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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Kumaryny sa duza grupa naturalnych zwigzkéw, powszechnie wystepujacych w $wiecie ro-
§lin. Wspomniane zwiazki chemiczne i ich pochodne wykazuja szeroki zakres aktywnosci
biologicznych.

Jedna z naturalnie wystepujacych kumaryn jest ostol, wystepujacy najczesciej w rolinach
z rodziny Apiaceae np. Cnidium monnieri, (L.) Cusson ex Juss. Angelica pubescens Maxim. i Peuce-
danum ostruthium (L.) W. D. J. Koch. Wykazano wlasciwosci antyproliferacyjne, przeciwzapalne,
przeciwdrgawkowe i przeciwalergiczne tej substancji, hamuje takze agregacje ptytek krwi.
Wykazano wptyw ostolu na metabolizm tkanki kostnej, potwierdzono takze jego whasciwosci
hepatoprotekcyjne i neuroprotekcyjne. Udowodniono hamujace dziatanie na rozwéj choréb
neurodegeneracyjnych w modelach do§wiadczalnych. Wykazano takze przeciwnowotworo-
we wlasciwo$ci ostolu zaréwno w warunkach in vitro na réznych liniach komdérkowych, jak
réwniez in vivo z uzyciem zwierzat do§wiadczalnych. Ostol powodowat obnizenie proliferacii,
ruchliwosci i inwazyjno$ci komérek nowotworowych. Hamowanie proliferacji moze by¢ zwia-
zane z indukcjg apoptozy i spowolnieniem przebiegu cyklu komdrkowego, ale mechanizm
dziatania ostolu nie zostal w pelni wyjasniony. Wykazano takze synergistyczne dziatanie
ostolu z innymi substancjami o wtasciwos$ciach przeciwnowotworowych. Modyfikacja jego
struktury chemicznej doprowadzita do zsyntetyzowania licznych pochodnych o znaczacych
wiasciwosciach przeciwnowotworowych. Sugeruje to, ze ostol moze by¢ jednym ze sktadnikéw
nowych chemioterapeutykéw.

Podsumowujac, ostol moze sie sta¢ wazng metoda terapeutyczng, zaréwno ze wzgledu na jego
bezposrednie dziatanie na komérki nowotworowe, jak réwniez dziatanie neuroprotekcyjne,
czy przeciwzapalne. Istniejg zatem szanse na wykorzystanie ostolu lub jego syntetycznych
pochodnych w leczeniu chorych nowotworowych w najblizszej przysztosci.

kumaryny - ostol « proliferacja - apoptoza - cykl komérkowy - ekspresja genowa

Summary

Coumarins are a group of naturally occurring compounds common in the plant world. These
substances and their derivatives exhibit a broad range of biological activities.

One of the naturally occurring coumarins is osthole, which can most frequently be found in
plants of the Apiaceae family. Cnidium monnieri (L.) Cusson ex Juss. Angelica pubescens Maxim.
and Peucedanum ostruthium (L.). It has anti-proliferative, anti-inflammatory, anti-convulsant,
and antiallergic properties; apart from that, inhibition of platelet aggregation has also been
proved. The impact of osthole on bone metabolism has been demonstrated; also its hepato-
protective and neuroprotective properties have been confirmed. The inhibitory effect of this
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compound on the development of neurodegenerative diseases has been proved in experimental
models. Anticancer features of osthole have been also demonstrated both in vitro on different
cell lines, and in vivo using animals xenografts. Osthole inhibited proliferation, motility and
invasiveness of tumor cells, which may be associated with the induction of apoptosis and cell
cycle slowdown. The exact molecular mechanism of osthole anti-cancer mode of action has
not been fully elucidated. A synergistic effect of osthole with other anti-tumor substances
has been also reported. Modification of its chemical structure led to the synthesis of many
derivatives with significant anticancer effects.

To sum up, osthole is an interesting therapeutic option, due to both its direct effect on tumor
cells, as well as its neuroprotective or anti-inflammatory properties. Thus, there is a chance
to use osthole or its synthetic derivatives in the treatment of cancer.
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(bone morphogenetic proteins), CPTIA - transferaza palmitynowa typu | (carnitine O-palmitoyl-
transferase l) (E.C 2.3.1.2.1), CYP7A-7-a - hydroksylaza cholesterolowa (cholesterol 7 alpha-hydro-
xylase) (E.C.1.14.13.17), DGAT - acylotransferaza diacyloglicerolowa (diacylglycerol acyltransferase)
(E.C2.3.1.20), ECM — macierz pozakomorkowa (extracellular matrix), ERK1/2 - kinazy regulowane
zewnatrzkomorkowo (extracellular signal - regulated kinases), FASN - gen syntazy kwaséw ttusz-
czowych (fatty acid synthase gene), FFA — wolny kwas ttuszczowy (free fatty acid), GPX - peroksy-
daza glutationowa (glutathione peroxidase) (E.C. 1.11.1.9), HBsAg - antygen zapalenia watroby
typu B (antigen of the hepatitis B virus), HMGCR - reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylowa
koenzymu A (hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase) (E.C. 1.1.1.34), IFN-y — interferon
gamma (interpheron y), IL — interleukina (interleukin), JNK1/2 - kinazy N-korncowe c-Jun (c-Jun
N-terminal kinases), LPS - lipopolisacharyd (lipopolysacharide), MAPK - kinazy biatkowe akty-
wowane przez mitogen (mitogen-activated protein kinases), MMP — metaloproteinazy macierzy
(matrix metalloproteinases), NF-kB - czynnik jadrowy kappa B), OPG — osteoprotegeryna (oste-
oprotegerin), PPAR - receptor aktywowany przez proliferatory peroksysoméw (peroxisome
proliferator-activated receptor), RANK - receptor aktywujacy jadrowy czynnik NF-kB (receptor
activator of nuclear factor NF-kB), RANKL - ligand RANK (receptor activator of nuclear factor NF-
kB ligand), SMAD - zwigzane biatka Sma i Mad (Sma and Mad related proteins), TC - catkowity
cholesterol (total cholesterol), TG - triacyloglicerol (triacylglycerol), TNF - czynnik martwicy
nowotworu (tumor necrosis factor).

Wsrep

Kumaryny sa grupg zwiagzkéw biologicznie czynnych,
ktére charakteryzuje réznorodno$é dziatan farma-
kologicznych. Wiaze sie to bezposrednio z réznicami
w budowie czasteczek poszczegdlnych zwiazkéw. Kuma-
ryny sa pochodnymi a-pirolu - aromatycznego zwiazku
heterocyklicznego. Mozna je takze traktowal jako
cykliczne laktony kwasu cis-o-hydroksycynamonowego
(kwas kumarynowy). Kwas ten ma samoistng tenden-

cje do tworzenia wewnetrznego wiazania estrowego,
w wyniku ktérego powstaje lakton nazywany kumaryna.
Pod wzgledem budowy kumaryny dzieli sie na kuma-
ryny proste (podstawowa cze$é czasteczki tworzona
jest przez benzo-a-piron), furanokumaryny (kumaryna
jest skondensowana z czasteczka furanu) i piranoku-
maryny (kumaryna jest potaczona z czasteczkg piranu).
Réznorodno$é kumaryn jest zwiazana z modyfikacjami
chemicznymi ich struktur, polegajacymi najczesciej na
obecnosci w czgsteczkach grup hydroksylowych, metok-
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sylowych lub alifatycznych. Grupy te sa najczesciej loko-
wane w pozycjach C-5, C-6, C-7 i C-8 [3,19]. Kumaryny
naleza do zwigzkéw okreslanych mianem metabolitéw
wtérnych. Mozna je znalezé w naturalnie wystepuja-
cych olejkach, np. furnaokumaryny w olejkch cytru-
sowych. Spotykane sa réwniez w roslinach z rodziny
Rutaceae i Umbelliferae, gdzie wystepuja najliczniej, oraz
w Fabaceae, Rubiaceae, Asteraceae, Oleaceae Hippocastana-
ceae [27]. Wyizolowano je réwniez z mikroorganizméw
(grzyby, bakterie) [30,55]. Odkryto liczne whasciwosci
kumaryn, m.in. antybakteryjne [61], przeciwwirusowe
[20], przeciwdrgawkowe [39,40], przeciwzakrzepowe [31]
czy przeciwnowotworowe [30,54]. Wspomnie¢ nalezy
o fotouczulajgcym dziataniu furanokumaryn, co znala-
zto zastosowanie w lecznictwie w postaci terapii PUVA.
Pochodne psoralenu - zwlaszcza bergapten i ksanto-
toksyna, tworza wiazania z zasadami pirymidynowymi
kwasu deoksyrybonukleinowego pod wptywem promie-
nia nadfioletowego (UVA, 320-400 nm). Dochodzi wéw-
czas do denaturacji DNA komérek naskérka, co hamuje
ich wzmozony podzial. W terapii bielactwa, stosowanie
psoralenéw z naswietlaniem promieniami UV powoduje
wzrost namnazania sie melanocytéw, a co za tym idzie
repigmentacji skéry [50]. Kumaryny znane s3 z wasci-
wodci antykoagulacyjnych, a najstarszym lekiem o takim
dzialaniu jest dikumarol [9]. Piranokumaryny wyka-
zuja dzialanie spazmolityczne na miesnie gladkie i jako
antagonisci jonéw wapniowych znajdujg zastosowanie
w leczeniu chordb uktadu krwionos$nego i serca (np.
dusznicy) czy dychawicy oskrzelowej [9,28].

Ostol (7-metoksy-8-izopentenokumaryna) jest przed-
stawicielem kumaryn prostych, izolowanym z owocéw
Cnidium monnieri (L.) Cusson ex Juss (selernica), Angeli-
ca pubescens Maxim. i Peucedanum ostruthium (L.) W. D.
J. Koch. (gorysz miarz) czy korzeni Angelica officinalis L.
(arcydziegiel litwor), Prangos ferulacea (L.) Lindl. Jego
zawarto$¢ w korzeniach arcydziegla wynosi okoto 0,2%,
[27],a Wei i wsp. z 308 g surowego ekstraktu wyizolowali
88,3 mg czystego zwiazku [70].

Obecnie trwajg badania nad ostolem jako potencjalnym
lekiem w réznych schorzeniach. Udowodniono jego dzia-
tanie przeciwzapalne [35,71], przeciwwirusowe [20,66],
antykoagulacyjne [72], przeciwdrgawkowe [39,40,72]
i przeciwalergiczne [42]. Zwigzek byt testowany pod
katem potencjalnego wykorzystania w profilaktyce
i leczeniu osteoporozy [29,44,67,79], chorobach watroby
[12,65,68,80,82], schorzeniach zwigzanych z uktadem
nerwowym [5,17,25,37,41]. W badaniach in vivo i in vitro
wykazano takze jego wlasciwosci przeciwnowotworowe
[8,24,73,74]. W artykule opisano wiele wybranych dzia-
tari farmakologicznych ostolu oraz potencjalne zastoso-
wanie w leczeniu réznego typu schorzen, ze szczegdlnym
uwzglednieniem choréb nowotworowych (rycina 1).

WpLyw 0STOLU NA METABOLIZM TKANKI KOSTNEJ

Homeostaza uktadu kostnego wymaga zréwnowazo-
nych interakcji miedzy osteoblastami i osteoklastami.

H O

Ryc. 1. Budowa chemiczna ostolu

Osteoporoza powoduje zmniejszenie masy kostnej, co
wynika z zaburzen w tworzeniu i resorpcji kosci. Dotych-
czasowa terapia opiera sie na obnizeniu aktywno$ci
osteoklastéw. Przyktadami tak dziatajacych lekdw sg bis-
fosfoniany, analogi receptora estrogenowego [67]. Wyka-
zano, ze ostol hamowat resorpcje ko$ci przez spadek
aktywno$ci metabolicznej osteoklastéw [78]. Badania
ostatnich lat koncentrujg sie gtéwnie na mechanizmie
pobudzenia aktywno$ci osteoblastéw. Jedng z substan-
cji majgcych wpltyw na proces proliferacji i réznicowa-
nia osteoblastéw jest ostol. Dyskutowana jest mozliwo$é
jego wykorzystania jako leku w terapii osteoporozy [33].
Wstepne do$wiadczenia wykazaty aktywacje osteobla-
stéw, zwigzang z procesem przebudowy kosci pod wptly-
wem ostolu [43]. W wielu péZniejszych publikacjach
wykazano, ze ostol zwieksza proliferacje osteoblastéw in
vitro [43,67,78,79]. Zdecydowanie rzadsze sa doniesienia
mdwigce o tym, ze ostol nie powoduje zadnych istotnych
zmian w proliferacji tych komdrek [44,45].

Ostol wptywa takze na réznicowanie osteoblastéw,
co wykazano oznaczajgc in vitro aktywno$¢ fosfatazy
alkalicznej (ALP), ktéra jest markerem wczesnej fazy
réznicowania osteoblastéw oraz badajac sekrecje oste-
okalcyny, zwigzanej z péZng faza ich réznicowania (faza
mineralizacji kosci) [44,45,79]. Ostol znaczaco zwiekszat
aktywno$¢ ALP i sekrecje osteokalcyny [29,44,67,79].
Powodowal takze wzrost magazynowania wapnia i fos-
foranéw w komdrkach, prowadzac do wzrostu minerali-
zacji kosci [44,45,67,79].

Powyzsze zmiany moga by¢ nastepstwem wzrostu eks-
presji czynnikéw troficznych: insulinopodobnego czyn-
nika wzrostu I (IGF 1), czynnika wzrostu fibroblastéw
(FGF) oraz biatek morfogenetycznych rodziny BMP
i kolagenu typu I pod wptywem ostolu [45]. Ostol mdgtby
doprowadzié¢ réwniez do uwolnienia wspomnianych
czynnikéw wzrostu z macierzy pozakomdrkowej, stymu-
lujac dojrzewanie prekursoréw osteoblastéw i induku-
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jac aktywno$¢ ALP. Skutkiem tego bytby nasilony proces
réznicowania osteoblastéw [45].

Inny z proponowanych mechanizméw dziatania ostolu
na poziomie molekularnym w procesie réznicowa-
nia osteoblastéw dotyczy aktywacji czynnikéw trans-
krypcyjnych SMAD oraz kinaz MAP - kinazy p38 i kinaz
ERK1/2, zaleznie lub niezaleznie od szlaku biatka BMP2.
Sugerowany jest udziat tych szlakéw sygnalizacyjnych
w réznicowaniu osteoblastéw pod wpltywem ostolu, przy
czym aktywacja kinazy p38 miataby by¢ odpowiedzialna
za wczesng faze, natomiast aktywacja kinaz ERK1/2 za
pdzna faze procesu réznicowania osteoblastéw linii
MG-63 i hFOB (ptodowych komérek osteoblastycznych)
[29]. Prawdopodobny jest réwniez udziat szlaku Wnt
w tym procesie. Znaczenie funkcjonalne szlaku Wnt
w indukcji réznicowania osteoblastéw zostato potwier-
dzone przez eksperyment powodujacy wyciszenie
ekspresji genéw dla p-kateniny i BMP2. Zmniejszona
ekspresja tych genéw hamowata pobudzajgce dziatanie
badanej substancji na réznicowanie osteoblastéw, co
potwierdzito, ze réznicowanie osteoblastéw odbywa sie
przynajmniej cze$ciowo przez aktywacje szlaku sygnali-
zacyjnego Wnt/p-kateniny-BMP2 [67]. Prawdopodobne
jest réwniez oddziatywanie ostolu na szlak OPG/RANKL/
RANK. Prawidlowa przebudowa kosci jest zapewniona
m.in. przez dynamiczng réwnowage w wydzielaniu cyto-
kin typu RANKL przez osteoblasty, stymulujace ich doj-
rzewanie i aktywno$¢ oraz OPG, ktéra hamuje ten proces
przez wigzanie sie z RANKL. Zaburzenia w uktadzie
RANKL/OPG wigzg sie z nieprawidtowo$ciami w meta-
bolizmie kostnym, prowadzacymi do osteopenii i roz-
woju osteoporozy [58,63]. Podawanie ostolu zwierzetom
doprowadzito do wzrostu ekspresji mRNA dla OPG, nato-
miast do zmniejszenia ekspresji mRNA IL-8, RANKL,
czynnika stymulujacy kolonie makrofagéw (MCSF) i pep-
tydu parathormonopodobnego (PTHrP) [58]. Badania in
vivo w innego typu modelu do$wiadczalnym osteoporozy
wykonywano na kastrowanych (po usunieciu jajnikéw)
szczurach. Ostabia to mase kostng, a stan po zabiegu
jest poréwnywalny z okresem postmenopauzalnym
u kobiet. Poréwnano dziatanie ostolu do 17 p-estradiolu,
ktéry obecnie jest jednym z lekéw w terapii osteopo-
rozy. Podawanie ostolu doprowadzito do stopniowej
poprawy wladciwo$ci biomechanicznych ko$ci u szczu-
réw i zahamowania utraty masy kostnej, podobnie jak to
powodowat 17 B-estradiol. W odréznieniu jednak od 17
p-estradiolu, ostol nie oddziatywat na §luzéwke macicy
oraz znaczaco zmniejszat ryzyko zachorowania na raka
piersi i jajnikéw [33,43]. Podsumowujac, ostol wptywa
na liczne szlaki metaboliczne w tkance kostnej, przez
stymulowanie procesu ko$ciotworzenia i zapobiegajac
jego zahamowaniu, co wydaje sie obiecujaca zapowie-
dzig zastosowania ostolu w przyszto$ci jako skutecznego
leku nowej generacji w terapii osteoporozy.

(OSTOL JAKO SUBSTANCJA HEPATOPROTEKCYINA

Zaburzenia gospodarki lipidowej organizmu powo-
dujg wystepowanie choréb cywilizacyjnych, takich jak

cukrzyca, miazdzyca naczyn, sttuszczenie watroby.
Postepowanie terapeutyczne polega na zmianie diety,
abstynencji alkoholowej, podawaniu antyoksydantéw
czy lekéw obnizajgcych stezenie lipidéw [13]. O ile sto-
sowanie statyn pozwala na utrzymanie prawidtowego
profilu lipidowego we krwi, to skuteczno$¢é leczenia
sttuszczenia watroby w dalszym ciagu jest niezadowala-
jaca. Ostol wydaje sie jedna z potencjalnych substancji,
mogacych mieé zastosowanie w profilaktyce i leczeniu
sttuszczenia watroby.

Zaréwno w modelu przekarmiania szczuréw mlekiem
zawierajgcym nadmiar lipidéw [10,80,82], jak i w modelu
alkoholowego sttuszczenia watroby [51,64,65,77], obser-
wowano podobne obnizenie parametréw lipidowych we
krwi zwierzat do$wiadczalnych oraz zmniejszong aku-
mulacje lipidéw w skrawkach tkankowych po zastoso-
waniu ostolu [10,51,62,65,77,80,82]. Zaobserwowano
spadek ilo$ci catkowitego cholesterolu (TC) i tréjglice-
rydéw (TG) [10,51,62,65], frakcji lipoprotein o niskiej
gestosci (LDL) [62] oraz wolnych kwaséw ttuszczowych
(FFA) w surowicy zwierzat [10,51]. Obnizyt sie réw-
niez poziom TC [10,62,65], TG [10,51,62,65], FFA [10,51],
jak réwniez enzyméw - lipazy lipoproteinowej (LPL),
watrobowej (HL) [82] oraz catkowitej akumulacji lipi-
déw w skrawkach tkanki watrobowej [10,62,77,80,82].
Moze sie to wigzac z obserwowanym na poziomie mole-
kularnym obnizeniem ekspresji genéw kodujacych acy-
lotransferaze diacyloglicerolowa (DGAT) [64,77,80],
reduktaze 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu
A (HMGCR) [47,64], receptora LDL [81], jak réwniez
wzrostem ekspresji genéw kodujacych transferaze
karnityno-palmitynianowg typu I (CPTIA) [34,47,77],
7-a-hydroksylaze cholesterolowa (CYP7A) [64,80,81],
biatko wiazace kwasy tluszczowe (FABP) i biatko trans-
portujace kwasy ttuszczowe (FATP4) pod wplywem
ostolu w komdrkach watroby [80].

Powyzsze zmiany parametréw lipidowych krwi oraz
zmniejszenie akumulacji lipidéw w tkance watrobowej
moga mie¢ réwniez zwigzek z obserwowanym obnize-
niem poziomu stresu oksydacyjnego w tym narzadzie
po zastosowaniu ostolu, wyrazajacym sie hamowaniem
wytwarzania reaktywnych form tlenu (ROS), prawdopo-
dobnie pod wplywem zwiekszenia aktywno$ci enzymdéw
antyoksydacyjnych, gléwnie dysmutazy ponadtlenkowe;
[35,62,65,77]. W modelu stluszczenia watroby spowo-
dowanym hiperglikemiczng dieta, dodatkowym czyn-
nikiem, indukowanym podawaniem ostolu, byt wzrost
sekrecji adiponektyny [51].

W szczurzym modelu in vivo, rozwijajgcym spontaniczne
nadci$nienie tetnicze, a w konsekwencji udar mézgu,
ostol hamowat wzrost ci$nienia skurczowego krwi bez
zmian profilu lipidowego osocza. Proponowany mecha-
nizm dziatania ostolu w tym przypadku polega na zwiek-
szeniu ekspresji mRNA dla dehydrogenazy acylo-CoA
i CPTIA, a w konsekwencji akceleracji p-oksydacji kwa-
séw ttuszczowych [47]. Aktywno$¢ hepatoprotekeyjna
ostolu moze by¢ zwigzana z regulacja ekspresji genéw
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kodujgcych DGAT, HMG-CoA-R i CYP7A przez zwieksze-
nie ekspresji receptoréw aktywowanych przez prolife-
ratory peroksysoméw (PPAR «/y) na poziomie mRNA
[34,59,80,81]. W jednej z publikacji stwierdzono, ze ostol
moze by¢ traktowany jako agonista PPAR a/y, zwiek-
sza bowiem aktywno$¢ tych receptoréw i indukcji réz-
nicowania sie preadipocytéw w badaniach in vitro [34].
W modelu zwierzecym pobudzenie PPAR-y przez ostol
doprowadzito takze do wzrostu ilo$ci hormonu adipo-
nektyny w surowicy, podnoszac tym samym insulino-
wrazliwos$¢é tkanek [25,34], co jest istotne w przypadku
rosngcej opornosci na insuline obserwowanej w sttusz-
czeniu watroby.

Skutkiem sttuszczenia watroby moze by¢ jej marskosé,

czego wyktadnikiem jest stan zapalny i wiéknienie
narzadu. Obiecujace wydaje sie wiec dziatanie ostolu,
polegajace na hamowaniu tych proceséw. Badania pro-
wadzone na zwierzatach wykazaly przeciwzapalne
dziatanie tej substancji [48,49,65]. Zaobserwowano, ze
ostol przyczynit sie do obnizenia poziomu aminotrans-
ferazy alaninowej we krwi [48,49]. Inne badania in vivo
wykazaly zahamowanie reakcji zapalnych w szczurzym
modelu zwtdknieniu watroby, przez inkubacje z osto-
lem, co doprowadzito do obnizenia poziomu mRNA dla
nastepujacych genéw: tnf-qa, interleukin-1p, inos. Inku-
bacja z ostolem spowodowata takze obnizenie syntezy
CXCL1, bedacego ligandem rodziny receptoréw chemo-
kin CXC [38].

Potencjalne wtasciwosci przeciwzapalne ostolu oce-
niano w hodowlach makrofagéw J774A.1 przy braku lub
w obecnoéci pobudzajgcego je bakteryjnego lipopoli-
sacharydu (LPS). Na poziomie molekularnym dziatanie
przeciwzapalne ostolu moze by¢ zwigzane z ostabie-
niem aktywno$ci kinaz biatkowych C-a/e (PKC-a/¢) po
inkubacji z ostolem makrofagéw pobudzanych LPS [35].
Metoda Western-blot wykazata takze zmniejszenie fos-
forylacji i aktywnosci kinazy p38 i kinaz N-koricowych
c-Jun (JNK1/2), natomiast wzrost fosforylacji i aktywno-
$ci ERK1/2 [35]. Obserwowano takze hamowanie fosfo-
rylacji kinazy inhibitora czynnika KB (IKK-«) i inhibitora
alfa czynnika jadrowego kappa (IkB-a) w pobudzo-
nych LPS makrofagach, zatem posrednie zahamowanie
aktywnosci czynnika jadrowego kappa B (NF-kB) pod
wplywem ostolu. Ponadto, potwierdzono zmniejszenie
aktywno$ci transkrypcyjnej samego NF-kB. Spostrzeze-
nia te mogg sugerowac, ze ostol wptywa na hamowanie
kaskady sygnatowej NF-«B [35].

Oceniano takze oddziatywanie ostolu na indukcje apop-
tozy w mechanizmie zewnatrzpochodnym w komérkach
watroby z udziatem receptora Fas z rodziny receptoréw
$mierci TNF. Badana substancja zmniejszyta aktywno$¢
gtéwnego enzymu efektorowego apoptozy - kaspazy-3
we krwi i przedtuzyla czas zycia zwierzetom po poda-
niu letalnej dawki przeciwciata anty-Fas [48]. Ostol
moze réwniez hamowal uszkodzenie watroby spowodo-
wane przez wirusy hepatotropowe zmniejszajac sekrecje
powierzchniowego antygenu zapalenia watroby typu B

(HBsAg) w liniach komérkowych, ktére zostaty poddane
wczesniej transfekcji wirusem HBV oraz zwiekszajac sto-
pien glikozylacji HBsAg, co moze zmniejszy¢ namnaza-
nie sie wirusa w komérkach [20].

Ostol moze by¢é réwniez rozpatrywany jako potencjalny
lek w cukrzycy typu 2 [20,25]. Zaobserwowano obnize-
nie stezenia glukozy we krwi zwierzat po podaniu ostolu
[20,25]. Mechanizm tego zjawiska nie zostat wyja$niony.
Sugerowano, ze potencjalna przyczyna moze by¢ zwiek-
szenie translokacji przeno$nika glukozy GLUT4 do btony
komérkowej, czego skutkiem byto zwiekszenie zalez-
nego od dawki wychwytu glukozy w badaniach in vitro
w komdrkach mieéni szkieletowych [25]. Na poziomie
molekularnym sugerowany jest zwiazek dziatania ostolu
ze zwiekszeniem stosunku AMP/ATP oraz wzmozo-
nej fosforylacji i aktywacji kinazy aktywowanej 5’AMP
(AMPK) i karboksylazy acetylo-CoA [20,25]. Jednocze-
$nie interesujace jest to, ze ostol nie wplywal na zmniej-
szenie poziomu insuliny we krwi, tak jak inni agonisci
PPAR [34].

W zwigzku ze staba rozpuszczalnoscig ostolu w wodzie,
sg syntetyzowane pochodne ostolu, ktére mogg sie staé
lekami hepatoprotekcyjnymi, stosowanymi doustnie [49].

(OsTOL JAKO POTENCJALNA SUBSTANCJA LECZNICZA W CHOROBACH
0SRODKOWEGO UKEADU NERWOWEGO

Ostol wydaje sie jedng z potencjalnych substancji o dzia-
taniu neuroprotekcyjnym. Badania jego wplywu na cho-
robe niedokrwienna mézgu prowadzono na zwierzecym
modelu tego schorzenia. Stwierdzono, ze zmniejszat
deficyt poznawczy i hamowat §mier¢ neurondéw [12,25],
obnizal deficyty neurologiczne [12,25], rozlegto$¢ zawatu
[12] i obrzek mézgu [25] obejmujgcy réwniez hipokamp.
Hipokamp odgrywa znaczaca role w procesach ucze-
nia i zapamietywania, przenosi wspomnienia z pamieci
krétkotrwatej do dtugotrwatej. W badaniach in vivo na
mysim modelu starzenia stwierdzono, ze ostol popra-
wiat zdolno$ci zapamietywania [57]. Natomiast w bada-
niach in vitro, w ktérych neurony korowe inkubowano
z ostolem wykazano znaczgcy wzrost przezywalno-
$ci neurondéw i blokowanie uwolnienia dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) jako markera cytotoksycznosci [5].
Dziatanie neuroprotekcyjne ostolu jest zwigzane réw-
niez z nasilaniem przewodnictwa neuronalnego w hipo-
kampie przez zwiekszenie presynaptycznego uwalniania
glutaminianu, uwarunkowanego na poziomie moleku-
larnym przez aktywacje szlaku kinazy zaleznej od cGMP
[69] lub zwiekszenie przepustowosci blizej niesprecyzo-
wanych kanatéw wapniowych [69,71] i sodowych [32].
W szczurzym modelu udaru wywotanego przejscio-
wym niedokrwieniem obserwowano wzrost aktywnosci
macierzowych metaloproteinaz (MMP) degradujacych
macierz pozakomérkowa (ECM). Po podawaniu ostolu
w diecie obserwowano obnizenie ekspresji MMP-9 [41].

W mysim modelu maksymalnego elektroszoku drgaw-
kowego wykazano przeciwdrgawkowe dziatanie ostolu.
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W przyszto$ci moze sie wiec staé waznym zwigzkiem
w leczeniu epilepsji, wymagajacym jednak dalszych
badan przedklinicznych m.in. na innych modelach zwie-
rzecych [39,40]. Stwierdzono, ze wlasciwos$ci przeciwdr-
gawkowe ostolu sa podobne do zaobserwowanych dla
kwasu walproinowego, ktéry jest klasycznym lekiem
przeciwpadaczkowym [40]. Eksperymenty z zastoso-
waniem rekombinowanych receptoréw GABA wyka-
zaly pobudzajacy wptyw ostolu, przy czym wiazanie sie
badanej substancji z receptorem odbywato sie w miejscu
réznym od wigzania sie benzodiazepin [60]. Dziatanie
neuroprotekcyjne ostolu obserwowano takze na modelu
urazowego uszkodzenia mézgu (TBI). Stwierdzono zna-
czaca redukcje deficytéw neurologicznych, obrzeku
mdzgu i $mierci neuronéw hipokampa [17]. Wiazano to
ze wzmozeniem aktywnosci antyoksydacyjnej - wzrost
aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), poziomu
glutationu i peroksydazy glutationowej (GPX) [17,25],
a takze stosunku mitochondrialnych biatek Bcl-2/Bax,
warunkujacych apoptoze, czego wyrazem mdgt byé
obserwowany spadek ilo$ci aktywnej kaspazy-3 i liczby
komérek apoptotycznych [17].

Stwierdzono réwniez, ze szlaki kinaz JNK/p38 i kinaz
ERK1/2 wykazuja przeciwstawne skutki w stosunku do
neuronalnej apoptozy w warunkach in vitro i zaburzenia
réwnowagi miedzy nimi moga prowadzi¢ do przezycia
lub do $mierci komérek. Kinazy MAP wykazuja wysoka
ekspresje w CUN, a ich aktywno$¢ zmienia sie w tkan-
kach dotknietych niedokrwieniem. Obserwowano, ze
pobudzenie szlaku kinaz ERK1/2 powodowato wystapie-
nie neuroprotekgji [5]. Inne badania donosza, ze aktywa-
cja tego szlaku $wiadczy o skutkach neurotoksycznych
[56]. Jest to prawdopodobnie zalezne od rodzaju komé-
rek oraz rodzaju uszkodzenia, przez ktére ten szlak jest
uaktywniany [46]. Aktywacja kinaz JNK i p38 wptywa
natomiast neurotoksycznie na neurony [46]. W bada-
niach in vitro na komérkach linii szczurzych neuronéw
korowych ostol zwiekszat fosforylacje kinaz ERK1/2
i tym samym doprowadzit do ich aktywacji, natomiast
ostabiat aktywnos$¢ kinaz JNK [5]. Obserwacje te potwier-
dzaja whadciwo$ci neuroprotekcyjne ostolu i sugeruja
potencjalny mechanizm jego dziatania na poziomie
molekularnym w komérkach nerwowych.

Udowodniono réwniez hamujacy wptyw ostolu i innych
kumaryn na rozwdj choréb neurodegeneracyjnych
w modelach do$wiadczalnych, m.in. choroby Parkinsona
[37]. Jej wystapienie jest zwigzane z utratg neuronéw
dopaminergicznych w substancji czarnej i obnizeniem
stezenia dopaminy w prazkowiu [37]. Badania in vitro
prowadzono na komérkach nowotworowych guza chro-
mochtonnego kory nadnerczy linii PC12, indukowanych
aktywna postacig neurotoksyny MTP jako modelu imitu-
jacego chorobe Parkinsona. Toksyna ta wywotuje §mier¢
neuronéw, obniza mitochondrialny potencjat btonowy
oraz wzrostu przepuszczalno$ci blony mitochondrialnej.
Po inkubacji komdrek z ostolem zaobserwowano wzrost
ich przezywalno$ci w poréwnaniu z komérkami kontro-
Inymi, traktowanych neurotoksyng. Zjawisko to mogto

by¢ zwigzane zaréwno z wladciwosciami antyoksydacyj-
nymi jak i antyapoptotycznymi ostolu. Zauwazono, ze
ostol zwiekszat takze aktywno$¢ enzyméw antyoksyda-
cyjnych, zwlaszcza SOD i GPX. Jednak wykazywal dziata-
nie antyapoptotyczne, wptywat na wzrost ekspresji genu
Bcl-2, natomiast zmniejszat ekspresje Bax [37].

Ostol dzialat takze przeciwzapalnie w OUN, ogranicza-
jac rozwdj autoimmunologicznego zapalenia mdzgu
u myszy C57 BL/6. Przypuszcza sie, ze ten ochronny
wplyw moze by¢ zwigzany ze zwiekszeniem stezenia
czynnika wzrostu nerwéw (NGF) i zmniejszeniem iloéci
IFN-y we krwi. Zbadano takze ekspresje genéw tych cyto-
kin. Wykazano wzrost ekspresji genu dla NGF i zmniej-
szenie ekspresji genu IFN-y [6]. Podsumowujac, wpltyw
ostolu na poziom ekspresji cytokin zapalnych w zapale-
niu mézgu moze opéznié rozwdj choroby i ztagodzié jej
przebieg. Ostol mégtby byé zatem rozpatrywany w przy-
szto$ci jako potencjalny terapeutyk w leczeniu chorych
z chorobami neurodegeneracyjnymi [6].

OSTOL JAKO SUBSTANCJA PRZECIWNOWOTWOROWA

Niedawne doniesienia wskazuja, ze ostol moze by¢ roz-
wazany jako potencjalny chemioterapeutyk w profilak-
tyce i terapii choréb nowotworowych. Jego dziatanie
hamujace proliferacje komérek nowotworowych zalez-
nie od czasu i dawki, zostato potwierdzone badaniami in
vitro na komérkach raka szyjki macicy HL-60 [8], komér-
kach rdzeniaka zarodkowego (medulloblastoma) TE671
i komdrkach raka krtani RK33 [24], raka ptuc A549 [73]
oraz in vivo z wykorzystaniem mysiego modelu bia-
taczki P-388 D1 [8]. Hamowanie proliferacji komérek pod
wplywem ostolu moze mieé zwiazek z aktywacjg apop-
tozy lub tez ze spowolnieniem przebiegu cyklu komér-
kowego. Doniesienia z pi§miennictwa potwierdzaja
indukcje apoptozy pod wptywem ostolu w komérkach
linii A549 [73], linii biataczki limfatycznej P-388 D1 [8],
komérkach linii raka piersi MCF-7 i MDA-MB 231 [74],
komérkach medulloblastoma TE671 [24], komdrkach
raka krtani RK33 [24] czy fibroblastach izolowanych
z przerostu blizny [18]. Wykazano wzrost liczby komdrek
apoptotycznych pod wptywem inkubacji z tg substan-
cja [8,18,24,73,74], a takze typowe cechy morfologiczne
apoptozy, takie jak fragmentacja DNA, tworzenie peche-
rzykowatych uwypuklert blony komdérkowej, kurczenie
sie cytoplazmy komérek nowotworowych [8,18].

Potencjalne przeciwnowotworowe mechanizmy dziata-
nia ostolu na poziomie komdrkowym sg zwigzane m.in.
z hamowaniem przebiegu cyklu komdrkowego. Wyka-
zano procentowy wzrost liczby komdérek linii A549
raka ptuc w fazie G2/M [73], a komérek mieéni gtadkich
w fazie G0/G1 [14] po inkubacji z ta substancjg. Wydaje
sie zatem, Ze dzialanie ostolu na progresje cyklu komér-
kowego jest mato swoiste i moze zaleze¢ w znacznym
stopniu od rodzaju badanych komérek. Przypuszczalny
mechanizm tego procesu wigzano z obnizeniem ekspre-
sji genéw kodujacych cykline B1 i kinaze Cdc2 w linii raka
pluc A549 [73]. Na poziomie molekularnym ostol hamo-
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wal réwniez aktywno$¢ kinazy Akt w tych komdrkach
[73] oraz w komdrkach raka piersi [36]. Postulowany jest
tez wplyw ostolu na ekspresje genu TGF- [15,18], biatek
SMAD [15] oraz czynnika transkrypcyjnego NF-xB [15]
w linii raka piersi MDA-MB-231BO oraz na szlak HGF/
Met, zwigzany z inwazyjnoscia i przerzutowaniem komé-
rek raka piersi MCF-7 [23]. Dane z pi$miennictwa wyka-
zUjg, ze ostol hamowat ekspresje genu dla syntazy kwaséw
thuszczowych (FASN) indukowana obecno$cig ludzkiego
naskérkowego czynnika wzrostu-2 (HER2) w komdrkach
raka piersi. Dziatanie to bylo spowodowane obnizeniem
fosforylacji kinaz Akt-mTOR i aktywacji szlaku sygnaliza-
cyjnego, co potwierdzono eksperymentem z indukowang
nadekspresja kinazy Akt. Hamowanie FASN moze by¢
zatem kolejnym mechanizmem przeciwnowotworowym
dziatania ostolu. Wydaje sie jednak, ze ostol [5] oraz inne
kumaryny [11] nie przenikaja przez btony komérkowe, co
moze sugerowaé, ze kumaryny wigzg sie z receptorami na
powierzchni komérki [11,53]. Tym niemniej, szczegStowy
mechanizm dziatania ostolu na poziomie molekularnym
nie zostat wyja$niony.

Jednym z tego typu potencjalnych dziatan jest hamujacy
wplyw ostolu na procesy migracji i inwazyjnosci komé-
rek nowotworowych, wigzany ze zmianami w ekspresji
MMP. MMP tworzg grupe proteaz, zawierajacych jony
cynku Zn*2 w miejscu katalitycznym. Syntetyzowane sa
w postaci nieaktywnej, a nastepnie sa wydzielane poza
komérke lub pozostajg zwigzane z btong komdérkowa.
Gtéwnag ich funkcjg jest degradowanie biatek macierzy
pozakomérkowej, takich jak kolagen, proteoglikany czy
fibronektyna, co utatwia migracje komdrek. ECM sktada
sie nie tylko z biatek strukturalnych, ale takze zawiera
liczne czynniki wzrostu, uwalniane przez MMP, ktére
w warunkach fizjologicznych kontroluja proces angio-
genezy, embriogenezy czy przebudowy tkanek. W nie-
ktérych stanach patologicznych (nowotwory, choroby
neurodegeneracyjne czy sercowo-naczyniowe) wyka-
zano ich nadmierna aktywno$¢. Zaobserwowano, ze
ostol skutecznie hamowat migracje i indukowat apoptoze
w komérkach linii raka piersi MCF-7, blokujac promo-
tora MMP-2 i obnizajac aktywno$¢ tej metaloproteinazy,
co wydaje sie miel istotne znaczenie w przerzutowaniu
nowotwordéw [74]. Potwierdzeniem tej hipotezy moze
by¢ doniesienie wykazujace, ze ostol hamowat poja-
wienie sie przerzutéw odleglych w kosciach w mysim
modelu raku piersi MDA-MB-231BO [57]. Stwierdzono
réwniez, ze ostol obnizat aktywno$é MMP-9 w komor-
kach linii raka ptuc CL1-5 oraz MMP-2 i MMP-9 w innych
liniach raka ptuc - H1299 i A549 [26]. Ekspresja MMP
moze by¢ indukowana z udzialem czynnika transkryp-
cyjnego NF-kB [52]. W zwigzku z tym, ze ostol ostabia
wiazanie czynnika transkrypcyjnego z DNA promotora
genu MMP-9, prawdopodobne jest obnizenie ekspre-
sji tej metaloproteinazy w mechanizmie zaleznym od
NF-«B [26].

Prowadzono takze badania, majgce na celu wykazanie
potencjalnego synergizmu dziatania ostolu z innymi
substancjami pochodzenia roslinnego m.in. z platy-

kodyna D, pochodzacg z wyciggu korzenia Platycodon
grandiflorus (rozwar wielkokwiatowy), dziatajaca prze-
ciwzapalnie, wykorzystywang w leczeniu ostrych i prze-
wlektych niezytéw drég oddechowych [7].

Wykazano, ze mieszanina platykodyny D z ostolem [16]
hamowata proliferacje i inwazyjno$é komérek nowotwo-
rowych raka piersi linii 4T1 i MDA-MB-231, podobnie jak
komdérek raka piersi MDA-MB-231BO, inkubowanych
z ostolem, psoralenem i akonityng [15]. Ostol wzmac-
niat takze dzialanie cytotoksyczne paklitakselu in vitro
w komdrkach nowotworowych raka piersi z nadekspre-
sja receptora HER2 [36].

Ze wzgledu na wilasnoéci chemiczne ostol moze by¢ tez
zwiagzkiem wyjsciowym do syntezy nowych generacji
lekéw przeciwnowotworowych. Modyfikacje struktury
ostolu doprowadzity do zsyntetyzowania licznych jego
pochodnych, charakteryzujacych sie dziataniem prze-
ciwnowotworowym. Zaobserwowano dziatanie anty-
proliferacyjne pochodnych ostolu na komérki linii
nowotworowych: raka stercza PC-3, niedrobnokomér-
kowego raka ptuc A549 i nowotworu watroby Hep3B
[21,22]. Modyfikacja struktury ostolu przez wprowa-
dzenie w pozycji trzeciej pierscienia furanowego pod-
stawnikéw arylowych, w pozycji 7 pier$cienia benzenu
grupy metoksylowej, powodowata nawet 100-krotne
nasilenie wtasciwosci cytotoksycznych tych substancji
na komdrki nowotworowe. Jednocze$nie stwierdzono
brak cytotoksyczno$ci w stosunku do prawidtowych
komdrek linii HEK-293 wyizolowanej z nerki ptodu [76].
Innego typu pochodne ostoju, np. 8-3-hydroksyme-
tylbutyl-7-metoksykumaryna, wykazywaty umiarko-
wane i nieswoiste dziatanie cytotoksyczne na komérki
ztosliwego raka nabtonka KB, raka piersi linii MCF-7,
ludzkiego gruczolakoraka ptuc SK-LU-1 oraz nowo-
tworu watroby HepG2 [1]. Wskazuje to, ze ostol moze
by¢ jednym ze sktadnikéw nowych chemioterapeu-
tykéw. Podjeto préby syntezy nowego rodzaju sub-
stancji leczniczych, polegajace na potaczeniu w jednej
czasteczce ostolu i niektdérych rodzajéw inhibitoréw
deacetylaz histonéw. Wykazano, ze nasilaja one acety-
lacje alfa-tubuliny i histonu H3, a takze charakteryzuja
sie zwiekszong selektywnoscig dziatania na deacetylazy
histonéw (HDAC) w porédwnaniu do innych znanych
inhibitoréw HDAC (HDI) jak np. kwas suberanilohydrok-
samowy (SAHA). Wykazano, ze nowo zsyntetyzowane
zwiazki tatwiej wigzg sie z enzymem i nasilaja jego inhi-
bicje [21,22].

Wykazano, ze ostol jest bardziej cytotoksyczng substan-
cja w stosunku do komérek linii biataczkowej HL-60,
nowotworu szyjki macicy HelLa i nowotworu okrez-
nicy CoLo 205 w poréwnaniu do innych kumaryn [75].
Zauwazono, ze grupa prenylowa w strukturze chemicz-
nej ostolu ma istotne znaczenie w obserwowanej cyto-
toksycznosci [75]. Jednocze$nie wykazano, ze ostol byt
zdecydowanie mniej toksyczny w stosunku do kultur
prawidtowych fibroblastéw izolowanych z szyjki macicy
[8], czy osteoblastéw [79]. Dodatkowg zaletg potencjal-
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nego zastosowania tej substancji w leczeniu jest jego
mata dawka na kilogram masy ciata zwierzat do$wiad-
czalnych jaka stosowano w badaniach in vivo, podajac
ostol myszom z biataczka limfatyczng w celu osiagniecia
zamierzonego efektu leczniczego [8].

Ostol jest substancjg lecznicza, dziatajaca wielokierun-
kowo. Oprécz zaobserwowanej aktywno$ci antypro-
liferacyjnej w stosunku do komérek nowotworowych
w badaniach in vitro i in vivo, wykazuje takze inne wta-
$ciwosci, ktére mogltyby zostaé wykorzystane w tera-
pii przeciwnowotworowej. Poréwnanie dziatania 17
B-estradiolu i ostolu w leczeniu osteoporozy wykazato
wiele podobiefistw. Istotna réznica byto jednak to, ze
ostol nie obnizat ani masy zwierzat do§wiadczalnych,
ani nie powodowat spadku masy ich macicy, grasicy, czy
tarczycy. Odmienne w poréwnaniu do estradiolu dzia-

tanie ostolu na narzad rodny mogtoby by¢ korzystne
w zahamowaniu rozwoju endometriozy, raka piersi
i jajnikéw, ktérych wystepowanie bywa wigzane
z podawaniem estrogendw [33]. Obserwowany aktywu-
jacy udziat ostolu w procesie proliferacji i réznicowania
osteoblastéw mdgtby tez zostaé wykorzystany w terapii
nowotwordw, kiedy pacjentom podawane sa leki zwiek-
szajace resorpcje kosci [33]. Leki stosowane w choro-
bach nowotworowych moga sie takze przyczyniaé do
uszkodzenia watroby [2]. Ostol wykazuje whasciwosci
ochronne w schorzeniach, przebiegajacych z wysta-
pieniem stanu zapalnego tego narzadu, a takze zwigza-
nych z jej sttuszczeniem i wiéknieniem [48,49,65]. Ostol
wykazuje whasciwo$ci neuroprotekcyjne, co jest szcze-
gélnie wazne w leczeniu przeciwnowotworowym, gdyz
wiekszo$¢ ze stosowanych lekéw ma wihasciwo$ci neu-
rotoksyczne [4].
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¢: R'=H, R?=CF,, R*=H

d: R'=CH,, R?= F, R%=H

e: R'=CH,, R?= OCF,, R*=H

G
[
2
R‘O [0 o)

10

f: R'=CH,, R?= F, R3=F
g R'=CH,, R?=CH,, R*=H
h: R'=CH,, R?= OH, R¥=H
i: R'=CH,, R?= CI, R¥=H

j: R'=H, R?= OCF,, R*=H

SR g

1" 13 R'=CH,
14 R'=H 15

Ryc. 2. Nowe syntetyczne pochodne ostolu [73]

418




Jarzab A. i wsp. — Farmakologiczne whasciwosci ostolu

PobsumowaNiE

Reasumujac, ostol jest wazna propozycja terapeu-
tyczna, zaréwno ze wzgledu na jego dziatanie bez-
poérednio na komérki nowotworowe, jak réwniez
korzystne, ochronne skutki terapeutyczne w innych
narzadach organizmu, przy jednoczesnej niewielkiej
toksyczno$ci w stosunku do komérek prawidtowych.
Obecnie na rynku sa dostepne preparaty, zawierajace
w sktadzie ostol w postaci ekstraktu z korzenia arcy-
dziegla. Przyktadem moze by¢ Nervosol czy Melisal,
zalecane w stanach wyczerpania nerwowego czy bez-
sennosci, Iberogast w chorobach zotadka i jelit, czy
ziota Bittnera stosowane w dolegliwo$ciach peche-
rzyka zbtciowego. Innym przyktadem jest Rheuma-
fort, stosowany w chorobie zwyrodnieniowej stawdw,

PismiennicTwo

reumatoidalnym zapaleniu stawéw czy toczniu rumie-
niowatym. Stwierdzono, ze hamuje wytwarzanie zapal-
nych prostaglandyn i leukotriendw, a takze cytokin,
odpowiedzialnych za proces zapalenia i niszczenie
chrzastki stawowej w chorobach reumatycznych. Ostol
moze takze by¢ w przysztosci rozpatrywany jako poten-
cjalny zwigzek o whasciwo$ciach chemioprewencyj-
nych. Jednak obecnie zbyt mato przeprowadzono badan
in vivo z wykorzystaniem ostolu, co jest istotnym kry-
terium w okres$leniu chemioprewencji danego zwiazku.
Wydaje sie prawdopodobne, ze pochodne ostolu, ktére
zawierajg w jednej czasteczce ostol i inhibitory deace-
tylaz histonéw, moga by¢ podstawa lekéw nowej gene-
racji. Istnieja zatem szanse na wykorzystanie ostolu
lub jego syntetycznych pochodnych w leczeniu choréb
nowotworowych w przysztosci.
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