STRESZCZENIE

Celem pracy byta analiza fitochemiczna i farmakologiczna surowcéw roslinnych
pochodzacych z szeregu odmian Rubus idaens (malina wlasciwa), Rubus occidentalis (malina
zachodnia) i Lonicera caerulea var. edulis (wiciokrzew siny) hodowanych w Polsce.

Surowcami wlaczonymi w badania byly owoce 11 odmian uprawowych R. idaeus (‘Benefis’,
‘Beskid’, ‘Glen Ample’, ‘Heritage’, ‘Laszka’, ‘Pokusa’, ‘Polana’, ‘Polesie’, ‘Polka’, ‘Poranna Rosa’,
‘Willamette’), owoce 1 odmiany uprawowej R. ocidentalis (‘Litacz’), pedy 2 odmian R. idaeus
(‘Glen Ample’, ‘Willamette’) oraz pedy 2 odmian R. occidentalis (‘Bristol’, ‘Litacz’) pozyskane z
egzemplarzy kolekcji Sadowniczego Zakladu Doswiadczalnego Instytutu Sadownictwa i
Kwiaciarstwa w Brzeznej (Brzezna, Polska). Dodatkowo dokonano zbioru pedéw R. idaens ze
stanu dzikiego, z trzech stanowisk Troéjmiejskiego Parku Krajobrazowego. Owoce i kwiaty 3
krajowych odmian uprawowych L. caerulea var. edulis (‘Brazowa’, ‘Wojtek’, “Zielona’) pozyskano ze
Szkoétki Borowki Wysokiej 1 Jagody Kamczackiej ‘Jagédka’ (Lebork, Polska).

W analizie fitochemicznej uzyto technik wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
(HPLC), wlaczajac w to jedno- (1D LC) i dwuwymiarowa chromatografic (2D LC), do
rozdzielenia szeregu metabolitéw wtornych w owocach 1 pedach malin, oraz owocach i kwiatach
wiciokrzewu. Uzycie nowych rozwiazan separacyjnych w zakresie opracowanych systemoéow 2D
LC, umozliwiajacych efektywne rozdzielenie réznych grup metabolitow wtérnych bylo celem
czastkowym przeprowadzanych badan.

Analiza aktywnosci biologicznej obejmowala analize aktywnosci przeciwbakteryjne;
bogatych w elagotaniny ekstraktow z owocodw i pedow malin, poprzez oceng ich oddzialywania z
antybiotykami  wobec  wybranych  szczepéw  bakteryjnych  oraz analize  aktywnosci
przeciwbakteryjnej 1 cytotoksycznej urolityn — produktow metabolizmu elagotanin i kwasu
elagowego. Owoce 1 kwiaty L. caerulea var. edulis oceniano w zakresie ich dzialania
przeciwdrobnoustrojowego (owoce i kwiaty) antyoksydacyjnego 1 przeciwzapalnego (owoce).

Przedstawiona dysertacja sklada si¢ z czterech czesci: teoretycznej, doswiadczalnej,
omowienia wynikow badan wlasnych oraz wynikéw 1 wnioskéw. W czesci teoretycznej
przedstawiono charakterystyke botaniczna, oraz dotychczasowy stan wiedzy na temat skladu
chemicznego 1 aktywnosci biologicznej badanych surowcéw oraz wybranych produktéow ich
metabolizmu (urolityn), jak rowniez przeglad technik 2D LC uzywanych w analizie wybranych
grup metabolitéw wtérnych obecnych w badanych surowcach. W drugiej czesci przedstawiono
metodologi¢ przeprowadzonych badan doswiadczalnych, natomiast czesci trzecia i czwarta

koncentruja si¢ na opisie i omowieniu uzyskanych wynikéw 1 wyciagnietych w nich wnioskow.



Przeprowadzono analiz¢ fitochemiczng zwigzkéw fenolowych nalezacych do elagotanin,
flawonoli i flawan-3-oli i kwaséw 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,O:TFA (50:50:0.1,
v/v/v) 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 ekstraktow
metanolowych.

W ekstraktach etanolowo-wodnych owocéw wszystkich odmian potwierdzono obecnosc¢
elagotanin: sangwiny H-6, lambertianiny C, oraz w mniejszych ilosciach izomeru sangwiny H-6,
dwoch izomerow sangwiny H-10, sangwiny H-2 oraz kwasu elagowego. Owoce badanych
odmian odznaczaly si¢ pewnym zréznicowaniem skladu chemicznego w zakresie profili
zawarto$ci elagotanin, gtéwnie sangwiny H-6, jej izomeru oraz lambertianiny C. Dodatkowo
sangwine H-2 oznaczono po raz pierwszy jako skladnik owocéw maliny wlasciwej 1 maliny
zachodnie;.

Oprécz zwiazkéw nalezacych do elagotanin, we frakcjach octanu etylu, w oparciu o
zwiazki 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 1 acetylopentozydy kwasu elagowego oraz nieznane pochodne katechiny i
procyjanidyny. Owoce badanych odmian charakteryzowaly bardzo niskie stezenia w/w zwiazkow
oraz niewielkie zréznicowanie zakresie ich kompozycji pomiedzy badanymi odmianami. W
zwigzku z tym sformulowano wniosek, ze powyzsze zwigzki nie maja wplywu na réznice w
aktywnosci biologicznej owocéw malin obserwowane we wcze$niejszych badaniach [19].

W ekstraktach z owocéw 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, epikateching, epigaloakteching, procyjanidyne B, i B,,
izokwercetyne, 3-O-glukuronid kwercetyny, 3-O-glkuronid kemferolu oraz kemferol.

Kontynuowano badania fitochemiczne pedéw R. idaens opracowujac system 2D LC do
separacji ich zespotu metabolitéw wtérnych.

Do identyfikacji metabolitow wtérnych w pedach R. idaens “Willamette’ zmodyfikowano
wczesniej opracowany system ‘comprehensive’ LC x LC, w zakresie zastosowanej kolumny w °D

— Chromolith Performance (100 x 4.6 mm, 2 um), ktéra byla 4-razy dluzsza od poprzedniej,



oraz zwigkszajac predkosé przeplywu z 1.5 do 6 ml/min [19]. Na otrzymanym chromatogramie
LC 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 sygnaléw zwiazkow
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 rodzajow kolumn oraz programéw elucji gradientowej. W
badaniach wstepnych uzyto kolumn wykonanych w technologii ‘core-shell’ typu Kinetex o
réznych mechanizmach retencji: C-18, PFP oraz HILIC, oraz dwoch programoéw  elucji
gradientowej: jeden obejmujacy wzrastajace stezenie mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1
v/v/v), od 10 do 100%, w 0.1% wodnym roztworze TFA, natomiast drugi wrastajace st¢zenie
mieszaniny ACN:MeOH:H,O:TFA (5:80:15:0.1 »/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, ktére sa komplementarnymi wzgledem siebie metodami jonizacji. Obnizenie temperatury
kolumny z T — 32 °C do T — 20°C pozwolilo na efektywniejsze rozdzielenie i ograniczenie efektu
rozmycia pasma (ang. band broadening).

Rozdzielone zwiazki z wartosciami t, ponizej 30 min w wigkszosci rozpoznano jako
elagotaniny, kwasy fenolowe oraz flawan-3-ole, natomiast zwiazki o wartosci t, powyzej 30 min w
przewazajacej wigkszosci stanowily flawonole oraz pochodne kwasu elagowego. W zaleznosci od
zastosowanej kolumny oraz fazy ruchomej, obserwowano koelucje niektoérych zwiazkéw o
nizszych intensywno$ciach pikéw, z pikami o wyzszej intensywno$ci i nie mogly by¢
zarejestrowane przy dlugosci fali A — 280 nm.

Kolumny Kinetex C-18 1 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 i metylopentozyd kwasu
elagowego byly rozdzielane tylko w fazie ruchomej zawierajacej ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/v/v).

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 osiggnicto satysfakcjonujacego rozdzielenia kwasu



elagowego, hiperozydu, izokwercetyny, 3-O-glukuronidu kwercetyny oraz acetylopentozydow
kwasu elagowego.

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¢ ruchoma bedaca mieszaning ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/v/v) w
0.1 % wodnym roztworze TFA tworzac program dwa programy elucji gradientowej, obejmujace
wzrastajace stezenie ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/»/»), 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
sktadniki 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 jonéw
ujemnych. Identyfikacje zwigzkéw przeprowadzono na podstawie poréwnania 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 zwiazkow czynnych.

Wyciagi z pedéw R. ddaens odmiany ‘Glen Ample’ poddano analizie z uzyciem
opracowanego systemu ‘on-line’ 2D LC rodzielajac ponad 40 zwiazkéw w postaci pojedynczych
pikéw, sposréd ktorych zidentyfikowano: sangwing H-6 oraz jej izomer, 4 izomery sangwiny H-
10, sangwing H-2 1 jej izomer, szereg izomerow galoilo-HHDP-glukozy oraz galoilo-bis-HHDP-
glukozy, pochodne kwasu elagowego w postaci pentozydu, metylopentozydéow oraz
acetylopentozydéw, kwasy galusowy, protokatechowy 1 kawowy, kateching, epikateching,
epigalokatechine, procyjanidyny B, 1 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 i
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 obecno$¢ jonéw fragmentacyjnych odpowiadajacych aglikonom
flawonoidowym.

System ‘on-line’ 2D LC zapewnil 100% wzrost rozdzielczosci wzgledem rozdzielen
jednowymiarowych 1 pozwolil na rozdzielenie szeregu zwiazkoéw nie rozpoznawanych wezesniej
jako sktadniki pedow R. zdaens, whaczajac w to sangwine H-2 1 jej izomer, izomer sangwiny H-0,
trzy izomery galoilo-HHDP-glukozy, dwa izomery galoilo-bis-HHDP-glukozy oraz jeden

petozyd, dwa metylopentozydy oraz dwa acetylopentozydy kwasu elagowego.



Uwzgledniajac fakt ze skiad chemiczny peddéw R. occidentalis nie jest znany, do badan
fitochemicznych przeznaczono pedy 2 odmian uprawowych R. occidentalis (‘Bristol’ i ‘Litacz’),
poréwnujac ich profile z profilami pedow gatunku R. idaens (odmiany ‘Glen Ample’) oraz gatunku
pokrewnego Rubus fruticosus (pozyskanych ze stanu naturalnego). Metanolowe ekstrakty z pedow
poddano separacji na kolumnie Kinetex PFP, z uzyciem programu elucji gradientowe;j
obejmujacego wzrastajace stezenie mieszaniny ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/»/v), od 10% do
40%, w 0.1% wodnym roztworze TFA. Identyfikacji zwiazkéw dokonano w oparciu o
poréwnanie widm UV oraz ESI-MS ze zwigzkami wzorcowymi oraz danymi literaturowymi.

W pedach dwodch badanych odmian R.  ocidentalis  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/procyjanidyng oraz dwa flawonoidy o nieznanej
strukturze.

Profil chromatograficzny pedéw obydwu badanych odmian R. eccidentalis byt odmienny od
profili pedow maliny wlasciwej 1 jezyny, oraz znacznie ubozszy (21 zwiazkéw fenolowych, na tle
31 zwigzkéw zidentyfikowanych w pedach R. idaens ‘Glen Ample’ 1 28 zwiazkéw w pedach R
Sfruticosus) we wszystkie zwigzki fenolowe obecne w badanych gatunkach, z wyjatkiem kwasu
elagowego. W pedach R. ocidentalis nie wykryto rowniez najbardziej charakterystycznej
elagotaniny dla rodzaju Rubus: sangwiny H-6.

Chemotaksonomiczne poréwnanie profili pedow R. occidentalis z pedami R. idaens 1 R.
[fraticosus, wskazuja na dalsze pokrewienstwo R. occidentalis 1 R. idaens pomimo przynaleznosci do
tego samego podrodzaju (Idaeobatus).

Uwzgledniajac tradycyjne zastosowanie zbieranych zima pedéw maliny wlasciwej jako
surowca przeciwprzezigbienowego, oceniono profile metabolitéw wtérnych w  cyklu
wegetacyjnym pedéw maliny wiasciwej zebranych z trzech naturalnych stanowisk Tréjmiejskiego
Parku Krajobrazowego. Metanolowe ekstrakty z pedéw poddano separacji na kolumnie Kinetex
PFP, z uzyciem programu elucji gradientowej obejmujacego wzrastajace stezenie mieszaniny
ACN:H,O:TFA (50:50:0.1 »/v/»), od 10% do 40%, w 0.1% wodnym roztworze TFA.
Identyfikacji zwiazkéw dokonano w oparciu o poréwnanie widm UV oraz ESI-MS ze zwiazkami
wzorcowymi oraz danymi literaturowymi.

Profile pedéw maliny wlasciwej zebranych z trzech stanowisk naturalnych byly zblizone
do pedéw R. idaeus odmian uprawowych, z kwasem elagowym oraz sangwing H-6 jako

zwigzkami dominujacymi w zespole.



Najwyzsze stezenia dla badanych fenoli obserwowano w okresie wiosennym, jesienia
odnotowujac ich wyrazny spadek, ktoéry utrzymywal si¢ w pedach zimowych. Na podstawie
otrzymanych wynikéw wysunicto wniosek ze zbidr pedéw R. idaeus do celéw leczniczych
powinien mie¢ miejsce na wiosne ze wzgledu na najwyzsze w tym okresie stezenia aktywnych
biologiczne metabolitéw wtornych.

Oceniono sklad chemiczny owocéw trzech krajowych odmian uprawowych L. caernlea var.
edulis (‘Brazowa’, ‘Wojtek’, “Zielona’) w zakresie metabolitéw wtérnych nalezacych do zwiazkow
polifenolowych, prostych fenoli oraz irydoidéow. 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/») w 0.1% wodnym roztworze TFA od 12 do 100%. Identyfikacji
zwigzkow dokonano w oparciu o poréwnanie widm UV oraz ESI-MS ze zwigzkami 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, procyjanidyna B,, katechina, epikateching oraz kwasami
chlorogenowym, neochlorogenowym i 3,5-O-dikawoilochinowym. Chociaz wigkszo$§¢é zwiazkow
byla wczesniej identyfikowana jako skladniki owocdéw L. caernlea, to procyjanidyna B, zostala
zidentyfikowana po raz pierwszy.

W oparciu o widma UV, we wszystkich badanych odmianach zidentyfikowano 6 zwiazkdéw

o maksimach absorpcji charakterystycznych dla zwiazkéw irydoidowych (A, 234-238 nm). W ich

identyfikacji poréwnano efektywnos$¢ dwoch typéw jonizacji: ESI i APCI, w dodatnim oraz
ujemnym trybie jonéw. W przypadku jonizacji ujemnej, zaréwno w widmach ESI jak i APCI,
obserwowano wysoka intensywno$¢ jonéw stanowigcych addukty z TFA (IM-H+TFA]), przy
bardzo niskiej intensywnosci sygnalow jondéw pseudomolekularnych, natomiast w trybie jonéw
dodatnich, w wigkszosci identyfikowanych zwiazkow, sygnaly jonéw pseudomolekularnych
charakteryzowaly si¢ wysoka intensywnos$cia, 1 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 zwiazki wzorcowe, trzy sposréd szedciu rozdzielonych irydoidéw rozpoznano
jako kwas loganowy, swerozyd i loganine. Na podstawie widm UV, MS i poréwnania z danymi

literaturowymi pozostale zwigzki wstepnie zidentyfikowano jako 7-O-pentozyd kwasu

loganowego, 7-O-pentozyd kwasu 7-epi-loganowego oraz 7-O-pentozyd loganiny. Analiza



loSciowa ujawnila ze owoce badanych odmian L. caerunlea var. edulis zawieraja irydoidy w
zblizonym zakresie stezen, sposréd ktérych dominujacym zwiazkiem w badanych odmianach jest
kwas loganowy. Sa to pierwsze doniesienia na temat kompozycji zwiazkéw irydoidowych w
owocach L. caerulea var. edulis.

Oceniono sklad chemiczny kwiatéw trzech krajowych odmian uprawowych L. caerulea var.
ednlis (‘Brazowa’, ‘Wojtek’, “Zielona’) w zakresie metabolitow wtérnych nalezacych do
flawonoidow, fenolokwaséw, irydoidéow oraz saponin. Kwiaty gatunku L. caerulea nie byly
wczesniej badane w zakresie sktadu chemicznego.

Do oznaczen iloSciowych i jakoSciowych zespoléw metabolitow wtérnych z grup
flawonoidow, irydoidéw oraz fenolokwasow, w kwiatach L. caerulea var. edulis opracowano system
‘on-line’ 1 ‘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), poréwnujac je z danymi literaturowymi.

W warunkach 1D LC otrzymano dobre rozdzielenie 26 zwiazkoéw z czego 9 nalezalo do
kwaséw fenolowych, 2 do irydoidéw, oraz 15 do flawonoidéw. Dla zwigzkéw ktore nie
rozdzielity si¢ 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 L.C — 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, »/»/») 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 izokratyczng i gradient liniowy. Przy
uzyciu ‘on-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC rozdzielono dodatkowo 21 zwigzkéw z czego 6 nalezato
do kwasow fenolowych, 8 do irydoidéw, oraz 7 do flawonoidow.

System ‘on-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC umozliwil efektywne rozdzielenie zwigzkow
czynnych kwiatow odmiany ‘Wojtek’, natomiast w odniesieniu do odmian ‘Brazowa’ i “Zielona’
separacja skladnikéw FR.A i FR.B eluujacych z 'D w czasach t; 18.5-19 min i ty 19.1-19.7 min
nie byla mozliwa. Zwiazki z FR.A 1 FR. B odmian ‘Brazowa’ oraz ‘Wojtek’ rozdzielono w
systemie ‘off-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC. Frakcje zebrano recznie z kolumny 'D, w 3
powtoérzeniach oraz rozdzielono na kolumnie Kinetex PFP (100 x 4.6 mm, 2.6 pm) stosujac
program uzywany w rozdzieleniu 'D, co pozwolilo na identyfikacje dwéch dodatkowych

zwiazkéw irydoidowych.



Przy uzyciu ‘on-line’ i ‘off-line’ ‘heart-cutting’ 2D LC ustalono, ze kwiaty 3 odmian
krajowych L. caernlea sa zrédlem 51 zwigzkéw nalezacych do flawonoiddw, kwasow fenolowych 1
irydoidéw.

W materiale rodlinnym 22 zwiazki rozpoznano jako flawonoidy, sposréd ktérych
wigckszos¢  stanowily pochodne luteoliny i kwercetyny. Wobec zwiazkéw wzorcowych
zidentyfikowano 9 flawnoidéw: 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 kwercetyny, ramnozylo-
heksozyd apigeniny, diheksozyd luteoliny, 7-O-neohesperydozyd chryzoeriolu, pentozylo-
heksozyd kwercetyny pentozylo-heksozyd luteoliny oraz ramnozylo-heksozyd izoramnetyny.
Obserwowano roznice w stezeniach niektorych flawonoidéw pomiedzy badanymi odmianami,
niemniej jednak dominujacymi flawonoidami w kwiatach wszystkich trzech badanych odmian
byla rutyna, wraz z obecnymi w znacznych ilo$ciach kupressuflawonem, amentoflawonem oraz
pentozylo-heksozydem kwercetyny. Flawonoidy stanowily dominujaca grupe zwiazkéw sposrod
wszystkich badanych grup metabolitow wtérnych w kwiatach L. caerulea var. edulis, zard6wno pod
wzgledem liczby zidentyfikowanych zwiazkdw, jak 1 wartosci stezen, co wyrdznia kwiaty gatunku
L. caernlea var. edulis na tle innych gatunkow z rodzaju Lonicera.

W kwiatach badanych odmian 15 zwiazkéw rozpoznano jako fenolokwasy. Dwa zwigzki:
kwas kawowy i 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 i heksozydu kwasu kawowego byta oparta na poréwnaniu wartosci tp, widm
UV oraz MS z danymi literaturowymi. Odnotowano zblizone poziomy stgzen 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 1 3,4-di-O-
kawoilochinowym obecnymi w wyzszych stezeniach, co jest zgodne z wynikami dotyczacymi
kwiatow innych gatunkéw z rodzaju Lonicera.

W materiale rodlinnym 14 zwiazkéw zidentyfikowano jako irydoidy. Kwas loganowy,
loganing i swerozyd zidentyfikowano w oparciu o poréwnanie ze zwiazkami wzorcowymi,
natomiast kolejne 10, w tym: dwa izomery kwasu sekologanowego, kwas 8-epi-loganowy,

seckologanozyd, 7-O-arabinozyd demetylosekologanolu, epi-wogelozyd, sekoksyloganina,



serynosekologanina,  treoninosekologanina  oraz  7-ester  butylowy  sekoksyloganiny
zidentyfikowano w oparciu o poréwnanie wartosci t,, widm UV oraz MS z danymi
literaturowymi. Kwas 8-epi-loganowy, sekoksyloganing i serynosekologaning zidentyfikowano
jedynie w odmianach ‘Brazowa’ 1 “Zielona’ natomiast jeden z izomeréw kwasu sekologanowego
oznaczono tylko w odmianie ‘Wojtek’. Kwas loganowy byl dominujacym irydoidem w odmianie
‘Woijtek’, oraz wystepowal rowniez w znacznych stezeniach w pozostalych dwéch odmianach,
jednak towarzyszylo mu réwnie wysokie stezenie niezidentyfikowanego zwiazku irydoidowego,
oraz, w przypadku odmiany ‘Brazowa’, znaczne ste¢zenie loganiny. Dane literaturowe wskazuja na
swerozyd 1 loganine jako dominujace irydoidy w kwiatach rodzaju Lonicera, co jest czeSciowo
zgodne z wynikami otrzymanymi dla kwiatéw odmiany ‘Brazowa’.

Odmiana ‘Wojtek’ wyrdzniala si¢ najwyzszym stezeniem zwigzkow z grupy flawonoidow 1
kwasow fenolowych podczas gdy najwyzsze poziomy irydoidéw wystepowaly w odmianach
‘Woijtek’ i ‘Brazowa’.

Do rozdzielenia i identyfikacji saponin w kwiatach 3 badanych odmian L. caerulea var.
ednlis, uzyto kolumne Discovery HS C-18 (150 x 2.1 mm, 3pum) wraz z programem elucji
gradientowej obejmujacym wzrost stezenia mieszaniny ACN:MeOH:HCOOH (80:20:0.05, »/»/v)
w 0.1% wodnym roztworze HCOOH od 10 do 65%. Do identyfikacji zwigzkow 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
uyjemnych wykryto obecno$¢ jonu stanowigcego addukt z kwasem mrowkowym ([M-
H+HCOOH]), odpowiadajacego masie  czasteczkowej saponiny: estrowi  28-O-8-
glukopiranozylo(6->1)-O-3-glukopiranozylo-hederageniny, identyfikowanej w kwiatach rodzaju
Lonicera. Na tej podstawie stwierdzono ze kwiaty wszystkich 3 badanych odmian krajowych sa
zrédlem saponiny: estru 28-O-8-glukopiranozylo(6>1)-O-3-glukopiranozylo-hederageniny, ktora
jest obecna w §ladowych ilosciach [262]. W dotychczasowych pracach saponiny identyfikowano w
niewielkich ilo§ciach w kwiatach rodzaju Lonicera, co jest zgodne w wynikami obecnej analizy,
jakkolwiek ich zesp6l byl jakosciowo bogatszy [262, 267, 272].

Uwzgledniajac dane literaturowe o synergizmie niektérych ekstraktéw rodlinnych, lub
wyizolowanych z nich zwiazkéw z antybiotykami [291, 294, 295, 299-306], oceniono interakcje
badanych ekstraktow z owocow R. idaens (‘Poranna Rosa’, ‘Laszka’), owocéw R. occidentalis
(‘Litacz’) oraz pedow R. idaens (‘Willamette’) z 36 réznymi antybiotykami wobec 4 szczepow
bakterii Gram-dodatnich (Corynebacterinm diphtheriae, Streptococcns pnenmoniae, Staphylococcus anrens,
Staphylococcus  epidermidis) 1 4 szczepoéw bakterii Gram-ujemnych (Helicobacter pylori, Klebsiella

pneumoniae, Moraxella  catarrhalis, Neisseria —meningitidis) charakteryzujacych si¢ najwigksza



wrazliwodcia na badane ekstrakty [19, 28]. Dodatkowo badania prowadzono réwniez wobec 2
szczepow antybiotykoopornych S. aurens MRSA (12677 1 13318) oraz Escherichia coli ESBL (12186
112293), ktére zbadano na tle ich szczepéw wzorcowych.

W badaniach interakcji ekstraktow z owocéw 1 pedéw malin z antybiotykami,
obserwowane zjawiska synergizmu, antagonizmu lub addycji byly zalezne od rodzaju
zastosowanego ckstraktu, antybiotyku oraz szczepu bakteryjnego.

W przypadku bakterii Gram-dodatnich, obserwowano ze ekstrakty z owocow i pedow
dzialajg synergistycznie z teracyklinami wobec C. diphtheriae 1 IN. meningitidis, natomiast
antagonistycznie z aminoglikozydami i1 fluorochinolonami wobec S. aureus i 8. epidermidis. Bakteria
wobec ktérej obserwowano najwicksza liczbe synergizméw synergizmoéw byta C. diphtheriae.

W przypadku bakterii Gram-ujemnych dominujacym typem interakcji ekstrakt-antybiotyk
we wszystkich badanych szczepach byl efekt addycji. Jednakze podobnie jak w przypadku bakterii
Gram-dodatnich obserwowano znaczna liczbe synergizméw badanych ekstraktow z tetracykling
wobec. H. pylori i IN. meningitidis.

Dla badanych szczepéw S. awrens MRSA oraz E. /i ESBL obserwowano dzialanie
antagonistyczne prawie wszystkich badanych ekstraktow z gentamycyna, oraz wszystkich
badanych szczepow z cyprofloksacyna wobec szczepéw E. /i BESBL. W pojedynczych
przypadkach odnotowano synergizm antybiotykéw (klindamycyna, ampicylina, penicylina) z
ekstraktem z pedow R. idaens “Willamette’ ktory niwelowal antybiotykoopornosé szczepow S.
anrens MRSA 126771 13318.

Zaréwno wobec szczepu wzorcowego jak i szczepow antybiotykoopornych ESBL 12293 1
ESBL 12186 bakterii E. c/i zauwazono dzialanie antagonistyczne prawie wszystkich badanych
ekstraktéw z gentamycyna, cyprofloksacyng oraz kotrimoksazolem.

Wyniki badan aktywnosci przeciwbakteryjnej zwiazkéw pochodzenia roslinnego stanowia
wazny obszar poszukiwan nowych substancji o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym, jakkolwiek
nalezy podkresli¢ ze badania synergizmu antybiotykéw z ekstraktami pochodzenia roslinnego
moga prowadzi¢ do opracowania nowych metod leczenia i moga okaza¢ si¢ skutecznym
narzedziem w walce z wieloopornoscia bakterii na antybiotyki [289]. Dlatego wigcej badan
powinno by¢ ukierunkowanych na analiz¢ interakcji rodlinnych metabolitow wtornych 2z
antybiotykami, z uwzglednieniem ich molekularnego mechanizmu [289, 294].

Poniewaz elagotaniny stanowia gléwna grupe metabolitéw wtoérnych w surowcach malin,
oraz stwierdzono ze ich metabolity — urolityny — sa aktywne biologicznie [87, 107, 109-143],

postanowiono oceni¢ ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa i cytotoksyczna.



Badania aktywnodci przeciwbakteryjnej urolityn A-C oraz metylourolityn A-B prowadzono
wobec 10 szczepéw bakterii Gram-dodatnich (Corymebacterium  diphtheriae, Enterococcus faecalis,
Streptococcus  pnenmoniae,  Staphylococcus — anreus,  Staphylococcus — epidermidis) oraz Gram-ujemnych
(Pseudomonas — aeruginosa, Helicobacter pylori, Klebsiella ~ pnenmoniae, Moraxella catarrbalis, Neisseria
meningitidis). Dzialanie hamujace wzrost obserwowano dla 3 sposréd 5 badanych urolityn
obserwowano tylko wobec pojedynczych bakterii.

Dziatanie 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. pneumoniae w przypadku urolityny C. Najsilniejszym dzialaniem charakteryzowala si¢
urolityna C, ktérej wartosci MIC wobec baktetii S. aureus i S. epidermidis wynosily 0.25 mg/ml i
0.06 mg/ml, odpowiednio. Aktywnos$é¢ przeciwbakteryjna urolityn byla o wiele stabsza niz
sangwiny H-6 1 kwasu elagowego.

Oceny aktywnosci przeciwnowotworowej urolityn A-C dokonano przy pomocy testu oceny
cytotoksycznosci MTT wobec 4 linii komérkowych ludzkiego raka piersi: MCF-7, T47D, BT474 1
MDA-MB-468, wyznaczajac wartosci 1C;,. Ponadto poréwnano aktywnosé¢ wolnego kwasu
elagowego, elagotaniny sangwiny H-6 (stanowiaca forme glukozydowo zwiazanego kwasu
elagowego), oraz ekstraktu z pedow R. idaens “Willamette’, stanowiacego bogate zrédlo kwasu
elagowego isangwiny H-6. Dla niektérych zwigzkoéw gdzie eksperymentalnie nie osiagnigto
stezenia odpowiadajacego 1C;,, okreslono wartosci predykceyjne.

Nie stwierdzono aktywnosci cytotoksycznej ekstraktu z pedéw maliny natomiast aktywno$é
cytotoksyczna kwasu elagowego i sangwiny H-6 wobec poszczegdlnych linii byta na zblizonym
poziomie i przyjmowata wartosci I1C,, 57-85 pg/ml dla sangwiny H-6 oraz 54-80 pg/ml dla
kwasu elagowego. Linig najbardziej wrazliwa na dzialanie obydwu zwiazkéw byta linia MDA-MB-
468, a nastepnie, w kolejnosci, linie T47D, MCF-7 oraz BT474.

Wartosci IC;, 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 (IC;, 9-10 pg/ml). Dla
urolityny C wartosci IC,; wobec linii T47D oraz MDA-MB-468 wynosily odpowiednio 151 17
ug/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 wrazliwosciq na dzialanie cytotoksyczne urolityn.

Aby poréwnaé aktywnos$é przeciwbakteryjng owocow i kwiatdw L. caerulea var. edulis do

aktywnosci poprzednio badanych owocéw malin [19], wyznaczono wartosci MIC i MBC



badanych ekstraktéw wobec 15 szczepéw bakterii Gram-dodatnich (Bacilius subtilis, Clostridinm
sporogenes, Corynebacterium diphtheriae, Enterococcus faecalis, Streptococcus grapy A, B 1 G, Streptococcus
prenmoniae, Staphylococcus aurens, Staphylococcus epidermidis) 1 Gram-ujemnych (Haemophilus influenzae,
Helicobacter pylori, Klebsiella pnenmoniae, Moraxella catarrhalis, Neisseria meningitidis).

Ekstrakt z owocéw hamowal wzrost 4 bakterii z wartosciami MIC od 1 do 32 mg/ml, oraz
wykazywal aktywnos¢ bakteriobdjcza wobec 11 bakterii, z wartosciami MBC od 8 do 64 mg/ml.
Bakteriami najbardziej wrazliwymi na bakteriobdjcze dzialanie ekstraktu byly Corynebacterinm
diphtheriae, Moraxella catarrhalis 1 Neisseria meningitidis. W poréwnaniu do wezesniejszych danych
[19], aktywno$¢ przeciwbakteryjna ekstraktu z owocéw wiciokrzewu byla podobna badz na
nizszym poziomie niz oznaczana dla ekstraktow z owocdéw R. zdaens 1 R. occidentalis. Natomiast
ekstrakt z kwiatéw nie wykazywal dzialania bakteriobdjczego 1 hamowal wzrost tylko 9 bakterii.
W wigkszosci przypadkow ekstrakt z kwiatéw dzialal stabiej niz ekstrakt z owocow, za wyjatkiem
bakterii C. diphtheriae, Streptococcus grapy A oraz S. epidermidis wobec ktérych wartosci MIC
przyjmowaty wartos¢ od 2 do 4 mg/ml.

W poprzednich badaniach ustalono ze aktywno$¢ antyoksydacyjna i przeciwzapalna
ekstraktéw z owocow R. idaens 1 R. occidentalis jest skorelowana z zawarto$cig pochodnych
cyjanidyny [19]. Poniewaz owoce L. caernlea var. edulis rozpoznano jako bogate zrédio
antocyjanow, w tym pochodnych cyjanidyny, dokonano oceny ich aktywnosci antyoksydacyjnej 1
przeciwzapalnej.

Aby oceni¢ aktywnos¢ antyoksydacyjng ekstraktu z owocow L. caerulea var. edulis “Wojtek’,
uzyto dwoéch testéw oceniajacych zdolno§é zmiatania wolnych rodnikéw (test DPPH) oraz
potencjal redukcyjny (test fosforomolibdenowy). W tescie DPPH warto$¢ EC;, ekstraktu z
owocoéw 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 charakteryzujq si¢ $rednia
aktywnoscig antyoksydacyjng oraz stabym potencjatem redukcyjnym.

Aktywnos¢ przeciwzapalna ekstraktu z owocow L. caernlea var. edulis “Wojtek’ oznaczano
dla 3 dawek (50, 500 oraz 1000 mg/kg m.c.), w warunkach in vivo, modelu indukowanego
karagening obrzeku 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 bylo ok. 2-razy stabsze od dzialania indometacyny w pierwszych 2 godzinach
eksperymentu, natomiast od 3 do 5 godziny ich efekt przeciwzapalny byl poréwnywalny i

utrzymywal si¢ na tym samym poziomie.



Aktywnos¢ antyoksydacyjna i1 przeciwzapalna ekstraktu z owocow L. caerulea var. edulis byla
niewiele slabsza niz ekstraktu z owocoéw R. occidentalis (ktéry zidentyfikowano jako najbardziej
efektywny ekstrakt z owocéw malin w poprzednich badaniach) oraz prawdopodobnie jest
skorelowana z zawartoscia antocyjnadw.

Otrzymane wyniki uzupelniaja wiedz¢ o skladzie chemicznym i wlasciwosciach
farmakologicznych owocéw i pedéw maliny R. idaens 1 R. occidentalis oraz owocow 1 kwiatow L.
caerulea.

System 2D LC uzyty w analizie skfadu 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 gatunkéw z rodzaju Lonicera.



