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I. STRESZCZENIE

Przez millenia wiele tysiecy roslin leczniczych wykorzystywano jako tradycyjne
leki w réznych kulturach na calym $wiecie. Ze wzgledu na bardzo duza liczbg roslin
o potencjale leczniczym, jak dotad spora ich czg$¢ nie zostala systematycznie przebadana,
a wiele zid6t wcigz czeka na kompleksowa oceng ich terapeutycznych wiasciwosci.
W zwiazku z tym ewidentnym opo6znieniem na szczegdlna uwage zasluguja badania
koncertujace si¢ na analizie sktadu chemicznego i wlasciwosci farmaceutycznych roslin
leczniczych oraz na metodach umozliwiajacych szybkie, przesiewowe badanie
aktywnosci biologicznej materiatu roslinnego.

W prezentowanej rozprawie doktorskiej jako materiat badawczy wykorzystano 12
probek ziela z gatunku C. incanus L., roznigcych si¢ pochodzeniem (Turcja, Albania,
Grecja) 1 sprzedawanych na polskim rynku jako preparaty ziotowe.

W czgsci teoretycznej rozprawy przedstawiono ogdlng charakterystyke gatunku,
omoéwiono gldwne grupy zwigzkéw wyizolowanych z materiatu roslinnego i zywicy
,Labdanum” oraz zaprezentowano dotychczasowy stan badan nad aktywnoscig
biologiczng wykazywang przez zawarte w tej roslinie sktadniki.

Celem przeprowadzonych w ramach pracy badan byta analiza lotnych i nielotnych

frakcji wyodrebnionych z probek handlowych ziela C. incanus L. oraz ocena wybranych
wlasciwosci biologicznych, wykazywanych przez sktadniki zawarte
w metanolowych i wodno-metanolowych ekstraktach tych probek.
W pierwszym etapie badan przy pomocy chromatografii gazowej sprz¢zonej ze
spektrometrig mas (GC-MS). okre$lono 1 porownano sktad frakcji lotnej poszczegdlnych
probek czystka oraz oceniono skuteczno$¢ wyodrebniania lotnych skladnikéw przy
uzyciu dwoch technik izolacyjnych, tj. desorpcji do fazy nadpowierzchniowej
oraz destylacji z parag wodng w aparacie Derynga.

Druga cze§¢  badan  poza  porOwnaniem  skladu  metanolowych
I wodno-metanolowych ekstraktow probek handlowych czystka koncentrowata si¢ na
okresleniu ich wlasciwosci przeciwutleniajacych, przeciwbakteryjnych
1 przeciwnowotworowych. Zastosowanie metod taczacych technik¢ chromatografii
cienkowarstwowej z testami aktywnosci antyoksydacyjnej 1 antybakteryjnej (TLC-DPPH
I TLC-DB) pozwolito na rozdziat sktadnikow obecnych w badanych ekstraktach oraz

ocen¢ ich potencjatu biologicznego. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca rozdzielonych
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ekstraktow mierzono chemiczng metoda opartg na zdolnosci do wychwytywania rodnika
DPPH, natomiast wiasciwosci przeciwbakteryjne ekstraktow testowano wobec Gram-
dodatniej bakterii Bacillus subtilis oraz Gram-ujemnej bakterii Aliivibrio fischeri. Poza
badaniami przeciwbakteryjnymi surowych ekstraktoéw przeprowadzono rowniez analize
TLC-DB sze$ciu frakcji fenolowych (od 1 do VI), otrzymanych w wyniku selektywnej
wielostopniowej ekstrakcji metanolowych ekstraktow czystka. Badania aktywnos$ci
przeciwnowotworowej przeprowadzono stosujac test kolorymetryczny MTS dla
metanolowych ekstraktow wzgledem dwoch linii komorkowych raka jelita grubego,
roznigcych sie stanem genu TP53 (HCT116 p53** z dzika forma genu TP53 oraz
HCT116 p53” pozbawionego obu alleli tego genu).

Ostatni etap badan dotyczyt identyfikacji zwigzkéw o najsilniejszym efekcie
hamujgcym wzrost testowanych szczepoéw bakterii. Do zidentyfikowanych zwigzkoéw
0 wyraznie zaznaczonym potencjale antybakteryjnym nalezaly  apigenina,
3-O-metylokemferol, cis- i trans-tylirozyd oraz izomery dikumaroilo-glukozydu
kemferolu. Na potrzeby identyfikacji tych zwigzkow opracowano trzy niezalezne metody
HPTLC (wielokrotne rozwijanie probek na zelu krzemionkowym modyfikowanym aming
1 dwie metody oparte na dwukierunkowym rozwijaniu probek na zelu krzemionkowym)
potaczone z hydrolizg kwasows in situ, stuzace do wykrywania zwigzanego strukturalnie

kemferolu i glukozy.




II. SYMBOLE

AKRONIM TERMIN POLSKOJEZYCZNY

2D-TLC dwukierunkowa chromatografia cienkowarstwowa (ang. Two-Dimensional Thin Layer
Chromatography)

ABTS 2,2’-azo-bis(3-etylo-benzotiazolino)-6-sulfonian

ASE przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem (ang. Accelerated Solvent Extraction)

CCD centralny plan kompozycyjny (ang. Central Composite Design)

DAD detektor z matryca diodowa (ang. Diode Array Detector)

DPPH 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

ESI jonizacja przez elektrorozpraszanie (ang. Electrospray ionization)

FRAP zdolnos¢ redukcji kompleksu zelaza Fe*® z tripirydylotriazyng (ang. Ferric Reducing Antioxidant
Power)

HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid Chromatography)

HPTLC wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa (ang. High Performance Thin Layer
Chromatography)

HS-GC/MS analiza fazy nadpowierzchniowej technika chromatografii gazowej (ang. Headspace Gas
Chromatography)

1Cso potowa maksymalnego st¢zenia hamujacego (ang. Half Maximal Inhibitory Concentration)
chromatografia cienkowarstwowa z wielokrotnym rozwijaniem (ang. Multiple Development Thin Layer

MD-TLC
Chromatography)

MS spektrometria mas (ang. Mass Spectrometry)

MTS 03-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium,

MTT bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy

NIST Narodowy Instytut Standaryzacji | Technologi (ang. National Institute of Standards and Technology)

p53 biatko kodowane przez gen supresorowy TP53 (ang. tumor protein p53)

PMS metosiarczanu fenazyny (ang. phenazine methosulfate)

RFT reaktywne formy tlenu (ROS, ang. Reactive Oxygen Species )

RSD wzgledne odchylenia standardowe (ang. Relative Standard Deviation)

RSM metoda odpowiedzi powierzchni (ang. Response Surface Methodology)

TEAC ekwiwalent potencjatu przeciwutleniajacego Troloksu w reakcji z kationorodnikiem ABTS™*
(ang. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

TFC calkowita zawarto$¢ flawonoidow (ang. Total Flavonoid Content)
bioautografia bezposrednia potaczona z chromatografia cienkowarstwowa (ang. Thin layer

TLC-DB S .
chromatography coupled with direct bioautography)

TPC calkowita zawarto$¢ zwiazkoéw fenolowych (TPC, ang. Total Phenolic Content)




III. WPROWADZENIE

Przez tysiace lat ludzie wykorzystywali wlasciwos$ci niektdrych roslin w leczeniu
wielu dolegliwosci i chordb. Obecnie po latach kryzysu medycyny naturalnej i dominacji
medycyny opartej na lekach syntetycznych obserwuje si¢ powrdt do ziotolecznictwa.
Zaczgto doceniaé zalety otrzymywanych z roslin lekow ziotowych, do ktorych zalicza sig¢
m.in. znacznie lepszg przyswajalno$¢ przez organizm oraz fakt, ze moga by¢ stosowane
prze dlugi okres czasu, wykazujac przy tym matg toksycznoscig ogolng i narzadowas.
Ponadto, leki ziotowe sg tansze, w poréwnaniu z lekami syntetycznymi, fatwo dostepne,
oraz nie powodujg zanieczyszczenia $rodowiska [1], [2]. Preparaty naturalne majg
zastosowanie gtownie w leczeniu przewlektych schorzen (np.: sercowo-naczyniowych,
przewodu pokarmowego, drog oddechowych i choréb skory) [3], [4]. Dzigki rozwojowi
fitochemii 1 farmakognozji, stosowanie w leczeniu niektérych preparatow ziolowych
zostato naukowo udokumentowane. Nie tylko uwierzytelniono efekt terapeutyczny wielu
ro§lin  leczniczych, ale wustalono rowniez struktury chemiczne zwigzkoéw
odpowiedzialnych za aktywno$¢ biologiczng tych roslin. Czgsto zwigzki te stawaty sie
pozniej prekursorami do otrzymania nowych lekow syntetycznych. Wedtug szacunkow,
w skladzie ponad 25% lekow obecne sa substancje pochodzenia naturalnego lub ich
syntetyczne odpowiedniki [5]. Dzisiaj nie ma watpliwo$ci, ze medycyna naturalna moze
wspiera¢ 1 uzupetnia¢ metody leczenia oparte na $rodkach syntetycznych. Mimo duzego
postepu w badaniach poszczegdlnych roslin o znaczeniu leczniczym, do tej pory nie
okreslono pelnego sktadu chemicznego oraz wszystkich wtasciwosci duzej czesci tych
roslin. Szacuje si¢, ze z puli okoto 40 000 gatunkéw roslin uznawanych za lecznicze,
doktadnie przebadano zaledwie pare tysiecy [6], [7]. Ze wzgledu na niewykorzystany
ogromny potencjat preparatow ziotowych, uzasadnione wydaje si¢ prowadzenie badan
majacych na celu lepsze poznanie skladu chemicznego oraz wtasciwosci biologicznych
poszczegbdlnych gatunkoéw roslin.

Ekstrakty ros$linne sa zlozonymi mieszaninami, zawierajgcymi czgsto Setki
substancji, z ktorych tylko cze$¢ wykazuje istotne dziatanie biologiczne. Uzyskanie
pelnego zasobu informacji o skladzie 1 wlasciwosciach zwigzkéw pochodzacych
z wyciggow roslinnych ma zasadniczy wplyw na skuteczno$¢ i1 bezpieczenstwo terapii
fitofarmaceutykami oraz pozwala na wyselekcjonowanie zwigzkow o najbardziej

interesujacym potencjale farmaceutycznym.
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Szeroko stosowanym narzedziem do analizy sktadnikow roslinnych sg techniki
chromatograficzne, przy znacznym udziale wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC). Technika ta daje duze mozliwos$ci rozdzielcze, a w potgczeniu z metodami
spektroskopowymi, takimi jak spektrometria mas (MS) moze dostarczyé rowniez
informacji o strukturze rozdzielonych zwigzkow. Trudno jednak powigza¢ te dane
z informacjami otrzymanymi w testach biologicznych, gdzie wynik stanowi sumaryczny
efekt wykazywany przez catos¢ obecnych w ekstrakcie sktadnikow [8]. Technika,
pozwalajaca na uzyskanie informacji o wlasciwosciach farmakologicznych
poszczegdlnych zwigzkow jest chromatografia cienkowarstwowa (TLC), potaczona
z odpowiednim testem aktywnos$ci biologicznej. Przewaga TLC, nad innym technikami
chromatograficznymi wynika z faktu, ze jest to system otwarty, dajacy bezposredni
dostep do rozdzielonych sktadnikéw mieszaniny, unieruchomionych na ztozu adsorbentu.
Zastosowanie in  situ  odpowiednich testow aktywno$¢  biologicznej  (np.
przeciwdrobnoustrojowych, enzymatycznych, antyoksydacyjnych), pozwala wykry¢
wsrdd rozdzielonych zwigzkoéw te substancje, ktore dang aktywnos$¢ posiadaja [8], [9].
Ponadto, zastosowanie roznych faz stacjonarnych, eluentéw, sposobow rozwijania (np.
wielokrotne  (MD-TLC),  dwukierunkowe  (2D-TLC)) [10], odczynnikow
derywatyzujacych i wizualizujacych [11], [12], jak roéwniez mozliwo$¢ elucji lub
desorpcji substancji zawartych w aktywnych strefach [13]-[16], pozwala na wysoce
ukierunkowang charakterystyke i identyfikacje obecnych na ptytce substancji. Nie bez
znaczenia pozostaje rowniez fakt, ze TLC jest technika umozliwiajaca rownolegla analize
kilkunastu probek oraz badanie surowych ekstraktéw bez konieczno$ci wstepnego
oczyszczania probki. Wszystkie te czynniki sprawiajg, ze uzywana w réznych wariantach
technika TLC sprawdza si¢ jako wzglednie niedrogie 1 tatwe w uzyciu narzedzie do
analizy sktadu chemicznego materiatu roslinnego oraz szybkiego, przesiewowego
badania probek pod katem ich aktywnosci biologicznej (bioprofilowania), umozliwiajac
badanie nowych gatunkow ro$lin o potencjale leczniczym oraz kontrole jakosci
preparatow ziotowych [14], [17]-[20].

W gronie ro$lin o wyraznym potencjale prozdrowotnym wyrdzni¢ mozna gatunki
nalezace do rodzaju Cistus L. (czystek), wsrod ktorych szczegdlnym zainteresowaniem
cieszy si¢ gatunek Cistus incanus L.. Popularno$¢ tego gatunku wynika z jego
wieloletniego ~ zastosowania ~ w  tradycyjnej medycynie  bliskowschodniej
1 $roédziemnomorskiej, gdzie stosowany byt m.in., jako $rodek przeciwzapalny,

przeciwwrzodowy, przys$pieszajacy gojenie ran oraz zwalczajacych szereg infekcji
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mikrobiologicznych [21], [22]. Obecnie prowadzone sg badania, ktore potwierdzajg
dotychczasowe, tradycyjne zastosowania oraz odnotowujg nowe profile aktywnosci
biologicznej  ekstraktow  tego  gatunku, jak  rowniez =~ wyodrgbnionych
z materialu ro$linnego metabolitow wtornych. Wsrdd zwiazkow chemicznych, ktore
determinujg wiasciwo$ci farmakologiczne C. incanus, szczegélng rol¢ odgrywaja
polifenole oraz terpeny i terpenoidy zawarte we frakcji lotnej czystka [23], [24]. Mimo
rosngcego z roku na rok zainteresowania tym gatunkiem, otrzymywane z C. incanus L.

surowce nie sg do tej pory uznawane w krajach europejskich jako farmakopealne [21].
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IV. CZESC TEORETYCZNA

1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA GATUNKU C. INCANUS L.

Rys. 1. Cistus incanus L. [25].

Cistus incanus L., czystek szary (Rys. 1)
jest niewielkim wieloletnim krzewem (wysokosci
ponizej 1 m) z prostymi naprzeciwlegtymi li$¢mi
oraz spodeczkowatymi kwiatami o pigciu
rézowych ptatkach (czas kwitnienia od maja do
czerwca) [26]-[28]. Gatunek ten nalezy do
rodzaju Cistus L. (czystek; od greckiego stowa
kistos- k'1otog), stanowigcego cze$¢ wzglednie
niewielkiej rodziny Cistaceae (czystkowatych)
(Rys. 2). Rodzina ta sktada si¢ z 180 gatunkéw
ros$lin zielnych i1 krzewéw podzielonych na §
jednostek  taksonomicznych  [29].  Gatunki

z rodzaju Cistus, znane s3g pod nazwa

zwyczajowa, jako skalna réza lub $wieta roza [30], [31], sa charakterystycznym

i waznym elementem pétsuchych ekosysteméw basenu Morza Srodziemnego. Tworza

one geste zarosla, najczeéciej na otwartych, nastonecznionych terenach z piaszczystym

lub wapiennym podtozem [21], [28], [32]-[34].

Krolestwo: Plantae (rosliny)

Podkrolestwo: Tracheophyta (naczyniowce)

Gromada: Magnoliophyta (okrytonasienne)

Podgromada: Magnoliophvtina(okrytozalazkowe)

Klasa: Rosopsida (dwuliscienne wlasciwe)

Podklasa: Dilleniidae (uklgslowe)

Rrzad: Malvanae ($lazowce)
Rodzina: Cistaceae (czystkowate)
Rodzaj: Cistus (czystek)
Gatunek: Cistus incamis L.(czystek szary)

Rys. 2. Klasyfikacja taksonomiczna gatunku C. incanus L. (wedlug Reveala).
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Obecnie rozpoznano okoto 20 gatunkow Cistus L.. Ich kwiaty sg hermafrodyczne,
aktynomorficzne i hipogeniczne, w zaleznosci od podrodzaju wystepujag w kolorach od
bialego do fioletowego, z trzema lub pigcioma dziatkami kielicha rozmieszczonymi
przeciwlegle do ptatkow korony [23]. Cechg charakterystyczng tego rodzaju jest
kombinacja roznych typow wiloskéw na liSciach, lodydze oraz kielichu, ktory
w odroznieniu od dwoch pozostatych organdw nie posiada trichoméw gruczotowych
[24]. Wtoski te gtdéwnie w miesigcach letnich wydzielaja wysoce aromatyczng zywice
znang pod nazwag ,,Ladanum”. Wydzielina ta bogata jest w biologicznie aktywne
i interesujgce farmakologiczne metabolity, takie jak flawonoidy, glikozydy fenolowe
i terpenoidy, w tym diterpeny typu labdanu. [24], [35]. Miedzy innymi z tego powodu
zywica, jak i cala roslina stosowana byla w §rodziemnomorskiej medycynie ludowej do
leczenia wielu choréb [36]. Zdaniem cze$ci badaczy roslin biblijnych wzmianki
o ladanum pochodzacym z czystka szarego pojawiajg si¢ juz w Ksiedze Rodzaju [37].
Gatunki tych rosli wystepuja zar6wno we wschodnim, jak 1 zachodnim rejonie Morza
Srédziemnego (gdzie obserwuje si¢ ich najwyzsza réznorodno$é gatunkowa), sa takze

szeroko rozpowszechnione na Balearach i Wyspach Kanaryjskich [38], [39]. Szczegoty

dystrybucji gatunkéw Cistus L. przedstawiono na Rys. 3.

, o ‘

Mediterranean Sea

Rys. 3. Mapa rozmieszczenia gatunkow Cistus. Diagramy kolowe obrazujg proporcje
wystepowania w poszczegdlnych krajach gatunkow o kwiatach biatych (biaty)
i fioletowych (szary). Region Morza Srédziemnego pokazany na szaro [38].
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Rosliny z rodzaju Cistus, podobnie jak inne S$rédziemnomorskie gatunki
kartowatych krzewow przeszly szereg adaptacji umozliwiajacych przetrwanie letnich
upalow i suszy oraz zapewniajacych szybka regeneracj¢ po czgsto wystepujacych w tym

obszarze pozarach [40]. Wéréd nich wyrdzni¢ mozna miedzy innymi:

e ptytki i rozlegly system korzeniowy [41];

e trwate nasiona o zwigkszonej zdolnos$¢ kietkowania po ekspozycji na dziatanie
wysokich temperatur [42], [43];

e wloski naskorka (gruczotowe i mechaniczne) [44];

e sezonowy dimorfizm umozliwiajacy dostosowanie si¢ rosliny do warunkow suszy
i zwigkszonego nastonecznienia. (zmniejszenie rozmiaru lisci oraz zwigkszenie

ilosci wloskow epidermalnych) [45].

Wystepowanie sezonowego dimorfizmu oraz tatwo$¢ tworzenia hybryd pomiedzy
pokrewnymi gatunkami sprawia, ze systematyka rodzaju Cistus L. jest mocno
skomplikowana [21], [46], [47]. Powszechnym zjawiskiem jest wystgpowanie w obrgbie
rodzaju licznych podgatunkoéw (przyktad: C. creticus ssp. creticus, C. creticus ssp.
eriocephalus, C. creticus ssp. corsicus) [21], [35]. Z wyzej wymienionych powodow
sporo roslin uznawanych poczatkowo za odmienne jednostki taksonomiczne zostato
w wyniku ponownej klasyfikacji uznanych za ten sam gatunek. Za przyktad postuzyé
moze czystek szary. Nazwa Cistus incanus L. pojawia si¢ w publikacjach naukowych
zamienienie z nazwa Cistus creticus L. i Cistus villosus L., jednakze przez wickszos¢
wspotczesnych naukowcow sg one uznawane za synonimy tego samego gatunku ro$liny
[40], [46], [48], [49].
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2. WYBRANE KLASY ZWIAZKOW WYSTEPUJACYCH W C. INCANUS L.

2.1  Terpeny i terpenoidy

Terpeny stanowia rozlegla grupe naturalnych zwigzkéw o wzorze ogoélnym
(CsHg)n, bedacych oligomerami izoprenu (2-metylo-1,3-butadienu). Szkielet gtowny tych
zwigzkéw powstaje w wyniku potaczenia (zgodnie z reguly izoprenowa) dwoéch lub
wigcej jednostek izoprenowych (Rys. 4). W zalezno$ci od stopnia polimeryzacji n,

wyrdézniamy nast¢pujace grupy terpendw:

e monoterpeny (CioHze), N=2;
o seskwiterpeny (CisH24), N=3;
o diterpeny (C20Hs2), n=4;

e sesterterpeny (CosHao), n=5;

e ftriterpeny (CsoHas), N=6;

o tetraterpeny (CasoHes), N=8;

e politerpeny, n>8.

CHs

CH
H,cZ N7 %

Rys. 4. Struktura izoprenu (2-metylo-1,3-butadienu).

Pochodne terpenéw =zawierajgce roznorodne grupy funkcyjne: karboksylowe,
hydroksylowe, karbonylowe, czy nadtlenkowe nazywamy terpenoidami [50], [51].
Badania olejkow eterycznych otrzymanych z ziela oraz zywicy C. incanus
wykazaly zréZznicowany, zalezny od podgatunku, wieku rosliny, czasu i miejsca zbiorow
sktad frakcji lotnej tej rosliny [35], [46], [52]. Mimo sporych réznic w kompozycji
olejkéw eterycznych otrzymanych przez rézne grupy badawcze, mozna stwierdzié, ze
glownymi sktadnikami terpenowymi wystgpujacymi w tej roslinie sg diterpeny typu
labdanu i klerodanu, wraz z mono- i seskwiterpenami oraz ich tlenowymi pochodnymi
[35], [49], [53]. Ogodlnie w podgatunku C. creticus ssp. creticus zidentyfikowano do tej
pory 92 zwiazki terpenowe (36 monoterpendéw, 35 seskwiterpendow i 21 diterpendéw).
W C. creticus ssp. eriocephalus wykryto ich 47 (sktadajacych si¢ z 17 monoterpenow, 19
seskwiterpendow 1 11 diterpenow typu labdanu) [24]. Oprocz sktadnikow terpenowych

-15 -



w olejkach eterycznych obserwowana byta réwniez duza ilo$¢ kwasow ttuszczowych
[49].

2.1.1 Monoterpeny i ich pochodne

Monoterpeny s3a szeroko rozpowszechnionymi w $wiecie ro$lin dimerami
izoterpenu. Tworza liczne pochodne tlenowe (monoterpenoidy), takie jak alkohole,
aldehydy, ketony oraz tlenki terpenowe. Monoterpeny i monoterpenoidy sg zwigzkami
o0 silnym zapachu i dobrze udokumentowanej aktywnos$ci biologicznej. Sg bardzo trudno
rozpuszczalne w wodzie, natomiast dobrze rozpuszczaja si¢ w rozpuszczalnikach
organicznych. Czegstym zjawiskiem wsrdd tych zwigzkow jest wystgpowanie izomerii
geometrycznej i optycznej. Sa one sktadnikami olejkow eterycznych, balsamow i zywic,
stanowigcych wydzieliny roslinne. Po wzgledem struktury zwiazki te mozna podzieli¢ na:
acykliczne, monocykliczne, dicykliczne, tricykliczne [50], [54].

Do gléwnych monoterpenow 1 ich pochodnych zidentyfikowanych w olejkach
i ekstraktach czystka zaliczy¢ mozna: o i B-pinen, kamfen, eukaliptol, karwakrol i tymol
(Rys. 5)

SRS

kamfen a- pinen B- pinen
' OH
" OH
eukaliptol tymol karwakrol

Rys. 5. Wzory strukturalne wybranych monoterpenéw i ich pochodnych obecnych
w olejku eterycznym C. incanus.




2.1.2 Seskwiterpeny i ich pochodne

Seskwiterpeny stanowig grupe trimeréw izoprenu o zasadniczym wzorze
sumarycznym CisH24, posiadajaca pochodne o réznorodnym charakterze. Do grupy tej
zaliczane sg zardwno lotne, jak i nielotne zwigzki, przy czym te o wtasciwos$ciach lotnych
czesto towarzysza monoterpenom w licznych olejkach eterycznych. Seskwiterpeny i ich
pochodne mogg mie¢ struktur¢ tancuchowsg (niecykliczng), mono-, di-, tri-
i tetracykliczng [50], [51]. Do gltéwnych zwigzkoéw nalezacych do tej grupy, ktore zostaty
zidentyfikowane, jako sktadniki C. incanus zaliczamy: tlenek kariofilenu, B-kariofilen,
kubenol, izomery kadinenu i viridiflorolu (Rys. 6). Najwickszg ilos¢ seskwiterpenow
zidentyfikowano w olejkach eterycznych podgatunku C. creticus ssp. eriocephalus,

rosngcym w Grecji [24], [53].

X
H* H
B-kariofilen &-kadinen
O
~ viridiflorol
H* H
tlenek kariofilenu : kubenol

Rys. 6. Wzory strukturalne wybranych seskwiterpendw 1 ich pochodnych obecnych
w olejku eterycznym C. incanus.

2.1.3 Diterpeny i ich pochodne

Diterpeny sa to zwiazki o wzorze ogdlnym CaoHsz, ktéry odpowiada potaczeniu
si¢ czterech jednostek izoprenowych. Ze wzgledu na duzg mase czasteczkowsa, zwigzki te
Charakteryzujg si¢ wysoka temperaturg wrzenia. Sg to substancje wystepujace gtownie

w zywicach ro$linnych. Tak jak nizsze terpeny, zwiagzki diterpenowe mogg posiadaé
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strukture liniowg oraz sktadajacg sie z pojedynczego pierscienia, badz ich wigkszej ilosci
[50], [51]. Do gtéwnych typoéw budowy diterpendéw zaliczamy: typ abietanu, typ tiglianu,
typ labdanu, typ kauranu, typ klerodanu i typ gibanu. W zielu oraz zywicy C. incanus
wystepuja glownie pochodne diterpenow typu klerodanu i typu labdanu, przy czym te
drugie sg przewaznie dominujagcymi komponentami zywicy, lisci i todyg [35], [55]-[58].
Przeprowadzone przez Falara i wsp. [59] badania wykazaty, ze wytwarzanie diterpenow
typu labdanu w gatunkach z rodzaju Cistus jest specyficzne dla ich trichoméw
gruczotowych. Na Rys. 7 przedstawione zostaly wybrane diterpeny typu labdanum

zidentyfikowane jako metabolity wtorne wyst¢pujgce w gatunku C. incanus.

Typ labdanu

Rys. 7. Wybrane diterpeny typu labdanu zidentyfikowane w zielu i zywicy C. incanus.
(1) sklareol; (2) labd-13(E)-en-8a-15-diol; (3) octan labd-13(E)-en-8a-o0l-15-ylu; (4) labd-
7,13(E)-dien-15-0l; (5) octan labd-7,13(E)-dien-15-ylu; (6) tlenek 3B-hydroksy-13-epi-
manoilu; (7) tlenek 3p-acetoksy-13-epi-manoilu; (8) izomery tlenku manoilu (tlenek 13-
epi-manoil 8a; tlenek manoilu 8b; tlenek 8-epi-manoyl 8c).
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2.2 Polifenole

Polifenole sg obszerng grupg roslinnych metabolitow wtérnych o mocno
zréznicowanej budowie, masie czasteczkowej 1 wlasciwosciach chemicznych,
biologicznych i fizycznych. Substancje te, sa wytwarzane przez rosliny m.in. w celach
obronnych lub w odpowiedzi na czynniki stresowe (jony metali ci¢zkich, szok cieplny,
promieniowanie UV, infekcje bakteryjne i grzybowe) [60]. Ogolnie, zwigzki fenolowe
mozemy zdefiniowaé, jako hydroksylowe pochodne we¢glowodorow aromatycznych.
Przewaznie w zwiazkach tych obok ugrupowania fenolowego wystepuja inne grupy
funkcyjne (np. grupa karboksylowa w fenolokwasach lub karbonylowa we flawonach).
Biorac pod uwage budowg szkieletu weglowego mozna wsrdd polifenoli wyrdznié cztery

glowne grupy zwigzkoéw [60]-[62]:

e kwasy fenolowe;
o flawonoidy;
e stilbeny;

e lignany.

Gatunek C. incanus uznawany jest za bogate zrodto polifenoli, ktore determinujg
czg¢$¢ wykazywanych przez ta rosling wlasciwosci biologicznych. Oszacowana metoda
Folina-Ciocalteu'a (F-C) catkowita zawartos¢ fenoli (TPC, ang. Total Phenolic Content)
w ekstraktach C. incanus w przeliczeniu na kwas galusowy rozni si¢ w zaleznosci od

uzytego ekstrahenta i miesci sie w zakresie od 46 do 258 mg-g* suchej probki [63], [64].

2.2.1 Kwasy fenolowe

Kwasy fenolowe (fenolokwasy) sg zwigzkami posiadajgcymi W swojej strukturze
fenolowa grupe hydroksylowa 1 grupe karboksylowa. Najwieksze znaczenie majg
hydroksylowe pochodne kwasu benzoesowego (Rys. 8a) i cynamonowego (Rys. 8b).
W roSlinach czgéciej niz w postaci wolnej wystepuja one w formie zwigzanej, tworzaC
polaczenia z innymi zwigzkami posiadajacymi grupy hydroksylowe, najczescie)

z cukrami (glikozydy) oraz kwasami fenolowymi (depsydy) [65], [66].
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Rys. 8. Podstawowe struktury kwasoéw fenolowych wystepujacych w przyrodzie [67].

Szacowana farmakopealng metoda, catkowita zawarto§¢ kwasow fenolowych
(TPAC, ang. Total Phenolic Acid Content) w wodnych i wodno-metanolowych
ekstraktach C. incanus w przeliczeniu na kwas kawowy oscyluje w zakresie od
5 do 20 mg-g* suchej probki [64]. Glownymi kwasami fenolowymi obecnymi w czystku
szarym i jego podgatunkach s3: kwas galusowy oraz jego pochodne
(heksahydroksydifenoilo-glukoza oraz kwas elagowy) (Rys. 9) [22], [49], [64], [68]-[72].
Kwas elagowy jest didepsydem kwasu galusowego, ktérego czasteczki polgczone sg
wigzaniem C-C oraz dwoma symetrycznymi wigzaniami estrowymi (laktonowymi). Oba
kwasy sa glownymi skladnikami licznych tanin hydrolizujacych, nazywanych
odpowiednio galotaninami i elagotaninami. Znaczna obecno$¢ elagotanin, takich jak
izomery punicaliny i punicalaginy zostata wykryta w wodnych i wodno-metanolowych
ekstraktach czystka [71], [72]. Oprocz wymienionych zwigzkéw nalezacych do
hydroksylowych pochodnych kwasu benzoesowego, w zielu czystka zidentyfikowano
rowniez kilka pochodnych kwasu cynamonowego, m:in.: kwas kawowy, p-kumarowy
i ferulowy [64], [71].
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Rys. 9. Wybrane kwasy fenolowe i ich pochodne glikozydowe zidentyfikowane
w C. incanus.

2.2.2 Flawonoidy

Flawonoidy stanowia duza grupe metabolitow wtornych o charakterze polifenoli,
ktore pelnig zr6znicowane funkcje biologiczne w roslinach. Podstawowym elementem
strukturalnym tych zwigzkow jest pigtnastoweglowy szkielet diarylopropanu uktadajacy
si¢ w ugrupowanie Cg-C3-Cs, przy czym u wigkszosci flawonoidow miedzy pierscieniami
aromatycznymi A i1 B powstaje uktad heterocykliczny C, w sktad ktorego wchodzi atom
tlenu (Rys. 10).

]
T
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Rys. 10. Podstawowa struktura flawonoidu: A — pierécien benzenowy, B — pierscien
fenylowy, C — pierscien piranowy.

Obecnie szacuje sig, ze liczba znanych flawonoidow przekracza 6000 [73], przy
czym grupa ta stale powigksza si¢ o nowo odkryte zwigzki. Klasyfikacja flawonoidow

odbywa si¢ na podstawie réznic w ich budowie chemicznej, ktora moze dotyczy¢

np.[73]-[75]:

e stopnia utlenienia pierscienia C;

e miejsca podstawienia pier$cienia fenylowego B;

e liczby i rozmieszczenia grup hydroksylowych w pier§cieniach;
e typu wigzania glikozydowego (np. O- lub C-glikozydy);

e liczby przylaczonych czasteczek cukrow;

e wystgpowania ukladow oligomerycznych.

Wyszczegolniamy wsrod nich takie klasy zawigzkow jak: flawony, izoflawony,
flawonole,  dihydroflawonole,  flawany, izoflawany, flawanole  (katechiny
I proantocyjanidyny), flawanony, antocyjanidyny, chalkony, aurony (Rys. 11). Opisane
roznice w budowie chemicznej 1 rozmieszczeniu podstawnikoOw w znaczny sposob
determinuja wtasciwosci fizyczne, chemiczne i1 biologiczne tych zwigzkow.

Flawonoidy wystgpuja w przyrodzie nie tylko jako wolne czasteczki (aglikony),
lecz takze — 1 to znacznie czesciej, jako glikozydy. W zalezno$ci od postaci, w jakiej
wystepuja, wykazujg ré6zng rozpuszczalnos¢. Wolne flawonoidy sg stabo rozpuszczalne
w wodzie, ale na ogoét dobrze rozpuszczaja si¢ w rozpuszczalnikach organicznych.
Przylaczenie do aglikonu czasteczki cukru zwigksza polarnos$¢ tych zwiazkow, dlatego
posta¢ glikozydowa znacznie lepiej rozpuszcza si¢ w wodzie i alkoholu etylowym, stabo
rozpuszcza si¢ natomiast w eterze, chloroformie i benzenie. Sktadnikami cukrowymi

glikozydow sa cukry proste (pentozy, heksozy) lub cukry zlozone (gtownie w postaci
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disacharydow). Glikozydy pod dzialaniem kwaséw ulegaja rozpadowi na odpowiedni

cukier (glikon) oraz aglikon flawonoidu [74], [76].

flawanony

flawonole /
P
v
(0]
il
= OH <«——
(0]

dihydroflawonole flawany

\ izoflawony

struktury powigzane

]
| S 0 e / N
= o
-2 OH
flawanole

aurony o chalkony )

Rys. 11. Podstawowe struktury flawonoidow.

Gléwnymi klasami flawonoidow wystepujacymi w gatunku C. incanus sa:
flawonole oraz flawanole. Zidentyfikowane zostaty zarGwno wolne czasteczki flawonoli
(mirycetyna, kwercetyna i kemferol), jaki i ich liczne formy glikozydowe, ktore stanowia
dominujacag posta¢ wystepowania tych zwiazkéw (Rys. 12) [22], [49], [64], [68]-[72],
[77]. Obecnos¢ duzej ilosci flawonoli nie moze dziwié, ze wzgledu na wystgpujace
w klimacie $rédziemnomorskim intensywne nastonecznienie. Zwigzki te w szczegdlnosSci
sg gromadzone w zewnetrznych partiach tkanek lisci i skorce owocow, poniewaz ich
synteza zachodzi z udzialem §wiatta. Metabolity te sa zdolne do absorpcji duzych ilosci
promieniowania UV, przez co jedng z ich funkcji jest ochrona ro$lin przed jego
dziataniem [67].
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Rys. 12. Gtéwne flawonole oraz ich wybrane formy glikozydowe wystepujace
w C. incanus.

Druga klasa zwigzkow (flawanole) wystepuje gtdwnie jako aglikony w formach
monomerycznej i spolimeryzowanej. W formie monomerycznej flawan-3-ole sa
nazywane katechinami, natomiast w formie spolimeryzowanej wystepuja, jako taniny
nichydrolizujace (proantocyjanidyny). Sposrod monomerow flawanoli w czystku
wystepuja glownie (+)-katechina i (-)-galokatechina, natomiast grupa proantocyjanidyn
zdominowana jest przez dimeryczne prodelfinidyny [78], [79]. Na Rys. 13 przedstawione

zostaly wybrane flawanole zidentyfikowane w C. incanus i jego podgatunkach.
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Rys. 13. Struktury chemiczne wybranych flawanoli zidentyfikowanych w C. incanus.
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3. WELASCIWOSCI BIOLOGICZNE GATUNKU C. INCANUS L.

3.1  Wiasciwosci antyoksydacyjne

Przeciwutleniacze majg ogromne znaczenie ze wzgledu na ich zdolno$¢ do
ochrony przed szkodliwym dziataniem wolnych rodnikow. Narazenie komoérek na
dhugotrwate i wzmozone dziatanie wolnych rodnikow moze powodowac uszkodzenie
DNA, co z kolei prowadzi do rdéznego rodzaju mutacji 1 powstania chorob
nowotworowych. Skutkiem nadmiernego oddziatywania wolnych rodnikéw sa réwniez
choroby osrodkowego uktadu nerwowego (choroba Parkinsona, Alzheimera), schorzenia
uktadu pokarmowego, cukrzyca, miazdzyca oraz ogdlne starzenie si¢ organizmu [80].
Medycyna wspolczesna radzi sobie z powstajacymi schorzeniami poprzez zastosowanie
terapii z wykorzystaniem syntetycznych lekéw. Leki chemiczne majg silne dziatanie, ale
ich dlugotrwate stosowanie w leczeniu choréb przewlektych moze wykazywaé rozne
i cigzkie skutki uboczne. Dlatego zintensyfikowane prace badawcze skupiaja si¢ na
odkryciu 1 wykorzystaniu naturalnych srodkéw antyoksydacyjnych, ktore charakteryzuje
znacznie lepsza przyswajalnos¢ przez organizmy.

Rosliny wystepujace w ekosystemach $rodziemnomorskich, takie jak Cistus
incanus sa narazone na wiele czynnikow stresogennych, szczegoélnie w okresie letnim,
kiedy niedobdér wody wspdlwystepuje z wysokim natezeniem promieniowania
stonecznego 1 wysokimi temperaturami. Te czynniki srodowiskowe wywotujg silny stres
fotooksydacyjny w roslinach, powodujac powstawanie wielu reaktywnych form tlenu
(RFT). W toku ewolucji rosliny te wyksztalcity mechanizmy obronne, pozwalajace na
obnizenie zawartosci wolnych rodnikow w komorkach. Jedng z form odpowiedzi rosliny
na czynniki stresogenne jest wytwarzanie duzej ilosci zwigzkéw o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych [69], [80]-[82]. Uzasadnia to poszukiwania wsérod gatunkéw
srédziemnomorskich roslin mogacych sta¢ si¢ waznym zroédlem przeciwutleniaczy
0 potencjale farmaceutycznym.

Badania prowadzone na o$miu roéznych libijskich gatunkach ro$lin, w tym na
C. incanus wykazaty zdolnos¢ ich ekstraktow do zmiatania wolnych rodnikow w tescie
DPPH. Potencjat antyoksydacyjny metanolowego ekstraktu otrzymanego z naziemnych
czesei C. incanus (17,75 £ 1,5 ICso pg-ml?) byt poréwnywalny z warto§ciami potencjatu
antyoksydacyjnego oznaczonymi dla takiego przeciwutleniacza, jakim jest kwas

askorbinowy (15,35 + 1,4 ICso pg-ml™). Udokumentowane zostaty réwniez umiarkowane
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wlasciwosci przeciwutleniajagce wykazywane przez wyciag z tej rosliny, otrzymany przy
uzyciu octanu etylu (329,1 + 8,2 ICso pg-ml™). Heksanowe ekstrakty zadnego z badanych
gatunkow nie wykazywaty w badanym zakresie stezen zdolno$ci do wymiatania wolnych
rodnikow [83].

Ocenic poddano réwniez frakcje lotnych zwigzkéw obecnych w lisciach
C. incanus. Analiza wynikéw uzyskanych z zastosowaniem chemicznych metod
oznaczania zdolno$ci przeciwutleniajacej takich, jak DPPH, ABTS czy FRAP wykazata
stabe wlasciwosci przeciwutleniajace otrzymanych w wyniku hydrodestylacji olejkow
eterycznych (DPPH — 828-880 ug'ml? (ICso)) [52]. Wyniki tych dwoéch grup
badawczych pokazuja niski wkiad lipofilowych skladnikow w glowny profil
antyoksydacyjny tej rosliny.

W innym badaniu poréwnana zostala zdolno$¢ wygaszania wolnych rodnikow
DPPH przez 30% wodno-etanolowe wyciagi uzyskane z réznych naziemnych cze$ci
ro$liny (nasiona, paki oraz mieszanina todyg i liSci), zbadano réwniez wplyw
sezonowo$ci na uzyskiwang zdolno$¢ przeciwutleniajacg ekstraktow z liSci. Badacze
wykazali, ze wszystkie badane naziemne czg¢sci rosliny posiadaja potencjat
przeciwutleniajacych, przy czym najwyzszym potencjatem charakteryzujg si¢ liscie
i todygi, a najnizszym nasiona. Co wazne, wysoka aktywno$¢ przeciwutleniajaca
widoczna byta zaré6wno dla lisci zebranych zimg, jak i latem, przy 25% wyzszej
aktywnos$ci lisci letnich. Wykazany potencjal antyoksydacyjny wodno-etanolowych
ekstraktow byt dobrze skorelowany z catkowitg zawartoscia sktadnikéw fenolowych TPC
oraz flawonoidow (TFC, ang. Total Flavonoid Content) [63].

Podobng korelacje pomiedzy parametrami opisujgcymi catkowita zawartoS$¢
zwigzkow fenolowych a wlasciwosciami przeciwutleniajgcymi czystka zaobserwowano
dla pigtnastu réznych preparatow handlowych C. incanus. Dziatanie antyoksydacyjne
wodnych i wodno-metanolowych ekstraktow probek oceniano przy pomocy testow DPPH
1 FRAP. Badane probki w obu testach wykazaly znaczace réznice we wihasciwosciach
przeciwutleniajacych, czego glowna przyczyna upatrywana jest przez autorow
w pochodzeniu probek [64].

Analiza trzech fenolowych frakcji (octanu etylu i dwoch frakcji wodnych)
uzyskanych z 70% wodno-etanolowego ekstraktu lisci pokazata, ze glownymi
sktadnikami odpowiadajacymi za whasciwosci przeciwrodnikowe ekstraktu sg flawonole

i flawanole zawarte we frakcji octanu etylu. Obecne we frakcjach wodnych
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proantocyjanidyny (o réznym stopniu polimeryzacji) nie mialy istotnego wptywu na
mierzong metodg DPPH aktywno$¢ przeciwutleniajacg surowego ekstraktu [69].

Riehel i wsp. [22] przeprowadzili badanie majacg na celu oceng zdolno$ci
antyoksydacyjnej poszczegdlnych substancji fenolowych zawartych w  wodnym
ekstrakcie C. incanus. Dzigeki zastosowaniu techniki LC-DAD/ESI-MS/MS
zidentyfikowano trzydziesci dwa zwigzki fenolowe, a nastepnie metodg LC-onlineTEAC
substancjom tym przypisywano warto$ci potencjatu antyoksydacyjnego. Najwyzsze
wartosci  TEAC  zmierzono dla mirycytryny  (3-O-ramnozyd  mirycetyny),
heksahydroksydifenoilo-glukozy, kwasu galusowego, katechiny i galokatechiny. Te pigé
substancji pochodzi z roéznych podklas zwigzkéw fenolowych. Co wazne, zwigzki
wystepujace w stosunkowo matej ilosci moga przyczynia¢ si¢ do duzej czesci catkowitej
aktywnosci przeciwutleniajacej rosliny. Co za tym idzie, niewielki réznice w zawartosci
tych zwigzkéw moga w duzym stopniu przektadac si¢ na koncowy efekt antyoksydacyjny

wyciagu.
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3.2  Wilasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze

Liczne badania dotyczace aktywnosci przeciwbakteryjnej oraz przeciwgrzybiczej
sktadnikéw lotnej frakeji C. incanus L. przeprowadzone zostaly przez zespdt naukowcow
z Wydziatu Farmacji Uniwersytety Narodowego im. Kapodistriasa w Atenach (Grecja)
[53], [57], [84]-[89]. Badane przez nich olejki eteryczne oraz niepolarne ekstrakty
uzyskiwane z naziemnych cze$ci roslin dwoch podgatunkow (C. creticus ssp.
eriocephalus oraz C. creticus ssp. creticus) wykazywaly bardzo stabg aktywnos$¢
przeciwko Gram-ujemnym szczepom bakterii oraz znacznie wyzsza w stosunku do
bakterii Gram-dodatnich. Aktywno$¢ ta byta najwyzsza dla szczepoéw: Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus i Bacillus subtillis [53], [84], [85], [87]. Warto zwroci¢ uwagg, ze
heksanowy ekstrakt owocow czystka wykazywat stabsza aktywnos$¢ przeciwbakteryjng
niz analogiczny ekstrakt otrzymany z lisci tej rosliny [87]. Udokumentowany zostal
rowniez szeroki potencjat antybakteryjny zywicy labdanum oraz cz¢$ci wyizolowanych
z niej diterpenow typu labdanu [57], [88], [89]. Surowy dichlormetanowo-metanolowy
(50:50, v/v) ekstrakt zywicy hamowal wzrost nie tylko Gram-dodatnich bakterii
S. aureus, ale rowniez takich Gram-ujemnych bakterii jak: Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter anitratus, Proteus
mirabilis. W badaniu tym potwierdzono takze aktywno$¢ antybakteryjng 5 wyizolowanych
z zywicy diterpenow, wsrod ktorych (labd-7,13(E)-dien-15-yl)-kwas malonowy wykazywat
znaczng aktywno$¢ wobec wszystkich badanych szczepow [88]. Eksperyment przeprowadzony
z trzema Gram-dodatnimi szczepami bakterii udowodnil réwniez aktywnos$é
antybakteryjng  takich  sktadnikow  zywicy  jak  sklareol ~ oraz  tlenek
3p-hydroksy-13-epi-manoilu  [57]. W innym badaniu przeprowadzonym przez
naukowcow z Uniwersytetu Atenskiego oceniony zostal potencjat
przeciwdrobnoustrojowy 6 naturalnych diterpenéw wyizolowanych z  zywicy
i naziemnych czeséci rosliny C. incanus oraz ich 15 poélsyntetycznych pochodnych.
Badane zwiazki stanowity pochodne labd-7,13(E)-dien-15-olu (10 zwigzkéw) oraz
labd-13(E)-en-8a-15-diolu (11  zwigzkow). Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
powyzszych zwigzkéw sprawdzana byla zardwno przeciw Gram-dodatnim, jak
I Gram-ujemnym bakteriom, a takze przeciw patogennym grzybom. Wsrod naturalnych
diterpendw  ponownie najbardziej zroznicowany potencjal  przeciwbakteryjny
obserwowany byt dla (labd-7,13(E)-dien-15-yl)-kwasu malonowego. Innym godnym
uwagi bioaktywnym sktadnikiem zywicy byt labd-13(E)-en-8a-15-diol, ktory jako jedyny
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z 6 badanych naturalnych diterpenéw wykazat potencjal przeciwgrzybiczy wobec 2 z 3
badanych szczepow grzybow. Co wazne, aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa badanych
zwigzkow byta pordwnywalna z ta otrzymang dla standardowych antybiotykéw. Wsrod
polsyntetycznych diterpendéw najsilniejszym dziataniem przeciwdrobnoustrojowych
charakteryzowaty si¢ dwie pochodne, b¢dace estrem kwasu chloroetylo-karbaminowego
[89].

Whasciwosci przeciwbakteryjne oraz przeciwgrzybicze gatunku Cistus incanus
zostaly udokumentowane réwniez przez inne grupy badawcze. W badaniach in vitro
prowadzonych na ekstraktach z lisci i owocow réznych gatunkow Cistus L.(w tym ziela
C. incanus) oceniano aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa przeciw kilku szczepom
bakterii oraz grzybow [30], [90]. Testowano ekstrakty oraz frakcje ekstraktow otrzymane
przy pomocy takich rozpuszczalnikow, jak woda, metanol, chloroform, heksan, octan
etylu oraz n-butanol. Najwyzsza inhibicjg wzrostu drobnoustrojow charakteryzowat si¢
gatunek C. incanus, w szczeg6lnosci frakcja n-butanolowa, ktora wykazata aktywnosé
wobec wigkszosci badanych mikroorganizmow. Aktywno$¢ ta byla znaczna przeciwko
bakteriom Gram-dodatnim i stosunkowo staba wobec bakterii Gram-ujemnych oraz
drozdzy (wyjatek stanowita Candida glabrata, przeciwko ktorej ekstrakty wykazywaty
bardzo silne whasciwosci przeciwgrzybicze [30]). Aktywnos¢ wyciagdw sporzadzonych
z lisci byta wigksza od tej otrzymanej dla ekstraktow z owocow czystka [90].

Badania in vitro potwierdzity rowniez dziatanie przeciwbakteryjne preparatow
roslinnych C. incanus w stosunku do bakterii Borrelia burgdorferi. Analizie poddano
olejek eteryczny oraz ekstrakty o roznej polarnosci (wodny, octanu etylu, heksanowy),
otrzymane z lisci czystka. Porownanie aktywnos$ci tych czterech preparatow roslinnych
na bazie czystka wykazato, ze olejek eteryczny charakteryzuje si¢ najsilniejszym efektem
hamowania wzrostu bakterii B. burgdorferi. Olejek eteryczny o stgzeniu w pozywce
hodowlanej rownym 0,02% (w/v) po o$miodniowym okresie hodowli ograniczyt wzrost
bakterii do 2% w stosunku do proby kontrolnej. Inkubacja z ekstraktami heksanu i octanu
etylu réwniez hamowata wzrost drobnoustrojow, podczas gdy wodny ekstrakt nie
wykazywat wlasciwosci hamujacych [91].

Wiasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze ziela C. incanus wykazano
roOwniez na podstawie analizy aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej wodnych ekstraktow
otrzymanych z dostgpnych na polskim rynku probek handlowych czystka. W badaniu tym
uzyto siedmiu szczepoéw bakterii Gram-dodatnich i trzech Gram-ujemnych oraz dwoéch

szczepOw grzybow. Na podstawie otrzymanych wynikéw zaobserwowano, ze ekstrakty
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wykazywaly wigksza aktywnos$¢ przeciwbakteryjng niz przeciwgrzybicza. Wsrdd
szczepOw bakterii ekstrakty wodne wykazywaty silniejszg aktywno$¢ przeciwbakteryjng
wobec bakterii Gram-dodatnich, gtéwnie S. aureus i S. epidermidis [64].

Dodatkowe eksperymenty in situ prowadzone przez Hanniga i wsp. wykazaty, ze
plukanie jamy ustnej naparem C. incanus ogranicza ilo$¢ bakterii na powierzchni szkliwa

z¢bow, powodujac takze zmniejszenie poczatkowej adhezji bakteryjnej [92], [93].
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3.3  Wlasciwosci cytotoksyczne

Badania przeprowadzone na hodowanych in vitro roslinach C. incanus
udowodnity dziatanie cytotoksyczne tego gatunku. Wykazano, ze etanolowe ekstrakty
pedow (bogate w diterpeny labdanum) z hodowli in vitro powodujg zahamowanie
rozwoju linii komorkowych raka szyjki macicy (HeLa), raka piersi (MDA-MB-453) oraz
czerniaka (FemX). Ekstrakty korzeni z tej hodowli nie wykazywatly wlasciwosci
cytotoksycznych wobec zadnej linii komérek nowotworowych. Fakt ten powigzany zostat
z zaobserwowanym brakiem w ekstrakcie korzeni diterpenéw typu labdanu, ktorym
z tego powodu przypisano zdolno$¢ hamowania proliferacji komorek nowotworowych
[21], [35].

Szeroko zakrojone badania aktywnosci cytotoksycznej i przeciwnowotworowe;j
bioaktywnych, wysoce lipofilowych i naturalnie wytwarzanych diterpenéw typu labdanu
przeprowadzone zostalty w zespole greckich i amerykanskich badaczy. Poddawane
licznym testom diterpeny otrzymano z zywicy labdanum oraz z naziemnych czeSci
C. incanus. Wigkszos¢ badanych zwigzkéw okazala si¢ aktywna biologiczne [36], [94]-
[103]. Do zwiazkow o najwigckszej 1 najbardziej zréznicowanej aktywnoS$ci
przeciwnowotworowe;j zaliczy¢ mozna: sklareol, labd-7,13(E)-dien-15-ol,
labd-13(E)-en-8a,15-diol oraz jego pochodng octanowsa (octan labd-13(E)-en-8a-o0l-15-
yl). Jedno z pierwszych badani in vitro, prowadzone pod katem hamowana proliferacji
linii komorkowych KB, P-388; NSCLC-N6 ukazalo wysoka aktywno$¢ cytotoksyczna
octanu labd-13(E)-en-8a-ol-15-ylu, sklareolu i 13-epi-sklareolu oraz umiarkowang
labd-7,13(E)-dien-15-olu, tlenku manoilu, tlenku 13-epi-manoilu [84]. Ocena
cytotoksycznosci wobec 3 innych hodowanych linii komérkowy (RAJI, MOLT3, H9)
pokazala potencjat antynowotworowy pieciu z szesciu testowanych diterpenow
wyizolowanych z czystka, w tym labd-7,13(E)-dien-15-olu, oraz labd-13(E)-en-8a,15-
diolu. Jedynym nieaktywnym zwigzkiem w tym badaniu okazat si¢ tlenek 13-epi-manoilu
[100]. Czysty tlenek 13-epi-manoilu oraz mieszaniny izomeréw tlenku manoilu
powodowaly natomiast zahamowanie wzrostu u kilku innych linii komorek
biataczkowych. Najwyzsze, 32% zahamowanie wzrostu komorek obserwowane byto dla
linii CCRF-CEM [94]. Wyrazny efekt hamujacy wzrost i dziatanie cytotoksyczne
labd-13(E)-en-8a,15-diolu oraz jego octanowej pochodnej zostal udowodniony
w badaniach in vitro na licznej grupie linii komdorkowych ludzkiej biataczki [96], [101].

Jedyna réznica strukturalna mig¢dzy tymi zwigzkami (obecno$¢ grupy acetylowej na
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weglu C-13) nie wptynela znaczaco na aktywno$¢ tych zwiazkow, oba zwigzki
wykazywaty podobng aktywnos$¢ wobec testowanych linii [101]. W badaniach in vitro
udowodniono réowniez, ze Sklareol indukuje apoptozg linii komoérek biataczkowych T
[97]. Opisano wplyw sklareolu na ludzkie linie komérkowe raka piersi MN1 i MDD2.
Analiza cyklu komorkowego 1 proliferacji komorkowej wykazaty, ze stosowanie
sklareolu prowadzi do zahamowania wzrostu w fazie G1/S i pdzniejszej indukcji
apoptozy komorek. Oba efekty byly niezalezne od p53. Ponadto sklareol zwigkszyt
aktywno$¢ znanych lekow przeciwnowotworowych (doksorubicyny, etopozydu
i cisplatyny) przeciwko linii komorkowej raka piersi MDD2 [98].

Pomimo wykazanej znaczacej aktywno$¢ farmakologicznej diterpendéw typu
labdanu obserwowanej w testach in vitro, dalsze stosowanie in vivo byto utrudnione ze
wzgledu na ich slabg rozpuszczalno$¢ w wodzie. W celu poprawienia ich
rozpuszczalnosci w srodowisku wodnym zostaly zaprojektowane i opracowane preparaty
liposomalne, umozliwiajace przeprowadzenie testow in vivo. Poréwnano rowniez
aktywno$¢ cytotoksyczna/cytostatyczng wolnych zwigzkéw 1 ich liposomalnych
preparatow wobec roéznych linii ludzkich komoérek nowotworowych [36], [95], [102]. Po
zamknieciu labd-7,13-dien-15-olu w liposomach stwierdzono, ze otrzymany liposomalny
preparat zwigzku wykazuje identyczng aktywno$¢ wobec tych samych badanych komorek
nowotworowych, co jego wolna posta¢. Aktywnos$¢ ta byla szczegdlnie widoczna
w stosunku do komoérek DMS114 [36]. Wyniki porownania wolnej i liposomalnej postaci
labd-13(E)-en-8a,15-diolu, octanu labd-13(E)-en-8a-0l-15-ylu oraz sklareolu wykazaty
zmiany aktywnosci przeciwnowotworowej dla wigkszosci testowanych linii. Mimo
wszystko preparat liposomalny octanowej pochodnej i sklareolu zachowat aktywnos$é
hamowania wzrostu (Glsg) wobec wszystkich testowanych linii komodrkowych,
W przeciwienstwie do preparatu liposomalnego labd-13(E)-en-8a,15-diolu, ktorego efekt
byt ograniczony do niektorych linii komérkowych [95], [102]. Porownujac otrzymane
wyniki mozna stwierdzi¢, ze linia HC116 jest jedyng, dla ktorej we wszystkich czterech
przypadkach posta¢ liposomalna poprawiata wartosci parametrow opisujacych
wlasciwos$ci przeciwnowotworowe zwigzkow.

Zdolnos$¢ przeciwnowotworowa sklareolu oceniano in vivo na mysim modelu
heteroprzeszczepu raka jelita grubego. Wyniki in vivo byly zgodne z badaniami na
hodowlach komoérkowych. Podawanie dootrzewnowe sklareolu otoczonego liposomami
w maksymalnej tolerowanej dawce powodowalo wyrazne zahamowanie wzrostu guzow

HCT116 (p537), utworzonych jako heteroprzeszczepy u myszy NOD/SCID. Zwierzeta te
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sg pozbawione funkcjonalnych limfocytow T i B, co znacznie obniza ich mozliwo$¢
reakcji immunologicznej. Pozwala to na wszczepianie komorek pochodzacych od innych
gatunkow, bez ryzyka ich odrzucenia i zniszczenia przez uktad odpornosciowy. Ustalono,
ze cytotoksyczne dziatanie sklareolu oparte jest na indukowaniu zatrzymania cyklu
komoérkowego w fazie G1, po ktdrej nastepuje apoptoza, obejmujgca aktywacje kaspaz
przez mechanizm niezalezny od p53. Wyniki te sugeruja, ze sklareol w kapsutkach
liposomowych ma potencjal chemioterapeutyczny w leczeniu raka jelita grubego i innych
rodzajow raka u ludzi, niezaleznie od statusu p53 [103].

Przeprowadzony przez inny zesp6t badawczy eksperyment pokazal, ze
liofilizowane ekstrakty wodne (teoretycznie nie zawierajace lipofilowych diterpenow)
otrzymane z naziemnych czeSci roslin Cistus incanus wykazaty wiasciwosci
cytotoksyczne wzglgdem komorek raka prostaty (PZ-HPV-7 1 PNT1A) i linii
komorkowej fibroblastow ptuc (V79-4). W tym przypadku, wlasciwosci te przypisane

zostaty zawartym w roslinie flawonoidom [104].
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34 Inne wlasciwosci

Oprocz  wspomnianych — wczesniej  wlasciwo$ci  gatunku  C.  incanus
udokumentowane zostaty przez rozne zespoly badawcze takze inne wlasciwosci lecznicze
tej rosliny.

Wyciaggi z czystka wykorzystywane byto miedzy innymi w tradycyjnej
bliskowschodniej medycynie, jako srodki spazmolityczne w leczeniu biegunek i zaburzen
trawienia. Udowodniono, ze wodne ekstrakty czystka w warunkach in vitro dziataja
rozkurczajgco na wyizolowane mig$nie gtadkie jelit i aorty [105].

Testy na szczurach dowiodty, ze wodny ekstrakt C. incanus chroni btong sluzowg
zotadka przed zmianami wywotanymi przez rézne $rodki uszkadzajace sluzéwke zotadka.
Zmiany patologiczne wywotywano przy uzyciu zwigzkéw takich jak: kwas solny, etanol,
indometacyna, serotonina oraz rezerpina. W badaniu wykazano efekt gastroochronny dla
wszystkich badanych modeli eksperymentalnych [106].

Wiyniki innych badan wykazaty, ze olejki eteryczne z r6znych gatunkéw Cistus,
w tym C. incanus (autor podaje nazwy C. villosus i C. creticus), posiadaja dziatanie
hamujace aktywnos$¢ acetylocholinoesterazy i/lub butyrylocholinesterazy. Hamowanie
dziatania tych enzymow moze by¢ przydatne w zapobieganiu i leczeniu choroby
Alzheimera [52].

Wodne ekstrakty podgatunku Cistus incanus L. ssp. incanus wykazujg zalezng od
dawki regulacje wzrostu, zywotnosci 1 uwalniania cytokin przez ludzkie leukocyty.
Powodujac normalizacj¢ ilosci komorek ukladu odpornosciowego oraz odpowiedzi
immunologicznej, prowadzaca do zmniejszenia uszkodzen wywotanych nadmierng
odpowiedzig immunologiczng 1 przyspieszeniem proces leczenia Moze to wyjasniac
stosowanie w medycynie ludowej ekstraktow z czystka do leczenia réznych chordb
zapalnych [107] .

W badaniach z uzyciem hodowli komérkowych oraz modelu zwierzgcego (myszy)
wykazano, ze handlowy preparat CYSTUSO052 (Dr. Pandalis Urheimische Medizin
GmbH & Co. KG, Niemcy) zawierajacy ekstrakt roslinny z specjalnie hodowanego
podgatunku C. incanus wykazuje silng aktywnos¢ przeciw wirusom grypy A. Co wazne
badane wirusy nie rozwingly opornosci na CYSTUS052 w przeciwienstwie do
amantadyny, ktorej stosowanie spowodowalo wytworzenie odpornych mutantow
zaledwie po kilku pasazach [108], [109]. Przeprowadzono réwniez zrandomizowane

I kontrolowane placebo badania kliniczne w ktorych na grupie 160 pacjentow zbadano
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wptyw preparatu CYSTUSO052 na wspomaganie leczenia infekcji goérnych dréog
oddechowych. Dowiedziono, iz handlowy ekstrakt z C. incanus stanowi skuteczny
czynnik redukujacy $redni czas trwania i poziom nasilenia objawow choroby. Ocena
zaawansowania infekcji wynikala ze skali nasilenia objawdw, takich jak: bol, kaszel
(intensywnos¢ 1 czestotliwosc), plwociny oraz katar. Czas, w ktérym w grupie stosujacej
lek nastepowata poprawa parametréw klinicznych byt znaczaco krotszy niz w grupie
placebo [110].

W nowszych badaniach in vitro oceniano aktywno$¢ przeciwwirusowg ekstraktow
Cistus incanus przeciwko HIV i filowirusom. Udowodniono, ze wykazuja one szerokg
aktywnos$¢ hamujaca wobec réznych izolatow HIV, w tym izolatu wirusa klinicznego
z wieloma opornosciami na konwencjonalne leki. Aktywno$¢ przeciwwirusowa
ekstraktow czystka byta widoczna réwniez w stosunku do wirusa Ebola [111].

Ponadto przeprowadzono badania majace ocenic dziatanie
przeciwpierwotniakowe dziewigtnastu niepolarnych zwigzkow wyizolowanych z gatunku
Cistus monspeliensis oraz Cistus creticus ssp. creticus oraz dwudziestu dziewigciu
potsyntetycznych pochodnych tych naturalnych zwigzkow. Badane zwigzki wykazat
zroznicowany potencjal w stosunku do Leishmania donovani. W przypadku zwigzkoéw
wyizolowanych z C. incanus najwigkszym potencjatem przeciwpierwotniakowym
charakteryzowata si¢ jedna z potsyntetycznych pochodnych labd-13(E)-ene-8a,15-diolu
(wyniki poréwnywalne do otrzymanych dla pentamidyny) [112].
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V. CEL PRACY

Celem niniejszej rozprawy bylo przeprowadzenie analizy sktadu chemicznego
oraz ocena wybranych wiasciwosci biologicznych handlowych probek Cistus incanus L.
roznigcych si¢ pochodzeniem (Turcja, Albania, Grecja 1 nieznane potozenie geograficzne)
I sprzedawanych na Polskim rynku w formie suszu. Analiza sktadu obejmowata badania
lotniej i nielotnej frakcji metabolitow wtdrnych pochodzacych z naziemnych czgéci roslin
C. incanus L. Ocena aktywnosci biologicznej skupiona byta na wiasciwosciach
antyoksydacyjnych, przeciwbakteryjnych i przeciwnowotworowych frakcji fenolowej tej
ro$liny.

Kolejnym zatozeniem realizowanym w ramach celu pracy bylo opracowanie
procedur analitycznych opartych o techniki chromatograficzne, stuzacych do analiz
sktadu chemicznego oraz oznaczania aktywnoS$ci biologicznej (bioprofilowania) probek
handlowych C. incanus. Przy realizacji tego celu gtowna uwaga skoncentrowana byta na
zaproponowaniu kompleksowego podejécia bazujacego na technice chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) polaczonej z odpowiednimi testami aktywnos$ci biologicznej
(antyoksydacyjnej i antybakteryjnej), stuzacego do szybkiego przesiewowego badania
aktywnych sktadnikow obecnych w zlozonej matrycy roslinnej oraz ich pdzniejszej
identyfikacji.
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VI. CZESC DOSWIADCZALNA

1. APARATURA | ODCZYNNIKI

Ponizej przedstawiono wykaz sprzetu uzytego podczas przeprowadzonych w niniejszej pracy

badan:
e aparat cyfrowy Cybershot DSC-HX60 (Sony, Neu-Isenburg, Niemcy);
e aparat Derynga do destylacji z parg wodng (ChemLand, Stargard Szczecinski);
e aparat Soxhleta z chtodnica kulkowa (ChemLand, Stargard Szczecinski);
e automatyczny aplikator do TLC Linomat IV (CAMAG, Muttenz, Szwajcaria);

e chromatograf cieczowy z detekcja masowa z pojedynczym kwadrupolem (model
LC-MS-2020, Shimadzu, Kyoto, Japonia) wyposazony w binarng pompe
gradientowa, odgazowywacz, autosampler, detektor spektrofotometryczny
z matrycg diodows, analizator mas z jonizacja poprzez elektrorozpraszanie (ESI
ang. Electrospray ionization) oraz oprogramowanie LabSolutions 5.72v (Shimadzu,
Kyoto, Japonia);

e chromatograf gazowy Trace 2000 (kolumna kapilarna TG-35MS 30 m x 0,35 mm X
0,25 um) sprzezony z detektorem mas MS Trace (Thermo Quest, Waltham, MA,
USA), wyposazony w autosampler Combi PAL (CTC, Basel, Szwajcaria), ktory
pracuje takze w trybie head-space, z oprogramowaniem X-Calibur i biblioteka
widm masowych NIST (ang. National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, MD, USA);

e cisnieniowy ekstraktor rozpuszczalnikowy ASE 200 (Dionex, Sunnyvale,
Kalifornia, USA);

e densytometr skaningowy C60 (Desaga, Heidelberg, Niemcy), wyposazony
w program ProQuant (Desaga, Heidelberg, Niemcy);

e drobny sprzet laboratoryjny;

e kalibrowane kapilary do nanoszenia probek stosowane w chromatografii
cienkowarstwowej (CAMAG, Muttenz, Szwajcaria);

e kamera CCD IS-4000 (Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA);
e komory chromatograficzne (CAMAG, Muttenz, Szwajcaria);

e koncentrator prozniowy SpeedVac ISS 100 (Savant Instruments Inc., Farmingdale,
NY, USA);

e lampa UV (CAMAG, Muttenz, Szwajcaria);

e magnetyczne mieszadto z funkcja grzania RCT basie (IKA, Staufen, Niemcy);
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mieszadlo magnetyczne silnikowe MS11 (WIGO, Pruszkéw);
pipety automatyczne od 10 do 1000 pl (Socorex, Ecublens, Szwajcaria);

plaszcz grzewczy z regulacja mocy SXKW - 98IB (ChemLand, Stargard
Szczecinski);

rotacyjna wyparka proézniowa RV 10 digital V-C (IKA, Staufen, Niemcy);
suszarka laboratoryjna model S-40 (Alpina, Polska);

szklane fiolki z kapslami z membranami teflonowo - silikonowymi (Thermo
Scientific, Waltham, MA);

waga analityczna model SBC 31 (Scaltec, Heiligenstadt, Niemcy);
waga laboratoryjna WXD 200/2000 (RADWAG, Radom));

zestaw do oczyszczania wody Elix Advantage 3 System (Millipore, Molsheim,
Francja).

Podczas przygotowywania 1 analizy probek uzyto nastgpujacych odczynnikow

chemicznych o stopniu czystosci cz.d.a., wyprodukowanych przez firm¢ POCH (Gliwice,

Polska) lub Reanal (Budapeszt, Wegry):

aceton (CO(CHs)2);

bezwodny siarczan (V1) sodu (NazSOas);
borowodorek sodu (NaBHa4);
chlorek glinu (AICl3);

chlorek zelaza (III) (FeCls);
chloroform (CHCls);
dichlorometan (CH2Cly);

etanol (EtOH);

eter dietylowy (C2HsOC2Hs);
kwas mrowkowy (HCOOH);
kwas octowy (CH3COOH);

kwas ortofosforowy (V) (HzPO.);
kwas siarkowy (V1) (H2S0.);
kwas solny (HCI);

metanol (MeOH);

n-butanol (CsHyOH);

n-heksan (CeHu4);

octan etylu (AcOEt);
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0-ksylen (CsHa(CHs)2);

toluen (CsHsCHs);

weglan sodu (NaCOg);
wodorotlenek baru (Ba(OH)z);
wodoroweglan sodu (NaHCO3).

Pozostate odczynniki uzyte do analizy:

2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich, Poznan, Polska);
acetonitryl o czystosci gradientowej (Fisher Scientific, Pittsburg, PA, USA);
anilina (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Niemcy);

bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy (MTT) (Carl Roth,
Karlsruhe, Niemcy);

difenyloamina (DPA) (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Niemcy);

kwas p-aminobenzoesowy (PABA) (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Niemcy);

boran 2-aminoetylodifenylowy (NP, ang. natural product reagent) (Carl Roth,
Karlsruhe, Niemcy);

paraffina (zakupiona w aptece);

poli(tlenek etylenu) 400 (PEG 400) (Carl Roth, Karlsruhe, Niemcy).

Jako substancje wzorcowe wykorzystano:

apigenina (>97%, Sigma—Aldrich Budapeszt, Wegry);

1,8-cineol (eukaliptol) (99%, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Niemcy);
eugenol (99%, Acros Organics, Geel, Belgia);

(1R)-(—)-fenchon (>98%, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Niemcy);
glukoza (cz.d.a., Reanal, Budapeszt, Wegry);

kamfora (96%, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Niemcy);
(R)-(—)-karwon (98%, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Niemcy);
kemferol (>97%, Sigma—Aldrich Budapeszt, Wegry);

kwas p-kumarowy (>98%, Sigma—Aldrich Budapeszt, Wegry);
linalol (97%, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Niemcy);
(R)-(+)-limonen (97%, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Niemcy);
palmitynian metylu (cz.d.a., Poly-Science Corporation, Niles, USA);

tetradekanonan metylu (cz.d.a., Poly-Science Corporation, Niles, USA);
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e tymol (99%, Acros Organics, Geel, Belgia);
e y-terpinen (97%, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Niemcy).

Woda stosowana do przygotowania ekstraktow roslinny i fazy ruchomej byta podwdjnie
destylowana i dejonizowana w warunkach laboratoryjnych przy uzyciu systemu Millipore

Elix Advantage (Molsheim, Francja).

W niniejszej pracy wykorzystano ptytki chromatograficzne firmy Merck (Darmstadt,
Niemcy):

e Aluminiowe ptytki HPTLC SiO2 60 (20 cm x 20 cm; nr. kat. 105547);
e Aluminiowe ptytki TLC SiO2 60 F2s4 (20 cm x 20 cm; nr. kat. 105554);
e Szklane ptytki TLC SiO2 60 (20 cm x 20 cm; nr. kat. 105721);

e Szklane ptytki HPTLC SiO2 60 NH:z F2sss (20 cm x 10 cm; nr. kat. 113192).
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2.

MATERIAL ROSLINNY

Przedmiot badan stanowito 12 komercyjnie dostepnych (w sklepach stacjonarnych

i internetowych) probek ziota Cistus incanus L., uzyskanego od réznych producentow

w postaci wysuszonych i rozdrobnionych czg$ci roslin z rozpoznawalnymi fragmentami

lisci, todyg 1 kwiatow. Wedtug informacji podanych przez producentdéw, probki materiatu

ros§linnego (sprzedawane w postaci herbaty ziotowej) pochodzity z Turcji (probki

T1+T5), Albanii (probki Al+A4) i Grecji (probki G1 1 G2). W przypadku jednej z probek

(ND1) brak jest danych dotyczacych pochodzenia surowca roslinnego. Jedenascie probek

okre$lonych zostatlo przez producenta, jako C. incanus L. oraz jedna (G2), jako

C. creticus L. (Rys. 14). Producenci nie podajg zadnej informacji na temat konkretnego

regionu kraju, czasu zbioru, metody suszenia, czy tez sposobu przechowywania ziota. Dla

wiekszosci probek na opakowaniu nie wystepuje rowniez informacja o tym, jaka czes$¢

ros$liny wchodzi w sktad preparatu.

Turcja Grecja
| |
| | | |
11 || 2 || T3 || T4 || TS Gl ||
L I
'C. ereticus L.

Rys. 14. Pochodzenie probek handlowych C. incanus.

Albania Brak informacji
1 |_|_I
| |
at [l a2 | a3 [f as¢ ND1
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3. ANALIZA FRAKCJI LOTNEJ TECHNIKA CHROMATOGRAFII GAZOWEJ

3.1  Izolacja, rozdzial i identyfikacja — metodyka badan

3.1.1 Destylacja z para wodng w aparacie Derynga

W kolbie okragltodennej o pojemnosci 500 ml umieszczono 25 g materialu
roslinnego, a nastgpnie dodano 300 ml wody redestylowanej i 0,5 ml o-ksylenu. Proces
destylacji z parg wodng prowadzono przez 4 godziny od momentu zaobserwowania
wrzenia mieszaniny. Po zakonczeniu destylacji ksylenowy roztwor olejka eterycznego
(destylat barwy jasnozottej) osuszono bezwodnym siarczanem (V1) sodu i przeniesiono
do fiolki z ciemnego szkla. Zawarto$¢ olejkdw eterycznych mierzono zgodnie
z procedurg opisang w Farmakopei Polskiej X (2014) [113]. Uzyskane ilosci olejkow
eterycznych miescity si¢ w zakresie od 0,04 do 0,12% olejku na kilogram suchej masy
C. incanus L. Przygotowane w ten sposOb olejki eteryczne przechowywano w szczelnie

zamknietych fiolkach w temperaturze —20°C, gotowe do dalszej analizy technikg GC-MS.

3.1.2 Analiza fazy nadpowierzchniowej

2 g badanego materiatu roslinnego umieszczono w fiolce do analizy fazy
nadpowierzchniowej o objetosci 10 ml. Fiolke zamknig¢to kapslem z membrang
teflonowo-silikonowa, umieszczono w termostacie automatycznego podajnika
(autosamplera) chromatografu gazowego i wygrzewano przez 60 min w temperaturze
130 °C. Nastepnie 750 pul prébki fazy gazowej pobranej bezposrednio znad powierzchni
materialu roslinnego dozowano automatycznie do chromatografu gazowego sprzezonego
z detektorem mas. Dobor parametrow pracy termostatu w analizie fazy
nadpowierzchniowej prowadzono dla szeSciu réznych czaséw termostatowania probki
(15, 30, 45, 60, 75 i 90 minut) oraz w temperaturach w zakresie od 60 °C do 150 °C (przy

interwale 10 °C).

3.1.3 Analiza GC/MS

Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu chromatografu gazowego Trace 2000
sprzgzonego ze spektrometrem mas MS Trace (ThermoQuest, Waltham, MA USA)
1 wyposazonego w automatyczny podajnik probek typu Combi PAL. Probki
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nastrzykiwano w trybie splitless, stosujac hel (cisnienie 100 kPa) jako gaz no$ny oraz
temperatur¢ dozowania 220 °C. Do rozdziatu badanych zwigzkow zastosowano kolumne
kapilarng TG-35MS (30 m x 0,35 mm X 0,25 pm, Thermo Scientific™). Analiz¢
przeprowadzono wedlug programu temperaturowego przedstawionego na Rys. 15.
Spektrometr masowy wyposazony byl w zrodlo jondéw z jonizacja elektronami EI
0 energii 70 eV. Dane uzyskane w trakcie analizy rejestrowano i opracowywano

z uzyciem programu X-Calibur.

240
220 A
200 A
180 +
160
140 -
120 +
100 +
80 -
60 -
40

220°C (15 min)

150°C {1min)

Temperatura =C

0 2 8,7 9,7 14,4 294 35
Czas [min]

Rys. 15. Schemat programu temperaturowego analizy technika GC/MS substancji lotnych
zawartych w badanych probkach C. incanus L.

3.1.4 Identyfikacja zwigzkow

Identyfikacja poszczegdlnych zwigzkow lotnych zawartych w badanych probkach
C. incanus opierata si¢ na poréwnaniu widm masowych zarejestrowanych dla
poszczegblnych pikow chromatograficznych z widmami dostepnymi w bibliotece widm
NIST. Dodatkowo tozsamo$¢ cze$ci zwigzkéw lotnych zostala potwierdzona na
podstawie porownania zgodno$ci czaséw retencji tr i widm masowych z odpowiednimi
wzorcami. oraz na podstawie analizy danych literaturowych [46], [52] dotyczacych

zwiazkow juz zidentyfikowanych w gatunku Cistus incanus L.
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3.2  Analiza chromatograficzna frakcji lotnej [114]

Celem tej cze$ci badan bylo poréwnanie sktadu chemicznego lotnych frakcji
wyizolowanych z dwunastu probek handlowych C. incanus L. pochodzacych od réznych
producentéw 1 lokalizacji geograficznych. Oceniona zostata réwniez skuteczno$é
wyodrebniania zwigzkow lotnych z badanego materiatu roslinnego przy uzyciu dwoéch
technik izolacyjnych. Pierwszg z nich byta analiza fazy nadpowierzchniowej
(ang. Head-Space) polegajaca na desorpcji termicznej substancji lotnych bezposrednio
z suszonego materialu  roslinnego. Druga metode stanowila  destylacja
z parag wodng w aparacie Derynga o zamknietym obiegu wody, polecana przez
Farmakopeg¢ Polskg [113], jako podstawowa metoda wyodrebniania substancji lotnych.
Ocena skutecznosci izolacji zwigzkéw lotnych obu zastosowanych metod odbywata sig¢
przez porownanie profili chromatograficznych badanych prébek otrzymanych technika
GC/MS.

Wiyniki ilosciowej i jakosciowej analizy frakcji lotnej badanych probek C. incanus
przedstawiono w Tab. 1 dla analizy olejkéw eterycznych otrzymanych w aparacie
Derynga oraz w Tab. 2 dla danych otrzymanych technika HS-GC/MS. Zidentyfikowane
w probkach zwigzki przyporzadkowano w tabelach do odpowiednich klas chemicznych,
podano odpowiadajace im czasy retencji tr, metody identyfikacji oraz ich zawarto$¢
procentowa w probce (rozumiang, jako wkiad procentowy poszczegdlnych wysokosci
pikéw do sumy wysokosci wszystkich pikow uzyskanych na danym chromatogramie). Do
poréwnania 1 iloSciowej oceny réznic w skladzie i1 zawartosci lotnych zwigzkow
w badanych probkach wykorzystano okre§long W powyzszy sposob zawarto$¢
procentowa zwigzkow. Zastosowanie do oceny ilosciowe] rzeczywistych stezen
poszczegdlnych zwigzkow wigzatoby sie¢ z wieloma istotnymi problemami i nie bylo

konieczne do zrealizowania celu badan.
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Tab. 1. Sktad chemiczny olejkéw eterycznych wyizolowanych z probek C. incanus

metoda destylacji z parg wodng w aparacie Derynga i analizowanych technika GC / MS

[114].
1 . Zwarto$¢ wzgledna [%]
(i Zwigzek Ti[ T2 [T3 [ Ta[T5 [AL [ A2 [As[Ad (G162 [no1] P
monoterpeny 2.9 - 04 16 27 - 27 20 07 11 - 1.0
4.6 limonen 0.5 - - - - - 20 08 - - - - 1,23
4.9 y-terpinen 2.4 - 04 16 27 - 07 11 07 11 - 1.0 |123
pochodne tlenowe monoterpenéw 84 13 101 91 36 16 95 137 93 75 00 4.4
4.7 eukaliptol 4.0 - 3.3 3.8 - 0.6 3.1 6.0 3.1 2.7 - 25 (123
55 a-linalol 2.6 - 1.1 11 16 - 16 12 10 04 - - 1,23
5.7 fenchon 0.5 - 19 06 - 03 13 11 11 05 - - 1,23
6.6 kamfora 13 13 3.6 17 15 0.4 2.7 4.5 2.3 3.1 - 06 (123
6.9 a-terpineol - - 03 06 - 02 09 - 12 04 - 08 | 13
7.2 safranal - - - 11 05 01 - 09 06 03 - 05 | 13
7.9 (-)-karwon - - - 0.2 - - - - - - - - 1,2
zwigzKi fenolowe 14.0 - 74 87 113 39 102 106 110 84 55 137
7.1 estragol - - 24 03 - - 0.6 - - 03 06 - 1
8.0 tymol 1.4 - 08 07 19 03 11 14 43 04 05 07 |123
8.2 karwakrol 127 - 40 74 94 36 85 91 63 73 09 130 | 13
8.8 eugenol - - 0.3 0.2 B B B B 0.4 0.4 3.5 - 1,2,3
pochodne tlenowe seskwiterpenéw | 2.2 - 34 12 32 81 27 28 56 35 15 1.4
11.2 viridiflorol 0.7 - 1.6 0.5 0.7 7.2 1.2 B 3.3 2.3 0.7 - 1,3
11.3 ledol - - 0.3 - - 09 15 22 22 13 - 05 | 13
115 kubenol 1.4 - 13 07 20 - - - - - 0.5 - 13
11.7 tlenek kariofilenu - - 0.3 - 0.4 - - 0.7 - - 04 08 | 13
seskwiterpeny 84 11 52 32 100 10 29 33 29 17 27 129
7.8 a-ylangen 0.7 - 03 02 08 02 - 0.4 - 0.2 - 07 | 13
87 ariofilen/ 13 11 - 05 15 05 13 13 16 12 13 06 | 13
faromadendren
9.6 a-selinen 2.0 - 1.0 0.7 1.9 0.3 0.9 1.0 0.7 - 0.6 2.3 13
9.9 5-kadinen 2.4 - 14 0.7 2.7 B 0.7 0.6 0.7 0.2 - 3.7 13
10.3 kalamenen 1.2 - 16 07 15 - - - - - - 24 | 13
11.6 himakalen 0.7 - 05 03 10 - - - - - 04 26 | 13
12.1 a-watiren - - 0.4 - 0.6 - - - - - 0.3 0.7 1
kwasy tluszczowe i ich pochodne - 81 96 130 06 106 06 03 61 118 - 0.4
76 kwas pelargonowy - - 03 03 - - - 0.3 - - - - 1,3
10.6 kwas dekanowy - - 1.1 10 - 0.2 - - - 0.5 - - 1,3
12.6 kwas tetradekanowy - 1.1 30 42 - 3.0 - - 19 33 - 04 | 13
136 palmitynian metylu - - 04 05 - - - - - - - - 1,2
14.2 kwas heksadekanowy - 69 47 69 06 74 06 - 41 80 - - 1,3
diterpeny i ich pochodne 384 506 233 298 346 343 303 298 238 233 286 401
13.9 tlenek sklareolu 44 52 31 08 48 35 19 35 12 - 4.1 2.7 1
14.0 tlenek dihydromanoilu - - 04 01 - - - - - - 0.7 - 1
14.7 tlenek manoilu 150 168 7.2 86 122 89 104 106 44 6.5 8.9 13.6 13
14.9 tlenek 13-epi-manoilu 170 286 73 117 143 120 157 127 102 101 97 194 | 13
15.3 sklareol 2.0 - 24 07 32 100 23 30 81 67 52 28 |13
15.5 abietatrien - - 29 18 - - - - - - - 1.6 | 13
zwiazki karbonylowe 0.6 - 66 58 15 26 19 18 18 38 19 1.0
3,4,4a,5,6,7-hexahydro-1,1,4a-
s trimethyl -2(1H)-nafthalenon ) - 05 08 -0l i i i i i !
12.9 heksahydrofarenzyloaceton 0.6 - 31 43 08 16 19 14 18 14 08 10 | 13
13.9 farenzyloaceton - - - - - - - - - 1.9 - - 1.3
2-(2-aceoksy- 2,5,5,8a-
17.1 tetramethyldecalin-1-yl)- kwas - - 11 03 06 - - - - 02 11 - 1
octowy
19.4 androsteron - - 1.9 03 - 0.9 - 0.4 - 0.2 - - 1
inne 27 21 51 14 34 24 - 0.5 - 0.6 - 1.9
17.1 1-heptatriakontanol - - 04 02 0.1 - - - - - - 1
21.2 pregnan-3,17,20-triol (3r, 5a, 20S) 27 21 471 13 34 23 - 0.5 - 0.6 - 1.9 1

Zwarto$¢ wzgledna [%] liczona jako procent sumy wysokosci wszystkich pikow. Obliczona na podstawie
trzech powtorzeniach warto$¢ RSD dla zawartos$ci wzglednej nigdy nie przekroczyta poziomu + 7,5%
ID: Identyfikacja zwigzkow:

1.

2.
3.

chromatograficznych z widmami dostgpnymi w bibliotece widm NIST

na podstawie zgodnosci tr i widm masowych z odpowiednimi substancjami wzorcowymi
na podstawie danych literaturowych [46], [52]
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Tab. 2. Sktad chemiczny frakcji lotnych wyizolowanych z probek C. incanus
analizowanych technikg HS-GC/MS [114].

1 §é 0
[m'?n Zwigzek Zwarto$¢ wzgledna [%0] D
TL [ T2 [ T3 [ T4 [ 15 [ AL [ A2 | A3 | A4 ]| Gl | G2 [NDL
pochodne tlenowe monoterpenéw | 2.8 2.2 4.7 1.8 3.4 1.4 - 14 7.2 - - 3.9
4.7 eukaliptol - - - - 1.2 - - - - - - 1.8 1,23
55 o-linalol - - 12 - - - - - - - - - 1,2,3
6.6 kamfora 2.8 2.2 21 1.8 11 14 - 14 4.3 - - 21 | 123
6.9 a-terpineol - - 1.3 - 1.1 - - - 2.9 - - - 1,3
zwiazki karbonylowe 5.6 3.1 7.9 31 2.7 5.7 - 3.3 10.0
7.2 2-etylideno-6-metylo-3,5- 16 - 20 - 12 14 - 10 31 - - - 1
heptadienal
3,4,4a,5,6,7-heksahydro-1,1,4a-
7.5 trimetylo-2(1H)-naftalenon 2.3 18 3.3 0.7 1.6 1.9 - 11 5.0 - - - 1
12.9 fiton 17 13 2.6 2.4 - 24 - 1.2 1.8 - - - 13
zwiazki fenolowe 14.5 1.8 284 212 335 4.1 13.1 7.9 106 231 1.5 35.1
8.0 tymol - - 1.0 - 1.8 - - - 4.1 - - - 123
8.1 karwakrol 9.3 1.8 250 212 317 25 13.1 7.9 6.5 231 - 35.1 13
8.9 eugenol 5.3 - 2.3 - - 1.6 - - - - 15 - 1,2,3
seskwiterpeny 1.6 6.2 5.4 5.4 8.1 7.3 - 1.9 3.3 - - -
9.7 a-murolen - 1.8 1.2 0.7 1.4 4.3 - - 1.7 - - - 1,3
10.0 8-kadinen 1.6 21 19 17 35 1.9 - 0.9 1.6 - - - 13
10.1 kalamenen - 2.3 15 21 2.0 1.2 - - - - - - 13
10.7 kalakoren - - 0.8 0.9 1.2 - - 1.0 - - - - 13
kwasy tluszczowe i ich pochodne - - 1.9 17.4 - 2.4 - 14.9
11.9 tetradekanonan metylu - - 0.8 51 - - - 3.0 - - - - 12
13.6 palmitynian metylu - - 1.2 12.4 - 2.4 - 11.9 - - - - 12
pochodne diterpenow 127 537 171 26,6 30.8 329 8.1 320 229 131 335 209
12.4 fitol 17 23 2.0 6.2 1.0 4.3 - 7.4 2.6 - - - 13
14.7 tlenek manoilu 43 154 6.2 6.2 128 102 - 7.5 7.3 4.8 11.7 7.7 13
14.9 tlenek 13-epi-manoilu 6.7 36.0 8.9 14.2 17.0 18.4 8.1 17.1 13.0 8.2 21.8 13.2 13
inne 39.2 10.2 15.9 8.2 7.3 16.5 41.2 11.1 16.1 314 21.5 23.2
3.3 furfural 22.0 4.6 8.0 2.3 3.6 8.1 18.3 4.6 8.1 14.2 11.7 13.6 1
49 5-metylofurfural 15.5 3.6 5.9 4.4 25 5.7 23.0 4.5 5.4 17.2 9.8 9.6 1
8.6 dehydro-ar-ionene 1.8 1.9 2.1 15 1.2 2.6 - 2.0 2.7 - - - 1,3

Zwarto$¢ wzgledna [%] liczona jako procent sumy wysokosci wszystkich pikow. Obliczona na podstawie
trzech powtorzeniach warto$¢ RSD dla zawartosci wzglednej nigdy nie przekroczyta poziomu + 7,5%
ID: Identyfikacja zwigzkow:
1. bazujaca na poréwnaniu widm masowych zarejestrowanych dla poszczegélnych pikoéw
chromatograficznych z widmami dostgpnymi w bibliotece widm NIST
2. napodstawie zgodnosci tr i widm masowych z odpowiednimi substancjami wzorcowymi
3. napodstawie danych literaturowych [46], [52]

Analizujgc otrzymane dane, trudno znalez¢ zwigzek lub grupe zwiagzkow, ktora
bytaby charakterystyczna dla probek pochodzacych z jednego regionu. Mozna natomiast
zauwazy¢, ze niezaleznie od uzytej metody w kazdej z dwunastu frakcji lotnych
stwierdzono obecnos$¢ dwoch zwigzkow: tlenek manoilu oraz tlenek 13-epi-manoilu. Sa
to pochodne naturalnego diterpenu nalezacego do labdanow, ktory jest gtownym
sktadnikiem zywicy labdanum, bedacej charakterystyczng substancjag wydzielang przez
rosliny nalezace do rodzaju Cistus L.. Warto réwniez zauwazy¢, ze zawartos¢ ilosciowa
tych dwoch skladnikow oraz pozostalych zwigzkow nalezacych do grupy diterpenow
stanowi Srednio 1/3 zawarto$ci calej frakcji lotnej wyizolowanej z probek czystka.
Kolejne wyrdzniajace si¢ klasy zwigzkow tj. seskwiterpeny i pochodne tlenowe
monoterpenow, sg grupami liczniejszymi, jednakze ich wkiad do catkowitej zawarto$ci
frakcji lotnej jest zdecydowanie nizszy, niz diterpendw. Na chromatogramach wigkszosci

przebadanych probek obecne sg takze piki pochodzace odpowiednio od: eukaliptolu,
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a-linalolu, kamfory, tymolu, karwakrolu, viridiflorolu, é-kadinenu, sklareolu, tlenku

sklareolu i fitonu. Na Rys. 16 przedstawiono widma masowe wyzej wymienionych.

dwunastu lotnych zwiazkéw wraz z ich strukturami chemicznymi.
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Rys. 16. Dwanascie najczgsciej wystepujacych zwigzkow zidentyfikowanych w probkach
C. incanus wraz z ich wzorami strukturalnym i widmami mas [114].
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Porownujgc efektywnos¢ dwoch metod zastosowanych do izolacji oraz
identyfikacji zwigzkéw (Rys. 17) zawartych we frakcji lotnej badanego materiatu
roslinnego, prostsza i szybsza analiza HS-GC/MS okazata si¢ technika mniej wydajna
(pozwolita wyizolowa¢ mniejszg liczbe lotnych zwigzkow) w poroéwnaniu z metoda
bazujaca na olejkach eterycznych otrzymanych w aparacie Derynga i analizowanych
technikg GC-MS. Niemniej jednak izolacja niektérych zwigzkéw mozliwa byla tylko
przy zastosowaniu jednej z wymienionych technik (Tab. 3). Za pomoca obu technik udato
si¢ zidentyfikowa¢ w sumie 51 zwiazkoéw, wsrdd ktorych 8 zostalo wyizolowanych tylko
przy uzyciu techniki analizy fazy nadpowierzchniowej, 29 zarejestrowano tylko druga
z technik, natomiast 14 zwigzkéw udato si¢ zarejestrowaé na chromatogramach
uzyskanych obiema metodami. Czg¢$¢ z tych zwigzkow jest zgodna z dotychczasowymi
doniesieniami na temat skladu lotnej frakcji otrzymanej z gatunkéw czystka.
Zidentyfikowano rowniez zwiazki, dla ktérych brak jest informacji literaturowych,

potwierdzajacych ich wcze$niejsza izolacje z gatunku Cistus incanus.
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Rys. 17. Liczba zwigzkéw zidentyfikowanych w probkach czystka. Wykres przedstawia
ogo6lng liczbe zidentyfikowanych lotnych zwigzkoéw bedacych sktadnikami olejkow
eterycznych z dwunastu probek C. incanus L. (lewy stupek) oraz otrzymanych technika
headspace bezposrednio z materiatu roslinnego (prawy stupek) [114].
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Tab. 3. Lista zwigzkow zidentyfikowanych za pomocg obu metod zastosowanych do
analizy frakcji lotnej probek handlowych czystka [114].

t . Wyodrebnienie
iy [m?n] Zack Derynz i Headspace
1 33 furfural > +
2 4,6 limonen + =
3 47 eukaliptol + +
4 4,9 y-terpinen + =
5 4,9 5-metylofurfural - +
6 55 o-linalol + +
7 5,7 fenchon + -
8 6,6 kamfora + +
9 6,9 a-terpineol +
10 7.1 estragol + =
11 7.2 safranal + S
12 7.2 2-ethylidene-6-methyl-3,5-heptadienal ° +
13 75 3,4,4a,5,6,7-hexahydro-1,1,4a-trimethyl -2(1H)- . .
nafthalenon
14 7,6 kwas pelargonowy + -
15 7.8 a-ylangen + S
16 7,9 (-)-karwon + =
17 8,0 tymol + +
18 8,2 karwakrol + +
19 8,6 dehydro-ar-ionene = +
20 8,7 kariofilen + =
21 8,7 aromadendren + =
22 8,8 eugenol + +
23 9,6 a-selinen + =
24 9,7 a-murolen = +
25 9,9 8-kadinen + +
26 10,3 kalamenen + +
27 10,6 kwas dekanowy + =
28 10,7 kalakoren = +
29 11,2 viridiflorol + S
30 11,3 ledol + =
31 11,5 kubenol + =
32 11,6 himakalen + S
33 11,7 tlenek kariofilenu + =
34 11,9 tetradekanonan metylu = +
35 12,1 a-watiren + =
36 12,4 fitol © +
37 12,6 kwas tetradekanowy + =
38 12,9 heksahydrofarenzyloaceton +
39 13,6 palmitynian metylu +
40 13,9 tlenek sklareolu + =
41 13,9 farenzyloaceton + =
42 14,0 tlenek dihydromanoilu + =
43 14,2 kwas heksadekanowy + -
44 14,7 tlenek manoilu + +
45 14,9 tlenek 13-epi-manoilu + +
46 15,3 sklareol + =
47 15,5 abietatrien + =
48 171 2-(2-aceoksy- 2,5,5,8a-tetramethyldecalin-1-yl)- kwas + )
octowy
49 17,1 1-heptatriakontanol + =
50 19,4 androsteron + =
51 21,2 pregnan-3,17,20-triol (3r, 5a, 20S) + =
Suma zidentyfikowanych zwiazkéw: 43 22
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Roéznica w wydajnosci obu metod analitycznych uzytych w tym badaniu moze
w pewnym stopniu wynika¢ z niewielkiego dodatku o-ksylenu do wody w procesie
hydrodestylacji. Mogt on ulatwi¢ izolacje z probki zwigzkéw mniej lotnych
(w szczegolnosci diterpenow), jednakze nie pozwala on na identyfikacje zwigzkow
o czasach retencji znajdujacych si¢ w zakresie wystgpowania jego sygnatu
chromatograficznego. Technika HS-GC/MS pozwolita natomiast na identyfikacje
zwiazkow, ktorych sygnaty moga by¢ natozone z pikiem o-ksylenu na chromatogramach
olejkéw eterycznych.

Widoczna przewaga w iloSci zwigzkéw otrzymanych w wyniku destylacji
W aparacie Derynga moze by¢ réwniez zwigzana z nieodpowiednim sposobem suszenia
badanego materiatu ros§linnego. Nie posiadamy zadnych informacji 0 sposobie suszenia
badanych probek, a mogt on spowodowac znaczng utrate najbardziej lotnej frakcji, przez
co analiza olejkéw eterycznych (zdecydowanie bogatszych w skladniki mniej lotne)
umozliwita identyfikacje wickszej grupy zwiazkow. Jednakze mimo mniejszej
wydajnosci HS-GC/MS, obie techniki uzupehniajg si¢ i dlatego warto wykonywac je
lacznie, w celu uzyskania pelnej informacji dotyczacej sktadu chemicznego frakceji lotnej
badanych zi6t.

Z analizy otrzymanych danych wynika, ze frakcje lotne uzyskane z handlowych
probek C. incanus wykazuja znaczne réznice w skladzie chemicznym. Spore rdznice
widoczne sg juz w obrebie probek zgrupowanych ze wzgledu na swdj kraj pochodzenia
(Turcja, Albania i Grecja). | tak na Rys. 18 i Rys. 19 przedstawiono przyktadowe
chromatogramy dwoéch tureckich probek czystka (T2 1 T3) wyraznie rézniacych sie
miedzy sobg zawarto$cig lotnych zwiazkow. W olejku eterycznym wyizolowanym
z probki T2 oznaczono tylko 8 zwigzkoéw, natomiast w przypadku olejku uzyskanego
z probki T3 wykryto 37 zwigzki. Rowniez przy zastosowaniu alternatywnej metody
analitycznej (HS-GC/MS) liczba znalezionych zwigzkéw w probee T2 byta duzo nizsza,
niz w T3. Biorac pod uwage tak duze rozbieznosci w profilach chromatograficznych
frakcji lotnej materiatu roslinnego o tym samym pochodzeniu wydaje si¢ oczywiste, ze
kraj zbioru probek nie moze by¢ traktowany jako czynnik réznicujacy sktad chemiczny

probek czystka.
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Rys. 18. Chromatogramy GC/MS otrzymane dla olejkow eterycznych uzyskanych
z probek czystka T2 i T3. Numeracja zwigzkow zgodna z opisem z Tab. 3 [114].
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Rys. 19. Chromatogramy HS-GC/MS otrzymane dla lotnych frakcji uzyskanych z probek
czystka T2 i T3. Numeracja zwigzkow zgodna z opisem z Tab. 3 [114].
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Obserwowane dysproporcje w zawartosci lotnych zwigzkow w probkach Cistus
incanus mogg wynika¢ z rdéznych sposobow suszenia oraz przechowywania materiatu
ro$linnego. Czynniki te w sposob nadrzedny beda determinowaty sktad frakcji lotnej
w handlowym materiale roslinnym. Brak informacji o sposobie suszenia
i przechowywania oraz innych zrodtach zmiennosci sktadu czystka (np. podgatunku,
wieku rosliny, okresie zbiorow) powoduje, ze mozemy jedynie poréwnaé poszczegolne
handlowe preparaty ziotowe rdéznych firm ze wzgledu na liczbe 1 rodzaj
zidentyfikowanych w nich lotnych zwigzkéw chemicznych, co na pewno stanowi
uzyteczng informacje, mowigcg nam jednak jedynie o sktadzie (jakosci) danej partii

materialu roslinnego.
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4. ANALIZA FRAKCJI NIELOTNEJ - WLASCIWOSCI ANTYOKSYDACYJNE

4.1  Ekstrakcja i analiza chromatograficzna - metodyka badan

4.1.1 Przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem (ASE)

Przyspieszong ekstrakcj¢ rozpuszczalnikiem (ASE) przeprowadzono przy uzyciu
urzadzenia Dionex ASE 200. Przed przystagpieniem do ekstrakcji pochodzacy od
producentow surowiec roslinny poddano wstgpnemu przygotowaniu, majacemu za
zadanie pozbycie si¢ cz¢sci chlorofilu oraz odtluszczenie materialu roslinnego. W tym
celu 10 g surowca ros$linnego poddano 24 godzinnej maceracji n-heksanem, po ktorej
przeprowadzono wyczerpujaca ekstrakcje w aparacie Soxhleta (okoto 80 h). Tak
przygotowany material roslinny wysuszono, odwazono w ilosci 2,5 g, a nastepnie
przeniesiono do celek celem przeprowadzenia  przyspieszonej  ekstrakcji
rozpuszczalnikowej.

W procesie ekstrakcji zastosowano warunki dobrane wczeSniej w oparciu
0 metody chemometryczne [115]. Warunki te wyznaczano podczas planowania
eksperymentu stosujac metody odpowiedzi powierzchni (RSM) przy zastosowaniu

centralnego planu kompozycyjnego (CCD) i zestawiono je w Tab. 4.

Tab. 4. Warunki analizy dla przyspieszonej ekstrakcji rozpuszczalnikowej [116].

Temperatura ekstrakcji 130°C

Rozpuszczalnik metanol - woda, 27:73 (v/v).
Gaz azot

Phlukanie 3-krotne

Cisnienie 100 atm

Czas ogrzewania 5 min

Czas statyczny 5 min

Ilos¢ cykli 5

Ilo$¢ surowca 2,59

Koncowa objetos¢ ekstraktu 37 ml

Uzyskane ekstrakty przeniesiono do pojemnikow z ciemnego szkla
I przechowywano w temp. -10 °C do czasu przeprowadzenia dalszej analizy. Dla kazdej

probki czystka zostalty wykonane dwa powtdrzenia.
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4.1.2 Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Analize technikg chromatografii cienkowarstwowej (TLC) wodno-metanolowych
ekstraktow czystka przeprowadzono stosujac pionowe komory chromatograficzne wg
Stahla. Przed przystapieniem do analizy komor¢ nasycano przez 15 minut parami fazy
ruchomej. Rozdzial zwigzkoéw prowadzono na szklanych ptytkach chromatograficznych
pokrytych warstwg zelu krzemionkowego Si60 (20 cm x 20 cm; Merck, Darmstadt,
Niemcy; nr kat. 1.05721), ktore uprzednio wstepnie rozwijano w metanolu oraz
aktywowano w suszarce laboratoryjnej (model S-40; Alpina, Polska) w temperaturze
110 °C przez 15 minut. Ekstrakty nanoszono na ptytki punktowo w objetosci 4 ul. Jako
faz¢ ruchomg uzyto mieszaning octan etylu - dichlorometan — kwas mrowkowy - kwas
octowy - woda w stosunku objetosciowym 100:10:10:10:11. Chromatogramy rozwijano
na wysoko$¢ 16 cm, po czym suszono ha powietrzu w temperaturze pokojowej
(21 £ 1 °C) przez 2 godziny.

Podczas opracowywania zastosowanej procedury analitycznej pordwnano
sprawnos$¢ rozdzielcza roznych uktadow chromatograficznych (Tab. 5), proponowanych
w literaturze do rozdziatu oraz identyfikacji zwigzkow fenolowych w materiale roslinnym
[115], [117]-[122]. Zastosowana w analizie faza ruchoma stanowita zmodyfikowang faze

ruchoma, zaproponowang przez Nicoletti i wsp. [117].

Tab. 5. Uktady chromatograficzne zastosowane podczas analizy TLC ekstraktow czystka.

Faza

. Faza ruchoma
stacjonarna

AcOEt - H,0 - HCOOH - CH3;COOH
SiO2 100:26:11:11 (v/v) [118]
100:15:11:11(v/v) [115]
AcOEt - CH,CI; - HCOOH - CH3COOH - H0
SiO2 100:25:10:10:11 (v/iv) [117]
100:10:10:10:11 (v/v)
CgHsCHs - ACOEt - HCOOH
SiO2 70:30:1 (v/v) [119]
12:6:1 (viv) [120]
MeOH - H,0 - CH3COOH

RP-18 78:25:3 (viv) [121]
25:25:3 (viv) [121]
H.0 - MeOH
RP-18

6:4 (vIv) [122]
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Po rozwinigciu 1 wysuszeniu kazdy chromatogram poddano analizie
densytometrycznej w trybie fluorescencji przy dilugosci fali A = 366 nm (dlugos¢ fali
charakteryzujaca si¢ najwigkszg intensywnos$cig responsu probek oraz liczbg mierzonych
sygnatow chromatograficznych w zakresie od 320 do 700 nm). Densytogramy
rejestrowano  stosujac  densytometr  skaningowy Desaga model CD 60
z oprogramowaniem ProQuant (Desaga, Heidelberg, Niemcy). Ponadto, wszystkie ptytki

chromatograficzne fotografowano pod lampg UV przy dtugosci fali A = 366 nm.

4.1.3 Wrlasciwosci antyoksydacyjne

W celu okreslenia aktywnosci antyoksydacyjnej badanych ekstraktow, rozwinigte
I wysuszone ptytki chromatograficzne spryskano 0,2% metanolowym roztworem DPPH
(2,2-difenylo-I-pikrylohydrazyl) i pozostawiono w temperaturze pokojowej na okres
30 minut [115]. Zwizualizowane chromatogramy fotografowano w $wietle widzialnym,
a zolte zabarwienie pasm chromatograficznych powstale w wyniku odbarwienia
ciemnofioletowego koloru pochodzacego od stabilnego wolnego rodnika DPPH,
zinterpretowano jako efekt aktywnosci antyoksydacyjnej. Rozwinigte i wysuszone
chromatogramy skanowano densytometrycznie w trybie ekstynkcji przy dlugosci fali
A =550 nm (przy ktorej wystepuje najwigksza rdznica pomigdzy absorbancja zottej formy
zredukowanej DPPH, a absorbancjg wolnego rodnika DPPH o kolorze fioletowym) (Rys.
20).

NO, Q NO,
. AH H :
N 02 N—N —> N 02 N—N +A
N02 NOZ
wolny rodnik DPPH forma zredukowana

Rys. 20. Struktura chemiczna rodnika DPPH oraz jego reakcja z sSubstancja
przeciwutleniajacg.
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4.2  Analiza wodno-metanolowych  ekstraktow technika chromatografii

cienkowarstwowej [116]

Celem niniejszego etapu badan bylo zastosowanie techniki chromatografii
cienkowarstwowej do konstrukcji oraz poréwnania chromatograficznych odciskow
palcow wodno-metanolowych ekstraktow uzyskanych z probek handlowych C. incanus.

Z analizy otrzymanych danych wynika, ze wyciaggi roslinne uzyskane
z handlowych probek czystka roznig si¢ zardwno iloscig, jak 1 intensywnos$cig
uzyskanych pikow chromatograficznych. Pod wzgledem jakoSciowym roéznice te
przedstawiono na Rys. 21, a takze na Rys. 22 i w Tab. 6 poréwnano je iloSciowo.
Poréwnujac otrzymane chromatogramy stwierdzono obecno$¢ co najmniej jedenastu
zwigzkow. Przy analizie wynikdw brano pod uwage intensywnos$¢, wartos¢ liczbowa
wspotczynnika R, kolor oraz ilo$¢ wszystkich pasm wystepujacych w kazdym badanym

ekstrakcie.

s
T T2 T3 T4 T5 A1 A2 A3 A4 ND1 G1 G2

Rys. 21. Chromatograficzne odciski palca dwunastu ekstraktow C. incanus L..
Rejestracja zdje¢ w swietle UV przy dlugosci fali A = 366 nm. Strzatkami zaznaczono
linig startu (S) oraz czoto fazy ruchome;j (F) [116].
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Tab. 6. Wyniki analizy densytometrycznej chromatograméw TLC otrzymanych dla
dwunastu ekstraktow czystka. Przedstawione zostaly: srednie wspotczynniki retardacji Rr
rozdzielonych pikow chromatograficznych, liczba oraz wysokosci pikéw dla kazdego
indywidualnego fingerprintu [MAV] oraz suma wysokosci wszystkich rozdzielonych
pikow [mAV] [116].

Nr Re Wysokos$¢ piku [mAV]
piku TL | T2 | T3 [ T4 | T5 [ AL | A2 A3| A4 [NDL| GL | G2
1 0,18 1774 1460 1724 1505 1370 1717 1581 1575 1556 1846 1437 1760
2 0,25 734 935 927 737 614 882 847 894 726 928 698 888
3 0,34 2022 2076 2356 1677 1152 2025 2357 3253 2701 2791 2656 1336
4 0,42 1231 606 1173 1354 878 1094 1189 1338 1744 1434 1078 431
5 0,49 940 2502 2021 959 1026 1734 3025 2999 2189 2582 3232 2145
6 0,55 372 282 458 557 376 547 441 591 713 426 357 270
7 0,62 260 679 673 254 286 569 1170 1281 723 948 1274 576
8 0,70 - - - - - 274 252 - 325 - -
9 0,79 298 726 949 1239 1337 1439 1376 2356 1538 1377 765 740
10 0,87 334 701 1044 882 874 1150 1018 1368 1173 916 773 646
11 0,95 - - - - - 284 301 311 428 326 307
Suma wysokos$ci
ikow [MAV] 7965 9968 11325 9165 7914 11717 13556 15967 13816 13574 12577 8793
Liczba rozdzielnych

pikéw 9 9 9 9 9 11 11 10 11 10 10 9

Kazdy ekstrakt poddano analizie chromatograficznej w trzech powtorzeniach
(n = 3), a przedstawione wartosci stanowig usrednione wyniki z wszystkich powtorzen.
Wzgledne odchylenie standardowe (RSD) uzyskanych  wartosci  sygnatow
chromatograficznych (n = 3) nie przekroczyto + 20%.

Najwigksza liczbe rozdzielonych pasm chromatograficznych o najwigkszych
intensywnos$ciach zaobserwowano dla probek A3 1 A4 (odpowiednio 10 1 11 pasm).
Probki te posiadajg réwniez najwyzsza sume¢ wysokosci pikow (odpowiednio 15967
i 13816 mAV). Probka T1 nalezy natomiast do probek, ktore charakteryzujg sie
najmniejsza liczba rozdzielonych pikow (9 pasm) oraz najmniejsza sumg wysokosci
pikow (7965 mAV). Suma wysokos$ci pikow dla T1 jest o ok. 50% nizsza od tej, ktora
charakteryzuje ekstrakt probki A3. Profile stezeniowe pozostalych dziesieciu probek
C. incanus L. wahaja si¢ pomiedzy tymi dwoma skrajnymi przypadkami. Roéznice
w sumarycznych intensywnosciach sygnatow poszczegodlnych probek mozna powigzaé
z krajem pochodzenia surowca roslinnego (Rys. 23). Ekstrakty czystka pochodzace
z Turcji (T1-TS5) charakteryzuja si¢ mniejszg intensywno$cig  sygnalow
chromatograficznych wzgledem probek pochodzgcych z innych krajow. Najwieksza
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zawarto$¢ wszystkich zwigzkéw wykazujg ekstrakty czystka pochodzace z Albanii

(Al1-A4) oraz probka o nieznanym pochodzeniu geograficznym (ND1).
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1 \ <
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2 6 10 T
7
3 / / 11 | 1500
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2 4 5 ,
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00 0,2 0,4 06 0,8 10

Rys. 22. Porownanie densytogramow otrzymanych dla ekstraktow probek T1 i A3.
Densytogramy rejestrowano w trybie fluorescencji przy dlugosci fali A = 366 nm.
Numeracja sygnalow na chromatogramach odpowiada pikom chormatograficznym
przedstawionym w Tab. 6 [116].
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Rys. 23. Graficzne porownanie: (&) sumy wysokosci pikow chromatograficznych
wszystkich dwunastu ekstraktow probek C. incanus L.; (b) $redniej sumy wysoko$ci
pikéw chromatograficznych dla probek o tym samym pochodzeniu geograficznym [116].
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4.3  Okreslenie aktywnosci antyoksydacyjnej wodno-metanolowych ekstraktéw
C.incanus L. [116]

Ekstrakty roslin leczniczych sa skomplikowanymi mieszaninami, sktadajacymi si¢
nawet z tysigca roznych zwigzkow, z ktorych nie wszystkie sg rownie aktywne pod
wzgledem  biologicznym. W  trakcie okre$lania  autentycznosci 1 jakosci
fitofarmaceutykow w pierwszej kolejnosci brane sa pod uwage ich profile
chromatograficzne oraz zawarto$¢ najbardziej aktywnych skladnikow tych preparatow.
Dlatego drugi etap badan dotyczyt okreslenia zdolnosci do wymiatania wolnych
rodnikow przez rozdzielone w pierwszym etapie frakcje uzyskane z wodno-
metanolowych ekstraktow czystka. Aktywno$¢ antyoksydacyjna naparow C. incanus jest
wymieniana i promowana przez firmy zajmujace si¢ sprzedazg preparatow ziotowych
czystka jako gtowna zaleta stosowania tej rosliny. Celem okreslenia wiasciwosci
antyoksydacyjnych badanych probek czystka rozwinigte przy pomocy mieszaniny octan
etylu - dichlorometan — kwas mrowkowy - kwas octowy — woda, 100:10:10:10:11
(v/v/v/v/v) chromatogram wywotywano roztworem DPPH, ktérego zadaniem byta
wizualizacja pasm zawierajacych substancje o wlasciwosciach antyoksydacyjnych.

Na wywotanych roztworem DPPH chromatogramach mozna wyr6zni¢ 7 pasm
chromatograficznych wykazujacych wtasciwosci antyoksydacyjne. Tak jak w przypadku
chromatogramow przed wywotaniem roztworem DPPH, tak i po ich wywotaniu wida¢, ze
poszczegblne ekstrakty czystka rd6znig si¢ pod katem zawartosci zwigzkoéw
o wlasciwosciach antyoksydacyjnych. Pod wzgledem jakosciowym, obserwacje te
przedstawiono na Rys. 24, a takze zaprezentowano ilosciowo na Rys. 25 i Tab. 7.

W Tab. 7 przedstawiono wyniki ilosciowe ilustrujace zaréwno wilasciwosci
antyoksydacyjne poszczegdlnych pasm chromatograficznych rozdzielonych technika
TLC, jak i ogdlny efekt przeciwutleniajacy badanych probek. Tak jak w poprzednim
etapie, kazdy ekstrakt poddano analizie chromatograficznej w trzech powtdrzeniach
(n = 3), a przedstawione wartosci stanowig usrednione wyniki ze wszystkich powtorzen.
Wzgledne odchylenie standardowe (RSD) uzyskanych  wartosci  sygnatow

chromatograficznych (n = 3) nie przekroczyto + 20%.
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T1 T2 T3 T4 75 A1 A2 A3 A4 ND1G1 G2

Rys. 24. Profile aktywno$ci antyoksydacyjnej dwunastu ekstraktow C. incanus L..
Rejestracja zdjg¢ w $wietle widzialnym po wizualizacji 0,20% roztworem DPPH.
Strzatkami zaznaczono linie startu (S) oraz czoto fazy ruchome;j (F) [116].
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Rys. 25. Porownanie densytogramoéw ekstraktow probek T1 i1 A3 otrzymanych po
wizualizacji 0,20% roztworem DPPH. Numeracja sygnatldow na chromatogramach
odpowiada pikom chormatograficznym przedstawionym w Tab. 6 [116].
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Tab. 7. Wyniki analizy densytometrycznej chromatograméw otrzymanych dla dwunastu
ekstraktow czystka po wizualizacji 0,20% roztworem DPPH. Przedstawione zostaly:
srednie wspotczynniki retardacji Rr rozdzielonych pikow chromatograficznych,
wysokosci pikow dla kazdego indywidualnego fingerprintu [MAV] oraz suma wysokoS$ci
wszystkich rozdzielonych pikow [mAV]. Numeracja sygnatow jest zgodna z Tab. 6
[116].

Nr R Wysokos$¢ piku [mAV]
F

piku TL [ T2 [ T3 [ T4 [ T5 [ AL [ A2 | A3 | A4 [ND1| Gl | G2

1 0,18 265 111 158 187 182 252 214 124 75 149 129 134
2 0,26 78 76 76 79 79 212 172 77 77 192 78 229
3 0,36 162 77 74 158 160 171 209 229 245 201 214 76
5 0,49 76 321 217 - 77 198 280 312 289 240 352 181
9 0,80 111 235 80 154 82 195 230 367 234 276 179 95
10 0,88 389 560 589 423 390 398 502 544 516 394 321 203
11 0,97 76 76 77 - 78 78 83 67 162 58 - -

Suma wysokosci

pikow [mAV]

1157 1457 1272 1000 1048 1504 1691 1721 1599 1511 1273 919

Analizujac wyniki uzyskane metoda TLC-DPPH stwierdzono, ze wigkszo$¢ z nich
wykazuje zdolno$¢ do wygaszania wolnych rodnikéw. Rys. 26 stanowi schematyczne
porownywanie chemicznych i biologicznych odciskéw palca ekstraktu C. incanus L.. Na
rysunku przedstawiona zostata maksymalna liczba 11 stref rozdzielonych technika
chromatografii cienkowarstwowej oraz odpowiadajgca im liczba 7 stref o wtasciwosciach
antyoksydacyjnych. Ze schematu wyraznie wynika, ze strefy 4 1 6-8 nie wykazuja
aktywnosci antyoksydacyjnej w tescie DPPH.

Poréwnanie sumy wysokosci pikéw dwunastu ekstraktow czystka, przed 1 po
wywotaniu roztworem DPPH (odpowiednio Rys. 23 i Rys. 27) pokazuje, ze probki
materiatu roslinnego o duzej iloSciowej zawartosci wszystkich rozdzielonych pasm
chromatograficznych wykazuja tez wicksza zawarto$¢ zwigzkéw o wilasciwosciach
antyoksydacyjnych, natomiast probki o mniejszej ilo$ciowej zawartoSci wykazuja
odpowiednio mniejszy potencjat antyoksydacyjny.

Analizujac otrzymane chromatogramy i densytogramy (Rys. 24 i Rys. 25), mozna
zauwazyC, ze znaczna cze$¢ zwigzkow o wiasciwosciach antyoksydacyjnych wykazuje
duze powinowactwo do fazy stacjonarnej 1 jest zatrzymywana na starcie plytki
chromatograficznej. Poniewaz zastosowana w badaniu faza ruchoma charakteryzuje si¢
stosunkowo wysokg moca elucyjng, w zwiazku z tym mozna wnioskowac, ze pozostajace

na stracie substancje nalezg do zwigzkéw o wzglednie bardzo wysokiej polarnosci.
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Rys. 26. Schematyczne porownanie chemicznych (jasnoniebieskie pasma na granatowym
tle) 1 biologicznych (z6ite pasma na fioletowym tle) odciskéw palca ekstraktu z C.
incanus [116].

2000 -

1600

1200 -

800 —

400 -

Suma wysokosci pikow [mAV]

™M T2 T3 T4 T5 A1 A2 A3 A4 ND1 G1 G2

Rys. 27. Graficzne poréwnanie sumy wysokosci pikow chromatograficznych dwunastu
ekstraktow probek C. incanus po wizualizacji 0,20% roztworem DPPH [116].
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Ponadto mozna stwierdzi¢, ze chromatograficzne ,odciski palca” probek
C. incanus otrzymane w tym badaniu, charakteryzuja si¢ dobrze rozdzielonymi pikami,
niskim poziomem SZUmMoOw oraz powtarzalnoscia. W zwigzku
z tym proponowang procedurg (w tym wstepne oczyszczanie (odttuszczanie heksanem)
probek w aparacie Soxhleta, a nast¢pnie zastosowanie systemu ekstrakcji ASE
z ustalonymi chemometrycznie warunkami ekstrakcji (rozdziat 4.1.1)) mozna zastosowac
jako modelowe podejscie do szybkiego przesiewowego badania i kontroli jakoS$ci
sprzedawanych probek Cistus incanus L. pod wzgledem liczby i zawartosci

poszczegbdlnych oddzielonych frakeji oraz ich aktywnosci przeciwutleniajace;.
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5. ANALIZA FRAKCJI NIELOTNEJ - WEASCIWOSCI PRZECIWBAKTERYJNE

5.1 Ekstrakcja i analiza chromatograficzna — metodyka badan

5.1.1 Woyczerpujaca ekstrakcja w aparacie Soxhleta — surowy ekstrakt

10 g drobno sproszkowanych probek handlowych czystka umieszczano w gilzie
filtracyjnej w aparacie Soxhleta i poddawano 24-godzinnej maceracji, a nastepnie
wyczerpujacej ekstrakcji n-heksanem. Proces ten miat na celu usunigcie lipidow oraz
barwnikéw z materiatu roslinnego. Ekstrakt n-heksanu odrzucano i po wysuszeniu
(w temperaturze otoczenia) gilzy filtracyjnej z surowcem ro$linnym, przeprowadzano
24-godzinng maceracj¢ metanolem. Po tym czasie wykonano wyczerpujaca ekstrakcje
w aparacie Soxhleta z uzyciem metanolu otrzymujac 10 ml surowego ekstraktu
roslinnego. Proces ekstrakcji n-heksanem oraz metanolem prowadzono do momentu
uzyskania bezbarwnego rozpuszczalnika w czeSci ekstrakcyjnej aparatu Soxhleta.
Otrzymane surowe metanolowe ekstrakty (SME) uzyto do badan ich wlasciwosci
przeciwbakteryjnych i antynowotworowych (badania zostang oméwione w rozdziale 6)
oraz poddano procedurze selektywnej wicloetapowej ekstrakcji zwigzkéw fenolowych.
Schemat otrzymywania surowego metanolowego ekstraktu wraz z wykazem

prowadzonych przy jego uzyci badan przedstawiono na Rys. 28.

Badania antybakteryjne

24h maceracjan-heksanem;

wyczerpujgca ekstrakcja n-heksanem /;’
rd
> Odti'uszczlo'ny : SurowY.ekstrakt L Sel.ekty'wna ekstrakeja
| roslinny materiaf roslinny roslinny zwigzkow fenolowych
N
24h maceracja metanolem; N
wyczerpujgca ekstrakcja metanolem \

Bacdania antynowotworowe

Rys. 28. Schemat otrzymywanie surowych metanolowych ekstraktéw handlowych probek
C. incanus.

- 66 -



5.1.2 Wielostopniowa ekstrakcja zwigzkow fenolowych — frakcje fenolowe 1-VI

Zastosowanie do procesu ekstrakcji silnych ekstrahentow (takich, jak metanol lub
jego wodny roztwdr) zapewnia wysoka wydajno$¢ wyodrgbniania z materiatu roslinnego
zwigzkow fenolowych, takich, jak elagotaniny, flawanole i glikozylowane flawonole.
Otrzymang ztozong mieszaning sktadnikow ziotowych z powodzeniem mozna podaé
analizie TLC polaczonej z przesiewowymi testami biologicznymi. Informatywno$¢
takiego pojedynczego bioautogramu ma jednak swoje ograniczenia i zazwyczaj nie
pozwala na identyfikacj¢ zwigzkow o poszukiwanych wiasciwos$ciach biologicznych.

W celu uzyskania szczegdtowych informacji o badanym metanolowym ekstrakcie
SME oraz zawartych w nim aktywnych biologicznie zwigzkach wykorzystano
selektywng, wicloetapowa ekstrakcje materiatu ziotowego, umozliwiajacg rozdzielenie
fenoli roslinnych na sze$¢ roznych frakcji, w tym na aglikony flawonoidow (1), wolne
kwasy fenolowe (Il), niepolarne glikozydy flawonoidowe (I11), polarne glikozydy
flawonoidowe (1V) oraz kwasy fenolowe otrzymane w wyniku hydrolizy kwasowej (V)
I zasadowej (V). Szczegotows procedure selektywnej wieloetapowej ekstrakcji kwasow
fenolowych i flawonoidéw opracowano na podstawie danych literaturowych [123]-[126].
Schemat procedury przedstawiono na Rys. 29.

Otrzymany w wyniku wyczerpujacej ekstrakcji metanolem surowy ekstrakt
ros$linny (SME) odparowano do sucha w rotacyjnej wyparce prozniowej W temperaturze
50 °C. Suchg pozostato§¢ przemyto czterokrotnie 25-ml porcjami goracej wody,
a nastgpnie roztwory wodne potaczono i1 pozostawiono w lodowce na 24 godziny. Po tym
czasie roztwor wodny przesaczono w celu oddzielenia osadu zawierajacego materiaty
balastowe i ekstrahowano porcjami po 20 ml eteru dietylowego do momentu az kolejna
porcja eteru pozostawata bezbarwna. W ten sposob uzyskano frakcje eterowa (FE)
1 pozostaty ekstrakt wodny (FW), ktéry pozostawiono do dalszych etapéw ekstrakcji.

Nastepnie frakcje eterowa (FE) ekstrahowano 20-ml porcjami 5% wodorowgglanu
sodu w celu przeksztalcenia  kwasow  fenolowych ~w  rozpuszczalne
w wodzie sole. Ekstrakcje prowadzono do momentu az kolejna uzyta porcja ekstrahenta
pozostawata bezbarwna. Pozostala po ekstrakcji wodoroweglanem frakcje eterowa FE
ponownie ekstrahowano 20-ml porcjami 5% weglanu sodu do momentu, az kolejna porcja

weglanu pozostawata bezbarwna.
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Rys. 29. Schemat procedury wieloetapowej ekstrakcji zwigzkoéw fenolowych (opracowanej na podstawie [123]-[126]).
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Pozostalg po ekstrakcjach warstwe eterowag odrzucono, a warstwe wodnego
weglanu sodu zakwaszono 18% kwasem chlorowodorowym do pH = 2. Zakwaszony
roztwor poddano ekstrakcji porcjami po 20 ml eteru dietylowego, do momentu
zachowania barwy czystego ekstrahenta. Potaczone ekstrakty eteru dietylowego osuszono
bezwodnym siarczanem (VI) sodu, przesgczono, a nastepnie odparowano do sucha
W rotacyjnej wyparce prozniowej. Suchg pozostatos¢ rozpuszczono w metanolu
I przeniesiono ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml. W ten sposob uzyskano
frakcje 1, ktora powinna zawiera¢ aglikony flawonoidowe.

Uzyskang w poprzednim etapic warstwe roztworu wodoroweglanu zakwaszono
18% kwasem chlorowodorowym do pH = 3, celem uwolnienia kwaséw fenolowych.
Otrzymany roztwor ekstrahowano 20-ml porcjami eteru dietylowego, do momentu az
kolejna porcja eteru pozostawala bezbarwna. Polaczone ekstrakty eteru dietylowego
osuszono bezwodnym siarczanem (V1) sodu, poddano procesowi filtracji i odparowano
do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem. Powstaty po odparowaniu rozpuszczalnika osad
rozpuszczono w metanolu i przeniesiono ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 10
ml. Wyodrebniona tym sposobem frakcja Il zawiera mieszaning wolnych kwaséw
fenolowych.

Pozostalg po pierwszej ekstrakcji z eterem dietylowym frakcje wodng (FW)
poddano dalszemu procesowi ekstrakcji. Ekstrakcje prowadzono octanem etylu (20 ml
porcja), do momentu az kolejna porcja ekstrahenta pozostawata bezbarwna. Pozostata po
ekstrakcji z octanem etylu frakcj¢ wodng (FW) poddano analogicznej ekstrakcji
z wykorzystaniem 1-butanolu, jako ekstrahenta.

Otrzymane w wyniku tych ekstrakcji warstwy organiczne (octanu etylu
I butanolowa) osuszono bezwodnym siarczanem (VI) sodu, przesgczono i odparowano do
sucha w wyparce prozniowej. Suche pozostalosci rozpuszczono w metanolu
I umieszczono w kolbach miarowych o pojemnosci 10 ml. Otrzymano w ten sposob
frakcje 11l (warstwa octanu etylu) zawierajacg gtownie niepolarne glikozydy
flawonoidowe oraz frakcje IV (warstwa butanolowa), ktorej sktadnikami sg polarne
glikozydy flawonoidowe.

Pozostata po ekstrakcjach frakcje wodna (FW) podzielono na dwie rowne czesci,
z ktorych jedng poddano hydrolizie kwasowej w celu uwolnienia kwaséw fenolowych
zwigzanych glikozydowo, a druga hydrolizie zasadowej, w celu uwolnienia kwasoéw
fenolowych zwigzanych estrowo. Hydrolize kwasowa przeprowadzono w nastepujacy

sposob: frakcje wodng (FW) zakwaszono 36% kwasem chlorowodorowym do pH = 2
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1 ogrzewano w tazni olejowej pod chtodnicg zwrotng. Calo$¢ utrzymywano w stanie
wrzenia przez 1 godzing. Po tym czasie hydrolizat ochtodzono, a nastepnie ekstrahowano
20-ml porcjami eteru dietylowego do momentu, az kolejna zastosowana porcja eteru
pozostawata bezbarwna. Polaczone ekstrakty eteru dietylowego osuszono bezwodnym
siarczanem (V1) sodu, poddano procesowi filtracji i odparowano do sucha pod
zmniejszonym ci$nieniem. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono w metanolu i przeniesiono
ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml. Otrzymano w ten sposob frakcje V
sktadajaca si¢ z kwasow fenolowych, uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej.

Do drugiej czesci frakeji wodnej (FW) dodano 1 g borowodorku sodu (NaBH4)
celem ochrony kwasow fenolowych przed utlenianiem. Nastgpnie roztwor zalkalizowano
10% wodorotlenkiem baru do pH = 12. Cato$¢ utrzymywano w stanie wrzenia na tazni
olejowej pod chtodnica zwrotng przez 1 godzing. Po ostudzeniu hydrolizat zobojg¢tniono
10% wodnym roztworem kwasu siarkowego (VI), a w pdzniejszym etapie zakwaszono
stezonym kwasem siarkowym (VI) do pH = 15 Wytracony siarczan (VI) baru
odsgczono, a przesacz ekstrahowano 20-ml porcjami eteru dietylowego. Ekstrakcje
prowadzono do momentu, az kolejna porcja eteru zachowywata swoja pierwotng barwg.
Potgczone ekstrakty eteru dietylowego wysuszono bezwodnym siarczanem (V1) sodu
I przepuszczono przez saczek. Rozpuszczalnik oddestylowano pod zmniejszonym
ciesnieniem, a suchg pozostato§¢ rozpuszczono w metanolu 1 przeniesiono ilosciowo do
kolby miarowej o pojemnosci 10 ml. Wyodrebniono w ten sposob frakcje VI zawierajaca

kwasy fenolowe uwolnione w wyniku hydrolizy zasadowej.

Tab. 8. Charakterystyka frakcji otrzymanych w wyniku wielostopniowej ekstrakcji
zwigzkow fenolowych.

Frakcja | Grupa zwigzkow Charakterystyka
aglikony . 1
| flawonoidowe wolna forma wystepujaca w roslinach
wolne kwasy . -
1 fenolowe wolna forma wystepujaca w roslinach
M glikozydy mato polarne glikozydy flawonoidowe uzyskane w wyniku
flawonoidowe ekstrakcji za pomoca octanu etylu
v glikozydy polarne glikozydy flawonoidowe uzyskane w wyniku ekstrakcji
flawonoidowe za pomocg n-butanolu
\Y Zngzane kwasy kwasow fenolowych, uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej
enolowe
zwigzane kwasy . . . .
VI fenolowe kwasy fenolowe uwolnione w wyniku hydrolizy zasadowej
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5.1.3 Warunki analizy chromatograficznej zastosowanej do rozdzialu surowych
metanolowych ekstraktéw C. incanus oraz sze$ciu frakeji (I-VI)

uzyskanych metoda wielostopniowej ekstrakcji zwiazkow fenolowych

Analize¢ technika chromatografii cienkowarstwowej przeprowadzono w komorach
chromatograficznych typu Twin Trough Chamber 20 cm x 10 cm (CAMAG, Muttenz,
Szwajcaria). Probki nanoszono aplikatorem probek Linomat IV (CAMAG)
w postaci 6 lub 7 mm pasm na plytkach chromatograficznych pokrytych zelem
krzemionkowym Si60 Fzss TLC (20 cm x 10 cm; Merck, Darmstadt, Niemcy)
w odlegtosci 8 mm od dolnej krawedzi ptytki. Jako faz¢ ruchomg uzyto mieszaning
chloroform - metanol - octan etylu (75:15:10, v/v/v). Przed przystgpieniem do analizy
komor¢ chromatograficzng nasycano przez 10 minut parami fazy ruchomej.
Chromatogramy rozwijano do wysokosci 75 lub 80 mm, suszono przez 5 minut
strumieniem zimnego powietrza i fotografowano pod lampg UV (A = 254 lub 365 nm)
(CAMAG).

5.14 Wywolywanie plytek TLC

Chromatogramy wizualizowano przez zanurzenie ptytki chromatograficznej

w roztworze odpowiedniego odczynnika derywatyzujacego:

e chlorku glinu (1% metanolowy roztwor),

e chlorku zelaza (III) (0,5 g FeCls w 2,5 ml wody i 47,5 ml etanolu),

e NP-PEG (0,5% metanolowy roztwor NP, a po wysuszeniu zanurzenie w 5%
etanolowym roztworze PEG),

e PABA (0,5 g kwasu p-aminobenzoesowego w 18 ml lodowatego kwasu
octowego rozcienczonego W 20 ml wody, z dodatkiem 1 ml kwasu o-fosforowego
I 60 ml acetonu). Po derywatyzacji odczynnikiem PABA nastgpowalo zanurzenie
ptytki w mieszaninie n-heksan-parafina (1:2, v/v),

e DPA (1 g aniliny i 1 g difenyloaminy w 100 ml acetonu i 10 ml kwasu

ortofosforowego, ogrzewano przez 5 minut w 110 °C).
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Strefy fluorescencji uzyskane przy pomocy tych odczynnikow rejestrowano w swietle UV
przy A = 365 nm. Wyjatek stanowil roztwor chlorku zelaza (III) w przypadku ktérego

efekt derywatyzacji rejestrowano w zakresie §wiatla widzialnego.

5.1.5 Bezposrednia bioautografia - TLC
Do testow biologicznych prowadzonych bezposrednio na ptytkach TLC uzyto:

e Gram-dodatniej bakterii glebowej Bacillus subtilis (F1276; dostarczona przez
Jozseta Farkasa, Central Food Research Institute, Budapeszt, Wegry),

e Gram-ujemnej, naturalnie $wiecacej bakterii morskiej Aliivibrio fischeri (DSM-
7151, Niemiecka kolekcja mikroorganizméw i kultur komodrkowych, Berlin,

Niemcy).

Testy mikrobiologiczne z uzyciem bakterii B. subtilis i A. fischeri, przeprowadzono

metoda TLC-DB opisana odpowiednio w pracach [9], [19] oraz [127].
Test B. subtilis

Rozwinigte 1 wysuszone chromatogramy zanurzono w zawiesinie komorek
bakteryjnych B. subtilis i inkubowano przez 2 godziny w komorze parowej (28 °C, 100%
wilgotnos$ci). Bioautogramy wizualizowano przez zanurzenie ich w wodnym roztworze
barwnika tetrazoliowego MTT (1 mg-mlt) oraz 0,5 godzinng inkubacje. Jedynie
metabolicznie aktywne (zywe) komorki moga zredukowaé zotty MTT do fioletowego
formazanu MTT i dlatego zwigzki hamujgce wzrost bakterii pojawiajg si¢ jako jasne
strefy na fioletowym tle. Bioautogramy dokumentowano aparatem cyfrowym Cybershot
DSC-HX60.

Test A. fischeri

Rozwinigte i wysuszone ptytki chromatograficzne z rozdzielonymi podczas
analizy  substancjami,  zanurzono w  zawiesinie = komoérek  bakteryjnych
A. fischeri. Nastepnie ptytki zamykano w szklanej komorze o znacznej wilgotno$ci
powietrza i dokumentowano natychmiast przy pomocy schtodzonej kamery I1S-4000
(Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA) przy czasie ekspozycji 2 min. Ciemne strefy na
jasnym tle wskazuja na dzialanie przeciwbakteryjne zwigzkow zawartych

w odpowiednich pasm chromatograficznych.
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5.2. Identyfikacja zwigzkow aktywnych biologicznie — metodyka badan

5.2.1 lzolacja zwiazkow o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych, wystepujacych

we frakcji |

W celu izolacji pasm chromatograficznych zawierajacych aktywne biologicznie
zwiazki, na ptytki nanoszono 130-ul porcje frakcji fenolowej I (w postaci 80 mm pasm;
probki Al i T3). Po rozwini¢ciu, odpowiednie pasma (od ¢l do c4 z probki A1/l oraz c5
i c6 z T3/1) oraz probke tla (kontrola, #) zdrapano z powierzchni ptytki i umieszczano
w strzykawce. Substancje czynne ze zdrapanej fazy stacjonarnej eluowano 300-ul porcja
etanolu, ktory przepuszczono przez nylonowy filtr strzykawkowy (0,22 um, Phenomenex,
Torrance, CA, USA).

Celem identyfikacji zwigzkéw aktywnych biologicznie zawartych w pasmach od
cl - c4 cze$¢ otrzymanego eluatu poddano procesowi kwasowej hydrolizy. Hydrolize
wyodrebnionych z ptytki chromatograficznej zwigzkow przeprowadzono w probdwkach
Eppendorf przez zmieszanie 80 pl eluatu, 20 pl wody i 20 ul 38% kwasu
chlorowodorowego, a nastepnie ogrzewanie na tazni wodnej przez 30 minut
w temperaturze 80 ° C. Eluat oraz eluat po hydrolizie analizowano stosujac odpowiednie
techniki chromatograficzne (HPLC i HPTLC).

5.2.2 Analiza technika HPLC-DAD-ESI-MS

Zwiazki obecne w strefach bioaktywnych analizowano przy uzyciu uktadu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja masowa z pojedynczym
kwadrupolem (model LC-MS-2020, Shimadzu, Kyoto, Japonia) wyposazonego w binarng
pompe gradientowa, odgazowywacz, automatyczny podajnik probek, termostat
kolumnowy, detektor z matrycg diodowg oraz analizator mas z jonizacjg poprzez
elektrorozpraszanie (ESI ang. Electrospray ionization). Dane uzyskane w trakcie analizy
rejestrowano i opracowywano uzywajac oprogramowania LabSolutions 5.72v (Shimadzu,
Kyoto, Japonia). Rozdzial prowadzono na kolumnie Kinetex C18 (100 mm X% 3 mm,
2,6 um) zabezpieczone]j prekolumng Phenomenex C18 (4 mm x 3 mm) w temperaturze
35 °C. Eluentem A byt 5% roztwor acetonitrylu z 0,05% kwasem mrowkowym, eluent B
stanowil acetonitryl z 0,05% kwasem mréwkowym. Natezenie przeptywu eleuntu
wynosito 0,8 ml-min? z nastepujacym gradientem 0-2 min, 10-30% B; 2-10 min, 30-35%
B; 10-11 min, 35-100% B; 11-14 min, 100% B i 14-17 min, 10% B. Objetos$¢ nastrzyku
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miescita sie w przedziale od 1 do 5 pl. Warunki pracy zrodta jonéw ESI byty nast¢pujace:
temperatura 350 °C; napiecie 4,5 KV, temperatura linii desolwatacyjnej 250 °C;
temperatura bloku grzewczego 400 °C; nat¢zenie przeptywu gazu rozpylajacego (N2) 1,5
ml-min’, natezenie gazu suszacego 15 dm*-min?. Widma pelego skanowania masy

rejestrowano w trybach dodatniej i ujemnej jonizacji w zakresie m/z 100-2000.

5.2.3 Uklady chromatograficzne HPTLC zastosowane do detekcji zwiazkéw

wystepujacych w frakcji I w postaci koniugatow glukozy lub kemferolu
MD-HPTLC

Obecnos$¢ koniugatow glukozy (glikozydow) w strefach przeciwbakteryjnych
zostata potwierdzona przez rozwijanie izolowanych zwigzkéw oraz wzorca glukozy na
ptytkach  chromatograficznych  HPTLC  pokrytych  zelem  krzemionkowym
modyfikowanym aming. Przed rozwinigciem, badane zwigzki hydrolizowano in situ na
powierzchni fazy stacjonarnej, a nastepnie rozwijano dwukrotnie, odpowiednio
acetonitrylem i mieszaning acetonitrylu z woda. Sygnat fluorescencyjny uwolnionej
w wyniku hydrolizy glukozy powstawal w wyniku reakcja Maillarda, zachodzacej
pomiedzy cukrem a grupami NHz ptytki HPTLC. Efekt fluorescencji wzmocniono
parafing [128]. Szczegotowe kroki tej procedury podano w Tab. 9.

Tab. 9. Kolejne etapy analizy HPTLC na Zelu krzemionkowym modyfikowanym aming
60 F2s4S potaczonej z hydrolizg kwasows in situ w celu potwierdzenia obecnos$ci glukozy
w zwigzkach aktywnych.

1. Nanoszenie na ptytke wyizolowanych zwigzkoéw

2. Inkubacja ptytki w parach HCI przez 10 minut (hydroliza)

2a. | Ogrzewanie przez 8 min w 100 °C (pod przykryciem)

2b. | Ogrzewanie przez 2 min w 100 °C (bez przykrycia)

Rozwijanie wstgpne acetonitrylem do 75 mm

Suszenie przez 5 minut strumieniem zimnego powietrza

Rozwijanie acetonitrylem z woda (7:3, v/v) do 75 mm

Suszenie przez 5 minut strumieniem zimnego powietrza

Ogrzewanie przez 20 minut w 170 °C

®|IN|e || ®

Zanurzenie w mieszaninie parafina - n-heksan (1:2, v/v) i suszenie
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2D-HPTLC

Potwierdzenie obecnosci kemferolu i glukozy jako skladnikow zwigzkow
obecnych w pasmach chromatograficznych o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych
odbywato si¢ metoda 2D-HPTLC. Co wazne, metoda ta nie wymagata wcze$niejszej
izolacji zwigzkoéw z frakcji | i prowadzona byta dla catego profilu chromatograficznego
frakcji. W celu rozdzialu zwigzkéw wykorzystano ptytki chromatograficzne HPTLC
pokryte zelem krzemionkowym (10 cm x 10 cm). Do rozwinigcia frakcji flawonoidow |
w pierwszym kierunku stosowano fazg ruchomg chloroform - metanol - octan etylu
(75:15:10, v/v/v). Po tym rozwinigciu prowadzono hydrolize kwasowg in situ (w parach
HCI) na powierzchni fazy stacjonarnej, a nastepnie chromatogram rozwijano w Kierunku
ortogonalnym do pierwszego stosujac, jako faz¢ ruchoma: toluen - octan izopropylu -
kwas mrowkowy (wykrywanie kemferolu Tab. 10b) lub acetonitryl, a nastgpnie
mieszaniny acetonitryl — woda (wykrywanie glukozy Tab. 10a). Wzorce kemferolu
1 glukozy nanoszono na wysokosci ptytki rownej 80 mm, tuz powyzej $ciezki rozwijania
frakcji I, aby umozliwi¢ ich prawidlowg elucj¢ podczas drugiego rozwijania.
Szczegotowe kroki tych procedur przedstawiono w Tab. 10.

Tab. 10. Kolejne etapy dwukierunkowej analizy HPTLC na zelu krzemionkowym 60

Fasas potaczonej z hydrolizg kwasows in situ w celu potwierdzenia obecno$ci koniugatow
glukozy (a) 1 kemferolu (b) w zwiagzkach aktywnych.

@) (b)

1. Nanoszenie na ptytke frakcji fenolowej |

2. Rozwijanie mieszaning chloroform - metanol - octan etylu (75:15:10, v/v/v) na warstwie zelu
krzemionkowego do 75 mm (pierwszy Kierunek)

3. Inkubacja ptytki w parach HCI przez 10 minut Inkubacja ptytki w parach HCI przez 120 minut

4, Ogrzewanie: 8 min w 100 °C (pod | Suszenie przez 5 minut strumieniem zimnego
przykryciem); 2 min w 100 °C (bez przykrycia) | powietrza

5. Rozwijanie mieszaning toluen — octan
Rozwijanie wstepne acetonitrylem do 85 mm w | izopropylu — kwas mrowkowy (3:2:0,5, V/V/V)
kierunku prostopadtym (drugi Kierunek) do 75 mm w kierunku prostopadtym (drugi

kierunek)

6. Rozwijanie acetonitrylem z woda 35:10 (v/v) . . Lo .

. " | Suszenie przez 5 minut strumieniem zimnego
do 70 mm w kierunku prostopadtym (drugi .
. powietrza
kierunek)
7. Suszenie przez 5 minut strumieniem zimnego . . .
A Derywatyzacja chlorkiem glinu
powietrza

8. Derywatyzacja: PABA (140 °C, 5 min), PABA
(140 °C, 5 min)-parafina lub DPA (110 °C, 5
min)
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5.3  Analiza chromatograficzna surowych metanolowych ekstraktow C. incanus

oraz ocena ich potencjalu przeciwbakteryjnego [129].

Kolejny etap moich badan dotyczyt analizy sktadu nielotnej frakcji otrzymanej
w wyniku wyczerpujacej ekstrakcji metanolem z handlowych probek C. incanus oraz
oceny aktywnosci przeciwbakteryjnej wykazywanej przez te frakcje.

Chromatograficzny rozdziatu zwigzkéw pochodzacych z surowych metanolowych
ekstraktow SME prowadzono na ptytkach chromatograficznych pokrytych zelem
krzemionkowym, jako faz¢ ruchomg zastosowano mieszaning: chloroform - metanol -
octan etylu (75:15:10, v/v/v) (Rys. 30). Do tej czg¢sci badan nie mozna byto zastosowaé
warunkow chromatograficznych, opracowanych w analizie TLC-DPPH (rozdziaZ 4).
Zawarte w fazie ruchomej tego uktadu kwasy organiczne (kwas mrowkowy i kwas
octowy) posiadajg whasciwosci antybakteryjne, co wplywaloby na wyniki testow
mikrobiologicznych.

Duzy problem w analizie stanowila réwniez bogata matryca ekstraktu SME
uzyskanego w wyniku wyczerpujacej ekstrakcji metanolem. Ograniczala ona
maksymalng aplikowang ilo$¢ probki do 5 pl. Zwickszenie tej ilosci powodowato
znieksztatcenie  profili ~ chromatograficznych  probek, co  zwigzane  bylo
najprawdopodobniej z przetadowaniem adsorbentu w strefie naktadania (zahamowanie
zwilzalnosci strefy naktadania). W przypadku pozostawienia nanoszonej objetosci
ekstraktu w ilosci 5 pl, otrzymane chromatogramy nie wykazywaty strefy zahamowania
w tescie z bakteriami B. subtilis (Rys. 30e). Brak widocznego efektu antybakteryjnego
mogl by¢ spowodowany nie przekroczeniem granicy wykrywalno$ci powyzszego testu
mikrobiologicznego.

W celu rozwigzania tego problemu do dalszych badan przygotowano probki
0 zmniejszonej zawarto$ci matrycy, co umozliwialo nanoszenie wigkszej objetosci
probki. Probki te otrzymano przez odparowanie do sucha (koncentrator SpeedVac ISS
100, Savant Instruments Inc., Farmingdale, NY, USA) 0,5 ml surowego metanolowego
ekstraktu SME i nastepng ekstrakcje pozostatosci 0,1 ml etanolu w tazni
ultradzwigkowej, powodujac tym samym 5-krotne zageszczenie wyjsciowego ekstraktu.
Zastosowanie do badan otrzymanych w ten sposob zageszczonych ekstraktow C. incanus
pozwolito zwigkszy¢ i1los¢ nanoszonego ekstraktu, co przetozyto si¢ na uzyskanie

intensywniejszych oraz bogatszych w dodatkowe pasma chromatograficzne (Rys. 31).
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c) d)
AlCk NP-PEG
365 nm (365 nm) |(365nm)| B. sublilis

Rys. 30. Chromatogramy surowego metanolowego ekstraktu (SME) probki A3 (5 ul na
pasmo). Rozdzial przeprowadzono na ptytkach chromatograficznych pokrytych zelem
krzemionkowym Si60 F2s4, faza ruchoma: chloroform- metanol - octan etylu (75:15:10,
vIviv), wizualizacja: przy UV A = 254 nm (a) i A = 365 nm (b), po derywatyzacja
chlorkiem glinu przy UV A = 365 nm (c) oraz z reagentem NP-PEG przy UV A = 365 nm
(d) test mikrobiologiczny z bakteriami B. subtilis (e) [129].

Poréwnanie chromatogramow 12 zageszczonych metanolowych ekstraktow
otrzymanych z handlowych probek C. incanus wykazato ich duze podobienstwo.
Otrzymane chromatogramy bogate byly w zwigzki wykazujace fluorescencje pod lampa
UV (Rys. 31b), ktorg mozna zwigkszy¢ przez spryskanie ptytek roztworem chlorku glinu
(Rys. 31c). Powstajace po derywatyzacji chlorkiem glinu zotte strefy odpowiadaja
najprawdopodobniej flawonoidom. [34].

Do przesiewowych badan metanolowych ekstraktow (odparowanych do sucha
I ponownie rozpuszczonych w etanolu) C. incanus L., zastosowano potaczenie
chromatografii cienkowarstwowej z bezposredniag bioautografia (TLC-DB), celem
wykrycia zwigzkéw wykazujacych dziatanie przeciwbakteryjne wobec B. subtilis i/lub A.
fischeri. Wyniki analizy TLC-DB pokazuja ze, nie tylko chromatograficzne profile
chemiczne poszczegdlnych ekstraktow, ale takze otrzymane bioautogramy (strefy
zahamowania wzrostu bakterii w testach przeciwbakteryjnych) byly do siebie zblizone

(Rys. 32). Najwiecej zwiazkow wykazywalo aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec
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Gram-dodatnim B. subtilis oraz Gram-ujemnemu A. fischeri w zakresie wartosci Rr od
0,10 do 0,61 (Rys. 32c i d). Zastosowanie jako odczynnika derywatyzujacego roztworu
chlorku glinu pozwolito na zidentyfikowanie w pasmach chromatograficznych

0 wartosciach Rr rownych 0,10, 0,19, 0,31 i 0,53 flawonoidéw lub ich pochodne (Rys.
32h.).

a) 254 nm

C) AICI, (365 nm)

Al A2 A3 A4 T1 T2 T3 T4 T5 ND1 G1 G2
10 pl kazda

Rys. 31. Chromatogramy zageszczonych surowych metanolowych ekstraktow C. incanus.
Rozdziat przeprowadzono na plytkach chromatograficznych pokrytych Zelem
krzemionkowym Si60 F2s4, faza ruchoma: chloroform - metanol - octan etylu (75:15:10,
vIvIv), wizualizacja: przy UV A = 254 nm (a) i A = 365 nm (b), po derywatyzacji AICI3
przy UV A =365 nm (c) [129].
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a) 254nm b) AICI, (365 nm) C) B. subtilis d) A. fischeri(365nm)

0,61---

0,53---
0,49---
0,43---

0,31---

0,19---
0,10---

A1l A3 T1 T3 A1 A3 T1 T3 Al A3 T1 T3 A1 A3 T1 T3
20 pl kazda 20 pl kazda 20 pl kazda 10 pl kazda

Rys. 32. Wybrane chromatogramy TLC zwigzkoéw bioaktywnych, zawartych w zageszczonych surowych metanolowych ekstraktach
C. incanus. Rozdziat przeprowadzono na ptytkach chromatograficznych pokrytych zelem krzemionkowym Si60 F2s4, faza ruchoma: chloroform
- metanol - octan etylu (75:15:10, v/v/v), wizualizacja chromatogramow przy UV A = 254 nm (a) oraz po derywatyzacji AIClz przy UV A = 365
nm (b). Bioautogramy otrzymane w biotestach B. subtilis (c) oraz A. fischer. [129].

-79-



5.4  Analiza chromatograficzna frakcji fenolowych (I-VI) prébki A3 oraz ocena

ich potencjalu przeciwbakteryjnego [129]

Fakt, ze C. incanus jest uwazany za rosling bogata w fenole oraz wystgpowanie
w surowych metanolowych ekstraktach SME stref hamowania wzrostu bakterii
odpowiadajagcych flawonoidom, ukierunkowat prowadzone badania na zawarte
w C. incanus. zwigzki fenolowe. Do dalszych badan wybrano probke A3, ktorej surowy
ekstrakt SME  charakteryzowal  si¢  najwigcksza  zawartoscig  skladnikoéw
przeciwbakteryjnych (szersze strefy hamowania wzrostu bakterii w dolnej czesci plytki)
(Rys. 32). Probka ta wykazywala rowniez najwyzsza aktywno$¢ przeciwutleniajaca
wsrod ekstraktow probek handlowych czystka (Tab. 7). Surowy metanolowy ekstrakt
SME probki A3 poddany zostat frakcjonowaniu przy pomocy selektywnej wieloetapowe;j
ekstrakcji ciecz-ciecz (procedura opisana szczegdétowo na stronach od 67-70
i przedstawiona na Rys. 29). Procedura ta umozliwita rozdziat fenoli zawartych
w metanolowych ekstraktach C. incanus na poszczegélne frakcje I-VI zawierajace
odpowiednio: aglikony flawonoidowe, wolne kwasy fenolowe, niepolarne glikozydy
flawonoidowe, polarne glikozydy flawonoidowe oraz kwasy fenolowe uwolnione
podczas kwasowej i zasadowej hydrolizy. Wykorzystujac ten system separacji otrzymano
sze§¢ zroznicowanych sktadem chemicznym frakcji fenolowych czystka (Rys. 33).
Analiz¢ otrzymanych frakcji fenolowych prowadzono w warunkach chromatograficznych
zastosowanych do badan surowych metanolowych ekstraktow SME. Na podstawie
przeprowadzonych analiz  stwierdzono, ze frakcja | zawiera sze$¢ pasm
chromatograficznych (wartosci Rr rowne 0,31, 0,39, 0,43, 0,48, 0,66 i 0,74) ulegajacych
charakterystycznemu zéttemu zabarwieniu zardwno po derywatyzacji z uzyciem chlorku
glinu, jak i odczynnikiem NP-PEG. Przy Rr rownym 0,31, podobne charakterystyczne
z0Mte pasmo pojawito si¢ rowniez dla zaggszczonego metanolowego ekstraktu SME oraz
frakcji Il. Co istotne, frakcja Il zgodnie z zastosowang procedurg frakcjonowania

powinna by¢ bogata w wolne kwasy fenolowe i nie powinna zawiera¢ flawonoidéw.
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NP-PEG

a) 254nm b) 365nm c) AIC (365 nm) d) (365 nm)

Re

0,74
0,66 --
0,48

0,43 \_
0,39 --
0,31--

vV v vl A3 v VvV v v v VI A3

0 2 1 1 15 10 10 0 2 1 1 15 10 10 10, 2 9 #. «% 10 10 10 10 WL

Rys. 33. Chromatogramy TLC zageszczonego surowego metanolowego ekstraktu probki A3 oraz jego frakcji od | do VI. Rozdziat
przeprowadzono na plytkach chromatograficznych pokrytych zelem krzemionkowym Si60 F2s4, faza ruchoma: chloroform - metanol - octan
etylu (75:15:10, v/v/v), wizualizacja chromatograméw przy UV A = 254 nm (a) i A = 365 nm (b), po derywatyzacji AIClz przy UV A = 365 nm
(c) i NP-PEG przy UV A =365 nm (d) [129].
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Mozna réwniez zauwazyC, ze zawarte we frakcjach Il i 1V skladniki
charakteryzujg si¢ niskimi wartosciami Rr (Rr < 0,30), co wskazuje na potrzebe
zastosowania bardziej polarnej fazy ruchomej do rozdzielania wystgpujacych w nich
glikozydow flawonoidowych.

W Kkolejnym etapie rozdzielone sktadniki poszczegdlnych frakcji probki A3
badano pod katem ich aktywnosci przeciwbakteryjnej (Rys. 34 i Rys. 35). Na podstawie
przeprowadzonych analiz TLC-DB szesciu frakcji fenolowych stwierdzono, ze
charakteryzuja si¢ one wicksza skuteczno$¢ przeciwko Gram-dodatnim bakteriom
B. subtilis niz Gram-ujemnym bakteriom A. fischeri (Rys. 34). Wyzsza aktywnos¢
przeciwbakteryjna ekstraktow C. incanus w stosunku do bakterii Gam-dodatnich jest
zgodna z dotychczasowymi doniesieniami literaturowymi [64], [90].

Wsrod badanych ekstraktow frakcja | prezentowala najbardziej zréznicowany
zestaw sktadnikow o charakterze przeciwbakteryjnym. Profile przeciwbakteryjne frakcji |
i 1l uzyskane w te$cie z bakteriami B. subtilis pokrywaja si¢ z odpowiadajagcymi im
profilami flawonoidowymi (wykazujacymi zo6tta fluorescencj¢ po zastosowaniu chlorku
glinu jako odczynnika derywatyzujaego). Cze$¢ zawartych w tych dwoéch frakcjach
zwigzkow flawonoidowych wykazywata rowniez aktywno$¢ antybakteryjng w badaniach
z bakteriami A. fischeri (Rys. 34c). Ich wspolny sktadnik antybakteryjny o wspotczynniku
Rr = 0,31, obok zwigzkéw o Rr = 0,66 i 0,74 (frakcji 1), wykazywat najsilniejszy wpltyw
na bakterie A. fischeri (Rys. 34b).

W tescie B. subtilis dwie wyrazne strefy zahamowania wzrostu bakterii (warto$¢
RF rowna 0,15 i 0,61) pojawily si¢ takze we frakcji V. Zgodnie z zalozeniami
wieloetapowej ekstrakcji zwigzkéw fenolowych, mozna przypuszcza¢ ze zwigzki te
nalezg do grupy kwasow fenolowych, uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej. Nie
znaleziono natomiast zwigzku wykazujacego wlasciwosci przeciwbakteryjne we
frakcjach 111, IV i VI.

Brak widocznych stref hamowania wzrostu bakterii w przypadku frakcji 111 i IV
moze by¢ spowodowany naniesieniem na ptytke zbyt matej objetosci probki lub
antagonizmem pomigdzy zwigzkami zawartymi w nierozdzielonych pasmach
chromatograficznych. Jednakze zwigkszenie objetosci probki powodowalo duze rozmycie

otrzymywanych pasm chromatograficzny.
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a) B. subtilis b) A. fischeri c) AICl; (365nm)

0,31

| ! ] v V VI A3 | ! v Vi | ! Vv Vi
10 2 1 1 15 10 10 5 1 9 5 ) 1 5 5 uL

Rys. 34. Zwigzki bioaktywne zawarte w zageszczonym surowym metanolowym ekstrakcie probki A3 oraz jego frakcjach od | do VI. Rozdziat
przeprowadzono na ptytkach chromatograficznych pokrytych zelem krzemionkowym Si60 Fas4, faza ruchoma: chloroform - metanol - octan
etylu (75:15:10, v/v/v). Bioautogramy otrzymane w biotestach B. subtilis (a) oraz A. fischeri. (b). Wizualizacja chromatograméw po
derywatyzacji chlorkiem glinu przy UV A = 365 nm (c). [129].
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Aby umozliwi¢ badanie poszczegolnych sktadnikow frakcji Il i IV, a tym
samym, w celu wykluczenia mozliwego antagonizmu, opracowano Specjalny uktad
chromatograficzny. Roéznica pomigdzy nowym uktadem a dotychczas stosowanym
polegat na wykorzystaniu do analizy chromatograficznej bardziej polarnej fazy ruchome;j.
W nowym uktadzie chromatograficznym zastosowano faz¢ ruchoma zawierajaca
mieszaning¢ toluen — octan etylu — metanol, 5:2:3 (v/v/v). Zastosowany uktad nieznacznie
polepszyt rozdzial obu frakcji, jednakze nie pojawita si¢ zadna strefa o dziataniu

przeciwbakteryjnym (Rys. 35).

a) 254 nm b) B. subtilis C) A. fischeri
-
1]l v m v m 1w
1 1 1 1 1 1L

Rys. 35. Chromatogramy TLC frakcji III i IV otrzymanych z ekstraktu probki A3.
Rozdziat przeprowadzono na plytkach chromatograficznych pokrytych zZelem
krzemionkowym Si60 Fs4, faza ruchoma: toluen — octan etylu — metanol, 5:2:3 (v/v/iv),
wizualizacja chromatograméw przy UV A = 254 nm (a). Bioautogramy otrzymane
w biotestach B. subtilis (b) oraz A. fischeri. (c) [129].
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55 Ildentyfikacja bioaktywnych sktadnikow frakcji fenolowej I [130]

Zaobserwowany wyrazny profil antybakteryjny frakcji | sprawil, ze glownym
celem dalszej czgéci badania bylo wykrycie i1 identyfikacja skladnikéw hamujacych
wzrost bakterii w tej frakcji. W poprzednim etapie badan do analizy szesciu frakcji
fenolowych wytypowano probke A3. Wybor probki podyktowany byt migdzy innymi
wstepowaniem w jej surowym metanolowym ekstrakcie (SME) intensywniejszych strefy
hamowania wzrostu bakterii, dla wartosci Rr ponizej 0,31 (Rys. 32). W przypadku frakcji
fenolowej | wigkszos$¢ aktywnych biologicznie stref znajduje si¢ powyzej tego zakresu.
Dlatego na tym etapie badan dokonano analizy frakcji fenolowej I wszystkich probek
handlowych C. incanus, w celu dobrania obiektow (probek) najlepszych do badan
aktywnych sktadnikoéw tej frakcji. Chromatograficzne odciski palca frakcji | jedenastu
handlowych probek C. incanus otrzymano stosujac faz¢ ruchomg chloroform - metanol -
octan etylu, 75:15:10 (v/v/v). Wigkszos¢ otrzymanych profili chromatograficznych frakcji
| czystka (z wyjatkiem tych pochodzacych z probek T2, T4 1 G1) bylo zblizonych do
siebie pod katem jakosciowym, co widoczne byto na chromatogramach przed i po
derywatyzacji chlorkiem glinu (Rys. 36a-c). Spryskanie ptytek chlorkiem glinu wykazato
sze$¢ charakterystycznych zottych pasm chromatograficznych odpowiadajacych
flawonoidom. Oznaczono je jako ¢l do c6, odpowiednio 0 warto$ciach Rr rownych 0,28,
0,36, 0,40, 0,46, 0,67 i 0,71 (Rys. 36b). W przypadku kazdej probki, chromatograficzny
profil chemiczny frakcji |1 byt zgodny z profilem przeciwbakteryjnym uzyskanym przy
uzyciu testow B. subtilis i A. fischeri (Rys. 36d-f). Poczatkowo ciemne strefy
przeciwbakteryjne na bioautogramach A. fischeri byly stabo widoczne, ale ich
intensywno$¢ rosta w ciggu kolejnych 20 minut (Rys. 36f).

Do dalszych badan zwigzanych z identyfikacja aktywnych biologicznie zwigzkéw
wybrano probki A4 i T3. Chromatogramy otrzymane dla frakcji fenolowej I tych probek
charakteryzowaty si¢ dobrze rozdzielonymi i1 stosunkowo intensywnymi pasmami

chromatograficznymi zawierajacymi zwigzki 0 wlasciwosciach antybakteryjnych.
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Rys. 36. Chromatogramy i bioautogramy TLC frakcji flawonoidowej I jedenastu probek
handlowych C. incanus. Rozdziatl przeprowadzono na ptytkach chromatograficznych
pokrytych zelem krzemionkowym Si60 Fzs4, faza ruchoma: chloroform - metanol - octan
etylu (75:15:10, v/viv). Wizualizacja: UV A = 365 nm (a), po derywatyzacji chlorkiem
glinu w UV A = 365 nm (b), UV A = 254 nm (c), testy przeciwbakteryjne przeciwko
B. subtilis (d) i A. fischeri dokumentowane natychmiast (€) i po 20 min (f) [130].

W pierwszym etapie identyfikacji dla potwierdzenia obecno$¢ aglikonéw
flawonoidow w strefach przeciwbakteryjnych frakcji I, oprocz chlorku glinu zastosowano
takze inne specyficzne odczynniki: NP-PEG, chlorek zelaza (IIT), PABA i DPA (Rys. 37).
Po zastosowaniu dwoch pierwszych odczynnikoéw derywatyzujacych uzyskano
charakterystyczne dla flawonoidéw zotte (NP-PEG) i bragzowe (FeCls) zabarwienie pasm
cl-c6 (Rys. 37b i c¢). Brak niebieskiej fluorescencji z PABA i widocznego niebieskiego
koloru z DPA potwierdzito nasze wstepne zatozenie, ze w pasmach cl-c6 nie wystepuja
koniugaty cukru, a jedynie aglikony (DPA i PABA stosuje si¢ do derywatyzacji cukrow
i koniugatéw cukrowych) (Rys. 37d i e).
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Rys. 37. Chemiczna charakterystyka sktadnikow bioaktywnych (od cl do c6) frakcji
flawonoidowej 1 probek C. incanus. Rozdzial przeprowadzono na plytkach
chromatograficznych pokrytych zelem krzemionkowym Si60 Fzss, faza ruchoma:
chloroform - metanol - octan etylu (75:15:10, v/v/v). Derywatyzacja: AIClz (a, A = 365
nm), NP-PEG (b, A = 365 nm), FeClz (c, $§wiatlo biate), PABA (d, A = 365 nm)
i DPA (e, $wiatto biate) [130].

Dalszg charakterystyke i identyfikacje flawonoidow zawartych w pasmach
o potwierdzonej aktywno$ci przeciwbakteryjnej przeprowadzono stosujgc technike
HPLC-DAD-ESI-MS. W tym celu bioaktywne strefy c1 - ¢6 zdrapano z warstwy TLC
i wymywano etanolem, wedlug procedury opisanej w podrozdziale 5.2.1. Obecno$é
substancji czynnych w probkach (C1 — C6) otrzymanych w wyniku izolacji sktadnikow
zawartych w odpowiednich pasm chromatograficznych potwierdzono przy pomocy
analizy TLC (Rys. 38a i b). Zaobserwowano, ze probka C5 zawierala rOwniez zwigzek
pochodzacy z pasma €6, co wynikato prawdopodobnie z niewystarczajgcej rozdzielczosci
zastosowanego uktadu chromatograficznego. Wszystkie izolaty wykazywaty aktywnos$¢
przeciwbakteryjng w biotescie z B. subtilis. Dla probki C4 efekt hamowania wzrostu
bakterii nie byt zauwazalny (Rys. 38c), najprawdopodobniej z powodu zbyt matej iloSci

analitu natozonego na warstwe TLC.
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Nastepnie wykonano analiz¢ HPLC-DAD-MS szesciu izolatow pochodzacych
z frakcji | dwoch surowych ekstraktow probek, Al i T3 (Rys. 39 i Rys. 40).

A4 T1 A4/l c1 c2 3 c4 c5 c6 T3/l ap

Rys. 38. Chromatogramy dwoch zageszczonych ekstraktow C. incanus (A4 i T3), ich
frakcji flawonoidowych I (A4/1 1 T3/I), sktadnikéw antybakteryjnych wyizolowanych ze
pasm cl do c6 oraz wzorca apigeniny (ap). Rozdziat przeprowadzono na ptytkach
chromatograficznych pokrytych zelem krzemionkowym Si60 Fzss, faza ruchoma:
chloroform - metanol - octan etylu (75:15:10, v/v/v). Wizualizacja przy UV A = 254 nm
(a), po derywatyzacji chlorkiem glinu w UV LA = 365 nm (b) i po zastosowaniu testu
B. subtilis (c) [130].
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Rys. 39. Chromatogramy HPLC-DAD zarejestrowane przy A = 314 nm ()

i odpowiadajace im chromatogramy uzyskane technika HPLC-ESI-MS (b) dwoch
zageszezonych ekstraktow C. incanus (T3 i Al), ich frakcji flawonoidowych 1 (T3/1
i A1/l), sktadnikow antybakteryjnych wyizolowanych z pasm cl do c6 oraz wzorca
apigeniny. Kazda warto$¢ m/z jest reprezentowana przez inny kolor [130].
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Rys. 40. Widma UV (strona lewa), ESI + (posrodku) i ESI - (strona prawa) gtownych
sktadnikow wchodzacych w sktad pasm chromatograficznych c1, c2, ¢5 i ¢6 [130].
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Zastosowana technika jonizacji ESI pozwolita zarejestrowa¢ widma masowe
zarOwno w trybie jonizacji dodatniej, jak 1 ujemnej. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze probka izolatu C1 zawierata dwa zwiazki o tych samych widmach UV
jak i MS (Rys. 40, cl), co wskazuje na wystgpowanie w probce dwoch form
izomerycznych. W trybie jonizacji dodatniej na widmie masowym probki C1
dominowala protonowana czgsteczka przy m/z 595 [M+H]* oraz jon adduktu sodu przy
m/z 617 [M+Na]*. Zostal rowniez wykryty addukt sodowy dimeru przy m/z 1211
[2M+Na]* oraz cztery mniejsze jony fragmentacjne przy m/z 309 [M-285]*, m/z 287, m/z
165 i m/z 147. W trybie jonizacji ujemnej zdeprotonowany jon czgsteczkowy
i zdeprotonowany dimer dawaty sygnaty przy m/z 593 [M-H] i m/z 1187 [2M-H]".

W pasmach TLC c2, ¢3 i c4, niektore zwigzki rowniez ulegly wspolnej
co-migracji (Rys. 34). Jednak w kazdym indywidualnym przypadku napotkano zwiazki
0 identycznych widmach zarowno UV jaki i masowych, ponownie sugerujac obecnosé
form izomerycznych zwigzkow (Rys. 35, ¢2). W trybie jonizacji dodatniej zarejestrowano
intensywne sygnaty dla m/z 741 [M+H]", m/z 763 [M+Na]* i m/z 455 [M-285]". Na
widmie masowym tych zwigzkéw przy m/z 1503 [2M+Na]*, m/z 336 i m/z 352 widoczne
byly rowniez sygnaty charakteryzujace si¢ nizszg intensywnos$cig. Ponadto w trybie
jonizacji ujemnej uzyskano dominujacy sygnat masowy przy m/z 739 [M-H] i sygnat
o niskiej intensywnosci przy m/z 1187 [2M-H]".

Analiza HPLC potwierdzita réwniez wystepowanie gltownego fenolowego
sktadnika wyizolowanego z pasma chromatograficznego c6 w probce otrzymanej z pasma
c5. W trybie dodatniej jonizacji gtéwne sktadniki pasm c5 i c6 dawat sygnaly masowe
przy m/z 271 i m/z 301, a w trybie ujemnym przy m/z 269 i m/z 299. Sygnaly te
przypisano odpowiednio protonowanym [M+H]" i deprotonowanym [M-H]" czgsteczkom
(Rys. 35, c5 i c6).

Literatura dotyczaca gatunkow Cistus donosi o tym, iz z grupy aglikonow
flawonoidow udato si¢ dotychczas zidentyfikowaé apigening i 3-O-metylokemferol,
odpowiednio o masach czasteczkowych 270 i 300 g-mol™. Apigenina zostata wykryta
jako sktadnik dwunastu gatunkéw z rodzaju Cistus, w tym C. incanus [131]-[133].
3-O-metylokemferol zidentyfikowano w przypadku trzech przedstawicieli rodzaju Cistus,
a mianowicie: C. ladanifer [131], [133], C. palhinhae [131] i C. incanus [134].
Charakterystyka literaturowa tych dwoch aglikonéw odpowiadata wynikom analizy
gtownych sktadnikow pasm c5 i c6. Identyfikacje apigeniny jako glownego sktadnika

pasma c5 przeprowadzono testem TLC-B. subtilis oraz analizga HPLC-MS.
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W tescie TLC-DB wzorzec apigeniny wykazywat efekt hamowania wzrostu bakterii przy
tej samej wartosci Rr = 0,67, co zwigzek z pasma ¢5 (Rys. 38). Roéwniez
stosujagc analiz¢ HPLC-DAD-MS, dla zwigzku wyizolowanego z pasma C5,
zarejestrowano te same czasy retencji, widma UV i widma masowe, co dla wzorca
apigeniny (Rys. 39). Wstepng identyfikacje gltéwnego skladnika pasma c6 jako
3-O-metylokemferolu potwierdzono przez poréwnywalne literaturowych widm UV
(Amax= 349 nm) tego flawonoidu [133], [135] z widmami otrzymanymi dla probki C6.

Istotnym problemem wymagajacym rozwigzania byl fakt, ze sygnaly masowe
zarejestrowane dla zwigzkoéw obecnych w pasmach od ¢l do ¢4 byly zbyt wysokie jak na
aglikony flawonoidowe i dlatego jako mozliwe wyjasnienie byly brane pod uwagg
kondensaty flawonoidow (dimery i trimery) lub glikozydy. Jednak negatywne wyniki
uzyskane po zastosowaniu odczynnikow wizualizujacych PABA i DPA wstepnie
wykluczyly obecnos¢ form glikozydowych w badanych probkach. Z analizy danych
literaturowych wynika, ze 3-O-B-D-(6"-O-(E)-p-kumaroilo)-glukopiranozyd kemferolu
(Tylirozyd, 594 g mol™?) i 3-(3",6"-dikumaroilo)-glukopiranozyd kemferolu (740 g mol™)
zostaty zidentyfikowane przez Wittpahla i wsp. [72], jako sktadniki C. incanus. Ten drugi
zwigzek zostal réwniez zidentyfikowany przez Goriego i wsp. [69]. Te dwie grupy
badawcze umiescity w swoich pracach odpowiednie widma (UV i1 MS) omawianych
zwigzkow, ktore okazaly si¢ identyczne z widmami zarejestrowanymi dla zwiazkow
wyodrgbnionych z pasm cl-c4. Budowa przestrzenna tych dwoch zwigzkow wyjasnia
negatywny wynik w reakcji z PABA. Kwas kumarowy zwigzany z atomem Cs glukozy
prawdopodobnie blokuje otwarcie pierscienia cukru, co powoduje brak reakcji tych
zwigzkow z PABA. W zwiazku z powyzszym w celu identyfikacji sktadnikow pasm cl
do c4 przeprowadzono dodatkowe badania technikg HPTLC, ktore koncentrowaty sie na
wykryciu kemferolu i glukozy, jako potencjalnych elementéow budulcowych badanych
zZwigzkow.

Glukoza nie posiada chromoforu UV i z tego powodu jej wykrywanie jest
utrudnione. Jedng z mozliwych opcji jej wykrycia jest uzycie odczynnika chemicznego
zdolnego do wytworzenia pochodnej glukozy zawierajacej chromofor. Wykorzystanie
chromatografii cienkowarstwowej, w ktorej mamy bezposredni dostgp do sktadnikow
rozdzielonych na powierzchni adsorbentu, utatwia zastosowanie odpowiedniego
odczynnika derywatyzujacego. Zaleta ta postuzyla do opracowania dwoch procedur

bazujacych na technice HPTLC, taczacych uwalnianie in situ glukozy z mozliwego
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koniugatu z jej separacjg i detekcjg. W obu opracowanych procedurach wszystkie etapy
analizy przeprowadzono na tej samej ptytce chromatograficzne;.

W przypadku pierwszej procedury badane probki rozwijane byly na ptytkach
chromatograficznych pokrytych zelem krzemionkowym modyfikowanym aming 60 F2s4S.
Przed rozwini¢ciem, probki C1 do C4, probke kontrolng (eluat czystej warstwy TLC)
i wzorzec glukozy poddano procesowi kwasowej hydrolizy in situ, stosujac 10-minutowa
inkubacj¢ ptytki chromatograficznej w oparach HCI (21°C), a nastgpnie 10-minutowe
ogrzewanie w temperaturze 100 °C (Tab. 9Tab. 9). Poczatkowo uwolniona glukoza byta
rozdzielona w uktadzie zawierajacym faze ruchoma acetonitryl - woda, 7:3 (v/v), jednak
otrzymane w ten sposoéb pasmo chromatograficzne byto znieksztatcone (Rys. 41a). Ten
niepozadany efekt zostal wyeliminowany przez wprowadzenie natychmiast po etapie
hydrolizy wstgpnego rozwijania ptytki acetonitrylem, ktory wymywa ze strefy nakladania
wigkszo$¢ hydrolizatow, ale nie uwolniong glukoz¢. Nastgpnie wysuszong plytke
poddawano docelowemu rozwijaniu stosujac faze ruchoma: acetonitryl-woda, 7:3 (v/v)
(Rys. 41b).

pierwszerozwinigede
drugie rozwiniecie

cl c2 3 ¢4 G # c5
1ug

Rys. 41. Wykrywanie glukozy (G) uwolnionej z aktywnych biologicznie pasm fenolowej
frakcji | czystka, potaczonej z kwasowa hydrolizg in situ na ptytka HPTLC pokrytych
zelem krzemionkowym modyfikowanym aming. Pojedyncze rozwijanie — faza ruchoma:
acetonitryl - woda, 7:3 (v/v) (a) i wstgpne rozwijanie acetonitrylem, a po wysuszeniu
wlasciwe rozwijanie faza ruchoma acetonitryl - woda, 7: 3 (v/v) , jak podano w Tab. 9
(b). Pasma cl do c6 (takie same, jak na Rys. 36) wyizolowano z warstwy TLC
rozwinietej frakcji I, # jest eluatem kontrolnym tta ptytki [130].

Zarejestrowany sygnat fluorescencyjny umozliwiajacy wykrycie stref glukozy otrzymano
przez reakcje miedzy glukoza a grupami aminowymi fazy stacjonarnej. Reakcje ta
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uzyskano poprzez ogrzewanie w 170 °C przez 20 minut rozwinietej plytki. Na
otrzymanych chromatogramach widzimy glukoze uwolniong z probek od C1 do C4 (Rys.
41b).

Aby unikngé czasochlonnego izolowania z poszczegdlnych pasm ewentualnych
zwigzkow glikozydowych o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych, opracowano
alternatywng procedure 2D-HPTLC do wykrywania uwalnianej z nich glukozy.
W pierwszym etapie procedury plytke rozwijano (w pierwszym kierunku) mieszaning
chloroform - metanol - octan etylu, 75:15:10 (v/v/v), w celu uzyskania odpowiedniego
rozdziatu chromatograficznego frakcji I. Po tym etapie nastgpito hydrolityczne
uwolnienie glukozy w parach HCI, a nastgpnie dokonano drugiego i trzeciego rozwinigcia
w kierunku ortogonalnym do pierwszego. Drugie rozwinigcie prowadzono acetonitrylem
(z powoddéw wyjasnionych w poprzedniej procedurze), a trzecie mieszaning acetonitryl-
woda (efektem czego byto rozdzielenie uwolnionej w wyniku hydrolizy glukozy) (Tab.
10a). Wizualizacja chromatograméw przy pomocy DPA i PABA spowodowata
pojawienie si¢ odpowiednio niebieskich i fluorescencyjne niebieskich stref w obecnosci
wolnej glukozy (Rys. 42a-f). Porownujac odczynniki derywatyzacyjne takie, jak kwas 2-
naftolo sulfonowy, aldehyd o-ftalowy, DPA i PABA, ostatni (PABA) okazal si¢
najbardziej czuly z nich wszystkich i zapewnit najlepsza wykrywalnos$¢ glukozy [136].
Zanurzenie ptytki chromatograficznej w mieszaninie parafina - n-heksan, 1:2 (v/v) po
derywatyzacji PABA spowodowato powstanie bardziej jednorodnego tla, zwigkszajac
czuto$¢ metody (Rys. 42e) w stosunku do uzycia samego PABA (Rys. 42d). W oparciu
o analiz¢ wideodensytometryczna (stosujac program Imagel) oceniono, ze wspomniane
zanurzenie zwigksza intensywno$¢ sygnatu fluorescencyjnego o ok. 50%. Uwolniona
w wyniku kwasniej hydrolizy glukoza widoczna byla na otrzymanych chromatogramach
(Rys. 42) w pasmach od cl1 do c4 oraz w miejscach naktadania probek. Wyniki tych
analiz potwierdzity, ze w badanych pasmach, wykazujacych aktywno$¢ antybakteryjna,

obecne sg zwigzki glikozydowe.
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Rys. 42. Wykrywanie glukozy (G) uwolnionej ze zwiazkéw obecnych w aktywnych strefach frakcji I C. incanus (probka Al), przy pomocy
2D-HPTLC na warstwie zelu krzemionkowego, w potaczeniu z kwasowg hydrolizg in situ (kolejne kroki procedury podano w Tab. 10a).
Pierwsze rozwijanie w pierwszym kierunku mieszaning chloroform - octan etylu - metanol, 75:10:15 (v/v/v) (a; A = 254 nm), drugie rozwini¢cie
w drugi kierunku (po kwasowej hydrolizie) acetonitrylem, a po wysuszeniu ptytki mieszaning acetonitryl — woda, 35:10 (v/v) (b; A = 365 nm).
Derywatyzacja przy uzyciu: DPA (c; $wiatlo biate), PABA (d; A = 365 nm) i PABA-parafina (e; A = 365 nm) [130].
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W celu detekcji kemferolu jako potencjalnego sktadnika zwigzkow obecnych
w badanych pasm chromatograficznych wykorzystano nieznacznie zmodyfikowang
procedure 2D-HPTLC do wykrywania uwolnionej glukozy. W podejsciu tym: wydtuzono
czas inkubacji w parach HCI, przy jednoczesnej rezygnacji z ogrzewania, ktore powoduje
kondensacj¢ zwigzkow fenolowych. Rozwijanie chromatogramow w kierunku
ortogonalnym do pierwotnego kierunku prowadzono faza ruchomg toluen - octan
izopropylu - kwas mrowkowy 3:2:0,5 (v/v/v), a wizualizacji dokonywano metanolowym
roztworem chlorku glinu. W wyniku przeprowadzonej analizy kemferol zostat
zidentyfikowany jako sktadnik tych samych pasm, w ktérych potwierdzono obecnosc
glikozydow (c1-c4) (Rys. 43).

a b

0.3 ugK

A

pierwszy kierunek

6 uL

drugi kierunek

Rys. 43. Wykrywanie kemferolu (K) uwolnionego ze zwiazkéw obecnych w aktywnych
strefach frakcji | C. incanus (probka A1), przy pomocy 2D-HPTLC na warstwie zelu
krzemionkowego, w potagczeniu z kwasowa hydrolizg in situ (kolejne kroki procedury
podano w Tab. 10b). Pierwsze rozwijanie w pierwszym kierunku mieszaning chloroform
- octan etylu - metanol, 75:10:15 (v/v/v) (a; A = 254 nm), drugie rozwini¢cie w drugi
kierunku (po kwasowej hydrolizie) mieszaning toluen — octan izopropylu — kwas
mrowkowy 3:2:0,5 (v/v/v) i wizualizacji chlorkiem glinu (b; A = 365 nm) [130].
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W celu potwierdzenia wynikow uzyskanych opracowanymi metodami HPTLC
przeprowadzono kwasowa hydrolize bezposrednio w roztworze probek zawierajacych
zwiazki wyizolowane z pasm (cl - c4), a otrzymane hydrolizaty analizowano technika
HPLC-DAD-MS. W kazdym przypadku otrzymano sygnaly pochodzace od kemferolu
i kwasu p-kumarowego (Rys. 38). Sygnaty pochodzace z tych zwigzkéw wystepowaty
wczesniej jako jony fragmentacyjne widm masowych substancji wykrywanych
w pasmach cl do c4 (Rys. 35). Sygnaty uzyskane w trybie jonizacji dodatniej przy m/z
287 1 m/z 165 odpowiadaja odpowiednio masom protonowanych czasteczek kemferolu
i kwasu kumarowego. Analizujac uzyskane dane mozna zauwazy¢, ze jon fragmentacyjny
obecny w pasmie c1 przy m/z 309 i inny jon fragmentacyjny obecny w pasmach c2 do c4
przy m/z 455 uzyskujemy w wyniku oddzielenia jednostki kemferolu od jonu
molekularnego odpowiedniego widma. Warto réwniez zauwazy¢, ze roznica migdzy
glownym sktadnikiem c1 (594 g-mol?) a c2 (podobnie jak c3 i c4, 740 g mol™l) jest
rowna jednostce kwasu kumarowego (164 g-mol™l) z oderwang czasteczka wody (18

g-mol™, ktora jest odszczepiana w trakcie reakcji kondensacii).

mAU

3 n
500 "R < 314 nm
F 5 £
R g l‘: ! han)
E E S g =
4 ) M~ _\l‘:l_
jca | | e
1 03 | |I | s /w"-‘*’g - __'A‘.' - pa -
gr ™~
250 2 €
lc2 i
‘n A o
lﬂ » i e
II|| IP'L % lﬂ. |ﬂ|‘§
B c1 M‘u'r\’ - f\-h\\i,,,'iﬂU " A ‘l'["'\f AN -
| b
1 kemferol |r|
0 kwas p-kumarowy ||

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 min

Rys. 44. Chromatogramy HPLC-DAD kemferolu, kwasu p-kumarowego
1 hydrolizowanych kwasem izolatow (cl do c4). Rejestracja przy A = 314 nm, wartosci
m/z odpowiadajace poszczegdlnym pikom otrzymane metodga HPLC-DAD-ESI (+) [130].

Uzyskane technikami chromatograficznymi (HPTLC i HPLC) wyniki pokazuja,

ze zwigzki przeciwbakteryjne wystepujace w pasmach chromatograficznych cl1-c4 frakcji
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fenolowej I nie sg aglikonami flawonoidowymi, ale glikozydanmi ztozonymi z jednostek
glukozy, kemferolu i kwasu kumarowego. Zwiagzki obecne w pasmie cl zostaly wstepnie
zidentyfikowane jako cis- i trans- tylirozyd, a zwigzki z pasm c2-c4 jako izomery
dikumaroilo-glukozydu kemferolu.

Warto podkresli¢, ze dla wszystkich zidentyfikowanych zwigzkéw zawartych
w frakcji fenolowej | probek handlowych C. incanus opisane zostaty w literaturze ich
rézne wilasciwosci biologiczne. Apigenina wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne
przeciwko Gram-dodatnim bakteriom Staphylococcus aureus i Bacillus subtilis,
bakteriom Gram-ujemnym Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa, a takze wywiera
dziatanie antyproliferacyjne na linie komorkowe ludzkiego raka [137]. Stwierdzono, ze
3-O-metylokemferol hamuje wzrost Bacillus cereus [138] i proliferacj¢ pieciu ludzkich
linii komoérek nowotworowych [139], [140]. Tylirozyd wykazuje cytotoksycznosé
w stosunku do linii komorkowej ludzkiego raka pluca [141], dziatanie
przeciwpierwotniakowe przeciwko Entamoeba histolytica i Giardia lamblia [142] i jest
z powodzeniem stosowany w leczeniu egzemy [143]. 3-(3",6"”-dikumaroilo)-
glukopiranozyd kemferolu wykazuje dziatanie antyproliferacyjne i przeciwbakteryjne,
odpowiednio, przeciwko kilku liniom komoérek nowotworu ludzkiego [144]
i Gram-dodatnim szczepom bakteryjnym (Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus i Micrococcus luteus) [145]. Ponadto jego izomer,
3-(2",6"-dikumaroilo)-glukopiranozyd kemferolu, okazat si¢ skuteczny wobec os$miu
szczepow bakterii (w tym zaréwno Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych) oraz

czternastu szczepow grzybow [146].
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6. ANALIZA FRAKCJI NIELOTNEJ - WEASCIWOSCI PRZECIWNOWOTWOROWE

6.1 Linie komorkowe

Badania  eksperymentalne  aktywno$ci  przeciwnowotworowej — surowego
metanolowego ekstraktu czystka (otrzymywanie omowione w podrozdziale 5.1.1) zostaty
przeprowadzone na dwoch liniach komorkowych raka jelita grubego roznigcych sie
stanem genu TP53: HCT116 p53** z dzika forma genu TP53 oraz HCT116 p537"
pozbawionych obu alleli tego genu.

Linia komorkowa typu dzikiego (HCT116 p53**) pochodzita z banku American
Type Culture Collection (ATCC® CCL-247™, Manassas, VA, USA). Jej pochodna
z nokautem genu TP53 (p53™7) zostata dostarczona przez prof. M. Rusina z Centrum
Onkologii-Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach. Jako model
nowotworu  komorki ludzkiego raka okreznicy HCTI116 sa  wystarczajaco
reprezentatywne dla interakcji ze sktadnikami diety [147], [148].

Pasazowane komorki nowotworowe hodowano w butelkach o pojemnosci 75 ml
(Nunc, Roskilde, Dania) na zmodyfikowanej pozywce Eagle Dulbecco (DMEM)
z dodatkiem antybiotyku gentamycyny (100 pg-ml?). Zadaniem antybiotyku byta
ochrona komorek przed zakazeniami. Pozywke uzupelniono 12% inaktywowang
termicznie surowicg ptodéow wotowych (Gibco, Eggenstein, Niemcy). Proces inkubacji
przebiegal w temperaturze 37 °C, wilgotno$¢ 95% oraz stezenie CO2 5%. Wszystkie
etapy badania byty prowadzone w sterylnych warunkach, w komorach z laminarnym

przeptywem powietrza.

6.2  Test cytotoksycznosci - MTS

Ekstrakty probek handlowych czystka otrzymane w wyniku wyczerpujacej
ekstrakcji metanolem przepuszczono przez membranowy filtr strzykawkowy o $rednicy
poréw 0,02 um (AnotopTM. 25 Plus). Przesaczone ekstrakty roslinne liofilizowano
a nastgpnie rozcienczono w pozywce hodowlanej w celu osiggnigcia Wymaganego
stezenia. Wykladniczo rosngce komorki HCT116 zbierano poprzez trypsynizacje.
Komérki wysiewano na 96 dotkowej ptytce (Nunc, Roskilde, Dania) w stezeniu 5,0 x 103
komoérek na dolek i1 poddawano 24 godzinnej inkubacji. Po tym czasie medium

wzrostowe wymieniano na pozywke zawierajaca ekstrakty czystka w zakresie stezen od
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0,1 do 2,0 mg-mlt. Komoérki inkubowano z ekstraktami przez 72 godzin (temp. 37 °C).
Nastepnie pozywke zastepowano 100 ul DMEM bez czerwieni fenolowe;j.

Aktywno$¢ metaboliczng zywych komorek poddanych dziataniu potencjalnie
cytotoksycznych zwigzkow zawartych w ekstraktach okreslano testem MTS przez
dodanie 20 ul CellTiter 96® AQueous One Solutions - MTS (Promega, Madison, W1, USA)
do kazdego dotka. Uktad ten inkubowano przez 1 godzing. Test MTS stanowi
udoskonalong wersje zastosowanego w badaniach antybakteryjnych (rozdziat 5) testu
MTT, w ktorej produkt reakcji konwersji soli tetrazolowej powstaje w obecnoSci
metosiarczanu fenazyny (PMS, ang. phenazine methosulfate) i jest w rozpuszczalny
w wodzie. Test metaboliczny MTS jest kolorymetryczng metoda oznaczania ilo$ci
zywych komorek, pozwalajacg na ocen¢ ich przezywalnosci, a tym samym na oceng
dziatania zwigzkow o potencjale cytotoksycznym. Polega on na pomiarze absorbancji
formazanu powstalego W wyniku redukcji odczynnika MTS. Przeksztalcenie zottego
MTS do czerwono-purpurowego formazanu odbywa si¢ przy udziale NADH lub NADPH

produkowanych przez enzym dehydrogenazy w metabolicznie czynnych komorkach

(Rys. 45).
' e SO OCH,COOH
A oWV e
SR O
: ”.*._\'i(_I CH
= CH,

MTS — formazan

Rys. 45. Zo6lty zwigzek MTS przeksztalcony w czerwono-purpurowy formazan.

[lo$¢ powstatego produktu jest proporcjonalna do liczby zywych 1 aktywnych
metabolicznie komodrek w probie. W przypadku komorek uszkodzonych badz martwych,
formazan tworzy si¢ w mniejszych ilo$ciach, lub nie powstaje. Absorbancj¢ zmierzono
przy dhugosci fali A = 490 nm (maksimum absorbancji roztworu formazanu [149]), przy
pomocy wielodetekcyjnego czytnika ptytek Synergy™ 4 (BioTek, Bad Friedrichshall,
Niemcy). Do okreslenia absorbancji tta zastosowano standardowy roztwor zawierajacy
100 ul DMEM bez czerwieni fenolowej 1 20 pl roztworu MTS. Probe kontrolng stanowit
uklad ze wskazang linia komoérkowa HCT116, niezawierajacy dodatku badanych

ekstraktow roslinnych. Otrzymane wyniki absorbancji pozwolilty obliczy¢ warto$ci
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udziatu procentowego zywych komoérek wstawionych na dziatanie badanych ekstraktow
roslinnych wedtug wzoru:

. A
PZK = —»100%
Ay

PZK — procent zywych komérek;

A — warto$¢ absorbancji dla badanych ekstraktow czystka;

Ak — warto$¢ absorbancji dla proby kontrolnej;

Otrzymane wartosci absorbancji zostaly pomniejszone o wartos¢ tla.

Ostatnim etapem eksperymentu bylo okreslenie wartosci stezenia hamujacego
50% (ICs0) wskazanej linii komorkowej, dla kazdego poddanego eksperymentowi
ekstraktu z czystka. I1Cso zdefiniowano, jako stezenie ekstraktu, przy ktorym proliferacja
komorek zostaje zahamowana w 50%, w odniesieniu do komoérek kontrolnych [150].
Absorbancje kontroli przyjmowano za 100%. Kazdy pojedynczy ekstrakt z Cistus
incanus L. testowano w trzech powtorzeniach w pojedynczym eksperymencie, przy czym
kazde do$wiadczenie powtarzano od 3 do 5 razy. Wartosci ICsp oraz bledy pomiarowe
wyznaczono przy pomocy programu GraphPad Prism 5. Badania dotyczace aktywnosci
przeciwnowotworowej metanolowych ekstraktow C. incanus L. przeprowadzono

W Zakladzie Fizyki Ciala Statego Instytutu Fizyki Uniwersytetu Slaskiego.
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6.3 Analiza whasciwosci przeciwnowotworowych C. incanus L. przeciwko

ludzkim liniom komérkowym raka jelita grubego (HCT116) [129]

Ekstrakty C. incanus badano pod katem ich dziatania przeciwnowotworowego
przeciwko dwom ludzkim liniom komoérkowym raka jelita grubego (HCT116): dzikiego
typu z prawidtowa ekspresja genu TP53 (p53**) i jego pochodnej z nokautem genu TP53
(p537). Wyniki przedstawiono w Tab. 11. Testowane komorki zostaty wybrane w celu
zbadania wplywu biatka p53 na mechanizm dziatania probek. Powszechnie wiadomo, ze
pS3 nalezy do bialek supresorowych nowotworu, ktére chronig komorki przed mutacja.
Kiedy komorka jest uszkodzona, ta czasteczka inicjuje mechanizm naprawczy lub
uruchamia apoptoze¢. Biatko p53 jest uznawane za ,,gtowny regulator” komorkowych
programow apoptotycznych. Prawie 50% typéw nowotworéw posiada zmutowany gen
TP53. Komorki nowotworowe z inaktywowanym p53 wykazuja wigkszg odpornos$¢ na
srodki cytotoksyczne [35], [151]. Co wigcej, guzy ze zmutowanym p53 mogag byé
bardziej anaplastyczne, maja wyzszy wskaznik proliferacji 1 bardziej agresywny fenotyp,
niz podobne nowotwory z p53 typu dzikiego, co skutkuje gorszym rokowaniem W ich

leczeniu [152].

Tab. 11. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa surowych ekstraktow C. incanus badana na
dwoch ludzkich liniach komoérek gruczolakoraka okreznicy HCT116 (p53** i p537)
1 wyrazana jako stgzenie zwigzku, powodujace spadek odsetka zywych komorek
w hodowli in vitro 0 50% (ICso) + SD [129].

Prébka Aktywno$¢ przeciwnowotworowa 1Cso + SD [ug-ml-]
C. incanus HCT116 (p53**) HCT116 (p537)
Al 249 £ 24 236 £+ 38
A3 286 £ 131 223 + 105
A5 199 £ 10 161 +£ 62
T1 258 £13 336+ 184
T2 221 £ 16 237 £ 23
T3 168 £15 248 + 143
T4 231+15 242+ 11
ND1 269 £ 111 182 £ 70
Gl 204 £ 12 247 £ 12
G2 138 £ 59 268 + 136
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Indywidualna aktywno$¢ przeciwnowotworowa badanych probek C. incanus,
oceniana na postawie parametru I1Cso nie przekraczata 340 pg-ml™. Najskuteczniejszym
ekstraktem byta probka G2 o wartoéci ICso rownej 138 pg-ml? dla HCT116 (p53*"),
a nastepnie probki A5 (161 ug mL™ dla HCT116 (p53™)) i T3 (168 ug-ml* dla HCT116
(p53**)). Najwyzsza wartoéé ICso, a zatem najnizsza aktywnosé¢ przeciwnowotworowa,
wykryto dla T1 (336 pg-ml?). Ogolnie rzecz biorac, wszystkie testowane ekstrakty
wykazaly porownywalng aktywno$¢ przeciwnowotworowa, co jest raczej zrozumiate dla
jednej i tej samej rosliny, chociaz pochodzi z roéznych krajow $rodziemnomorskich
i z réznych komercyjnych 7zZrédel. Co wazne, obserwowana aktywnos¢
przeciwnowotworowa ekstraktow byta poréwnywalna i nie wykazywata istotnych roznic
wobec obu testowanych linii komoérkowych. Moze to sugerowaé, ze $mier¢ komorki
nastepuje po szlaku niezaleznym od obecnosci p53. Jest to szczegolnie interesujace, ze
wzgledu na wspomniang wyzsza odpornosci mutantow p53 na leki.

Aktywnos¢ przeciwnowotworowa wodnych i etanolowych ekstraktow C. incanus
zostata juz wykazana przez inne grupy badawcze w badaniach in vitro, w stosunku do
linii komorkowych: raka szyjki macicy (HelLa), raka piersi (MDA-MB-453) czerniaka
(FemX) oraz raka prostaty (PZ-HPV-7 i PNT1A) [35], [104]. Wybrany do naszych badan
model linii komorkowych HCT116 nie zostal jeszcze zbadany przy pomocy ekstraktow
C. incanus. Udowodniono jednak, ze czgs¢ wyizolowanych =z  gatunku
C. incanus diterpenow typu labdanum wykazuje silne dziatanie cytotoksyczne i hamujace
proliferacje r6znych linii nowotworowych, w tym réwniez HCT116 [36], [95], [99],
[102], [103]. Jednakze wykazana przez nasz zespot badawczy aktywnosé
przeciwnowotworowa nie byla zwigzana z ta grupa zwigzkow. Wprowadzenie do
procedury przygotowania probki etapu ekstrakcji heksanem powoduje usuniecie z probki
zwigzkow wykazujacych charakter lipofilowy, w tym roéwniez diterpenow.
O powinowactwie zwigzkow typu labdanum do niepolarnych rozpuszczalnikow §wiadczy
fakt udokumentowania obecnosci tych, zwigzkow w heksanowych ekstraktach réznych
gatunkoéw rodzaju Cistus. Klasa zwigzkéw ktorych obecnos¢ w ekstraktach C. incanus
mozna powigza¢ z obserwowanym potencjalem przeciwnowotworowym sg polifenole
(zastosowanie do ekstrakcji materiatu roslinnego silnych ekstrahentow zapewnia wysoka
wydajnos$¢ procesu ekstrakcji tych zwigzkow). Za ta teza przemawiaja liczne doniesienia
literaturowe o aktywno$ci antynowotworowej tych zwigzkéw, w tym réwniez tych

ktorych wystepowanie potwierdzone zostato w gatunku C. incanus [139]-[141], [153].
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VII. WNIOSKI

Analiza frakcji lotnej

Na podstawie analizy GC-MS stwierdzono, ze sktad lotnej frakcji wyodrgbnionej
z handlowych probek C. incanus podczas destylacji z parg wodng w aparacie Derynga
jest znacznie bogatszy, niz ten uzyskany technika analizy fazy nadpowierzchniowej. Przy
pomocy obu zastosowanych metod udato si¢ wyizolowac i zidentyfikowaé w sumie 51
zwigzkéw, z ktorych cze$¢ zostala po raz pierwszy zidentyfikowana w gatunku
C. incanus L.. Wsrod wszystkich zidentyfikowanych zwigzkow, 8 zostato wyizolowanych
tylko przy uzyciu techniki HS-GC/MS, 29 zarejestrowano wytacznie w olejkach
eterycznych otrzymanych wyniku hydrodestylacji, natomiast 14 zwigzkéw wspolnych
udato si¢ zaobserwowac na chromatogramach uzyskanych obiema metodami. Mimo
mniejszej wydajnosci HS-GC/MS, obie techniki uzupelniaja si¢, dlatego warto
wykonywa¢ je lacznie, w celu uzyskania szerszych informacji dotyczacych sktadu
chemicznego frakcji lotnej badanych zio6t.

Frakcje lotne uzyskane z handlowych probek C. incanus L wykazujg znaczgce
roznice w skladzie chemicznym. Rdznice te sg niezalezne od kraju pochodzenia danego
materiatu roslinnego, przez co kraj zbioru probek nie moze by¢ traktowany jako czynnik
réznicujacy poszczeg6lne profile lotnej frakcji probek. W grupie lotnych metabolitow
wtornych wyizolowanych z badanego materiatu nie wystepuje rowniez zaden zwigzek ani
grupa zwigzkow, ktore bytby charakterystyczne dla roslin pochodzacych z jednego
regionu. Niezaleznie od uzytej metody i pochodzenia materiatu roslinnego w kazdej
z dwunastu frakcji lotnych stwierdzono obecno$¢ dwoch zwigzkow: tlenku manoilu oraz
tlenku 13-epi-manoilu. Zawarto$¢ ilosciowa tych dwoch sktadnikéw oraz pozostatych
zwigzkow nalezacych do grupy diterpenow stanowi §rednio 1/3 zawartosci catej frakcji
lotnej wyizolowanej z gatunku C. incanus. Na chromatogramach wigkszo$ci
przebadanych probek widoczne sg takze piki pochodzgce odpowiednio od: eukaliptolu,
a-linalolu, kamfory, tymolu, karwakrolu, viridiflorolu, d-kadinenu, sklareolu, tlenku

sklareolu i fitonu.
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Analiza nielotnej frakcji

Zastosowanie chromatografii cienkowarstwowej TLC umozliwito konstrukcje
chemicznych odciskow palca oraz poréwnanie aktywnosci antyoksydacyjnej
poszczegolnych sktadnikow wodno-metanolowych ekstraktow uzyskanych technika ASE
z probek handlowych C. incanus. Otrzymane ekstrakty r6znig sie iloScig i intensywnoscia
uzyskanych sygnatoéw chromatograficznych oraz aktywnos$cig przeciwutleniajaca badang
metoda TLC-DPPH. Réznice te wyrazone m.in. w postaci sumarycznych intensywnosci
sygnatow  poszczegolnych  ekstraktow  czystka wydaja si¢  byé powigzane
z krajem pochodzenia surowca roslinnego. Ekstrakty C. incanus pochodzace z Turcji
(T1-T5) charakteryzowaty si¢ mniejszg intensywnoscig sygnalow chromatograficznych,
natomiast ekstrakty pochodzace z Albanii (A1-A4) najwigkszg. Najwigksza liczbe
rozdzielonych  pasm chromatograficznych o  najwickszych  intensywnosciach
i najsilniejszych wlasciwosciach antyoksydacyjnych zaobserwowano dla pochodzacych
z Albanii probek A3 i A4. Zawartos¢ wyekstrahowanych substancji fenolowych jest
dobrze powigzana z obserwowang zdolno$cig zmiatania rodnikow DPPH. Obserwacja ta
jest zgodna z dotychczasowymi doniesieniami literaturowymi, w ktérych wykazana
zostata korelacja aktywnosci przeciwutleniajacej polarnych ekstraktéw czystka z ich
profilem polifenolowym (rozdziat 3.1 z Wstgpu teoretycznego).

W przeprowadzonych badaniach wykazano rowniez, ze siedem z jedenastu pasm
rozdzielonych technika chromatografii cienkowarstwowej wykazuje wlasciwosci
przeciwutleniajace w tescie DPPH. Co potwierdza doniesienia literaturowe wskazujace na
wysoki potencjat antyoksydacyjny tego gatunku.

Ponadto udowodniono, ze chromatograficzne odciski palca probek C. incanus
otrzymane w tym badaniu, charakteryzujg si¢ dobrze rozdzielonymi pikami, stosunkowo
niskg linig bazowa, a metoda ich otrzymywania jest powtarzalna. W zwigzku z tym
proponowang procedure (w tym wstepne 0Czyszczanie probek w aparacie Soxhleta,
a nastgpnie zastosowanie systemu ekstrakcji ASE z ustalonymi chemometrycznie
warunkami ekstrakcji) mozna zastosowa¢ jako modelowe podejscie do szybkiego
przesiewowego badania i kontroli jakosci handlowych probek Cistus incanus L. pod
wzgledem liczby i zawartosci poszczego6lnych rozdzielonych frakcji oraz ich aktywnos$ci
przeciwutleniajacej (wymienianej i promowanej przez sprzedawcow, jako gtéwny profil

aktywnosci biologicznej (farmakologicznej) preparatéw handlowych czystka).
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W wyniku przeprowadzonego testu cytotoksycznosci dla metanolowych
ekstraktow czystka wobec komoérek nowotworu jelita grubego linii HCT116 w hodowlach
in vitro, zaobserwowano umiarkowany, ale dobrze mierzalny efekt przeciwnowotworowy
wykazywany przez wszystkie badane probki C. incanus. Wedtug naszej wiedzy, jest to
pierwsze badanie przeprowadzone z uzyciem metanolowych ekstraktow czystka szarego
wobec tego typu raka. Co wazne, obserwowana aktywno$¢ przeciwnowotworowa
ekstraktow byla poréwnywalna 1 nie wykazywala istotnych rdéznic wobec obu
testowanych linii komorkowych (HCT116 p53*"* z dzika formg genu TP53 oraz HCT116
p537 pozbawionych obu alleli tego genu). Otrzymane wyniki sugeruja, ze apoptoza
komorki nastgpuje po szlaku niezaleznym od biatka p53. Jest to szczegolnie interesujace,
ze wzgledu na generalnie zwickszong odporno$¢ na $rodki chemioterapeutyczne
wykazywang przez komorki ze zmutowanym biatkiem p53.

Udowodniono dziatanie przeciwbakteryjne ekstraktow z dwunastu probek
C. incanus L. uzyskanych w wyniku wyczerpujacej ekstrakcji metanolem w aparacie
Soxhleta. Aktywno$¢ te ocenian0 metoda chromatografii cienkowarstwowej -
bioautografii bezposredniej (TLC-DB) zastosowanej na surowych ekstraktach czystka
przeciwko dwom szczepom bakterii (Gram-ujemnej naturalnie $wiecacej Aliivibrio
fischeri i Gram-dodatniej bakterii glebowej Bacillus subtilis) uzytym, jako
mikroorganizmy testowe. Ustalono, ze pomimo roéznego pochodzenia badanych probek
ziotowych, pod wzgledem jakosciowym ich aktywnos$¢ przeciwbakteryjna byla
porownywalna i silniej zaznaczona w stosunku do bakterii Gram-dodatnich niz bakterii
Gram-ujemnych.

Na podstawie analizy TLC-DB przeprowadzonej dla szesciu fenolowych frakcji
(I do VI) otrzymanych w wyniku selektywnej wielostopniowej ekstrakcji surowego
metanolowego ekstraktu probki A3 wykazano réwniez, ze najwickszym potencjatem
przeciwbakteryjnym charakteryzuje si¢ szes¢ pasm chromatograficznych obecnych we
frakcji 1. Stosujac techniki chromatograficzne (TLC/HPTLC oraz HPLC) dokonano
identyfikacji aktywnych biologicznie sktadnikow wystepujacych w tych pasmach. Do
zidentyfikowanych zwiazkéw nalezaty: apigenina, 3-O-metylokemferol, cis- i trans-
tylirozyd oraz izomery tylirozydu sprz¢zonego z kwasem p-kumarowym (dikumaroilo-
glukozydy kemferolu), wszystkie z nich hamowaly wzrost obu testowanych szczepow
bakterii (B. subtilis i A. fischeri). Uzyskane rezultaty potwierdzaja skuteczno$é
1 zasadno$¢ stosowania réznych wariantow techniki TLC/HPTLC (w szczegodlnosci

potaczenie z testami aktywnos$ci biologicznej (TLC-DB i TLC-DPPH)) jako przydatnego
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narzg¢dzia do szybkiego przesiewowego badania aktywnosci poszczegdlnych sktadnikoéw
obecnych w ztozonej matrycy roslinnej oraz ich pdzniejszej identyfikacji.

Otrzymane wyniki analiz  chromatograficznych  wskazuja takze na
nieprawidlowosci wystepujace W dobrze ugruntowanej i szeroko stosowanej procedurze
selektywnej wielostopniowej ekstrakcji fenoli. Do gtownych mankamentéw zaliczyé
trzeba wystepowanie w frakcji aglikonéw flawonoidow (I) szeregu zwigzkoéw o strukturze
glikozydow oraz fakt, ze jeden z zidentyfikowanych glikozydow (tylirozyd) obecny byt
réwniez w frakcji wolnych kwasow fenolowych (11).

Na potrzeby identyfikacji zwigzkow zawartych w fenolowej frakcji I, opracowano
trzy niezalezne metody HPTLC (wielokrotne rozwijanie na zelu krzemionkowym
modyfikowanym aming i dwie metody oparte o dwukierunkowe rozwijanie w zelu
krzemionkowym) potaczone z hydroliza kwasowa in situ stuzace do wykrywania
w rozdzielonych pasmach chromatograficznych zwigzanych strukturalnie kemferolu
i glukozy.

Podsumowujac, opracowane procedury analityczne bazujace na technikach
chromatograficznych z powodzeniem zastosowano do analizy i poréwnania sktadu
chemicznego 12 probek handlowych C. incanus. Przyjeta metodologia pozwolita réwniez
na oceng¢ potencjatu antyoksydacyjnego, antybakteryjnego i antynowotworowego tej
rosliny. Uzyskane wyniki wskazuja na wysoki potencjal farmakologiczny ekstraktow

czystka oraz ich sktadnikow.
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glukozy (a) 1 kemferolu (b) w zwigzkach aktywnych..........ccccooiiiiiiniiiii -75 -

Tab. 11. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa surowych ekstraktow C. incanus badana na
dwoch ludzkich liniach komoérek gruczolakoraka okreznicy HCT116 (p53** i p537)
1 wyrazana jako stezenie zwigzku, powodujace spadek odsetka zywych komorek
w hodowli in vitro 0 50% (I1Cs50) &= SD [129]. weeieeiiiieiieeere e -101 -
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