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1 Cel pracy

Rosliny sa niezlzkdnym elementemsérodowiska zycia cztowieka. Jakozrodio
pozywienia, na ktorego niedobor ciegpmiliony ludzi w r&nych zalgtkach ziemi oraz
rezerwuar istotnych dla diety czlowieka produktévatumalnych s przedmiotem
zainteresowa badaczy na calymiwiecie. W obecnej chwili tereny upraw zajmuj
optymalry powierzchng na ziemi. Ze wzgddu na posfpujaca urbanizagi zwigkszanie
areatu rolniczego jest niemove. Innym rozwazaniem problemow aprowizacyjnych jest
podniesienie wydajriai produkcji rolnej poprzez stosowanie odmiaslirouprawnych,
ktore @ bardziej odporne na warunki atmosferyczne oragtresy biotyczne i abiotyczne.
Zachodzace zmiany klimatyczne na Ziemi skutfigmniejszeniem zasobow naturalnych
wody oraz globalnym ociepleniem, co sprawia, hodow¢ roslin trzeba dostosowado
nowych warunkow.

Obecnie powszechnie wykorzystuje sizy metody ulepszania diin uprawnych:
krzyzowanie odmian hodowlanych zstimami typu dzikiego, technologitransgenicza
oraz r@&nicowanie rodzajow uprawianychstim. Wraz z wprowadzaniem nowych odmian
roslin do hodowli przeprowadzacsanaliz genotypow oraz fenotypdw ich przedstawicieli
w celu okrélenia, ktéra z wprowadzonych zmian w genomie jeftawviedzialna za dan
cecle ilosciowa rosliny (np. wigksza odpornd¢ na atak patogenu). Istotnym ngiziem w
poznawaniu struktury i ewolucji genoméw oraz znajdoia loci kontrolujcych
zmiennd¢ cech ilgciowych o znaczeniu ekonomicznym (zWszenie plonow) i
ekologicznym (adaptacja do warunkdésvodowiska, odporn@ na stres biotyczny i
abiotyczny) § mapy genetyczne. Istotnym aspektem w badaniaclodianych jest
relacja pomgdzy markerem genetycznym a obserwowanymi cechadaidwymi.

W badaniach nad zekszeniem wydajrgei upraw wanym problemem jest
rowniez jatowienie ziemi corocznie uprawianej w warunkasbnokultury. Rozwizaniem
jest stosowanie poplonu, czyli wysianie odmianyling, ktéra dzeki swoim cechom
gatunkowym pozwala nazwznienie oraz popragv warunkow glebowych porailzy
kolejnymi plonami. Powszechnie stosowasling tego typu jest tubin. W ostatnich latach
uprawy tubinu w Polsce znacznie zmalaly ze wdgl na atak grzyba patogennego
Colletotrichum lupinwywotujacego antraknagprowadzaca do smierci rasliny.

Szacuje s, ze ponad 200 000 metabolitow jest produkowanych dlektwie

roslin. Przedstawiciele riych gatunkéw charakteryzujsic odmiennym skiadem
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metabolomu. Metabolity pierwotne jak aminokwasykrgu kwasy ttuszczowe wygbuja
powszechnie we wszystkich gatunkachslip natomiast metabolity wtérne as
charakterystyczne dla poszczegolnych rodzidzlgatunkow. Zmiany w metabolomia s
jednym z mechanizméw obronnych lub adaptacyjnydtinrav odmiennych warunkach
zycia. Badanie zmian w profilach metabolitéw wemgch warunkach fitopatologicznych
komorki (rasliny) jest konieczne w celu lepszego zrozumieniaepregu mechanizmow
biochemicznych i fizjologicznych. D&ki wicksze] wiedzy w zakresie kontroli syntezy
metabolitow na poziomie transkryptomu oraz proteommazlive bedzie bardziej
precyzyjne zaprojektowanie zmian genetycznych pdzeych do uzyskania lepszych
odmian uprawianych &tin.

Celem badaopisanych w przedstawionej pracy doktorskiej gstslenie wptywu
poziomu zwizkéw fenolowych na podatéd rosliny na antraknoz Znanymi
fitoaleksynami w tubinie gsluteon oraz wighteon. Badanie mechanizméw akunjiuthazh
zwiazkow w liniach populacji mapagej, r&niacych s¢ pod wzgédem odporngéci na atak
grzyba patogenned®. lupiniwywotujacego chorob przyczyni s¢ do wybrania do dalszej
hodowli linii najbardziej odpornej, ktgrbedzie mana w przysztéci wprowadzé do
uprawy. Innym aspektem tych badbedzie maliwosé¢ okreslenia loci cech iléciowych
odpowiadajcych za odporni@ roslin na antraknoz Przeprowadzenie batlanad
poziomem syntezy zwtkow fenolowych dla populacji mapigej tubinu waskolistnego
wymaga rownie opracowania metodycznego prowadzenia tego rodzagperymentow.
Dotyczy to gtownie okrdenia sposobu infekowania dtm jak i zbioru materiatu
roslinnego. Ustalenie warunkéw prowadzenia tego typiwihdczé bedzie miato istotny
wptyw na wyniki eksperymentu wykonanego na populagpupce;.

Profilowanie metabolitdw jest wydajnym nadziem w okrélaniu wartgci
odzywczych danej odmiany hodowlanej. Na podstawie akaerzakrojonej analizy
zwiazkow niskoczsteczkowych mdiwe jest wskazanie ubocznych efektow manipulacji
genetycznych. W analizie metabolomu stosuger@nego rodzaju systemy analityczne,
ktore dostarczajinformacji o substancjach w badanych probkach dgiamym poziomie
czutcici i selektywndci. Aspekty metodyczne, ktGre przedstawione zoestartej pracy
poruszaj istotny probleméwiadomdci, mazliwosci oraz ogranicae stosowanych metod

analitycznych.
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2 Przeglad literatury

2.1 Flawonoidy

2.1.1 Struktura

Flawonoidy g jedm z klas fenolowych metabolitow wtérnych syntezowanyprzez
rosliny. Zwiazki nalezace do tej grupy zbudowane Bsa bazie szkieletu eglowego G-Cs-
Cs (Rys. 3-1) sktadapego s¢ z dwoch piefcieni benzenowych patzonych mostkiem
trojweglowym. W wikszdci  struktur, wewntrzny taacuch jest zamkety w

heterocykliczny pieicien C.

Rys. 3-1 Struktura szkieletu G-C3-Cs.

Kryteriami klasyfikacji flawonoidéw $ stopié utlenienia piefcienia C oraz miejsce
przytaczenia pieicienia B. Do najwzniejszych klas tej grupy zazkdéw nalea: flawony,
flawany, flawonole, izoflawonoidy, antocyjanidynyaa chalkony. Gig sprzzonych
wiazan podwdjnych tworzy chromofor, dgi ktoremu zwazki fenolowe absorbuj
swiatto w zakresie promieniowania ultrafioletowedd\) oraz widzialnego (antocyjany).
Na podstawie charakterystycznych maksiméw absorgepmieniowania UV dla
poszczegodlnych klas flawonoidow, ey je rozréania¢c na podstawie rejestrowanych
widm.

Izoflawonoidy twora jedma z podgrup flawonoidéw i obejmuj nastpujace
substancje: izoflawony, izoflawany, pterokarpany,umlestany i rotenoidy.
Charakterystyczn cechy struktury izoflawonoidow jest przptzenie piefcienia B w
pozycji 3 pietcienia C. Ta grupa zwikow wystpuje gtdwnie w rélinach rodziny
bobowatych (Fabaceae) chow innych rodzinach réwnie zidentyfikowano jej

przedstawicieli (Lapcik, 2007).
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OH O OH © OH ©
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Naringenina Luteolina Kwercetyna
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9 .
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ROTENOID
Rotenon OCHs

Rys. 3-2 Struktury najwazniejszych klas flawonoidéw (A) i izoflawonoidéw (B)

Kazdy z pieécieni flawonoidowych mge ulegé podstawieniu nagbujacymi
grupami: hydroksylow (hydroksylowane pozycje to 3, 5, 7, 2, 3’ ora?, 4hetylows,
prenylowa, glikozydows, acylows, sulfonowy (zidentyfikowano pochodne sulfonowe
flawonow i flawonoli, istnieje madiwos¢ sulfonowania na grupach hydroksylowych
pierscieni flawonoidowych ®dz grupy cukrowej przyczonej do aglikonu).
Najpowszechniej wyspujacymi miejscami podstawienia grup hydroksylowyahpszycje
5 i 7 piekcienia A oraz pozycja 4’ pigienia B, ktore wprowadzane slo szkieletu

flawonoidéw podczas reakcji biosyntezy zachmyzh w szlaku fenylopropanoidowym.
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Dalsze reakcje hydroksylacji mgme zachodZi w piercieniu B g katalizowane przez
mikrosomalne enzymy cytochromu P-450 oraz monoioksygenazy (Ayabe i Akashi,
2006).

2.1.2 Biosynteza

Szlak fenylopropanoidowy jest jednym z najlepiejadanych i poznanych szlakow
biosyntetycznych metabolitow wtornych. W g stopniu jest zalay od szlakéw
metabolizmu pierwotnego: kwasu szikimowego, w kidrypowstaq prekursory
flawonoidéw fenyloalanina i tyrozyna oraz od cykkwasu cytrynowego, w ktorym
powstaje malonylo koenzym A. Przebieg syntezy flagidéw opiera & na szeregu
reakcji enzymatycznych, w ktérego pierwszym etapgmzymy amoniakoliaza
fenyloalaniny (PAL) khdz amoniakoliaza tyrozyny (TAL), 4-hydroksylaza kwasu
cynamonowego (C4H), ligaza 4-kumarylo CoA (4CL) gkzztatcaj aminokwasy w 4-
kumarylo koenzym A (Rys. 3-3). Sprznie 4-kumarylo koenzymu A z trzema
czasteczkami malonylo koenzymu A przy udziale syntahglkonowej (CHS) prowadzi
do powstania jednostki &C3-Cs z otwartym piefcieniem C, na tej drodze powstaje
chalkon naryngeniny (2',4,4’,6'-tetrahydroksychatfoW railinach, w ktérych wysfpuje
enzym reduktaza chalkonowa #eo tworzy¥ sie 2',4,4'-trihydroksychalkon
(izolikwirytygenina). Pocatkowo trudno byto wyizolowa ponizszy zwhzek, ktory jest
produktem pérednim w syntezie bardziej trwatego flawanonu ngemny. W zwazku z
tym sadzono,ze syntaza flawanonu katalizuje reakbgezpdredniej syntezy flawanonu z
4-kumarylo-CoA i malonylo-CoA. Przeprowadzone ekgpeenty wskazaly jednakze
reakcja przebiega dwuetapowo poprzez powstanie ugtod pagredniego. Synteza
flawanonu jest katalizowana przez dwa enzymy syntdmalkonow (CHS) i izomerag
chalkonows (CHI), ktére dziataj w scistym sprzzeniu ze solp W roslinach wysepuja
dwa typy izomerazy chalkonowej — CHI |, dla ktésejbstratem g6’-hydroksychalkony
oraz CHI I-Il, ktéra mae przeksztataazaréwno 6’-hydroksy jak i 6’-deoksychalkony.
Drugi typ enzymu jest charakterystyczny dla rodzmaylin bobowatych. Synteza 6'-
deoksyhydrochalkonéw zwdana jest z obechda reduktazy poliketonowej (PKR)
sprzzonej z CHS. W pierwszym etapie PKR redukuje grigptonove do alkoholowej,
ktGra nasfpnie jest usuwana w procesie cyklizacji przez CHP¥zegrupowania te

prowadz do powstania 5’-deoksyflawonoidow (likwirytygenhgaoki i in., 2000).
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Rys. 3-3 Szlak fenylopropanoidowy.

Piekcien B oraz atomy wgla w piekcieniu C pochodz od kumarylokoenzymu A,
natomiast pieicien A zbudowany jest z atomow pochadych ze sprgonych casteczek
kwasu malonowego. Reakcja katalizowana przez izamerhalkonow jest catkowicie
stereoselektywana. Produktem reakcji jest &fawanon (Stafford, 1990).

Przeciwnie do wszechobecnie wymijacych w krolestwie rélin flawonoidow,
izoflawonoidy wys¢puja gtdwnie w rglinach rodziny bobowatych (Fabaceae), w ktérych
aktywowany jest enzym kluczowy w ich biosyntezietaga izoflawonowa (IFS). Cho
nazwa enzymu wskazuje na proces jednoetapowy, ipgaeton w dwdch reakcjach

enzymatycznych, w pierwszym zachodzi przeksztagcenflawanonu w  2-
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hydroksyizoflawanon katalizowany przez syrt@zhydroksyflawanonu (2HIS), w drugiej
nastpuje eliminacja cgsteczki wody katalizowana przez dehydrataz2-
hydroksyizoflawanonu (2HID), reakcje te prowado powstania izoflawonu (Shimamura
i in., 2007). Etap katalizowany przez 2HIS jestkmga stereoselektywy w ktorej
substratem me by jedynie Sflawanon a nie R-flawanon (Rys. 3-3). Przeniesienie
grupy arylowej zachodzi po oderwaniu atomu wodorpozycji C-3, pieicien fenylowy
migruje z pozycji C-2 do C-3, kolejnym etapem jegtiroksylacja rodnika w pozycji C-2,
a nastpnym dehydratacja (Tian i in., 2008). Reakcja nagrpierscienia arylowego jest
reakcp bardzo nietypow, dlatego liczne eksperymenty zostaly opisane evditrze, aby
okresli¢ mechanizm tej reakcji (Ayabe i Akashi, 2006).

Sekwencja aminokwasow w biatku 2HIS wzingch gatunkach &in wykazuje duay
stopieh pokrewigistwa. Przeprowadzone zostaty badania na mutanta@PO8C2 soi
(biatka podrodziny cytochromu P450, najelo niej enzym 2HIS), w ktérych w sekwenciji
2HIS zmienione zostaty aminokwasy znajghg s w centrum aktywnym, wyznaczone na
podstawie modelowania struktury biatka. Geny biatekrdslin typu dzikiego oraz
zmutowanych poddano ekspresji w zitibach. Na podstawie szeregu przeprowadzonych
obserwacji stwierdzonage lizyna 375 jest niezdna do prawidtowej migracji pigcienia,
natomiast seryna 310 oraz leucyna 371 odgrywayna role w reakcji odrywania wodoru
Z pozycji C-3 piejcienia C (Sawada i in., 2002; Sawada i Ayabe, 2005)

2.1.3 Modyfikacje struktury flawonoidow.

Poza gtébwnym szlakiem metabolizmu flawonoidowzda z casteczek tej klasy
zwiazkdw mae ulec reakcji hydroksylacji oraz podstawienia napgch hydroksylowych
lub atomach wgla pierscienia A oraz B grapmetylows, glikozydows, acylows,
sulfonowg badz prenylows. Na tej drodze syntezowana jestzaugrupa strukturalnie
zroznicowanych zwizkow petnacych odebne funkcje w komorce gbnnej. Enzymy
katalizupce tego typu reakcje nate do klasy transferaz. Wprowadzenie modyfikacji
powoduje wzmocnienie roli biologiczne] gsteczek np. intensyfikag kolor lub
zwigkszapc ich aktywnad¢ antybiotyczm (np. podstawienie grapizoprenylov lub
utworzenie dodatkowego pseienia w casteczce). Z kolei w reakcji glikozylowania
syntezowane s metabolity przeznaczone do magazynowania w wakhol@miana
struktury zwiazku maze mi&€ rowniez znaczenie w kontroli biosyntezy. Poprzez

przeksztalcenie produktu fedniego w bardziej przyswajalnform¢ dla jednego z
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enzymow kompetycyjnych. Wksza¢ z wprowadzanych modyfikacji jest specyficzna dla
danego gatunku §bn i nie do kaica zrozumiata jest ich rola biochemiczna i fizjobama
(Tian i in., 2008).

Reakcja metylowania grup hydroksylowych flawoneidprowadzona jest przez
enzymy naleace do klasy O-metylotransferaz (OMT). Mechanizmkogapolega na
przeniesieniu grupy metylowej S-adenozylo-L-metign{SAM) na grup OH tworzc
eter metylowy oraz S-adenozylo-L-homocysteiW przypadku izoflawonow najegciej
metylowane 8 grupy hydroksylowe podstawione na atomactglew C-4' oraz C-3’
pierscienia B. Aktywn& metylotransferaz jest indukowana odpowigdzisliny na stres
np. infekcg grzybows (He i in., 1998; He i Dixon, 2000). Reakcje metyamia
przebiegaj wedtug rénych mechanizmow, formononetyna powstaje w dwuetapo
reakcji enzymatycznej z 2,7,4-trihydroksyflawanonmetylowanego przez O-
metylotransferag ~ 4’-hydroksyizoflawonu HI4'OMT do 2,7-dihydroksy-4’
metoksyizoflawanonu, w kolejnym kroku ngstje reakcja dehydratacji katalizowana
przez dehydrataz (Rys. 3-3) (Akashi i in., 2003). Daidzeina nietjesibstratem dla
HI4’OMT. Pizatyna w grochu natomiast powstaje w gtep reakcji metylacji 6a-
hydroksymackainy katalizowane] przezO3metylotransferagz (+)-6a-hydroksymackainy
(HM3OMT)(Liu i in., 2006). Metylotransferazyasgrum enzyméw dobrze poznarw
reakcjach przebieggjych w warunkachin vitro, natomiast nie jest jasna ich rola w
warunkachn vivo.

Kolejna modyfikach flawonoidéw jest prenylowanie pigieni fenolowych lub
grup hydroksylowych zwane rowrieizoprenylowaniem. Wgzanie z acuchem
prenylowym mae mi&€ miejsce przez atomggla lub przez atom tlenu, méwimy o C-
prenylowanych i O-prenylowancyh flawonoidach lulofiawonoidach. W procesie tym
nastpuje podstawienie grap izoprenylows piescienia arylowego najezciej
izoflawonoidéw, substratem reakcji jest dimetyldall pirofosforan (DMAPP) Ilub
geranylo pirofosforan (GPP) (Satoshi i Ragai, 19@Rsoprenylowane izoflawonoidy po
raz pierwszy zidentyfikowano w latach 80-tych, witde] uwazane byly za produkty
posrednie w syntezie C-prenylowanych pochodnych (Ewifain., 2007). C-prenylowane
pochodne & znacznie bardziej rozpowszechnione w krélestwidlimo Prenylacja
pojedyncza lub podwojna me zachodz w réznych pozycjach piécieni A i B, nastpnie
przylaczone tacuchy mog wchodzé w wewmatrzczasteczkowe reakcje cyklizacji (Rys. 3-
4). Zadna z prenylotransferaz nie zostata scharaktergzawa poziomie ggteczkowym.

Wiadomo jednakze enzym ten w tubinie oraz soi najedo grupy enzyméw btonowych
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(Welle i Grisebach, 1991). Mikrosomalne frakcjegaeatéw z korzeni tubinu biatego oraz
z zawiesin komérkowych katalizowaty reakgprenylacji w obecn&i jonéw manganu
Mn®**, w buforze o pH 7,5, w pozycjach C-6, C-8 i C-3knisteiny oraz 2'-
hydroxygenisteiny tywanych jako substratow reakcji (Laflamme i in.93%

A

Luteon Wighteon

(-) Glycinol OH

P4CP P2CP

OH (6]

Gliceolidynal ©OH Gliceolidyna ll

2PPCII
l 4PPCI ZPV\

Gliceolina | Gliceolina ll Gliceolina lll

Rys. 3-4 Struktury prenylowanych izoflawonéw w tubnie waskolistnym (A). Schemat prenylowania
oraz cyklizacji glycinolu, powstajaca gliceolina jest fitoaleksym w soi (B) (wg Andersen i Markham,
2006).

Glikozylacja metabolitow wtérnych zachodzi powszgehw krélestwie réin.
Celem procesu jest zglkiszenie rozpuszczalba zwiazkdw (metabolitow wtérnych), aby
utatwic¢ ich transport i magazynowanie w wakuolachadsknogy by¢ uwalniane w razie
ataku organizmu patogennego. Pagykenie czsteczki cukru do aglikonu zegksza
rowniez jego przyswajaln& przez organizm cztowieka. Glikozydy wygptija w dwdéch
formach w zalenosci od sposobu wiania czasteczki cukru do aglikonu. O-glikozydy s
znacznie bardziej rozpowszechnione, azanie podlega tatwo hydrolizie kwaserub w
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reakcji enzymatycznej. \Wzanie w C-glikozydach jest mocniejsze i nie rozpadaw

wyniku hydrolizy.

OH

7-0O-glukozyd genisteiny

OH

CH,OH

OH
OH
OH

4'-0, 7-C diglukozyd genisteiny

8-C-glukozyd genisteiny

Rys. 3-5 Przyklady sposobow glikozylacji flawonoidd.

Enzymy katalizujce reakaj przylaczenia czsteczek cukrow do aglikonéw nale
do glikozylotransferaz. Mechanizm dziatania polega przyhczeniu zaktywowanej
nukleotydem fosforanowym ggteczki cukru do csteczki glikozylowanej. W genomie
rzodkiewnika Arabidopsis thalianp zidentyfikowano 117 gendw kodwych
przypuszczalnie UDP glikozylotransferazy (UGT) (Roén., 2001). Nie zidentyfikowano
do tej pory genu koduagego C-glikozylagj flawonoidow jednake wiadomo,ze s one
syntezowane w oddzielnym szlakuznD-glikozydy (Wallance i Grisenbach, 1973).
Reakcje C-glikozylacji zachodza poziomie flawanonow, ktore nasteprjauieniane do
flawonow, natomiast O-glikozylacja zachodzi nazgegym etapie utlenienia, to znaczy
dopiero po utworzeniu flawonow. Specyfiazdla izoflawonoidow glikozylotransferaz
UGT73F1 zidentyfikowano w zawiesinach komérkowy@lycyrrhiza echinatgroslina z
rodziny bobowatych). Enzym ten przeksztalca damzeoraz formononetyn w
odpowiednie 7-O-glukozydy, nie wykorzysigjjako substraty innych produktow szlaku
fenylopropanoidowego, na przyktad flawonoéw lub ftawli (Nagashima i in., 2004).
Glikozylotransferazy zachowaj zréznicowara specyficzné¢ wzgledem substratow.

Najpowszechniej wyspujacymi cukrami w pochodnych flawonoidowa sglukoza i
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galaktoza (heksozy), ramnoza (deoksyheksoza) ds#oza, wystpuja rowniez
arabinoza i apioza (pentozy).

OH
CH,O0H © o ‘
° |
OH
OH o
o OH © OH o. O—CHOH |
OH o CH (0]
CH, . OH
OH
OH OH oH ©
OH OH

7-0O-neohesperozyd apigeniny 7-O-rutynozyd apigeniny

OH

OH

OH

3-O-ramnozyd-7-O- glukozyd kwercetyny 3-O-ramnozylo-(1-6)-glukozyd kwercetyny

Rys. 3-6 Izomeria diglikozydéw flawonoidéw

W przypadku flawonoidow istnieje wiele sposobowybzzenia czsteczki cukru
do aglikonu oraz szereg mdych pohczer pomidzy jednostkami cukrowymi w
tancuchach sacharydowych (Rys. 3-6). Tego rodzaju mynipowoduj roznice we
wiasciwosciach danego metabolitu. Na przyktad aktywihd-2 ramnozylotransferazy w
cytrusach powoduje zmiarsmaku owocéw na skutek obeéoiow tkankach tego izomeru
(Frydman i in., 2004).

Acylowanie jest najmniej poznan zrozumiam forma modyfikacji glikozydow
flawonoidéw. Powszechnie wygtujacymi grupami acyluyjcymi 3 kwasy aromatyczne
(cz¢sto kwasy fenylopropenowe) lub alifatyczne (kwadamawy), acylowanie zachodzi

na czsci cukrowej glikozydow (Rys. 3-7).
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(0]
)k I I
AN OCHs
0 CH3 o zZ o =
grupa acetylowa
OH OH
(0] 0 grupa ferulowa grupa kumarowa
OMOH
grupa malonylowa 0 0
OH OCHj;
\O \O 7
(0]
AN OH OH
(0]
OH OCH3
grupa benzoilowa grupa 3,4,5-trihydroksy benzoilowa grupa synapinowa

Rys. 3-7 Grupy acylowe i arylowe wysipujace w pohczeniach glikozydowych flawonoidéw (wg
Cuyckens i Claeys, 2004).

W przypadku antocyjanin wprowadzenie reszty kwasalonowego do cgiteczki
glikozydu mae mig znaczenie w stabilizacji chromoforu (Stafford, @R9Badania
prowadzone na zawiesinach komorkowych luceriedicago sativa L). wskazuj na
obecnd¢ pochodnych malonylowanych flawonoidéw w nieinfekkawch rdlinach oraz
wzrost ich poziomu po infekcji organizmem patogennKessmann i in., 1990). Enzymy
o aktywndci acylotransferaz oraz ich specyficdov stosunku do substratéw zostaty
opisane w rélinach takich jak daliaClitoria ternatea (ptatki kwiatéw), rzodkiewnik,
Arabidopsis thaliana(liscie) oraz w zawiesinach komérkowych tytoniu (Taguicin.,
2005; Nakayama i in., 2003; Suzuki i in., 2002; Ko i in., 2007; D'Auria i in., 2007).
Wykazano,ze omawiane enzymy charakteryz$ic wicksz specyficznécia w stosunku
do czsci glikozydowej ni aglikonu, ponadto stwierdzonaz imalonylacji ulegaj
monoglikozydy, a kolejne jednostki cukrowe progane zostaj do malonylowanej
czasteczki glikozydu flawonoidu (Suzuki i in., 2002Rola grup malonylowych w
czasteczkach glikozydow metabolitbw wtornych nie jestatecznie okétona, postuluje
sig, ze ma na celu zmianwitasciwosci fizyko-chemicznych cgsteczek umdiwiajaca
transport przez btony w komérkach oraz zabezpigezemzed glikozydazami (Nakayama i
in., 2003).
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2.1.4 Funkcje i aktywnos¢ biologiczna flawonoidéw

Flawonoidy produkowane as wytacznie w r@linach. Uwaa sk, ze dzkki
wyodrebnieniu szlaku syntezy zwikow fenolowych réliny mogty zadomowd sie na
ladzie poniewa zapewniag one ochro@ przeciw szkodliwemu promieniowaniu UV-B
(Shirley, 1996; Cooper-Driver i Bhattacharya, 1998) strukturze flawonoidow zawarta
jest grupa chromoforowa, @ki ktorej casteczki pochtaniajswiatto w szerokim zakresie
diugdsci fal, ktory pokrywa si z regionem charakterystycznym dla UV-B od 280 do
315nm. Zdolné& absorpcji zmienia siwraz ze stopniem utlenienia pieienia C oraz
miejscem przyczenia piefcienia B flawonoidow. Izoflawony absorhujprzy jednej
diugcici fali (okoto A=260nm), flawonole i flawony majdwa maksima w zakresie UV-B,
dla antocyjanin zakres absorpcji przenosiwikierunkuswiatta widzialnego — wikszej
diugasci fali (Swain, 1976) i jest silnie zaley od pHsrodowiska w jakim s znajduj
czasteczki. Zwizki te @ syntezowane w diych ilosciach w warstwie epidermy oraz
kutykuli lisci i owocow, a ich synteza jest indukowana pronoeriniem UV-B (Alcerito i
in., 2002; Ju i Bramlage, 1999; Shirley, 1996). yRladem g§ mutanty Arabidopsis
niezdolne do syntezy flawonoidow dla ktérych zastadotwierdzona podwgzona
wrazliwos¢ na promieniowanie UV-B (Li i in., 1993; Laundryin., 1995). W siewkach
ryzu (Secale cerea)eflawonoidy chromi aparat fotosyntetyczny przed promieniowaniem
UV o wysokiej czstasci (Tevini i in., 1991). Flawonoidy syntezowane wdpowiedzi na
stres promieniowania UVasprzewanie metylowane poniewaprzylczenie tej grupy
przesuwa zakres absorpcji do promieniowania o Kyeéts dtugdciach fal (250-320nm)
oraz zweksza lipofilowa¢ zwiazku. W badaniach nad gpflawonoidow w ochronie &in
przed promieniowaniem UV zaobserwowano réwni@relacg pomidzy zwikszory
zawartdcia dihydroksylowanych flawonoli oraz wisz odporndcia organizméw na
szkodliwe promieniowanie. Jednak ta prawididevazostata powszana z faktemze
zwiazki te maj wickszy zdolng¢ do neutralizacji wolnych rodnikéw twagzych s¢ pod
wptywem promieniowania UV-B (Ryan i in., 2001, 2002

W oddziatywaniach r@din z mikroorganizmami flawonoidy pelpifunkcje obronne
badZz sygnatowe. Stymulacja syntezy azwkéw fenolowych nagpuje w momencie ataku
organizmow patogennych takich jak wirusy, baktemgezyby czy nicienie. Znanymi
prekursorami fitoaleksyn w g¢bnach rodziny bobowatych asdaidzeina, genisteina,
bioczanina A, formononetyna i glyciteina (Dakor®&hilips, 1996). W rélinach lucerny

zwigzkiem indukowanym w momencie ataku organizmu patoggo jest pterokarpan
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medikarpina, ktorej prekursorem jest izoflawon formonetyna. Wprowadzane
modyfikacje do struktury podstawowej takie jak phemwanie, metylowanie dulz
tworzenie mostkéw tlenowych pogizy atomami wgla numer 4 i 2° powodajwzrost
lipofilowosci zwiazkbw oraz wzrost aktywrci antyseptycznych. W badaniach
przeprowadzonych na siewkach groctRisgm sativumni koniczyny (rifolium spp.)
zidentyfikowano zwizek hamujcy rozwoj grzyba, ktérego synteza indukowana jest
podczas ataku patogenu, mackain(3-hydroksy-8,9-metylenodioksopterokarpan).
Podobnie eksperymenty na odmianach ciecierzycytpegé&icer arietinun) i odpornej
(Cicer bijugunm) na atak grzyba patogenne@wtrytis cinereawskazaty, ze odmiany
odporne zawieraly trzykrotnie wgze endogennecgenie mackainy iodmiana wraliwa
(Stevenson i Haware, 1999). Ponadto w odmianie mapetzenie mackainy wzrosto o
jedm czwart, ilosci pocatkowej po infekcji grzybem, w wyniku czego rozw@radnikéw
zostat skutecznie zahamowany. W siewkach ‘tubinutegpa i waskolistnego
zaobserwowano wzrostegenia prenylowanych izoflawondéw, luteonu i wightepw
odpowiedzi zarbwno na stres biotyczny jak i abiatyc(Bednarek i in., 2003, 2001; Muth
i in., 2009).

Flawonoidy g zwiazkami sygnalnymi podczas na&ywania oddziatywa
symbiotycznych pomdzy raslinami z rodziny Fabaceae, a bakteriafRhizobium
wiazacymi azot atmosferyczny z&odowiska (Long, 1996; Wasson i in., 2006). Geny
nodulacji nod i nol ulegaj ekspresji w momencie rozpoznania przez czynnik
transkrypcyjny bakterii, ktérym jest biatko NodDpexyficznej casteczki flawonoidu
uwalnianej przez dine — gospodarza (Phillips, 1992; 2000). Ekspresjadgenodulacji
powoduje powstanie brodawek nodulacyjnych, w ktbryznajduj sic bakterioidy
Rhizobium wazace azot. W ostatnich latach pojawi¢ sowniez szereg wanych doniesig
o roli izoflawonow w transporcie auksyn (Peer, 2007

Rozmnaanie rdélin wymaga zapylenia kwiatu. Barwa kwiatdw powodoaa
obecndcia antocyjanin wabi owady zapylgie rdline badz odstrasza rinhego rodzaju
organizmy, ktére mag jej zaszkodzi (Kong i in., 2003). Jednak istotra role w
prawidlowym procesie rozmpania rdélin zaobserwowano rownie w przypadku
flawonoidéw bezbarwnych. Ich obedto jest konieczna do prawidiowego wzrostu
tagiewki pytkowej na stupku kwiatu (Andersen i Mbadm, 2006). Flawonoidy biar
rowniez udziat w oddziatywaniach allelopatycznych eauy rclinami. (-)Katechina
wydzielana przez chabrgentaurea maculosgrowadzi do zahamowania wzrostu i

kietkowania nasion chabra drobnogtowkowe@entaurea diffusaoraz rzodkiewnika
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Arabidopsis thalianaMechanizm dziatania polega na wywotaniddacha reakcji, ktéry
uruchamia kaskadsygnatowy jonéw C&" prowadaca do zapocatkowania obumierania
systemu korzeniowego (Bais i in., 2003).

Flawonoidy odgrywaj istotm role w zyciu cztowieka ze wzgledu na swapbecnéé
w codziennegj diecie,asréwniez sktadnikiem pasz dla bydta, trzody i drobiu oraelw
roslin o znaczeniu leczniczym. Isoflawony Btoestrogenami czyli zvazkami magcymi
struktue podobra do naturalnie wygpujacego estrogenu. Zwaki takie jak genisteina,
daidzeina, formononetyna oraz kumestrol wykaakitywna¢ hormonalm 173 estradiolu
(Dixon, 2004). Fitoestrogeny wspomagderape hormonala jednak w zbyt diym
stezeniu mog wywolywaé efekt antagonistyczny i zaburtzajospodark hormonall
WiazacC Sk silniej z receptorem minaturalnie wysipujacy estrogen.

Udowodniono,ze spaywanie produktow bogatych w izoflawony zmniejszayko
raka piersi i prostaty, zmniejsza objawy menopaaeyz zapobiega chorobom serca i
osteoporozie (Lee i in., 1991; Denis i in., 1999jrB i Umbach, 1995; Potter i in., 1998).
Flawonoidy i izoflawonoidy powodujprzyspieszom smiert komorek rakowych poprzez
inhibicje aktywndaci kinazy tyrozynowej i topoizomerazy DNA (Boersman., 2001).
Wiele grup badawczych donosi o korzystnym wptyw@evbnoidoéw obecnych w diecie na
zdrowie cztowieka. Jakkolwiek w pewnych sytuacjamstatlo rownig¢ zaobserwowane
niekorzystne dziatanie izoflawonow, dlatego dalshadania nad wkgiwosciami
leczniczymi tej klasy produktéw naturalnych powinby¢ prowadzone (Strauss i in.,
1998).

2.2 Reakcje obronne rglin

W czasie ewolucji rdiny rozwinety szereg mechanizmoéw obronnych przeciwko
infekcjom przez mikroorganizmy (grzyby i bakterigReakcy charakterystyczn dla
odporndci roslin jest tzw. reakcja nadwthwosci (ang.: hypersensitive responseHR).
prowadaca do samobojczejsmierci komoérek atakowanych przez mikroorganizm
patogenny, oraz rozwijga S¢ czesto w jej nasfpstwie systemowa odporéo nabyta
(ang.:systemic acquired resistaneeSAR. Zaréwno wysipienie HR, jak i rozwdj SAR
uwarunkowane gpoziomem aktywacji transkrypcji gendw odpaécio Kolejnym etapem
reakcji na infekgj jest synteza biatlek zazanych z mechanizmami reakcji obronnych
(ang. pathogenesis related protein®R)(van Loon LC, 1985). W wyniku aktywacji tej

klasy biatek naspuje synteza fitoaleksyn, wzmocnienggian komorkowych przez
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osadzanie lignin oraz bialek bogatych w prel{iDixon i in., 1994). Istotna jest réwrie
modyfikacja sktadu produktoéw naturalnych w woskackajdupcych s¢ na powierzchni
tkanek rdlinnych (kutyna, suberyna) (Matern i in., 1995). tAkacja mechanizmow
obronnych zachodzi po rozpoznaniu gzku sygnatowego czyli elisytora, ktérym p@o
by¢ fragment peptydowy lub oligosacharyd z hydrolizaejasciany komérkowej
organizmu patogennegoadt rosliny. Elisytor jest czynnikiem okétajacym poziom

wirulencji mikroorganizmu patogennego, aktywuje yeR czyli geny odpornai w

roslinie. Aktywowanie odpowiedniego genu jest uzalene od genu awirulencji w
organizmie patogennym. Oddzialywanie to nosi ragen do genu (anggen-to-geh

(Flor, 1971).

2.2.1 Reakcja nadwrazliwosci

Reakcja nadwrdiwosci jest najczsciej spotykana w odpowiedzi dln na atak
patogenu, wywotuje programaewsmierc komorek wokét miejsca infekcji co powoduje
unieszkodliwienie patogenu przez zahamowanie jegavoju. W odpowiedzi HR bierze
udziat jedynie mata frakcja komorek twaca zmiany nekrotyczne, co skutkuje tyne,
cata raglina maze przetrwd infekcjg. W obserwacjach dci roslin tytoniu zauwaono, ze
zmiany nekrotyczne po infekcji wirusem mozaiki tyimvej (TMV) skutecznie
zahamowalty rozprzestrzenianie svirusa. W mutantach tytoniu, w ktorych brakuje gen
N odpowiedzialnego za rozpoznanie biatka replikaegp é&ng. replicase proteywirusa,
zaobserwowano chlorezna powierzchni ficia zwhzam z rozwijaniem s wirusa, nie
stwierdzono nadwrdiwej odpowiedzi co sugerujeze mechanizm ten jest skuteczny
wobec wirusa mozaiki tytoniowej (Dinesh-Kumar i Bak2000; Erickson i in., 1999).
Reakcja nadwrdiwosci nie jest jednak niezbinym mechanizmem w obronie przed
atakiem patogenu. W badaniach na mutantgetbidopsis thaliana dnd, ktore zawieraj
gen odpowiadagy za obron rosliny bez powodowanidmierci komorek(ang. defence —
not death) dowiedziono4 s3 one odporne na atak patogenu pomipgonie obserwuje i
oznak HR (Clough i in., 2000).

2.2.2 Systemowa odporné¢ nabyta (SAR)

Systemowa odpordé nabyta jest to kaskada sygnatow aktyeyph reakcje
obronne w calej rdinie, jest aktywowana jako €% odpowiedzi nadwrdiwosci lub
innego symptomu chorobowego (Hunt i in., 1997). d2ed aktywowania SAR nie
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wszystkie geny zwizane z odporrigia rosliny ulegap ekspresji, co odémia ten
mechanizm od pozostatych. Geny, ktore ulggdispresji nazywane genami SAR (Ward
i in., 1995). Aktywowanie SAR nie zawsze powoduljateczr, ochrorg przed wszystkimi
patogenami np. w tytoniu odporgonastpuje wzgkdem 7 z 9 patogendw. \Bkisza¢ z
gendw SAR koduje biatka PR czyli biatka aw@éne z obrom przed patogenem
(Gianinazzi, 1970; Van Loon, 1985). Maaktywna¢ glukanaz i chitynaz, wygbuja
giéwnie w apoplécie co sugerujeze @ nastawione na szybki kontakt z atajaym
patogenem. Ich rel w SAR mae by neutralizacja aktywri@i patogenu poprzez
hydrolize jego scian komdrkowych i zahamowanie wzrostu albo na wgtfewiu elisytora
niespecyficznego (Van Loon i in., 1997; Yoshikawain., 1993). W rélinach
infekowanych wraz z aktywacjSAR zauwaono wzrost sizenia kwasu salicylowego,
ponadto egzogenny kwas salicylowy indukowat SARymi zwiagzkami aktywugcymi
ten mechanizm obrony &was jasmonowy, jego ester metylowy lub pepty@dihcy sk

z siedemnastu aminokwasoéw systemina.

2.2.3 Fitoaleksyny i fitoantycypiny

Kolejnym mechanizmem obronnym sho jest synteza niskogzteczkowych
zZwigzkOw o widciwosciach antybiotycznych. Zwkki, ktore @ syntezowanede novo
podczas ataku patogenu nazywaadit®aleksynami. Natomiast zazki konstytutywnie
wystepujace w ralinie, ktdre uwalniane sz bardziej ztaonych pohkczeh w momencie
infekcji nazywamy fitonatycypinami (Van Etten i jrl994). Aktywacjaciezki syntezy w
razie ataku patogenu zachodzi poprzez aktywvgendw odporni gospodarza (Dixon,
2001). Klasyfikacja produktow naturalnych do odpegviiej grupy jest trudna, ponieiva
moga one wysgpowa konstytutywnie w rélinie petnac w niej inne role. Przyktadem
moze by etylowany flawon sakuranetyna, ktéry wsciiach czarnej porzeczki jest
fitoantycypira, a w lisciach ryu jego synteza jest indukowana w razie ataku patnge
(Kodama i in., 1992).

Fitoaleksyny i fitoantycypiny to przede wszystkimetabolity wtorne, ktore as
syntezowane poza gtbwnymi szlakami metabolicznymomérki tzn. w szlaku
izoprenoidowym, fenylopropanoidowym czyteyntezy alkaloidow. Jedynym zyzkiem
nieorganicznym &dacym fitoaleksylm jest elementarna siarka (Cooper-Driver i

Battacharya, 1996). Pierwsfitoaleksyn, ktora zostata wyizolowana i scharakteryzowana
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strukturalnie byta (+) -pizatyna (Cruickshank i fer 1960). Zwiazek naley do grupy
flawonoiddéw i wystpuje w grochuRisum sativum

Istotny wptyw w zrozumieniu roli fitoaleksyn podszadpowiedzi réliny na atak
patogenu zostat zobrazowany w trzech gatunkaginrpomidorze, tytoniu oraz lucernie,
ktore transformowano genem odpowiedzialnym za ggntesweratrolu, fitoaleksyny
winorasli. Rosliny nabyly odporné¢ na atakujce je patogeny odpowiedniBiotyris
cinerea, Pfytophtora infestans, Phoma medicadiHigin i in., 1993; Thomzik i in., 1997;
Hipskind i Pavia, 2000). Dodatkawobserwagj odnanie roli fitoaleksyn w odpowiedzi
na atak patogenu dostarczyly eksperymenty na 5@ajach grzybow patogennych
poddanych dziataniu pizatyny. Z seza patogendéw typowych dla grochueibyto
odpornych na dziatanie zgaku, tylko jeden szczep byt wiawy, wszystkie naleaty do
grupy patogendéw atakagych groch, w ktérym syntetyzowana jest pizatynadd@hia nad
skutecznécia neutralizacji fitoaleksyn przez patogeryrsezwykle wane dla rolnictwa,
mozliwosé rozszyfrowania mechanizméw regujcych ten proces umibwi uzbrojenie

rosliny w inhibitory enzymow detoksykacyjnych.

2.3 Metabolomika, jako narzedzie w genomice funkcjonalnej.

2.3.1 Genomika funkcjonalna

Sekwencjonowanie genomow coraz bardziejzahych organizmow staje ¢si
obecnie powszechmrocedus. Genomy rélin modelowych jakArabidopsis thalianaraz
roslin uprawnych takich jak ry zostaty scharakteryzowane w caio(Edwards i Batley,
2004). Okazato sgj ze niewiele informacji o funkcji gendéw moa otrzyma na podstawie
samej sekwencji kodu genetycznego danego organiBamanie funkcji genéw prowadzi
sie przez porownywanie ok§nych sekwencji dla genomu badanego organizmunarge
0 znanej funkgcji, ktérych skfad jest zamieszczonyparach danych (Phelps i in., 2002).
Podejcie to mae prowadzi do mylnych wnioskow ze wzellu na ewolucyjne,
strukturalne i funkcjonalne oddziatywania peniy r&znymi genami (Strauss i Falkow,
1997). Metody déwiadczalne wymagaj otrzymania materialu biologicznego z
wyciszonymi dz nadekspresjonowanymi genami, ktorych fuplajcemy pozna W ten
spos6b mna obserwowd zmiany fenotypu biatkowego oraz metabolicznegoedan

organizmu (Schauer and Fernie, 2006; Hall, 200®) $korelowa dane z poziomu
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transkryptomu oraz metabolomu (Shauer i in., 2@@8ai i in., 2004, 2005; Jost i in.,
2005).

Do tej pory potowa z 27 000 gendéw Arabidopsis Zastcharakteryzowana na
podstawie podobiestwa sekwencji z genami 0 znanej funkcji, natomeédat11% gendw
wyniki przyporadkowania zostaty potwierdzone @dadczalnie (Saito i in., 2008).
Zrozumienie drogi przekazywania (transdukcji) sygna poziomu genomu do
funkcjonupcego fenotypu organizmu jest podstawowym zadanieadizowanym w
zakresie genomiki funkcjonalnej (Bino, 2004). Metka bada prowadzonych w tym
obszarze wymaga integracji danych z trzech pozionmwlekularnych, mianowicie
transkryptomu, proteomu i metabolomu, ktérych aktggei sa scisle od siebie zalae
oraz @ sprzzone z czynnikami zewitrznymi, jakim poddawany jest dany organizm lub
pojedyncza komorka. Nalg pamktac o mazliwym efekcie plejotropowym manipulacii
genetycznych (wyciszania lub nadekspresji gendéwdrek mog wplyna¢ na zmiar
ekspresji wecej niz jednego genu, co powoduje powstanienié w poziomie syntezy i
aktywnaici wigkszej ilasci biatek oraz metabolitéw aikkodowanych przez zmanipulowany
gen (Stobiecki i in., 2003; Bino i in., 2005). Odgedz na stresy biotyczne abz
abiotyczne oraz bdde zewwtrzne, stan fizjologiczny, etap rozwoju czyztetan
patologiczny spowodowany infelkcpbrazowanessprzez zmiany iléciowe na wszystkich
wymienionych poziomach, a korelacja tych danych livwa przyporazdkowanie funkcji
odpowiednim genom (Sumner i in., 2003).

Podejcie wykorzystujce analiz koekspresji gendw, zostato wykorzystane w
pierwszym rzdzie do oznaczenia funkcji gendw w organizmachzdirg, cztowieka oraz
innych ssakéw. Polega ona na badaniuzrakei ekspresji genu o nieznanej funkcji oraz
genu ju scharakteryzowanego funkcjonalnie w bazie danytbre podlegaj temu
samemu mechanizmowi regulacji. Podgbanaliz wykonano na rdinie modelowej
Arabidopsis thalianadla ktorej istnigg rozbudowane bazy danych mikromacierzy DNA
oraz szlakdw metabolicznych. Fenotyp metaboliczest jcharakterystyczny dla danej
rosliny w okreslonym stanie fizjologicznym oragrodowisku. Zastosowanie w badaniach
mutantow rélin badz poddanie réin stresom biotycznym lub abiotycznym oraz korgac
danych z dwoch poziomow molekularnych wskazujestatnaé danego genu w badanym
procesie fizjologicznym sugeng jego funkcg (Rys. 3-8). Nasgpnie stosuyjc techniki
odwrotnej genetyki mdiwe jest dédwiadczalne potwierdzenie funkcji genu (Yonekura-
Sakakibara i in., 2007).
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Zintegrowana analiza transkryptomu i metabolomu -
koekspresja genéw i profilowanie metabolitow

Numeryczna
eksploracjadanych

Mutanty, rosliny tran sgeniczne,
stres biotvezny i abiotyezny

Propozycja funkcji genu i korelacja genu z metabolitem

Zasoby biologiczne Arabidopsis

Strategia odwrotnejgenetyki, analiza biochemiczne rekombinowanych biatek

Identyfikacja funkcji genu,
Wyjasnienie drogi od genu do metabolitu

Rys. 3-8 Schemat integracji danych z badatranskryptomu i metabolomu (wg Saito i in., 2008).

Przeprowadzanie dwiadczéh na rdlinach nie modelowych, dla ktorych
genomowe bazy danych nie istaiggst procesem bardziej zlanym. Rozwizaniem jest
zastosowanie alternatywnej metody analizy i kojelagnikow uzyskanych na poziomie
metabolomu i transkryptomu. W kulturach komorkowytgtoniu (Nicotiana tabacum
elisytowanych jasmonianem metylu przeprowadzonoliznacelowan metabolitow
wtdrnych oraz analizc-DNA polimorfizmu diugéci amplifikowanych fragmentéwafg.
Amplified Fragment Length Polymorphism). Na podstakorelacji wynikéw z obydwu

analiz wytypowano geny specyficzne dla metabolizvarnego (Gossens i in., 2003).

2.3.2 Biologia systeméw

W ostatnich latach popularfio zyskuje koncepcja biologii systemoéw

sformutowana przez Kitano na patu XXI wieku i przedstawiona na tamach dwdch
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czasopism - Science i Nature. ldea éalmwego poddgcia do badania systemoéw
biologicznych takich jak sieci milzykomoérkowe, komorki, organy oraz wszelkie
biologiczne jednostki wyznacza nowy kierunek roawajauk biologicznych (Kitano,
2002a,b). Poprzez integraajanych molekularnych z pozioméw genomu, transknyjot,
proteomu oraz metabolomu uzyskuje biolistyczny obraz proceséw zachadgch w
pojedynczym organizmie. Zintegrowane pdédej do badania systemow biologicznych
wymaga stworzenia przestrzeni porozumienia dla maigkow, biologdw, chemikow,
inzynierdbw, aby wypracowa strategé rozwiazywania probleméw zwrzanych z
poznawaniem funkcjonowania komorki (Friboulet i Titns, 2005).

Holistyczne podé&rie do biologii zyskuje na znaczeniu, poniewpozwala
zminimalizowa& efekt plejotropowy w projektowanych eksperymentaehorganizmach
transgenicznych (Oliver, 2002). Znaczne agsiccia widoczne s przede wszystkim
podczas dczenia danych z poziomu transkryptomu i metabolodaproponowany
schemat pospowania polegapy na rozszyfrowaniu funkcji gendw, ktore ulegaj
wspotekspresiji, jest wydajnym nadziem badawczym w ok§niu funkcji genow. W
opracowanej propozycji standaryzacji badaetabolomicznych zwracagsiowniez uwag;
na konieczn& korelacji danych uzyskiwanych w adych laboratoriach na wybranych
poziomach molekularnych oraz miwos¢ porownania wynikow badauzyskanych przez

rézne grupy badawcze (Saito i in., 2008).

2.4 Metabolomika

Pojgcie metabolom wprowadzit dogzyka nauki Stephen Oliver w 1998 roku,
okreslajac nim calé¢ niskocasteczkowych zwizkdéw syntezowanych przez dany
organizm (Oliver i in., 1998). Jednak historia profilowania metabolitowegia lat 70 XX
wieku, kiedy po raz pierwszy pojawityespublikacje na temat ikziowej i jakaciowej
analizy steroidow oraz metabolitow lekdw w moczutadami GC-MS (Devaux i in.,
1971; Horning i Horning, 1970). Rmje metabolomika wywodzi @iz profilowania
metabolitow, to podégie analityczne jest stosowane od wielu lat i wrazozwojem
technik analitycznych zyskuje na znaczeniu (Sumirer 2003).

Metabolom jestrodiem wiedzy o cgsteczkach sygnatowych i strukturalnych. dea
to obejmuje szeroki zakres asteczek produktow naturalnych takich jak: peptydy,
weglowodory, lipidy, nukleotydy oraz kataboliczne guity powstaice ze zwizkow

egzogennych. Jednak ogromna ilé&¢ zwiazkbw o r&nych masach, strukturach i
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zroznicowanych sgzeniach sprawiaze niemaliwym jest zastosowanie jednej metody
analitycznej do jednorazowego oflenia zmian iléciowych i jakaciowych
zachodzcych w komorce lub tkance dlonnej. Wraz z rozwojem metod analitycznych
coraz wecej informacji jestémy w stanie uzyskaz jednej analizy. Wzrasta jednak stapie
skomplikowania eksperymentow i rodzg giroblem przetwarzania dej ilosci danych w
celu uzyskania wnioskow, ktore dla badacza interesige (Sumner i in., 2003).

Obecnie badanie metabolomu wykorzystuje i réznych dziedzinach biologii — od
bada podstawowych np. nad oddziatywaniamigiel-azot w rélinach do metabolomiki
osobniczej, ktéra jest kolejnym krokiem w kontrokmiu stanuwywienia cztowieka (Bino,
2004). Fenotyp biochemiczny badanego organizmungpadkows oddziatywania dwdch
czynnikdw genomu $rodowiska, wptywy obydwu wymienionych ceci modulowane w
zakresie homeostazy na poziomie subkomérkowym (B2004; Saghatelian and Cravatt,
2005). Symultaniczna identyfikacja i oznaczenigdiowe metabolitdw s niezledne w
celu badania dynamicznych zmian w metabolomie elakach metabolicznych oraz aby
okresli¢ role poszczegolnych zwzkoéw na wptyw bodcow zewrtrznych (Lange, 2006).

Analiza metabolomu zaczyna rowai®dgrywa& coraz weksz role w naukach
rolniczych. Poszukiwanie bardziej waitiwych gatunkéw lub odmian §tin uprawnych,
badz tez wprowadzenie na rynek il uprawnych modyfikowanych genetycznie wymaga
monitorowania zmian w sktadzie metabolitow w slmmach lub ich cgsciach
przeznaczonych do konsumpcji. Kumulacja produktosturalnych o niekorzystnych
wiasciwosciach dla konsumentéw me by wykryta za pomog analizy jak najszerszej
ilosci zwiazkdbw w tkance z rdiny modyfikowanej genetycznie, analiztego typu
wykonuje s¢ wobec probek kontrolnych (gliny typu dzikiego lub linie rodzicielskie)
(Rischer i Oksman-Caldenety, 2006). W ostatnichclatcoraz wikszy wag; przywiazuje
sig¢ do wzbogacaniaywnosci w substancje ogwcze majce zapobiegazapadaniu na

choroby cywilizacyjne (Rezzi i in., 2007).

2.4.1 Metody analityczne wykorzystywane w badaniu metabomu

Metabolomika jest najmtodsz dziedzin genomiki funkcjonalnej. Pegtw zakresie
metod analitycznych wykorzystywanych do badaniaazkéw niskocasteczkowych
umazliwia coraz bardziej precyzyjne oktanie zawartéci analizowanych substancji w
poszczegolnych probkach. Ze wah na ddae zr@nicowanie fizykochemiczne

metabolitow nie ma jednej metody analitycznej, &tbtaby odpowiednia dla catej puli
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zwigzkéw. W badaniach transkryptomu, analizujemy potiraktadajcy sk z czterech
jednostek budulcowych zkibnych do siebie pod wzglem struktury i grup funkcyjnych,
podobnie w przypadku biatek, gdzie analizowanydt @k. 20 jednostek budulcowych —
aminokwasow z madiwymi modyfikacjami. Badania metabolomu prowadzmezwykle

w pofaczeniu z analiz pozostatych pozioméw molekularnych. Trudciow analizie
metabolitbw w poréwnaniu z transkrypcjraz biatkami wynikaj z nas¢pujacych
wiasnaci:

- braku bezpfredniego odniesienia do kodu genetycznego,

- metabolity g produktami ziaonych szlakéw reakcji enzymatycznych w
komorkach i tkankach,

- zréznicowania strukturalnego metabolitow - nie twpwe duzej czsci przypadkow
polimeréw zbudowanych z ograniczonej liczby jedekshonomerycznych,

- braku obecnie mdiwosci zastosowania techniki uniwersalnej w analizie
czasteczek o zrinicowanych wtaciwosciach fizyko-chemicznych (Saghatelian i
Cravatt, 2005; Sumner i in., 2003).

W zwiazku ze zrénicowaniem wiaciwosci strukturalnych obserwowanych dla
produktéw naturalnych istniata konieczhmpracowania rinych podej¢ analitycznych,
wykorzystywanych do analiz calej puli metabolitbwbl wybranych zwizkow
syntezowanych w jednym ze szlakéw biosyntezy w ka@dKada z drég obranych przez
eksperymentatora wpisuje¢csiv jedm z dwoch strategii - analjzcelowan (ang. target
analysig, polegajca na badaniu oké&onych klas zwizkéw, niekoniecznie o znanej i
zweryfikowanej strukturze, dolz analiz niecelowan, w ktérej nie ma sprecyzowanej
docelowej grupy metabolitow (Morgenthal i in., 20@®Hodacre i in., 2004).

Strategie analityczne stosowane podczas analizgbuoketmu (Rys. 3-8) (Fiehn,
2002; Goodacre, 2007):

- metaboliczny odcisk palca— umaliwia szybky analiz semi-ilgsciowa jak
najwickszej ilaci zwiazkdw, niekoniecznie prowades do identyfikacji, stosuje
sig¢ w celu szybkiej klasyfikacji probek ze wezdl na ich biologiczny zwiek i
pochodzenie, wykorzystywane metody analityczne: DIWIS (ang. liquid
chromatographk direct infusion mass spectrometryLC/NMR (ang. liquid
chromatographfnuclear magnetic resonange

- metaboliczny odcisk stopy- odmiana metabolicznego odcisku palca, pmikejw
ktorym bada s metabolity zewstrzkomorkowe, wykorzystywane metody
analityczne: LC/DI MS, LC/NMR,
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profilowanie metabolitbw — najbardziej powszechne pod#¢ do badania
metabolomu, polega na oklaniu zmian ildciowych oraz jakéciowych w grupie
metabolitow nalgacych do jednej klasy zwkkow (np. lipidy, flawonoidy,
alkaloidy), LC/UV/MS/MS éng. liquid chromatography/ultraviolet/tandem mass
spectrometry;, GC/MS @ng. gas chromatography/mass spectrometBC/GC/MS
(ang. two dimensional gas chromatography mass speetry, CE/MS @ng.
capillary electrophoresis/mass spectromgttyC/NMR,

analiza celowana— stosowana daledzenia zmian ilg&ciowych okrélonego
zwiazku np. substratu lub produktéw badanej reakcjypratycznej, zastosowana
metoda ekstrakcji powinna by selektywna dla badanej klasy produktow
naturalnych, wykorzystywane metody analityczne:W@MS, GC/MS.

Zautomatyzowana analiza, czula detekcja, rozdziat chromatograficzny, identyfikacjai oznaczanie ilosciowe metabolitdw.

PROFILOWANIE METABOLITOW | ANALIZA CELOWANA

Czas analizy od 5 do 140 minut

Wysuszenie proby i chemiczna derywatyzacja Rozcienczenie probki lub izolacja metabolitéw
(SPE, ekstrakea ciecz-ciecz)
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Zautomatyzowana, szybka, wysokowrydajn a analiza globalna z minimaln g procedura przygotowania probek, stosowana do
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METABOLICZNY ODCISK PALCA | METABONOMIKA

Kasvfikacji probek Ograniczone mozlivosci identyfikacjii oznaczeniailosciowego metabolitéw —z wyjatkiern NMR

FTIR DIMS NMR

e e El

Rys. 3-8 Rd@ne strategie analizy metabolomu (wg Dunn i Ellis, @05).

Wystepowanie w tkankach gbnnych szerokiej gamy metabolitow o silnie

zroznicowanych wiaciwosciach fizyko-chemicznych oraz egeniach sprawiaj ze

badanie metabolomu dlnnego stanowi wyzwanie dla badaczy wykorzygtych ré&ne

techniki analityczne. Obecnie szereg metod idekegfi niskocasteczkowych produktow

naturalnych jest wykorzystywanych w analizie metabw. Dobranie wiéciwej metody

analitycznej do badanego materiatlu oraz informgakie chce s uzyska& z analizy jest
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kluczowym krokiem w planowaniu eksperymentu. Kriger przy wyborze odpowiednigj
techniki @ jej czula¢ i specyficzné¢é oraz czas trwania i koszty analizy (Rys. 3-9).
Najbardziej popularnymi metodami stosowanymi do nigikacji zwiazkow w
metabolomice § NMR i spektrometria mas. Spektroskopia magnetyganezonansu
jadrowego jest, jak datl jedyrs metod, instrumentaln, ktéra dysponuje odpowiedni
specyficznécia podczas analizy strukturalnej i dki ktérej mazna zidentyfikowa
nieznany zwizek de novobez korzystania ze standardéw. Charakteryzgjgednak nisk
czutcicia, co sprawiaze zastosowanie tej metody jest ograniczone w pdigpanieszanin
metabolitow oraz zwazkéw o niskim sizeniu. Technika spektrometrii mas natomiast jest
metody 0 wysokiej czutéci i niewiele nisze] selektywngi niz NMR, pozwalagca na
identyfikacg zwiazku na podstawie wyznaczenia jego masy oraz spoBalgmentacii.
Otrzymane ¢4 technikp dane nie umdiwiaja jednak okrélenia kompletnej struktury
nieznanego wczaiej zwiazku. Metody spektroskopii promieniowania w ultrédice, w
podczerwieni oraz fluorescencyjnej modppetné charakterystyk strukturalm badanego
zwiazku, ale z racji swej niskiej specyficzud nie mog by¢ narzdziem przeznaczonym
do jednoznacznej identyfikacji substancji (Sumnier,i2003).

Niezlednym elementem podczas bada metabolomu $ narzdzia
bioinformatyczne, ktére stosowane slo analizy danych i pomagajw uzyskaniu
wartasciowych informacji dla eksperymentatora. Takimi zzdziami & analiza skupie
(ang. Cluster Analys)jsoraz analiza sktadowych gtéwnychn@. principal components
analysis- PCA) (Roessner i in., 2001; Fhien, 2002). W hajdog6lnym podédgiu do
analizy metabolomu, metaboliczny odcisk palca, gsviono meliwos¢ zastosowania
metody analizy niezal@ych komponentoéwang. independent component analysikCA)
(Scholz i in., 2004). Droga od rejestracji danyah idterpretacji wyniku eksperymentu
wiedzie przez odpowiedniklasyfikacg rejestrowanych sygnatow, przeksztatcenie ich w
format umaliwiajacy zastosowanie padanego algorytmu (formowanie macierzy,
normalizacja, uzupetnienie brakaych wartdci), pozwalagcego na sprawne
przeprowadzenie czasochtonnych obliczeraz wizualizag wynikéw (Steinfah i in.,
2008).

31



Przeghd literatury

NMR 10%mol
LC/UV 10°mol
GC/MS BB 10-2mol
LC/MS 105mol

LC/L.LLF 10 ®mol
CE/L.LF 103mol

Rys.3-9 Zalenosé czutosci od specyficznéci metod analitycznych stosowanych w analizie metabomu
(Sumnner iin., 2003).

Bazy danych obrazage zr&nicowanie na poziomie transkryptomuw guz
powszechnie dogbne (Shmid i in., 2005; Craigon i in., 2004). €hmowstato rownig
kilka baz danych metabolitéw udephionych publicznie jak np. Golm Metabolite
Database, KNApSAcK, Tomato Metabolome Database (EDM Metabolome Tomatoe
Database (MoToDB), MassBank, potrzebne jest ddisaezenie powszechnie dgphych
zbiorow identyfikacji metabolitow w celu pokryciaesszego zakresu struktur substancji
wystepujacych w metabolomie (Kopka i in., 2005; Moco i i8Q06; Shinbo i in., 2006).
Baza danych dotygza metabolitow pierwotnych, identyfikowanych tedaniGC-MS
powstata najwczmiej, poniewa stosowana metoda analityczna charakteryzuge si
najlepsa powtarzalnécia wynikow. Bazy widm metabolitow wtérnych analizowah na
ukladach LC-MS wymagajwickszej precyzji w kontroli warunkéw eksperymentu zora
doktadniejszego opisu stosowanych parametrow zdedugna mniejsz powtarzalnécé
procesOw jonizacji i fragmentacji zgakow. W komercyjnie dogpnych bazach danych
takich jak Fiehn-Library, NIST, Wiley oraz Mass $pemetry Database Committee
zawarte g zaréwno dane z eksperymentow LC-MS jak i GC-Mxw:a@hos¢ przebiegu
procesow metabolicznych oraz pedpofaczenia danych z pdych poziomdéw genomiki
funkcjonalnej obrazuje baza danych MetaCyc, w ktorebrane s wszystkie
eksperymentalnie poznane reakcje biochemiczne azkéWw niskoczasteczkowych
zachodzace w komorce (Caspi i in., 2006, 2008).

Podobnie jak w eksperymentach na poziomie transémyp i proteomu zaistniata
potrzeba standaryzacji bade dziedzinie metabolomiki. Propozycja ustaleniatpkotow
zawierajcych minimum informacji o eksperymentach przeprazeaxych na zwizkach

niskocasteczkowych zostata opracowana przez gregotowych badaczy skupionych w

32



Przeghd literatury

grupie Metabolomics Standard Initiative (MSI) w medie metabolomiki (Jenkins i in.
2004, Keurentjes i in., 2006; Weckwerth, 2007; Gawd i in., 2007; Sanson i in., 2007;
Fihen i in., 2007). Precyzyjne oktenie warunkow przeprowadzania eksperymentow
metabolomicznych unmitiwia poréwnanie wynikdbw uzyskiwanych w adych

laboratoriach, co jest kluczem do zintegrowanegiegoia w badaniach organizméw.

2.5 Metody analityczne stosowane w analizie pptzen flawonoiddw

Zainteresowanie zwkkami fenolowymi ze wzgbu na maliwosci ich
zastosowania w medycynie, przedlieyoraz w rolnictwie utrzymuje sha bardzo wysokim
poziomie. Metody analityczne stosowane do ich igégdcji byly tematem kilku prac
przeghdowych (de Rijke i in., 2006; Stalikas, 2007; Pnasain., 2004; Stobiecki i
Kachlicki, 2006; Cuyckens i Claeys, 2004; Muth idkacki, 2009). Najpowszechniej
wykorzystywanymi urzdzeniami do analizy flawonoiddwa schromatografy cieczowe
sprzzone z detektorem UV oraz/lub spektrometrem mas WMIVIS), Ilub
spektrometrami rezonansu magnetycznego (LC/NMR) z onaniej powszechnie

chromatografy gazowe sprone z detektorem masowym (GC/MS).

2.5.1 Zastosowanie chromatografu cieczowego spgzonego z detektorem UV

w analizie zwgzkow fenolowych.

Gtownym elementem strukturalnym flawonoidow jesigcsprzzonych whzan
podwojnych, ktéry daje mitiwosé detekcji tych zwizkdéw w zakresie UV orazwiatta
widzialnego. Poszczegolne klasy strukturalne flamidéw mazna rozréni¢ na podstawie
analizy maksimow w widmie absorpcyjnym UV. Maksimuepestrowane w zakresie 240-
285 nm, pochodzi od absorpcji gieienia A, absorpcjdwiatta w zakresie 300-550 nm
zalezy od struktury pieitienia C oraz miejsca jego pragkenia do pigcienia B (Mabry i
in., 1970). pH roztworu ma dy wptyw na widmo UV zwizkéw fenolowych, w
podwyzszonym pH nagpuje przesuniecie maksiméw absorpcji kuzszym diugéciom
fali. Dtugosci fal charakterystyczne dla absorpcji flawonoiddwzna ograniczg do kilku
maksimow dla poszczegodlnych klas mieszgzh s¢ w zakresie od 250 do 400 nm
(Rys.3-10) (Merken i Becher, 2000).
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Rys. 3-10 Widma UV ré&nych klas flawonoidéw (wg Merken i Becher, 2000).

W aparatach HPLC stosuje; siletektory UV monochromatyczne migce absorpg
przy jednej hdz dwoch diugéciach fali oraz detektory diodowe (DAD) lub skaqus,
ktore g przystosowane do pomiaru absorpcji promieniowaniszerszym zakresie (UV-
Vis) oraz rejestracji widm absorpcyjnych poszczegoh zwhzkow. Stosowanie
detektoréw monochromatycznych ograniczazlmem$¢ oznaczenia iléciowego do jednej
lub dwoch klas zwazkow. Detektory DAD, ché charakteryzuyj sig nizszy czutdicia niz
detektory  monochromatyczne, ushwiaja pomiary przy dlugéciach fali
charakterystycznych dla analizowanych klas azkdw fenolowych oraz poprawne

rozr&nienie ich typow strukturalnych. Wykorzystaniezmgch detektorow absortigych
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promieniowanie UV mze by wystarczagcym narzdziem w analizie ekstraktow
zwiagzkdéw fenolowych (Carini i in., 2001; Luczkiewicin., 2004). Jednale w przypadku
analizy bardziej zkonych mieszanin bardzo ¢to mamy do czynienia z koelycj
poszczegolnych zwkkdéw Ikedacych obiektem zainteresowania, uniethwia to
jednoznacza identyfikacg poszczegolnych sktadnikow mieszanin. W takich agjach
konieczne jest zastosowanie dodatkowego detektogda,przyktad spektrometru mas
(Bedair i Sumner, 2008; Dettmer i in., 2007; Glinskd Weckwerth, 2006).

2.5.2 Zastosowanie spektrometru mas w identyfikacji flawaoidow.

2.5.2.1Uktady chromatograf cieczowy-spektrometr mas stosoane do analizy

metabolitow wtornych

Izolacja zwazkdéw w stanie czystym z materiatuslianego umdaliwiajacym zapis
widma NMR (H i C*) bardzo czsto jest procesem trudnym i czasochtonnym. Powodem
rezygnowania z izolacji jest réwrieniskie stzenie oraz nietrwakd produktéw
naturalnych bdacych obiektem zainteresowania. W takich sytuacjgawszechnie
stosowanym systemem w analizie metabolitbw wtornjstt pohczenie chromatografu
cieczcowego z spektrometrem mas. Technika ta zZiiwmia wstepne rozdzielenie
mieszaniny zwizkéw, zmniejszajc tym samym efekt tzw. supresji jonow wystijacy z
powodu obecr&xi matrycy. Zmniejszenie liczby ggteczek substancji znajdaych s¢ w
wycieku kolumny chromatograficznej w jednostce czasmaliwia skuteczniejsz
jonizacg oraz wikszy ilos¢ identyfikowalnych komponentow (Dettmer i in., 2007
Zdolngi¢ rozdzielcza systemu chromatograficznego odgrywarag role w identyfikacji
pofaczen flawonoidow kedacych izomerami poteeniowymi lub zwazkami izobarycznymi
(Muth i in., 2008). Stosuje siprzede wszystkim kolumny z odwrécpfiaza C-18, z
ktorych wymywa s zwiazki w kolejngci malepcej polarnéci w gradiencie
rozpuszczalnikow woda/acetonitryhdyr woda/metanol z dodatkiem kwasu mréwkowego
badz trifluorooctowego. Na poatku XXI wieku nasipit kolejny przelom w
mozliwosciach  wykorzystania  chromatografii  cieczowej, opmano  system
ultrasprawnej chromatografii cieczowejn@. ultra high pressure liquid chromatography
UPLC). Rozdziat zwizkow prowadzony jest pod viigzym cénieniem (400-1000 barow) i
przy zwikszonych przeptywach, a ze kolumny zbudowane jest z ziarens@dnicy
ponizej 2 um, co znacznie podwsza czuté¢ i rozdzielczé¢ systemu oraz skraca czas

wykonywanych analiz w poréwnaniu do tradycyjnejarhatografii cieczowej HPLCahg.
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high performance liquid chromatograph{Plumb i in., 2004; Churchwell i in., 2005). W
przypadku zastosowania tej techniki e bylo rozr@nienie 5 izomerow

potozeniowych malonylowanych glikozydow chryzoeriolupitch rozdziat na kolumnie
HPLC byt niemaliwy (Muth i in., 2008).

Znaczny wzrost w stosowaniu uktadéw LC/MS npitpo wprowadzeniu metody
jonizacji pod cinieniem atmosferycznym - elektrorozpraszamiag( electrospray- ESI).
W tej metodzie jonizacja zachodzi podczas odparawdazy ruchomej w gradiencie
potencjalu pomidzy kaicem kapilary a szczehn wejsciowa analizatora MS. Do
analizatora spektrometru mas wprowadzaggeslynie zjonizowane @steczki analitu
(Niessen, 1999). Podczas procesu jonizacji meteldktrorozpraszania wzbudzanym
czasteczkom przekazywana jest matasdéloenergii wewrtrznej, co powoduje brak
fragmentacji jonéw  protonowanych [M+H] lub deprotonowanych [M-H]
Alternatywnymizrodiami jonéw stosowanymi w uktadach LC/M&jenizacja chemiczna
pod cknieniem atmosferycznymafg. atmospheric pressure chemical ionizatiohPClI)
oraz fotojonizacja pod g@nieniem atmosferycznymafg. atmospheric pressure photo
ionization - APPI). Kada z tych metod wykazuje m6a czulg¢ dla r@nych grup

zwiazkow. Wszystkie maghby¢ stosowane z dowolnymi typami detektoréw masowych.

2.5.2.2Analizatory stosowane w spektrometrach mas

Rd&znego rodzaju metody jonizacji oraz analizatory svykorzystywane w
spektrometrach mas do badania metabolomu. Werzalel od zastosowanego poé&Ep i
od informacji, jakie chce siotrzyma mazna wykorzystywa rézne metody wprowadzania
probki do spektrometru. Przyktadem meoby metoda bezpwedniego nastrzyku -afg.
direct infusion - D), dzkki jej zastosowaniu m@my okréla¢ tzw. metaboliczny odcisk
palca probki materiatu ginnego. Jest to metoda pozwaltsg na szybkie poréwnanie
duzej ilosci probek bez konieczoi rozdzialu chromatograficznego sktadnikow
mieszaniny. Znajduje ona zastosowanie jedynie prgyorzystaniu wysokorozdzielczych
analizatorow mas, takich jak analizatory jonowegezonansu cyklotronowego z
transformacj Fouriera &ng.Fourier - Transform lon Cyclotron ResonanceET ICR) oraz
mierzace czas przelotuafg. time of flight- ToF) oraz analizator dziadgy na zasadzie
ulepszonej putapki jonowej - OrbiTrap. To paaeg analityczne bazuje na okieniu z
duza doktadndcia stosunku masy do tadunku (m/z) protonowanych [M+Hijb
deprotonowanych [M-H]czasteczek poszczegéinych zwkéw obecnych w mieszaninie.
Przy dokiadnéci odczytu masy do czwartego miejsca po przecinkozlime jest
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rozr@nienie zwazkow o takiej samej masie nominalnej, anmym sktadzie elementarnym
(Last i in, 2007). Metoda ta ma jednak ograniczarastosowanie w przypadku
flawonoiddéw, ktore wysipuja w roslinach w postaci patzen glikozydowych, czsto
acylowanych. Rozrnienie izomerycznych oraz izobarycznych form tyehazkow mae
by¢ trudne w przypadku stosowania metody bémniego nastrzyku analizowanego
ekstraktu.

Analizatory stosowane w spektrometrach mas dzisle na wysoko i
niskorozdzielcze. Do analizatoréw niskorozdzieldzymaleza kwadrupol oraz putapka
jonowa. Do wysokorozdzielczych najeanalizatory: ToF (rozdzielczé 17 000) oraz FT
ICR (rozdzielczé¢ 100 000), a tatle analizator dziatagy na zasadzie putapki jonowej
OrbiTrap (rozdzielcz& 40 000). Poréwnanie wynikow przeprowadzonych anala
spektrometrach mas wypasamych w rG@nego typu analizatory wysokorozdzielcze
najwyzej klasyfikuje uradzenia FT ICR (Bristow i Webb, 2003; Ham, 2007).viZagledu
na maly stopi& fragmentacji w normalnych warunkach analiz jon®+H]" oraz [M-HJ
stosuje si analizatory tandemowe, w ktorych wybrane jony p@vdane s kolizjom i
ulegap rozkladowi na jony potomne. Proces ten nosi raxwlizyjnie indukowanej
fragmentacji w tandemowych analizatorach spektrometmas é&ng. collision induced
disociation tandem mass spectrometry CID MS/MS lub CID M3). Najczsciej
stosowane w uktadach LC/ESI/CID/MS/M& gotrojny analizator kwadrupolowy - QqQ,
putapka jonowa — IT lub feanalizatory hybrydowe takie jak kwadrupol sgany z
analizatorem czasu przelotu QgToF oraz wysokorettzy analizator dziatagy na
zasadzie putapki jonowej OrbiTrap. W wymienionychnalizatorach strategia
wykonywania widm MS/MS jest iha (Rys. 3-11). W analizatorach kwadrupolowych
mowimy o fragmentacji rozdzielonej w przestrzemoniedzy zrodto jondw a analizator
wstawia s¢ dodatkowy analizator oraz komwokolizyjna. Dzigki tak zaprojektowanej
drodze jonéw miiwa jest izolacja interesagego jonu w pierwszym kwadrupolu, jego
fragmentacja ma miejsce w komorze kolizyjnej a ¢mase analiza fragmentow w drugim
analizatorze, ktorym mie by kwadrupol lub analizator czasu przelotu (Rys. 3A)1W
analizatorach typu putapka jonowa zachodzi fraga@at rozdzielona w czasie tzn.
analizator zdolny jest do utrzymania jonoéw w ékvaej przestrzeni i nagbuja po sobie
kolejne procesy izolacji i fragmentacji jonéw. Kieve jest przeprowadzenie Kkilku

nastpujacych po sobie kolizji oraz analiza powstatych jongetomnych (Rys. 3-11 B).
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W zwiazku z r&na konstrukcy analizatorow informacje otrzymywane z
eksperymentéw MS/MS agsodmienne. Wysokorozdzielcze pomiary wéciostosunku
masy do tadunku jonow (m/z) urraviaja rejestrag jondéw z doktadnécia od 2 do 5
ppm, w zalenosci od typu analizatora, pozwala to na ckeeie skladu elementarnego
czasteczki analizowanego zazku. Dodatkowe informacje wspomagag charakterystyk
strukturalm oraz identyfikagj czasteczek zwizkbw mazna uzyské analizujc powstajce
w eksperymentach CID MS/MS jony potomne (fragmeyjtes).

gaz kohzyjny
A
—1 1 c
—_— ﬁ [ ] . e . ...‘ | ] D
Zroctojan dw detektor
) Q1 d: TOFIQ3
| komorakolizyjna |
DAFIEY DIOZNIOwe
B

' ' izalacja fragmentacja
. _— ~ —_— ‘e

Rys. 3-11 Schematy fragmentacji rozdzielonej w pratrzeni (A) oraz w czasie (B)

2.5.2.3ldentyfikacja potaczei flawonoidow metodami LC/MS

Podstawowe wiadorndoi strukturalne, ktére mmma uzyska z widm MS podczen
flawonoidéw dotycz stopnia i sposobu glikozylacji aglikonéw. Eove jest okrélenie
masy glikozydu, wielkéci jednostek cukrowych oraz masy aglikonu, w pevnyc
warunkach réwnizmiejsc podstawienia cukrow w przypadku 3 lub shestek.

Badania strukturalne zmieraag do rozranienia izomeréw C- i O- glikozydow
oraz O-diglikozydéw flawonoidéw techrikHPLC/MS prowadzono juw latach 90. XX
wieku przy uyciu niestosowanej ju obecnie metody jonizacji FABafg. fast atom
bombardment(Stobiecki i in., 1988, Liiin., 1992; Lii Clgs, 1994; Ma i in., 2000, Ma i
in., 2001). Wraz z udoskonalaniem metod analitychnpadano midiwosci bardziej

precyzyjnej charakterystyki pmizen glikozydowych flawonoidow za pomecmetod
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spektrometrii mas. W jonizacji w trybie jonéw ujepch powstag zaréwno jony
deprotonowane aglikonéw jak i anionorodniki, ktosg wynikiem homolitycznego
rozerwania wizania glikozydowego. Z tendencji do tworzenia tegdzaju jondw ména
wywnioskow& miejsce podstawienia cukru naasteczce aglikonu. (Hvattum i Ekeberg,
2003; Cuyckens i Claeys, 2005). Scharakteryzowammiez wiazania interglikozydowe
di-, tri-, tetra- i pentaglikozylowanych flawonoiéna podstawie intensywsa jonow
fragmentacyjnych zarowno typu X jak i Y (rys. 3-IBerreres i in., 2004). Mtiwe jest
rowniez okreslenie, jakie czsteczki cukrow wchodgw skiad glikozydu.

0,2

7 0,2
02 *

M

B

Rys.3-12 Schemat fragmentacji glikozydéw flawonoidé ( nomenklatura wg Domon i Costello 1988).

Analiz¢ strukturalm glikozydow flawonoidow z wykorzystaniem technik MS
prowadzi s¢ stosujc w procesie jonizacji kationy sodu. Powstaj jony [M+Na] ulegaja
fragmentacji w sposdb odmiennyznjony protonowanych @ateczek (Kachlicki i in.,
2008). Maliwe jest réwnie wykorzystanie w badaniach strukturalnych glikoaydo
flawonoidéw jonow metali dwuwarfciowych (Pikulski i Brodbelt, 2003; Pikulski i in.,
2007). Obydwie metody prowaglzdo uzyskania informacji o sposobie podstawienia
czasteczek cukrowych (Kachlicki i in., 2008) i pozydjaich przyhczenia do cgsteczki
aglikonu (Cuyckens i in., 2005; Davis i Brodbel@02). Informacje o budowie aglikonu
mozna uzyska na podstawie widm CID MS/MS. W tym celu protonowarmsteczki
aglikonu poddawaneadragmentacji w wyniku kolizji z cisteczkami gazu szlachetnego.
W eksperymencie tego typu istotnymi parametramipstencjat wzrodle jonow oraz
energia kolizji (Stobiecki i in., 2006). Diagnostye jony fragmentacyjne aglikonéw
flawonoidéw powstaj podczas reakcji retro Dielsa — Aldera, (RDA) zathoej w
pierscieniu C casteczek analitu (Rys. 3-13) (Stobiecki i in., 20@0&lfender i in., 2000;

March i in., 2006). Bkniecie wiazah w piescieniu C prowadzi do powstania serii jonow A
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i B, ktorych analiza prowadzi do oKienia sposobu podstawienia grupami

hydroksylowymi i metoksylowymi piécieni (Hughes i in., 2001).
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Rys.3-13 Schematy fragmentacji aglikonéw flawonéwflawonoli w reakcji RDA.

Istotnym aspektem w analizie glikozydéw flawonoid@st identyfikacja aglikonu.
W eksperymentach MS/MS na instrumentach typu paogrdgwadrupol (QgqQ) oraz
kwadrupol sprgzony z analizatorem czasu przelotu (QqToF) protomawaxndz
deprotonowana @steczka poddawana jest zderzeniom w komorze kokgyjw efekcie
obserwujemy sekwencyn fragmentag czgsci cukrowe] oraz jon pochodey od
protonowanego 4wz deprotonowanego aglikonu, ktory nie ulega fragmaent
Przeprowadzenie fragmentacji aglikonu w glikozydest maliwe, gdy jon macierzysty
poddamy wsipnej fragmentacji w zrédle jondw a doktadniej w obszarze
sredniocknieniowym, w ktérym wizka jonow jest skupiana oraz kierowana do wysoko-
prézniowej czsci spektrometru. Wykonywanie eksperymentéw ,pseMf” polega na
przytozeniu podwyszonego napcia pomedzy szczelinami ogniskagymi, co dostarcza
generowanym jonom weej energii (Rys. 3-14). W wyniku kolizji wysokoegetycznego
jonu z obogtna czasteczlke np. rozpuszczalnika zachodzi fragmentacja glikozyWd/
spektrometrach edych firm konstrukcjezrodta jondw oraz drogi optycznep sézne,
zatem nazewnictwo parametru jest charakterystydiammdanego ukgdzenia (cone-voltage,
nozzle-skimmer, high orfice fragmentation) (Bruin4997). Najbardziej ogolnym

okresleniem jest ang. ,n-source CID”, najbardziej rommaechnionym potencjat
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Rys. 3-14 Proces fragmentacji jonéw wirédle (wg Waters Corporation).

Rzadziej stosowanymi ze wadu na sw specyfilke sa techniki jonizacji MALDI.
Korzystapc z tego typu aparatow, zidentyfikowano oraz ozaomozilasciowo cztery
glikozydy wyizolowane z tupiny migdatow (Frison-Nia@ i Sporns, 2002). Spektrometr
MALDI-Tof wykorzystano réwnie¢ w oznaczeniach ikziowych i jakdciowych
antocyjanin w sadzonkach rzodkiewnika poddanegsswi wychtodzenia (Marczak i in.,
2008). Metoda MALDI zostata opracowana w celu jacjzbiomolekut 0 masie wkszej
niz 500 Da. Nie jest to typowa technika jonizacji stwana w analizie
niskoczasteczkowych zwizkow. Zastosowanie MALDI — ToF w analizie metalht
wymaga precyzyjnego doboru matrycy oraz warunkospekymentalnych (Vaidyanathan
I in., 2001). Poszukiwanie dogodnych warunkéw ayalekstraktow za pomacte]
techniki jest paadane ze wzgdu na znacznie skrécony czas oznaczania jednekipréb

oraz zwekszenie wydajngci przeprowadzonych analiz.
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3 Materialy i metody

3.1 Stosowane odczynniki

Wykorzystywane rozpuszczalniki pochodzity z rpsfacychzrodet:

- metanol MeOH (HPLC grade) — Chempur, Piekélnskie

- acetonitryl (HPLC grade) ACN - J.T Baker, Holandia

- acetonitryl (LC-MS grade) — Sigma-Aldrich, Polska

- woda dejonizowana w systemie Mili-Q Plus — MilipptdSA
Odczynniki i standardy:

- gwajakol (CHO)CsH,OH — Sigma-Aldrich, Polska

- peroksydaza chrzanowa (EC-1.11.1.7) — Sigma-AldRdiska

- nadtlenek wodoru — Sigma-Aldrich, Polska

- fluorek fenylometylosulfonowy (PMSF) -A;0,SF — Sigma-Aldrich, Polska

- chrysoeriol - Extrasynthese, Francja

- luteolina — Extrasynthese, Francja

- wighteon, luteon, genisteina, 2’-hydroksygenisteinastandardy otrzymano od
Profesora S. Tahary (Hokkaido University, Japonia)

- glukozyd genisteiny — standard oczyszczono w Pracowroteomiki i
Metabolomiki ICHB PAN wg procedury opisanej przearidskiego i in. 1999a, b.

3.2 Materiat ro slinny

Podczas bada wykorzystywano nasiona tubinu askolistnego (upinus
angustifoliu3 odmiany Sonet oraz nasiona populacji magej tubinu waskolistnego
charakteryzujcej st niska zawartdcia alkaloidéw chinolizydynowych w nasionach
(ponizej 0,02% suchej masy). Populkachapujca sktadajca sie z 89 linii otrzymano od
Prof. dr hab. Bogdana Wolko z Instytutu GenetykglRoPAN w Poznaniu. Populacja
zostata wyprowadzona w wyniku skéoyvania linii hodowlanej 83A:476 z osobnikami
typu dzikiego P27255. W 6smym pokoleniu F8 otrzym&A linii potomnych RIL &ng.

recombinant inbred lings
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3.3 Hodowla roslin

Nasiona tubinu wskolistnego I(. angustifoliu¥ odmiany Sonet w daviadczeniach
1, 3i 4 sterylizowano 1.5 % roztworem KOCI prz€zr2in, ptukano wogl destylowan do
usungcia zapachu chloru. W deiadczeniu 2 ze wzgtlu na tward okrywe nasienn,
nasiona populacji mapmgej zanurzono w stonym kwasie siarkowym aby narugzjgj
struktuk i spowodowa wczeniejsze kietkowanie, naginie ptukano woal destylowan w
celu usungcia resztek kwasu. We wszystkich sd@eadczeniach nasiona sadzono w
doniczkach wypetnionych perlitem po 5 nasion w dnce. Infeka} przeprowadzano na
trzytygodniowych siewkach. W catym okresie wegetpodczas trwania dwiadczé w
szklarni utrzymywano davietlanie r@lin: 14 h dzié oraz 10 h noc, temperatuv okresie
dnia na minimalnym poziomie I8 lub wyzszym oraz odpowiedaiwilgotnoéé¢ podiaza.

Po zakaczeniu déwiadcze tkank roslinna przechowywano w temperaturze 260

Doswiadczenie nr 1 prowadzono w okresie od 20 marcazZlkwietnia 2007 roku.
Eksperyment z opryskiem dlin zawiesir zarodnikow grzyba powtérzono w okresie od
19 wrzénia do 22 padziernika 2007.

Doswiadczenie nr 2 miato miejsce od 12 kwietnia 2008L.8 maja 2008 roku.

Doswiadczenie nr 3 i 4 przeprowadzono w okresie odw2sesnia 2008 do 21

pazdziernika 2008 roku.

3.4 Porownanie wydajnaci metod ekstrakcji pod podwyzszonym cgnieniem oraz w

tazni ultrad zwigkowe;.

Opracowanie wydajnej metody ekstrakcji zmkiow fenolowych z lici zostato
przeprowadzone na ekstraktorze firmy Dionex modeBSEA 200 oraz w i
ultradzwickowej Bardelin SONOREX model AK 103H. W celu przewadzenia
ekstrakcji dwiema metodami odwano po 100 mg zhomogenizowanego w cieklym azocie
materiatlu rélinnego (lécie tubinu waskolistnego odmiana Sonet) za pomoc
homogenizatora CAT model X 620. K&y wariant ekstrakcji przeprowadzono w czterech

powtdrzeniach.
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3.4.1 Ekstrakcja w tazni ultrad zwiekowej

Zamrazony materiat biologiczny homogenizowano w tempewLcieklego azotu,
nastpnie odwaano 100 mg tkanki i dodawano 2 ml 80% metanolu d@gl standardu
wewrgtrznego — luteoliny, tak, aby w aipsci ekstraktu wstrzykiwanego na kolumn
chromatograficza byto 0.5ug standardu. Ekstrakcja wza ultradzwickowej trwata 30
minut. Ekstrakty byly odwirowane, supernatanty Zekoych probek przenoszono do
probéwek szklanych i odparowywano rozpuszczalnikd®C w koncentratorze firmy
Eppendorf model 5301. Wysuszone ekstrakty przech@amg w -80°C do momentu
analizy. Probki rozpuszczano w 30i080% metanolu wirowano przy 10 000 rpm przez 10

min przed wstawieniem do komory prébek chromatagcaéczowego.

3.4.2 Ekstrakcja w ekstraktorze Dionex

Zamrazony materiat biologiczny homogenizowano w tempewLcieklego azotu,
nastpnie odwaano 100 mg tkanki. Materiat wymieszano z suzlemi okrzemkova w
mozdzierzu w celu zwikszenia powierzchni ekstrakcyjnej. Dodano (@0 standardu
wewrgtrznego — luteoliny, tak, aby w aipsci ekstraktu wstrzykiwanego na kolumn
chromatograficza znajdowato s 0.5 pg zwiazku. Tak przygotowany materiat dony
umieszczano w celkach o pojendoolml w podajniku ekstraktora. Wykonano ekstrakcj
w 3 programach. Zmienianymi parametrami byta temjea, czas statyczny — &y
czas ekstrakcji. W kalym przypadku stosowano najmnigjszmaozliwa ilosé

rozpuszczalnika (Tab. 4-1).

Tab. 4-1 Programy stosowane w ekstrakcji énieniowe;

Probka 1 2 3
Temperatura 23°C 23°C 45°C
Czas statyczny 5 min 5 min 5 min

Obj gtosé¢ . 7ml 7 ml 7ml
rozpuszczalnika
llosé cykli 1 2 1
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Ekstrakty z kolejnych prébek przenoszono do probdowszklanych i
odparowywano rozpuszczalnik w 40°C w koncentratormeki Eppendorf. Wysuszone
ekstrakty przechowywano w -20°C do momentu anakapbki rozpuszczano w 3Qd
80% metanolu wirowano przy 10 000 rpm przez 10 przed wstawieniem do komory

prébek chromatografu cieczowego.

3.5 Doswiadczenie nr 1. Poréwnanie rénych sposobéw infekcji sadzonek tubinu

waskolistnego zawiesig zarodnikow grzyba Colletotrichum lupini

Rosliny zainfekowano na dwa zde sposoby:

Infekcja 1 - 5 ul zawiesiny o skeniu 2x18 zarodnikéw/ml naktadano na zranioneaigt
pojedyncze listki rozet dci z drugiego wzta (pktra) rcliny. W roslinach
kontrolnych naktadano 5 pl wody destylowanej.

Infekcja 2 - rosliny opryskano zawiesinzarodnikéw o szeniu 2x16 zarodnikéw/ml, ok.

5 ml zawiesiny na ding. Railiny kontrolne opryskano waddestylowan.

W obydwu eksperymentach przez 24 h po infekdimg przykrywano namiotami
foliowymi utrzymupcymi wysoki stopié wilgotnasci w komorach, w celu zainicjowania
procesu infekcji. Aby obserwowalynamik; zmian zachodcych w czsciach zielonych
rosliny, zbierano osobno dcie z trzech kolejnych gier, w trzech powtorzeniach w
réznych punktach czasowych. Na jedno powtdrzenie sktad materiat z trzech &in
rosrmacych w r@&nych doniczkach w celu zminimalizowania wptywu dtekdznorodndgci
biologicznej. Materiat zbierano w naptijacych terminach po infekcji:

Infekcja 1: 24, 48, 120, 168 h
Infekcja 2: 24, 48, 120, 168 h oraz w powtérzonym eksperymefick 24, 48, 120, 168,
312 h po infekcji.

Zbierany materiat zam#zano w cieklym azocie i przechowywano w temperaturze
80°C do momentu ekstrakcji. Ekstrakcj3.6 materiedslinnego prowadzono wedtug

procedury opisanej w punkcie 4.4.1.
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3.7 Doswiadczenie nr 2. Infekcja siewek z populacji mapujcej tubinu
waskolistnego

Infekcje przeprowadzono przez oprysk zawigsiparodnikOw trzytygodniowych
sadzonek linii populacji mapgej. Ze wzgtdu na mat iloé¢ nasion materiat zbierano w
jednym punkcie czasowym - po 168 godzinach od ijfekiscie z dwdch rélin zbierano
jako jedry problke, przygotowano trzy powtérzenia biologiczne dlaiijinktére
wykietkowaty w odpowiedniej iléci roslin. Dla pozostatych linii ze wzgtu na zbyt mat
liczbe kietkujacych nasion, przygotowano probki w dwoch powtdraehibiologicznych
badz bez powtorzé. Po przeprowadzeniu opryskusliay przykryto na 24 godziny
namiotami foliowymi utrzymujcymi wysoki stopié wilgotnosci w komorach, w celu
zainicjowania procesu infekcji. Zbierany materisghnraano w ciektym azocie |
przechowywano w temperaturze -80°C do momentu agir Wykorzystano proceder

ekstrakcji zgodnie z punktem 4.4.1.

3.8 Doswiadczenie nr 3. |Inokulacja Isci tubinu waskolistnego zawiesin

metabolitow wyizolowanych z komaérek grzybaColletotrichum lupini.

Rozety léci z najniszego wzta rasliny zraniono igh na 3 listkach, na nakiucia
natazono 10 pl roztworu metabolitdw grzyba w 20% metanél stzenie roztworu
Img/ml). W przypadku &bin kontrolnych na zranione listki naktadano stosow
rozpuszczalnik. Materiat zbierany byt osobno z kofganych i zdrowych éci z
poszczegolnych pier lisci wyrastagcych w kolejnych wztach. Materiat zbierano 3, 6, 9,
24, 48, 72, 168 h po infekcji. Na jegmproblke skfadat st materiat z trzech &in,
wykonano trzy powtorzenia biologiczne w poszczegdéinwariantach eksperymentu z
kolejnych (dwaoch) piter lisci. Wykorzystano procederekstrakcji zgodnie z punktem
4.4.1
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3.9 Doswiadczenie nr 4. Badanie aktywnéci peroksydazowej biatek
cytoplazmatycznych infekowanych siewek tubinu wskolistnego wobec

gwajakolu

3.9.1 Materiat ro slinny

3-tygodniowe siewki tubinul( angustifoliu} odm. Sonet opryskano zawiesin
stezeniu 3x16 zarodnikéw/ml. Zbiér materiatu odbywatesiv nastpujacych punktach
czasowych od momentu infekcji: 0, 24, 168 hicle z széciu raslin sktadaty st na jedna
prébke. Materiat rglinny zgrupowano w czterech powtdrzeniach biologich dla rélin

kontrolnych i infekowanych.

3.9.2 Ekstrakcja biatek cytoplazmatycznych o aktywndci peroksydazowej z

lisci siewek tubinu.

Materiat rglinny homogenizowano w ciektym azocie i odwwao po ok. 200 mg
tkanki z kadej probki. Po wspnych ekstrakcjach z materiatlu, okazale, sie nie
obserwowano rinic pomkedzy aktywndcia peroksydazow ekstraktow w czasie zerowym
i po 24 h od czasu infekcji, dlatego dalsze badagtg prowadzone jedynie na probkach
po 24 i 168 godzinach. Materiatstmny wykorzystano réwnie do ekstrakcji zwizkow
fenolowych, zastosowano procegekstrakcji wg punktu 4.4.1.

Procedura ekstrakcji biatek z tkankglianej wg publikacji Urbanek i in. 1991 oraz
Fernandes i in., 2006
Roztwory wykorzystywane w dwiadczeniu:

- 0,05 M bufor octanu sodu

- 1M NacCl

- inhibitor proteaz - fluorek fenylometylosulfonowPMSF) - GH;O.SF (M =

174,19 g/mol) tak, aby gtenie w prébce wyniosto 2mM

Do odwaonego materiatu &innego dodano schtodzenmieszanin 0,05 M
buforu octanu sodu pH 5,2 i roztworu 1M NaCl w stdeu 1:10 oraz 10 pl roztworu 1mM
PMSF. Nasipnie mieszanina ekstrakcyjna wysana byta 20 minut w 4° C i wirowana

przez 15 minut w 4° C przy przyspieszeniu 17 500 g.
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3.9.3 Badanie aktywnaici peroksydazowej enzymow:

1. Skiad analizowanej mieszaniny:
0,975 ml — 0,05 M buforu octanu sodu pH 5,2
0,5 ml - 0,06 M HO,
0,5 ml 10 mM gwajakolu
12,5 pl ekstraktu 4ci

2. Skiad roztworu referencyjnego:
0,975 ml — 0,05 M buforu octanu sodu pH 5,2
0,5 ml - 0,06 M HO,
0,5 ml 10 mM gwajakolu
12,5 pl roztworu peroksydazy astniu 1u w 1000 pl
Pomiar wykonano przy dlugoi fali 480 nm przez 5 minut. Wadc absorbancji

odczytywano, co 10 sekund.

3.10 Przygotowanie zawiesiny metabolitow wyizolowanych omoérek grzyba C.

lupini.

Hodowk grzyba C. lupini prowadzono na pgwce ptynnej (modyfikowana
pozywka Fries’a) w duej skali (100 butli Roux po 250 ml ppwki). Metabolity wtorne
ekstrahowano z pgwki octanem etylu | oczyszczano technikami chrargedfii
kolumnowej (,flash chromatography”, preparatywna Ud. Flash chromatography
prowadzono na kolumnie 70x1 cm z wypetnieniem tgolwroconej fazy C18 (Baker,
USA) pod cénieniem 2 baréw (do wytworzenia nagtienia stosowano sgrony azot N).
Metabolity wymywano z kolumny stosig roztwory metanol woda o stopniowo
zwigkszapcym sk skzeniu komponenta organicznego (10, 20, 25, 30, 85, 74%)
zbierajc frakcje 50 ml. Wymywanie kolejnymi roztworami kgnuowano do opadetia
w wycieku z kolumny absorpcfwiatta A=270 nm poniej 0,1. Zawarté&¢ metabolitow
wtérnych w poszczegolnych frakcjach monitorowanazistajc z systeméw HPLC/UV i
HPLC/MS'. Wyizolowane zwizki nie zostaty dotychczas scharakteryzowane siraktie

przy wzyciu NMR H' i C*. Aktywnosé¢ biologiczna poszczegéinych frakcji metabolitw
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byta monitorowana na siewkach tubinu, badano wiglkglamek nekrotycznych

powstajcych po nateéeniu roztwordw kolejnych frakciji.

3.11 Aparatura analityczna wykorzystywana do profilowania metabolitow wtérnych

w ekstraktach roslinnych

3.11.1 Chromatograf cieczowy sprzzony z detektorem UV (HPLC-UV)

System HPLC firmy Merck Hitachi ( Darmstad, Niemcy)

Pompa HPLC Model L-7100 Hitachi
Detektor Model DAD L-7450 (Merck)
. , . Automatyczna komora nastrzykowa
Spos6b wprowadzania proby Model L-7200
Typ kolumny chromatograficznej I\S/lté[?slispher 100 RP-18 (250 x 2mm)
Przeptyw 0,2 ml/min
Obj etosé nastrzykiwanego 10 pl
ekstraktu
Zakres rejestracji widm UV 220-400nm

Stosowane rozpuszczalniki:
- faza A - 95% ACN, 4.5% D, 0.5% HCOOH v/viv
- faza B - 95% H20, 4.5% ACN, 0.5% HCOOH v/v/v

Stosowany gradient:

Czas [min] %A %B
0 100 0
30 70 30
40 0 100
60 0 100
61 100 0
70 100 0
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ze spektrometrem mas

analizatorem typu putapka jonowa (LC/ESI-IT)

System HPLC firmy Agilent (Palo Alto, CA, USA)

Pompa

Sposob wprowadzania prébek
Kolumna

Przeptyw
Objetosé¢ nastrzyku

Model 1100 HPLC (Waldburnn, Niemcy)
Petla nastrzykowa

Superspher 100 RP-18 (250 x 2mm) Merc¢k
0,2 ml/min
10 pl

Spektrometr masowy firmy Bruker Daltonics (Brema, Nemcy)

Zrodio jondw

Napigcie wzrodle jonow
Nebulizacja azotem
Przeptyw gazu suszcego

Napiecie stazkowe
Analizator

Gaz kolizyjny

Energia gazu kolizyjnego
Oprogramowanie

Program do analizy danych

Temperatura gazu susgcego

elektrorozpraszanie (ESI)

4kV

30 psi
9 I/min
310C

12,4V oraz 44,2V
Model IT Esquire 3000

Hel
30 eV

EsquireControl 5.1Bruker
Data Analysis 3.1Bruker

Uzywane rozpuszczalniki:

- faza A — 95% ACN, 4.5% 4D, 0.5% HCOOH v/vlv,
- faza B — 95% H20, 4.5% ACN, 0.5% HCOOH v/vlv,

Stosowany gradient:

Czas [min] %A %B
0 10 90

5 10 90

40 30 70

48 100 0

61 10 90

70 10 90
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3.11.3Chromatograf cieczowy sprzzony =z detektorem UV oraz ze
spektrometrem mas z hybrydowym analizatorem typu M&VIS:

kwadrupol potaczony z analizatorem czasu przelotu (UPLC/UV/ESI-

QqToF)
System UPLC Acquity firmy Waters (Miliford, USA)

Pompa Pompa dwufazowa
Sposob wprowadzania préby Automatyczna komora nastrzykowa
Typ kolumny chromatograficznej | Acquity HSS T3 C-18 (100 x 2.1mm)
Srednica ziaren ztaza 1,8um
Przeptyw 0,6 ml/min
Temperatura rozdziatu 40°C
Objetosé nastrzyku 2 ul

Spektrometr masowy Q-ToF Premier firmy Waters Micromass
(Manchester, Wielka Brytania)

Zrodto jondw elektrorozpraszanie (ESI)
Napigcie wzrodle jonow 4kV

Temperatura igty ESI 120°C

Nebulizacja azotem 1 I/min

Przeptyw gazu suszcego 8 I/min

Temperatura gazu susgcego | 350°C
35V (jony dodatnie);

Napiecie stazkowe 30 V (jony ujemne);
45 V (eksperyment pseudo-MS
Analizator QqToF
Gaz kolizyjny Argon
Energia gazu kolizyjnego 15-35 eV

Oprogramowanie spektrometru| MassLynx 2.1 (Waters)
Program do analizy danych MassLynx 2.1 (Waters)

Uzywane rozpuszczalniki:
- faza A - 95% ACN, 4.5% $D, 0.5% HCOOH v/v/v
- faza B - 95% H20, 4.5% ACN, 0.5% HCOOH v/v/v
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Stosowany gradient:

Czas [min] %A %B
0 90 10

8 75 25

11 10 90

12 10 90
12,1 90 10

14 90 10

3.11.4 Chromatograf cieczowy RRLC sprzzony z detektorem UV i
spektrometrem mas wyposaonym w hybrydowy analizator typu

MS/MS: kwadrupol sprzezony z analizatorem czasu przelotu (RRLC-

UV-QqToF).
System RRLC firmy Agilent
Pompa Model RRLC 1200
Sposob wprowadzania préby Automatyczna komora nastrzykowa
Typ kolumny chromatograficznej | Zorbax Eclipse (100 x 2,1 mm) C-18
Srednica ziaren zlaza 1,8um
Przeptyw 0,5 ml/min
Temperatura rozdziatu 40°C
Objetosé¢ nastrzyku 5 ul
Spektrometr masowy microTofQ Bruker (Brema, Niemcy)
Zrodio jondw elektrorozpraszanie (ESI)
Napigcie wzrddle jonow 4,5 kv
Temperatura igty ESI 210
Nebulizacja azotem 1,2 I/min
Przeptyw gazu susgcego 8,0 I/min
Temperatura gazu susgcego 350 °C
Potencjat stazkowy 32 V (jony dodatnie i ujemne);
ISCD (eksperyment pseudo-MS | 50 V
Analizator QqToF
Gaz kolizyjny Argon
Energia gazu kolizyjnego 15-35 eV
Oprogramowanie spektrometru | microTof control (Bruker)
Program do analizy danych DataAnalysis (Bruker)
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Analizowane pochodne flawonoidow byty identyfikoveana podstawie korelacji z
widmami masowymi standardow lub wém&j wyizolowanych  zwjzkow
scharakteryzowanych za pomddMR i MS (Fraski i in., 1999a,b; Bednarek i in., 2003;
Kachlicki i in., 2008), lub na podstawie zarejestamych widm CID MS/MS oraz widm
UV rejestrowanych podczas analiz LC/UV.

3.12 Programy wykorzystywane do obliczé statystycznych

Programy wykorzystywane do analizyséoowej i obliczé statystycznych:
- Genstat Ed. 9 (VSN International Ltd.)

- Microsoft Office Excel

- Profile Analysis 1.1 (Bruker Daltoniks)
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4 Wyniki

4.1 Identyfikacja pochodnych polczer flawonoidow w ekstraktach z lgci tubinu

waskolistnego

W pierwszym etapie badgorzeprowadzono identyfikagcjzwiazkdédw fenolowych
wystepujacych w lsciach tubinu waskolistnego ICupinus angustifolijsodmiany Sonet. W
identyfikacji flawonoidéw i ich pajczen glikozydowych wykorzystano chromatograf
cieczcowy z detektorem DAD UV (HPLC-UV), chromatofgreieczowy sprzzony z
spektrometrem mas wyposaym w niskorozdzielczy analizator typu putapki gavej
(HPLC-MS/IT) oraz dwa wysokorozdzielcze systemyochatograficzne typu UPLC oraz
RRLC pohczone z detektorami UV oraz analizatorami hybrydawgkladajcym sk z
kwadrupola pajczonego z wysokorozdzielczym analizatorem meym czas przelotu
(UPLC-UV-MS/QqToF — Waters oraz RRLC-UV-MS/QqToF Agilent/Bruker).
Wymienione aparaty &iia Sie rozdzielczécia zaréwno systemu chromatograficznego jak

I parametrami analizatoréw w spektrometrach masbwyc

4.1.1 Identyfikacja flawonoidéw za pomog systemow LC/MS

Zwiazki fenolowe z ranych gatunkow tubinu byly od lat przedmiotem
zainteresow@a w Laboratorium Proteomiki i Metabolomiki, strukyuwielu z nich zostaty
okreslone po ich wyizolowaniu w stanie czystym lub nalgawie analiz widm masowych
wykonywanych ranymi technikami spektrometrii mas (Feki i in., 1999a, b; Bednarek i
in., 2001, 2003; Kachlicki i in., 2005, 2008; Mutim., 2008).

W ekstraktach z dci tubinu waskolisthego podczas analiz wykonanych z
wykorzystaniem systemu HPLC/MS-IT w eksperymentagiu MS' zidentyfikowano 20
pochodnych flawonoidéw — 11 glikozydow izoflawond8vglikozydow flawonéw oraz 1
glikozyd flawonolu, oraz 4 aglikony izoflawonéw @a5-1) (Muth i in., 2009).
Wykorzystupc technik chromatograficza UPLC/UV/MS-QqToF zidentyfikowano 42
zwiazki: 16 pochodnych izoflawonoéw, 21 poker glikozydowych flawonéw, 1 glikozyd
flawonolu oraz 4 wolne aglikony izoflawondéw (Tab:2p (Muth i in., 2008). Dziki
zastosowaniu nowej technologii chromatografii ceeej UPLC do rozdzialu zwekow

fenolowych skrocono czas analizy z 50 do 15 min#z ootrzymano lepszy rozdziat
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izomerdéw, umaliwito to identyfikacj dwa razy wekszej ilasci pochodnych flawonoidow
niz przy zastosowaniu normalnego uktadu HPLC. Wykdemye wyszych cénien

podczas analizy chromatograficznej oraz zastos@avakolumn 2z drobniejszym
uziarnieniem fazy stacjonarnej (@ednicy ziaren powe] 2 pum) w kolumnach LC,
powoduje uzyskanie lepszych rozdzialow waEe] wspotwymywanych zvazkéw.

Ponadto, piki rejestrowane dla poszczegoéinych pktinu naturalnych & wezsze co
zwicksza czuté¢ podczas analiz LC/MS.

Liczba pohczen glikozydowych flawonéw i izoflawondw wygpujacych w [§ciach
jest znacznie wysza nk pochodnych flawonoidow rozpoznanych w korzeniach.
Dominujpcym flawonem wysipujacym w prébkach ekstraktow z $di  tubinu
waskolistnego jest chryzoeriol (8-metyloluteolina), zwizek zidentyfikowany wczmiej
w lucernie Medicago sativg gatunku naleacym rownie: do ralin z rodziny Fabaceae
(Stochmal i in., 2001). Podczas profilowania femgloh metabolitdw wtornych
stwierdzono,ze pochodne cukrowe izoflawonéw wgsbwaty w ilcsciach wzgkdnie
dwukrotnie mniejszych ni polaczenia flawondéw. W ekstraktach zsdi tubinu
waskolistnego zidentyfikowano liczne izomery padaiowe oraz zwizki izobaryczne,
ktére r&nia sie stopniem hydroksylacji aglikonéw oraz obeérig réznych rodzajéw
cukréw (pentozy lub heksozy) wasteczce (zwizki 3, 61 17 w tabeli 5-1).

AU 17
0.954 /_

0.754
0.551

0.351

0.154

-0.05-

25 30 35 40 45 50 55
Rt

Rys. 5-1 Chromatogram probki uzyskanej z infekowangh lisci tubinu waskolistnego zebranych po 168
godzinach od infekcji zarejestrowany przy diugdci fali A=259nm za pomog systemu HPLC/UV.
Przypisane numery odpowiadaj numeracji zidentyfikowanych pofaczen flawonoidéw i wolnych
aglikonow zwigzkow w tabeli 5-1 (wg Muth i in., 2009).

Sposob glikozylacji aglikonow oraz acylowania kwasemalonowym reszt
cukrowych w glikozydach zate od stanu fizjologicznego tkanki oraz wiekgcla. Na

podstawie korelacji danych z obydwu systeméw LC/NISsraz LC/UV maliwe byto
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przyporadkowanie czasow retencji pikdw poszczegoélnych azkdw do sygnatdow
rejestrowanych na chromatogramie UV przy digjofali A=259nm dla probki
infekowanej zawiesim zarodnikdwC. lupini zebranej 168h od opryskRys. 5-1, Tab. 5-
1). Podczas analiz wykonywanych z wykorzystaniemstesyu LC/MS-IT na
chromatografie cieczowym stosowano ten sam grad@mwbmatograficzny, jak w

przypadku analiz wykonywanych na uktadzie LC/UV.

Tab. 5-1 Zwiazki zidentyfikowane za pomoag systemu HPLC-MS/IT (wg Muth i in., 2009).

Nr Rt M.cz. Zidentyfikowane zwiazki

1 24,4 594 4’ 7-di-O-glukozyd genisteiny

2 28,9 448 7-O-glukozyd 2'-hydroksygenisteiny

3 29,9 680 malonylowany 4’,7-di©-glukozyd genisteiny |

4 30,2 432 8-C — glukozyd genisteiny

5 31,2 756 glukozyd-ksylozyloglukozyd 33-metyloluteoliny

6 31,3 680 malonylowany 4’,7-di©-glukozyd genisteiny Il

7 31,7 610 3-O-ramnozyloglukozyd kwercetyny

8 33,3 432 7-O- glukozyd genisteiny

9 33,7 766 dimalonylowany 4’,7-di©-glukozyd genisteiny

10 33,8 842 malonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd @-metyloluteoliny
11 35,1 928 dimalonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd ®@-metyloluteoliny
12 35,3 564 ksylozyloglukozyd genisteiny

13 36,7 594 ksylozyloglukozyd 3'O- metyloluteoliny

14 37,9 462 glukozyd 3"O-metyloluteoliny

15 38,9 650 malonylowany ksylozyloglukozyd genisteiny

16 39,5 518 malonylowany 70— glukozyd genisteiny |

17 40,1 680 malonylowany ksylozyloglukozyd ®-metyloluteoliny
18 40,7 518 malonylowany 70— glukozyd genisteiny Il

19 41,1 548 malonylowany glukozyd 33-metyloluteoliny

20 41,3 766 dimalonylowany ksylozyloglukozyd ®-metyloluteoliny
21 43,6 286 2'-hydroksygenisteina

22 45,9 270 genisteina

23 50,3 354 luteon

24 51,7 338 wighteon
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Tab. 5-2 Zwigzki zidentyfikowane za pomog systemu UPLC-MS/QqToF (wg Muth i in., 2008).

. , +a
Nr R.t M.cz. Masy jonow [M+H_] Zidentyfikowane zwiazki
[min] obserwowana| obliczona
1| 126| 594 595,1667 595,1663 4’ 7-di-O-glukozydigmy
2al 236! 680 681 1667 681 166{nalonylowany 4’ 7-di©-glukozyd genisteiny
) ) b I
20| 256! 680 681 1693 681 166 7malonylowany 4’ 7-di©-glukozyd genisteiny
) b ) II
3 | 280 | 432 433,1134 433,1135 C8- glukozyd genisteiny
oc | 282 680 681 1666 681 166 {nalonylowany 4’ 7-di©-glukozyd genisteiny
’ ' ’ 1]
d glukozyd-ksylozyloglukozyd
da | 2,86| 756 757,2233 757,2191 3-O-metyluteoliny |
4b | 3,11| 756 757,2217 | 757,2191 glukozyd-ksylozyloglukozyd
’ ' T 3'-O-metyloluteoliny I
52| 352| 842 8432197 843 21()Smalonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd
' ’ = 3'-O-metyloluteoliny |
6 | 3,59 | 448 449,1801 449,1812 OFglukozyd 2'-hydroksygenisteiny
7 | 3,60 610 611,1648 611,1612 G3ramnozyloglukozyd kwercetyny
50| 375| 842 843 2215 843 214 5malonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd
’ ' S 3'-O-metyloluteoliny Il
sa| 380 766 767 1663 767 1671 dimalonylowany 4',7-di-O-glukozyd
' ’ ' genisteiny |
5c| 383| 842 843 2929 843 214 5malonylowany glukozyd-k§ylozyloglukozyd
' ' B 3'-O-metyloluteoliny Il
9 | 391 | 432 433,1146 433,1135 Ofglukozyd genisteiny
8b| 396! 766 767 1677 767 1671 dimalonylowany 4',7-di-O-glukozyd
' ' : genisteiny Il
5d | 413| 842 843 2241 843 214 5malonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd
’ ' T 3'-O-metyloluteoliny IV
sc| 413 | 766 767 1666 767 1671 dimalonylowany 4’,7-di-O-glukozyd
' ' ' genisteiny I
5e| 432| 842 8432195 843 2194 malonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd
' ' Y 3'-O-metyloluteoliny V
10al 450 | 928 929 2208 929 2199dimalonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd
' ' ' 3'-O-metyloluteoliny |
11| 456 | 518 519,1121 519,1139 malonylowany -8-glukozyd genisteiny
12| 4,62 | 564 565,1550 565,1557 O?ksylozyloglukozyd genisteiny
10bl 471 | 928 929.2172 929 2199dimalonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd

3'-O-metyloluteoliny I
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10c| 286 | 928 929 2240 929 2199dimalonylowany glukozyd-ksylozyloglukozy
' ' ' 3'-O-metyloluteoliny Il
10d| 493 | 928 929 2198 929 2199dimalonylowany glukozyd-ksylozyloglukozy
' ’ ' 3'-O-metyloluteoliny IV
13| 517| 594| 5951694 | 5951663  Malonylowany ksylozyloglukozyd
’ ' ’ 3'-O-metyloluteoliny
14 | 523 | 534 | 5351088 | 535,1088 malonylowany 70-glukozyd
' ' ' 2'hydroksygenisteiny
15| 546 | 462 463,1258 463,124( glukozyd @-metyloluteoliny
16a| 5,91 | 518 519,1138 519,1139 malonylowan®-7 glukozyd genisteiny |
17al 5,91 | 680 681,1604 | 6811667  Malonylowany ksylozylogiukozyd
' ’ ' 3'-O-metyloluteoliny |
17b| 6,02 | 680 681,1669 | 6811667  Malonylowany ksylozyloglukozyd
' ’ ' 3'-O-metyloluteoliny II
181 6211 650 651 1535 651 1561 malonylowany 7Q-ks_y|ozy|og|ukozyd
’ ' ’ genisteiny
17¢| 631 | 680| 6811667 | 681,167  Malonylowany ksylozyloglukozyd
' ' ' 3'-O-metyloluteoliny Il
16b| 6,51 | 518 519,1152 519,1139  malonylowan®-7glukozyd genisteiny Il
17d| 6,59 | 680 681,1666 | 6811667  Malonylowany ksylozyloglukozyd
' ’ ' 3'-O-metyloluteoliny IV
19| 6,91 | 548 549,1238 549,1244 malonylowany glukozydXBtetyloluteoliny
20al 704 | 766 767 1658 767 1671 dimalonylowany ksylozyloglukozyd
' ' ' 3'-O-metyloluteoliny |
20bl 723 | 766 767 1686 767 1671 dimalonylowany ksylozyloglukozyd
' ' ' 3'-O-metyloluteoliny II
s0cl 732 | 766 767 1689 267 1671 dimalonylowany ksylozyloglukozyd
' ’ ' 3'-O-metyloluteoliny Il
21 7,9 286 286,0478 286,0417 2’hydroksygenisteina
22 | 9,67| 270 270,0526 270,0528 genisteina
23 | 12,29| 354 354,1101 354,1103 luteon
24 | 13,2| 338 338,1155 338,1154 wighteon

a — zapis m/z z dokladnécia do czwartego miejsca po przecinku pozwala na okékenie skladu
elementarnego z doktadnécia lepsz niz 5 ppm.

obserwujemy efekt jednoczesnego wymywaniaazisdw z kolumny chromatograficzne;j.

o

o

Podczas analiz wykonywanych za pomosystemu LC/UV oraz LC/MS

Jednake w przypadku zastosowania spektrometru mas jakekibea, na podstawie
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zarejestrowanych sygnatow m/z aiwe jest wykrglenie chromatograméw pojedynczych
jonéw EIC @ng. Extracted lon ChromatogrdniM+H]" lub [M-H] dla analizowanych
zZwigzkéw. R&ne wartdci m/z jonéw protonowanych lub deprotonowanychsteczek
umazliwiaja rozdzielenie wspotwyptywagych zwiazkOw na podstawie ich mas
czasteczkowych (np. zweki nr 9 i 10) (Rys. 5-2, Tab. 5-1). Natg zaznaczy, ze w
analizatorze typu putapki jonowej (IT) zachodzi llgotna fragmentacja kolejno
powstagcych jonow potomnych otrzymywanych w kolejnych eiep po rozpadzie jonow
[M+H] " lub [M-H]". W zalencsci od intensywnéci jonu macierzystego mbwe jest
otrzymanie widma czwartego lub nawetatpgo rzdu. Analiza jonéw potomnych w
widmach zapisanych przy danym czasie retencji, kaaygch podczas eksperymentéw CID
MS", umailiwia rozrénienie substancji wspétwymywanych z kolumny. Na siadie
zarejestrowanych drog fragmentacji 28ké6w mazna okréli¢ struktue aglikonu oraz jego
stopier glikozylacji i malonylacji. Naley podkréli¢, ze podczas wykonywania widm z
wykorzystaniem Kkolizyjnie indukowanej fragmentaciijezwykle wanym jest dobor
odpowiednich potencjatdbw elektrycznych podczas Zzaqji casteczek (potencjal
stazkowy) analizowanych zwizkow oraz dopasowanie energii kolizji z atomamigaz
kolizyjnego (helu lub argonu).

Wykonywanie analiz z wykorzystaniem analizatoréw sekorozdzielczych
(mierzacych czas przelotu) z diy doktadndcia (cztery miejsca po przecinku) ualiovia
okreslenie sktadu elementarnego poszczegolnych jonéw topowanych oraz
deprotonowanych a@steczek zwizkow. W analizatorach hybrydowych QqToF itiwe
jest rownig przeprowadzenie eksperymentow CID MS/MS jondéw [Nf+Hib [M-H]
oraz zarejestrowanie waftw m/z dla jonéw potomnych doktadnécia ponizej 5 ppm.
Analiza widm CID MS/MS pozwala na olktenie na ktérej jednostce cukrowej
podstawiona jest grupa acylowa w glikozydach flamidaw. W przypadku izomerow
potozeniowych tej klasy patzen mazliwe jest rozrénienie poszczegoinych izomeréw na
podstawie odmiennych intensywsmbwzglednych jonoéw potomnych w rejestrowanych dla
poszczegolnych substancji widmach CID MS/MS. W eapntowanych wynikach
pomiarow wysokorozdzielczych uzyskanych po zastesow systemow UPLC/MS-
QqToF wartéci m/z poszczegoélnych jondw rejestrowane byly ztaddkacia ponizej 5
ppm dla okrélonego zwizku (Tab. 5-2).
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Rys. 5-2 Chromatogramy pojedynczych jonéw [M-H]dla wartosci m/z zarejestrowanych z
doktadnoscia 1 Da, uzyskane podczas analiz ekstraktow di tubinu waskolistnego wykonanych z
wykorzystaniem systemu LC/MS-IT. Wartosci m/z, dla ktérych wykreslono chromatogramy
umieszczone w prawym gérnym rogu. Numery przypisanbezpdgrednio poszczegdlnym pikom,
odpowiadaja numeracji zwigzkéw w tabeli 1-1 (wg Muth i in., 2009).
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Podczas identyfikacji zwekow z wykorzystaniem tandemowego analizatora
masowego w uktadach LC/MS istotna jest kontrolaepojatow elektrycznych wrddle
jonéw oraz w ukiladzie ogniskowania i transmisjiganw analizatorze, poniewanog
one wplywa na intensywn& fragmentacji poszczegolnych zwkoéw poza komar
kolizyjna. W ukfadzie tandemowych analizatoréw hybrydowy€qToF) maliwe jest
zarejestrowanie widm jonéw potomnych dla protonoyehn oraz deprotonowanych
czasteczek glikozydéw flawonoidéw w eksperymencie M5 kolei fragmentagj jonéw
aglikonéw przeprowadzacsiv eksperymentach ,pseudo MSw ktérych konieczna jest
wstepna fragmentacja glikozydu wodle jonow, podczas ktorej zachodzi oderwanietresz
cukrowych. Uzyskane na tej drodze jony aglikondéw igolowane w pierwszym
kwadrupolu, poddawane kolizjom w celu fragmentacjdrugim kwadrupolu (petacym
funkcje komory kolizyjnej), a produkty rozpadu analizowasmew drugim analizatorze
(trzeci kwadrupol lub analizator czasu przelotujulgury aglikonéw potwierdzono przez
poréwnanie wykonanych widm CID MS/MS oraz ,pseuds®Mglikozydéw flawonoidéw
oraz widm wykonanych dla odpowiednich standardéw.

Waznym parametrem podczas przeprowadzania eksperymedtido MS/MS jest
silna zalenos¢ stopnia fragmentacji zwiku, obrazowana intensyw§eia jonow
potomnych, od zastosowanej energii koliang. collision energy CE)(Rys. 5-3 a-d).
Stosowanie zmiennej energii kolizji podczas jednesigperymentu CID unitiwia
rejestrag wszystkich jonow fragmentacyjnych powstajch zarowno przy wysokiej jak i
niskiej energii &ng. ramping (Rys. 5-3 e). Przy wykorzystaniu tej techniki veylywania
widm mamna rozr@ni¢ izomery potaeniowe, ktore charakteryzuj sie rézna

intensywndcia jonéw potomnych (Rys. 5-10).
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Rys. 5-3 Intensywnéci fragmentaciji jonu [M+H] *rejestrowanego przy m/z 843 malonylowanego
glukozydu-ksylozyloglukozydu 3'-O-metyloluteoliny w zaleznosci od energii kolizji w eksperymentach
CID MS/MS. Widma zarejestrowane przy r&nych wartosciach energii kolizji: (a) 15 eV, (b) 20 eV, (c)

25 eV, (d) 35 eV oraz widmo frednione przy zmiennej energii kolizji (e).
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4.1.2 Okreslenie struktury diglikozyddow flawonoidow

Diglikozydy flawonoidow wystpuja powszechnie w ekstraktach zcii tubinu
waskolistnego. Zastosowanie spektrometru mas do yllkatji zwiazkéw fenolowych w
probkach ekstraktow gbnnych umaliwia okreslenie rodzajow czsteczek cukrow, ktére
wchodz w sktad badanej @gteczki oraz sposobu ich pragkenia do aglikonu, czyli
rozr&nienie O-di, di-O oraz C-,0- glikozyddéw. W przypadku rejestracji wdmach
MS/MS jonéw potomnych powstgjych w wyniku rozerwania pigcienia cukrowego
(jony typu X, Rys. 3-12) mma okréli¢ rowniez rodzaj wiazania glikozydowego w
disacharydach. Jednak okrdlenie struktury zwizku wymaga roéwnie wskazania
konkretnych pozycji grup hydroksylowych aglikonuy #torych przydczone g reszty
glikozydowe. Uzyskanie tego typu informacji metodaspektrometrii mas w wielu
przypadkach jest niemtiwe (Stobiecki i in., 2006). Jedynie izolacja awku i wykonanie
analiz z wykorzystaniem spektroskopii NMR mealostarcz§ tego typu informacji.

W celu identyfikacji paiczen flawonoidéw w ekstraktach z tubinuaskolistnego
wykonano analizy za pomasysteméw LC/MS w trybie jonéw dodatnich oraz ujgin
W zarejestrowanych widmach masowych zaobserwowaimer drogi fragmentacji
protonowanych i deprotonowanychasteczek. W widmach jonéw ujemnych fragmentacja
deprotonowanych a@steczek mge przebiegé poprzez rozerwanie wzania w dwojaki
sposOb: homolityczny — produktem jest anionorodniéz heterolityczny — produktem jest
jon parzystoelektronowy. Eksperymenty CID MS/MS wybte jonéw ujemnych
przeprowadzano przy zastosowaniuzegej energii kolizji, poniewa powstajce jony
[M-H] " s bardziej stabilne @ite otrzymywane w trybie jondw dodatnich. Interpgh
widm deprotonowanych ggteczek jest trudniejsza ze wadi na przegrupowania
zachodace w warunkach wysokoenergetycznych. Analiza widmiD CMS/MS
wykonanych dla obydwu rodzajow jondw dostarcza emipjacych informacji na temat
struktur analizowanych produktéw naturalnych zngjdych s¢ w badanych ekstraktach.

W celu utatwienia okrdenia sposobu podstawienia cukrow nastzczce aglikonu
do wycieku z kolumny dodawano roztwér octanu soduwyniku czego analizowano
sodowane cwteczki [M+Na]. Kationy jedno- oraz dwuwarociowych metali maj w
odpowiednich warunkach zdol§o tworzenia zwizkow kompleksowych z eZcia
cukrowg glikozydow. W efekcie fragmentacji sodowanych asteczek [M+Nal]
obserwujemy jony potomne pochade od czasteczek cukrow wchodeych w skiad

glikozydu z przyhczonym kationem sodowym oraz eliminaopbogtnej czasteczki
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aglikonu. Tego rodzaju fragmentacja ma miejsce wymadku 3-O-glikozylowanych
flawonoli, na przyktad kwercetyny.

W ekstraktach z dci  tubinu  waskolistnego zidentyfikowano G-
ramnozyloglukozyd kwercetyny (rif w tabeli nr 1), ktérego izomer pdeniowy 3-O-
glukozyd-70O-ramnozyd kwercetyny zostat scharakteryzowany straknie za pomagc
analizy NMR w ekstraktach zsti rzodkiewnika,Arabidopsis thaliangBloor i Abrams,
2002; Tohge i in., 2005). Widma MSarejestrowane dla izomerycznych diglikozydéw
kwercetyny obecnych w probkach ekstraktow z obwrgaiw ralin roznity sic miedzy
soly intensywndcia wzgledna. Podczas analiz ekstraktow Zcli tubinu waskolistnego
wykonano widma MS3dla czsteczek protonowanych [M+H]sodowanych [M+Nd]oraz
deprotonowanych [M-H] diglikozydu kwercetyny. Otrzymane widma poroéwnano z
wczesniej zarejestrowanymi dla zwikéw fenolowych obecnych w probkach Zcli
rzodkiewnika (Stobiecki i in., 2006). Na te] podsta mazliwe byto okrelenie rodzaju
cukrow oraz sposobu i miejsca ich paogenia do grupy hydroksylowej przy atomie
wegla C-3 pochodnej kwercetyny zidentyfikowanej wteddstach z Kci L. angustifolius
jako 3-O-ramnozyloglukozyd kwercetyny.

W widmach zarejestrowanych dlaGdiglikozydu kwercetyny w ekstraktach z
lisci tubinu waskolistnego zaréwno w trybie jonoéw dodatnich jakwi trybie jonow
ujemnych obserwujemy domiragy jon pochodacy od protonowanego abz
deprotonowanego aglikonu odpowiednio przy wanitch m/z 303 Da oraz 301 Da (Rys.
5-5 a i b). W widmie jonéw dodatnich zaobserwowasbminacg ramnozy z
nieredukujcego kaca glikozydu, jednale intensywnéé sygnatu [M+H-Rha] przy m/z
465 stanowi 1/3 intensywho sygnatu pochodgego od aglikonu, co sugeruje
przylaczenie obydwu jednostek cukrowych do jednej grupgrbksylowej kwercetyny. W
widmie jondéw ujemnych zaobserwowano jednoetapowliminacg disacharydu
(ramnozyloglukozydu) z odpowiednio deprotonowangjsteczki [M-H-Rha-GIc] co
potwierdza wcz@niejsze przypuszczenia o sposobie przgnia cukrow do aglikonu
(Rys. 5-5 a). Ponadto w widmie jonéw sodowanych N4F obserwujemy jon
pochodzacy od sodowanego kompleksugéai cukrowej [Rha+Glc+Nd] przy m/z 331,
powstaly poprzez rozerwanie agania glikozydowego porilzy disacharydem a
aglikonem i szacowaniem tadunku ngsz cukrowej (Rys. 5-5 c).

Z powyzszych obserwacji wynikaze obydwie jednostki cukrowe pragzone §
do jednej grupy hydroksylowej wolnego aglikonu.niilhacja fragmentu o masie 146 Da w

widmie jondw dodatnich wskazuje na obe@haamnozy na nieredukagym kaicu
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disacharydu. Ponadto zarejestrowany fragment P m/z 343 w widmie jonéw
ujemnych jest charakterystyczny dlaamania 1-6 glikozydowego (Rys. 5-4, 5-5 a).
Ramnozyloglukozyd jest przdzony w pozycji 3 flawonolu kwercetyny, o czym
swiadczy jon [Rha+Glc+Nd] ktéry jest podstawowym fragmentem w widmie MS
wykonanym dla czsteczek sodowanych, ten sam wzér fragmentacji byeavowany dla
glikopochodnych kemferolu i kwercetyny identyfikomyeh w ekstraktach z skti
Arabidopsis thaliangStobiecki i in., 2006).

Rys. 5-4 Struktura 3-O-ramnozylo (1-6) glukozydu kwercetyny.
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Rys. 5-5 Widma masowe ®-ramnozyloglukozydu kwercetyny (M.cz. 610 Da) zaregrowane za
pomocy systemu HPLC/MS-IT:
(a) widmo jondéw ujemnych,
(b) widmo jonéw dodatnich,
(c) widmo jonéw sodowanych.
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4.1.3 Okreslenie struktury malonylowanych glikozydéw flawonoiddw

W ekstraktach z tkanek adych gatunkow tubinbw powszechnie wyslja
malonylowane glikozydy flawonéw i izoflawondéw. Stefp réznorodndci strukturalnej
flawonoidéw wzrasta wraz z dodaniem kolejnej jedkiosukru ze wzgddu na maliwosé
ich przyhczenia do rénych grup hydroksylowych aglikonu, odmiennych spuso
pofaczen miedzy casteczkami cukrow poprzez tworzenieaman glikozydowych (1-2 lub
1-6) oraz maliwosci przylaczenia grupy acylowej do kdej z grup hydroksylowych
czasteczki cukru. Podczas interpretacji widm MS/MSzhwee jest okrélenie casteczki
cukru, do ktorej przyiczona jest reszta kwasu malonowego, natomiast rdénan
precyzyjnie przypisa pozycji grupy acylowej na pigieniu cukrowym. Nalgy
podkreli¢, ze pohczenia tego typuasniestabilne termicznie, wé sposéb przygotowania
probki ekstraktu z materiatu dimnego ma zasadniczy wptyw na @ malonylowanych
glikozydow obecnych w analizowanych ekstraktach.

Podczas analiz przeprowadzonych z wykorzystanierizyfoie indukowanej
dysocjacji typu M8 przy zastosowaniu systemu LC/MS-IT oraz typu MS/MS
przeprowadzonych przy zyciu ukfadu LC/MS-QqToF zidentyfikowano pochodne
pofaczen flawonoidow pojedynczo oraz podwojnie malonylowaimy Na rysunku 5-7
przedstawiono widma malonylowanego ksylozylogluldizygenisteiny zarejestrowane na
analizatorze typu putapki jonowej (IT) w trybie fmom ujemnych (a) i dodatnich (b). W
widmie jondw ujemnych (Rys. 5-7a) obserwujemy efiatig obogtnej casteczki CQ
[M-H-44]" odlczonej z wolnej grupy karboksylowej podstawnika englowego. Tego
rodzaju fragmentacja jest charakterystyczna dla omdbwanych pochodnych
flawonoidéw rejestrowanych w trybie jondw ujemny(Rys. 5-6). W widmie trzeciego
rzedu MS’ nastpuje sekwencyjna eliminacja jednostek cukrowyclorjpowstatego po
dekarboksylacji deprotonowanej asteczki (przy m/z 605). Obserwujemy oderwanie
kolejno obogtnych fragmentéw o masie 132 Da oraz 204 Da, coowdpmla casteczce
ksylozy oraz glukozy z pozossalipo dekarboksylacji grup ketenow. Mozliwa jest
réwniez alternatywna droga fragmentacji, w ktorej gpsfe kolejno eliminacja ketenu
(CH,=CO, 42 Da), jon potomny przy m/z 563 oraz disagtharo masie 294 Da, co
odpowiada eliminacji csteczki ksylozyloglukozydu (Rys. 5-7a). Najepodkréli¢, ze w
przypadku widm rejestrowanych w spektrometrach m@posaonych w analizatory
hybrydowe (np. QqToF) w widmach jonéw ujemnych oleserwuje s w ogole jondw
[M-H] ", a jedynie jony powstage w wyniku dekarboksylacji deprotonowanyclsteczek
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[M-H-CO,]". Intensywné¢ tego typu fragmentacji jest zalen w duym stopniu od
stosowanego potencjatu jonizacji. Efekt tatwej dbkésylacji zachodge] w trybie
jonéw ujemnych mze powodowéa mylna interpretaci uzyskanych wynikow.

W widmach MS zarejestrowanych w trybie jonéw dodatnich na paais
sygnatbw m/z w widmach drugiego i trzeciegogdz mazemy okrgli¢ rodzaj
podstawnikdw cukrowych oraz stopienalonylacji. Fragmenty kolejno eliminowane z
protonowanej cgsteczki o masach 132 Da oraz 248 Da odpowdaokdgrwaniu obajtne;
czasteczki ksylozy oraz malonylowanej asteczki glukozy. Zaobserwowano rowhie
sygnat przy m/z 565, ktory powstat w wyniku odeneafragmentu o masie 86 Da, co
odpowiada masie reszty kwasu malonowego. Najbgroensywny sygnat przy m/z 271
pochodzi od jonu protonowanego aglikonu — genigte@bserwowana fragmentacja jonu
[M+H]* wskazuje na przgtzenie obydwu jednostek cukrowych do jednej grupy
hydroksylowej aglikonu (Rys. 5-7b). Eliminacja wepiszym etapie fragmentu o masie
132 Da zaréwno w widmie jonoéw dodatnich jak i ujgmim wskazuje na zerwanie
wigzania glikozydowego i odaie ksylozy z nieredukagego kaca disacharydu.
Natomiast fragmentacja przebiegag przez oderwanie gzteczki o masie 248 Da w
widmie trzeciego r@u wskazuje na podstawienie grupy malonylowej nasterzce
glukozy. Informacje zawarte w widmach jonéw potomimyprotonowanych [M+H] i
deprotonowanych [M-HEzasteczek sugerajprzylaczenie kwasu malonowego do glukozy

w disacharydzie, ktéra jest pokona z casteczlk ksylozy oraz aglikonem.

m/ =605
Yo z _
JoH HZC)_( m/ =563
a e
NN
Gllc—O
Xyl

o

Rys. 5-6 Fragmentacja grupy malonylowej w malonyloany ksylozylo glukozydzie genisteiny
obserwowana w trybie jonéw ujemnych.
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Rys. 5-7 Widma masowe malonylowanego ksylozyloglukgdu genisteiny (M.cz. 650 Da) z
wykorzystaniem systemu CID MS (LC/MS-IT): (a) jony ujemne [M-H] °, (b) jony dodatnie [M+H]".

Na podstawie wartei m/z kolejnych jonéw w widmach fragmentacyjnych
[M+H]*, [M-H] oraz [M+Na] zarejestrowanych w trybie M®raz MS/MS byto maiwe
okreslenie wanych informaciji strukturalnych w identyfikacji zgzkéw fenolowych. W
przypadku malonylowanych pochodnych di- oraz tkighiydow flawonoidéw istnieje
mozliwos¢ wystkpowania kilku izomeréw pol@niowych. Problem w analizie tego typu
ZwiazkOw polega na zbionej polarnéci oraz utaeniu podstawnikéw, co powoduje
trudnaci w rozdzieleniu izomeréw. Na podstawie intensyganojondéw potomnych
czasteczek protonowanych i deprotonowanych izomeréwhpdnych malonylowanych
glikozyddéw, okrélenie r&nic w strukturze izomerow jest trudne ac¢so nawet
niemaliwe. Zastosowanie podgja analitycznego polegaiego na fragmentacji
sodowanych citeczek acylowanych glikozydéw flawonoidow uitiia uzyskanie

dodatkowych informacji strukturalnych o badanychaakach.
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Przyktadem zwizku, dla ktérego zaobserwowano obegnaspotwyptywaacych
izomerow jest malonylowany triglikozyd chryzoeriolM.cz.=842Da). Na podstawie
analiz wykonanych w trybie jonéw dodatnich oraz ganujemnych okrdono mas
czasteczkow zwiazku (842Da), rodzaj aglikonu (300Da - @-metyloluteolina),
czasteczki cukrow wchodgych w skiad glikozydu (dwie @gteczki glukozy oraz jedna
ksylozy) oraz stopie malonylacji (jedna reszta kwasu malonowego). Nalspawie
zarejestrowanych widm fragmentacyjnych nie ékneo miejsca przyiczenia casteczek
cukréw do grup hydroksylowych aglikonu oraz rodzajigzan glikozydowych pomidzy
jednostkami, poniewa kolejne izomery nie zostaly rozdzielone na koluenni
chromatograficznej. Zarejestrowane jony fragmerjtacydla sygnatu [M+H] przy m/z
843 pochodzity od fragmentowanych w tym samym easpotwymywanych izomerow
malonylowanego triglikozydu chryzoeriolu (M.cz.=84&). Nie maliwe byto
zdefiniowanie ilgci izomeréw potaeniowych badanego zwaku wystpujacych w
ekstraktach z dici tubinu waskolistnego.

Analiza MS' z wyciem putapki jonowej jondw sodowanych malonylowgme
triglikozydu  3’-O-metyloluteoliny  umaliwita  rozréznienie  trzech  izomerow
potozeniowych (Rys. 5-8 a-c). Podobnie jak w przypadhkaliay widm rejestrowanych w
wyniku kolizyjnie indukowanej fragmentacji jonow gletonowanych [M-H] pochodnych
malonylowanych flawonoidow, jony sodowane tatwo gale dekarboksylacji. W
pierwszym widmie M$ zaobserwowano eliminacfragmentu o masie 218 Da, w sktad
ktorego wchodzi cgsteczka ksylozy z przygzom resziy kwasu malonowego, co wskazuje
na miejsce potzenia reszty malonylowej na psereniu ksylozy pierwszego izomeru. W
widmie MS' kolejnego izomeru, obecfbjonu przy m/z 353wiadczy o utworzeniu jonu
sodowanego eZci disacharydowej — ksylozylo-glukozy z pozostatpm dekarboksylacji
fragmentem grupy malonylowej [Xyl+Glc+keten+Na] Z kolei fragmentacja
obserwowana w widmie MXzyli obecnéé jonéw przy m/z 689 i m/z 659 powstatych po
oderwaniu z jonu [M+Nd]odpowiednio reszt ksylozy i glukozy, wskazuje naypiczenie
reszty malonylowej do jednej z grup hydroksylowyzsteczki glukozy na redukagym
koncu glikozydu. Ponadto zaobserwowanoacdenie fragmentu o masie 162 Da od jonu
[M+Na]* przy m/z 865, ktére jest dowodem na gmre miejsce przytzenia jednej
czasteczki glukozy. W trzecim izomerze pozycja grupglonylowe] wyznaczona zostata
na oddzielnie zwizanej casteczce glukozy, na podstawie zarejestrowanychwopizy
m/z 865, 821 i 617, ktore odpowiadaj [M+Na]®, [M+Na-CQ)* oraz
[M+Na-CO,-(Glc+keten)]. W przedstawionych widmach M®bserwujemy jon [M+Na-
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CO,]" przy m/z 821, ktory jest najbardziej intensywnyangm w przypadku podstawienia
reszty kwasu malonowego nasteczkach glukozy.
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Rys. 5-8 Widma MS jonéw [M+Na]" trzech izomeréw malonylowanego glukozydu-
ksylozyloglukozydu 3'-O-metyloluteoliny zarejestrowane przy uyciu systemu HPLC/MS-IT.

Rozdzielczé¢ systemu chromatograficznego odgrywa istotrole istota w
analizach zteonych mieszanin zwkkéw o podobnej strukturze i polagoh Na

podstawie analizy chromatograméw pojedynczych joraarejestrowanych na systemie
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HPLC/MS-IT dla glikozydow genisteiny i 33-metyloluteoliny i ich malonylowanych
pochodnych, czyli zwizkéw nr3, 5, 6, 9, 10, 11, 16, 17, 18, 20 w tabeli 5-1, stwierdzono
obecnd¢ kilku izomeréw potaeniowych wymienionych patzea flawonoidéw (Tab. 5-1,
Rys. 5-2). Jednale niektére z badanych zwkow s wspolwymywane z kolumny
chromatograficznej i nawet zastosowanie technikiLEHZID/MS/MS nie utatwito
rozr&nienia wszystkich izomeréw badanych substancji (#ieki i in., 2005, 2008;
Stobiecki i in., 2006). Ich rozdzielenie byto miwve dzicki zastosowaniu systemu
ultrasprawnej chromatografii cieczowej UPLC (Rys9)5 Zastosowanie wysokiego
cisnienia podczas rozdziatu chromatograficznego ekistra lisci tubinu waskolistnego
umazliwito rozréznienie izomerow wiej wymienionych zwizkéw w krétszym czasie hi
na tradycyjnym HPLC ( zwiki nr 2 ab/c, 4 a/b, 5 ab/c/d/e, 8 a/b/c, 10ab/c/d, 16 ab,
17 dbl/c/d, 20ab/c/d w tabeli 5-2).
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Rys. 5-9 Chromatogramy pojedynczego jonu protonowagj czasteczki [M+H]" przy m/z 843 dla
malonylowanego glukozyd-ksylozyloglukozyd 3®-metyloluteoliny, poréwnanie zdolndci rozdzielczej
dwdch typéw chromatograféw:
(a) UPLC (system LC/MS-QqToF),
(b) HPLC (system LC/MS-IT).

Przedstawione na rysunku 5-9 chromatogramy pojemhgajonu [M+H] m/z 843

zarejestrowane na systemach UPLC/MS-QqToF oraz HREAT wskazuj na znacza
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poprawe rozdzielczdci przy zastosowaniu ultrasprawnej chromatogradéiczcowe). Wraz z
lepszym rozdziatem zwizkdw otrzymano wzsze piki chromatograficzne, co w poteniu

z odpowiednim ustawieniem gstotliwosci skanowania spektrometru mas powoduje
zwickszenie czuléci analizy. W przypadku malonylowanego glukozydu —
ksylozyloglukozydu 3’-O-metyloluteoliny zarejestramo piki chromatograficzne dla
picciu izomerow potaeniowych badanego zwiku. Doktadna analiza widm CID MS/MS
zarejestrowanych pod poszczegolnymi pikami przysaeh retencji 3,52; 3,75; 3,83; 4,13;
4,32 min. pozwolita na e%ciowa charakterystyk strukturalm poszczegolnych izomerow
malonylowanego glukozydu - ksylozyloglukozydu G*metyloluteoliny (Rys. 5-11 -
kolejnym czasom retencji odpowiadayidma a, b, c, d, e). Obecitow widmach jonéw
potomnych przy m/z 711,1773 [M+H-132skazuj na eliminaa; wolnej casteczki
ksylozy ze zwizkow c, d, e, podczas gdy w widmach izomerow a jorb przy m/z
625,1769 [M+H-218] swiadczy o oderwaniu malonylowanej asteczki ksylozy
znajdupcej st na nieredukujcym kacu disacharydu (Rys. 5-10). Na podstawie
podobnych obserwacji olkdleno pozycg potozenia grupy malonylowej na ogbnie
zwiazanej glukozie, poniewanie zarejestrowano jonu m/z 681,1667 [M+H-16Xory
wskazywatby by na eliminagjwolnej casteczki glukozy. W przypadku pozostatych
izomerdéw reszta kwasu malonowego umieszczona aostatzsteczce glukozy na kou
redukupcym disacharydu zwzki c i d (Rys. 5-10). Jednak doktadne miejsce mykicji z
okresleniem pozycji grupy hydroksylowej na piereniach cukrowych nie nie zosta
okreslone na podstawie danych uzyskanych z widm CID MS&/Mrzypuszczalne pozycje
przylaczenia glukozy i ksylozyloglukozy do aglikonu topmaviednio 4’ i 7 (Muth i in.,
2009).
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Rys. 5-10 Widma masowe CID MS/MS giciu izomeréw malonylowanego glukozydu
ksylozyloglukozydu 3’-O-metyloluteoliny (M. cz. 842 Da) zarejestrowane z ykorzystaniem systemu

UPLC/MS-QqToF.

I\lllal
Xyl—Glc-O

Mal

|
Xyl—Glc-O

OH O OH O

Izomery aib Izomery ci1d

Xyl=Glc O

OH O
[zomer e

Rys. 5-11 Struktury izomeréw malonylowanego glukozyu-ksylozyloglukozydu 3'O-metyloluteoliny
rozroznionych na podstawie widm MS/MS protonowanych i soowanych czsteczek.
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W roslinach wzrastajcych w normalnych warunkach wegetatywnych nie
zidentyfikowano paiczen glikozydéw prenylowanych izoflawonéw wighteonuuiéonu.
Natomiast w probkach zsti zranionych i elisytowanych toksynami wyizolowamyz
grzyba C. lupini oraz w odpowiadagych im rglinach kontrolnych potraktowanych
rozpuszczalnikiem (20% MeOH), zidentyfikowano glaikdy wighteonu oraz luteonu i
ich malonylowane pochodne. Analizy przeprowadzonowykorzystaniem systemu
RRLC/MS-QqToF, ktéry jest wypogany w wysokorozdzielczy analizator miecy czas
przelotu. Na podstawie pomiaréw waxtom/z wykonanych z dia doktadndcia (pontej
5 ppm), wyznaczono wzor elementarny dla wszystkizterech zwizkoéw. Do obliczé
wykorzystano program Smart Formula dostarczonyzppreducenta spektrometru. Zasada
dziatania programu polega na wygenerowaniuzliwych wzoréw elementarnych na
podstawie wyznaczonej masy z doklagh® do czwartego miejsca po przecinku.
Dodatkowym parametrem branym pod uw@gdczas identyfikacji zweku na podstawie
skiadu elementarnego jest algorytm pozwaahaj na dopasowanie zarejestrowanej na
widmie obwiedni izotopowej z obwiednjondw izotopowych utworzanin silico. Kazdy
Z pierwiastkOw naturalnie wygiuje w przyrodzie w postaci izotopow, w przypadkegia
sq to izotopy °C i 2C, ktérych rozpowszechnienie jest réwne odpowiedhjbl% i
98,89%. W wyniku rénicy mas obu izotopdéw ggla, ktéra wynosi 1 Da, w widmie MS
obecne s jony odzwierciedlajce zawarté& poszczegoélnych izotopow pierwiastkdbw w
przyrodzie. Dla rénych skladoéw elementarnych obserwowany jest chargdtlyczny
stosunek intensywrdoi sygnatow (jondw) w obwiedni izotopowej, ktorysjescisle
zwiazany z naturalnym rozpowszechnieniem izotopow pega@inych pierwiastkow. W
programie Smart Formula wprowadzono dodatkowy patam nazwie Sigma, Kktory

uwzgkdnia dopasowanie rownigpod wzgkédem tej widciwosci (Rys. 5-12).
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Mate: for m < 2000 the elements C, H, N, and O are considered implictly.

Measured mj/z 587,175 | Tolerance | 2 | ppm % | Charge |_1 3‘|
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Rys. 5-12 Identyfikacja malonylowanego glukozydu vghteonu na podstawie wysokorozdzielczych
pomiaréw, wykonanych w trybie jonéw dodatnich na ukadzie LC/MS-QqToF
(a) profil izotopowy jonu [M+H] * m/z 587,
(b) raport programu Smart Formula z wygenerowanym wzorem elementarnym zwazku na podstawie
zarejestrowanego sygnatu dla jonu [M+H] m/z 587.

Dla malonylowanego glukozydu wighteonu wyznaczomdads elementarny z
doktadndcia do 1,6 ppm (Rys. 5-12). Podobnie w przypadku yonfM+H]"
malonylowanego glukozydu luteonu (M.cz.=602 Dayhwee byto wygenerowanie wzoru
sumarycznego, nie zawiegaych atomu azotu z doktadiela ponizej 5 ppm oznaczanej
substancji (Rys 5-13). Pozostate zmki czyli glukozyd luteonu M.cz.=516 Da oraz
glukozyd wighteonu M.cz.=500 Da zostaty oznaczom®ktadndcia odpowiednio do 2,7
oraz 0,3 ppm.
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Rys. 5-12 Identyfikacja malonylowanego glukozydu li¢onu na podstawie wysokorozdzielczych
pomiaréw, wykonanych w trybie jonéw dodatnich na ukadzie LC/MS-QqToF
(a) profil izotopowy jonu [M+H] © m/z 603,
(b) raport programu Smart Formula z wygenerowanym wzorem elementarnym zwazku na podstawie
zarejestrowanego sygnatu dla jonu [M+H] m/z 603.

4.1.4 Chromatograf cieczowy sprzzony z detektorem UV

Na podstawie widm UV zarejestrowanych podczas anal/UV maziwe jest
rozr@nienie klasy flawonoidéw obecnych w poteniach cukrowych, nie moa
natomiast okrdi¢ jego doktadnej struktury ani sposobu podstawiemateczkami cukru.
Podczas rozdziatlu ztonej mieszaniny, jak jest ekstrakt z dci tubinu waskolistnego
wystpuje problem réwnoczesnego wymywaniazmgch zwiazkow 2z kolumny
chromatograficznej i naktadaniaesich widm absorpcyjnych UV. Powoduje tage
klasyfikacja tych substancji do odpowiedniej grufawonoiddéw jest cgsto niemaliwa

oraz w istotny sposob utrudnia analitosciowa badanej klasy produktoéw naturalnych.
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Dopracowanie wigciwego gradientu chromatograficznego zapevdacego optymalny
rozdziat sktadnikow zkonych ekstraktéw, jest pierwszym krokiem do udanej
identyfikacji zwiazkow.

Mieszaniny zwazkéw fenolowych wysgpujacych w liciach a wzbogacone o
pofaczenia glikozydowe flawondéw i flawonoli w poréwnaniz opisanym wczaiej
profilem flawonoidow w korzeniach (Fiski i in., 1999a, b; Bednarek i in., 2001, 2003;
Kachlicki i in., 2005). Obecrig roznych klas flawonoidow stanowi dodatkewudna¢ w
identyfikacji pohczen izoflawonowych jedynie na podstawie chromatograbid. Z
roznicy intensywnéci sygnatébw przy diugiach fal odpowiadagych maksimom
absorpcji promieniowania UV dla flawonow=350nm orazA=260nm) i izoflawonoéw
(A=260nm) mana okré&li¢ w pewnych granicach, w ktdrym momencie gk nalezace
do obydwu klas flawonoidow wyptywag kolumny nierozdzielone (Rys. 5-12) (Andersen
i Markham, 2006). Powaym ograniczeniem tej metody jestzéuzré&nicowanie stzen

2,95 -

2,45 -

1,95 -

1,45 -

Absorbcja

0,95 -

0,45 |

A o A

1] 3 10 15 20 25 30
RT min]
poszczegolnych sktadnikow analizowanego ekstraddiinnego.

Rys. 5-12 Chromatogram prébki ekstraktu z Iscia tubinu waskolistnego zarejestrowany przy dwoch
diugosciach fal 259 i 350 nm.

Rozdziaty probek ekstraktow przeprowadzano na kokaoch z odwrécanfaza (RP
C-18) w gradiencie acetonitrylu w wodzie. W pai&owej fazie analizy z kolumny
wyptywaja zwiazki bardziej polarne, mdzy innymi glikozydy flawonoidéw. Na tym
etapie rozdzialu chromatograficznego rownoczesnenywanie zwazkow kedacych

obiektem zainteresowania jest powszechneadehia cukrowe flawonoidéw w szeregu

78



Wyniki

przypadkow stanowiizomery potaeniowe lub substancje izobaryczne, ktére nimigd
si¢ od siebie znagzro stopniem polarr$gi lub struktug przestrzeng wigc ich rozdziat na
normalnej kolumnie chromatograficznej jest ograoioz Pod koniec analizy LC przy
wysokiej zawartéci acetonitrylu w fazie ruchomej naptije wymywanie mniej polarnych
zwiazkow (czas retencji powgj 45 min Rys. 5-12), wolnych aglikonéw flawonoidow
ktorych rozdziat na pojedyncze skladniki jest wyna Podczas analizy zarejestrowanych
chromatogramow probek ekstraktow %ciiL. angustifoliusstwierdzono,ze jedynie w
przypadku izoflawonoéw mamy do czynienia z ob&cipniepodstawionych aglikonéw w
prébkach ekstraktu. ldentyfikacje wolnych izoflawen przeprowadzono na podstawie
poroéwnania ze standardami — 2’-hydroksygenigtegenistein, luteonem, wighteonem.

4.2 Analiza ilosciowa pochodnych flawonoidow w ekstraktach z dci tubinu

waskolistnego

Problem niekompletnego rozdzialu awkow ma znaczenie rowriew analizie
ilosciowej. Nie jestémy w stanie oszacowawzglednych ilagci wspotwyptywapcych
pochodnych izoflawonu i flawonu na podstawie chriogeamow UV. Spektrometr
masowy wypossony w analizator putapki jonowej rowrienie jest detektorem
umazliwiajacym oznaczenia ikziowe ze wzgldu na konstrukej i zasad analizowania
jonow. Podstaw dziatania analizatora putapki jonowej jest akurpjaazjonizowanych
czasteczek. Pojemr$é putapki jest ograniczona i tatwo doprowadzio jej przesycenia
oraz utraty czukci. W zwiazku z tym analiza iléciowa sktadnikow prébek wygtujacych
w duzych ilosciach jest cgsto niemaliwa.

W ddswiadczeniu nr 1 oznaczenia §mowe prowadzono na podstawie
chromatogramow zarejestrowanych przy pomocy systdo@UV. W zwiazku z
przedstawionymi powsej ograniczeniami (paragraf 4.1.4), przedmiotem abhad
ilosciowych byly jedynie wolne aglikony. Wyniki przedstiono jako ekwiwalenty
standardu: 63-glukozydu genisteiny, dla ktérego wykonano krayalibracyjr.

Oznaczenia iléciowe w pozostatych dwiadczeniach przeprowadzono na
podstawie wynikéw analiz wykonanych na systemie RRILS-QgToF. Do oblicze
wykorzystano  zintegrowane  chromatogramy  pojedynigczycjonow  [M+H]"
zarejestrowanych z doktadstea do czwartego miejsca po przecinku. Analizadlowa na

podstawie wynikow zarejestrowanych sygnatbw m/z iliwda rozréznienie
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koeluupcych substancji oraz okilenie ilosci wzglednych malonylowanych patzen

flawonoidéw.

4.3 Opracowanie wydajnej metody ekstrakcji zwazkow fenolowych z I§ci tubinu

waskolistnego

Celem deéwiadczenia polegagego na poréwnaniu wydajfm ekstrakcji
zwiazkéw fenolowych =z Hkci tubinu waskolisthego odmiany Sonet w zid
ultradzwickowej oraz w automatycznym ekstraktorze firmy Dionelziatapcym pod
wysokim cknieniem, byta optymalizacja warunkow izolacji. Aaglzostaty wykonane na
100 mg prébkach zamronego, zhomogenizowanego materiatslinmego, do kadej z
nich dodano standard wewtreny w momencie rozpogeia ekstrakcji. Ekstrakej
prowadzono w fani ultradzwickowe]j jednoetapowo (2ml rozpuszczalnika) w opareiu
procedu¢ opracowan przez von Roepenack do ekstrakcji zzkiow fenolowych z Kci
rzodkiewnika Arabidopsis thaliana(von Roepenack i in., 2004). Stosowana metoda
izolacji zwiazkow fenolowych z ci tubinu waskolistnego jest wydajna oraz powtarzalna.

W drugiej zastosowanej metodzie ekstrakcji probawarykorzysté aparat do
ekstrakcji probek firmy Dionex, w ktérym jednorazowmazna zaprogramowa 30
proceséw izolacji niezal@aych prébek. Poréwnano powtarzaltoekstrakcji w trzech
programach - w pierwszym stosowano tempeggbokojows oraz jeden cykl ekstrakcji, w
drugim stosowano temperagypokojowg oraz dwa cykle ekstrakcji, w trzecim stosowano
temperatug 40°C oraz jeden cykl ekstrakcji. We wszystkichgoamach wykorzystywano
ta samy ilos¢ rozpuszczalnika (minimalna mova do zastosowania af#ps¢ 7 ml MeOH
80%).

Otrzymane probki ekstraktow poddano analizie zagmmnsystemu RRLC/MS. Na
podstawie integracji chromatograméw pojedynczyciméys, wyznaczono zawadé®
wybranych glukozydéw, glukozydow malonylowanych oravolnych aglikonéw w
analizowanych probkach. Otrzymane wéttointegracji pikbw chromatograficznych
znormalizowano wzgbem powierzchni piku standardu oraz masy probkida analiz
wykonano w czterech powtdrzeniach technicznych. Miyanaliz przedstawiono na
rysunku 5-13. Znaczne Hdoiowe r@nice w efektywnéci ekstrakcji zaobserwowano dla
malonylowanych glukozydéw 2’-hydroksygenisteiny [M}F przy m/z 535 oraz genisteiny
[M+H]" przy m/z 519. W efekcie procesu ekstrakcji wysaktieniowej wyizolowano

wicksze ildgci ksylozyloglukozydu malonylowanego G-metyloluteoliny [M+H] przy
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m/z 681 oraz ksylozyloglukozydu @-metyloluteoliny [M+H] przy m/z 595 jednale
powtarzalné¢ procesu byta mniejsza (¥kszy bhd standardowy). Uzyskane wyniki
wskazujp na wyrany wplyw stosowanej metody ekstrakcji na skuteéznaolacji
malonylowanych pochodnych flawonoidéw. Otrzymane niky sa zgodne z
wczeniejszymi - obserwacjami  dotyazymi  izolacji  acylowanych patzen
glikoflawonoidow.

Poréwnanie wydajnosci metod ekstrakcji
wybranych potaczen flawonoidéw
=3
E 250 -
§ = B ultra d2wieki
g‘iﬂi 200 - m ekstraktor40°C
= z m ekstraktor 2 cykle 25°C I
™m
% E 150 - ekstraktor 1 cykl 25°C
\g IO_
§9
22 100 -
5%
2 c
5=z
8¢ 50 I
E
lg- ..v._,__h =
N 0 = T = = T T T =
449 433 535 565 595 519 681 271

Rys. 5-13 Poréwnanie wydajnéci ekstrakcji z wykorzystaniem tazni ultrad zwigkowej i ekstraktora
automatycznego. Wydajndci ekstrakcji przedstawiono dla nasg¢pujacych zwigzkdw:
449 - glukozyd 2’-hydroksygenisteiny;
433 - glukozyd genisteiny;
535 - glukozyd malonylowany 2’-hydroksygenisteiny;
565 - ksylozyloglukozyd genisteiny;
595 - ksylozyloglukozyd 3'©O-metyloluteoliny;
519 - malonylowany glukozyd genisteiny;
681 - ksylozyloglukozyd malonylowany 3©-metyloluteoliny;
271 — genisteina.
Kolorami okre §lono metody ekstrakciji.

4.4 Infekcja tubinu w askolistnego odm. Sonet zarodnikami grzybaColletotrihum

lupini (doswiadczenie nr 1)

Przeprowadzenie pierwszego sdéadczenia miato na celu poréwnanie dwoch
metod infekcji tubinu wskolistnego odm. Sonet oraz ustalenie warunkdéw
przeprowadzania eksperymentéw podczas badania wgtyiekcji na zmiany w profilach

zwigzkoéw fenolowych w poszczegoélnych liniach populagjapupcej. W pierwszym
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etapie bada infekowano trzytygodniowe sadzonki tubinu askolistnego, z
wyksztatconymi trzema gztami lisci, przez nalgenie zawiesiny zarodnikéw grzyl@a
lupini na naktucia listkbw w rozetach drugiegezda. W drugim podégiu zastosowano
oprysk catych réin w tym samym stadium rozwoju zawiegimarodnikéwC. lupini. W
obydwu daéwiadczeniach badano odpowiedsobno w Kciach z kolejnych trzech
weztdw, kazdy wariant wykonany byt w trzech powtérzeniach. dtat do analizy
zbierano w ranych punktach czasowych, dlasg@adczenia z naktuciem listkdw byty to
24, 48, 120 i 168h, a w eksperymencie z opryskieshinr w pierwszym powtorzeniu
analizowano probki zbierane w czasach 24, 48, 1P88h, natomiast w drugim po 4, 8,
24, 48, 120 i 168 oraz 320h. Celem tak ustalonegtokotu byto zbadanie jakie zmiany
po ataku organizmu patogennego zachadzaleznosci od wieku lécia oraz od odlegkei
od miejsca infekcji oraz okénie momentu uruchomienia odpowiedzilimy na infekcg
na poziomie syntezy fitoaleksyn. Przeprowadzone abad miaty wykazé& czy
zaobserwujemy indukejsyntezy fitoaleksyn klasy izoflawonéw wédiach rosacych na
weztach wy:szym i niszym (starszych i mtodszychsdiach) od infekowanego, ktora
mogtaby swiadczy o wystapieniu systemowej odpowiedzi nabytej (SAR) na poue®
metabolitow wtérnych.

Wzgledne ilasci wolnych aglikonéw izoflawonéw — 2’-hydroksygetemy,
genisteiny, luteonu i wighteonu w probkach infekaweh i kontrolnych wyznaczano na
podstawie integracji chromatogramow UV rejestrowdmprzy diugéci fali A= 259nm.
llosci poszczegdlnych zwikéw normalizowano dzigt zintegrowaa powierzchng
pikbw oznaczanych substancji przez powierzehmiiku standardu wewitrznego
(luteolina), dodawanego do probekcli w momencie rozpoezia ekstrakcji. Szenie
badanych substancji okteno w ekwiwalentach D-glukozydu genisteiny na podstawie
krzywej kalibracyjnej, wykonanej rownolegle z amalni probek materiatdw badanych.
Nastpnie przeliczano il& zwiazku na 1 gramdwiezej masy materiatu &innego.

Oznaczenie iléciowe pohczer glikozydowych flawonoidéw i izoflawonéw na
podstawie chromatogramu UV bylo niediore ze wzgédu na ich koelugj, co utrudniato
rozr&nienie poszczegolnych zywkow pod pikami rejestrowanymi za pomodetektora
UV. Jedynie na podstawie zmian w wiedkbabsorpcji promieniowania przy diugmach
fali A;= 259nm orazA,= 350nm charakterystycznych dla flawonéw; ( A,) oraz
izoflawonow @\;) mazliwe bylo oszacowanie ikzi badanych zwizkow w ekstraktach z
materiatu rélinnego zbieranego w #@iych czasach od momentu infekcji. W badanych
probkach zaobserwowange liscie najmiodsze, z gornegogpia rasliny (nr 3) zawieraj
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wzglednie wicej izoflawonéw w stosunku do flawonéwzriscie z niszych pégter (nr 1 i
2), natomiast ogolny poziom zawkow fenolowych jest mszy niz w lisciach starszych
(pietro nr 1 i 2). Podczas 10 dni prowadzeniagvdadczenia stwierdzonoze profil
zwigzkow fenolowych w Kciach z trzeciego wzta zmienit s¢ zarbwno pod wzghem
ilosciowym i jakagciowym. Zaobserwowano intensywny wzrost syntezydliaéw oraz
ich glikozylowanych i malonylowanych form. Istatmbserwacj jest réwnie fakt, ze w
przypadku starszychsti (pietro nr 1 i 2) wraz z wiekiem dcia w trakcie trwania
doswiadczenia stosunek izoflawonow do flawonow gsizyt sk.

Analiza statystyczna wynikow w éeiadczeniu 1 przeprowadzono na podstawie
réznic w ilosci wolnych aglikonéw izoflawondéw w dciach z poszczegdélnych poziomow
roslin infekowanych i kontrolnych. Obliczonérednie wartéci réznic dla wszystkich
punktéw czasowych oraz okieno bhkd standardowy dla kadej z nich za pomac
dwukierunkowej analizy wariancji (nrsia x czas zbioru). Istotdé réznic zostata
wyznaczona przez porownanie z trzykrotngmednim bkdem standardowym.

W daoswiadczeniu z nakluciemditia z drugiego wzta zmiany nekrotyczne na
zranionych [l§ciach zaobserwowano po 7 dniach od infekcji. Wzratizenia
prenylowanych izoflawonéw - luteonu i wighteonu @r&’-hydroksygenisteiny w
materiale rélinnym zaobserwowano znacznie wéziej niz chorobowe zmiany
morfologiczne. Odpowied roslin na infekcg na poziomie syntezy izoflawonéw
zaobserwowano jedynie w ekstrakcie z porego licia, nie stwierdzono natomiast
zwigkszenia poziomu syntezy izoflawonow wciiach z wztow nizszego i wyszego (1 i
3) (Rys. 5-14A). Wzrost ikzi 2’-hydroksygenisteiny oraz luteonu zarejestrowam
ekstraktach uzyskanych po 120 i 168 godzinach fdekdji. Poziom sizenia 2'-
hydroksygenisteiny po agnicciu najwy:szego poziomu w 120 h po infekcji zakz
obniza¢ sig a luteonu zwikszat s¢ do momentu zaki@zenia déwiadczenia po 168 h.
Profil zmian ilgciowych 2’-hydroksygenisteiny i luteonu w czasieania déwiadczenia
moze sugerowd ze pierwszy wymieniony zwrek (2’-hydroksygenisteeina) jest
prekursorem sowjej prenylowanej pochodnej (luteordmiany w sgzeniach dwoch
innych izoflawonow obecnych w siiach, czyli genisteiny i wighteonu nie byty
statystycznie istotne (Rys. 5-14 A).

W eksperymencie, w ktorym giny opryskano zawiesin zarodnikow typowe
symptomy antraknozy (Nirenberg i in., 2002) zaobssvano 7 dni od momentu
zainfekowania. Zwijanie silisci oraz zatamywanie todygi miaty miejsce na najnsiogth

lisciach w najwyszej czsci rosliny (liscie z wezta nr 3). Znacay wzrost ilgei 2'-
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hydroksygenisteiny oraz prenylowanych izoflawonowlutqgonu i wighteonu)
zaobserwowano wégiach z wztéw 1, 2 oraz 3. Natomiast zmiany wzniu genisteiny
nie byly statystycznie znagze (rys. 5-14B). Z przeprowadzonych obligzeynika, ze
sposOb odpowiedzi na atak patogenuzated wieku léci. Wzmaona synteza aglikonow
izoflawonéw luteonu i 2’-hydroksygenisteiny zostataobserwowana w najmtodszych
lisciach po 120 h od momentu infekcji, w obydwu powédiach eksperymentu z
opryskiem rglin zarodnikamiC. lupini. llos¢ tych zwazkOw pozostawata wysoka w
chorych rdlinach przez 7 kolejnych dni (312 h). Z kolei wéciach z pierwszego i
drugiego wzta znaczco wzrést poziom wighteonu, podczas gdyzehie pozostatych
aglikonéw nie zmienito si

Poréwnanie profili zwizkéw fenolowych uzyskanych dl&di roslin zebranych w
obydwoéch déwiadczeniach, gdzie skie byly infekowane przez natenie zawiesiny
zarodnikbéw grzybaC. lupini na nakilucie oraz przez oprysk zawigsimarodnikow,
wskazuje na rénice ilcsciowe i jakadciowe w poziomach wolnych aglikonow
izoflawonow syntezowanych w stiiach. Zaobserwowane zdice byly zalene w
pierwszym rzdzie od zastosowanej metody infekcji, az&lod wieku Kci w raslinach.
Szczegollnie wysokie #ice zaobserwowano w syntezie prenylowanych pocyaidn
genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny: luteonu i wigbhu. Istotnym jest faktze oprysk
rosliny spowodowat dwukrotnie wkszy wzrost syntezy prenylowanych izoflawonov ni

inokulacja zranionegosia.
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Rys. 5-14 Wykresy zmian szen wolnych aglikonéw w czasie po infekcji w ficiach z kolejnych weztéw
w eksperymencie ze zranieniemdcia (a) oraz z opryskiem rdlin(b).
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Lisé nr 2 ——
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AM - réznice w ilosci produktéw naturalnych w ekstraktach z lici z roslin infekowanych i kontrolnych
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4.5 Infekcja linii populacji mapuj acej tubinu waskolistnego (. angustifolius)
zarodnikami grzyba C. lupini (doswiadczenie nr 2).

Po wstpnych ddwiadczeniach na sadzonkach odmiany hodowlanej Sonet
(doswiadczenie nr 1) oké&ono warunki przeprowadzania eksperymentu na papula
mapupce] tubinu waskolistnego (déwiadczenie nr 2). Infekejroslin prowadzono przez
oprysk czsci zielonych zawiesipzarodnikOwC. lupini poniewa na podstawie wynikéw
z dawiadczenia metodycznego (nr 1) uznano ten sposk&aaia ralin jako bardziej
efektywny. Okrélono rownie: czas zbioru materiatu na 168h po infekcji, poniewaym
czasie mealiwe bylo zaobserwowanie objawéw morfologicznycg traknozy na
sadzonkach traktowanych grzybem patogennym, a ¢zdie w tym czasie
obserwowano wysak akumulacg prenylowanych izoflawonow. Podczas badaad
populaci mapujca tubinu waskolisthnego wykonano analizy podatem zawartéci
zwiazkow fenolowych w Kciach infekowanych i kontrolnych §iin tubinu.

Wysiano nasiona 89 linii populacji mapogj, z ktérych wykietkowaty sadzonki 58
linii w ilo $ciach ralin zapewniagcych zbiér materialu w 3 powtérzeniach, co ufivaito
przeprowadzenie wiarygodnej statystycznie analiziosciowej na podstawie
zarejestrowanych met@dLC/MS profili zwiazkéw fenolowych. Dla pozostatych linii
liczba skietkowanych rhin byta mniejsza i liczba powtoraeprob kontrolnych lub
infekowanych zostata ograniczona do dwoch lub jedRezeprowadzono ocerzmian
morfologicznych infekowanych fbn 168 godzin po infekcji, dla 29 linii nie
zaobserwowano objawow antraknozy. Analisktadu ekstraktéw przeprowadzono
wykorzystupc system RRLC/UV/MS. Obliczenia Hoiowe przeprowadzono na podstawie
integracji chromatograméw  pojedynczych  jonéw protwanych  czsteczek
zidentyfikowanych wczaiej pohczen cukrowych malonylowanych flawonow oraz
izoflawonow oraz wolnych aglikonow. Do przeprowanizeanalizy statystycznej wybrano
jony 16 zwazkéw — kpdacych pochodnymi malonylowanych glikozydéw flawondw
izoflawonéw oraz wolnych aglikonéw: luteonu i wigohu, ktére wyspowaty we
wszystkich analizowanych probkachlio traktowanych grzybem i kontrolnych.

W pierwszym etapie analizy statystycznej testowanice pomedzy wart@ciami
srednimi ilosci zwiazkoéw fenolowych w rélinach infekowanych d@rednimi w rglinach
kontrolnych dla kadej linii, aby wyznacz§ wptyw infekcji na poziom poszczegdlnych
substancji w badanych liniach. Obliczenia przepdewso na wartiach

znormalizowanych, wzgtem standardu wewtrznego — luteoliny oraz masy prébki.
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llosci pochodnych flawonoidéw okéno w ralinach kontrolnych i infekowanych. Na
podstawie analizy statystycznej wynikbw wykazarie, istotne statystycznie dice
wyznaczone na podstawie testu F-Snedecora znatediar8 zwizkow wymienionych w
tabeli 5-3. W kolejnym etapie analizy wynikow pomano poszczegoélne linie pod
wzgledem zmiany poziomu flawonoidow zygane] z przebiegiem infekciji.
Przeprowadzono anatizsktadowych gtéwnych (PCA) na danych odpowiadggh
réznicom poziomow émiu pochodnych flawonoidow w §bnach infekowanych oraz
kontrolnych dla kadej z 58 badanych linii. Pierwsze trzy sktadowewgté V1, V2 i V3,
ktore wytyczag kierunki najwekszego zrénicowania linii pod wzgidem reakcji na atak
patogenu, reprezentuj 80% wariancji, dlatego do tych wymiaréw ogranicaon
interpretact wynikow. Udziat poszczegolnych zazkow w r@&nicowaniu linii przez dany
komponent, oceniony poprzez wspoétczynnik korelpgmicdzy danymi oryginalnymi a
skladowymi gtdwnymi, przedstawiony zostat w tatieB. Na komponenty pierwszy, drugi
i trzeci (V1, V2 oraz V3) maj w réznym stopniu wptyw pochodne flawonéw oraz
izoflawonow. Potagenie linii w uktadzie sktadowych gtownych V1, V2 V3

przedstawiono na rysunku 5-15.

Tab.5-3 Wspotczynniki korelacji pod wzgédem csmiu pochodnych flawonoidéw pomgdzy danymi
oryginalnymi a skladowymi gldwnymi w analizie r&nic pomiedzy roslinami infekowanymi a
kontrolnymi dla badanych linii.

Wspotczynnik korelacji pomigdzy danymi
Nazwa zwhzku oryginalnymi a sktadowymi gtownymi
\i V2 V3
4’ 7-di-O-Glukozyd malonylowany genisteiny 0.81 0.423 0.018
7-O-Ramnozyloglukozyd kwercetyny 0.396 0.609 -0.401
4’,7-di-O—GIukoz.yd Qimalonylowany 0.586 0.225 0.553
genisteiny
. GIukozyd-ksylozyloglukozyd. 0.041 0.444 0.626
dimalonylowany3©-metyloluteoliny
7-0O-Glukozyd malqnquwany 2'- 0.602 -0.566 0.014
hydroksygenisteiny
7-O-ksylozyloglukozyd genisteiny 0.419 -0.227 -0.499
7-O-Glukozyd malonylowany genisteiny 0.802 -0.30¢ 3.0
Wighteon 0.092 -0.545 0.537
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W przypadku luteonu zaobserwowane zmiany w sadatnkigontrolnych i
traktowanych badanych linii byty jakoiowe, ten izoflawon byt obserwowany jedynie w
infekowanych rélinach. W 80% linii luteon nie byt obecny w kontach, fakt ten
wyeliminowat ten zwizek z analizy statystycznej. Korelacja danych z eobacji
fenotypowych symptomoéw choroby z danymi z analipyciowej zwihzkow fenolowych
wskazaly na wiksz zawartd¢ prenylowanych izoflawonoéw luteonu i wighteonu oraz
malonylowanego glukozydu 2’-hydroksygenisteiny wolgkach kontrolnych hin, w
ktdrych nie zaobserwowano objawéw choroby mv probkach kontrolnych linii z
widocznymi oznakami antraknozy (rys. 5-16).

Dla najbardziej odlegtych od zgrupowanychnedku linii - 2, 4, 10, 44, 71, 17, 22,
38, 53, 90 (oznaczone czerwonym kotkiem na rysb &1 b) z populacji mapagej pod
wzgledem wszystkich trzech sktadowych gtéwnych, przemdmono dogibna analiz
izoflawonow oraz ich pochodnych glikozylowanych alenylowanych (Rys. 5-16).
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Rys. 5-15 Wyniki analizy skltadowych gtéwnych przedawiajace zale&nos¢ rdéznic w stezeniu zwiazkow

fenolowych w raslinach infekowanych i kontrolnych dla kolejnych linii populacji mapuj acej. Wykresy

przedstawiaja zaleznosci: (a) sktadowa 2 vs sktadowa 1 (V2 v V1); (b) satlowa 3 vs skiadowa 1 (V3 v

V1). Liczby oznaczaj numery linii populacji, zakre$lone na czerwono to linie najbardziej odebne od
pozostatych.
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Rys. 5-16 Ranica w ilosci wzglednej luteonu, wighteonu i glukozydu malonylowanego
2’hydroksygenizteiny w roslinach kontrolnych i infekowanych wybranych linii populacji mapujace;.
Nazwy prébek odpowiadap T- infekowane, K- kontrolne, liczba reprezentuje ini¢. Dla linii

oznaczonych* zaobserwowano objawy antraknozy.
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4.6 Elisytacja sadzonek tubinu  waskolistnego zawiesin  metabolitow
wyizolowanych z komérek grzybaColletotrichum lupini (doswiadczenie nr 3)

Doswiadczenie przeprowadzono na dwutygodniowych sadadn tubinu
waskolistnego I(. angustifoliu3 odmiany Sonet. Po tym okresie rozwojusliry
wyksztalcity dwa pitra lisci (wezet nr 1 i nr 2). Dwa listki z obydwéch rozet z piszego
(najnizszego) wazta rasliny nakluwano igh i naktadano roztwor metabolitow
wyizolowanych z medium hodowlanego grzyBa lupini, 0 stzeniu 1mg/ml. Frakej
zawierajca toksyny uzyskano po rozdzieleniu substancji znaghech s¢ w medium
metodami chromatografii kolumnowej (izolag@rzeprowadzono wg procedury opisanej w
punkcie 4.9). Listki rélin kontrolnych traktowano w podobny sposéb jedmakna
Zranione miejsca natono sam rozpuszczalnik. Materiat do analizy zbierasobno z §ci
z kolejnych peter raslin kontrolnych i elisytowanych:

- liscie zranione z | gtra raslin elisytowanych - TD,

- liscie bez nakiucia z Il pietra §ln elisytowanych — TG,

- liscie zranione z | ptra raslin kontrolnych — KD,

- liscie bez naktucia z Il pietra §lin kontrolnych — KG.

Wykonano po trzy powtérzenia biologiczne dlazdkego wariantu. Materiat biologiczny
zbierano po 3, 6, 9, 24, 48, 72 oraz 168 h od mameslisytacji. Celem tak
zaprojektowanego eksperymentu sprawdzenie czyejstniznica w akumulacji zwizkow
fenolowych na rénych poziomach dci w wyniku traktowania ich roztworem toksyn
grzybowych oraz czy elisytacja wywotuje systemawdporndé¢ nabyt (SAR).

Ekstrakcg zwiazkéw fenolowych przeprowadzono wg procedury opigane
punkcie 4.4.1. Prébki analizowano z wykorzystanietiktadu RRLC/UVIMS, ktéry
pracowat w trybie jonow dodatnich. Neghie dane analizowano pod wggdgm zmian
ilosciowych wykorzystujc program Profile Analysis 1.1 dostarczony przeadpcenta
systemu LC/MS. Obliczenia prowadzone matahalizy sktadowych gtownych (PCA)
wykonano na podstawie intensywigd sygnatow odpowiadagych jonom [M+H]
zapisanym przy oks&onych wartdciach m/z, zarejestrowanych podczas analizy probek
ekstraktow na systemie RRLC/MS-QqToF. Zakres wykgoh obliczé zostat zawzony
do jondéw rejestrowanych dla zagkow fenolowych, zidentyfikowanych w ekstraktach z
lisci L. angustifolius podczas wczmiejszych bada Dane normalizowane byly
automatycznie wzgtlem standardu wewtrznego, jakim byta luteolina. Warunkiem

zastosowania takiego algorytmu byto powtarzalneamghnie serii analiz.
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. W wyniku analizy sktadowych gtéwnych (PCA) probekrailin kontrolnych i
traktowanych zbieranych po 3, 6 i 9 h po elisytaof zaobserwowano klasyfikacji grup
odpowiednich wariantow probekwiadczcej o istotnym wplywie elisytacji na poziom
stezen poszczegolnych flawonoidow. Istotne znicowanie probek zaobserwowano po 24
oraz 48 h od momentu naknia elisytora. Zwizkiem najmocniej rénicujacym badany
materiat kontrolny i traktowany roztworem toksyninglowanych z grzyb&. lupini, byt
malonylowany glukozyd 2'-hydroksygenisteiny (RysLB).

Na podstawie analizy skladowych gtownych wykonanytla probek z FKci
zebranych w 48 godzin od elisytacji seony wyodebni¢ cztery grupy probek
rozdzielonych wedtug sktadowej gtownej nr 2. (5d)7 Obserwowany podziat kolejnych
probek zbieranych w 48 godzinie po elisytacji od@ma& grupom probek zebranych z
obydwu peter w ralinach poddanych dziataniu roztworu toksyn grzybolwvyoraz
kontrolnych. Wydzielone w wyniku PCA grupy odpowagedsicisle:

(1) lisciom z petra nr 1 rglin elisytowanych

(2) lisciom z petra nr 1 rélin kontrolnych

(3) lisciom z petra nr 2 rg@lin elisytowanych

(4) lisciom z petra nr 2 rélin kontrolnych
Zwiazek, ktorego jon [M+H] ma najistotniejszy wptyw na rozdziat prébek weztgim
skladowej gtownej nr 2 zostat zarejestrowany prziz 835 ([M+H]" odpowiadajcy
malonylowanemu glukozydowi 2’-hydroksygenisteinylyplywajacego z kolumny w
czasie 4,8 minuty (Rys. 5-17 b). Identyfikacja Zzkiu zostata przeprowadzona wézie|
na podstawie zarejestrowanych widm masowych zarépodcrzas eksperymentéw CID
MS/MS jak i widma wysokorozdzielczego. Z kolei ngsunku 5-17 ¢ przedstawione s
zmiany ilasciowe malonylowanego glukozydu 2’-hydroksygenisgyem probkach z Kci
pierwszego i drugiego ¢gra zarowno w rélinach kontrolnych i elisytowanych. Na
wykresie obrazuicym intensywné¢ tego jonu w kolejnych probkach obserwowany jest
wzrost intensywn€ti jonu przy m/z 535 w ekstraktach %dcii zranionych (1 wzet) oraz

niezranionych (2 wzel) ralin poddanych elisytacji.
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Rys. 5-17 Graficzne przedstawienie analizy sktadover gtdwnych (PCA) wynikéw analiz LC/MS
zarejestrowanych dla probek ekstraktéw z Kci tubinu (L. angustifolius) zebranych po 48 godzinach od

momentu elisytacji.

(a) probki rozdzielone wzgkdem sktadowych gtéwnych PC 1i PC 2

(b) udziat poszczegolnych jondw [M+H] o okreslonych wartosciach m/z rejestrowanych w
zdefiniowanych czasach retencji w komponentach 12

(c) obraz zmian ilosciowych malonylowanego glukozydu 2'-hydroksygenistay, [M+H] * przy m/z
535 w prébkach z lkci tubinu waskolistnego zebranych 48 godzin od momentu elisytac
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W wynikach uzyskanych po przeprowadzeniu PCA niebzarwowano istotnego
wplywu  sygnatdow rejestrowanych od wolnych aglikonovwgenisteiny, 2'-
hydroksygenisteiny, luteonu i wighteonu (jonéw [MFFH na grupowanie probek
wzgledem poszczegolnych sktadowych gtéwnych (PC1 i POZhamika zmian poziomu
stezen tych zwhzkOw jest szczegllnie interegsof ze wzgidu na ich wiaciwosci
antybiotyczne w stosunku do grzyBalupini oraz rot fitoaleksyn jalg petnia w roslinach
tego gatunku. Przeprowadzono zatem analasciowa wolnych aglikonéw izoflawonow,
w ktorej wykorzystano zintegrowane chromatogramyjeg@gnczych jonéw [M+H]
zarejestrowanych dla wolnej genisteiny, 2’-hydradesyisteiny, luteonu i wighteonu
podczas analiz probek ekstraktow Zliro kontrolnych i elisytowanych (Rys. 5-18).
Wartcasci integracji zostaly znormalizowane wobec standakdewrgtrznego i masy
materiatu rélinnego wykorzystanego do ekstrakcji. Dlaz#éego wariantu obliczono
srednie z trzech powtéraediologicznych, na jedno powtdrzenie zbierano nmakertrzech
roslin.

Dynamike zmian ilgci wzgldnych wolnych aglikonbw w sadzonkach
elisytowanych i kontrolnych przedstawiono na rysuikl18. W czasie od 6 do 9 godziny
zaobserwowano wzrost ¢gen wszystkich badanych wolnych aglikonéw, jediak
najwigcksze zmiany iléciowe zaszty w przypadku genisteiny w probkach kagpgch z
lisci (zranionych) znajdygych sé na pierwszym pirze ralin traktowanych, gdzie miata
miejsce elisytacja roztworem toksyn. W tym samyraepriale czasu zarejestrowano
rowniez wzrost syntezy wighteonu wstiiach (zranionych) z pierwszegoga raslin
kontrolnych i elisytowanych, co nmie wskazywa na synteg tego zwiazku w odpowiedzi
na naruszenie struktury listkbw (zranienie). Akuaoi@ wszystkich czterech
analizowanych zwazkOw zaobserwowano zaréwno Wciiach z pierwszego jak i drugiego
pictra raslin elisytowanych. Maksymalny wzrost syntezy zashsevano 24 i 48 h po
elisytacji. Po 72 h zarejestrowano spadekscilowolnych aglikonébw w kciach z
pierwszego pitra raslin elisytowanych, natomiast staty wzrost obserwowav lisciach z
drugiego pétra raslin elisytowanych. W kolejnych czasach od elisytampserwowano
dalszy wzrost iléci wolnych aglikonéw w kciach z wszystkich pter sadzonek jednak
tempo syntezy w ginach kontrolnych byta znacznie stabsza w przypadku réin
elisytowanych.
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Rys. 5-18 Zmiany poziomu stzen wolnych aglikondw izoflawonéw w probkach materiatuz roslin
kontrolnych i elisytowanych.
Oznaczenia probek: TD-lkcie z | pigtra poddane dziataniu elisytora, KD-liscie z | pigtra traktowane
rozpuszczalnikiem, TG-liscie z Il pigtra ro§lin poddanych elisytacji, KG-liscie z Il pigtra rolin
kontrolnych.
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Rys. 5-19 Zmiany poziomu stzen glukozyddw prenylowanych izoflawonéw w prébkach meeriatu z

roslin kontrolnych i elisytowanych.

Oznaczenia prébek: TD-I§cie z | pietra poddane dziataniu elisytora, KD-liscie z | pigtra traktowane
rozpuszczalnikiem, TG-liscie z Il pigtra ro §lin poddanych elisytacji, KG-liscie z Il pigtra rolin

kontrolnych.

Podczas opracowania wynikéw analiz LC/MS zarejestro/ch dla probek z4ci

roslin elisytowanych zidentyfikowano po raz pierwszykance tubinowej glikozylowane i

malonylowane pochodne prenylowanych izoflawonéwgrét scharakteryzowano jako:

glukozyd luteonu (M.cz.=516 Da), malonylowany glaigd luteonu (M.cz.=602 Da),

glukozyd wighteonu (M.cz.=500 Da) oraz malonylowayhykozyd wighteonu (M.cz.=586

Da). Obecn& wymienionych zwizkow stwierdzono w ekstraktachédi z pierwszego

pigtra poddanych dziataniu toksyn izolowanych z grzyhalupini oraz w ekstraktach

uzyskanych z §ici roslin kontrolnych, traktowanych jedynie rozpuszczkiem (20%

MeOH). Pohkczenia cukrowe prenylowanych izoflawonow i ich nmllmwane pochodne

wystepuja w skzeniach o dwa gy wielkasci mniejszych ni np. malonylowany glukozyd

2’hydroksygenisteiny, dlatego sygnaty od tych @zkiow nie miaty znaczego wptywu na

rozdziat prébek w analizie PCA wykonanej dla re@stinych sygnatbw MS zwikdw
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fenolowych. Pochodne zwikdéw fenolowych w Kciach tubinu vaskolistnego wysipuje

w bardzo zrénicowanych stzeniach, ich iléci réznia sie o trzy lub nawet cztery edy
wielkosci. Z tego wzgtdu analiza iléciowa tej klasy substancji wymaga szczegolnie
uwaznego podsia.

Podobne obliczenia jak dla wolnych aglikonéw proggadzono dla nagbujacych
pofaczen izoflawondw: glukozydow luteonu i wighteonu oraza dmalonylowanych
glukozydow luteonu, wighteonu i 2’hydroksygenisteirPodczas analizy zmianegsén
glikozylowanych pochodnych izoflawonéw zaobserwowamkumulagj glukozydu
luteonu oraz malonylowanych pochodnych glukozyddwednu, wighteonu i 2'-
hydroksygenisteiny w dciach z pierwszego ¢ira, ktére byty poddane bezgedniemu
dziataniu elisytora oraz wsltiach z drugiego pira rasliny. W tej drugiej grupie mdiwe
bylo wystpienie odpowiedzi systemowej. Istatabserwacgj jest rownie wzrost s¢zenia
tych wolnych aglikonéw izoflawonéw i ich pochodnyeh zranionych Kciach z rélin
kontrolnych poddanych dziataniu rozpuszczalnika. jwNaszy poziom akumulacji
malonylowanego glukozydu 2’-hydroksygenisteiny gpsfe w czasie od 24 do 48 godzin
po elisytacji. Podobny obraz uzyskano podczas anaktadowych gtéwnych PCA profili
uzyskanych metad LC/MS (Rys. 5-17). W 72 h po elisytacji zaobservaom spadek
poziomu malonylowanego glukozydu 2’-hydroksygenmsteoraz luteonu w fciach
zranionych traktowanych toksynami, w kolejnym puekpgomiarowym (168h) ponownie
zaczynaj rosré, dotyczy to rownie wolnych aglikonéw (Rys. 5-18 i 5-20). W przypadku
gornych léci roslin poddanych elisytacji obserwowany jest staly o®tr stzenia
malonylowanych glukozydéw 2’-hydroksygenisteinygivieonu i luteonu oraz glukozydu
lut eonu, efekt ten mma obserwowé na Rys. 5-18 i 5-19Swiadczy to o zdolnei
wywotania systemowej reakcji §in tubinu w wyniku odebrania sygnatu o obeécio

toksyn grzybowych.
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Rys. 5-20 Zmiany poziomu szen malonylowanych glukozydoéw izoflawonéw w prébkach rateriatu z

roslin kontrolnych i elisytowanych.

Oznaczenia probek: TD-lécie z | pigtra poddane dziataniu elisytora, KD-licie z | pietra traktowane
rozpuszczalnikiem, TG-liscie z Il pigtra ro §lin poddanych elisytacji, KG-liscie z Il pigtra rolin

kontrolnych.
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4.7 Porbéwnanie zmian w poziomie szen malonylowego glukozydu 2'-
hydoksygenisteiny oraz wolnych aglikonéw izoflawong w lisciach tubinu
waskolistnego po infekcji zarodnikami C. lupini oraz traktowaniu roztworem

toksyn grzybowych.

W ekstraktach z dci tubinu waskolistnego zidentyfikowano szereg malonylowanych
pochodnych glikozydéw izoflawonow oraz flawonow. ddgm 2z celéw bada
prowadzonych na sadzonkach tubingswolistnego odmiany Sonet infekowanych przez
oprysk zarodnikamiC. lupini oraz elisytowanych roztworem toksyn grzybowychobyt
sprawdzenie czy stopieacylowania pigtieni cukrowych pochodnych izoflawonoiddw,
jest istotny z punktu widzenia transportu glikola@fonéw podczas infekcji (*).
Pokczenia cukrowe genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny potencjalnymi prekursorami
luteonu i wighteonu, zwekéw o dziataniu antybiotycznym w tubinie. Prezdtein
naszego zainteresowania byta dynamika zmiaresttych zwiazkoéw w ekstraktach zdi
roslin uzyskanych po przeprowadzeniu dwéchwliadczd, podczas ktérychdcie ralin
poddano elisytacji (doviadczenie 3) lub opryskowi zawieginzarodnikow C.lupini
(doswiadczenie 4). W pierwszym przypadku, podczas elspentu na réinach
elisytowanych zbierano osobnagdie z obydwu piter, natomiast w drugim przypadku
podczaseksperymentu nalimach infekowanych, zbierancdstie z catej réliny na jedn,
problke.

W pierwszym etapie analizy profili LC/MS pochodnyflawonoidéw zbadano, dla
jakich zwhzkoéw stzenia zmienigg sie w wyniku infekcji. W przypadku rdin
traktowanych roztworem toksyn grzybowych obserwaosvamiany ilgciowe dla wolnych
aglikonéw izoflawonéw oraz malonylowanego glukozy@+hydroksygenisteiny. W
drugim ddwiadczeniu przeprowadzono anglidla ralin tubinu waskolistnego odmiany
Sonet infekowanych zawiesirzarodnikow. W probkach materiatusionego zbieranego
po 24 i 168 h od momentu infekcji zaobserwowanocziee statystycznie zmiany w
poziomie zwiazkéw fenolowych dla wolnych aglikonéw izoflawonowraa dla
malonylowanego glukozydu 2’-hydroksygenisteiny. Wrzypadku pozostatych
przebadanych pochodnych flawonoidéwznite nie przekraczalty wado odchylenia
standardowego (Rys.5-21). Dlatego poréwnanie dykiarmmian syntezy zwizkOw

fenolowych w léciach tubinu wgskolistnego poddanych elisytacji i infekcji
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przeprowadzono dla @iiu zwiazkow: genisteiny ([M+H] przy m/z 271), 2-
hydroksygenisteiny ([M+H] przy m/z 287), wighteonu ([M+H]przy m/z 339), luteonu
(IM+H]" przy m/z 355) oraz malonylowanego glukozydu 2’loksygenisteiny ([M+H]
przy m/z 535). Dane dotygze zmian iléciowych tych zwazkOw zostaly przedstawione
na Rys. 5-22.

Zmiany stezen zwiazkow fenolowych w lisciach lubinu waskolistnego
infekowanego C. lupini
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Rys. 5-21 Zmiany ildciowe malonylowanych, glikozydéw flawonoidéw oraz winych aglikonéw na
podstawie chromatograméw pojedynczych jonéw [M+H] probek zebranych w 24 i 168 h po infekcji.
Kolejne wartosci na osi x reprezentuy wartosci m/z zarejestrowane dla jonéw [M+H] nasfepujacych

zwiazkéw 1, 2, 6, 8, 14, 3,12, 13, 9, 18, 16a, 16h, 22, 23, 24 (Tab. 5-2). Oznaczenia prébek: 24 IK,

168 IK — rosliny kontrolne odpowiednio po 24 i 168 h od momentinfekcji; 24 IT, 168 IT — rosliny

traktowane zawiesimg zarodnikow C.lupini odpowiednio po 24 i 168 h od traktowania.

Obliczenia wykonano dla powierzchni odpowiednichkdwi zintegrowanych
chromatograméw pojedynczych jonéw protonowanycisterzek [M+H] zwiazkow w
czasach 24 i 168 h po infekcji lub elisytacjisle. Wartasci integracji zostaty
znormalizowane wobec standardu wetwmnego | masy materialu dlmnego
wykorzystanego do ekstrakcji. Znaczny wzrosizenia (ok. 200%) malonylowanego
glukozydu 2’hydroksygenisteiny zaobserwowano po t24od momentu rozpoegegia
doswiadczenia dla sadzonek elisytowanych zaréwno deidch pierwszego jak i w
lisciach z drugiego ptra. Natomiast w przypadku dlon infekowanych zawiesin
zarodnikéw C. lupini znacznie wzrasta gtenie prenylowanych izoflawonéw po 24 h,
natomiast wzrost ikri malonylowanego glukozydu 2’-hydroksygenisteirtyserwowano
po 168 h od infekcji, jednak poziom sizenia tego zwizku byt mniejszy ni ten

obserwowany dla &in poddanych elisytacji. Zarejestrowanesdowolnych aglikonow
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prenylowanych izoflawonéw wdciach z rdlin elisytowanych byty 6 do 10 razy mniejsze
niz w przypadku rélin infekowanych zawiesinzarodnikowC. lupini natomiast po 168 h

obserwowane tice jeszcze wzrastaty (rys.5-22).

Roznice w ilosci izoflawonow w roslinach
elisytowanych i traktowanych zarodnikami grzyba C.
lupini
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Rys. 5-22 Zmiany ildgciowe obliczone dla malonylowanego glukozydu 2’hydiksygenisteiny, 2'-
hydroksygenisteiny, genisteiny, luteonu i wighteonna podstawie integracji chromatograméw
pojedynczych jonow [M+H]" przy m/z odpowiednio 535, 287, 271, 355, 339, mdekcji i elisytacji
zarejestrowane dla probek zebranych w dwdch czasa@# i 168 h. (Oznaczenia probek: D-4cie
elisytowane, G-licie z wyzszego wgzla niz elisytowane, I-lécie infekowane zawiesia zarodnikéw C.
lupini).
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4.8 Badanie biatek o aktywndci peroksydazowej w l§ciach tubinu waskolistnego

infekowanych zawiesina zarodnikowC.lupini. (Doswiadczenie nr 4)

Doswiadczenie przeprowadzono nalmoach tubinu wiskolistnego odmiana Sonet
poddanych infekcji przez oprysk zawiesirzarodnikbw grzybaC. lupini. Celem
eksperymentu byto okékenie odpowiedzi organizméw na atak grzyba patoggonna
poziomie biatek o aktywrioi peroksydazowej. Peroksydazy gwajakolowe raldo
biatek zwhzanych z patogenezroslin (PR), ktorych aktywn& wzrasta w momencie
infekcji przez mikroorganizmy patogenne. Monitorowea tego rodzaju zmian me
potwierdze zagcie infekcji w raglinach na poziomie proteomu. Ponadto korelacja dany
uzyskanych na poziomie analizy wybranych biatekrdgmpch udziat w odpowiedzi na
infekcje przez mikroorganizmy patogenne oraz metabolitdarmjch mae by pomocna
w analizie mechanizmow obronnych obserwowanych dzaakach badanych pod tym
katem rglin.

Zmiany w poziomie biatlek o aktywiao peroksydazowej w probkach Zdi roslin
infekowanych i kontrolnych tubinu agkolistnego oznaczono miez zdolna¢
katalizowania przez probki ekstraktéw biatkowycHentania gwajakolu w obecka
nadtlenku wodoru. Wykonano ekstrakcpiatek z léci roslin w dwoch punktach
czasowych po infekcji: 24 oraz 168 h. Testy na akig¢ peroksydazow ekstraktow w
reakcji utleniania gwajakolu przeprowadzono mierzmiare absorbancji przy diugoi
fali =436 nm w spektrofotometrze UV-Vis wg procedurysapiej w literaturze (Urbanek
I in. 1991). Wykres zamieszczony na Rys. 5-23 aljgazmiany zachodze w rglinach
infekowanych i kontrolnych. Mniej wcej dwukrotny wzrost aktywrigi prekosydazowej
zaobserwowano w probkach zslio traktowanych w poréwnaniu z kontrolnymi
zebranymi zarowno w 24 jaki i 168 h po infekcji. \Rlegle do zmian aktywroi
peroksydazowej zwrzanych z infekgj roslin zarejestrowano wzrost aktyw§m zwiazany

z wiekiem rglin.
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Rys. 5-23 Zmiany w aktywndci biatek o aktywnasci peroksydazowej w rénym 24 i 168 godzin po
oprysku zarodnikami grzyba C. lupini. Prezentowanewyniki sa §rednia z czterech pomiar6w.
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5 Dyskusja

Flawonoidy g przedmiotem badawielu grup badawczych na calydwiecie ze
wzgledu na role jak petnia w raslinach oraz pozytywny wptyw ich obecéw w diecie
cztowieka (March i Brodbelt, 200&uyckens i Claeys 2004; Tian i in., 2008; Farag.,i i
2008). Postp w opracowywaniu nowych metod analitycznych stamoyeh w badaniu
ztozonych mieszanin pochodzenia biologicznego #imga réwnolegte oznaczanie
ilosciowe i jakadciowe coraz wikszej ilagsci zwiazkow. Czas wykonywanych analiz
rowniez sie zmniejsza poprzez wykorzystanie nowych rczah aparaturowych w
zakresie rozdzialu mieszanin substancji, co sprawea maliwe jest badanie coraz
liczniejszych zbiorow prébek, zawiegajych wicej wariantéw déwiadczalnych w
odpowiedniej ildci powtorzé. Opracowanie wikxiwego protokotu analitycznego dla
badanej grupy zwikow w scisle okr&lonym materiale rdinnym lub zwierzcym jest
koniecznym etapem w przygotowaniuzllago eksperymentu metabolomicznego (Lisiec i
in., 2006; Weckwerth, 2007). Podep polegajce na profilowaniu metabolitow w
badaniach nad rglzwiazkow fenolowych podczas infekcji stosuje giowszechnie dla
wielu gatunkéw rélin np. w siewkach rzodkiewnika(abidopsis thaliangjak i zawiesin
komorkowych lucerny Nledicago truncatula (Kerhoas i in., 2006; Skirycz i in., 2007;
Tohge i in., 2005; Routaboul i in., 2006; von Raggek-Lahaye i in., 2004; Sumner i in.,
2003; Farag i in., 2008). W dotychczasowych baddmi@a sadzonkach ndych odmian
lubinu dokonano identyfikacji patzen flawonoidéw w korzeniachupinus angustifolius
(tubin waskolistny) oraz w tkankach (konzeczsci zielone) sadzonekupinus albus
(tubinu biatego) oraz_upinus luteugtubin z6tty) (Bednarek i in., 2003; Bednarek i in.,
2001; Fraski i in., 1999 a, b, Kachlicki i in., 2005). Zbadaréwniez wptyw stresow
abiotycznych (niedobor swiatta) oraz biotycznych  (elisytor grzybowy oraz
mikroorganizmy patogenne) na akumuéaeyiazkow fenolowych (Bednarek i in., 2003;
Bednarek i in., 2001). Dotychczas nie podejmowam@b pwyjasnienia roli procesu
malonylowania glikozydow flawonoidow w odpowiedza ratak patogenu. Zedeosci
pomiedzy stopniem akumulacji izoflawonoéw w tkance podcirdekcji, a wiekiem Kcia i

sposobem odbioru przezshime sygnatow zewegtrznych nie byty datd dyskutowane.
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5.1 Analiza jakosciowa i ilosciowa pohczen flawonoidéw w ekstraktach z tubinu
waskolistnego — aspekty metodyczne.

Identyfikacg zwiazkow fenolowych w ekstraktach zsdi tubinu waskolistnego
przeprowadzono na ukladzie chromatograf cieczowygespny z detektorem UV oraz
spektrometrem mas wykorzysiajsystemy rénych producentéw: HPLC/UV, HPLC/MS-
IT, UPLC/UVIMS-QqToF, RRLC/UV/MS-QqToF. Stosowanpaaaty rGnity si¢ miedzy
soly zdolnGcia rozdzielca chromatografow, oprécz tradycyjnej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej HPLC analizy wykonywanosyatemach wysokorozdzielczych:
ultrasprawnym  chromatografie cieczcowym UPLC oraz ybgp-rozdzielczym
chromatografie cieczcowym RRLC. W spektrometrach aongsh wykorzystano dwa
rodzaje analizatorow mas niskorozdzielczy analizgiatapki jonowej oraz hybrydowy
analizator wysokorozdzielczy sktadey sk z kwadrupola, komory kolizyjnej oraz
analizatora czasu przelotu. W wymienionych systénmsiosowaneasodmienne strategie
wykonywania eksperymentéw kolizyjnie indukowanejgmentacji, dlatego intensywsod
jondw potomnych zarejestrowane dla tego samegoazkwi na obydwoch typach
spektrometrow mas magby¢ rozne. W przypadku putapki jonowej fragmentacji
poddawana jest protonowana lub deprotonowanateezka oraz jej jony potomne, w
rezultacie otrzymujemy widma fragmentacyjne n-tegedu (w zaleénosci od ilosci
analizowanej substancji memy nawet zarejestrowavidmo 4-tego lub 5-tego ¢du). W
analizatorze wysokorozdzielczym QqToF fragmentamgasteczki zachodzi w jednym
etapie w komorze kolizyjnej w przypadku standardomgkonywanych eksperymentéw
MS/MS dz w dwéch etapach w analizach ,pseudo RMPierwszy zachodzi wrddle
jondéw i prowadzi do rozerwania ydan 0 nizszej energii, w drugim natomiastasteczka
poddawana jest kolizyjnie indukowanej dysocjacjikeamorze kolizyjnej. Sygnaty m/z
rejestrowane $ z dokladnécia do czwartego miejsca po przecinku, co ulwaa
wygenerowanie wzoru sumarycznego gkiu. Przedstawione powsj réznice w sposobie
analizy jonéw oraz dokfadsdoi ich rejestracji 8 przyczym réznic w specyficznéci
uzyskiwanych informacji na temat danych struktuyam uzyskiwanych podczas
profilowania metabolitow metodami LC/UV i LC/MS.

Opracowanie powtarzalnego protokotu izolacji @iidw fenolowych z materiatu
roslinnego jest niezédne do przeprowadzenia analizy j&iowej i ilosciowej na duej
ilosci probek. Kilka sposobow ekstrakcji poken flawonoidéw zostato opisanych

dotychczas w literaturze: (1) izolacja pod gkgzonym cinieniem, (2) za pomagtynu w
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stanie nadkrytycznym na przykiad ciekty €CB) w tazni ultradzwickowej (Rostagno i in.
2004; Herrera i Luque de Castro, 2004; Bajer i 2007). Poréwnanie procedur izolacji
zwiazkow fenolowych z fci tubinu waskolistnego za pomacekstraktora marki Dionex
oraz t&ni ultradzwickowe] miato na celu optymalizacjprocedury ekstrakcji wzetlem
ilosci zwywanych odczynnikbw i materialu dnnego, czasu wykonania oraz
powtarzalnéci procesu pod wzgtlem ilgsciowym. Szczegolnie istotne byto sprawdzenie
trwatosci poszczegollnych klas produktéw naturalnyckddoych przedmiotem analiz.
Waznym czynnikiem w badaniu pgizen flawonoidow jest wydajna izolacja
malonylowanych pochodnych, ktore ze waiyl na ich termolabilng, w podwyszonej
temperaturze magtatwo ulegé degradacji do nie-acylowanych glikozydow. Nagle
podkreli¢, ze probki materiatu dinnego oraz wysuszone ekstrakty byty przechowywane
w temperaturze —-80°C w celu unikoia degradacji materialu $linnego. Podczas
ekstrakcji prowadzonej na aparacie firmy Dionex ypodwyzszonym dnieniu w
komorze z kontrolowan temperatuy (40°C) oraz w temperaturze pokojowej
zaobserwowano podofrwydajnagé oraz powtarzalni procesu (Rys. 5-13). Procedura
izolacji zwiazkow fenolowych z wykorzystaniemZai ultradzwickowej prowadzona byta
bez rgimu temperaturowego (temperatura otoczenia). Wpymgpadku zaobserwowano o
rzad wielkasci wyzsze stzenie labilnych, w podwiszonej temperaturze, pochodnych
malonylowanych glukozydow genisteiny oraz 2’-hydspgenisteiny. Ponadto #6
stosowanego rozpuszczalnika w tym protokole bytg tazy mniejsza aiw przypadku
ekstrakcji pod zwikszonym cinieniem. Mniejsze odchylenie standardowe obliczdize
kolejnych pomiaréwswiadczy réwnie o lepszej powtarzaldoi procesu izolacji, w
ktorym wykorzystuje sitazni¢ ultradzwigkowa.

Optymalizacja programu rozdziatlu chromatograficanegstraktow jest jednym z
kluczowych krokéw w procesie profilowaniashmnych metabolitdw wtornych. Podczas
opracowywania metody analizy chromatograficznejazkdw fenolowych stwierdzonage
podstawowym problemem tradycyjnie stosowanych gayste HPLC jest brak
powtarzalnéci czasow retencji w serii analiz. Istotng r®wniez parametry kolumny, na
ktOrej prowadzony jest rozdziat oraz jej wypetnenW przeprowadzonych badaniach
wykorzystano trzy systemy chromatograficzne. Jedaith to tradycyjna wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC), pozostate dwa giesyy ultrasprawnej chromatografii
cieczowej (UPLC), w ktorych rozdziat prowadzony lpdd podwyszonym cinieniem
(600 Bar) przy zastosowaniu kolumn z wypetnionyetzem osrednicy ziaren pouej 2

um. Zaobserwowanage nawet prowadzenie rozdziatu na chromatografie G{RL ktérym
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kolumna utrzymywana byta w kontrolowanych warunkaemperatury nie poprawito
powtarzalnéci czaséw retencji analizowanych zwkow. Satysfakcjongpe wyniki
otrzymano jedynie przy rozdzialach w podwyonej temperaturze (40°C) oraz pod
zwickszonym cdinieniem na chromatografach UPLGdb RRLC, gdzie obserwowane
roznice w czasach retencji wynosity maksymalnie + Or@. Naley podkréli¢, ze
powtarzalné¢ rejestracji czasow retencji analizowanych gzkibw warunkuje maiwosé
poréwnania analiz wykonywanych dla wielu prébek zonarzeprowadzenie oblicze
statystycznych na danych otrzymanych bémminio podczas wykonywania analiz z
wykorzystaniem systemow LC/MS.

Whyniki analiz jakdciowych zaprezentowane w tabelach 1 i 2 wskang silra
zaleenos¢ ilosci identyfikowanych hdz rozpoznawanych zwikéw od zastosowanej
aparatury analitycznej (Muth i in., 2008). W trakgdrowadzenia badawykorzystano
szereg uktadéw sktadgjych sé z r&nych chromatograféw cieczowych oraz systemoéw
detekcji r@&niacych sé poziomem czukxi oraz specyficzriei wobec identyfikowanych w
analizowanych probkach metabolitow wtérnych. W spdindgci dotyczyto to
identyfikacji izomeréw potgeniowych. Podczas analiz ekstraktow tubinaskolistnego
za pomog UPLC/MS zidentyfikowano dwa razy wiej pohczer flawonoidéw ni
podczas stosowania normalnych systemoéw HPLC/MSeRaknie sprawldoi rozdziatu
stosowanych chromatografow cieczowych w badaniaetabolomicznych sprawiae
wykonywane pomiarysscoraz bardziej precyzyjne. Jednogre skraca si czas analizy,
co jest szczegolnie istotne w przypadku prowadzeaida na duych ilosciach prébek,
gdzie konieczne jest wykonanie odpowiedniej liczigwtorzeér analiz w celu dalszej
obrébki statystycznej wynikow. Ma to miejsce podchada prowadzonych na sinach
transformowanych lub na populacjach mapych w projektach skierowanych na efekty
hodowlane. Wyniki analiz ekstraktow zdi tubinu waskolistnego wykazatly obectd
szerokiej gamy patzer flawonoidéw obecy w prébkach w poréwnaniu z ekstraktami z
korzeni, w ktorych dominowaty pgtzenia izoflawondw (Kachlicki i in., 2005, Muthn.j
2009). Powodem obecfm pochodnych flawonéw i flawonoli w ezciach zielonych
roslin jest ich rola w ochronie tkanki przed szkodliwylziataniem promieniowania UV-B.

W chromatografach UPLC Ilub RRLC zastosowanych w zegpniu z
spektrometrem mas analizator hybrydowy typu QqToFeneguje widma
wysokorozdzielcze, gdzie wag m/z poszczegdinych jonéw [M+H]lub [M-H]” sa
rejestrowane z dokladicia lepsz niz 5ppm i na tej podstawie moa wyznaczy wzor

elementarny zwizku. Przy zastosowaniu dodatkowej kalibracji widmzgz dodanie
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roztworu referencyjnego na patku analizy mana poprawé doktadndé wyznaczenia
wzoru elementarnego nawet do okoto 1-2 ppm. W tpas&b potwierdzono skiad
elementarny zwizkéw zidentyfikowanych w probkach zdi roslin tubinu waskolistnego.
Ponadto w Kciach rglin elisytowanych oraz zranionych stm kontrolnych oznaczono
cztery dotd nieopisane zwreki: glukozydy wighteonu oraz luteonu i ich maloowiane
pochodne z doktadioia ponizej 2 ppm. Na podstawie #dic pomedzy wartgciami m/z
w widmach jonow potomnych analizowanych zmkiow, zarejestrowanych w wyniku
eksperymentow kolizyjnie indukowanej fragmentacjiDCMS/MS jonéw [M+H] do
odpowiednich aglikonéw, potwierdzono, jakie asteczki cukru wchodgz w skiad
analizowanych substancji oraz ich stdpeeylacji.

Istotnym problemem podczas analizy substancji nategyie LC/MS jest
precyzyjny dobor parametrow fizycznych wptya@jch na przebieg procesu jonizacji, na
transfer jonu przez analizator do detektora oraz spasob fragmentacji ggteczki
(Kachlicki i in., 2005, Stobiecki i in., 2006). Wrakcie poréwnywania widm
zarejestrowanych na 0ego typu spektrometrach istotne jest porownywaraglednych
intensywndci jonéw potomnych rejestrowanych w trybie MS/MS. d&wiadczeniach
przeprowadzonych na spektrometrach wyposgich wzrédto jonéw ESI oraz dwa #ée
typy analizatorow kwadrupol sprzony z analizatorem miegzym czas przelotu QqToF
oraz putapk jonowa IT wykazano, 42 przy stosowaniu niskich energii kolizji
intensywndci jonow fragmentacyjnychaspodobne, jednak przy stosowaniu asgych
energii kolizji obserwowaneagsznacace zmiany, ktore magby¢ efektem przegrupowia
zachodzacych podczas transmisji jonow do analizatora (Whualfer i in., 2000). Zwrécenie
uwagi na parametry energetyczne procesu jonizagiita jest szczegolnie istotne przy
tworzeniu baz widm substancji pochodzenia natuggnerejestrowanych przy
wykorzystaniu jonizacji przez elektrorozpraszaniekdizyjnie indukowan dysocjacy
jonéw (ESI CID MS/MS).

Brak widm masowych standardéow dla licznej grupy doidow naturalnych
powoduje znaczne wyditenie procesu identyfikacji analizowanych zzkow. Istotnym
problemem jest rownieporéwnywanie wynikow eksperymentow wykonanych wing@h
laboratoriach, ze wzgllu na stosowanie odmennych wacio potencjatow jonizaciji
podczas wzbudzania jonéw jak i energii stosowangotczas kolizyjnie indukowanej
fragmentacji. Wyej wymienione raénice w warunkach przeprowadzania analiz LC/MS
ograniczag mazliwos¢ tworzenia baz danych rejestrowanych widm, co sjaake % one

mniej rozbudowane w poréwnaniu z bardziej powtargahetody GC/MS (Moco i in.,
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2006). Obecnie dogbnymi bazami widm GC-MSasdostpna publicznie Golm Metabolite
Database oraz komercyjna Fiehn-Library, z kolei abawidm KNApSAcK jest
skonstruowana w oparciu 0 widma zarejestrowaneoraom spektrometru FT ICR i jest
dostpna bezptatnie. Ponadto dgste & bazy widm metabolitow zidentyfikowanych w
roznych odmianach pomidora - Tomato Metabolome Daw{@®©MET), Metabolome
Tomatoe Database (MoToDB) oraz bazy danych skag@anpformacije z rinego rodzaju
systeméw GC/MS oraz LC/MS jak MassBank, NIST, Wileyaz Mass Spectrometry
Database Committee. Publicznie dpsta baza danych zgzkéw fenolowych z owocow
pomidora §Solanum lycopersicumzostata opracowana na podstawie zarejestrowanych
widm wysokorozdzielczych MS/MS na analizatorze QgT®oco i in., 2006).
Powszechnie tworzones svewretrzne bazy danych metabolitow w oparciu o program
NIST (Lee i in., 2005; Helket i in., 2004). Inicyata standaryzacji bada
metabolomicznych, ktérej celem jest ujednolicenf@so protokotéw analitycznych w
badaniu metabolomu, przedstawita schemat, ktéryiegawminimum informacji o
eksperymencie, ktéreaswymagane, aby powtorzygo kadz porown& jego wyniki z
innymi grupami badawczymi (Jenkins i in., 2004 kdei w latach 2007-2009 ukazata si
szereg publikacji przedstawagych wymogi dotycgce zar6éwno hodowli materiatu
roslinnego jak i przygotowania probek, a takprocedur analitycznych (Allwood i in.,
2008; de Vos i in.2007; Bottcher i in., 2007; Fernie, 2007). Autorgigh publikaciji
naleza do MSI @ng. Metabolomic Standard Initiatiyespetnienie wszystkich zalece
metodycznych umdiwi poréwnanie wynikéw pomidzy laboratoriami. Tego rodzaju
unifikacja bada jest wymagajca podczas realizacji projektow z zakresu biologii
systeméw (Keurentjes i in., 2006; Weckwerth, 20@6pdacre i in., 2007; Sanson i in.,
2007; Fihen i in., 2007).

Okreslenie petnej struktury flawonoidow na podstawieestjowanych widm MS
nie jest maliwe. Analiza widm masowych uzyskiwanych przy zaswaniu dodatkowych
strategii wykonywania analiz takich jak dodawanieatithéw metali w celu
zmodyfikowania sposobu fragmentacjiasteczek oraz przeprowadzenia eksperymentow
przy ra&nych wartdciach energii kolizji i potencjalu stkowego, mae doprowadz do
okredlenia, jakie rodzaje cukréwasobecne w cgsteczce (rozrni¢ pentozy, heksozy i
deoksyheksozy), w jaki sposéh se soh polaczone czy § one acylowane, a tak, w
jakim miejscu casteczek g przylaczone reszty kwasowe (Pikulski i Brodbelt, 2003;
March i Brodbelt 2009). Naky jednak podkrdi¢, ze przyporzdkowanie casteczek
cukrowych konkretnym pozycjom grup hydroksylowyclglikonu oraz rozrénienie
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rodzaju wizania glikozydowego przy wykorzystaniu technik MStjczsto bardzo trudne
lub niemaliwe, szczegblnie w przypadku analizy ekstraktowvieaajacych due ilosci
ZWiazkow.

W zaleznosci od typu analizatora w spektrometrze mas oragostanych podczas
analizy protonowanych lub deprotonowanychsteczek parametrodrddia i transmisiji
jonéw w drodze optycznej aparatu, dla analizowandjstancji obserwowane gony
potomne o rénych intensywnfciach. Jak wskazano na Rys. 5-3 w zadgci od
zastosowanej energii kolizji 6 informacji o zwazku uzyskiwanych z widm MS ulega
zmianom. Intensywniei jondw potomnych zafe od geometrii casteczki poszczegoélnych
substancji oraz od energii aziah. Na podstawie zapisanych widm m@ rozrénia¢
izomery potaeniowe, jak na przyktad w przypadku malonylowanegkozydu-
ksylozyloglukozydu 3'©-metyloluteoliny (Muth i in., 2008). Porownanie wid
zarejestrowanych dla jednego z izomerow tegoazkui przy rG@nych energiach kolizji
(Rys. 5-3) oraz dla pciu izomeréw zwizku (Rys. 5-10) zapisanych w tych samych
warunkach energetycznyckhwiadczy o konieczn@i zwrOcenia uwagi na warunki
przeprowadzania eksperymentow MS/MSzRoGa w intensywngci jondw w pierwszym
przypadku nie wynika z edic w potazeniu grupy malonylowej w @steczce zwizku, a
jedynie z odmiennej kolejdoi dysocjacji wiazaa glikozydowych w czsteczce znajdagej
sig w raznych stanach energetycznych na skutek zderz@tomami gazu kolizyjnego.
Bezpiecznie jest, zatem przeprowadzanie eksperyment szerszym zakresie waito
energii kolizji (ramping energy), w ktorych mininmalje sk ryzyko utraty istotnych
informacji strukturalnych (Muth i in., 2008).

Podczas okeigania struktury zwizkébw na podstawie widm MS vaym
uzupetnieniem danych uzyskiwanych z widm CID MS/M#, ktérych analizuje sidrogi
rozpadu odpowiednich jonéw macierzystycly isformacje na temat skiadu zwku
zawarte w widmach wykonywanych w trybie jonéw daett — protonowanych [M+H]i
sodowanych csteczek [M+Na] oraz jondéw ujemnych, czyli deprotonowanych substan
[M-H] " (rys. 5-4, 5-7) (Stobiecki i in., 2006; Kachlickiin., 2008). Jonizae¢j ujemra
wykorzystuje s§ czesto w analizie iléciowej poniewa jest bardziej czuat oraz
generowane jony ujemnea sbardziej stabilne ni jony dodatnie. Jednak jony
deprotonowanych @ateczek malonylowanych pochodnych flawonoidow tatwegaj
dekarboksylacji, czyli eliminacji esteczki CQ z reszty kwasu malonowego, czego
efektem jest obecré obok spodziewanego jonu [M-Hjonu [M-44-H] w widmach MS

jonow ujemnych. W zwizku z tym w prowadzonych badaniach analizgdiowe oparte
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na zintegrowanych chromatogramach pojedynczychwomb trybie jonéw dodatnich.
Ponadto w eksperymentach MS/MS fragmentacjstezzek deprotonowanych wymaga
zastosowania znacznie ¢kszej energii kolizji nt w przypadku jonow dodatnich,
jednoczénie uzyskane widmaastrudniejsze w interpretacji (Cuyckens i ClaeysPp£0
Justensen, 2000).

Gtéwne drogi fragmentacji glikozydéw flawonoidowejimuja eliminacg kolejnych
czasteczek cukrow. Mdiwe jest okrélenie wzorca podstawienia gsteczek cukrow w
aglikonie, trudno jednak okike¢ miejsca podstawienia oraz rodzapaan glikozydowych
miedzy casteczkami cukrow. W pracach przeprowadzonych nadataach glikozydéw
flawonow okrdlono zalenos¢ intensywndci jondéw fragmentacyjnych of (Domon i
Costello, 1988) powstajych po rozerwaniu wear glikozydowych pomidzy
czasteczkami cukréw i aglikonem od miejsca pazgenia casteczki cukru dla
monoglikozydow flawondéw i flawonoli (Cuyckens i @gs, 2005). W cgsteczkach
glikozyddw zawierajcych wicksz ilos¢ czasteczek cukru zwksza st stopiér trudnaci
w okre&sleniu wzorca podstawienia cukrow, w konsekwencjnkdetnej struktury zwazku.

Z sekwencji jonow potomnych w widmie masowym zma wnioskowé o kolejndci
podstawienia jednostek cukrowych. Paay przyktad wskazuje na obeddodwoch
izomerow glukozydu-ksylozyloglukozydu ®&-metyloluteoliny (Rys. 6-1). Na podstawie
obserwowanych jonow potomnych glukozydu-ksylozyigizydu 30-metyloluteoliny
maozna okréli¢ sposob palczenia mgdzy cukrami. Udowodnion@e fragmentacja eZci
disacharydowej jest charakterystyczna dlazania glikozydowego 1-6, co obserwujemy
w przypadku izomeru 4a (Ma i in., 2001), natomidstk rozerwania wizania
glikozydowego mgdzy casteczkami cukrow w drugim glikozydzie sugerujeazeanie

ksylozylo (1-2) glukozydu.
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Rys. 6-1 Widma MS/MS izomeréw glukozydu-ksylozylogikozydu 3'O-metyloluteoliny (wg Muth i in.,
2008)

Flawonoidy wystpuja w tkankach w postaci pgizen glikozydowych oraz ich
acylowanych pochodnych. OKteny sposOb przykczenia cukréw do aglikonu oraz
stopien malonylacji mae mi&€ zwiazek ze stanem fizjologicznym organizmulinonego,
dlatego wane jest opracowanie metody, ktora uthei oznaczenie iléciowe |
jakosciowe poszczegolnych izomerow glikozydow flawonaiddProblem kompletnego
okreslenia struktury zwizku prowadzcy do jego jednoznacznej identyfikacji jest iy
jedynie za pomag spektroskopii NMR. Jednak badane substancjes siestabilne
termiczne, z czym wka Sig trudnagci w ich izolacji w ilgci wystarczajcej do
przeprowadzenia pomiaréw. Dodatkowo nrglepodkreli¢, ze ich stzenia w tkance
roslinnej s niskie. Powanym utrudnieniem jest rownie koniecznéé rozdzielenia
zwiazkow o podobnych wigiwosciach fizykochemicznych, a rozdzielézonormalnych
kolumn chromatograficznych w przypadkach aiidbw izomerycznych jest
niewystarczajca.

Mozliwos¢ okreslenia struktury zwgzkoéw chemicznych za pom@cspektrometrii
mas jest ograniczona, jedr@kmazna wykorzysta metody poszerzage zakres informacji
o badanych zwizkach na przyktad poprzez analipnéw substancji utworzonych przez

przylaczenie kationdw jedno i dwuwasmiowych metali zamiast protonu. Zastosowanie
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jonéw srebra Af w identyfikacji zwhzkéw fenolowych w ekstraktach z cytrusow
umazliwito rozréznienie izomerdow diglikozydéw flawonoidow (Zhang rdélbelt, 2005).
Podgto rowniez proke rozr&nienia izomerow diglikozyddw poprzez zastosowanigow
metali przejciowych (Cd", Cd*) oraz dodatkowych ligandéw nateych do
halogenowych pochodnych fenantroliny i bipirydynyrwatos¢ komplekséw typu
[Me**(flawonoid-H) ligand pomocniczljest zaléna od struktury pochodnej flawonoidu.
Poddanie takiego jonu kolizyjnie indukowanej dysefij powoduje rozerwanie wian
pierscieni jednostek cukrow umibwiajac tatwiejsz identyfikacg natury podczen
glikozydowych (Pikulski i in., 2007). Jednak analiza ztbonych mieszanin pochodzenia
roslinnego z zastosowaniem jonéw dwuwddiowych metali, przy diym stopniu
koelucji zwhazkéw, skomplikowataby znacznie proces identyfikagjibstanciji. Kationy
metali dwuwartéciowych mog tworzy¢ zwiazki koordynacyjne z dwoma lub trzema
pochodnymi flawonoidéw, co spowodowatoby powstarniie fragmentacje jondéw
mieszanych i znacznie utrudnitoby interpre¢acividm jonéw potomnych. W
prezentowanych badaniach przeprowadzono an®l&/MS jonow sodowanych zwakow
fenolowych. Na podstawie uzyskanych widm M@®dowanych csteczek maiwe byto
okreslenie pohczen pomigdzy cukrami w triglikozydzie, w ktérym cukrya odstawione
na dwéch ranych grupach hydroksylowych aglikonu (bez dkagia pozycji glikozylacji)
(Rys. 5-8). Dodatkow informach otrzyman podczas analizy zarejestrowanych widm
masowych byta mdiwos¢ okreslenia pieécienia cukrowego, do ktérego byly pragkone

reszty kwasu malonowego (Kachlicki i in., 2007).

5.2 Infekcja lisci tubinu waskolistnego zawiesia zarodnikéw C. lupini oraz

elisytacja roztworem metabolitow grzybowych.

Wybor warunkow eksperymentalnych w badaniach mdédamioznych jest
niezwykle istotny z punktu widzenia powtarzaloioobserwacji oraz zakresu informaciji,
jakie chce si otrzyma. Pierwszym etapem w badaniach nad, mWiagzkéw fenolowych
podczas infekcji tubinu wskolistnego zarodnikami grzyb&. lupini byto okrelenie
warunkéw hodowli rélin i sposobu infekcji sadzonek. W pierwszej kotsgi skupiono
si¢ na analizowaniu zmian goiowych wolnych aglikonow izoflawonow: genisteird/;
hydroksygenisteiny, luteonu i wighteonu, ktoryclyisgty na chromatogramach UV byty
dobrze rozdzielone. Luteon i wighteoa znanymi fitoaleksynami tubinu agkolistnego
(Ingham i in., 1983).
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Doswiadczenie nr 1 zostato przeprowadzone na trzytymgodych rglinach
lubinu waskolistnego, odmianie Sonet. Mialo ono na celu lesta procedury
postpowania z sadzonkami 89 linii populacji magmgj tubinu L. angustifolius W
pierwszym etapie przeprowadzono infekdjstkow z rozet z drugiego &zta przez
naklucie i nataenie zawiesiny zarodnikdw na zraniotkanke liscia. Materiat zbierano
osobno z kolejnych trzech gper rasliny. Celem eksperymentu byto sprawdzenie czy w
lisciach z innych poziomdéw hiinfekowany zaobserwowana zostanie indukcja syntezy
izoflawonow, swiadczytoby to,ze atak mikroorganizmu patogennego r$a hia drugim z
trzech pgter indukuje reakej systemowej odporioi nabytej (SAR) w réinie. Badanie
dynamiki zmian iléci wolnych aglikonéw izoflawonéw przeprowadzono weqiu
punktach czasowych po infekcji 24, 48, 120 i 168Rys. 5-14a). Zmiany istotne
statystycznie zaobserwowano jedynie w przypadkeol i 2’-hydroksygenisteiny w
lisciu poddanym infekcji, co wskazujee na poziomie syntezy fitoaleksynskioa nie
indukuje systemowej reakcji odpokuon

W drugiej czsci doswiadczenia nr 1 przeprowadzonej w tym samym czasie
dokonano infekcji przez oprysk sadzonek zawegiarodnikow grzyba patogenne@b
lupini. Celem eksperymentu byto oklenie reakcji w liciach z poszczegdlinych ebér
rosliny na infekcg calego organizmu i zbadanie zaleici rodzaju akumulowanych
zwiazkow od wieku lici. Materiat rglinny zbierano w czasach 4, 8, 24, 48, 120, 168h32
po infekcji. Zaobserwowano #ay sposéb akumulacji fitoaleksyn wdiach zebranych z
roznych weztow (picter) raslin infekowanych jak i kontrolnych. Akumulagjuteonu i 2’
hydroksygenisteiny zarejestrowano wclach z najwyszej czsci rosliny. Zwigkszenie
stezenia wighteonu zachodzito w starszydtitich, z 1 i 2 pitra. Ciekava obserwacgj w
obydwodch etapach dwiadczenia jest zabmos¢ spadku sizenia 2’-hydrosygenisteiny z
jednoczesnym wzrostemesenia luteonu, ktar zaobserwowano w 120 h po infekcji w
eksperymencie z nakiuciem wsdiach infekowanych oraz w 168 h po infekcji w
przypadku oprysku &in zawiesira zarodnikéw w Kciach najmiodszych. Fakt wzrostu
poziomu syntezy luteonu wstiach infekowanych przez zranienie (z drugiegata) oraz
najmtodszych (z najwszych wzitdw) maze by spowodowany tatwiejsz penetracy
tkanki lisciowej przez rozwijajce sg¢ mycelium grzyba. W przeprowadzonych
obserwacjach fitopatologicznychstim infekowanych przez oprysk stwierdzono objawy
antraknozy w najmiodszej ¢xi rosliny po 168 h od infekcji. Uzyskane dane na temat
przebiegu procesu infekcji magvskazywa na stabsg odporné¢ mechanicznych barier

takich jaksciana komorkowa, warstwy suberyn oraz kutikuli wnmadszych lciach. Z
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kolei zmiany stzen 2’-hydroksygenisteiny (ob#énie) oraz luteonu (wzrostegenia)
mog Swiadczyt o tym, ze pierwszy z wymienionych aglikonéw jest substratem
wykorzystywanym w infekowanych tkankach do syntdaieonu. Synteza zwiku o
aktywnaici antybiotycznej jest prawdopodobnie wynikiem aktysci prenylotransferaz.

We wczdniejszych eksperymentach, w ktorych infekowanélimg elisytorem
izolowanym zesciany komorkowej grzyba wstrzykiwvanym w todygiewek tubinu I(.
albus i L. angustifoliuy, aby zasymulow@ odpowied rosliny na stres obserwowano
reakcg rosliny w kilka godzin od infekcji (Bednarek i in., 2@, 2003). W przypadku
doswiadczér z zarodnikami grzyba czas reakcji byt zmy ze wzgldu na koniecznig
pokonania mechanicznych barier przez spory grziloaobne obserwacje poczyniono w
badaniach na ezciach zielonych rzepaku infekowanych zarodnikamzyge Phoma
lingam. Wzrost syntezy glukozynolanéw indolowych, fitoalgksrzepaku, nagpit po 4
dniach od infekcji (Kachlicki, 2004).

Colletotrihum lupinijest grzybem nekrotroficznym, ktéry powoduje wrpiszej
kolejnasci smier¢ komorek rélinnych, a nasfpnie odywia sii martwg tkanky (Nirenberg i
in., 2002). Patogen ten jest specyficzny dla gaiulokinu, atakuje wizki przewodzce
odcinapc transport substancji egwczych do wyszych medzywezli, wywotujac
antraknoz, a w efekcie smier¢ rosliny. Najlepsze warunki do rozwoju infekcji
powodowanej przez ataR. lupinito ciepty i wilgotny klimat, dlatego podczas piezych
24h eksperymentu utrzymywanashiay w takich warunkach poprzez naemie namiotow
foliowych. Mikroorganizmy przez wiele lat ewolucjwyksztatcity mechanizmy
detoksyfikacji fitoaleksyn produkowanych w skoach (Pedras i Ahiahonu, 2005).
Szczegolnie w przypadku patogenow specyficznychddlaego gatunku gbny czesto
wystepuje element obrony patogena przed reakcjami olgranrosliny. Moze to réwnie
powodowa op&nienie w akumulacji fitoaleksyn do poziomu, ktéry 6gh by
zarejestrowany podczas profilowania metabolitdwadeami LC/UV i LC/MS.

Podczas trwania pierwszegosdaadczenia w rélinach kontrolnych obserwowano
zmiany jakdciowe i ilosciowe pochodnych flawonoidow wstiach z kolejnych gier w
kolejnych punktach czasowych. W mgaiozwoju najmtodszych listkbw zaobserwowano
wzrost syntezy pochodnych flawonéw, co zmoby zwiazane z rozwijaniem i
powierzchni rozet i jednoczeie wicksz ekspozycj tkanek na szkodliwe promieniowanie
UV. Podczas trwania dwiadczenia sprawdzano rownigvzajemny stosunek flawonow
do izoflawonow w starszychstiach. Stwierdzonoze w rozetach z mszych weztow

zmniejsza s ilos¢ syntezowanych pochodnych flawondéw, a poziom izedladw
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pozostaje taki sam. Zmniejszenie poziomu syntepglydttdw naturalnych spetniggych
role filtru UV w dolnych partiach fkci roslin moze swiadczy o nizszym zapotrzebowaniu
na tego rodzaju metabolity ze wgdl na obnienie natzenia promieniowania UV
docierajcego do tkanek w tych egciach rglin.

Doswiadczenie nr 2 przeprowadzono na 89 liniach papul@apupcej tubinu
waskolistnego w celu zbadania roli izoflawonéw w odpsci poszczegolnych linii na
atak organizmu patogennego. Zastosowano metpdysku r@lin zawiesira zarodnikow,
poniewa byla bardziej naturalnym sposobem infekcji, a ph®nie dostarczyta
informacji o infekcji w catej rélinie. Ponadto metoda oprysku byta znacznie mniej
pracochtonna, co w perspektywie infekcji ok. 808liromiato duze znaczenie. Zmiany w
poziomie zwizkow fenolowych obserwowano w jednym punkcie czasowl68h po
infekcji, poniewa wtedy pojawity st zmiany chorobowe, ktére moa byto skorelowaz
analizami zmian w profilach pochodnych flawonoiddyniki eksperymentu na liniach
populacji mapujcej nie umaliwity ostatecznej klasyfikacji linii pod wzgtlem podatn<ci
na antraknog w korelacji z poziomem produkowanych fitoaleksjutéonu i wighteonu).
Na podstawie obserwacji zmian pochodnych flawoneid@ liniach, ktére zostaty
wyodrgbnione z catej populacji na wykresach PCA ékmo, ze najwiksze régnice
ilosciowe zwihzkOw pomedzy siewkami kontrolnymi a infekowanymi wypuja dla
malonylowanego glukozydu 2’-hydroksygenisteinyetnu oraz wighteonu (Rys. 5-15).
Okreslono rowniez zaleznos¢ pomidzy poziomem izoflawonow oraz obserwowanymi
objawami infekcji. Okazato sj ze raliny, dla ktérych nie zaobserwowano objawow
chorobowych maj wyzszy endogenny poziom glukozydu 2’-hydroksygenistearaz
wighteonu nt rosliny o nizszej zawartéci tych zwazkéw. Zaobserwowano ta&
tendeng zwigkszonego poziomu syntezy izoflawonéw w sadzonkashtrklnych linii
bez obserwowanych objawow antraknozy. Zanotowameiez wyjatki jak na przyktad
linia nr 71, dla ktoérej nie zarejestrowano istotmystatystycznie zmian w poziomie
badanych zwizkow pomedzy kontroh a rcling infekowary. Fakt tenswiadczy o tymze
synteza fitoaleksyn jest jednym z procesow obrohnywdukowanych przez $bne
podczas infekcji przez organizmy patogenne (Ryk5)%6-

Zroznicowanie w poziomie izoflawondéw i ich pochodnyabngiedzy liniami mae
wskazyw& na r@ny przebieg procesow regulatorowych aktyyeych szlak
fenylopropanoidowy w poszczegolnych liniach. Dowod@a rény stopié ekspresji
genow regulujcych syntez izoflawonow g badania przeprowadzone na wybranych

liniach, dla ktérych zaobserwowano wzngm stopniu objawy chorobowe — linia 24 i 86 —
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brak objawoéw; linie 36 i 130 — widoczne objawy. &astrowano wiszy poziom ekspresiji
genu syntazy izoflawonowej (ISF) dla linii z widogzni objawami chorobowymi, co
moze swiadczy o aktywowaniu syntezy izoflawonow w celu obronyzem atakiem

organizmu patogennego (Rys. 6-2).

IFS (syntaza izoflawonowa)
24k 24T 66k 66T 86k 86T 130k 130T M

Rys. 6-2 Wyniki badan ekspresji syntazy izoflawonowej (IFS) w liniach, & ktorych obserwowano
objawy choroby 66, 130 oraz dla linii 24, 86, dla trych nie obserwowano objawow choroby.
K- roslina kontrolna; T- ro $lina infekowana.

W daswiadczeniu nr 3 przeprowadzono elisytaligtkOw z rozet pierwszegoamta
sadzonek tubinu wskolistnego roztworem toksyn wyizolowanych z grzy®Ba lupini.
Badano dynamikzmian stzen pochodnych flawonoidéw w #hych punktach czasowych
3,6,9, 24, 48, 72, 168 h po elisytacji. W pierywszrzedzie podczas analizy danych, po
wykonaniu analizy PCA, zaobserwowano wzrost pozionalonylowanego glukozydu 2’-
hydroksygenisteiny w prébkach zdi roslin infekowanych zaréwno z pierwszego jak i
drugiego pitra po 24 i 48 godzinach. 2’-Hydroksygenisteina jesekursorem luteonu,
ktory jest znaa fitoaleksyra w tubinie (Rys. 5-17, 5-20). Akumulacja pochodnygih
zwiazku w lisciach z wyszego pitra niz elisytowane mge swiadczy o indukowaniu
systemowej odpowiedzi w §linie. W siewkach elisytowanych roztworem metatimlit
grzybowych po raz pierwszy zidentyfikowano guenia glukozydow prenylowanych
izoflawonow luteonu i wighteonu oraz ich malonylowa odpowiedniki. Zwizki te
wystepuja w ilosciach o rad wielkasci mniejszych ni w przypadku malonylowanego
glukozydu 2’-hydroksygenisteiny. W przypadku gluikdaw prenylowanych izoflawonow
istotne r@nice pomedzy prébkami z fici rosliny kontrolnej i infekowanej zaobserwowano
jedynie dla glukozydu luteonu w stiiach z pierwszego i drugiego ¢pia raliny
infekowanej. Po 48 godzinach od elisytacji poziolmkgzydu luteonu zaczyna spada

lisciach elisytowanych, natomiast zaczyna adsw lisciach z wyszego pitra raliny
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elisytowanej. Tendencja ta mm rOwniez swiadczy o tym, ze po reakcji w miejscu
elisytacji, ralina przygotowuje s do obrony systemowej gromagz pochodne
fitoaleksyn w gérnych dciach. Podobs dynamilke zmian obserwujemy w przypadku
ilosci wzglednych malonylowanych glukozydoéw wighteonu, 2’-hykkgpgenisteiny i
luteonu.

W ddswiadczeniu na rdinach elisytowanych toksynami wyizolowanymi z dgoay
C. lupini zidentyfikowano glukozydy wighteonu i luteonu orazh malonylowane
pochodne zaréwno wskiach z pierwszego jak i drugiegoepa. Naley podkréli¢, ze
zaobserwowano obec§to wymienionych zwizkéw réwnie w lisciach zranionych,
traktowanych 20% metanolem (lgpio) w rcilinach kontrolnych. W fciach z drugiego
pictra raslin kontrolnych nie zarejestrowandladu tych substancji. Obserwacje te
porbwnano z wynikami dwiadczenia przeprowadzonego na sadzonkach tubinu
waskolistnego, infekowanych przez zranienkeil z drugiego gira i natl@enie na niego
zawiesiny zarodnikéw grzyb@. lupini. W eksperymencie tym pomimo podobnej metody
infekcji nie zidentyfikowano pochodnych luteonu anghteonu. W przypadku gier lisci
bezpdrednio traktowanych roztworem toksyn oraz zawigsaarodnikOw, ranice w
reakcji mana wytltumaczy indukcp odmiennych ~mechanizméw obronnych
uruchamianych w odpowiedzi na infekcje i elisytaigksynami wyizolowanymi z grzyba
C. lupini. W przypadku Kci zranionych z rdin kontrolnych naktadano odpowiednio
roztwor 20% metanolu i wed destylowan. Fakt zastosowania innego sposobu
traktowania sadzonek kontrolnych seoby powodem raénicy w reakcji na poziomie
indukcji syntezy pochodnych luteonu i wighteonuwBdem tych obserwacji e by
toksyczne dziatanie metanolu. Wsdeadczeniu 1, gdzie étiny byly poddawane infekcji
poprzez naniesienie zawiesiny spor na zraniofmeli nie zarejestrowano w profilach
metabolitow wtérnych obecto pochodnych cukrowych luteonu i wighteonu. Moto
swiadczy o tym,ze zranienie igt nie wywotato silnej reakcji obronnej roslin.

Przeprowadzone dwiadczenia doprowadzity do wnioskowe istniep roznice w
reakcji obronnej rdin w zaleznosci od sposobu traktowania sadzonek. Spowodowato to
wykonanie dodatkowego poréwnania, ktérego celeno bydreslenia odmiennej dynamiki
zmian s¢zen malonylowanych pochodnych izoflawonéw oraz wolnyaglikondw w
trakcie rozwoju infekcji sadzonek tubinuaskolisthego odmiany Sonet powodowanej
przez oprysk zarodnikami grzykaa lupini oraz przez elisytagjpierwszego z dwoch ger
lisci roztworem toksyn grzybowychZaobserwowano istotne mdice w ilcciach

wzglednych dla piciu zwiazkéw: malonylowanego glukozydu 2’-hydroksygenisyein
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genisteiny, 2’-hydroksygenisteiny, luteonu i wighte w analizie prébek po 24 i 168
godzinach od traktowania elisytorem lub zawigsiarodnikow. Po poréwnaniu wynikow
obliczen stwierdzono czterokrotny wzrost ¢sénia malonylowanego glukozydu 2'-
hydroksygenisteiny w 24 h po elisytacji toksynamayjpowymi, podczas gdy w probkach
z radlin infekowanych zaobserwowano znacznie mniejszeaanw tym zakresie (w
granicach odchylenia standardowego). W przypadklnyet aglikonéw zaobserwowano
dwukrotny wzrost stzenia luteonu i trzykrotny wzrost ¢genia wighteonu zaréwno w
lisciach z rglin infekowanych przez oprysk zawieginarodnikéw jak i w Kciach z rélin
elisytowanych (Rys. 5-18, 5-22). Jediakw rdlinach elisytowanych i ich kontrolach
obserwowano te zwrki w ilosciach o rad wielkasci mniejszych nt w roslinach
infekowanych przez oprysk. Ridice te mog wynika¢ z odmiennych warunkéw
pogodowych przeprowadzania eksperymentu pordenia byly one przeprowadzane
rownolegle. Wszystkie hodowle don przeprowadzano w szklarni, gdzie nie jestztivee
zachowaniescisle tych samych warunkéw wegetacyjnych (temperatwdgotnosé,
oswietlenie) podczas kolejnych eksperymentéw. Wyealiowanie tego rodzaju zmian
poprzez wykorzystanie w badaniach fitotronow poz\@oby na zwekszenie precyzji
wykonywanych obserwacji. W probkach zslio infekowanych zarodnikamC. lupini
wzrost stzenia 2’ —hydroksygenisteiny zaobserwowano po 168dhinfekcji, w tym
samym czasie gtenie wighteonu i luteonu zekszyto s¢ czterokrotnie w porownaniu do
kontroli.

Generalna tendencja zmian wahych ilgsci badanych zwizkdw wskazuje na
odmienn, dynamilke akumulacji izoflawonow i ich pochodnych w przypadklisytacji
oraz infekcji zarodnikamiC. lupini. Zréznicowane mechanizmy odpowiedzi na atak
mikroorganizmu patogennego oraz wywotanej przez dpoté dziataniu elisytora
zarejestrowano podczas badania zawiesin komorkovkgeheni Medicago truncatula
elisytorem z dridzy symulupcym infekcg grzybowa oraz kwasem jasmonowym, ktory
jest zwazkiem sygnatowym inicjucym odpowied rosliny na zranienie (Farag i in.,
2008). Zmiany w poziomie zwzkow fenolowych obserwowano w 21 punktach
czasowych do 48 godziny od infekcji. W wyniku trak@nia zawiesin komdrkowych
elisytorem grzybowym zaobserwowano wzom syntez wolnych aglikonéw
izoflawonow, podczas gdy ester metylowy kwasu jasmaaego powodowat akumulaci
fitoaleksyn — medykarpiny poprzez uwalnianie tegwiazku z glikozydowych
pochodnych. W zawiesinach komorkowych lucerny, l@fatraktowanych elisytorem

drozdzowym zaobserwowano 15-sto krotny wzrosgzehia fitoaleksyny — medykarpiny.
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Wykazano rownig wzmazong syntez jej prekursorow formononetyny oraz westionu
(Tang i Smith, 2001).

W roslinach rodziny bobowatych rel fitoaleksyn peti zwiazki z grupy
izoflawonoidow jak medikarpina w lucernie, glycewiw soi oraz luteon i wighteon w
lubinie. Akumulac§ izoflawonoidéw w ranych gatunkach &in obserwowano w
odpowiedzi na stresy abiotyczne jak promieniowabi¥, reakcja na podwiszone
stezenia metali aizkich oraz biotyczne jak infekcja zarodnikami grzyb@atogennych
badZ traktowanie elisytorem d#dzowym (Broeckling i in., 2005; Kessmann i in., 1990;
Parry i in., 1994; Bednarek i in., 2003). Z2Ré sposoby reakcji na poziomie izoflawonow
oraz ich paiczen glikozydowych zaobserwowano stogtijmeto@ infekcji zarodnikami
patogenow oraz traktowania elistytorem grzybowyt’ldrazdzowym (Farag i in., 2008).
W tubinie waskolistnym indukaj syntezy aglikondéw genisteiny i 2’hydroksygenisyein
oraz ich prenylowanych odpowiednikow wighteonu itebnu zarejestrowano w
odpowiedzi na infekegj zarodnikami grzyb®leiochaeta setosgBednarek i in., 2003). Nie
opisano jednak zmian w peizeniach glikozydowych izoflawonéw w reakcji tubima
stres.

Podczas analizy wynikow uzyskanych podczas profilwa zwizkéw fenolowych
zwrdcono uwag na maliwosé przypisania malonylowanym pochodnym izoflawonow ro
w transporcie aglikonéw do miejsc nieinfekowanyctcelu przygotowania odpowiedniej
ilosci substratow w tkankach giiny do syntezy zwjzkéw o dziataniu antybiotycznym w
odpowiedzi na potencjalne zagemie. Izoflawony mog by¢ syntezowane dulz tez
uwalniane z paiczen glikozydowych magazynowanych w wakuoli. Mechanizemsportu
tych zwiazkOw do miejsca infekcji nie jest do kwa poznany. Wiadomym jeste w
procesie tym biar udziat transportery typu ABC (ATP Binding Casskgtterzyhczenie
kwasu malonowego do gzteczki glikozydu flawonoidu nme mig€ wplyw na
przenoszenie tych ggteczek przez transportery anionowe ABC typu MRRil{idlrug
Related Proteins), przystosowane do transportu udmbanych przestrzennie
amfipatycznych zwizkdéw anionowych. Sugerowane miejsce wysivania transporterow
MRP wArabidopsis thaliando btona komorkowa wakuoli (Taguchi i in., 2005y i in.,
2007; Liu i in., 2001). Badania prowadzone na zaim&ch komodrkowych Alfalfa
(Medicago sativa [).wskazuj na obecn& pochodnych malonylowanych flawonoidéw w
nieinfekowanych rélinach oraz wzrost ich poziomu po infekcji organeam patogennym
(Kessmann i in., 1990). Wzrostegenia malonylowanego glukozydu fomononetyny

wykazano w kciach lucernyMedicago sativaw reakcji na infekg mikroorganizmem
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patogennymPhoma medicaginigJashski i in., 2009). Formononetyna, jako prekursor
medykarpiny mee by uwalniana z pekzer glikozydowych. W przypadku baflana
lubinie waskolistnym infekowanym zaréwno zarodnikaf@i lupini jak i traktowanym
roztworem toksyn grzybowych obserwowano wzrostestia malonylowanego glukozydu
2’-hydroksygenisteiny odpowiednio w 168 h od infelaraz 24 h od elisytacji (Rys. 5-
22). W liéciach sadzonek elisytowanych po raz pierwszy zididwano pochodne
malonylowane luteonu i wighteonu, zaréwno \cilch zranionych jak i w dciach z
wyzszego pitra. W przypadku fici z pierwszego pira rclin elisytowanych zmiany
stezen malonylowanych glukozydéw luteonu i wighteonu reg statystycznie istotne
jednak w przypadku dci z wyzszego wzta zaobserwowano staty wzrost tych zzkiow.
Moze to swiadczy¢ o indukcji systemowej odpordc nabytej (SAR) w rélinie pod
wptywem traktowania toksynami wyizolowanymi z gray®. lupini.

Wykazano,ze enzymy o aktywnw@i acylotransferaz charakteryzugic wigksz
specyficznécia odnagnie czsci glikozydowej nk aglikonu, ponadto stwierdzonoz i
malonylacji ulegaj monoglikozydy a kolejne jednostki cukrowe pepgane zostajdo
malonylowanej cgsteczki glikozydu aglikonu (flawonoidu) (Suzuki n.j 2002). W
analizowanych prébkach z $di  tubinu wgskolistnego, obserwowano jedynie
malonylowane monoglukozydy prenylowane. Postulowasla malonylacji czsteczek
metabolitow wtérnych to: zabezpieczenie przed glktazami oraz zmiana vél@wosci
fizyko-chemicznych cgsteczek umidiwiajaca transport poprzez btony w komdrkach
(Nakayama i in., 2003).

Badanie dynamiki zmian na poziomie metabolomu iliwea obserwaci
aktywacji lmdz supresji szlakow biosyntetycznych zwkow o aktywnéci antyseptycznej
badZ ich prekursoréw podczas ataku organizmu patogennégiany w sposobie utenia
czasteczek cukru na aglikonie oraz stdpiech malonylacji § zalezne od stanu
fizjologicznego komorki. Rinice w profilach pajczer cukrowych zwazkéw fenolowych
ztozonych ekstraktéw rdinnych jest maliwe przy wykorzystaniu technik, w ktérych
chromatograf cieczowy jest speony z spektrometrem mas. Metoda ta ualimoa
identyfikacg zwiazkOw oraz rozrénienie wspotwyptywajcych izomeréw na podstawie
zarejestrowanych sygnatdw m/z dla protonowanych digprotonowanych asteczek.
Jednoczénie maliwe jest przeprowadzenie analizy dowej na podstawie

chromatogramow pojedynczych jonow analizowanyclstauizji.
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6 Whnioski

1. Wykorzystanie w prowadzonych badaniach systemovktarych chromatografy
cieczowe byly sprzone z rénego typu detektorami pozwolito na ogeith
przydatndci do monitorowania zmian ifgiowych i jakdgciowych w skladzie
metabolitow wtdrnych w tkankach domanych poddanych dziataniu czynnikow
stresowych. Ze wzgtlu na skomplikowany skfad analizowanych ekstraktpag
katem zawartéci pochodnych flawonoidéw ddacych obiektem bad&
stwierdzono, ze jedynie spektrometry mas spetaiajrole detektoréw
umazliwiajacych wiaciwy poziom selektywnéei i specyficznéci. Rownie:
zdolna¢ rozdzielcza stosowanych chromatografow cieczowydhta zasadniczy
wplyw na jaké¢ uzyskiwanych wynikow profilowania metabolitéw widgch.

2. Podczas analiz jakoiowych maliwosé rejestracji widm jonow potomnych w
eksperymentach CID MS/MS byla niezwykle istotna diayskania waznych
informacji strukturalnych o obecnych w prébkach abetitach wtornych.
Szczegdblnie w sytuacjach, gdy wiele substancji ays@zkami izomerycznymi lub
izobarami (zwazkami posiadacymi ten sam skiad elementarnysteczek).

3. Wykazano przydatrsé hybrydowego spektrometru mas, gdzie tandemowy
analizator sktada siz kwadrupola i analizatora miexzgo czas przelotu (QqToF),
do analiz ildciowych metabolitow wtérnych wymywanych 2z kolumny
chromatograficznej.

4. Wykazano wptyw wieku poszczegolnychega zielonych w sadzonkach tubinu na
zroznicowanie sktadu pochodnych flawonéw i flawonolkaoiizoflawondw.

5. Zademonstrowanoze metoda przeprowadzania infekcjislo ma zasadniczy
wplyw na poziom rozwoju infekcji w sadzonkach tubinoraz na profile
pochodnych flawonoidéw obecnych wegéeiach zielonych rdin.

6. Zmiany w poziomie malonylacji glikozydow izoflawowdo infekcji lub elisytacji
swiadcz, ze ten typ modyfikacji mge mie€ znaczenie dla transportu wexatnz
tkanek malonylowanych glukozydow genisteiny oraz czegolnie 2'-
hydroksygenisteiny dmlacych potencjalnymi prekursorami syntezy fitoaleksyn
lubinie, prenylowanych pochodnych wymienionych wécdej aglikonow:
wighteonu i luteonu.

7. Mechanizmy obronne inicjowane w tkankach sadzongknb s zaleene od

sygnatébw odbieranych przez shmy podczas infekcji grzybem lub elisytaci
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toksynami grzybowymi. Podczas infekcji roslin zaswe zarodnikow, w
pierwszym rzdzie nasipuje wzrost syntezy wolnych aglikonéw izoflawondw,
natomiast w przypadku elisytacji, we wszystkich dragth tkankach &innych
akumulowane sglikopochodne wighteonu i luteonSwiadczy to o przygotowaniu
rosliny do obrony przed organizmem patogennym i wy®niu systemowej
odpowiedzi nabytej (SAR).

. W roslinach infekowanych zarodnikami grzyb@. lupini badZz elisytowanych
toksynami na jednym poziomiesdi zauwaono odmienny sposob akumulacji
wolnych izoflawonow. W pierwszym przypadku reakoja traktowanie nagpita
lokalnie, w drugim natomiast zaobserwowano wzréstesia wolnych aglikonéw
izoflawonow na wszystkich poziomachkdi roslin elisytowanych.

. Wykazano,ze odpowied rosliny na infekcg zachodzi nie tylko na poziomie
metabolitow wtornych, ale tak r&znych bialek zwizanych z patogengZenzymy

szlaku fenylopropanoidowego, peroksydazy).
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