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WYKAZ SKROTOW

1D LC — jednowymiarowa chromatografia cieczowa
2D LC — dwuwymiarowa chromatografia cieczowa
AAE — ekwiwalenty kwasu askorbinowego

APCI — jonizacja chemiczna pod cisnieniem atmosferycznym
AR — receptor androgenowy

COX — cyklooksygenaza

DAD - detektor UV-Vis z matryca diodowa

DPPH - rodnik 2,2-difenylo-1-pikhydrazylu

EC,, — medialne ste¢zenie skuteczne

ELSD — laserowy detektor §wiatta rozproszonego
ER — receptor estrogenowy

ESI — jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym
HHDP — kwas heksahydroksydifenowy

HILIC — chromatografia oddziatywan hydrofilowych
HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa
1C,, — medialne st¢zenie inhibitora

IL — interleukina

LOD - granica wykrywalnosci

LOQ — granica oznaczalnosci

LPS — lipopolisacharyd

MBC — minimalne st¢zenie bakteriobdjcze

MD LC — wielowymiarowa chromatografia cieczowa
MIC — minimalne st¢zenie hamujace

MS — spektrometria mas

NF-»B — jadrowy czynnik kappa B

NOS — syntaza tlenku azotu

RNS — reaktywne formy azotu

ROS — reaktywne formy tlenu

RP LC — chromatografia w ukladzie faz odwréconych
SIM — monitorowanie wybranych jonow

TNF-o — czynnik martwicy nowotworu o
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I. CZESC TEORETYCZNA

1. Charakterystyka botaniczna i fitochemiczna gatunkéw Rubus idaeus i
Rubus occidentalis

1.1 Stanowisko systematyczne [1]

Krolestwo: Plantae (Rosliny)

Gromada: Spermatophyta (Nasienne)

Podgromada: Magnoliophyta (Okrytonasienne)

Klasa: Dicotyledonae (Dwuliscienne)

Podklasa: Rosidae (Rozowe)

Rzad: Rosales (Rézowcee)

Rodzina: Rosaceae (Rézowate)

Rodzaj: Rutbus 1. (Jezyna)

Podrodzaj: Ideobatus Focke (Malina)

Gatunek: Rubus idaeus 1. (Malina wlasciwa) ~ Ryc. 1 Malina wtasciwa 1 malina czarna
Rubus occidentalis 1. (Malina czarna) (btsp:/ | mmm: hawallpaperspulse.com raspberry-pictures.himl)

Rodzaj Rubus (jezyna) (Rosaceae) obejmuje 740 gatunkéw nalezacych do okoto 15 podrodzajow.
Podrodzaj Idaeobatus jest jednym z najwigkszych podrodzajow rodzaju Rubus skupiajacym ponad 200
gatunkow rozprzestrzenionych na terenie catego Swiata.

Rubus idaens 1. (malina wlasciwa) jest przedstawicielem podrodzaju Idaeobatus, wystepujacym
powszechnie na terenie Europy Zachodniej i Srodkowej [2-5]. Rubus occidentalis 1.. (malina czarna)
wystepuje w stanie naturalnym w Ameryce Polnocnej, gtéwnie we wschodnich stanach USA, gdzie
réwniez sa prowadzone jej uprawy. Walory smakowe 1 wladciwosci odzywcze owocéw decyduja o

popularnosci obydwu gatunkéw.

1.1.1 Rubus idaeus

Malina wlasciwa w stanie naturalnym wystepuje gtéwnie w Europie oraz na terenach péinocne;j
1 zachodniej Azji. W Polsce spotykana pospolicie na terenach nizinnych oraz w lasach lisciastych i
borach mieszanych [0, 7]. Jest krzewem o jasnobrunatnej korze, dorastajacym do wysokosci ok. 2 m, o
wzniesionej, tukowato wygictej todydze w dolnej czgsci okrytej delikatnymi szczecinowatymi kolcami.
Licie sa zlozone z 3 do 7 lancetowatych listkow, nieparzystopierzaste, ogonkowe z waskimi
przylistkami u nasady [8, 9]. Kwiaty sa biale, promieniste zwykle obuplciowe i obcopylne z licznymi
stupkami osadzonymi na wypuklym dnie kwiatowym. Dojrzaly owoc jest wielokrotnym pestkowcem
zwykle barwy czerwonej, ktory tatwo odpada od dna kwiatowego o swoistym, przyjemnym zapachu.

Kwitnie w okresie od maja do lipca, natomiast owocuje na przetomie lipca i sierpnia [6, 7].
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Uprawe maliny wlasciwej zapoczatkowano w ogrodkach —przyklasztornych — poéznego
sredniowiecza. Jednak dopiero z koncem XVIII wieku sa wymieniane pierwsze odmiany hodowlane.
Obecnie uprawiana jest na duza skalg jako krzew owocowy w wielu odmianach, z ktérych wigkszosc
nie rézni si¢ zasadniczo od formy dzikiej. Znanych jest kilkaset odmian uprawowych maliny wlasciwej,
pochodzacych gltéownie od ekotypu europejskiego R. zdaeus vulgatus 1 amerykanskiego R. idacus strigosus
[10]. Wigkszo$¢ odmian charakteryzuja owoce barwy czerwonej, cho¢ znane sa odmiany o owocach
z6ltych, pozbawionych barwnikéw z grupy antocyjanéw. Polska jest czolowym $wiatowym
producentem owocdw, zajmujac czwarte miejsce na Swiecie w produkcji owocéw maliny wiasciwej
(dane Organizacji Narodéw Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa, ang. Food and Agriculture
Organization of the United Nations).

Owoce maliny wlasciwej byly znane starozytnym Grekom oraz Rzymianom. Rosnace na
terenie Pompei krzewy maliny byly introdukowane przez Rzymian z terenéw potudniowej Troi okolo
65 lat p.n.e. Nazwa gatunku: Rubus idaens nadana malinie wlasciwej przez Linneusza, wywodzi si¢ od
gory Ida (Turcja), ktérg intensywnie porastaly jej krzewy. Hipokrates (460- 377 p.n.e.), jak rowniez
lekarze rzymscy wykorzystywali wlasciwosci napotne owocéw maliny w stanach goraczkowych. W ,,De
Materia Medica” Dioskoridesa malina wlasciwa, obok jezyny, jest zrodlem szeregu surowcow (owoce,
liscie, pedy), o dzialaniu $ciagajacym, przeciwzapalnym oraz przeciwbiegunkowym. Lodygi malin w
formie odwarow stosowali rowniez Indianie kanadyjscy w leczeniu anemii [11].

Obecnie Rubi idaei fructus oraz Rubi idaei folium stanowia surowce lecznicze. Suszone owoce
maliny wchodza w skiad ziolowej mieszanki Pyrosan, stosowanej jako lek pobudzajacy czynnosc
gruczolow potowych 1 przeciwgoraczkowy w infekcjach bakteryjnych lub wirusowych przebiegajacych
z podwyzszong temperatura. Sok z owocoéw maliny wchodzi réwniez w skiad leczniczego syropu
Rubital. Syrop malinowy (Sirupus Rubi idaei) jest stosowany w celu maskowania nieprzyjemnego smaku
lekow (corrigens) [12, 13].

Owoce maliny sa popularnie stosowanymi domowymi §rodkami przeciw przezigbieniu, oraz
napotnymi, stosowanymi w stanach goraczkowych. Oprocz owocow, mlode gatezie malin sq réwniez
stosowane w leczeniu przezigbien w Europie Wschodniej [14]. Regionalnym surowcem Podlasia sa
pedy maliny, zbierane zima po pierwszych mrozach gdy opadna liscie, z ktoérych przygotowuje si¢

napary stosowane w przezicbieniu i grypie [15].

1.1.2 Rubus occidentalis
Malina czarna jest rodling wystepujaca w stanie naturalnym we wschodniej Ameryce Pélnocnej,

1 jest czesto spotykana na ostonietych od wiatru zboczach, stokach i réwninach o duzym
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naslonecznieniu. Jest blisko spokrewniona z Rubus leucodermis (ang. white bark raspberry) wystepujaca na
zachodzie Ameryki Polnocnej i obydwa gatunki nazywane sg ,czarna maling” ze wzgledu na
intensywnie ciemne zabarwienie ich owocéw [4, 5]. Malina czarna spotykana jest rowniez w stanie
naturalnym na terenie Republiki Czeskiej, Stowacji 1 Polski jako lokalnie zadomowiony gatunek [4].
Gesty, obficie owocujacy krzew osiaga wysokos¢ od 1 do 5 m. Charakteryzuje si¢ dtugimi, kolczastymi,
tukowato wygietymi pedami pokrytymi woskowym nalotem nadajacym galeziom fioletowo-szarg
barwe. Liscie sa zlozone, nieparzystopierzaste pigciolistkowe w pierwszym, i trzylistkowe w drugim
roku wegetacji. Liczne kwiaty posiadaja 5 bialych, eliptycznych platkéw korony 1 5 tréjkatnych dziatek
kielicha o tej samej dlugosci. Owoce sa niewielkie, zwarte, o kulistym ksztalcie, barwy granatowo-
czarnej z silnym omszeniem. Sa bardziej aromatyczne niz owoce maliny czerwonej 1 charakteryzuja si¢
wigksza iloscia drobnych pestek. Roslina owocuje na pedach dwuletnich, w zaleznosci od odmiany, od
konca czerwca do potowy lipca [10].

Malina czarna nie byla uprawiana do XIX wieku, a pierwsze informacje o jej stosowaniu
pochodza ze Standéw Zjednoczonych Ameryki. W XX wieku z owocow pozyskiwano barwnik
spozywczy, uzywany m.in. w formie tuszu do stempli do znakowania migsa [2]. Od pierwszych upraw
na duza skalg, hodowla maliny czarnej systematycznie malata, gléwnie ze wzgledu na brak kultywaréw
odpornych na choroby i szkodniki oraz mniejszy popyt w porownaniu do maliny czerwonej. Niemniej
jednak w ostatnich latach, obserwuje si¢ wzrost sprzedazy i zastosowania czarnej maliny, glownie ze
wzgledu na wyniki badan naukowych, wskazujacych na korzysci zdrowotne zwiazane ze spozywaniem
jej owocow [4, 5].

Obecnie, malina czarna jest uprawiana gléwnie w Stanach Zjednoczonych, gdzie opracowane
zostaly liczne odmiany kultywarowe, sposrod ktorych odmiany ‘Munger’, ‘Bristol’, Jewel’, ‘MacBlack’ i
‘Haut’ naleza do najbardziej popularnych [16, 17]. Polska odmiana maliny czarnej jest odmiana ‘Litacz’,

otrzymana poprzez samozapylenie odmiany ‘Bristol” [18].

1.2 Sktad chemiczny

Zaréwno owoce maliny wlasciwej jak i maliny czarnej stanowig dobrze rozpoznany surowiec w
zakresie zwigzkoéw fenolowych, z licznymi doniesieniami dokumentujgcymi ich sklad chemiczny
opublikowanymi na przestrzeni ostatnich lat. Zwigzkami dominujacymi w owocach malin sa
antocyjany oraz elagotaniny, ktérym w znacznie mniejszych iloSciach towarzysza zwiazki z grup
flawonoli, kwaséw fenolowych oraz flawan-3-oli. Sktad chemiczny owocow R. idaens 1 R. occidentalis
zostal oméwiony we wcezesniejszych opracowaniach Katedry 1 Zakladu Farmakognozji GUMed [19],

dlatego w niniejszej pracy przedstawione zostang jedynie najnowsze doniesienia.
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1.2.1 Owoce R. idaeusi R. occidentalis

Prace z ostatnich lat dotyczace skladu chemicznego owocow maliny wlasciwej 1 zachodniej, w
tym badania Katedry i Zaktadu Farmakognozji, koncentrujg si¢ gléwnie na poréwnaniu dominujacych
grup polifenoli w owocach, bioragc pod uwage takie czynniki jak odmiana hodowlana, pochodzenie
owocow, czy stopien dojrzatosci [19-28].

Badania koncentruja si¢c w wickszosci na ocenie zawartosci antocyjanow, jakkolwiek analiza
skfadu chemicznego jest jednym 2z punktow wyjsciowych do opracowania nowych odmian
hodowlanych. Jest to nowe podejscie do tworzenia kultywaréw, uwzgledniajace selekcje cech
pozadanych nie tylko z punktu widzenia ekonomicznego (takich jak np. odpornosé na czynniki
srodowiskowe), ale réwniez istotnych z punktu widzenia zdrowotnego — co w przypadku owocow
malin przekltada si¢ na otrzymanie odmian bogatych w zwiazki polifenolowe [20-28].

W badaniu szeregu kultywaréw maliny czerwonej na terenie Kolumbii Brytyjskiej w Kanadzie,
przez 3 okresy zbioru z 3 réznych stanowisk, wykazano ze owoce réznily sie zawartodcig
poszczegdlnych zwiazkow antocyjanowych. Zmiana warunkéw hodowli miata wplyw na stezenie
poszczegdlnych antocyjanéw w obrebie tej samej odmiany, natomiast ich ogdlny profil jakosciowy
pozostawal niezmieniony [20]. W innym badaniu, réznice w profilach antocyjanéw i 3-O-glukozydu
kwercetyny miedzy owocami poszczegélnych odmian przypisywano gléwnie ich przynaleznosci do
danego kultywaru, ale obserwowano rowniez zaleznos¢ od czynnikéw srodowiskowych takich jak
temperatura czy warunki nastonecznienia [21]. Podobne wnioski wysuni¢to z dwoch badan nad
owocami R. idaens hodowanymi na terenie Brazylii, w ktorych zawarto$¢ antocyjanéw oraz prostych
fenoli jak kwas galusowy, p-kumarowy i elagowy wiazano giéwnie z typem kultywaru i warunkami
hodowli [22, 23], oraz z badan poréwnujacych calkowita zawarto$¢ antocyjanow 1 fenoli w owocach 4
réznych populacji R. idaeus zebranych na terenie Chorwacji [24]. W innym badaniu wskazano na
zmiany w calkowitej zawartosci fenoli i antocyjanéw w owocach z réznych odmian R. idaens
hodowanych w tych samych warunkach [25]. Analizowano réwniez zawarto$¢ antocyjanoéw, sangwiny
H-6, lambertianiny C, kwasu elagowego oraz 3-O-glukuronidu kwercetyny w owocach popularnych
kultywaréw malin uprawianych w Norwegii. Oprocz réznic miedzy kultywarami, gléwnie w zakresie
antocyjanow, stezenia wigkszosci analizowanych zwigzkéw w obrebie tej samej odmiany istotnie
réznily sie miedzy poszczegolnymi latami zbioru. Wyjatkiem byla lambertianina C, ktéra pozostawata
na zblizonym poziomie. Dlatego autorzy podkreslaja konieczno$¢ oceny sktadu chemicznego owocoéw
na przestrzeni lat, uwzgledniajac kilka okresow zbioru, celem selekcji odmian o stabilnym i malo

podatnym na czynniki srodowiskowe sktadzie chemicznym [206].
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Badania poréwnujace zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych w 4 odmianach R. idaeus o czerwonych,
1 5 odmianach o z6ltych owocach ujawnily obecnosé szeregu zwiazkéw z grupy kwaséow fenolowych,
flawonoli oraz flawan-3-oli, w tym wczesniej nie zidentyfikowanych w owocach R. idaens [27]. Profile
chromatograficzne badanych odmian byly podobne, przy czym dominowaly procyjanidyny,
epikatechina, katechina, 3-O-glukuronid kwercetyny, 3-O-galaktozyd kwercetyny i kwas elagowy. Po
raz pierwszy w owocach malin wykryto rowniez 3-O-glukozyd izoramnetyny. Odmiany o zo6ltych
owocach nie zawieraly procyjanidyny B,, ktéra wykryto w niewielkich ilo$ciach w odmianach o
owocach czerwonych obok dominujacej procyjanidyny B,, oraz procyjanidyn B, oraz B, [27].

Wszystkie przedstawione powyzej prace skupiaja si¢ na malinie czerwonej, 1 dotycza analizy
porownawczej zwiazkow ktérych obecno$¢ w owocach jest dobrze udokumentowana, najczescie]
antocyjanow, a takze sangwiny H-6 i lambertianiny C.

Dane o skladzie chemicznym owocow R. occidentalis, pochodzg z wczesniejszych badan Katedry
i Zakladu Farmakognozji GUMed, i dotycza antocyjanéw, sangwiny H-6 i kwasu elagowego.
Odnotowano wielokrotnie wyzsza zawarto$¢ antocyjanéw w owocach czarnej maliny (4-11 krotnie
wyzsza) w poréwnaniu do czerwonych owocow R. zdaens (19, 28, 29], oraz po raz pierwszy oznaczono

zawartos$¢ sangwiny H-6 [19, 28, 30].

1.2.2 Pedy R. idaeus

Dane o skfadzie chemicznym pedéw R. idaeus pochodza z wczeéniejszych badan Katedry 1
Zaktadu Farmakognozji GUMed obejmujacych pedy 11 odmian uprawowych (Tab. 1) [31].

Sangwina H-6 jest zwigzkiem dominujacym w pedach R. idaens, (139.2 — 633.1 mg/100 g s.m.
(suchej masy)), podczas gdy inne identyfikowane elagotaniny: lambertianina C, sangwina H-2 oraz H-
10 wystepuja w niewielkich ilo§ciach. W wysokich st¢zeniach wystepowal kwas elagowy (26.1 — 106.8
mg/100 g s.m.), epikatechina (10.9 — 85.3 mg/100g s.m.), izokwercetyna oraz 3-O-glukuronid
kwercetyny (10.3 — 67.4 mg/100 g s.m), podczas gdy inne zwigzki byly obecne w niewielkich ilosciach
(Tab. 1).

W poréownaniu do owocoéw, pedy R. idaeus charakteryzowaly sie zblizona badZz wyzsza
zawartoscig sangwiny H-6 oraz znaczaco wyzszymi poziomami kwasu elagowego [31, 32].

Obserwowano rowniez niewielkie réznice w profilach zwiazkéw polifenolowych 1 prostych fenoli w

zaleznos$ci od odmiany [31].
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Tab.1 Zwiazki fenolowe -
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, » OH
hiperozyd [31]
izokwercetyna [31] kwas elagowy epikatechina
3-O-glukuronid kwercetyny  [31]
kwercytryna [31]
myricetyna [31]
tilirozyd [31]
kwercetyna [31]
kemferol [31]
] OH o) ; OH
3-O-galaktozyd kemferolu  [31] HO  OH L B
flawan-3-ole
katechina [31] izokwercetyna 3-O-glukuronid kwercetyny
epikatechina [31]
procyjanidyna B, [31] Ryc. 2 Wzory zwiazkow chemicznych zidentyfikowanych w
procyjanidyna B, [31] pedach maliny wiasciwe;

1.3 Aktywnos$c¢ biologiczna badanych gatunkéw R. idaeusi R. occidentalis
1.3.1 Owoce R. idaeusi R. occidentalis
W badaniach przesiewowych aktywnosci antyoksydacyjnej szeregu owocow, warzyw, zboz,
orzechow oraz nasion ro§lin straczkowych, owoce malin klasyfikowano w czoléwcee surowcow
charakteryzujacych si¢ najwyzszym potencjalem antyoksydacyjnym [33]. Dotychczasowe badania
aktywnosci biologicznej owocoéw R. ddaeus i R. occidentalis koncentrowaly si¢ przede wszystkim na ich

potencjale antyoksydacyjnym, wigzanej z nim aktywnosci przeciwzapalnej, oraz aktywnosci
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przeciwbakteryjnej. Aktywnos¢ biologiczng owocow maliny wlasciwej 1 maliny zachodniej szeroko

omowita Majdan M. [19], dlatego ponizej przedstawiono jedynie doniesienia z ostatnich lat.

1.3.1.1 Aktywno$¢ przeciwreumatyczna

Reumatoidalne zwyrodniejace zapalenie stawow (RZS) jest choroba przewlekla o charakterze
autoimmunologicznym i charakteryzuje ja stan zapalny stawoéw wraz z towarzyszacqg mu destrukcjg
chrzastki, jako rezultatu utraty dwoch gtownych skladnikow o charakterze protein — proteoglikanu i
kolagenu typu II (CII), odpowiedzialnych za biomechaniczne wlasciwosci chrzastki. Utrata
proteoglikanu zachodzi we wstepnej fazie degradacji chrzastki i jest procesem odwracalnym, natomiast
degradacja CII jest nieodwracalna i prowadzi do utraty prawidiowej funkcji stawow.

W modelu 7 vitro hodowli chrzastki wolowych przegréod nosowych, oraz w modelu i vivo
indukowanej adiuwantem artrozy u szczurow, oceniano efekty przeciwzapalne 1 chronigce chrzastke
stawowq, ekstraktu z owocow maliny wlasciwej standaryzowanego w zakresie catkowitej zawartosci
fenoli, antocyjanéw i elagotanin (RRE).

Poréwnano aktywnos$¢ ekstraktu w dwoéch dawkach: 30 i 120 mg/kg podawanych w ciagu 30
dni po zastosowaniu adjuwantu (Mycobacterium tuberculosis). W modelu zn vitro hodowli chrzastki

proteoglikan 1 CII ulegaly degradacji pod wplywem cytokiny prozapalnej I1L-13. Po dodaniu do
medium hodowlanego RRE w stezeniu 50 pg/ml obserwowano hamowanie procesu degradacji
zarobwno proteoglikanu jak i CIL. W modelu 77 vivo ujawniono, ze ekstrakt podany per os w wyzszych
dawkach hamuje rozwdj choroby mierzony stopniem obrz¢ku lapy, bez spadku wagi szczura
charakterystycznego dla tego modelu badawczego. Réwniez w badaniach histologicznych nie wykazano
znaczacych zmian zapalnych (54% zahamowania stanu zapalnego), uszkodzen chrzastki (67%) 1
resorpcji kosci (67%), w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W nizszych dawkach ekstrakt pozostawal
bez wplywu na rozwdj choroby i obrzek. Autorzy pracy stwierdzaja, ze regularne spozywanie owocow
maliny czerwonej moze mie¢ korzystny wplyw na hamowanie progresji choroby reumatoidalnej [34].
W innym badaniu zastosowano model kolagenowego zapalenia stawow (CIA, ang. collagen-
induced arthritis), polegajacy na rozwoju RZS u genetycznie predysponowanych szczuréw po
wstrzyknigciu CII. Po 23 dniach od iniekcji zwierz¢tom podawano ekstrakt z owocéw maliny
czerwonej per os badz dootrzewnowo w dawce 15 mg/kg (co odpowiada dziennej konsumpcji 150 g
owocow u ludzi). W obydwu grupach badanych obserwowano wyrazne zmniejszenie obrzgku stawow
w poréownaniu do szczuréw nieotrzymujacych ekstraktu. Dodatkowo, w przypadku obydwu grup
otrzymujacych ekstrakt, analiza obrazu histologicznego tkanek po 35 dniach eksperymentu ujawnila

znaczne zahamowanie degradacji chrzastki oraz redukcje rozrostu blony maziowej, resorpcji kosci i
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tworzenia narosli w postaci osteofitéw, w poréwnaniu do grupy nieotrzymujacej ekstraktu. W grupach
otrzymujacych ekstrakt nie obserwowano zapalenia blony maziowej, ktére bylo charakterystyczne dla
grupy kontrolnej [35]. W poréwnaniu do poprzedniego badania [34], autorzy ujawniaja efektywnosé
nizszych dawek ekstraktu z owocow maliny w hamowaniu progresji reumatoidalnego zapalenia stawow

[35].

1.3.1.2 Aktywno$¢ przeciwwrzodowa

W warunkach 7z vitro, elagotaniny ujawnily aktywno$¢ przeciwzapalng i hamujaca wzrost
bakterii powodujacej chorobe wrzodowa zotadka: Helicobacter pylori, dlatego poddano ocenie ich efekty
biologiczne w modelach choroby wrzodowej zoladka. Badania iz vitro prowadzono na linii ludzkich
komoérek raka zoladka (AGS) stymulowanej prozapalnymi cytokinami TNF-o (czynnik martwicy
nowotworu, ang. fumor necrosis factor-alfa) i 1L-13, natomiast model iz vivo obejmowal indukowane
etanolem owrzodzenie blony sluzowej zoladka u szczuréw.

W modelu 2 vitro elagotaniny hamowaly indukowang TNF-« translokacje¢ czynnika NF-xB do
jadra komorkowego na poziomie 57-67%, co przekladalo si¢ na hamowanie ekspresji IL-8, gléwne;j
cytokiny zapalenia blony §luzowej zoladka, towarzyszacej chorobie wrzodowej. Stwierdzono, ze
gléwnie sangwina H-6 i lambertianina C — zwiazki dominujace w zespole elagotanin z owocow, sq
odpowiedzialne za efekty biologiczne ekstraktéw.

W modelu 7z vivo, zwierz¢ta otrzymywaly dozoladkowo wzbogacony w elagotaniny ekstrakt z
owocéw maliny wlasciwej, w dawce 20 mg/kg przez okres 10 dni przed indukcja zmian wrzodowych.
Zmiany w blonie §luzowej indukowano poprzez dozoladkowe podanie 1 ml etanolu, na godzing przed
uspieniem zwierzat 1 pobraniem materialu do badan. Wykazano, ze ekstrakt z owocoéw R. zdaeus
obnizal liczbe powstalych wrzodéw o ok. 75% i chronil §luzéwke przed indukowanym etanolem
stresem oksydacyjnym, oraz ograniczal ekspresjc CINC-1 (szczurzego homologu IL-8 u ludzi).
Zmniejszona ekspresj¢ CINC-1, podobnie jak w modelu 7z vitro, wiaze si¢ z ograniczeniem translokacji
do jadra komoérkowego czynnika NF-xB, ktére obserwowano na poziomie 72%. Badanie stanowi
pierwsze doniesienie na temat ochronnego dzialania elagotanin w modelach choroby wrzodowe;

zotadka [30].

1.3.1.3 Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa

W badaniach wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych ekstraktow 1 frakcji bogatych w
elagotaniny z owocow R. zdaeus oceniano ich aktywno$¢ wobec bakterii flory fizjologicznej przewodu

pokarmowego, lub bakterii ktérych zrédlem zakazenia moga by¢ produkty zywnosciowe (m. in.
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Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. 1 Listeria spp.) [19]. W ostatnich latach badania
poszerzono o szczepy patogenicznych bakterii odpowiedzialnych za infekcje ukladu oddechowego
oraz skory [28].

Badaniu wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych wobec 15 réznych bakterii chorobotworczych
poddano sangwing H-6, kwas elagowy oraz ckstrakty z owocéw 4 odmian R. idaens 1 R. occidentalis
charakteryzujace si¢ r6zna zawarto$cia antocyjanow i elagotanin. Badane szczepy nalezaly zaréwno do
bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych, przy czym aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojows
owocow malin wobec 10 szczepow analizowano po raz pierwszy.

Sangwina H-6 byla aktywna wobec 8 szczepow, wykazujac aktywnos¢ przeciwbakteryjna wobec
Streptococcus grapy A, Streptococcus pneunmoniae, Corynebacterinm diphtheriae, Staphylococcus aurens, Staphylococeus
epidermidis, Bacillus subtilis, Clostridium sporogenes i Moraxella catarrbalis. Kwas elagowy byl aktywny wobec
tych samych szczepow, z wyjatkiem S. pmeumoniae and S. epidermidis, oraz dodatkowo wykazywat
dziatanie hamujace wzrost bakterii Neisseria meningitidis. C. diphtheriae — maczugowiec odpowiedzialny za
btonice dréog oddechowych oraz skory, byl szczegdlnie wrazliwy na sangwing H-6 oraz kwas elagowy
w stezeniach 0.03 mg/ml. M. catarrhalis — bakteria komensaliczna flory fizjologicznej bton sluzowych
czlowieka, odpowiedzialna za nawracajace zapalenia drég oddechowych, ujawnila wysoka wrazliwos¢
na kwas elagowy (st¢zenie bakteriobdjcze 0.015 mg/ml).

Odnotowano zréznicowana wrazliwo$¢ poszczegolnych szczepow na ekstrakty z owocow
malin, z efektem bakteriobdjczym obserwowanym dla stezen ekstraktow od 0.5 mg/ml do 128 mg/ml.
Podobnie jak w przypadku sangwiny H-6 1 kwasu elagowego, najsilniejszg aktywnosé
przeciwbakteryjna badanych ekstraktéw obserwowano wobec C. diphtheriae 1 M. catarrbalis. Ekstrakty R.
tdaens odmiany ‘Veten’ charakteryzowaly si¢ najwyzsza zawartoscig sangwiny H-6 1 kwasu elagowego
co wiazano z silna aktywnos$cia wobec S. pnueumoniae 1 C. diphtheriae. Ekstrakt R. occidentalis ‘Litacz’, o
najwyzszej zawarto$ci antocyjanow, wykazal najslabsza aktywnod$¢ wobec badanych bakterii, z
wyjatkiem N. meningitidis (dwoinki zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych). Ujawniono tez dzialanie
hamujace wszystkich badanych ekstraktéw z owocéw malin w stezeniu 8 mg/ml wobec H. pylori.

Odnotowano zwiazek aktywnosci przeciwbakteryjnej z obecno$cia sangwiny H-6 1 kwasu
elagowego wobec bakterii C. diphtheriae 1 M. catarrhalis. Obserwowano, ze sil¢ aktywnosci
przeciwbakteryjnej niektérych ekstraktow z owocow moze obnizaé wysokie stezenie antocyjandw [28].

W badaniach nad przeciwbakteryjnymi wlasciwosciami sokéw oraz wytloczyn z owocow
maliny wlasciwej, nie odnotowano réznic w aktywnosci dwoch kultywaréw (‘Meeker’” 1 ‘Willamette’)
wobec licznych bakterii obecnych w produktach zywnosciowych oraz wodzie pitnej (8. fphimurinm, E.

colty S. anreus, L. monocytogenes, Psendomonas aernginosa, Bacillus cerens 1 Staphylococeus saprophyticus) [37].
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1.3.1.4 Aktywno$¢ chemoprewencyjna

Badania aktywnosci biologicznej owocow maliny wlasciwej koncentrujg si¢ przede wszystkim
na wlasciwosciach przeciwzapalnych i przeciwbakteryjnych [38], natomiast badania owocéw maliny
czarnej obejmuja gléwnie dziatanie chemoprewencyijne.

Utrzymujacy si¢ stres oksydacyjny, i towarzyszacy mu stan zapalny, skutkuja zaburzeniami
struktury i funkcji zdrowych komorek, ktére moga mieé¢ zwiazek z transformacja nowotworowa,
objawiajaca si¢ uszkodzeniami DNA, zwickszong proliferacja, przezywalnoscia, migracja i angiogeneza
[39]. Zainteresowanie owocami R. occidentalis w zakresie ich dzialania chemoprewencyjnego wynika z
wysokiej zawartosci antocyjanéw, ktore sa jednymi z najsilniejszych antyoksydantow.

Liczne badania w modelach iz vitro oraz in vivo, a takze badania kliniczne, potwierdzaja
aktywnos¢ chemoprewencyjna owocow R. occidentalis w réznych typach nowotworéw. Obejmuja one
regulacje metabolizmu czynnikéw rakotworczych, hamowanie wzrostu komorek, promowanie

apoptozy oraz redukcje ekspresji markerow zapalenia 1 angiogenezy [40-76].

1.3.1.4.1 Nowotwory skory

Istnieje wiele doniesien o hamujacym efekcie ekstraktu z owocoéw maliny zachodniej na
proliferacj¢ komorek linii CI 41 mysiego naskorka traktowanych karcynogenem z grupy benzopirendow
— BPDE [40-43]. Wykazano, ze ekstrakty z owocow hamowaly indukowana BPDE aktywacje
czynnikow transkrypeyjnych AP-1 (ang. activator protein 1), NF-«B 1 NFAT (ang. nuclear factor of activated
T-cells) [40-42] oraz ekspresj¢ powigzanych z nimi gendéw dla VEGF (czynnik wzrostu §réodblonka
naczyniowego, ang. vascular endothelial growth factor), COX-2 (cyklooksygenza 2) i TNF-a [41, 42].
Jednoczesnie ustalono, ze zwiazkami odpowiedzialnymi za hamowanie NF-xB indukowanego BPDE,
sa przede wszystkim  pochodne cyjanidyny:  3-O-glukozyd, 3-O-rutynozyd i 3-O-(2°-
ksylozylorutynozyd) [43].

W badaniu 7z vive na bezwlosych myszach SKH-1, miejscowe leczenie ekstraktem z owocéw R.
occidentalis istotnie ograniczalo stan zapalny skory i procesy nowotworzenia wywolane ekspozycja na
promieniowanie UV-B. W modelu krétkoterminowym, badane myszy poddano dawce promieniowania
powodujacego minimalny rumien, leczony miejscowo ekstraktem z owocoéw lub placebo. Po 48 h od
ekspozycji, dla ekstraktu podanego w dawce 500 ug, obserwowano zmniejszenie obrzeku skory,
hamowanie odpowiedzi zapalnej oraz ekspresji markerow uszkodzenia DNA. W modelu
dlugoterminowym, badane myszy poddawano dzialaniu tej samej dawki promieniowania 3-razy w

tygodniu w okresie 25 tygodni, wykazujac spadek liczby guzéw i ograniczenie ich wielko$ci u zwierzat
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otrzymujacych miejscowo ekstrakt z owocdéw maliny czarnej, (17 guzéw/mysz, srednia wielkos¢ 10.1
mm?), w poréwnaniu do grupy placebo (30 guzéw/mysz, $rednia wielkos¢ 30.2 mm?). Hamowanie
proceséw chorobowych bylo skorelowane ze zmniejszeniem liczby limfocytow T infiltrujacych
nowotwér:  CD4+ oraz CD3+foxp3+, ktére nasilaja  odpowiedZ zapalna indukowana

promieniowaniem UV-B i promujg procesy nowotworzenia [44].

1.3.1.4.2 Nowotwory piersi

Podawanie sproszkowanych owocow R. occidentalis Tub kwasu elagowego w diecie szczurow
szczepu ACI z nowotworem piersi indukowanym estrogenem, skutkowalo ograniczeniem objetosci 1
liczby guzéw w poréwnaniu do szczuréow otrzymujacych standardowa diete [45, 46]. Zardwno
sproszkowane owoce jak i kwas elagowy ujawnily zblizong skuteczno$é¢ w ograniczaniu objetosci i
liczby nowotworow [45], przy czym owoce maliny czarnej dodatkowo ograniczaly ekspresje receptora
estrogenowego ERa [46].

W badaniu na linii komérkowej MCF-7 ludzkiego raka piersi ujawniono, ze ekstrakt z owocow
maliny czarnej uwrazliwia na promieniowanie komoérki zmienione nowotworowo. Efekt jest laczony z

inhibicjq czynnika NF-xB, ktory w komoérkach rakowych petni role radioprotektanta [47].

1.3.1.4.3 Nowotwory jamy ustnej

Efekt chemoprewencyjny etanolowego ekstraktu z owocéw maliny zachodniej oceniano na
zdrowych 1 dotkni¢tych zmianami przednowotworowymi, badZz nowotworowymi, komoérkach
nablonka jamy ustnej. Obserwowano hamowanie wzrostu komoérek —ze — zmianami
przednowotworowymi i nowotworowymi, przy braku oddzialywania ekstraktu na zdrowe komorki.
Poziom hamowania wzrostu zmienionych komérek w obecnosci kwasu elagowego, ferulowego oraz 3-
sitosterolu byl zblizony, natomiast inhibicje¢ zdrowych komoérek obserwowano tylko w obecnodci
kwasu elagowego. Inhibicja jest wigzana z oddzialywaniem na biatka z grupy cyklin oraz kinaz
cyklinozaleznych (Cdk), regulujacych przechodzenie w poszczegélne fazy cyklu zycia komorki [48].

W innym badaniu na liniach komoérkowych raka plaskonablonkowego jamy ustnej,
obserwowano hamowanie proliferacji komorek, zwigkszong indukcj¢ apoptozy oraz inhibicje ekspresji
VEGF 1 syntazy tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthase) po inkubacji z etanolowym ekstraktem z
owocow R. occidentalis [49].

Wplyw owocéw maliny czarnej na formowanie si¢ guzéw w jamie ustnej badano z vivo w
modelu nowotworu worka policzkowego u chomika, indukowanego 7,12-dimetylobenz(a)antracenem

(DMBA). Wykazano, ze zwierzeta otrzymujace 5% sproszkowanych owocow maliny czarnej w
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codziennej diecie charakteryzowala mniejsza liczba guzéw w poréwnaniu do grupy kontrolnej, oraz w

poréwnaniu do grupy otrzymujacej 10% sproszkowanych owocéw [50].

1.3.1.4.4 Nowotwory przelyku

Aktywnos¢  chemoprewencyjna R.  ocidentalis  analizowano w  indukowanym  N-
nitrozometylobenzyloaming (NMBA) modelu raka plaskonablonkowego przelyku (ESCC, ang.
esophageal squamons-cell carcinoma) [51-61].

U zwierzat otrzymujacych 5% i 10% sproszkowanych owocéw maliny czarnej w codziennej
diecie odnotowano mniej chorobowo zmienionych obszaréw przelyku oraz mniejsza liczbe i wielkos¢
guzdéw, na réznych etapach karcynogenezy (od inicjacji do progresji). Podobnie jak w badaniach nad
nowotworami jamy ustnej, silniejszy efekt obserwowano dla 5% dawki owocow w diecie [51-55]. Efekt
byl skorelowany z ograniczeniem wystepowania powstajacego pod wpltywem NMBA karcynogennego
adduktu: O’-metyloguaniny w DNA nablonka przelyku [52-54], oraz modulacja abnormalnej ekspresiji
niektérych genéw w komorkach przedrakowych [55].

W dalszych badaniach wykryto, ze zwiazkami hamujacymi metabolizm NMBA w kulturach
cksplantatow przelyku sa 3-O-rutynozyd cyjanidyny, 3-O-glukozyd cyjanidyny oraz kwas elagowy [50].
Ponadto, ustalono ze frakcje z owocow R. occidentalis bogate w antocyjany i elagotaniny maja zdolnosc
hamowania proliferacji, angiogenezy 1 proceséw zapalnych w komorkach przedrakowych nablonka
przelyku [57]. Przeciwiestwem powyzszych danych sa wyniki suplementacji diety szczuréw z ESCC
frakcjami zawierajacymi rézne ilosci elagotanin, wskazujace na brak istotnych réznic w sile dzialania
chemoprewencyjnego. Uwaza si¢, ze elagotaniny nie sa odpowiedzialne za dzialanie
przeciwnowotworowe ekstraktow z maliny zachodniej, badz tez sa odpowiedzialne w bardzo malym
stopniu [58].

W badaniach na poziomie molekularnym ujawniono, ze dieta zawierajaca 5% sproszkowanych
owocow maliny czarnej hamuje ekspresjc COX-2, iNOS, PGE, (prostaglandyny E2) i c-Jun
(podjednostki AP-1) w komoérkach przednowotworowych nablonka przetyku. Supresja COX-21iNOS
korelowala z hamowaniem procesow angiogenezy, objawiajacych si¢ inhibicja ekspresji VEGE i
zmniejszong gestoscia mikronaczyn w chorobowo zmienionej tkance [59, 60]. Dieta zawierajaca 5%
sproszkowanych owocéw maliny czarnej wplywala réwniez na ograniczenie produkeji cytokin
prozapalnych w odpowiedzi zapalnej indukowanej IL-18 and TNF-a w zdrowych komorkach
nabtonka przetyku [61].
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1.3.1.4.5 Nowotwory jelita grubego

W badaniach na linii nowotworu jelita grubego HT-29, ustalono ze komorki inkubowane w
obecnosci ekstraktu z owocéw maliny zachodniej charakteryzuja si¢ trzykrotnie zwigkszonym
poziomem apoptozy w poréwnaniu do grupy kontrolnej [62]. Obserwowano réwniez zalezne od dawki
hamowanie proliferacji komorek, chociaz efekt nie byl skorelowany z zawartoscia antocyjandéw oraz
catkowita zawartoscia fenoli w owocach [63].

Rozszerzenie powyzszych badan o model statystyczny analizy wieloczynnikowej, z
wykorzystaniem widm 'H NMR, wykazalo ze 3-O-(2°-ksylozylorutynozyd) cyjanidyny i 3-O-rutynozyd
cyjanidyny w najwickszym stopniu decydujg o obserwowanym efekcie antyproliferacyjnym. Natomiast
nie obserwowano korelacji miedzy zawartoscia antocyjanéw a hamowaniem wzrostu komorek [64], co
sugeruje, ze antocyjany osiagaja maksymalng efektywnos$¢ przy okreslonym stezeniu i zwigkszenie
dawki, badZz udzialu poszczegélnych zwigzkéw w profilu antocyjandow pozostaje bez wplywu na
aktywno$¢ ekstraktow [63, 64]. Inne zwiazki fenolowe, takie jak kwas p-kumarowy, 3-O-glukozyd
kwercetyny, 3-O-rutynozyd kwercetyny 1 etylowe pochodne kwasu elagowego, pomimo ze obecne w
owocach w znacznie nizszych stezeniach, biora réwniez udzial w hamowaniu proliferacji komoérek
HT-29 [64]. Ujawniono, ze antocyjany obecne w owocach R. ocidentalis sa odpowiedzialne za
hamowanie ekspresji i aktywnosci DNA-metylotransferaz (DNMT1 i DNMT3B) w liniach
komoérkowych HTC-116, Caco-2 i SW480, odpowiedzialnych za abnormalna metylacje w niektorych
typach nowotworéw u ludzi [65].

Aktywnos$¢ biologiczng liofilizowanych owocoéw R. ocidentalis badano w mysim modelu
wrzodziejacego zapalenia okreznicy indukowanym 3% siarczanem dekstranu sodu (DSS, ang. dextran
sodinm  sulfate), ktére jest uwazane za schorzenie znacznie zwigkszajace ryzyko raka okreznicy.
Obserwowano, ze podawanie zliofilizowanych owocow w znacznym stopniu ograniczalo powstawanie
wrzodow oraz skracanie jelita grubego (charakterystyczne dla dzialania DSS). Interesujacym jest, ze
owoce pozostawaly bez wplywu na poziom markeréw stresu oksydacyjnego (NO) oraz naciek
komorek zapalnych, natomiast obnizaly poziom TNF-«, IL-13, COX-2 i fosforylowanej formy kinazy
IxB-a w tkance jelita grubego (fosforylacja IxB-a poprzedza jego degradacje do NF-xB), co moze
sugerowac, ze owoce maliny zachodniej redukuja procesy zapalne a nie ograniczaja stres oksydacyjny
[66].

Efektywnos¢ zliofilizowanych owocéw R. occidentalis oceniono réwniez w dwéch modelach 7
vivo, indukowanego azoksymetanem nowotworu jelita grubego u szczuréw szczepu F344, oraz u
genetycznie zmodyfikowanych myszy ze spontanicznie wystepujacym zapaleniem i nowotworami
okreznicy Muc2—/—1 Apcl638+/—[67, 68].
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Wykazano ze codzienna dieta zawierajaca 2.5%, 5% 1 10% zliofilizowanych owocéw maliny
zachodniej skutkowata, odpowiednio, o 42%, 45% i 71% zmniejszona iloscig guzéw u szczurdw F344,
wraz ze znacznym ograniczeniem oksydacyjnych uszkodzed DNA, ocenianych poziomem biomarkera
oksydacji DNA — 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny (8-OH-dG) w moczu [67].

Suplementacja diety zliofilizowanymi owocami R. occzdentalis w ciagu 12 tygodni powodowata
zmniejszenie liczby nowotworéw o 60% u myszy Apcl638+/— i o 50% u myszy Muc2—/—.
Mechanizm prewencyjny wigzano z hamowaniem ekspresji 3-kateniny (biatka ktérego nadekspresja jest
wigzana z rozwojem wielu nowotworéw) u myszy Apcl638+/—, oraz z ograniczaniem procesu

zapalnego u myszy Muc2—/— [68].

1.3.1.4.6 Chemoprewencja w badaniach klinicznych

Aktywno$¢ chemoprewencyjna sproszkowanych owocéw maliny zachodniej analizowano w
badaniach klinicznych u pacjentéw predysponowanych do rozwoju raka jamy ustnej [69-72], przelyku
[73] 1 jelita grubego [74-70].

W badaniach klinicznych oceniano dzialanie przylegajacego do §luzowki zelu zawierajacego
zliofilizowane owoce R. occidentalis, przeznaczonego do miejscowej aplikacji na obszary $§luzéwki jamy
ustnej u pacjentow z neoplazja Srodnablonkowa, predysponujaca do rozwoju  raka
plaskonablonkowego jamy ustnej (SSC) [69-71]. U pacjentéw ktérym aplikowano miejscowo zel na
zmieniong chorobowo §luzéwke, 4 razy dziennie przez okres 6 tygodni, obserwowano znaczng regresje
abnormalnych zmian, polaczona z ograniczeniem przypadkow utraty heterozygotycznosci (LOH, ang.
loss of heterozygosity) loci gendw supresorowych INK4a/ARF, p53 i FHIT [69, 70] i obnizeniem poziomu
COX-2 w komorkach nabtonka [71]. W kolejnym badaniu, pacjenci plukali jame ustng roztworem
zawierajacym 10% sproszkowanych owocéw, 3 razy dziennie, celem okreslenia udziatu sliny, komorek
nablonkowych oraz flory bakteryjnej w metabolizmie antocyjanéw. W  szeregu analiz
farmakokinetycznych i testéw biologicznych wykryto, Ze antocyjany utrzymuja si¢ na stabilnym
poziomie w §linie, a plukanie dostarcza miejscowo wigksza lo§¢ antocyjanow niz forma zelu. W slinie
odnotowano obecnos$¢ kwasu protokatechowego, jako produktu degradacji antocyjanéw, oraz ich
form glukuronidowych, uznanych za aktywne biologicznie metabolity [72].

Podobne badanie przeprowadzono u pacjentow z przetykiem Barreta, charakteryzujacego sie
dysplazja tkanek predysponujaca pacjentéw do rozwoju nowotworu przelyku. Nie obserwowano
ograniczenia dysplazji tkanek przelyku u pacjentéw otrzymujacych wodny roztwoér ze sproszkowanych
owocow, jakkolwiek odnotowano nizsze poziomy markeréow stresu oksydacyjnego w moczu. Autorzy

jako przyczyng podaja niewystarczajaca miejscowa absorpcje sktadnikow aktywnych w przetyku [73].
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W innych badaniach pacjenci z nowotworem badZ polipami gruczolakowatymi jelita grubego,
spozywali 60 g sproszkowanych owocéw dziennie [74, 75]. W grupie pacjentéw przyjmujacej owoce
przez okres 2-4 tygodni przed planowanym operacyjnym usuni¢ciem zmian, pordéwnano wyniki biopsji
guzéw/polipéw przed oraz po zastosowaniu owocéw. Ujawniono, ze poziomy dwoch markerow
prognostycznych nowotworu jelita grubego: Ki-67 (zwiazany z regulacja proliferacji) i CD105
(fragment receptora TGF-8, pelniacego role w regulacji angiogenezy), byly znacznie nizsze po podaniu
sproszkowanych owocow, przy zwigkszonym poziomie apoptozy [74]. U pacjentow przyjmujacych
zliofilizowane owoce przez okres 9 tygodni, obserwowano podobny mechanizm dzialania
chemoprewencyjnego poprzez regulacje markeréw apoptozy, podzialu komoérkowego oraz
angiogenezy w komorkach nowotworowych oraz sasiednich tkankach. Dodatkowo obserwowano
nizsze poziomy IL-8 (markera predykcyjnego rozwoju nowotworu) w surowicy u pacjentow
przyjmujacych owoce przez co najmniej 10 dni [75]. U 14 pacjentéw z rodzinna polipowatoscig
gruczolakowa, silnie predysponujaca do rozwoju nowotworéw jelita grubego, badano wplyw
sproszkowanych owocéw R. occidentalis podawanych per os 1 w formie czopkow przez okres 9 miesigcy.
Po tym czasie, u 11 pacjentéw obserwowano spadek masy polipéw przy jednoczesnym braku wplywu
na ich liczbe, oraz hamowanie proliferacji, ekspresji DNMT1 i abnormalnej metylacji CDKIN2A (genu

promotorowego dla bialka supresorowego p16) w komoérkach [76].

1.3.2 Pedy R. idaeus
Podobnie jak sklad chemiczny, aktywnos¢ biologiczna pedéw R. idaens byla wcezesniej

przedmiotem badan w Katedry i Zaktadu Farmakognozji GUMed (19, 31].

1.3.2.1 Aktywnos$¢ antyoksydacyjna

W tescie DPPH (test z uzyciem 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu), wartos¢ EC,, (stezenie
antyoksydantu powodujace spadek poczatkowego stezenia rodnika o 50%) ekstraktu z pedéw R. idaeus
wynosila 19.4 pg/ml, natomiast w tescie fosforomolibdenowym aktywnosé antyoksydacyjna wyrazona
w AAE (ekwiwalenty kwasu askorbinowego, ang. ascorbic acid equivalents) byta réwna 427.94 mg AAE/g
[19, 31]. Sa to wartosci porownywalne dla surowcow roslinnych uwazanych za silne antyoksydanty, jak
surowce z rodzaju Potentilla L. (ECs, - 16.9 to 23.9 ug/ml) [77], Rosa L. (EC,, 12.24 pg/ml, 354.87 mg
AAE/g) [78] z rodziny Rosaceae, czy tez liS¢ miety pieprzowej, ziele tymianku, ziele rozmarynu i lisé
szatwii z rodziny Lamiaceae (EC,, 15-21 pg/ml, 156-410 mg AAE/g) [79, 80].

Potencjal zmiatania wolnych rodnikoéw ekstraktu z pedéw R. idaeus byl téwniez 2-razy wyzszy

w porownaniu do owocow R. occidentalis, oraz 10-razy wyzszy w poréwnaniu do owocéw maliny
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wladciwej, natomiast potencjal redukcyjny od 2 do 3-razy wyzszy niz owocow [19]. Ekstrakt z pedow
jest znacznie silniejszym zmiataczem wolnych rodnikéw niz liscie roslin z rodzaju Rubus, dla ktérych
wartosci ECy, wynosily powyzej 180 upg/ml [81]. [38][38][38]Silne wtasciwosci antyoksydacyjne
ekstraktu z pedow R. idaeus sa wiazane z wysoka zawartoscia sangwiny H-6 w surowcu, co jest zgodne
z wynikami otrzymanymi dla owocow maliny wlasciwej, ktorych frakcje bogate w elagotaniny
charakteryzowaly si¢ wyzsza aktywnoscia antyoksydacyjng w poréwnaniu do frakcji bogatych w

antocyjany [82-84].

1.3.2.2 Aktywno$¢ przeciwbakteryjna

Pedy maliny wiasciwej ujawnily aktywnosé przeciwbakteryjna wobec szeregu szczepow bakterii
Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych. Aktywnos$¢ hamujaca wzrost bakterii, w stezeniach ekstraktu
od 0.2 do 30 mg/ml, obserwowano wobec Bacillus subtilis, Clostridium sporogenes, Staphylococcus epidermidis,
Neisseria meningitidis, Moraxella catarrhalis 1 Helicobacter pylori. Aktywno$¢ bakteriobdjcza w stezeniach
ekstraktu od 0.06 do 120 mg/ml odnotowano wobec Streptococcus grupy A, B, G, Streptococcus pnenmoniae,
Enterococcus faecalis, Corynebacterinm diphtheriae, Staphylococcus aurens 1 Klebsiella pneumoniae |31].

Podobnie jak w badaniach aktywnosci przeciwbakteryjnej owocéw maliny wlasciwej i maliny
zachodniej, do najbardziej wrazliwych szczepow nalezaly C. diphtheriae i M. catarrhalis, jakkolwiek
ekstrakt z pedow dodatkowo silnie hamowal wzrost bakterii C. sporogenes 1 S. aurens. Na tle owocow,
pedy charakteryzowaly si¢ silniejsza aktywnoscia przeciwbakteryjna wobec badanych szczepdéw, co

prawdopodobnie zwiazane jest z wyzsza zawartoscig sangwiny H-6 1 kwasu elagowego [31].

1.3.2.3 Aktywnos$¢ cytotoksyczna

Aktywnos¢ cytotoksyczna pedoéw R. idaeus 1 sangwiny H-6 oceniono wobec linii komoérkowe;
ludzkiej ostrej biataczki promielocytowej (HL-60), linii komdérkowej raka szyjki macicy (Hel.a) i linii
ludzkich fibroblastéw. Wartosci 1C;, dla pedéw wynosity 300 pg/ml wobec linii Hella i 110 pg/ml
wobec HL-60, oraz odpowiednio 35 pg/ml i 25 pg/ml dla sangwiny H-6, przy braku aktywnosci
wobec komorek fibroblastow [31]. Efekt hamujacy laczono z obecnoscig elagotanin, co jest zgodne z
wezesniejszymi danymi o inhibicji wzrostu linii Hella w obecnosci ekstraktu z owocow maliny

wlasciwej [83].
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2. Charakterystyka chemiczna i aktywno$¢ biologiczna urolityn — produktow

metabolizmu elagotanin

Ze wzgledu na szerokie spektrum aktywnosci biologicznej elagotanin i kwasu elagowego [19] w

szeregu prac badano ich absorpcje z przewodu pokarmowego oraz dystrybucje w organizmie [85-107].

2.1 Struktura oraz biodostepnosc

W badaniach na modelach zwierzecych oraz badaniach na ludziach, wykazano, Ze absorpcja
elagotanin z przewodu pokarmowego jest ograniczona [85-88]. U szczuréow dlugotrwale spozywajacych
znaczne ilosci elagotanin, jedynie 3-6% bylo obecnych w formie niezmetabolizowanej w moczu i
osoczu [85], w przeciwienstwie do ludzi, u ktérych nie stwierdzono obecnosci elagotanin w zadnym z
plynéw ustrojowych [86-88]. Ustalono natomiast, ze wickszo$¢ elagotanin jest metabolizowana przez
mikroflore jelitowa do zwiazkéw zwanych urolitynami.

Po spozyciu, elagotaniny (ET) ulegaja degradacji w kwasnym $rodowisku przewodu
pokarmowego, hydrolizujac z uwolnieniem kwasu heksahydroksydifenowego (HHDP), ktéry na
drodze laktonizacji przeksztalcany jest w kwas elagowy (EA) (Ryc. 4) [108]. Badania plynnej tresci
jelitowej od pacjentéw z ileostomia sugeruja ze ok. 80% sangwiny H-6 ulega hydrolizie do kwasu
elagowego w zoladku oraz jelicie cienkim [88]. Ponadto, 80% wolnego kwasu elagowego jest
przeksztalcanych przez mikroflore jelita grubego w urolityny, poprzez otwarcie i dekarboksylacje
jednego z piericieni laktonowych i degradacje kolejnych grup hydroksylowych. W wyniku tego procesu
powstaja urolityny tetrahydroksylowe (urolityna D, Uro D), trihydroksylowe (urolityna C, Uro C),
dihydroksylowe (urolityna A, Uro A oraz izourolityna A iso-Uro A) oraz monohydroksylowe (urolityna

B, Uro B), ktére sa pochodnymi 6H-dibenzo-3-D-piran-6-onu (Ryc. 3) [86, 88-90].

OH OH OH OH
HO HO HO HO
e Las Ll D10 L.
4 O 0 —)' o) —)' 0 —)' o) O 0 —)' o
OH OH
OH OH OH OH OH OH

kwas elagowy UroD Uro C Uro A iso-Uro A Uro B

Ryc. 3 Schemat konwersji kwasu elagowego do urolityn [89]
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Po absorpcji w jelicie grubym w II fazie metabolizmu, urolityny ulegaja licznym przemianom
(metylacji, glukuronidacji, sulfonacji) zachodzacym w $cianie jelita badZ po absorpcji w watrobie (Ryc.
4) [88-90]. Obecnie uwaza sig, ze urolityny sa formg biodostepna elagotanin, ulegajaca absorpcji i
dystrybucji do tkanek 7z vivo [88, 89, 92, 97, 98]. W oparciu o badania w modelach zwierzgcych u myszy
1 $wini iberyjskiej stwierdzono obecno$¢ urolityn w hepatocytach [92, 97], woreczku zélciowym oraz
z6lci wydzielanej do dwunastnicy [92], co sugeruje ze urolityny i ich glukuronidy sq wlaczane do
obiegu jelitowo-watrobowego.

Obecnos¢ urolityn wykazano réwniez w innych tkankach [97, 98]. Urolityny (Uro A 1 jej
glukuronid), wykryto w niskich stezeniach w gruczole krokowym 1 nerkach u myszy [97] oraz w
gruczole krokowym u ludzi [98]. Wyniki biopsji prostaty ujawnily obecnos¢ glukuronidu urolityny A w
stezeniu 2 ng/g i §ladowe ilosci glukuronidu urolityny B [98]. Inne tkanki badane w zakresie akumulacji
urolityn i ich pochodnych w modelach zwierzecych obejmowaly tkanke mig$niowa, tluszczowsa i
sercowsa, niemniej jednak w zadnej z nich nie ujawniono ich obecnosci [89, 92].

Urolityny przechodza do krwi i s3 wydalane z moczem. W plynach ustrojowych u ludzi
wykryto obecnos¢ Uro A-D oraz szeregu ich glukuronidowych, sulfonowych i metylowych
pochodnych, z glukuronidem urolityny A jako dominujacym (Ryc. 4) [85-89, 91, 92, 99-102].
Metabolity elagotanin sa wykrywane w moczu po jednym do dwodch dni od spozycia produktow
bedacych ich zrédlem, takich jak maliny, truskawki, orzechy czy owoce granatu. Zaréwno w moczu jak
1 we krwi, obserwowane jest duze zréznicowanie osobnicze w zakresie oznaczonych stezen urolityn
(87, 88, 91, 105]. Uwaza si¢, ze kompozycja flory bakteryjnej jelita grubego wplywa na réznice w
stezeniach i produkcji poszczegolnych urolityn [87, 88, 94, 103-105].

przetyk -» Zotadek-jelito cienkie - jelitogrube - enterocyty/hepatocyty
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Ryc. 4 Metabolizm elagotanin i kwasu elagowego
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Na podstawie dotychczasowych badan na ludziach, mozna wyrézni¢ 3 grupy rézniace sig
metabolizmem elagotanin: grupa produkujaca gléownie urolityne A (25-80%), grupa produkujaca
gléwnie urolityng B (10-50%) oraz grupa u ktérej nie obserwuje si¢ produkceji urolityn (5-25%).
Przynalezno$¢ do danej grupy nie jest skorelowana z plcia, wiekiem, BMI czy ilo$cia oraz zrédiem
spozytych elagotanin. Obserwowano natomiast, ze do grupy producentéw Uro B czesciej naleza
pacjenci z przewleklymi schorzeniami takimi jak zespol metaboliczny, nowotwor jelita grubego czy
dysbioza jelitowa [106]. U 10-50% ludzi, oprocz urolityny A, obserwowano produkcje jej izomeru:
izourolityny A (iso-Uro-A) [107].

2.2 Aktywnos$¢ biologiczna
W $wietle ostatnich wynikéw badan przyjmuje si¢ ze to urolityny, a nie formy natywne
elagotanin, sa w gléwnej mierze odpowiedzialne za obserwowane efekty biologiczne 7 vivo. Skutkuje to

wzrostem liczby prac dotyczacych ich aktywnosci biologicznej [87, 107, 109-143].

2.2.1 Aktywno$c¢ antyoksydacyjna

Dotychczasowe wyniki badan aktywnosci antyoksydacyjnej urolityn sa rozbiezne. W testach z
uzyciem DPPH i redukcji rodnika ABTS — 2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu), wykazano,
ze w porownaniu do elagotanin, urolityna A charakteryzuje si¢ bardzo niskgq aktywnoscia
antyoksydacyjna, ok. 42-razy stabsza w tescie DPPH, oraz az 3500-razy stabsza w tescie ABTS [87].
Podobnie w badaniach Larrosa 1 wsp. [109], wartosci IC;, urolityn w szeregu testow oksydacyjnych
(m.in. DPPH i NADH) byly powyzej 100 uM, jakkolwiek w tescie ORAC (ang. oxygen radical absorbance
capacity) badajacym zdolno$¢ pochlaniania reaktywnych form tlenu — urolityny, w szczegdlnosci Uro A,
wykazywaly aktywnos¢ podobna do kwasu askorbinowego. Wyniki te sa zgodne z innymi badaniami
porownujacymi wlasciwosci antyutleniajace zwiazkow fenolowych (m.in. flawonoli, flawan-3-oli,
kwasow fenolowych) i ich metabolitow metoda ORAC, sposrod ktérych urolityna A byla jednym z
najsilniejszych antyoksydantéw [110].

Przeciwutleniajacy  potencjal  urolityn  badano  réwniez w  komoérkowym  tedcie
antyoksydacyjnym. W badaniach na linii HL-60, stwierdzono, ze urolityny C i D sa najsilniejszymi
antyoksydantami z warto$ciami IC,, wynoszacymi odpowiednio 0.16 1 0.33 pM, silniejszymi niz kwas
elagowy (IC;, 1.1 pM) i witamina C (IC;, 1.9 uM). Urolityna A, pomimo ze charakteryzowala si¢
nizszym potencjatem antyoksydacyjnym (IC;, 13.6 uM), to zawieral si¢ on w zakresie stezen osiaganych

i vivo. Natomiast urolityna B nie wykazywala aktywnosci antyoksydacyjnej. Zaleta testow

28



antyoksydacyjnych przeprowadzonych na komoérkach, w przeciwienstwie do testow enzymatycznych,
jest uwzglednienie transportu przez blony i ocena biodostepnosci badanych zwiazkow [111].

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw sugeruja ze urolityny charakteryzuja si¢ wyzszym
potencjatem antyoksydacyjnym niz poczatkowo sadzono, przy czym obserwuje si¢ duza zmiennosc
wynikow w zaleznosci od zastosowanej metody badawczej, co wymaga dalszych badan w warunkach 7

vivo [112].

2.2.2 Aktywno$¢ przeciwzapalna

Aktywno$¢ przeciwzapalna urolityn potwierdzono w  badaniach na liniach ludzkich
fibroblastéw okreznicy stymulowanych prozapalnie IL-183 lub TNF-o [113, 114]. Komérki hodowano
w obecnosci urolityny A, B, kwasu elagowego [113, 114] badZ mieszaniny wszystkich 3 metabolitow
[114]. Urolityny A oraz B wykazywaly aktywnos¢ przeciwzapalng charakteryzujaca si¢ spadkiem adhezji
monocytow 1 ekspresji czynnikéw takich jak PGE,, PAI-1 (inhibitora aktywatora plazminogenu 1) oraz
IL-8 [113]. Mechanizm dzialania obydwu zwiazkéw obejmuje zdolnos¢ hamowania translokacji
jadrowej czynnika NF-xB oraz inhibicji szlakow metabolicznych kinaz aktywowanych miogenami
(MAPK, ang. miogen-activated protein kinases) poprzez oddzialywanie na biatka p38 (Uro A i B) i c-Jun
(Uro A). Dodatkowym efektem urolityny A byla inhibicja enzymoéw odpowiedzialnych za synteze
prostaglandyn w warunkach zapalenia — mPGES-1 (ang. membrane-associated PGE synthase-1) 1 COX-2
[114]. W innym badaniu, glukuronidy Uro A i B (gléwne metabolity obecne w osoczu) oddzialywaly
przeciwzapalnie na stymulowane TNF-a ludzkie komérki §rodblonka aorty, regulujac poziomy szeregu
markeréw zwiazanych z procesem miazdzycowym, takich jak chemotaktyczne biatko makrofagéw
MCP1 (ang. monocyte chemoattractant protein 1) 1 PAI-1 [115].

Oprocz dzialania przeciwzapalnego, ujawnionego wobec fibroblastow i komoérek srodblonka
[113-115], urolityny A, B 1 C modulowaly odpowiedz zapalna makrofagéw oraz neutrofili [116-118]. W
mysich makrofagach RAW 264.7 indukowanych LPS (lipopolisacharyd) obserwowano inhibicj¢
ekspresji iNOS, IL-18, TNF-a oraz IL-6 w obecnosci urolityn A-C [116]. Podobnie, w indukowanych
prozapalnie makrofagach pochodzacych z ludzkiej linii komoérek biataczki THP-1, odnotowano spadek
produkcji TNF-a w wyniku inkubacji z urolitynami A-C, przy czym Uro C byla jedyng urolityng
wykazujaca zdolno$¢ inhibicji produkcji IL-6 [117]. W przypadku neutrofili, urolityny A, B 1 C
charakteryzowaly si¢ zréznicowanym wplywem na modulatory zapalenia, obejmujacym inhibicje 11.-8
(Uro B), elastazy (Uro C) oraz uwalniania mieloperoksydazy z ziarnistosci granulocytow (Uro A, C)
[118]. W przypadku wszystkich analizowanych leukocytow najsilniejszy efekt przeciwzapalny
przypisano urolitynie A [116-118].
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Innym kierunkiem aktywnosci urolityn A 1 B, jest hamowanie aktywnosci acetylotransferaz
histonow (HAT, ang. histone acetyltransferases) na poziomie 40-50% w stezeniu 5 uM. HAT petnia role
koaktywatorow transkrypcji czynnikéw transkrypeyjnych bioracych udzial w indukcji procesow
zapalnych takich jak NF-»B 1 AP-1 [119].

Aktywnos¢ przeciwzapalna urolityn w warunkach zz vivo byla badana na szczurzym modelu
wrzodziejacego zapalenia okreznicy. Poczatkowo, szczury szczepu Fisher otrzymywaly urolityne A w
dawce 15 mg/kg dziennie przez 20 dni. Nastepnie przez 5 kolejnych dni kontynuowano dawkowanie
Uro A, dodatkowo wzbogacajac diete szczurow o 5% DSS. Wykazano, ze urolityna A obnizala poziom
markeréw zapalnych takich jak iINOS, COX-2, PGE, oraz enzymu syntazy prostaglandynowej PTGES
(ang. prostaglandin E synthase). Interesujacym jest twierdzenie o hamujacym wplywie zapalenia jelita
grubego na metabolizm elagotanin i powstawanie urolityn, co uzasadnialoby bezposrednie podawanie

urolityn jako potencjalnego leku przeciwzapalnego [109].

2.2.3 Oddziatywanie na bakterie

Informacje o wplywie urolityn typ rodzaj liczebnos$é

na drobnoustroje sa nieliczne [120, rB;@/m;jhm ﬁ

121]. Firmicutes <« Lactobacillus <

Stwierdzono, ze wytwarzanie urolityny Veillonella ﬁ
-

A w jelicie grubym znaczaco wplywa na Bacteroidetes 4‘[Prfzi)oz‘e//a <

zrdznicowanie sktadu mikroflory ( Enterobacter '\

jelitowej, do  ktdrej nalezy szereg Proteobacteria <« Escherichia <

baktetii z typow Firmicutes, Bacteroidetes, Serratia 4
-

Proteobacteria, Verrucomicrobia oraz Verrucomicrobia 4_( Akkermansia ﬁ

Actinobacteria (Ryc. 5) [120]. Actinobacteria 4—[(:0//1';756//4 ‘

Do interesujacych  wynikow

badati zalicza sie okreslenie wplywu Ryc. 5 Wplyw Uro A na liczebno$¢ poszczegdlnych

rodzajow bakterii mikroflory jelit [120]

urolityn  na  system  komunikacji
bakteryjnej zwany ‘quorum sensing’ [121]. Quorum sensing (sygnalizator zaggszczenia) jest
mechanizmem uczestniczacym w regulaciji ekspresji genéw drobnoustrojow, w odpowiedzi na gestosc
populacji, przy udziale czasteczek sygnalizacyjnych zwanych autoinduktorami. Przekroczenie
progowego stezenia autoinduktoréw, sygnalizujacego osiagniecie odpowiedniej liczebnosci populaci,

skutkuje skoordynowana ekspresja gendéw umozliwiajaca bakteriom zapoczatkowanie szeregu
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procesow fizjologicznych prowadzacych do m. in. rozwoju infekcji czy formowania charakteryzujacego
si¢ wysokim stopniem antybiotykoopornosci biofilmu [144].

Dotychczas jedyna informacja o oddzialywaniu urolityn na quorum sensing, sq dane o
zdolnodci urolityn A 1 B do redukcji biofilmu oraz ruchliwosci patogenu jelitowego Yersinia enterocolitica.
Efekt ten byl zwiazany ze znacznym obnizeniem poziomoéw autoinduktora, laktonu N-acylo-L-

homoseryny (AHL, ang. acy/-L-homoserine lactone) i redukcja ekspresji gendéw zwigzanych z synteza

laktonow (yenl 1 yenR) oraz synteza wici (/hDC, fliA i fleB) [121].

2.2.4 Aktywno$¢ chemoprewencyjna

Gruczol krokowy stanowi jeden z organdéw w ktérym potwierdzono obecno$¢ urolityn u ludzi
[98], dlatego w jego tkankach jako pierwszych oceniano wplyw urolityn na proces nowotworzenia
[122-1206].

Urolityna A hamowata wzrost oraz wykazywala aktywnos¢ proapoptotyczng wobec dwoch linii
komoérkowych raka prostaty, DU-145 i PC-3, poprzez inhibicj¢ cyklu komérkowego w fazie G,/M
[122]. W innych badaniach oceniano wplyw urolityn na szereg markeréw, stanowiacych potencjalne
cele w chemoprewencji nowotworéw prostaty. Nalezaly do nich monooksygenazy CYP1A1 i CYP1B1
z rodziny cytochromoéw P450 (CYP) [123], receptor androgenowy (AR, ang. androgen receptor), swoisty
antygen sterczowy (PSA, ang. prostate specific antygen) [124], oraz receptory dla eferyn (Eph, ang.
erythropoietin-producing human hepatocellular receptors) [125].

Aktywnos¢ katalityczng CYP1A1 i CYP1B1 oceniano w modelu badajacym stopient dealkilacji
O-deetylazy etoksyrezorufiny (EROD, ang. ethoxyresorufin-O-deethylase), w komorkach prostaty,
inkubowanych w obecnodci urolityn. Analizowane urolityny (A-D) hamowaly aktywnos$¢ CYP1B1
przyjmujac wartosci IC;, od 1.15 M dla urolityny A, do 137 M dla urolityny D, natomiast w
przypadku CYP1A1 wartosci 1C;, wynosily 12.4 1 2907 M, odpowiednio. Ponadto urolityny okazaly
si¢ inhibitorami ekspresji genu CYP1B1 [123]. Hamowanie ekspresji przez urolityny A i B odnotowano
réwniez wobec AR i PSA w komorkach raka gruczotu krokowego linii LNCaP. Efekt ten byl
polaczony z obnizeniem stezenia bialka antyapoptotycznego Bcl-2 i indukcja apoptozy [124]. W innym
badaniu na linii LNCaP stwierdzono indukcje apoptozy przez urolityne A, w wyniku aktywacji
kontrolujacych ja kaspaz 3 1 7. Dodatkowo odnotowano zwigckszona ekspresje CDKNI1A, ktory jest
genem promotorowym biatka supresorowego p16 [126]. Uro C i D, jakkolwiek uwazane za urolityny o
najstabszym dzialaniu chemoprewencyjnym wobec nowotworu prostaty, jako jedyne wykazaly
powinowactwo do receptoréw Eph, bedac konkurencyjnymi dla promujacych angiogeneze

nowotworows ligandéw (eferyn) [125].
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Znanych jest wiele badan wlasciwosci chemoprewencyjnych urolityn w nowotworach jelita
grubego poniewaz w jelicie grubym sa wytwarzane w stezeniach umozliwiajacych osiagnigcie efektu
biologicznego [107, 127-133].

Efekt chemoprewencyjny urolityn oceniono w szeregu ludzkich linii komérkowych raka jelita
grubego: Caco-2, SW480 i HT-29 [128-131]. Urolityny A-D hamowaly proliferacj¢ wymienionych
trzech linii zaleznie od dawki, poprzez inhibicje cyklu komérkowego w fazie S badz G,/M [107, 128,
129]. Efektywno$¢ hamujaca urolityn zmniejszala si¢ w kolejnosci: Uro A > Uro C > Uro D > Uro B
[128]. Inhibicje¢ cyklu w fazie S i G,/M w komoérkach Caco-2 powodowata mieszanina urolityn A i B
oraz kwasu elagowego, poprzez modulacje ekspresji szeregu genéw regulujacych cykl komoérkowy,
genéw supresorowych, onkogenow oraz gendéw receptordw czynnikow wzrostu powiazanych ze
szlakami metabolicznymi kinaz MAPK [130]. Urolityny A-D dziataly proapoptotycznie na komorki
Caco-2 [107] 1 HT-29 [129, 131], przy czym wykazano, ze Uro A i B wyplywaja na wzrost ekspresiji i
aktywacje biatek regulujacych apoptoze takich jak p21, oraz kaspazy 3, 8 1 9 [129]. Ponadto urolityny
A-D, w stezeniu indukujacym apoptoze, hamowaly aktywnos¢ enzymoéw CYP1 na poziomie 50%
[131]. W komorkach linii SW480 i HT-29 obserwowano catkowita glukuronidacje urolityn A 1 B po 48
h inkubacji, co ograniczalo ich aktywno$¢ hamujaca. Autorzy sugeruja, ze glukuronidacja urolityn
zachodzi z udzialem blonowych transporteréw ABC (ang. ATP-Binding Cassette Transporters),
uznawanych za receptory uczestniczace w protekcji komoérek rakowych przed ksenobiotykami [128]. W
innym badaniu na liniit HEK T293 ujawniono, ze urolityna A hamowatla sygnalizacje szlaku Wnt (ktory
jest jednym ze szlakéw odgrywajacych kluczowa role w karcynogenezie jelita grubego), i jej
efektywnosc¢ byla ok. 2-krotnie wyzsza od kwasu elagowego [132].

Aktywnosc¢ antyproliferacyjng urolityny A oceniono wobec izourolityny A, na linii Caco-2 oraz
zdrowych komérek linii CCD18-Co. Zalezny od dawki efekt antyproliferacyjny obserwowano dla
obydwu zwiazkow, jakkolwiek byl on silniejszy wobec linii Caco-2, a aktywnos¢ iso-Uro A byla
zauwazalnie slabsza. W trakcie trwania eksperymentu, w komoérkach linii Caco-2 wykazano
glukuronidacje ok. 20% Uro A oraz ok. 50% iso-Uro A. Glukuronidy Uro A i iso-Uro A nie
wykazywaly aktywnodci hamujacej wzrost komoérek, co znaczaco ograniczalo ogolny efekt
antyproliferacyjny [107]. Urolityna A uwrazliwiala rowniez komorki linii Caco-2, SW480 1 HT-29 na
dzialanie leku przeciwnowotworowego fluorouracylu (5-FU) [133].

Poniewaz urolityny i ich metabolity sa obecne w pecherzu moczowym 1 wydalane z moczem,
ich aktywnos$¢ antyproliferacyjng badano wobec linii T24 ludzkich komoérek raka pecherza moczowego.

Urolityny A, B oraz kwas elagowy 1 metylo-Uro A hamowaly proliferacje w zblizonym zakresie stezen
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1C,, (33.7 — 46.3 pM), w wyniku aktywacji kontrolujacej apoptoze kaspazy 3 i ograniczanie efektow
stresu oksydacyjnego w komorkach pecherza moczowego [134].

Oceniono wplyw urolityn na indukowang testosteronem proliferacje komorek raka piersi
MCF-7, oraz powiazanego z nia enzymu — aromatazy. Aromataza umozliwia konwersje androgenow w
estrogeny, 1 jest jednym z kluczowych czynnikéw promujacych rozwdj raka piersi. Stwierdzono, ze
spos$réd 10 metabolitéw kwasu elagowego, obejmujacych urolityng A, B oraz ich acetylowane,
etylowane 1 sulfonowane pochodne, urolityna B jest najefektywniejszym inhibitorem zaréwno
proliferacji komoérek rakowych jak i enzymu aromatazy [135]. W innym badaniu, obiektem
chemoprewencyjnej aktywnosci urolityn bylto, nalezace do transporterow ABC, bialko opornosci raka
piersi BCRP/ABCG2, warunkujace wiclolekowa oporno$¢ komérek nowotworowych. Sposréd
analizowanych urolityn A-D oraz ich metabolitow: siarczanu Uro A, glukuronidu Uro A i glukuronidu
Uro B, jedynie urolityna A oraz jej siarczan wykazaly powinowactwo do BCRP, ograniczajac jego
aktywno$¢ w transportowaniu mitoksantronu w komoérkach linit MDCKII [136].

W pojedynczym badaniu aktywnosci antyproliferacyjnej urolityny A wobec komorek linii
HepG2 nowotworu watroby, Uro A hamowala ekspresje NF-»B, B-kateniny, protoonkogenu c-Myc,
ograniczala poziom cykliny D1 oraz zwigkszala ekspresje p38, p58 oraz kaspazy 3. Obok dziatania
antyproliferacyjnego, obserwowano efekt antyoksydacyjny zwiazany z redukcja komérkowych ROS
[137].

2.2.5 Inne kierunki aktywnos$ci

2.2.5.1 Aktywnos$¢ przeciwmalaryczna

Zwigkszona produkcja i wydzielanie metaloproteinazy 9 (MMP-9, ang. matrix metalloproteinase-9)
przez monocyty jest jednym z kluczowych czynnikéw zwigzanych z patogeneza malarii. W ludzkich
monocytach stymulowanych hemozoina (zwiazkiem powstajacym z hemoglobiny hydrolizowanej przez
pasozyta w zakazonych erytrocytach) i TNF-a, urolityny A i B hamowaly uwalnianie 1 ekspresj¢ MMP-

9, ujawniajac potencjal przeciwmalaryczny [138].

2.2.5.2 Modulacja receptora estrogenowego

Fitoestrogeny, w wyniku podobienistwa w budowie do estrogenéw moga normalizowaé ich
poziomy w organizmie dzialajac estrogenowo badz antyestrogenowo. Z dzialaniem fitoestrogenow
zwigzanych jest wiele korzysci zdrowotnych jak regulacja poziomu cholesterolu oraz utrzymanie
gestodci mineralnej 1 wytrzymalosci mechanicznej kosci [93]. Urolityny A 1 B badano pod katem ich

efektywnosci jako modulatoréow estrogenowych na linii komérkowej MCEF-7. Obydwie urolityny
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wykazywaly powinowactwo do receptorow ERa i ERP, przy czym silniejsze powinowactwo
obserwowano dla ERa oraz urolityny A. Urolityny dzialaly estrogenowo, promujac przezycie komorek
MCF-7 nawet w wysokim stgzeniu, oraz antyestrogenowo w obecnosci promujacego ich przezycie 17-
B-estradiolu, co jest mechanizmem zblizonym do obserwowanego dla innych znanych fitoestrogenéw

(rezweratrolu, genisteiny, daidzeiny oraz enterolaktonu) [139].

2.2.5.3 Hamowanie powstawania zaawansowanych produktéw glikacji (AGE)

Zaawansowane produkty glikacji (AGE, ang. advanced glycation end-products) sa wynikiem
abnormalnej glikacji biatek badz tluszczy, czesto bedacej wynikiem utrzymujacej si¢ hiperglikemii, 1 sq
faczone 2z rozwojem angiopatii naczyniowych w cukrzycy czy chorobie Alzheimera. W
cksperymentalnym modelu biatka surowiczej albuminy wolowej (BSA, ang. bovine serum albumin)
inkubowanego z glukoza ujawniono, ze zaréwno urolityna A jak i B wykazuja znaczace dzialanie
hamujace powstawanie AGE w dawce 1 mol/l, natomiast zalezne od dawki zwigkszenie efektu anty-

AGE obserwowano tylko w przypadku urolityny A [140].

2.2.5.4 Dziatanie przeciwglikemiczne

Urolityny charakteryzowaly si¢ zdolnoscia do modulacji mediatoréw prozapalnych i czynnikow
wzrostu w komorkach migsniowych serca (kardiomiocytach) i fibroblastach, w obecnosci wysokich
stezen glukozy. W stezeniu 1 pM, urolityna B 1 jej glukuronid byly najbardziej efektywne w
kardiomiocytach, natomiast urolityna D w odniesieniu do fibroblastéw. Ograniczane przez urolityny
proceséw zapalnych bedacych wynikiem hiperglikemii, moze mie¢ znaczenie w prewencji powiklania

cukrzycowego jakim jest kardiomiopatia [141].

2.2.5.5 Aktywnos$¢ neuroprotekcyjna

Produkcja B-amyloidu, fibrylizujacych nieaktywnych biatek gromadzacych si¢ w moézgu w
postaci ztogdéw, jest jednym z wyznacznikow choroby Alzheirmera.

W analizie szeregu zwigzkow, w tym elagotanin, kwasu elagowego, jak réwniez urolityn i ich
pochodnych, wykazano ze urolityny A-D oraz metylo-urolityna B przeciwdziataly fibrylacji $-amyloidu
w warunkach 7z vitro. Podobnie w modelu wykorzystujacym nicienia Caenorhabditis elegans, odnotowano
protekcyjne dziatanie urolityn, ograniczajace neurotoksycznosé i paraliz indukowane amyloidem (31-42.
Ponadto, obliczenia i silico, przewidujace poziom przechodzenia elagotanin obecnych w owocach
granatu (Punica granatum) oraz urolityn bedacych produktami ich metabolizmu, przez bariere krew-

mozg wykazaly, ze tylko urolityny spetniajq kryteria przepuszczalnodci [142].
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W innych badaniach ujawniono dziatanie promujace przezycie komoérek nerwowych w

warunkach stresu oksydacyjnego indukowanego TNF-a przez urolityny A i B [140].

2.2.5.6 Wptyw na adipogeneze i lipogeneze

Wplyw urolityn A-D oraz iso-Uro A na procesy adipogenezy oraz lipogenezy badano w
ludzkich adipocytach oraz hepatocytach linii Huh7 ludzkiego nowotworu watroby. Ujawniono, ze
urolityny A, C 1 D w stezeniu 30 pM znaczaco hamowaly powstawanie nowych adipocytéw, co bylo
zwigzane z inihibcja akumulacji tréjglicerydow, zwigkszona oksydacja kwaséw tluszczowych oraz
zwickszona  fosforylacja (1 przez to aktywacja) kinazy bialkowej aktywowanej przez
adenozynomonofosforan (AMPK). Aktywacja AMPK prowadzi do zahamowania szlakow
anabolicznych (w tym syntezy tluszczow) na korzy$¢ proceséw katabolicznych, w wyniku ktérych

powstaje ATP [143].
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3. Charakterystyka surowcow z gatunku Lonicera caerulea

3.1 Stanowisko systematyczne [145]

Krolestwo: Plantae (Rosliny)

Gromada: Spermatophyta (Nasienne)

Podgromada: Magnoliophyta (Okrytonasienne)

Klasa: Dicotyledonae (Dwuliscienne)

Podklasa: Asteridae (Astrowe) oy |

Rzad: Dipsacales (Szczeciowce) ' \

Rodzina: Caprifoliaceae (Przewiertniowate) 9

Rodzaj: Lonicera 1. (Wiciokrzew) Ryc. 6 Wiciokrzew siny
Gatunek: Lonicera caernlea 1. (Wiciokrzew siny) (lechebnye-rastenija.ru) img) 72.bmp)

3.2 Opis botaniczny i charakterystyka stosowania

Lonicera  caernlea L., (wiciokrzew siny) jest suchodrzewem nalezacym do rodziny
przewiertniowatych (Caprifoliaceae) 1 jednym z 180 gatunkéw krzewow nalezacych do rodzaju Lonicera,
szeroko rozprzestrzenionych na poétkuli pdinocnej, gléwnie w strefie klimatu umiarkowanie
chlodnego. Wystepuje powszechnie w péinocnej Rosji, Chinach i Japonii. W Europie, w $rodowisku
naturalnym, jest spotykana na terenie Alp oraz w Skandynawii. W Ameryce Péinocnej i Europie jest
malo znana, jakkolwiek owoce wiciokrzewu systematycznie zyskuja popularnos¢ [146, 147].

Wiciokrzew siny jest znang roéling uzytkowa o jadalnych owocach oraz rosling lecznicza
dostarczajaca surowcoOw wykorzystywanych w medycynie tradycyjnej potnocnej Rosji, Chin oraz
Japonii. Owoce, nazywane ‘eliksirem zycia’ przez tubylczy lud Ajnéw zamieszkujacy wyspe Hokkaido
[148], sa surowcem stosowanym w medycynie ludowej, jako wzmacniajacy, o dziataniu hipotensyjnym i
obnizajacym ryzyko zawalu serca, zapobiegajacy anemii, spowalniajacy rozwdj jaskry, jako
przeciwmalaryczny oraz pomocny w chorobach ukladu pokarmowego oraz infekcjach bakteryjnych
[149]. Kwiaty, lidcie, galezie oraz kora sa wykorzystywane jako remedia o dzialaniu moczopednym
(galezie, kora), przeciwprzezigbieniowym (kwiaty) czy tez przeciwzapalnym w stanach zapalnych gardia
(liscie) [150]. Zastosowania owocoéw wiciokrzewu sinego w przemysle spozywczym obejmuja
produkcje dzemoéw, win, stodyczy i jogurtow, z przeznaczeniem gléwnie na rynek japonski.
Ograniczeniem zwickszenia produkcji przemystowej owocow sa wysokie koszty ich pozyskiwania
zwigzane z koniecznoscig recznego zbioru (mozliwosci zbioru mechanicznego sa ograniczone) [151].

Lonicera caerulea posiada liczne odmiany, z ktorych kilka jest szeroko uprawianych m.in.:
pochodzace z Rosji - L. caerulea var. edulis, L. caerulea var. kamtschatica, 1. caernlea var. altaica, L. caerulea
var. boczkarnikovae oraz z wyspy Hokkaido z Japonii - L .caerulea var. emphyllocalyx [152]. Do Polski

odmiane L. caerulea var. edulis sprowadzono z Rosji okolo 30 lat temu i obecnie stanowi ona obiekt
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zainteresowania prywatnych hodowcéw oraz instytutow hodowlanych. W Polsce opracowano szereg
kultywaréw krajowych do ktérych naleza m.in. “Wojtek’, ‘Brazowa’ oraz “Zielona’ [153].

Krzewy o zwartym 1 wzniesionym pokroju osiagaja wysokos¢ od 0,8 do 3,0 metréw, sa
dlugowieczne i moga przezy¢ od 25 do 30 lat. Rosng na glebach piaszczystych badZ tez gliniastych,
ktorych pH moze waha¢ si¢ od 5 do 7 [150]. Charakteryzuja si¢ wysoka odpornoscia na mrozy,
dochodzace do temperatury -46°C [154], jak rowniez wysoka odpornoscig na choroby i szkodniki
[149]. Krzewy sa obcopylne, 1 zaczynaja owocowaé¢ w drugim roku po wysadzeniu. Zakwitaja w
pierwszej polowie kwietnia, natomiast owocuja na przelomie maja i czerwca. Po 3 latach, osiagane
plony wynoszg ok. 500 g owocéw z jednej rodliny. Kwiaty o dlugosci ok. 1,5 cm sa koloru biato-
rézowego, rosnace po dwa na krotkiej szypulce. Owocem jest wydluzona, migsista, wielonasienna
pseudo-jagoda. Ksztalt owocéw jest rézny, najczesciej kubkowaty, owalny lub walcowato-elipsoidalny,
koloru granatowego 2z woskowym nalotem Jagody sa koloru ciemnoniebieskiego badz
ciemnofioletowego, wielkosci od 1,5 do 3 cm 1 wadze 0,6 do 2 g. Sa soczyste o stodko-kwasnym smaku
z charakterystyczng goryczka [149, 150, 155].

Botaniczna klasyfikacja gatunku L. caerulea jest problematyczna ze wzgledu na fakt opisywania
niektérych kultywaréow jako odmiennych gatunkéw (np. L. caernlea var. edulis jako L. edulis) oraz
stosowania szeregu nazw synonimicznych jak ‘haskap’, jagoda kamczacka’ czy ‘suchodrzew jadalny’ dla
odmiennych gatunkéw [150]. Nazwa ‘haskap’ (znana réwniez jako ‘“zimolost’) w Rosji oznacza
przewaznie odmiany L. caerulea var. kamtschatica, L. caernlea var. edulis i L. caerulea var. boczkarnikovae,
podczas gdy w Japonii nazywana jest tak odmiana L. caerulea var. emphyllocalix [152]. W Polsce
popularna jest nazwa ‘jagoda kamczacka’, 1 odnosi si¢ ona réwniez do krajowych odmian hodowlanych

pochodzacych z L. caerulea var. edulis.

3.3 Skfad chemiczny
Owoce L. caerulea sa jedynym surowcem z rodzaju Lonicera ktorego skiad chemiczny oraz
wlasciwosci biologiczne sa analizowane w szerszym zakresie. Surowiec cieszy si¢ wigkszym
zainteresowaniem od niespetna kilku lat, z wickszoscia informacji o profilach metabolitéw wtérnych
opracowanych przez polskie i czeskie zespoly badawcze [156-167]. Natomiast kwiaty L. caerulea

pozostaja surowcem niezbadanym w zakresie skladu chemicznego.

3.3.1 Owoce L. caerulea
Wigkszo§¢ danych o zawartosci zwiazkow fenolowych w owocach L. caerulea dotyczy

calkowitej zawartodci fenoli (TPC, ang. #tal phenolic contenf) metoda Folina-Ciocaltew’a (F-C), oraz
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calkowitej zawartosci antocyjanow (TAC, ang. #tal anthocyanin content) oznaczonych z uzyciem
spektrofotometrycznej metody réznicowej. Wartosci TPC owocdéw L. caerulea, wyrazone w
ckwiwalentach kwasu galusowego (GAE), zawieraly si¢ w zakresie od 140.5 do 1142 mg GAE/100 g
$.m. (Swiezej masy) [156, 158, 168-171], i byly wielokrotnie wyzsze w poréwnaniu do innych owocow,
takich jak truskawki (238.0 mg GAE/100 g §.m.) [172], maliny wtasciwe (455.5 mg GAE/100 g §.m.)
[158] czy owoce Vaccinium virgatum, boréwki z poludniowo-wschodnich terenéw Ameryki Pélnocnej
(330.0 mg GAE/100 g §.m.) [173]. Wartos¢ TAC owocow L. caerulea, wyrazona w ekwiwalentach 3-O-
glukozydu cyjanidyny (CE), wynosita 1300 mg CE/100 g $.m. [158, 169], i réwniez byla wielokrotnie
wyzsza niz w przypadku innych popularnych w Europie owocow, takich jak malina wlasciwa (22.2 —
436.9 CE/100 g §.m.) [174], malina zachodnia (125.6 — 152.2 CE/100 g §.m.), czerwona porzeczka (1.4
— 7.8 CE/100 g $.m.) [175] czy boréwka wysoka (99.9 CE/100 g §.m.) [170].

Analiza owocoéw L. caernlea metodami chromatografii cieczowej (LC, ang. /liguid chromatography)
ujawnila ze obok antocyjanéw, owoce wiciokrzewu sinego sa zrédlem szeregu kwaséw fenolowych,
flawonoli i flawan-3-oli ktére przedstawiono w Tabeli 2. Antocyjany stanowia dominujaca grupe w
owocach jagody kamczackiej, przy czym gléwnym zwiazkiem jest 3-O-glukozyd cyjanidyny ktory
stanowi 80 — 92% zespotu [156, 158, 159, 161, 162]. Towarzysza mu 3,5-O-diglukozyd cyjanidyny, 3-
O-rutynozyd cyjanidyny oraz w niskich stezeniach pochodne innych antocyjanozydéw: peonidyny,
pelargonidyny oraz delfinidyny (Tab. 2). Stwierdzono rowniez obecno$¢ dwoch acetylowanych
antocyjanow, 3-O-acetyloheksozydow cyjanidyny i peonidyny [162].

Zawarto$¢ kwaséw fenolowych w owocach L. caerulea zawiera si¢ od 2845.8 do 5418.2 mg/kg
s.m., przy czym wigkszos¢ z nich wystepuje w formie zwigzanej jako glikozydy lub estry, gléwnie
pochodne kwasu m-kumarowego. Jedynie niewielka cze¢s¢ (1,7 — 4,2%) kwaséw fenolowych jest
obecna w formie wolnej. W poréwnaniu do owocoéw boréwki wysokiej i jezyny bezkolcowej, L. caernlea
zawiera mniej wolnych fenolokwaséw, natomiast ok. 10 — 20% wiecej w formie zwiazanej [177]. Wérod
wolnych fenolokwaséw dominujacymi sa kwas kawowy, chlorogenowy, p-kumarowy oraz ferulowy,
wraz z innymi towarzyszacymi im w znacznie nizszych ilo$ciach [157].

Znane sq réwniez nieliczne doniesienia o obecnosci glikozydu irydoidowego: 7-oksologaniny

[178], oraz bis-glikozydow irdydoidowych [179], obok estrow kwasu cytrynowego [180].
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Tab. 2 Zwiazki fenolowe dotychczas zidentyfikowane w owocach L. caerulea

antocyjany piSmiennictwo
3-O-glukozyd cyjanidyny [156-167]
3-O-rutynozyd cyjanidyny [156-167]
3,5-O-diglukozyd cyjanidyny [156-159, 161, 163-167]
3-O-galaktozyd cyjanidyny [158]
3-O-ksylozyd cyjanidyny [158]
3-O-glukozyd delfinidyny [156, 162]
3-O-rutynozyd delfinidyny [150]
3-O-arabinozydo-heksozyd delfinidyny [156]
3-O-glukozyd pelargonidyny [156-159, 161, 162, 167]
3-O-rutynozyd pelargonidyny [156, 162]
3,5-O-diglukozyd pelargonidyny [150]
3-O-glukozyd peonidyny [156-159, 161-164, 166, 167]
3-O-rutynozyd peonidyny [156, 157, 161, 162, 165, 167]
3,5-O-diglukozyd peonidyny [156]
3-O-glukozyd petunidyny [150]
kwasy fenolowe piSmiennictwo
kwas chlorogenowy [157, 159, 161, 163, 164, 166, 167]
kwas 5-O-kawoilochinowy (neochlorogenowy) [157, 159, 163, 164, 166, 167]
kwas 3,5-O-dikawoilochinowy [161, 163, 164, 1606, 167]
kwas kawowy [157]
kwas ferulowy [157]
kwas galusowy [156]
kwas 4-aminobenzoesowy [156]
flawonole pismiennictwo
3-O-rutynozyd kwercetyny (rutyna) [156, 157, 159, 161, 163, 164, 166, 167]
3-O-glukozyd kwercetyny (izokwercetyna) [156, 157, 159, 161, 163, 164, 166, 167]
3-O-galaktozyd kwercetyny (hiperozyd) [159, 160]
3-O-ramnozyd kwercetyny (kwercytryna) [156, 161]
3-O-glukozyd kemferolu [160]
3-O-rutynozyd kemferolu [167]
7-O-glukozyd luteoliny [156, 159, 161, 163]
7-O-rutynozyd luteoliny [161, 164]
flawan-3-ole pismiennictwo
katechina [156]
epikatechina [156]
inne pi$miennictwo
7-oksologanina [178]
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Jakkolwiek przedstawione powyzej wyniki badan calkowitej zawartosci fenoli oraz antocyjanow
wskazuja, ze owoce L. caerulea charakteryzujq si¢ wyzszaq zawartoscia zwigzkéw fenolowych w
poréownaniu do wielu popularnych owocow jagodowych, to wypadaja slabiej poréwnaniu do skladu
chemicznego szeregu owocow jagodowych o czarnym kolorze, oznaczanego metodg LC. Owoce L.
caerulea charakteryzowaly si¢ wigkszym stezeniem antocyjandw niz owoce jezyny, natomiast wypadaly
gorzej w poréwnaniu do reszty badanych owocéw, w tym boréwki czarnej, wysokiej, potwysokiej,
aronii i jagody dzikiego bzu. Podobna sytuacja miala miejsce w przypadku flawonoli i kwasow
fenolowych, gdzie owoce wiciokrzewu charakteryzowaly si¢ wyzszym stezeniem obydwu grup

zwiazkéw tylko w przypadku jezyny 1 borowki czarnej [163].

OR,
(L,
)
HO SN OR,
I
OR,

OR,

R1 R Rs Rs
3-0-Glc Cy Glc OH H H
3-0O-Rut Cy Rha-Glc OH H H
3,5-0-diGlc Cy Glc OH H Glc
3-0-Gal Cy Gal OH H H
3-0-Ksyl Cy Ksyl OH H H
3-0-Glc Df Glc OH OH H
3-O-Rut Df Rha-Glc OH OH H
3-0-Glc Pg Glc H H H
3-0O-Rut Pg Rha-Glc H H H
3,5-0-diGlc Pg Glc H H Glc
3-0-Glc Pn Glc OCH3 H H
3-0-Rut Pn Rha-Glc OCH; H H
3,5-0-diGlc Pn Glc OCH3 H Glc
3-0-Glc Pt Glc H OCH3 H
Cy — cyjanidyna, Df — delfinidyna, Gal — galaktoza, Glc — glukoza, Ksyl — ksyloza, Pg
— pelargonidyna, Pn — peonidyna, Pt — petunidyna, Rha — ramnoza, Rut — rutoza

Ryc. 7 Wzory strukturalne antocyjanéw wystepujacych w owocach L. caerulea
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3.4 Aktywnos$c¢ biologiczna
W poréwnaniu do innych owocéw jagodowych stosowanych w medycynie tradycyjnej, owoce
L. caernlea nie sa szeroko zbadanym surowcem w zakresie dzialania biologicznego, z wigckszoscia
dotychczasowych badan koncentrujacych si¢ na ocenie ich aktywnosci antyoksydacyjnej. Podobnie jak

w przypadku skladu chemicznego, aktywnos¢ biologiczna kwiatéw L. caerulea nie jest znana.

3.4.1 Owoce L. caerulea

3.4.1.1 Aktywnos$¢ antyoksydacyjna

Aktywno$¢ antyoksydacyjna owocéw L. caernlea oceniono z uzyciem szeregu testow
antyoksydacyjnych: ABTS, DPPH, FRAP (ang. ferric ion reducing antioxidant power), ORAC 1 TEAC (ang.
trolox: equivalent antioxidant capacity) (147, 158, 162, 167, 170, 171, 181, 182]. Wymienione testy opieraja
si¢ na analizie zdolnosci dezaktywacji wolnych rodnikéw i ich wyniki sa wyrazane jako ekwiwalenty
troloksu (umol TE), ekwiwalenty kwasu askorbinowego (g AAE) (w zaleznosci od tego ktory ze
zwigzkow uzyto jako standard), lub jako wartos¢ EC, [183, 184].

Ekstrakt z owocow L. caernlea redukowal 85% rodnika DPPH, i byl skuteczniejszy od ekstraktu
z owocow pomidora (43%), rokitnika zwyczajnego (74%), oraz kwasu askorbinowego jako zwigzku
odniesienia (51%) [181]. Ekstrakty z réznych kultywardw L. caerulea var. kamitschatica zebrane na terenie
Republiki Czeskiej wykazywaly zdolnosé antyoksydacyjna w zakresie 6.59-10.17 ¢ AAE/kg $§.m., co
stanowi wyzsze wartosci od oznaczonych dla owocow czeresni (0.9 ¢ AAE/kg §.m.) oraz sliwki
domowej (6 ¢ AAE/kg §.m.) [170]. Potencjal antyoksydacyjny owocéw L. caerulea w testach ORAC
wynosil od 31 do 552 pmol TE/g §.m. [162, 170], natomiast w tescie FRAP od 7.6 do 113 pmol TE /g
$.m. [182]. W tescie TEAC owoce L. caerulea ujawnily najwyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjng (9.6 umol
TE/100 g §.m.) spostdéd 13 badanych owocéw jagodowych, osiagajac Srednio dwu- lub trzy-krotnie
wyzsze wartosci [158]. W niektérych badaniach odnotowano korelacje efektu antyoksydacyjnego z
zawartoscig polifenoli oraz antocyjanéw w materiale roslinnym [147, 162, 167].

Poréwnanie zdolnosci antyoksydacyjnej przy pomocy trzech testow: DPPH, FRAP i ORAC
wykazalo, ze w testach FRAP i ORAC owoce L. caernlea charakteryzowaly si¢ najsilniejszymi
wlasciwosciami antyoksydacyjnymi w poréwnaniu do owocow boréwki wysokiej, jezyny, truskawki i
czerwonej maliny. Wyjatkiem byl test DPPH, w ktérym dla owocow maliny, jezyny i truskawki
odnotowano silniejsza aktywnos¢ antyoksydacyjng niz dla owocoéw L. caerutea [171].

Interesujace wyniki aktywnosci antyoksydacyjnej owocow wiciokrzewu sinego przedstawili Lee
1 wsp. [167], wykazujac ze owoce w bardzo wczesnym stadium dojrzewania charakteryzuja si¢

najsilniejszymi wlasciwosciami przeciwutleniajacymi.
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3.4.1.2 Aktywno$¢ przeciwzapalna

W ostatnich 3 latach, przeciwzapalne efekty ekstraktu z owocow L. caerulea oceniono w kilku
modelach iz vitro oraz in vivo [166, 185-188].

Ekstrakt z owocow L. caernlea (zawarto$¢ antocyjanow 18,5%) ograniczal uszkodzenia komoérek
w warunkach stresu oksydacyjnego w kulturach 7z vitro szczurzych mikrosoméw, hepatocytow oraz
komorek $rédblonka naczyniowego izolowanych z ludzkiej zyly pepowinowej (HUVEC), poprzez
hamowanie peroksydacji lipidow LDL (ang. large density lipoproteins) [185].

Wyniki badafn w modelu zapalenia watroby 7 vitro, szczurzej linii komoérek watroby BRL-3A
indukowanych zapalnie LPS, potwierdzaja przeciwzapalne dzialanie owocow L. caerulea. Komorki
inkubowano w obecnosci ekstraktu metanolowego z owocéw wiciokrzewu sinego oraz ekstraktu
rozpuszczonego w soli fizjologicznej, poddanego trawieniu zoladkowo-jelitowemu w warunkach 7
vitro (inkubacja z HCl 1 pepsyna w warunkach pH = 2, temp. 37°C). Obserwowano redukcj¢ poziomow
markeréw stresu oksydacyjnego: ROS, malonylodialdehydu (MDA), 8-OH-dG, karbonylowanych
biatek, oraz markeréw prozapalnych: IL-18 1 IL-6. Ekstrakty promowaly prawidtowe funkcjonowanie
komorek 1 poprawialy ich obraz histologiczny [186].

Polifenolowy ekstrakt o 77% zawartosci antocyjanéw w kulturze fibroblastow dzigsta
indukowanych prozapalnie (LPS), obnizal produkcje ROS i peroksydacje lipidow, zapobiegal redukciji
poziomow wewnatrzkomorkowego glutationu (GSH, antyoksydant) oraz ograniczal ekspresje wielu
czynnikow prozapalnych takich jak TNF-o, COX-2 czy IL-6 [187].

W indukowanym LPS zapaleniu naczynidwki oka u szczuréw dozylne podawanie ekstraktu z
owocOw L. caerulea obnizato poziomy tlenku azotu (NO, ang. nitric oxide), TNF-o oraz PGE, w cieczy
wodnistej oka i hamowalo ekspresj¢ NF-xB. Ponadto odnotowano korzystniejszy wynik badania
histologicznego tkanek oka. W modelu 7z wvitro mysich makrofagdéw RAW264.7, obserwowano
jednoczesnie obnizenie ekspresji iINOS oraz COX-2. Natomiast w badaniu pojedynczych fenoli: 3-O-
glukozydu cyjanidyny, 3-O-rutynozydu cyjanidyny i kwasu chlorogenowego, nie wykazano wplywu (lub
byl on niewielki) na regulacje pozioméw mediatoréow zapalenia w komoérkach [188].

Zwigzek miedzy utrzymujacymi si¢ warunkami stresu oksydacyjnego a stanem zapalnym jest
powszechnie znany [39], 1 przedstawione powyzej dane wskazuja na korelacje dzialania
przeciwzapalnego owocoéw L. caerulea z ich dzialaniem antyoksydacyjnym. Jednym z prawdopodobnych
mechanizméw jest wigzanie fenoli obecnych w owocach, w regionie hydrofilowym blony komoérkowej,

co wplywa na jej stabilizacje 1 chroni ja przed oksydacja [166].
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3.4.1.3 Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa

Wykazano aktywnosc bakteriobdjcza wodnych ekstraktow z owocdéw L. caernlea wobec bakterii
Bacillus subtilis, Kocuria rhizophila oraz Campylobacter jejuni, oraz etanolowych ekstraktéw wobec Escherichia
coli [181]. W innym badaniu ekstrakt oraz frakcja fenolowa z owocéw wiciokrzewu sinego dzialaly
przeciwadhezyjnie wobec bakterii Staphylococcus epidermidis, E. coli, Enterococcus faecalis oraz Streptococcus
mutans. Adhezja jest niezbednym elementem kolonizacji i rozwoju infekcji bakteryjnej, dlatego jej

ograniczanie moze by¢ réwnie efektywna forma prewenciji jak dziatanie bakteriobdjcze [156].

3.4.1.4 Przeciwdziatanie hiperglikemii i hiperlipidemii

Zaburzenia metabolizmu glukozy 1 lipidow spowodowane niewltasciwg dieta zwigkszaja ryzyko
choréb ukladu krazenia oraz cukrzycy. Dodatek ekstraktu z L. caerulea, do pokarmu szczurdéw z dieta
wysokocukrows (dawka 327 mg antocyjanéw/g masy ciala), powodowal normalizacj¢ pozioméw
glukozy 1 lipidéw we krwi, przeciwdzialajac hiperlipidemii, hiperinsulinemii i insulinoopornosci
obserwowanych w grupie nieprzyjmujacej ekstraktu [189].

Podobne wyniki otrzymano w badaniu oceniajacym wplyw ekstraktu z owocéw wiciokrzewu
sinego, dostarczajacego 300 mg 3-O-glukozydu cyjanidyny na kg masy ciata, na popositkowe stgzenie
glukozy 1 triglicerydéw w surowicy u szczurow. Ujawniono ze doustna aplikacja ekstraktu na 30 min
przed podaniem, oleju kukurydzianego badZ roztworu sacharozy w stezeniu 2g/kg masy ciala, istotnie
zmniejszala poziom triglicerydéw 1 glukozy, w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Natomiast 4-
tygodniowa dieta wysokotluszczowa zawierajaca 1.5 — 3% zwigzkéw fenolowych z owocow L. caerulea,
wplywala na obnizenie poziomu  triglicerydéw, cholesterolu oraz glukozy w surowicy zwierzat, w

poréwnaniu do grupy kontrolnej [190].

3.4.1.5 Dziatanie radioprotekcyjne

Antocyjany wyizolowane z L. caerulea podawane dozoladkowo myszom przez okres dwoch
tygodni wykazaly dzialanie radioprotekcyjne przy dawce promieniowania jonizujacego 5 Gy (Grej)
obejmujacej powierzchnie catego ciala. Przypuszczalny mechanizm dziatania radioprotekcyjnego
oplera si¢ na antyrodnikowym dzialaniu, obejmujacym obnizenie poziomu dialdehydu malonowego
(markera peroksydacji lipidow), oraz zwickszong aktywno$¢ enzymow zaangazowanych w eliminacje
wolnych rodnikéw: dysmutazy ponadtlenkowej (SOD, ang. superoxide dismutase) oraz peroksydazy

glutationowej w komorkach watroby [191].
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3.4.1.6 Ochrona przed promieniowaniem UV

Promieniowanie UV jest czynnikiem $rodowiskowym w patogenezie choréb skoéry i moze
indukowaé proces nowotworzenia wywolujac stres oksydacyjny, oraz powigzany z nim stan zapalny i
uszkodzenia DNA [192].

Efekt ochronny antocyjanowego ekstraktu z owocoéw L. caerulea wobec promieniowania UV-A
[193] oraz UV-B [192] obserwowano w modelach 7z vitro ludzkich keratynocytéw. Wyznacznikiem
dzialania ochronnego bylo ograniczenie peroksydacji lipidéw, uszkodzen DNA oraz obnizanie
poziomu ROS 1 RNS (reaktywne formy azotu ang. reactive nitrogen species) w komorkach [192, 193].
Aktywnos$¢ ochronng potwierdzono w badaniach iz vivo na bezwlosych myszach SKH-1, u ktérych
suplementacja diety ckstraktem z owocow w stezeniu 10%, na 14 dni przed ekspozycja na
promieniowanie UV-A lub UV-B, skutkowala cze¢sciowa ochrona, gtéwnie w zakresie modulowania

aktywnosci enzyméw z grupy oksydoreduktaz [194, 195].

3.4.1.7 Badania kliniczne

Dotychczas w pojedynczym badaniu klinicznym oceniono wplyw konsumpcji owocéw L.
caernlea na niektére parametry osocza.

Przez okres 1 tygodnia, grupa 10 zdrowych ochotnikoéw spozywala 165 g swiezych owocow
dziennie (ok. 208 mg antocyjanéw). W koncowej fazie badan oznaczono w moczu stgzenie kwasow
fenolowych i organicznych, jako produktéw metabolizmu antocyjanéw. Obserwowano wzrost stezenia
m.in. kwasu benzoesowego, protokatechowego, wanilinowego, p-kumarowego 1 ferulowego oraz
kwasu hipurowego, w poréownaniu do fazy poczatkowej eksperymentu. Odnotowano réowniez wzrost
stezenia enzyméw z grupy oksydoreduktaz w osoczu, jednak ogdlny status antyoksydacyjny osocza

pozostal bez zmian [196].
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4. Dwuwymiarowa chromatografia cieczowa wybranych grup metabolitow

wtornych obecnych w gatunkach z rodzaju Rubusi Lonicera

Ekstrakty roélinne stanowia zlozone mieszaniny substancji o réznorodnym charakterze
chemicznym i efekcie biologicznym. Niektore ze zwigzkéw aktywnych farmakologicznie wystepuja w
niskich ste¢zeniach, a ich identyfikacja jest utrudniona m.in. z powodu towarzyszacych im w znacznie
wyzszych stezeniach pozostalych metabolitow wtérnych (efekt matrycy, ang. matrix effect). Jakkolwiek
sktad chemiczny wielu leczniczych surowcéw rodlinnych jest rozpoznany w zakresie gléwnych grup
metabolitéw wtornych, to wiedza o ich skladnikach wystepujacych w mniejszych ilosciach jest
ograniczona. Procedury ich identyfikacji sa czesto czaso- i pracochlonne, oraz nieefektywne pomimo
duzej skali procesu separacyjnego (duza ilo$¢ ekstrahowanego materialu rodlinnego, wysokie zuzycie
rozpuszczalnikow i adsorbentéw).

Uzycie zaawansowanych technik analitycznych zwigksza prawdopodobienstwo wykrycia i
identyfikacji nowych zwigzkéw chemicznych, sposréd ktérych najpowszechniej stosowang jest
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC, ang. High Performance Liguid Chromatography) w
sprzezeniu z selektywnymi detektorami (gtéwnie DAD, MS i NMR) [197-199].

W HPLC, powinowactwo poszczegélnych analitéw (jako skladnikéw badanej matrycy) do fazy
stacjonarnej oraz fazy ruchomej, determinuje kolejnos$¢ elucji poszczegdlnych zwiazkow, ktérych
sygnaly rejestrowane sa z uzyciem odpowiednich detektoréw (najczeéciej UV oraz MS) [200]. Pomimo,
ze HPLC wykorzystuje rézne modele separacji, oparte na réznicach w hydrofobowosci, polarnosci, sile
jonowej, wielkosci czasteczek czy powinowactwie chemicznym rozdzielanych zwigzkéw, to uzycie
pojedynczego systemu rozdzielczego jest czesto niewystarczajace do uzyskania optymalnej separacji
sktadnikéw matrycy pochodzenia roslinnego [201].

Kluczowe znaczenie dla zwickszenia zdolnosci rozdzielczej systemu HPLC ma wzrost
pojemnosci wzgledem pikow (P, ang. peak capacity) oraz ograniczenie efektu matrycy [202]. Jezeli
separacja HPLC w systemie jednowymiarowym (‘D) jest nieefektywna, poprawe rozdzielenia uzyskuje
si¢ stosujac kilka systemoéw chromatograficznych, faczac rézne rodzaje kolumn chromatograficznych w
system wielowymiarowy (MD LC, ang. Multidimensional 1iguid Chromatography). MD LC opiera si¢ na
wykorzystaniu  réznych mechanizméw separacji w poszczegolnych wymiarach, co zwigksza
rozdzielczos¢ 1 selektywnosc¢ systemu [201, 203, 204].

Dwuwymiarowa chromatografia cieczowa (2D LC) jest najpowszechniej stosowang
konfiguracja chromatografii wielowymiarowej, wykorzystujaca dwie kolumny stanowiace odpowiednio

pierwszy (‘D) i drugi wymiar (D) [203].
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Jakkolwiek w teorii z uzyciem 2D L.C mozna osiagnac o rzad wyzsza efektywnos¢ separacji od
wypracowanej w wysoce zoptymalizowanych systemach jednowymiarowych, to w praktyce osiagniecie
takich wynikéw jest trudniejsze [203]. Aby w pelni wykorzysta¢ potencjal oferowany przez 2D LC,
opracowany system powinien charakteryzowac si¢ wysoka ortogonalno$cia. Warunkiem koniecznym
ortogonalnosci sa rézne w kazdym wymiarze separacji oddzialywania miedzy sktadnikami matrycy,
analitami, eluentem 1 faza stacjonarna, osiagane poprzez dobdér odpowiednich adsorbentéw,
stanowiacych wypelnienia kolumn, kompozycji faz ruchomych i profili gradientu [201, 203]. Wysoce
ortogonalne systemy, o nieskorelowanej selektywnosci w 'D i “D charakteryzuja si¢ najwyzszym
wzrostem pojemnosci pikowej, 1 w konsekwencji wigksza liczbg rozdzielonych zwiazkéw [205]. W
analizie zlozonych ekstraktéw roslinnych, polaczenie chromatografii jonowymiennej, chromatografii
wykluczenia badZ chromatografii oddziatywan hydrofilowych (HILIC, ang. Hydrophilic Interaction
Chromatography) z chromatografia w ukladzie faz odwréconych (RP, ang. reverse phase), generuje wysoka
ortogonalno$¢ oraz wysoka pojemnos¢ wzgledem pikéw [202]. Innym waznym warunkiem jest
zachowanie w °D rozdzielenia uzyskanego w 'D [203].

Technikami 2D LC stosowanymi w analizie metabolitéw wtérnych obecnych w surowcach
roslinnych sa ‘comprehensive’ (LC x LLC) oraz ‘heart-cutting’ (LC — LC). W technice ‘comprehensive’
wszystkie skladniki badanej matrycy sa poddawane separacji w obydwu wymiarach, a warto§¢ P
stanowi iloczyn pojemnosci pikowej pojedynczych rozdzielen 'D i “D [201]. Natomiast w przypadku
‘heart-cutting’ przeniesieniu i rozdzieleniu w °D poddawane sa tylko te skladniki matrycy, ktére nie
ulegaja separacji w 'D, a warto$é P jest suma pojemnosci wzgledem pikéw obydwu wymiaréw [206].

Pojemnos$¢ wzgledem pikéw w systemach LC x LC jest wyrazona wzorem:

podczas gdy pojemnos¢ wzgledem pikéw w technice LC — LC opisuje wzoér:
1op = "n+n

gdzie: 7,, — pojemno$é¢ wzgledem pikéw systemu 2D LC, 'z — pojemnosé wzgledem pikéow 'D, “n —
pojemnos¢ wzgledem pikow D.

Wymienione techniki moga by¢ uzyte w jednym z 3 trybéw: ‘off-line’, ‘on-line’ i ‘stop-flow’. W
trybie ‘off-line’ frakcje wymywane z 'D sa zbierane manualnie badZ proces jest zautomatyzowany, a
nastepnie pojedynczo analizowane w °D. Zaleta trybu ‘off-line’ jest prostota, elastyczno$é i
efektywnosc¢ separaciji. Ponadto tryb ‘off-line’ nie wymaga interfejsu — lacznika wiazacego kolumny z
obydwu wymiaréw, oraz nie naklada ograniczen zwigzanych z objetoscig i liczba zebranych frakeji i

doborem kolumn w 'D i °D. Niekompatybilnos¢ faz ruchomych w obydwu wymiarach réwniez nie jest
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problemem. Wadami systemu jest praco- i czasochlonnos§é. Brak automatyzacji oznacza réwniez
ryzyko strat i zanieczyszczen, generuje niskg odtwarzalno$é i powtarzalno$é wynikow [201, 203, 205].

Rozdzielenie w trybie ‘on-line’ polega na ciaglej analizie calosci badanej matrycy w dwdch
wymiarach, poprzez wykorzystanie zaworu (lacznika) do przelaczania kolumn, umozliwiajacego
bezposrednie przeniesienie badanej frakcji z 'D na °D, w okreslonym czasie modulacji. Przeniesienie
eluentu z 'D odbywa si¢ zazwyczaj poprzez przelaczenie pozycji zaworu z dwoma lub wigcej petlami
magazynujacymi/dozujacymi. Tryb ‘on-line’ oferuje zalety zwigzane z automatyzacja systemu, a wigc w
porownaniu do trybu ‘off-line’, wyzsza precyzje, powtarzalno§é i stanowi bardziej odpowiednie
narzedzie do analizy ilo$ciowej. Czas analizy w systemie ‘on-line’ jest zazwyczaj krotszy 1 zblizony do
rozdzielenia 'D [201, 203]. Jednak tryb ‘on-line’ nie jest pozbawiony wad. Analiza kazdej frakcji w °D
jest prowadzona w czasie zbierania kolejnej frakeji z 'D. Proces rozdzielenia poszczegélnych frakeji w
D musi byé¢ zakoficzony z chwila ukoficzenia magazynowania w petli kolejnej frakcji z 'D.
Ograniczenia czasowe separacji w °D sprawiaja, ze ‘on-line’ 2D LC charakteryzuje si¢ ograniczona
elastycznoscia procedury 1 wyzszym kosztem optymalizacji. Konieczne bywa réowniez zastosowanie
dzielnika strumienia, dostosowujacego natgzenie przepltywu fazy ruchomej do warunkéw separacji w
’D i do czasu wypelniania objetosci petli magazynujacych, co obniza czulosé metody [201, 203, 205].

Najnowsza aplikacija trybu ‘on-line’ w technice ‘heart-cutting’, niwelujaca ograniczenia czasowe
zwiazane z rozdzieleniem w °D, jest technika MHC 2D LC (ang. multiple heart-cutting 2D 1.C), w ktorej
do 8-portowego zaworu przelaczajacego, zamiast petli, podlaczone sa dwa kolejne zawory 14-portowe,
6-drozne z 12 petlami magazynujacymi. Skonfigurowanie tacznika umozliwia magazynowanie do 12
frakcji w trakcie pojedynczej separacji w °D, i nie obowiazuje ograniczenie czasowe charakteryzujace
tradycyjne systemy ‘on-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC [207].

Tryb ‘stop-flow’ polega na zatrzymaniu przeplywu fazy ruchomej w kolumnie 'D do czasu
zakoficzenia elucji analitéw z kolumny “D. Tryb ‘stop-flow’ zapewnia efektywno$é podobna do trybu
‘off-line’ przy czym automatyzacja procesu ogranicza ekspozycje probki na czynniki zewnetrzne, co
skutkuje poprawa precyzji 1 wigksza powtarzalnoscig wynikéw [203, 205, 208, 209].

Wybér konfiguracii systemu 2D LLC zalezy od charakteru rozdzielanej matrycy oraz celu analizy
(analiza jakosciowa lub ilosciowa) [209]. Praktyczne aplikacje 2D LC obejmuja analiz¢ skiadu
chemicznego szeregu zlozonych ekstraktow rodlinnych w réznych konfiguracjach systemowych,
umozliwiajacych rozdzielenie, identyfikacj¢ oraz oznaczenia ilosciowe szeregu metabolitow wtornych z
grupy flawonoidéw [202, 203], w tym procyjanidyn [209, 210], irydoidéw [211, 212] oraz kwaséw
fenolowych [213-215]. W wigkszosci prac, optymalizacja systemu 2D LC prowadzona jest metoda
‘préb i bledow’.
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4.1 Analiza 2D LC flawonoidow

Sposréd wymienianych grup metabolitow wtornych, flawonoidy stanowia zwiazki najczesciej
analizowane w systemach dwuwymiarowych. De Viliers 1 wsp. [203] dokonali kompleksowego
poréwnania metod wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosowanych w analizie poszczegdlnych
grup flawonoidéw, w tym réwniez metodami 2D LC. Zestawienie systeméw 2D LC, wraz z grupami
zwigzkow flawonoidowych identyfikowanych z ich uzyciem przedstawiono w Tabeli 3.

Stosujac techniki 2D LC (w sprzezeniu z detektorami UV oraz MS), rozdzielono zespoly
zwigzkow flawonoidowych, lub zwiazkéw z nimi spokrewnionych, wlaczajac flawonole, flawan-3-ole,
procyjanidyny, chalkony, flawony, izoflawony, flawanony i antocyjany obecne w réznych surowcach
pochodzenia rodlinnego. W rozdzieleniach flawonoidéw szerokie zastosowanie ma technika
‘comprehensive’ LC x L.C realizowana w konfiguracjach 'D x °D gltéwnie jako HILIC x RP-L.C oraz
RP-LC x RP-LC. Okoto 2/3 rozdzielen LC x LC prowadzonych jest w trybie ‘on-line’, z pozostala 1/3
stanowiacg rozdzielenia w trybie ‘off-line’ (Tab. 3) i tylko dwoma aplikacjami trybu ‘stop-flow” w
separacji mieszanin procyjanidyn [203].

Interesujacym przykladem zastosowania obydwu technik 2D LC jest praca Qiao 1 wsp. [202], w
ktérej po raz pierwszy wykorzystano kombinacj¢ technik ‘heart-cutting’ 1 ‘comprehensive’ w systemie
‘on-line’ w rozdzieleniu izoflawonéw rodlinnego produktu tradycyjnej medycyny chinskiej (TMC),
stanowiacego mieszaning korzeni gatunkéw  Pueraria lobata 1 Pueraria  thomsonii. Stwierdzono, ze
konwencjonalne zastosowanie techniki ‘comprehensive’ LC x LC w separacji ckstraktow
metanolowych z korzeni nie dostarczylo nowych danych o skladzie chemicznym badanych surowcéw
w poréwnaniu do rozdzielenia jednowymiarowego, ze wzgledu na obecno$¢ wysokich stezen 5
dominujacych zwigzkow. W celu rozpoznania pozostalych zwiazkéw obecnych w ekstraktach w
nizszych  stezeniach, zastosowano technike ‘heart-cutting’ przed rozdzieleniem technika
‘comprehensive’, usuwajac frakcje 'D zawierajace dominujace zwiazki. W rezultacie rozdzielono ponad
250 metabolitéw wtérnych obecnych w badanych surowcach. ‘Heart-cutting’, jako metoda eliminujaca
z matrycy dominujace zwigzki, wykluczyla czasochlonny proces obrébki wstepnej ekstraktu oraz
pozwolila na zwigkszenie objetosci frakcji analizowanych w °D i otrzymanie widm masowych dla
wiekszej liczby zwiazkéw o bardzo niskiej zawartosci w analizowanej probee (Ryc. 8).

Jakkolwiek czesto w 2D LC osiagana jest identyfikacja zblizonej liczby zwiazkéw co w
zaawansowanych systemach 1D LC, to zastosowanie systemu 2D LC determinuje jakos¢ danych MS,

eliminujac problem koelucji zwigzkéw (efekt matrycy) [201, 203, 204].
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Tab. 3 Systemy 2D LC stosowane w analizie réznych grup flawonoidéw w surowcach

pochodzenia roslinnego [203]

system 2D LC

identyfikowane flawonoidy

surowiec roslinny

on-line

RP-LC x RP-LC

flawony

czerwone wina (1/2is vinifera)
trzcina cukrowa (Saccharum officinarnn)
soki owocow rodzaju Citrus

korzet lukrecji (Glyeyrrbiza uralensis)

glikozydy flawonolowe

czerwone wina (1/2is vinifera)
Hedyotis diffusa ™C
liscie llex paragnariensis (yerba mate)

flawanony

czerwone wina (1/7tis vinifera)
soki owocow rodzaju Citrus

glikozydy flawanonowe

czerwone wina (1/7tis vinifera)

izoflawony korzet lukrecji (Ghyeyrrbiza uralensis)

glikozydy chalkonowe , .. . .

a ] korzet lukrecji (Ghyeyrrbiza uralensis)
awonole

flawan-3-ole

czerwone wina (177is vinifera)

off-line  RP-LC x RP-LC flawony owoc Aunrantii immaturus ™
ﬂa.lwony ziele Stevia rebandiana
ondine  HILIC x RP.LC ghkoz.ydy flawonolowe . . -
procyjanidyny nasiona winogron (1/#s vinifera)
dihydrochalkony owoc jabtoni (Malus)
procyjanidyny owoc jabtoni (Malus)
ziarno kakaowca (Theobroma cacao 1..)
flawonole i ich glikozydy ziele herbaty chinskiej Camelia sinenis
flawan-3-ole ziele herbaty chinskiej Camelia sinenis
) Dalbergia odorifera ™
izoflawony Citrus anrantinm "™C
off-line  HILIC x RP-LC Ghyeyrrhiza glabra ™C
flawanony i ich glikozydy Scutellaria barbata ™¢
Seutellaria baicalensis ™C
jagody (I accininm)
antocyjany czarna fasola (Phaseolus)
rzodkiew zwyczajna (Raphanus sativus)
czerwona kapusta (Brassica capitata 1..)
) flawony i ich glikozydy ) )
off-line  HILIC x HILIC — . ziele Seutellaria barbata ™C
flawanony i ich glikozydy
glikozydy flawonolowe
offline SEC x RP-LC glikozydy flawonowe . ziele herbaty chinskiej Camelia sinenis
pochodne flawan-3-oli
izoflawony korzetr Astragalus membranacens ™C
on-line SEC x RP-LC  glukuronidy flawonowe Qingkailing ™C

TMC — surowiec tradycyjnej medycyny chiniskiej, SEC — chromatografia wykluczenia
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(A) Comprehensive 2DLC

2Dretention tm e {sec)

(B) Heart-cutting + Comprehensive 2DLC

20 retentiontime {sec)

10 retention time (min)

Ryc. 8 Poréwnanie systemu ‘comprehensive’ 2D LC (A) z systemem ‘heart-cutting’

+ ‘comprehensive’ 2D LC  w rozdzieleniu izoflawonéw w korzeniach gatunkow

Pueraria lobata 1 Pueraria thomsonii. |202]

4.1.1 Analiza 2D LC procyjanidyn

Badania 2D LC zespotu procyjanidyn w szeregu surowcow, w tym w owocu jabloni, ziarnach

kakaowca, zielu herbaty chinskiej czy
nasionach  winogron, sa prowadzone
wylacznie technika ‘comprehensive’ LC x
LC z uzyciem kolumny HILIC w 'D oraz
kolumny w D [203]. Poréwnanie
efektywnosci metod 2D LC HILIC x RP-
LC w trybach ‘off-line’, ‘on-line’, ‘stop-flow’
oraz rozdzielenia 1D LC, przeprowadzono
dla kompleksu procyjanidyn pochodzacych
z nasion kakaowca wlasciwego (Theobroma
cacao 1..) (Ryc. 9) [209, 210].

Ustalono ze jednowymiarowa RP-
LC jest preferowanym rozwigzaniem gdy
wymagana pojemno$¢ pikowa systemu nie

przekracza 300, gléwnie ze wzgledu na

Ryc. 9 Zalezno§¢ wartosci pojemnosci pikowej (*n,)
od catkowitego czasu separacji (t,,) w systemie: a — RP
LC, b — ‘on-line’ HILIC x RP I.C, ¢ — ‘off-line’ HILIC
x RP LC, d — ‘stop-flow’ HILIC x RP LC w badaniu
kompleksu procyjanidyn w nasionach kakaowca [209]
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prostote oraz dobra efektywnos$¢ osiggana w stosunkowo krétkim czasie separacji. W przypadku gdy
wymagane wartosci P zawieraja si¢ w granicach od 300 do 600, ‘on-line’ HILIC x RP-LC uznano za
najlepsze rozwiazanie, zapewniajace wyzsza efektywnos¢ rozdzielenia niz RP-LC, w czasie t; do 2 h
(Ryc. 9) [209, 210].

Do analizy bardzo zlozonych zespoléw procyjanidyn, wymagajacych jeszcze wyzszych wartosci
P autorzy polecaja systemy ‘off-line’ i ‘stop-flow’” HILIC x RP-LC, ktére pozwalaja na osiagnigcie
wielokrotnie wyzszej pojemnosci pikowej wzgledem rozdzielen 1D RP-LC i ‘on-line” HILIC x RP-LC,
jakkolwiek przy dluzszym caltkowitym czasie separacji. W systemach off-line’ 1 ‘stop-flow’
obserwowano réwniez zblizone wartosci P. Obydwa systemy umozliwialy bardziej szczegdlows analize
sktadu badanej matrycy i pozwalaly na rozdzielenie izomeréw o tych samych masach czasteczkowych.
Dodatkowym atutem trybu ‘stop-flow” wzgledem ‘off-line” HILIC x RP-LC jest automatyzacja, co
ogranicza ekspozycje na czynniki zewnetrzne wrazliwych na utlenianie zwiazkéw procyjanidynowych

(Ryc. 9) [209, 210].

4.2 Analiza 2D LC irydoidow
W analizie wodnych ekstraktow z ziela Hedyotis diffusa, wykorzystywanego w tradycyjnej

medycynie chiniskiej, zastosowano technike ‘comprehensive’ LC x LC w trybie ‘on-line’, w polaczeniu
z detektorami UV oraz MS wyposazonym w analizator czasu przelotu (TOF ang. #ime of flight). W
obydwu wymiarach zastosowano kolumny RP-LC, co generowalo wzrost pojemnosci pikowej, ale
obnizalo ortogonalnos¢ systemu ze wzgledu na podobne mechanizmy separacyjne w obydwu
wymiarach. Aby zwickszy¢ ortogonalno$é systemu, w rozdzieleniu °D poszczegdlnych frakcji
przenoszonych z 'D wykorzystano tzw. gradient ,,przesuwany” (ang. shif? gradiens).

Polegal on na wieloetapowej, warunkowanej sktadem rozdzielanej frakcji, liniowej zmianie sily
elucyjnej na poszczegolnych etapach gradientu, przy jednoczesnym wzroscie sity elucyjnej na poczatku
1 koicu kazdego etapu gradientu w poréwnaniu do poprzedniego (Ryc. 10). Wysoka sita rozdzielcza
systemu oraz widma masowe TOF-MS, umozliwily rozdzielenie i identyfikacje 3 zwiazkéw
irydoidowych obok 22 glikozydéw flawonoidowych [211].

W innym badaniu, laczacym izolacj¢ 6 zwigzkéw irydoidowych z wyciagu z owocéw gardenii
jaSminowatej (Gardenia jasminoides), zastosowano wariant dwuwymiarowego systemu ‘heart-cutting’ z 6-
cio portowym 2-droznym zaworem laczacym kolumny w obydwu wymiarach. Unikalna cechg systemu
bylo podlaczenie, poprzez odpowiednie kapilary, zaworu przelaczajacego bezposrednio do
przewodéw kolumn 'D i ’D, z wylaczeniem petli dozujacych. Poniewaz celem byla izolacja irydoidéw,

a uzycie petli dozujacych ograniczyloby objeto$é eluatu przenoszonego na °D, bezposrednie
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przeniesienie calosci frakcji z kolumny 'D na drugi wymiar zapewnilo 100% odzysku przy
przenoszonej objetosci do 20 ml. Powyzszy systemu umozliwil izolacje 6 zwiazkéw irydoidowych, z
96% odzyskiem, o czystosci 99%. Dodatkowymi zaletami systemu bylo niskie zuzycie

rozpuszczalnikow i krotki czas analizy (19 min) [212].

1%t dimensional ///
gradient >
"
2" dimensional \}
D Shift gradient
Q-TOFMS | — paD | {20 Colunn |
L o e ¢ e 0 e

Ryc. 10 Schemat systemu ‘on-line” RP-LC x RP-LC uzytego w analizie wodnych ekstraktow z ziela
Hedyotis diffusa, z profilami gradientu liniowego w 'D, oraz gradientu ,,przesuwanego” (ang. shift gradient)
w’D [211]

4.3 Analiza 2D LC kwaséw fenolowych

System ‘on-line’ ‘comprehensive’ LC x LC-TOF-MS zastosowano w separacji oraz oznaczeniu
loSciowym szeregu kwasoéw fenolowych w zielu bazylii pospolitej (Ocmum basilicnm 1.), lebiodki
pospolitej (oregano, Origanum vulgare), rozmarynu lekarskiego (Rosmarinus officinalis 1..), szalwii lekarskiej
(Salvia officinalis 1..), micty zielonej (Mentha spicata 1..) 1 tymianku pospolitego (Thyme vulgaris 1..) z rodziny
Lamiaceae [213].

W projektowaniu ortogonalnego systemu LC x LC, zastosowano kolumne RP modyfikowana
grupami oktadecylowymi (C-18) w 'D, ktéra zapewnila wysoka rozdzielczo$¢ przy zachowaniu
odpowiedniej szerokosci pikéw umozliwiajacej ich przeniesienie na kolumne °D. Warunki w D
zoptymalizowano w zakresie szybkiej separacji przy dobrej rozdzielczosci 1 czasie modulacji ponizej 1
minuty, co osiagni¢to poprzez uzycie kolumny wypelnionej zelem krzemionkowym modyfikowanym
grupami cyjanowymi (CN), zastosowanie acetonitrylu jako skladnika fazy ruchomej, podwyzszenie
temperatury kolumny do 40°C oraz zwigkszenie natezenia przeplywu fazy ruchomej. Opracowany

system generowal wzrost pojemnosci pikowej oraz ograniczal efekt matrycy obserwowany w
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rozdzieleniu jednowymiarowym LC-MS, umozIliwiajac oznaczenie iloSciowe kwaséw fenolowych w
oparciu o chromatogramy EIC wybranych jonéw (EIC, ang. extracted ion chromatogram) otrzymane w
trybie jonéw ujemnych [M-H] [213].

Stosujac metody chemometryczne, Jandera 1 wsp. [214] przewidywali selektywno$¢ kolumn
oraz interakcje ze sktadnikami fazy ruchomej zwigzkéw m.in. z grupy kwaséw fenolowych, projektujac
najbardziej optymalny dla ich rozdzielenia system LC x LC. Na podstawie teoretycznych indeksow
oddziatywan (ang. interaction indices) w polaczeniu z wielowymiarows analiza statystyczna oraz modelu
liniowych relacji energii swobodnej (LFER, ang. /Znear free energy relationship) ustalono, ze retencja i
selektywnos¢ kolumn aminowych (NH,) oraz kolumn z glikolami polietylenowymi jako faza
stacjonarng (PEG, ang. polyethylene glycol), znaczaco rézni si¢ od selektywnosci kolumn C-18 dla
fenolokwaséw. W rezultacie kolumny NH, oraz PEG uznano za najbardziej wlasciwe do uzycia w 'D,
przy zastosowaniu kolumn typu C-18 w °D.

Aby przewidywac efekt sktadu fazy ruchomej na retencj¢ w systemie LC x LC zastosowano
wz6r funkcji semilogarytmicznej:

log k= a— my

gdzie: Jog £ — wspolczynnik regresji, a, m — wspolczynniki zalezne od termodynamicznych wiasciwosci
kolumny i mieszaniny rozpuszczalnikow, ¢ — objetos¢ organicznego rozpuszczalnika w fazie ruchome;j
(% obj. x 107). Ustalono, ze dodatek acetonitrylu do fazy ruchomej wplywa pozytywnie na
selektywnos¢ separacji kwaséw fenolowych, w tym najbardziej optymalne warunki do ich rozdzielenia
sg osiagane w zakresie 5%-12% zawartosci ACN w fazie ruchomej [214].

W innej pracy, system ‘comprehensive’ HILIC x RP-LC w trybie ‘off-line’, w sprzezeniu z detektorami
UV oraz MS z pulapka jonowa (IT, ang. ion trap) oraz analizatorem czasu przelotu (TOF), zastosowano
z powodzeniem w rozdzieleniu fenolokwasow z korzenia szalwii czerwonej (Salvia miltiorrhiza). Na
kolumnie HILIC w 'D, mechanizm separacji zwigzkéw wigzano ze zdolnoscia tworzenia wigzan
wodorowych, natomiast w D, na kolumnie RP wypelnionej monolitycznym zlozem krzemionkowym
o wysokiej odpornosci na kruszenie (HSS, ang. high strenght silica), separacje determinowaly réznice w
ich hydrofobowosci. Opracowany system osiagal wartosci P rzedu powyzej 2000, z ortogonalnoscia do
92.8%, co determinuje wysoka efektywnos¢ metody. Ogoélem rozdzielono 265 zwigzkow, sposrod
ktorych 196 sklasyfikowano jako nalezace do fenolokwasow wczesniej nieidentyfikowanych w surowcu

[215].
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CEL PRACY

Owoce (m .in. jagody, pestkowce, wielopestkowce) jako sktadniki codziennej diety sa od wielu
lat obiektem badan fitochemicznych [231-234] oraz badan aktywnosci biologicznej [235-237]. Liczne
publikacje naukowe wykazaly wlasciwosci przeciwzapalne, antyoksydacyjne, przeciwdrobnoustrojowe
oraz przeciwwirusowe owocow zawierajacych antocyjany (np. Sambuci fructus, Aroniae fructus) co
skutkowalo m.in. wprowadzeniem na rynek produktow rodlinnych, preparatéw o dzialaniu
przeciwprzezigbieniowym zawierajacych kompleks Rubini (np. Sambucol).

W ramach projektu finansowanego przez MNiSW, w latach 2008-2011, w Katedrze i Zakladzie
Farmakognozji WF GUMed prowadzono badania nad owocami maliny wlasciwej i zachodniej Rubus
tdaens 1. 1 Rubus occidentalis 1., odpowiednio (Rosaceae) oraz pedami Rubus idacus, jako surowcami
tradycyjnej medycyny wschodnich terenéw Europy (Polska, Litwa, Bialorus) stosowanymi w leczeniu
stanéw infekcyjnych gérnych drég oddechowych. W rezultacie w owocach szeregu odmian
uprawowych maliny wlasciwej i zachodniej rozpoznano zespoly antocyjanow, kompozycje zwigzkdw
czynnych biologicznie w pedach maliny wlasciwej oraz wyselekcjonowano surowce o najsilniejszym
dzialaniu antyoksydacyjnym i przeciwzapalnym - owoce R. occidentalis oraz przeciwbakteryjnym - pedy
R. idaeus [19]. W obliczu narastajacej antybiotykoopornosci wyciagi roslinne oraz izolowane z nich
zwigzki sg intensywnie badane w zakresie wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych, w tym réwniez
potencjalnych oddzialywan synergistycznych z antybiotykami [291, 294, 295, 299-300].

Dotychczasowe badania fitochemiczne owocow malin obejmowaly identyfikacje wystepujacych
w nich zespoléw antocyjanéw (pochodnych cyjanidyny) oraz sangwiny H-6 (elagotaniny) i wolnego
kwasu elagowego [19-28]. W owocach wigkszosci badanych wczesniej odmian malin nie analizowano
zespolow pozostalych zwiazkéw polifenolowych — elagotanin, flawonoidéw oraz prostych fenoli
(kwasy fenolowe) [26, 28, 38, 82, 233-236], mogacych decydowac o aktywnosci biologicznej tych
surowcoéw (zjawisko synergizmu). Elagotaniny obecne w surowcach roslinnych sa Zzrédlem urolityn,
produktéw ich metabolizmu o wykazanych wlasciwosciach przeciwzapalnych i cytotoksycznych [87,
107, 109-143].

Kontynuowane badania nad zwiazkami czynnymi pedow maliny wskazaly, ze ich kompozycja
moze by¢ bardziej zréznicowana, 1 jej rozpoznanie wymaga zastosowania technik chromatograficznych
o wysokiej rozdzielczosci [19, 31]. W badaniach zlozonych matryc pochodzenia rolinnego coraz
wigkszq popularnoscia cieszy si¢ chromatografia wielowymiarowa, w tym dwuwymiarowa
chromatografia cieczowa (2D LC), umozliwiajaca wielokrotne zwickszenie wartosci pojemnosci

wzgledem pikéw (P) systemu chromatograficznego [201-204].
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Wiciokrzew siny Lonicera caernlea 1.. (Caprifoliaceae) jest rosling uzytkows oraz lecznicza w
medycynie tradycyjnej potnocnej Rosji, Chin oraz Japonii. Poza jadalnymi owocami, zawierajacymi
podobny do owocéw malin profil antocyjanéw (pochodne cyjanidyny), wykorzystywanymi m.in. w
infekcjach gérnych drég oddechowych, schorzeniach przewodu pokarmowego, rowniez inne czesci
roéliny sa stosowane jako remedia o dzialaniu moczopednym - galezie, kora,
przeciwprzezigbieniowym - kwiaty czy tez przeciwzapalnym w stanach zapalnych gardla - liscie [165].

Lonicera caernlea posiada liczne odmiany, z ktorych szeroko uprawiane sa m.in.: pochodzace z
Rosjt - L. caerulea ~var. edulis 1., L. caernlea var. kamitschatica, L. caernlea var. altaica, L. caernlea var.
boczkarnikovae oraz z pochodzaca Japonii - L .caerulea var. emphyllocalyx [167). Lonicera caernlea vax. edulis
zostala sprowadzona do Polski okoto 30 lat temu i dotychczas otrzymano jej trzy kultywary (‘Wojtek’,
‘Brazowa’ oraz “Zielona’). Skiad chemiczny owocoéw L. caerulea var. edulis zostal rozpoznany 1 opisany
w pojedynczych publikacjach, podczas gdy sklad chemiczny kwiatow pozostaje nieznany. Dotychczas
nie prowadzono réowniez badan nad ich aktywnoscia biologiczna.

Celem pracy byly poszerzenie wiedzy o skladzie chemicznym i wlasciwosciach biologicznych
oraz farmakologicznych surowcéw przeciwprzezigbieniowych medycyny tradycyjnej - owocow 1 peddw
pozyskiwanych z dwoch gatunkéw z rodzaju Rubus - R. idaens 1 R. occidentalis (Rosaceae) oraz owocodw 1

kwiatow L. caerulea var. edulis (Caprifoliaceae).

Cel gtéwny pracy obejmowal nastepujace cele czastkowe:

B rozpoznanie i porownanie zespoléw polifenoli (flawonole, flawan-3-ole) 1 prostych fenoli
(kwasy fenolowe) w owocach 11 odmian R. idaeus (‘Benefis’, ‘Beskid’, ‘Glen Ample’, ‘Heritage’,
‘Laszka’, ‘Pokusa’, ‘Polana’, ‘Polesie’, ‘Polka’, ‘Poranna Rosa’, ‘Willamette’) i 1 odmiany R
occidentalis (‘Litacz’) metoda HPLC-DAD-MS

m identyfikacje metodami jedno- (1D LC) i dwuwymiarowej chromatografii cieczowej (2D LC) w
sprzezeniu z selektywnymi detektorami (DAD, ESI-MS) zwiazkow czynnych pedéw R. idaens
odmian ‘Glen Ample’ i ‘Willamette’ oraz pedéw R. occidentalis odmian uprawowych ‘Bristol” i
‘Litacz’

m ocen¢ metodqa HPLC-DAD-MS zmiennosci w cyklu wegetacyjnym profili metabolitow
wtornych w mlodych pedach R. idaeus na tle peddw Rubus fruticosus zebranych ze stanowisk
naturalnych

m rozpoznanie kompozycji chemicznej owocow 3 odmian uprawowych L. caernlea var. edulis
(‘Brazowa’, ‘Wojtek’, “Zielona’) w zakresie polifenoli, prostych fenoli, antocyjanéw 1 irydoidéw

metoda HPLC-DAD-MS (APCI, ESI)
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identyfikacj¢ zwigzkéw czynnych biologicznie w kwiatach 3 odmian uprawowych L. caerulea var.
edulis (‘Brazowa’, ‘Wojtek’, “Zielona’) z grupy flawonoidéw, kwaséw fenolowych, irydoidéw oraz
saponin z uzyciem nowoczesnych technik chromatograficznych, w tym 2D LC heart-cutting off-
line/ on-line w sprz¢zeniu z detektorami DAD, MS (ESI, APCI, DUIS) oraz ELSD

oceng aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wyciagdw z owocow R. idaens (‘Poranna Rosa’,
‘Laszka’), R. occidentalis (‘Litacz’) oraz pedow R. idaens (‘Willamette’) wobec wybranych szczepow
bakteryjnych, w tym badania ich oddzialywan z niektérymi antybiotykami metoda krazkowo-
dyfuzyjna

badania aktywnosci biologicznej w zakresie dzialania przeciwbakteryjnego i cytotoksycznego
urolityn - metabolitow elagotanin i kwasu elagowego

ocene¢ aktywnosci biologiczne] owocow L. caerulea var. edulis “Wojtek’ w zakresie wlasciwosci
antyoksydacyjnej,  przeciwzapalnej 1  przeciwdrobnoustrojowej  oraz = kwiatdow = —

przeciwdrobnoustrojowe;.
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II. CZESC DOSWIADCZALNA

1. Odczynniki chemiczne
1.1 Rozpuszczalniki

acetonitryl stopnia czystosct HPLC
chloroform cz.d.a.
etanol 96%

kwas trifluorooctowy 99% (TFA) cz.d.a

metanol stopnia czystosci HPLC
octan etylu cz.d.a.

woda demineralizowana
dimetylosulfotlenek (DMSO)

J.T. Baker, Deventer, Holandia
POCH S.A., Gliwice, Polska
Polmos, Starogard Gdanski, Polska
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
POCH, Gliwice, Polska

POCH, Gliwice, Polska

Merck Millipore, Darmstadt, Niemcy
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

1.2 Zwiazki wzorcowe

kwasy fenolowe

kwas chlorogenowy

kwas elagowy

Fluka, Buchs, Szwajcaria

Fluka, Buchs, Szwajcaria

kwas ferulowy Fluka, Buchs, Szwajcaria
kwas galusowy Fluka, Buchs, Szwajcaria
kwas kawowy Fluka, Buchs, Szwajcaria
kwas protokatechowy Sigma, St. Louis, USA

kwas p-kumarowy

Koch-Light, Colnbrook, Wielka Brytania

kwas salicylowy
kwas synapinowy

Fluka, Buchs, Szwajcaria
Sigma, St. Louis, USA

kwas syryngowy

Sigma, St. Louis, USA

3-O-glukozyd cyjanidyny

antocyjany

Extrasynthese, Lyon, Francja

3,5-O-diglukozyd cyjanidyny

Extrasynthese, Lyon, Francja

3-O-rutynozyd cyjanidyny
3-O-sambubiozyd cyjanidyny
3-O-soforozyd cyjanidyny
3-O-(2%glukozylorutynozyd) cyjanidyny
3-O-glukozyd pelargonidyny
3,5-O-diglukozyd pelargonidyny
3-O-rutynozyd pelargonidyny
3-O-glukozyd delfinidyny
3-O-glukozyd malwidyny
3-O-glukozyd peonidyny
3-O-rutynozyd peonidyny

Extrasynthese, Lyon, Francja
Extrasynthese, Lyon, Francja
Extrasynthese, Lyon, Francja
Katedra i Zaktad Farmakognozji z ORL GUMed
Extrasynthese, Lyon, Francja
Extrasynthese, Lyon, Francja
Extrasynthese, Lyon, Francja
Extrasynthese, Lyon, Francja
Extrasynthese, Lyon, Francja
Extrasynthese, Lyon, Francja
Extrasynthese, Lyon, Francja
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elagotaniny

sangwina H-6 Katedra i Zaktad Farmakognozji UM we Wroclawiu
flawan-3-ole

katechina Fluka, Buchs, Szwajcaria

epikatechina Sigma, St. Louis, USA

epigalokatechina Sigma, St. Louis, USA

procyjanidyna B, Extrasynthese, Lyon, Francja

procyjanidyna B, Extrasynthese, Lyon, Francja
flawonole

kemferol Fluka, Buchs, Szwajcaria

kwercetyna Fluka, Buchs, Szwajcaria

mirycetyna Fluka, Buchs, Szwajcaria

3-O-galaktozyd kemferolu

Fluka, Buchs, Szwajcaria

3-O-glukuronid kemferolu

Extrasynthese, Lyon, Francja

3-O-rutynozyd kemferolu

3-O-glukozyd kwercetyny (izokwercytryna)

PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Niemcy

Fluka, Buchs, Szwajcaria

3-O-galaktozyd kwercetyny (hiperozyd)

Fluka, Buchs, Szwajcaria

3-O-ramnozyd kwercetyny (kwercytryna)
3-O-rutynozyd kwercetyny (rutyna)
3-O-glukuronid kwercetyny

Extrasynthese, Lyon, Francja
Extrasynthese, Lyon, Francja
Extrasynthese, Lyon, Francja

#-O-glukozyd kwercetyny (spireozyd)

Katedra i Zakltad Farmakognozji z ORL GUMed

tilirozyd
7-O-glukozyd luteoliny
7-O-glukuronid luteoliny

Extrasynthese, Lyon, Francja
Extrasynthese, Lyon, Francja
Phytolab, Vestenbergsgreuth, Niemcy

7-O-rutynozyd luteoliny

PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Niemcy

7-O-neohesperydozyd apigeniny

PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Niemcy

kupressuflawon Katedra i Zaktad Farmakognozji z ORL GUMed
amentoflawon Katedra i Zaktad Farmakognozji z ORL GUMed
hinokiflawon Katedra i Zakltad Farmakognozji z ORL GUMed
ochnaflawon Katedra i Zaktad Farmakognozji z ORL GUMed
irydoidy
kwas loganowy PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Niemcy
loganina PhytolLab, Vestenbergsgreuth, Niemcy
aukubina Phytol.ab, Vestenbergsgreuth, Niemcy
swerozyd PhytoLab, Vestenbergsgreuth, Niemcy
inne
urolityny A-C Katedra i Zaktad Chemii Organicznej GUMed

metylo-urolityny A-B

Katedra i Zaktad Chemii Organicznej GUMed
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1.3 Pozywki, podtoza i odczynniki do hodowli mikrobiologicznej

bulion z wyciagiem mézgowo-sercowym (BHI)

bulion Mueller-Hinton (MH)
podloze sojowo-kazeinowe (TSA)
podloze agarowe BHI

podtoze agarowe MH
buforowana woda peptonowa
surowicza albumina wolowa (BSA)
jalowa odwldkniona krew barania

agar

Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
Becton Dickinson, New Jersey, USA
BioMaxima, Lublin, Polska

Graso, Starogard Gdanski, Polska
Graso, Starogard Gdanski, Polska

Biocorp, Warszawa, Polska

Genbag microaer (hodowla w warunkach mikroaerofilnych) bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francja

1.4 Antybiotyki

antybiotykowe krazki bibutowe
(BioMaxima, Gdatisk, Polska)

amikacyna 30 pg

amoksycylina 10/25 g

ampicylina 10 pg

aztreonam 30 pg

azytromycyna 15 pg

cefazolina 30 pg

cefepim 30 ug
cefotaksym 5/30 g
chloramfenikol 30 pg

cefoksytyna 30 ug
ceftriakson 30 pg
cyprofloksacyna 5/30 ug

cefopodoksym 10 pg
cefuroksym 30 ug
doksycyklina 30 ug

doripenem 10 pg
gentamycyna 10 ug
klarytomycyna 15 pg

ertapenem 10 ug
imipenem 10 ug
klindamycyna 2 pg

erytromycyna 15 pg
kanamycyna 30 pg
kotrimoksazol 25 pg

kwas fusydowy 10 pg

lewofloksacyna 5 ug

linezolid 30 pg

meropenem 10 ug
mupirocyna 200 ug
oksacylina 1/5 pg

metronidazol 5 ug
netylmycyna 10/30 pg
optochina 5 pg

moksifloksacyna 10 ug
ofloksacyna 5 pg
penicylina 10 jedn.

piperacylina 30 pg

ryfampicyna 5 pg

teikoplanina 30 ug

telitromycyna 15 pg

tetracyklina 30 pg

amoksycylina 2 pg /kwas klawulanowy 1 pg

amoksycylina 20 pg /kwas klawulanowy 10 pg

piperacylina 100 pg /tazobaktam 10 pg

tykatcylina 75 pg /kwas klawulanowy 10 pg

1.5 Linie komérek nowotworowych

BT474
MCF-7

tobramycyna 10 pg
tygecyklina 15 ug
tykarcylina 75 pg
wankomycyna 30 pg

Cell Line Services, Eppelheim, Niemcy
Cell Line Services, Eppelheim, Niemcy

MDA-MB-468 American Type Culture Collection, Manassas, USA

T47D

Katedra Biotechnologii Medycznej, MWB, UG i GUMed
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1.6 Pozywki do hodowli komoérek in vitro

D-MEM (Dulbbeco’s Modified Eagle Medium) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
D-MEM/F-12 (D-MEM/Nuttient mixture F-12 Ham)  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

RPMI 16040

1.7 Inne

karagenina

indometacyna

Trypan Blue (bl¢kit trypanowy)
roztwor trypsyny z EDTA
MTT (s6l tetrazolowa)

2. Aparatura i sprzet laboratoryjny

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Polfa, Warszawa, Polska

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

densytometr do pomiaru metnosci roztworu DEN-1B  Biosan, Pila, Polska

pletyzmometr LE 7500

Panlab, Barcelona, Hiszpania

liofilizator Lyovac GT 2
mlynek elektryczny MK100S
waga analityczna XA/2X

Steris, Huerth, Niemcy
Eldom, Katowice, Polska
Radwag, Radom, Polska

pompa prozniowa Leybold Trivac

Oerlikon, Kolonia, Niemcy

taznia ultradZzwickowa Sonorex Digitec
wyparka prézniowa typ 350P
taznia wodna typ 356P

Bandelin, Berlin, Niemcy
Unipan, Warszawa, Polska

Unipan, Warszawa, Polska

zestaw do saczenia pod zmniejszonym ci$nieniem
komora laminarna Biohazard
pipety automatyczne Research plus

Merck Millipore, Darmstadt, Niemcy

Heraeus Instruments, Diisseldorf, Niemcy

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

autoklaw

Elmi, Warszawa, Polska

cieplarka laboratoryjna
zamrazarka ZID-600
aparat cyfrowy

SANLAB, Warszawa, Polska
Elektroserwis, Nowe Brzesko, Polska
Kodak, Nowy Jork, USA

szklo laboratoryjne: eksykator, kolby (miarowe, stozkowe), zlewki, cylindry miarowe, wiale

plastiki laboratoryjne: szalki Petriego, probowki, tipsy, pipety polipropylenowe, strzykawki, filtry

strzykawkowe, plytki titracyjne 96-dotkowe, butelki do hodowli komérkowej

inne: ezy niklochromowe, wymazoéwki z drewna
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2.1 Systemy HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonia)

System jednowymiarowy (1D LC) System dwuwymiarowy (2D LC)
- 2 pompy LC-20AD - 2 pompy LC-20AD ('D)
- statyczna komora mieszania

-2 pompy LC-2OADXR (ZD)

rozpuszczalnikow

- kontroler CBM-20A - 2 statyczne komory mieszania rozpuszczalnikow
- termostat kolumny CT0-20AC - kontroler CBM-20A

- autosampler SIL 20ACy, - termostat kolumny CT0-20AC

- degazer DGU-20A5 - autosampler SIL 20ACy,

- detektor UV-vis (DAD) SPD-M20A - degazer DGU-20A5

- detektor ELSD 3300 Alltech® - detektory UV-vis (DAD) SPD-M20A ('D, D)

- spektrometr mas LCMS-2020 - spektrometr mas LCMS-2020 (D)

- oprogramowanie Lab Solution - oprogramowanie LLab Solution

- 10-cio portowy, 2-drozny zawér z dwoma petlami
o objetosci 50 pl kazda

3. Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

3.1 Kolumny chromatograficzne

Discovery HS C-18 (150 x 2.1 mm, 3 pm) Supelco, Bellefonte, USA
Nucleodur Sphinx RP (50 x 1 mm, 5 pm) Macherey-Nagel, Diiren, Niemcy

Chromolith Performance (100 x 4.6 mm, 2 um) Merck, Darmstadt, Niemcy
Kinetex HILIC (150 x 4.6 mm, 2.6 um)

Kinetex C-18 (100 x 4.6 mm, 2.6 pm)

Kinetex PFP (100 x 4.6 mm, 2.6 um) Phenomenex, Torrance, USA
Kinetex F5 (50 x 4.6 mm, 2.6 um)

Luna C-18 (150 x 1 mm, 3 pm)

3.2 Programy elucji gradientowej

fazy ruchome

A: H,O:TFA 100:0.1 v/v

B: ACN:H,O:TFA 50:50:0.1 v/v/v
C: ACN:MeOH:H,O:TFA 5:80:15:0.1 »/v/v/v
D: H,O:kwas mrowkowy 100:0.1 v/

E: ACN:MeOH: kwas mrowkowy  80:20:0.05  »/2/v

TFA: kwas trifluorooctowy, ACN: acetonitryl, MeOH: metanol
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program I (% B w A):
program II (% B w A):
program III (% B w A):

program IV (% B w A):
program V (% C w A):
program VI (% B w A):
program VII (% B w A):

program VIII (% B w A):
program IX (% B w A):

program X (% B w A):

program XI (% B w A):

program XII (% E w D):

0 min — 12% B, 10 min — 20% B, 30 min — 43% B, 55 min — 100% B
0 min — 10% B, 70 min — 56% B,

0 min — 0% B, 6 min — 0% B, 6.1 min — 10% B, 14 min — 10% B,
14.1 min — 15% B, 18 min — 15% B, 18.1 min — 17% B, 20 min —
17% B, 20.1 min — 20% B, 22 min — 20% B, 22.1 min — 21% B, 24
min — 21% B, 24.1 min — 23% B, 30 min — 23% B, 30.1 min — 25%
B, 32 min — 25% B, 32.1 min — 27% B, 34 min — 27% B, 34.1 min —
28% B, 36 min — 28% B, 36.1 min — 29% B, 40 min — 29% B, 40.1
min — 31% B, 42 min — 31% B, 42.1 min — 34% B, 46 min — 34% B,
46.1 min — 35% B, 52 min — 35% B, 52.1 min — 45% B, 60 min —
45% B, 60.1 min — 55% B, 70 min — 55% B

0 min — 10% B, 60 min — 40% B, 65 min — 100% B

0 min — 10% C, 50 min — 60% C, 51 min — 100 % C

0 min — 10% B, 50 min — 50% B, 51 min — 100% B

0 min — 10% B, 9 min — 10% B, 17 min — 20% B, 25 min — 25% B,
33 min — 30% B, 41 min — 32% B, 49 min — 40% B

0 min — 12% B, 10 min — 20% B, 30 min — 43% B, 40 min — 100% B
0 min — 12% B, 5 min — 12% B, 10 min — 20% B, 30 min — 43% B,
40 min — 100% B

0 min — 12% B, 13 min — 12% B, 15 min — 17% B, 16 min — 17% B,
18 min — 22% B, 19.5 min — 25% B, 20 min — 32% B, 28 min — 32%
B, 29 min — 40% B, 35 min — 40% B, 40 min — 100% B

0 min — 12% B, 13 min — 12% B, 15 min — 17% B, 16 min — 17% B,
18 min — 22% B, 19.5 min — 25% B, 20 min — 32% B, 27 min — 32%
B, 27.5 min — 15% B, 28 min — 15% B, 40 min — 40% B, 42 min —
100% B,

0 min — 10% D, 20 min — 17% D, 32 min — 21% D, 40 min — 26%
D, 49 min — 36% B, 54 min — 36% D, 59 min — 37% D, 65 min —
58% D, 70 min — 61% D, 75 min — 65% D
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3.3 Detekcja badanych zwiazkow

DAD (ang. diode array detector) detektor UV-Vis z matryca diodowg

ELSD (ang. evaporative light scattering detector) laserowy detektor §wiatla rozproszonego

MS (ang. mass spectrometry) detekcja produktow jonizacji zwigzkow

3.3.1 Spektrometr mas

zrodta jonizacji

ESI (ang. electrospray ionisation) technika rozpylania w polu elektrycznym

APCI (ang. atmospheric-pressure chemical jonigation) jonizacja chemiczna pod ci$nieniem atmosferycznym

DUIS (ang. dual ion source) jednoczesna jonizacja ESI oraz APCI

techniki rejestracji jonow
SIM

) o monitorowanie wybranych jonéw
(ang. selected ion monitoring) wybranych]
tryb zbierania widm , L .

. rejestracja widma masowego badanego zwigzku
(ang. full scan, scanning)

4. Materiaf roslinny

Material do badan stanowily owoce 11 odmian uprawowych Rubus idaens, owoce 1 odmiany
Rubus occidentalis, pedy 2 odmian Rubus idaens (zbiér w latach 2010 1 2014) (Rosaceae), owoce 3 odmian
Lonicera caernlea var. edulis (zbioér w latach 2010 1 2011) oraz kwiaty 3 odmian Lonzcera caernlea var. edulis
(zbiér w roku 2013) (Caprifoliaceae), pedy 2 odmian Rubus occidentalis (zbidr w roku 2014), oraz pedy
Rutbus idaens pozyskane ze stanu naturalnego (zbidr w roku 2014) przestawione w Tabeli 4.

Zbioru pedow R. idacus ze stanu
dzikiego  dokonano  na  terenie
Tréjmiejskiego Parku Krajobrazowego,
z 3 stanowisk (P1-3) (Ryc. 11).
Stanowiska P1 i P2 znajdowaly si¢ na
polnoc od osiedla Gdynia-Chwarzno, a
stanowisko P3 na terenie rezerwatu
‘Kacze Buki’, niedaleko rzeki Kaczej.
Zbiér prowadzono na przestrzeni roku,
w réznych etapach cyklu wegetacyjnego
roélin. Niezdrewniale pedy zbierano w
zimie (styczen), na wiosne (kwiecien),

latem (lipiec) oraz jesienia (pazdziernik).




Owoce oraz pedy badanych odmian R. Zdaeus oraz R. occidentalis pozyskano z egzemplarzy

kolekcji Sadowniczego Zakladu Doswiadczalnego Instytutu Sadownictwa 1 Kwiaciarstwa w Brzeznej

(Brzezna, Polska). Owoce oraz kwiaty badanych odmian I.. cerulea otrzymano dzigki uprzejmosci

Szkotki Borowki Wysokiej i Jagody Kamczackiej ‘Jagodka’ (Lebork, Polska).

Owoce badanych gatunkéw zamrozono w temp. -20°C, poddano liofilizacji (75 h) oraz

sproszkowano. Mlode, pozbawione lisci pedy malin oraz kwiaty wiciokrzewu wysuszono w warunkach

naturalnych oraz sproszkowano. Sproszkowany material roslinny przechowywano bez dostepu $wiatta

1 wilgoci w temperaturze pokojowe;.

Tab. 4 Materiaf ros§linny do badan

surowiec gatunek odmiana / zrédlo

‘Benefis’ ®

‘Beskid” *
‘Glen Ample’ *
‘Heritage’ "

B
‘Laszka’

. B

R. idaeus ‘Pokusa’
‘Polana’ ®
‘Polesie’

owoce

B

‘Polka’ *
‘Poranna Rosa
“Willamette® ®

> B

R. occidentalis ‘Litacz” ®

‘Glen Ample’ b

R. idaeus ‘Willamette”
pedy ze stanu dzikiego ™

‘Litacz” ®

R. occidentalis :
‘Bristol’ ®

‘Brazowa’ "
owoce L. caerulea ‘Woijtek’ L

“Zielona” "
‘Brazowa
kwiaty L. caerulea Wojtek™ -

> L

. L
“/ielona’

B Brzezna, T Tréjmiejski Park Krajobrazowy, I Lebork

owoce R. zdaeus pedy R. idacus
‘Laszka’ ‘Willamette’

owoce R. idaeus owoce L. caerulea
‘Poranna Rosa’ “Wojtek’

owoce R. occidentalis kwiaty L. caernlea
‘Litacz’ ‘Wojtek’

Ryc. 12 Sproszkowane surowce roslinne
wybranych odmian badanych gatunkéw
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5. Ekstrakcja materiatu roslinnego

5.1 Ekstrakcja do celéw analizy chromatograficznej
5.1.1 Ekstrakcja owocow R. idaeusi R. occidentalis

5.1.1.1 Przygotowanie prébek do analizy elagotanin

Sproszkowany material roslinny (5 g) poddano trzykrotnej ekstrakcji w tazni ultradZzwigkowe;j
(temp. 25°C, 10 min) z uzyciem 30 ml mieszaniny EtOH:H,O (80:20, »/2). Otrzymane ekstrakty
etanolowo-wodne przesaczono przez saczek bibulowy, i oddestylowano etanol pod zmniejszonym
ci$nieniem. Wodna pozostalo$¢ ekstraktu zamrozono i poddano liofilizacji (75 h). Ekstrakt

rozpuszczono w 1.5 ml metanolu i1 przesaczono przez 0.22 um saczek membranowy.

5.1.1.2 Przygotowanie prébek do analizy flawonoli, flawan-3-oli oraz kwaséw fenolowych

Sproszkowany material roslinny (5 g) poddano trzykrotnej ekstrakcji w tazni ultradZzwigkowe;j
(temp. 25°C, 10 min) z uzyciem 30 ml metanolu. Otrzymane ekstrakty metanolowe przesaczono przez
saczek bibulowy, 1 oddestylowano metanol pod zmniejszonym cisnieniem. Suchg pozostalosé
rozpuszczono w 30 ml wody na wrzacej lazni wodnej i wytrzasano z octanem etylu (5 x 20 ml). Z
polaczonych ekstraktéw octanu etylu oddestylowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem.
Suchg pozostalo$¢ rozpuszczono w 1.5 ml metanolu 1 przesaczono przez 0.22 pm saczek

membranowy.

5.1.2 Ekstrakcja pedow R. idaeus
Sproszkowany material roélinny (5 g) wyczerpujaco ekstrahowano chloroformem a nastepnie
metanolem w aparacie Soxhleta pod chlodnicg zwrotna w temperaturze wrzenia (100 h). Ekstrakty
metanolowe przesaczono przez saczek bibulowy, 1 zageszczono pod zmniejszonym ci$nieniem do

objetosci 50 ml. Ekstrakt przesaczono przez 0.22 pm saczek membranowy.

5.1.3 Ekstrakcja owocow L. caerulea

5.1.3.1 Przygotowanie préobek do analizy jakos$ciowej zwigzkow fenolowych

Ekstrakcje do celow analizy jakoSciowej zwiazkéw fenolowych w owocach L. caerulea

przeprowadzono w sposob opisany w punkcie 5.1.1.1.

5.1.3.2 Przygotowanie prébek do analizy iloéciowej i jakosciowej irydoidow

Sproszkowany material roslinny (1 g) poddano ekstrakeji w tazni ultradZzwickowej (temp. 25°C,
40 min) z uzyciem 40 ml metanolu. Otrzymany ekstrakt zageszczono pod zmniejszonym ci$nieniem do
objetosci 25 ml i przesaczono przez 0.22 pm saczek membranowy.
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5.1.4 Ekstrakcja kwiatow L. caerulea
Sproszkowany material rodlinny (5 g) wyczerpujaco ekstrahowano chloroformem a nastepnie
metanolem w aparacie Soxhleta pod chlodnicg zwrotna w temperaturze wrzenia (100 h). Ekstrakty
metanolowe zaggszczono pod zmniejszonym ci$nieniem do objetosci 25 ml i przesaczono przez 0.22

um saczek membranowy.

5.2 Przygotowanie probek do analizy aktywno$ci biologicznej
5.2.1 Przygotowanie ekstraktéw suchych z owocow R. idaeus, R. occidentalis i L. caerulea
Sproszkowany material roslinny (5 g) poddano trzykrotnej ekstrakcji w tazni ultradZzwigkowe;j
(temp. 25°C, 10 min) z uzyciem 30 ml EtOH:H,O (80:20, »/7). Otrzymane ekstrakty etanolowo-wodne
przesaczono przez saczek bibulowy, nastepnie oddestylowano etanol pod zmniejszonym cisnieniem.
Wodng pozostalosé ekstraktu zamrozono oraz poddano liofilizacji (75 h). Suchy ekstrakt z owocow

przechowywano bez dostepu $wiatla 1 wilgoci.

5.2.2 Przygotowanie ekstraktu suchego z pedow R. idaeus i kwiatow L. caerulea
Sproszkowany material rodlinny (100 g) wyczerpujaco ekstrahowano chloroformem a nast¢pnie
metanolem w aparacie Soxhleta pod chtodnicg zwrotna w temperaturze wrzenia (100 h).
Ekstrakty metanolowe przesaczono przez saczek bibulowy, oraz oddestylowano metanol pod
zmniejszonym ci$nieniem. Suchg pozostaloéc rozpuszczono w 100 ml wody na wrzacej tazni wodnej, a
nastepnie zamrozono oraz poddano liofilizacji (75 h). Suche ekstrakty z pedéw oraz kwiatow

przechowywano bez dostepu $wiatla 1 wilgoci.
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6. Analiza HPLC

6.1 Parametry analiz HPLC badanych ekstraktow roslinnych

6.1.1 Analiza prostych fenoli i polifenoli w owocach R. idaeus oraz R. occidentalis

Tab. 5 Parametry analizy elagotanin, flawonoli, flawan-3-oli oraz kwasow

fenolowych w owocach odmian uprawowych R. idaeus oraz R. occidentalis

Vini —1ul

kolumna:
program gradientu:

detekcja UV:

analiza MS:

parametry detektora MS:

v — 0.3 ml/min tg — 55 min

Discovery HS C-18 (150 x 2.1 mm, 3pum), T — 32°C

I

w zakresie 210-400 nm, chromatogramy zarejestrowane przy
A — 280 nm

ESI-MS, tryb SIM w  dodatnim  oraz ujemnym  trybie
monitorowania jonow

nate¢zenie przeplywu strumienia gazu rozpylajacego 1.5 1/min,
natgzenie przeplywu strumienia gazu suszacego 16 1/min,
napigcie detektora 1.3 kV, potencjat jonizacji 3.5 kV

Vinj: Objetos¢ nastrzyku, v: natezenie przeplywu fazy ruchomej, tg: czas gradientu

6.1.2 Analiza prostych fenoli i polifenoli w pedach R. idaeus oraz R. occidentalis

Tab. 6 Parametry rozdzielenia ‘comprehensive’ LC x LC ekstraktu z pedow R.

idaeus ‘Willamette’

Vipj — 0.4 pl

kolumny:

program gradientu:

detekcja UV:

analiza MS:

parametry detektora MS:

v,p — 0.05 ml/min ¢ —70 min
Vyp — 6 ml/min ¢

'D: Nucleodur Sphinx RP (50 x 1 mm, 5 pm), T — 20°C

’D: Chromolith Performance (100 x 4.6 mm, 2 um), T — 20°C

D: 11

’D: 11

w zakresie 210-400 nm, chromatogramy zarejestrowane przy

A —254 nm

ESI-MS, tryb SIM w dodatnim oraz ujemnym trybie
monitorowania jonow

natezenie przeplywu strumienia gazu rozpylajacego 1.5 1/min,

natezenie przeplywu strumienia gazu suszacego 16 1/min,
napiecie detektora 3.5 kV, potencjal jonizacji 5.0 kV

Vinj: Objetos¢ nastrzyku, v: natezenie przepltywu fazy ruchomej, tg: czas gradientu

ID: pierwszy wymiar, 2D: drugi wymiar
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Tab. 7 Parametry rozdzielen 1D LC ekstraktu z pedéw R. idaeus ‘Glen Ample’ na

kolumnach HPLC typu ‘core-shell’

Vi — 1 pl

kolumny:

program gradientu:
detekcja UV:

analiza MS:

parametry detektora MS:

v —1 ml/min te — 50/65 min

Kinetex C-18 (100 x 4.6 mm, 2.6 um), T — 20°C

Kinetex PFP (100 x 4.6 mm, 2.6 pm), T — 20°C

IV-v

w zakresie 210-400 nm, chromatogramy zarejestrowane przy

A — 280 nm

ESI-MS/APCI-MS, tryb zbierania petnych widm (ang. full scan
mode) z zakresie m/z od 100 do 2000 w ujemnym trybie
monitorowania jonow

natgzenie przeplywu strumienia gazu rozpylajacego 1.5 1/min,
natgzenie przeplywu strumienia gazu suszacego 16 1/min,
napiccie detektora 3.5 kV (ESI), 2.0 kV (APCI), potencjal
jonizacji 5.0 kV

Vinj: Objetos¢ nastrzyku, v: natezenie przeplywu fazy ruchomej, tg: czas gradientu

Tab. 8 Parametry rozdzielenia 2D LC ekstraktu z pedéw R. idaeus ‘Glen Ample’

Vinj — 2 ul

kolumny:

programy gradientu:

detekcja UV:

analiza MS:

parametry detektora MS:

Vip — 0.1 ml/rr'ﬂn t. — 50 min
Vop — 1 ml/min

'D: Luna C-18 (150 x 1 mm, 3 um), T — 34°C

’D: Kinetex PFP (100 x 4.6 mm, 2.6 um), T — 20°C

'D: VI

’D: VII

w zakresie 210-400 nm, chromatogramy zarejestrowane przy

A —280 nm

objetos¢ celki detektora 2.5 ul dla 'D, oraz 18 ul dla *D
ESI-MS/APCI-MS/DUIS-MS, tryb zbierania pelnych widm
('D) oraz tryb SIM (°D) w zakresie m/z od 100 do 2000 w
ujemnym trybie monitorowania jondw

natezenie przeplywu strumienia gazu rozpylajacego 1.5 1/min,
natezenie przeplywu strumienia gazu suszacego 16 1/min,
napiccie detektora 3.5 kV (ESI), 2.0 kV (APCI, DUIS),
potencjal jonizacji 5.0 kV

Vinj: Objetos¢ nastrzyku, v: natezenie przepltywu fazy ruchomej, tg: czas gradientu
ID: pierwszy wymiar, 2D: drugi wymiar
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Tab. 9 Parametry analizy prostych fenoli i polifenoli w pedach R. occidentalis oraz

w pedach R. idaeus w cyklu wegetacyjnym

Vinj — 1ul

kolumna:
program gradientu:

detekcja UV:

analiza MS:

parametry detektora MS:

v —1 ml/min tg — 65 min

Kinetex PFP (100 x 4.6 mm, 2.6 um), T — 20°C

v

w zakresie 210-400 nm, chromatogramy zarejestrowane przy

A — 254 nm

ESI-MS, tryb zbierania pelnych widm w ujemnym trybie
monitorowania jonéw

natezenie przeplywu strumienia gazu rozpylajacego 1.5 1/min,
natezenie przeplywu strumienia gazu suszacego 16 1/min,
napiecie detektora 2.0 kV, potencjat jonizacji 4.5 kV

Vinj: Objetos¢ nastrzyku, v: natezenie przepltywu fazy ruchomej, tg: czas gradientu

6.1.3 Parametry analizy ekstraktéw z owocow krajowych odmian L. caerulea

Tab. 10 Parametry analizy metabolitéw wtérnych w owocach L. caerulea

Vi — 1l
kolumna:
program gradientu:
detekcja UV:
analiza MS:

parametry detektora MS:

v — 0.3 ml/min tg — 40 min

Discovery HS C-18 (150 x 2.1 mm, 3pm), T — 32°C

VIII

w zakresie 210-400 nm, chromatogramy rejestrowane przy

A —236, 2801520 nm

- ESI-MS, tryb SIM w dodatnim oraz ujemnym trybie
monitorowania jonéw (analiza jakosciowa zw. fenolowych)

- ESI-MS/APCI-MS w trybie zbierania pelnych widm, w
zakresie m/z od 350 do 900 w dodatnim oraz ujemnym trybie
monitorowania jonow (analiza irydoidow)

natezenie przeplywu strumienia gazu rozpylajacego 1.5 1/min,
natezenie przeplywu strumienia gazu suszacego 16 1/min,
napiecie detektora 1.6 kV, potencjal jonizacji 3.5 kV

Vinj: Objetos¢ nastrzyku, v: natezenie przeplywu fazy ruchomej , t: czas gradientu
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6.1.4 Parametry analizy metabolitéw wtérnych w kwiatach krajowych odmian L. caerulea

Tab. 11 Parametry analiz 1D LC i ‘heart-cutting’ 2D LC flawonoidéw, kwasow
fenolowych oraz irydoidéow w kwiatach L. caerulea w trybie ‘on-line’ i ‘off-line’

Vip — 0.3 ml/min

Visj o~ 510“11 Vp oniine — 3 ml/min tg — 40/42 min
Vinj2p T U H Vap ofttine — 1 M1/min
kolumny: 'D: Discovery HS C-18 (150 x 2.1 mm, 3um), T — 32°C

’D on-line: Kinetex F5 (50 x 4.6 mm, 2.6 um), T — 32°C
’D off-line: Kinetex PFP (100 x 4.6 mm, 2.6 um), T — 20°C
programy gradientu: D: IX
’D on-line: X-XI
’D off-line: IX
detekcja UV: w zakresie 210-400 nm, chromatogramy zarejestrowane przy
A —2361330 nm
objetos¢ celki detektora 2.5 ul dla 'D, oraz 12 ul dla *D
analiza MS: ESI-MS, tryb zbierania petnych widm (‘D) oraz tryb SIM (°D)
w zakresie m/z od 350 do 900 w dodatnim oraz ujemnym

trybie monitorowania jonow
parametry detektora MS: natezenie przeplywu strumienia gazu rozpylajacego 1.5 1/min,

natezenie przeplywu strumienia gazu suszacego 12 1/min,
napiecie detektora 2.5 kV, potencjal jonizacji 4.5 kV

Vinj: Objeto$¢ nastrzyku, v: natgzenie przeplywu fazy ruchomej, tg: czas gradientu
ID: pierwszy wymiar, ?D: drugi wymiar

Tab. 12 Parametry analizy LC saponin w kwiatach odmian krajowych L. caerulea

Vigj — 1 pl v — 0.2 ml/min to — 75 min
kolumna: Discovery HS C-18 (150 x 2.1 mm, 3um), T — 25°C
program gradientu: XII
detekcja UV: w zakresie 210-400 nm, chromatogramy rejestrowane przy
A —236 nm
detekcja ELSD: temperatura rozpylacza 40°C, temperatura parownika 40°C,

natezenie przeplywu strumienia gazu rozpylajacego 1.8 1/min,
wzmocnienie 16

analiza MS: - ESI-MS, w trybie zbierania pelnych widm w zakresie m/z od
250 do 1450 oraz tryb SIM, w ujemnym trybie monitorowania
jonow

parametry detektora MS: natezenie przeplywu strumienia gazu rozpylajacego 1.5 1/min,

natezenie przeplywu strumienia gazu suszacego 16 1/min,
napiecie detektora 1.6 kV, potencjal jonizacji 2.5 kV
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6.2 Walidacja opracowanych metod HPLC

Walidacje metod do celéw analizy iloSciowej przeprowadzono w oparciu o wytyczne Agencji
Zywnosci i Lekéw (FDA, ang. Food and Drug Administration) poprzez wyznaczenie krzywych
wzorcowych, regresji liniowych, granicy wykrywalnosci (LOD, ang. /limit of detection), granicy
oznaczalnosci (LOQ, ang. limit of quantitation), precyzji 1 odzysku dla analizowanych zwiazkéw [223].

Wyznaczono krzywe kalibracyjne dla substancji wzorcowych oraz wspélczynniki korelacji (r) w
celu okreslenia liniowosci metody w badanym zakresie stezen. Krzywe wzorcowe dla analizowanych
zwigzkOw wyznaczono w oparciu o analize pol powierzchni pikéw odpowiadajacych znanym
stezeniom substancji wzorcowych rozpuszczonych w metanolu (od 1 mg/ml do 3.124 pg/ml w
postepie geometrycznym).

LOD 1 LOQ okredlono, jako stezenie zwiazku wzorcowego odpowiadajace odpowiednio 3-
krotnej oraz 10-krotnej wysokosci szumdw. Precyzje jedno- i miedzydniowa wyznaczono poprzez 6-
krotna analiz¢ otrzymanego ekstraktu w ciagu, odpowiednio, 1 badz 3 kolejnych dni, i wyrazono jako
wzgledne odchylenie standardowe (%) obliczone ze wzoru:

RSD = 100% x §D / M
gdzie: RSD — wzgledne odchylenie standardowe, SD — odchylenie standardowe, M — $rednia
arytmetyczna. Odzysk okreslono poprzez dodanie do proby znanej ilosci wzorca odpowiadajacej 25%,
50%, 75% badz 100% jego zawartosci w badanym materiale i przeprowadzenie procedury ekstrakcji
odpowiedniej dla danego surowca. Parametr wyznaczono jako % odzysku analizowanych zwigzkow
obliczony z sumy $redniej 3 pomiaréw zawartosci zwigzkow w materiale oraz ilosci dodanej, wzgledem

spodziewanej $redniej wartosci.

6.3 Obliczenia pojemnosci wzgledem pikéw
Pojemnos¢ wzgledem pikéw (pojemnosé pikowa) systemow chromatograficznych obliczono

wedlug ponizszego wzoru:

P=1+1%/w
gdzie: P — pojemno$¢ pikowa, 7. — czas gradientu, @ — szeroko$¢ piku mierzona na wysokosci 4o

(13.4% wysokosci od podstawy) [224]. Pojemnos$¢ pikowa systemoéw LLC — LLC zostata obliczona jako

suma wartosci P pierwszego i drugiego wymiaru [225].
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7. Badania aktywnoS$ci biologicznej badanych surowcow roslinnych
7.1 Analiza aktywnosci przeciwbakteryjnej

Badania przeprowadzono we wspolpracy 2z Katedra 1 Zakladem Mikrobiologii

Farmaceutycznej, Wydzialu Farmaceutycznego, Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

7.1.1 Zastosowane szczepy drobnoustrojéw oraz warunki prowadzenia ich hodowli

szczep bakterii podfoze hodowlane typ hodowli T t

G+ Bacillus subtilis ATCC 6633

. .
G+ Corpnebacterinm diphtheriae BHI z 5% BSA tlenowa 37C 48h

BHI z 5% krwi .
G+ Clostridinm sporogenes PCM 248 ? /f) , i beztlenowa 37C 48h
baraniej

G+ Enterococcus faecalis'

G+ Streptococens grapy A (pyogenes) ’ BHI 2 5% krwi
Z 0 1

G+ Streptococcus grupy B (agalactiae) * 5% CO, 37C 48h

5 baranie;
G+ Streptococens grapy G
G+ Streptococcus pneumoniae’®
Staphylococcus anrens ATCC 6538,
G+ MRSA 15732, MRSA 13251, MRSA 0
12673, MRSA 13318, MRSA 12753, MH tlenowa 37C 48h
MRSA 12677
G+ Staphylococcus epidermidis ATCC 14990
Escherichia coli ATCC 8739, ESBL
G_ 12518, ESBL 12275, ESBL 12819, BHI 2 5% kroi O
ESBL 12882, ESBL 12186, ESBL . tlenowa 37C 48h
baraniej

12293
G —  Pseudomonas aernginosa ATCC 9027
G —  Haemophilus influenzae PCM 2340

BHI z 5% krwi

G —  Moraxella catarrbalis PCM 2340 baranicj 5% CO, 37C 48h
G —  Neisseria meningitidis PCM 2586

G —  Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 MH tlenowa 37C 48h
G —  Helicobacter pylori ATCC 43504 TSA mikroaerofilne  37C 72 h

! szczep doswiadczalny Katedra i Zaklad Mikrobiologii Farmaceutycznej GUMed

2 szczep kliniczny wyizolowany od pacjentéw ze Szpitala §w. Wojciecha w Gdanisku
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7.1.2 Oznaczanie warto§ci MIC oraz MBC badanych wyciagéw oraz zwigzkow
pochodzenia roslinnego

W celu wyznaczenia minimalnego stezenia hamujacego MIC (ang. mznimal inhibitory concentration)
zastosowano metode mikrorozcienczen (ang. broth microdilution).

Inokulum bakteryjne przygotowano z hodowli plynnej (rozcieiczenie w buforowanej wodzie
peptonowej), badz z hodowli stalej (zawieszenie 4 kolonii bakteryjnych w buforowanej wodzie
peptonowej). Otrzymano inokulum o gestosci 0.5 w skali McFarlanda, co odpowiada 10”* CFU/ml w
zaleznosci od szczepu (jednostek tworzacych kolonie, ang. colony forming unii). Roztwory wyjsciowe
badanych substancji przygotowano poprzez rozpuszczenie w sterylnej, dejonizowanej wodzie.

Oznaczenia MIC przeprowadzono w 96-dotkowych plytkach. Dotki wypetniono 100 ul
odpowiedniego podioza hodowlanego, a nastepnie dodawano roztwory wyjsciowe badanych
substancji, rozcieficzajac je w postepie geometrycznym, poprzez przenoszenie 100 ul roztworu do
kolejnego dotka. Do przygotowanych rozciedczen dodawano inokulum bakteryjne (100 ul/dolek) i
inkubowano 48 — 72 h w warunkach wzrostowych odpowiednich dla poszczegélnych bakterii.
Wartosci MIC odczytywano jako warto$¢ stezenia ekstraktu w préobach powodujaca wizualny brak
wzrostu bakterii w danej probie (Ryc. 13).

Warto§¢ minimalnego stezenia bakteriobdjczego MBC (ang. minimal bactericidal concentration)
wyznaczano poprzez przeniesienie 100 ul, z préb w ktérych nie obserwowano wzrostu bakterii, na
wzbogacone podloze agarowe (agar z krwia). Najwyzsze stezenie ekstraktu przy ktérym nie

obserwowano wzrostu kolonii bakteryjnych oznaczano jako MBC (Ryc. 13) [220].

! 1) seryjne rozcieficzenia roztworu wyjéciowego substanciji |

po 100 ul roztworu wyjsciowego substanciji z poprzedniego do sasiedniego dolka

5) wysianie na podfoze agarowe préb z obserwowanym
brakiem wzrostu bakterii i odczytanie wartosci MBC

MBC MIC

podloze hodowlane (100 ul)

‘ 2) dodanie inokulum bakteryjnego (100 ul/dotek)

%%%%%%%%

| 3) 48-72 h inkubacja

%%%%

brak wzrostu

wzrost bakterii

I 4) odczytanie wartosci MIC |

Ryc. 13 Procedura wyznaczania wartosci MIC i MBC
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7.1.3 Analiza oddziatywan z antybiotykami badanych wyciagéw roslinnych

Do okredlenia oddzialywania z antybiotykami wykorzystano metode dyfuzyjno-krazkowa.
Sporzadzono inokulum bakteryjne o gestosci 0,5 w skali McFarlanda, ktére wysiano na calej
powierzchni podloza agarowego (posiew murawowy).

Nastepnie na powierzchni¢ plytki naniesiono krazki impregnowane 10 pl roztworu badanej
substancji (R) o stezeniu 250 mg/ml i diagnostyczne krazki z antybiotykiem (A) w efektywnych
stezeniach osiaganych w surowicy pacjenta, w celu okreslenia wielkosci stref zahamowania dla
poszczegdlnych bakterii (Ryc. 14).

Badanie przeprowadzono poprzez naniesienie na wysiane bakteriami podloze agarowe krazkéw
zaimpregnowanych roztworem badanej substancji oraz antybiotyku, w odlegtosci uwzgledniajacej sume
promieni wczesniej oznaczonych stref zahamowania oznaczanych dla badanej substanciji i antybiotyku
(n=2). Po 30 minutowym czasie preinkubacji w temperaturze pokojowej, plytki inkubowano przez 24
h w warunkach wzrostowych odpowiednich dla poszczegoélnych bakterii. Po uplywie tego czasu

dokonano wizualnej oceny oddzialywan na podstawie ksztaltu strefy zahamowania wzrostu (Ryc. 14).

1) okreélenie wielko$ci stref zahamowania 2) naniesienie kragzkow z antybiotykiem i
antybiotyku i roztworu badanej substancji roztworem i inkubacja (24 h)

©
Z

| 3) ocena interakcji z antybiotykiem po ksztatcie strefy zahamowania wzrostu bakterii ]
® - @
\ i '

)
)

®
@
S

/

brak interakeji (addycja) synergizm synergizm antagonizm

Ryc. 14 Procedura oceny interakcji badanych ekstraktow roslinnych z antybiotykiem
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7.2 Analiza aktywnosci antyoksydacyjnej

Badania wykonano we wspolpracy z Katedra i Zaktadem Biologii i Botaniki Farmaceutycznej,

Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

7.2.1 Test DPPH
Test redukcji DPPH (azotocentrowego rodnika 2,2-difenylo-1-pikhydrazylu) przeprowadzono

wedlug procedury Brand-Williams i wsp. [227].

Roztwory metanolowe badanych ekstraktow o objetosci 150 ul w stezeniach: 1, 2.5, 5, 10, 25,
50, 100, 250 oraz 500 pg/ml, umieszczano w 96-dotkowych plytkach, z dodatkiem 0.2 mM roztworu
metanolowego DPPH. Mieszaning inkubowano przez 30 min, bez dostepu swiatla, w temperaturze
pokojowej. Redukcje rodnika DPPH obserwowano jako zmiang zabarwienia mieszaniny reakcyjnej z
czerwono-fioletowej na z6ita. Absorbancj¢ zmierzono wobec proby kontrolnej zawierajacej 50%
wodnego roztworu metanolu, przy A — 517 nm. Na podstawie otrzymanych danych obliczono %
redukcji rodnika DPPH ze wzoru:

% ppprr = (Ac— A [ A X 100%

gdzie: % pppy — procent redukeji, A, — absorbancja kontroli, 4, — absorbancja préby. Na
podstawie wynikow sporzadzono wykres liniowy i wyznaczono wartosci EC;, (ang. half maximal effective
concentration), stanowigce stezenie probki powodujace 50% wygaszanie aktywnosci rodnika DPPH (Ryec.

15). Jako zwigzku standardowego uzyto kwercetyny (ECy, 9.8 pg/ml).

‘ 1) przygotowanie mieszanin reakcyjnych z 0.2 mM DPPH | l 4) wyznaczenie wykresu liniowego i odczyt wartosci EC;,

ﬁ%ﬁﬁiﬁ%%l -

1 25 100 250 500 = ‘
2 |
stgZenia ToZIwWorow bndanvch ckstraktow (ug/ml) -;; 150 i
’ 2) inkubacja w temp. pokojowej (30 min) ;3; |
¥
0
l 3) odczyt w spektrofotometrze (A - 517 nm) 0 stgz, roztworu (ug/ml) 500

Ryc. 15 Procedura testu DPPH
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7.2.2 Test fosforomolibdenowy

Test fosforomolibdenowy przeprowadzono wedlug zmodyfikowanej procedury Prieto 1 wsp.
[228].

Do roztworéw metanolowych badanych ekstraktéw o objetosci 200 ul w stezeniach: 2.5, 5, 10,
25, 50, 100, 250 oraz 500 pg/ml, dodano odczynnik fosforomolibdenowy (1.8 ml metanolowego
roztworu 4mM molibdenianu amonu, 28 mM fosforanu sodu oraz 600 mM kwasu siarkowego).
Mieszaning reakcyjna inkubowano w tazni wodnej na wytrzasarce w 95°C przez 90 min, a nastgpnie
schtodzono. Zdolnos$¢ redukcyjna obserwowano jako wynik utleniania molibdenu (VI) do molibdenu
(V), skutkujagca powstaniem zielonego kompleksu fosforomolibdenowego. Absorbancje mierzono
wobec proby kontrolnej zawierajacej 50% wodny roztwoér metanolu, przy A — 695 nm. Aktywno$é
redukujaca wyrazono w ekwiwalentach kwasu askorbinowego AAE (mg/g) i obliczono jako liniowa

zaleznos$¢ zmierzonej aktywnosci od stezenia ekstraktu.

7.3 Analiza aktywnosci przeciwzapalne;j
Badania wykonano we wspélpracy z Zakladem Farmakodynamiki, Katedry Biofarmacji i
Farmakodynamiki, Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Badania zostaly przeprowadzone za zgoda

Komisji Etycznej ds. Dos$wiadczen na Zwierzetach GUMed.

7.3.1 Model indukowanego karagening obrze¢ku tapy

W eksperymentach wykorzystano metode pomiaru indukowanego karagenina obrzeku lapy
szczura wedlug procedury Winter 1 wsp. [229] oraz Sahin 1 wsp. [230].

Do badan uzyto szczury albinotyczne szczepu Wistar (ok. 500 g), ktére losowo przydzielono
(n=6) do O6-ciu grup: grupy kontroli negatywnej, kontroli pozytywnej oraz 3 grup badanych
otrzymujacych suche ekstrakty w dawkach 50 mg/kg, 500 mg/kg oraz 1000 mg/kg. Przed
rozpoczeciem eksperymentu zmierzono objetos¢ lap zwierzat z uzyciem pletyzmometru. Ekstrakty
podawano sondg zoladkowa w objetosci 0.5 ml na 100 g masy ciala (m.c.) (badZz odpowiadajaca
objetos¢ wody w przypadku kontroli negatywnej), na 1h przed wstrzyknieciem 0.2 ml 1% wodnego
roztworu karageniny do prawej tylnej lapy. Kontrole pozytywna stanowil leku przeciwzapalny —
indometacyna, podawany dozotadkowo w dawce 10 mg/kg m.c. w objetosci 0.5 ml/100g m.c. Pomiar
objetosci tapy objetej obrzekiem przeprowadzono z uzyciem pletyzmometru, w godzinnych odstepach

czasowych, przez 5h od wstrzyknigcia karageniny (Ryc. 106).
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Na podstawie wartosci pomiaréw objetosci tap przed oraz w trakcie eksperymentu (n = 0)
wyliczono §rednia warto$¢ oraz $redni blad standardowy (SEM). Na ich podstawie obliczono %
zahamowania obrz¢ku lapy dla poszczegélnych dawek w kolejnych godzinach eksperymentu. Oceny
statystycznej uzyskanych parametréw dokonano przy pomocy oprogramowania Statistica 12.0.
(SigmaStat 3.5, Statcon, Niemcy) na podstawie nieparametrycznego testu znamiennosci U-Manna-
Whitneya dla dwoéch préb niezaleznych. Poziom istotnosdci statystycznej wyznaczono ze $rednich
zmian procentowych dla badanych ekstraktéw. Zmiany statystycznie istotne przyjeto od poziomu

istotnosci p <0.05.

| 1) podawanie roztworéw przy pomocy sondy dozotadkowej | LZ) wstrzyknigcie 1% wodnego roztworu karageniny

~ .
{i\;\l 1h R; T
Ve a ‘s.’}\

\ 3) pomiar obrz¢ku fapy z uzyciem pletyzmometru w odstgpach godzinnych przez 5 h ‘

3
‘\\ 1ih 2h 3h 4h 5h
4 -

Ryc. 16 Procedura testu indukowanego karagening obrzeku tapy w ocenie aktywnosci przeciwzapalnej

7.4 Analiza aktywnosci cytotoksycznej wobec komoérek ludzkiego raka piersi
Badania przeprowadzono we wspolpracy z Zakladem Ochrony i Biotechnologii Roslin
Katedry Biotechnologii, Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii (MWB) Uniwersytetu
Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

7.4.1 Charakterystyka i warunki hodowli in vitro nowotworowych uzytych linii
komoérkowych
Komoérki hodowano w butelkach o pojemnosci 50 ml do hodowli komoérkowych w
inkubatorze z regulowanym przeplywem CO, w temperaturze 37°C w obecnosci 5% CO, i
pasazowano co 3-4 dni. W tym celu komorki przeplukiwano buforem fostofranowym (PBS, 137 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 2mM K,HPO,), dodawano 1 ml roztworu trypsyny (5g
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trypsyny, 2 ¢ EDTA 0.9% NaCl rozcienczony 1:10 w jatowej H,O) oraz inkubowano w temp. 37°C
okolo 1-2 minut. Po tym czasie dodawano réwna objeto$¢ $wiezej pozywki, usuwano polowe
zawiesiny, natomiast pozostalo$¢ rozcienczano §wiezq pozywka w stosunku 1 : 4.

Stan 1 zywotnos¢ komoérek kontrolowano pod mikroskopem s$wietlnym, natomiast liczbe
komorek oceniano przy pomocy hemocytometru. Martwe komoérki znakowano roztworem bigkitu
trypanowego (0.4% roztwor barwnika w jatowej H,O), ktéry dodawano do zawiesiny komérkowej w

proporcji 1: 1.

linia komdrkowa charakterystyka pozywka

e  wyprowadzona z guza (69-letniej kobiety z
MCFE-7 kaukaskiej grupy etnicznej RPMI

e komorki epitelialne, adherentne
e wykazuje nadekspresj¢ receptora ER 1 PR

wyprowadzona z guza 54-letniej kobiety
komorki epitelialne, adherentne RPMI
wykazuje nadekspresje receptora ER i PR

T47D

wyprowadzona z guza 60-letniej kobiety
komorki epitelialne, adherentne D-MEM/F-12
e wykazuje nadekspresj¢ receptora HER2 1 ER

BT474

e wyprowadzona z guza 51-letniej kobiety
komorki epitelialne, adherentne D-MEM
e linia potréjnie ujemna ER-, PR-, HER2-

MDA-MB-468

. . pozywka

sktadnik uzupetniajacy

D-MEM D-MEM/F-12 RPMI
glukoza 4500 mg/1 3150 mg/1 -
HEPES 25mM 15 mM —
glutamina 4 mM 4 mM 4 mM
penicylina G 1000 jedn./ml 1000 jedn./ml 1000 jedn./ml
streptomycyna 1000 jedn./ml 1000 jedn./ml 1000 jedn./ml
ptodowa surowica bydleca 10% 10% 10%

7.4.2 Test oceny cytotoksyczno$ci MTT
Test MTT przeprowadzono w oparciu o zmodyfikowana metode Mosmann i wsp. [231] (Ryc.
17). Komoérki wysiewano na 96-dotkowych plytkach w ilosci 3 x 10°/dolek, po czym pozostawiano do
proliferacji przez 24 h inkubacj¢ w temp. 37°C w obecnosci 5% CO,. Nastepnie do komorek
dodawano roztwdér DMSO badanych substancji w zakresie stezed od 1 do 100 pg/ml i inkubowano

przez nastepne 72 h.
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3 h przed zakonczeniem inkubacji do dotkéw dodano 1.2 mM roztwér MTT (bromek 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy). Po zakofczeniu inkubacji z dotkéw zebrano pozywke, a
powstate krysztaly formazanu rozpuszczono w 100 ul DMSO. Absorbancj¢ zmierzono wobec préby
kontrolnej zawierajacej jedynie DMSO (100% przezywalnosci komorek), przy A 570 nm.
Przezywalnos¢ komoérek obliczono ze wzoru:

Y%s= (As—Ap) / (Ar— Ay X 100%
gdzie: %5 — % przezywalnosci, A, — absorbancja proby, A, — absorbancja tla, .4, — absorbancja
kontoli. W oparciu o uzyskane wyniki sporzadzono wykres liniowy i wyznaczono wartosci 1C;, (ang.
half maximal inbibitory concentration), stanowigce stezenie probki powodujace przezycie 50% komorek

(Ryc. 17).

| 1) wysianie komérek (3x10°/dofek) i inkubacja | | 4) usunigcie pozywki i dodanic DMSO
37°C
% % % % % % 5“ y C()2
24 h

’ 2) dodanie roztworu badanych substancji i inkubacja ] ’ 5) pomiar absorbancji (A = 570 nm)

wyznaczenie wykresu i odczyt wartosci 1C,

gggEgE®~ .

25 50 100

3 h przed
konicem
mkubaqn

stezenia roztworow DMSO qum)ch substancii (ug/ml)

50

| 3) dodanie roztworu MTT

0 T
% % % % % ‘ 0 stgz. roztworu (P-g/ml) 100

Ryc. 17 Procedura testu MTT

% przezywalnosci
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III. OMOWIENIE WYNIKOW BADAN WEASNYCH

1. Analiza fitochemiczna surowcow gatunkéw z R. idaeusi R. occidentalis

1.1 Analiza polifenoli oraz prostych fenoli w owocach R. idaeus i R. occidentalis

Wezesniejsze badania Katedry i Zakladu Farmakognozji szeregu odmian kultywarowych
owocow maliny czerwonej i maliny czarnej obejmowaly charakterystyke sktadu chemicznego gtéwnie
w zakresie antocyjanéw oraz sangwiny H-6, ktére sa dominujacymi zwiazkami w tym materiale
rodlinnym [19, 26, 232]. Dane literaturowe wskazuja, ze oprdcz w/w metabolitéw wtérnych, owoce R.
tdaens 1 R. occidentalis sa zrédlem szeregu innych zwigzkéw z grupy elagotanin, flawonoli, flawan-3-oli
oraz kwasow fenolowych [206, 28, 38, 82, 233-2306].

Elagotaniny sa estrami kwasu heksahydroksydifenylowego (HHDP), sposréd ktorych
dominujacg elagotaning w owocach maliny czerwonej, jest dimeryczna sangwina H-6 oraz
towarzyszacy jej trimer: lambertianina C [26, 38, 82, 233, 234]. Ponadto w owocach R. idaens wykryto
wiele innych elagotanin, w tym izomer sangwiny H-6, sangwine H-10, sangwing H-2 [233, 234|,
galoilo- 1 galoilo-bis-HHDP-glukoze [233-235], obok kwasu elagowego [38, 233, 234] oraz jego
pochodnych, w postaci pentozydow, metylopentozydéw oraz acetylopentozydow [82, 233, 235, 237].
Natomiast jedynymi doniesieniami o sangwinie H-6 1 kwasie elagowym w owocach gatunku R.
occidentalis, sa wyniki badan jako$ciowych i iloSciowych przeprowadzonych w Katedrze 1 Zakladzie
Farmakognozji [28].

W owocach jedynie niektérych odmian (badZ nie podajac odmiany) R. idaens wykryto inne
zwigzki polifenolowe 1 proste fenole [238]. Nalezaly do nich flawonole (gléwnie kwercetyna, kemferol
i ich glikozydy), flawan-3-ole (katechina, epikatechina, epigalokatechina), proantocyjanidyny
(procyjanidyna B,) oraz pochodne kwaséw hydroksycynamonowego i benzoesowego (kwas p-
kumarowy, ferulowy, kawowy, galusowy, synapinowy, wanilinowy oraz cynamonowy) [21, 26, 38, 233,
235, 2306, 239, 240]. Dane o flawonolach, flawan-3-olach oraz kwasach fenolowych w owocach R.
occidentalis sq, nieliczne, z pojedynczymi doniesieniami o obecnosci katechiny, kwercetyny, rutyny oraz
kwasow p-kumarowego, ferulowego oraz kawowego [233, 241, 242].

Wymienione zwigzki moga wplywacé na aktywnosé biologiczna owocéw malin [243], dlatego
postanowiono poréwnac ich kompozycje w owocach 11 krajowych odmian R. idaens (‘Benefis’,
‘Beskid’, ‘Glen Ample’, ‘Heritage’, ‘Laszka’, ‘Pokusa’, ‘Polana’, ‘Polesie’, ‘Polka’, ‘Poranna Rosa’,

‘Willamette’) 1 jednej krajowej odmiany R. occidentalis (‘Litacz’).
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Tab. 13 Dane chromatograficzne elagotanin, flawonoli, flawan-3-oli oraz kwasow
fenolowych zidentyfikowanych w owocach R. idaeus oraz R. occidentalis otrzymane
metodg LC-DAD/ESI-MS

) ) tr Uv ESI-MS (m/z)
nr.  zwiazek chemiczny .
(min) Amax(nm) [M+H]* [M-HJ

1 kwas galusowy * 2.8 214, 268 171 —

2 izomer sangwiny H-10 4.5 250, 270 - 301, 783, 1567
3 kwas protokatechowy * 5.0 258, 293 155 —

4 izomer sangwiny H-10 7.6 250, 270 - 301, 783, 1567
5  procyjanidyna B * 8.7 279 579 -

6  katechina * 10.2 279 291 -

7 kwas kawowy * 12.0 296, 300sh, 320 181 -

8  procyjanidyna B * 13.8 279 579 -

9  epikatechina * 16.0 279 291 -

10 epigalokatechina * 17.6 275, 289 - 305, 419
11 pochodna procyjanidyny 17.7 279 291, 579 —

12 galoilo-bis-HHDP-glukoza 17.8 250, 270 — 934

13 pochodna katechiny 19.9 279 349, 365, 390 -

14 izomer sangwiny H-6 20.9 250, 270 - 935, 1869
15  lambertianina C 23.9 250, 270 - 1401
16 sangwina H-2 24.3 250, 270 - 1103
17 sangwina H-6 * 24.8 250, 270 - 935, 1869
18  pentozyd kwasu elagowego 26.6 252, 359 - 433
19 kwas elagowy * 27.1 252, 366 — 301
20 pentozyd kwasu elagowego 27.5 252, 359 — 433
21 hiperozyd * 27.8 253, 349 465 —

22 rutyna * 28.1 254, 352 611 —

23 izokwercetyna * 28.9 254, 262sh, 353 465 -

24 3-O-glukuronid kwercetyny 28.9 254, 262sh, 352 479 —

25  pentozyd kwasu elagowego 31.2 252, 359 — 433
26 3-O-glukuronid kemferolu * 34.1 255,352 463 -

27  acetylopentozyd kwasu elagowego 35.0 252, 357 — 475
28  acetylopentozyd kwasu elagowego 36.9 252, 357 — 475
29 acetylopentozyd kwasu elagowego 41.0 252, 357 — 475
30  kwercetyna * 44.8 253, 369 303 —

31 dlirozyd * 47.0 260, 313 595 -

32 kemferol * 48.7 262, 362 287 —

* zwiazek wzorcowy, pogrubienie: jony pseudomolekularne/deprotonowane

1.1.1 Procedura analiz L.C
Analizy przeprowadzono z uzyciem techniki HPLC-DAD w sprzezeniu z detektorem MS,
wedlug procedury wczesniej opracowanej w Katedrze i Zakladzie Farmakognozji GUMed [19].
Zastosowano kolumne Discovery HS C-18 i elucje gradientowa wedlug programu I, obejmujacego
wztost stezenia mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, »/»/2) w 0.1% wodnym roztworze TFA od 12
do 100% (Tab. 5). Identyfikacji zwiazkéw dokonano w oparciu o widma UV oraz ESI-MS (technika
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SIM, w trybie jonéw dodatnich oraz ujemnych), poprzez poréwnanie ze zwiazkami wzorcowymi oraz
danymi literaturowymi (Tab. 5) [26, 28, 38, 82, 233-2306, 244].

Elagotaniny i ich pochodne identyfikowano w ekstraktach etanolowo-wodnych, poniewaz we
wczedniejszych badaniach ustalono, ze zwiazki te sa wytrawiane z wysoka wydajnoscig mieszaning
EtOH:H,O (80:20, »/) [19].

Natomiast identyfikacje flawonoli, flawan-3-oli oraz kwaséw fenolowych przeprowadzono we
frakcjach octanu etylu ekstraktow metanolowych. Jakkolwiek otrzymane ekstrakty metanolowe
charakteryzowaly si¢ nizsza zawartoscia antocyjanéw w porownaniu do ekstraktéw etanolowo-
wodnych, frakcje octanu etylu przygotowano celem oddzielenia zwiazkéw antocyjanowych, ktore
mogly interferowaé z identyfikowanymi fenolami w rozdzieleniach HPLC. Ponadto eckstrakcja
octanem etylu umozliwila otrzymanie probek o wyzszej koncentracji badanych grup polifenoli.

Zwiazki fenolowe nalezace do elagotanin, flawonoli, flawan-3-oli oraz kwaséw fenolowych

zidentyfikowano w ekstraktach z owocow 11 odmian R. idaeus i jednej odmiany R. occidentalis.

1.1.2 Analiza jako$ciowa elagotanin

Ocena profili chromatograficznych elagotanin w ekstraktach z owocow R. idaeus 1 R. occidentalis
potwierdzila, ze sangwina H-6 (pik 17) jest dominujaca elagotaning we wszystkich badanych owocach,
z towarzyszaca jej w znacznie mniejszych ilosciach lambertianing C (pik 15) (niska intensywnosc¢ piku).
W oparciu o dane widm ESI-MS — warto$ci m/z jonéw pseudomolekularnych [M+H]" i jonéw
deprotonowanych [M-H| — w owocach wszystkich badanych odmian zidentyfikowano réwniez izomer
sangwiny H-6 (pik 14), dwa izomery sangwiny H-10 (piki 2 i 4), sangwine H-2 (pik 16) oraz kwas
elagowy (pik 19) (Tab. 13, Ryc. 18 A).

Owoce odmian ‘Beskid’, ‘Laszka’, ‘Polana’ i ‘Litacz’ wyrdznialy si¢ wysoks intensywnoscig piku
sangwiny H-0, co jest zgodne z wynikami analizy ilo§ciowej dla badanych odmian wykonanej w ramach
wezesniejszych badan w Katedry i Zakladu Farmakognozji GUMed [19].

Sposréd  analizowanych owocéw maliny czerwonej, odmiany ‘Glen Ample’ i ‘Laszka’
charakteryzowala najwyzsza intensywnos$¢ pikoéw odpowiadajacych lambertianinie C, natomiast
najnizsza intensywno$¢ odnotowano dla owocow odmian ‘Polesie’ 1 ‘Polka’. Réznice pomiedzy
owocami poszczegolnych odmian obserwowano réwniez dla izomeru sangwiny H-6, ktérego wyzsze
poziomy identyfikowano w owocach odmian ‘Beskid’, ‘Laszka’ oraz ‘Poranna Rosa’ (Tab. 13, Ryc. 18
A).

W poréwnaniu do owocdéw odmian R. idaeus, owoce R. occidentalis ‘Litacz’ charakteryzowaly

wyzsze poziomy zawartosci dwoch izomeréw sangwiny H-10 (t; 2.8 min i 5.0 min) oraz nizsze
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poziomy lambertianiny C, podczas gdy poziomy zawartodci sangwiny H-2 i kwasu elagowego byly
zblizone. Pik odpowiadajacy izomerowi sangwiny H-6 (t; 20.9 min) nie moégt by¢ identyfikowany w
odmianie ‘Litacz’ ze wzgledu na koelucje ze zwigzkami antocyjanowymi (Tab. 13, Ryc. 18 A).

Dane literaturowe wyrdzniajg lambertianing C jako druga dominujaca elagotaning w owocach
maliny czerwonej [28, 38, 82, 233, 234]. Jest to cze¢sciowo zgodne z otrzymanymi wynikami, poniewaz
w wigkszosci badanych odmian, lambertianina C byla druga dominujaca elagotaning po sangwinie H-
6. Wyjatkiem byly owoce R. idaens ‘Beskid’, w ktorych odnotowano znacznie wyzsze zawarto$ci
izomeru sangwiny H-6 (t; 20.9 min) w poréwnaniu do lambertianiny C. Przedstawione wyniki sa
pierwszym doniesieniem o obecnosci sangwiny H-2 w owocach czerwonej i czarnej maliny. Ponadto

po raz pierwszy opisano kompozycje elagotanin w owocach maliny czarnej (Tab. 13, Ryc. 18 A).

1.1.3 Analiza jako$ciowa flawonoli, flawan-3-oli oraz kwas6w fenolowych

We frakcjach octanu etylu wszystkich badanych owocéw zidentyfikowano szereg zwiazkéw z
grup flawonoli (piki 21-24, 26, 30-32), flawan-3-oli (piki 5, 6, 8, 9, 10) oraz kwaséw fenolowych (piki 1,
3,7).

W widmach ESI-MS, w trybie jonéw dodatnich, obserwowano obecnos$¢ jonow
pseudomolekularnych  kwaséw  fenolowych  (galusowego, protokatechowego 1 kawowego),
flawonoidéw (hiperozydu, rutyny, izokwercetyny, 3-O-glukuronidu kwercetyny, 3-O-glukuronidu
kemferolu, kwercetyny, tilirozydu 1 kemferolu) oraz flawan-3-oli (katechiny, epikatechiny,
procyjanidyny B, i B,). Natomiast w trybie jonéw ujemnych zarejestrowano jony deprotonowane
elagotanin  (izomeréw sangwiny H-10, galloilo-bis-HHDP-glukozy, izomeru sangwiny H-0,
lambertianiny C, sangwiny H-2, sangwiny H-0), epigalokatechiny, kwasu elagowego oraz jego
pentozydow i acetylopentozydéw (Tab. 13).

Analiza LC-DAD/ESI-MS wobec zwiazkéw wzorcowych, ujawnita obecnosé¢ kwasu
galusowego (pik 1), protokatechowego (pik 3), kawowego (pik 7), izokwercetyny (pik 23), 3-O-
glukuronidu kwercetyny (pik 24), 3-O-glukuronidu kemferolu (pik 26) oraz kemferolu (pik 32) we
wszystkich badanych owocach. Kwercetyna (pik 30) byla obecna we wszystkich analizowanych
odmianach z wyjatkiem owocéw R. idaens ‘Polka’. Wszystkie odmiany charakteryzowaly si¢ réwniez
obecnodcig szeregu pentozydow (piki 18, 20, 25) oraz acetylopentozydow kwasu elagowego (piki 27-
29). Hiperozyd (pik 21) i rutyna (pik 22) byly obecne w $ladowych ilosciach, podczas gdy obecnosé
tilirozydu (pik 31) wykazano tylko w odmianach ‘Laszka’, ‘Polana’ oraz ‘Litacz’ (Tab. 13, Ryc. 18 B).

Izokwercetyna oraz 3-O-glukuronid kwercetyny koeluowaly w czasie t; 28.9 min, co jest

znanym problemem w rozdzieleniach LC obydwu zwiazkéw [26], 1 zostaly zidentyfikowane przy
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uzyciu techniki SIM. Z dwoch flawonoli, 3-O-glukuronid kwercetyny byt zwigzkiem dominujacym w
wigkszosci badanych odmian, co jest zgodne z danymi literaturowymi [26, 82, 233, 235]. Owoce
odmian R. idaens Pokusa’, Polana’, ‘Polesie’, ‘Polka’, Poranna Rosa’ 1 R. ocdentalis Litacz’ wyrdznialy si¢ wyzsza
intensywnodcig pikow obydwu zwiazkdw, natomiast w pozostalych odmianach byly one znacznie nizsze (Tab.
13, Ryc. 18 B).

W owocach szeéciu analizowanych odmian (R. zdaens ‘Benefis’, ‘Beskid’, ‘Heritage’, ‘Laszka’,
‘Willamette’, R. occidentalias ‘Litacz’) potwierdzono obecno$¢ katechiny (pik 6) oraz epikatechiny (pik 9),
przy czym dominujacym zwigzkiem byla epikatechina (wyzsza intensywno$é piku). Pozostale pigc
odmian (R idaens ‘Glen Ample’, ‘Polka’, ‘Pokusa’, ‘Polana’, ‘Polesie’) charakteryzowalo si¢ obecnoscia
epikatechiny oraz brakiem badZ Sladowymi ilo§ciami katechiny, podczas gdy w owocach R. idaens
‘Poranna Rosa’ nie zidentyfikowano zadnego z dwoch wymienionych flawan-3-oli (Tab. 13, Ryc. 18 B).
Dane literaturowe o ilo§ciowym stosunku katechiny do epikatechiny w owocach malin sg sprzeczne,
przy czym niektore sa zgodne z przedstawionymi powyzej wynikami [235], podczas gdy inne donosza
o zblizonych poziomach zawarto$ci obydwu zwiazkow [236].

W owocach R. idaeus ‘Benefis’, ‘Beskid’, ‘Glen Ample’, ‘Poranna Rosa’, ‘Polana’ oraz ‘Polesie’
wykryto obecnosé¢ procyjanidyny B, (pik 8), jakkolwiek w odmianach ‘Poranna Rosa’ oraz ‘Polana’ byla
ona obecna tylko w §ladowych ilosciach. W owocach R. occidentalis ‘Litacz’ zidentyfikowano zaréwno
procyjanidyne B, (pik 5) jak 1 B,, co jest pierwsza informacja o wystepowaniu obydwu dimerycznych
pochodnych flawan-3-oli w owocach maliny czarnej (Tab. 13, Ryc. 18 B).

Pik odpowiadajacy epigalokatechinie (pik 10) zidentyfikowano przy t; 17.6 min w owocach
wszystkich badanych odmian maliny czerwonej. Dane widm UV oraz ESI-MS sugeruja, ze pik 10,
obok epigalokatechiny, prawdopodobnie zawiera jeszcze dwa koeluujace zwiazki (pik 11 1 12). Zwiazek
odpowiadajacy pikowi 11 zidentyfikowano jako pochodna procyjanidyny, na podstawie widma UV
(Mo — 279 nm) oraz jonu pseudomolekularnego w widmie ESI-MS (m/z 579 [M+H]")
charakterystycznych dla procyjanidyn. Pik 12 zidentyfikowano jako galoilo-bis-HHDP-glukoz¢ na
podstawie charakterystycznego dla zwigzku jonu molekularnego w widmie ESI-MS (m/z 934 [M-H])

oraz charakterystycznych dla elagotanin maksiméw absorpcji w widmie UV (A — 250, 270 nm) (Tab.

max
13). Obserwowano rowniez wyrazne réznice w intensywnosci piku odpowiadajacego koeluujacym
zwigzkom 10-12 pomiedzy badanymi ekstraktami z owocéw. Byla ona wyzsza w owocach R. idaeus
‘Pokusa’ oraz ‘Polesie’, niewiele nizsza w przypadku R. idaeus ‘Heritage’, ‘Laszka’ oraz ‘Willamete’
natomiast znacznie nizsza w pozostalych odmianach. W przeciwienstwie do koeluujacych

izokwercetyny i 3-O-glukuronidu kwercetyny, okreslenie ktére ze zwigzkoéw dominowaty w piku 10-12

nie bylo mozliwe przy uzyciu techniki SIM, poniewaz dla zwiazku 11 odnotowano jony
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pseudomolekularne tylko w jonizacji dodatniej, natomiast dla pozostatych tylko w jonizacji ujemne;j.
Jednoczesnie na chromatogramie HPLC R. occdentalis ‘Litacz’, zwiazek o wartosci ty 17.7 min
zidentyfikowano wstepnie jako pochodna procyjanidyny (Tab. 13, Ryc. 18 B).

Dla wszystkich badanych odmian odnotowano zblizone poziomy 3-O-glukuronidu kemferolu
(pik 26), z wyjatkiem R. idaens ‘Beskid’ oraz ‘Heritage’, w ktérych byly one znacznie nizsze.

Na chromatogramie HPLC wyciagu z owocoéw R. occidentalis ‘Litacz’, w czasie t; 19.9 min,
obserwowano pik o wysokiej intensywnosci (pik 13). Jego widmo UV bylo zblizone do widma UV
katechiny, co moze sugerowac ze jest on pochodng flawan-3-olu, natomiast w widmie MS nie
odnotowano obecnosci sygnaléw jonéw molekularnych i fragmentacyjnych ktére pozwolityby na
wstepng identyfikacje zwiazku (Tab. 13, Ryc. 18 B).

W przeciwienstwie do powyzszych wynikéw, Jakobek 1 wsp. [236] wykryli obecno$¢ kwasu
ferulowego oraz p-kumarowego w owocach maliny wlasciwej, a nie zidentyfikowali rutyny oraz
kemferolu. Natomiast w zgodzie z powyzszymi wynikami Mullen 1 wsp. [82] oraz Mazur i wsp. [20]
odnotowali obecno$¢ rutyny, 3-O-glukuronidu kwercetyny, izokwercetyny, 3-O-glukuronidu kemferolu
oraz glikozydowych pochodnych kwasu elagowego jako skladnikéw owocéw R. idaens odmian ‘Glen
Ample’, ‘Octavia’, ‘Glen Magna’ 1 ‘Malling Hestia’. Na wykazane rozbieznosci w skladzie chemicznym
badanych owocow maliny mogly wplywac takie czynniki jak odmiana, warunki uprawy czy tez okres
owocowania, szczegolnie w przypadku odmian powtarzajacych owocowanie [26, 28, 239, 245, 240].

Podsumowujac wyniki analiz HPLC, przeprowadzone badania dostarczajq istotnych informacji
o skladzie chemicznym owocow R. idaens 1 R. occidentalis w zakresie rzadziej identyfikowanych
zwigzkow fenolowych. Wszystkie zwigzki rozpoznane w owocach R. idaeus byly wczedniej
identyfikowane jako ich skladniki. W zgodzie z danymi literaturowymi w owocach R. occidentalis
oznaczono sangwing H-6 i kwas elagowy, ale rowniez izomer sangwiny H-6 i galoilo-bis-HHDP-
glukoze, wczedniej identyfikowane jedynie w ekstraktach z pestek maliny czarnej [244]. Wyniki analizy
sa pierwszymi doniesieniami o obecnosci szeregu zwigzkéw w owocach R. ocidentalis, wlaczajac
izomery sangwiny H-10, pentozyd i acetylopentozydy kwasu elagowego, kwas protokatechowy,
epikateching, epigaloaktechine, procyjanidyne B, i B,, izokwercetyng, 3-O-glukuronid kwercetyny,
kemferol oraz 3-O-glukuronid kemferolu.

Poréwnujac otrzymane wyniki z wezedniej opublikowanymi [19], mozna stwierdzi¢ ze owoce
malin charakteryzuje wicksze zréznicowanie skiadu chemicznego w zakresie kompozycji zwiazkow
antocyjanowych, natomiast kompozycje pozostalych zwiazkéw nalezacych do polifenoli 1 prostych
fenoli sq prawie identyczne w zakresie jakosciowym, i mozna przypuszczaé ze réwniez w zakresie
losciowym. Konsekwencja tego twierdzenia moze byé wniosek, ze wymienione grupy zwiazkéw
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pozostaja bez wplywu na wykazywane wczesniej roznice w aktywnosci biologicznej (szczegdlnie

aktywnosci przeciwzapalnej) [19], 1 jedyny wyjatek moga stanowi¢ odmiany bogate w izomer sangwiny

H-6 (pik 14).

1.2 Analiza polifenoli i prostych fenoli w pedach R. idacus i R. occidentalis
1.2.1 Analiza metoda dwuwymiarowej chromatografii cieczowej (2D LC)

Przeprowadzone analizy chromatograficzne wyciagéw z pedow wykazaly obecno$¢ zwiazkow
fenolowych, z ktorych czesé nie rozdzielala si¢ w jednowymiarowych systemach HPLC [31]. We
wezedniejszych badaniach przeprowadzonych w Katedrze i Zakladzie Farmakognozji opracowano
dwuwymiarowy system ‘comprehensive’ LC x LC, skladajacy si¢ z kolumny Nucleodur Sphinx RP (50
x 1 mm, 5 um) w 'D, oraz kolumny Chromolith Flash RP-18¢ (25 x 4.6 mm, 2 pm) w ’D (T — 20°C), i
programéw elucji gradientowej obejmujacych w 'D wzrost stezenia mieszaniny ACN:H,O:TFA
(50:50:0.1 »/v/9) w 0.1 % wodnym roztworze TFA, od 10 do 56%, natomiast w “D od 10 do 55% (t;
70 min), z czasem modulacji wynoszacym 2 min. Powyzsze warunki separacji opracowano przede
wszystkim w celu oddzielenia zwiazkéw koeluujacych w 1D LC: izokwercetyny 1 3-O-glukuronidu
kwercetyny [19]. Dlatego w niniejszej pracy podjeto probe opracowania systemu 2D LC
umozliwiajacego rozdzielenie wszystkich skladnikéw ztozonej matrycy roslinnej stanowiacej ekstrakt z

pedow maliny wlasciwe;.

1.2.1.1 Analiza ‘comprehensive’ LC x L.C

Poczatkowo podjeto probe modyfikacji wezesniej opracowanego systemu ‘comprehensive’ LC
x LC [19], prowadzac rozdzielenia zwigzkéw czynnych ekstraktu metanolowego z pedéw R. idaens
‘Willamette’.

Rozdzielenia w 'D réwniez prowadzono na kolumnie Nucleodur Sphinx RP, natomiast w D
zamiast Chromolith Flash RP-18e, zastosowano 4-razy dluzsza kolumn¢ Chromolith Performance
(100 x 4.6 mm, 2 um). W obydwu wymiarach zastosowano te same fazy ruchome oraz profile elucji
gradientowej co przedstawione powyzej (programy II i III). Wraz z zastosowaniem diuzszej kolumny
w D, zwigkszono réwniez natezenie przeplywu z 1.5 do 6 ml/min, przy zachowaniu temperatury
kolumny T — 20°C w obydwu kierunkach (Tab. 6). Detekcje prowadzono z uzyciem detektoréw UV
oraz MS.

W rezultacie otrzymano rozdzielenie okolo 50 zwiazkéw, widocznych jako pojedyncze plamy

na chromatogramie LC x LC (Ryc. 19), sposréd ktérych zidentyfikowano sangwine H-6, kwasy
galusowy, protokatechowy, kawowy oraz elagowy, katechine, epikateching, procyjanidyne B,,
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hiperozyd, izokwercetyne, 3-O-glukuronid kwercetyny oraz 3-O-galaktozyd kemferolu. Ze wzgledu na
niskie stezenie w probce, na chromatogramie LLC x LC nie odnotowano sygnalow zwiazkdw
odpowiadajacym pozostalym elagotaninom (izomerom sangwiny H-10, lambertianinie C, izomerowi
sangwiny H-6 1 sangwinie H-2), ktére identyfikowano w pedach badanej odmiany w ramach
wezesniejszej jednowymiarowej analizy HPLC-DAD ESI-MS [19].

PEDY
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L)) min

¥y

-

Ryc. 19 Chromatogram ‘comprehensive’ LC x LC ekstraktu metanolowego z pedow R. idacus
‘Willamette’

- 'D: Nucleodur Sphinx RP (50 x 1 mm, 5 um), program II, t. = 70 min, v = 0.05 ml/ min, UV ) — 254 nm
-2D: Chromolith Performance (100 x 4.6 mm, 2 um), program I11, 1. = 70 min, v = 6 ml/ min, UV \— 254 nm

1.2.1.2 Separacja na kolumnach wypetnionych powierzchniowo porowatg krzemionka

W kolejnym etapie konfigurowania systemu 2D LC podj¢to probe poprawy rozdzielenia
sktadnikéw ekstraktu metanolowego z pedéw innej odmiany: R. idaeus ‘Glen Ample’, poprzez
optymalizacj¢ warunkéw separacji przy zastosowaniu innych kolumn oraz programéw elucji
gradientowej. Pedy R. idaens ‘Glen Ample’ charakteryzowala wyzsza zawarto$¢ zwigzkdw
polifenolowych z grupy elagotanin w poréwnaniu do badanych wczesniej pedéw maliny czerwone;j
odmiany ‘Willamette’ [19].

W ostatnich latach wzrasta popularno$¢ kolumn chromatograficznych, wypelnionych
powierzchniowo porowata krzemionkq (ang. fused-core albo core-shell). W odréznieniu od tradycyjnego, w

pelni porowatego zloza, podstawa technologii ‘core-shell’ jest osadzenie cienkiej warstwy porowatej
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krzemionki, (w ktoérej zachodzi proces separacji) na nieporowatym rdzeniu. Efektem takiego
rozwigzania jest zwigkszenie pojemnosci sorpeyjnej ztoza, oraz wzrost szybkosci dyfuzji czasteczek do
wnetrza 1 na zewnatrz porow, przy jednoczesnym zachowaniu niskich cisnien przepltywu. Gléwnymi
zaletami kolumn ‘core-shell” sa wyzsza rozdzielczo$¢ 1 krotszy czas analizy [247, 248]. W optymalizacji
warunkow separacji metody 2D LC postanowiono uzy¢ kolumn typu Kinetex, jako wykonanych w
technologii ‘core-shell’.

W poczatkowym etapie eksperymentu, metanolowy ekstrakt z pedéw poddano separacji 1D LC
na kolumnach Kinetex o réznych mechanizmach retencji: C-18, PFP oraz HILIC. Separacja z uzyciem
Kinetex HILIC byla mniej efektywna w poréwnaniu do C-18 1 PFP dlatego wylaczono ja z dalszych
bada.

Faza oktadecylowa C-18 jest najpowszechniej stosowana faza stacjonarna w analizie L.C matryc
roslinnych [197], w przeciwienstwie do mniej popularnej fazy PFP, zawierajacej reszty
pentafluorofenylowe. Proces separacji na Kinetex PFP wlacza 5 réznych mechanizméw oddziatywan
dla zwigzkéw polarnych oraz niepolarnych, w tym oddzialywania hydrofobowe, m-n (pierscieni
aromatycznych), elektrostatyczne, steryczne oraz zwiazane z tworzeniem wigzann wodorowych [249].
Wedtug danych literaturowych [250], faza PFP umozliwia zwigkszenie rozdzielczosci systemu
chromatograficznego w odniesieniu do szybko eluujacych fenoli takich jak kwasy fenolowe i flawan-3-
ole. Wada Kinetex PFP sa problemy z odtwarzalnoscig wynikow zwiazane z technologia otrzymywania
zloza 1 powstawania wigzan w fazie stacjonarnej [249].

Poréwnano efektywnos¢ rozdzielenia na kolumnach C-18 1 PFP 2z uzyciem dwoch faz
ruchomych oraz dwoch programéw elucji gradientowej. Program IV obejmowal wzrastajace stezenie
mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/»/v), od 10 do 100%, w 0.1% wodnym roztworze TFA,
natomiast program V charakteryzowalo wrastajace stezenie mieszaniny ACN:MeOH:H,O:TFA
(5:80:15:0.1 »/v/v/v), od 10 do 60%, w 0.1% wodnym roztworze TFA. Obnizenie temperatury
kolumny z T — 32 °C do T — 20°C wzgledem wczesniej prowadzonych rozdzielen 1D LC [19],
pozwolilo na efektywniejsze rozdzielenie i ograniczenie efektu rozmycia pasma (ang. band broadening)
(Tab. 7). Obliczone wartosci pojemnosci pikowej (P) otrzymywanej w rozdzieleniach 1D LC byly na
podobnym poziomie i wynosily 119 (Ryc. 20 A), 114 (Ryc. 20 B) 1 108 (Ryc. 20 C).

W badaniach identyfikacyjnych, obok detektora UV, uzyto detektora MS z dwoma zrédlami
jonizacji — ESI (ang. electrospray ionization) oraz APCI (ang. atmospheric pressure chemical ionization). ESI jest
obecnie jedna z najbardziej popularnych technik ‘tagodnej jonizacji’ umozliwiajaca obserwacje jonu
pseudomolekularnego z jego slabg fragmentacja do jonéw potomnych. ESI oraz APCI stanowig

techniki najczesciej wykorzystywane w spektrometrii mas. Obydwa typy jonizacji charakteryzujq si¢
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wysoka czuloscia oraz umozliwiaja prace przy wysokich przeplywach fazy ruchomej. Sa rowniez
komplementarnymi wzgledem siebie metodami jonizacji, poniewaz ESI jest jonizacja odpowiednia dla
zwigzkow o wysokiej polarnosci, natomiast jonizacja APCI jest korzystna w przypadku zwigzkow o
umiarkowanej badZ niskiej polarnosci — co pozwala na uzyskanie dobrych warunkéw jonizacji dla
szerokiego spektrum zwiazkow chemicznych.

Elagotaniny identyfikowano gléwnie w oparciu o widma ESI-MS, poniewaz jony o masie
powyzej 1000 Da nie byly rejestrowane w przypadku jonizacji APCI. Dla wigkszosci elagotanin 1
pochodnych kwasu elagowego obserwowano jon odpowiadajacy kwasowi elagowemu, obecny tylko w
widmach APCI, przy m/z 301 [M-H]. Podobnie w widmach APCI glikozydéw flawonoidowych
obserwowano obecnos¢ jonéw fragmentacyjnych odpowiadajacych aglikonom flawonoidowym (Tab.
14).

Identyfikacje zwiazkéw przeprowadzono na podstawie poréwnania widm UV oraz MS ze
zwigzkami wzorcowymi oraz danymi literaturowymi (piki 1-12; 14-15, 18-31, 33-34) (Tab. 14) [183,
251-254].

Rozdzielone zwiazki z wartoSciami t, ponizej 30 min w wickszosci rozpoznano jako
elagotaniny, kwasy fenolowe oraz flawan-3-ole, natomiast zwiazki o wartodci t; powyzej 30 min w
przewazajacej wickszosci stanowily flawonole oraz pochodne kwasu elagowego. Obserwowano réznice
w efektywno$ci separacji oraz kolejnodci elucji poszczegélnych zwigzkéw w  zaleznodci od
zastosowanej kolumny oraz skladu fazy ruchomej 1 profilu elucji (Ryc. 20).

Pomimo, ze kolumna ‘core-shell’ Kinetex C-18 zapewnila lepsza rozdzielczo$¢ niz wezesniej
uzyta porowata krzemionka kolumny Discovery HS C-18 [31], to byla mniej efektywna w poréwnaniu
do kolumny Kinetex PFP. Na kolumnie Kinetex C-18 nie rozdzielono pentozydu (pik 23) i
acetylopentozydéw kwasu elagowego (piki 33 1 34), podczas gdy rozdzielaly si¢ one na kolumnie PFP.
Jedynym zwiazkiem dobrze oddzielonym na kolumnie Kinetex C-18 od sasiadujacych, byl izomer
sangwiny H-6 (pik 21) (Ryc. 20).

Ponadto, w rozdzieleniach z zastosowaniem fazy ruchomej zawierajacej metanol (program V),
na chromatogramach HPLC obserwowano pik o wysokiej intensywnosci (pik 20), ktérego widma UV
(e 251, 270 nm) oraz ESI-MS (m/z 935 [M-H]) odpowiadaly galoilo-bis-HHDP-glukozie.
Poréwnujac otrzymane rozdzielenia do wezesniejszych separacji HPLC przeprowadzonych z uzyciem
kolumny Discovery HS C-18 [31] wykazano, ze pik identyfikowany wczesniej jako sangwina H-6
zawiera dwa zwiazki — sangwing H-6 (m/z 1870 [M-H]) oraz galoilo-bis-HHDP-glukoze (Ryc. 20).
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Ryc. 20 Chromatogramy 1D LC ekstraktu metanolowego z pedow R. idaeus ‘Glen Ample’,
numery pikow identyfikowanych zwiazkéw odpowiadaja numerom w Tab. 14

A — Kinetexc PFP (100 x 4.6 mm, 2.6 um), program 11/, t.. = 65 min, v = 1 milf min UV A — 280 nm

B — Kinetexe C-18 (100 x 4.6 mm, 2.6 um), program V', t. = 50 min, v =1 mlf min UV A — 280 nm

C — Kinetex PEP (100 5 4.6 mm, 2.6 um), program V', t. = 50 min, v = 1 mlf min UV A — 280 nm
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Uzycie elucji gradientowej wedlug programu V pozwolito na rozdzielenie epigalokatechiny (pik
19, m/z 305 [M-H]) oraz trzech zwiazkéw identyfikowanych jako galoilo-HHDP-glukoza (piki 5, 7, 9,
m/z 633 [M-H]), przy braku separacji sangwiny H-2 (pik 22) oraz metylopentozydu kwasu elagowego
(pik 31), obserwowanych jako rozdzielone piki tylko z uzyciem programu IV (Ryc. 20). W zaleznosci
od zastosowanej kolumny oraz fazy ruchomej, obserwowano koelucje niektérych zwiazkéw o nizszych
intensywnosciach pikéw, z pikami o wyzszej intensywnosci (piki 23, 25), co uniemozliwialo ich
rejestracje jako sktadnikéw matrycy z uzyciem detekeji UV o dlugosci fali A — 280 nm (Ryc. 20).

Wstepna separacja na kolumnach Kinetex pozwolila na rozdzielenie i wykrycie szeregu
zwigzkoéw dotychczas niezidentyfikowanych w pedach R. idaeus, takich jak pochodne kwasu elagowego
czy epigalokatechina [31], jednak nie osiagnicto satysfakcjonujacego rozdzielenia kwasu elagowego,
hiperozydu, izokwercetyny, 3-O-glukuronidu kwercetyny oraz acetylopentozydéw kwasu elagowego

(Ryc. 20).

1.2.1.3 Optymalizacja i procedura rozdzielenia dwuwymiarowego (2D LC)

Wybrano kolumne Luna C-18 (150 x 1 mm, 3 um) do rozdzieled w pierwszym kierunku (‘D),
ze wzgledu na malg Srednice wewnetrzna, co umozliwito obnizenie objetosci elucyjnej wzgledem
kolumny Kinetex PFP w “D. W celu skrécenia czasu analizy, rozdzielenie na kolumnie 'D prowadzono
w podwyzszonej temperaturze (T — 34°C), przy ktérej obserwowano nizsze wartosci t, rozdzielanych
analitow.

Biorac pod uwage duze réznice w wartosciach tp separowanych zwigzkéw w rozdzieleniach
otrzymanych na kolumnach Kinetex, stwierdzono ze Kinetex PFP charakteryzuje si¢ lepsza
rozdzielczoscia, i na tej podstawie wybrano ja jako kolumne *D w opracowywanym systemie 2D L.C.
Srednica wewnetrzna Kinetex PFP jest 4.5-razy wicksza od $rednicy kolumny Luna C-18, umozliwiajac
przeniesienie stosunkowo duzej objetosci (50 pl) kazdej z rozdzielanych frakcji z 'D w krétkim czasie.

Do rozdzielen 2D LC wybrano faz¢ ruchoma bedaca mieszaning ACN:H,O:TFA (50:50:0.1
v/v/v), pomimo bardziej efektywnych rozdzielen otrzymywanych przy uzyciu mieszaniny
ACN:MeOH:H,O:TFA (5:80:15:0.1 »/»/v/v) w analizie 1D LC. Uzycie fazy ACN:H,O:TFA (50:50:0.1
v/v/1) w 'D umozliwilo podzielenie sktadnikéw analizowanej matrycy na poszczegdlne frakcje w
systemie on-line. Zastosowanie fazy zawierajacej metanol w °D nie bylo mozliwe, ze wzgledu na zbyt
wysokie ci$nienie przy uzytym natezeniu przeptywu fazy ruchome;j.

W analizie ‘on-line’ 2D LC, zastosowano system wyposazony w 10-cio portowy 2-drozny
zawor przelaczajacy, z dwoma petlami dozujacymi o pojemnosci 50 pl, pelnigcy funkcje lacznika

pomiedzy kolumnami 'D i °D. Na kolumnie 'D sktadniki probki wstepnie rozdzielono w warunkach
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elucji gradientowej na frakcje o réznej polarnosci, ktére nastgpnie wprowadzano na kolumne D.
Rozdzielenie 2D LC przeprowadzono w warunkach zautomatyzowanych zmieniajac pozycje 10-cio
droznego zaworu pomigdzy kolumna 'D a kolumna “D. Dzielnik strumienia umieszczony za wylotem
kolumny 'D dzielil strumiefi eluatu z pierwszego wymiaru w stosunku 94:6, zapewniajac natezenie
przeptywu 6 upl na minute, co pozwolito na wypelnienie petli dozujacej, przy czasie modulacji
wynoszacym 8 minut. Czas modulacji dobrano w taki sposob, aby czas wymywania kazdej z
przenoszonych frakcji z 'D byl réwny czasowi separacji w ’D i czasowi napelniania jednej z 2 petli
dozujacych (Ryc. 21).

Uwzgledniajac znaczace rozcienczenie skladnikow analizowanej matrycy w systemach ‘on-line’
2D LC, zwiazki obecne w niskich st¢zeniach czesto nie sa wykrywane w drugim wymiarze, co
uwgledniono w doborze parametréw kolumn w 'D i °D.

W 'D zastosowano elucje gradientows wedlug programu VI obejmujacego wzrastajace liniowo
stezenie ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/»/v), od 10 do 100 %, w 0.1 % wodnym roztworze TFA. Profil
elucji gradientowej optymalizowano w celu podzielenia sktadnikéw probki na 5 pojedynczych frakeji
(FR.1-5) w taki sposob, aby uniknaé obecnosci pojedynczego zwiazku z 'D w dwoéch sasiednich
frakcjach (Ryc. 21). Obecne w poszczegdlnych frakcjach skladniki probki rozdzielano na kolumnie w
’D wedlug profilu elucji gradientowej obejmujacego wzrastajace stezenie ACN:H,O:TFA (50:50:0.1
v/v/v), od 10 do 49%, w 0.1 % wodnym roztworze TFA, dobranym eksperymentalnie dla kazdej z
analizowanych frakcji (program VII) (Tab. 8, Ryc. 21).

W literaturowych systemach ‘comprehensive’ 2D LC, w ktérych cala probka poddawana jest
analizie w obydwu wymiarach, czas modulacji wynosi przewaznie ok. 2 min, jakkolwiek stosowane sg
réwniez czasy modulacji dwa- do trzech-razy dluzsze [255, 256]. Skrécenie czasu modulacji w
opracowanym systemie 2D LC nie bylo mozliwe ze wzgledu na uzycie krétszej kolumny w 'D.
Natomiast zwickszenie przeplywu fazy ruchomej w ’D skutkowaloby znacznym wzrostem cisnienia, i
w konsekwencji utrata rozdzielczosci. Ortogonalnosc systemu 2D LC osiagni¢to poprzez zastosowanie
faz stacjonarnych o odmiennych mechanizmach retencji (C-18 oraz PFP) oraz w mniejszym stopniu
uzytymi profilami gradientu i kompozycjami faz ruchomych.

Warto§¢ P uzyskana dla rozdzielen 2D LC wynosila 216, co stanowilo ok. 100 % wzrost
wzgledem rozdzielen jednowymiarowych. W poréwnaniu do danych literaturowych jest to stosunkowo
niska warto$¢, niemniej jednak jest poréwnywalna do wartosci osiaganych w niektérych opracowanych
w literaturze systemach 2D LC [257]. Zwigkszenie pojemnosci pikowej otrzymywane jest zwykle
poprzez znaczne wydluzenie czasu analizy oraz stosowanie dluzszych kolumn w °D. Biorac pod uwage
satysfakcjonujaca rozdzielczo$¢ osiagnieta dla réznych grup metabolitow wtornych w opracowanym
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systemie 2D LC, uznano ze zwigkszenie pojemnosci pikowej nie wplynetoby w sposéb znaczacy na
efektywnos¢ separacji.

Opracowany system ‘on-line’ 2D L.C obejmuje réwnoczesny podzial prébki na frakcje w 'D
oraz ich separacje w “D. Pomimo Ze cala prébka jest poddawana separacji w obu wymiarach to system
nie moze byé uznany za ‘comprehensive’ poniewaz nie spelnia wymogu zachowania separacji z 'D w
D (Ryc. 21) [258]. Opracowane warunki separacji sa optymalne biorac pod uwage parametry
techniczne systemu HPLC, typy zastosowanych kolumn oraz specyfike badanej matrycy roslinnej w

zakresie kompozycji zwigzkéw czynnych.

1.2.1.4 Analiza jako$ciowa ‘on-line’ 2D L.C zwiazkéw fenolowych w pedach R. idaeus

Wyciagi z pedow R. idaens odmiany ‘Glen Ample’ poddano analizie z uzyciem opracowanego
systemu ‘on-line’ 2D LC z detektorem DAD oraz MS z jonizacja ESI oraz APCIL. Do identyfikacji
elagotanin wlaczono réwniez widma masowe otrzymane technikq DUIS-MS, laczaca jonizacje ESI
oraz APCI.

Rozdzielono ponad 40 zwigzkéw w postaci pojedynczych pikéw, sposrod  ktorych
zidentyfikowano 34 (Ryc. 22, Tab. 14).

W badanym materiale roslinnym rozpoznano szereg elagotanin, wlaczajac sangwing H-6 oraz
jej izomer, 4 izomery sangwiny H-10, dwa izomery sangwiny H-2 oraz szereg izomerow galoilo-
HHDP-glukozy oraz galoilo-bis-HHDP-glukozy. Powyzsze elagotaniny byly wczesniej identyfikowane
w owocach maliny wlasciwej oraz owocach innych przedstawicieli rodzaju Rubus [183, 251, 253].
Sangwina H-2 zostala rozpoznana po raz pierwszy jako skladnik pedow R. idaeus. Nie potwierdzono
obecnodci lambertianiny C w pedach odmiany ‘Glen Ample’, ujawnionej w poprzednich badaniach
Katedry 1 Zakladu Farmakognozji [31]. W materiale wykryto réwniez liczne pochodne kwasu
elagowego w postaci pentozydu, dwoch metylopentozydéw oraz dwoch acetylopentozydow kwasu
elagowego [183]. W poréwnaniu do owocow, pedy R. zdaens charakteryzuja si¢ wyzsza zawartoscia
wolnego kwasu elagowego [82], co jest potwierdzeniem wynikéw uzyskanych we wczesniejszych
badaniach pedow szeregu odmian uprawowych R. Zdaeus [31]. Inne grupy zwigzkéw fenolowych
rozdzielane 1 identyfikowane w pedach R. zdaens ‘Glen Ample” obejmowaly kwasy fenolowe: galusowy,
protokatechowy, kawowy, oraz flawan-3-ole: monomeryczna katechine, epikatechine, oraz dimeryczne
procyjanidyny B, i1 B,, jakkolwiek byly one obecne w niewielkich iloSciach. Wyjatkiem byla
epigalokatechina (pik 19) ktora zaliczono do zwigzkéw obecnych w wyzszym stezeniu (Ryc. 22, Tab.
14).
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Rejestracje widm ESI-MS prowadzono w trybie jonéw ujemnych otrzymujac sygnaly jonow
molekularnych  elagotanin  (nierejestrowanych w  trybie jonéw dodatnich), oraz innych
identyfikowanych zwiazkow z grupy kwaséw fenolowych, flawonoidow i flawan-3-oli (Tab. 13). W
przypadku APCI, w trybie jonéw ujemnych, sygnaly jonéw o masie powyzej 1000 Da nie byly
rejestrowane. Jakkolwiek uniemozliwialo to rejestracje jonéw molekularnych dla wigkszosci elagotanin,
to jonizacja APCI umozliwila obserwacje w widmach MS jonéw fragmentacyjnych identyfikowanych
zwigzkow. DUIS-MS umozliwial jednoczesng detekcje jonéw molekularnych przy uzyciu ESI oraz
jonow fragmentacyjnych, otrzymanych technikq APCI w przypadku wybranych elagotanin i prostych
pochodnych glikozydowych kwasu elagowego (Tab.14).

W przypadku niektérych zwiazkéw: kwasu galusowego, protokatechowego, kawowego,
elagowego, katechiny, epikatechiny, epigalokatechiny, hiperozydu, izokwercetyny, 3-O-glukoronidu
kwercetyny, procyjanidyny B, i B,, izomeréw sangwiny H-10, galoilo-bis-HHDP-glukozy, oraz
pentozydow, metylopetozydow i acetylopentozydéw kwasu elagowego, w widmach MS dodatkowo
obserwowano wystepowanie adduktow z TFA ([M-[M-H+TFA], zaréwno w jonizacji ESI jak i APCI
(Tab.14).

Wysoka rozdzielczo$¢ opracowanego systemu 2D LC skutkowala separacja pentozydu kwasu
elagowego 1 sangwiny H-2, kwasu elagowego 1 hiperozydu oraz izokwercetyny i 3-O-glukuronidu
kwercetyny. Rozdzielono 1 zidentyfikowano rowniez szereg elagotanin wczesniej nierozpoznanych w
rozdzieleniach 1D LC, takich jak izomer sangwiny H-6 (pik 16), izomer sangwiny H-2 (pik 22), galoilo
-HHDP-glukoze (piki 5, 7, 9) i galoilo-bis-HHDP-glukoze¢ (pik 16, 20). Mozna przypuszczaé, ze w
rozdzieleniu 1D LC 2z zastosowaniem fazy ruchomej ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/v/v),
epigalokatechina oraz galoilo-bis-HHDP-glukoza koeluowaly z sangwinag H-6 tworzac jeden pik, co
sugeruje ze zawarto$¢ sangwiny H-6 moze by¢ nizsza od wyznaczonej we wczesniejszych
rozdzieleniach metoda HPLC [19] (Ryc. 22, Tab. 14).

Opracowany system ‘on-line’ 2D LC jest prosty, efektywny oraz nie wymaga uzycia kilku
kolumn “D o réznej polarnosci dostosowanej dla kazdej rozdzielanej frakcji. Zadowalajaca zdolno$é
rozdzielcza 1 pelna automatyzacja procesu czyni opracowany system ‘on-line’ 2D LC uzytecznym

narzedziem w badaniu ztozonych ekstraktéw roslinnych.
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Ryc. 22 Chromatogram 2D LC ekstraktu metanolowego z pedéw R. idaeus ‘Glen Ample’,
numery pikéw identyfikowanych zwiazkéw odpowiadaja numerom w Tab. 14
D Luna C-18 (150 x 1 mm, 3 um), program V1, t. = 50 min, v = 0.1 mil) min, UV A — 280 nm

- 2D: Kinetex PFP (100 5 4.6 mm, 2.6 um), program VI, t. = 50 niin, v = 1 mlf min, UV L — 280 nm
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1.2.2 Analiza polifenoli i prostych fenoli w pedach R. occidentalis
We weczesniejszych badaniach Katedry 1 Zakladu Farmakognozji, z uzyciem metody LC-
DAD/ESI-MS, po raz pierwszy scharakteryzowano sklad chemiczny mltodych pedéw szeregu odmian
hodowlanych gatunku R. ddaens [19, 31]. Poniewaz pedy maliny czarnej pozostaja niezbadanym
surowcem, w niniejszej pracy scharakteryzowano sklad chemiczny pedéw 2 odmian uprawowych R
occidentalis (‘Bristol’ 1 ‘Litacz’), poréwnujac ich profile z profilami pedow gatunku R. zdaens (odmiany

‘Glen Ample’) oraz gatunku pokrewnego Rubus fruticosus (pozyskanych ze stanu naturalnego).

1.2.2.1 Procedura analiz L.C

Metanolowe ekstrakty z pedow poddano separacji na kolumnie Kinetex PFP, z uzyciem
programu elucji gradientowej obejmujacego wzrastajace stezenie mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1
v/v/v), od 10% do 40%, w 0.1% wodnym roztworze TFA (program IV) (Tab. 9). Identyfikacji
zwigzkoéw dokonano w oparciu o poréwnanie widm UV oraz ESI-MS ze zwigzkami wzorcowymi oraz
danymi literaturowymi [31, 183, 251-254]. W badaniach z uzyciem detekotra MS zastosowano technike

ESI w trybie jonéw ujemnych, poniewaz uznano ja za optymalna do rejestracji jondéw zwigzkow

obecnych w badanych gatunkach rodzaju Rubus.

1.2.2.2 Analiza jako$ciowa zwigzkow fenolowych w pedach R. occidentalis

W pedach dwoch badanych odmian maliny zachodniej wykryto w 21 zwigzkow fenolowych, na
tle 31 zwigzkéw zidentyfikowanych w pedach R. idaens ‘Glen Ample’ 1 28 zwiazkow identyfikowanych
w pedach R. fruticosus. Zwiazkami obecnymi we wszystkich 3 gatunkach byly kwasy galusowy (pik 1),
protokatechowy (pik 4), kawowy (pik 11) i elagowy (pik 20), pentozyd (pik 17) i acetylopentozydy
kwasu elagowego (piki 30, 33), izomery sangwiny H-10 (piki 3, 6, 16), katechina (pik 10), epikatechina
(pik 15), procyjanidyna B, (pik 12), izokwercetyna (pik 25) oraz 3-O-glukuronid kwercetyny (pik 20).
Profil chromatograficzny pedéw obydwu badanych odmian R. occidentalis byt odmienny od profili
pedow maliny wlasciwej i jezyny, oraz znacznie ubozszy we wszystkie zwiazki fenolowe obecne w
badanych gatunkach (Ryc. 23).

W pedach maliny zachodniej wykazano obecnos¢ 3 zwigzkéw (piki 13, 31 oraz 35) o t; 16.1,
44.3 i 52.2, jednak ich pelna identyfikacja nie byla mozliwa. Widmo UV piku 13 bylto zblizone do
widma UV katechiny. Ponadto, jon molekularny przy m/z 651 [M-H] obecny w widmie MS,
otrzymany technikgq ESI w trybie jonéw ujemnych, wskazuje na pochodna katechiny, prawdopodobnie

proantocyjanidyne. Widma UV pikéw 31 i 35 byly podobne do widm UV flawonoidéw wykazujac dwa
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maksima absorpcji A, 253 1 357 nm, jednak nie zarejestrowano zadnych charakterystycznych jondéw
pozwalajacych na ich identyfikacje (Ryc. 23).

Zwigzkami dominujacymi w pedach R. ocidentalis byly kwas elagowy (pik 20) oraz
przypuszczalnie nieznana pochodna katechiny/proantocyjanidyna (pik 13), podczas gdy prawie
wszystkie inne identyfikowane zwiazki byly obecne w bardzo niskich badz §ladowych ilosciach. W
pedach R. occidentalis nie wykryto elagotaniny najbardziej charakterystycznej dla rodzaju Rubus: sangwiny
H-6, co stanowi kontrast w poréwnaniu do pedéw maliny wlasciwej 1 jezyny, w ktorych sangwina H-6
jest jednym z dominujacych zwiazkéw. W pedach R. occidentalis wykryto niewielkie ilosci izomerdw
sangwiny H-10, z czego 3 rozpoznano w odmianie ‘Litacz’ (piki 3, 6 1 16) oraz tylko 2 w odmianie
‘Bristol’ (pik 3 1 6). Na tle odmiany ‘Litacz’, R. occidentalis ‘Bristol’ byla réwniez ubozsza w dwa zwigzki
dominujace w zespole (kwas elagowy i pochodng katechiny/proantocyjanidyng),oraz nie ujawnita
obecnodci procyjanidyny B, 1 niezidentyfikowanej elagotaniny (pik 14) w profilu HPLC (Ryc. 23).

Interesujacym z chemotaksonomicznego punktu widzenia jest wniosek odmiennym sktadzie
chemicznym pedow R. occidentalis i R. idaeus, nalezacych do tego samego podrodzaju (Idaeobatus), w
przeciwienstwie do kompozycji chemicznej pedéw R. fruticosus, z podrodzaju Rubus, wykazujacej

podobienstwo do maliny czerwone;.
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Ryc. 23 Chromatogramy LC ekstraktow metanolowych z pedéw odmian uprawowych R.
occidentalis, R. idaeusi R. fruticosus, numery pikow identyfikowanych zwigzkéw odpowiadajq
numerom w Tab. 15, A —profile pedéw dwdch badanych odmian R. occidentalis, na tle profili R. idaens
‘Glen Ample’ i R. fruticosus, B — profile pedoéw R. occidentalis Litacz’ 1 ‘Bristol’

- Kinetexc PEP (100 x 4.6 mm, 2.6 um), program 1V, t.. = 65 min, v = 1 mlf min, UV A — 254 nm
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Tab. 15 Dane chromatograficzne zwigzkow fenolowych zidentyfikowanych pedach R.
occidentalis, R. idaeusi R. fruticosus otrzymane metodag LC-DAD /ESI-MS

) ] tr uv ESI-MS (m/z2)
nr.  zwiazek chemiczny (tmin) Aemas () M) VLT TEAL
1 kwas galusowy * 2.9 214,270 169 —
2 nieznany zwigzek 3.2 314 577 —
3  izomet sangwiny H-10 4.9 250, 270 301, 783, 1567 897
4 kwas protokatechowy * 5.3 260, 287 153 267
5  nieznany zwiazek 7.0 304, 329 341 455
6  izomer sangwiny H-10 7.7 250, 270 301, 783, 1567 897
7 procyjanidyna By * 9.5 277 577 091
8  nieznany zwiazek 9.8 250, 270 617, 633 747
9  kwas chlorogenowy * 12.4 235, 2806sh, 325 353 467
10  katechina * 12.8 278 289 403
11 kwas kawowy * 14.0 234, 298sh, 320 179 293
12 procyjanidyna B, * 15.1 277 577 691
13 pochodna katechiny/proantocyjanidyna 16.1 278 651 —
14  nieznany zwiazek 18.9 253,270 1567, 1718 —
15  epikatechina * 19.3 278 289 403
16  izomer sangwiny H-10 28.3 254,270 301, 783, 1567 897
17  pentozyd kwasu elagowego 31.8 251, 351 433 —
18  izomer sangwiny H-10 32.3 254,270 301, 783, 1567 897
19  pentozyd kwasu elagowego 33.1 252,351 433 —
20 kwas elagowy * 34.0 253, 367 301 415
21 sangwina H-2 35.4 252,270 1103 —
22 hiperozyd * 35.9 254, 352 463 577
23 lambertianina C 36.5 254,270 1402 —
24  sangwina H-6 * 36.9 253,270 934, 935, 1869, 1870 —
25  izokwercetyna * 372 255,262sh, 348 463 577
26 3-O-glukuronid kwercetyny * 38.0 254, 350 477 591
27  nieznany zwiazek 40.3 263, 351 433 —
28  metylopentozyd kwasu elagowego 40.6 243, 352 447 561
29 nieznany zwiazek 42.1 230, 273 447,935, 1083 -
30  acetylopentozyd kwasu elagowego 43.3 250, 353 475 —
31  nieznany flawonoid 443 253, 357 — -
32 nieznany zwiazek 45.3 230, 273 1117 1231
33 acetylopentozyd kwasu elagowego 40.6 251, 351 475 589
34 acetyolpentozyd kwasu elagowego 471 250, 349 475 589
35  nieznany flawonoid 52.2 253, 357 - —

* zwiazek wzorcowy, pogrubienie: jony pseudomolekularne/deprotonowane
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1.2.3 Analiza profili zwigzkéw fenolowych pedow R. idaeus w cyklu wegetacyjnym
Uwzgledniajac tradycyjne zastosowanie zbieranych zima pedéw maliny wlasciwej jako surowca
przeciwprzezigbienowego [15], postanowiono oceni¢ profile metabolitow wtoérnych w  cyklu
wegetacyjnym pedow maliny wlasciwej zebranych z trzech naturalnych stanowisk Troéjmiejskiego

Parku Krajobrazowego (P1-3).

1.2.3.1 Procedura analiz LC

Metanolowe ekstrakty z pedow poddano separacji na kolumnie Kinetex PFP, z uzyciem
programu elucji gradientowej obejmujacego wzrastajace stezenie mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1
v/v/v), od 10% do 40%, w 0.1% wodnym roztworze TFA (program IV) (Tab. 9). Identyfikacji
zwigzkow dokonano w oparciu o poréwnanie widm UV oraz MS ze zwigzkami wzorcowymi oraz
danymi literaturowymi [31, 183, 251-254]. W identyfikacji MS zastosowano technik¢ ESI w trybie

jonéw ujemnych, poniewaz uznano ja za optymalna do rejestracji jonéw identyfikowanych zwigzkow.

1.2.3.2 Analiza jako$ciowa zwigzkow fenolowych pedéow R. idaeus w cyklu wegetacyjnym

Profile pedéw maliny wlasciwej zebranych z 3 stanowisk naturalnych (P1-3) byly zblizone do
pedow R. idaeus odmian uprawowych [19, 31], z kwasem elagowym (pik 20) oraz sangwing H-6 (pik 24)
jako zwigzkami dominujacymi w zespole. Najwyzsze stezenia badanych fenoli (ocenione na podstawie
intensywnosci pikow poszczegélnych zwiazkéw) obserwowano w o okresie wiosennym, jesienia
odnotowujac ich wyrazny spadek, ktory utrzymywal si¢ w pedach zimowych. Powyzsza zalezno$é
wykazano dla izomeréw sangwiny H-10 (piki 3, 6, 16 i 18), sangwiny H-2 (pik 21), dimerycznych
procyjanidyn: B, (pik 7) 1 B, (pik 12), jak rowniez szeregu niezidentyfikowanych zwiazkow (pik 2, 5, 8,
14, 29, 32). Wszystkie w/w zwiazki byly obecne w niewielkich ilo$ciach w pedach wiosennych i letnich,
oraz ich poziomy spadaly do §ladowych w pedach jesiennych i zimowych (Ryc. 24).

Odmienng zalezno$¢ obserwowano w przypadku kwaséw fenolowych: galusowego (pikl),
protokatechowego (pik 4), i kawowego (pik 11) oraz pochodnych kwasu elagowego: pentozydéw (piki
17, 19), metylopentozydu (pik 28) oraz acetylopentozydéw (piki 30, 33, 34), dla ktérych najwickszy
spadek zawarto$ci odnotowano pomiedzy pedami wiosennymi a letnimi, z utrzymujacymi si¢ niskimi
poziomami w pedach jesiennych i zimowych. Kwas chlorogenowy byl obecny w sladowych ilosciach w
pedach wiosennych i letnich, oraz niewykrywalny w pedach jesiennych i zimowych (Ryc. 24).

W przypadku zwiazkéw dominujacych: sangwiny H-6 oraz kwasu elagowego, odnotowano
zroznicowanie w poziomach ich zawartosci pomiedzy pedami pochodzacymi z réznych stanowisk. W
pedach z dwoch stanowisk (P11 P3) poziomy sangwiny H-6 oraz kwasu elagowego sa poréwnywalne

w zbiorach wiosennych i letnich, natomiast w przypadku jednego stanowiska (P2), obserwowany byl
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wzrost poziomu obydwu zwigzkoéw w okresie letnim. Jesienia odnotowano spadek poziomu sangwiny
H-6 w pedach ze wszystkich 3 stanowisk. Podobny spadek kwasu elagowego odnotowano w pedach ze
stanowisk P2 1 P3, podczas gdy w materiale roslinnym z P1 utrzymywal si¢ na wysokim poziomie.
Poziom kwasu elagowego w zimowych pedach P1 spada do poziomu kwasu elagowego w pedach ze
stanowisk P2 1 P3 obserwowanego jesienia, natomiast zawarto$¢ sangwiny H-6 nieznacznie wzrasta w
pedach P11 P3 (Ryc. 24).

Odmienne wahania zawartosci w cyklu wegetacyjnym obserwowano dla pochodnej flawan-3-
olu: epikatechiny (pik 15) oraz flawonoidow: hiperozydu (pik 22) i 3-O-glukuronidu kwercetyny (pik
26). Najwyzsze poziomy epikatechiny, podobnie jak w przypadku wigkszosci identyfikowanych
zwigzkow, obserwowano w pedach ze zbioru wiosennego, ze stopniowym spadkiem odnotowanym w
zbiorach letnich i jesiennych. W pedach zimowych odnotowano natomiast ponowny wzrost poziomu
epikatechiny, ktéra dominowala w zespole zwiazkéw czynnych pedéw 3 stanowisk, jakkolwiek w
przypadku jednego stanowiska (P3) towarzyszyl jej na zblizonym poziomie kwas elagowy. Sladowe
ilodci badZ catkowity brak hiperozydu oraz 3-O-glukuronidu kwercetyny odnotowano w pedach ze
wszystkich 3 stanowisk w okresie od jesieni do wiosny, obserwujac ich wzrost jedynie w pedach ze
zbioru letniego (Ryc. 24). Kateching (pik 10) oraz pentozyd kwercetyny (pik 27) identyfikowano w
Sladowych ilodciach we wszystkich stadiach cyklu wegetacyjnego. Ocena zmienno$ci zawartosci
izokwercetyny (pik 25) nie byla mozliwa ze wzgledu na jej koelucje z sangwing H-6.

Profile metabolitow wtérnych w pedach pochodzacych ze stanu naturalnego byly bardzo
zblizone na przestrzeni calego cyklu wegetacyjnego, z nielicznymi wyjatkami dotyczacymi
pojedynczych zwiazkéw w pedach z jednego stanowiska (P2). Pedy P2 ze zbioru wiosennego 1 letniego
charakteryzowaly si¢ wyraznie wyzszymi poziomami sangwiny H-6 w porownaniu do pedow
wiosennych i letnich ze stanowisk P1 i P3. Ponadto pedy P2 zebrane latem jako jedyne zawieraly
lambertianing C, oraz wyraznie wyzsze poziomy hiperozydu oraz 3-O-glukuronidu kwercetyny.
Natomiast pedy zimowe P2 zawieraly $ladowe ilosci wszystkich identyfikowanych zwiazkéw, z
wyjatkiem epikatechiny (pik 15), w poréwnaniu do pedéw P11 P3 (Ryc. 24).

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna wysuna¢ wniosek ze najwyzsze stgzenia
aktywnych biologicznie metabolitéw wtérnych wystepuja w pedach wiosennych, a wigc zbior surowca
do celéow leczniczych powinien by¢ prowadzony we wskazanym okresie wegetacyjnym. Jednoczesnie
po raz pierwszy scharakteryzowano sklad chemiczny pedéw R. idaeus pochodzacych ze stanu
naturalnego, nie wykazujac istotnych réznic w kompozycjach zwiazkow czynnych w poréwnaniu z

odmianami hodowlanymi.
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Ryc. 24 Chromatogramy LC ekstraktéw metanolowych z pedoéw R. idaeus zebranych z 3
stanowisk naturalnych (P1-3) w cyklu wegetacyjnym, numery pikéw identyfikowanych zwiazkow
odpowiadaja numerom w Tab. 15

- Kinetexc PEP (100 x 4.6 mm, 2.6 um), program 1V, t. = 65 min, v = 1 mlf min, UV A — 254 nm
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2. Analiza fitochemiczna surowcéw gatunku L. caerulea var. edulis

2.1 Analiza metabolitéw wtérnych w owocach odmian L. caerulea var. edulis
2.1.1 Procedura analiz L.C
W analizie réznych grup metabolitéw wtornych w owocach L. caerulea var. edulis zastosowano
kolumne Discovery HS C18 i program elucji gradientowej VIII, obejmujacy wzrost stezenia
mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, v/v/v), w 0.1% wodnym roztworze TFA od 12 do 100% (Tab.
10). Kolumny z zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami C-18, sa jedynym typem kolumn

stosowanym dotychczas w analizie fitochemicznej owocow L. caernlea metoda HPLC [156-167].

2.1.2 Analiza jako$ciowa zwigzkow fenolowych w owocach L. caerulea var. edulis

Zespoly zwiazkéw fenolowych nalezacych do antocyjanéw, flawonoli, flawan-3-oli oraz
fenolokwaséw w metanolowych ekstraktach z owocéw 3 odmian L. caerulea var. edulis ("Wojtek’,
‘Brazowa’, “Zielona’) poréwnano z uzyciem LC-DAD w sprzezeniu z detektorem ESI-MS.
Poszczegoélne zwiazki identyfikowano w oparciu o kochromatografie ze zwiazkami wzorcowymi i
otrzymanymi widmami UV i MS, na tle zebranych danych literaturowych[156-167].

Badane odmiany charakteryzowaly si¢ zblizonym profilem chromatograficznym (Ryc. 25 A),
potwierdzajacym obecno$¢ 3-O-glukozydu cyjanidyny (pik 8) jako dominujacego zwiazku, wraz z
towarzyszacymi mu 3,5-O-diglukozydem cyjanidyny (pik 5), 3-O-rutynozydem cyjanidyny (pik 9), 3-O-
glukozydem pelargonidyny (pik 10), 3-O-glukozydem peonidyny (pik 11), hiperozydem (pik 12), rutyna
(pik 13), izokwercetyng (pik 14) oraz kwasami: chlorogenowym (pik 1), neochlorogenowym (pik 4) i
3,5-O-dikawoilochinowym (pik 15) (Ryc. 25 B, Tab. 10).

Wymienione kwasy fenolowe identyfikowano w opatciu o wartosci m/z jonéw molekularnych
w trybie jonéw ujemnych, natomiast flawonoidy dobrze jonizowaly w warunkach ESI w trybie jonéw
dodatnich (Tab. 16). Wyniki rozdzielen HPLC sa zgodne z wczesniejszymi doniesieniami o skladzie
chemicznym owocow polskich odmian L. caerunlea var. edulis, zardbwno w zakresie identyfikowanych
zwigzkow, jak 1 niewielkich réznic w profilach poszczegdlnych odmian [159, 163, 164].

Ponadto, poza w/w zwigzkami w surowcach pochodzenia krajowego, stwierdzono po raz
pierwszy obecno$¢ procyjanidyny B, ~obok katechiny, epikatechiny (w oparciu parametry
chromatograficzne t,, UV i MS, odpowiadajace zwiazkom wzorcowym), oraz 3,5-O-diglukozydu
peonidyny (w oparciu o otrzymane widma UV 1 ESI-MS oraz dane literaturowe) (Ryc. 25 B, Tab. 106)
[259]. Wigkszo§¢é wymienionych zwiazkoéw byla wezesniej identyfikowana jako skladniki owocéw L.
caerulea [156], z wyjatkiem procyjanidyny B,, dotychczas nierozpoznanej w owocach wiciokrzewu

sinego.
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Ryc. 25 Chromatogramy LC ekstraktéw metanolowych z owocéw badanych odmian L.
caeruleavar. edulis, numery pikéw identyfikowanych zwiazkéw odpowiadaja numerom w Tab. 16

A — profile owocoéw L. caerulea var. edulis odmian “Woijtek’, ‘Brazowa’ 1 “Zielona’, B — profile owocéw L.
caerulea var. edulis “Wojtek’

- Discovery HS C-18 (150 5 2.1 mm, 3 um), program V111, t.. = 40 min, v = 0.3 ml/ min
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Jedyna informacja o procyjanidynach jako akumulowanych w owocach wiciokrzewow

(opublikowang krotko po przedstawieniu powyzszych wynikéw na tamach Academia Journal of

Medicinal Plants) jest praca Wojdylo 1 wsp. [161] o obecnosci tri- i tetrametréw proantocyjanidyn w

owocach L. caerulea var. kamtschatica.

Ze wzgledu na niewielkie réznice ilosciowe pomiedzy poszczegdlnymi kultywarami, oraz fakt

ze zwigzki czynne badanych odmian L. caerulea var. edulis pochodzacych z tego samego zrédla (Lebork)

analizowali ilo$ciowo Kusznierewicz i wsp. [159], w niniejszej pracy analize zwiazkow fenolowych

ograniczono do oznaczenia jako$ciowego.

Tab. 16 Dane chromatograficzne zwigzkéw fenolowych zidentyfikowanych w

owocach L. caeruleavar. edulis otrzymane metodag LC-DAD /ESI-MS

. . ty uv ESI-MS (m/z)
nr.  zwiazek chemiczny , - -
(min) A (M) [M+H] [M-H]
1 kwas chlorogenowy * 5.7 215, 2806sh, 326 - 353
2 procyjanidyna B, * 7.5 279 579 -
3 katechina * 9.2 279 291 -
4 kwas neochlorogenowy 9.9 215, 300sh, 324 — 355
5  3,5-O-diglukozyd cyjanidyny *  13.0 276, 513 611 -
6 epikatechina * 14.8 279 291 -
7 3,5-O-diglukozyd peonidyny 16.4 279, 519 625 —
8  3-O-glukozyd cyjanidyny * 17.7 279, 517 449 -
9 3-O-rutynozyd cyjanidyny * 18.9 279, 517 595 —
10 3-O-glukozyd pelargonidyny *  20.0 269, 504 433 -
11 3-O-glukozyd peonidyny * 21.4 279, 519 463 —
12 hiperozyd * 21.9 253, 349 465 -
13 rutyna * 23.8 254,262, 352 611 -
14 izokwercetyna * 243 254, 262sh, 353 465 -
15 kwas 3,5-O-dikawoilochinowy 27.5 215, 300sh, 326 - 515

* zwiazek wzotcowy, pogrubienie: jony pseudomolekularne/deprotonowane
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2.1.3 Analiza jako$ciowa i ilo§ciowa irydoidéw w owocach L. caerulea
Wobec nielicznych doniesien o obecnosci glikozydéw irydoidowych w owocach L. caerulea var.
ednlis [178, 179], postanowiono oceni¢ ich  wystgpowanie w owocach 3 badanych odmian
kultywarowych wiciokrzewu sinego (‘Wojtek’, ‘Brazowa’, “Zielona’). Rozdzielenia prowadzono w tych
samych warunkach jakie stosowano w analizie zwigzkow polifenolowych (kolumna Discovery HS C18,
program elucji gradientowej VIII) przy diugosci fali A — 236 nm.

Dotychczas w analizie HPLC zwiazkow irydoidowych w matrycach pochodzenia roslinnego
wykorzystywano przede wszystkim technike RP-HPLC, stosujac jako faz¢ stacjonarng zel
krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymi, aminowymi czy fenylowymi. Wigkszos¢
rozdzielen prowadzono na zelach krzemionkowych C-18, w tym stanowiacych zloze monolityczne
[260, 261]. Ponadto dla rozpoznania skladu frakcji irydoidowej w niektérych taksonach stosowano
technike 2D LC 211, 212].

W badaniach chromatograficznych w niniejszej pracy zastosowano system HPLC sprzezony z
detektorami DAD oraz ESI-MS i APCI-MS, poréwnujac efektywnos$é dwoch typow jonizacji: ESI i
APCI, w dodatnim oraz ujemnym trybie jonow.

bl

ESI jest jedna z najbardziej popularnych technik tzw. ,tagodnej jonizacji” umozliwiajacych
obserwacje jonu pseudomolekularnego i praktycznie nie powodujacej jego fragmentacji do jonow
potomnych. Obok ESI, jonizacja APCI stanowi druga najcze¢sciej wykorzystywana technike w
spektrometrach mas [262].

Obydwa Zrédla jonéw moga pracowaé pod ci$nieniem atmosferycznym, co zmniejsza problemy
zwigzane z usunigciem rozpuszczalnika 1 przeprowadzeniem analitu do fazy gazowej. Ponadto
charakteryzujq si¢ wysoka czulo$cia oraz mozliwoscia pracy przy wysokich przeptywach fazy ruchome;
(do 3 ml/min). ESI i APCI sa wykorzystywane w badaniach zwigzkéw o malej masie czasteczkowej, i
sa wzgledem siebie komplementarnymi metodami jonizacji, poniewaz ESI pozwala na oznaczanie
analitow o $redniej lub duzej polarnosci o masach do 105 g/mol, a APCI na oznaczanie analitéw o
matej lub $redniej polarnosci o masach rzedu 102 — 103 g/mol. Pomimo ze ESI-MS jest jedng z
najszerzej stosowanych technik monitorowania jonéw w analizach HPLC surowcow pochodzenia
roslinnego, nadal trwajg dyskusje dotyczace mechanizmu tworzenia jonéw w fazie gazowej [211, 263-
265]. Obserwowano, ze w trybie jonéw ujemnych intensywnosé pikéw jondéw pseudomolekularnych
irydoidéw jest znaczaco wyzsza w poréwnaniu do trybu jonéw dodatnich [266]. Ponadto, w badaniach
identyfikacyjnych HPLC-MS, obecnos$¢ kwaséw organicznych w fazie ruchomej: octowego czy
mréowkowego skutkowala w widmach masowych ESI irydoidéw obserwacja adduktéw typu [M-
H+HCOO], [M-H+CH,COO] [267].
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W analizie HPLC-DAD/ESI-MS/APCI-MS uzyto mieszaning rozpuszczalnikéw zawierajaca
0.1% TFA. TFA nie jest powszechnie stosowanym kwasem w analizach identyfikacyjnych czy
ilosciowych HPLC-MS, ze wzgledu na to ze jako skladnik fazy ruchomej ogranicza czulos¢ detekeji
MS. Z danych literaturowych wynika [211, 262-272], Zze powszechnie stosuje si¢ roztwory kwasow
organicznych takich jak HCOOH lub CH;COOH. Jezeli stosowany jest TFA, to jego stezenie w fazie
ruchomej jest zmniejszane do 0.0025%.

Rozdzielenie HPLC zespotu zwiazkéw irydoidowych uzyskano w t; 40 min. W oparciu o
otrzymane widma UV, zidentyfikowano 6 zwiazkéw irydoidowych (zwiazki 1-6) o maksimach
absorpciji w zakresie A, 234-238 nm, przy czym zwigzek 6 charakteryzowalo przegiecie (sh) w widmie
UV przy A, 278 nm (Ryc. 26, Tab. 17). Obserwowane maksima absorpcji odpowiadajg maksimom
widm UV zwiazkéw irydoidowych, niemniej jednak w dostepnej literaturze nie odnotowano informacji
o irydoidach, ktorych widma UV ujawnilyby przegiccie w zakresie obserwowanym dla zwiazku 6 [211,
262-268, 270, 271].

W oparciu o zwigzki wzorcowe, trzy sposrod szesciu rozdzielonych irydoidéw rozpoznano jako
kwas loganowy (zwigzek 1, t; 11.1 min), swerozyd (zwiazek 4, t; 20.7 min.) i loganine (zwiazek 5, ty
21.8 min). Natomiast charakter chemiczny pozostalych trzech irydoidow (zwiazki 2, 31 6, t, 17.3,19.4,
24.2 min odpowiednio) ustalono gtéwnie w oparciu o poréwnanie danych widm MS z literatura (Ryc.
26, Tab. 17) [273-275].

W jonizacji ujemnej, zarowno w widmach ESI jak i APCI badanych zwiazkéw irydoidowych,
obserwowano wysoka intensywnos$¢ jonow stanowiacych addukty z TFA ([M-H+TFA]), przy bardzo
niskiej intensywnosci sygnatow jonéw pseudomolekularnych (Ryc. 27-32), co jest zgodne z danymi
literaturowymi odnoszacymi si¢ do widm ESI-MS irydoidéw wykonanych w trybie jonéw ujemnych z
uzyciem réznych kwaséw organicznych jako sktadnikow fazy ruchomej [262-267].

Dane literaturowe wskazuja na brak adduktéw z kwasami organicznymi jako skladnikami faz
ruchomych, w widmach ESI-MS irydoidéw posiadajacych grupe karboksylowa lub aldehydowna.. Jest to
zwigzane z faktem ze obydwie grupy odszczepiajaca latwo proton i sa wrazliwe na jonizacje, co
skutkuje obecnoscia gléwnie jondéw molekularnych [M-H]| w widmach ESI-MS w trybie jonéw
ujemnych [267]. Na podstawie otrzymanych widm MS mozna by wnioskowad, ze zwigzki irydoidowe:
2,316 moga nie posiada¢ takich grup funkcyjnych. Jednak w otrzymanym widmie ESI-MS w trybie
jonow ujemnych kwasu loganowego (zwiazek 1), posiadajacego grupe karboksylowsa, intensywnosc
jonu pseudomolekularnego przy m/z 375 [M-H] byla bardzo niska, przy dominujacym jonie adduktu z
TFA (Ryc. 27).
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W wigkszosci otrzymanych widm ESI/APCI-MS zwiazkéw 1-6, w trybie jonéw dodatnich,
sygnaly jonéow pseudomolekularnych charakteryzowaly sie wysoka intensywnoscia, i towarzyszyl im
szereg sygnaléw innych jonéw o réznej intensywnosci odpowiadajacych adduktom [M+NH,],
[M+Na]" czy [M+K]" oraz jonowi [M+H-H,O]" powstajacemu po odszczepieniu czasteczki wody.
Wyjatkami byly widma ESI (+) zwigzkéw 11 5, charakteryzujace si¢ bardzo niska intensywnoscia jonu
pseudomolekularnego (Ryc. 27-32).

Na otrzymanych widmach MS analizowano jony o wartosciach m/z > 300 (uwzgledniajac brak
jonow fragmentacyjnych pochodzacych z rozpadu jonéw molekularnych), dlatego w widmach MS
zwigzkow o charakterze glukozydow: swerozydu, kwasu loganowego czy loganiny, nie ujawniono
obecnosci jondw [M+H-162]"/[M-H-162] (Ryc. 27-32).

W widmach masowych APCI (+) i ESI (+) zwiazkéw 2, 3 i 6 wykazano obecnos¢ jondéw
framentacyjnych przy m/z 377 [M+H-132]" (zwiazki 2 i 3) oraz przy m/z 391 [M+H-132]" (zwiazek
6) co wskazuje na obecnos$¢ fragmentu pentozy: arabinozy lub ksylozy. W wickszo$ci wyodrebnionych
ze $wiata rolinnego glikozydéw irydoidowych obecne s glukoza lub arabinoza, stad mozna
wnioskowad, ze w zwigzkach 2, 3 1 6 najprawdopodobniej wystepuje arabinoza [266, 267].

Dotychczas wyodrebniono dwa izomery 7-O-arabinozydu demetylosekologanolu z kwiatéw
Lonicerae Flos, surowca leczniczego Tradycyjnej Medycyny Chinskiej, w ktorego skiad wchodzg kwiaty
réznych gatunkéw z rodzaju Lonicera |273], oraz 6’-O-arabinozyd demetylosekologanolu z pakdw
kwiatowych Lonicera macranthoides [274]. Dwa izomery 7-O-arabinozydu demetylosekologanolu
eluowaly z kolumny C-18 z warto$ciami t; 17.65 min i t; 19.68 min [273], co stanowi wartosci ty
podobne do obserwowanych dla zwiazkéw 2 1 3 (Aty okolo 2 min).

Najwyzsze intensywnosci sygnaléw jonéw pseudomolekularnych [M+H]" zwiazkow 2, 31 6
obserwowano w widmach APCI (+) przy m/z 509 dla zwiazkéw 2 i 3 oraz przy m/z 523 dla zwiazku
0, tak jak w widmach otrzymanych w trybie jonéw dodatnich kwasu loganowego i loganiny (Ryc. 28,
29, 32). Ponadto w widmach APCI (+) zwiazkéw 2 1 3 oraz 6 obserwowano wyzszg ale zréznicowang
(zaleznie od zwiazku) intensywno$é sygnaléw jonéw fragmentacyjnych [M+H-H,O]", [M+H-2H,O]",
[M+H-H,0-162]", [M+H-H,0-132]", [M+H-132]". Réwniez podobnie jak w widmach MS kwasu
loganowego i loganiny, w widmach APCI i ESI zwiazkéw 2, 3 1 6, otrzymanych w trybie jonéw
ujemnych, obserwowano obecno$¢ adduktéw przy m/z 621 [M-H+TFA] i m/z 635 [M-H+TFA]
odpowiednio (Ryc. 26-32). Zwiazki 2, 3 1 6 wstepnie rozpoznano jako pentozydy kwasu loganowego

(2, 3) oraz loganiny ().
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Ryc. 26 Chromatogramy LC ekstraktow metanolowych owocéw badanych odmian L. caerulea,

numery pikéw identyfikowanych zwigzkéw odpowiadaja numerom w Tab. 17
A, B — profile owocoéw L. caerulea var. edulis odmian “Wojtek’, ‘Brazowa’ 1 “Zielona’
- Discovery HS C-18 (150 x 2.1 mm, 3 wm), program V11, t. = 40 min, v = 0.3 ml/ min
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Tab. 17 Dane chromatograficzne zwigzkow irydoidowych zidentyfikowanych w owocach L.
caerulea var. edulis otrzymane metoda LC-DAD/ESI-MS, APCI-MS

tr uv ESI-MS / APCI-MS (m/z)
(min) — Amax (Ri) [M+H]* [M-H]-

nr.  zwiazek chemiczny

341 [M+H-2H,0]*
359 [M+H-H,O]*

377 [M+H]* 375 [M-HJ-

1 kwas loganowy * 11.1 236 394 [M+NH,]* 489 [M-H+TFA]
399 [M+Na]* 751 [2M-H]-
415 [M+K]*

440 [M+ACN+Na]*

329 [M+H-H,0-162]* APl

359 [M+H-H,0-132]* APCI

377 [M+H-132]*

473 [M+H-2H,0]*
7-O-pentozyd kwasu 7-epi- 173 236 491 [IM+H-H.O] * 507 [M-HJ-
loganowego 509 [M+H]* 621 [M-H+TFA]

526 [M+NH4]*

531 [M+Na]* Es!

547 [M+K]* APCI

568 [M+ACN+H+H,0]* APl

329 [M+H-H,0-162]* APCI
359 [M+H-H,O-132]* Arct
377 [M+H-132]*
473 [IM+H-2H,O]*
3 7-O-pentozyd kwasu loganowego ~ 19.4 236 491 [M+H-H,O] *
509 [M+H]*
526 [M+NH4]*
531 [M+Na]*
547 [IM+K]*

507 [M-HJ-
621 [M-H+TFAJ

359 [M+H]*
381 [M+Na]* Est

397 M—H + ESI

422 [M+ACN+Na]* Est
717 [2M+H]*

739 [2M+Na]* ES!

4 swerozyd * 20.7 243 471 IM-H+TFA]

373 IM+H-HO]*
391 [M+H]*
408 [M+NH4]*
5 loganina * 21.8 236 413 [M+Na]*
429 [M+K]+ B
454 IM+ACN+Na|* Bt
803 [2M+Na]* ESI

389 [M-HJ- B!
501 [M-H+TFAJ

343 [M+H-H,0-162]* APCl
373 [M+H-H,0O-132]* APCl
391 [M+H-132]*
505 [M+H-H,O]*
6 7-O-pentozyd loganiny 24.2 236,278sh 523 [M+H]* 635 [M-H+TFA]
540 [M+NH,4]*
545 [M+Na]*
561 M+K]*
586 [M+ACN+Na]|* ESt

* zwigzek wzorcowy, ESlwykrywany tylko w widmie ESI-MS, APClL wykrywany tylko w widmie APCI-MS
Wy, > Wykrywany ty wykrywany ty
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Ryc. 27 Widma ESI/APCI-MS zwigzku 1 identyfikowanego w owocach badanych odmian L.
caeruleavar. edulis
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Ryc. 28 Widma ESI/APCI-MS zwiazku 2 identyfikowanego w owocach badanych odmian L.

caerulea var. edulis
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Ryc. 29 Widma ESI/APCI-MS zwiazku 3 identyfikowanego w owocach badanych odmian L.
caeruleavar. edulis
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Ryc. 30 Widma ESI/APCI-MS zwiazku 4 identyfikowanego w owocach badanych odmian L.
caeruleavar. edulis
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5. LOGANINA
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Ryc. 31 Widma ESI/APCI-MS zwiazku 5 identyfikowanego w owocach badanych odmian L.

caerulea var. edulis
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Ryc. 32 Widma ESI/APCI-MS zwiazku 6 identyfikowanego w owocach badanych odmian L.
caeruleavar. edulis
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W roku biezacym (2016), ukazala si¢ praca Kucharskiej i wsp. [275], w ktorej metodag UPLC-
ESI-Q-TOF-MS/MS w owocach L. caerulea var. kamtschatica wykazano obecnos§é szeregu zwigzkow
irydoidowych, w tym 7-O-pentozydow kwasu loganowego, 7-epi-loganowego oraz loganiny. Autorzy
wskazuja na réznice w intensywnosci sygnatlow jonéw po odszczepieniu cukru, mianowicie w widmach
kwasu loganowego i jego glikozydu sygnal jonu [M-H-162] /[M-H-162]" charakteryzowal sie wysoka
intensywnoscia, podczas gdy w widmach kwasu 7-epi-loganowego i jego pentozydu byl on
nieobecny/lub charakteryzowal si¢ niska intensywnoscia natomiast wystgpowal jon po odszczepieniu
czasteczki wody 1 cukru [M-H-H,0-162]. Wedlug Kucharskiej 1 wsp. [275], jest to spowodowane
wigkszg stabilnoscia jonu [M-H-162] w przypadku gdy grupa hydroksylowa znajduje si¢ nad
plaszczyzng pierscienia (pozycja a, kwas loganowy), natomiast mniejsza gdy znajduje si¢ ona pod
plaszyzna pierscienia (pozycja B, kwas 7-epi-loganowy), co skutkuje odszczepieniem fragmentu cukru
po utracie czasteczki wody 1 utworzeniem jonu [M-H-H,0-162] W widmach APCI (+) zwiazkow 21 3
obserwowano réznice w intensywnosci jonu [M-H-H,0-162]" (Ryc. 28 1 29).

Uwzgledniajac dane literaturowe [275] oraz otrzymane dane spektralne stwierdzono ze zwigzki
2 1 3 moga by¢, odpowiednio, 7-O-pentozydami kwasu 7-epi-loganowego 1 kwasu loganowego,
natomiast zwiazek 6 uznano za 7-O-pentozyd loganiny (Tab. 17, Ryc. 28-29, 32).

W toku analizy HPLC nie stwierdzono réznic jakosciowych w zespotach 6 identyfikowanych
zwigzkow irydoidowych w owocach 3 badanych odmian L. caerulea (Ryc. 26). Obserwowano je
natomiast w oznaczeniu ilo§ciowym metoda HPLC, ktérej parametry walidacyjne przedstawiono w
Tabeli 18. Wyznaczone dla trzech wzorcowych irydoidéw: kwasu loganowego, loganiny 1 swerozydu
wartosci  LOD i LOQ (ug/ml) odpowiadaly wartosciom opisanym w literaturze dla zwiazkow

irydoidowych [262, 263, 260].

Tab. 18 Parametry walidacyjne metody HPLC-DAD ESI/APCI-MS oznaczenia
ilo$ciowego irydoidow w owocach L. caerulea
P LOD LOQ

zwigzek chemiczny krzywa wzorcowa t

pg/ml)  (ug/ml)
kwas loganowy y = 0.000000227914x — 0.00489692  0.9999 4.2 1.3
loganina y = 0.000000212338x — 0.00487121  0.9999 3.7 1.1
swerozyd y = 0.000000287144x — 0.00138129  0.9999 6.9 2.1

2 réwnanie regresji, LOD: limit detekcji, LOQ: limit oznaczalnosci

PRECYZJA ODZYSK
jednodniowa  wielodniowa 25 % 75 % 100 %
1.6-3.9% 0.9-25% 101.7-1055%  94.6 —102.5 % 96.2 —102.5 %
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Kwas loganowy jest jednym z dominujacych zwigzkow w profilach chromatograficznych
owocow wszystkich badanych kultywaréw. Jego zawartos¢ jest zblizona w odmianach ‘Brazowa’ oraz
‘Wojtek’ (429.5 — 456.4 mg/100 g s.m.), natomiast wyraznie nizsza w odmianie “Zielona’ (330.1
mg/100 g s.m.). Odmiang ‘Wojtek’ wyrdzniato okolo 3-razy wyzsze stezenie loganiny (387.6 mg/100 g
s.m.) w poréwnaniu do pozostalych odmian (97.5 — 125.3 mg/100 g s.m.), podczas gdy odmiany L.
caerulea ‘Brazowa’ 1 “Zielona’ byly o 5- do 10-razy bogatszym zrédlem zwiazku 2 oraz zwigzku 0.
Stezenia zwiazku 3 byly bardziej zblizone i miescily si¢ w zakresie od 126.6 do 236.6 mg/100 g s.m. dla
wszystkich 3 badanych kultywarow. W poréwnaniu do innych identyfikowanych irydoidow, zawartos¢
swerozydu byta stosunkowo niska we wszystkich 3 badanych odmianach, i miescila si¢ w zakresie 42.2
—69.2 mg/100 g s.m. (Tab. 19).

Oznaczone metodq HPLC zawartosci irydoidéw wskazuja, Ze owoce badanych odmian L.caerulea
zawieraja irydoidy w zakresie zblizonych wartosci (1141.9 — 1685.5 mg/100 g s.m.), przy czym
najwyzsza zawartoscig tych zwigzkow wyrdznia si¢ odmiana ‘Brazowa’ (Tab. 19).

Zawartosci kwasu loganowego 1 loganiny sa poréwnywalne do ich zawartoséci oznaczanych w
korzeniach Gentiana straminea 1 Gentiana macrophylla, w ktorych ich stezenia oznaczano na poziomie,
odpowiednio: 330.0 — 422.0 mg/100 g oraz 369.0 — 1116.0 mg/100 g dla kwasu loganowego, oraz 65.0
— 88.0 mg/100 g i 23.0 — 147.0 mg/ 100 g dla swerozydu [271]. W poréwnaniu do owocow, kwiaty
gatunkéw rodzaju Lonicera charakteryzuja si¢ duzo wigkszym zréznicowaniem w zawartos$ci m.in.
swerozydu (18.0 — 866.0 mg/100 g) [262, 272] oraz loganiny, ktora jest identyfikowana od $ladowych
ilosci do stezen dochodzacych do 279.0 mg/100 g [262, 266, 272].

Dane literaturowe wskazuja na aktywnos¢ przeciwzapalng naturalnie wystepujacych irydoidow
[276-278]. Wykazano dzialanie przeciwzapalne loganiny i kwasu loganowego w modelu iz vivo
indukowanego karagenina obrzeku tapy szczura, w ktérym najsilniejsza aktywnosé odnotowano dla
kwasu loganowego (44% zahamowania obrz¢ku). W innym, mysim modelu zapalenia ucha
indukowanego octanem tetradekanoforbolu (TPA), obserwowano ze loganina, aukubina i berberyna
lina hamuja obrz¢k na poziomie 72-80%, a ich mechanizm dzialania opiera si¢ na przeciwdziataniu
indukowanej TPA inhibicji katalazy odpowiedzialnej za rozklad H,O,, co zapobiega powstawaniu
reakcji zapalnej [276]. Dodatkowo stwierdzono, ze loganina charakteryzowala si¢ zdolno$cia obnizania
poziomu ekspresji TNF-a, MCP-1 i IL-6, oraz hamowala aktywacj¢ czynnika NF-»B w adipocytach
myszy [277].

Wykazano ze swerozyd wyizolowany z Lonicera japonica powoduje inhibicje melanogenezy w

komorkach melan-A w stezeniu 300 pM. Aktywnos¢ swerozydu byla wigzana z oddzialywaniem na
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kinazy MAPK oraz tyrozynaz¢ — enzym zaangazowany w proces melanogenezy, przy braku dzialania

cytotoksycznego na badane komorki [278].

Owoce wiciokrzewu sinego stanowig potencjalne zrédlo zwigzkéw irydoidowych o réznym

dzialaniu biologicznym. Wysoka zawartos¢ loganiny oraz kwasu loganowego potwierdza aktywnosé

przeciwzapalng surowca wykazana w modelu 7z vivo.

Tab. 19 Wyniki analizy ilo§ciowej irydoidow w owocach L. caerulea (mg/100 g s.m) (n = 3)

nr. zwigzek chemiczny L. cae ‘Brazowa’ L. cae “‘Woijtek’ L. cae “Zielona’
1 kwas loganowy 456.4 £ 15.2 429.5 + 26.3 330.1 £19.4
2 7-O-pentozyd kwasu 7-epi-loganowego ! 415.1 £ 11.6 421+73 204.4 £ 10.5
3 7-O-pentozyd kwasu loganowego ! 236.6 *+ 6.4 126.6 £ 9.5 1749 £ 16.8
4 swerozyd 562198 69.2+£75 422 £ 2.7
5 loganina 975+t 1.7 387.6 £ 21.8 1253+ 11.2
6 7-O-pentozyd loganiny 2 4237+ 13.0 869 £ 24 591.0 £ 25.5
suma 1685.5 £ 9.6 1141.9 + 1255 1467.9 + 14.4

przeliczone na: ! kwas loganowy, 2 loganing

123



2.2 Analiza metabolitéw wtornych w kwiatach L. caerulea var. edulis
2.2.1 Sktad chemiczny kwiatéw réznych przedstawicieli rodzaju Lonicera

Kwiaty gatunku L. caerulea sa niezbadanym w zakresie skladu chemicznego surowcem
roslinnym, na tle kwiatéw innych gatunkéw z rodzaju Lonmicera rosnacych m.in. na terenie Azji
Wschodniej o rozpoznanych kompozycjach zwiazkéw czynnych. W §wietle licznych danych
literaturowych, kwiaty wiciokrzewow sa zrédlem zréznicowanych grup metabolitéw wtornych:
fenolokwaséw, irydoidow 1 flawonoidéw (Tab. 20).

Wigkszos¢ informacji dotyczacych skladu chemicznego kwiatow z rodzaju Lonicera odnosi si¢
do Flos Lonicerae (FL) i Flos Lonicerae Japonicae (FLJ), surowcoéw w sklad ktérych wchodza wysuszone
kwiaty réznych wiciokrzewow. Flos Lonicerae jest surowcem Tradycyjnej Medycyny Chinskiej (TCM), z
monografig szczegdlowa w edycjach Chinskiej Farmakopei do 2000 r., stanowiacym wysuszone
kwiatostany gatunkéw z rodzaju Lonicera rosnacych na terenie Azji Wschodniej, w tym: L. japonica, L.
macranthoides, 1. confusa, 1. hypoglanca 1 L. fulvotomentosa [262, 263, 279]. W podzniejszych edycjach
Farmakopei Chinskiej (2005 t.), Flos Lonicerae |aponicae, stanowiacy wylacznie wysuszone kwiaty L.
Japonica, zastepuje Flos Lonicerae [263-265, 267, 279, 280)].

Kwasy kawoilochinowe stanowia dominujaca grupe metabolitéw wtérnych w kwiatach rodzaju
Lonicera, w tym kwas chlorogenowy oraz 3,5-di-O-kawoilochinowy jako gléwne zwiazki zespotu. W
znacznych ilosciach towarzysza im kwas neochlorogenowy, 3,4-di-O-kawoilochinowy oraz 4,5-di-O-
kawoilochinowy, natomiast pozostale kwasy fenolowe sa obecne w znacznie nizszych stezeniach [262,
264, 265, 267, 272, 279-281] (Tab. 20). Zhang 1 wsp. [264], w analizie kwiatow L. japonica metodami
LC-MS rozdzielili i zidentyfikowali ponad 100 zwiazkéw nalezacych do kwasow fenolowych oraz ich
glikozydéw, m.in. kawoilochinowych, feruloilochinowych, p-kumaroilochinowych.

Irydoidy stanowia druga, pod wzgledem zawartosci, grupe metabolitdéw wtérnych kwiatow
wiciokrzewu [262], z loganing i swerozydem jako zwigzkami dominujacymi, ktérym towarzysza kwas
loganowy, kwas sekologanowy, sekoksyloganina, 7-epi-wogelozyd, centaurozyd, oraz wiele innych
pochodnych i izomeréw, gtdwnie loganiny [262, 263, 265-267, 272, 279, 282] (Tab. 20).

Flawonoidy wystepuja w znacznie nizszych stezeniach, w poréwnaniu do fenolokwasow i
irydoidéw [283]. Najczesciej wykrywano luteoling, kwercetyng oraz ich pochodne, wiaczajac flawony:
7-O-rutynozyd luteoliny, 7-O-glukozyd luteoliny oraz flawonole: izokwercetyne, hiperozyd i rutyne.
Rzadziej rozpoznawanymi flawonolami sa 3-O-glukozyd izoramnetyny oraz 7-O-glukozyd i 7-O-
neohesperydozyd trycyny. W kwiatach gatunkow Lonicera zidentyfikowano réwniez szereg innych
flawonoidow, jednak dane o ich obecnodci sa sprzeczne [262, 263, 265, 267, 272, 279, 280, 283] (Tab.
20).
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Tab. 20 Zwiazki zidentyfikowane w kwiatach réznych gatunkéw Lonicera

flawonole gatunek/surowiec pi$miennictwo

kwercetyna L. jap/FL [262, 263, 267, 279]
rutyna L. jap/FL [262, 263, 267, 272, 279]
izokwercetyna L. jap/FL [262, 263, 267, 280]
hiperozyd L. jap/FL [262, 263, 265, 267, 279]
heksozyd kwercetyny L. jap [283]
luteolina L. jap/FL [262, 263, 267, 279, 280]
7-O-glukozyd luteoliny L. jap/FL [262, 263, 265, 272, 279, 280]
7-O-rutynozyd luteoliny L. jap/FL [262, 263, 267, 272]
7-O-galaktozyd luteoliny L. jap [267]
7-O-glukozylopiranozyd luteoliny L. jap [267]
diheksozyd luteoliny FL [279]
diosmetyna FL [262]
kemferol L. jap [283]
3-O-rutynozyd kemferolu L. jap [267, 283]
3-O-glukozyd kemferolu FL [279]
7-O-neohesperydozyd apigeniny L. jap [280]
3-O-glukozyd izoramnetyny L. jap/FL [279, 283]
7-O-glukozyd trycyny L. jap/FL [262, 263]
7-O-neohesperydozyd trycyny L. jap/FL [263]
7-O-neohesperydozyd chryzoeriolu L. jap [267]
kupressuflawon FL [262]
ochnaflawon L. jap [284]

kwasy fenolowe gatunek/surowiec pi$miennictwo
kwas kawowy L. jap/FL [262, 264, 267, 272, 279, 280]
kwas chlorogenowy L. jap/FL [262, 264, 265, 267, 272, 279-281]
kwas protokatechowy L. jap [264, 280]
kwas 5-O-kawoilochinowy (neochlorogenowy) L. jap/FL [264, 265, 267, 279, 281]
kwas 4-O-kawoilochinowy FL [264, 267, 279]
kwas 1,4-di-O-kawoilochinowy L. jap [264, 265, 267]
kwas 1,5-di-O-kawoilochinowy L. jap [264, 267]
kwas 3,4-di-O-kawoilochinowy L. jap/FL [262, 264, 267, 272, 281]
kwas 3,5-di-O-kawoilochinowy L. jap/FL [262, 264, 265, 267, 272, 279-281]
kwas 4,5-di-O-kawoilochinowy L. jap/FL [264, 267, 279-281]
kwas feruloilochinowy L. jap [264]
kwas feruloilo-kawoilochinowy L. jap (264, 283]
kwas p-kumaroilochinowy L. jap (264, 283]
kwas p-kumaroilo-kawoilochinowy L. jap (264, 283]

L. jap — Lonicera japonica, FL. — Flos Lonicerae

125



Tab. 20 cd. Zwigzki zidentyfikowane w kwiatach réznych gatunkow Lonicera

irydoidy gatunek/surowiec pi$miennictwo
kwas loganowy L. jap [265]
kwas sekologanowy L. jap/FL [265, 267, 279]
kwas 8-epi-loganowy L. jap [267]
swerozyd L. jap/FL [262, 263, 265-267, 272, 279]
7-O-etylo-swerozyd FL [279]
loganina L. jap/FL [262, 263, 265-267, 272, 279]
7-epi-loganina L. jap [267]
8-epi-loganina L. jap [260, 267]
sekoksyloganina L. jap/FL [262, 263, 265-267, 272, 279, 282]
7-ester butylowy sekoksyloganiny L. jap/FL [262, 263]
serynosekologanina L. jap [285]
treoninosekologanina L. jap [285]
acetal dimetylo-sekologaniny L. jap [282]
sekologanozyd L. mac/FL [262, 274]
etylo-sekologanozyd L. mac [274]
dimetylo-sekologanozyd L. jap/FL [262, 263, 260, 267, 282]
7-ester metylowy sekologanozydu L. jap [267]
7-O-arabinozyd demetylosekologanolu FL [273]
6’-O-a-arabinopiranozylo- L. mac 274
demetylosekologanol
7-dehydrologanina (7-ketologanina) L. jap [282]
(E)-aldosekologanina (centaurozyd) L. jap/FL [262, 263, 265, 2606, 272, 279]
(Z)-aldosekologanina L. jap [265]
6’-O-(7a-hydroksywerozyloksy)-loganina L. jap [265]
epi-wogelozyd L. jap/FL [262, 263, 265-267, 279, 282]
kingizyd L. jap [260]
8-epi-kingizyd L. jap [260]
harpagid L. jap [260]
harpagozyd L. jap [260]
swertiamaryna L. jap [260]
6’-O-B-glukopiranozyloharpagozyd L. jap [260]
loniceranan A L. jap [260]
loniceranan B L. jap [260]
loniceranan C L. jap [260]
(78)-7-O-metylomorronizyd L. jap [260]
loniceracetalid A L. jap [280]
loniceracetalid B L. jap [286]

L. jap — Lonicera japonica, 1. mac — Lonicera macranthoides, F1. — Flos Lonicerae
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Tab. 20 cd. Zwiazki zidentyfikowane w kwiatach réznych gatunkéw Lonicera

saponiny gatunek/surowiec piSmiennictwo
akebia saponina F FL [262]
akebia saponina D FL [262]
makrantoidyna A L. jap/FL [262, 267, 272]
makrantoidyna B L. jap/FL (262, 267, 272]
makrantozyd A L. jap/FL [262, 267, 272]
makrantozyd B FL (262, 272]
dipsakozyd B L. jap/FL [262, 267, 272]
3—O—oc—a.rab1nop1ranozylo(2.91)-0- o- L jap/FL. 1262, 267, 272]
ramnopiranozyd hederageniny
ester 28-O-B-glukopiranozylo(6>1)-O- 3- FL 262, 272]

glukopiranozylo-hederageniny

L. jap — Lonicera japonica, F1. — Flos Lonicerae

Zespol saponin opisywano jedynie w pojedynczych publikacjach, wskazujac na ich bardzo
niskq zawartos¢ w kwiatach [262, 267, 272] (Tab. 20).

Zarowno FLJ jak i gatunki wchodzace w sklad FL charakteryzujq si¢ zblizonym profilem
metabolitéw wtérnych, w ktérym dominuja kwasy fenolowe i irydoidy, przy niskich poziomach
zawartosci flawonoidéw. Jedng =z obserwowanych réznic jest wyzsza zawarto$¢ zwiazkow
irydoidowych, kwasu 3,4-di-O-kawoilochinowego oraz niektérych flawonoli 1 flawonéw (rutyny,
izokwercetyny i 7-O-glukozydu luteoliny) w kwiatach L. japonica w poréwnaniu do gatunkdw

wchodzacych w sklad FL [262, 263, 2606, 272].

OH

OH HO. . LOH

HO_ A_ ,OH \(j/
1@ HO—.

| . \.‘ O ",’O
HO\- O IO CH H CH3
H 3 0 oy O
0
“ OH X
H
H o 0
HO ™0 I
CH

3

kwas loganowy loganina swerozyd

Ryc. 33 Wzory strukturalne niektérych irydoidow identyfikowanych w kwiatach rodzaju Lonicera
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HO N 7 OH

OH

HO OH

OH
kwas chlorogenowy kwas 3,5-di-kawoilochinowy

Ryc. 34 Wzory strukturalne niektérych fenolokwaséw identyfikowanych w kwiatach rodzaju Lonicera

R1 Rz
Lut-7-0-Glc Glc H
Lut-7-O-Rut Rha-Glc H
Qu-3-0-Glc H Glc
Qu-3-0O-Rut H Rha-Glc
Qu-3-0-Gal Gal OH
Lut — luteolina, Gal — galaktoza, Glc — glukoza,
Rut — rutynoza, Rha —ramnoza, Qu — kwercetyna

Ryc. 35 Wzory strukturalne niektérych flawonoli identyfikowanych w kwiatach rodzaju Lonicera

2.2.2 Analiza 1D LC

W rozdzieleniu metoda HPLC zwiazkow czynnych ekstraktéw z kwiatow odmian L. caeruela
var. edulis (‘Brazowa’, ‘Wojtek’ 1 “Zielona) zastosowano kolumn¢ Discovery HS C-18, z zZelem
krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi, ktory jest najczedciej wykorzystywanym
adsorbentem w analizach chromatograficznych kwiatéw rodzaju Lonicera [263-265, 267, 279, 280).

W optymalizacji rozdzielen badanego zespolu zwigzkéw czynnych, poczatkowo testowano
mieszaniny ACN:H,O oraz MeOH:H,O z dodatkiem TFA. Najlepsze warunki rozdzielenia otrzymano
dla mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, »/2/7), i zastosowano ja jako faz¢ ruchoma w programie
elucji gradientowej (program IX), obejmujacym wzrost stezenia w/w mieszaniny, od 12 do 100%, w
0.1% wodnym roztworze TFA. Identyfikacje zwigzkoéw przeprowadzono w oparciu o analize widm
UV, MS oraz dane literaturowe [260, 262-267, 272-274, 279-283, 285, 286]. W warunkach 1D LC
otrzymano dobre rozdzielenie 26 zwigzkéw nalezacych do kwasow fenolowych (C1-3, C8, C10, C-12-
15), irydoidow (I11-2, 17), oraz flawonoidéw (F1-6, F11-12, F16-22), jakkolwiek obserwowano koelucje
szeregu zwiazkéw (Ryc. 36). Modyfikacja warunkéw separacji nie poprawila rozdzielczosci, dlatego
przeprowadzono eksperymenty w kierunku opracowania systemu dwuwymiarowego (2D LC)

umozliwiajacego analiz¢ jakosciowsy 1 ilosciowa metabolitéw wtornych obecnych w kwiatach.
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2.2.3 Optymalizacja i procedura rozdzielenia 2D LC
Ze wzgledu na brak rozdzielenia w 1D LC zwiazkow eluujacych w zakresach wartosci t, 12-13
min, 15-16 min, 17.5-18.5 min, 18.5-19 min, 19.1-19.7 min, 24.5-25.5 min, oraz 27-28 min,
postanowiono zastosowac 2D LC i technike ‘heart-cutting’, ktéra nie wymaga rozdzielenia wszystkich
sktadnikéw prébki w dwoch wymiarach (Ryc. 36). Warunki opracowanego rozdzielenia 1D LC
(kolumna, fazy ruchome, programy elucji gradientowej) wykorzystano w 'D opracowanego systemu

2D LC (Tab. 11, Ryc. 37).

2.2.3.1 ‘On-line’ ‘heart-cutting’ 2D L.C

W konfigurowaniu ortogonalnego systemu ‘on-line’ ‘heart-cutting’ LC uzyto kolumne
Discovery HS C-18 w 'D oraz kolumne Kinetex F5 w ’D. Fazg¢ stacjonarna kolumny Discovery HS C-
18 stanowi porowata krzemionka modyfikowana grupami oktadecylowymi, natomiast w Kinetex F5
jest to powierzchniowo porowata krzemionka modyfikowana faza pentafluorofenylows. Faze F5
charakteryzuje 5 r6znych mechanizméw oddziatywan charakterystycznych dla faz PFP — hydrofobowe,
n-7, elektrostatyczne, steryczne oraz zwiazane z tworzeniem wigzan wodorowych. Kolumna Kinetex
F5 umozliwia rozdzielenie izomeréw pozycyjnych w poréwnaniu do faz C-18 i innych faz PFP,
gwarantujac wysoka odtwarzalnos¢, wyzsza czulo$¢ i efektywnosé separacji, co zadecydowalo o jej
wyborze do oznaczen w °D [249].

W opracowaniu programéw elucji do rozdzielen w “D zastosowano takie same mieszaniny
rozpuszczalnikow jak w rozdzieleniu 1D LC, tworzac 2 programy elucji o réznych profilach, laczace w
poszczegdlnych segmentach elucje izokratyczng 1 gradient liniowy. Obejmowaly one wzrost stezenia
mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, »/»/») w 0.1% wodnym roztworze TFA od 12 do 100%
(program X, XI) (Ryc. 37). Acetonitryl jako skladnik fazy ruchomej cze¢sciowo niwelowatl
oddziatywania typu n-n, zwickszajac retencje zwiazkow aromatycznych [249].

Odmienne mechanizmy separacji w 'D oraz °D byly podstawowym elementem zapewniajacym
ortogonalno$¢ opracowanego systemu 2D LC, poniewaz komponenty faz ruchomych byly takie same
w obydwu wymiarach, rézniac si¢ jedynie profilami gradientu i silq elucyjna.

Do rozdzielen ‘on-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC zastosowano system wyposazony w uklad
posiadajacy 10-cio portowy 2-drozny zawor, z dwiema petlami dozujacymi o pojemnosci 50 pl.
Poszczegolne frakcje (FR.1-FR.5) przenoszono z 'D i kolejno rozdzielano w °D, w procesie
przedstawionym na Rycinie 37. Dzielnik strumienia umieszczony za wylotem kolumny 'D zapewnial
podzial strumienia eluatu w stosunku 5:1, z czego 50 pl kierowano do petli dozujacej w czasie zbierania

wynoszacym 1 minute dla kazdej z przenoszonych frakcji. Z kolumny 'D zebrano 5 frakcji w zakresie
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czasow retencji (ty): 12-13 min (FR.1), 15-16 min (FR.2), 17.5-18.5 min (FR.3), 24.5-25.5 min (FR.4),
oraz 27-28 min (FR.5/5%). Czas separacji w "D byl zalezny od czasu zakoficzenia zbierania kolejnej
frakcji do drugiej petli dozujacej (wiazacy si¢ ze zmiang pozycji zaworu), i wynosit 3 min dla FR.1, 2.5
min dla FR.2, 7 min dla FR.3, 2.5 min dla FR.4 oraz 7 min dla FR.5/5* (Ryc. 37).

Frakcje poddano separacji stosujac program X ktory obejmowal zlozony profil elucji —
gradientu liniowego 1 elucji izokratycznej. W przypadku frakcji FR.1, FR.3 i FR.5 ich separacja
poczatkowo byla prowadzona w warunkach elucji gradientowej, a nastepnie w warunkach elucji
izokratycznej. Natomiast FR.2 1 FR.4 byly rozdzielane, odpowiednio, w warunkach liniowej elucji
gradientowej lub elucji izokratycznej. Dla FR.1 gradient obejmowal wzrost st¢zenia mieszaniny
ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, »/2/7) w 0.1% wodnym roztworze TFA od 12 do 17% w pierwszych 2
minutach separacji (13-15 min), a nastgpnie elucje izokratyczna (17%, 15-16 min). Rozdzielenie FR.2
przebiegalo w warunkach liniowego gradientu i obejmowalo wzrost stezenia ACN:H,O:TFA
(50:50:0.1, »/v/v) w 0.1% TFA z 17% do 23% w czasie 2.5 min (16-18.5 min). Gradient liniowy
obejmowal pierwsze 1.5 minuty rozdzielenia FR.3, i wiazal si¢ ze wzrostem stezenia ACN:H,O:TFA
(50:50:0.1, »/v/») w 0.1% TFA od 23% do 25% w ciagu pierwszej minuty (18.5-19.5 min), oraz od
25% do 32% w ciagu nastepnej 0.5 minuty (19.5-20 min). Nastepnie rozdzielenie FR.3 przebiegalo w
warunkach izokratycznych (32% ACN:H,O:TFA 50:50:0.1, »/v/v, w 0.1% TFA) (20-25.5 min),
zachowanych w czasie separacji FR.4 (25.5-28 min). Elucja gradientowa obejmujaca wzrost stgzenia
ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, /v/2) w 0.1% TFA z 32% do 40% charakteryzowala 1 minut¢ rozdzielenia
FR.5 (28-28 min), nastepnie, do 35 minuty, zastosowano elucj¢ izokratyczng (Ryc. 37).

We frakcjach FR.1-5 rozdzielono i oznaczono 21 zwigzkéw nalezacych do kwasow
fenolowych, irydoidéw, oraz flawonoidéw. Kwasy fenolowe i irydoidy byly zwigzkami
identyfikowanymi w pierwszych trzech frakcjach (FR.1-3), z czego po 3 zwiazki z obydwu grup
oznaczono we FR.1, 2 irydoidy i 1 fenolokwas we FR.2, oraz po 1 z nich we FR.3. Gléwnymi
komponentami dwoch kolejnych frakcji byly flawonoidy, jakkolwiek towarzyszyl im 1 irydoid we FR.4
oraz 1 fenolokwas we FR.5, ktory koeluowal z jednym ze zwiazkéw flawonoidowych (Ryc. 38).

Program XI stanowil alternatywna wersje programu elucji w °D, i jego profil byl identyczny z
profilem programu X do 27 min, natomiast w 27.5 min st¢zenie mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1,
v/v/v) w 0.1% TFA obnizono z 32 do 15% (Ryc. 37), co skutkowalo rozdzieleniem sktadnikéw FR.5
w gradiencie obejmujacym liniowy wzrost stezenia ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, »/»/7) w 0.1% TFA od
15 do 40%, od 28 do 40 minuty (FR.5%). W rezultacie uzyskano rozdzielenie koeluujacych pikéw C11 1

F15 (przy koelucji F13 i F14), co umozliwilo ich oznaczenie iloSciowe. Natomiast rozdzielenie
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sktadnikéw frakeji FR.1-4 zostalo zachowane w warunkach elucji identycznych z programem X (Ryec.
38).

Zaletami opracowanego systemu ‘on-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC jest automatyzacja, precyzja i
powtarzalnosé, szczegdlnie pozadane w analizie iloSciowej. W opracowanym systemie 2D LC

osiggnieto znaczny wzrost pojemnosci pikowej (P = 760) wobec rozdzielenia 1D LC (P = 166).

2.2.3.2 ‘Off-line’ ‘heart-cutting’ 2D L.C

Poréwnujac profile chromatograficzne zwiazkéw czynnych kwiatow 3 odmian L. caerulea var.

ednlis, w odmianach ‘Brazowa’ i “Zielona’ obserwowano obecno$¢ dwéch pikow o t; 18.7 min — FR.A 1
ty 19.4 — min FR.B, ktére nie byly obecne w odmianie ‘Wojtek” (Ryc. 36). Przy uzyciu detektora MS
ustalono ze w/w piki stanowig mieszaniny wigcej niz dwéch zwiazkéw, dlatego do ich identyfikacji i
separacji postanowiono zastosowac tryb ‘off-line” opracowanego systemu 2D LC.
Jakkolwiek system ‘on-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC umozliwil efektywne rozdzielenie zwigzkdw
czynnych odmiany ‘Wojtek’, to w odniesieniu do odmian ‘Brazowa’ i “Zielona’ separacja skiadnikéw
FR.A i FR.B eluujacych jedna po drugiej z 'D nie byla mozliwa. Poniewaz wprowadzenie kolejnej
frakcji na kolumne D nastgpowalo po zakonczeniu rozdzielenia poprzedniej frakciji w D, ze wzgledu
na konfiguracje systemu skladajaca si¢ z dwoch objetodci petli 50 pl przy okreslonym natezeniu
przeplywu fazy ruchomej oraz wymaganego czasu separacji w ‘D (okolo 1.5 minuty), wykluczono
uzycie trybu ‘on-line’ do rozdzielenia FR.A i FR.B (Ryc. 37).

Zwiazki z FR.A i FR. B odmian ‘Brazowa’ oraz ‘Wojtek’ rozdzielono w systemie ‘off-line’
‘heart-cutting’ 2D LC. Frakcje zebrano recznie z kolumny 'D, w 3 powtérzeniach, w czasie t; 18.5-19
min dla FR.A oraz t; 19.1-19.7 min dla FR.B, a nast¢pnie poddano rozdzieleniu na kolumnie Kinetex
PFP (100 x 4.6 mm, 2.6 pum), (program IX), co pozwolilo na identyfikacjc dwéch dodatkowych
zwigzkow irydoidowych (I111112) (Ryc. 39).
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2.2.4 Analiza jako$ciowa i ilo§ciowa metabolitéw wtérnych w kwiatach L. caerulea var.

edulis

Badania jako$ciowe i ilo§ciowe metabolitéw wtornych w kwiatach 3 odmian L. caerulea var.
edulis przeprowadzono w oparciu o rozdzielenia ‘on-line’ i ‘off-line” ‘heart-cutting’ 2D LC.

Chromatogramy LC rejestrowano przy A — 236 nm dla zwiazkéw irydoidowych, oraz L — 330
nm dla fenolokwasow i flawonoidéw. Identyfikacji dokonano w oparciu o zwiazki wzorcowe, oraz
widma ESI-MS otrzymane w trybie zbierania pelnych widm ('D) oraz technika SIM (°D), poréwnujac
je z danymi literaturowymi [262-267, 272, 273, 279-283, 287].

Tab. 21 Parametry walidacyjne opracowanej metody ‘on-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC
2 LOD (pg/m)  LOQ (ug/ml)

zwigzek chemiczny krzywa wzorcowa D D D D
kwas kawowy y = 0.000317x + 0.498 0.9998 1.5 7.9 04 24
kwas chlorogenowy y=0.000184x + 4.5 0.9998 23 — 0.7 —
rutyna y = 0.000572x — 2.693  0.9998 4.7 - 14 -
7-O-rutynozyd luteoliny y = 0.000476x — 3.233  0.9998 2.6 — 0.8 —
izokwercetyna y = 0.0003196x - 0.33  0.9999 6.1 — 1.8 -
7-O-glukozyd luteoliny y = 0.000155x — 0.426  0.9964 1.2 — 0.4 —
3-O-rutynozyd kemferolu  y = 2722.44x —3277.55 0.9995 4.2 — 1.3 —
kwercytryna y = 0.0003054x — 0.28  0.9999 — 14.6 — 4.4
kupressuflawon y = 0.000557x —1.972  0.9999 1.7 — 0.5 -
amentoflawon y = 0.000673x — 1.822  0.9999 1.8 — 0.6 —
kwas loganowy y = 0.0003466x — 16.65 0.9999 4.2 — 1.3 —
loganina y = 0.000416x — 5.015 0.9999 3.7 424 1.1 127
swerozyd y = 0.000566x —16.07  0.9997 6.9 578 21 173
% réwnanie regresji, LOD: limit detekcji, LOQ: limit oznaczalnosci
PRECYZJA ODZYSK
jednodniowa wielodniowa 25 % 50 %
1.7-3.6 % 2.6-9.8% 90.2-96.2 % 90.4 — 92.6 %
2.2.4.1 Flawonoidy

22 zwiazki rozpoznano jako flawonoidy, sposrod ktorych wigkszosé stanowily pochodne
luteoliny i1 kwercetyny. Wobec zwigzkéw wzorcowych zidentyfikowano rutyne (F3), 7-O-rutynozyd
luteoliny (F4), izokwercetyne (F5), 7-O-glukozyd luteoliny (F6), 3-O-rutynozyd kemferolu (F12),
kwercytryne (F15), ochnaflawon (F20), kupressuflawon (F21) oraz amentoflawon (F22). Wickszos¢ z
nich wczeéniej wykryto w kwiatach rodzaju Lonzcera [262, 263, 265, 267, 272, 279, 280, 284], z
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wyjatkiem kwercytryny i amentoflawonu, ktore rozpoznano po raz pierwszy w kwiatach wiciokrzewow.
Natomiast w badanych surowcach nie odnotowano obecnosci hiperozydu, 7-O-glukuronidu luteoliny
oraz 7-O-neohesperydozydu apigeniny, mimo ze zwiazki te wykrywano wczesniej w kwiatach rodzaju
Lonicera (Ryc. 38, Tab. 22). Sposréd pozostatych 14 zwiazkéw uznanych za flawonoidy, w oparciu o
otrzymane widma UV, 9 z nich wstepnie zidentyfikowano bazujac na danych literaturowych (Tab. 22)
[267, 279, 287].

Widma UV zwiazkéw eluujacyh jako piki F10 i F16 byly identyczne z widmem UV 7-O-

rutynozydu luteoliny (F4), wykazujac dwa maksima absorpcji przy A,,,. 343 nm (I maksimum) i 250 nm

(II maksimum) z przegieciem (sh) przy A — 264 nm. Ponadto, w ich widmach MS wystepowal jon
pseudomolekularny przy m/z 595 [M+H]", odpowiadajacy masie czasteczkowej 7-O-rutynozydu
luteoliny. Na tej podstawie zwiazki F10 i F16 uznano za ramnozylo-heksozydy luteoliny, o nieznanej
pozycji atomu wegla wiazacego fragmenty cukrowe w strukturze aglikonu (Tab. 22).

Zwigzek eluujacy jako pik F9 charakteryzowal sic widmem UV charakterystycznym dla
pochodnych kwercetyny .. 250(II), 266(sh), 350(I) nm, a obecnos¢ jonu molekularnego przy m/z
465 [M+H]" w jego widmie MS wskazywala na heksozyd kwercetyny o masie czasteczkowej 464 Da.
Poréwnanie czaséw retencji t, zwiazku F9 ze zwiazkami wzorcowymi stanowiacymi monoglikozydy
kwercetyny: hiperozyd (3-O-galaktozyd kwercetyny) oraz spireozyd (4’-O-glukozyd kwercetyny) nie
potwierdzito struktury F9 jako jednego z nich (Tab. 22).

Zwiazek Fl14 wykazywal dwa maksima absorpcji A, 265(II), 337(I) nm w widmie UV, oraz
charakteryzowal si¢ obecnoscia jonu molekularnego m/z 577 [M-H] w widmie ESI-MS w trybie jonéw
ujemnych. Dane chromatograficzne byly identyczne 2z danymi zwigzku wzorcowego: 7-O-
neohesperydozydu apigeniny, jakkolwiek czasy retencji t; obydwu zwigzkéw byly rézne. Na tej
podstawie F14 zidentyfikowano jako ramnozylo-heksozyd apigeniny, o nieznanym miejscu wigzania
reszt cukrowych w strukturze aglikonu 1 charakterze wigzania miedzycukrowego. Innymi
max 253(11), 263(sh), 350(I), m/z 611
[M+H]") oraz 7-O-neohesperydozyd chryzoeriolu (F18, A, 252(II), 265(sh), 346(I), m/z 609

zidentyfikowanymi flawonoidami byly diheksozyd luteoliny (FF11, A

[M+H]"), ktére wezesniej identyfikowano w kwiatach innych przedstawicieli rodzaju Lonicera (Tab. 22)
[267, 279, 280].

Identyfikacj¢ zwigzkéw eluujacyh jako piki F1, F2 1 F13 utrudnial brak danych literaturowych o
zwigzkach kwiatow rodzaju Lonicera charakteryzujacych sie identycznymi widmami MS. Obecnosé
jonéw deprotonowanych przy, odpowiednio, m/z 595, 579 i 623 [M-H] sugerowalo, ze zwiazki te
moga by¢ diglukozydami flawonoidowymi. Dodatkowo, w widmach MS zwigzkéw F1 1 F2 w trybie

jonéw dodatnich, obserwowano jon przy m/z 303 charakterystyczny dla kwercetyny oraz przy m/z
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287, charakterystyczny dla luteoliny. Dwa diglukozydy flawonolowe, 7-O-(6-O-arabinozylo-glukozyd)
luteoliny (m/z 579 [M-H]) oraz 3-O-(6-O-ramnozylo-heksozyd) izoramnetyny (m/z 623 [M-H]),
wykryto wezesniej w lisciach gatunku Lonicera henryi [287]. Informacja ta w polaczeniu z zebranymi
danymi widm UV oraz MS, pozwolily na wstepna identyfikacje zwigzku F1 jak pentozylo-heksozydu
kwercetyny, F2 jako pentozylo-heksozydu luteoliny oraz FF13 jako ramnozylo-heksozydu izoramnetyny
(Tab. 22).

Wigkszos¢  zidentyfikowanych flawonoidéw rozdzielono w 1D, z wyjatkiem heksozydu
kwercetyny (F9), ramnozylo-heksozydu luteoliny (F10), ramnozylo-heksozydu izoramnetyny (F13),
ramnozylo-heksozydu apigeniny (F14) oraz kwercytryny (F15), identyfikowanych we frakcjach FR.4-5
w °D (Ryc. 38).

Czterech zwigzkow, przypuszczalnie pochodnych flawonoidowych (F7, F8, F17), w tym
jednego obecnego tylko w odmianie ‘Brazowa’ (F19) nie zidentyfikowano (Tab. 22). Interesujacym jest
fakt, ze w materiale nie stwierdzono obecnosci aglikonéw flawonoidowych: kwercetyny oraz luteoliny,
czgsto rozpoznawanych w kwiatach gatunkéw Lonicera 262, 263, 265, 267, 279).

Flawonoidy sq dominujaca grupa zwigzkow sposréd wszystkich badanych grup metabolitow
wtornych, zaréwno pod wzgledem liczby zidentyfikowanych zwiazkow, jak 1 oznaczonych stezen w
kwiatach badanych odmian wiciokrzewu (Tab. 22, 25).

Rutyna (F3) byla dominujacym flawonolem we wszystkich 3 badanych odmianach (1246.3 —
2227.8 mg/100 g s.m.) wraz z obecnym w znacznych ilosciach kupressuflawonem (F21, 235.6 — 744.8
mg/100 g s.m.), amentoflawonem (F22, 141.8 — 396.8 mg/100 g s.m.) oraz pentozylo-heksozydem
kwercetyny (F1, 284.7 — 356.9 mg/100 g s.m.). Odmiana ‘Wojtek’ zawierala okolo 2-razy wiccej
rutyny, kupressuflawonu oraz amentoflaiwonu w poréwnaniu do pozostalych dwoch odmian,
natomiast wszystkie 3 charakteryzowaly si¢ zblizonymi poziomami pentozylo-heksozydu kwercetyny
(Tab. 25).

Obserwowano roznice w stezeniach niektérych flawonoidéw pomiedzy badanymi odmianami.
Odnotowano nizsze stgzenie 7-O-rutynozydu luteoliny (F4) w kwiatach L. caerulea var. edulis ‘Brazowa’,
wyzsze stezenie ramnozylo-heksozydu apigeniny w kwiatach L. caerulea var. edulis “Wojtek’, oraz 2- do
6-razy wyzsze stezenie 7-O-neohesperydozydu chryzoeriolu (F18) w odmianie “Wojtek” w poréwnaniu
do odmian “Zielona’ i ‘Brazowa’. 3-O-rutynozyd kemferolu (F12) i ramnozylo-heksozyd izoramnetyny
(F13) wystepowaly w najwyzszych stezeniach w odmianie ‘Wojtek’, natomiast w okoto 2-razy nizszych
stezeniach w odmianie “Zielona’ oraz najnizszych w odmianie ‘Brazowa’ (Tab. 25).

Calkowita zawarto$¢ flawonoidéw w kwiatach odmiany ‘Wojtek’ byla okolo 2-razy wyzsza w

porownaniu do pozostalych badanych odmian (Tab. 25). Wysokie zawartodci zwigzkéw
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flawonoidowych oznaczone w kwiatach badanych odmian L. caerulea var. edulis, pozostaja w
sprzecznosci z dotychczasowymi wynikami prac nad kwiatami z rodzaju Lonicera, w ktorych flawonoidy

identyfikowano w niskich, badz sladowych ilosciach [262, 263, 283].

2.2.4.2 Kwasy fenolowe

Na podstawie otrzymanych widm UV wykryto 15 zwigzkow nalezacych do kwaséw
fenolowych (C1-15) (Tab. 23, Ryc. 38). Poza kwasem kawowym (C6) i chlorogenowym (C3)
zidentyfikowanymi w oparciu o poréwnanie z wzorcami, identyfikacja pozostalych fenolokwaséw w
badanym materiale roslinnym byla oparta gléwnie na danych literaturowych z zakresu analiz LC-MS
wyciagow z kwiatow rodzaju Lonicera [262, 264, 265, 267, 272, 279, 281, 283].

Obok kwasu chlorogenowego, wykryto szereg innych kwaséw kawoilochinowych (C1, C4, C5 i
C9) charakteryzujacych si¢ obecnoscig tego samego jonu molekularnego przy m/z 353 [M-H] w
widmach ESI-MS. Poréwnujac otrzymane wartosci t oraz kolejnos¢ elucji z opublikowanymi danymi,
zwigzek eluujacy jako pik C1 zidentyfikowano jako kwas neochlorogenowy [262, 264, 265, 267, 279,
281]. Uwzgledniajac kolejnosc¢ elucji przedstawiona we wczesniejszych pracach zalozono, ze zwiazki
eluujace jako C4 1 C5 odpowiadajg kwasowi 4-O-kawoilochinowemu i jego izomerowi [264, 267, 279,
natomiast C9 kwasowi 1-O-kawoilochinowemu badZ jego izomerowi [264]. W analogiczny sposob
zidentyfikowano trzy kolejne kwasy dikawoilochinowe (C10, C11 i C12) jako, odpowiednio, kwas 4,5-
di-O-kawoilochinowy, 3,5-di-O-kawoilochinowy oraz 3,4-di-O-kawoilochinowy [262, 272, 281]. Pik C7
zidentyfikowano jak kwas p-kumaroilochinowy, a pik Cl4 jako glukozyd kwasu p-
kumaroilochinowego, opierajac si¢ na deprotonowanych jonach charakterystycznych dla kwasu p-
kumaroilochinowego przy m/z 337 [M-H]| oraz jego glukozydu przy m/z 499 [M-H] [264, 283|.
Pozostale zwigzki zidentyfikowano jako heksozyd kwasu kawowego (C2) [283], kwas feruilochinowy
(C8) oraz kwas feruilokawoilochinowy (C15) (Tab. 23) [264, 283].

6 z kwasow fenolowych rozdzielono w warunkach ‘on-line’ ‘heart-cutting” 2D L.C, co stanowi
niemal polowe wszystkich zidentyfikowanych fenolokwasow. Wigkszos¢ z nich rozdzielono w
pierwszych 3 frakcjach z 'D (C4-6 we FR.1, C7 we FR2 i C9 we FR.3), z kwasem 3,5-di-O-
kawoilochinowym (C11) rozdzielonym we FR.5 w °D (Ryc. 38).

Podobnie jak w przypadku flawonoidéow (cho¢ z mniejszymi réznicami), kwiaty L. caerulea var.
ednlis “Wojtek’ charakteryzowaly si¢ wyzsza zawartodcia fenolokwaséw, podczas gdy ich stezenie w
odmianach ‘Brazowa’ i “Zielona’ bylo zblizone (Tab. 25).

Wsréd oznaczonych stezen pojedynczych fenolokwaséw, zblizone poziomy zawartosci w
kwiatach 3 badanych odmian obserwowano dla wigkszosci analizowanych zwiazkéw. Kwasy

chlorogenowy (C3) i 3,5-di-O-kawoilochinowy (C11) dominowaly z zespole, wraz z kwasem
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neochlorogenowym (C1) i 3,4-di-O-kawoilochinowym obecnymi w wyzszych stezeniach (C12).
Wszystkie w/w kwasy wystepowaly w okolo 2-razy wyzszych stezeniach w odmianie “Wojtek’, w
porownaniu do pozostalych dwoch odmian, z wyjatkiem kwasu nechologenowego (C1) ktérego
zawarto$¢ w odmianie ‘Wojtek’ byla 3-razy wyzsza niz w odmianie ‘Brazowa’ (Tab. 25). Znaczne
réznice obserwowano réwniez dla kwasu kawowego (C0), ktérego zawarto$¢ wynosita 58.4 mg/100 g
s.m. w odmianie ‘Wojtek’, oraz byta znacznie nizsza (6.9 — 8.4 mg/100 g s.m.) w odmianach “Zielona’ i
‘Brazowa’. Natomiast kwas p-kumaroilochinowy (C7) wystepowal w niskim stezeniu (6.5 mg/100 g
s.m.) w odmianie ‘Wojtek’, natomiast w znacznie wyzszych stezeniach (63.6 — 64.2 mg/100 g s.m.) w
odmianach “Zielona’ i ‘Brazowa’ (Tab. 25).

Dane literaturowe opisuja kwasy chlorogenowy i 3,5-di-O-kawoilochinowy jako dominujace
fenolokwasy w kwiatach rodzaju Lonicera, co potwierdzajq wyniki przeprowadzonych analiz [262, 272,
281].

2.2.4.3 Irydoidy
W materiale roslinnym zidentyfikowano 14 zwiazkéw o widmach UV wykazujacych maksima

absorpcji charakterystyczne dla irydoidéw (A, 236 — 243 nm) (Tab. 24). W oparciu o uzyskane dane

chromatograficzne, w poréwnaniu ze zwiazkami wzorcowymi, zidentyfikowano kwas loganowy (12),
loganing (I8) oraz swerozyd (19) (Tab. 24, Ryc. 38), ktore sa powszechnie wystepujacymi irydoidami w
kwiatach rodzaju Lonicera [262, 263, 265-267, 272, 279]. Innymi zwiazkami irydoidowymi czesto
identyfikowanymi w rodzaju Lonicera sa dimetylo-sekologanozyd, epi-wogelozyd i centaurozyd [262,
263, 265-267, 272, 279, 282], jakkolwiek w toku badan nad kwiatami L. caerulea, z powyzszych (na
podstawie kolejnosci elucji) zidentyfikowano jedynie epi-wogelozyd (110) [262, 263, 265-267, 279, 282].
W oparciu o dane literaturowe, z zakresu widm MS oraz kolejnosci elucji, dokonano wstepnej
identyfikacji dwoch izomeréw kwasu sekologanowego (I1 i I5) [265, 267, 279], kwasu 8-epi-
loganowego (I3) [267], sekologanozydu (14) [262], 7-O-arabinozydu demetylosekologanolu (I7) [273]
oraz 7-estru butylowego sekoksyloganiny (I14) [262, 263]. We wszystkich odmianach zidentyfikowano
réwniez sekoirydoid zwigzany z 3-hydroksyaminokwasem: treoninosekologanine (I13), ktory wraz z
serynosekologaning izolowano wczesniej z kwiatow L. japonica (Tab. 24).

W warunkach ‘off-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC, w odmianach ‘Brazowa’ i “Zielona’, dodatkowo
rozdzielono 1 zidentyfikowano sekoksyloganing (I11) [262, 263, 265-267, 272, 279, 282] oraz
serynosekologaning (I12) [285] (Tab. 24, Ryc. 39).

Sposréd  badanych grup zwiazkéw czynnych, separacja i identyfikacja irydoidow byla
najbardziej zalezna od uzycia techniki 2D LC. Tylko 4 irydoidy rozdzielono w 'D (I1-3, 17), natomiast

pozostate 10 rozdzielono i zidentyfikowano przy uzyciu systemow ‘on-line’ (I4-6, 18-10, 113-14) oraz
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‘off-line” (I11-12) ‘heart-cutting’. W rozdzieleniu ‘on-line’ irydoidy byly identyfikowane we wszystkich
5 frakcjach, przy czym wickszo$¢ z nich wystepowata we FR.1 1 FR.2 (Ryc. 38, 39).

Calkowitq zawarto$¢ irydoidow w odmianach ‘Wojtek’ oraz ‘Brazowa’ oznaczono na tym
samym poziomie w zakresie 3308.5 — 3435.9 mg/100 g s.m., wyraznie wyzszym w pordéwnaniu do
zawartosci w odmianie “Zielona’ (2072.2 mg/100 g s.m.) (Tab. 25). Odnotowano réwniez réznice w
zawartosci poszczegélnych irydoidéw. Jeden z izomeréw kwasu sekologanowego (I1) wykryto tylko w
odmianie ‘Wojtek’, natomiast kwas 8-epi-loganowy (I3) byl obecny jedynie w odmianach ‘Brazowa’ i
“Zielona’ (Tab. 25). Poniewaz sekoksyloganina (I11) i serynosekologanina (I12) byly identyfikowane w
trybie ‘off-line’, nie uwzgledniono ich w oznaczeniu ilo§ciowym.

Kwas loganowy (I2) byl dominujacym irydoidem w odmianie “Wojtek’ (1390 mg/100 g s.m.).
Wystepowal on réwniez w znacznych stezeniach w pozostalych dwéch odmianach, jednak
towarzyszylo mu réwnie wysokie stezenie niezidentyfikowanego irydoidu (16). Kwiaty L. caerulea var.
ednlis ‘Brazowa’ zawieraly okolo 4-razy wiccej loganiny (I8) niz kwiaty odmiany “Zielona’, oraz 6-razy
wigcej niz kwiaty odmiany ‘Wojtek’. W poréwnaniu do pozostatych dwoch, kwiaty odmiany ‘Brazowa’
zawieraly najwiccej treoninosekologaniny (I13, 497.4 mg/100 g s.m.), “Zielona’ byla najbogatszym
zrodlem izomeru kwasu sekologanowego (I5, 2254 mg/100 g s.m.) natomiast ‘Wojtek’ zawieral
najwiccej sekologanozydu (14, 248.6 mg/100 g s.m.), 7-O-arabinozydu demetylosekologanolu (17,
156.8 mg/100 g s.m.) i swerozydu (19, 337 mg/100 g s.m.) (Tab. 25).

Dane literaturowe wskazuja na swerozyd 1 loganine jako dominujace irydoidy w kwiatach
rodzaju Lonicera [262, 263, 260]. Pozostaje to w sprzeczno$ci z otrzymanymi wynikami analiz
chromatograficznych odmian krajowych L. caernlea var. edulis “Wojtek’ 1 “Zielona’, w ktérych
odnotowano wysokie stezenia kwasu loganowego a nie swerozydu 1 loganiny, natomiast jest cze§ciowo
zgodne z wynikami otrzymanymi dla kwiatow odmiany ‘Brazowa’, w ktorych loganina jest

dominujacym zwiazkiem obok kwasu loganowego.
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Tab. 22 Dane chromatograficzne flawonoidow zidentyfikowanych w kwiatach L. caerulea var. edulis
otrzymane metoda LC-DAD/ESI-MS

) ) tr (min) uv ESI-MS (m/z)
nr.  zwigzek chemiczny
D 2D *x Amax (D) [M+H]* [M-H]-
597 [M+H]* 595 [M-HJ-
1 - 21.2 - 254, 2
F1  pentozylo-heksozyd kwercetyny 54, 260sh, 353 303 709 [M-H+TFA]
. 581 [M+H]* 579 M-HJ-
2 - 7 22. - 254, 2 2
F2  pentozylo-heksozyd luteoliny 7 54, 260sh, 35 287 693 [MLHTEAL
611 M+H]* 609 [M-HJ-
F3  rutyna * 23.1 — 254, 262sh, 354 (Me+H] M-H]
723 [M-H+TFA]
595 M+H]* 593 [M-H]-
F4  7-O-rutynozyd luteoliny * 237 — 253, 263sh, 346 (Me+H] IMEF)
707 [M-H+TFAJ
465 HJ* 463 [M-H]-
F5 izokwercetyna * 239 — 254,262, 353 N M
577 [M-H+TFA]
449 H]* 447 M-HJ-
F6  7-O-glukozyd luteoliny * 244 — 252, 264sh, 346 NEFH] N
561 [M-H+TFA]
391 v+H]* 389 [M-HJ-
F7  nieznany flawonoid — 263 252,265, 350 NEFH] N
561 [M+H]* 559 [M-HJ-
F8  nicznany flawonoid — 264 250,267sh, 350 NEFH] N
673 [M-H+TFA]
F9  heksozyd kwercetyny — 265 230,266en, 350 S PLHHIT 463 MHy
557 [M-H+TFA]
595 H* 593 M-HJ
F10  ramnozylo-heksozyd luteoliny - 26.6 250, 264sh, 343 (M+H] [M-F
707 [M-H+TFA]
611 M+H]* 609 [M-HJ
F11  diheksozyd luteoliny 25.5 - 253, 263sh, 350 (MeeH] [M-F
723 [M-H+TFA]
595 H]* 593 M-HJ
F12  3-O-rutynozyd kemferolu * 26.8 - 264, 346 (MrH] M-F]
707 [M-H+TFA]
625 [M+H]* 623 [M-H]J
F13  ramnozylo-heksozyd izoramnetyny - 29.0 253, 261sh, 352 (MrH] M-F]
737 [M-H+TFA]
. 579 [M+H]* 577 [M-H]
F14 lo-hek: d - 29.1 265, 337
ramnozylo-heksozyd apigeniny , 691 PLHATEA]
449 M+H] 447 M-H]-
F15 kwercytryna * - 292 254, 260sh, 347 NEEH] N
561 [M-H+TFAJ
595 HJ* 593 M-HJ
F16  ramnozylo-heksozyd luteoliny 282~ 250,264sh, 343 N M
707 [M-H+TFAJ
507 M+H] 505 M-H]-
F17 nieznany flawonoid 284 - 254, 349 N M
619 [M-H+TFAJ
. 609 [M+H]* 607 [M-HJ
1 -O-neoh h 1 29.1 - 252, 265sh
F18  7-O-neohesperydozyd chryzoeriolu 9 52, 265sh, 346 721 MHTFAT
463 (M+H]*
F19  nieznany flawonoid 30.8 - 250, 264sh, 344 INC+H]
303 575 [M-H+TFA]
F20 ochnaflawon * 31.0 - 282,328 539 ey 537 IM-H}
651 [M-H+TFAJ
539 (M+H]* 537 (M-HJ
F21  kupressuflawon * 380 - 270, 329 (M+H] M-H]
651 [M-H+TFAJ
539 (M+H]* 537 (M-HJ
F22  amentoflawon * 391 - 267, 335 (M+H] M-H]
651 [M-H+TFAJ

* zwigzek wzorcowy, ** czasy retencji 2D sq wyrazone w tr 'D



Tab. 23 Dane chromatograficzne kwaséw fenolowych zidentyfikowanych w kwiatach L. caerulea var. edulis

otrzymane metoda LC-DAD/ESI-MS

) ) tr (min) UV ESI-MS (m/z)
nr.  zwiazek chemiczny
D 2D kk Amax (nm) M+H]+ M‘H]
355 [M+H]* 353 [M-HJ-
C1 kwas neochlorogenowy 6.6 — 235, 300sh, 324 467 DLHATEA]
343 M+H] 341 M-H
€2 heksozyd kwasu kawowego 106 —  241,300sh, 328 N -]
455 [M-H+TFA]
355 [M+H]* 353 [M-HJ-
* 11. — 2 2
C3  kwas chlorogenowy 5 35, 300sh, 324 467 MLHHTFAL
355 HJ* 353 [M-HJ-
C4  kwas kawoilochinowy - 15.4 239, 300sh, 327 M+H] M-H]
467 [M-H+TFAJ
355 HJ* 353 [M-HJ-
C5  kwas kawoilochinowy - 15.5 239, 300sh, 327 M+H] M-H]
467 [M-H+TFAJ
181 HJ* 179 [M-HJ-
C6  kwas kawowy * - 15.6 235, 300sh, 322 M+H] M-H]
293 [M-H+TFAJ
L 339 M+H]T 337 MoH]
C7  kwas p-kumaroilochinowy - 17.4 227,312 451 MLHFTFAL
369 [M+H]* 367 [M-HJ
C8  kwas feruilochinowy 174 - 229,317 MH] [M-H]
481 [M-H+TFA]
355 H]* 353 [M-HJ-
€9  kwas kawoilochinowy ~ 196 235,300sh, 324 INEEH] N
467 [M-H+TFA]
517 HJ* 515 [M-HJ-
C10 kwas 4,5-di-O-kawoilochinowy 268  — 235, 300sh, 323 INEEH] -]
629 [M-H+TFAJ
517 (M+H]* 515 [M-HJ-
C11  kwas 3,5-di-O-kawoilochinowy - 29.1 240, 300sh, 327 629 [M-H+TFAJ
353
1 * 1 -HJ
C12  kwas 3,4-di-O-kawoilochinowy 303 — 2353008, 328 01 M 315 M-H)
629 [M-H+TFAJ
365
C13  nieznany fenolokwas 315 - 300, 314 - 613
871
499 M-H]
C14  glukozyd kwasu p-kumaroilochinowego ~ 31.9 - 300, 315 - 613 [M-H+TFAJ
337
531 HJ* 529 M-HJ
C15  kwas feruilokawoilochinowy B2 - 235,328 MH] [M-H]
643 [M-H+TFAJ|

* zwiazek wzorcowy, ** czasy retencji 2D sa wyrazone w tg D
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Tab. 24 Dane chromatograficzne irydoidéw zidentyfikowanych w kwiatach L. caerulea var. edulis
otrzymane metoda LC-DAD/ESI-MS

. . tr (min) uv ESI-MS (m/z)
nr.  zwiazek chemiczny _—
D 2D *k*k Amax (nm) m+H]+ [N[—H]
375 [M+H]* 373 [M-HJ
I1  izomer kwasu sekologanowego 8.7 - 236 e M
487 [M-H+TFAJ
377 (M+H]* 375 [M-HJ
* _
12 kwas loganowy 9.7 236 480 MLHATFA]
. 377 M+H]* 375 [M-HJ
-epl- 11. - 2
I3 kwas 8-epi-loganowy 4 35 489 MLHFTEAL
391 (M+H]* 389 [M-HJ
14 sckologanozyd - 14.9 233 503 [M-H+TFA}
345
375 [M+H]* 373 [M-HJ
I5  izomer kwasu sekologanowego - 15.0 243 MH [M-H]
487 [M-H+TFA[
471 [M+H]* 469 [M-HJ
16  nieznany irydoid -~ 151 241 MH (M-H]
583 [M-H+TTAJ
509 [M+H]* 507 [M-HJ
17 7-O-arabinozyd demetylosekologanolu 13.8 - 236 MH] (M-H]
621 [M-H+TFA]
391 [M+H]* 389 [M-HJ
I8  loganina * - 16.8 236 N NI
503 [M-H+TFA]
359 [M+HJ* 357 [M-HJ
9 swerozyd * ~ 169 243 INEEH] M
471 [M-H+TFAJ
. 389 M+H]* 387 [M-HJ
I1 - 1 - 19.2 2
0  epi-wogelozyd 9 43 501 [MH-TFAT
405 [M+H]*
I11  sekoksyloganina *** - 12.5 236 N 517 MH-TFAT
112 serynosekologanina *** - 14.2 236 444 preme
556 [M-H+TFA]
458 [M+H]* 456 [M-HJ:
113 treoninosekologanina - 26.1 235 M [M-H]
570 [M-H+TFA]
461 [M+H]* 459 [M-HJ:
114 7-ester butylowy sekoksyloganiny - 28.7 242 e N

573 [M-H+TFAJ

* zwigzek wzorcowy, ** czasy retencji D sa wyrazone w tr 'D, ¥ tg 2D z rozdzielenia ‘off-line’ ‘heart-cutting” 2D L.C
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2.2.5 Analiza saponin w kwiatach L. caerulea var. edulis

W rozdzieleniu HPLC saponin kwiatéw 3 odmian uprawowych L. caerulea (‘Brazowa’, “Wojtek’,
“Zielona’) uzyto program elucji gradientowej opracowany wczesniej przez Ren i wsp [262].
Zastosowano kolumne Discovery HS C-18 z programem elucji gradientowej XII, obejmujacym wzrost
stezenia mieszaniny ACN:MeOH:HCOOH (80:20:0.05, »/»/»), od 10 do 65%, w 0.1% wodnym
roztworze HCOOH. Uwzgledniajac brak grup chromoforowych w saponinach, do identyfikacji
zwigzkow zastosowano, obok detektora UV, detektory ELSD i MS. Parametry detektora ESLD
optymalizowano w zakresie wzmocnienia sygnalu, nat¢zenia przeplywu gazu rozpylajacego i
temperatury parownika, jako optymalne uznajac wzmocnienie 16, natgzenie przeplywu gazu
rozpylajacego 1.81/min i temperatur¢ parownika 40°C. Detekcje ESI-MS przeprowadzono technika
SIM oraz w trybie zbierania widm, w jonizacji ujemnej (Tab. 12).

Opierajac si¢ na danych literaturowych [262], na otrzymanych chromatogramach LC
wyznaczono dwa zakresy czaséw ty (S1: tg 47.0 — 55.8 min, S2: t; 64.2 — 72.0 min) w ktorych technika
SIM monitorowano jony o wartosciach m/z charakterystycznych dla 9 saponin wczesniej
identyfikowanych w réznych kwiatach rodzaju Lonicera (Ryc. 41) [262].

7. uzyciem detektora ELSD nie odnotowano obecnosci saponin w kwiatach wszystkich 3
odmian wiciokrzewow (Ryc. 41 A-B), co przypuszczalnie wynikato z ich niskich stezen w badanych
surowcach. W przypadku detektora ELSD zalezno$¢ pola powierzchni piku od stezenia zwiazku
zmienia si¢ w logarytmicznie, a nie liniowo (tak jak ma to miejsce w detektorze UV), co powoduje ze
przy niskich  stezeniach  zwiazek moze by¢
niewykrywalny.

W widmie ESI-MS, w trybie jonéw ujemnych,
zwigzku eluujacego z wartoscig ty 65.1 min, obecny
byt sygnal jonu przy m/z 841, stanowiacego addukt
z kwasem mrowkowym (IM-H+HCOOH]) i

odpowiadajacego masie czgsteczkowej saponiny o_H
OH

identyfikowanej we Flos Lonicerae: estrowi 28-O-B- H OH

glukopiranozylo(6->1)-O-B-glukopiranozylo- OH

hederageniny [262]. Zwiazek wykryto w $ladowych Rye. 40 Wzor  strukturalny  saponiny

zidentyfikowanej w kwiatach L. caerulea var.

losciach we wszystkich 3 badanych odmianach (Ryc. dulis metoda HPLC-ELSD/MS

40, Ryc. 41 C). W dotychczasowych pracach saponiny
identyfikowano w praktycznie §ladowych ilosciach w kwiatach rodzaju Lonicera [262, 267, 272], co jest

zgodne w wynikami obecnej analizy, jakkolwiek ich zesp6t byt jakosciowo bogatszy.
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Ryc. 41 Chromatogramy LC-UV-ELSD ekstraktéow metanolowych z kwiatéw badanych
odmian L. caeruleavar. edulis

A —chromatogramy LC-UV i LC-ESLD kwiatéw odmiany ‘Wojtek’, B — chromatogramy LC-ELSD
kwiatow L. caernlea var. edulis “Wojtek’, ‘Brazowa’ 1 “ielona’, C — chromatogram LC-UV
identyfikowanej w odmianie ‘Wojtek’ saponiny (X), wraz z widmem ESI-MS, S1, S2 — zakresy wartosci
ty saponin wedlug danych literaturowych [262]

- Discovery HS C-18 (150 5 2.1 nm, 3 um), program XI1I, t. = 75 min, v = 0.2 mil/ min
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3. Badanie synergizmu ekstraktow z owocow i pedow R. idaecus i R.
occidentalis

Narastajaca  antybiotykooporno$¢ jest problemem wspolczesnej medycyny. Zjawisko
nabywania odpornosci na antybiotyki przez drobnoustroje jest procesem naturalnym, ktorego
podstawa sa zmiany ewolucyjne w genomie bakteryjnym, zachodzace droga mutacji lub nabywania
genéw opornosci od innych bakterii [288]. Nadmierna i niewlasciwa dystrybucja antybiotykéw
znacznie przys$piesza ten proces.

Mechanizm opornosci bakterii na antybiotyki B-laktamowe jest najszerzej rozpoznany i wiaze
si¢ najczesciej z aktywnoscia B-laktamaz, bakteryjnych enzyméw rozkladajacych antybiotyki, badz tez
mutacjami w biatkach PBP (ang. penicilin binding protein), w przypadku opornosci na penicyling. Szacuje
si¢ ze okolo 90-95% szczepdw Staphylococcus anreus jest penicylinoopornych, a w niektérych krajach 70-
80% szczepéw jest rowniez metycylinoopornych [289]. Strategie walki z opornosciag bakterii
koncentruja si¢ na stosowaniu inhibitoréow B-laktamaz badZ kwasu klawulanowego w polaczeniu z
antybiotykiem [289, 290].

Jednoczesnie trwaja poszukiwania nowych substancji o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym.
Ekstrakty roslinne badz ich skladniki sa Zrédlem struktur réznorodnych biologicznie zwiazkéw
aktywnych, o potencjalnym znaczeniu w leczeniu infekcji wywolanych patogennymi drobnoustrojami,
badz moga by¢ uzyte w kombinacji z dotychczas stosowanymi antybiotykami zwigkszajac ich
efektywnosc¢ poprzez zjawisko synergizmu [290, 291].

We wezesniejszych badaniach Katedry i Zakladu Farmakognozji, aktywnosé przeciwbakteryjna
ekstraktoéw z owocow 1 pedéw malin badano wobec szeregu bakterii Gram-dodatnich 1 Gram-
ujemnych wyznaczajac wartosci MIC 1 MBC [19, 28].

Biorac pod uwage duza liczbe publikacji dotyczacych aktywnosci przeciwbakteryjnej surowcow
badz zwiazkéw pochodzenia rodlinnego, badania nad synergizmem z antybiotykami sa nieliczne [289].
Dlatego w ramach kontynuacji badan nad wlasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi ekstraktow z
owocow 1 pedow malin, metoda dyfuzyjno-krazkowa oceniono mozliwosci ich oddzialywania z

antybiotykami wobec wybranych szczepéw bakteryjnych.
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3.1 Analiza sktadu chemicznego ekstraktéw suchych z owocow i pedow R. idaeus
oraz R. occidentalis uzytych w badaniach synergizmu z antybiotykami
Wyciagi z owocdéw odmian R. idaens (‘Poranna Rosa’ 1 ‘Laszka’) 1 R. occidentalis (‘Litacz’) oraz
pedow R. zdaens (‘Willamette’) przeznaczono do badan aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;
uwzgledniajac wezesniejsze doniesienia o ich skladzie jakosciowym i ilo§ciowym. Wyciagi otrzymano
wedlug procedury opracowanej w Katedrze i Zakladzie Farmakognozji. Badania przeprowadzono
metoda HPLC-DAD/MS w warunkach analogicznych do rozdzielenia zastosowanego w analizie

zmiennosci profili zwiazkéw fenolowych w pedach R. idaeus oraz w pedach R. occidentalis.

3.1.1 Analiza jako$ciowa zwigzkow fenolowych

Wszystkie ekstrakty z owocow zawieraly sangwing H-6 (pik 31), cztery izomery sangwiny H-10
(piki 3, 6, 21, 24), sangwing H-2 (pik 28), 3-O-glukuronid kwercetyny (pik 33), kwas elagowy (pik 27)
oraz jego pentozydy (pik 23), metylopentozyd (pik 35) oraz acetylopentozyd (piki 37). Owoce odmiany
‘Poranna Rosa’ jako jedyne zawieraly epikateching (pik 14), natomiast w owocach odmiany ‘Laszka’
stwierdzono obecnos¢ dodatkowego pentozydu kwasu elagowego (pik 25). Obydwie w/w odmiany
charakteryzowaly si¢ réwniez obecnoscia niezidentyfikowanego pentozydu kwercetyny (pik 34). W
ekstrakcie z owocow maliny zachodniej ‘Litacz’ wykryto réwniez kwas protokatechowy (pik 4) oraz
hiperozyd (pik 29) (Ryc. 42, Tab. 20).

W ekstraktach z owocow R. idaens ‘Laszka’ oraz R. occidentalis ‘Litacz’ potwierdzono obecno$é
zwigzkow z grupy antocyjanéow. Obie odmiany charakteryzowala obecnosé¢ 3-O-glukozydu (pik 19)
oraz 3-O-rutynozydu cyjanidyny (pik 20). 3-O-soforozyd (pik 15) i 3-O-(2°-glukozylorutynozyd)
cyjanidyny (pik 16) wykryto jedynie w odmianie ‘Taszka’, natomiast 3-O-(2°-ksylozylorutynozyd)
cyjanidyny (pik 17), 3-O-sambubiozyd cyjanidyny (pik 18) (w postaci jednego piku zawierajacego
nierozdzielone obydwa zwiazki) oraz 3-O-rutynozyd pelargonidyny (pik 22) jedynie w odmianie
‘Litacz’ (Ryc. 42, Tab. 20).

Ekstrakt z pedow R. idaens “Willamette” wyrdznial si¢ znacznie bogatszym zespolem elagotanin
w porownaniu do ekstraktéw z owocéw badanych odmian. Oprécz zwigzkow fenolowych
oznaczonych w owocach (z wylaczeniem antocyjanéw), w pedach zidentyfikowano dodatkowo kwas
galusowy (pik 1), chlorogenowy (pik 9) oraz kawowy (pik 11), procyjanidyne B, (pik 7) i B, (pik 12),
katechine (pik 10), lambertianing C (pik 30) oraz dwa dodatkowe acetylopentozydy kwasu elagowego
(piki 39, 40) (Ryc. 42, Tab. 20).
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Tab. 26 Dane chromatograficzne zwigzkéw fenolowych zidentyfikowanych w ekstraktach
suchych z owocow ipedoéw R. idaeus oraz R. occidentalis metoda LC-DAD/ESI-MS

ESI-MS (m/z)

nr.  zwigzek chemiczny (rrtl;n) ([rfr\r:) [M+H]/+/[M-
H+TFA]
1 kwas galusowy * 2.7 214,270 169-/283
2 nieznany zwigzek 3.2 314 577
3 izomer sangwiny H-10 4.8 250, 270 301, 783, 1567-/897-
4 kwas protokatechowy * 5.3 260, 287 153-/267-
5 nieznany zwigzek 7.0 304, 329 341-/455
6 izomer sangwiny H-10 7.6 250, 270 301-, 783, 1567- /897
7 procyjanidyna By * 9.6 278 577-/691
8 nieznany zwigzek 9.8 250, 270 617, 633 /747
9 kwas chlorogenowy * 123 235, 300sh, 324 353-/467-
10 katechina * 12.7 278 289-/403
11 kwas kawowy * 13.9 235, 296sh, 320 179-/293-
12 procyjanidyna B, * 15.1 278 577-/691-
13 nieznany zwigzek 18.8 250, 270 1567, 1718
14 epikatechina * 19.2 278 289-/403
15 3-O-soforozyd cyjanidyny * 20.7 278, 515 611+
16 3-O-(25glukozylorutynozyd) cyjanidyny * 21.3 282,514 757+
17 3-O-(2Sksylozylorutynozyd) cyjanidyny 23.3 279, 518 727+
18  3-O-sambubiozyd cyjanidyny * 23.3 279, 516 581+
19 3-O-glukozyd cyjanidyny * 24.0 279, 514 449+
20 3-O-rutynozyd cyjanidyny * 25.3 277,520 595+
21 izomer sangwiny H-10 28.2 251, 270 301-, 783, 1567-/897-
22 3-O-rutynozyd pelargonidyny * 29.2 270, 505 579+
23 pentozyd kwasu elagowego 31.7 251, 359 433-
24 izomer sangwiny H-10 32.1 250, 270 301-, 783, 1567
25 pentozyd kwasu elagowego 33.0 252,359 433
26 nieznany zwigzek 33.5 250, 270 1250-, 1251~
27 kwas elagowy * 33.9 252, 366 301-/415
28  sangwina H-2 35.2 251, 270 1103
29 hiperozyd * 35.8 258, 348 463-/577-
30  lambertianina C 36.1 251, 270 1401-
31  sangwina H-6 * 36.7 250, 270 934, 935-, 1869-, 1870
32 izokwercetyna * 37.1 256, 262sh, 353 463-/577
33 3-O-glukuronid kwercetyny * 38.0 254, 352 477-/591-
34 pentozyd kwercetyny 40.2 263, 351 433
35  metylopentozyd kwasu elagowego 40.6 252, 357 447-/561-
36 nieznany zwiagzek 42.1 230, 273 447-,935-, 1083~
37  acetylopentozyd kwasu elagowego 43.3 250, 353 475°/589-
38  nieznany zwigzek 45.2 230, 273 1117-/1231-
39  acetylopentozyd kwasu elagowego 46.7 251,359 475°/589-
40  acetylopentozyd kwasu elagowego 47.1 251, 350 475°/589-

* zwigzek wzorcowy, pogrubienie: jony pseudomolekularne/deprotonowane
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3.1.2 Analiza iloSciowa wybranych zwigzkow fenolowych w ekstraktach suchych
Oznaczenie iloSciowe elagotanin, kwasu elagowego i jego pochodnych, antocyjanéw oraz wybranych
kwasow fenolowych, epikatechiny oraz 3-O-glukuronidu kwercetyny przeprowadzono w 4 badanych
ckstraktach (Tab. 27). Wyniki analizy ilo§ciowej potwierdzily, ze ekstrakt z pedéw R. idaens "Willamette'
jest wielokrotnie bogatszym Zroédiem zwiazkéw polifenolowych w  poréwnaniu do badanych
ekstraktéw z owocow.

Stezenie kwasu elagowego w pedach R. idaens "Willamette' bylo ok. 15-razy wyzsze w stosunku
do badanych odmian owocéw. Pedy odmiany ‘Willamette’ charakteryzowaly si¢ rowniez najwyzsza
zawartoscig sangwiny H-0, ktorej stezenie byto wyzsze od 2 do 5-razy w poréwnaniu do owocéw (Tab.
27). Podobnie sumy badanych elagotanin oraz pochodnych kwasu elagowego w pedach odmiany
‘Willamette’ byly odpowiednio 2-3-razy, oraz 4-6-razy wyzsze w poréwnaniu do owocow. (Tab. 27).

Analiza iloSciowa antocyjanoéw w ekstraktach owocow R. idaens ‘Laszka’ 1 R. occidentalis ‘Litacz’
potwierdzila, Ze owoce czarnej maliny sa ponad 13-razy bogatszym zrédlem zwigzkow
antocyjanowych. (Tab. 27).

Wyniki przeprowadzonej analizy ilosciowej s3 zgodne z wynikami wczesniejszych analiz owocow
1 pedéw maliny czerwonej i czarnej, jakkolwiek przeprowadzonych w innych warunkach metody
HPLC [19, 28, 31].

W poprzednich badaniach 3-O-soforozyd i 3-O-(2%ksylozylorutynozyd) cyjanidyny byly
dominujacymi antocyjanami w owocach, odpowiednio, maliny wiadciwej oraz maliny zachodniej, przy
czym suche ekstrakty z owocow R. occidentalis ‘Litacz’ byly wielokrotnie bogatszym zrédlem
antocyjanow (od 5- do 10-razy) niz owoce odmian R. zdaeus. Jest to zgodne z wynikami uzyskanymi w
obecnej pracy, jakkolwiek ogdlna zawartos¢ zwiazkow antocyjanowych jest znacznie nizsza. Podobnie
w przypadku sangwiny H-6, ktérg oznaczano w $rednio 10-razy nizszych ilociach w 3 odmianach
owocow oraz pedow R. idaens “Willamette’, natomiast zawarto§¢ kwasu elagowego jest zblizona do
warto$ci wezesniej wyznaczonych [19, 28, 31].

Roznice w zawartosci poszczegolnych zwiazkow fenolowych, w obrebie odmian uprawowych,
obserwowano réwniez w poprzednich badaniach Katedry i Zakladu Farmakognozji [19, 28, 31].
Réznice te moga by¢ spowodowane odmiennymi warunkami kultywacji, oraz czasem zbioru.
Znaczenie moze mie¢ réwniez fakt zastosowania kolumny Kinetex PEFP, ktora ze wzgledu na lepsza
rozdzielczo§¢ wzgledem Discovery HS C-18, prawdopodobnie umozliwila bardziej efektywne
rozdzielenie sangwiny H-6 od koeluujacych z nig zwigzkow.

Powyzsze oznaczenia iloSciowe potwierdzily réznorodnosé kompozycji chemicznych ekstraktow

suchych z badanych surowcéw analizowanych mikrobiologicznie.
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Tab. 27 Zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w ekstraktach suchych z
owocoéw i pedow odmian R. idaeus oraz R. occidentalis (mg/100 g s.m.)

owoce owoce owoce pedy

ok ehem
Awiazek chemiczny Rid PR R idlas? R o Lit R id“Wil’

kwas elagowy 32.1 24.6 29.6 455.6
pochodne kwasn elagowego
pentozydy kwasu elagowego ! 26.8 56.4 23.5 195.1
metylopentozyd kwasu elagowego ! 24.5 22.9 27.9 51.6
acetylopentozydy kwasu elagowego ! 21 22.7 20.6 174.0
suma 72.3 102.0 72.0 420.7
elagotaniny
sangwina H-2 ! 19.9 20.0 19.7 44.3
sangwina H-6 ' 140.5 189.0 82.9 339.5
izomery sangwiny H-10! 132.8 84.3 116.1 183.6
lambertianina C ! - - - 31.1
suma 293.2 293.3 218.7 598.5
antocyjany
3-O-glukozyd cyjanidyny - 56.4 253.1 -
3-O-rutynozyd cyjanidyny 2 - 14.0 1195.0 -
3-O-soforozyd cyjanidyny 2 - 1221 - -
3-O-(25-glukozylorutynozyd) 3 161 B _
cyjanidyny 2
3-O-(25-ksylozylorutynozyd)
cyjanidyny 2 - - 1312.0 * -
3-O-sambubiozyd cyjanidyny 2
3-O-tutynozyd pelargonidyny 2 - - 37.4 -
suma - 208.6 2797.5 -
inne
kwas galusowy - - - 20.7
kwas kawowy - - - 74.9
kwas protokatechowy - - 15.4 20.6
epikatechina 065.5 - - 1538.2
glukuronid kwercetyny 15.7 10.1 74.4 166.9

!'w przeliczeniu na kwas elagowy
2w przeliczeniu na 3-O-glukozyd cyjanidyny
* podane jako suma ze wzgledu na brak rozdzielenia

3.2 Analiza aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej
Do oceny interakcji badanych ekstraktéw z antybiotykami wybrano 8 szczepdéw bakterii
charakteryzujacych si¢ najwigksza wrazliwoscia na ekstrakty z owocow i pedéw maliny czerwonej i
czarnej [19, 28|: Corynebacterium  diphtheriae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
prenmoniae, Helicobacter pylori, Klebsiella pnenmoniae, Moraxella catarrhalis 1 Neisseria meningitidis.
Aktywno$¢ antybakteryjna ekstraktow nie byla wczesniej badana wobec szczepow

antybiotykoopornych, dlatego badania rozszerzono dodatkowo o 6 szczepéw antybiotykoopornych .
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anrens MRSA (ang. metlicillin-resistant Staphylococcus aurens) (15732, 13251, 12673, 13318, 12753, 12677)
oraz 6 szczepow antybiotykoopornych Escherichia coli ESBL (ang. extended-spectrum  beta-lactamases)
(12518, 12275, 12819, 12882, 121806, 12293), dla ktérych wyznaczono wartosci MIC oraz ktore

poddano ocenie oddzialywan ekstraktow z antybiotykami. Szczepami wzorcowymi do szczepow

antybiotykoopornych bylty S. aurens ATCC 6538 1 E. coli ATCC 8739.

3.2.1 Interakcje antybiotykéw z ekstraktami z owocow i pedow R. idaeusi R. occidentalis
wobec wybranych szczepow bakteryjnych

Oceniono oddzialywania czterech ekstraktow z owocéw 1 pedow malin z szeregiem
antybiotykéw wobec wybranych szczepéw bakterii Gram + 1 Gram — Wobec czterech bakterii Gram-
dodatnich: C. diphtheriae, S. anreus, S. epidermidis S. pnenmoniae, zastosowano 28 antybiotykdw, natomiast
wobec czterech bakterii Gram-ujemnych: H. pylori, K. pneumoniae, M. catarrhalis 1 IN. meningitidis 36
antybiotykow badz ich kombinacji (3 kombinacje).

Obserwowano duze zréznicowanie w typie oddzialywan poszczegdlnych kombinacji ekstrakt-
antybiotyk w zaleznosci od badanego szczepu, stosowanego ekstraktu oraz rodzaju antybiotyku (Tab.
28, 29).

Sposréd  wszystkich  badanych — bakterii, efekt synergistyczny ekstraktéow rodlinnych i
antybiotykow najczesciej obserwowano wobec C. diphtheriae, na tle tylko jednego antagonistycznego
oddzialywania obserwowanego mie¢dzy klindamycyna a ekstraktem z owocoéw R. occidentalis ‘Litacz’
(Tab. 28). Wobec innych bakterii Gram-dodatnich: S. aurens 1 8. epidermidis w bardzo wielu przypadkach
obserwowano dzialania antagonistyczne badanych ekstraktéw z antybiotykami 2z = grup
aminoglikozydéw, fluorochinolonéw, makrolidéw (erytromycyna), linkozamidéw (klindamycyna) i
kotrimoksazolem, natomiast zjawisko synergizmu obserwowano miedzy wszystkimi badanymi
ekstraktami z owocoéw a mupirocyna. W przypadku penicylin, ryfampicyny, kwasu fusydowego i
linezolidu obserwowano wigcej oddzialywan synergistycznych z badanymi ekstraktami wobec . aureus,
podczas gdy wobec S. epidermidis dominujacym rodzajem oddzialywan byl antagonizm badZz efekt
addycji. Natomiast wobec S. pneumoniae, dominujacym typem interakcji w prawie wszystkich
kombinacjach ekstrakt-antybiotyk byt efekt addycji (Tab. 28).

Dla wigkszosci bakterii Gram-ujemnych obserwowanym typem interakeji ekstrakt-antybiotyk byt
efekt addycji — i wystgpowal on réwniez wobec wszystkich szczepdéw charakteryzujacych si¢
opornodcig na dany antybiotyk. Liczba obserwowanych synergizméw i antagonizméw byla znacznie
mniejsza dla bakterii Gram-ujemnych niz Gram-dodatnich (Tab. 29)

Obserwowano. ze antybiotyki nalezace do tetrakcyklin: doksycyklina i tetracyklina wyrdzniaja si¢

dzialaniem synergistycznym wobec C. diphtheriae ze wszystkimi badanymi ekstraktami. Wobec bakterii
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S. anreus 1 8. epidermidis obserwowano synergizm tetracykliny z ekstraktami z owocow R. idaens ‘Poranna
Rosa’ 1 ‘Laszka’, oraz antagonizm z ekstraktem z pedow R. zdaens “Willamette’. Natomiast dziatanie
synergistyczne pomiedzy tetracykling a ckstraktem z owocoéw R. occidentalis ‘Litacz’ obserwowano
jedynie wobec S. aureus. Podobnie dla dwoch bakterti Gram-ujemnych: H. pylori i N. meningitidis,
obserwowano dzialania synergistyczne z tetracykling dla wielu badanych kombinacji ekstrakt-

antybiotyk (Tab. 28, 29).

Ryc. 43 Synergizm ekstraktu z owocow R. Ryc. 44 Synergizm ekstraktu z owocow R
tdaens ‘Poranna Rosa’ (1) z tetracykling (TE) tdaens ‘Laszka’ (2) z cefotaksymem (CE)
wobec C. diphtheriae wobec C. diphtheriae

Ryc. 45 Antagonizm ekstraktu z owocoéw K. Ryc. 46 Efekt addycji ekstraktu z pedéw R
tdaens ‘Litacz’ (3) z kanamycyng (KA) wobec idaens ‘Willamette’ (4) z wankomycyng (WA)

S. aurens wobec S. pneumoniae
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Tab. 28 Interakcje antybiotykéw z badanymi ekstraktami wobec wybranych szczepow
bakterii Gram-dodatnich

bakterie Gram-dodatnie
S.epidermidis

S. aurens

grupa antybiotyk C. diphtheriae
1

S. pneumoniae

i

amikacyna

kanamycyna

aminoglikozydy gentamycyna X -

netylmycyna

tobramycyna

cyprofloksacyna | x

. lewofloksacyna
fluorochinolony

moksifloksacyna

ofloksacyna

cefotaksym S

faol. B-lak
cetaolsporyny ceftriakson S

karbapenemy #lak imipenem X

oksacylina

penicyliny #lak

penicylina X

teikoplanina

glikopeptydy

wankomycyna

erytromycyna

makrolidy

telitromycyna

doksycyklina

n n x| x| wn

tetracykli
crracysny tetracyklina

amfenikole chloramfenikol

linkozamidy klindamycyna

wn | X

ansamycyny ryfampicyna

kotrimoksazol X

kwas fusydowy
linezolid X
optochina

Xlwn > un >>un

mupirocyna S
1 owoce R. idaens Poranna Rosa’,l owoce R. idaeus ., 3 owoce R. occidentalis , 4 pedy R. idacns
A: antagonizm, S: synergizm, x: effekt addycji, * brak strefy zahamowania antybiotyku (szczep oporny), #4 antybiotyk 3-laktamowy
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Tab. 29 Interakcje antybiotykéw z badanymi ekstraktami wobec wybranych szczepéw bakterii

Gram-ujemnych

bakterie Gram-ujemne

grupa antybiotyk

amikacyna

H. pylori

K. pneumoniae

M. catarrhalis

| 'ﬂ
i

N. meningitidis

aminoglikozydy netylmycyna

tobramycyna

amoksycylina S

ampicylina

penicyliny #lak penicylina

T

piperacylina

tykarcylina

cefazolina

cefepim

cefoksytyna

cefalosporyny flak | cefopodoksym

cefotaksym

cefuroksym

X
X
X

ceftriakson

| x

doripenem

ertapenem

karb B-lak
arbapenermy imipenem

meropenem

monobaktamy flak | aztreonam

amoksycylina/kwas klawulanowy £-1ak

piperacylina/tazobaktam f-ak

X
g

*
X
A

tykarcylina/kwas klawulanowy f-lak

aminoglikozydy gentamycyna

X | X [ X |[XJn|XIx|[>|>

azytromycyna

cry! tromycyna

krolid
fakroldy telitromycyna

klarytomycyna X

cyprofloksacyna
fluorochinolony P i

lewofloksacyna X

amfenikole chloramfenikol

tetracyklina S

kli
tetracykliny ygecyklina

ansamycyny ryfampicyna X

kotrimoksazol

metronidazol X

1 owoce R. idaens ‘Poranna Rosa’,l owoce R. idaens

, 3 owoce R. occidentalis

> % [VAREPS x X b3 th,(_

A
pedy R. édaens

A: antagonizm, S: synergizm, x: effekt addycji, * brak strefy zahamowania antybiotyku (szczep oporny), ## antybiotyk 3-laktamowy

157



3.2.2 Interakcje antybiotykow z ekstraktami z owocow i pedow R. idaecus i R. occidentalis
wobec szczepow antybiotykoopornych

3.2.2.1 Wyznaczenie wartosci MIC i MBC

Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna analizowanych ekstraktéw z owocéw 1 pedoéw malin oceniono
wobec szczepow antybiotykoopornych w odniesieniu do szczepow wzorcowych, poprzez wyznaczenie
warto$ci MIC oraz MBC. W badanym zakresie stezen ckstraktow roslinnych (320 — 0.04 mg/ml)
wyznaczono tylko wartosci stezen hamujacych wzrost badanych szczepow bakterii (Tab. 30).

Dla szczepu wzorcowego jak i szczepow MRSA . anrens odnotowano takie same wartosci MIC
badanych ekstraktéw z owocdw, niezaleznie od badanego gatunku i odmiany (5.2 mg/ml). Szczep
wzorcowy S. aurens wykazywal duza wrazliwos¢ na ekstrakt z pedow R. idaens “Willamette’ (MIC 0.6
mg/ml), podczas gdy aktywnos$¢ hamujaca ekstraktu wobec szczepéw MRSA byla wielokrotnie nizsza
(10.3-41.3 mg/ml). Wszystkie badane szczepy E. w/i charakteryzowaly si¢ niska wrazliwoscia wobec
ckstraktu z pedéw (41.3 mg/ml), jakkolwick ich wrazliwosé wobec ekstraktéw z owocdw zawierala sie
w wyznaczonych wartosciach MIC od 5.2 do 10.3 mg/ml, za wyjatkiem ekstraktu z owocéw R.
occidentalis ‘Litacz’ (MIC 20.6 mg/ml) (Tab. 30).

Uwzgledniajac zblizone profile wrazliwosci wobec badanych ekstraktéw, do badan oddziatywan
ekstrakt-antybiotyk przeznaczono szczepy wzorcowe S. aurens i E. coli oraz dwa wybrane szczepy

antybiotykooporne: S. aurens: MRSA 13318 1 12677 oraz E.coli ESBL 12186 1 12293.

Tab. 30 Wyniki aktywno$ci przeciwbakteryjnej badanych ekstraktow wobec
szczepow wzorcowych i antybiotykoopornych
MIC (mg/ml)

szczep bakteryjny owoce owoce owoce pedy
R id ‘PR’ R.idLasz R oecc‘Litt R id Will’
S. aurens ATCC 6538 W 5.2 52 5.2 0.6
S. anrens MRSA 15732 A 52 52 52 41.3
S. anrens MRSA 13251 A 52 52 52 41.3
G+ S. aurens MRSA 12673 A 5.2 52 5.2 10.3
S. anrens MRSA 13318 A 52 52 52 10.3
S. anrens MRSA 12753 A 52 52 52 10.3
S. aurens MRSA 12677 A 5.2 52 5.2 10.3
E. coli ATCC 8739 W 52 52 10.3 41.3
E.coli ESBL 12518 A 10.3 10.3 20.6 41.3
E.coli ESBL 12275 A 10.3 5.2 5.2 41.3
G- E.oli ESBL 12819 A 10.3 10.3 52 41.3
FE.coli ESBL 12882 A 10.3 10.3 10.3 41.3
E.coli ESBL 12186 A 52 10.3 5.2 41.3
E.coli ESBL 12293 A 10.3 52 10.3 41.3

MIC minimalne stezenie hamujace, W szczep wzorcowy, 4 szczep antybiotykooporny
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3.2.2.2 Badania interakcji antybiotykow z ekstraktami

Wyniki badan interakeji ekstraktow z owocow 1 pedéw malin z antybiotykami wobec szczepow
wzorcowych i wybranych szczepéw antybiotykoopornych S. awrens 1 E. coli przedstawiono w Tabeli 31 1
32.

Zauwazono, ze wyniki interakcji otrzymane wobec szczepu wzorcowego S. aureus, odbiegaja od
tych otrzymanych dla tego samego szczepu w punkcie 3.2.1 (Tab. 28). Chociaz dominujacy typ
interakcji pozostaje w wigkszosci przypadkéw taki sam (np. przewaga oddzialywan antagonistycznych
w interakcjach ekstrakt-gentamycyna) to poszczegolne ekstrakty wykazuja réznice w o typie
obserwowanych interakcji ( np. antagonizm w przypadku owocéw K. idaens ‘Laszka’ — gentamycyna,
oraz efekt addycji w przypadku pedow R. zdaens “Willamette’ w poprzedniej analizie, natomiast
odwrotne interakcje obserwowane w przypadku obydwu ekstraktow w opisywanym badaniu).

Szczep S. awrens MRSA 12677 charakteryzowal si¢ opornoscia na wszystkie zastosowane
antybiotyki, z wyjatkiem nalezacej do aminoglikozydow gentamycyny i kotrimoksazolu. Dla obydwu
antybiotykow obserwowano oddzialywania antagonistyczne z prawie wszystkimi badanymi
ekstraktami, z wyjatkiem ekstraktéw z owocow R. zdaens ‘Poranna Rosa’ i ‘Laszka’ wykazujacych efekty
addytywne z kotrimoksazolem. W przypadku antybiotykéw wobec ktorych bakteria wykazala
opornos$¢, obserwowano efekt addycji z badanymi ekstraktami z wyjatkiem synergizmu ujawnionego
dla ekstraktu z pedéw R. idaens “Willamette’ z klindamycyng (Tab. 31).

W przypadku szczepu S. aurens MRSA 13318 rozklad interakcji wszystkich ekstraktéw z
gentamycyna i kotrimoksazolem byt taki sam jak w przypadku szczepu MRSA 12677. Szczep MRSA
13318 charakteryzowal si¢ opornoscig na cyprofloksacyne, ampicyling oraz penicyling, 1 podobnie dla
szczepu MRSA 12677, wigkszo§¢ obserwowanych interakcji ekstrakt-antybiotyk bylta efektem addycji.
Wyjatkiem byl ponownie ekstrakt z pedoéw R. idaens “Willamette’ dla ktérego obserwowano
oddzialywania synergistyczne z penicylinami. Dla pozostalych badanych antybiotykéw nalezacych do
makrolidéw 1 linkozamin obserwowano zjawisko antagonizmu ze wszystkimi badanymi ekstraktami
(Tab. 31).

Zaréwno wobec szczepu wzorcowego jak 1 szczepow antybiotykoopornych ESBL 12293 i
ESBL 12186 bakterii E. /i odnotowano dzialanie antagonistyczne prawie wszystkich badanych
ckstraktéw z gentamycyna, cyprofloksacyng oraz kotrimoksazolem. W przypadku szczepu wzorcowego
obserwowano synergizm cefotaksymu ze wszystkimi badanymi ekstraktami oraz synergizm
amoksycyliny ze wszystkimi ekstraktami z owocéw. Natomiast wobec szczepéw antybiotykoopornych
E. coli, obserwowano jedynie efekt addycji, 1 wystepowal on we wszystkich kombinacjach ekstrakt-

antybiotyk, dla cefalosporyn i penicylin (Tab. 32).
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Tab. 31 Interakcje antybiotkéw z badanymi ekstraktami wobec szczepu wzorcowego i
wybranych szczepéw antybotykoopornych S. aureus

S. aureus
grupa antybiotyk ATCC 6538 % MRSA 12677 * MRSA 13318 *
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
aminoglikozydy gentamycyna A x A A A A A A A A A A
fluorochinolony cyprofloksacyna | x | x x A X X x X X X x x
Lk ampicylina x A A A X x X x X X xS
penicyliny — N I e e R
penicylina S A A A X X X X X x x S
. erytromycyna A x A A X X X X AA A A
makrolidy W W F
azytromycyna A A A A X X X X A A A A
linkozamidy klindamycyna A'S x A x x Xx S A A A A
kotrimoksazol x A A A X x A A X x A A

1 owoce R. idaens ‘Poranna Rosa’, 2 owoce R. idaens fLaszka’, 3 owoce R. occidentalis Litacz’, 4 pedy R. idaens ‘Willamette’

A: antagonizm, S: synergizm, X: effekt addycji, “brak strefy zahamowania antybiotyku (szczep oporny), F12k antybiotyk B-laktamowy

Tab. 32 Interakcje antybiotkéw z badanymi ekstraktami wobec szczepu wzorcowego i
wybranych szczepow antybotykoopornych E. coli

E. coli

grupa antybiotyk ATCC 8739 ¥ ESBL 12293 * ESBL 12186 *
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

aminoglikozydy gentamycyna A A A A A A A x A A A A
fluorochinolony cyprofloksacyna | A A A A A A A A A A A A
cefalosporyny cefotaksym S|IS|[S|S x* x* x* x* X X X X
ceftriakson x A A x X X X X X X X X

penicyliny #* amo%sy'cylina S S S A x: x: x: x: x: x: x: x:
ampicylina X X X X X X X X X X X X

kotrimoksazol A A A X A A x X A A A

1 owoce R. idaens ‘Poranna Rosa’, 2 owoce R. idaeus Laszkal, 3 owoce R. occidentalis Litacz’, 4 pedy R. zdaens ‘Willamette’
A: antagonizm, S: synergizm, X: effekt addycji, “brak strefy zahamowania antybiotyku (szczep oporny), #12< antybiotyk 3-laktamowy

Odnotowano znaczne réznice w obserwowanym charakterze oddzialywan w poszczegdlnych
kombinacjach ekstrakt-antybiotyk w odniesieniu od uzytego szczepu, oraz wystepowanie takich
samych typow interakcji dla ekstraktow znacznie rézniacych si¢ skladem chemicznym. Otrzymane
wyniki wskazuja na ztozony charakter interakcji ekstraktéw z antybiotykami, co uniemozliwia korelacje
obserwowanych synergizmdw 1 antagonizmow z zawarto$cia zwiazkéw czynnych biologicznie.

Czesciowym wyjasnieniem otrzymanych rezultatéw jest zlozono§¢ kompozycji chemicznej
ekstraktéw roslinnych, ktéra moze powodowac, ze osiggana aktywnos$¢ w obecnosci zastosowanego

antybiotyku wobec danego szczepu bakteryjnego jest ksztaltowana przez kilka zwiazkow czynnych
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wystepujacych w  ekstrakcie. Dziatanie substancji pochodzenia roslinnego 1 ich interakcje z
antybiotykami moze przebiega¢ na wielu plaszczyznach niwelujac  bakteryjne mechanizmy
antybiotykoopornosci: modyfikacje biatkowego miejsca wiazania antybiotyku zmniejszajaca jego
powinowactwo, rozklad badZz enzymatyczna modyfikacja antybiotyku oraz zmniejszenie
przepuszczalnosci antybiotyku przez blony badz jego aktywne usuwanie z komoérki z uzyciem pomp
transblonowych [292]. Dodatkowo, wskazuje si¢ na udzial kwasu elagowego w destabilizacji
bakteryjnej blony komoérkowej w mechanizmie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ekstraktéw z
malin [293].

Ponadto na otrzymane wyniki moze mie¢ wplyw zastosowana metoda badawcza. Jakkolwiek
metoda dyfuzyjno-krazkowa jest odpowiednia do analiz przesiewowych ze wzgledu na prostote oraz
relatywnie krotki czas badania, jej ograniczeniem jest uzaleznienie wyniku konicowego od dystrybucji
sktadnikéw w stalym podiozu hodowlanym. Zwiazki o charakterze polarnym lepiej rozprzestrzeniaja
si¢ w stalym podltozu hodowlanym, co moze generowac wigkszy udzial bardziej polarnych skladnikow
ekstraktu w obserwowanym typie oddziatywan [294].

Zlozono$¢ sktadu chemicznego surowcow pochodzenia roslinnego jest uwazana za ich cenng
wlasciwo$¢ w  kontekscie wielokierunkowego oddzialywania terapeutycznego, jakkolwiek w
piSmiennictwie  podkredlany jest problem identyfikacji wszystkich aktywnych zwigzkow
odpowiedzialnych za obserwowane efekty terapeutyczne [294].

W kontekscie aktywnosci przeciwbakteryjnej i synergizmu, zaleta zlozonego skladu ekstraktow i
réznorodnosci potencjalnych oddzialywan z antybiotykiem jest to, ze nabycie na niego odpornosci
przez bakterie wydaje si¢ mniej prawdopodobne. Wada natomiast jest opisany powyzej problem w
przewidywaniu typu oddzialywan, gdy wiele grup zwigzkéw fenolowych oraz substancji im
towarzyszacych jest potencjalnie zaangazowanych w koncowy efekt [294].

Problemem szczegélnie odnotowanym dla bakterii S. awreus 1 S. epidermidis jest duza liczba
obserwowanych antagonizméw (Tab. 28). W literaturze opisywany jest synergizm zwiazkow z grupy
flawonoidéw z antybiotykami B-laktamowymi wobec S. awreus MRSA 1 PRSA (ang. penicylin resistant
Staphylococcus  aurens) [291]. Przykladami sa niwelowanie antybiotykoopornosdci S. awrens na m.in.
metycyling, ampicyling, amoksycyling przez inkubacje bakterii z kwetrcetyna w stezeniu 400 pg/ml
[295], oraz synergizm tanin hydrolizujacych z licznymi antybiotykami $-laktamowymi wobec . awurens

MRSA, gléwnie poprzez inaktywacje bialek PBP oraz w mniejszym stopniu inhibicje 8-laktamaz [296].
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Ryc. 47 Efekt addycji ekstraktu z owocow R. Ryc. 48 Antagonizm ekstraktu z pedow R

tdaens ‘Poranna Rosa’ (1) z ampicyling (AM) daens “Willamette’ (4) z kotrimoksazolem
wobec S. aureus MRSA 12677, przy braku (KO) wobec . aureus MRSA 12677

strefy zahamowania antybiotyku

W przeciwienstwie do danych literaturowych, w niniejszej pracy, obok synergizmoéw,
obserwowano réwniez antagonizmy antybiotykow B-laktamowych wobec badanych szczepow . awrens
(Tab. 28, 31). Efekt synergizmu badz antagonizmu, wedlug danych literaturowych, moze by¢ réwniez
warunkowany st¢zeniem obydwu badanych substancji, 1 znane sq przypadki wystgpowania zaleznych
od dawki oddzialywan antagonistycznych przy wysokich stezeniach kombinacji dwéch antybiotykéw
[294, 297, 298]. Nie mozna wykluczy¢ wiec, ze obserwowane liczne antagonizmy mogg by¢
konsekwencja zbyt wysokich stezent badanych ekstraktow.

W eksperymentach przeprowadzonych na szczepach antybiotykoopornych §. aureus MRSA i E.
coli ESBL, w wielu przypadkach nie obserwowano niwelowania zjawiska antybiotykoopornosci przez
dodatek ekstraktow z owocow i pedow malin, z czego wyjatki stanowily synergizmy obserwowane dla
ekstraktu z pedow R. idaens ‘Willamette’ z klindamycyna wobec S. awrens MRSA 12677 oraz z
ampicyling i penicyling wobec S. azreus MRSA 13318 (Tab. 31, 32).

Pomimo uzycia wystandaryzowanych ekstraktow z owocow i pedéw malin, przeprowadzone
badania nie daja odpowiedzi na to, ktore grupy zwiazkéw czynnych obecnych w ekstraktach z malin sq
odpowiedzialne za obserwowane interakcje z antybiotykami. W badaniach interakcji ekstrakt-
antybiotyk, zgodnie z celem pracy, nie badano wplywu pojedynczych zwiazkéw obecnych w
ckstraktach na ich oddzialywania z antybiotykiem. Z danych literaturowych wynika, ze ekstrakty z
surowcoéw pochodzenia rodlinnego charakteryzuja si¢ silniejszym synergizmem z antybiotykami w

poréownaniu do pojedynczych zwiazkow [294, 299-302]. Z drugiej strony jest rowniez wiele doniesien
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wskazujacych na bardzo silny synergizm izolowanych zwigzkéw pochodzenia roflinnego =z
antybiotykami [291, 295, 303-300]. W przypadku hydrolizujacych tanin (elagotanin i galotanin),
ustalono ze ich dzialanie synergistyczne warunkuje grupa HHDP [296].

W pracy przegladowej, Mundy 1 wsp. [294] wskazuja ze wszystkie dotychczasowe badania
synergizmu ekstraktow roslinnych z antybiotykami sa badaniami 7» vitro, dlatego tez ich wyniki nie
odzwierciedlaja efektu zz vivo. Jakkolwiek stezenia antybiotykow w przeprowadzonym eksperymencie
odpowiadaly tym osiaganym w surowicy pacjenta, to stezenia ekstraktéw rodlinnych byly o wiele
wyzsze od tych osigganych w organizmie (z mozliwym wyjatkiem dla przewodu pokarmowego) i
produkty metabolizmu polifenoli i prostych fenoli w nich obecnych nie byly brane pod uwage. W
potencjalnym efektcie zz wvive, nalezy uwzgledni¢ produkty metabolizmu elagotanin, obecnych w
znacznych iloSciach w owocach malin i pedach malin. Zwiazki te ulegaja hydrolizie pod wplywem
mikroflory jelitowej 1 konwersji do wurolityn. Dzialanie synergistyczne badanych wyciagéw i1
antybiotykow mialoby znaczenie w miejscowej aplikacji np. na skoére [296]. Niewiadomym jest czy
obserwowane interakcje mogg zachodzi¢ w warunkach 7z vive dla innych grup metabolitéw wtornych
obecnych w badanych ekstraktach.

Podsumowujac, badania aktywnosci przeciwbakteryjnej zwiazkéw pochodzenia roslinnego
stanowia wazny obszar poszukiwan nowych substancji o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym,
jakkolwiek nalezy podkreslic Ze badania synergizmu antybiotykéw z ekstraktami pochodzenia
roslinnego moga prowadzi¢ do opracowania nowych metod leczenia 1 moga okaza¢ si¢ skutecznym
narzedziem w walce z wieloopornoscia bakterii na antybiotyki [289]. Dlatego wigcej badan powinno
by¢ ukierunkowanych na analiz¢ interakcji rodlinnych metabolitéw wtérnych z antybiotykami, z

uwzglednieniem ich molekularnego mechanizmu [289, 294].
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4. Badania aktywnosci biologicznej urolityn

Badania aktywnosci biologicznej urolityn przeprowadzono w  zakresie aktywnosci
przeciwbakteryjnej 1 przeciwnowotworowe;.

Poprzednie badania Katedry i Zakladu Farmakognozji, ujawnily aktywnos¢ przeciwbakteryjng
nie tylko ekstraktow z owocéw i pedow malin, ale rowniez wyizolowanych z nich zwigzkdw: kwasu
elagowego oraz sangwiny H-6 [19, 28]. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna urolityn i ich metylowych
pochodnych jest znana w niewielkim zakresie [120, 121] dlatego w niniejszej pracy oceniono ja wobec
10 szczepow patogennych bakterii.

Poniewaz aktywnos$¢ przeciwnowotworowsa urolityn —oznaczono w  szeregu linii
nowotworowych [122-137], w tym rowniez linii raka piersi (MCF-7 1 MDCKII) [135, 1306],
postanowiono poréwnac ich dzialanie cytotoksyczne wobec 3 innych linii komérkowych ludzkiego

raka piersi: T47D, BT474 1 MDA-MB-468, obok wczesniej badanej linii MCF-7.

4.1 AktywnoS$c¢ przeciwbakteryjna urolityn
Aktywnos$¢ przeciwbakteryjng urolityn A-C oraz metylourolityn A-B (mUro A-B) oceniano
wyznaczajac wartosci MIC 1 MBC wobec 5 bakterii Gram-dodatnich oraz 5 bakterii Gram-ujemnych,
w zakresie stezefi od 0.5 * 10° do 2 mg/ml. Urolityny rozpuszczono w 25% roztworze DMSO, ktéry

stosowano rowniez jako kontrole (Tab. 33).

Tab. 33 Wyniki aktywno$ci przeciwbakteryjnej urolityn

MIC (mg/ml)
UroA UroB UroC mUroA mUroB
Corynebacterinm diphtheriae 1 — 1 — 1

Enterococcus faecalis - — — _ _

szczep bakteryjny

G+ Streptococcus pnennmoniae — — — — —

Staphylococcus anreus — — 0.25 — —
Staphylococcus epidermidis 1 — 0.06 — —
Psendomonas aeruginosa - - — — -
Helicobacter pylori — — — — —
G —  Klebsiella pnenmoniae — — 1 — —

Moraxella catarrbalis — — — _ _

Neisseria meningitidis — — — — —

MIC minimalne st¢zenie hamujace

Dla wszystkich badanych urolityn i ich metylowych pochodnych nie obserwowano dzialania

bakteriobdjczego, a dzialanie hamujace wzrost odnotowano tylko dla pojedynczych zwiazkow.
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Dziatanie hamujace wzrost w stezeniu 1 mg/ml odnotowano dla Uro A, Uro C oraz mUro B wobec C.
diphtheriae, dla Uro A wobec S. epidermidis oraz dla Uro C wobec K. pnenmoniae. Nizsze wartosci MIC
obserwowano jedynie dla Uro C wobec S. aureus (0.25 mg/ml) i S. epidermidis (0.06 mg/ml) (Tab. 33).
W poréwnaniu do poprzednich wynikéw kwasu elagowego i sangwiny H-6 [28], urolityny 1 ich
metylowe pochodne charakteryzowaly si¢ stabsza aktywnoscig przeciwbakteryjna. Wyjatkiem byta Uro
C, ktora ujawnila selektywna aktywnos¢ wobec bakterii S. aureus 1 S. epidermidis 1 byla ona silniejsza od
aktywnosci zaréwno kwasu elagowego jak i sangwiny H-6 (MIC 0.25 mg/ml oraz 0.06 mg/ml

odpowiednio).

4.2 AktywnoS$¢ przeciwnowotworowa urolityn

Aktywnosci przeciwnowotworows urolityn A-C oceniono stosujac test cytotoksycznosci MTT
wobec 4 linii komérkowych ludzkiego raka piersi: MCF-7, T47D, BT474 1 MDA-MB-468, wyznaczajac
wartodci IC;, (Ryc. 49, Tab. 34). Aktywno$¢ metabolitéw kwasu elagowego poréwnano z aktywnoscia
wolnego kwasu elagowego, elagotaniny — sangwiny H-0, stanowigca glukozydowo zwigzany kwas
clagowy, oraz ekstraktu z pedéw R. idaens “Willamette’, stanowigcego najbogatsze zrédlo kwasu
elagowego w formie wolnej oraz zwiazanej (sangwina H-6) w poréwnaniu do ekstraktéw z owocow.
Urolityny A-C badano w stezeniach do 10 pug/ml, ze wzgledu na ich ograniczong rozpuszczalnosé w
DMSO. Uwzgledniajac fakt, ze dla niektérych zwiazkéw w warunkach eksperymentalnych nie
osiggni¢to stezenia odpowiadajacego 1C;,, tam gdzie bylo to mozliwe, okreslono wartosci predykceyjne.

Nie stwierdzono aktywnosci cytotoksycznej ekstraktu z pedow maliny wlasciwej wobec linii
MCF-7 1 T47D, dlatego nie oceniano jej wobec dwoch pozostatych linii (Ryc. 49 A).

Aktywnos¢ cytotoksyczna kwasu elagowego 1 sangwiny H-6 wobec poszczegolnych linii byta na
zblizonym poziomie i przyjmowata wartosci I1C;, 57-85 pug/ml dla sangwiny H-6 oraz 54-80 pg/ml dla
kwasu elagowego. Linig najbardziej wrazliwa na dzialanie obydwu zwiazkéw byla linia MDA-MB-468,
a nastepnie, w kolejnosci, linie T47D, MCF-7 oraz BT474. Pomiedzy najbardziej i najmniej wrazliwymi
liniami réznica w warto$ciach IC,, wynosita okoto 30 pg/ml (Ryc. 49 B-C, Tab. 34).

W poréwnaniu do sangwiny H-6 1 kwasu elagowego, urolityny A i C charakteryzowaly si¢ od 2
do 8-razy silniejsza aktywnoscia cytotoksyczna. Wyznaczenie wartodci IC;, dla urolityny B w badanym
zakresie stezen nie bylo mozliwe. Wartosci 1C,, oznaczone dla urolityny A wobec linii MCF-7 oraz
BT474 byly na zblizonym poziomie i wynosily 22-25 pg/ml. Natomiast wobec pozostalych dwoéch
linii (T47D i MDA-MB-468), aktywno$¢ cytotoksyczna urolityny A byla ponad 2-razy silniejsza (IC;, 9-
10 pg/ml). Dla urolityny C wyznaczenie wartosci predykceyjnych IC,; byto mozliwe jedynie wobec linii
T47D oraz MDA-MB-468, i wynosily one odpowiednio 151 17 pg/ml (Ryc. 49 D-F, Tab. 34).
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Poréwnujac rozklad wartosci 1C;, badanych substancji wobec wszystkich linii komoérkowych,
linie T47D oraz MDA-MB-468 charakteryzuja si¢ wicksza wrazliwos$cia na wszystkie badane substancje
(Tab. 34). Linia MDA-MB-468, jest linia potréjnie negatywna, to znaczy nie wykazujaca ekspresji
receptorow estrogenowych (ER), progesteronowych (PR) i oraz HER2 (receptor transblonowy o
aktywnosci  kinazy tyrozynowej). Potréjnie negatywne nowotwory stanowig okolo 15%
diagnozowanych nowotworow piersi, i rokowania na ich wyleczenie s zlte, gléwnie ze wzgledu na brak
efektywnych terapii celowanych [307]. W tym kontek$cie obserwowane dzialanie cytotoksyczne
urolityn, szczegdlnie Uro A (IC,, 9 pg/ml), wobec linii MDA-MB-468 wydaje si¢ interesujace.

Interesujacy jest réwniez potencjalny synergizm dziatania urolityn z lekami cytostatycznymi. W
badaniu aktywnosci cytotksycznej ziela pokrzywy zwyczajnej (Urtica dioica) na linii MDA-MB-468,
wykazano nie tylko dzialanie cytotoksyczne samego ekstraktu etanolowego z ziela pokrzywy, ale
réwniez zwigkszajace wrazliwos¢ komoérek rakowych na dzialanie paklitakselu [308].

W poprzednich badaniach dotyczacych aktywnosci urolityn na linie¢ MCF-7, Adams i wsp. [135]
wykazali, ze Uro B najefektywniej hamowata proliferacj¢ komorek linii MCF-7 estrogenem a jej
sulfonowa pochodna komérek stymulowanych testosteronem. W niniejszym badaniu nie stwierdzono
aktywnosci  cytotoksycznej Uro B, co nie wyklucza innych mechanizméw  dzialania

chemoprewencyjnego Uro B, jak rowniez innych urolityn oraz ich pochodnych.

Tab. 34 Wartosci IC,, oznaczone w tescie MTT dla badanych zwigzkow i

ekstraktow (pg/ml)
linie komoérkowe
MCF-7 T47D BT474 MDA-MB-468

pedy R. idaens — — — —
sangwina H-6 75 60 85 57
kwas elagowy 74 58 80 54

urolityna A 25 * 10 22% 9

urolityna B — — — —

urolityna C — 15 * — 17 *

* warto$¢ predykeyjna
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5. Analiza aktywnoS$ci biologicznej owocéw i kwiatdw L. caerulea var. edulis

Dotychczas, aktywnosé przeciwbakteryjna owocow L. caerulea oceniono wobec pojedynczych
szczepow bakterii [156, 181], natomiast aktywnos$¢ przeciwbakteryjna kwiatow L. caerulea nie jest znana.
Z tego wzgledu aktywnos$c¢ przeciwbakteryjna obydwu surowcow oceniono poprzez wyznaczenie
warto$ci MIC i MBC, wobec szeregu bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. W analizie
zastosowano szczepy bakteryjne uzyte w ocenie przeciwbakteryjnego efektu owocoéw malin [28], co
pozwolilo na poréwnanie w tym zakresie aktywnos$ci owocoéw obydwu gatunkow.

Z danych literaturowych wynika, ze wysokie stezenie antocyjandw w owocach malin wiaze si¢ z
ich aktywnoscig antyoksydacyjna i przeciwzapalng [19]. Wykazano, ze owoce L. caerulea var. edulis
charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscig pochodnych cyjanidyny, dlatego postanowiono oceni¢ ich
aktywnos¢ antyoksydacyjna w tescie DPPH 1 fosforomolibdenowym oraz aktywno$¢ przeciwzapalng w
modelu 7z vivo indukowanego karagening obrz¢ku tapy szczura.

Do badan uzyto ekstraktow z owocoéw i kwiatow L. caerulea var. edulis odmiany ‘Wojtek’, ze

wzgledu na wykazana wyzsza zawarto$¢ aktywnych biologicznie metabolitow wtornych.

5.1 Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna owocow i kwiatéow L. caerulea var. edulis

Aktywnos$¢ przeciwbakteryjng ekstraktow z owocéw i kwiatow L. caerulea var. edulis “Wojtek’
oceniono wyznaczajac MIC i MBC, w zakresie stezent od 0.5 do 128 mg/ml, wobec 15 szczepéw
ludzkich patogennych bakterii, wlaczajac izolaty kliniczne: Streptococcus pneumoniae 1 Klebsiella pnenmoniae.
Wyniki przedstawiono w Tabeli 35.

Ekstrakt z owocow hamowal wzrost 4 bakterii z wartosciami MIC od 1 do 32 mg/ml, oraz
wykazywal aktywno$¢ baktetiobdjcza wobec 11 bakterii, z warto$ciami MBC od 8 do 64 mg/ml.
Dwiema bakteriami najbardziej wrazliwymi na bakteriobdjcze dzialanie ekstraktu byly Corymebacterium
diphtheriae, (maczugowiec blonicy, odpowiedzialny za rozwoj blonicy) 1 Moraxella catarrbalis (wywotujaca
nawracajace infekcje dréog oddechowych 1 osrodkowego ukladu nerwowego). Dodatkowo
obserwowano hamowanie wzrostu bakterii Neisseria meningitidis (meningokokowe zapalenie opon
mozgowych, sepsa) w stezeniu 1 mg/ml, jakkolwick nie odnotowano dziatania bakteriobdjczego w
najwyzszym z badanych st¢zen ekstraktu z owocow wiciokrzewu (Tab. 35).

Ekstrakt z kwiatow L. caernlea var. edulis hamowal wzrost 9 szczepow bakterii z warto§ciami MIC
wyzszymi lub odpowiadajacymi warto$ciom MIC ekstraktéw z owocéw wiciokrzewu. Wyjatkiem byty
C. diphtheriae, Streptococcns grapy A oraz S. epidermidis wobec ktérych wartosci MIC zawieraly si¢ w
zakresie od 2 do 4 mg/ml. Nie odnotowano dziatania bakteriobdjczego ekstraktow z kwiatéw wobec

zadnego z badanych szczepow (Tab. 35).
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Tab. 35 Wyniki aktywno$ci przeciwbakteryjnej owocow i kwiatow L.
caerulea var. edulis

L. caernlea (mg/ml)

szczep bakteryjny owoce kwiaty
MIC MBC MIC MBC
Bacillus subtilis 32.0 — — —
Clostridium sporogenes 16.0 - - —
Corynebacterinm diphtheriae 8.0 8.0 4.0 —
Enterococcus faecalis 16.0 16.0 16.0 —
G+ Streptococcus grupy A (pyogenes) 16.0 16.0 2.0 —
Streptococcus grupy B (agalactiae) 32.0 32.0 32.0 —
Streptococcus grupy G 16.0 16.0 — —
Streptococcus pnenmoniae 8.0 16.0 — —
Staphylococcus anreus 8.0 16.0 - -
Staphylococcus epidermidis 16.0 16.0 4.0 -
Haemophilus influenzae 32.0 32.0 — —
Helicobacter pylori 16.0 — 64.0 —
G —  Klebsiella pneumoniae 32.0 64.0 64.0 -
Moraxella catarrhalis 8.0 8.0 32.0 —
Neisseria meningitidis 1.0 — 32.0 —

MIC minimalne st¢zenie hamujace, MBC minimalne stezenie bakteriobojcze

W poprzednich badaniach Katedry 1 Zakladu Farmakognozji analizowano aktywnosé
przeciwbakteryjna 3 ekstraktow z owocéw maliny czerwonej oraz 1 ekstraktu z owocdéw maliny
zachodniej, ktore znaczaco réznily sie zawarto$cia metabolitéw wtérnych z grupy antocyjanéw i
elagotanin [28].

Poréwnujac otrzymane wyniki z wynikami przeciwbakteryjnej aktywnosci owocéw malin
odnotowano, ze ekstrakt z owocow L. caerulea var. edulis wykazywal zblizone badz stabsze dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe (oznaczone wartosci MIC i MBC) w poréwnaniu do ekstraktéw z owocow
malin. Wyjatkiem byla bakteria E. faecalis wobec ktorej aktywne stezenia ekstraktu z owocow L. caerulea
var. edulis “Wojtek’ byly ok. 4- do 8-razy nizsze w poréwnaniu do wickszosci ekstraktow z owocow
malin, oraz bakteria N. meningitidis dla ktorej wartos¢ MIC byla od 16 do 32-razy nizsza jakkolwiek przy

braku dzialania bakteriobdjczego.

5.2 Aktywnos$¢ antyoksydacyjna owocow L. caerulea var. edulis
Zdolnos¢ zmiatania wolnych rodnikéw owocow L. caerulea var. edulis odmiany ‘Woijtek’,
wytrazona jako ECy, wynosita 109.5 ug/ml w tescie DPPH, i byla zblizona do wartosci otrzymanych
wezesniej dla badanych 12 kultywardw L. caerulea var. kamtschatica (76.1 — 134.9 pg/ml) [170].
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W poréownaniu do wezesniejszych wynikow Katedry 1 Zakladu Farmakognozji [19], owoce
wiciokrzewu sinego charakteryzowaly si¢ okolo 2-razy wyzsza aktywnoscia antyoksydacyjna niz owoce
réznych odmian R. idaens (‘Poranna Rosa’, ‘Polesie’ 1 ‘Ljulin’) oraz okolo 3-razy nizsza w poréwnaniu
do owocow R. ocidentalis ‘Litacz’. Wykazane réznice w potencjale antyoksydacyjnym wskazuja na
zwiazek aktywnosci przeciwutleniajacej z zawartoscig antocyjanéw w owocach, poniewaz zawierajaca
jedynie elagotaniny odmiana ‘Poranna Rosa’ charakteryzuje si¢ najstabszymi wlasciwosciami
antyoksydacyjnymi, na tle bogatych w antocyjany ekstraktéw z owocoéw L. caerulea 1 R. occidentalis (Ryc.
50 A).

Analizujac dane literaturowe dotyczace aktywnosci antyoksydacyjnej owocow réznych gatunkow,
aktywnos¢ badanego ekstraktu z owocow L. caerulea “Wojtek’ oceniono jako $rednia. Niemniej jednak
ekstrakt z owocow wiciokrzewu charakteryzuje si¢ okolo 4- do 6-razy wyzsza aktywnoscia
przeciwutleniajaca w stosunku do owocéw: Sliwy tarniny (Prunus spinosa) [309], derenia jadalnego
(Cornus mas) [310], morwy bialej (Morus alba) [311], i dzikiej t6zy (Rosa canina) [309]. Osiaga zblizone
warto$ci do niektorych owocow maliny wlasciwej (Rubus idaeus) [312] oraz koreanskiej czarnej maliny
(Rubus coreanus) |311], oraz jest okolo 2-razy mniej aktywny w poréwnaniu do owocéw boréwki czarnej
(Vaccininm myrtillus) 1312], glogu jednoszyjkowego (Crategus monogyna) [313), jezyny (Rubus fruticosus)
[312], oraz bzu hebd (Sambucus ebulns) [314] (Ryc. 50 B).

Potencjal redukcyjny wobec jonéw MoVI w tescie fosforomolibdenowym oceniono na 87.2
mg/g AAE (ekwiwalent 0.49 pumoli kwasu askorbinowego). Jest to znacznie stabszy wynik w
poréwnaniu do wczesniej badanych w Katedrze i Zakladzie Farmakognozji owocoéw réznych odmian
uprawowych malin [19], z silniejszymi wlasciwosciami redukcyjnymi obserwowanymi jedynie w
poréwnaniu do R. zdaens ‘Poranna Rosa’ (Ryc. 50 C). W poréwnaniu z danymi literaturowymi,
potencjal redukcyjny owocow L. caerulea jest co najmniej 2-razy nizszy niz owocow grejpfruta (Citrus
paradisi), gorzkiej pomaranczy (Citrus aurantium) [315], ananasa (Awanas comosus) [316] oraz jezyny
(Rubus fruticosus) [317] (Ryc. 50 D). Jakkolwiek wysoki potencjal redukcyjny jest cecha pozytywna, to
moze generowac powstawanie rodnika hydroksylowego na drodze reakcji Fentona, w obecnosci jonéw
miedzi (Cu®") oraz zelaza (Fe’). Z tego punktu widzenia, zwiazki o silnych wlasciwosciach
przeciwrodnikowych, z nizszym potencjalem redukcyjnym, moga by¢ bardziej efektywnymi
antyoksydantami, nie nasilajacymi niepozadanych proceséw oksydacyjnych w organizmie. Nalezy
jednak podkredli¢, ze egzogenne antyoksydanty pochodzenia roslinnego w dawkach fizjologicznych sa

ogolnie bezpieczne i ryzyko ich dziatania prooksydacyjnego jest niewielkie [318].
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Ryc. 50 Aktywno$¢ antyoksydacyjna wyciagéw z owocoéw L. caerulea var. edulis ‘Wojtek’
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R. id : Rubus idaens, R. occ: Rubus occidentalis, 1. cae : Lonicera caerulea
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5.3 Aktywnos$¢ przeciwzapalna owocow L. caerulea var. edulis

Aktywnos$¢ przeciwzapalng ekstraktu suchego z owocodw L. caerulea var. edulis odmiany “Wojtek’
oznaczano metoda pletyzmometryczna, w warunkach 7z vivo, modelu indukowanego karagening
obrzeku tapy szczura. Zwiazkiem odniesienia byl lek przeciwzapalny: indometacyna, w dawce 5 mg/kg
masy ciala (m.c.).

Z 3 badanych dawek ekstraktu (50, 500 oraz 1000 mg/kg m.c.), jedynie dla dawki 500 mg/kg
m.c. obserwowano statystycznie istotne zahamowanie obrzeku w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
Dzialanie przeciwzapalne dawki 500 mg/kg m.c. byto okoto 2-razy stabsze od dziatania indometacyny
w plerwszych 2 godzinach eksperymentu, natomiast od 3 do 5 godziny ich efekt przeciwzapalny byl
porownywalny 1 utrzymywal si¢ na tym samym poziomie (Ryc. 51).

We wezesniejszych badaniach efektu przeciwzapalnego owocéw malin prowadzonych Katedrze i
Zakladzie Farmakognozji, dawke 500 mg owocéw maliny zachodniej na kg m.c. réwniez uznano za
najbardziej efektywna. Jednak w poréwnaniu do otrzymanych wynikéw, w 5 h eksperymentu
obserwowano bardzo wysoki wzrost aktywnosci przeciwzapalnej wzgledem zwiazku odniesienia —
indometacyny[19]. Uznano ze jest to wynikiem przediuzonego w czasie rozpadu (hydrolizy) form
triglikozydowych cyjanidyny obecnych w R. occidentalis (posiadajacych silne dzialanie przeciwzapalne),
w poréwnaniu do szybszego rozpadu form mono- 1 diglikozydowych (3-O-glukozyd i 3-O-rutynozyd
cyjanidyny) obecnych w owocach wiciokrzewu sinego. W badaniach nad aktywnoscia przeciwzapalng
owocOw R. idaens i R. occidentalis wykazano rowniez silne korelacje (Spearmana) pomiedzy catkowity
zawarto$cig antocyjanow a obserwowanym efektem przeciwzapalnym, i mozna przypuszczaé ze
podobna zalezno$¢ charakteryzuje owoce wiciokrzewu sinego [19].

Stwierdzono ze 3-O-glukozyd cyjanidyny, dominujacy w owocach wiciokrzewu sinego, jest
metabolizowany u ludzi w formie 35 réznych metabolitéw, z czego 17 wykryto we krwi, 31 w moczu
oraz 28 w kale co wskazuje na jego wysoka biodostepnosé¢ [319]. Badania biodostepnosci antocyjandw
sugerujg ze ich absorpcja z zoladka jest bardzo szybka i sa obecne w krwiobiegu w przeciagu kilku
minut od spozycia [319]. Ponadto, w modelach zwierzgcych, obecnos¢ zaréwno antocyjanéw jak ich
metabolitow stwierdzono w moézgu, watrobie, tkankach oka oraz w nerkach [320, 321], co wskazuje na
ich potencjalnie szeroka dystrybucj¢ w organizmie.

Podsumowujac, wysoki poziom absorpcji antocyjanéw w  wielu odcinkach przewodu
pokarmowego, réznorodnosé ich metabolitoéw oraz szeroka dystrybucja w organizmie wskazuja, ze sq
by¢ one odpowiedzialne za efekty przeciwzapalne. Aktywnos$¢ przeciwzapalna wiazana jest z
obnizaniem ekspresji szeregu markeréw prozapalnych oraz wplywem na komorkowe szlaki

sygnalizacyjne zalezne od czynnika NF-xB (COX-1, COX-2, iNOS, TNF-a 1 IL-18) [217, 322].
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Przeciwzapalng aktywno$¢ antocyjanéw potwierdza szereg badan klinicznych, w ktérych wykazano ze
spozycie surowcow roslinnych bogatych w antocyjany poprawia wskazniki biomedyczne zwigzane z
procesami zapalnymi, u pacjentow z zespolem metabolicznym [323], wrzodziejacym zapaleniem jelita

grubego [324], chorobg wiencowa [325] czy insulinoopornoscia [3206].
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Ryc. 51 Aktywnos$¢ przeciwzapalna wyciagu z owocow L. caerulea var. edulis ‘Wojtek> w
modelu 7n vivo indukowanego karagening obrz¢ku tapy szczura
* p <0.05 w poréwnaniu do grupy kontrolne;j
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IV.  WYNIKI I WNIOSKI

W oparciu o wyniki otrzymane w rezultacie przeprowadzonych analiz
chromatograficznych oraz badan aktywnosci biologicznej surowcéw z maliny wlasciwej
(Rubus idaeus L.) (owoce, pedy), maliny zachodniej (Rubus occidentalis L.) (owoce, pedy)
oraz wiciokrzewu sinego (Lonicera caerulea var. edulis L.) (owoce, kwiaty) sformutowano
wnioski w trzech obszarach:

I.  zastosowania nowoczesnych technik separacyjnych w analizie ztozonych matryc pochodzenia
roélinnego - systemow dwuwymiarowej chromatografii cieczowej (2D LC)
II.  badan fitochemicznych i chemotaksonomicznych zwigzanych z rozpoznaniem skladu
chemicznego surowcow roslinnych
III.  aktywnosci biologicznej 1 farmakologicznej surowcow roslinnych
mianowicie
e W zakresie dwuwymiarowej chromatografii cieczowej (2D LC)

v' opracowano systemy 2D LC, w tym technika ‘comprehensive’ (LC x LC), umozliwiajace
rozdzielenie, obecnych w pedach R. idaens odmian ‘Willamette’ i ‘Glen Ample’, réznych
grup metabolitéw wtérnych (kwasow fenolowych, elagotanin, flawonoidéw, pochodnych
kwasu elagowego). Najbardziej efektywne (P = 216) rozdzielenie zwigzkéw czynnych
pedéw ‘Glen Ample’ uzyskano w systemie 2D LC obejmujacym uzycie w 'D kolumny
Luna C-18 natomiast w “D kolumny Kinetex PFP oraz w obydwu wymiarach elucji
gradientowej: w 'D o wzrastajacym liniowo stezeniu mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1
v/v/v), od 10 do 100 %, w 0.1 % wodnym roztworze TFA (program VI) natomiast w °D
profilu elucji gradientowej wzrastajacym stezeniu ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/»/v), od 10
do 49%, w 0.1 % wodnym roztworze TFA (program VII, skokowo-liniowy) (czas
modulacji 8 min)

v’ opracowano systemy ‘on-line’/’off-line’ ‘heart-cutting’ 2D L.C umozliwiajace efektywne
rozdzielenie obecnych w kwiatach krajowych odmian uprawowych L. caerulea var. edulis
réznych grup metabolitéw wtérnych (kwasow fenolowych, flawonoidow, irydoidow). W
systemie ‘on-line’ ‘heart-cutting’ L.C rozdzielenia w 'D prowadzono na kolumnie Discovery
HS C-18 natomiast w °D na kolumnie Kinetex F5. W obydwu wymiarach zastosowano
elucje gradientowa charakteryzujaca sie w "D wzrostem  stezenia mieszaniny
ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, »/2/7), od 12 do 100% w 0.1% wodnym roztworze TFA

(gradient skokowo-liniowy, gradient I1X), natomiast w D zastosowano dwa programy
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gradientu o réznych profilach, taczace w poszczegolnych skokach elucjg izokratyczng oraz
gradient liniowy, o wztrastajacym stezeniu mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, »/»/7) od
12 do 100% w 0.1% wodnym roztworze TFA (program X, XI) (P = 760). Ponadto dla
celow identyfikacji zwiazkow czynnych dwoch odmian: “Zielona’ 1 ‘Brazowa’, opracowano
warunki separacji w systemie ’off-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC stosujac w D kolumne
Kinetex PFP i ten sam program elucji gradientowej (gradient IX) w obydwu wymiarach.
V" Metody zwalidowano dla cel6w analizy ilo§ciowe;j.
Opracowane warunki rozdzielen w systemach 2D LC moga by¢ zastosowane w badaniach
jakosciowych 1 ilosciowych innych matryc rodlinnych stanowigcych mieszaniny analizowanych grup

zwiazkow czynnych.

e W zakresie analizy skfadu chemicznego badanych surowcéw roslinnych
v metoda 1D HPLC-DAD-ESI-MS potwierdzono obecno$é¢ szeregu zwiazkéw nalezacych
do elagotanin, flawonoli, flawan-3-oli oraz kwaséw fenolowych w ekstraktach octanu etylu 1
etanolowo-wodnych z owocéw 11 odmian krajowych R. idaens (‘Benefis’, ‘Beskid’, ‘Glen
Ample’, ‘Heritage’, ‘Laszka’, ‘Pokusa’, ‘Polana’, ‘Polesie’, ‘Polka’, ‘Poranna Rosa’,
‘Willamette’) oraz 1 odmiany krajowej R. occidentalis (‘Litacz’)
® w owocach R. idaens po raz pierwszy wykryto sangwing H-2, natomiast w owocach R.
occidentalis po raz pierwszy oznaczono: lambertianing C, izomer sangwiny H-0, izomery
sangwiny H-10, sangwine H-2, pentozydy i acetylopentozydy kwasu elagowego, kwas
protokatechowy, epikateching, epigalokateching, procyjanidyne B, i B, izokwercetyneg,
3-O-glukuronid kwercetyny, 3-O-glukuronid kemferolu oraz kemferol
* nie wykazano istotnych réznic w profilach chromatograficznych wyzej wymienionych
zwigzkow w obrebie badanych odmian maliny wlasciwe;j.
Stwierdzono, ze pozostale zwigzki polifenolowe (z wyjatkiem dominujacych antocyjanéw i
sangwiny H-6) z grupy flawonoidéw oraz elagotanin i prostych fenoli, nie moga wplywac¢ na

odnotowane wczesniej réznice w efektach biologicznych owocow réznych odmian maliny wlasciwe;.

v metodami 1D L.C i 2D L.C w sprzezeniu z detektorami DAD i MS (ESI, APCI, DUIS)
wykazano obecnos¢, obok wczesniej rozpoznanych, szeregu metabolitow wtornych w
pedach R. zdaens ‘Glen Ample’, “‘Willamette’ w tym
® 2z uzyciem opracowanego systemu ‘on-line’ 2D LC ujawniono, sangwing H-2 i jej

izomer, izomer sangwiny H-6, izomery galoilo-HHDP-glukozy, izomery galoilo-bis-
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HHDP-glukozy oraz pentozyd, metylopentozydy 1 acetylopentozydy kwasu elagowego
jako sktadniki pedow R. idaeus

V" metoda HPLC-DAD-ESI-MS po raz pierwszy scharakteryzowano sklad chemiczny pedéw

R. occidentalis oraz profile metabolitéw wtérnych pedéw maliny wlasciwej zebranych w

cyklu wegetacyjnym ze stanowisk naturalnych na tle skladu chemicznego pedow Rubus

[fruticosus

w pedach R. occidentalis zidentyfikowano kwasy: galusowy, protokatechowy, kawowy i
elagowy, oraz pentozyd i dwa acetylopentozydy kwasu elagowego, trzy izomery
sangwiny H-10, katechine, epikateching, procyjanidyne B,, izokwercetyne oraz 3-O-
glukuronid kwercetyny

wykazano, ze kompozycja zwiazkéw czynnych pedéw maliny wiasciwej zebranych ze
stanowisk naturalnych jest zblizona do pedéw odmian uprawowych R. idaeus, z
kwasem elagowym oraz sangwing H-6 jako zwiazkami dominujacymi, w tym
najwyzsze stezenia aktywnych biologiczne metabolitow wtérnych obserwowano w
okresie wiosennym

w oparciu o poréwnanie otrzymanych profili chromatograficznych pedéow maliny
wlasciwej (R. 7daeus) i maliny zachodniej (R. occidentalis) nalezacych do podrodzaju
Idaeobatus wskazano na réznice miedzy obydwoma gatunkami maliny, natomiast
ujawniono podobienstwo skladu chemicznego pedéw maliny wiasciwej do skladu

pedow gatunku Rubus fruticosus nalezacego do rodzaju Rubus

Wskazano, ze najkorzystniejszym okresem zbioru pedéw maliny wlasciwej jako surowca

przeciwprzezigbieniowego jest okres wiosenny.

v' zanalizowano i poréwnano metoda HPLC-DAD-ESI/APCI-MS sklad chemiczny owocéw

trzech krajowych odmian uprawowych L. caernlea var. edulis (‘Brazowa’, ‘Wojtek’, “Zielona’)

w zakresie zwigzkoéw z grupy antocyjanow, flawonoli, flawan-3-oli, kwaséw fenolowych i

irydoidow

obok wczeséniej rozpoznanych w owocach wiciokrzewu sinego zwigzkéw czynnych
biologicznie z grupy antocyjanéw, flawonoli, flawan-3-oli 1 kwasow fenolowych, w
owocach badanych odmian dodatkowo stwierdzono obecnos¢ katechiny, epikatechiny,
3,5-O-diglukozydu peonidyny oraz procyjanidyny B,, ktérej wystepowanie w obrebie

rodzaju Lonicera wykazano po raz pierwszy
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* w zespolach irydoidéw (zwiazki 1-6), metoda HPLC-DAD-ESI/APCI-MS
zidentyfikowano wobec zwiazkéw wzorcowych kwas loganowy (1) jako dominujacy
we wszystkich badanych odmianach, z towarzyszacymi mu swerozydem (4) 1 loganing
(5). Ponadto w oparciu o zebrane dane chromatograficzne i spektralne pozostale
zwigzki irydoidowe zidentyfikowano jako 7-O-pentozydy: kwasu loganowego (3), 7-
epi-loganowego (2) oraz 7-O-pentozyd loganiny (6). Wyniki sa pierwszym
doniesieniem o kompozycji zwiazkéw irydoidowych w owocach L. caerulea var. edulis.
Oznaczone zawartosci sumy zwigzkow irydoidowych oraz kwasu loganowego metoda
HPLC (metoda zwalidowana) w owocach odmian krajowych byly zblizone, natomiast
owoce odmiany ‘Wojtek’ charakteryzowaly si¢ 3-krotnie wyzsza zawartoscig loganiny.

Biorac pod uwage dane literaturowe o dziataniu przeciwzapalnym kwasu loganowego i loganiny
stwierdzono, ze réznice w zawartosci zwigzkow irydoidowych w owocach L. caerulea var. edulis

(‘Brazowa’, ‘Wojtek’, “Zielona’) moga mie¢ wplyw na wykazywany efekt przeciwzapalny.

V' rozpoznano metodami on-line’/’off-line’ ‘heart-cutting’ L.C z uzyciem detektoréw MS i
DAD oraz metodqa HPLC w polaczeniu z detektorem ELSD kompozycje zwigzkéw
czynnych w kwiatach odmian krajowych L. caerulea var. edulis ‘Brazowa’, “Woijtek’, “Zielona’
identyfikujac 52 zwigzki nalezace do flawonoidow, kwasow fenolowych, irydoidow i
saponin
* w kwiatach zidentyfikowano 22 flawonoidy sposréd ktérych wigkszos$¢ stanowily

pochodne luteoliny i kwercetyny, 15 fenolokwaséw oraz 14 zwigzkéw irydoidowych

® wskazano na réznice jakoSciowe i iloSciowe w profilach metabolitow wtérnych
kwiatow odmian krajowych wiciokrzewu sinego. Odmiana ‘Wojtek” wyrdzniala si¢
najwyzszym stezeniem zwigzkow z grupy flawonoidéw i kwaséw fenolowych podczas
gdy najwyzsze poziomy irydoidéw oznaczono w odmianach ‘Wojtek’ i ‘Brazowa’

* metoda HPLC-ELSD-ESI-MS potwierdzono obecnos¢ w kwiatach 3 badanych
odmian L. caernlea var. edulis w niewielkich ilo$ciach saponiny — przypuszczalnie estru
28-O-B-glukopiranozylo(6>1)-O-B-glukopiranozylo-hederageniny

Wysokie zawartosci zwiazkéw flawonoidowych w kwiatach badanych odmian L. caerulea var.

ednlis, wyrozniaja je sposrdd innych kwiatéw gatunkéw z rodzaju Lonicera, w ktérych flawonoidy

identyfikowano w niskich, badZ sladowych ilosciach.
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e W zakresie badan aktywnosci biologicznej oraz farmakologicznej wyciaggoéw z owocow

i pedow Rubus idaeus oraz owocoéw Rubus occidentalis i owocoéw oraz kwiatow

Lonicera caerulea

v’ okreSlono aktywno$¢ przeciwbakteryjng ekstraktéw z owocéw niektorych  odmian

uprawowych R. idaens Poranna Rosa’, ‘Laszka’ oraz R. ocidentalis ‘Litacz’ 1 pedow z
odmiany R. idaens “Willamette’ wobec szczepow antybiotykoopornych Staphylococcus anreus
MRSA 1 Escherichia coli ESBL oraz oceniono interakcje wyciaggéow z owocow 1 pedéw maliny
wlasciwej oraz maliny zachodniej z antybiotykami wobec wybranych szczepoéw bakterii

Gram-dodatnich i Gram-ujemnych

stwierdzono, ze obserwowane oddzialywania — synergizm, antagonizm lub addycja w
zakresie efektow przeciwdrobnoustrojowych kombinacji badanych ekstraktow z
antybiotykami byly zalezne od typu zastosowanego ekstraktu, antybiotyku oraz
szczepu bakteryjnego

wykazano ze spos$réd badanych szczepéw bakterii Gram-dodatnich ekstrakty z
owocoOw 1 pedow dzialaja synergistycznie z tetracyklinami wobec Corynebacterinm
diphtheriae 1 Neisseria meningitidis, natomiast antagonistycznie z aminoglikozydami i
fluorochinolonami wobec Staphylococcus anrens i Staphylococcus epidermidis. Bakteria wobec
ktérej odnotowano najwigkszg liczbe oddzialywan o typie synergizmu byla C.
diphtheriae. Wobec uzytych szczepoéw bakterii Gram-ujemnych dominujacym typem
interakcji ekstrakt-antybiotyk we wszystkich badanych szczepach byl efekt addycji.

w  pojedynczych  kombinacjach  antybiotyk-ekstrakt odnotowano  synergizm
antybiotykow - klindamycyny, ampicyliny, penicyliny z ekstraktem z pedéw R. idaens
‘Willamette’ niwelujacy antybiotykoopornosc szczepdw S. aurens MRSA 12677 1 13318.

Otrzymane wyniki badan oddzialywan kombinacji ekstrakt roslinny- antybiotyk sa pierwszymi

opisanymi dla wyciagéw z malin (owoce, pedy).

v

stwierdzono, ze ckstrakt z owocow L. caerulea var. edulis “Wojtek® wykazuje dzialanie
hamujace (MIC) lub bakteriobdjcze (MBC) wobec szeregu bakterii Gram-dodatnich i
Gram-ujemnych w zakresie stezent 1-64 mg/ml, podczas gdy ekstrakt z kwiatéw L. caerulea
var. edulis ‘Wojtek” ujawnil wylacznie efekt hamujacy (MIC) na wzrost bakterii, w zakresie

stezen 2-64 mg/ml

najbardziej wrazliwymi na bakteriobojcze dzialanie ekstraktu z owocoéw L. caerulea var.

ednlis byty Corynebacterinm diphtheriae, Moraxella catarrbalis 1 Neisseria meningitidis, podczas
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edy C. diphtheriae, Streptococcus grapy A oraz S. epidermidis byly najbardziej wrazliwe na
ekstrakt z kwiatow. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna kwiatow L. caerulea var. edulis
oceniono po raz pierwszy

= ckstrakty z owocow L. caernlea var. edulis wykazywaly si¢ zblizona badz slabsza
aktywnoscig przeciwbakteryjnag wobec badanych szczepéw bakterii, w poréwnaniu do
wezesniej badanych w tym zakresie wyciagdw z owocdéw réznych odmian uprawowych

R. idaeus i R. occidentalis

v’ oznaczono aktywno$¢ przeciwzapalng oraz aktywno$é przeciwutleniajaca (jako jeden z
elementow mechanizmu aktywnosci przeciwzapalnej wyciagow roélinnych), ekstraktu z
owocow L. caerulea var. edulis “Wojtek’

* w modelu 7z vivo indukowanego karageninag obrzg¢ku lapy szczura obserwowano
statystycznie istotne zahamowanie obrz¢ku w dawce 500 mg/kg m. c., ktére bylo ok.
2-razy stabsze od dzialania indometacyny w pierwszych 2 h, natomiast porownywalne
z indometacyna od 3 do 5 h eksperymentu

= 2z uzyciem testu DPPH oraz fosforomolibdenowego wykazano, ze na tle innych
surowcoéw roslinnych owoce wiciokrzewu sinego charakteryzuja si¢ umiarkowang
aktywnoscig antyoksydacyjna (DPPH EC,, 109.5 pg/ml) oraz stabym potencjalem
redukcyjnym (87.2 mg/g AAE).

Stwierdzono, ze w poréwnaniu do owocéw maliny zachodniej, owoce wiciokrzewu sinego
charakteryzujq si¢ stabsza aktywnoscia przeciwzapalna oraz antyoksydacyjna, natomiast silniejsza w
poréownaniu do owocéw maliny wlasciwej. Jest to przypuszczalnie zwiazane z obecnoscia w wysokim
stezeniu antocyjandéw (pochodnych cyjanidyny) oraz irydoidow (w tym loganiny), przy braku
elagotanin. Ponadto owoce 1 kwiaty wiciokrzewu sinego wykazuja stabsza aktywnos¢

przeciwdrobnoustrojowa w poréwnaniu do owocow i pedow malin.

e W zakresie badan aktywnosci biologicznej urolityn — produktéw metabolizmu
elagotanin i kwasu elagowego.
V' po raz pierwszy oceniono aktywno$é przeciwbakteryjna urolityn A-C oraz metylourolityn
A-B wobec wybranych szczepéw bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
® ujawniono dzialanie hamujace wzrost (MIC) tylko niektérych wrolityn wobec
pojedynczych szczepow bakterii. Najsilniejszym dzialaniem przeciwdrobnoustrojowym
wyrdzniala si¢ urolityna C i najbardziej wrazliwymi bakteriami na zwiazek byly S. aureus

MIC 0.25 mg/ml) i S. epidermidis (MIC 0.06 mg/ml), powodujaca zakazenia
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wewnatrzszpitalne. O wiele stabsze dziatanie hamujace wzrost (w stezeniu 1 mg/ml)
odnotowano dla urolityn A, C 1 metylourolityny B wobec C. diphtheriae, dla urolityny A

wobec 8. epidermidis, oraz dla urolityny C wobec K. pneunoniae.

V' oceniono cytotoksyczno$é urolityn A-C wobec 4 linii komérkowych ludzkiego raka piersi:
MCEF-7, T47D, BT474 i MDA-MB-468, poréwnujac ich aktywnos¢ do wolnego kwasu
elagowego, sangwiny H-6 oraz ekstraktu z pedow R. idaeus “Willamette’

® urolityna A ujawnila dzialanie cytotoksyczne wobec wszystkich badanych linii
nowotworowych, a jej aktywno$¢ cytotoksyczna byla okolo 2-razy silniejsza wobec
linii T47D 1 MDA-MB-468. Urolityna C wykazala efekt cytotoksyczny jedynie wobec
linii T47D i MDA-MB-468 natomiast urolityna B byla nieaktywna.

® urolityny A 1 C w poréwnaniu do sangwiny H-6 1 kwasu elagowego, charakteryzowaly
si¢ od 2 do 8-razy silniejsza aktywnoscig cytotoksyczna, przy czym linie T47D oraz
MDA-MB-468 wyrozniata wicksza wrazliwos¢ na dziatanie cytotoksyczne urolityn A i
C.

Stwierdzono, ze aktywnos$¢ przeciwbakteryjna wurolityn jest stabsza od = aktywnosci
przeciwbakteryjnej sangwiny H-6 i kwasu elagowego (wyjatek urolityna C), natomiast urolityny (A 1 C)

posiadajg silniejsze wlasciwosci cytotoksyczne.
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STRESZCZENIE

Celem pracy byla analiza fitochemiczna i farmakologiczna surowcéw roslinnych pochodzacych
z szeregu odmian Rubus idaens (malina wlasciwa), Rubus occidentalis (malina zachodnia) i Lonicera caernlea
var. ednlis (wiciokrzew siny) hodowanych w Polsce.

Surowcami wlaczonymi w badania byly owoce 11 odmian uprawowych K. idaeus (‘Benefis’,
‘Beskid’, ‘Glen Ample’, ‘Heritage’, ‘Laszka’, Pokusa’, ‘Polana’, ‘Polesie’, ‘Polka’, ‘Poranna Rosa’,
‘Willamette’), owoce 1 odmiany uprawowej R. occidentalis (‘Litacz’), pedy 2 odmian R. idaeus (‘Glen
Ample’, ‘Willamette’) oraz pedy 2 odmian R. occidentalis (‘Bristol’, ‘Litacz’) pozyskane z egzemplarzy
kolekeji Sadowniczego Zaktadu Doswiadczalnego Instytutu Sadownictwa 1 Kwiaciarstwa w Brzeznej
(Brzezna, Polska). Dodatkowo dokonano zbioru pedow R. idaeus ze stanu dzikiego, z trzech stanowisk
Trojmiejskiego Parku Krajobrazowego. Owoce i kwiaty 3 krajowych odmian uprawowych L. caerulea
var. edulis (‘Brazowa’, ‘Woijtek’, “Zielona’) pozyskano ze Szkotki Borowki Wysokiej 1 Jagody
Kamczackiej ‘Jagddka’ (Lebork, Polska).

W analizie fitochemicznej uzyto technik wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC),
wlaczajac w to jedno- (1D LC) i dwuwymiarows chromatografic (2D LC), do rozdzielenia szeregu
metabolitow wtérnych w owocach i pedach malin, oraz owocach i1 kwiatach wiciokrzewu. Uzycie
nowych rozwigzan separacyjnych w zakresie opracowanych systeméw 2D LC, umozliwiajacych
efektywne rozdzielenie réznych grup metabolitow wtérnych bylo celem  czastkowym
przeprowadzanych badan.

Analiza aktywnosci biologicznej obejmowala analiz¢ aktywnosci przeciwbakteryjnej bogatych w
elagotaniny ekstraktow z owocoéw 1 pedéw malin, poprzez ocene ich oddzialywania z antybiotykami
wobec wybranych szczepéw bakteryjnych oraz analize aktywnosci przeciwbakteryjnej 1 cytotoksycznej
urolityn — produktéw metabolizmu elagotanin i kwasu elagowego. Owoce i kwiaty L. caerulea var. edulis
oceniano w zakresie ich dzialania przeciwdrobnoustrojowego (owoce 1 kwiaty) antyoksydacyjnego i
przeciwzapalnego (owoce).

Przedstawiona dysertacja sklada si¢ z czterech czg¢sci: teoretycznej, doswiadczalnej, omowienia
wynikéw badan wlasnych oraz wynikéow 1 wnioskéw. W czeéci teoretycznej przedstawiono
charakterystyke botaniczng, oraz dotychczasowy stan wiedzy na temat skiadu chemicznego i
aktywnosci biologicznej badanych surowcéw oraz wybranych produktéw ich metabolizmu (urolityn),
jak réwniez przeglad technik 2D LC uzywanych w analizie wybranych grup metabolitéw wtérnych
obecnych w badanych surowcach. W drugiej czg¢sci przedstawiono metodologie przeprowadzonych
badan doswiadczalnych, natomiast czesci trzecia i czwarta koncentruja si¢ na opisie i omowieniu

uzyskanych wynikéw 1 wyciggnietych w nich wnioskow.
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Przeprowadzono analize fitochemiczna zwiazkéw fenolowych nalezacych do elagotanin,
flawonoli i flawan-3-oli i kwasow fenolowych w owocach odmian krajowych R. zdaens i R. occidentalis
metoda HPLC-DAD ESI-MS stosujac kolumne Discovery HS C-18 (150 x 2.1 mm, 3um) i elucje
gradientowa obejmujaca wzrost stezenia mieszaniny ACN:H,OTFA (50:50:0.1, »/»/») w 0.1%
wodnym roztworze TFA od 12 do 100%. Elagotaniny i ich pochodne identyfikowano w ekstraktach
etanolowo-wodnych, natomiast identyfikacje flawonoli, flawan-3-oli oraz kwaséw fenolowych
przeprowadzono we frakcjach octanu etylu ekstraktéw metanolowych.

W ekstraktach etanolowo-wodnych owocéw wszystkich odmian potwierdzono obecnos¢
elagotanin: sangwiny H-06, lambertianiny C, oraz w mniejszych ilosciach izomeru sangwiny H-6, dwoch
izomeréw sangwiny H-10, sangwiny H-2 oraz kwasu elagowego. Owoce badanych odmian odznaczaty
si¢ pewnym zréznicowaniem skladu chemicznego w zakresie profili zawartosci elagotanin, gtéwnie
sangwiny H-6, jej izomeru oraz lambertianiny C. Dodatkowo sangwine H-2 oznaczono po raz
pierwszy jako skladnik owocéw maliny wiadciwej i maliny zachodniej.

Oprocz zwiazkéw nalezacych do elagotanin, we frakcjach octanu etylu, w oparciu o zwigzki
wzorcowe zidentyfikowano kwas galusowy, protokatechowy, kawowy, izokwercetyne, hiperozyd,
rutyng, tilirozyd, 3-O-glukuronid kwercetyny, 3-O-glukuronid kemferolu, kemferol kateching,
epikateching, epigalokateching, procyjanidyne B, oraz B,. Na podstawie widm ESI-MS otrzymanych
technika SIM  zidentyfikowano dodatkowo galoilo-bis-HHDP-glukoze, trzy  pentozydy i
acetylopentozydy kwasu elagowego oraz nieznane pochodne katechiny i procyjanidyny. Owoce
badanych odmian charakteryzowaly bardzo niskie stezenia w/w zwigzkéw oraz niewielkie
zréznicowanie zakresie ich kompozycji pomiedzy badanymi odmianami. W zwiazku z tym
sformutowano wniosek, ze powyzsze zwigzki nie maja wplywu na réznice w aktywnosci biologicznej
owocow malin obserwowane we wczesniejszych badaniach [19].

W ekstraktach z owocoéw R. occidentalis po raz pierwszy oznaczono: lambertianing C, izomer
sangwiny H-6, izomery sangwiny H-10, sangwing H-2, pentozydy i acetylopentozydy kwasu elagowego,
kwas protokatechowy, epikatechine, epigaloaktechine, procyjanidyne B, i B,, izokwercetyne, 3-O-
glukuronid kwercetyny, 3-O-glkuronid kemferolu oraz kemferol.

Kontynuowano badania fitochemiczne pedéw R. idaeus opracowujac system 2D LC do separacji
ich zespotu metabolitow wtornych.

Do identyfikacji metabolitéw wtérnych w pedach R. idaens ‘Willamette’ zmodyfikowano
wczesniej opracowany system ‘comprehensive’ LC x L.C, w zakresie zastosowanej kolumny w °D —

Chromolith Performance (100 x 4.6 mm, 2 pum), ktéra byla 4-razy dluzsza od poprzedniej, oraz
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zwigkszajac predkosé przeplywu z 1.5 do 6 ml/min [19]. Na otrzymanym chromatogramie L.C x LC
zidentyfikowano sangwing H-6, kwasy galusowy, protokatechowy, kawowy oraz elagowy, kateching,
epikateching, procyjanidyne B,, hiperozyd, izokwercetyng, 3-O-glukuronid kwercetyny oraz 3-O-
galaktozyd kemferolu — natomiast nie odnotowano sygnalow zwiazkéw odpowiadajacym innym
elagotaninom identyfikowanym w ramach jednowymiarowej analizy HPLC-DAD ESI-MS: izomerom
sangwiny H-10, lambertianinie C, izomerowi sangwiny H-6 i sangwinie H-2.

Do badan wlaczono pedy odmiany o wyzszej zawartosci elagotanin (‘Glen Ample’),
modyfikujac system 2D LC w zakresie rodzajéw kolumn oraz programow elucji gradientowej. W
badaniach wstepnych uzyto kolumn wykonanych w technologii ‘core-shell’ typu Kinetex o réznych
mechanizmach retencji: C-18, PFP oraz HILIC, oraz dwoéch programéw elucji gradientowej: jeden
obejmujacy wzrastajace stezenie mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/»/7), od 10 do 100%, w 0.1%
wodnym roztworze TFA, natomiast drugi wrastajace stezenie mieszaniny ACN:MeOH:H,O:TFA
(5:80:15:0.1 »/v/v/v), od 10 do 60%, w 0.1% wodnym roztworze TFA. W badaniach identyfikacyjnych
uzyto detektora UV, oraz MS z jonizacja ESI i APCI, ktore sa komplementarnymi wzgledem siebie
metodami jonizacji. Obnizenie temperatury kolumny z T — 32 °C do T — 20°C pozwolito na
efektywniejsze rozdzielenie 1 ograniczenie efektu rozmycia pasma (ang. band broadening).

Rozdzielone zwiazki z warto$ciami t; ponizej 30 min w wigkszoéci rozpoznano jako
elagotaniny, kwasy fenolowe oraz flawan-3-ole, natomiast zwiazki o wartodci t; powyzej 30 min w
przewazajacej wickszosci stanowily flawonole oraz pochodne kwasu elagowego. W zaleznosci od
zastosowanej kolumny oraz fazy ruchomej, obserwowano koelucje niektoérych zwiazkéw o nizszych
intensywnosciach pikéw, z pikami o wyzszej intensywnosci 1 nie mogly by¢ zarejestrowane przy
dlugosci fali A — 280 nm.

Kolumny Kinetex C-18 i Kinetex PFP zapewnialy najlepsza rozdzielczo$¢ przy czym w
poréwnaniu do Kinetex C-18, Kinetex PFP byla bardziej efektywna, rozdzielajac pentozydy i
acetylopentozydy kwasu elagowego, podczas gdy jedynym zwigzkiem oddzielonym lepiej na kolumnie
Kinetex C-18 byl izomer sangwiny H-6. Z zastosowaniem fazy ruchomej zawierajacej
ACN:MeOH:H,O:TFA  (5:80:15:0.1 »/v/v/v) rozdzielono epigalokateching oraz trzy zwiazki
identyfikowane jako galoilo-HHDP-glukoza, natomiast sangwina H-2 1 metylopentozyd kwasu
elagowego byly rozdzielane tylko w fazie ruchomej zawierajacej ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »//2).

Separacja na kolumnach Kinetex C-18 i PFP pozwolila na rozdzielenie i wykrycie szeregu
zwigzkow dotychczas niezidentyfikowanych w pedach R. idaeus, takich jak pochodne kwasu elagowego
czy epigalokatechina, jednak nie osiagnieto satysfakcjonujacego rozdzielenia kwasu elagowego,

hiperozydu, izokwercetyny, 3-O-glukuronidu kwercetyny oraz acetylopentozydow kwasu elagowego.
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W procedurze rozdzielenia ‘on-line’ 2D LC wybrano kolumne Luna C-18 (150 x 1 mm, 3 um)
(T — 34°C) do rozdzieled w 'D, oraz Kinetex PFP (100 x 4.6 mm, 2.6 um) (T — 20°C) w °D. Do
rozdzielen zastosowano faz¢ ruchomg bedaca mieszaning ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/»/») w 0.1 %
wodnym roztworze TFA tworzac program dwa programy elucji gradientowej, obejmujace wzrastajace
stezenie ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/2/v), w 0.1 % wodnym roztworze TFA, od 10 do 100 % w
przypadku programu w 'D, oraz od 10 do 49 % w programie w “D. Na kolumnie 'D skladniki probki
wstepnie rozdzielono w warunkach elucji gradientowej na frakcje o réznej polarnosci, ktére nastepnie
wprowadzano na kolumne D, w czasie modulacji wynoszacym 8 minut. Uzyto detektora UV oraz MS
z jonizacja ESI, APCI oraz DUIS-MS, w trybie jondéw ujemnych. Identyfikacje zwigzkow
przeprowadzono na podstawie porownania widm UV oraz MS ze zwigzkami wzorcowymi oraz danymi
literaturowymi. Opracowane warunki separacji uznano za optymalne biorac pod uwage parametry
techniczne systemu HPLC, typy zastosowanych kolumn oraz specyfike badanej matrycy roslinnej w
zakresie kompozycji zwiazkéw czynnych.

Wyciagi z pedow R. idaens odmiany ‘Glen Ample’ poddano analizie z uzyciem opracowanego
systemu ‘on-line’ 2D LC rodzielajac ponad 40 zwiazkéw w postaci pojedynczych pikow, sposrod
ktorych zidentyfikowano: sangwine H-6 oraz jej izomer, 4 izomery sangwiny H-10, sangwine H-2 i jej
izomer, szereg izomerow galoilo-HHDP-glukozy oraz galoilo-bis-HHDP-glukozy, pochodne kwasu
elagowego w postaci pentozydu, metylopentozydéow oraz acetylopentozydow, kwasy galusowy,
protokatechowy i kawowy, kateching, epikatechine, epigalokateching, procyjanidyny B, i B,, hiperozyd,
izokwercetyne oraz 3-O-glukuronid kwercetyny.

Elagotaniny identyfikowano gléwnie w oparciu o widma ESI-MS, poniewaz jony o masie
powyzej 1000 Da nie byly rejestrowane w przypadku jonizacji APCI. Dla wigkszosci elagotanin 1
pochodnych kwasu elagowego obserwowano jon odpowiadajacy kwasowi elagowemu, obecny tylko w
widmach APCI, przy m/z 301 [M-H]. Podobnie w widmach APCI glikozydéw flawonoidowych
obserwowano obecnosc¢ jonow fragmentacyjnych odpowiadajacych aglikonom flawonoidowym.

System ‘on-line’ 2D LC zapewnil 100% wzrost rozdzielczosci wzgledem rozdzielen
jednowymiarowych i pozwolil na rozdzielenie szeregu zwiazkéw nie rozpoznawanych wczesniej jako
skladniki pedoéw R. idaeus, wlaczajac w to sangwing H-2 1 jej izomer, izomer sangwiny H-6, trzy
izomery galoilo-HHDP-glukozy, dwa izomery galoilo-bis-HHDP-glukozy oraz jeden petozyd, dwa
metylopentozydy oraz dwa acetylopentozydy kwasu elagowego.

Uwzgledniajac fakt ze sklad chemiczny peddw R. ocidentalis nie jest znany, do badan
fitochemicznych przeznaczono pedy 2 odmian uprawowych R. occdentalis (‘Bristol’ i ‘Litacz’),

porownujac ich profile z profilami pedow gatunku R. zdaeus (odmiany ‘Glen Ample’) oraz gatunku
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pokrewnego Rubus fruticosus (pozyskanych ze stanu naturalnego). Metanolowe ckstrakty z peddw
poddano separacji na kolumnie Kinetex PFP, z uzyciem programu elucji gradientowej obejmujacego
wztrastajace stezenie mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/2/7), od 10% do 40%, w 0.1% wodnym
roztworze TFA. Identyfikaciji zwigzkow dokonano w oparciu o poréwnanie widm UV oraz ESI-MS ze
zwigzkami wzorcowymi oraz danymi literaturowymi.

W pedach dwéch badanych odmian R. occidentalis wykryto: kwasy galusowy, protokatechowy,
kawowy i elagowy, pentozyd i dwa acetylopentozydy kwasu elagowego, trzy izomery sangwiny H-10,
kateching, epikateching, procyjanidyne B,, izokwercetyng oraz 3-O-glukuronid kwercetyny, pochodna
katechiny/procyjanidyne oraz dwa flawonoidy o nieznanej strukturze.

Profil chromatograficzny pedéw obydwu badanych odmian R. ocidentalis byl odmienny od
profili pedéow maliny wlasciwej i jezyny, oraz znacznie ubozszy (21 zwiazkéw fenolowych, na tle 31
zwigzkow zidentyfikowanych w pedach R. zdaens ‘Glen Ample’ i 28 zwiazkéw w pedach R. fruticosus) we
wszystkie zwiazki fenolowe obecne w badanych gatunkach, z wyjatkiem kwasu elagowego. W pedach
R. occidentalis nie wykryto réwniez najbardziej charakterystycznej elagotaniny dla rodzaju Rubus:
sangwiny H-6.

Chemotaksonomiczne poréwnanie profili pedéw R. occidentalis z pedami R. idaeus 1 R. fruticosus,
wskazuja na dalsze pokrewienstwo R. occidentalis i R. idaens pomimo przynaleznosci do tego samego
podrodzaju (Idaeobatus).

Uwzgledniajac tradycyjne zastosowanie zbieranych zimg pedow maliny wiasciwej jako surowca
przeciwprzezigbienowego, oceniono profile metabolitéw wtérnych w cyklu wegetacyjnym peddw
maliny wlasciwej zebranych z trzech naturalnych stanowisk Tréjmiejskiego Parku Krajobrazowego.
Metanolowe ekstrakty z pedow poddano separacji na kolumnie Kinetex PFP, z uzyciem programu
elucji gradientowej obejmujacego wzrastajace stezenie mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/»/7), od
10% do 40%, w 0.1% wodnym roztworze TFA. Identyfikacji zwiazkéw dokonano w oparciu o
poréownanie widm UV oraz ESI-MS ze zwiazkami wzorcowymi oraz danymi literaturowymi.

Profile pedéw maliny wlasciwej zebranych z trzech stanowisk naturalnych byly zblizone do
pedow R. idaens odmian uprawowych, z kwasem elagowym oraz sangwinag H-6 jako zwiazkami
dominujacymi w zespole.

Najwyzsze stezenia dla badanych fenoli obserwowano w okresie wiosennym, jesienig
odnotowujac ich wyrazny spadek, ktéry utrzymywal si¢ w pedach zimowych. Na podstawie
otrzymanych wynikéw wysuni¢to wniosek ze zbiér pedéw R. idaens do celéw leczniczych powinien
mie¢ miejsce na wiosne ze wzgledu na najwyzsze w tym okresie stezenia aktywnych biologiczne

metabolitéw wtérnych.
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Oceniono sktad chemiczny owocéw trzech krajowych odmian uprawowych L. caerulea var. edulis
(‘Brazowa’, ‘Wojtek’, “Zielona’) w zakresie metabolitéw wtérnych nalezacych do zwigzkéw
polifenolowych, prostych fenoli oraz irydoidéw. W analizie zastosowano kolumng Discovery HS C-18
(150 x 2.1 mm, 3um) i elucje gradientowa obejmujaca wzrost stezenia mieszaniny ACN:H,O:TFA
(50:50:0.1, »/v/v) w 0.1% wodnym roztworze TFA od 12 do 100%. Identyfikacji zwigzkéw dokonano
w oparciu o poréwnanie widm UV oraz ESI-MS ze zwiazkami wzorcowymi oraz danymi
literaturowymi.

Badane odmiany charakteryzowaly si¢ zblizonym profilem chromatograficznym w zakresie
zwigzkow  fenolowych, z 3-O-glukozydem cyjanidyny jako dominujacym zwiazkiem, wraz z
towarzyszacymi mu 3,5-O-diglukozydem cyjanidyny, 3-O-rutynozydem cyjanidyny, 3-O-glukozydem
pelargonidyny, 3-O-glukozydem peonidyny, 3,5-O-diglukozydem peonidyny, hiperozydem, rutyna,
izokwercetyna, procyjanidyng B, katechina, epikateching oraz kwasami chlorogenowym,
neochlorogenowym 1 3,5-O-dikawoilochinowym. Chociaz wigkszos¢ zwigzkéw byla wezesniej
identyfikowana jako sktadniki owocoéw L. caerulea, to procyjanidyna B, zostala zidentyfikowana po raz
pilerwszy.

W oparciu o widma UV, we wszystkich badanych odmianach zidentyfikowano 6 zwiazkéw o

maksimach absorpcji charakterystycznych dla zwigzkéw irydoidowych (A, 234-238 nm). W ich

identyfikacji poréwnano efektywnosé dwoch typow jonizacji: ESI i APCI, w dodatnim oraz ujemnym
trybie jonéw. W przypadku jonizacji ujemnej, zarowno w widmach ESI jak i APCI, obserwowano
wysoka intensywno$¢ jonow stanowiacych addukty z TFA (IM-H+TFA]), przy bardzo niskiej
intensywnosci sygnalow jonéw pseudomolekularnych, natomiast w trybie jonéw dodatnich, w
wigkszosci identyfikowanych zwigzkéw, sygnaly jonéw pseudomolekularnych charakteryzowaly sie
wysoka intensywnoscia, i towarzyszyl im szereg innych jonéw odpowiadajacych adduktom [M+NH,]",
[M+Na]" czy [M+K]" oraz jon powstajacy po odszczepieniu czasteczki wody ((M+H-H,O]").

W oparciu o zwigzki wzorcowe, trzy sposrod szesciu rozdzielonych irydoidéw rozpoznano jako
kwas loganowy, swerozyd 1 loganing. Na podstawie widm UV, MS i poréwnania z danymi
literaturowymi pozostale zwiazki wstepnie zidentyfikowano jako 7-O-pentozyd kwasu loganowego, 7-
O-pentozyd kwasu 7-epi-loganowego oraz 7-O-pentozyd loganiny. Analiza iloSciowa ujawnila ze
owoce badanych odmian L. caerulea var. edulis zawieraja irydoidy w zblizonym zakresie stgzen, sposrod
ktorych dominujacym zwigzkiem w badanych odmianach jest kwas loganowy. Sa to pierwsze
doniesienia na temat kompozycji zwiazkdw irydoidowych w owocach L. caerulea var. edulis.

Oceniono sktad chemiczny kwiatéw trzech krajowych odmian uprawowych L. caerulea var. edulis

(‘Brazowa’, ‘Wojtek’, “Zielona’) w zakresie metabolitow wtornych nalezacych do flawonoidow,
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tenolokwaséw, irydoidow oraz saponin. Kwiaty gatunku L. caerulea nie byly wczesniej badane w
zakresie skfadu chemicznego.

Do oznaczen ilosciowych i jakosciowych zespoléw metabolitow wtornych z grup flawonoidéw,
irydoidéw oraz fenolokwasow, w kwiatach L. caerulea var. edulis opracowano system ‘on-line’ i ‘off-line’
‘heart-cutting’ 2D LC. Identyfikacji dokonano w oparciu o zwiazki wzorcowe lub w oparciu o widma
UV oraz ESI-MS otrzymane w trybie zbierania pelnych widm ('D) oraz technika SIM (*D),
poréownujac je z danymi literaturowymi.

W warunkach 1D LC otrzymano dobre rozdzielenie 26 zwiazkéw z czego 9 nalezalo do
kwasow fenolowych, 2 do irydoidéw, oraz 15 do flawonoidéw. Dla zwigzkéw ktore nie rozdzielily sig
w 1D LC, eluujacych w zakresach wartosci t; 12-13 min (FR.1), 15-16 min (FR.2), 17.5-18.5 min
(FR.3), 24.5-25.5 min (FR.4), oraz 27-28 min (FR.5), opracowano system ‘on-line’ ‘heart-cutting’ 2D
LC — skladajacy si¢ z kolumny Discovery HS C-18 w 'D (150 x 2.1 mm, 3pm) oraz kolumny Kinetex
F5 (50 x 4.6 mm, 2.6 um) w ’D. Wszystkie opracowane programy elucji obejmowaly wzrost stezenia
mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, »/»/7) w 0.1% wodnym roztworze TFA od 12 do 100%, przy
czym w 'D zastosowano gradient liniowy, natomiast w °D programy elucji taczace w poszczegdlnych
etapach elucje izokratyczna 1 gradient liniowy. Przy uzyciu ‘on-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC rozdzielono
dodatkowo 21 zwigzkéw z czego 6 nalezalo do kwasow fenolowych, 8 do irydoidéw, oraz 7 do
flawonoidow.

System ‘on-line’ ‘heart-cutting” 2D L.C umozliwil efektywne rozdzielenie zwigzkéw czynnych
kwiatow odmiany ‘Wojtek’, natomiast w odniesieniu do odmian ‘Brazowa’ i “Zielona’ separacja
sktadnikéw FR.A i FR.B eluujacych z 'D w czasach t; 18.5-19 min i t; 19.1-19.7 min nie byla mozliwa.
Zwiazki z FR.A 1 FR. B odmian ‘Brazowa’ oraz ‘Woijtek’ rozdzielono w systemie ‘off-line’ ‘heart-
cutting’ 2D LC. Frakcje zebrano recznie z kolumny 'D, w 3 powtérzeniach oraz rozdzielono na
kolumnie Kinetex PFP (100 x 4.6 mm, 2.6 um) stosujac program uzywany w rozdzieleniu 'D, co
pozwolilo na identyfikacje dwoch dodatkowych zwiazkow irydoidowych.

Przy uzyciu ‘on-line’ i ‘off-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC ustalono, ze kwiaty 3 odmian krajowych
L. caernlea sa zrédtem 51 zwiazkow nalezacych do flawonoidow, kwaséw fenolowych i irydoidéw.

W materiale roslinnym 22 zwigzki rozpoznano jako flawonoidy, sposroéd ktérych wickszo$é
stanowily pochodne luteoliny i kwercetyny. Wobec zwiazkéw wzorcowych zidentyfikowano 9
flawnoidow: rutyne, 7-O-rutynozyd luteoliny, izokwercetyne, 7-O-glukozyd luteoliny, 3-O-rutynozyd
kemferolu, kwercytryne, ochnaflawon, kupressuflawon oraz amentoflawon. Sposréd pozostalych 14
zwigzkéw uznanych za flawonoidy, w oparciu o otrzymane widma UV oraz MS, 9 z nich wstepnie

zidentyfikowano bazujac na danych literaturowych jako: dwa ramnozylo-heksozydy luteoliny, heksozyd
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kwercetyny, ramnozylo-heksozyd apigeniny, diheksozyd luteoliny, 7-O-neohesperydozyd chryzoeriolu,
pentozylo-heksozyd kwercetyny pentozylo-heksozyd luteoliny oraz ramnozylo-heksozyd izoramnetyny.
Obserwowano réznice w stezeniach niektorych flawonoidow pomiedzy badanymi odmianami,
niemniej jednak dominujacymi flawonoidami w kwiatach wszystkich trzech badanych odmian byla
rutyna, wraz z obecnymi w znacznych ilosciach kupressuflawonem, amentoflawonem oraz pentozylo-
heksozydem kwercetyny. Flawonoidy stanowily dominujaca grupe zwiazkow sposrdéd wszystkich
badanych grup metabolitow wtornych w kwiatach L. caerulea var. edulis, zardwno pod wzgledem liczby
zidentyfikowanych zwiazkéw, jak 1 wartosci stezen, co wyrdznia kwiaty gatunku L. caerulea var. edulis na
tle innych gatunkéw z rodzaju Lonizcera.

W kwiatach badanych odmian 15 zwigzkéw rozpoznano jako fenolokwasy. Dwa zwiazki: kwas
kawowy 1 chlorogenowy, zidentyfikowano w oparciu o poréwnanie z wzorcami, natomiast
identyfikacja kolejnych 12 fenolokwaséw: neochlorogenowego, 3 kwaséw kawoilochinowych, 4,5-di-
O-kawoilochinowego, 3,5-di-O-kawoilochinowego, 3,4-di-O-kawoilochinowego, p-
kumaroilochinowego, feruilochinowego, feruilokawoilochinowego oraz glukozydu kwasu p-
kumaroilochinowego 1 heksozydu kwasu kawowego byta oparta na poréwnaniu wartosci tg, widm UV
oraz MS z danymi literaturowymi. Odnotowano zblizone poziomy stezen fenolokwaséw w kwiatach
wszystkich 3 badanych odmian L. caerulea var. edulis. Kwasy chlorogenowy i 3,5-di-O-kawoilochinowy
dominowaly z zespole, wraz z kwasem neochlorogenowym i 3,4-di-O-kawoilochinowym obecnymi w
wyzszych stezeniach, co jest zgodne z wynikami dotyczacymi kwiatéw innych gatunkéw z rodzaju
Lonicera.

W materiale rodlinnym 14 zwiazkéw zidentyfikowano jako irydoidy. Kwas loganowy, loganing 1
swerozyd zidentyfikowano w oparciu o poréwnanie ze zwigzkami wzorcowymi, natomiast kolejne 10,
w tym: dwa izomery kwasu sekologanowego, kwas 8-epi-loganowy, sekologanozyd, 7-O-arabinozyd
demetylosekologanolu, epi-wogelozyd, sekoksyloganina, serynosekologanina, treoninosekologanina
oraz 7-ester butylowy sekoksyloganiny zidentyfikowano w oparciu o poréwnanie wartosci tp, widm UV
oraz MS z danymi literaturowymi. Kwas 8-epi-loganowy, sekoksyloganing i serynosekologaning
zidentyfikowano jedynie w odmianach ‘Brazowa’ i ‘Zielona’ natomiast jeden z izomeréw kwasu
sekologanowego oznaczono tylko w odmianie ‘Wojtek’. Kwas loganowy byl dominujacym irydoidem
w odmianie ‘Wojtek’, oraz wystgpowal rowniez w znacznych stezeniach w pozostalych dwoéch
odmianach, jednak towarzyszylo mu réwnie wysokie stezenie niezidentyfikowanego zwiazku
irydoidowego, oraz, w przypadku odmiany ‘Brazowa’, znaczne stezenie loganiny. Dane literaturowe
wskazuja na swerozyd i loganing jako dominujace irydoidy w kwiatach rodzaju Lonicera, co jest

cze$ciowo zgodne z wynikami otrzymanymi dla kwiatéw odmiany ‘Brazowa’.
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Odmiana ‘Wojtek’ wyrézniata si¢ najwyzszym stezeniem zwigzkow z grupy flawonoidow i
kwasow fenolowych podczas gdy najwyzsze poziomy irydoidéow wystepowaly w odmianach ‘Wojtek’ 1
‘Brazowa’.

Do rozdzielenia i identyfikacji saponin w kwiatach 3 badanych odmian L. caerulea var. edulis,
uzyto kolumne Discovery HS C-18 (150 x 2.1 mm, 3pm) wraz z programem elucji gradientowe;
obejmujacym wzrost stezenia mieszaniny ACN:MeOH:HCOOH (80:20:0.05, »/»/7) w 0.1% wodnym
roztworze HCOOH od 10 do 65%. Do identyfikacji zwigzkdéw zastosowano detektory ELSD i ESI-
MS. Z uzyciem detektora ELSD nie odnotowano obecnosci saponin w kwiatach wszystkich 3 odmian
wiciokrzewow, natomiast w widmie ESI-MS, w trybie jonéw ujemnych wykryto obecnos¢ jonu
stanowigcego addukt z kwasem mrowkowym ([M-H+HCOOH)]), odpowiadajacego masie
czasteczkowej saponiny: estrowi 28-O-B-glukopiranozylo(6->1)-O-B-glukopiranozylo-hederageniny,
identyfikowanej w kwiatach rodzaju Lonicera. Na tej podstawie stwierdzono ze kwiaty wszystkich 3
badanych odmian krajowych sa zZrédlem saponiny: estru 28-O-B-glukopiranozylo(6->1)-O-3-
glukopiranozylo-hederageniny, ktora jest obecna w §ladowych ilosciach [262]. W dotychczasowych
pracach saponiny identyfikowano w niewielkich ilosciach w kwiatach rodzaju Lonicera, co jest zgodne w
wynikami obecnej analizy, jakkolwiek ich zesp6! byl jakosciowo bogatszy [262, 267, 272].

Uwzgledniajac  dane literaturowe o synergizmie niektérych ekstraktow roslinnych, lub
wyizolowanych z nich zwiazkéw z antybiotykami [291, 294, 295, 299-306], oceniono interakcje
badanych ekstraktow z owocoéw R. idaens (‘Poranna Rosa’, ‘Laszka’), owocow R. occidentalis (‘Litacz’)
oraz pedow R. idaens (‘Willamette’) z 36 réznymi antybiotykami wobec 4 szczepdéw bakterii Gram-
dodatnich (Corynebacterium diphtheriae, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus anreus, Staphylococcus epiderniidis)
1 4 szczepow bakterii Gram-ujemnych (Helicobacter pylors, Klebsiella pnenmoniae, Moraxella catarrbalis,
Neisseria meningitidis) charakteryzujacych si¢ najwicksza wrazliwoscia na badane ekstrakty [19, 28].
Dodatkowo badania prowadzono réwniez wobec 2 szczepdw antybiotykoopornych . aurens MRSA
(12677 i 13318) oraz Escherichia coli ESBL (12186 1 12293), ktére zbadano na tle ich szczepow
wzorcowych.

W badaniach interakcji ekstraktow z owocoéw 1 pedoéw malin z antybiotykami, obserwowane
zjawiska synergizmu, antagonizmu lub addycji byly zalezne od rodzaju zastosowanego ekstraktu,
antybiotyku oraz szczepu bakteryjnego.

W przypadku bakterii Gram-dodatnich, obserwowano ze ekstrakty z owocow i pedéw dziataja
synergistycznie z teracyklinami wobec C. diphtheriae 1 IN. meningitidis, natomiast antagonistycznie z
aminoglikozydami i fluorochinolonami wobec S. awrens i S. epidermidis. Bakteria wobec ktore;

obserwowano najwicksza liczbe synergizmow synergizmoéw bylta C. diphtheriae.
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W przypadku bakterii Gram-ujemnych dominujacym typem interakcji ekstrakt-antybiotyk we
wszystkich badanych szczepach byt efekt addycji. Jednakze podobnie jak w przypadku bakterii Gram-
dodatnich obserwowano znaczna liczbe synergizméw badanych ekstraktow z tetracykling wobec. H.
pylori i N. meningitidis.

Dla badanych szczepéw S. aurens MRSA oraz E. w/i ESBL obserwowano dzialanie
antagonistyczne prawie wszystkich badanych ekstraktow z gentamycyna, oraz wszystkich badanych
szczepow z cyprofloksacyna wobec szczepéw E. /i ESBL. W pojedynczych przypadkach
odnotowano synergizm antybiotykéw (klindamycyna, ampicylina, penicylina) z ekstraktem z pedéw K.
tdaens “Willamette” ktory niwelowal antybiotykoopornos¢ szczepow S. aurens MRSA 12677 1 13318.

Zaréwno wobec szczepu wzorcowego jak i szczepow antybiotykoopornych ESBL 12293 i
ESBL 12186 bakterii E. c/i zauwazono dzialanie antagonistyczne prawie wszystkich badanych
ekstraktéw z gentamycyna, cyprofloksacyna oraz kotrimoksazolem.

Wyniki badan aktywnosci przeciwbakteryjnej zwiazkéw pochodzenia roslinnego stanowia wazny
obszar poszukiwan nowych substancji o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym, jakkolwiek nalezy
podkreslic Ze badania synergizmu antybiotykéw 2z ekstraktami pochodzenia roslinnego moga
prowadzi¢ do opracowania nowych metod leczenia i mogg okazac si¢ skutecznym narzedziem w walce
z wieloopornoscia bakterii na antybiotyki [289]. Dlatego wigcej badan powinno by¢ ukierunkowanych
na analiz¢ interakcji rodlinnych metabolitow wtérnych z antybiotykami, z uwzglednieniem ich
molekularnego mechanizmu [289, 294].

Poniewaz elagotaniny stanowia gtéwng grupe metabolitéw wtérnych w surowcach malin, oraz
stwierdzono ze ich metabolity — urolityny — sa aktywne biologicznie [87, 107, 109-143], postanowiono
ocenic¢ ich aktywnos¢é przeciwdrobnoustrojows i cytotoksyczna.

Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej urolityn A-C oraz metylourolityn A-B prowadzono
wobec 10 szczepoéw bakterii Gram-dodatnich (Corynebacterium diphtheriae, Enterococcus faecalis, Streptococcus
prenmoniae, Staphylococcus anreus, Staphylococcus epidermidis) oraz Gram-ujemnych (Pseudomonas aernginosa,
Helicobacter pylori, Klebsiella pneumoniae, Moraxella catarrbalis, Neisseria meningitidis). Dzialanie hamujace
wzrost obserwowano dla 3 sposréd 5 badanych urolityn obserwowano tylko wobec pojedynczych
bakterii.

Dzialanie hamujace wzrost w stezeniu 1 mg/ml odnotowano wobec C. diphtheriae w przypadku
urolityn A, C i metylourolityny B, wobec S. epidermidis w przypadku urolityny A, oraz wobec K
pnenmoniae w przypadku urolityny C. Najsilniejszym dzialaniem charakteryzowala si¢ urolityna C, ktorej
wartosci MIC wobec baktetii S. aurens 1 S. epidermidis wynosity 0.25 mg/ml i 0.06 mg/ml, odpowiednio.

Aktywnosc¢ przeciwbakteryjna urolityn byla o wiele stabsza niz sangwiny H-6 i kwasu elagowego.
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Oceny aktywnosci przeciwnowotworowej urolityn A-C dokonano przy pomocy testu oceny
cytotoksycznosci MTT wobec 4 linii komoérkowych ludzkiego raka piersi: MCF-7, T47D, BT474 i
MDA-MB-468, wyznaczajac wartosci I1C,,. Ponadto poréwnano aktywnos¢ wolnego kwasu elagowego,
elagotaniny sangwiny H-6 (stanowigca forme glukozydowo zwiazanego kwasu elagowego), oraz
ekstraktu z pedéw R. idaens “Willamette’, stanowigcego bogate zrodlo kwasu elagowego isangwiny H-6.
Dla niektérych zwigzkéw gdzie eksperymentalnie nie osiagnicto stezenia odpowiadajacego IC,,
okreslono wartosci predykceyjne.

Nie stwierdzono aktywnosci cytotoksycznej ekstraktu z pedéw maliny natomiast aktywnosé
cytotoksyczna kwasu elagowego i sangwiny H-6 wobec poszczegdlnych linii byla na zbliZonym
poziomie i przyjmowata wartosci IC,, 57-85 pg/ml dla sangwiny H-6 oraz 54-80 pg/ml dla kwasu
elagowego. Liniag najbardziej wrazliwa na dzialanie obydwu zwigzkéw byla linia MDA-MB-468, a
nastepnie, w kolejnosci, linie T47D, MCF-7 oraz BT474.

Wartosci 1C;, oznaczone dla urolityny A wobec linii MCF-7 oraz BT474 byly na zblizonym
poziomie i wynosily 22-25 pg/ml. Natomiast wobec pozostatych dwoch linii (T47D i MDA-MB-468),
aktywnos$¢ cytotoksyczna urolityny A byla ponad 2-razy silniejsza (ICy, 9-10 pg/ml). Dla urolityny C
wartosci IC,; wobec linii T47D oraz MDA-MB-468 wynosity odpowiednio 151 17 pg/ml.

W poréwnaniu do sangwiny H-6 i kwasu elagowego, urolityny A i C charakteryzowaly si¢ od 2
do 8-razy silniejsza aktywnoscia cytotoksyczna, przy czym linie T47D oraz MDA-MB-468
charakteryzowaly si¢ wicksza wrazliwoscia na dziatanie cytotoksyczne urolityn.

Aby poréwnac aktywnos¢ przeciwbakteryjng owocoéw 1 kwiatow L. caerulea var. edulis do
aktywnosci poprzednio badanych owocéw malin [19], wyznaczono wartosci MIC 1 MBC badanych
ekstraktoéw wobec 15 szczepéw bakterii Gram-dodatnich  (Bacillus subtilis, Clostridinm  sporogenes,
Corynebacterinm  diphtheriae, Enterococcus faecalis, Streptococcus grapy A, B 1 G, Streptococcus pnenmoniae,
Staphylococcus aurens, Staphylococcus epidermidis) 1 Gram-ujemnych (Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori,
Klebsiella pnenmoniae, Moraxella catarrbalis, Neisseria meningitidis).

Ekstrakt z owocéw hamowal wzrost 4 bakterii z watrtosciami MIC od 1 do 32 mg/ml, oraz
wykazywal aktywnos¢ bakteriobdjcza wobec 11 bakterii, z wartodciami MBC od 8 do 64 mg/ml.
Bakteriami najbardziej wrazliwymi na bakteriobdjcze dziatanie ekstraktu byly Corynebacterium diphtheriae,
Moraxella catarrhalis i Neisseria meningitidis. W porownaniu do wczesniejszych danych [19], aktywnosé
przeciwbakteryjna ekstraktu z owocéw wiciokrzewu byla podobna badZ na nizszym poziomie niz
oznaczana dla ekstraktow z owocéw R. idaens 1 R. occidentalis. Natomiast ekstrakt z kwiatow nie
wykazywal dzialania bakteriobdjczego i hamowal wzrost tylko 9 bakterii. W wigkszosci przypadkow

ekstrakt z kwiatéw dzialal slabiej niz ekstrakt z owocow, za wyjatkiem bakterii C. diphtheriae,
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Streptococcus grapy A oraz S. epidermidis wobec ktérych wartosci MIC przyjmowaly warto$¢ od 2 do 4
mg/ml.

W poprzednich badaniach ustalono ze aktywnos¢ antyoksydacyjna i przeciwzapalna ekstraktow z
owocow R. idaeus 1 R. occidentalis jest skorelowana z zawarto$cia pochodnych cyjanidyny [19]. Poniewaz
owoce L. caerulea var. edulis rozpoznano jako bogate zrédlo antocyjandéw, w tym pochodnych
cyjanidyny, dokonano oceny ich aktywnosci antyoksydacyjnej i przeciwzapalnej.

Aby oceni¢ aktywnos¢ antyoksydacyjng ekstraktu z owocow L. caerulea var. edulis “Wojtek’, uzyto
dwoch testéw oceniajacych zdolnos¢ zmiatania wolnych rodnikow (test DPPH) oraz potencjat
redukeyjny (test fosforomolibdenowy). W tescie DPPH wartos¢ ECy ekstraktu z owocow wicokrzewu
wynosita 109.5 pg/ml, natomiast potencjal redukcyjny w tescie fosforomolibdenowym wynosit 87.2
mg/g AAE (ekwiwalent 0.49 pmoli kwasu askorbinowego). W poréwnaniu do danych literaturowych,
owoce wiciokrzewu sinego charakteryzuja si¢ Srednig aktywnosciag antyoksydacyjng oraz stabym
potencjatem redukcyjnym.

Aktywnos¢ przeciwzapalna ekstraktu z owocow L. caerulea var. edulis “Wojtek’ oznaczano dla 3
dawek (50, 500 oraz 1000 mg/kg m.c.), w warunkach in vivo, modelu indukowanego karagening
obrzgku lapy szczura, w odniesieniu do indometacyny. Ze wszystkich badanych dawek statystycznie
istotne zahamowanie obrz¢ku obserwowano jedynie dla dawki 500 mg/kg m.c., ktore byto ok. 2-razy
stabsze od dzialania indometacyny w pierwszych 2 godzinach eksperymentu, natomiast od 3 do 5
godziny ich efekt przeciwzapalny byl poréwnywalny 1 utrzymywat si¢ na tym samym poziomie.

Aktywnos$¢ antyoksydacyjna i przeciwzapalna ekstraktu z owocoéw L. caerulea var. edulis byla
niewiele stabsza niz ekstraktu z owocow R. occdentalis (ktory zidentyfikowano jako najbardziej
efektywny ekstrakt z owocoéw malin w poprzednich badaniach) oraz prawdopodobnie jest skorelowana
z zawarto$cia antocyjnadow.

Otrzymane wyniki uzupelniaja wiedze o skladzie chemicznym 1 wlasciwosciach
farmakologicznych owocow 1 pedodw maliny R. idaeus 1 R. occidentalis oraz owocow i kwiatow L. caerulea.

System 2D LC uzyty w analizie skladu chemicznego pedéw malin moze by¢ przydatny w
badaniach polifenoli w innych surowcach z rodzaju Rubus. Podobnie, opracowany do analizy
fitochemicznej kwiatéw system 2D LC moze by¢ uzyteczny w badaniach skladu chemicznego innych

gatunkow z rodzaju Lonicera.
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SUMMARY

The purpose of this research project was a phytochemical investigation and assessment of
biological activity of plant materials from several varieties of Rubus idaens (red raspberry), Rubus
occidentalis (black raspberry) and Lonicera caerulea ver. edulis (blue honeysuckle) grown in Poland.

The raspberry plant materials subjected to research included fruits from 11 cultivar varieties of
R. idaens (‘Benefis’, ‘Beskid’, ‘Glen Ample’, ‘Heritage’, ‘Laszka’, ‘Pokusa’, ‘Polana’, ‘Polesie’, ‘Polka’,
‘Poranna Rosa’, ‘Willamette’), fruits of 1 variety of R. occidentalis (‘Litacz’), shoots from 2 varieties of R.
tdaens (‘Glen Ample’, ‘Willamette’) and shoots from 2 varieties of R. occidentalis (‘Bristol’, ‘Litacz’)
obtained from the Research Institute of Pomology and Floriculture in Brzezna. Additionally, wild R.
tdaens shoots were obtained from three natural sites from the Tricity Landscape Park in northern
Poland.

Blue honeysuckle plant materials comprised fruits and flowers from 3 cultivar varieties of L.
caernlea var. edulis (‘Brazowa’, ‘Wojtek’, “Zielona’) obtained from ‘]AGC)DKA’ Plantation in L¢bork.

A number of HPLC techniques were used in phytochemical analysis, including both one-
dimensional LC (1D LC) and two-dimensional LC (2D LC) for the separation of secondary
metabolites from the fruits and shoots of raspberries as well as fruits and flowers of the blue
honeysuckle. The use of modern separation techniques, such as 2D LC, for the resolution of diverse
groups of plant metabolites, was a secondary goal of the phytochemical investigations.

Biological activity analysis comprised the analysis of antimicrobial activity of ellagitannin-rich
raspberry fruit and shoot extracts, coupled with the assessment of their antibiotic interactions against
selected microbes as well as the antimicrobial and cytotoxic activity of urolithins — dietary metabolites
of ellagitannins and ellagic acid. The fruits and flowers of L. caerulea var. edulis were analyzed in terms
of their antimicrobial (fruits and flowers), antioxidative and anti-inflammatory activity (fruits).

The thesis is separated into four main sections. The first section consists of botanical features,
secondary metabolite composition and pharmacological activity of researched plant materials (and, in
some cases, metabolites of their main compound groups), as well as characterization of two-
dimensional liquid chromatography (2D LC) techniques employed in the analysis of selected groups of
plant secondary metabolites. The second section outlines, in detail, the research methodology, whereas
the third and fourth sections focus on describing the results of phytochemical and pharmacological
research and conclusions.

A HPLC-DAD ESI-MS analysis, using Discovery HS C-18 column (150 x 2.1 mm, 3um) and
gradient elution program consisting of an increasing concentration (12 to 100%) of ACN:H,O:TFA

(50:50:0.1, »/v/v) in a 0.1% TFA water solution was used for the analysis of ellagitannin, flavonol,
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flavan-3-ol and phenolic acid composition in the fruits from 11 varieties from R. idaeus and 1 variety of
R. occidentalis. Ellagitannins were identified in ethanol-water (80:20 »/2) extracts while flavonols, flavan-
3-ols and phenolic acids in ethyl acetate fractions of methanol extracts.

In all fruit extracts the presence of sanguiin H-6 and lambertianin C was confirmed, alongside
much lower levels of sanguiin H-6 isomer, two isomers of sanguiin H-10, sanguiin H-2 and ellagic acid,
which is the first information about the presence of sanguiin H-2 in the fruits of both red and black
raspberries. Certain differences in ellagitannin composition were also observed among the varieties,
particulatly in the case of sanguiin H-0, its isomer and lambertianin C.

In ethyl acetate fractions a number of compounds belonging to flavonols, flavan-3-ols and
phenolic acids were detected alongside ellagitannins, although they were found at much lower levels
and not much variety between the cultivars was observed in their profiles. These compounds included
gallic acid, protocatechuic acid, caffeic acid, isoquercetin, hyperoside, rutin, tiliroside, quercetin 3-O-
glucuronide, kaempferol 3-O-glucuronide, kaempferol, catechin, epicatechin, epigallocatechin,
procyanidins B, and B,, galloyl-bis-HHDP-glucose as well as pentosides and acetylpentosides of ellagic
acid. Due to their low levels as well as similar composition in all tested R. idaeus and R. occidentalis fruits,
it was concluded that their contribution to biological activity is negligible.

Several of the identified compounds: lambertianin C, sanguiin H-6 isomer, sanguiin H-10
isomers, sanguiin H-2, ellagic acid pentosides and acetylpentosides, protocatechuic acid, isoquercetin,
quercetin  3-O-glucuronide, kaempferol 3-O-glucuronide, kaempferol, epicatechin, epigallocatechin,
procyanidins B, and B, have been identified for the first time in the fruits of black raspberries.

In order to proceed with the phytochemical investigations of the shoots of R. idaeus “Willamette’
a 2D LC system was developed for the separation of secondary metabolites.

A modification of the previously employed LC x LC system was made, by replacing the
Chromolith Flash RP-18¢ (25 x 4.6 mm, 2 pm) °D column with a 4-times longer Chromolith
Performance (100 x 4.6 mm, 2 pm) [19], and increasing the flow rate from 1.5 to 6 ml/min. Sanguiin
H-6, ellagic, gallic, protocatechuic and caffeic acids, isoquercetin, hyperoside, quercetin 3-O-
glucuronide, kaempferol 3-O-glucuronide, catechin, epicatechin and procyanidin B,, were identified on
the LC x LC chromatogram, however other ellagitannins identified in 1D LC, such as lambertianin C,
sanguiin H-10 isomers, sanguiin H-6 isomer and sanguiin H-2 were not detected.

In the attempt to improve phenolic compound separation in methanol shoot extract of R. idaeus
‘Glen Ample’ (possessing higher ellagitannins content than R. idaens “Willamette’), an  optimization of
the 2D LC system was made through using different columns and gradient elution programs. In the

preliminary separations, ‘core-shell’ type Kinetex columns, employing different retention mechanisms
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(C-18, PFP oraz HILIC), were used alongside two gradient elution programs: the first consisting of an
increasing concentration (10 to 100%) of ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, »/»/»), and the second of an
increasing concentration (10 to 60%) of ACN:MeOH:H,O:TFA (5:80:15:0.1 »/»/v/») in 0.1% TFA
water solution. Compounds were identified on the basis of UV and MS spectra in ESI and APCI
mode, which are two complimentary ionization techniques. Lowering the column temperature from T
—32°C to T — 20°C improved resolution and significantly reduced band broadening.

Compounds with retention time values t; < 30 min belonged to ellagitannins, phenolic acids and
flavan-3-ols, while those with t; > 30 min were recognized as flavonols and ellagic acid derivatives.
Depending on the type of column used and mobile phase composition, some compounds detected in
low concentrations co-eluted or were covered by major peaks and could not be registered under UV
detection at A — 280 nm.

The best separations were achieved on Kinetex C-18 and PFP columns, with Kinetex PFP
providing a significantly better resolution for ellagic acid derivatives (pentosides and acetyl pentosides),
whereas sanguiin H-6 isomer was the only compound resolved better on Kinetex C-18. Mobile phase
incorporating ACN:MeOH:H,O:TFA (5:80:15:0.1 »/»/v/v) enabled the separation of epigallocatechin
and three galloyl-HHDP-glucose isomers, while the one containing ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/»/2)
provided separation for sanguiin H-2 and metyl ellagic acid pentoside.

The separations on ‘core-shell’ Kinetex C-18 and PFP columns enabled the resolution and
identification of a number of compounds not identified previously in the shoots of R. idaeus, such as
ellagic acid derivatives and epigallocatechin, however a satisfactory separation of ellagic acid,
hyperoside, isoquercetin, quercetin 3-O-glucuronide and acetyl ellagic acid pentosides was not
achieved.

In the designed ‘on-line’ 2D LC system for the separation of R. idaeus ‘Glen Ample’ shoots, Luna
C-18 column (150 x 1 mm, 3 um) (T — 34°C) was chosen for 'D and Kinetex PFP column (100 x 4.6
mm, 2.6 um) (T — 20°C) for “D. Gradient elution programs for both dimensions consisted of
increasing concentration of ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, »/#/») in 0.1% TFA water solution, from 10 to
100% in the 'D program, and from 10 to 49% in the D program. In 'D, the sample was separated into
5 fractions differing in polarity, which were then consecutively separated in °D, in modulation time of
8 minutes. UV and MS detectors, with ESI, APCI and DUIS ionization modes, paired with standard
compounds and literature data, were used to identify the compounds. The developed 2D LC
conditions of separation were optimal with respect to the technical parameters of the HPLC

equipment, types of columns and specific of the plant matrix.
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Using the designed ‘on-line” 2D LC system, more than 40 R. idaens shoot components were
successfully separated as a single peaks, including: sanguiin H-6 and its isomer, 4 isomers of sanguiin
H-10, sanguiin H-2 and its isomer, a number of galloyl-HHDP-glucose isomers and galloyl-bis-
HHDP-glucose isomers, ellagic acid derivatives (pentosides, methyl and acetyl pentosides), ellagic,
gallic, protocatechuic and caffeic acids, catechin, epicatechin, epigallocatechin, procyanidin B, and B,,
hyperoside, isoquercetin, and quercetin 3-O-glucuronide.

Pseudo-molecular ions corresponding to ellagitannins were identified primarily on the basis of
ESI-MS, because in APCI mode, ions with molecular mass above 1000 Da were not detected.
However, an m/z ion corresponding to ellagic acid (301 [M-H]) was detected exvlusively in APCI-MS
for most ellagitannins and ellagic acid derivatives. The same situation was observed in APCI-MS
spectra for flavonol glycosides, were m/z ions corresponding to flavonol aglycones were detected.

The ‘on-line’ 2D LC system improved resolution by 100% compared to 1D LC separations, and
enabled the separation and identification of several compounds not identified previously in the shoots
of R. idaeus, including sanguiin H-6 isomer, sanguiin H-2 and its isomer, 3 galloyl-HHDP-glucose
isomers, 2 galloyl-bissHHDP-glucose isomers, and one pentoside, 2 methyl pentoside and 2 acetyl
pentosides of ellagic acid.

As the chemical composition of black raspberry shoots has not been investigated before,
secondary metabolite profiles of the shoots from 2 varieties of R. occidentalis (‘Bristol” and ‘Litacz’) were
analyzed and compared with the composition of R. zdaeus and Rubus fruticosus shoots. Methanol extracts
were separated on Kinetex PFP column, and a gradient elution program consisted of increasing
concentration of ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, »/»/7), from 10 to 40%, in 0.1% TFA water solution. The
compounds were identified by comparison with standard compounds and on the basis of UV and ESI-
MS spectra and literature data.

Chemical composition of both varieties of R. occidentalis was similar and they were found to
contain gallic, protocatechuic, caffeic and ellagic acids, ellagic acid pentoside and 2 acetyl ellagic acid
pentosides, 3 sanguiin H-10 isomers, catechin, epicatechin, procyanidin B,, isoquercetin, quercetin 3-
O-glucuronide as well as catechin/procyanidin derivative and two unidentified flavonoids. A total of
21 phenolic compounds was identified in the chromatographic profiles of R. occidentalis, which is 10
less than in R. zdaens and 7 less than in R. fruticosus. Concentration of all phenolic compounds identified
in the shoots of R. occidentalis was found to be lower than in the shoots of R. idaens and R. fruticosus (by
comparing peak intensity). Additionally, the most characteristic ellagitannin for the genus Rubus:
sanguiin H-6, was also not detected in black raspberry shoots. The results are also interesting from a

chemotaxonomic point of view, as the phenolic profiles between the shoots of R. occidentalis and R.
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tdaens were found to differ more than the shoots of R. idaeus and R. fruticosus, despite R. occidentalis and
R. idaens belonging to the same subgenus (Idaeobatus).

Taking into account the traditional use of winter-collected shoots of R. idaeus in herbal teas as
remedies for the common cold, phenolic compound profiles have been compared among shoots from
three natural sites during 4 stages of their vegetative cycles (spring, summer, autumn, winter).
Methanol extracts were separated on Kinetex PFP column, and a gradient elution program consisted
of increasing concentration of ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, »/»/v), from 10 to 40%, in 0.1% TFA water
solution. The compounds were identified by comparison with standard compounds and on the basis
of UV and ESI-MS spectra and literature data.

Chromatographic profiles of shoots from natural sites were similar to those observed in cultivar
varieties, with sanguiin H-6 and ellagic acid being two dominating compounds. The highest
concentration of phenolics was observed in shoots gathered during spring, with a sharp decrease in
their concentration in autumn which was maintained throughout winter. On the basis of the obtained
results in can be concluded that spring is the most beneficial time for collecting shoots of R. idaeus to
be used for medicinal purposes, as the concentration of phenolic compounds is the highest in that
time period.

The chemical composition of fruits from three cultivar vatieties of L. caerulea var. edulis
(‘Brazowa’, ‘Wojtek’, “Zielona’) was analyzed in terms of secondary metabolites belonging to
polyphenols, simple phenols and iridoids. The fruit extracts were separated on Discovery HS C-18
column, and a gradient elution program consisted of increasing concentration of ACN:H,O:TFA
(50:50:0.1, »/v/v), from 12 to 100%, in 0.1% TFA water solution. The compounds were identified by
comparison with standards compounds and on the basis of UV and ESI-MS spectra and literature
data.

All the fruits were characterized by a similar profile in terms of phenolic compounds, with
cyanidin 3-O-glucoside as the dominating one, accompanied by cyanidin 3,5-O-diglucoside, cyanidin 3-
O-rutinoside, pelargonidin 3-O-glucoside, peonidin 3-O-glucoside,  peonidin 3,5-O-diglucoside,
hyperoside, rutin, isoquercetin, catechin, epicatechin, procyanidin B, and chlorogenic, neochlorogenic
and 3,5-O-dicaffeoylquinic acids. Most of these compounds have been previously described in the
truits of L. caerulea var. edulis, however procyanidin B, was identified for the first time.

Basing on the UV spectra (A, 234-238 nm), 6 iridoid compounds have been identified in the

fruits of L. caerulea var. edulis. To aid in their identification ESI-MS and APCI-MS spectra were
obtained for them in positive and negative ionization mode. In negative ionization modes of both ESI-

and APCI-MS spectra, an ion corresponding to a TFA adduct ((M-H+TFA]) was the dominating ion,
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while the intensity of m/z molecular ions was very low in all 6 identified iridoids. In positive ionization
modes, peak corresponding to the molecular ion was of much higher intensity, and was accompanied
by several other ions: [M+NH,]", [M+Na]’, [M+K]" and [M+H-H,O]". Loganic acid, sweroside and
loganin were identified basing on standard compounds, while the remaining 3 iridoids were tentatively
identified as loganic acid 7-O-pentoside, 7-epi-loganic acid 7-O-pentoside and loganin 7-O-pentoside
by comparing their UV and MS spectra with literature data. Quantitative analysis revealed that the
fruits of all 3 varieties of L. caerulea var. edulis contain similar concentrations of iridoids, from which
loganic acid is present in the highest concentrations. The results are the first to discuss iridoid
composition of L. caerulea var. edulis fruits obtained from different cultivar varieties.

The chemical composition of flowers from three cultivar vatieties of L. caerulea var. edulis
(‘Brazowa’, ‘Wojtek’, “Zielona’) was analyzed in terms of secondary metabolites belonging to
flavonoids, phenolic acids, iridoids and saponins. An ‘on-line’ and ‘off-line’ ‘heart-cutting” 2D LC
system was designed to aid with the identification and quantification of selected compound groups.
The compounds were identified by comparison with standard compounds and on the basis of UV and
ESI-MS spectra (scanning mode in 'D and SIM in “D) and literature data.

In 1D LC the separation of 26 compounds was achieved, from which 15 belonged to flavonoids,
9 to phenolic acids and 2 to iridoids. The compounds for which resolution was not achieved in 'D,
cluted with t; values of 12-13 min (FR.1), 15-16 min (FR.2), 17.5-18.5 min (FR.3), 24.5-25.5 min
(FR.4), 27-28 min (FR.5), and separated using an ‘on-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC system, consisting of a
Discovery HS C-18 column in 'D and Kinetex F5 in ’D. Elution programs for both dimensions
comprised an increase of ACN:H,O:TFA (50:50:0.1, »/»/v), from 12 to 100%, in 0.1% TFA water
solution. The program used in 'D was a linear gradient elution program, while the program in “D
encompassed isocratic and linear gradient elution optimized for each fraction. With the aid of ‘on-line’
‘heart-cutting’ 2D L.C system 21 additional compounds have been separated, from which 7 belonged to
flavonoids, 6 to phenolic acids and 9 to iridoids. Although ‘on-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC system
enabled an effective separation of all the compounds from ‘Wojtek’ variety, and most components of
‘Brazowa’ and “Zielona’, the separation of two fractions (FR.A and FR.B, t; 18.5-19 min and t; 19.1-
19.7 min) in the latter two varieties was not possible. Therefore their components were separated in an
‘off-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC system. FR.A and FR.B were collected manually in three repetitions
from 'D column and separated on Kinetex PFP column using a linear gradient elution program from
'D separation, which enabled the identification of 2 additional iridoids.

A total of 51 compounds belonging to flavonoids, phenolic acids and iridoids have been

separated using ‘on-line’ and ‘off-line’ ‘heart-cutting’ 2D L.C systems in the flowers of three varieties of
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L. caernlea var. edulis. 22 compounds were identified as flavonoids, most of them being derivatives of
quercetin and luteolin. Basing on standard compounds 9 flavonoids were identified as rutin, luteolin 7-
O-rutinoside, isoquercetin, luteolin ~ 7-O-glucoside, kaempferol 3-O-rutinoside, quercitrin,
ochnaflavone, cupressuflavone and amentoflavone. From the remaining 14 flavonoids, another 9 were
identified by comparing their UV and MS spectra with litetrature data, as two luteolin rhamnosyl-
hexosides, quercetin hexoside, apigenin rhamnosyl-hexoside, luteolin dihexoside, chrysoeriol 7-O-
neohesperidoside, quercetin pentosyl-hexoside, luteolin pentosyl-hexoside and isorhamnetin
rhamnosyl-hexoside. Although some variation in content of individual flavonoids could be observed
among the three analyzed varieties, rutin, cupressuflavone, amentoflavone and quercetin pentosyl-
hexoside were dominating in all of them. Flavonoids were the dominating group of compounds in all
three varieties of L. caernlea var. edulis flowers, in terms of both number of identified compounds and
their concentration in the plant material, which is contrast to the findings in flowers of other species
from the genus Lonicera.

15 compounds were described as phenolic acids, with only 2 compounds: caffeic and
chlorogenic acid identified basing on standard compounds, while the remaining phenolic acids were
identified as neochlorogenic, caffeoylquinic, 4,5-di-O-caffeoylquinic, 3,5-di-O-caffeoylquinic, 3,4-di-O-
caffeoylquinic, p-coumaroylquinic, feruloylquinic, feruloyl caffeoylquinic acids, p-coumaroylquinic acid
glucoside and caffeic acid hexoside basing on literature data. The concentration of phenolic acids was
similar between the tested varieties with chlorogenic, 3,5-di-O-caffeoylquinic, neochlorogenic and 3,4-
di-O-caffeoylquinic found in markedly higher concentrations, which is in accordance with the literature
data on flowers from different species of the genus Lonzcera.

14 compounds were recognized as iridoids, with loganic acid, loganin and sweroside identified
with the use of standard compounds, while the rest: two isomers of secologanic acid, 8-epi-loganic
acid, secologanoside, demethylosecologanol 7-O-arabinoside, epi-vogeloside, secoxyloganin,
serinosecologanin, threoninosecologanin and secoxyloganin 7-buthyl ester were identified by
comparing their t, values, UV and MS spectra with literature data. Secoxyloganin, 8-epi-loganic acid
and serinosecologanin have been identified only in the flowers of ‘Brazowa’ and “Zielona’ varieties,
while one of the isomers of secologanic acid was detected only in “Wojtek’. Loganic acid was the
dominating iridoid in the flowers of all three varieties of L. caerulea var. edulis, but in the case of variety
‘Brazowa’ it was accompanied by substantial levels of loganin. This is in stark contrast to the literature
data pointing out loganin and sweroside as the two major iridoid compounds in the flowers of species
from the genus Lonzcera, however it is partially in agreement with the findings about iridoid content of

variety ‘Brazowa’.
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L. caernlea var. edulis, “Wojtek’ contained the highest levels of flavonoids and phenolic acids
compared to the remaining two varieties, while iridoids were at significantly higher levels in both
‘Brazowa’ and ‘Wojtek” compared to “Zielona’.

For the HPLC separation and identification of saponins in the flowers of three varieties of L.
caerulea var. edulis, a Discovery HS C-18 column and a gradient elution program consisting of an
increasing concentration of ACN:MeOH:HCOOH (80:20:0.05, »/»/7), from 10 to 65%, in 0.1%
HCOOH water solution. Detection was performed using ELSD and ESI-MS. Using ELSD no signals
characteristic for saponins could be observed, and by using ESI-MS in negative ionization mode, only
one ion corresponding to a saponin adduct with formic acid ((M-H+HCOOH]) was detected in the
flowers of all analyzed varieties. This adduct was found to correspond to a saponin previously
identified in the flowers of other species from the genus Lonicera: 28-O-3-glucopyranosyl (6>1)-O-3-
glucopyranosyl-hederagenin ester [262]. Up to date, saponins have been identified in trace amounts in
the flowers of Lonicera species [262, 267, 272], which is in agreement with our findings, however
typically more than 1 saponin is detected.

The obtained results are the first to discuss qualitative and quantitative composition L. caerulea
var. edulis flowers.

Published data outlines the synergistic effects of plant extracts, or their isolated compounds with
antibiotics against antibiotic-resistant pathogenic bacteria [291, 294, 295, 299-300], which is why
antibiotic interaction of raspberry fruit and shoot extracts were tested against selected bacterial strains.

Antibiotic interaction of fruit extracts from R. 7daens (‘Poranna Rosa’, ‘Laszka’) and R. occidentalis
(‘Litacz’) as well as shoot extract from R. idaens (“Willamette’) was analyzed using 36 different
antibiotics against 4 strains of Gram-positive (Corynebacterinm diphtheriae, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus anreus, Staphylococcus epidermidis) and Gram-negative bacteria (Helicobacter pylors, Klebsiella
pnenmoniae, Moraxella catarrhalis, Neisseria meningitidis), which were assessed as the most sensitive to
raspberry fruits and shoot extracts in previous experiments [19]. Additionally, antibiotic interaction
with the extracts was analyzed for two antibiotic resistant strains of Staphylococcus anrens MRSA (12677 1
13318) and two strains of Escherichia coli ESBL (12186 1 12293).

It was observed that the type of antibiotic-extract interaction (synergistic, additive or
antagonistic) was dependant on the type of extract, antibiotic and bacterial strain used in each
combination.

In the case of Gram-positive bacteria, a number of synergistic interactions of the fruit and shoot
raspberry extracts were observed with tetracycline antibiotics against C. diphtheriae and IN. meningitidis,

and several antagonistic interactions were observed with aminoglycosides and fluorochinolones against
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S. aurens and S. epidermidis. Among all Gram-positive bacteria, C. diphtheriae was the one for which the
greatest number of synergisms was observed.

In the case of Gram-negative bacteria, an additive effect was the most commonly observed
interaction in the tested extract-antibiotic combinations, although just like in Gram-positive bacteria, a
number of synergisms of the extracts with tetracycline could be observed against H. pylori and N.
meningitidis.

For the antibiotic resistant strains of S. aurens MRSA and E. co/i ESBL. an antagonistic effect for
most extracts was observed with gentamicin, and all extracts had an antagonistic effect with
ciprofloxacin against FE. ¢/ ESBL strains. Interestingly, there were individual cases were the shoot
extract from R. idaens “Willamette’ displayed synergistic effect with clindamycin, ampicilin and penicillin
against S. aunreus MRSA 12677 and 13318, overcoming their antibiotic resistance.

Antagonistic effect of the majority of extracts with gentamicin, ciprofloxacin and cotrimoxazole
was observed against all strains of E. /.

While direct antimicrobial activity is an important area in the search for new antibacterial
compounds, synergistic effects of plant extracts with antibiotics could provide an effective strategy to
combat antibiotic resistance of microbes [289]. The obtained results are the first to report antibiotic
interactions of raspberry fruit and shoot extracts against several strains of human pathogenic bacteria.
Interactions of plant extracts with antibiotics should be studied more extensively and coupled with the
analysis of the participation of single phenolics or their groups in the observed effect as well as the
underlying mechanism [289, 294].

Urolithins are human microflora metabolites of ellagitannins and ellagic acid. Since ellagitannins
constitute a major group of phenolics in raspberries, and their metabolites have been proven to be
biologically active [87, 107, 109-143], during the course of the research project, the antimicrobial and
cytotoxic activity of urolithins was tested.

Antimicrobial activity was analyzed for the metabolites of ellagitannins and ellagic acid:
urolithins A, B, C and methylourolithins A and B, against 10 strains of Gram-positive (Corynebacterinm
diphtheriae, Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus anreus, Staphylococcus epidermidis) and
Gram-negative bacteria (Pseudomonas  aeruginosa, Helicobacter  pylori, Klebsiella ~ pneumoniae, Moraxella
catarrhalis, Neisseria meningitids).

No bactericidal activity (MBC) of urolithins was observed against any tested strains, and
inhibitory activity (MIC) was noted for only 3 out of 5 urolithins against indiviual strains. Inhibitory
activity of urolithins was observed against C. diphtheriae (vorithins A, C and methylourolithin B), .

epidermidis (urolithin A) and K. pneumoniae (urolithin C) at 1 mg/ml. Stronger inhibitory activity was only
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obsetved for urolithin C against S. aurens (0.25 mg/ml) and S. epidermidis (0.06 mg/ml). In comparison
with sanguiin H-6 and ellagic acid, the antimicrobial activity of urolithins is much weaker.

Cytotoxic activity of urolithins A-C was tested towards 4 human breast cancer cell lines MCF-7,
T47D, BT474 and MDA-MB-468 by determining IC,. Alongside urolithins — ellagic acid, sanguiin H-
6 and shoot extract form R. idaens “Willamette’ (as a natural source of both sanguiin H-6 and ellagic
acid) were also tested in terms of their cytotoxicity towards the same cell lines. In the cases where 1Cy,
could not be determined directly within the range of the tested concentrations, a predictive value was
determined where possible.

No cytotxic activity was observed for R. idaens shoot extract, while cytotxic activity of sanguiin
H-6 and ellagic acid was obsetved at IC,, 57-85 pg/ml for sanguiin H-6 and 54-80 pg/ml for ellagic
acid. MDA-MB-468 was the most sensitive cell line to ellagic acid and sanguiin H-6, followed by
T47D, MCF-7 and BT474. Cytotoxic activity of urolithin A was 2-times higher towards T47D and
MDA-MB-468 lines (IC,, 9-10 pg/ml) than it was towards MCF-7 and BT474 (IC,, 22-25 pg/ml).
Additionally, urolithin C displayed cytotoxic properties towards T47D and MDA-MB-468 lines with
IC,, values of 15 i 17 pg/ml respectively. Compared to sanguiin H-6 and ellagic acid, the cytotoxic
properties of urolithins A and C were from 2 to 8 times stronger, with T47D and MDA-MB-468 cell
lines being the most sensitive to their activity.

To compare the antimicrobial properties of fruit and flower extracts from L. caerulea var. edulis
with the previously investigated antimicrobial activity of raspberry fruit and shoot extracts [19], MIC
and MBC values were determined against 15 strains of Gram-positive (Bacillus subtilis, Clostridinm
sporogenes, Corynebacterium diphtheriae, Enterococcus faecalis, Streptococcus group A, B and G, Streptococcus
prenmoniae, Staphylococcus anreus, Staphylococcus epidermidis) and Gram-negative bacteria (Haemophilus
influenzae, Helicobacter pylori, Klebsiella pnenmoniae, Moraxella catarrhalis, Neisseria meningitidis).

The fruit extract from L. caerulea var. edulis “Wojtek’ inhibited the growth of 4 bacteria (MIC from
1 to 32 mg/ml) and displayed bactericidal properties towards 11 remaining strains (MBC from 8 to 64
mg/ml), with C. diphtheriae, M. catarrhalis and N. meningitidis being the most sensitive. Compared to the
literature data, the antimicrobial properties of the fruit extract were similar or worse than the
properties of fruit extracts from R. idaeus i R. occidentalis [19]. On the contrary, the flower extract from
L. caernlea var. edulis “Wojtek’ did not display bactericidal properties, and growth inhibition was
observed only in 9 bacteria. The growth inhibition properties of the flower extract were typically
weaker than he fruit extract, with the exception of C. diphtheriae, Streptococcus group A and S. epidermidis,

for which the MIC values were 2 to 4 mg/ml.

202



In was determined, that the antioxidative and anti-inflammatory activity of the previously tested
fruits extracts from R. daens and R. occidentalis was correlated with their cyanidin derivative content [19].
Since the fruits of L. caerulea var. edulis were recognized as a rich source of anthocyanins, including
cyanidin derivatives, their antioxidative and anti-inflammatory activity was tested.

Two assays were applied to estimate the properties of L. caernlea var. edulis “Wojtek’ fruit extract
as an oxygen radicals scavenger (DPPH) and their reduction potential (phosphomolybdenum test). In
the DPPH assay EC;, of the analysed extract was attained at 109.5 £ 1.1 ug/ml while AAE value in
the phosphomolybdenum assay was at 87.2 mg/g (equivalent of 0.49 umol of acorbic acid). Compared
to the literature data, it can be concluded that the fruits of L. caerulea var. edulis have medium
scavenging properties with weak reductive potential.

Anti-inflammatory activity of the fruit extract from L. caerulea var. edulis “Wojtek” was evaluated
using an zz vive carageenan-induced paw edema rat model, with indomethacin as a reference. Out of the
three tested doses (50, 500 and 1000 mg/kg body weight), a statistically significant inhibition on paw
edema was observed only for the 500 mg/kg b.w. dose. The dose was about 2 times weaker than
indomethacin in the first 2 h of the experiment, however since the 3rd hour till the end of the
experiment (5 h), its inflammatory effect was comparable to that of indomethacin.

The antioxidative and anti-inflammatory activity of L. caerulea var. edulis fruit extract was slightly
lower compared to that of R. ocidentalis fruit extract (which was determined to be the most active
raspberry extract in the previous studies [19]), and, likewise, most likely linked to their anthocyanin
content.

The obtained results provide new information regarding the chemical composition and
pharmacological activity of fruits and shoots of red and black raspberries, as well as fruits and flowers
of the blue honeysuckle.

The 2D LC system developed for chemical composition analysis of the shoots from R. idaens
could be a usefull tool for polyphenol analysis for other species from the genus Rubus. Similarly the 2D
LC system employed in the phytochemical investigation of blue honeysuckle flowers could be used for

secondary metabolite analysis in other species from the genus Lonicera.
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