protonu anomerycznego cukru
przy C1’ (4.74 ppm), jako dublet o statej sprzezenia J=7.4 Hz, od ktérego w widmie
HH-COSY rozpoczyna sie sekwencja kolejno sprzezonych sygnatéw 4 protondw
metynowych (H-2’-H-5’) w zakresie 3.49-3.40 ppm o duzych statych sprzezenia, J=
7.4 — 9.1 Hz, wskazujgcych na ich konfiguracje trans-aksjalng, zakonczong grupg
hydroksymetylenowg (H-6’) - 3.89 ppm (dd) i 3.40 ppm (dd). Dane te wskazujg na
obecnos¢ reszty glukozylowej w formie piranozowej (glukopiranozylowej). W
alifatycznym zakresie widma *H NMR (Rycina 33, Tabela 11) widoczne sg sygnaty
trzech grup metylenowych (CH,), ktérych sekwencja wedtug pikow korelacyjnych w
widmie HH-COSY jest nastepujgca: 4.05 ppm i 4,045 ppm (C9) (dwa triplety na
skutek zahamowanej rotacji), 1.92 (multiplet) przy C8 i 2.60 ppm przy C7 (triplet), i
ktére wskazujg na obecnos¢ w czgsteczce zwigzku uktadu n-propanu. Ponadto, w
widmie *H NMR widoczny jest sygnat olefinowego protonu przy C2” - 5.69ppm
rozszczepionego na multiplet na skutek sprzezenia dalekiego zasiegu (widocznego w
widmie HH-COSY) z dwoma grupami metylowymi, ktérych sygnaty przy C5” ( 2.15
ppm) i przy C4” (1.91 ppm) sg dubletami o statej sprzezenia J=1.3 Hz. Wymienione
sygnaty wskazujg na obecnosc¢ reszty acylowej — reszty kwasu seneciowego (kwas

3,3-dimetyloakrylowy).

Przypisania sygnatéw w widmie *C NMR (Rycina 35, Tabela 11) dla atoméw wegla
podstawionych atomami wodoru dokonano za pomocg widma HSQC (Rycina 36), a
przypisania sygnatow pozostatych wegli uzyskano na podstawie korelacji w widmie
HMBC (Rycina 36, Tabela 11).

Wedlug widma HMBC reszta glukozylowa przytgczona jest przez atom tlenu do

atomu wegla 6c 146.6 w pozycji C-3 pierscienia benzenowego, poniewaz sygnat
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protonu anomerycznego H-1’ glukozy znajduje sie w poblizu protonu aromatycznego
dy 7.04 z pozycji C2, na co wskazuje korelacja w widmie NOESY (Rycina 37)
pomiedzy tymi protonami. Duza stata sprzezenia sygnatu H-1', J=7.4 Hz, wskazuje
na konfiguracje B. Stad, w pozycji C4 ukfadu benzenu (atom wegla 6¢c 146.7) musi
znajdowac sie grupa hydroksylowa (OH). Uktad propanu przytgczony jest do wegla
C1 pierscienia benzenowego na co wskazujg korelacje miedzy H-2, a weglem ¢ 32.5
(C-7) oraz korelacje NOESY pomiedzy H-2 (64 7.04), a H-7 (64 2.60). Do drugiego
konca tancucha n-propanu, w pozycji C-9 (6. 64.04) przytaczona jest grupa
senecioksylowa (O-seneciolylowa) na co wskazuje w widmie HMBC korelacja
pomiedzy sygnatami protonéw grupy metylenowej z pozycji C-9 (64 4.04), a sygnatem

wegla grupy karbonylowej dc 168.42 reszty seneciolylowej (Rycina 36).
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St. bals.
zwigzek Hw
MeOD

56

on

84”

J

T T T T
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B8 8 @ @EEmEy @ AER

Ryc. 33 Widmo 'H NMR zwiazku H

-Eagn

Current Data Parameters

NAME PAS 1 MeOD, March 2
EXPNO 22
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150402
Time 14.26
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/31
PULPROG 2g30
D 55094
SOLVENT MeOD
NS 64
ps 0
SWH 5482.456 Hz
FIDRES 0.099511 Hz
AQ 5.0247140 sec
RG 161.3
Dw 91.200 usec
DE 6.00 usec
TE 298.
D1 1.00000000 sec
™00 3

== CHANNEL fl s=ss====

1.50
600.1334870 MHz

F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 600.1310127 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.00 Hz
GB 0

PC 1.00
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Tabela 11. Dane spektralne NMR dla zwigzku H w pordwnaniu z 3-O-B-D-glukopiranozyd 3,4-
dihydroksyfenylopropanolu

Zwigzek H 3-0-3-D-glukopiranozyd 3,4-
dihydroksyfenylopropanolu [1]
Atom O¢ Sy proton ppm HMBC NOESY | & Sy
wegiel | (600 MHz CD;0H) | (H->C) (H->H) | (125 MHz (500 MHz w pirydynie)
ppm w
(150 pirydynie)
MHz w
CD;0H)
Aglikon
1 134.46 | - 134.25 -
2 119.05 | 7.04,d(1.5) 1,3,4,6,7 7,81 120.14 7.55d (2.0)
3 146.58 | - 146.63 -
4 146.70 | - 147.55 -
5 117.03 | 6.753, d (8.1) 1,3,4 117.12 7.21d (8.5)
6 124.64 | 6.738, dd (1.5, | 1,4,7 7 124.53 6.99 dd (8.5, 2.0)
8.2)
7 32.55 2.60t (7.5) (2H) 1,2,6,8,9 6 32.05 2.77 t (7.5) (2H)
8 31.63 1.92 m (2H) 1,7,9 35.62 2.00 dddd (6.5, 6.5, 7.5, 7.5)
(2H)
9 64.04 4049 t (6.5)|7 8 61.34 3.84 brt (6.5) (2H)
(1H)*
4045 t (6.5)
(1H)*
Glukozyl
1’ 104.47 | 4.74d (7.4) 3 2,3,5 | 105.09 5.47 (d, 7.5)
2’ 75.00 | 3.49dd(7.4,9.1) 75.11 N
3 7771 | 3.46t(9.1) 78.35 ( 4.26-4.34 (m)
§ 71.40 [ 3.40m 71.19 [
5 7833 |[3.41m 79.02 2 (nie podano)
6 6250 |[3.89 dd (1.7, 62.27 4.53dd (2.0, 12.1)
12.1)
3.71 dd (5.2, 4.40dd (5.0, 12.1)
12.1)
Acyl
1” 168.42 -
2" 116.87 | 5.69qq(1.3) 1”,4”,5" 4"
3” 158.43 | -
4" 2747 | 1.91d(1.3)(3H) | 2”,3",5"
5” 2039 | 2.15d(1.3)(3H) | 17,2”,3",
4

* dwa sygnaty grupy metylenowej na skutek zahamowanej rotacji; stosunek rotameréw ok. 1:1.

Odlegto$¢ miedzy tripletami — 2 Hz jest za mata na sprzezenie

geminalne w przypadku

nieréwnocennych protondw; [1] wg Toru et al., 2001; & — przesuniecie chemiczne (ppm); J - stata

sprzezenia (Hz) m — multiplet; bs — szeroki singlet;

kwartetow.

t— triplet; s — singlet; d — dublet; qq — kwartet
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Ryc. 34 Widmo 2D zwigzku H
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St. bals. i
zwigzek Hw " 5 2
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2 78
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Ryc. 35 Widmo "*C NMR zwiazku H

Na wzér sumaryczny zwigzku CpoHosOg oraz jego doktadng mase czgsteczkowg
monoizotopowg wskazujg w wysokorozdzielczym widmie masowym HR-TOF-ESI-MS
w trybie jonow dodatnich (Rycina 38) sodowany jon molekularny [M+Na]® m/z
435.1631 oraz protonowany jon molekularny [M+H]" m/z 413.1812.

W niskorozdzielczym widmie masowym LR-ESI-MS w trybie jonéw ujemnych (Rycina
39) wystepuje deprotonowany jon molekularny [M-H]T m/z 411 oraz jon
fragmentacyjny powstaty w wyniku odszczepienia reszty glukozylowej przy m/z 249
(IM-H-162]) .

W widmie otrzymanym przez jonizacje elektronowg (ESI-MS) wystepujg tylko jony

fragmentacyjne w wyniku utraty glukozy i kwasu seneciowego -m/z 250 [M-glukozyl]*
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([M-162]"), m/z 168 [M+H-seneciolyl]" ((M+H-83]") oraz m/z 150 [M+H-glukozyl-O-

seneciolyl]” i inne mniejsze fragmenty.

Widma niskorozdzielcze ESI-MS zwigzku H (Rycina 39), zaréwno w trybie jonow
ujemnych i trybie jonéw dodatnich w petni potwierdzajg postulowang strukture.
W widmie jonéw dodatnich sg addukty z sodem. Widmo w trybie jonéw ujemnych jest

bardziej klarowne - jest tu jon molekularny - [M-H] - m/z 411 oraz jon fragmentacyjny

[M-glukozyl-H] - m/z 249.
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HSQC - H/C (1 wigzanie)

HMBC — H/C (2,3,4 wigzania)
H: 2 56 27 1 96 2 - .
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Ryc. 36 Widmo HSQC i HMBC zwigzku H
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Ryc. 37 Widmo NOESY zwigzku H
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data: 12-Mov-2015, godz_- 10:13:15, probka: Pas 1 + sacharoza
SAMPLE_23700 (0.010) Is (0.30,1.00) C20HZ800Ma TOF MS ES+
4351831 7.81e12
100
==
_ 436.1085
| 437 1600
0 LRI BLELELELE B ELELE BLELELIL BLELELELE LR BLELELELE BLELELELE B BRI I ELELELE LI BLEL LR BN BLELELELE LRI L BLELEL R BLRLEL L LRI B |
SAMPLE 23700 (0.010) ks (0.30,1.00) C12H2201 1Ma TOF MS ES+
3651060 2 .80e12
100+
==
| 3861084
T e T T T e T T e T T e e
SAMPLE_23700 7 (0L071) AM (Cen,4, 80.00, Ar,0.0,0.00,1.00); Sm (SG, 2¢3.00% Cm (2:10) TOF MS ES+
4351371 4 024
100+
] 451.1108
| P2
. 3651060
| 38.a5m AT s 1i0p 3931883 4134711 4521288
1 [ 31g275g 3301447 454 1588 4a1zﬁu14g?m
[i= L |.|..l.||. |.|||.| |J|JI| |;.u|
LI LA L L BLEL LA B L B |
SAMPLE 33700 7 (0.071) Sm (S, 2x3.00); Cm (2:10) TOF MS ES+
435 1380 3.87e3
100+
= 451.1103
I 305.1474 mHE:;.qg.wmz.ﬁﬁ.maz 3932005 4131520 4521234
i 16,2887 - 454.15848 13125%49?_22%

3051474 340.1760:365.1082

351176
316.9738 336.1458

320

M0 0 3B0 00 38D

3032005 4131820

435.1360

451.1183

4521234

454 1885 131256?49?m

420 460 420 500

Ryc. 38 Widmo MS HR-TOF-ESI-MS zwigzku H
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data: 16-Oct-2015, godz.: 10:00:46, probka: PAS 1
ZQA8942 1 (0.101) Scan ES-
11 2.84e7|

o

100

[412-H}

1412

2068941 1 (0.101) Scan ES+
100+ 4.02e7|

-
®
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[ER
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Ryc. 39 Widmo MS LR-ESI-MS zwigzku H

Zwigzek H to senecian  (3,3-dimetyloakrylan)  3-O-B-glukozydu  3,4-
dihydroksyfenylopropanolu (inne nazwy: 3-O-B-glukopiranozyd 3,3-dimetyloakrylanu
3,4-dihydroksfenylopropylu, 3-O-B-glukopiranozyd senecianu 3,4-
dihydroksfenylopropylu) (Rycina 40). Jest on nieznang dotgd estrowg pochodng
znanego glukozydu [Toru et al., 2001] , ktérego dane spektralne NMR przedstawiono
w Tabeli 13. Sygnaty H NMR dla czeéci alkoholowej czgsteczki sg bardzo podobne
jak dla samego glukozydu, z wyjgtkiem sygnatéow dla grupy metylenowej propanu w

pozycji C-9, ktére sg wyraznie przesuniete w dot pola na skutek estryfikacji.
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Ryc. 40 Struktura zwigzku H- senecian (3,3-dimetyloakrylan) 3-O-B-glukozydu 3,4-
dihydroksyfenylopropanolu
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B. Oznaczenie ilosciowe dominujagcych germakranolidow w
metanolowym ekstrakcie z ziela Stizolophus balsamitaefolius
metoda HPLC

Celem standaryzacji ekstraktu metanolowego z ziela Stizolophus balsamitaefolius
okreslono zawarto$¢ dominujgcych zwigzkow germakranolidowych:

1. 1zospiciformina stanowi 0,04 mg/ml = 2,22 mg/g ekstraktu metanolowego

2. Stizolicyna stanowi 0,33 mg/ml = 16,5 mg/g ekstraktu metanolowego

3. Stizolina stanowi 0,44 mg/ml = 22,05 mg/g ekstraktu metanoloweg

4. Suma zwigzkéw analizowanych stanowi 40,77 mg/g ekstraktu metanolowego, jest
to 4,08% wyciggu.

Ponizej przedstawiono przyktadowg krzywg kalibracyjng przedstawiajgca zaleznos¢
stosunku pola powierzchni piku chromatograficznego izospiciforminy do jej stezenia
w odniesieniu do wzorca zewnetrznego (Rycina 41) oraz chromatogram ekstraktu

metanolowego z ziela Stizolophus balsamitaefolius (Rycina 42).

25000
20000 A
E
2 /
15000 -2
e
X
g
10000
[«
)
5000
Izospiciformina [mg/mL]
0 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Ryc. 41 Przykiadowa krzywa kalibracyjna przedstawiajaca zaleznos¢ stosunku pola
powierzchni piku chromatograficznego izospiciforminy do jej stezenia w odniesieniu do wzorca

zewnetrznego
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Ryc. 42 Chromatogram ekstraktu metanolowego z ziela Stizolophus balsamitaefolius
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C. Oznaczenie aktywnosci przeciwserotoninowej wybranych
germakranolidéw i ekstraktu metanolowego z ziela Stizolophus

balsamitaefolius

Analizowane dane nie byty zgodne z rozktadem normalnym (test Shapiro — Wilka).
Porownanie analizowanych zwigzkéw wykonano za pomocg nieparametrycznego U
Manna- Whitneya. Wyniki przedstawiano jako srednie i odchylenia standardowe.
Dane opracowano przy pomocy pakietu statystycznego Statistica 12 PL (StatSoft).
Wszystkie testy byty uznawane za istotne statystycznie, przy p<0,05.

Ponizej przedstawiono oznaczenia aktywnosci przeciwserotoninowej badanych
substancji (Tabela 12, Ryciny 43-47).

1. Okreslenie stezenia serotoniny [mg/ml] we wszystkich prébach badanych i

kontroli

Tabela 12. Stezenie serotoniny w poszczegdinych prébkach badanych i kontroli:

Stezenie serotoniny | Odchylenie N= liczba waznych
[mg/ml] standardowe wynikow

Kontrola 11,44 7,42 12

Partenolid 59 2,11 12

Izospiciformina 0,23 0,19 9

Stizolina 4,72 1,36 12

Stizolicyna 6,62 1,08 12

Wycigg metanolowy 3,48 2,21 12
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2. Poréwnanie stezenia serotoniny w poszczegéinych probach badanych do
proby kontrolnej, stanowigcej 100% uwalnianej serotoniny

18

14

12 ¢

10

Serotonina (ng/mL)
m}

. . 0 Srednia
Partenolid - 6 Kontrola [ SredniaxBtad std

Zwigzek T Srednia+0.95 Przedz. ufn.

Ryc. 43 Poréwnanie stezenia serotoniny [mg/ml] w prébie zawierajacej partenolid z préba
kontrolng

18

16 T

14

12
10t

Serotonina (ng/mL)

N A O ©

—— . O Srednia
Izospiciformina - 2 Kontrola [1 Srednia+Btad std

Zwigzek T Srednia+0.95 Przedz. ufn.

Ryc. 44 Poréwnanie stezenia serotoniny [mg/ml] w prébie zawierajgcej izospiciformine z préba
kontrolng
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Ryc. 45 Poréwnanie stezenia serotoniny [mg/ml] w probie zawierajacej stizoline z préba
kontrolng
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12
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Serotonina (ng/mL)
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Stizolicyna - 3 Kontrola [ Srednia+Btad std

Zwigzek T Srednia+0.95 Przedz. ufn.

Ryc. 46 Poréwnanie stezenia serotoniny [mg/ml] w probie zawierajgcej stizolicyne z proba
kontrolng
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Ryc. 47 Poréwnanie stezenia serotoniny [mg/ml] w probie zawierajacej wyciag metanolowy z

ziela S. balsamitaefolius z probg kontrolng

Stezenie serotoniny we wszystkich prébach badanych byto nizsze niz w probie
kontrolej. Potwierdza to przypuszczenia przeciwserotoninowej aktywnosci

germakranolidow oraz ekstraktu z surowca badanego.

3. Okreslenie zdolnosci hamowania uwalniania serotoniny z plytek krwi dla
poszczegdlnych analiz, zawierajgcych zwigzki badane (izospiciformina,
stizolina, stizolicyna, partenolid) oraz wyciag metanolowy z z ziela S.

balsamitaefolius

Stezenie serotoniny [mg/ml] w analizie zawierajgcej:
- partenolid byto o 48,25% nizsze niz w prébce kontrolnej (wynik istotny
statystycznie, p=0.0477);

- izospiciformine bylo o 97,98% nizsze niz w prébce kontrolnej (wynik istotny

statystycznie, p=0.0001);

- stizoline byto o 58,6% nizsze niz w probce kontrolnej (wynik istotny statystycznie,
p=0.0380);

- stizolicyne byto o 41,93% nizsze niz w probce kontrolnej (wynik istotny
statystycznie, p=0.0389 );

- ekstrakt (wyciag metanolowy z z ziela S. S. balsamitaefolius) byto o 69,47%

nizsze niz w probce zawierajgcej partenolid (wynik istotny statystycznie, p=0.0097).
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Wszystkie analizowane zwigzki oraz ekstrakt wykazujg zdolnos$¢ inhibicji uwalniania
5HT z ptytek krwi, porownujgc z kontrolg stanowigcg 100% uwalnianej serotoniny
(Rycina 48).

% INHIBICJI UWALNIANEJ SEROTONINY
120
97,98%
100
80 69,47%
58,60%
60 I 7g25%
41,93%
40
i I
0
Partenolid Izospiciformina  Stizolina Stizolicyna Ekstrakt

Ryc. 48 Okreslenie zdolnosci hamowania uwalniania serotoniny z plytek krwi badanych

zwigzkow i wyciggu metanolowego

4. Poréwnanie aktywnosci biologicznej wyizolowanych germakranolidéw
(izospiciformina, stizolina, stizolicyna) oraz wyciggu metanolowego z z ziela S.

S. balsamitaefolius z partenolidem.

Stezenie serotoniny [mg/ml] w analizie zawierajgcej:

- izospiciformine byto 0 96,1% nizsze niz w probce zawierajgcej partenolid (wynik
istotny statystycznie p=0.0001);

- stizoline byto 0 20% nizsze niz w prébce zawierajgcej partenolid (wynik nieistotny
statystyczie p=0.241600);

- stizolicyne bylo 0 12,2% wyzsze niz w probce zawierajgcej partenolid (wynik o
niskiej istotnosci statystycznej p=0.214495);

- ekstrakt (wyciag metanolowy z z ziela S. S. balsamitaefolius) byto o 41,02%

nizsze niz w probce zawierajgcej partenolid (wynik istotny statystycznie p=0.0145).
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Izospiciformina, stizolina oraz ekstrakt wykazujg wyzszg aktywnos¢ biologiczng niz
partenolid. Stizolicyna nieznacznie stabiej hamuje uwalnianie 5-HT z ptytek krwi niz

partenolid — zwigzek o udowodnionej aktywnos$ci przeciwserotoninowe;.
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VI. DYSKUSJA

Migrena to choroba przewlekta, towarzyszgcg cztowiekowi od starozytnosci.
Jest to przypadto$¢ globalna, dotykajgca ludzi w kazdym wieku i kazdej rasy [Lipton,
2001; Lipton and Bigal, 2005; WHO, 2016]. Stanowi problem nie tylko zdrowotny, ale
takze spoteczno-ekonomiczny. Badania prowadzone w krajach Unii Europejskiej
wykazaty, ze catkowity roczny koszt zwigzany z bolem gtowy dotykajgcy dorostych
europejczykow w wieku 18-65 wynosi 173 biliondw euro [Linde et al., 2012; Schriks
et al., 2009]. Ponadto powoduje znaczne obnizenie jakosci zycia, przyczynia sie do
absencji w szkole i w pracy, przypuszczalnie powodujgc obnizenie poziomu
wyksztatcenia, a nastepnie obnizenie uzyskanych przychodow wsrdéd migrenikow
[Stovner; 2008]. Wieloobjawowos¢ tej jednostki chorobowej oraz problem ze
znalezieniem jej etiologii powoduje, ze farmakoterapia sprowadza sie do podawania
lekow przerywajgcych ostry bol oraz lekdw usmierzajgcych objawy towarzyszgce
(NLPZ, leki przeciwwymiotne, tryptany, alkaloidy sporyszu).

Fitoterapia migreny z uzyciem ekstraktow z lisci i klgczy lepieznika oraz z ziela
ztocienia maruna, na dzien dzisiejszy takze nie jest zadowalajgca.
Na rynku niemiecki istnieje produkt Petadolex, zawierajgcy standaryzowany ekstrakt
z korzenia lepieznika rozowego (Petasites hybridus). Badania przeprowadzone przez
Diener i wspétpracownikow w 2004 wykazaty, iz podawanie ekstraktu osobg
cierpigcym na migrenowe bole gtowy znaczgco zmniejsza czestotliwos¢ ataku (46%
po 4 tygodniach stosowania, 60% po 8 tygodniach stosowania, 50% po 12
tygodniach stosowania) [Diener et al., 2004]. Petasites hybridus to surowiec
zawierajgcy olejek eteryczny, ktorego gtdwnymi sktadnikami sg alkohole
seskwiterpenowe pochodne eremofilanu (petazyna, izopetazyna, petazol)
warunkujgce aktywnosc¢ przeciwmigrenowe [Lamer-Zalewska i wsp., 2007]. Niestety,
ze wzgledu na obecnosc¢ alkaloidéw pirolizydynowych, wykazujgcych dziatanie
hepatotoksyczne i kancerogenne jego uzycie jest marginalne. Dodatkowo problem z
uzyskaniem ekstraktu pozbawionego toksycznych zwigzkdéw, a réwnoczesnie
skutecznego w leczeniu migreny zmniejsza jego zastosowanie [Aydin et al., 2013;
Kalin, 2003].
Kolejnym surowcem roslinnym od lat uzywanym w profilaktyce migreny jest ziele

ztocienia maruna - (Chrysanthemi partheni herba). Ros$lina ta zawiera szereg

126


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stovner%20LJ%5Bauth%5D

zwigzkow czynnych, ale partenolid - lakton seskwiterpenowy pochodny germakranu
uznany jest za najbardziej aktywny farmakologicznie zwigzek [Williams et al., 1995].
Liczne badania i publikacje opisujg jego dziatanie przeciwnowotworowe [Anderson et
al., 2008; Czyz i wsp., 2010; Czyz i wsp., 2013; Duechler et al., 2008; Duchler and
Stepnik 2008; Liu et al., 2009; Lesiak i wsp., 2010; Wyrebska i wsp., 2013],
przeciwzapalne [Hwang et al.,1996, Koprowska i Czyz, 2010; Makheja and Bailey,
1982; Sur et al., 2009] i przeciwmigrenowe [Abad et al., 1995; Arnason et al., 1995;
Btoszyk, 1998; ESCOP Monographs, 2003; Heptinstall et al., 1985; Janczak-Bazan,
2001]. Dziatanie przeciwmigrenowe wyciggu z ziela Tanacetum parthenium wynikaé
moze ze zdolnosci hamowania agregacji ptytek krwi, hamowania uwalniania
serotoniny [Mittra et al., 2000] oraz dziatania spazmolitycznego na naczynia
krwionosne. Dodatkowo istotne znaczenie moze mieC takze aktywnosc
przeciwzapalna. Pomimo znanej i udowodnionej zdolnosci farmakologicznej ziela
ztocienia maruny, jego zastosowanie w lecznictwie jest nadal niewystarczajgce.
Powodem jest niestabilnos¢ partenolidu w surowcu. Badane prébki produktu
handlowego po 2 latach przechowywania w warunkach optymalnych, zawieraty tylko

10% zawarto$ci poczatkowej partenolidu [Freudenstein, 1998].

Dlatego celem badania byto poszukiwanie nowego surowca roslinnego o
potencjalnym dziataniu przeciwmigrenowym. Ziele Stizolophus balsamitaefolius
Cass. moze spetniaC te warunki. Doniesienia literaturowe o0 obecnosci
charakterystycznych laktonéw seskwiterpenowych (germakranolidy, pochodne
partenolidu) w rodzaju Stizolophus sugerowaty ich obecno$¢ takze w tytutowej
roslinie [Nowak et al., 1989 a); Nowak et al., 1989 b); Suleimenov et al., 2005].
Przypuszczano, iz Centaurea balsamita subsp. balsamita Lam./syn. Stizolophus
balsamitaefolius Cass. zwiera zwigzki aktywne, posiadajgce w swej strukturze trzy
elementy odpowiedzialne za zdolnos¢ oddziatywania z innymi strukturami w
organizmie, tj.: 4,5 epoksyd, ugrupowanie laktonowe i sprzezony z nim egzometylen
(Rycina 10, str. 26). Aktywnos¢ biologiczna zwigzkdéw z grupg a-metyleno-y-
laktonowg polega na alkilowaniu ugrupowan nukleofilowych np. grupy sulfhydrylowej
enzymow, w reakcji addycji typu Michaela [Heptinstall et al.,1987]. Efekt
farmakologiczny wynikajgcy z ww oddziatywan jest wielokierunkowy. Cassady i
wspofpracownicy wyizolowali stizolicyne (germakranolid z ugrupowaniem a-

metyleno-y-laktonowym) (Rycina 26, str. 97) z ziela Stizolophus balsamita, ktéra
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wykazywata dziatanie cytotoksyczne wobec kultur komérkowych nowotworowych
P388 i KB [Cassady et al., 1984]. Pickman badajgc zdolnos¢ przeciwbakteryjng
laktonow seskwiterpenowych zaobserwowat, Zze najwyzszg aktywnos¢ wykazat 9a-
hydroksypartenolid (Rycina 30, str. 103) [Pickman, 1983]. Dodatkowo, 9a-
hydroksypartenolid wsrdd 45 przebadanych laktonéw seskwiterpenowych skutecznie
zmniejszat namnazanie grzybéw Microsporum cookei, Trichophyton mentagrophytes
and Fusarium sp [Pickman, 1984]. W 1995 miedzynarodowy zespot, podijat
skuteczng probe zbadania i okreslenia zdolnosci poszczegodlnych laktondw
seskwiterpenowych do hamowania uwalniania serotoniny z ptytek krwi bydlecych.
Sposréd 54 badanych germakranolidow, gwajanolidow, eudesmanoliow i
pseudogwajanolidow, te zawierajgce ugrupowanie 4,5 epoksydowe, ugrupowanie
laktonowe i sprzezony z nim egzometylen wykazywaty najwyzszg aktywnos¢. IC50,
tj. stezenie zwigzku w uM niezbedne do zahamowania 50% uwalnianej serotoniny z
ptytek krwi bydlecych dla partenolidu (Rycina 9, str. 23) wynosito 3,03 uM, a dla
stizolicyny — 5,82 uM [Arnason, 1995].

Chcagc potwierdzi¢ przypuszczenia literaturowe dokonano szczegotowej
analizy fitochemicznej niebadanego wczesniej gatunku: Centaurea balsamita subsp.
balsamita Lam./syn. Stizolophus balsamitaefolius Cass. Nasiona otrzymano z
Iranskiego Ogrodu Botanicznego w Teheranie. Uprawe prowadzono w ogrodzie
Katedry i Zaktadu Naturalnych Surowcéw Leczniczych i Kosmetycznych
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Materiatem
badawczym byto wysuszone i rozdrobnione ziele, ktére poddano ekstrakciji
rozpuszczalnikami, wg procedury wypracowanej przez zespot Katedry i Zaktadu

Naturalnych Surowcéw Leczniczych i Kosmetycznych z UMP.

Wyciagg metanolowy poddano analizie HPLC, celem identyfikacji i ilosciowego
okreslenia dominujgcych zwigzkéw wystepujgcych w ekstrakcie. Najwyzsze stezenie
wykazywata stizolina (22,05 mg/g ekstraktu) i stizolicyna (16,5 mg/g ekstraktu) a
najnizsze izospiciformina (2,22 mg/g ekstraktu). Analize wykonano wykorzystujgc
metode wzorca zewnetrznego, uzywajgc chromatografu cieczowego z detektorem
diodowym. Potwierdzito to przypuszczenia, ze podstawione pochodne partenolidowe
sg stabilniejsze od niepodstawionego partenolidu, ktory ulegat rozpadowi podczas

badania z uzyciem HPLC.
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Wyciagi chlorku metylenu i octanu etylu z ziela badanej rosliny poddano

analizie izolacyjnej metodg chromatografii kolumnowej (CC) na zelu krzemionkowym.
Wynikiem CC byt rozdziat zwigzkow; wybrane frakcje poddano rechromatografiom
celem uzyskania jednorodnych chemicznie zwigzkéw. Wstepnie identyfikowano je
uzywajgc chromatografii cienkowarstwowej TLC, a ich obecno$¢ na chromatogramie
wywotywano odczynnikiem anyzowym lub analizowano przy uzyciu swiatta UV.
Okreslano barwe plam oraz Rf i jezeli byta taka mozliwo$¢ poréwnywano ze wzorcem
(Rycina 17, str. 71). Ponadto dla zwigzkoéw krystalicznych mierzono temperature
topnienia i porownywano z danymi literaturowymi. Szczegotowg strukture
wyizolowanych zwigzkéw okreslano uzywajac metod spektralnych: *H NMR (600
MHz), **C NMR (150 MHz), dwuwymiarowe widma *H/*H COSY, widma HSQC,
widma HMBC, MS.
Wynikiem przeprowadzonej analizy fitochemicznej wyizolowano z ziela Stizolophus
balsamitaefolius 7 laktonéw seskwiterpenowych pochodnych germakranu (Rycina 49,
str. 131) oraz 1 acetylowany glukozyd fenolowy (Rycina 40, str. 117).
Germakranolidy charakteryzujg sie obecnoscig 4a,53-epoksydem trans podwojnym
wigzaniem pomiedzy 1 a 10 weglem i trans y-laktonem potgczonym z grupag
egzometylenowg (Rycina 10, str. 26). Wyjatek stanowi izospiciformina, ktéra posiada
7,8 pierscien laktonowy. Zwigzek ten wyrdznia sie tez obecnoscig grupy OH na C6.
Pozostate germakranolidy posiadajg grupy hydroksylowe na C9 lub C8. Podstawnik
hydroksylowy na C8 moze by¢ zablokowany grupg estrowg. Wiekszos¢ uzyskanych
germakranolidéw znana jest w rodzaju Stizolophus [Nowak et al., 2011; Nowak et al.
2013]. Wyjatek stanowig 9a-hydroksypartenolid, ktéry znany jest z wystepowania w
gatunkach rodzaju Zoegea [Budesinsky et al., 1983; Nawrot et al., 2015] i Anvilea
garcini [Tyson et al., 1981].

Wyizolowane laktony seskwiterpenowe barwig sie na chromatogramach w
trzech rodzajach kolorow, ktére odpowiadajg niektérym szczegdtom w strukturze
zwigzkoéw (Rycina 50). Barwa zielona plam na chromatogramach sugeruje obecnos¢
podstawnikéw tlenowych na C8 i C9, barwa fiotkowa na obecnos$¢ podstawnika tylko
na C9 a kolorem purpurowym na TLC charakteryzujg sie germakranolidy z
podstawnikie tlenowym tylko na C8.

Wycigg octanu etylu z ziela tytutowej rosliny zawierat glukozyd fenolowy - senecian

(3,3dimetyloakrylan) 3-O-B-glukozydu 3,4dihydroksyfenylopropanolu (Rycina 40,
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str.117). Na chromatografach barwi sie na kolor czarny (Rycina 32, str. 105). Jest to
nowy zwigzek, jedynie jego forma nieestrowa wystepuje w owocach indyjskiej rosliny

ajowan (Carum ajowan) [Toru et al., 2001].
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Ryc. 49 Germakranolidy wyizolowane i zidentyfikowane z wyciagu chlorku metylenu ziela
Stizolophus balsamitaefolius
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Adsorbent: zel krzemionkowy
Wywolywacz: odczynnik anyzowy
Uklad rozwijajacy: chlorek metylenu —
aceton 8:1

1. balsamina

2. 9a-hydroksypartenolid

3. stizolicyna

' WOCOC(CH,0H)=CHCH,OH

Ryc. 50 Chromatogram i struktury germakranolidéw, ktére warunkujg charakterystyczne barwy

plam
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Adsorbent: zel krzemionkowy

Wywolywacz: odczynnik anyzowy

Uklad rozwijajacy: chlorek metylenu — aceton 8:1

. balsamina

. izospiciformina

. stizolina

. 9a-hydroksypartenolid

. 8a-(4’-hydroksy)senecioyloksy-partenolid

. 8a-4’hydroksy)senecioyloksy-9a-hydroksypartenolid
. sizolicyna

. wyciag chlorku metylenu z ziela S. balsamitaefolius

CO~NO OB~ WN -

Ryc. 51 Chromatogram germakranolidéw z ekstraktu chlorku metylenu ziela Stizolophus

balsamitaefolius

Szczegotowa analiza fitochemiczna udowodnita, ze badany gatunek stanowi
zrodto cennych zwigzkéw o dziataniu przeciwserotoninowym i potencjalnym
przeciwmigrenowym. Sposrod wyizolowanych i zidentyfikowanych zwigzkow
wybrano: izospiciformine, stizoline i stizolicyne celem sprawdzenia ich aktywnosci
biologicznej. Dodatkowo dotgczono ekstrakt metanolowy, ktory bedzie tanszym i
tatwiejszym w pozyskiwaniu sktadnikiem preparatu leczniczego niz pojedyncze
zwigzki. Badanie przeprowadzono, po uzyskaniu zgody od Lokalnej Komisiji
Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Poznaniu (Uchwata 20/2012 z dn.
11.05.2012), gdyz w eksperymencie uzyto krwi szczurzej, z ktorej pozyskiwano
frakcje wysokoptytkowg (ang. Platelet Reach Plasma — PRP). Szczury szczepu
Wistar o masie ciata ok. 200 pochodzity z Hodowli Zwierzgt Laboratoryjnych Katedry i
Zaktadu Toksykologii Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w

Poznaniu. Doswiadczenie miato na celu sprawdzenie zdolnosci poszczegdlinych
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zwigzkdw i ekstraktu do hamowania uwalniania serotoniny z ptytek krwi. Dodatkowo
porownano aktywnos¢ biologiczng poszczegdlnych zwigzkow i ekstraktu z sitg
dziatania  partenolidu —  germakanolidu o  udowodnionym  dziataniu
przeciwserotoninowym.

Krew pobierano od szczuréw w ilosci ok. 10 ml/osobnika do proboéwek z dodatkiem
cytrynianu trisodowego w ilosci 1 ml/10ml krwi i odwirowano (160 g, 10 min.,
nastepnie 500 g 10 min., w temp 37°C). Uzyskano PRP, gdzie $rednia ilos¢ ptytek
wynosita:  1119+[10%ul].  Kolejnym etapem bylo dodawanie roztworéw
poszczegolnych  zwigzkéow  (izospiciformina, stizolina, stizolicyna), wyciggu
metanolowego z ziela oraz roztwor partenolidu i roztwor ADP. Partenolid stuzyt jako
wzorzec, ADP stanowit czynnik agregacyjny trombocytow, w wyniku ktérego
uwolniona zostata serotonina z ptytek krwi. Celem ilosciowego okreslenia stezenie
serotoniny w poszczegodlnych probach uzyto ultraczutego testu
immunoenzymatycznego Serotonin Research ELISA ™ BA E-5937 firmy Labor
Diagnostika Nord GmbH & Co. KG. oraz urzadzenh spektrofotometrycznych, mierzgc
absorbancje, przy dtugosci fali A=450 nm. Prébe kontrolng stanowita analiza
zawierajgca ADP oraz rozpuszczalnik (3% EtOH rozpuszczonego w PBS), ktérego
uzyto celem przygotowania roztworow ze zwigzkami badanymi. Ustalono, ze
stezenie serotoniny we wszystkich probach badanych byto nizsze niz w prébie
kontrolnej, co potwierdzito doniesienia literaturowe o zdolnosci inhibicyjnej
germakranoliddw wobec uwalniania 5-HT [Robin et al., 1992]. Najnizsze stezenie
serotoniny - 0,23 mg/ml, odczytano w prébie zawierajgcej izospiciforming. Byto ono
nizsze az o 97,98% niz w prébce kontrolnej (Tabela 12, str. 120). Poréwnujgc
aktywnos$¢ biologiczng wyizolowanych laktonow seskwiterpenowych oraz wyciggu z
partenolidem, zauwazono, ze izospiciformina, stizolina oraz ekstrakt wykazujg
wyzszg aktywnos¢ niz wzorzec. Stizolicyna tylko nieznacznie stabiej hamowata
uwalnianie 5-HT z ptytek krwi niz prtenolid (Rycina 48, str.124).

Przeprowadzona analiza fitochemiczna oraz eksperyment biologiczny dajg
nadzieje, iz wycigg z ziela Stizolophus balsamitaefolius moze stanowi¢ materiat do
dalszych prac ukierunkowanych na tworzenia leku roslinnego pomocnego w leczeniu
migreny. Badania wykazaly, ze ziele zawiera w swym skfadzie zwigzki wykazujgce
wyzszg aktywnos¢ biologiczng niz partenolid i dodatkowo nie ulegajg one rozktadowi

podczas analizy HPLC.
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Ponadto wobec réznych propozycji klasyfikowania gatunkdéw 2z rodzaju
Centaurea/Stizolophus sekcji Stizolophus poznane laktony seskwiterpenowe z ziela
Centaurea balsamita subsp. balsamita sg wartosciowymi  markeremi
chemotaksonomicznymi dla tej jednostki taksonomicznej. Jej charakterystyczng
cechg chemiczng jest 4,5 epoksyd w szkielecie germakranolidu. Natomiast 9a-
hydroksypartenolid,  8a-(4’-hydroksy)senecioyloksypartenolidu oraz  senecian
(3,3dimetyloakrylan) 3-O-B-glukozydu 3,4dihydroksyfenylopropanolu (Rycina 52)
stanowig chemiczny wyroznik tytutowej rosliny, co jest istotne w prowadzonej
dyskusji na temat wydzielenia dwdch podgatunkoéw Stizolophus balsamita [Dittrich et
al., 1980; Bobrov et al., 1964]. Natomiast, wyniki analizy fitochemicznej tej pracy

dajg podstawy do rozwigzania problemu przynaleznosci grupy ,Stizolophus” do

odpowiedniego rodzaju.

OH

CH,OH
Ao 2
\O-COCH:CT

3

O O
8-(4'-hydroksysenecioyloksy)-partenolid

OH HO O
HO o
OH

9a-hydroksypartenolid

senecian (3,3-dimetyloakrylan) 3-O-glukozydu 3,4-dihydroksyfenylopropanolu

Ryc. 52 Zwiazki wyrdzniajace tytutowg rosline pod wzgledem chemicznym od pozostalych z
grupy ,,Stizolophus”
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VII. WNIOSKI

1. Ziele Stizolophus balsamitaefolius jest surowcem roslinnym bogatym w
germakranolidy pochodne partenolidu.

2. Dominujgce germakranolidy i ekstrakt z ziela Stizolophus balsamitaefolius
posiadajg potencjalne wtasciwosci przeciwmigrenowe.

3. Ekstrakt z ziela Stizolophus balsamitaefolius moze stanowi¢ substancje
czynng skutecznego preparatu przeciwmigrenowego.

4. Potozenie C7,8 pierScienia laktonowego w szkielecie germakranu
prawdopodobnie znaczgco zwieksza site dziatania przeciwserotoninowego
izospiciforminy.

5. Podstawniki na weglach C8 i C9, izolowanych germakranolidow, stabilizujg
czgsteczke pochodnych partenolidu.

6. Trzy zwigzki: 8a-(4’-hydroksy)senecioyloksy-partenolid, 9a-
hydroksypartenolid i senecian (3,3-dimetyloakrylan) 3-O-B-glukozydu 3,4-
dihydroksyfenylopropanolu wyrdzniajg pod wzgledem chemicznym tytutowag
rosline od pozostatych z rodzaju Centaurea/Stizolophus.

7. 4,5-epoksyd w szkielecie germakranolidu moze by¢ chemicznym argumentem
do utworzenia jednej jednostki taksonomicznej na poziomie rodzaju pod

nazwg Stizolophus a nie Centaurea.
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VIIl. STRESZCZENIE

Czes¢ teoretyczna pracy zawiera kompendium wiedzy na temat migreny
(hemicrania). Przedstawiony zostat jej podziat i klasyfikacja  oraz kryteria
diagnostyczne proponowane przez IHS moggce pomoc lekarzom praktykom.
Opisano wszystkie znane teorie prébujgce wyttumaczyé mechanizm powstawania
bolu migrenowego (teoria naczyniowa, teoria biochemiczna, teoria neuronalna i
genetyczne podtoze bdlu). Zebrano takze informacje o aktualnych schematach
leczenia (farmakoterapia zapobiegawcza, przerywajgca napad, nowosci lekowe,
fitoterpia). Szczego6towo przedstawiono opis ziela Chrysanthemum parthenium i jego
gtébwnego zwigzku partenolidu - od lat stosowanego w ziofolecznictwie jako surowiec
o0 dziataniu przeciwmigrenowym. Ponadto zaznaczono rowniez wptyw diety i
sktadnikéw odzywczych na czestotliwos¢ wystepowania napadu migrenowego.
Dodatkowo dokonano charakterystyki Centaurea balsamita subsp. balsamita Lam. /
syn. Stizolophus balsamitaefolius Cass. Opisano grupe charakterystycznych
zwigzkow wystepujgcy w rodzaju Centaurea, ktérg spodziewano sie wyizolowaé z
badanej rosliny, tj. laktony seskwiterpenowe. Podano ich biogeneze, wystepowanie i
wilasciwosci  biologiczne, w tym przede wszystkim ich  aktywnos$é
przeciwserotoninowg. Podkreslono duzg liczbe publikacji potwierdzajgcych szerokie
dziatanie partenolidu, ktéry niestety ze wzgledu na niestabilnos¢ i rozktad podczas

analizy HPLC traci swoje znaczenie w fitoterapii migreny.

Migrena stanowi duzy problem zdrowotny, ale takze spoteczno-ekonomiczny.
Mimo wieloletnich badan nadal nie jest znana przyczyna jej powstawania.
Nieustannie poszukiwane sg nowe terapie majgce pomoc w jej leczeniu, takze wsréd
surowcow zielarskich. To wiasnie spowodowato, ze zdecydowano sie podjaé probe
poznania sktadu chemicznego interesujgcej rosliny, ktéra wedtug danych
literaturowych powinna  zawiera¢  zwigzKi o] potencjalnym dziataniu
przeciwmigrenowym. Byta nig Centaurea balsamita subsp. balsamita Lam./syn.
Stizolophus balsamitaefolius Cass., roslina, dotgd niebadana pod kgtem chemicznym
oraz biologicznym.

Celem pracy byto podjecie proby wyizolowania i zidentyfikowania zwigzkow
potencjalnie czynnych z ziela Stizolophus balsamitaefolius Cass, okre$lenie

zawartosci procentowej wybranych gremakranolidow w wyciggu alkoholowym,
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dokonanie oceny zdolnosci hamownia uwalniania serotoniny z ptytek krwi
dominujgcych laktonéw seskwiterpenowych i ekstraktu oraz poréwnania ich
aktywnosci z dziataniem partenolidu, zwigzku o udowodnionym dziataniu
przeciwmigrenowym. Ponadto, poddano analizie wyniki izolacji i identyfikaciji

zwigzkdéw badanej rosliny pod kagtem ich wartosci chemotaksonomiczne;.

Pierwszym etapem prac byfa analiza fitochemiczna. Materiatem badawczym byto
wysuszone ziele uzyskane z uprawy prowadzonej w ogrodzie Katedry i Zakfadu
Naturalnych Surowcow Leczniczych i Kosmetycznych UMP. Uzyskane wyciggi
chlorku metylenu i octanu etylu z ziela badanej rosliny poddano analizie izolacyjnej
metodg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Po uzyskaniu czystych
chromatograficznie zwigzkoéw, poznano ich strukture stosujgc nowoczesne metody
identyfikacyjne: 'H NMR (600 MHz), **C NMR (150 MHz), dwuwymiarowe widma
'HMH COSY, HSQC, HMBC i MS. W Wyniku przeprowadzonych analiz
fitochemicznych z ekstraktu chlorku metylenu wyizolowano 7 germakranolidow:

e balsamine,

e 8a-(4’-hydroksy)senecioyloksy-9a-hydroksypartenolid,

e stizolicyne,

e izospiciformine,

e stizoline,

e 9a-hydroksypartenolid,

e 8a-(4’-hydroksy)senecioyloksypartenolid.

Natomiast z ekstraktu octanu etylu otrzymano glukozyd fenolowy:

e senecian (3,3-dimetyloakrylan) 3-O-p-glukozydu 3,4-

dihydroksyfenylopropanolu.

Zwigzek ten jest nowg strukturg, nieznang dotad w swiecie roslinnym.

Kolejnym etapem byto oznaczenie ilosciowe dominujgcych zwigzkow
(stizolina, stizolicyna, izospiciformina) w ekstrakcie metanolowym z ziela metodag
HPLC. Dato to mozliwo$¢ standaryzacji wyciagu, ktéry stanowi¢ moze wartosciowg
substancje czynng , z okreslong dawka, przysztego, nowego preparatu o dziataniu

przeciwmigrenowym.

Nastepnie podjeto probe zbadania aktywnosci biologicznej stizoliny,

stizolicyny, izospiciforminy i wyciggu metanolowego. Doswiadczenie miato na celu
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sprawdzenie ich zdolnosci do hamowania uwalniania serotoniny ze szczurzych
ptytek krwi. Dodatkowo poréwnano aktywnos¢ biologiczng niektérych zwigzkow i
ekstraktu z sitg dziatania partenolidu — germakanolidu o udowodnionym dziataniu
przeciwserotoninowym. Najsilniejsze dziatanie wykazywata izospiciformina z
charakterystycznym pierscieniem laktonowym umiejscowionym w szkielecie, w
pozycji 7,8. Zauwazono takze, ze izospiciformina, stizolina oraz wycigg metanolowy
bardziej hamujg uwalnianie 5-HT z ptytek krwi niz partenolid, wykazujgc wyzszg

aktywnos¢ biologiczna.

Zarébwno wyniki analizy fitochemicznej, HPLC jak i rezultat badan
biologicznych dajg nadzieje, ze badany surowiec roslinny moze by¢ brany pod uwage
jako sktadnik przysztego leku stosowanego w fitoterapii migreny. Natomiast juz teraz
wyniki analiz fitochemicznych mogg wskaza¢ wiasciwe umiejscowienie badanej

rosliny w klasyfikacji botanicznej podplemienia Centaureinae, rodziny Asteraceae.
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IX. ABSTRACT

Isolation, identification and biological activity of the compounds from the Centaurea
balsamita subsp. balsamita Lam. Stizolophus balsamitaefolius Cass.

Keywords: Centaurea balsamita subs. balsamita, sesquiterpene lactones,

germacranolides, new phenolic glucoside, antiserotonin activity, migraine

The theoretical part of the work contains a compendium of information on migraine
(hemicrania). The division, classification and diagnostic criteria proposed by the IHS
for clinicians are presented. All known theories attempting to explain the mechanism
of migraine pain (vascular theory, biochemical theory, neuronal theory and genetic
basis of pain) are discussed. In addition to that, the information on the current
treatment regimens has been collected (preventive therapy, drug interrupting the
attack, new drug, phytotherapy). The Chrysanthemi partheni herb and its main active
compound — parthenolide, which is generally known as anti-migraine plant material,
is described in detail. In addition, the impact of diet and nutrients on the frequency of
migraine attacks is shown. Besides, the characteristics of Centaurea balsamita
subsp. balsamita Lam./Stizolophus balsamitaefolius Cass is provided. Sesquiterpene
lactones are described, as a group of characteristic compounds occuring in the
genus Centaurea, expected to be isolated from tested plants. Their biogenesis,
occurrence and biological properties are given. Their antiserotonin activity is
described focused upon. A large number of publications confirming the broad effect
of parthenolide is highlighted, though unfortunately due to the instability and
degradation during HPLC analysis, it loses its application in migraine phytotherapy.

Migraine is a major health problem, but also a socio-economic one. Despite years of
research, the cause of this disease is still unknown. Scientists have been constantly
searching for new therapies to improve treatment of migraine, also among the herbal
raw materials. Due to this situation, we decided to make an attempt to focus on the
chemical composition of a potentially interesting plant, which according to the
literature should contain compounds with anti-migraine properties. The plant in
question was Centaurea balsamita subsp. balsamita Lam./Stizolophus
balsamitaefolius Cass., so far untested in terms of chemical and biological activity.
The aim of the study was to isolate and identify potentially biological active
compounds from the herb of Stizolophus balsamitaefolius Cass, determine the

140



percentage of selected gremacranolides in the alcohol extract, to assess the ability
to inhibit the release of serotonin from platelets by sesquiterpene lactones, and to
extract and compare their activity with the parthenolide, a compound with proven
anti-migraine properties. In addition, we analyzed the results of the isolation and

identification in terms of their chemotaxonomical value.

The first stage of the work was the phytochemical analysis. The plant material

used for the studies was dried herb derived from the cultivation in the garden of the
Department of Medicinal and Cosmetic Natural Products, Poznan University of
Medical Sciences. Furthermore, some methylene chloride and ethyl acetate extracts
were prepared from the tested plant. The extracts were separated by column
chromatography on silica gel. After obtaining the pure compounds by
chromatography, the following modern methods of identification were used to
discover their structures: *H NMR (600 MHz), **C NMR (150 MHz), two-dimensional
spectrum: *H/*H COSY, HSQC, HMBC and MS.

The result of the phytochemical analysis of methylene chloride extract is the isolation
of the following 7 germacranolides:

* balsamin,

* 8a-(4'-hydroxy) senecioyloxy-9a-hydroxyparthenolide.

« stizolicin,

* izospiciformin,

* stizolin,

* 9a-hydroxyparthenolide

The result of the phytochemical analysis of ethyl acetate extract is the isolation of a
brand new phenolic glucoside:

* senecian (3,3-dimethacrylate) 3-O-glucoside 3-3,4-dihydroxyphenylpropanol

This compound is a new structure, unprecedented in the world of plants.

The next step was to determine the quantitative dominant compounds (stizolin,
stizolicin, izospiciformin) in a methanol extract of the tested herb by HPLC. This
provided the possibility of standardizing the extract, which can be a valuable active
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substance with a specified dose, as a new drug component with antimigraine

properties.

Then, we investigated the biological activity of stizolin, stizolicin, izospiciformin and
the methanol extract. The experiment was supposed to test their ability to inhibit
serotonin release from rat platelets. In addition, we compared the biological activity
of the tested compounds and extract with parthenolide - germacranolide with proven

antiserotonin properties.

Izospiciformin containing characteristic lactone ring situated in the C7,C8 position of
skeleton showed the strongest activities. It has also been noted that izospiciformin,
stizolin and the methanol extract inhibited the 5-HT release from platelets in a more

effective way than parthenolide, showing a higher biological activity.
Both the results of the phytochemical analysis and HPLC, and the result of biological

research give hope that the tested plant material can be considered as a component

of a future drug used in phytotherapy of migraine.
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