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ABSTRACT

Psoralen and angelicin are organic, natural chemical compounds, belonging to
the furanocoumarin group, which are quite common in nature. Among others, these
compounds are present in plants of the celery, rutaceae, mulberry and bean families,
such as celery, carrot, lemon and fig. Interestingly, they exhibit a variety of biological
activities, for instance insecticidal, anticonvulsant, anticancer, and antioxidant
properties. For this reason, they are commonly used in different area of life. For
example, psoralen is used in photochemotherapy as a photosensitizer in the treatment
of psoriasis or acquired vitiligo (PUVA therapy). However, there is evidence that
overexposure to psoralen and angelicin can also cause adverse effects. For these
reasons, a number of analytical methods have been developed for their determination
in environmental samples, while the vast majority of them are based on separation
techniques. This paper discusses issues related to psoralen and angelicin and their
analytics.

Keywords: furanocoumarins, psoralen, angelicin, properties, occurrence,
determination of furanocoumarins

Stowa kluczowe: furanokumaryny, psoralen, angelicyna, wlasciwosci,
wystepowanie, oznaczanie furanokumaryn
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WPROWADZENIE

Kumaryny to grupa zwigzkéw chemicznych do§¢ powszechnie wystepujaca
w przyrodzie, na przyktad w warzywach (brokut, rosliny straczkowe), cytrusach oraz
roslinach leczniczych (micta lekarska). W jej obrgbie mozna wyrdzni¢ proste
kumaryny, furanokumaryny, izokumaryny oraz piranokumaryny. Kumaryny
zbudowane sa z rdzenia benzopirenowego (Rysunek 1), do ktoérego przylaczone
moga by¢ pierscien furanowy lub piranowy odpowiednio
w przypadku furanokumaryn i piranokumaryn [1]. Zdecydowanie przewazajaca
czg$¢ zwiazkdéw kumarynowych ulega procesowi sublimacji oraz dobrze rozpuszcza
si¢ w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak alkohol metylowy (MeOH),
etylowy (EtOH) czy eter naftowy [2].

R
R
S
R O
R
Kumaryny Furanokumaryny

Rysunek 1. Pogladowe struktury chemiczne zwiazkow z grupy kumaryn i furanokumaryn. R oznacza
podstawnik, na przyktad ugrupowanie metoksylowe (~OCH3), wodorotlenkowe (-OH), tancuch

weglowy [1]
Figure 1. Chemical structures of compounds representing the coumarin and furanocoumarin group. R stands
for substituent, for example, methoxy group (-OCH3;), hydroxide group (-OH), carbon chain [1]

Furanokumaryny sg  fitochemikaliami, =~ wtornymi  metabolitami
syntezowanymi przez liczne rosliny jako czynniki ich ochrony przed szkodnikami [3,
4], ktére powszechnie stosowane sa w ziotolecznictwie. Jak wskazujg Zrodia
literaturowe [5], zainteresowanie tg grupa zwiazkow sigga XIX wieku kiedy po raz
pierwszy wyodrebniony zostal 5-metoksypsoralen z eterycznego olejku
bergamotowego. Furanokumaryny ze wzgledu na swoja budowg zostaty podzielone
na dwie podstawowe klasy, a mianowicie typ psoralenowy oraz zdecydowanie mniej
rozpowszechniony w przyrodzie typ angelicyny [3].
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1. BUDOWA CHEMICZNA

Furanokumaryny zbudowane sg z pier§cienia furanowego (Rysunek 2, fragment
struktury zaznaczony kolorem czerwonym) zwigzanego z benzo-a-pironem
stanowigcym tak zwany szkielet kumarynowy (Rysunek 2, fragment struktury
zaznaczony kolorem zielonym). Jak wczesniej wspomniano omawiane zwigzki moga
mie¢ budowe liniowa lub katowa, w zaleznoSci od miejsca przylaczenia si¢
pierscienia furanowego do kumaryny. W przypadku formy liniowej podstawienie ma
miejsce przy weglu C6 oraz C7, z kolei w przypadku formy katowej przy weglu C7
1 C8. W przyrodzie wystepuja liczne pochodne psoralenu i angelicyny, powstajace
poprzez przytaczenie do rdzenia kumarynowego lub (rzadziej) pierScienia furanu
odpowiednich podstawnikdbw w roéznych pozycjach. Przykladami zwigzkow
organicznych zaliczanych do odmiany liniowej sg psoralen, bergapten, imperatoryna,
izopimpinelina, ksantotoksyna, peucedanina. Z kolei do odmiany katowej zalicza si¢
angelicyng, izobergapten, pimpineling oraz sfondyng¢ [3]. Zwiazki te cechuja
odmienne wlasciwos$ci oraz aktywnos¢ biologiczna.
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Psoralen (typ liniowy) Angelicyna (typ katowy)

Rysunek 2. Pogladowe struktury chemiczne psoralenu i angelicyny [3]
Figure 2. Chemical structures of psoralen and angelicin [3]

2. BIOSYNTEZA FURANOKUMARYN

Proces biosyntezy furanokumaryn (Rysunek 3) rozpoczyna si¢ od prekursora
o nazwie 7-hydroksykumaryna, inaczej okreslanego jako umbeliferon, ktoéry sam
otrzymywany jest z kwasu cynamonowego, posrednio ulegajacego przemianie do
kwasu p-kumarowego. W zaleznosci od enzymow (6’-prenylotransferaza, 8’-
prenylotranferaza), ktore biorg udziat w szlaku metabolicznym, w dalszej przemianie
z umbeliferonu powstaje odpowiednio psoralen badZz angelicyna. W przypadku
furanokumaryny liniowej w ostatnim etapie biosyntezy od marmezyny oderwany
zostaje aceton, na skutek czego dochodzi do uformowania psoralenu. Z niego na
drodze kolejnych transformacji moga ksztattowac si¢ jego poszczegdlne pochodne.
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W przypadku biosyntezy angelicyny prekursor przeksztalca sie kolejno
w ostenol i kolumbinetyne [2]. W reakcji prowadzacej do uzyskania dwoch
docelowych odmian, istnieje pewna zbieznos¢, a takze specyfika, gdyz zaréwno dla
marmezyny, jak i kolumbinetyny formuje si¢ wytgcznie stereoizomer (+) [5].

Kwas cynamonowy COOH
=

Kwas p-kumarowy

COOH
R
HO
Umbeliferon (7-hydroksykumaryna)
=
HO O
6”-prenylotransferaza f %S’—preuylotransferaza
7-Demetylosuberozyna Ostenol
e
HO 0]
Kolumbinetyna (+)
Psoralen (furanokumaryna liniowa) =
O O ®
H™
OH
Angelicyna (furanokumaryna kqtowa)
=
O
Rysunek 3. Uproszczony schemat biosyntezy psoralenu i angelicyny [2, 5]

Figure 3. Simplified scheme of psoralen and angelicin biosynthesis [2, 5]
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3. WYSTEPOWANIE

Furanokumaryny do$¢ powszechnie wystepuja w przyrodzie, przy czym
zdecydowanie wigksza ich czg§¢ stanowia psoraleny anizeli angelicyny. Zwiazki te
glownie produkowane sg przez ros§liny w odpowiedzi obronnej przeciwko
szkodnikom. Ich najwigkszg zawartos$¢, ktora w duzej mierze uzalezniona jest
od stopnia ekspozycji roslin na dziatanie czynnikow stresowych, stwierdza si¢
w korzeniach, owocach oraz nasionach [3].

Furanokumaryny, w tym angelicyny oraz psoraleny, wytwarzane sa glownie
przez rosliny z rodziny bobowatych oraz selerowatych. Wystepuja na przyktad
w korzeniu arcydziegla lub biedrzenca. Ponadto furanokumaryny typu psoralen
mozna znalez¢ w roslinach z rodziny morwowatych i rutowatych, na przyktad
korzeniu lubczyka czy liSciach figowca [3] (Tabela 1). Obecnie za gtoéwne zrodto
furanokumaryn typu psoralen uznaje si¢ rosling o nazwie aminek wigkszy (Ammi
majus L.), wystepujacg naturalnie w rejonie S$rdédziemnomorskim oraz Azji
poludniowo-zachodniej, gdzie traktowany jest jako chwast. Ze wzgledu na odmienny
klimat, nie jest on jednak spotykany na terenie naszego kraju [6].

Tabela 1. Przyktady ro$lin syntezujacych furanokumaryny typu psoralen oraz angelicyna [5, 7]
Table 1. Examples of plants that synthesize furanocoumarins like psoralen and angelicin [5, 7]

Wystepowanie
Rodzina
Psoralen Angelicyna

Moraceae figa pospolita

(morwowate) £2 posp
arcydziegiel, pasternak
. zwyczajny, marchew, barszcz pasternak zwyczajny, seler

Apiaceae ; . . , .

(selerowate) Sosnowskiego, seler, aminek naciowy, korzen arcydziggla,
wigkszy, koper, barszcz kaukaski,  aminek wigkszy, korzen biedrzenca
korzen lubczyka

Rutaceae cytryna, ruta zwyczajna,

(rutowate) bergamota
L i . . .

CEUMINOSGE ziele babchi groszek arabski

(bobowate)
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4. WLASCIWOSCI WYBRANYCH FURANOKUMARYN

Furanokumaryny stanowia do$¢ zréznicowana pod katem wlasciwosci
oraz aktywnosci biologicznej grupe zwigzkéw chemicznych. Przede wszystkim
znane s3 ze swojego dziatlania jako $rodki owado- 1 grzybobdjcze,
oraz wykazujace aktywno$¢ przeciwbakteryjna. Produkowane sa przez okreslone
rosliny w wyniku ich narazenia na dziatanie czynnikéw stresujacych, na przyktad
atak owadow lub patogenow, takich jak bakterie, wirusy czy grzyby [3, 4].

Obecnie furanokumaryny, dzieki swoim unikatowym wlasciwosciom,
stosowane sa w leczeniu licznych schorzen. Jednym z przykladow jest ich
wykorzystanie w leczeniu chorob dermatologicznych, takich jak bielactwo nabyte,
pokrzywka barwnikowa, tuszczyca czy tez tradzik [6]. Furanokumaryny, w tym
przede wszystkim psoraleny, wykazujg wtasciwosci fotouczulajace istotne z punktu
widzenia mozliwosci ich wykorzystania w fotochemioterapii (terapia PUVA z ang.
Psoralen Ultra-Violet A) [2, 3]. Niemniej nalezy zaznaczy¢, ze nadmierna ekspozycja
na dziatanie promieniowania UVA i furanokumaryn typu psoralen moze prowadzi¢
do poparzenia skory, zaémy badz stac si¢ przyczyng tworzenia fitofotodermatoz [3].

Furanokumaryny, na przyklad psoralen, angelicyna, imperatoryna,
izoimperatoryna, posiadaja takze dzialanie przeciwnowotworowe. Szczegodlnie
interesujace jest ich wykorzystanie w terapii skojarzonej nowotworéw narzadow
rodnych kobiety. Miedzy innymi potwierdzono, ze zwiazki te wykazujg aktywnosé
proapoptotyczna w stosunku do komorek raka jajnika (linia SK-OV-3). Dodatkowo
wykazano, ze ograniczaja proliferacj¢ ludzkich linii komérkowych, takich jak SK-
MEL-2 (czerniak), J5 (pierwotny rak watroby), SH-SY5Y (neuroblastoma), KBv200
(rak ptaskonabtonkowy jamy ustnej) [3, 4]. Wérod wielu wlasciwosci biologicznych
przypisywanym furanokumarynom, na uwag¢ zastuguje réwniez ich aktywno$é
przeciwdrgawkowa [3, 6]. Badania potwierdzily, ze furanokumaryny, takie jak
bergapten, ksantotoksyna, imperatoryna, izoimperatoryna moga petni¢ role
antagonistow kanatldéw wapniowych, przyczyniajac si¢ do zmniejszenia
czestotliwosci napadow padaczkowych [3].

5. METODY OZNACZANIA WYBRANYCH FURANOKUMARYN

Dotychczas opracowano szereg metod analitycznych umozliwiajacych oceng
sktadu probek biologicznych pod katem obecnosci i zawartosci wybranych zwigzkow
z grupy furanokumaryn. Na podstawie przeprowadzonych badan literaturowych
z catym przekonaniem mozna stwierdzi¢, ze metody te w gtownej mierze opierajg si¢
na wykorzystaniu technik separacyjnych (chromatograficznych). Poczatkowo
powszechnie do tego celu stosowano przede wszystkim technike chromatografii
cienkowarstwowej, ktora z biegiem lat zaczeta by¢é wypierana przez nowoczesne
techniki instrumentalne. Obecnie w analityce probek biologicznych, na potrzeby oz-
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naczenia psoralenu czy angelicyny, przewaznie wykorzystuje si¢ wysokosprawna
chromatografi¢ cieczowa (HPLC) sprzezong z réznymi rodzajami detekcji [5, 8].
Dotychczas w literaturze zostaly opisane metody opierajace si¢ na wykorzystaniu
HPLC w potaczeniu z detektorem spektrofotometrycznym (UV-Vis) [9-13]
fluorescencyjnym (FLD) [14] oraz spektrometrem mas (MS) [15], a takze
spektrometrem mas z analizatorem czasu przelotu (TOF-MS) [16].
Warto zaznaczy¢, ze oznaczenia prowadzono najczgsciej z wykorzystaniem metod
opierajacych sie na detekcji UV-Vis oraz FLD, natomiast detekcja MS czy TOF-MS
stosowana byta glownie na potrzeby potwierdzenia tozsamosci. Znane s3 rowniez
sposoby oznaczania pochodnych kumaryny z zastosowaniem techniki chromatografii
gazowej [17].

Z uwagi na fakt, ze probki w ktoérych wystepuja psoralen czy angelicyna
charakteryzuja si¢ ztozong matryca, niezbedne jest ich odpowiednie przygotowanie
nim zostang poddane analizie chromatograficznej. Niejednokrotnie proces ten byt
wieloetapowy 1 zarazem czasochtonny. W przypadku analizy ziela babchi (nasiona,
owoce czy liScie) probki poczatkowo byly rozdrabniane, a nastepnie poddawane
ekstrakcji typu ciecz-ciato state z zastosowaniem MeOH [9-11, 13, 14, 16], EtOH
[12] badZz mieszaniny wody i dichlorometanu [15] jako ekstrahenta. W celu
zwigkszenia wydajno$ci procesu, proby ogrzewano [10] badz czesciej poddawano
dziataniu ultradzwigkow [9, 11-16]. Ponadto, przed poddaniem materiatu analizie
chromatograficznej, probki wirowano i/lub filtrowano.

Roéwnie istotny etap prac podczas opracowywania metody analitycznej stanowi
dobdér warunkéw chromatograficznych. Na podstawie analizy literatury mozna
stwierdzi¢, ze psoralen oraz angelicyna wykazuja retencj¢ w odwréconym uktadzie
faz. W omawianych przypadkach z powodzeniem stosowano kolumny, w ktérych
ztoze chromatograficzne stanowita krzemionka modyfikowana tancuchami
alkilowymi typu C18. Na faz¢ ruchomg najczgéciej sktadata si¢ mieszanina
rozpuszczalnikow organicznych, takich jak MeOH czy acetonitryl z wodg [9-11, 14,
15] badz rozcienczonym kwasem mrowkowym albo kwasem fosforowym(V) [12,
13, 16]. Ze wzgledu na ztozono$¢ probek analizowanych na zawarto$¢ psoralenu oraz
angelicyny, jak réwniez duza retencj¢ analitow w przewazajacej liczbie przypadkow
niezbedne okazato si¢ stosowanie elucji gradientowe;.

Kazda z omawianych metod poddano procesowi walidacji, ktory wykazat ze
cechuje je wysoka doktadnos$¢ i precyzja, jak rowniez czuto§é. Co wazne,
zastosowanie ~ wspomnianych metod umozliwito oznaczenie psoralenu
i angelicyny w analizowanym materiale [9-16]. Dla ro$liny ziela babchi $rednia
zawarto$¢ psoralenu i angelicyny wynosita odpowiednio 7,8 mg/g oraz 2,3 mg/g
[15]. Natomiast w przypadku owocéw ziela babchi zawarto$¢ ta miescila si¢
w zakresie od 2,5 do 13,0 mg/g oraz od 2,16 do 9,2 mg/g odpowiednio dla psoralenu
oraz angelicyny [10-12]. W kazdym omawianym przypadku zawarto$¢ analitow
zostala okreslona w mg/g suchej masy.
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W ponizszej tabeli 2 zestawiono wybrane metody oznaczania wspomnianych
zwigzkéw w probkach ro§lin i produktach roslinnych. W szczegoélnosci
zamieszczono informacje na temat kluczowych etapow przygotowania materiatu do
analizy, warunkéw chromatograficznych oraz wyznaczonych (wybranych)
parametrow walidacyjnych. W tym miejscu nalezy nadmienié, ze przytoczone
przyktady stanowia niewielki odsetek sposrod dotychczas opracowanych narzedzi
analitycznych.



Tabela 2. Zestawienie wybranych metod oznaczania psoralenu oraz angelicyny w zielu babchi metodami opartymi na wykorzystaniu techniki HPLC [9-16]

Table 2. The overview of selected methods, based on the HPLC technique, for the determination of psoralen and angelicin in babchi herb [9-16]

Najwazniejsze etapy procedury

Faza ruchoma

Analit(y) Material przygotowania probki Kolumna (poczatkowy sklad Detekcja LOD Zrédlo
eluentu)

Psoralen . Ekstrakcja MeOH wspomagana Luna C18 A) woda, B) MeOH uv 360 ng/ml

Angelicyna Nasiona Itradzwigkami (R (382525, 77) (246 nm) 310 ng/ml ]
geliey 4 e (150 x 4,6 mm; 5 pm) elucja gradientowa &

Psoralen Rozdrobnienie, ekstrakcja MeOH, Cosmosil SC18-AR-II (Nacalai A) “_IOda’ ]_3) MeCN DAD 37,5 ng/ml

Angelicyna Owoce filtracja Tesque) (A:B, 80:20, v/v) (254 nm) 43,7 ng/ml [10]
(250 x 4,6 mm; 5 pm) elucja gradientowa ’

Psoralen Rozdrobnienie, ekstrakcja MeOH C1.8 A) MGOH’. B) woda uv 0,01 ng/ml

Angelicyna Oleee wspomagana ultradzwigkami, filtracja (OB (4983, 558, 7)) (254 nm) 0,01 ng/ml (1]
’ (250 x 4,6 mm; 5 pm) elucja izokratyczna ’
. A) 0,05% FA,

Psoralen Rozdrobnienie, ekstrakcja EtOH Acquity UHPLC BEH C18 B) MeCN uv

Angelicyna Owoce wspomagana ultradzwigkami, filtracja (Waters) (A:B, 92:8, v/v) (246 nm) b.d. (2]
geley pomag gramt, ! (100 x 2,1 mm; 1,7 pm) 78S
elucja gradientowa
A) 0,1% FA,
Poroshell 120 EC-C18 B) McOH 1,12 ng

Psoralen Owoce Rozdrobnienie, ekstrakcja MeOH (Bl Teabls ) C) Me CN’ DAD 2,16 ng [13]

Angelicyna wspomagana ultradzwigkami, filtracja & g (312 nm)

(100 x 4,6 mm; 2,7 pm)

(A:B:C, 60:40:0, v/v/v)
elucja gradientowa



Ciag dalszy
Continued

Najwazniejsze etapy procedury
przygotowania prébki

Kolumna

Faza ruchoma
(poczatkowy sklad
eluentu)

Detekcja

Tabela 2.
Table 2.
Analit(y) Material
Owoce
Psoralen
Angelicyna
Osocze
szczuréw
Psoralen .
Angelicyna Ziota
Psoralen
. Owoce
Angelicyna

Owoce: rozdrobnienie, ekstrakcja MeOH
wspomagana ultradzwigkami, filtracja
Osocze: ekstrakcja MeOH wspomagana
ultradzwigkami, filtracja

Rozdrobnienie, ekstrakcja mieszanina
woda : CH,Cl,

(1:1; v/v) wspomagana
ultradzwigkami, odparowanie probki
do sucha w strumieniu N,
rozpuszczenie pozostatosci w MeOH

Ekstrakcja MeOH wspomagana
ultradzwigkami, filtracja

WondaSil C18-WR
(GL Science)
(250 x 4,6 mm; 5 pm)

Zorbax 300SB C18 (Hewlett-
Packard)
(150 x 4,6 mm; 5 pm)

Kromasil 100-5-C18 (AkzoNobel)
(250 x 4,6 mm; 5 pm)

A) MeOH, B) woda
(A:B, 50:50, v/v)
elucja gradientowa

A) MeCN, B) woda,
(A:B, 20:80, v/v)
elucja izokratyczna

A) MeCN,
B) H3PO, (0,1%)
(A:B, 10:90, v/v)
elucja gradientowa

FLD
(Aex 280 nm;
Aem 405 nm)

uv
(245 nm)

DAD
(245 nm)

LOD Zrédio
0,8 ng/ml
2,5 ng/ml (14]
100 ng/g
100 ng/g (151
54,5 ng/ml
50,5 ng/ml (16]

Objasnienia: MeOH metanol, MeCN acetonitryl, EtOH etanol, FA kwas mrowkowy, UV/DAD detekcja spektrofotometryczna, FLD detekcja fluorescencyjna, LOD granica wykrywalnosci, Aex

dtugos¢ fali wzbudzenia, Acr dlugos¢ fali emisji, b.d. brak danych.
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UWAGI KONCOWE

Furanokumaryny reprezentuja grupe zwigzkéw chemicznych, wytwarzanych przez
rosliny jako produkty metabolizmu wtdrnego, o zréznicowanej budowie czy dziataniu
biologicznym. Wérod nich mozna wyrdzni¢ substancje zaréwno o budowie katowej jak
i liniowej, ktorych wystgpowanie ograniczone jest do kilku rodzin botanicznych,
a mianowicie Apiaceace, Moraceae, Rutaceae, Leguminosae. Pomimo uptywu wielu lat,
furanokumaryny ciesza si¢ niestabnagcym zainteresowaniem wsrod ogoétu spoteczenstwa,
szczegoblnie ze wzgledu na zréznicowang aktywno$é biologiczng oraz wynikajace z tego
faktu zastosowanie w terapii wielu chor6b cztowieka. Co istotne, nieustannie prowadzone
sa rowniez badania nakierowane na odkrycie niepoznanych dotychczas mozliwosci
terapeutycznego ich zastosowania, co z kolei pocigga za sobg koniecznos¢
opracowywania nowych narzedzi analitycznych umozliwiajacych selektywna izolacje

czy tez oznaczenie furanokumaryn w materiale biologicznym.
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