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STRESZCZENIE

Kozieradka pospolita Trigonella foenum-graecum L. (Fabaceae) to jednoroczna
roslina zielna, wystepujgca na terenie Azji i basenu Morza Srédziemnego. Opisana w
hinduskiej Ayurwedzie pod nazwg methi, T. foenum-graecum od wiekébw stosowana
jest w tradycyjnej medycynie azjatyckiej. Nasienie kozieradki (Foenugraeci Semen)
stanowi rowniez popularny surowiec leczniczy w krajach europejskich. Foenugraeci
Semen posiada monografie w Farmakopei Polskiej X oraz w Farmakopei Europejskiej
i jest klasyfikowane jako surowiec sluzowy. Nasiona kozieradki stosowane sg
wewnetrznie jako $rodek odzywczy, wspomagajgcy trawienie i leczniczy w
schorzeniach przewodu pokarmowego, chorobie wrzodowej zolgdka, stanach
zapalnych oraz pomocniczo w terapii cukrzycy jako obnizajgce poziom cukru we krwi.
Natomiast zewnetrznie surowiec stosowany jest w postaci kataplazméw na trudno
gojgce sie rany oraz stany zapalne skory i tkanki podskérnej. Obecnie nasienie
kozieradki jest skfadnikiem coraz wiekszej liczby suplementéw diety dostepnych na
krajowym rynku produktow roslinnych, stosowanych jako pomocnicze w terapii
cukrzycy, tradziku oraz jako wzmacniajgce organizm.

Nasiona kozieradki zawierajg szereg grup metabolitow wtérnych, wsrdéd ktorych,
obok polisacharydéw, dominujgcymi sg C-glikozydy flawonowe oraz saponiny
steroidowe, warunkujgce wielokierunkowg aktywnos¢ biologiczng surowca - m.in.
przeciwzapalna, przeciwcukrzycowa, przeciwdrobnoustrojowg oraz
przeciwnowotworowg. Jakkolwiek, cho¢ udowodniono zaleznos¢ skfadu chemicznego
od warunkdéw wzrostu i uprawy kozieradki pospolitej, dotychczas badano wylgcznie
skiad chemiczny surowca pochodzenia azjatyckiego i afrykanskiego. W ciggu ostatnich
50-ciu lat ukazata sie tylko jedna publikacja (1971) potwierdzajgca obecnos¢ 4 C-
glikozyloflawonéw w surowcu pochodzenia krajowego. Biorgc pod uwage
wielokierunkowg aktywnosé C-glikozydow flawonowych oraz saponin steroidowych (w
tym niewyjasniony w pelni wplyw na gospodarke hormonalng cziowieka w zakresie
hormondw piciowych), rosngce zainteresowanie nasionami kozieradki (ponad 1000
publikacji w latach 2011-16) oraz ich wzrastajgcg popularno$¢ jako sktadnika
suplementéw diety, uznano za celowe badania nad zwigzkami czynnymi surowca
krajowego oraz jego aktywnoscig biologiczna.

W niniejszej rozprawie zaprezentowano wyniki analizy fitochemicznej
Foenugraeci Semen pochodzenia krajowego oraz C-glikozydow flawonowych i saponin

steroidowych jako skladnikbw surowca. Ponadto przedstawiono wyniki badan
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aktywnosci przeciwnowotworowej i przeciwdrobnoustrojowej surowca oraz zawartych
w nim zwigzkéw czynnych.

Rozprawa doktorska sktada sie z trzech gtdwnych czesci. CzesS¢ pierwsza
obejmuje aktualny stan wiedzy na temat sktadu chemicznego i aktywnosci biologicznej
nasion kozieradki pospolitej oraz wykorzystania dwuwymiarowej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w analizie zwigzkow flawonoidowych w matrycach roslinnych.
W drugiej czesci rozprawy przedstawiono metodologie prowadzonych badan.
Natomiast czes¢ trzecig dysertacji stanowi oméwienie otrzymanych wynikéw analizy
fitochemicznej oraz oceny aktywnosci biologiczne;j.

Cel pracy stanowita jakosciowa i ilosciowa analiza nasienia kozieradki
pochodzenia krajowego, w zakresie C-glikozydow flawonowych, izoflawonéw oraz
saponin steroidowych wraz z oceng aktywnosci biologicznej surowca oraz zawartych w
nim zwigzkéw czynnych.

Do badan przeznaczono nasiona kozieradki, otrzymane od trzech producentow
- firmy zielarskie Lewandowski, Flos i Kawon. Dla celéw analizy poréwnawczej
wykorzystano nasiona kozieradki pochodzenia azjatyckiego i afrykanskiego.

W rezultacie przeprowadzonej analizy fitochemicznej opracowano i
zoptymalizowano szereg metod chromatograficznych oraz procedur ekstrakcji
badanych zwigzkéw czynnych z surowca.

Oceniono wydajnos¢ wytrawiania C-glikozydéw flawonowych z uzyciem
nastepujgcych technik ekstrakcyjnych: ekstrakcja w klasycznym aparacie Soxhleta,
ekstrakcja w automatycznym aparacie Soxhleta, maceracja, ekstrakcja z uzyciem
mieszadla magnetycznego, sonikacja, ekstrakcja wspomagana mikrofalami,
przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem. Stosowano zmienne parametry procesu
(rodzaj rozpuszczalnika, czas, temperatura, moc, ilos¢ cykli). Zawartos¢ C-
glikozyloflawonéw w badanych ekstraktach oznaczono z uzyciem opracowanej i
zwalidowanej metody HPLC-DAD jako sume, w przeliczeniu na apigenine i luteoline.
Ujawniono réznice w profilach C-glikozydoéw flawonowych w otrzymanych ekstraktach,
w zaleznosci od uzytego rozpuszczalnika. Sposrdéd testowanych ekstrahentéw
najbardziej wydajnym byt 70% metanol. Ponadto ujawniono roznice w zawartosci
badanych zwigzkow w zaleznosci od stosowanej procedury wytrawiania. Wykazano, ze
wydajnos¢ ekstrakcji C-glikozyddéw flawonowych w automatycznym aparacie Soxhleta
(25 cykli) jest zblizona do wydajnosci ekstrakcji w klasycznym aparacie Soxhleta.
Ponadto ujawniono, ze w trakcie wytrawiania C-glikozyloflawonéw 70% metanolem w
procesie sonikacji, stezenie badanych zwigzkéw w otrzymanym wyciggu wzrasta do
30. minuty, a nastepnie niezaleznie od wydluzenia czasu trwania procesu, utrzymuje

sie na stalym poziomie i jest nizsze niz w wyciggu otrzymanym w rezultacie trzykrotnej
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sonikacji surowca z uzyciem 70% metanolu. Udowodniono, ze niezaleznie od czasu
trwania ekstrakcji wspomaganej mikrofalami (MAE), wydajnos¢ procesu jest zblizona.
Natomiast znaczgce réznice w zawartosci C-glikozyloflawonéw obserwowano w
wyciggach otrzymanych w wyniku przyspieszonej ekstrakcji rozpuszczalnikiem.
Ponadto ujawniono i poddano dyskusji problemy analityczne zwigzane =z
zastosowaniem tej techniki oraz 70% metanolu w odniesieniu do Foenugraeci Semen.
Na podstawie wynikéw przeprowadzonych eksperymentoéw wykazano, ze najbardziej
wydajnym bylo wytrawianie z uzyciem mieszadta magnetycznego i 70% metanolu jako
ekstrahentu (2 x 3 h, 2 x 100ml, temp. 60°C).

Analize C-glikozydow flawonowych w wyciggach z nasienia kozieradki
prowadzono z uzyciem chromatografii cienkowarstwowej (TLC, 2D TLC) oraz
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (1D HPLC, 2D HPLC: LC-LC, LCXLC).
Separacje badanych zwigzkéw metodg TLC prowadzono na ptytkach HPTLC RP-18W
Fas4s Z Uzyciem mieszaniny metanol:woda:kwas mrowkowy (40:60:6, v/viv) jako fazy
ruchomej. Ujawniono obecnos¢ 9 zwigzkdéw i potwierdzono wystepowanie w badanym
surowcu witeksyny, izowiteksyny oraz izoorientyny. Natomiast na chromatogramie
otrzymanym w rezultacie separacji 2D TLC z uzyciem mieszaniny butanol:woda:kwas
octowy (BAW) (3:1:1, viviv) (I kierunek) oraz 15% kwasu octowego (Il kierunek) na
ptytkach pokrytych celulozg obserwowano 6 plam flawonéw oraz 4 plamy innych

zwigzkdw, przypuszczalnie fenolokwasow.

Opracowano metode 1D HPLC-DAD-ESI-MS rozdzielenia sktadnikow zespotu
C-glikozyloflawonéw w wyciggu metanolowym 2z nasion kozieradki pospolitej,
optymalizujgc faze stacjonarng, faze ruchomg oraz profil elucji gradientowe]. Najlepsze
rozdzielenie badanych zwigzkéw, w formie 15 pikow, otrzymano na kolumnie Kinetex
C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 pm), w warunkach elucji gradientowej o profilu
zlozonym, obejmujgcym liniowy wzrost stezenia mieszaniny ACN:woda:TFA
(50:50:0,1, viviv) w 0,1% wodnym TFA oraz elucje izokratyczng, w zakresie stezen
16%-70% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/v) w 0,1% wodnym TFA (tg 70
minut). Potwierdzono obecnosc¢: witeksyny, izowiteksyny, wiceniny-1, wiceniny-2,
wiceniny-3, di-C-(6/8)-heksozylo-pentozydu, estrow p-kumarowych
witeksyny/izowiteksyny i orientyny/izoorientyny oraz 5 nieznanych zwigzkéw,
przypuszczalnie di-C-(6/8)-pentozyddéw apigeniny. Obecnos¢ wiceniny-3 w nhasieniu
kozieradki ujawniono po raz pierwszy. W opracowanych warunkach separacji 1D HPLC
koelucji ulegaly: orientyna i izoorientyna oraz szaftozyd i izoszaftozyd. Dodatkowo w

widmach ESI-MS wzorcowych orientyny i izoorientyny obserwowano rdznice w

252



intensywnosci sygnatow deprotonowanego jonu molekularnego przy m/z 447 [M-H]
(20% - orientyna, 100% - izoorientyna) oraz adduktu z TFA przy m/z 561 [M—-H+114]
(100% - orientyna, 60% - izoorientyna). Ujawnione réznice moga utatwia¢ identyfikacje
orientyny i izoorientyny w matrycach roslinnych r6znego pochodzenia.

Z uwagi na brak separacji w warunkach 1D HPLC wzorcowych mono-C-
glukozydow luteoliny (orientyna i izoorientyna) oraz di-C-(6/8)- glukozylo-arabinozydow
apigeniny (szaftozyd i izoszaftozyd), kolejny etap pracy stanowilo opracowanie
warunkéw rozdzielen C-glikozyloflawonéw w wyciggu metanolowym z nasienia
kozieradki z uzyciem dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej (2D
LC) oraz technik: heart-cutting (LC-LC) i comprehensive (LCxLC), w trybach off-line i
on-line.

Poczatkowo opracowano warunki rozdzielenia badanych zwigzkéw metodg LC-
LC off-line, stosujgc w pierwszym wymiarze kolumne Sphinx C-18-Phenyl oraz elucje
gradientowg o profilu gradientu zlozonym, obejmujgcym liniowy wzrost stezenia
mieszaniny metanol:woda: TFA (50:50:0,1, v/viv) od 40% do 60% w 0,1% wodnym TFA
w ciggu pierwszych 5 minut, a nastepnie elucje izokratyczng przy stezeniu 60%
mieszaniny metanol:woda:TFA (50:50:0,1, v/v/iv) w 0,1% wodnym TFA przez kolejne
10 minut (tg 15 minut) przy predkosci przeptywu 0,05 ml/min. W rezultacie z kolumny
'D zebrano 9 frakeji (I-1X), ktérych sktadniki nastepnie rozdzielono w ?D na kolumnie
Kinetex C-18 w warunkach elucji izokratycznej z uzyciem faz ruchomych,
eksperymentalnie dobranych dla kazdej frakcji 'D, o réznym stezeniu mieszaniny
ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/iviv) w 0,1% wodnym TFA: frakcje | i Il - 32%, frakcja Ill -
20%, 23%, 32%, frakcja IV - 30%, frakcje V-VII - 35%, frakcja VIII - 45%, frakcja IX -
50%. W opracowanych warunkach otrzymano rozdzielenie wszystkich C-glikozydéw
flawonowych wyciggu metanolowego z nasion kozieradki pochodzenia krajowego, w
tym izomerow: orientyny - izoorientyny oraz szaftozydu - izoszaftozydu. Obecnosc
izoszaftozydu w surowcu ujawniono po raz pierwszy.

Kolejny etap prac stanowito opracowanie warunkow separacji badanych
zwigzkéw metodg comprehensive off-line. W 'D uzyto kolumne Sphinx C-18-Phenyl. W
rezultacie optymalizacji kompozycji fazy ruchomej oraz profilu gradientu, najlepsze
rozdzielenie uzyskano w warunkach elucji gradientowej, obejmujgcej elucje
izokratyczng przy stezeniu 43% (tg 0-1,2 min) mieszaniny metanol:ACN:woda:TFA
(330:40:80:0,45 viviviv) w 0,1% TFA, a nastepnie liniowy wzrost jej stezenia od 43%
do 90% w czasie tg 1,2-47 minut (tc 47 min) przy predkosci przeptywu 0,017 ml/min.
Otrzymany profil 'D LCXLC off-line byt zblizony do profilu ‘D LC-LC. Badany wycigg
podzielono na 12 frakgji (I'-XII"), sposrod ktérych 9 odpowiadato frakcjom uzyskanym w

systemie LC-LC, natomiast 3 pozostate frakcje dodano aby speti¢ podstawowe
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zatozenie techniki comprehensive o rozdzieleniu w °D catego eluatu z 'D. W °D
wykorzystano kolumne Discovery HS C-18 zamiast stosowanej w systemie LC-LC
kolumny Kinetex, uwzgledniajgc jej mniejszg diugos¢ przy zblizonej Srednicy,
umozliwiajgcg utrzymanie profilu rozdzielenia sktadnikow kazdej frakcji 'D w °D.
Skiadniki frakcji I-XII' rozdzielano w “D w warunkach elucji izokratycznej,
eksperymentalnie dobranych dla kazdej frakcji 'D o nieznacznie zmodyfikowanych w
odniesieniu do D systemu LC-LC stezeniach mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1,
viviv) w 0,1% wodnym TFA: frakcja I' - 26%, frakcja II' - 30%, frakcja IlI' - 32%, frakcje
V', V', VII' - 35%, frakcja VI' - 36%, frakcje VIII'"iIX' - 38%, frakcje X' iXI' - 50%, frakcja
XII" - 55%.

Opracowano w petni automatyczng metode comprehensive on-line (LCxLC)
separacji C-glikozydow flawonowych nasienia kozieradki. Uzyto tych samych kolumn,
ktére stosowano w systemie LCxLC off-line oraz tego samego programu elucji
gradientowej w 'D. Natomiast w 2D opracowane warunki separacji C-glikozyloflawonéw
potgczono w gradient o profilu skokowym, w ktorym pojedynczy skok obejmowat
separacje zwigzkow poszczegolnych frakcji w warunkach elucji izokratycznej. Dobrany
eksperymentalnie czas modulacji byt zmienny i wynosit: frakcja I' — 2,7 min, frakcja Il' —
2,1 min, frakcja lll' — 2,5 min, frakcja IV' — 3,0 min, frakcja V' — 1,5 min, frakcja VI' — 2,6
min, frakcja VII' — 2,3 min, frakcja VIII' — 3,1 min, frakcja IX'= 2,9 min, frakcja X' — 2,1
min, frakcja XI' — 2,5 min, frakcja XII' — 4,0 min. Separacje HPLC w 'D prowadzono w
sprzezeniu z detektorem DAD, natomiast w D w sprzezeniu z detektorami DAD i MS.
W rezultacie w opracowanych warunkach metody LCxLC on-line, otrzymano
rozdzielenie wszystkich C-glikozyloflawonow, z wyjatkiem szaftozydu i izoszaftozydu,
ktore ulegaty koelucji. Udowodniono, ze czas konieczny dla otrzymania ich separacji
wynosi minimum 25 min, dlatego rozdzielenie szaftozydu i izoszaftozydu jest mozliwe
jedynie warunkach opracowanej metody LC-LC off-line.

Kolejny etap prac stanowito opracowanie zwalidowanej metody LC-LC-DAD
on-line analizy ilosciowej C-glikozydéw flawonowych nasienia kozieradki. W
zoptymalizowanych warunkach rozdzielen 1D HPLC oznaczono zawartos¢ 11
zwigzkdéw, z wyjatkiem orientyny, izoorientyny, szaftozydu i izoszaftozydu, ktére
zebrano w formie pojedynczej frakcji, a nastgpnie rozdzielono w ?D na kolumnie
Kinetex C-18 przy stezeniu 23% mieszaniny ACN:woda:TFA (50:50:0,1, v/viv) w 0,1%
TFA. Opracowang metode LC-LC-DAD on-line wykorzystano do oznaczenia
zawartosci C-glikozydow flawonowych w réznych wyciggach z nasienia kozieradki
pochodzenia polskiego: 70% metanolu, wodnym oraz frakcji wyciggu metanolowego.

Z uzyciem opracowanych metod HPLC-DAD-ESI-MS and LC-LC-DAD-ESI-MS

ujawniono réznice w profilach HPLC C-glikozyloflawonéw w nasionach kozieradki
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pochodzenia tureckiego i afrykanskiego, w poréwnaniu do surowca pochodzenia
krajowego. W Foenugraeci Semen pochodzenia tureckiego i afrykanskiego ujawniono
wystepowanie 4 dodatkowych C-glikozyloflawonéw, przypuszczalnie dwoch di-C-(6/8)-
heksozylo-pentozydow apigeniny oraz dwodch di-C-(6/8)-heksozydow apigeniny.
Ponadto w rezultacie rozdzielenia badanych zwigzkéw w wyciggach metanolowych z
nasion kozieradki pospolitej pochodzenia krajowego oraz afrykanskiego z uzyciem
opracowanej metody LC-LC-DAD-ESI-MS ujawniono, ze profile orientyny, izoorientyny,
szaftozydu i izoszaftozydu sg zblizone, a dominujgcym zwigzkiem jest izoszaftozyd,
obok szaftozydu i orientyny, wystepujacych w mniejszych ilosciach, podczas gdy
stezenie izoorientyny jest znaczaco nizsze. Natomiast w nasionach kozieradki
pochodzenia tureckiego, mono-C-glukozydy luteoliny (orientyna i izoorientyna)
stanowity zwigzki dominujgce, podczas gdy szaftozyd i izoszaftozyd wystepowaly w

niskich stezeniach.

Poniewaz wedlug danych literaturowych, nasiona kozieradki zawierajg
naturalne fitoestrogeny - izoflawony, przeprowadzono analize tych zwigzkéw w
warunkach opracowanej metody 1D HPLC-DAD-ESI-MS, wobec 5 zwigzkow
wzorcowych. Nie wykazano obecnosci izoflawonéw w wyciggu metanolowym z
Foenugraeci Semen pochodzenia krajowego, co istotnie rézni badany materiat roslinny

od niektorych nasion kozieradki pochodzenia azjatyckiego.

W analizie zespotu saponin steroidowych wykorzystano chromatografie
cienkowarstwowg (TLC, 2D TLC) oraz wysokosprawng chromatografie cieczowg
(HPLC) w sprzezeniu z laserowym detektorem Swiatta rozproszonego (ELSD) oraz

spektrometrem mas (MS).

Z uzyciem TLC, 2D TLC oraz TLC z gradientem fazy stacjonarnej, ujawniono
obecnos¢ zespotu saponin furostanowych w surowcu pochodzenia krajowego
(derywatyzacja odczynnikiem Ehrlicha). Najlepsze rozdzielenie badanych zwigzkéw
otrzymano na plytkach chromatograficznych HPTLC Si60 F,s4 z uzyciem mieszaniny
chloroform:metanol:kwas mrowkowy (30:20:2, v/v/v) jako fazy ruchomej. Na
otrzymanym chromatogramie TLC obserwowano 9 pasm saponin furostanowych.

Zoptymalizowano warunki oznaczenia ilosciowego diosgeniny po hydrolizie
kwasowej w nasieniu kozieradki, w zakresie warunkéw ekstrakcji, hydrolizy kwasowej,
separacji TLC (faza stacjonarna, faza ruchoma, odczynnik wywolujgcy) oraz analizy

densytometrycznej. Udowodniono, ze najbardziej wydajng metodg wytrawiania jest
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trojstopniowa, wyczerpujgca ekstrakcja w aparacie Soxhleta z uzyciem kolejno eteru
naftowego, chloroformu oraz metanolu, a nastepnie hydroliza kwasowa wyciggu
metanolowego z uzyciem 2M wodnego roztworu kwasu siarkowego (VI) (temp. 80°C, 2
h). Najlepsze rozdzielenie TLC otrzymano na ptytkach chromatograficznych HPTLC
Si60 Fs4 z uzyciem mieszaniny heptan:octan etylu (7:3, v/v) jako fazy ruchomej, w
automatycznej komorze chromatograficznej ADC2, w temperaturze 22+2°C oraz stalej
wilgotnosci 47% (nasycony roztwor tiocyjanianiu potasu). Otrzymane chromatogramy
TLC poddano wizualizacji z uzyciem zmodyfikowanego roztworu aldehydu anyzowego
Opracowang metode zwalidowano i wykorzystano do oznaczenia zawartosci
diosgeniny po hydrolizie kwasowej w nasionach kozieradki pochodzenia krajowego,
otrzymanych od trzech producentéw: Lewandowski (0,12%), Kawon (0,12%) i Flos
(0,13%).

Opracowano metode HPLC-ELSD-ESI-MS analizy jakosciowej i ilosciowej
saponin steroidowych w wyciggu metanolowym 2z nasion kozieradki pospolitej.
Rozdzielenia prowadzono na dwoch potgczonych szeregowo kolumnach Discovery C-
18 (150 mm x 2,2 mm x 3 pm) w warunkach elucji gradientowej, obejmujgcej liniowy
wzrost stezenia ACN od 20% do 100% w 0,1% kwasie mrowkowym (tg 90 minut, profil
gradientu liniowo-skokowy). Otrzymano separacje skfadnikébw zespotu saponin
steroidowych w formie 13 pikow.

Nie wykazano roznic w profilu HPLC-ELSD-ESI-MS saponin steroidowych
wyciggu metanolowego z surowca w porOéwnaniu do wyciggu etanolowego. Dlatego
wykluczono obecnos$c¢ artefaktow - 22-metoksy pochodnych saponin.

Z uzyciem detektora masowego ujawniono obecnos¢ 26 saponin steroidowych
w badanym surowcu, sposréd ktérych 24 wstepnie zidentyfikowano w oparciu o
otrzymane dane spektralne i chromatograficzne (wartosci tr, m/z), przypisujgc im
struktury zwigzkéw, rozpoznanych wczesniej w nasieniu kozieradki pospolitej. Ponadto
nie wykazano istotnych rdéznic w profilach badanych zwigzkéw w surowcach
pochodzenia tureckiego i afrykanskiego w poréwnaniu do nasion kozieradki
pochodzenia krajowego. Dominujgcymi zwigzkami byty protodioscyna oraz trigoneozyd
Vb. Trigoneozyd IVa i jego 25-epimer - glikozyd F, trigoneozyd Va oraz trigonellozyd C
(protoneodioscyna) byly obecne w nizszych stezeniach. Wymienione zwigzki sg
pochodnymi diosgeniny (protodioscyna, trigoneozyd Vb, glikozyd F) i jamogeniny
(trigonellozyd C, trigoneozyd IVa, trigoneozyd Va) i stanowig zrodio diosgeniny,
uwalnianej w wyniku hydrolizy kwasowej, poniewaz izomery 25S i 25R ulegajg

epimeryzacji. Jamogenina w Srodowisku kwasnym moze ulega¢ przeksztaiceniu do
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diosgeniny. Otrzymane profile HPLC saponin steroidowych w Foenugraeci Semen
réznig sie of profili HPLC i UPLC opisanych w literaturze.

Kolejny krok stanowito opracowanie zwalidowanej metody HPLC-ELSD
oznaczenia ilosciowego saponin steroidowych w badanym materiale roslinnym.
Zawartos¢ saponin, w przeliczeniu na protodioscyne, oznaczono w wyciggach: 70%
metanolu (163,182+11,03 pg), wodnym (63,134+8,14 pg) oraz frakcji wyciggu
metanolowego (163,182+11,3 upg) z nasion kozieradki pospolitej pochodzenia
krajowego. Ponadto, oznaczono zawartos¢ saponin steroidowych w surowcach

pochodzenia tureckiego i afrykanskiego (0,20 %).

Ocene aktywnosci biologicznej nasion kozieradki pochodzenia krajowego
przeprowadzono w zakresie aktywnosci cytotoksycznej oraz przeciwdrobnoustrojowe;j.
Do badan przeznaczono rézne wyciggi z surowca - wodno-alkoholowy, wodny i frakcje
wyciggu metanolowego oraz wybrane zwigzki czynne z grupy C-glikozydéw

flawonowych, sapogenin steroidowych oraz alkaloidéw.

Aktywnos¢ cytotoksyczng ekstraktéw z Foenugraeci Semen oraz pojedynczych
zwigzkow czynnych oceniano wobec linii komoérkowych: ludzkiego raka szyjki macicy
Hela, ludzkiego gruczolakoraka jajnika SKOV-3 oraz ludzkiej biataczki limfoblastyczne;j
MOLT-4. Jak kontrole wykorzystano linie komérkowag ludzkich keratynocytéw HaCaT.
Badania prowadzono w uzyciem testu MTT oraz systemu RealTimeXCELLigence
(RTCA). System RTCA zastosowano w ocenie aktywnosci cytotoksycznej Foenugraeci
Semen po raz pierwszy.

Najsilniejszg aktywnos¢ cytotoksyczng ujawnita frakcja wyciggu metanolowego
(D), dla ktérej oznaczone wartosci ICsq wyniosty odpowiednio: wobec HelLa 3,91 + 0,03
pg/ml (MTT) i 3,99 £ 0,26 pug/ml (RTCA), wobec linii SKOV-3 3,97 + 0,07 pg/ml (MTT) i
2,26 + 0,78 pg/ml (RTCA) oraz wobec linii MOLT-4 7,75 £ 0,37 pg/ml (MTT). Wyciag
wodno-alkoholowy wykazywat stabszg aktywnos¢ wobec badanych linii komorkowych,
Z oznaczonymi wartosciami 1Cso: wobec HelLa 13,47 + 0,62 pg/ml (MTT) i 9,65 £ 0,78
pug/ml (RTCA), wobec SKOV-3 10,34 = 0,16 pg/ml (MTT) i 7,73 = 0,1 pg/ml (RTCA)
oraz wobec MOLT-4 16,18 + 1,14 pg/ml (MTT), odpowiednio. Najstabszg aktywnos$é
ujawnit wycigg wodny, a ozhaczone wartosci 1Csq wyniosty: wobec HeLa 17,43 + 0,3
(MTT) i 31,45 + 0,21 pg/ml (RTCA), wobec SKOV-3 16,68 + 0,6 pg/ml (MTT) i 26,4 +
0,71 pg/ml (RTCA) oraz wobec MOLT-4 26,55 = 0,07 pg/ml (MTT), odpowiednio.
Natomiast wycigg metanolowy byt nieaktywny.

Sposrod badanych zwigzkéw czynnych, znaczgcg aktywnos$¢ cytotoksyczng

wobec badanych linii komérkowych ujawnity sapogeniny steroidowe, podczas gdy C-
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glikozydy flawonowe oraz trygonelina byly nieaktywne. Otrzymane wyniki stanowig
pierwsze doniesienia dotyczgce aktywnosci proapoptotycznej jamogeniny, tigogeniny
wobec wszystkich badanych linii komorkowych oraz pierwsze doniesienie o aktywnosci
proapoptotycznej diosgeniny wobec linii gruczolakoraka jajnika SKOV-3. Oznaczone
wartosci 1Cso badanych sapogenin wobec linii raka szyjki macicy HelLa wyniosty
odpowiednio: jamogenina - 16,5 + 0,59 pg/ml (MTT) i 19,6 + 1,41 pg/ml (RTCA),
diosgenina - 16,3 £ 0,26 pug/ml (MTT) i 28,0 + 2,40 ug/ml (RTCA), tigogenina 35,6 +
3,69 ug/ml (MTT) i 25,1 + 0,12 pg/ml (RTCA). Wobec linii komoérek gruczolakoraka
jajnika SKOV-3 badane sapogeniny ujawnity zblizong aktywnos¢ z wyznaczonymi
wartosciami ICsy odpowiednio: jamogenina - 16,7 + 0,08 pug/ml (MTT) i 23,9 + 1,48
pg/ml (RTCA), diosgenina - 19,3 + 0,97 pg/ml (MTT) i 16,9 + 2,89 pg/ml (RTCA),
esmilagenina - 17,96 + 1,29 ug/ml (MTT), tigogenina - 28,3 + 3,46 ug/ml (RTCA) oraz >
50 pug/ml (MTT).

Poniewaz najsilniejszg aktywnoscig cytotoksyczng charakteryzowata sie frakcja
wyciggu metanolowego (D), kolejny etap prac stanowity badania mechanizméw
aktywnosci proapoptotycznej frakcji D wobec linii komorek HeLa i SKOV-3. Oznaczono
procent komoérek apoptotycznych, ktory w komérkach SKOV-3 wynosit 50% przy
stezeniu badanej frakcji D 10 pg, natomiast w komoérkach HelLa - 50% przy stezeniu
100 pg badanej frakcji D. Linia komorkowa SKOV-3 charakteryzowata sie wiekszg
wrazliwoscig na sktadniki frakcji D.

Analiza aktywnosci kaspaz 3 i 7 ujawnita ich zaangazowanie w proces smierci
komodrek nowotworowych pod wptywem sktadnikow frakcji D, co potwierdza indukcje
apoptozy w komorkach linii HeLa i SKOV-3.

W rezultacie badan zmian blonowego potencjatu mitochondrialnego w
komoérkach linii HeLa i SKOV-3 po 12 godzinach inkubacji z réznymi stezeniami
badanej frakcji D obserwowano zalezne od dawki zmiany potencjatu btony
mitochondrialnej w hodowli komdrek SKOV-3, co potwierdza zaangazowanie
wewnetrznego szlaku indukcji apoptozy w smieré komérek gruczolakoraka jajnika
SKOV-3 pod wptywem frakcji D. Natomiast w hodowli komérek HeLa nie obserwowano
zmian btonowego potencjatu mitochondrialnego.

Otrzymane wyniki pomiaru zmian poziomu wolnych rodnikéw (ROS) ujawnity,
ze w rezultacie inkubacji z frakcjg D poziom ROS wzrasta, co jest zwigzane z
wystepowaniem stresu oksydacyjnego, ktéry moze prowadzi¢ do indukcji kaspazy-12 i

wewnetrznego szlaku apoptozy.

Ocene aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wyciggéw z nasiona kozieradki

pospolitej oraz wybranych zwigzkéw czynnych prowadzono wobec szeregu szczepow
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bakteryjnych. Udowodniono, ze szczepem o0 najwiekszej wrazliwosci na przetwory z
Foenugraeci Semen oraz pojedyncze metabolity wtérne — skfadniki chemiczne
surowca byt Helicobacter pylori, z najnizszg wartoscig MBC 0,27 mg/ml dla wyciggu
wodno-alkoholowego. Wycigg wodny byt nieaktywny. Otrzymane wyniki wskazujg, ze w
celu efektywnego wspierania terapii choroby wrzodowej, przebiegajgcej z zakazeniem
H. pylori, wskazane jest stosowanie wyciggéw wodno-alkoholowych lub alkoholowych,
posiadajgcych aktywnos$¢ przeciwbakteryjng wobec patogenu. Natomiast wyciggi
wodne moga petni¢ role pomocniczg jako przeciwzapalne i utatwiajgce gojenie niszy
wrzodowej. Sposrod badanych zwigzkéw czynnych, witeksyna ujawnita najsilniejszg
aktywnosc¢ bakteriobdjczg wobec H. pylori, z wartoscig MBC 0,03 mg/ml, obok
sapogenin steroidowych, dla ktérych wartosci MBC wyniosty odpowiednio: 0,0625
mg/ml (tigogenina i sarsasapogenina) oraz 0,125 mg/ml (diosgenina). Natomiast
orientyna ujawnita jedynie efekt bakteriostatyczny, a oznaczona wartos¢ MIC wyniosta
0,125 mg/ml.

W rezultacie przeprowadzonych badan rozpoznano skiad chemiczny surowca
krajowego w zakresie C-glikozydow flawonowych i saponin steroidowych.

Opracowane metody 2D LC mogg by¢ przydatne w analizie skfadu
chemicznego nasion kozieradki r6znego pochodzenia oraz w identyfikacji C-
glikozyloflawonow w innych matrycach roslinnych.

Uwzgledniajgc wykazany w surowcu krajowym brak izoflawonéw oraz
oznaczong niskg zawartoS¢ diosgeniny, wydaje sie, ze Foenugraeci Semen
pochodzenia krajowego moze stanowi¢ bardziej bezpieczny surowiec w porownaniu do
nasion kozieradki pochodzenia azjatyckiego, w zakresie potencjalnego wplywu na

gospodarke hormonalng i poziomy hormondw piciowych.
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SUMMARY

Fenugreek (Trigonella foenum-graecum L., Fabaceae) is annual herbaceous
plant, widespread in Asia and Mediterranean region. Described in ancient Ayurveda as
methi, fenugreek (especially its seeds) was used for centuries in traditional Asian
medicine. Nowadays, the seed of fenugreek (Foenugraeci Semen) is also a popular
healing agent in European phytotherapy, applied internally and externally. Foenugraeci
Semen has a monographs as a mucilaginous plant material in both Polish
Pharmacopoeia X and European Pharmacopoeia. The chemical composition of
Foenugraeci Semen consists of several groups of plant secondary metabolites of
which, besides polysaccharides, flavone C-glycosides and steroidal saponins are the
most abundant and responsible for multidirectional biological activity of fenugreek
seeds, including antidiabetic, hypolipidemic and anti-inflammatory. However, in the field
of principal compounds, only the chemical composition of Asian and African plant
material was recognized so far, though it is known as depending on the growth or
cultivation conditions. For the last five decades, only one paper (1971) concerns the
presence of 4 C-glycosylflavones in Polish Foenugraeci Semen. Taking into account
the biological activity of flavone C-glycosides and steroidal saponins (including their
unclear influence on human sex hormones), growing interest in fenugreek seeds (over
1000 of publications in the past five years) and fact that they are getting more popular
as the ingredients of increasing number of dietary supplements, the need of
phytochemical characteristic of secondary metabolites in Polish fenugreek seeds
arises.

This thesis presents phytochemical and biological investigation of flavone-C-
glycosides and steroidal saponins in Foenugraeci Semen of Polish origin and
evaluation of its anticancer and antibacterial activity, not described previously in the
literature or for which the insufficient data exist.

Presented dissertation consists of three main parts. The first part contains the
general botanical, phytochemical and pharmacological characteristic of an
investigated Foenugreci Semen. Moreover, it discusses the current state of
knowledge about the application of two-dimensional high-performance liquid
chromatography in the analysis of flavonoids. The second part explains research
methodology. In the third part the results of phytochemical studies are presented
together with the study on biological activity.
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The main objective was the qualitative and quantitative analysis of Polish
fenugreek seeds in terms of three main groups of chemical compounds: flavone-C-
glycosides, isoflavones and steroidal saponins together with the evaluation of biological
activity of this plant material and its selected secondary metabolites.

For the experiments fenugreek seeds of unknown chemical composition,
obtained from three Polish herbal companies were used, namely: Lewandowski, Flos,
Kawon. Additionally for comparative analysis also the plant material of Turkish and

African origin was used.

As a result of phytochemical studies, several chromatographic methods were
developed and optimized together with optimized extraction procedures for the analysis

of flavone-C-glycosides and steroidal saponins.

The influence of extraction mode on the vyield of C-glycosylflavones from
fenugreek seeds was examined. Several techniques were tested: extraction in classic
and automatic Soxhlet apparatus, maceration, extraction with the use of magnetic
stirrer, sonication, microwave-assisted extraction and accelerated solvent extraction.
Additionally, different parameters of process were examined (time, solvent,
temperature, power, number of cycles) depending on the technique used. The amount
of flavone-C-glycosides in obtained extracts, calculated on apigenin or luteolin, was
quantified with the use of established HPLC-DAD method.

The differences in the obtained chromatographic profiles of C-glycosylflavones
depending on the extraction solvent used, were revealed. The most effective extracting
solvent was 70% methanol. Moreover, also the differences in the amount of analyzed
compounds in extracts, obtained through various extraction techniques were revealed.
The efficiency of flavone-C-glycosides extraction by the use of automatic Soxhlet
apparatus (25 cycles) was similar to the exhaustive extraction in classic Soxhlet
apparatus. It was proved, that during the sonication with 70% methanol, the
concentration of C-glycosylflavones depends on temperature, but increases only till the
30. min, remaining stabile even if process is prolonged. However, it was still lower than
in the extract obtained by triple sonication with 70% methanol. The result of microwave
extraction with 70% methanol showed that independently on the time and power of this
process, the effectiveness of extraction remains similar. The significant differences in
the amount of analyzed compounds were observed as a result of accelerated solvent
extraction. Some analytical difficulties in the application of this method for the
extraction of Foenugraeci Semen with 70% methanol were revealed and discussed. On

the basis of performed experiments, the most effective method for the flavone-C-
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glycosides from fenugreek seeds was: the extraction on magnetic stirrer with 70%
methanol (2 x 3 h, 2 x 100 ml, temp. 60°C).

Analysis of C-glycosylflavones was performed with the use of thin layer
chromatography (TLC, 2D TLC) and high-performance liquid chromatography (1D
HPLC, 2D HPLC: LC-LC, LCXLC). The TLC analyses on HPTLC RP-18W Fs4s plates
with the mobile phase methanol:water:formic acid (40:60:6, v/v/v) revealed the
presence of 9 compounds and confirmed the presence of vitexin, isovitexin and
isoorientin. The 2D TLC analyses were performed on cellulose plates with the use of
the mixtures butanol:water:acetic acid (BAW) (3:1:1, v/vlv) (1st direction) and 15%
acetic acid (2nd direction). On the obtained chromatograms 6 spots of flavones and 4

spots tentatively identified as phenolic acids were observed.

The HPLC-DAD-ESI-MS method for the qualitative analysis of flavone-C-
glycosides in the methanol extract from fenugreek seeds was established. In the
optimization process different columns, mobile phases and gradient programs were
tested. The best separation was achieved on Kinetex C-18 column (100 mm x 2,1 mm
X 2,6 um) under the gradient elution according to program |, comprising the linear
increase of concentration of the mixture ACN:water:TFA (50:50:0,1, v/v/v) from 16% to
70% in 0,1% TFA and the isocratic elution (tg 70 minutes). The separation of analyzed
compounds was obtained in the form of 15 peaks. The presence of: vitexin, isovitexin,
vicenin-1, vicenin-2, vicenin-3, apigenin di-C-(6/8)-hexosyl-pentoside, p-coumaric
esters of vitexin/isovitexin and orientin/isoorientin together with 5 unknown compounds,
tentatively identified as apigenin di-C-(6/8)-pentosides was revealed. The presence of
vicenin-3 was revealed in fenugreek seeds for the first time. In the established
chromatographic conditions (1D HPLC) orientin and isoorientin as well as schaftoside
and isoschaftoside were coeluting. Additionally HPLC-DAD-ESI-MS analyses of
reference substances - orientin and isoorientin revealed differences in the intensity of
deprotonated molecular ions signals at m/z 447 [M-H]" (20% - orientin, 100% -
isoorientin) and adducts with TFA at m/z 561 [M-H+114] (100% - orientin, 60% -
isoorientin). Observed differences in the ESI-MS spectra of orientin and isoorientin
may be helpful in the HPLC-DAD-ESI-MS identification of these compounds in plant

matrices of different origin.

Due to not achieving the separation of reference isomeric luteolin mono-C-
glucosides (orientin and isoorientin) and isomeric apigenin di-C-(6/8)-glucosyl-

arabinosides (schaftoside and isoschaftoside) in 1D HPLC, next step was
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establishment the conditions for two-dimensional HPLC separations of C-
glycosylflavones from fenugreek seeds with the use of heart-cutting (LC-LC) and
comprehensive (LCxLC) techniques in both off-line and on-line modes.

Firstly, C-glycosylflavones in the methanol extract of fenugreek seeds were
separated in the optimized heart-cutting (LC-LC) off-line method, which was the
introduction to the establishment of the comprehensive off-line and on-line system. In
the first dimension the LC-LC method, the Sphinx C-18-Phenyl column and gradient
elution were used. The gradient program was characterized by the increasing
concentration of the mixture methanol:waer:TFA (50:50:0.1, v/v/v) from 40% to 60% in
the 0.1% aqueous TFA in the first 5 minutes, followed by the isocratic elution at 60% of
the mixture methanol:water:TFA (50:50:0.1, v/v/v) in the 0.1% aqueous TFA for next 10
minutes (tg 15 minutes) at flow rate 0.05 ml/min. As a result of first-dimensional
separation the extract was divided into nine fractions (I-1X), which ingredients were
further successively separated in the second dimension on Kinetex C-18 column with
the use of isocratic elution at experimentally assorted concentration of the mixture
ACN:water:TFA (50:50:0.1, v/v/v) in 0.1% aqueous TFA: fractions | and Il - 32%,
fraction Il - 20%, 23%, 32%, fraction IV - 30%, fraction V-VII - 35%, fraction VIII - 45%,
fraction 1X - 50%. In the established conditions all C-glycosylflavones in the analyzed
extract were separated, including isomers: orientin - isoorientin and schaftoside -
isoschaftoside. The presence of isochsaftoside in fenugreek seeds was revealed for
the first time.

Next, the comprehensive off-line method was established. In the first dimension
separation was performed on Sphinx C-18-Phenyl column. As a result of mobile phase
composition optimization, comprising mixtures of different organic solvents and
different gradient programs, the best separation was obtained with the use of the
mixture methanol:ACN:water:TFA (330:40:80:0.45 v/viviv) in 0.1% aqueous TFA under
gradient elution. The gradient program comprised initially isocratic elution at 43% (0-1.2
min) and next the linear increase mixture of methanol:ACN:water:TFA (330:40:80:0.45
viviviv) in 0.1% aqueous TFA from 43% to 90% in tg 1.2-47 minutes (tg 47 min) at flow
rate 0.017 ml/min. The obtained *D LCxLC off-line profile was similar to the in 'D profile
obtained in LC-LC method. Analyzed extract was divided into 12 fractions (I'-XII"), 9 of
which corresponded to the fractions obtained in LC-LC method and 3 fractions were
added to maintain comprehensive technique assumption of transferring the whole
eluate from the first dimension to the second one. In the D the Discovery HS C-18
column was used instead of Kinetex column, due to its smaller length, while
maintaining the separation profile of each fraction components in ?D. Ingredients of

fractions I'-XII' were separated under experimentally assorted isocratic elution
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conditions and some additional modifications in the concentration of 2D mobile phase
(mixture ACN:water:TFA 50:50:0.1, v/v/v in 0.1% aqueous TFA) were made: fraction I' -
26%, fraction II' - 30%, fraction III' - 32%, fractions IV', V', VII' - 35%, fraction VI' - 36%,
fractions VIII' and IX' - 38%, fractions X' and XI' - 50%, fraction XII' - 55%.

Finally, the fully automatic comprehensive (LCxLC) on-line method for the
separation of C-glycosylflavones in the methanol extract from fenugreek seeds was
established. The same columns were used as in the off-line LCxLC. In the first
dimension also the same gradient elution was applied, while in the second dimension
the established isocratic conditions for the separation of analyzed compounds were
connected into the stepwise gradient, of which each step comprised single fraction
separation at isocratic conditions. The modulation time was changeable and
experimentally assorted: fraction I' — 2.7 min, fraction II' — 2.1 min, fraction III' — 2.5 min,
fraction IV' — 3.0 min, fraction V' — 1.5 min, fraction VI' — 2.6 min, fraction VII' — 2.3 min,
fraction VIII' — 3.1 min, fraction I1X'= 2.9 min, fraction X' — 2.1 min, fraction XI' — 2.5 min,
fraction XII' — 4.0 min. In the 'D the DAD detector was used, while in the D both DAD
and MS detectors were applied. As the result in the established on-line LCXLC method,
all C-glycosylflavones were separated, except for schaftoside and isoschaftoside which
were coeluting. It was demonstrated that their separation is possible only in the
established off-line LC-LC-DAD-ESI-MS method, as the time needed for it is at least 25
minutes.

Next, the quantitative LC-LC-DAD on-line method for the estimation of C-
glycosylflavones in fenugreek seeds was established. In the conditions optimized for
one-dimensional HPLC separation and 11 compounds were quantified, apart from
orientin, isoorientin, schaftoside and isoschaftoside, which were collected in a form of
fraction, subsequently separated on Kinetex C-18 column at 23% concentration of the
mixture ACN:water:-TFA (50:50:0.1, v/v/v) in 0.1% aqueous TFA. The established
method was applied to the quantitative analysis of C-glycosylflavones in obtained
different extracts from plant material of Polish origin: alcohol-aqueous, aqueous and

the fraction of methanol extract.

Comparative analysis of the C-glycosylflavones in Turkish and African
fenugreek seeds was performed with the use of established HPLC-DAD-ESIMS and
LC-LC-DAD-ESIMS methods. The qualitative differences were revealed. In comparison
with Polish plant material, both Turkish and African contained 4 additional flavone C-
glycosides: two apigenin di-C-(6/8)-hexosyl-pentosides and 2 apigenin di-C-(6/8)-
hexosides. Additionally, the separation of methanol extracts with the use of LC-LC-

DAD-ESI-MS method demonstrated that the profile of orientin, isoorientin, schaftoside
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and isoschaftoside are similar in Polish and African plant material with the
isoschaftoside being the most abundant, next to schaftoside and orientin, present in
lower concentration, while the concentration of isoorientin is significantly lower. On the
other hand, in fenugreek seeds of Turkish origin, luteolin mono-C-glucosides (orientin
and isoorientin) are the most abundant, while schaftoside and isoschaftoside are minor

components.

As fenugreek seeds are known to contain natural phytoestrogens - isoflavones,
the analysis of these compounds was performed in the established 1D HPLC-DAD-
ESI-MS conditions in the comparison with 5 standards. However, none isoflavones
were detected in the methanol extract from Foenugraeci Semen of Polish origin, which
significantly differs this plant material from fenugreek seeds originated from the other

parts of the world.

In the analysis of steroidal saponins different chromatographic techniques were
used, namely: thin layer chromatography (TLC, 2D TLC) and high-performance liquid
chromatography (HPLC) with the use of evaporative light scattering detector (ELSD)

and mass detector (MS).

With the use of TLC, 2D TLC and TLC with adsorbent gradient, the complex of
furostanol saponins in the Polish fenugreek seeds was revealed (derivatization with
Ehrlich reagent). The best separation was achieved on HPTLC Si60 F,s, plates with the
mixture of chloroform:methanol:formic acid (30:20:0.2, v/v/v) as the mobile phase. On

the obtained TLC chromatogram 9 bands of furostanol saponins were observed.

The procedure for the quantification of diosgenin in the fenugreek seeds after
acid hydrolysis was established, comprising extensive optimization of extraction, acid
hydrolysis and TLC conditions (stationary phase, mobile phase, visualization reagent)
and densitometric analysis. Finally, the most effective were: triple exhaustive extraction
in a Soxhlet apparatus with petroleum ether, chloroform and methanol, followed by acid
hydrolysis of the methanol extract with 2M aqueous sulphuric acid (temp. 80°C, 2 h).
The TLC separation was performed on HPTLC Si60 F,s4 plates and mobile phase n-
heptane:ethyl acetate (7:3, v/v) in automatic development chamber (ADC2) at 22+2°C
and 47% humidity (provided by a saturated solution of potassium thiocyanate).
Obtained chromatograms were visualized by the use of modified anisaldehyde reagent.

The established method was validated and applied to the estimation of diosgenin in the
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fenugreek seeds from three Polish herbal companies: Lewandowski (0,12%), Kawon
(0,22%) and Flos (0,13%).

The HPLC-ELSD-ESI-MS method for the qualitative analysis of steroidal
saponins in methanol extract from fenugreek seeds was established. Compounds were
separated on the two Discovery C-18 (150 mm x 2.1 mm x 3 pm) columns, connected
in series under gradient elution, comprising increasing concentration of ACN from 20%
to 100% in 0,1% formic acid (tg 90 minutes; stepwise-linear gradient). The resolution of

the steroidal saponins complex was obtained in a form of 13 peaks.

Additionally, the analysis of ethanol extract revealed no differences in
comparison to methanol extract, therefore the presence of 22-methoxy artefacts was

excluded.

The use of mass detector revealed the presence of 26 steroidal saponins, 24 of
which were tentatively identified as furostanol saponins according to obtained
chromatographic and spectral data (tg, m/z values) and comparison with literature data.
The profiles of saponins in Polish, Turkish and African plant material were similar. The
most abundant compounds were: protodioscin and trigoneoside Vb. Trigoneoside IVa
and its 25-epimer glycoside F, trigoneoside Va and trigonelloside C (protoneodioscin)
were present in lower concentrations. These compounds are derivatives of diosgenin
(protodioscin, trigoneoside Vb, glycoside F) or yamogenin (trigonelloside C,
trigoneoside 1Va, trigoneoside Va), being the source of diosgenin quantified after acid
hydrolysis, as 25S and 25R isomers are known to undergo the epimerisation.
Therefore yamogenin may transform into diosgenin under acid hydrolysis conditions.
The revealed HPLC profile of steroidal saponins varies from the HPLC and UPLC

profiles of fenugreek seeds, described in literature.

Next, the established quantitative HPLC-ELSD was validated. Total amount of
saponins, calculated as protodioscin, was estimated in extracts: alcohol-aqueous
(135.157+4.74 ug), aqueous (63.134+8.14 ug) and the fraction from methanol extract
(163.182+11.03 ug) from the plant material of Polish origin. Additionally, the amount of

saponins in Turkish and African fenugreek seeds was calculated (0.20%).
The evaluation of biological activity of analyzed fenugreek seeds of Polish origin

was performed in the field of cytotoxic and antimicrobial activity. The different extract

from the plant materials were examined: alcohol-aqueous, aqueous, methanol and the
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fraction from methanol extract, as well as selected C-glycosylflavones, steroidal

sapogenins and alkaloids.

The cytotoxic activity was evaluated against three human cell lines: cervinal
cancer Hel A, ovarian carcinoma SKOV-3, lymphoblastic leukemia MOLT-4 and control
cell line of human keratinocytes HaCaT. In the experiments both MTT and
RealTimexCELLigence (RTCA) system were used. The use of RTCA in the assesment
of anticacner activity of Foenugraeci Semen was never described before.

The highest cytotoxicity was demonstrated by the fraction of methanol extract
(D), for which ICs, values were as follows: against HeLa 3.91 + 0.03 pg/ml (MTT) and
3.99 £ 0.26 pug/ml (RTCA), against SKOV-3 3.97 £ 0.07 pg/ml (MTT) and 2.26 + 0.78
png/ml (RTCA) and against MOLT-4 7.75 £ 0.37 pg/ml (MTT). The alcohol-aqueous
extract (A) revealed moderate cytotoxic activity with the ICsy values: against Hela
13.47 £ 0.62 pg/ml (MTT) and 9.65 £ 0.78 pg/ml (RTCA), against SKOV-3 10.34 +
0.16 pg/ml (MTT) i 7.73 £ 0.1 pg/ml (RTCA) and against MOLT-4 16.18 + 1.14 pg/mli
(MTT). The weakest activity was observed for the aqueous extract, prepared in a form
of infusion (B), for which obtained ICs, values were : against HeLa 17.43 + 0.3 pg/ml
(MTT) and 31.45 + 0.21pg/ml (RTCA), against SKOV-3 16.68 + 0.6 pg/ml (MTT) and
26.4 +0.71 pg/ml (RTCA) and against MOLT-4 26.55 + 0.07 pg/ml (MTT), respectively.
The methanol extract (C) was inactive.

Among the single metabolites examined, the steroidal sapogenins revealed
significant activity, while C-glycosylflavones and trigonelline were inactive. These is
the first report on the proapoptotic activity of yamogenin, tigogenin against all tested
cell-lines and the first report on proapoptotic activity of diosgenin against SKOV-3 cell
line.

The obtained ICs, values for steroidal sapogenins against HelLa cell line were:
yamogenin - 16.5 £ 0.59 ug/ml (MTT) and 19.6 £ 1.41 pug/ml (RTCA), diosgenin - 16.3
+0.26 pg/ml (MTT) and 28.0 £ 2.40 pg/ml (RTCA), tigogenin acetate 35.6 + 3.69 ug/ml
(MTT) and 25.1 £ 0.12 pg/ml (RTCA). In experiments with the use of ovarian carcinoma
cell line, the steroidal sapogenins demonstrated similar activity at following ICs, values:
yamogenin - 16.7 £ 0.08 pg/ml (MTT) and 23.9 + 1.48 pg/ml (RTCA); diosgenin - 19.3 +
0.97 pg/ml (MTT) and 16.9 £+ 2.89 ug/ml (RTCA); esmilagenin - 17.96 + 1.29 ug/ml
(MTT); tigogenin - 28.3 + 3.46 ug/ml (RTCA) with activity > 50 ug/ml in MTT.

As fraction obtained from methanol extract form fenugreek seeds revealed the
strongest cytotoxic activity, further investigation of its proapoptotic mechanisms was

evaluated with the use of HeLa and SKOV-3 cell lines. The apoptosis rate was
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calculated. In SKOV-3 cell line apoptosis rate was 50% at 10 pg concentration of
fraction D, while in the HelLa cell line - 50% apoptosis rate was observed at 100 ug
concentration of fraction D. The cell line SKOV-3 was more sensitive for the analyzed
fraction than the HeLa cell line.

The analysis of the caspases 3 and 7 activity confirmed their involvement in the
observed cancer cells death under the influence of the fraction D, which thus confirmed
the induction of apoptosis in HelLa cells and SKOV-3.

The assessment of changes in mitochondrial potential in HeLa and SKOV-3
cells after 12-hour incubation with different concentrations of the fraction D revealed
dose-dependent changes in mitochondrial potential in ovarian adenocarcinoma SKOV-
3. In confirms the participation of the intrinsic pathway of apoptosis in tumor cell death
SKOV-3 under the influence of the fraction D. In cervical cancer HeLa none changes in
mitochondrial potential were observed, yet the involvement of intrinsic apoptosis
pathway in the observed HelLa cells death cannot be excluded.

The results of the measurement of reactive oxygen species (ROS) revealed that
after the incubation with analyzed fraction D from fenugreek seeds, the ROS level
increases. This indicates the presence of oxidative stress, which can lead to the

induction of caspase-12 and the intrinsic pathway of apoptosis.

The investigation on antimicrobial activity of the extracts from fenugreek seeds
as well as single metabolites was performed against several bacteria strains.
Helicobacter pylori demonstrated the highest susceptibility to extracts from the seeds
of T. foenum-graecum at the lowest bacterial inhibitory concentration at 0.27 mg/ml for
the alcohol-aqueous extract (A). The aqueous extract (B) was inactive. Obtained
results suggest that in order to effectively support the therapy of peptic ulcers
connected with H. pylori infection, it is advisable to apply alcohol-aqueous or alcohol
extracts from fenugreek seeds, which posses antibacterial activity against this bacteria.
Water extracts may play only a subordinate role due to their anti-inflammatory and
healing properties. Among the single metabolites, vitexin was bactericidal against H.
pylori at MBC 0.03 mg/ml, tigogenin and sarsasapogenin - at MBC 0.0625 mg/ml and
diosgenin at MBC 0.125 mg/ml, while orientin demonstrated only bacteriostatic activity
at MIC 0.125 mg/ml.

Established 2D LC methods may be used in the phytochemical analysis of
fenugreek seeds of different origin and in C-glycosylflavones identification in other plant

matrices.
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Taking into account the absence of isoflavones and quantified low diosgenin
content, Foenugraeci Semen of Polish origin seems to be a more secure plant material
in comparison to fenugreek seeds of Asian origin, regarding its potential effects on the

human sex hormones.

269



