artykut redakcyfny

Zwiazki naturalne w farmacji

1 fenolokwasy

1 medycynie. Kwas salicylowy

Natural products in pharmacy and medicine.
Salicylic acid and related phenolic acids

Grzegorz Grynkiewicz!, Jacek Hennig?

linstytut Farmaceutyczny w Warszawie 2Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie

Streszczenie

Kwas salicylowy (KS) jest najprostszym przedstawi-
cielem grupy metabolitéw wtérnych roslin wyzszych,
zwanych fenolokwasami, ktére odgrywaja wazne role
biologiczne zar6wno w fizjologii roslin, jak i w ochronie
zdrowia ludzkiego. W artykule przedstawiono krétki rys
historyczny badan i zastosowan KS, pozyskiwanego ze
zrédet naturalnych i przemystowych, oraz wiadomosci
dotyczace wystepowania jego analogdéw strukturalnych
w roslinach. Opisano role KS jako fitohormonu i induk-
tora odpowiedzi na stres u roslin oraz jako inhibitora
wytwarzania mediatoréw stanu zapalnego u ludzi.
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Wstep

Nawet najdawniejsze przekazy medyczne wyréznialy
w naturalnym otoczeniu czlowieka materiaty i sub-
stancje r6znego pochodzenia: mineralne, ro$linne
i zwierzece, charakteryzujace sie radykalnym dzia-
laniem biologicznym na organizm ludzki. Szczegdl-
nie bogatym Zzrédiem takich materiatéw, stopniowo
kategoryzowanych pod wzgledem uzytecznosci
w tradycyjnych, tzn. poprzedzajacych epoke do-
$wiadczalnych nauk przyrodniczych, praktykach
przywracania zdrowia sg ro$liny, ich cze$ci oraz pre-
paraty z nich wytworzone. Etnofarmakologia prze-
kazuje nam bogate zasoby zgromadzone]j przez wieki

Abstract

Salicylic acid (SA) is the simplest example of molecule
belonging to the group of plant secondary metabolites,
classified as phenolic acids. These compounds are of
considerable importance not only for well being of the
host organisms but also have advantageous influence
on human physiology. Short account of natural and
synthetic SA studies, as well as its structural analogs,
is presented. The role of SA in plant local and systemic
pathogen resistance phenomena is described, and its
significance for anti-inflammatory therapies in humans
are discussed.
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wiedzy o truciznach oraz lekach pochodzenia ro$lin-
nego, ktéra ma znaczenie nie tylko dla wspo6iczesnej
praktyki medycznej, ale takze dla nowoczesnej na-
uki o zywno$ci i zywieniu, a takze dla racjonalizacji
wzrastajacych tendencji do samoleczenia przy uzyciu
coraz wiekszej liczby agresywnie reklamowanych
,haturalnych” dodatkéw do zywnoscil:2:3,

Swiat roslin jest zrédlem (jak twierdzg zwolenni-
cy diety wegetarianskiej, zupelnie wystarczajgcym)
podstawowych sktadnikéw odzywczych: weglowo-
danéw, ttuszezéw i biatek, wytwarzanych w ramach
podstawowego (pierwotnego) metabolizmu, czyli ze-
spolu przemian biochemicznych charakteryzujacych
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poszczegodlne typy komorek. Jednak wiekszo§¢ roslin
ma uwarunkowang genetycznie zdolno$¢ do wytwa-
rzania takze innych zwigzkéw organicznych, okre-
$lanych jako metabolity wtérne, ktérych obecnosé
w ich organizmie nie jest bezwzglednie konieczna,
przypuszcza sie jednak, ze zapewniaja one gospo-
darzowi jakie$ korzys$ci w konkretnych sytuacjach
$rodowiskowych*6, Skladniki takie czesto okreSla
sie réwniez zbiorowo jako zwigzki naturalne i nazwe
ta bedziemy w dalszej czesci stosowali wymiennie
z okre$leniem ,,metabolity wtérne”. Fitochemia
i farmakognozja, w wersji tradycyjnej zajmuja sie
takimi wlaénie sktadnikami ro$lin, identyfikujac
je pod wzgledem fizykochemicznym, strukturalnym
ifarmakologicznym oraz badajac ich zawarto$§¢ w za-
leznosci od gatunku rosliny i czynnikéw Srodowi-
skowych, a takze okre§lajac ich przydatno$é¢ w roli
skladnikéw preparatéw farmaceutycznych.

Leki roslinne

Do podstawowych grup metabolitow wtérnych roslin
nalezg wedlug kryteriéw strukturalnych m.in.: alka-
loidy, sterole, karotenoidy, terpenoidy, flawonoidy,
saponiny i taniny, réwnie czesto wyréznia sie kate-
gorie funkcjonalno-uzytkowe, takie jak: witaminy,
barwniki, antybiotyki. Jeszcze inny podzial, podkre-
§lajacy czynnik biogenezy, wyrdznia: acetogeniny,
pochodne aminokwaséw, izoprenoidy etc. Wspoétczes-
ne przyrodoznawstwo kwalifikuje pojawienie sie me-
tabolitéw wtérnych roslin jako czynnik adaptacyjny
o charakterze sygnalu chemicznego przeznaczone-
go do komunikacji miedzygatunkowej, utrwalony
w procesie ewolucji. Molekularny przekaz informacji
moze mie¢ rézny charakter — ro$liny produkuja za-
réwno specyficzne gatunkowo atraktanty (feromony)
owaddéw pelnigcych role w cyklu rozwojowym gospo-
darza, jak i deterenty zapobiegajace atakom réznych
ro§linozercéw.

Z antropocentrycznego punktu widzenia niezwy-
kle wazne bylo odkrycie, ze nietypowe dla pierwot-
nego metabolizmu (a wiec charakterystyczne dla
poszczegblnych rodzajéw i gatunkéw) sktadniki ro-
$lin moga wykazywa¢ silne i selektywne dzialanie
biologiczne na organizm ludzki (oraz zwierzat hodow-
lanych lub do$§wiadczalnych), ktére mozna wykorzy-
sta¢ do celéw medycznych. Leki ro§linne stanowity
podstawe tradycyjnej medycyny ludowej, ale w miare
rozwoju naukowych podstaw farmakologii staly sie
takze jedng z gtéwnych inspiracji dla rozwoju wspé61-

czesnej farmacji. Silne zwigzki pomiedzy wiedza
wynikajaca z rozwoju biologii roslin i praktyka me-
dyczna postaramy sie zilustrowaé na podstawie naj-
prostszej strukturalnie kategorii metabolitow wtoér-
nych — fenolokwaséw, ktérych badania doprowadzity
do pierwszych syntetycznych lekéw, odgrywajacych
wazng role takze we wspélczesnej medycynie.

Salicylany

Kora wierzby (Salix) stanowi jeden z najstarszych
preparatéw stosowanych w tradycyjnej medycynie.
Jest Srodkiem przeciwgorgczkowym i przeciwbé-
lowym wzmiankowanym w papirusie Ebersa, pis-
mach Hipokratesa i Claudiusa Galenusa. Tradycja
ta jest zresztg kontynuowana przez wspoétczesng fi-
tofarmacje, ktéra oferuje preparaty o takich samych
wskazaniach, standaryzowane na zawarto$é¢ sktad-
nika gtéwnego, zgodnie z aktualnymi wymagania-
mi odnos$nie jakosci lekéw roslinnych. Juz w 1828
roku J.A. Buchner wydzielil z tego surowca mate-
rial nazwany salicyng, ktéry H. Leroux otrzymat
w stanie krystalicznym, a wkrétce potem R. Piria
wykazal, ze zwigzek ten ma budowe glikozydowa.
Dzi$§ wiemy, dzieki pracom Marcelego Nenckiego
z 1870 roku, ze salicyna, ktéra jest f-D-glukozydem
alkoholu 2-hydroksybenzoesowego (saligeniny) ule-
ga in vivo dwuetapowej transformacji polegajacej
na deglikozylacji i utlenieniu aglikonu, stanowi wiec
wydajny prekursor kwasu salicylowego (KS; kwas
2-hydroksybenzoesowy). Pierwsze podania salicy-
ny pacjentom z goraczka reumatyczna, datowane
na 1874 rok przeprowadzono w Szkocji (Thomas Mac-
Lagan) i Niemczech (Carl Buss) z dobrym skutkiem
terapeutycznym. Dalsze eksperymenty tego rodzaju
nie mialy jednak przysztosci ze wzgledu na rozpo-
wszechniajaca sie wiedze, ze wlasciwym zwigzkiem
aktywnym jest kwas salicylowy, a takze ze wzgledu
na szybko wzrastajgca dostepnos$¢ tego kwasu ze zroé-
det syntetycznych. Strukture KS oznaczyl Hermann
Kolbe i w 1859 roku opracowat metode jego syntezy
chemicznej z fenolu, ktéra wkrétce zostata zaadapto-
wana na skale przemystowa. Pierwsze zastosowania
nowego wyrobu rodzacego sie przemysiu syntezy
chemicznej nie byly spektakularne - KS, ktérego
pierwsza wytwornia ruszyta w Dreznie w 1874 roku,
uzywano poczatkowo jako §rodka antyseptyczne-
go i konserwujacego zywno$é. Pierwsza publikacja
medyczna dotyczaca zastosowania KS w dolegliwo$-
ciach reumatycznych pochodzi z 1876 roku (Lancet).
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Mimo wykazanej skuteczno$ci KS, na przeszkodzie
rozpowszechnienia nowego leku stanety poczatko-
wo zrace wlasciwosci substancji aktywnej i trudne
do zaakceptowania cechy organoleptyczne jej soli
z metalami alkalicznymi?8:9,

Kontynuacja zainteresowania naturalnymi zréd-
lami salicylanéw doprowadzita do odkrycia w innych
roSlinach (np. topola, brzoza) analogéw salicyny, gli-
kozydow: salikortyny, tremulacyny i fragiliny oraz
bogatego Zrédta olejku salicylowego (salicylanu me-
tylu, substancji aktywnej przeciwreumatycznych
masci i kreméw), jakim sg ro$liny jagodowe rodzaju
Gaultheria (wintergreen). Preparaty o nazwie gene-
rycznej oil of wintergreen (przeznaczone wylacznie
do uzytku zewnetrznego) zawierajg do 98% salicyla-
nu metylu. Zwiagzek ten mozna oczywiScie obecnie
latwo otrzymywaé na duza skale metoda syntezy
chemicznej.

Pierwszym celowo zaprojektowanym lekiem syn-
tetycznym z grupy pochodnych KS byt salol (1883)
- salicylan fenylu, a jego autorem — Marceli NenckKi,
W owym czasie prowadzacy badania na uniwersy-
tecie bernenskim w Szwajcarii. Zwigzek ten zyskat
duze uznanie jako dobrze tolerowany antyseptyk
do stosowania wewnetrznego oraz skuteczny §rodek
antyreumatyczny i przeciwgorgczkowy zastepujacy
Zle tolerowany KS. Nencki, patron warszawskiego
Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN, odniést
w ciggu swego krétkiego zycia (15.01.1847-14.10.1901)
tak ogromne sukcesy na polu badanh przyrodniczych,
ktére dzisiaj okresliliby$émy mianem medycyny do-
$wiadczalnej, chemii fizjologicznej i biochemii, ze
na tym tle jego pionierska rola w rozwoju poczatkéw
farmacji i nowych lekéw syntetycznych zostata pra-
wie zupelnie zapomniana. Niestusznie, bo formalnie
byt chemikiem i w poczatkowym okresie swej karie-
ry zawodowej wspoOlpracownikiem stynnego Adolfa
von Baeyera (nagroda Nobla w 1905 roku) w Berlin-
skiej Akademii Przemystowej, a opracowane juz sa-
modzielnie w Bernie syntezy hydroksyacetofenonéw
stanowig jego oryginalny wkiad w synteze zwiazkéw
aromatycznych.

Obecnie hasto ,,salicylany” kojarzy nam sie na-
tychmiast z aspiryng — kwasem acetylosalicylowym
(KAS) - lekiem o niezréwnanej popularnosci, wo-
két ktorego nawarstwilo sie réwniez wiele mitéw.
Np. aspiryna uchodzi w powszechnym mniemaniu
za najstarszy, prototypowy lek syntetyczny, podczas
gdy w rzeczywistos$ci jej pojawienie sie na rynku

w 1899 roku poprzedzilo uruchomienie w niemie-
ckich fabrykach chemicznych produkcji takich le-
koéw syntetycznych, jak: kairyna (1882), salol (1883),
antypiryna (1889), antyfebryna (1886), piramidon
(1896), ortokaina (1896), eukaina (1896) i nirwanina
(1898). Takze historia odkrycia kwasu acetylosalicy-
lowego i wdrozenia jego produkeji w firmie Bayer jest
znacznie bardziej skomplikowana niz gtosi popular-
na anegdota o chemiku (Felix Hoffmann) pragngcym
przynie$c¢ ulge cierpigcemu na reumatyzm ojcu i mo-
dyfikujacym w tym celu strukture KS. Chemikiem,
ktéry prowadzit w firmie Bayer badania nad estry-
fikacja fenoli byt Artur Eichengriin i to on polecit
Hoffmannowi wytworzy¢ przeznaczona do badan
biologicznych porcje KAS (ktérego pierwsza synte-
ze przeprowadzit w 1853 roku Charles Frederic Ger-
hardt we Francji; eksperyment ten powtérzyt kilka-
na$dcie lat p6zniej w Niemczech Carl Johann Kraut).
Otrzymany przez Hoffmanna zwigzek zostat jednak
pierwotnie zdyskwalifikowany jako kandydat na lek
przez Heinricha Dresera, ktéry byl farmakologiem
firmy i dopiero interwencja Eichengriina, stopniowa
weryfikacja wynikéw oraz jego starania o przepro-
wadzenie niezaleznych badan klinicznych w Halle
i Berlinie dowiodly wyzszo$ci KAS nad innymi sa-
licylanami i przekonaly zarzad Bayera o potrzebie
uruchomienia produkcji leku pod zastrzezona nazwa
Aspirin®”:8, Dopiero po niemal stu latach powszech-
nego stosowania KAS jako leku przeciwbdélowego,
przeciwzapalnego, przeciwgoraczkowego i przeciw-
reumatycznego wyjasniono, na czym polega efekt
fizjologiczny i molekularny mechanizm dziatania
tego zwigzku chemicznego. Obecnie wiemy, ze KAS
jest nieodwracalnym inhibitorem cyklooksygenazy,
jednego z kluczowych enzyméw w zachodzacej in
vivo chemicznej kaskadzie utleniania lipidéw, prze-
ksztalcajacej kwas arachidonowy w mediatory stanu
zapalnego: tromboksany i prostaglandyny?!0.

We wspoélczesnej medycynie, we wskazaniach:
przeciwbélowych/przeciwzapalnych/antytrombino-
wych koegzystuja zgodnie preparaty roslinne (kora
wierzby), nowe sole KS (salicylan choliny) i inne
jego pochodne (salicylamid i etoksysalicylamid
oraz KAS), z czego sama tylko aspiryna jest wytwa-
rzana na skale megatonowsg (ok. 9 tys. ton w latach
2005-2008).

Najprostszy fenolokwas — KS - zwigzek natural-
ny, odkryty jednak pierwotnie w ro§linach w swojej
postaci prekursorowej (salicyna), stal sie dzieki gwat-
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townemu rozwojowi syntezy chemicznej w koncu
XIX wieku bezpos$rednim prekursorem grupy waz-
nych dla terapii analogéw strukturalnych (salicyla-
ny) oraz inspiracja dla nastepnych generacji terapeu-
tykéw — niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
i koksyboéw. Jak juz wyjasniliémy, kwas salicylowy
nalezy do kategorii kwaséw hydroksybenzoeso-
wych, czyli pochodnych prostych fenoli zawieraja-
cych w czgsteczce grupe karboksylowa bezposrednio
zwigzang z pierS$cieniem aromatycznym, w sumie
zlozonych z siedmiu atoméw wegla w podstawowym
szkielecie (wieksza liczba atoméw wegla w sktadzie
czasteczki moze wynikac¢ z czeSciowej lub caltkowitej
metylacji grup hydroksylowych w polifenolowych po-
chodnych kwasu benzoesowego). Do tej grupy oprécz
KS nalezg kwasy: 4-hydroksybenzoesowy, protoka-
techowy, waniliowy, gentyzynowy, syryngowy i ga-
lusowy (kwas 3-,4-,5-trihydroksybenzoesowy). Ten
ostatni jest szczegdélnie wazny dla fizjologii roslin,
jako sktadnik substancji wielkoczasteczkowych:
lignin, garbnikéw i tanin. Wielofunkcyjna i reak-
tywna czasteczka kwasu galusowego jest zdolna za-
réwno do polikondensacji z wytworzeniem wigzan
estrowych, jak i do wolnorodnikowej polimeryzacji
z wytworzeniem nowych wigzan pomiedzy atoma-
mi wegla. Poliestry i estry glikozydéw kwasu galu-
sowego okres§lamy mianem tanin rozpuszczalnych,
awielkoczasteczkowe agregaty zawierajace wigzania
bifenylowe nazywamy taninami nierozpuszczalny-
mi. Dwie inne, wazne grupy kwaséw fenolowych
maja budowe C6 — C2 (oSmioweglowe kwasy feny-
looctowe) oraz C6 — C3 (dziewiecioweglowe kwasy
fenylopropanowe i pochodne kwasu cynamonowego).
Do pierwszej nalezg kwasy: hydroksyfenylooctowe
i hydroksyglioksalowe, a do drugiej — kwasy o na-
zwach zwyczajowych: kwasy hydroksyfenylomleko-
we, kwas kumarowy, dihydrokumarowy, kawowy,
ferulowy i synapinowy. Wydaje sie, ze wymienio-
ne fenolokwasy o niskim ciezarze czasteczkowym
spelniajg w ro$linach rézne funkcje fizjologiczne.
Na przyktad, moga byé¢ wykorzystywane bezposred-
nio jako czasteczki sygnalizacyjne w warunkach
stresu lub w oddzialywaniach allelopatycznych,
shuza jako materiaty wyjSciowe do syntezy bardziej
skomplikowanych, ale wciaz niskoczasteczkowych
metabolitéw wtérnych, takich jak kumaryny, ligni-
ny, irydoidy i flawonoidy, moga wreszcie wystepowaé¢
w roli surowcéw do produkeji polimerycznych mate-
riatéw ochronnych lub konstrukeyjnych, takich jak

taniny lub ligniny. O tym, ze sa to czasteczki bardzo
wazne dla przetrwania gatunkéw $wiadeza rézno-
rodne szlaki biogenetyczne, ktére prowadzg do ich
wytworzenia w réznych organizmach, a wiec fakt
ze w procesie ewolucji wynalazek ten mial miejsce
kilkakrotnie. Poznano nastepujace drogi biosyntezy
kwaséw fenolowych: deaminowanie aminokwasow
aromatycznych (fenyloalaniny), poliketydowa, szlak
kwasu choryzmowego i szlak kwasu szikimowego.
W przypadku kwasu salicylowego mozliwa jest takze
modyfikacja biosyntezy polegajaca na bezposredniej
hydroksylacji kwasu benzoesowego!l:12:13,

Fenolokwasy

Wspdiczesne metody analityczne, zwlaszcza metody
chromatograficzne stosujace tak precyzyjne narze-
dzie, jak spektrometria mas do detekcji i identyfika-
cji badanych substancji, zapewnily ogromny postep
techniczny w akademickich badaniach fitochemicz-
nych, ktérych wyniki sg juz dzi$§ powszechnie akcep-
towane w kontroli jako$ci lekow ziolowych, zywno$ci
oraz produktéw pochodnych: zywno$ci funkcjonal-
nej i suplementéw diety!4. Sktadniki fenolowe ro-
$lin zawsze stanowily przedmiot szczegdélnego za-
interesowania badaczy, jako zwigzki o szczegdlnej
reaktywnos$ci, chemicznej i enzymatycznej, pole-
gajacej m.in. na efektywnej neutralizacji reaktyw-
nych form tlenu, uznanych za czynniki szkodliwe
dla normalnej fizjologii komérki. W wielu opracowa-
niach na temat fitochemii i biologii ro$lin, wyréznia
sie kategorie grupowa: polifenole, zawierajaca roz-
ne pod wzgledem biogenetycznym, strukturalnym
i funkcjonalnym klasy zwigzkéw organicznych, dla
zaznaczenia takich cech wspélnych, jak zdolnosé
do ochrony komérek gospodarza przed nadmierny-
mi dawkami promieniowania, wolnymi rodnikami
i stresem oksydacyjnym oraz innymi niekorzyst-
nymi bodzZcami Srodowiskowymi. Polifenole, jako
zwigzki wielofunkcyjne i reaktywne, majg tendencje
do stopniowego zwiekszania ciezaru czasteczkowego
na drodze reakcji kondensacji, z wytworzeniem no-
wych wigzah kowalencyjnych C-O, C-Ci C-N. Proces
ten mozna latwo wyjasni¢ na przykladzie kwaséw
fenolowych (i hydroksykwas6w niearomatycznych),
ktoére czesto wykazujg tendencje do miedzyczastecz-
kowej estryfikacji, tworzac heterodimery oraz wyz-
sze oligomery, dla ktérych przyjeto nazwe grupowa:
depsydy. Do tej kategorii nalezg tak powszechnie
spotykane sktadniki ro$lin wyzszych, jak kwas
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elagowy, kwas rozmarynowy, izomeryczne kwasy
kawowochinowe okres$lane zbiorowa nazwa kwasy
chlorogenowe, estry kwaséw hydroksycynamono-
wych z kwasem winowym (kwas chikorowy) oraz
liczne mieszane estry kwasu galusowego, prekur-
sory rozpuszczalnych tanin. Kwasy fenolowe (oraz
inne zwigzki polifenolowe) stanowig znaczacy pod
wzgledem farmakologicznym i fizjologicznym, nie-
zywieniowy skladnik diety cztowieka, gdyz wyste-
puja powszechnie w owocach i warzywach, a takze
napojach, w kawie, herbacie, sokach owocowych, wi-
nach i innych przetworach pochodzenia ro§linnego.
W wyniku spozycia produktéw roslinnych bogatych
w fenolokwasy i produkty ich przemian metabolicz-
nych, stezenia poszczegdlnych skladnikéw moga
osigga¢ w plynach ustrojowych, szczegélnie w oso-
czu, poziomy w zakresie mikromolarnym, co —jak sie
obecnie sadzi — ma ograniczony wplyw na zwieksze-
nie globalnej puli antyoksydantéw, ale jest wystar-
czajace do zaobserwowania efektéw wynikajacych
z oddzialywan na takie cele molekularne, jak ok-
sygenazy cyklu przemian kwasu arachidonowego,
czynniki wzrostu, kinazy biatkowe waznych szlakéw
sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej etc. Nasza wie-
dza o roli biologicznej poszczegdlnych fenolokwasow
i 0 ich wzajemnych interakcjach in vivo jest jeszcze
do$¢ skromna, cho¢ wystarczajaca, by przyznaé¢ im
szczegdblna role jako sktadnikom ludzkiego pozywie-
niall12,13 Wyjatkowa role kwasu salicylowego mozna
zrekapitulowaé¢ nastepujaco:

KS jest fitohormonem, a takze prototypowym le-
kiem przeciwzapalnym w medycynie ludzkiej i wete-
rynarii. Syntetyzowany w komérkach roslin, reguluje
w nich wiele waznych proceséw, poczawszy od Kkiel-
kowania nasion przez réznicowanie systemu korze-
niowego do regulacji procesu kwitnienia. Jednym
z najintensywniej badanych proceséw, w ktérym
uczestniczy KS jest indukcja proceséw obronnych
ro§lin przy infekcjach mikroorganizméw patogen-
nych!5.16,

Funkcje kwasu salicylowego

Istnieje wiele dowodéw wskazujgcych na udziat KS
W procesie odpowiedzi obronnej roslin. Historycznie,
pierwszg przestanke stanowita obserwacja, ze poda-
nie ro$linom tytoniu kwasu acetylosalicylowego badz
kwasu salicylowego indukuje odporno$é na infek-
cje wirusa mozaikowatos$ci tytoniu (Tobacco Mosaic
Virus - TMV), co manifestuje sie aktywacja genéw

kodujacych biatka obronne (Pathogenesis Related
- PR). Proces ten okazat sie w znacznym stopniu za-
lezny od temperatury otoczenia. Kiedy ro$liny tyto-
niu (Nicotiana tabacum) po infekcji wirusem TMV
inkubowane byly w stalej, wysokiej temperaturze
(>30°C), nie reagowaly na infekcje obrona. To znaczy
nie tworzyly nekroz lokalnych (rodzaj programowa-
nej $mierci komoérkowej) majacych zminimalizowaé
rozprzestrzenianie sie patogenu. Ro$liny te nie pro-
dukowaty tez biatek PR, a wirus még? rozprzestrze-
nia¢ sie bez ograniczen w calej ro§linie. Okazalo sie,
ze réwniez synteza KS w tej temperaturze byta za-
blokowana. Przeniesienie ro$lin do nizszej tempe-
ratury (22°C) przywracato zaréwno synteze KS, jak
réwniez inicjowalo odpowiedz obronng (nekrotyzacja
tkanki, synteza biatek obronnych). Ponadto w innych
doswiadczeniach pokazano, ze hybrydy miedzyga-
tunkowe tytoniu (Nicotiana glutinosa i Nicotiana
debneyi) akumuluja duze iloéci KS, czemu towarzy-
szy stala synteza bialek PR. Po infekcji wirusem
TMYV rosliny te wytwarzaly nekrozy kilkakrotnie
mniejsze w poréwnaniu do innych odmian tyto-
niu, co wskazuje, ze lokalizacja infekcji byla w nich
wyjatkowo szybka i skuteczna. W wielu gatunkach
ro$lin, w tym w tytoniu, ogérku, ziemniaku i Arabi-
dopsis thaliana (rzodkiewnik pospolity — modelowa
ro$lina najcze$ciej stosowana w eksperymentach
laboratoryjnych), podczas odpowiedzi na atak mi-
kroorganizéw chorobotwérezych wewnatrzkomor-
kowy poziom KS wzrasta wielokrotnie, zaréwno
w liSciach infekowanych, jak i w liciach odleglych
od miejsca infekcji. Okazalo sie, ze synteza KS za-
wsze poprzedza indukcje bialek obronnych z rodziny
PR. Zewnetrzne podanie KS indukuje w tytoniu czy
u Arabidopsis te same geny i z podobna kinetyka,
jak podczas odpowiedzi na infekcje mikroorgani-
zmOw chorobotwoérczych. Na tej podstawie oparto
przypuszczenie, ze istnieje kaskada zdarzen z udzia-
lem KS rozpoczynajgca sie rozpoznaniem czynnika
wywolujacego infekcje, wiodaca poprzez aktywacje
szeregu gendéw, a konczaca sie podjeciem odpowied-
niej strategii obrony'”.

Bezposrednie dowody na funkcje KS pochodza
z badan przeprowadzonych z wykorzystaniem zmo-
dyfikowanych genetycznie (transgenicznych) roslin
zawierajacych bakteryjny gen NahG pochodzacy
z bakterii Pseudomonas putida. Produkt genu NahG
katalizuje rozktad kwasu salicylowego do katecholu.
Tym samym po zakazeniu patogenem rosliny z ak-
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tywnym genem NahG zdolne byly do akumulowania
tylko niewielkich ilo$ci KS, a w konsekwencji wyka-
zywaly ostrzejsze symptomy chorobowe (np. liczniej-
sze 1 wieksze nekrozy), w poréwnaniu z ro$linami
niezmodyfikowanymi!s.

Szczegdltowa analiza metabolizmu zwigzkéw fe-
nolowych syntetyzowanych w zainfekowanych ro-
$linach wykazala, ze pierwotnymi prekursorami
kwasu salicylowego sg L-fenyloalanina lub kwas
choryzmowy. Zwigzki te podlegaja enzymatyczne-
mu przeksztatceniu do kwasu trans-cynamonowego
na skutek dzialania enzymu amoniako-liazy L-fe-
nyloalaniny (PAL) lub do kwasu iso-choryzmowego,
produktu syntazy iso-choryzmatéw (ICS). Produkt
reakcji katalizowanej przez PAL pelni nie tylko funk-
cje potencjalnego prekursora KS, ale jest jednym
z najwazniejszych ogniw szlaku biosyntezy fitoalek-
syn, zwigzkéw o charakterze bakterio- i grzybobdj-
czym oraz lignin, a wiec kluczowych elementéw re-
akcji obronnych komérek ros§linnych. BezpoS§rednimi
prekursorami KS (Rycina 1.) sg kwas benzoesowy,
podlegajacy hydroksylacji w pozycji 2 — z udziatem
enzymu hydroksylazy kwasu benzoesowego lub kwas
iso-choryzmowy przeksztatcany do KS przez pirogro-
niano-liaze isochoryzmatéw (IPL). Stwierdzono, ze
zaréwno geny kodujace PAL, jak i ICS, IPL oraz hy-
droksylaza kwasu benzoesowego podlegaja indukcji
na poziomie transkrypcji, po infekcji roslint9,

Analiza KS gromadzacego sie w zakazonej tkance
wykazatla, ze powstajacy wolny kwas przeksztatcany
jest na drodze enzymatycznej do f-glukozydu (SAG)
lub estru (SGE). Tworzenie koniugatéw z cukrem
jest powszechng u ro$lin forma magazynowania du-
zych ilosci toksycznych badZz wysoce reaktywnych
zwigzkéw. Hydroliza wigzania B-glukozydowego,
a wiec reakcja odwrotna, umozliwia w razie potrze-
by szybka mobilizacje ”uwiezionego” dotychczas
aktywnego zwigzku. Procesy odwracalnej dezak-
tywacji zwigzkéw biologicznie czynnych, poprzez
tworzenie koniugatéw z glukoza, znane sg réwniez
w metabolizmie innych zwigzkéw ro§linnych, takich
jak auksyny i cytokininy czy kwas giberelinowy. Wy-
niki ostatnich lat dostarczyly informacji o syntezie
w komoérkach roélin estru metylowego kwasu sali-
cylowego (MeSA). Dzieki swym wlasciwos$ciom ten
lotny zwiazek moze pelnié role mobilnego sygnatu
informujacego calg rosline, a takze ros§liny sasiadu-
jace o procesie infekeji i koniecznos$ci wiaczania me-
chanizmoéw obronnych?20.

L-fenyloalanina <------------ kwas choryzmowy
PAL ICS
kwas kwas
cynamonowy izochoryzmowy
/ .

kwas kwas IPL

kumarowy benzoesowy

v
SABP,/MES
KSGT KSMT
(] 0—glukoza (] O0—H (¢} 0—CH,3
OH 0—glukoza OH
SGE SAG MeSA

RYC. 1. Schemat szlakow biosyntezy i metabolizmu kwa-
su salicylowego w roslinach.

PAL - amonioko-liaza L-fenyloalaniny; ICS - syntaza iso-
choryzmatow; IPL — pirogroniano-liaza iso-choryzmatow;
BA,H - hydroksylaza kwasu benzoesowego; KSGT - gluko-
zotransferaza kwasu salicylowego; KSMT — metyltransfe-
raza kwasu salicylowego, SABP,/MES - Biatko-2 wigzqce
kwas salicylowy/metylesteraza kwasu salicylowego; SGE
- ester glukozowy kwasu salicylowego; SAG - glukozyd
kwasu salicylowego; MeSA - ester metylowy kwasu sali-
cylowego.

Linie ciggte (——>) oznaczajq reakcje katalizowane przez
scharakteryzowane enzymy indukowane w odpowiedzi

na infekcje, linie przerywane (- - - - -5) hipotetyczne drogi
przeksztatcania zwigzkow fenolowych.

Do niedawna uwazano, ze KS oznaczany ana-
litycznie w materiale biologicznym pochodzenia
ludzkiego musi by¢ wynikiem przyjmowania lekow
syntetycznych, takich jak aspiryna, lub preparatéw
roSlinnych zawierajacych salicyne albo jej analo-
gi. Wielokrotnie stwierdzano jednak obecno$¢ KS
w plynach ustrojowych oséb nie przyjmujacych sali-
cylanéw i obecnie zdolno$é wytwarzania tego zwigz-
ku u ludzi in vivo uznaje sie za dowiedziong?1.22,
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Przyczyna nie sg jednak w tym wypadku enzymy
szlakéw biogenetycznych funkcjonujacych w rosli-
nach, a cytochromowe oksydazy zwigzkéw aroma-
tycznych, czyli typowe enzymy pierwszej fazy me-
tabolizmu ksenobiotykéw zawierajacych pierScienie
fenylowe. Bezpos$rednim prekursorem wytwarzane-
gow organizmie ludzkim KS jest kwas benzoesowy,
obecny w niewielkich ilo$ciach w roslinach, a takze
uzywany do$¢ powszechnie jako wytwoér przemysiu
chemicznego w celu konserwacji produktéw zyw-
no$ciowych.

Powotlujac sie na bardzo wysoka czuto$é metod
wspoblczesnej analityki fitochemicznej i klinicznej,
prowokujemy zapewne pytanie, czy dla takiej cza-
steczki, jak KS, ktéra moze by¢ zar6wno wytworem
przemyslowej syntezy farmaceutycznej, jak i meta-
bolizmu wtérnego roslin, jest mozliwe okre$lenie
rzeczywistego pochodzenia analizowanej proébki
substancji. Oté6z badania chemiczne umozliwiajg
takie rozréznienie! Podstawg oceny jest okre§lenie
skladu izotopowego atoméw wegla — zwigzki natu-
ralne, powstale ,,wspoélczesnie” majg takie proporcje
naturalnych izotopéw !2C, 13C i ¥C, jak dwutlenek
wegla obecny w atmosferze, podczas gdy czasteczki
otrzymane metoda syntezy chemicznej z surowcow
petrochemicznych odzwierciedlajag proporcje izo-
topéw charakterystyczne dla atmosfery odlegtych
okres6w geologicznych, w ktérych 6wecze$nie wytwa-
rzana biomasa podlegala stopniowej transformacji
w wegiel kamienny i rope naftowa. Réznice takie
sg do uchwycenia metodami spektrometrii masowej
wysokiej rozdzielczo$ci. Dotychczas jednak w ob-
szarze farmakologii, biochemii i fizjologii nie byto
powodu do wykonywania takich badanh ze wzgledu
na tradycyjnie wysokie dawki terapeutyczne KAS
z latwoscia oznaczane spektrofotometrycznie. Od-
krycie endogennego KS u ludzi moze ten stan rzeczy
radykalnie zmieni¢, jesli zdecydujemy sie na Sledze-
nie loséw metabolicznych zwigzkéw z puli salicyla-
néw na poziomie dawek miligramowych. ll
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