mgr farm. Malgorzata Koltun-Jasion

Poszukiwanie zwigzkow pochodzenia naturalnego w terapii

schorzen o podlozu zapalnym

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w

dyscyplinie nauki farmaceutyczne

Promotor: Prof. dr hab. n. farm. Anna K. Kiss

Promotor pomocniczy: dr n. farm. Agnieszka Filipek

Katedra 1 Zaktad Biologii Farmaceutyczne;j

Warszawski Uniwersytet Medyczny

Obrona rozprawy doktorskiej przed Rada Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych

Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Warszawa 2023






Realizacja tej pracy nie bytaby mozliwa bez wsparcia i wspotudzialu wielu wspaniatych osob,

ktérzy bez watpienia zastuguja na uznanie.

Sktadam serdeczne podzickowania Pani Promotor, Prof. dr hab. n. farm. Annie Kiss za
ciaggla motywacje do osiggniecia samodzielnosci naukowej, opieke promotorska, cenne uwagi
merytoryczne, a przede wszystkim poswiecony czas, wyrozumialo$¢, cierpliwo$¢ oraz

nieoceniong pomoc w przygotowaniu rozprawy doktorskie;j.

Pragng rowniez podzigkowaé¢ catemu zespotowi Katedry i Zakladu Biologii
Farmaceutycznej oraz Pracowni Microbiota Lab — wszystkim Pracownikom
i Doktorantom za wspdlnie spedzony czas, cenne wskazowki, zyczliwos¢, dzielenie si¢ swoja
wiedza 1 doswiadczeniem oraz okazang pomoc. Serdecznie dzigkuje dr n. farm. Agnieszce
Filipek, za pomoc w analizach cytometrycznych, dr n. farm. Andrzejowi Parzonko za cenne
rady dotyczace hodowli komorkowe;.

Ogromne podzigkowania sktadam takze Monice Marciniak, Sebastianowi Doktérowi,

Sebastianowi Pelce, Pani Malgorzacie Lipowskiej za pomoc techniczng oraz dobre stowo.

Serdecznie dzigkuje dr hab. n. farm. Malgorzacie Wrzosek za mozliwos¢ realizacji badan
dotyczacych ekspresji genow, zwigzanych z sygnalizacjag TLR w Katedrze Biochemii i Chemii
Klinicznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, a takze dr hab. n. farm. Marcie

Dudek z Polskiej Akademii Nauk w Lodzi za mozliwos¢ realizacji analiz NMR.

Podzigkowania skladam réwniez mojemu Mezowi oraz Rodziom, dzigkujac za nieztomnag

wiar¢ we mnie i wieloletnie wsparcie.

Matgorzata Kottun-Jasion, Warszawa, 2023






Spis tresci

Wykaz skrétéw
Streszczenie w jezyku polskim
Streszczenie w jezyku angielskim
1.  Wstep
L.1. Charakterystyka ro$lin Z rodziny OlEACEAC ...........cceevveruierierieieeieieeieie et eeeseeeee st eseseeaesseeneeas
1.2. Charakterystyka rodzaju Forsythia Vahl.............cccccoeiiiieiiiieniesieseeee et
L.2.1.  WYSTEPOWAINLC ....eeuvieueeeientesieetesteeteseeesesetesseessenseessenseessenseensesseensesssensesssensesssensesnsesesssenseensensennsenns
1.2.2.  Charakterystyka DOtanICZNA ..........ccevieiiirieiieieiieeecee ettt sttt eeae s e sae st e ensesseennens
1.2.3. Profil fitOCHEIMICZIY.......eeciieeieieeieie ettt ettt st sae s e sessaessessaesseessenseensenseensenns
1.2.4. Dzialanie i WYKOIZYStanie€ W teIADI1. . .ccveeverrerrerrieierieeteeteeteeteseseessesseessesssessesssessesssessesssesseensenns
1.3. Charakterystyka rodzaju Fraxinus L. .........c..ccoooieoeiieieiieeeieieetee ettt sneense s
1301, WYSTOPOWANLC .....eevieueeerenieeieeteeeteteseteseseeesseessenseesseseessenseenseeseensesseensesnsensesssensesssansenssensennsensennsenns
1.3.2.  Charakterystyka DOtaniCZNA ..........ccevieriirieiieieiieiereee ettt eea et saesseensesseeneens
1.3.3.  Profil fitOChEIMICZIY.......eecviieieie ettt ettt st s esae s e e seesaesseessenseensenseensenns
1.3.4. Dzialanie i WYKOIZYStanie€ W teIADI1. . .ccveevererrerrieierieeteeteeseetesseseeessesseessesssessesssessesssesseesesseensenns
1.4. Przewlekle Choroby NI€ZaKazZne...........ccevuieierieiieiieie ettt ettt ssaeseennenseas
L.5. Rola komérek monocytéw i makrofagdow w przebiegu stanu zapalnego ..........ccevveveevvereereeniennennen.
D51 MOMOCYLY -ttt ettt ettt bt e e et st e e s et e e bt e sab e e bt e eabeenbeesabeeseesabeensaesaneens
L TRV 14 o) s TSRS SRSRP
1.5.3.  Udzial komérek monocytéw i makrofagow w patogenezie chordb o podtozu zapalnym...............
1.5.4. Interleukina 10 - kluczowy regulator odpowiedzi Zapalne]............cccererverereeneeienieieseeee e
1.6. Rola monocytoéw i makrofagéw w patogenezie MiaZAdZYCY ........ccvevveeverireierieeniereeseeseesieseeeeseneneens
1.7. RECEPLOTY TLR ..ottt ettt st e st st e st e s be e baeeabeenaees
2.  Cel badania i gléwne hipotezy badawcze
3.  Materialy i metody
3.1. Materiaty do badan fitochemiCZnyCh...........cccoouiiiiiriiiiiieeeeee e
3.2. Materiat roslinny do badan fitochemicznych oraz badan biologicznych ..........ccccoevvrverviierennenen.
3.2.1. Przygotowanie ekstraktoéw octanowych do izolacji jednorodnych zwiazkéw chemicznych...........
3.3. MELOAY DAAAWCZE ...ttt ettt ettt sttt e e e st et e e se et e eseesseensesseensesseensessnensessnensens
3.3.1. Ultrasprawna chromatografia cieczowa (UHPLC-DAD-ESI-MS/MS).......cccoveiriienieienieieeeeiene
3.3.2.  Chromatografia kolumnowa (CC) i cienkowarstwowa (TLC) ........cccccvrveririerinieneeieeeeieeeeeeee
3.3.3.  Chromatografia preparatywna (HPLC-PREP)...........ccceciriiiirieieieeceeeeeee e
3.3.4.  Hydroliza eNZYMAtYCZNA. .......cceecverreeeieriieientieteeteetesstetesseessesseesesseesesssessesssessesssessesssessesssesseensenns
3.3.5. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)........ccoviviiririenieiienieieeeee e
3.3.6. Przygotowanie roztworow wyciagdéw oraz zwigzkéw do badan biologicznych .........c.cceeevveeeennnnne
34. Odczynniki do badan W Warunkach iz VIfro ............ceeoeeieieiieiicieeeeeet et
3.4.1.  Odczynniki do izolacji i hodowli KOmMOTKOWYCh..........cccviriieiiiieiieieecee e
3.4.2.  Odczynniki do eksperymentow 1aboratoryjnychi .........c.ccveveviivieiiiiieieeeeeeee e
3.4.3.  SPIZEt LabDOTatOIY IIY .. .ecuieiireieiieiesie ettt ettt ettt et et e etesseessesaeesesseeseessesessseaseensenseensenseensens



3.5. MOdElE KOMOTKOWE ...ttt ettt ettt ettt be sttt e s 74
3.6. MELOAY DAAAWCZE ...ttt ettt ettt ettt et et e et e st e e st et e eseesseensesseensesseensesseensenseensens 78
3.6.1.  Okreslenie stopnia ekspresji receptora CDOS ...........ccveviieieriiiierieiee et 78
3.6.2.  Ocena stopnia wydzielania dehydrogenazy mleczanowe]...........ccveeveruevienieeienieeieneeieneeieseeeeene 81
3.6.3.  Ocena ilosci komoérek barwionych jodkiem propidyny (PI)........cccccevireienieiieiieeeeieeeeieeeeee 82
3.6.4.  Ocena aktywnosci metabolicznej komorek w teScie MTT .......ccooivieriirienieieieeieseeeeee e 82
3.6.5. Ocena stopnia wydzielanie mediatorow zapalnych metodg ELISA ..........ccoooevieiieviecienicieeeee 83
3.6.6.  Ocena stopnia ekspresji IL-10R, metodg cytometrii przeplyWowe].......ccovvveverierieneecienieieeeeiene 85
3.6.7.  Ocena translokacji jadrowej NF-kB p65 metoda cytometrii przeplywowej........ccevveeveeveviereennenne 85
3.6.8. Immunochemiczna detekcja biatek metodg western blot .........cocvvveririiniicierieeeeeeee e 86
3.6.9. Przygotowanie materiatu komdrkowego do oznaczen immunochemicznych...........ccooevecivrerennnne 88
3.6.10. Izolacja mRNA z materiall KOMOTKOWEEZO .......ocvvriiiiieiiiieicciec et 92
3.6.11. Przeprowadzenie reakcji 0dwWrotnej tranSKIyPCii....c.eevereeeierierieriieienesienie et ns 93
3.6.12. Zastosowanie metody real-time PCR do oznaczenia ekspresji panelu 84 genow z wykorzystaniem
mikromacierzy RT2 Profiler PCR Array TLR.......cccciiiiiiiiiieeeeceeeee e 94

3.6.13. Zastosowanie metody real-time PCR do oznaczenia ekspresji TNF-o, IL-6, MCP-1 z uzyciem
POJEAYNCZYCH SONA......oiiiiiiiieieciee ettt b e st e s e s st e sessaeseenseseensenseensenns 97

3.6.14. Ocena stopnia akumulacji cholesterolu metoda barwienia Oil Red O ........cccoovveveviecienieiieniene 98
3.6.15. Analiza statystyczna oraz oprawa grafiCZna...........cceecveeueeieniercienieieneseeneeee et ne 99
4. Oméwienie wynikow 101
4.1. Analiza fitochemiczna wyciagow F. suspensa, F. % intermedia, F. europaeq.................c...ccc.... 101
4.2. Analiza fitochemiczna wyciggoéw oraz izolacja jednorodnych zwigzkéw z roslin z rodziny
OLACEAL. ...ttt ettt ettt ettt ettt b e bt sttt ettt ettt e st e st ebt e bt e bt e bt ebeeb e bttt sb e b be s et et ennene 106

4.2.1. Frakcjonowanie i analiza fitochemiczna wyciggu metanolowego z lisci gatunku Forsythia X
BRBEFINCAIAL ...ttt ettt ettt et b bttt b et naen 106

4.2.2. Frakcjonowanie i analiza fitochemiczna wyciaggu metanolowego z lisci gatunku Forsythia
SUSPDOIIST <. eeeeeeeee et et estt et e bt e st esate s et e e s bt e sate e bt e e ab e e bt e s ab e e bt e sh bt e bt e nat e e bt e sabe e beesabeebeesateebeenates 109

4.2.3. Analiza fitochemiczna wyciggu wodnego (naparu) przygotowanego z liSci gatunku Fraxinus
€XCEISION 1 JEZO TTAKCTI. eeuvieuieie ettt ettt et e st et e enaesseensesseensesseensenseensenns 110

4.2.4. Izolacja zwigzkéw z grupy lignandw, fenyloetanoidow i sekoirydoidOw..........ccocvevveveveieniennne 112
4.3. Okreslenie wlasciwosci przeciwzapalnych wyciagéw metanolowych, przygotowanych z lisci dwoch
ATUNKOW TOTSYCT1 1.vveuveeiieiieiietieiestiete st et e et et et este st ete st esessaesseesaessesssenseessenseansanseensesseensenseensennes 115

4.4. Okreslenie wiasciwosci przeciwzapalnych naparu i jego frakcji, przygotowanych z lisci Fraxinus
EXCOISTOT ...ttt ettt ettt ettt et b bt e bbbt b e bt sh et et a et et nnene 119

4.5. Ocena wlasciwosci przeciwzapalnych zwiazkow z grupy sekoirydoidoéw, fenyloetanoidow,
glikozydow fenylopropanoidowych oraz flawonoidow w modelu monocytow/makrofagow

PBIMC ...ttt ettt ettt ettt h bt e h e bbb st bt a et et tene 124

4.6. Ocena wlasciwosci przeciwzapalnych zwiazkow z grupy lignanow w modelu komorek
monocytOwW/makrofagOw PBMC .........ccoooiiriiiiieieie ettt 130

4.7. Ocena wlasciwosci przeciwzapalnych zwiazkow z grupy lignanéw, w modelu komoérek makrofagéw
TIET THP=T oottt ettt ettt ae et b e sttt b et e sae st enbennens 136

4.8. Ocena wplywu zwigzkow z grupy lignanow na regulacje¢ Sciezek sygnatowych
IMAPK .ttt ettt ettt ettt b bt bbbt b sh b ae e et naene 144

4.9. Ocena wptywu arktyiny i arktygeniny na modulacj¢ przekazywania sygnalu za posrednictwem

TECEPLOTOW TLR ...ttt ettt et e st e et e st eneesseensesseensesseensesseensenseansenns 147



A o A

4.10.  Ocena wptywu arktyiny i1 arktygeniny na ekspresj¢ genow bialek efektorowych i receptorow
uczestniczacych w funkcjach i sygnalizacji makrofagow .........ccoocveveeriecirieiecieieceeeee e 152

4.11.  Ocena wptywu arktyiny i arktygeniny na regulacj¢ $ciezki sygnalowej NF-kB........c..ccccooeninenenn 154
4.12.  Ocena wplywu arktyiny i arktygeniny na regulacj¢ Sciezek sygnatowych p38 oraz JNK 1/2
IMAPK ..ttt 158

4.13.  Ocena wptywu arktyiny i arktygeniny na regulacj¢ $ciezki sygnalowej ERK 1/2 MAPK .............. 160
4.14.  Ocena wptywu arktyiny i arktygeniny na ekspresj¢ genow kluczowych mediatorow zapalnych.... 161
4.15.  Ocena wplywu arktyiny i arktygeniy na ekspresj¢ genoéw dla IL-6, MCP-1 oraz TNF-a z
wykorzystaniem pojedynczyCh SONA .........cocveiiirieiieieieeiee ettt ne 163

4.16.  Wizualizacja wptywu zwiazkow z grupy lignandw na procesy akumulacji cholesterolu w komoérkach
INAKTOTAZOW ...ttt ettt ettt ettt et e st ebe s e e b e esaenseesaenseessenseensanseensesseensesseensennes 164

4.17.  Ocena wpltywu zwiazkow z grupy lignanow na ekspresje bialek receptorow CD36 i ABCAI1 oraz
HO-1 1 8ZIaKU NIT2 .ottt 165
Dyskusja 169
Whioski 205
Perspektywy i mozliwe kierunki dalszych badan 206
Wyksztalcenie oraz dorobek naukowy 207
Spis rycin i tabel 213
Wykaz literatury 217







Wykaz skrotow

AP-1

ATCC

BCA

BSA

CD68

DAMPs

DMSO

DPBS

EDTA

ELISA

EMA

ERK

ESI-MS

FBS

FITC

GAPDH

Czynnik transkrypcyjny AP-1;
ang. activator protein 1

Amerykanska Kolekcja Kultur
Typowych; ang. American Type
Culture Collection

Kolorymetryczny test oznaczania

zawartosci biatka zZ
wykorzystaniem kwasu
bicynchoninowego; ang.

Bicinchoninic Acid Protein Assay
Kit

Albumina z surowicy bydlece;j;
ang. albumin from bovine serum

Receptor CD68; ang. cluster of
differentiation 68

Struktury molekularne zwigzane z
uszkodzeniem, alarminy; ang.

Damage-associated ~ molecular
pattern

Dimetylosulfotlenek; ang.
dimethyl sulfoxide

Roztwér  soli  fizjologicznej

buforowany fosforanami, bez
jonow Ca* i Mg*; ang.
Dulbecco’s  Phosphate-Buffered
Saline

Kwas etylenodiaminotetraoctowy;
ang. ethylenediaminetetraacetic
acid

Test immunoenzymatyczny; ang.
Enzyme-linked  immunosorbent
assay

Europejska Agencja Lekéw; ang.
European Medicines Agency

Kinaza regulowana sygnalem
zewnatrzkomorkowym; ang.
extracellular signal-regulated
kinase

Spektrometia mas z jonizacja typu
elektrosprej; ang. electrospray
ionization mass spectrometry

Bydlgca surowica ptodowa; ang.
Fetal Bovine Serum

Izotiocyjanian fluoresceiny; ang.
fluorescein isothiocyanate

Dehydrogenaza  aldehydu  3-
fosfoglicerynowego; ang.
Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

HDL

HO-1

HRP

IFN
IKK

IL-10

IL-10R

IL-1p

IL-6

IRF

JNK

LDH

LDL

LPS

MAPK

MCP-1

MetS

mRNA

NCDs

NF«B

NO

Lipoproteiny o wysokiej gestosci;
ang. high density lipoproteins

Oksygenaza hemowa 1; ang. heme
oxygenase-1

Peroksydaza chrzanowa, ang.
horseradish peroxidase

Interferon; ang. Interferon

Kompleks o aktywnosci kinazy dla
IxB; ang. IxB kinase

Interleukina 10; ang. interleukin
10

Receptor interleukiny 10; ang.
interleukin 10 receptor

Interleukina 1B; ang. interleukin
1B
Interleukina 6; ang. interleukin 6

Czynnik regulujacy gen dla
interferonu;  ang.  Interferon
regulatory factor

Kinaza domeny N-koncowej
biatka Jun; ang. c-Jun N-terminal
kinases

Dehydrogenaza mleczanowa; ang.
lactate dehydrogenase

Lipoproteiny o niskiej gestosci;
ang. low density lipoproteins

Lipopolisacharyd,; ang.
Lipopolysaccharide

Kinazy biatkowe aktywowane
mitogenem; ang. Mitogen
activated protein kinases

Bialko chemotaktyczne
monocytow;  ang.  Monocyte
chemoattractant protein 1, CCL2

Zespot metaboliczny; ang.
Metabolic Syndrome

matrycowy RNA, informacyjny
RNA; ang. messenger RNA

Przewlekte choroby niezakazne;
ang. Noncommunicable diseases

Czynnik transkrypcyjny NF-xB;
ang. Nuclear Factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B
cells

Tlenek azotu; ang. nitric oxide


https://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski

Nrf2

PAMPs

PBMCs

PCR

PE
PMA

PMSF

PRRs

Real-time PCR

RIPA

RPMI 1640

SDS-PAGE

S.m

TBS

TCM

TDM

Jadrowy czynnik transkrypcyjny
pochodzenia erytroidalnego typu
2; ang. Nuclear factor erythroid 2-
related factor 2

Wzorce molekularne zwigzane z
patogenami; ang. pathogen -
associated molecular patterns

Komorki  jednojadrzaste  krwi
obwodowej; ang. peripheral blood
mononuclear cells

Lancuchowa reakcja polimerazy;
ang. Polymerase Chain Reaction

Fikoerytryna; ang. phycoerythrin

12-Mirystynian-13-octan forbolu;
ang. phorbol 12-myristate-13-
acetate

Fluorek fenylometylosulfonylu;
ang. phenylmethylsulfonyl fluoride

Receptory rozpoznawania wzorca;
ang. Pattern Recognition
Receptors

Ilosciowa reakcja ‘tancuchowa
polimerazy, reakcja tancuchowa
polimerazy w czasie
rzeczywistym; ang. quantitative
polymerase chain reaction

Bufor lizujacy RIPA; ang.
radioimmunoprecipitation — assay

buffer

Kwas  rybonukleinowy;  ang.
Ribonucleic acid

Reaktywne formy tlenu; ang.
reactive oxygen species

Obroty na  minutg; ang.
Revolutions Per Minute

ang. Roswell Park Memorial
Institute 1640 medium

Elektroforeza w zelu
poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych ang. sodium do
dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis;

Sucha masa; ang. dry matter

Roztwér  soli  fizjologicznej
buforowany TRIS-em; ang. tris
buffered saline

Tradycyjna Medycyna Chinska;
ang. Traditional Chinese Medicine

Makrofagi réznicowane z
komorek linii THP-1; ang. THP-1
derived macrophages

TEMED

TGF-p

THP-1

TNF-a

TLR

WHO

10

N,N,N',N'-
tetrametyloetylenodiamina; ang.
Tetramethylethylenediamine

Transformujacy czynnik wzrostu
p; ang. transforming growth factor

B

Monocytarna linia komodrkowa
THP-1; ang. Acute Monocytic
Leukemia

Czynnik martwicy nowotworu o;
ang. tumor necrosis factor o

Receptor toll-podobny; ang. Toll-
like receptor

Swiatowa Organizacja Zdrowia;
ang. World Health Organisation



Streszczenie w jezyku polskim

Wedtug raportow Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organisation,
WHO) z 2023 roku, chroniczne choroby niezakazne (ang. Noncommunicable diseases, NCDs)
tj. schorzenia uktadu sercowo-naczyniowego, nowotwory, cukrzyca typu II, choroby
autoimmunologiczne i neurodegeneracyjne s3 przyczyng 7 na 10 zgondw, co koresponduje
z 41 milionami przypadkow rocznie (w tym 17 milionom ludzi umierajacych przedwcze$nie —
przed 70 rokiem zycia). Ponadto, istotnym problemem jest rosnacy odsetek pacjentow (takze
wsrod dzieci 1 mtodziezy) do§wiadczajacych czynnikdw ryzyka rozwoju NCDs tj. nadci$nienie,
dyslipidemia, hiperglikemia, otylo$¢ i wynikajaca z niej insulinoopornos¢, okreslane przez
WHO pod ogoélnym pojeciem Zespolu Metabolicznego (ang. Metabolic syndrome, MetS,
zespot X).

Fundamentalng rol¢ w rozwoju NCDs przypisuje si¢ powstawaniu ogdlnoustrojowego,
subklinicznego stanu zapalnego, okre$lanego terminem ,,metazapalenia”, pierwotnie
zwigzanego z otyloscia, wynikajaca z niezbilansowanej, wysoko przetworzonej diety, ubogiej
w produkty pochodzenia roslinnego, ograniczonej aktywnosci fizycznej i dynamicznego
rozwoju przemyshu, prowadzac do wielouktadowych interakcji immunologicznych, t;.
pobudzenia $ciezek sygnalizacji zapalnej i rozwoju stresu oksydacyjnego.

Rosngce zapotrzebowanie na zasoby systemu ochrony zdrowia oraz postepujace
starzenie si¢ spoleczenstw generuja stalg potrzebe wdrazania skutecznej profilaktyki
ograniczajacej rosnacy odsetek zapadalno$ci na chroniczne choroby niezakazne. W zwigzku
z tym w ostatnich latach wiele uwagi poswigca si¢ korelacji pomigdzy higiena stylu zycia
i prawidlowo zbilansowang dieta, bogata w produkty pochodzenia roslinnego, potaczonej
z racjonalng suplementacjga.

Z uwagi na plejotropowe mechanizmy dziatania substancji naturalnych, wynikajace
z ich roznorodnosci strukturalnej, a takze tworzenia licznych metabolitow posrednich,
o znamiennej aktywnos$ci biologicznej, surowce roslinne stanowiag w ostatnich latach cenne
zrédlo substancji wprowadzanych do lecznictwa lub stosowanych jako baz¢ do tworzenia
nowych polaczen o potencjale terapeutycznym. Nie bez znaczenia wydaje si¢ takze fakt, ze
80% populacji w krajach rozwijajacych si¢ docenia warto§¢ medycyny tradycyjnej jako
elementu terapii, przy czym az 40% preparatéw farmaceutycznych w skali globalnej opiera si¢
na produktach pochodzenia naturalnego. Pomimo wieloletniego wykorzystania niektérych
substancji ros$linnych w lecznictwie tradycyjnym, niedostateczna ilos¢ badan przedklinicznych

oraz klinicznych, a takze brak standaryzacji na zawarto$¢ sktadnikow czynnych podwaza
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wiarygodno$¢ ich stosowania. Ponadto, wiele lokalnych zZrédet surowcéw nie jest

wykorzystywanych, z uwagi na nieznajomos$¢ sktadu oraz ich potencjatu terapeutycznego.

Pragnagc wpisa¢ si¢ w powyzszy kontekst badawczy, celem niniejszej pracy byta
kompleksowa analiza sktadu fitochemicznego wyciagoéw, przygotowanych z lisci 4 gatunkow
ro$lin z rodziny Olaeceae oraz izolacja jednorodnych zwigzkéw chemicznych dominujacych
w ich sktadzie. Celem pracy byla takze szczegdtowa ocena aktywnosci biologicznej wyciagow
oraz pojedynczych zwigzkow, prowadzaca do wytypowania grupy wtornych metabolitow
ros$linnych o najwyzszym potencjale przeciwzapalnym 1 wyjasnienia molekularnych

mechanizmow ich dzialania.

W toku analizy fitochemicznej LC-MS przeanalizowano skltad wyciggow
przygotowanych z lisci 4 gatunkéw nalezacych do rodziny Oleaceae, w tym 3 gatunkow
forsycji, zebranych w 2 réznych porach wegetacji oraz lisci jesionu wyniostego. Wysoka
zawartos¢ zwigzkow z grupy polifenoli w wyciagach przygotowanych z lisci 3 z 4 badanych
gatunkow (lisci forsycji zwistej oraz forsycji posredniej zebranych w maju, a takze lisci jesionu
wyniostego) byla podstawa do przeprowadzenia izolacji jednorodnych zwigzkow z grupy
lignanow, fenyloetanoidow i sekoirydoidow.

Badania w warunkach in vitro przeprowadzono w modelu stymulowanych LPS
komoérek monocytow/makrofagow PBMC oraz komoérek makrofagéw TDM, réznicowanych
z monocytarnej linii komérek THP-1. W toku niniejszej pracy oceniono m.in. cytotoksyczno$¢
poszczegolnych wyciggdédw roslinnych oraz pojedynczych zwiazkow, a takze ich wplyw na
stopieh  wydzielania mediatorow prozapalnych (TNF-a, IL-6, IL-1B, MPC-1)
i przeciwzapalnych  (IL-10, IL-10R, TGF-B) =z  wykorzystaniem  testow
immunoenzymatycznych ELISA i cytometrii przeptywowej. Z uwagi na obiecujgce wyniki
badan przeprowadzonych dla szerokiego przekroju zwiazkow z grupy lignandw (19 struktur)
oraz ich powszechng obecnoscig w produktach spozywczych i wielu surowcach naturalnych,
w toku badan okreslono wptyw 7 najaktywniejszych struktur z tej grupy na modulacje¢ ekspres;ji
sciezek sygnatowych kinaz bialkowych aktywowanych mitogenem (ang. Mitogen activated
protein kinases, MAPK) 1 jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB (ang. The Nuclear
Factor kappa B, NF-kB) z uzyciem metody western blot. Ponadto, oceniono wplyw dwdch
najaktywniejszych struktur (arktyiny i arktygeniny) na modulacj¢ przekaznictwa sygnatlu za
posrednictwem receptorow TLR w komorkach makrofagow stymulowanych roztworem

bakteryjnego lipopolisacharydu z uzyciem metody real-time PCR. Dla wybranych zwigzkow
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z grupy lignanéw oceniono ich wplyw na zmiany w procesach akumulacji cholesterolu
w komorkach makrofagdéw, za posrednictwem receptora CD36 oraz transporteréw ABCA-1

z towarzyszacg sygnalizacjg HO-1/Nrf-2.

Wyniki uzyskane w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskiej dowodza wysokiej
warto$ci formulacji przygotowanych z lici gatunkéw Forsythia (zebranych w porze
wiosennej) oraz Fraxinus, w kontek$cie potencjalnej profilaktyki schorzen o podtozu
zapalnym. Przedstawione rezultaty moga stanowi¢ punkt wyjscia do poszerzonych badan
epidemiologicznych, fitochemicznych i farmakologicznych, ktore w przysztosci mogtyby
wyznaczy¢ potencjalne kierunki wprowadzenia liSci forsycji do fitoterapii, a takze
innowacyjnego wykorzystania zwigzkéw z grupy lignanéw jako elementow zywnosci

funkcjonalnej czy suplementow diety.

Stlowa kluczowe: choroby niezakazne, makrofagi, Oleaceae, lignany, fenyloetanoidy, stan
zapalny, cholesterol, miazdzyca,
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Streszczenie w jezyku angielskim

According to the World Health Organization (WHO) reports from 2023, non-
communicable diseases (NCDs) such as cardiovascular diseases, cancer, type II diabetes,
autoimmune diseases, and neurodegenerative disorders account for 7 out of 10 deaths,
corresponding to 41 million cases annually (including 17 million premature deaths - before the
age of 70). Additionally, a significant issue is the increasing percentage of patients (including
children and adolescents) experiencing risk factors for NCDs development, such as
hypertension, dyslipidemia, hyperglycemia, obesity, and insulin resistance, collectively
referred to as the Metabolic Syndrome (MetS or Syndrome X).

The development of systemic, subclinical inflammation, termed "meta-inflammation",
is attributed to playing a fundamental role in NCDs. This condition is originally associated with
obesity resulting from an unbalanced, highly processed diet, low in plant-derived products,
limited physical activity, and the dynamic development of the industry, leading to multifaceted
immunological interactions, including the stimulation of inflammatory signaling pathways and
the oxidative stress development.

The increasing demand for healthcare resources and the ongoing aging of populations
create a constant need for effective preventive measures to reduce the growing incidence of
NCDs. Consequently, in recent years, much attention has been devoted to the correlation
between lifestyle hygiene and a well-balanced diet rich in plant-derived products, coupled with
rational supplementation.

Due to the pleiotropic mechanisms of action of natural substances arising from their
structural diversity and the formation of numerous metabolites with significant biological
activity, plant resources have become valuable sources of substances introduced into medicine
or used as a basis for creating new compounds with therapeutic potential. 80% of the population
of developing countries rely on traditional medicine for their primary health care needs. This
correlates with the fact that 40% of pharmaceutical preparations come from natural products,
which emphasizes the importance of substances of plant origin.

Despite the long-term use of some plant substances in traditional medicine, the
credibility of their application is undermined by insufficient preclinical and clinical research
and the lack of standardization for the content of active ingredients. Furthermore, many local
sources of raw materials remain untapped due to a lack of knowledge about their phytochemical

composition and therapeutic potential.
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The aim of the study was a comprehensive phytochemical analysis of the leaves of four
species from the Oleaceae family, leading to the isolation of predominant compounds, as well
as the assessment of the mechanisms of anti-inflammatory activity of extracts and individual

structures.

During the LC-MS analysis, the composition of extracts prepared from the leaves of
four Oleaceae family species, including three Forsythia species collected at two different
vegetation periods and the leaves of common ash, was analyzed. Three plant species with
significant levels of polyphenolic compounds were identified, allowing for the isolation of
compounds from the groups of lignans, phenylethanoids, and secoiridoids.

In vitro studies were conducted using a model of LPS-stimulated PBMC
monocyte/macrophage cells and TDM macrophages, differentiated from the THP-1 monocytic
cell line. The work assessed, the cytotoxicity of individual plant extracts and single compounds,
as well as their impact on the secretion of pro-inflammatory (TNF-a, IL-6, IL-18, MPC-1) and
anti-inflammatory mediators (IL-10, IL-10R, TGF-B) using ELISA immunoassays and flow
cytometry. Due to promising results, obtained for a wide range of lignan compounds (19
structures) and their widespread presence in food products and many natural raw materials,
their impact on Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) and NF-«xB signalling pathways
was determined using the western blot method. Furthermore, the influence of the two most
active structures (arctiin and arctigenin) on the modulation of signal transduction through TLR
receptors in LPS-stimulated macrophages was assessed using real-time PCR. Additionally,
I assessed the impact of 7 lignans on the processes of cholesterol accumulation in macrophages

by evaluating the expression of CD36 and ABCAL proteins, along with associated pathways.

Obtained results demonstrate the high value of formulations prepared from the leaves
of Forsythia species (collected in spring) and ash leaves, in the context of potential prevention
of inflammatory-based diseases. The presented results may serve as a basis for further analyses
regarding the introduction of Forsythia leaves into phytotherapy and the utilization of lignans

as components of functional food or dietary supplements.

Keywords: Noncommunicable diseases, macrophages, Oleaceae, lignans, phenylethanoids,
inflammation, cholesterol, atherosclerosis
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1. Wstep

1.1.  Charakterystyka roslin z rodziny Oleaceae

Rodzina Oliwkowatych (Oleaceae Hoffmanns. & Link), nalezaca do nadklasy
okrytonasiennych  systematyzuje 30 rodzajow, obejmujacych 900  dotychczas
scharakteryzowanych gatunkow (baza danych Kew Garden: https://powo.science.kew.org,
dostep dnia: 13.11.2023) [1,2]. Rosliny z tej grupy, gtownie drzewa i krzewy lisciaste sg
rozpowszechnione na wszystkich kontynentach, z wyjatkiem Antarktydy, zajmujac ekosystemy
klimatu umiarkowanego 1 tropikalnego obu poétkul, w szczego6lnosci wschodnich obszarow
Azji, basenu morza Sroédziemnego oraz flory Europy Srodkowo-Wschodniej. Nazwa rodziny
wywodzi si¢ od facinskiej nazwy rodzaju — olea, ttumaczonej jako ,,drzewo oliwne, oliwka”.

Rodzina Oliwkowatych obejmuje rodzaje o szczegdlnym znaczeniu gospodarczym
i ekologicznym. Rosliny z rodziny Oleaceae wykazuja istotng role¢ w przemysle spozywczym
(np. Olea europaea L. jako ro$lina jadalna i oleista, Fraxinus ornus L. jako komercyjne zrodto
manny), meblarskim (gatunki z rodzaju Fraxinus Tourn. ex L. np. Fraxinus mandshurica Rupr.,
Fraxinus excelsior L. oraz Olea L. np. Olea dioica Roxb. i Olea robusta (Roxb.) Sweet),
farmaceutycznym (gatunki z rodzaju Forsythia Vahl, Fraxinus, Ligustrum L., Olea),
perfumeryjnym (np. gatunki z rodzaju Jasminum L.), a takze jako drzewa 1 krzewy ozdobne
(np. gatunki z rodzaju Forsythia, Ligustrum, Syringa L.) [2-4].

Wspotczesnie, gatunki z rodziny oliwkowatych dostarczaja kilku rodzajow substancji
ro$linnych wykorzystywanych w fitoterapii takich jak kwiaty, owoce, licie oraz w mniejszej
ilosci przypadkow kore czy korzenie. Wedtug doniesien etnofarmakologicznych substancje
pozyskiwane z rodziny oliwkowatych posiadaja szerokie spektrum aktywno$ci biologiczne;j
wynikajagce z obecnos$ci metabolitow wyspecjalizowanych tj. flawonoidy, sekoiridoidy,
monoterpeny, kumaryny, lignany oraz fenyloetanoidy, ktérych zrdéznicowana zawarto$¢
przedktada si¢ na wielokierunkowe wlasciwosci terapeutyczne np. wiodace dziatanie
antyoksydacyjne czy przeciwzapalne [3].

Gatunki roslin z rodziny oliwkowatych sg nieodzowna czescig Tradycyjnej Medycyny
Azjatyckiej w tym Tradycyjnej Medycyny Chinskiej (ang. Traditional Chinese Medicine,
TCM), Japonskiej i Koreanskiej [5]. Szczegdlng popularnoscig ciesza si¢ owoce gatunku
Forsythia suspensa (Thunb.) Vahl, od 2 tysigcy lat cenione m.in. jako $rodek oczyszczajacy,
napotny, przeciwdrobnoustrojowy, ze wskazaniem w leczeniu przezigbien, grypy czy stanow

alergicznych. W sktad tradycyjnych, chinskich mieszanek ziotowych wchodza takze surowce

19


https://powo.science.kew.org/

roslinne rodzaju Syringa, wymieniane jako element terapii schorzen przewodu pokarmowego
(np. biegunek), a takze kuracji wspomagajacej leczenie stanow zapalnych goérnych drég
oddechowych [6]. Z uwagi na charakterystyczng zawarto$§¢ kumaryn, specyficzng dla rodzaju
Fraxinus, potencjalne dzialanie hipoglikemizujace nasion jesionu wyniostego znalazlo
zastosowanie jako sktadnik wspomagajacej terapii cukrzycy w tradycyjnej medycynie
marokanskiej [7]. Na terenie Europy szczeg6lnie rozpowszechnionym gatunkiem tej rodziny
jest oliwka europejska (Olea europaea L.), znana z wlasciwosci hipotensyjnych preparatow
przygotowanych z lisci czy z antyoksydacyjnego dziatania oliwy, pozyskanej z owocow. Ze
wzgledu na znaczng zawarto$¢ zwigzkéw z grupy polifenoli, szczegodlng uwage zwraca takze
przeciwzapalne dziatanie oliwki europejskiej, kluczowe w terapii chorob przewlektych tj.
choroby ukladu sercowo-naczyniowego, choroby neurodegeneracyjne oraz zespot
metaboliczny [4,8].

Najczestsze wskazania terapeutyczne wymieniane dla przedstawicieli roslin z rodziny
Oliwkowatych, wynikajace m.in. z monografii Europejskiej Agencji Lekow (ang. European
Medicines Agency, EMA), wraz z krétkim wyszczegdlnieniem grup zwigzkéw dominujacych
w poszczegdlnych rodzajach przedstawiono w ponizszej tabeli (tabela 1) [3,9,10]. W kolejnych
rozdziatach zaprezentowano takze krotka charakterystyke dwoch rodzajow z rodziny Oleaceae,

ktérym poswigcono szczegdlng uwage w ramach realizacji niniejszej pracy.

Tabela 1: Charakterystyka gatunkow nalezacych do rodziny oliwkowatych (Oleaceae).
Zrédlo fotografii: Global Biodiversity Information Facility, https://www.gbif.org/.

Forsythia Vahl Fraxinus Tourn. ex L. Syringa L.
Forsythia suspensa Fraxinus excelsior L. Syrinea vulearis L
(Thunb.) Vahl Fraxinus angustifolia Vring: g )
. . . Syringa tomentella
Przedstawiciele Forsythia europaea Vahl
. Olea europaea L. . - Bureau&Franch.
rodzaju Degen & Bald. Fraxinus acutifolia . .
o . . Syringa persica L.
Forsythia x intermedia Dippel Syrinea oblata Lindl
Zabel Fraxinus ornus L. Yring )
Surowce
stosowane w lis¢, owoc lis¢, owoc, kwiat li$¢, kora li$¢, kwiat
terapii
Grupy zwiazkow Fegz‘l;;tla(l)rilgldy, Flawoinofoyi’dhgnany’ Sekoirydoidy, Sekoirydoidy, irydoidy,
dominujacych w . pody, rydoicy, fenyloetanoidy, fenyloetanoidy,
; sekoirydoidy, kwasy fenyloetanoidy, kwasy . . .
skladzie flawonoidy, kumaryny flawonoidy, lignany
fenolowe fenolowe
teﬁsia:lztalclze Wspomaganie Lagodne stany bolowe,
Vl:e dll)l’g nerkowej eliminacji Brak monografii dysfunkcje uktadu Brak monografii
monografii EMA wody (lis¢) moczowego (lis¢)
Przykladowe
ilustracje
SUrowcow |
reprezentujacych |5
wybrany rodzaj
Li$é i owoc oliwki europejskiej Kwiat forsycji zwislej Li$é jesionu wynioslego Kwiat lilaka pospolitego
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1.2.1. Wystepowanie

Rodzaj Forsythia Vahl zawiera 27 gatunkéw (w tym 13 gatunkéw endemicznych) i ich
mieszancow, szeroko rozpowszechnionych w rejonach Ameryki Polnocnej oraz wiekszosci
krajow europejskich, przy najwigkszej roznorodnosci gatunkowej zachowanej na terenie Azji
Wschodniej — sze$§¢ gatunkdéw natywnych rozmieszczonych na terenie Chin (F. giraldiana
Lingelsh., F. likiangensis Ching & Feng, F. mandschurica Uyeki, F. mira M.C. Chang, F.
suspensa Thunb. Vahl i F. viridissima Lindl.), cztery w Korei (F. koreana Nakai, F. ovata
Nakai, F. saxatilis 1 F. velutina Nakai) i dwa w Japonii (. japonica Makino 1 F. togashii Hara).
Rodzimym, europejskim przedstawicielem gatunku Forsythia jest Forsythia europaea Degen
& Bald. wystegpujaca natywnie jedynie na terenie Albanii i Kosowa, w obszarze basenu Morza
Adriatyckiego, wymieniana w opracowaniach taksonomicznych jako gatunek rzadki [11].
Z kolei Forsythia ovata w 2015 roku, zostata zaklasyfikowana do kategorii gatunkow
zagrozonych i wpisana na czerwong list¢ Migedzynarodowej Unii Ochrony Przyrody (ang. The
International Union for Conservation of Nature Red List of Threatened Species, TUCN) [12].
Ponizsza mapa prezentuje rozmieszczenie 13 gatunkow endemicznych z rodzaju Forsythia, jak

réwniez miejsca wystepowania gatunkoéw wprowadzonych do uprawy (rycina 1).

F. japonica
F. togashii

F. giraldiana

A F. likiangensis
F. europaeaq ----- d [} ; ________________ F. mandschurica
P i i F. mira
1 5 F. suspensa
F. suspehsa F. viridissima
F. xintermedia i L4
? stfsp.en.?'a F. X intermedia
. virdissima
F. suspensa F. koreana
I /)' F. nakaii
- F. ovata
F. saxatilis
F. velutina

N Naturalne miejsce pochodzenia gatunkéw endemicznych
Bl Miejsce wystgpowania gatunkéw wprowadzonych do uprawy

Rycina 1: Rozmieszczenie rodzaju Forsythia Vahl.
Opracowanie wilasne na podstawie: Royal Botanic Gardens (https://powo.science.kew.org) oraz Global
Biodiversity Information Facility (https://www.gbif.org/), dostep dnia: 13.11.2023.
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W powszechnej uprawie istnieje takze wiele odmian ogrodowych gatunku Forsythia
powstatych na drodze selekcji siewek Iub w wyniku formowania krzyzowek
mi¢dzygatunkowych. Najpowszechniej wystgpujacym mieszancem migdzygatunkowym sg
liczne odmiany gatunku forsycja posrednia (Forsythia * intermedia) tj. F. X intermedia
"Golden leaf’, F. X intermedia "Farrand Hybrids’, F. x intermedia 'Karl Sax’, F. x intermedia
"Spectabilis’, F. x intermedia "Spring Glory’ i inne, powstate w wyniku skrzyzowania forsycji
zwistej (F. suspensa var. fortunei) odznaczajacej si¢ najwigkszym zasiggiem geograficznym
sposrod wszystkich gatunkoéw oraz forsycji zielonej (F. viridissima) 1 forsycji koreanskiej
(F. ovata). Zasigg wystgpowania forsycji posredniej obejmuje naturalne siedliska wspdlnego
wystepowania gatunkow rodzicielskich. W Polsce rosliny z rodzaju Forsythia znalez¢é mozna
m.in. w Arboretum SGGW w Rogowie (F. suspensa, F. % intermedia) oraz Instytucie
Dendrologii Polskiej Akademii Nauk w Korniku (polska odmiana Forsythia "Maluch'—

mieszaniec F. koreana i F. % intermedia) [13].

1.2.2. Charakterystyka botaniczna

Rosliny z rodzaju Forsythia sa niewielkimi krzewami pngcymi. Ze wzgledu na
charakterystyczny z6lty kolor kwiatow spotykane sg jako kwitngce wczesng wiosng krzewy
ozdobne, osiggajace od 1,5 do 3 metrow wysokosci. W obszarze europejskiego klimatu
umiarkowanego (w przeciwienstwie do obszaru Azji) rosliny tych gatunkow nie wytwarzaja
owocOw, z uwagi na wczesny okres kwitnienia, pokrywajacy si¢ z wystgpowaniem niskich,
wczesnowiosennych temperatur oraz niewielka aktywnosciag owadow. W polskiej strefie
klimatycznej cechuja si¢ catkowita mrozoodpornoscig [13,14]. Ro$liny tego rodzaju swoja
niezwykla popularno$¢ 1 powszechno$§¢ wystepowania zawdzigczaja przede wszystkim
tatwos$ci rozmnazania wegetatywnego zardwno przez sadzonki zdrewniate jak 1 zielne.
Powszechnie zasiedlaja rejony parkow miejskich i ogrodow, tworzac krzewiaste drzewostany
na zboczach, dolinach i wawozach [13,14]. Wystepujace powszechnie w Europie gatunki
Forsythia % intermedia, Forsythia suspensa, Forsythia virdissima oprocz stonecznego miejsca
bytowania, nie posiadaja specjalnych wymagan stanowiskowych czy glebowych, odznaczajac
si¢ wysokim stopniem tolerancji na zimno i susz¢ [15].

W ponizsze] tabeli (tabela 2) przedstawiono krotka charakterystyke botaniczng 3
gatunkow rodzaju Forsythia analizowanych w ramach realizacji niniejszej pracy, a takze krotki
przeglad ilustracji pokroju oraz wybranych czg¢sci morfologicznych gatunkéw F. suspensa,

F. x intermedia oraz F. europaea (rycina 2).
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F. suspensa F. x intermedia F. europaea

Pokrdj

Kwiat

Rycina 2: Wybrane czgsci morfologiczne gatunkow F. suspensa, F. x intermedia oraz F. europaea.
Zrddto fotografii: Global Biodiversity Information Facility, https://www.gbif.org/.

23



Tabela 2: Charakterystyka morfologiczna wybranych gatunkow rodzaju Forsythia [13,14].

Forsythia suspensa

CHARAKTERYSTYKA BOTANICZNA

Forsythia x intermedia

Forsythia europaea

Niewielkie krzewy lisciaste, si¢gajace 1,5 - 5 metrow wysokoSci.

Pedy pokryte brodawkowatymi przetchlinkami.

przegrod poprzecznych. Pedy pokryte licznymi
przetchlinkami.

Pokr()j , . . . . . .. e . , .
C.ze;sglowo odgiete na boki lub cienkie zwisajace ku W .zal.eznosm ’od O.dm.lany pedy cZgSciowo Pedy wzniesione ku gbrze.
ziemi pedy. wzniesione ku gorze, niekiedy rozchylone na boki.
Blaszka lisciowa jajowata lub waskojajowata, z Liscie qukgjajowate lub la}n(.:etowate,.o. d}ug0§c% Liscie jajowate, jajowato - lancetowate,
. . g 8 - 12 cm, pitkowane powyzej 1/3 swojej dlugosci )
podstawa zaokraglona do klinowatej, wierzchotek o : . +_._u podstawy zaokraglone, lub szeroko-klinowate.
L . roqs (z wyjatkiem nasady blaszki). Obie strony liscia . .
Lis¢ ostry. Li$cie pojedyncze, czasem dwu lub trojlistkowe . . o ; Blaszka  lisciowa  zazwyczaj  calobrzega,
. . o koloru ciemnozielonego. Liscie naprzeciwlegle, . . . .
(-klapowe), pilkowane. Obie strony liscia koloru o . o powierzchnia liscia nieomszona Iub stabo
: . . T glownie pojedyncze, trojlistkowe lub klapowane . . . .
matowo zielonego, czasami owlosione, czg¢sciej nagie. . owlosiona na spodniej stronie blaszki.
na silnych pedach.
Kwitnienie bardzo obfite, poprzedzajace rozwdj lisci. W klimacie europejskim, umiarkowanym kwitnienie przypada na okres marzec-kwiecien, z wyjatkiem
forsycji europejskiej, kwitnacej najczesciej w miesigcach maj - czerwiec.
Kwiat 115 wiaty obgl?lc1owe, kmﬂ?(? lub dlggos}upkowe. Pmt.kl Ptatki korony jasno lub ciemnozotte, skrgcone, z Kwiaty krotkoszyputkowe, rozmieszone
orony  zoblte, zloto-zolte, jajowate, plaskie, . . U . . . L . .
. o podwinigtym brzegiem. Dziatki kielicha liczne, pojedynczo. Platki korony zolte, dos¢ waskie.
pojedyncze, rosngce w katach lisci, tukowato . ) . . . . )
A . , . . . krotsze od ptatkow korony. Kwiaty dtugo lub Paczki  kwiatowe  czgsto  otwieraja  si¢
rozchylone. Dziatki kielicha liczne, o rownej dtugosci X , . S .
) krotkoshupkowe. roéwnoczesnie z paczkami lisciowymi.
z ptatkami korony.
Owoce twarde lub skorzaste, o ksztalcie wydtuzonych, dwuklapowych, jajowatych torebek. Torebka zazwyczaj sucha, zaostrzona u nasady, o powierzchni
Owoc brodawkowatej (F. suspensa) lub gtadkiej (F. europaea), pgkajaca podtuznie na dwie czesci.
Okres dojrzewania owocow: lipiec — wrzesien. Smak: gorzki. Nasiona liczne, oskrzydlone, zéltozielone do brazowych.
Lodyga pokryta oliwkowobragzowym korkiem. Rdzen RdZZ?niok;Otk(ig?dg;V ki(i;nor?lsge’ \;Ve V;ﬁ?:gi Lodyga pokryta korkiem koloru zielonego Iub
Lodyga blaszkowaty lub zanikajacy, o pustych migdzywezlach P Y, eazywe puste, zielono - zottego. Rdzen komorowy wystepuje na

catej dtugosci todygi.
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1.2.3. Profil fitochemiczny

Zwiagzkami biologicznie aktywnymi, wystepujacymi w rodzaju Forsythia sa w gtdéwnej
mierze zwigzki z grupy polifenoli, w tym flawonoidy, fenyloetanoidy, lignany, kwasy
kawoilochinowe, a takze zwiazki z grup terpenoidéw (triterpeny i diterpeny) oraz pochodne
cykloheksyloetanolu, tworzace zréznicowane profile w poszczegdlnych organach, co zostato
podsumowane w ponizszej tabeli (tabela 3).

Gatunek Forsythia suspensa jest opisywany jako zrddlo 237 zwigzkéw czynnych,
w tym okoto 46 lignanow i 31 fenyloetanoidow, 11 flawonoidow, a takze znaczacej ilo$ci
pochodnych terpenowych 1 innych metabolitow wyspecjalizowanych [16]. Badania
metabolomiczne potwierdzaja jednak réznice w profilu jakosciowym, wzglednej zawartosci
substancji czynnych i idgcym za tym potencjale terapeutycznym w poszczegolnych organach
roslinnych, w zaleznosci od fazy rozwoju, technik i warunkdéw uprawy oraz czasu zbioru
surowca, w obrebie tego samego gatunku [15,17]. Potwierdzenie roznic w sktadzie jakosciowym
réznych czesci morfologicznych F. suspensa byto przedmiotem licznych badan, w ktorych
oceniano m.in. zawarto$¢ jednego z glownych zwiazkow z grupy lignanow - filiryny
w zaleznosci od badanego organu, przy czym najwyzsza zawarto$¢ lignanu zostata stwierdzona
w lisciach (2,6%), kwiatach (1,5%) i owocach (1,3%), a najnizsza w korzeniach (0,7%) 1 korze
(0,7%) [18]. Zainteresowanie naukowcoéw rodzajem Forsythia pozwolito takze na oceng
zawartosci  poszczegdlnych grup dominujacych metabolitow  wyspecjalizowanych
w poszczegolnych organach roslinnych, w zréznicowaniu na poszczegdlne gatunki. Najwyzsza
zawarto$¢ sumy lignandw zidentyfikowano w kwiatach forsycji posredniej (9,4%), wskazujac
przy tym na wyrazng dominacj¢ obecnosci arktyiny (8,5%) w badanym wyciaggu metanolowym
[5], przy niemal catkowitym braku jej obecno$ci w wyciggu metanolowym przygotowanym
z lisci F. suspensa [19].

Rodzaj Forsythia charakteryzuje si¢ takze znamienng zawarto$cig zwiazkow z grupy
fenyloetanoidéw, takich jak werbaskozyd (syn. akteozyd), forsytozyd A, a takze ich
B-hydroksylowych pochodnych tj. suspensazyd (forsytozyd C). W owocach gatunku
F. suspensa obecne sg takze forsytozydy H-J, forsytenzydy M-N oraz rengiozydy D-E [16,20].
Analiza zawartosci forsytozydu A w poszczegolnych organach F. suspensa, wykazala, ze
glownym jego Zrédlem jest kora (7,4%), a takze liScie i kwiaty z zawarto$cig odpowiednio
3,17%13,16% [18].

Analiza metanolowych ekstraktow przygotowanych z kwiatéw forsycji posredniej

pozwolita na potwierdzenie znamiennej ilo$ci zwiazkéw z grupy kwasow kawoilochinowych,
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w tym kwasu chlorogenowego, ktérego zawarto$¢ w zakresie 9,7 - 22,6 mg/g s.m. (1,0 - 2,3%)
zostala takze oznaczona w alkoholowych ekstraktach przygotowanych z lisci forsycji zwiste;,
forsycji zielonej oraz kilku gatunkach forsycji posredniej (F. X intermedia "Zabel’,
F. x intermedia "Goden Nugget’, F. ovata 'Robusta’, F. ovata "Tetragold”) [21].

Grupa metabolitow wyspecjalizowanych, ktéorych obecno$¢ zostala wielokrotnie
opisana w surowcach pochodzacych z gatunkéw rodzaju Forsythia sa pochodne triterpendow.
Analiza sktadu ekstraktu etanolowego lisci gatunku F. suspensa pozwolita na wyodrebnienie 8
wiodacych pochodnych triterpenowych, takich jak np. kwas ursolowy, kwas alfitolowy oraz
betuling, a takze ich polihydroksylowych pochodnych oraz form glikozydowych np. kwas
eskuletynowy, kwas betulinowy, kwas korsolidowy, suspensanozydy A-C [22,23].

Analiza UHPLC-PDA-ESI-MS? ekstraktow metanolowych pozyskanych z kwiatow
forsycji zwislej oraz kwiatow forsycji posredniej wskazywata na obecno$¢ rutyny jako
wiodacej pochodnej flawonoidowej, ktorej zawartos¢ w kwiatach badanych gatunkow
oznaczono odpowiednio na poziomie 57,6 oraz 42,3 mg/g s.m. (5,8 i 4,2%) surowca.
W badanych ekstraktach wykazano takze znamienng zawarto$¢ O-heksozydu rutyny,
O-heksozyloramnozydu kwercetyny, O-ramnozyloheksozydu kemferolu oraz

O-feruiloramnozydu trimetoksykwercetyny [21].

Wiele badan podkres$la jednak sezonowa zmienno$¢ w zawartos$ci sktadnikow
polifenolowych w surowcach zebranych na poszczegdlnych etapach rozwoju roslin nalezacych
do rodzaju Forsythia. Analiza sktadu wodnych ekstraktow z lisci forsycji zwistej, zebranych
w okresie wegetacji od kwietnia do pazdziernika wskazywala na najwyzsza zawarto§¢ kwasu
chlorogenowego (6,1%) oraz forsytozydu A (7,8%) podczas oceny sktadu surowca zebranego
wczesng wiosng. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano dla rutyny, ktorej poziom oznaczony
zostal na poziomie 1,0 - 2,8%, z najwyzszym dla surowca zebranego w kwietniu [24].

Zmiany w zawartos$ci sktadnikéw aktywnych w zalezno$ci od pory wegetacji zostaty
okreslone takze dla owocow forsycji. Z uwagi na ich powszechne wykorzystanie w Tradycyjne;j
Medycynie Azjatyckiej, wiele badan wskazuje na istotnie wyzszg zawarto$¢ niektorych
metabolitow np. forsytozydu A, filiryny i rutyny w owocu niedojrzatym (zielonym, Qing qiao,
UFF), czg¢sciej stosowanym w TCM, w poréwnaniu do owocdéw dojrzatych (zottych, Lao qiao,
RFF). Pomimo wspdlnej monografii farmakopealnej — Forsythiae Fructus, ze wzglgdu na rézne
czasy zbioréw wyrdznia si¢ je jako dwa odrgbne surowce, zbierane odpowiednio na poczatku

wrzesnia i pazdziernika [25].
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Tabela 3: Charakterystyka fitochemiczna wybranych gatunkéw rodzaju Forsythia.

Gatunek  Surowiec Zwiazki dominujace Grupa chemiczna Metoda identyfikacji Zrédlo
Forsytozyd A-B Fenyloetanoidy
Rutyna, 3-O-glukozyd kwercetyny Flawonoidy LC-MS/MS,
Lis¢ Kwas chlorogenowy Kwasy fenolowe HPLC-ESI-MS, [18,24,26]
4-0-(6""-O-acetylo)- B-D-glukozyd filigeniny, filigenina Lignany "HNMR, *C NMR
3-D-glukozyd pinorezynolu, (+)-pinorezynol
Rutyna Flawonoid
Kwiat 3-D-glukozyd pinorezynolu Lignany Y UHPLC-PDA-ESI-MS? [5,21]
Forsythia 4-0-B-D-glukozyd filigeniny
suspensa Suspensiazyd A, forsytozyd A-J, forsytialanzyd A-D, forsytialan A-  Fenyloetanoidy
B, forsytoneozyd E-F
Rengyol/izorengyol . . HPLC-ESI-MS
4-0-B-D-glukozyd laricirezynolu, laricirezynol ) 13 I
, . , , HNMR, “C NMR, 'H-'H
Owoc 8’-hydroksypinorezynol, 4’-O-f -D-glukozyd-8'- [27-31]
: A ) . COSY, HSQC, NOESY,
hydroksypinorezynolu, 7’ -epi-8-hydroksypinorezynol, Lignany K
. ESI-MS, HMBC
(+)-pinorezynol
4-0-3-D-glukozyd filigeniny
Kwas betulinowy, kwas oleanolowy, kwas ursolowy Triterpeny
Akteozyd, forsytozyd A-B Fenyloetanoidy
4-0-B-D-glukozyd filigeniny, (+)-filigenina Lignany
- B-D-glukozyd plnorez.yr.lolu, (+)-p1n0rezyn'01. HPLC-ESI-MS
) Lis¢ 4-0--D-glukozyd epipinorezynolu, (+)-epipinorezynol 'H NMR. *C NMR [5,32,33]
{: orsy thta. x 4-0-3-D-glukozyd matairezynolu, (-)-matairezynol ’
intermedia Arktyina, (-)-arktygenina
Rutyna Flawonoidy
. Rutyna Flawonoidy 3
Kwiat B-D-glukozyd pinorezynolu, arktyina Lignany UHPLC-PDA-ESI-MS (1]
Forsytozyd A-B Fenyloetanoidy
ez 4-0-3-D-glukozyd filigeniny, filigenina Lignany
Lis¢ ; .
Forsythia B-D-glukozyd pinorezynolu, (+)-pinorezynol UHPLC-ESI-MS 34
europaea Rutyna, 3-O-glukozyd kwercetyny Flawonoidy 'H NMR, 3C NMR [34]
Owoc Akteozyd, izoakteozyd Fenyloetanoidy
Rutyna Flawonoidy
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1.2.4. Dzialanie i wykorzystanie w terapii

Pierwsze doniesienia opisujgce wlasciwosci terapeutyczne roslin nalezacych do rodzaju
Forsythia odnotowano ponad 2 tysigce lat temu w opisach medycyny chinskiej. Najstarsza
znang pozycja potwierdzajaca stosowanie gatunku Forsythia suspensa w leczeniu goraczki
1 stanow zapalnych jest pierwsze wydanie farmakopei §wiatowej, znane pod nazwa ,,Tang Ben
Cao”, pochodzace z 659 r. n.e [35].

Szczegolnie cenionym surowcem sg owoce gatunku Forsythia majace wieloletnig
tradycj¢ stosowania w medycynie ludowej krajow Dalekiego Wschodu tj. Chiny, Korea czy
Japonia. Obecnie preparaty z owocoéw forsycji sa popularnym sktadnikiem, stosowanym
w ramach Tradycyjnej] Medycyny Wschodniej w leczeniu migdzy innymi rézy, rzezaczki,
zapalenia gardla, goraczki, zapalenia migdatkow, ostrego zapalenia nerek czy owrzodzen [36].
O szczegoblnej popularno$ci surowca moze §wiadczy¢ fakt, ze w wydaniu Farmakopei Chinskiej
z 2015 roku zostalo opisanych az 114 preparatow, dostgpnych na rynku azjatyckim,
zawierajacych wysuszony owoc forsycji, stosowany w TCM. Ponadto, owoc forsycji jest
jednym z gtéwnych sktadnikow ,,.Bofutsushosan” (BOFU), niezwykle popularnego w Japonii
leku ,,Kampo”, zalecanego w terapii otytosci [37,38]. Stosowanie wywaréw z wysuszonych
owocow forsycji jest jednym z najlepiej poznanych w chinskiej medycynie ludowej sposobow
zwalczania przezigbien, grypy i stanow kataralnych [39]. W medycynie azjatyckiej owoce
forsycji znajduja takze zastosowanie jako $rodki moczopedne, odwadniajace i hipotensyjne.
Badania poszczegodlnych metabolitow wyspecjalizowanych, dominujacych w owocach
poszczegolnych gatunkéw wskazuja rowniez na potencjalne dzialanie przeciwgrzybicze,
przeciwnowotworowe 1 hipolipemizujagce surowca, niepotwierdzone jednak dotychczas
w badaniach klinicznych. W terapiach o dziataniu przeciwzapalnym, przeciwbakteryjnym,
przeciwwirusowym 1 antyoksydacyjnym zalecana dzienna dawka surowca (dla pacjenta
o $redniej masie 60 kg) to 6 — 15 g [40].

Pomimo zachg¢cajacych doniesien literaturowych na temat sktadu fitochemicznego oraz
potencjalnego wykorzystania w terapii, niewiele danych pochodzacych z badan aktywnosci
biologicznej potwierdza prozdrowotny wptyw lisci forsycji.

Analiza fitochemiczna lisci forsycji zwislej wykazala spojny z owocami profil
chemiczny, z dominujaca zawartoscig lignanéw i fenyloetanoidow jako grup wiodacych.
Wicksza zawarto$§¢ zwigzkéw z grupy lignandéw np. filiryny, glukozydu pinorezynolu;
fenyloetanoidéw np. forsytozydu A, izoforsytozydu A, forsytiazydu oraz flawonoidow np.

rutyny, moze wskazywaé jednak na odmienny, mechanizm dziatania biologicznego lisci,
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w porownaniu do owocow [17,39]. Wczesniejsze doniesienia oceniajace aktywno$¢ naparu
z lisci forsycji zwistej wskazuja, ze surowiec moze by¢ skutecznym S$rodkiem
przeciwdrobnoustrojowym, ze szczego6lng rola forsytozydu A i izoforsytozydu jako zwigzkow
o potwierdzonym dziataniu przeciwbakteryjnym wobec Staphylococcus aureus, z minimalnym
stezeniem hamujacym (ang. minimum inhibitory concentration, MIC) wynoszacym
odpowiednio 76,7 i 81,7 pg/ml vs. kontrola pozytywna: tetracyklina MIC = 119 pg/ml,
Escherichia coli 1 Pseudomonas aeruginosa (kolejno MIC = 38,3 i 40,8 pg/ml vs. kontrola
pozytywna: tetracyklina MIC = 29,76 pg/ml) [18,41]. Wyniki szczegdétowych badan
w warunkach in vivo podkreslaja rowniez role forsytozydu A, jako potencjalnego modulatora
receptoréw TLR7, a tym samym jego dzialania przeciwwirusowego [42].

Ostatnie doniesienia wskazujg takze na silng inhibicj¢ cyklicznej fosfodiesterazy AMP
w komorkach uktadu odporno$ciowego, modulowang przez glowne skladniki wystepujace
w lisciach forsycji tj. glukozyd pinorezynolu oraz filiryng, co zostalo opisane jako jedna
z potencjalnych strategii terapeutycznych w przypadku zaburzen metabolicznych [39]. Ciekawa
obserwacja jest takze wplyw filiryny, gltownego lignanu liSci forsycji na poprawe
insulinowrazliwosci  tkanek,  poprzez  aktywacj¢  Sciezki  sygnalowej  kinazy
3-fosfatydyloinozytolu i kinazy biatkowej AKT (ang. phosphatidyl inositol 3-kinase and v-akt
murine thymoma viral oncogene homolog 1, PI3K/Akt), dajac podstawe do dalszych analiz
w kierunku jej wplywu na rozw6j miazdzycy, otytosci, zespotu metabolicznego i innych choréb
przewlektych [43-45]. Badania w warunkach in vivo wskazywaly takze na istotny potencjat
ekstraktow octanowych z owocoéw F. suspensa w hamowaniu aktywnosci enzymu o-amylazy,
odpowiedzialnego za rozktad polisacharydow do di- i monosacharydéw na poziomie ICso =
117,4 pg/ml, a takze inhibicji aktywnos$ci reduktazy HMG-CoA (3-hydroksy-3metylo-glutarylo
koenzym A), enzymu odpowiedzialnego za regulacj¢ syntezy cholesterolu (zahamowanie do
poziomu 24,5% aktywnosci enzymu) [46].

Ocena aktywnosci przeciwzapalnej ekstraktow metanolowych przygotowanych z lisci
i kwiatow F x intermedia, wskazuje na istotny potencjat surowca w hamowaniu produkcji
mediatoréw prozapalnych — interleukiny 8 (ang. interleukin 8, IL-8) oraz czynnika martwicy
nowotworow (ang. tumor necrosis factor o, TNF-a), odpowiednio do poziomu 20 - 40% 1 10 -
35% (kwiaty) oraz 5 - 25% oraz 20 - 60% (liScie) [33]. Analiza aktywnoS$ci przeciwzapalnej
poszczegolnych zwigzkéw dominujacych w etanolowym ekstrakcie z owocoéw F. suspensa,
w modelu zapalenia jelita grubego in vivo, wskazywata na istotng aktywnos¢ filigeniny, jako
silnego inhibitora ekspresji receptora toll-podobnego 4 (ang. Toll-like 4, TLR4) oraz $ciezek

sygnatowych kinaz biatkowych aktywowanych mitogenem (ang. Mitogen activated protein
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kinases, MAPK) — JNK, p38 i ERK 1/2 [47]. Ponadto znamienng aktywno$¢ przeciwzapalng
wykazano takze w modelu ludzkich neutrofili dla matairezynolu oraz pinorezynolu,
powszechnie wystepujacych w lisciach i1 kwiatach rodzaju Forsythia [33]. Przeciwzapalna
aktywno$¢ pinorezynolu zostata takze potwierdzona in vitro w modelu komodrek mikrogleju,
wskazujagc na jego znamienny, dawkozalezny potencjal hamujacy wydzielanie cytokin
prozapalnych tj. TNF-a, IL-18 1 IL-6 [48].

Co ciekawe liscie forsycji, w przeciwienstwie do owocow, nieklasyfikowanych jako
produkty spozywcze, zostaly wprowadzone w niektorych rejonach $wiata np. w prowingji
Shanxi w Chinach, jako produkty zywnosciowe [49]. Na terenie Ameryki Pdéinocnej oraz
obszarach Dalekiego Wschodu miode liscie forsycji, paki oraz kwiaty stosowane sg jako
dodatek do zup, sosow, a takze baza do przygotowania nalewek czy syropéw. Tradycyjne
zastosowanie lisci forsycji wynikajace z wiedzy ludowej, zaleca stosowanie surowca w postaci
zi6t 1 mieszanek do przygotowania naparéw. Wsrod wskazan do ich stosowania wymieniana
jest modulacja gospodarki lipidowej, dziatanie przeciwstarzeniowe i przeciwgrypowe [18]. Co
wiecej, badania in vivo dowodzace o braku dzialania toksycznego napardéw z lisci F. suspensa,
przy przewleklym podawaniu (w dziennej dawce 61,60 g/kg m.c.), potwierdzaja potencjalne
bezpieczenstwo stosowania surowca [50].

Mimo szerokiego zastosowania gatunkow z rodzaju Forsythia w Tradycyjnej
Medycynie Chinskiej, brak ilosciowych i jako$ciowych danych z badan przedklinicznych
1 klinicznych potwierdzajacych skuteczno$¢ stosowania roslin tego gatunku w fitoterapii,
uniemozliwia ich wprowadzenie do lecznictwa europejskiego. Szeroka dostepnos¢ lisci
gatunku Forsythia w warunkach klimatu umiarkowanego, polskiej szerokosci geograficznej,
czyni go interesujacym, tatwo dostepnym zroédtem surowca o potencjalnym dziataniu
terapeutycznym/prozdrowotnym. Wobec braku danych na temat roéznic w aktywnoS$ci
biologicznej surowca w zaleznosci od czasu zbioru, w niniejszej pracy odnios¢ si¢ do tego
zagadnienia. Doglebna analiza fitochemiczna oraz badania biologiczne w poszerzonym
zakresie, w warunkach in vitro oraz w przysztosci in vivo moga sta¢ si¢ dobrym punktem
wyjscia do wprowadzenia preparatow z lisci forsycji do ziotolecznictwa, a takze szerszego ich

zastosowania jako elementy funkcjonalnych produktow zywnosciowych.
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1.3.  Charakterystyka rodzaju Fraxinus L.

1.3.1. Wystepowanie

Rodzaj Fraxinus jest najszerzej rozpowszechniong grupa roslin nalezacych do rodziny
Oleceae, zasiedlajaca strefy umiarkowane i subtropikalne potkuli pétnocnej. Sposroéd 58
poznanych gatunkow, nalezacych do tego rodzaju znaczna wigkszo$¢ natywnie wywodzi si¢
z obszaréw europejskich. Wiodacym przedstawicielem tego rodzaju jest Fraxinus excelsior L.
(jesion wyniosty), bedacy jednoczesnie jednym z najliczniejszych gatunkow drzew lisciastych
w Europie. Rozmieszczenie Fraxinus excelsior obejmuje zasiggiem wigkszos$¢ krajow Europy
kontynentalnej (64% terytoriow europejskich) [51], pokrywajac jednoczes$nie czg$ciowo
obszary wystepowania dwoch innych przedstawicieli rodzaju Fraxinus — Fraxinus angustifolia
Vahl (jesion waskolistny) oraz Fraxinus ornus L. (jesion mannowy). Najwigksze zaggszczenie
rodzaju Fraxinus obserwowane jest na obszarach po6inocno-zachodniej Szkocji,
a jego naturalny zasigg w duzej mierze pokrywa si¢ z zasiggiem debu szyputkowego [52].
Rozmieszczenie rodzaju Fraxinus Tourn. ex L. zaprezentowano na ponizszej rycinie

(rycina 3).

F. longicuspis

F. bungeana

F. chinensis
F. floribunda
» ] ‘ 3 : F. griffithii
i i F. americana § | F. paxiana
F. latifolia . F. anomala b /} {  F.sieboldiana
F, pringlei . F. pennsylvanica F. angust.zfolza
F. uhdei i F. excelsior
F. albicans F. ornus F. trifoliolata
F. cuspidata
F. velutina

BN Naturalne miejsce pochodzenia gatunkoéw endemicznych
BN Miejsce wystgpowania gatunkéw wprowadzonych do uprawy

Rycina 3: Rozmieszczenie rodzaju Fraxinus L.
Opracowanie wlasne na podstawie: Royal Botanic Gardens (https://powo.science.kew.org) oraz Global
Biodiversity Information Facility (https://www.gbif.org/), dostep dnia: 13.11.2023.
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1.3.2. Charakterystyka botaniczna

Wiodacym przedstawicielem rodzaju Fraxinus wyst¢pujacym na obszarze Polski jest
jesion wyniosty (Fraxinus excelsior), porastajacy najczesciej nizinne, wilgotne lasy tegowe
oraz suche stanowiska wapienne. Ze wzgledu na zdolno$¢ przystosowania si¢ jesionu do
srodowisk miejskich oraz niewielkich wymagan glebowych, gatunek stat si¢ nieodiagcznym
elementem parkow i przydroznych skwerdw, jak réwniez brzegdw rzek i lesnych zboczy [53].
Z ekologicznego punktu widzenia drzewa jesionu odgrywaja kluczowa role w ochronie
réznorodnos$ci biologicznej, stanowiac wazne zrédto pozywienia i/lub schronienia dla dzikich
zwierzat. Z uwagi na wysoki stopien zasadowosci, kora jesionu wyniostego stanowi doskonatg
nisz¢ dla grzybow, mchéw oraz wielu gatunkéw bezkregowcodw [54].

Fraxinus excelsior jest jednym z najwyzszych drzew lisciastych wystepujacych na
terenie Europy, siegajacym do 30-40 metrow wysokosci, o zwykle wysoko osadzonej koronie.
Pien drzewa pokryty jasnozielonoszarg lub ciemnobrgzowa, gltadka u miodych okazéw oraz
bruzdowana, spgkang kora, u starszych drzew. Charakterystyczng cecha gatunku sa duze,
nieparzystopierzaste, przeciwlegte liScie podzielone na 7 - 11 (-15) waskojajowatych, brzegiem
karbowanopitkowanych listkow siedzacych lub krotkoogonkowych, z zabkami zagigtymi ku
blaszce listka. Gorna powierzchnia liscia jest najczg$ciej ciemnozielona, natomiast dolna
owlosiona, szarozielona. Owocem s3 podtuzne, sptaszczone orzeszki, utatwiajace rozsiewanie
nasion przez wiatr [55]. Kwiaty poligamodwupienne w wiechach [14]. Liscie oraz owoce jesionu

wyniostego przedstawiono na ponizszej rycinie (rycina 4).

Rycina 4: Liscie oraz owoce jesionu wyniostego. Zrédlo fotografii: Global Biodiversity Information Facility,
https://www.gbif.org/.
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1.3.3. Profil fitochemiczny

Wiasciwosci biologiczne lisci rodzaju Fraxinus korelowane sa gtownie z dominujaca
zawarto$cig zwigzkow z grupy polifenoli w ich sktadzie fitochemicznym. Do gtownych grup
metabolitow wyspecjalizowanych wystepujacych w lisciach tego gatunku naleza substancje
z grupy sekoirydoidow, fenyloetanoidow, flawonoidoéw, a takze kumaryn ktérych obecno$¢
wyroznia rodzaj Fraxinus na tle innych przedstawicieli rodziny Oleaceae [56]. Duza uwage
w kontek$cie mechanizméw dzialania surowca przypisuje si¢ wlasnie zwigzkom
kumarynowym np. eskulinie i jej aglikonowii eskuletynie, wyizolowanej z gatunku Fraxinus
rhynchophylla, dla ktérych wykazano efekt hamujacy powstawanie koncowych produktow
zaawansowanej glikacji, aktywnos$ci a-glukozydazy, kaspazy-3 1 biatkowej fosfatazy
tyrozynowej 1B, wskazujac na potencjalne dziatanie lisci jesionu wspomagajace metabolizm
glukozy [57]. Thuong i wsp. wskazuja na dzialanie innej pochodnej kumarynowej — fraksetyny
izolowanej z kory jesionu koreanskiego na bezposrednie dziatanie ochronne w przebiegu
tworzenia blaszki miazdzycowej poprzez indukcj¢ enzymoéw antyoksydacyjnych i aktywacje
szlaku jadrowego czynnika transkrypcyjnego pochodzenia erytroidalnego typu 2/elementu
odpowiedzi antyoksydacyjnej (ang. Nuclear factor erythroid 2- related factor 2/The antioxidant
responsive element, Nrf2/ARE) [58]. Dziatanie moczopg¢dne surowca, wyrazone zaleznym od
dawki zwigkszeniem wydalania jonéw sodu, potasu, chloru oraz mocznika po zastosowaniu
ekstraktu wodno-etanolowego przygotowanego z lisci jesionu warunkuje obecnos¢
znamiennych ilo$ci zwigzkow z grupy flawonoidow, gldwnie pochodnych kwercetyny
i kemferolu (3-O-glukozyd kemferolu oraz 3-O-glukozyd kwercetyny, 3-O-ramnoglukozyd
kwercetyny) [56]. W liSciach jesionu zidentyfikowano takze znaczace ilosci zwiazkow z grupy
sekoirydoidow (tj. 10- hydroksyligstrozyd, ligstrozyd, oleuropeina, nuzhenid i jego pochodne
oraz pochodne oleozydu), a takze niewielkie zawarto$ci triterpenow (kwas ursolowy oraz
betulinowy) oraz kwasow fenolowych (kwasy ferulowy, kawowy, p-kumarowy,

protokatechowy, wanilinowy i inne) [59].

1.3.4. Dzialanie i wykorzystanie w terapii

Gatunki rodzaju Fraxinus od lat byly wykorzystywane w tradycyjnej medycynie
ludowej, ze wzgledu na ich dziatanie moczopedne oraz tagodne dziatanie przeczyszczajace,
znajdujac zastosowanie w terapii dny moczanowej, reumatyzmie, schorzeniach drog

moczowych (liscie) oraz jako $rodki przeciwgoraczkowe i tonizujace (kora) [60]. Gatunki
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rodzaju Fraxinus sa cenionym zroédlem surowcoOw leczniczych, stosowanych w chinskich
grupach etnicznych (Liu-shu, Miao, Han, Bai), znajdujac zastosowanie w terapiach
antymalarycznych, czy stanach zapalnych przyzgbia. W krajach europejskich np.
potudniowych regionach Wtoch kora Fraxinus ornus jest powszechnie wykorzystywana jako
srodek hipocholesterolemiczny. Z kolei w bulgarskiej medycynie ludowej kora i liscie
F. excelsior 1 F. ornus znajduja zastosowanie podczas gojenia ran z uwagi na dzialanie
przeciwwysiekowo - przeciwzapalne, a takze w terapii biegunki i czerwonki [56].

Wedlug Europejskiej Agencji Lekow wskazaniem do stosowania formulacji
zawierajacych liscie jesionu wynioslego, jesionu waskolistnego lub potaczenia powyzszych
surowcow jest terapia bolu i tagodzenie stanéw zapalnych o niskim stopniu nasilenia. LiScie
jesionu zalecane sg takze jako tradycyjne, ziolowe produkty lecznicze, w terapii schorzen
uktadu moczowo-ptciowego, do stosowania w formie naparéw, wywardw lub doustnych form
stosowania np. kapsutek, rekomendowanych w 2-3 dawkach podzielonych, w celu osiggnigcia
efektu moczopednego [9]. Pomimo dostgpnosci na rynku europejskim suplementéw diety
1 wyrobow medycznych zawierajacych sproszkowany lis¢, korg lub paki jesionu, dla ktorych
wymienia si¢ szereg potencjalnych wskazan, rozpoczynajac od utrzymania prawidlowych
funkcji uktadu moczowego, poprawy trawienia oraz wzmocnienia narzadu ruchu ilo$¢ badan
przedklinicznych oraz klinicznych, potwierdzajacych skuteczno$¢ tych preparatow jest
zaskakujaco niewielka. Co wiecej, jakos¢ preparatoéw zawierajacych substancje roslinne
pochodzace z roslin gatunku F. excelsior, wystgpujacych w polskim obrocie farmaceutycznym
jako suplementy diety lub wyroby medyczne pozostaje niestety watpliwa, przez wzglad na brak
standaryzacji czy informacji o warto$ci wspotczynnika DER (ang. Drug Extract Ratio).

Z uwagi na wieloletnig tradycje stosowania, w najnowszym wydaniu Farmakopei
Polskiej XII rodzajowi Fraxinus po$wigcono 2 monografie. Pierwsza z nich obejmuje kore
jesionu chinskiego (Fraxini chinensis cortex) standaryzowana na obecno$¢ eskuletyny
1 eskuliny. Drugim surowcem farmakopealnym jest 1i$¢ jesionu (Fraxini folium) pozyskany
z jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior), jesionu waskolistnego (Fraxinus angustifolia) (syn.
Fraxinus oxyphylla M. Bieb), mieszancéw tych dwoéch gatunkéw Iub ich mieszanin,
standaryzowany na obecno$¢ pochodnych kwasu hydroksycynamonowego [52]. Co ciekawe,
preparat zawierajacy wyciag etanolowy (60% v/v) kory jesionu wyniostego, niebedacej
surowcem farmakopealnym, w potaczeniu z nalewka z ziela nawloci oraz lisci 1 kory wierzby
jest stosowany w tagodzeniu dolegliwo$ci reumatycznych i nerwobdli [61]. Rodzaj Fraxinus
pojawia si¢ takze w skladach preparatow kosmetycznych stosowanych podczas gojenia

i regeneracji niewielkich zmian naskérka oraz jako czynnik fotoprotekcyjny [56].
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1.4. Przewlekle Choroby Niezakazne

Jako pierwotng przyczyn¢ powstawania

Choroba Alzheimera

Choroba Parkinsona
Stwardnienie rozsiane
Stwardnienie zanikowe boczne
Zwyrodnienie plamki zoltej
Udar mézgu

chorob cywilizacyjnych, w tym zaliczanych do tej
grupy Przewlektych Chorob Niezakaznych (ang.

noncommunicable diseases, NCDs), okre$la si¢ o

obturacyjna
choroba pluc

zaburzenie relacji pomigdzy organizmem ludzkim, — eocw

Miazdzyca
Zawal migsnia
sercowego

Cukrzyca

prowadzonym stylem zycia, a $rodowiskiem
naturalnym [62]. Wedlug najnowszych doniesien  ****
Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World
Health Organization, WHO) z 2023 roku,
przewlekte choroby niezakazne (zaprezentowane Artretyom
na rycinie 5), tj. schorzenia ukfadu sercowo-
naczyniowego, oddechowego, kostno-stawowego,
choroby nowotworowe oraz inne zaburzenia, b
w tym o podlozu metabolicznym (np. cukrzyca
typu II) sa przyczyng 7 na 10 zgonéw, co Rycina 5: Sterylne choroby zapalne.

1ada rocznie 41 milionom przypadkdéw na . :
odpowiada rocznie onom przypadkéw Opracowanie wlasne na podstawie raportu

caltym $wiecie (w tym 17 milionom ludzi SWwiatowe] Organizacji Zdrowia
(https://www.who.int/news-room/fact-

umierajacych przedwczesnie — przed 70 rokiem  sheets/detail/noncommunicable-diseases;
dostep dnia: 13.11.2023).

zycia) [63]. Z drugiej strony ponad 40% populacji

powyzej 60-go roku zycia do§wiadcza obnizonej jako$ci zycia wynikajacej z czynnikow ryzyka
rozwoju NCDs tj. nadci$nienia, dyslipidemii, hiperglikemii, otylosci i wynikajacej z niej
insulinoopornosci, okreslanych przez WHO pod ogdlnym pojeciem Zespotu Metabolicznego
(ang. Metabolic syndrome, MetS, zespot X) [64]. Dlugoterminowe prognozy nie umniejszaja
jednak obaw co do obserwowanego trendu, bowiem szczegdélowy wglad w dane
epidemiologiczne prognozuje wyrazne przesuni¢cie sredniej granicy wieku oraz procentowej
zachorowalno$ci na choroby metaboliczne, zarbwno w spoteczenstwach wysokorozwinigtych
jak réwniez rozwijajacych si¢ [63]. Niepokojace wyniki przegladu systematycznego
prowadzonego na podstawie badan przekrojowych i badan kohortowych opublikowanych
w ramach analiz przeprowadzonych tacznie w 44 krajach, wskazuja na obcigzenie zespotem
metabolicznym 3% dzieci 1 5% nastolatkow (zakres wieku 6-18 lat) [65]. Szczegdlng uwage
zwraca takze klasyfikacja Polski jako kraju wysokiego ryzyka rozwoju chorob sercowo-

naczyniowych wzgledem ostatnich wytycznych Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego
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[66], co znajduje takze odzwierciedlenie w danych opisujacych rozpoznanie otytosci u ponad
60% dorostych Polakow [67].

Postgpujace rozpowszechnienie chordéb niezakaznych ma znaczace konsekwencje
spoteczno-ekonomiczne oraz zdrowotne dla poszczegdlnych jednostek, a takze calych
spolecznos$ci. Podczas gdy choroby niezakazne zwykle objawiaja si¢ w wieku dorostym, wiele
znich ma swoje zrodto w zachowaniach przyje¢tych w dziecinstwie i okresie dojrzewania, takich
jak bierne/czynne palenie, brak aktywnos$ci fizycznej, nadmierne spozywanie alkoholu
i wysokokaloryczna dieta z niewielkim udziatem sktadnikéw pochodzenia roslinnego [62,68,69].
Fundamentalng rolg w rozwoju NCDs przypisuje si¢ jednak powstawaniu ogélnoustrojowego,
subklinicznego stanu zapalnego, okre$lanego terminem ,,metazapalenia”, pierwotnie
zwigzanego z otylo$cig, wynikajaca m.in. z niezbilansowanej, wysoko przetworzonej
zywnoS$ci, niehigienicznego stylu zycia 1 dynamicznego rozwoju przemystowego,
prowadzacych do wielouktadowych interakcji immunologicznych, tj. pobudzenia §ciezek
sygnalizacji zapalnej, stresu oksydacyjnego oraz rozwoju insulinoopornosci [70,71].
W przeciwienstwie do ostrych reakcji zapalnych, przewlekly stan zapalny o niewielkim lub
umiarkowanym nasileniu i niskim stopniu zlo$liwosci moze trwaé tygodnie, miesiace,
a w niektorych przypadkach nawet lata. Jednym z czynnikéw podkreslajacych podstepnosé
i powolny przebieg NCDs jest nierzadko pdzne pojawienie si¢ objawdw chorobowych,
uniemozliwiajac podjecie dziatan prewencyjnych ukierunkowanych na cofnigcie powstatych
patologii metabolicznych. Aktualne doniesienia wigza wystgpowanie metazapalenia
z rozwojem 1 progresja cukrzycy typu II, osteoporoza, alergia, schorzeniami osrodkowego
uktadu nerwowego np. demencja, depresja, stanami lgkowymi, a nawet chorobami
nowotworowymi, w konsekwencji prowadzacych do skracania dlugosci zycia
1 przedwczesnego zgonu [72-74].

Chociaz obecnie stosowane terapie przeciwzapalne i antyoksydacyjne stanowig element
leczenia schorzen o poditozu zapalnym, ich skuteczno$¢ kliniczna u wielu pacjentow jest nadal
wysoce ograniczona. Co wigcej, ztozony patomechanizm choréb niezakaznych, wymaga
zastosowania  terapii  wielokierunkowej,  obejmujacej nierzadko  kilka  celow

farmakologicznych, narazajac pacjenta na wystgpowanie licznych reakcji polekowych [74,75].

We wcezesniejszych doniesieniach korelowano progresje NCDs i MetS ze zwigkszonym,
ogo6lnoustojowym stezeniem lipopolisacharydu (ang. lipopolysaccharide, LPS), nalezacego do
prozapalnych skladnikow $ciany komorkowej, bakteryjnych szczepdéw Gram-ujemnych,

stanowigcych 70% komensalnego mikrobiomu jelitowego [76]. LPS zawiera zwigzany
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z patogenem wzorzec molekularny, lipid A, ktdry po potaczeniu z receptorem TLR4 inicjuje
kaskade sygnalizacyjng, prowadzaca do aktywacji szlakow prozapalnych (np. zwigzanych
z aktywnoscig kinaz MAP) i oksydacyjnych (produkcja reaktywnych form tlenu, ang. reactive
oxygen species, ROS), a takze wzrostu ekspresji markerow infiltracji makrofagow np. CD86
[77]. W badaniach in vivo staty wzrost st¢zenia LPS w osoczu zostat powigzany z podwyzszona
ekspresja TNF-a, IL-6, IL-1p oraz oporno$cig na insuling u gryzoni spozywajacych diete
wysokokaloryczna, a takze u myszy genetycznie otytych [78]. W randomizowanym, podwdjnie
zaslepionym badaniu dozylne podanie matej dawki (0,6 ng/kg masy ciala) LPS zdrowym
ochotnikom indukowato szybki, przejsciowy wzrost IL-6 (25-krotny) i TNF-a (100-krotny)
w osoczu [79]. W modelu myszy nieotytych, pozbawionych koreceptora LPS, klastra CD14,
ktorym podano endotoksyne razem z dieta wysokottuszczowa, nie obserwowano przyrostu
masy ciala oraz ogolnoustrojowego stanu zapalnego, potwierdzajac aktywacje¢ receptora TLR4
przez LPS jako zdarzenia po$redniczacego w stanach zapalnych wywotanych
wysokokaloryczna dieta [80]. Aljada 1 wsp. wykazali, ze w ciggu kilku godzin po spozyciu
wysokottuszczowego, wysokoweglowodanowego positku, krazace we krwi leukocyty
wykazywaty cechy produkcji ROS i aktywacji jadrowego czynnika transkrypcyjnego kB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-xkB) [81]. Co ciekawe,
analiza skutkow dlugotrwalego stosowania wysokoweglowodanowej diety ,,zachodniej”,
w przeciwienstwie do zastosowania diety Srédziemnomorskiej, wykazata spadek ilosci
dostgpnej fosfatazy alkalicznej, ktéra w warunkach fizjologicznych odgrywa role
detoksyfikujaca dla LPS w obrgbie $wiatla jelita, zapobiegajac translokacji aktywnego LPS do
krazenia ogolnoustrojowego. Ponadto, w innym badaniu stwierdzono, ze wysokie stg¢zenie
bakteryjnego LPS wptywa destrukcyjnie na integralno$¢ $ciany jelita, dodatkowo zwigkszajac
wchianianie LPS do krwioobiegu, a tym samym inicjujac procesy zapalne calego organizmu
[82,83]. Analiza funkcji fosfatazy alkalicznej na poziomie komdérkowym potwierdzita takze jej
hamujacy wplyw na aktywno$¢ $ciezki sygnatowej TLR4/ NF-kB oraz hamowanie fosforylacji
biatka inhibitorowego NF-kB — IkBa, po aktywacji LPS w makrofagach otrzewnowych, a tym

samym ograniczenie ekspresji mediatoréw zapalnych [84].

Nawyki zywieniowe 1 wlasciwa suplementacja nalezg do modyfikowalnych czynnikow
bioracych udziat w rozwoju zapalenia i chordb z nim zwigzanych. Odwrotna korelacja diety
$rodziemnomorskiej z rozwojem chorob przewlektych jest przypisywana obecnosci produktow
o duzym potencjale przeciwzapalnym i antyoksydacyjnym tj. oliwa z oliwek, czerwone wino,

orzechy [85]. Spos$rod proponowanych rozwigzan ograniczenia rozwoju powstawania
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przewleklych standw zapalnych jest wzbogacenie diety o produkty bogate w zwigzki
polifenolowe oraz wigkszy udziat w codziennej diecie produktéw nieprzetworzonych, w tym
pochodzenia roslinnego. W tym kontek$cie znaczenie nutraceutykow oraz wlasciwej
suplementacji pojawia si¢ jako obiecujace narzgdzie do zapobiegania chorobom zwigzanym
z odzywianiem i poprawy fizycznego i psychicznego dobrostanu spoleczenstwa. Najnowsze
dane literaturowe sugeruja, ze dtugotrwale spozycie diety opartej o sktadniki i suplementacje
pochodzenia ro§linnego chroni przed rozwojem chordb sercowo-naczyniowych, cukrzyca typu
I, osteoporoza czy chorobami neurodegeneracyjnymi [86-88]. W wielu krajach
wysokorozwinietych produkty pochodzenia roslinnego sa uwazane za sktadnik terapii,
opisywanej pod pojeciem medycyny ,,komplementarnej”. W badaniu przeprowadzonym przez
WHO, w grupie 252 terapeutykow rozwazanych jako kluczowe i podstawowe w ogdlnie pojetej
terapii, az 11% byly lekami pochodzenia roslinnego [89]. Wsrdd zalet stosowania produktow
leczniczych pochodzenia naturalnego nalezy wymieni¢ mniejszg ilo$¢ dziatan niepozadanych
w stosunku do tradycyjnej farmakoterapii oraz szeroki zakres synergistycznego dzialania
metabolitow wtérnych co przektada si¢ na wigkszg ilos¢ wskazan terapeutycznych [90].
Pomimo wieloletniej tradycji stosowania niektorych surowcow naturalnych brak
szczegblowych mechanizméw dziatania wynikajacy gltownie z niskiej jako$ci oraz
niewystarczajacej ilosci badan biologicznych 1 klinicznych ogranicza ich zastosowanie
w terapii [90]. Kluczowym wydaje si¢ wigc lepsze poznanie i analiza surowcow zaréwno juz
dostgpnych na rynku farmaceutycznym jak i surowcoOw mniej poznanych, mogacych petié¢
potencjalne funkcje prewencyjne. Szczegdtowa analiza sktadu fitochemicznego oraz badania
in vitro 1 in vivo moga zaowocowac¢ odkryciem nowych zwigzkoéw, o potencjalnie nowych
mechanizmach dziatania lub przypisanie znanym strukturom nowych funkcji lub zastosowan

[91].
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1.5. Rola komérek monocytow i makrofagow w przebiegu stanu zapalnego

Zapalenie jest kluczowym procesem niezb¢dnym do utrzymania homeostazy organizmu,
w odpowiedzi na dziatanie zewngtrznych lub wewnetrznych czynnikéw patogennych [72].
Prawidtowo przebiegajaca odpowiedz immunologiczna prowadzi do samoistnego wygaszenia
procesu zapalnego, bez powstania uszkodzen w komorkach gospodarza [92]. Grupa
mononuklearnych komoérek krwi obwodowej (ang. Peripheral blood mononuclear cells,
PBMCs) klasyfikujaca limfocyty T 1 B, monocyty (Mo), makrofagi (M¢), komorki NK oraz
komorki dendrytyczne odgrywa gltéwnag role w bezposredniej eliminacji czynnikéw

patogennych, jak rowniez organizacji poszczegdlnych faz procesu zapalnego [93].

1.5.1. Monocyty

Monocyty to grupa jednojadrzastych, mieloidalnych komodrek efektorowych,
stanowigcych 5-10% wszystkich komorek leukocytarnych krwi. Czas zycia monocytow
szacowany jest w zalezno$ci od przyjetego fenotypu na okres 1-3 dni, po ktérym w przypadku
braku rekrutacji do tkanek ulegaja procesom degradacji [72,94]. Do typowych fizjologicznych
cech tej grupy nalezy obecno$¢ owalnego lub nerkowatego jadra komorkowego oraz
pecherzykow  cytoplazmatycznych.  Monocyty  powstaja w  szpiku  kostnym
z multipotencjalnych, hematopoetycznych komoérek macierzystych (ang. Hematopoietic Stem
Cells, HSCs), dajacych poczatek prekursorom mieloidalnym i limfoidalnym. Szereg
sekwencyjnych etapéw prowadzi nastepnie do ich réznicowania do komdrek makrofagow,
komorek dendrytycznych oraz pre-osteoklastow, predysponujacych do petienia okreslonych
funkcji efektorowych [93,95].

W stanie stacjonarnym monocyty petnig funkcje homeostatyczng, a procesy ich
réznicowania regulowane sg petla ujemnego sprzezenia zwrotnego, dzigki obecnosci czynnika
stymulujacego kolonie makrofagdéw (ang. macrophage colony-stimulating factor 1, M-CSF-1),
produkowanego przez komorki stromalne w obrgbie krwi i tkanek [72]. W odpowiedzi na
bodzce s$rodowiskowe, np. przerwanie cigglosci tkanek, obecnosci drobnoustrojow
chorobotworczych, a takze indukcje procesow apoptotycznych monocyty infiltrujag do bton
sluzowych i1 obszardéw objetych procesem zapalnym i ulegaja przeksztatceniu do fagocytarnych
makrofagéw tkankowych pochodzacych z monocytow (mo-Mac) lub komoérek dendrytycznych
pochodzacych z monocytow (mo-DC) [94]. Pierwotna koncepcja rozmieszczenia PBMC

zaklada roznicowanie klasycznych monocytow do komorek makrofagéw rezydujacych

39



w tkankach (np. serca, phluc, skory wiasciwej) w ramach puli osiadtych/rezydentnych
makrofagéw tkankowych, aktywowanych w trakcie infekcji oraz odrgbnej puli makrofagow
wedrujacych [95].

Monocyty ludzkiej krwi obwodowej nie s3 populacja homogenng. Klasyfikacja
monocytow krazacych, oparta na podstawie ekspresji markeréw powierzchniowych CD14
1 CD16, wyrdznia 3 grupy komorek zroznicowanych pod katem fenotypu i pelnionych funkc;ji:
monocyty klasyczne, CD14"" CD167; posrednie, CD14™" CD16" oraz nieklasyczne, CD14"
CD16"" [94,96,97]. Fizjologiczna rola poszczegdlnych grup monocytéw nie zostata jeszcze
w pelni okreslona, jednak wykazano, Zze monocyty klasyczne oraz posrednie peinig funkcje
prozapalne, wyrazone wydzielaniem cytokin prozapalnych (gléwnie TNF-a) w odpowiedzi np.
na bakteryjny LPS. Do gléwnych zadan monocytow nieklasycznych nalezy monitorowanie
integralnos$ci srodblonka naczyniowego, odpowiadajac gtownie za posrednictwem receptoréw
toll-podobnych 7/8 (ang. toll like receptors 7/8, TLR7/8) na sygnaty zagrozenia umiarkowang
sekrecja mediatorow zapalnych (TNF-o, IL-1B, CCL2, IL-10, IL-8, IL-6) oraz indukcja

rekrutacji komorek neutrofili [97].

1.5.2. Makrofagi

Makrofagi sa ,,straznikami” uktadu odpornosciowego, ktore utrzymuja integralnos¢
tkanek, poprzez eliminacj¢ lub naprawe uszkodzonych komorek i macierzy [92]. Makrofagi
wraz z neutrofilami naleza do najwazniejszych skladnikéw morfotycznych krwi,
uczestniczacych we wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. Z uwagi na przynalezno$¢
makrofagéw do grupy komorek prezentujacych antygen (ang. antigen presenting cel, APC)
limfocytom T, makrofagi stanowig pomost pomi¢dzy wrodzong i nabyta odpowiedzia
immunologiczng [98].

Poprzez wysoka ekspresje¢ receptorow rozpoznawania wzorca (Pattern Recognition
Receptors, PRRs), w tym receptoréw toll-podobnych (ang. foll-like receptors, TLR), NOD-
podobnych (ang. NOD-like receptors, NOD), RIG-I-podobnych (ang. RIG-I-like receptors,
RLR), makrofagi aktywnie uczestnicza w rozpoznawaniu motywow molekularnych
zwigzanych z patogenami i uszkodzeniami oraz inicjacji odpowiedzi zapalnej, na kazdym

etapie jej przebiegu (rycina 6) [98, 99].
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D. Opracowano na podstawie: [98, 99].

Funkcje oraz fenotypy makrofagow tkankowych, a takze makrofagéw pochodzacych
z monocytow, rekrutowanych z rezerwuaru krwi, szpiku kostnego czy S$ledziony, moga
wykazywa¢ specyficzno$¢ tkankowa, w ramach aktualnych potrzeb wynikajacych
z konieczno$ci powrotu organizmu do stanu homeostazy. Makrofagi cechuja si¢ znacznym
stopniem plastycznosci funkcjonalnej, uwarunkowanym rodzajem sygnatow docierajacych
z mikro$rodowiska cytokinowego, co tlumaczy liczne, pozornie przeciwstawne funkcje tej

grupy komorek [72,100].

Makrofagi rezydujace w tkankach s3 wyposazone w szeroka game czujnikéw
(receptory, mediatory), uczestniczacych w koordynowaniu adaptacyjnych odpowiedzi
komoérkowych, kluczowych dla wzrostu, metabolizmu i1 przebudowy wyspecjalizowanych
komorek tkankowych. Reakcje te obejmuja m.in. regulacj¢ w odpowiedzi na zmiang

parametréw fizjologicznych tj. pH czy temperatura, usuwanie obumarlych komorek,
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przebudowe¢ macierzy zewnatrzkomérkowej, a takze magazynowanie produktow

metabolicznych tj. kwasy ttuszczowe, czy produkty rozpadu hemu [98] (rycina 6).

Identyfikacja czynnika patogennego inicjuje wydzielanie przez komoérki makrofagdéw
leukotreindw cysteinowych, wptywajacych na wzrost przepuszczalno$ci naczyn krwionos$nych,
a takze cytokin i chemokin inicjujacych rekrutacje innych komorek efektorowych (neutrofili
1 makrofagdéw wedrujacych) do miejsca zakazenia. Inicjacja stanu zapalnego wymusza wzrost
naptywu krwi i1 transformacji komorek monocytow do komorek makrofagéw w celu
zwigkszenia sity obronnej ukladu odpornosciowego. Jednoczesne zjawisko ,,zanikania
makrofagéw” rezydujacych w tkankach wynikajace z procesow przylegania, emigracji lub
$mierci makrofagow rezydentdow wymusza procesy uzupetniajace braki tych komorek
efektorowych [94]. Niektore grupy komorek tj. fibroblasty, komoérki nablonkowe
1 Srodblonkowe inicjuja migracje komorek monocytow z krwi do tkanek lub ze szpiku kostnego
do krwi poprzez wydzielanie duzych ilosci biatka chemotaktycznego monocytow (ang.
monocyte chemoattractant protein 1, MCP-1/CCL2), w odpowiedzi na obecno$¢ mediatorow
zapalnych lub czastek drobnoustrojow. Kluczowa rola komoérek makrofagéw w przebiegu
pierwszych etapéw procesu zapalnego wynika ze zdolnosci do fagocytozy drobnoustrojow
1 apoptotycznych neutrofili (za posrednictwem TIM4 lub receptorow TAM, CIQR,
dziatajacych z rozpuszczalnymi czastkami mostkujacymi tj. MFGES, biatko S, C1Q — rycina
6), a takze produkcji zewnatrzkomodrkowych sieci (ang. macrophages extracellular traps,
MET) skfadajacych si¢ m.in. z zewnatrzkomorkowego DNA (pochodzenia jadrowego lub
mitochondrialnego), histondw czy metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej 9 (ang. matrix

metalloproteinase 9, MMP9) [101].

Podstawowa klasyfikacja, dzieli komorki makrofagéw na dwie grupy o funkcjonalnym
fenotypie pro- i przeciwzapalnym (odpowiednio M1 i M2), skorelowanym z odpowiedzig
napg¢dzang przez komorki limfocytéw, odpowiednio podtypu Thl i Th2. Obecnie jednak
wiadomo, ze przyjety podzial jest podzialem umownym, nieodzwierciedlajacym w pelni
ztozonosci mozliwych fenotypow, zaleznych od Zrddta pochodzenia makrofagdw, lokalizacji
tkankowej oraz patogenu inicjujacego ich aktywacje [72].

Polaryzacja podtypu M1 zachodzi w pierwszym etapie odpowiedzi zapalnej. Komorki
nalezace do tej grupy sa kluczowymi komorkami efektorowymi, unieczynniajagcymi patogeny,
wirusy 1 komorki nowotworowe dzigki silnym wlasciwosciom fagocytarnym i cytotoksycznym.

Makrofagi podtypu M1 powstaja z komoérek monocytéw pod wplywem czynnika
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stymulujacego tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (ang. granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor, GM-CSF) w odpowiedzi na stymulacj¢ LPS [102]. Klasyfikacja
podtypu M1 opiera si¢ na ekspresji gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej (MHC) klasy
II, charakterystycznych markerow powierzchniowych: CD14, CD80/86, CD38, a takze
indukowanej syntazy tlenku azotu (ang. inducible nitric oxide synthase, iINOS). Makrofagi M1
wykazuja silng ekspresje cytokin prozapalnych (np. IL-6, IL-12, IL-18, IL-18, IL-23 i TNF-a),
reaktywnych form tlenu (ROS), proteaz oraz chemokin (np. CCL2, CCLS5, CCLS8-11, CCL13),
indukujac translokacj¢ limfocytow T i B do miejsca zakazenia, w celu podtrzymania przebiegu
stanu zapalnego [103,104]. Ponadto produkcja chemokin CXCL 9-11 przez komorki podtypu M1
inicjuje procesy chemotaksji neutrofili i monocytow/makrofagdw tkankowych do miejsca
rozwoju procesu zapalnego. Makrofagi M1 dzigki zwigkszonej sekrecji IL-12 pobudzaja
limfocyty oraz komoérki NK (ang. natural killer) do produkcji interferonu typu Il — IFN-y, ktory
na zasadzie sprz¢zenia zwrotnego wptywa na makrofagi zwigkszajac ich aktywno$¢ zapalng
i cytotoksyczng. Dodatkowo, wysoka ekspresja bialek gléwnego uktadu zgodnosci tkankowe;j
klasy 11, a takze czastek kostymulujagcych CD80/CD86 inicjuje procesy prezentacji antygenow
limfocytom Th [100].

Polaryzacja podtypu M2 jest charakterystyczna dla pdzniejszych etapdéw reakcji
zapalnych. Makrofagi spolaryzowane alternatywnie uczestniczg takze w procesach wtoknienia,
powstawania ztogdw miazdzycowych oraz w nowotworzeniu [92]. Poprzez zwigkszong
produkcje arginazy makrofagi typu M2 promuja procesy naprawcze i proliferacj¢ komorek,
reguluja produkcje kolagenu i remodeling tkanek [94].

Jednym z czynnikéw opisywanych jako stymulator polaryzacji makrofagéw w kierunku
podtypu M2 jest izoforma 1 oksygenazy hemowej 1 (ang. heme oxygenase-1, HO-1),
odgrywajaca istotng role¢ ochronng w stanach patologicznych, z uwagi na dziatanie
przeciwutleniajace, przeciwapoptotyczne i przeciwzapalne [105]. HO-1, kodowana przez gen
HMOX-1, okreslana réwniez jako biatko szoku cieplnego 32 (Hsp32), jest wysoce indukowalna
przez czynniki tj. stres oksydacyjny, frakcje lipidowe, promieniowanie UV, toksyny bakteryjne,
reaktywne formy tlenu, cytokiny prozapalne i ksenobiotyki. Gtownym mechanizmem dziatania
HO-1 jest stymulacja katabolizmu wewnatrzkomérkowego hemu do rownomolowych ilo$ci
biliwerdyny, tlenku wegla oraz wolnych jonéw zelaza [106]. Najwazniejszym aktywatorem
transkrypcji, zwigkszajacym ekspresje HO-1 jest czynnik zwigzany z czynnikiem jadrowym E2
(Nrf2). Co wigcej, wzmozona aktywacja szlaku Nrf2/HO-1 koreluje z inhibicja wydzielania IL-
1B, IL-6, TNF-a, NO i ROS wskazujac na efekt przeciwzapalny i cytoprotekcyjny HO-1.

43



Niektore z doniesien spekulujg takze na temat hamujacego wptywu tlenku wegla powstatego
w procesie metabolizmu hemu na wydzielanie cytokin TNF-a i IL-1B [107]. Wiele dowodow
sugeruje, ze ekspresja HO-1 jest takze zwigzana z przeciwzapalng sygnalizacja IL-10, IL-19
1 TGF-B w petli dodatniego sprz¢zenia zwrotnego, z udziatem szlakow sygnatowych PI3K, NF-
kB i MAPK [108,109].

Jak wykazano we wcze$niejszych badaniach w modelach in vivo wzrost wydzielania
HO-1 po zastosowaniu zwigzkow pochodzenia naturalnego tj. kurkumina, kwercetyna,
resweratrol, czy oligosacharydy wptywal korzystnie na lagodzenie odpowiedzi zapalnych
w komorkach uktadu odpornosciowego [110,111]. Obecno$¢ HO-1 i produktu rozpadu hemu —
CO, modulowata wydzielanie IL-10 poprzez posrednia aktywacj¢ szlaku p38 MAPK
w modelu mysich makrofagdw, po zastosowaniu wodnego ekstraktu z omanu wielkiego (/nula
helenium L.) [112,113]. W zwigzku z powyzszym, wstepne doniesienia korelujace aktywnos¢
surowcow naturalnych ze wzrostem ekspresji biatkka HO-1 daty postawe do poszukiwan

kolejnych modulatoréw wydzielania HO-1 o potencjalnym dzialaniu przeciwzapalnym [114].

1.5.3. Udzial komodrek monocytow i makrofagow w patogenezie chorob
0 podlozu zapalnym

Nieprawidlowa regulacja aktywno$ci monocytdw i makrofagdw zostala stwierdzona
w patogenezie licznych chorob o poditozu zapalnym [103]. Szczegdtowy udziat komorek
monocytow/makrofagdw, a takze obecnos¢ ich poszczego6lnych fenotypdw i zwigzanych z tym
zmian funkcjonalnych nadal jednak pozostaja niejasne w wielu schorzeniach. Infiltracja
1 kumulacja Mo lub M¢ w tkankach objetych procesem chorobotworczym lezy u podtoza takich
schorzen jak choroby zapalne jelit (IBD): choroba Crohna (CD), wrzodziejace zapalenie jelita
grubego (UC), a takze w przypadku reumatoidalnego zapalenia stawow (RZS),
autoimmunologicznego zapalenia watroby oraz stwardnienia rozsianego (MS) [94]. Heine
i wsp. zaobserwowali wzrost liczebnosci posredniego fenotypu monocytow u pacjentow
z przewlekla choroba nerek co zostalo skorelowane z wyzszym ryzykiem wystapienia
miazdzycy 1 pdzniejszej S$miertelnosci z powodu chordb sercowo-naczyniowych [115].
W przebiegu miazdzycy, wskazywanej jako klasyczny model przewleklego stanu zapalnego,
zauwazono wzmozong rekrutacje obu podtypéw monocytéw do blaszki miazdzycowej,
natomiast jej zanikanie bylo skorelowane z ograniczeniem proceséw kumulacji komorek

makrofagéw w $wietle naczyn krwionos$nych [116].
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1.5.4. Interleukina 10 - kluczowy regulator odpowiedzi zapalnej

Zrownowazona odpowiedz immunologiczna jest kluczowym  czynnikiem
zapewniajacym ochron¢ komoérek gospodarza przed nadmierng i niekontrolowang reakcja
wynikajaca z dzialania efektorow zapalnych. Jednym z czynnikoéw warunkujacych utrzymanie
homeostazy w miejscu toczacego si¢ stanu zapalnego jest immunosupresyjna IL-10, ktorej
aktywnos$¢ jest ukierunkowana zaréwno na wrodzone, jak i adaptacyjne odpowiedzi
immunologiczne [117].

Gléwnym miejscem sekrecji - A W10 EEL-10Re ERIL-10RE
IL-10 sg ludzkie komorki jednojadrzaste " ‘
krwi obwodowej tj. limfocyty T CD4+
podtypow: TH1, Th2, TH17, Trl, Treg;
limfocyty T CDS8+; limfocyty B;
komorki dendrytyczne (ang. dendritic
cells, DC), monocyty, przy najwigkszej
sekrecji IL-10, zaobserwowane;j
w  komodrkach makrofagéw  [118].

Wydzielanie IL-10 odbywa si¢ takze za

posrednictwem  niektérych komorek

niekrwiotwérczych  np. komorek

nablonkowych, keratynocytow czy  Rycina 7: Struktura krio-EM kompleksu receptora
_ IL-10.

komorek osrodkowego i obwodowego  Model molekularny receptora IL-10 z wyszczegblnieniem

podjednostki IL-10Ra (fioletowy), IL-10Rp (seledynowy),

ukladu  nerwowego po  aktywacji oraz IL-10 (pomaranczowo-zotty) [120] .

odpowiednim bodzcem [119].

Wigkszos$¢ komorek hematopoetycznych odbiera sygnalizacje¢ IL-10 poprzez ekspresje
heterodimerycznego receptora dla IL-10 (ang. interleukin-10 receptor, IL-10R), zlozonego
z tancucha o wiazacego IL-10 (IL-10Ra) o wysokim powinowactwie oraz czasteczki
pomocniczej B, wspotdzielonej z kompleksem receptoréw innych cztonkéw nadrodziny IL-10
(IL-10Rp) [117, 120] (rycina 7). Analiza ekspresji receptora na powierzchni pierwotnych
jednojadrzastych komorek krwi obwodowej (PBMC) wykazata wysoka ekspresj¢ IL-10Ra
i IL-10RB na pierwotnych monocytach i makrofagach i niska, ale obecna ekspresje na
powierzchni komoérek NK, limfocytach B 1 T, co sugeruje, ze monocyty i makrofagi moga
wykazywac silniejsze odpowiedzi sygnalizacyjne IL-10 w poréwnaniu do innych cztonkow

klasy PBMC [121].
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Dimeryzacja IL-10Ra 1 IL-10Rp w obecnosci IL-10 prowadzi do fosforylacji biatka
kinazy janusowej 1 (ang. Janus kinase 1, JAK1) zwigzanego z podjednostka IL-10Ra i kinazy
tyrozynowej 2 (ang. Tyrosine kinase 2, TYK2) zwigzanego z podjednostka IL-10Rp,
powodujac aktywacje przetwornika sygnatu - czynnika transkrypcyjnego i aktywatora
transkrypcji 3 (ang. Signal transducer and activator of transcription 3, STAT3). Aktywacja
kaskady sygnalizacji JAK1-TYK2-STAT3 oraz translokacja czynnika STAT3 do jadra
komoérkowego inicjuje program transkrypcyjny, definiujacy odpowiedz przeciwzapalng za
posrednictwem IL-10 [119]. Gléwnym mechanizmem efektorowym aktywacji osi sygnalowe;j
IL-10/STAT3 jest hamowanie transkrypcji genéw kodujacych aktywnos$¢ cytokin i chemokin
prozapalnych, uczestniczacych w odpowiedzi immunologicznej np. TNF-a, IL-18 1 IL-6,
w wielu typach komoérek. Pomimo znacznego post¢pu w zrozumieniu aktywnosci IL-10, wiele
kwestii dotyczacych sygnalizacji IL-10/STAT3 pozostaje jednak nierozstrzygnigtych. Badania
przeprowadzone na modelu komorek makrofagéow, stymulowanych bakteryjnym LPS sugeruja
m.in aktywacje¢ innych szlakow sygnatowych, uczestniczacych w sygnalizacji IL-10, np. szlaku
p38 MAPK. Ponadto o ztozonosci mechanizmoéw definiujacych aktywnos¢ IL-10, moga
$wiadczy¢ takze wczesniejsze doniesienia o uczestnictwie innych kaskad sygnalizacyjnych tj.
PI3K/Akt/mTOR w toku aktywnosci przeciwzapalnej IL-10 [119,122,123].

Szczegdlng cechg IL-10 jest wielokierunkowe dziatanie, odgrywajace istotng rolg
w modulowaniu odpowiedzi zapalnej na etapie jej wygaszania. Gldowne mechanizmy dziatania
IL-10 opierajg si¢ m.in. na udziale w hamowaniu transkrypcji cytokin i chemokin zapalnych,
ograniczeniu prezentacji antygenu oraz produkcji czasteczek kostymulujacych 1 adhezyjnych,
warunkujac ochrong przed autoimmunizacyjnym uszkodzeniem tkanek. Pomimo tych waznych
funkcji przeciwzapalnych, IL-10 moze przyczyni¢ si¢ do powstania roznorodnych i pozornie
przeciwstawnych efektow biologicznych. Wzmozona aktywno$¢ sygnalizacji IL-10, po
podaniu ogdlnoustrojowym niesie za sobg mozliwos¢ stymulacji efektow prozapalnych, np.
aktywacji limfocytow T CD8+ oraz produkcji czastek prozapalnych takich jak IFN-y
1 cytolitycznych, takich jak granzym B, co moze czg$ciowo przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia
funkcjonalnej plejotropii tej cytokiny. Z kolei obecnos$¢ interferonu typu I promuje produkcje
IL-10 w mysich makrofagach, ludzkich monocytach i komorkach dendrytycznych,
potwierdzajac wysoka wspotzalezno$¢ funkcjonowania tych dwodch czynnikéw w procesach
immunomodulacji [124,125].

Podejmujac probe opisu potencjalnego zastosowania IL-10 w poszczegodlnych
jednostkach chorobowych, wiele doniesien podkresla kluczowg rolg receptora IL-10

w chorobach o podtozu zapalnym w tym choréb o podtozu neurodegeneracyjnym, w ktérych
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opisano rolg¢ IL-10 jako czynnika uczestniczacego w ograniczaniu uszkodzen neurondéw
podczas infekcji oraz posredniego regulatora neurogenezy [126]. Z kolei badania
epidemiologiczne tacza niska produkcje IL-10 z zespolem metabolicznym i otylo$cia, co
wydaje si¢ potwierdza¢ badanie Rajbhandari i wsp. prezentujace zalezno$¢ braku sygnalizacji
IL-10 u myszy karmionych pokarmem wysokoenergetycznym z niewystgpowaniem otytosci
zwigzanej z dietg [127]. Wczesniejsze doniesienia sugerowaty takze, ze wzrost ekspresji IL-10
moze promowaé przeciwzapalng aktywno§¢ makrofagdéw M2 w tkance tluszczowej, oraz
hamowac¢ odpowiedz prozapalng w mysich adipocytach, za posrednictwem szlaku NF-kB [128].

Mutacja receptora IL-100 w komorkach makrofagow jelitowych prowadzita
w badaniach in vivo do cigzkiego zapalenia okreznicy w odpowiedzi na komensalng flore
jelitowa [129]. Z kolei u myszy z niedoborem IL-10 wykazano zwigkszong podatno$¢ na rozwoj
wstrzasu septycznego, potwierdzajac znaczenie IL-10 jako regulatora negatywnego sprz¢zenia
zwrotnego w uktadzie odpornosciowym [130]. Niektore doniesienia dowodza takze o istotnej
roli IL-10 w procesach regulacji macierzy zewnatrzkomoérkowej i funkcji fibroblastow, co moze

takze wskazywac na potencjalng rolg IL-10 w procesach gojenia ran [131].
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1.6. Rola monocytow i makrofagéw w patogenezie miazdzycy

Miazdzyca stanowi obecnie gtowny czynnik przyczyniajacy si¢ do globalnej epidemii
chordb sercowo-naczyniowych, ktorych powiktania zakrzepowe tj. udar niedokrwienny, zawat
migsnia sercowego czy niestabilna dtawica piersiowa staty si¢ gtowna przyczyna zgondw,
zardbwno w rejonach o wysokim dochodzie, jak réwniez w krajach rozwijajacych si¢. Jedna
z gléwnych przyczyn globalnej powszechno$ci wystegpowania miazdzycy, okreslanej jako
choroba cywilizacyjna XXI wieku jest bezobjawowy przebieg patologii, utrudniajacy wczesne
wykrycie zmian, a co za tym idzie pdzna diagnoza i wysoka $miertelnos¢ [132].

Z patofizjologicznego punktu widzenia miazdzyca uwazana jest za przewlekta chorobe
naczyn krwiono$nych, charakteryzujaca si¢ powstawaniem swoistych dysfunkcji srodblonka
naczyniowego, proliferacji komoérek miegéni gltadkich naczyn z towarzyszacymi naciekami
zapalnymi. W trakcie rozwoju choroby dochodzi do przebudowy macierzy
zewnatrzkomoérkowej, wynikajacej z nasilonych procesow wldknienia, silnie zwigzanej
z wystgpowaniem miejscowego stanu zapalnego oraz zmianami profilu lipidowego krwi,
skorelowanego z apoptotyczng $miercig makrofagdw [133].

Rozwdj blaszki miazdzycowe;j jest procesem wieloetapowym, majacym swoj poczatek
w procesach adhezji jednojadrzastych komoérek leukocytow (gtdéwnie monocytow) do komorek
srédbtonka naczyniowego, wskutek zwiekszonej ekspresji czynnikoéw adhezyjnych np. czastki
adhezyjnej komoérek naczyniowych 1/2 (ang. vascular cell adhesion molecules, VCAM-1/2)
1 odpowiadajacych im ligandow tj. integryn np. integryny o4p1 (ang. very late antygen 4, VLA-
4) na powierzchni monocytéw/limfocytow T [134]. Tworzenie swoistych potagczen monocyt -
komorki $rédbtonka, przy jednoczesnej aktywacji czynnikéw chemotaktycznych np. MCP-1,
poprzez relatywny receptor CCR2, prowadzi do przechodzenia monocytéw przez blone
podstawng 1 konwersji do makrofagow uzyskujacych fenotypy uwarunkowane lokalnymi
bodzcami. Modyfikowalnymi czynnikami predysponujacymi do inicjowania zmian w obr¢bie
komorek srodbtonka moga by¢ uszkodzenia czynno$ciowe, palenie tytoniu, stres oksydacyjny,
otytos¢, nadprodukcja zaawansowanych produktow glikacji (w cukrzycy), a w szczegdlnosci
zmodyfikowane czastki cholesterolu LDL (gl. formy utlenione) zwigzane z postepujaca
hipercholesterolemig [135].

We wczesnych stadiach rozwoju blaszki miazdzycowej najwigksze gromadzenie
lipidow ma miejsce w regionie podsrédblonkowym, gdzie zostaja uwigzione w wyniku
interakcji migdzy dodatnio natadowanymi apolipoproteinami (apoB), a ujemnie natadowanymi

tafhcuchami bocznymi proteoglikanu i sktadnikami macierzy zewnatrzkomérkowej komorek
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migs$ni gladkich (ang. Smooth muscle cells, SMC). Gromadzenie lipoprotein o niskiej gestosci
(ang. low-density lipoprotein, LDL), lipoprotein o bardzo niskiej gestosci (ang. very low density
lipoprotein, VLDL) oraz pozostatosci lipoprotein bogatych w trojglicerydy, poddawanych
procesom agregacji i utleniania, a takze obecnos$¢ czastek adhezyjnych na powierzchni komorek
srodbtonka (ICAM-1 i VCAM-1) indukuje aktywacje komorek endotelialnych, rekrutujacych
wigksze ilosci leukocytow, w tym neutrofili, limfocytéw, ptytek krwi oraz monocytéw do
przestrzeni podsrodbtonkowej [136]. Konwersja monocytow do komoérek makrofagdéw skutkuje
pobieraniem zagregowanej i utlenionej frakcji LDL (ang. oxidized low-density lipoprotein,
ox-LDL), co prowadzi do ich przeksztalcenia w komorki piankowate, wypetnione
cholesterolem. P6Zniejsze etapy rozwoju zmiany miazdzycowej inicjuja formowanie wldknistej
czapeczki, ochraniajacej powstatg blaszke widknisto - thuszczows, oraz bogatego w lipidy
rdzenia nekrotycznego powstajacego w nastgpstwie apoptozy komorek piankowatych oraz
zaktywowanych makrofagdéw i limfocytow, tworzacych wspolnie kompleks stabilnej blaszki
miazdzycowej [137]. Postgpujace procesy zapalne, wraz z towarzyszacym stopniowym
zanikiem fizjologicznego $wiatta naczynia, wynikajacym z procesow nagromadzenia ztogow
lipidowych prowadza do uwalniania metaloproteinaz, trawigcych sktadowe tkanki taczne;j tj.
kolagen, elastyne, skutkujac $cienczeniem pokrywy wtoknistej i powstawaniem niestabilne;j,

podatnej na urazy mechaniczne blaszki miazdzycowej [138].

Poczatku rozwoju zmian miazdzycowych upatruje si¢ w procesach nasilenia ekspresji
receptoréw TLR4 przez endogenne ligandy (np. ox-LDL) oraz egzogenne czastki bakteryjne
np. LPS, prowadzac do aktywacji szlaku TLR4/MyD88/NF-kB oraz inicjacji produkcji
biatkowych komponentéw inflamasomu (ang. NLR family pyrin domain containing 3, NLRP3),
bedacego wiodacym kompleksem odpowiedzialnym za aktywacje¢ IL-1p, co stanowi wstep do
produkcji 1 wydzielania wtoérnych cytokin prozapalnych tj. IL-6, kluczowych w procesach
rozwoju blaszki miazdzycowej [139].

Stymulacja komoérek makrofagéw bakteryjnym LPS, znanym jako ligand receptorow
TLR4 istotnie reguluje szybkos¢ wychwytu czastek lipidowych przez komorki makrofagow za
posrednictwem wzrostu ekspresji biatek zwigzanych z transportem i przechowywaniem lipidow
(ADRP/ADFP) oraz zestawu biatek wigzacych lipidy (ALBP), znajdujacego si¢ na powierzchni
komorek piankowatych [140]. Kluczowa rolg w formowaniu ztogéow lipidowych odgrywaja
takze szlaki sygnatowe kinaz MAP. Jedng z wiodacych rol przypisuje si¢ kinazie MAP p38,
odgrywajacej gtéwng role w regulacji syntezy MCP-1, uczestniczacej w procesach rekrutacji

monocytow, cytokin prozapalnych tj. TNF-a, IL-1B, IL-6 czy IL-8, a takze w procesach adhez;ji
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i chemotaksji. Jak wykazano w licznych modelach in vivo produkcja mediatorow
przeciwzapalnych tj. TGF-f 1 IL-10 zmniejsza podatno$¢ do formowania blaszek
miazdzycowych w obrebie najwiekszych naczyn. W modelu in vivo myszy z upo$ledzong
funkcja receptora IL-10, u zwierzat poddanych wysokottuszczowej diecie obserwowano
nasilong tendencj¢ do powstawania zmian miazdzycowych, zwigkszong infiltracje komorek
efektorowych wraz z nasilong ekspresja IFN-y, jako jednego z wiodacych zwigzkéw
stymulujacych procesy destabilizacji blaszek miazdzycowych [141]. Podsumowanie czynnikéw
wplywajacych na procesy destabilizacji blaszek miazdzycowych zaprezentowano na

ponizszym schemacie (rycina 8) [142].
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Rycina 8: Procesy uczestniczace w powstawaniu blaszki miazdzycowej — wplyw mediatorow ,zapalnych.
W czerwonych ramkach podano czynniki regulujace procesy powstawania ztogéw lipidowych: - wplyw
stymulujacy, V- wplyw hamujacy na procesy rozrostu oraz stabilizacji blaszki miazdzycowej. Opracowanie
wlasne na podstawie: [142].

Patofizjologia rozwoju proceséw miazdzycowych jest silnie korelowana z ekspresja
specyficznych receptorow na powierzchni komoérek makrofagéw, w tym tzw. receptorow
zmiataczy (ang. scavenger receptors, SR) np. SR-Al, CD36, lektynopodobnego receptora
oxLDL-1 (LOX-1), zaliczanych do grupy receptoréw rozpoznajacych wzorce, o wysokim
powinowactwie do utlenionych lipoprotein o niskiej gestosci (oxLDL) [143,144].

Kluczowym receptorem uczestniczacym w procesach fagocytozy zaleznej od SR

1 pinocytozy, a tym samym przyczyniajagcym si¢ do wychwytu 75-90% zmodyfikowanych
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lipoprotein jest receptor CD36, obejmujacy dwie domeny zewnatrzkomorkowe 1 dwie domeny
transbtonowe, dystrybuowany w wielu typach komoérek, w tym monocytach, makrofagach,
adipocytach czy komoérkach nabtonkowych. Interakcja oxLDL z CD36 inicjuje endocytoze
kompleksu CD36-oxLDL, prowadzac do gromadzenia oxLDL wewnatrz komorek
makrofagéw. Oprocz posredniczenia w wychwycie lipidow, CD36 moduluje procesy
proliferacji 1 migracji komoérek w obrebie zmian miazdzycowych, a jego nieprawidlowa
regulacja moze sprzyja¢ rozwojowi stanow zapalnych [143].

Z uwagi na istotng funkcje¢ receptora w procesach formowania blaszki miazdzycowej
CD36 jest powszechnym celem terapeutycznym, wykorzystywanym w terapii z udziatem
preparatow syntetycznych np. statyn, ograniczajacych ilo§¢ rozpuszczalnej frakcji CD36
(sCD36), regulujac tym samym wychwyt oxLDL przez monocyty i makrofagi. Wzrost ekspresji
CD36 zostat silnie skorelowany z insulinoopornos$cig i wyzszym ryzykiem rozwoju cukrzycy
typu I, a jego wzmozona ekspresja zostata zaobserwowana w monocytach pacjentoéw z chorobag
wiencowq i ostrym zespotem wiencowym, u ktorych 6-miesi¢czne leczenie atorwastatyng
znaczaco hamowato ekspresje CD36 [145].

Alternatywnie, nadmiar cholesterolu 1 fosfolipidow moze by¢ transportowany do
zewnatrzkomoérkowej apolipoproteiny A-I (apoA-I) i lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL)
przez transportery kasety wigzacej adenozynotrdjfosforan A1 (ABCA1), transportery kasety
wigzacego adenozynotrdjfosforan G1 (ABCGI), uczestniczacych w odwrotnym transporcie
wolnego cholesterolu, na drodze modulacji ekspresji czynnikow transkrypcyjnych receptorow
aktywowanych przez proliferatory peroksysomow gamma (ang. peroxisome proliferator-
activated receptor, PPAR-y) 1 watrobowego receptora X a (ang. liver X receptor alpha, LXRa,),
podczas gdy aktywacja czynnika jadrowego NF-kB antagonizuje ich ekspresje [146].

Na przestrzeni lat prowadzono intensywne poszukiwania rozwigzan ograniczajacych
rozw6j miazdzycy na pierwszych etapach powstawania zmian, a takze metod terapeutycznych
znajdujacych zastosowanie w pomocniczej terapii zaawansowanych stadidow choroby. Pomimo
braku bezposrednich dowoddéw na to, ze selektywna inhibicja stanu zapalnego moze cofaé
postep zmian miazdzycowych, badania kliniczne jednoznacznie wykazaty, ze modulacja stanu
zapalnego moze zapobiega¢ powstawaniu miazdzycy i jej powiktaniom [142]. Ponadto zmiana
wczesniejszych pogladow opisujacych miazdzyce jako stan postepujacy i nieodwracalny, na
rzecz mozliwo$ci modyfikacji i odwracalnosci jej przebiegu dato podstawe do intensywnych
poszukiwan $rodkow mogacych znalez¢ zastosowanie w terapii i prewencji choroby [147].

W metaanalizie opisujacej 4 prospektywne badania kohortowe, z udzialem niemal 56 tysiecy
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uczestnikOw bezsprzecznie wykazano bezposredni wplyw zdrowego stylu Zycia na
zmniejszenie narazenia na choroby sercowo-naczyniowe. Co wigcej wsrdd uczestnikow
o wysokim ryzyku genetycznym, zdrowy styl zycia, ograniczajacy rozwdj procesow zapalnych
(aktywno$¢ fizyczna, zbilansowana dieta, oparta o produkty nieprzetworzone, prawidtowa
masa ciata, brak aktywnego palenia) wigzal si¢ z prawie 50% nizszym wzglednym rozwoju

ryzykiem choroby wiencowe;j [148].

Plejotropowe mechanizmy dziatania surowcéw pochodzenia naturalnego wynikajace
z wspoldziatania poszczegolnych grup metabolitow wyspecjalizowanych daty podstawe do
oceny wplywu poszczegdlnych surowcow roslinnych na procesy zwigzane z progresja zmian
miazdzycowych. Lee i wsp. zaobserwowali, ze przedstawiciel polifenoli, kwercetyna stymuluje
sygnalizacj¢ LXRa, a nastgpnie zwigksza ekspresj¢ biatka transportera ABCA1 1 wyptyw
cholesterolu z makrofagéw réznicowanych z linii komérek THP-1, wskazujac, na potencjalna
role kwercetyny lub pokarméw bogatych w kwercetyng we wspomagajacej terapii niwelujacej
ryzyko rozwoju choroby [149]. S-allilocysteina, najobficiej wystepujacy zwigzek siarki
organicznej w dojrzatym ekstrakcie czosnkowym, stymuluje ekspresj¢ biatka ABCA1 in vitro
[150]. Z kolei spozywanie oliwy z oliwek z pierwszego ttoczenia przez 12 tygodni indukowato

zalezng od stezenia regulacje ekspresji ABCG1 w ludzkich makrofagach [151].
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1.7. Receptory TLR

Wrodzony uktad odporno$ciowy stanowi pierwsza lini¢ obrony organizmu ludzkiego
w odpowiedzi na bodzce pochodzenia endo i egzogennego, o charakterze szkodliwym. Do
grupy komorek uczestniczacych w inicjacji odpornosci wrodzonej zalicza si¢ monocyty,
makrofagi, neutrofile, komorki dendrytyczne, komoérki NK, komorki tuczne, eozynofile
i bazofile. W przeciwienstwie do limfocytow T i1 B, komodrki odpornosci wrodzonej nie
wykazuja specyficznosci receptorOw rozpoznawania antygendow, wspdlnie uczestniczac
w inicjacji odpowiedzi immunologicznej. W procesie nieswoistej odpowiedzi na kontakt
z patogenami decydujacg rol¢ odgrywaja receptory rozpoznajace wzorce molekularne, zwane
rébwniez receptorami rozpoznawania wzorca (ang. Pattern Recognition Receptors, PRRs),
nalezace do rodziny bialek transbtonowych lub cytoplazmatycznych. PRRs odznaczajg si¢
zdolnoscig rozpoznawania specyficznych wzorcow molekularnych unikalnych dla danego
patogenu (ang. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), nieobecnych w uktadzie
macierzystym, jak réwniez czastek wzorcowych zwanych ,alarminami”, uwalnianych
z komorek uszkodzonych, najczesciej w czasie inicjacji proceséOw nekrotycznych lub
pyroptotycznych (damage-associated molecular patterns, DAMP) [99]. Obecnos¢ niektorych
czastek PAMP w organizmie czlowieka np. bakteryjnego LPS jest typowa, ze wzgledu na stala
obecno$¢ drobnoustrojéw komensalnych. Do dobrze scharakteryzowanych DAMP naleza
z kolei biatko o wysokiej mobilnosci grupy 1 (ang. High-Mobility Group Box-1, HMBG-1), IL-
la, IL-33, ATP (ang. adenosine triphosphate) oraz mitochondrialne DNA [152].

Najwczesniej odkrytym, a zarazem najlepiej scharakteryzowanym podtypem
receptorow PRRs s3 receptory toll-podobne (TLR), nalezace do rodziny integralnych
glikoprotein btonowych typu I, o budowie homo lub heterodimerycznej. Z uwagi na petniona
funkcje¢ ukierunkowang na aktywacje okreslonych szlakow komorkowych, TLR naleza do
grupy aktywujacych, powierzchniowych PRRs, nieuczestniczacych w procesach fagocytozy
[153].

Budowa receptorow TLR opiera si¢ na trzech domenach strukturalnych:
zewnatrzkomérkowym motywie bogatym w leucyne (ang. Leucine rich repeats, LRRs)
posredniczacym w  rozpoznawaniu ligandow, domenie transmembranowej oraz
cytoplazmatycznej domenie TIR (ang. Toll/IL-11 receptor homology domain) inicjujacej
wlasciwg sygnalizacje przez specyficzne dla TLR sygnalizacyjne biatka adaptorowe (MyDS8S,
TRIF, TRAM lub SARM) [154,155].
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Rodzina biatek TLR jest reprezentowana przez 13 cztonkdéw, wykazujacych ekspresje
na komoérkach eukariotycznych. U cztowieka zidentyfikowano 10 gendow kodujacych biatka
receptoréw TLR. Podtypy numerowane kolejno od TLR1 do TLRI10 ulegaja ekspresji na
wigkszosci komoérek ludzkiego uktadu odpornosci wrodzonej oraz znacznej czes$ci komorek
niechematopoetycznych, takich jak neutrofile, makrofagi, komorki dendrytyczne, komoérki NK,
komorki tuczne, bazofile, eozynofile, czy komorki nabtonkowe [72]. Jedynie mieloidalne
komorki dendrytyczne (DCs) wykazuja ekspresje wszystkich 10 podtypéw TLR. Kluczowe
komorki uktadu odpornosciowego tj. monocyty, makrofagi i neutrofile wykazuja wzmozong
ekspresj¢ TLR3, TLR4, TLRS i TLRY, przy czym ekspresja TLR4 jest wigksza, a TLR9
mniejsza w makrofagach w poréwnaniu z monocytami, ktére nie wykazujg ekspresji TLR3,
TLR6, TLR7 1 TLR10 [156].

Ekspresja receptoréw TLR moze zachodzi¢ na poziomie zewnatrzkomorkowym (TLR1,
TLR2, TLR 4, TLR6 i TLR6, TLR10) lub pochodzi¢ z przedziatéw wewnatrzkomdrkowych,
takich jak retikulum endoplazmatyczne, mitochondria czy fagolizosomy (TLR3, TLR4, TLR7,
TLR8 1 TLRY9). Wewnatrzkomérkowe TLR uczestnicza w rozpoznawaniu infekcji
drobnoustrojami wewnatrzkomérkowymi (wirusami lub niektorymi bakteriami), a ich
aktywacja nastgpuje po fagocytozie drobnoustroju i uwolnieniu ligandow dla okreslonych
receptorow [157,158].

Aktywacja poszczeg6lnych receptorow TLR wynika z obecno$ci specyficznych dla
danego podtypu PAMP, unikalnych dla poszczegoélnych patogenow. Kaskada sygnatowa
indukujaca transkrypcje genéw zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng, w odpowiedzi na
informacj¢ o obecnosci patogenu wymaga korelacji wielu biatek modulujacych. W celu
skutecznego rozpoznania patogenu wigkszo$¢ receptoréw TLR ulega procesom dimeryzacji,
kluczowych dla zblizenia wewnatrzkomoérkowych domen TIR receptorow, tworzacych miejsce
wigzania dla biatek adaptorowych. Dla kompleksow TLR1/2 oraz TLR2/6 dimeryzacja ma
charakter heterogenny, co zwigksza zakres rozpoznawanych czastek PAMP, podczas gdy
w przypadku pozostatych receptorow proces ma charakter homodimeryzacji. Zakres ligandow
receptorow TLR obejmuje takze wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniami (DAMP)
[159,160]. Szczegdlowe podsumowanie PAMP i DAMP odpowiednich dla poszczegolnych

receptoréw TLR przedstawiono w ponizszej tabeli (tabela 4).
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Tabela 4: Charakterystyka receptoréw toll-podobnych [156].

A 5 Wystepowanie Ligandy
Lokalizacja Ligandy PAMP PAMP DAMP
Heterodimer Bakter}gne lipopeptydy kobakteri B-def
TLR 1/TLR 2 ymosan mikobakterie -defensyny
Kwas lipotejchojowy
bnine ooty ieapaoa
Heterodimer Kwasy teichoiowe Paciorkowce z HMGB-1,
TLR 2/TLR6 Blona P Y dJ lilgan grupy B amyloid A
komorkowa eptydog Drozdzaki
Zymosan
TLR 3 Dwuniciowe RNA (dsRNA) Niektore wirusy mRNA
Lipopolisacharyd (LPS) Bakterie Gram— ﬁ]I;Ir NflGl}?t_ ln’a
TLR 4 Mannany Drozdzaki ﬁbi')yrfog}fl:n ’
Glikoinozytolofosfolipidy Wirusy amyloid A
TLR 5 Flagelina Bakterie Gram— nieznane
TLR 7 Jednoniciowe RNA (ssRNA) Wirusy RNA ssRNA
TLR 8 Jednoniciowe RNA (ssRNA) Wirusy RNA ssRNA
Blona Bakterie
endosomu Niemetylowane CpG-DNA Zarodziec malarii
TLR 9 DNA Wirusy DNA np. HMGB-1
Hemozoina (z grupy
opryszczki)
Blona . . .
TLR 10 . Czasteczka profilinopodobna nieznane nieznane
komorkowa
Receptor TLR4

Jednym z najszerzej badanych receptoréw z grupy TLR jest transbtonowy receptor typu
I-TLR4. Gtownym miejscem ekspresji TLR4 sa monocyty, makrofagi, komorki dendrytyczne,
komorki $rédblonkowe, komoérki thuszczowe oraz komorki nablonkowe jelit i drog
oddechowych, dzigki czemu TLR4 uczestniczy w rozpoznawaniu drobnoustrojow juz
w pierwszych etapach powstawania zakazenia [161].

Gléwnym aktywatorem ekspresji receptora TLR4 jest bakteryjny LPS. Receptor TLR4
stanowi szczegolny przypadek sposobu aktywacji TLR, w ktorym zewnatrzkomorkowe
wigzanie ligandu odbywa si¢ bezposrednio przy udziale biatka CD14 zakotwiczonego
w zewngtrzne] warstwie blony komodrkowej oraz posrednio przy udziale ko-receptora, biatka
MD-2 (okreslanego jako antygen limfocytéw 96, kodowanego przez gen LY96) oraz biatek
wiazacych lipopolisacharyd (ang. Lipopolysaccharide binding protein, LBP). Obecnos¢
kompleksu LBP-CD14 utatwia umiejscowienie ligandu w poblizu kompleksu TLR4/MD?2,
skuteczno$¢ lokalizacji LPS. Wigzanie LPS 2z MD2/TLR4

zwigkszajac inicjuje

homodimeryzacj¢ receptora, poprzedzajaca jego aktywacje [72].
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Podczas infekcji, TLR4 odpowiada na LPS obecny w tkankach i krwiobiegu,
uruchamiajac reakcje prozapalne ulatwiajace eradykacje¢ bakterii inwazyjnych. Aktywowany
TLR4 uruchamia dwie kaskady sygnalizacyjne: btonowa z udzialem biatek adaptorowych
TIRAP i MyD88, oraz druga, rozpoczynajaca si¢ we wczesnych endosomach po endocytozie
receptora, z uzyciem bialek adaptorowych TRAM i TRIF. Wczesna faza odpowiedzi
kompleksu TLR4-MD2-LPS powstajacego po rozpoznaniu bakteryjnego LPS uruchamia
kaskady sygnalizacyjne szlaku NF-«B i kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami (MAPK).

Endocytoza TLR4 konczy sygnalizacj¢ zalezng od MyD88, podczas gdy nastepujace po
niej dojrzewanie endosomow i lizosomalna degradacja TLR4 okreslaja czas trwania i wielko$¢
sygnalizacji zaleznej od TRIF [162].

Przedluzona aktywacja TLR4 jest zwigzana z rozwojem chordb neurodegeneracyjnych,
a takze z chorobami autoimmunologicznymi i nowotworami. Szlak sygnalizacyjny receptora
TLR4 jest uznawany za jeden z gléwnych czynnikéw wyzwalajacych odpowiedZ zapalna
wywotang otyto$cia [70]. Z kolei wykazano, Ze wystgpowanie mutacji genu kodujacego TLR4
zwigzane jest ze zwigkszona podatnosciag na infekcje bakteryjne, przy jednoczesnym

zmniejszeniu ryzyka rozwoju miazdzycy [156].

Proces aktywacji receptorow TLR

Jedna z funkcji receptoréw TLR jest laczenie wrodzonej odpowiedzi immunologicznej
z odpowiedzig adaptacyjna, poprzez regulacje aktywacji komorek prezentujacych antygen
1 kluczowych cytokin zapalnych (TNF-a, IL-6, IL-1B, IFN) [163]. Specjalizacja podtypoéw
receptoréw TLR dla poszczegoélnych klas wzorcéw molekularnych umozliwia precyzyjne
dostosowanie odpowiedzi zapalnej w celu skutecznej neutralizacji patogenu. Pomimo istotnych
réznic strukturalnych w budowie poszczegélnych ligandow TLR, mechanizm aktywacji
receptoréw przebiega w wigkszosci przypadkéw w sposdb analogiczny (z wyjatkiem TLR4,
ktérego aktywacja wymaga czastki kostymulujacej, co opisano powyzej). Proces dimeryzacji
receptorow TLR zapoczatkowuje inicjacj¢ wewnatrzkomorkowej kaskady sygnalizacji,
uwarunkowanej przez kluczowe biatka adaptorowe, prowadzac do aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych NF-kB, AP-1 (czynnik transkrypcyjny AP-1; ang. activator protein I)
i czynnika regulatorowego interferonu 3 (ang. interferon regulatory factor, IRF3).
W zalezno$ci od tworzonych odrgbnych kompleksow supramolekularnych, szlaki
sygnalizacyjne TLR w monocytach i makrofagach sa klasyfikowane glownie jako szlaki

zalezne od bialek adaptorowych MyD88 lub TRIF [72].
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Sciezka MyD88-zalezna

Aktywacja ekspresji genu MyD88 przez specyficzne ligandy prowadzi do rekrutacji
kinaz I- rzedu zwigzanych z receptorem IL-1 (IRAK 1/2/4), za posrednictwem dodatkowego
biatka adaptorowego TIRAP/Mal. Biatko TIRAP bierze udzial w przekazywaniu sygnatu od
receptoréw TLR2, TLR4 i TLR9 do biatka MyD88. Warunkiem aktywacji dalszych szlakow
sygnalowych jest inicjacja fosforylacji biatka IRAKI1, przez kinazg¢ serynowo-treoninowa
IRAKA4, skutkujacej powstawaniu wieloczasteczkowego kompleksu myddosomu, ztozonego
z 6 czastek MyD88, 4 czastek IRAK4 i 4 czastek IRAK2. Aktywacja IRAK1 aktywuje kaskade
szlakow promujacych oddzialywanie z czynnikami zwigzanymi z receptorem TNF np. TRAF6,
prowadzac do aktywacji kolejnego przekaznika sygnalu, kinazy TAKI, nalezacej do duzej
rodziny kinaz MAP3K. Kinaza TAKI1 moze aktywowac substraty dwoch szlakow
sygnatowych: kompleksu kinazy inhibitora czynnika NF-kB (ang. /xB kinase, IKK) oraz kinazy
aktywowanej mitogenami (MAPK) [164].

Kompleks kinazy kB (IKK) stanowi ztozong strukture biatkowa, ktéra peini kluczowa
role w regulacji jadrowego czynnika transkrypcyjnego kB (NF-kB), zaangazowanego w liczne
procesy biologiczne, zwigzane z przebiegiem stanu zapalnego i procesOw apoptotycznych.
Kompleks IKK zbudowany jest z trzech gléwnych podjednostek: dwoch podjednostek
katalitycznych IKKa (kodowang przez gen CHUK) 1 IKK (kodowang przez gen IKBKB) oraz
podjednostki regulatorowej, zwanej NEMO (ang. nuclear factor-xB essential modulator) lub
IKKy (IKBKG) [165]. Kanoniczny szlak NF-kB, zaangazowany w regulacj¢ transkrypcji
wigkszosci mediatoréw procesu zapalnego, moze przebiega¢ z udzialem poszczeg6lnych biatek
zidentyfikowanych w komorkach ssakéw: p50/p105 (NF-kB1), p52/p100 (NF-xB2), p65
(RelA), RelB i1 c-Rel. W warunkach homeostazy czynnik transkrypcyjny NF-«kB jest
zlokalizowany w cytoplazmie w formie nieaktywnego dimeru p50/p65 polaczonego z biatkami
IxB [164].

Fosforylacja biatka IKKP jest krytycznym etapem w procesie aktywacji kompleksu
IKK, ktory prowadzi do fosforylacji i ubikwitynacji IkBa. Powyzsza kaskada skutkuje
zahamowaniem interakcji miedzy IkBa, a NF-kB co umozliwia jego degradacj¢ w proteasomie
oraz uwolnienie i translokacj¢ czynnika transkrypcyjnego NF-kB do jadra komoérkowego.
Translokacja podjednostki inicjuje ekspresj¢ gendw kodujacych cytokiny zapalne, takie jak
interleukiny (IL-6 1 IL-1B), chemokiny i czynniki martwicy nowotworéw (TNF-a), ktore

odgrywaja istotng role w odpowiedziach immunologicznych i stanach zapalnych. Translokacja
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podjednostki NF-xB ma takze posredni wptyw na ekspresje czynnikéw przeciwzapalnych np.

TGF-B i IL-10 [152].

W szlaku kinaz bialkowych aktywowanych przez mitogeny (MAPK), aktywowana
kinaza TAK1 odgrywa kluczowa role jako mediator sygnatow prowadzacych do etapowej
aktywacji cztonkow rodziny MAPK. Aktywacja TAK1 prowadzi do fosforylacji i aktywacji
kinaz MKK4/7 oraz MKK3/6, oraz konsekwentnej regulacji kinazy domeny N-koncowej biatka
Jun (ang. c-Jun N-terminal kinase, JNKs) oraz kinazy p38. Za posrednictwem IKK[ dochodzi
takze do aktywacji MKK1/2, ktéry dodatkowo fosforyluje i aktywuje zewnatrzkomérkowa
kinazg¢ biatkowa regulowang sygnatem 1 i 2 (ERK1/ERK2) [166].

Dalsza fosforylacja rodziny bialek c-Jun i c-Fos inicjuje aktywacj¢ czynnika
transkrypcyjnego AP-1, posredniczacego w ekspresji cytokin: IL-6, IL-1, IL-2, IL-12, TNFa
i chemokin prozapalnych CXCLS8/IL-8, CCL2/MCP-1. Rozpoznanie ligandow przez
wewnatrzkomorkowe receptory TLR, takie jak TLR7, TLRS i TLRY, za posrednictwem szlaku
MyD88-zaleznego prowadzi takze do aktywacji czynnika IRF3, indukujacego ekspresj¢ genow
interferondéw typu I, takich jak interferon-a (IFN-a) i interferon-f (IFN-B) [167].

Sciezka MyD88-niezalezna

Aktywacja ekspresji czynnikow zapalnych w komorkach monocytow, makrofagow
1 komorek dendrytycznych moze odbywacé si¢ takze z udzialem biatka adaptorowego TRIF,
w szlaku MyD88- niezaleznym. Szlak zalezny od TRIF jest specyficzny tylko dla kilku TLR,
takich jak TLR3 i TLR4, podczas gdy do aktywacji TLR4 wymagana jest dodatkowa obecno$¢
biatka TRAM. TRIF promuje rowniez zalezng od TRAF3 aktywacj¢ kinazy zwigzanej z IKK
kinazy wiazacej TANK 1 (ang. TANK Binding Kinase-1, TBK1). TRAF3 aktywuje TBKI
i inhibitor kinazy NF-xB (IKKi) wraz z NEMO do fosforylacji i dimeryzacji czynnika
regulacyjnego interferonu 3, IRF3 [168].

Translokacja czynnika IRF3 do jadra komoérkowego indukuje transkrypcje gendow
specyficznych dla interferonu B (IFNB). W §ciezce MyD88-niezaleznej dochodzi takze do
,,opoznionej” aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-«kB, manifestujacej si¢ wzrostem

wydzielania cytokin prozapalnych w odpowiedzi na bakteryjny LPS [72].
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Udzial sygnalizacji TLR w procesach chorobotworczych

Nadmierna aktywacja receptorow TLR warunkowana obecnoscia bodzcow
pochodzenia endo i egzogennego moze by¢ przyczyna uszkodzenia tkanek, wynikajacej m.in.
ze zbyt silnej aktywnosci prozapalnej komérek monocytow 1 makrofagdw [169].

Jednym ze skutkéw wynikajacych z aktywacji receptorow TLR w makrofagach jest
nasilenie procesOw fagocytozy oraz prezentacji antygenoéw dla komponentow adaptacyjnego
uktadu odporno$ciowego. Z uwagi na to, nieprawidtowa aktywizacja receptoréw TLR przez
autoantygeny oraz czynniki egzogenne lezy u podloza przewlektych ogolnoustrojowych
zaburzen o podlozu zapalnym (np. cukrzyca typu II, miazdzyca, astma), chordb
autoimmunologicznych (reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS), toczen rumieniowaty
uktadowy (SLE), stwardnienie rozsiane czy choroba Le$niowskiego-Crohna) [73,170] oraz
neurodegeneracyjnych (np. choroba Alzheimera) [171]. Wiele doniesien podkresla takze udziat
nasilonej, przewleklej ekspozycji komoérek na LPS prowadzacej do powstawania zjawiska
,burzy cytokinowej” oraz hipercytokinemii i zwigkszonej przepuszczalnosci naczyn
krwiono$nych w przebiegu sepsy. Mutacje genu kodujacego TLR4 wigza si¢ ze zwigkszong
podatno$cig na infekcje o podtozu bakteryjnym oraz rozwoju miazdzycy, natomiast mutacje
w obrgbie TLRS zostaly skorelowane ze zwigkszong zachorowalnos$cig na zapalenie pluc

wywolane przez Legionella pneumophila [172].

Poszukiwanie zwigzkow wplywajacych zar6wno na pozytywna jak i negatywna
regulacje kontrolowanych przez TLR $ciezek sygnalizacyjnych, w odpowiedzi na
zrdznicowane PAMPs jest przedmiotem badan takze wsrdd zwigzkow pochodzenia naturalnego

[173-175].

Ponizsza rycina (rycina 9) stanowi kompleksowe podsumowanie szczegoétowych
sciezek przekaznictwa sygnalow za posrednictwem receptorow TLR. W toku niniejszej pracy
szczegbdlng uwage zwrocono na aktywacje receptorow TLR4 za posrednictwem LPS,
akcentowang na powierzchni komoérek makrofagow. Ocena wplywu zwiazkéw z grupy
lignan6w na ekspresje TLR4 zapewni wglad w niepoznane dotad molekularne mechanizmy

dziatania lignanow, stanowigc gruntowny wstep do poszerzonych w warunkach in vivo.
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2. Cel badania i glowne hipotezy badawcze

Przewlekly stan zapalny o niskim stopniu nasilenia lezy u podstawy rozwoju
przewlektych chordb niezakaznych (NCDs) takich jak miazdzyca, cukrzyca typu II i choroby
uktadu sercowo-naczyniowego, a takze czynnikéw predysponujacych tj. otylo$é, nadcisnienie,
hiperlipidemia oraz insulinooporno$¢. Uwzgledniajac wielokierunkowe aspekty, w tym
wzgledy ekonomiczne, niedoskonato$¢ terapii lekami syntetycznymi wynikajaca m.in.
z wystgpowania niebezpiecznych dziatan niepozadanych, celowym wydaje si¢ wigc
zwigkszenie nacisku na edukacje zdrowotna, zwigzana z samokontrolg spozywanych positkow,
profilaktyke opartg o petnowarto$ciowe produkty spozywcze, a takze uzupehienie tradycyjne;j
farmakoterapii racjonalng fitoterapia.

Wedlug doniesien Swiatowej Organizacji Zdrowia okoto 80% populacji w krajach
rozwijajacych si¢ docenia warto$¢ medycyny tradycyjnej jako elementu terapii, przy czym
az 40% preparatéw farmaceutycznych w skali globalnej opiera si¢ na produktach pochodzenia
naturalnego [176]. Koreluje to z faktem ciaglego poszukiwania struktur o wysokim poziomie
bezpieczenstwa i skuteczno$ci terapeutycznej, stanowiac aktualnie jedno z najwigkszych
wyzwan, a tym samym jeden z nadrzednych celéw wspotczesnej farmacji. Z uwagi na
plejotropowe mechanizmy dziatania substancji naturalnych, wynikajace z réznorodnosci
strukturalnej, a takze tworzenia licznych metabolitéw posrednich, o znamiennej aktywnosci
biologicznej, surowce ro§linne stanowig w ostatnich latach cenne zrédlo substancji
wprowadzanych do lecznictwa lub stosowanych jako baze¢ do tworzenia nowych potaczen

o potencjale terapeutycznym [177].

Pragnac wpisa¢ si¢ w powyzszy kontekst badawczy, celem niniejszej pracy byla
kompleksowa analiza sktadu fitochemicznego wyciagéow, przygotowanych z lisci 4 gatunkoéw
ro$lin z rodziny Olaeceae oraz izolacja jednorodnych zwigzkéw chemicznych dominujacych
w ich sktadzie. Dodatkowo celem pracy byta szczegdtowa ocena aktywnos$ci przeciwzapalnej
badanych wyciagéw oraz pojedynczych zwigzkéw, prowadzaca do wytypowania grupy
wtornych metabolitéw ros§linnych o najwyzszym potencjale przeciwzapalnym i wyjasnienia

mechanizmow dzialania najaktywniejszych struktur.

Realizacja przedstawionych celow badawczych ma by¢ odpowiedzia na postawiong
hipoteze, zaktadajaca role roslin z rodziny Oleaceae jako zrodta zwigzkéw czynnych,

wykorzystywanych w pomocniczej terapii przewlektych chorob o podtozu zapalnym.
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Realizacja postawionych celow naukowych opierala si¢ o ponizsze cele szczegolowe:

1. Analiza fitochemiczna lisci 4 gatunkéw ro$lin nalezacych do rodziny Oleaceae

(Forsythia suspensa (Thunb.) Vahl, Forsythia % intermedia Zabel, Forsythia europaea

Degen & Bald., Fraxinus excelsior L.).

2. lIzolacja jednorodnych zwigzkéw chemicznych z grupy lignanow, fenyloetanoidow

i sekoirydoidow z wyciagow F. suspensa, F. X intermedia oraz F. excelsior.

3. Ocena wplywu wyciagdw roslinnych na produkcje¢ mediatorow zapalnych (TNF-a,

IL-6, IL-1PB) i przeciwzapalnych (TGF-f) oraz ekspresj¢ IL-10R w modelu komorek

monocytow/makrofagdéw PBMC.

4. Ocena wplywu wybranych zwigzkow =z grupy lignanéw, enterolignanow,

fenyloetanoidow, glikozydéw fenylopropanoidowych, sekoirydoidow, flawonoidow na

produkcje mediatoréw zapalnych (TNF-a, IL-6, IL-18, MCP-1) i przeciwzapalnych

(IL-10) oraz ekspresje IL-10R w modelu komoérek monocytow/makrofagéw PBMC

oraz makrofagow TDM.

5. Ocena wptywu wybranych zwiazkow z grupy lignanéw na przekaznictwo sygnatu za

posrednictwem receptorow TLR oraz ekspresj¢ $ciezek sygnatowych MAPK i NF-«B.

6. Ocena wplywu zwigzkéw z grupy lignandw na zmiany w procesach akumulacji

cholesterolu w komodrkach makrofagéw, za posrednictwem receptorow CD36,

transporterow ABCA1 oraz szlakéw towarzyszacych.

Stopien aktywnos$ci badanych wyciagéw i pojedynczych zwigzkdéw oceniono w dwdch

modelach komoérkowych: prawidlowych komoérkach monocytéw/makrofagéw PBMC

izolowanych z krwi obwodowej oraz makrofagéw TDM. Oceng stopnia aktywnos$ci poréwnano

do dziatania substancji o udowodnionej skuteczno$ci przeciwzapalnej (deksametazon) oraz

hipolipemizujacej (pitawastatyna).
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3. Materialy i metody

3.1. Materialy do badan fitochemicznych

Tabela 5: Odczynniki do analizy fitochemiczne;j.

Nazwa Pochodzenie

Aceton (cz.d.a.) POCh, Gliwice, Polska

Acetonitryl (cz.d.a.) POCh, Gliwice, Polska

Acetonitryl, isocratic grade, do LC-MS Merck, Darmstadt, Niemcy

3-glukozydaza z migdatéw, > 2 jednostek/mg masy Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy
Celulaza z Aspergillus niger, 1,56 U/mg Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy
Chloroform-d (CDCls) Amar AG, Déttingen, Szwajcaria

Dichlorometan (cz.d.a.) POCh, Gliwice, Polska

Dimetylosulfotlenek (DMSO) (cz.d.a.) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy
DMSO-d6 Amar AG, Déttingen, Szwajcaria

Kwas mrowkowy (cz.d.a.) POCh, Gliwice, Polska

Kwas octowy (cz.d.a.) POCh, Gliwice, Polska

Kwas siarkowy (VI) (cz.d.a.) POCh, Gliwice, Polska

Metanol (cz.d.a.) POCh, Gliwice, Polska

Metanol, isocratic grade, do LC-MS Merck, Darmstadt, Niemcy

Metanol-d4 Amar AG, Déttingen, Szwajcaria

Octan sodu, > 98,0%, POCh, Gliwice, Polska

Octan etylu (cz.d.a.) POCh, Gliwice, Polska

Wanilina, > 99,0% Loba Feinchemie, Apolda, Niemcy

Tabela 6: Inne materiaty do analizy fitochemicznej.

Nazwa Pochodzenie

Filtry strzykawkowe z membrang 0,2 um i 0,45 pm Macherey-NAgel GmbH & Co. KG, Duren, Niemcy

Kolumny chromatograficzne szklane o wymiarach 80 x 2,5

cm, 40 x 3 cm ChemlLand, Stargard, Polska

Kolumna chromatograficzna Zorbax SB-C18 (150 mm x 2,1

Agilent, Santa Clara, CA, USA
mm, 1,9 pm)

Kolumna chromatograficzna Zorbax SB-C18 (150 mm X

21,2 mm, 5 um) Agilent, Santa Clara, CA, USA

Komora chromatograficzna 20 x 20 cm do TLC ChemLand, Stangard, Polska

TLC 60G Fasq plytki szklane 10 x 20 cm pokryte zelem

krzemionkowym Merck, Darmstadt, Niemcy

Ztoze Sephadex-LH20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy
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Tabela 7: Aparatura uzywana do analizy fitochemiczne;.

Nazwa Pochodzenie

Chromatograf preparatywny (HPLC-PREP) z systemem

LC20-AP z detektorem frakcji FRC-10A Shimadzu Shimadzu, Japonia

Kolektor frakeji, Teledyne ISCO Lincoln, NE, USA

Liofilizator, FreeZone 4.5 Plus Labconco, Missouri, USA

pH metr, Orion Star A111 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Spektrometr Bruker Avance III 500 Bruker BioSpin Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Niemcy

Ultrasprawny chromatograf cieczowy UHPLC- 3000 RS
(Dionex, Dreieich, Niemcy) z detektorem z matryca
diodowa (DAD) sprzgzony ze spektrometrem mas typu
putapka jonowa i interfejsem ESI AmaZon SL

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Niemcy

Wyparka rotacyjna Rotavator R-3 Buchi, Flawil, Szwajcaria

3.2.  Material roslinny do badan fitochemicznych oraz badan biologicznych

Materiat roslinny stanowity ekstrakty alkoholowo-wodne, przygotowane z lisci
gatunkow nalezacych do rodziny Oleaceae — Forsythia suspensa, Forsythia % intermedia,
Forsythia europaea oraz napar i jego frakcje, przygotowany z liSci Fraxinus excelsior.

Materiat do badan pozyskano ze stanu naturalnego na terenie Polski (L6dz, Warszawa,
Legionowo, Chetlm), a takze w ramach wspotpracy m.in. z Ogrodem Botanicznym
Uniwersytetu Warszawskiego w Warszawie oraz Katedra Farmakognozji Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi. Tozsamos$¢ materialu roslinnego zostata zidentyfikowana na podstawie
danych literaturowych [13], a takze wiedzy botanikéw Lodzkiego Uniwersytetu Medycznego
oraz Warszawskiego Ogrodu Botanicznego. Okazy zielnikowe materiatu uzytego do badan
zostaly zachowane do wgladu w Katedrze i1 Zakladzie Biologii Farmaceutycznej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego oraz Katedry Farmakognozji Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi.

Zebrany materiat roslinny, zostal wysuszony w temperaturze pokojowej, rozdrobniony,
a nastgpnie zabezpieczony w odpowiednich warunkach temperatury i wilgotnosci do dalszych
badan fitochemicznych. Dane na temat uzytych surowcéw naturalnych oraz wyciagdéw

podsumowano w ponizszej tabeli (tabela 8).
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Tabela 8: Surowce roslinne oraz wyciagi uzyte do badan.

Material do badan Zrédio

SUROWCE ROSLINNE
Liscie forsycji zwistej — Stan naturalny £6dz, Polska
Forsythia suspensa (Thunb.) Vahl 51°45'N, 19°28'E
Liscie forsycji posredniej — Stan naturalny: Legionowo, Polska:

Forsythia  intermedia Zabel 52°25'N120°53' E;

(F. suspensa x F. viridissima) Chelm, Polska: 51°09' N i 23°28'E

Liscie forsycji europejskiej — Ogrod botaniczny Uniwersytetu Warszawskiego w
Forsythia europaea Degen & Bald. Warszawie

WYCIAGI

Napar z lisci jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior
L.), jego frakcje wodne i metanolowo-wodne o rosnacej
procentowosci (20, 50, 70, 100%), a takze subfrakcje
przygotowane z wyciagow 20% i 50%

Wykonano w Katedrze i Zaktadzie Biologii
) Farmaceutycznej WUM
Zrodto materiatu: Warszawa, Polska (52°12' N 21°00'E)

Wykonano w Katedrze Farmakognozji Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi
Zrédto materiatu: Ogréd Botaniczny w Lodzi oraz
Arboretum Lesnego Zaktadu Doswiadczalnego SGGW
w Rogowie

Wyciagi metanolowo-wodne (75% v/v) z lisci forsycji
zwislej (Forsythia suspensa (Thunb.) Vahl)

Wykonano w Katedrze Farmakognozji Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi
Zrédto materiatu: Ogréd Botaniczny w Lodzi oraz
Arboretum Lesnego Zaktadu Doswiadczalnego SGGW
w Rogowie

Wyeciagi metanolowo-wodne (75% v/v) z lici forsycji
posredniej (Forsythia % intermedia Zabel)

Wykonano w Katedrze i Zaktadzie Biologii
Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego

Wyciagi metanolowo-wodne (75% v/v) z lici forsycji
europejskiej (Forsythia europaea Degen & Bald.)

Uzupehienie materiatow do badan biologicznych stanowity jednorodne zwiazki z grupy
lignanéw, sekoirydoidow, flawonoidow, fenyloetanoidow 1 glikozydow
fenylopropanoidowych wyizolowane w Katedrze i1 Zakladzie Biologii Farmaceutycznej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego z roslin z rodziny Oleaceae (kwiaty forsycji
posredniej, liScie, kwiaty 1 kora lilaka pospolitego), a takze innych surowcéw naturalnych
(nasion Inu i sezamu, z ktorych pozyskano sekoizolariciresinol i jego diglukozyd oraz
sezaminol; owocow topianu wiekszego, jako zrodta diarktygeniny; drzewa jodty pospolitej —
zrédla cyklolaricirezynolu, oraz hydroksymatairezynolu, a takze owocow krokosza
barwierskiego, z ktdrego pozyskano trachelogening).

Substancje stosowane w ramach kontroli pozytywnych oraz inne substancje do badan
biologicznych np. enterolignany zakupiono komercyjnie lub pozyskano w ramach
wcezesniejszych badan w Katedrze i Zakladzie Biologii Farmaceutycznej Warszawskiego

Uniwersytetu Medycznego.
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Szczegotowa charakterystyke badanych struktur, z uwzglednieniem zrédta ich

pochodzenia zaprezentowano w ponizszej tabeli (tabela 9).

Tabela 9: Zwiazki uzyte do badan biologicznych.

Nr Nazwa zwiazku Surowiec zrédlowy
LIGNANY
L Arktygenina Liscie i 1;?18:}; }ft(;r:’}yflzj;ig;)éredniej [33]
2. Diarktygenina Owoce topianu (4rctium lappa L.) -
3. Cyklolaricirezynol Drewno jodty pospolitej (Abies alba Mill.) [178]
4. Glukozyd oliwilu Kora lilaka pospolitego (Syringa vulgaris L.) [179]
5. Oliwil Kora lilaka pospolitego (Syringa vulgaris L.) [179]
6. Hydroksymatairezynol Drewno jodty pospolitej (Abies alba Mill.) [178]
7. Secoizolaricirezynol (SECO) Nasiona Inu (Linum L.) -
8. Diglukozyd sekoizolaricirezynolu (SDG) Nasiona Inu (Linum L.) -
9. Sezaminol Nasiona sezamu (Sesamum L.) -
10. Trachelogenina Owoce krokoszatl;:zzi}zzl;iego (Carthamus i
SEKOIRYDOIDY
11. Demetylooleonuzhenid Kwiaty lilaka pospolitego (Syringa vulgaris L.) [180]
12. Epiframerozyd Liscie lilaka pospolitego (Syringa vulgaris L.) [181]
13. Hydroksyoleonuzhenid Kwiaty lilaka pospolitego (Syringa vulgaris L.) [180]
14. Oleonuzhenid Liscie lilaka pospolitego (Syringa vulgaris L.) [181]
15. Oleuropeina Liscie lilaka pospolitego (Syringa vulgaris L.) [181]
FENYLOETANOIDY
16. Forsytozyd B Kora lilaka pospolitego (Syringa vulgaris L.) [179]
17. Oleoechinakozyd Liscie lilaka pospolitego (Syringa vulgaris L.) [181]
GLIKOZYDY FENYLOPROPANOIDOWE
18. Syringina Kora lilaka pospolitego (Syringa vulgaris L.) [181]
FLAWONOIDY
19. Rutozyd Kwiaty lilaka pospolitego (Syringa vulgaris L.) [180]
INNE
20. Enterodiol Metabolit jelitowy [33]
21. Enterolakton Metabolit jelitowy [33]
22. Deksametazon Zakupiono w Sigma Aldrich -
23. Pitawastatyna Zakupiono w Cayman Chemical Company -
24, Cholesterol (rozpuszczalny w wodzie) Zakupiono w Sigma Aldrich -

66



3.2.1. Przygotowanie ekstraktow octanowych do izolacji jednorodnych zwigzkow
chemicznych

Z doktadnie wysuszonych 1 rozdrobnionych lisci dwoch gatunkow forsycji
przygotowano wyciagi metanolowo-wodne (75% v/v). Materiat roslinny (liScie F. suspensa:
100 g, liscie F. x intermedia: 300 g) pigciokrotnie ekstrahowano 75% roztworem metanolu
w stosunku ilo§ciowym 1:150 w kazdym powtorzeniu, kazdorazowo macerujac surowiec przez
24 godziny. Wyciagi przesaczono dwukrotnie przez filtr bibutowy, a nast¢gpnie odparowano
metanol z uzyciem wyparki rotacyjnej pod zmniejszonym ci$nieniem, w temp. 60°C.
Zaggszczong pozostalos¢ wodng ekstrahowano 6- krotnie, octanem etylu, w stosunku 1:1.
Zebrane frakcje octanowe odparowano do suchej pozostatos$ci z uzyciem wyparki rotacyjnej
pod zmniejszonym ci$nieniem, w temp. 60°C. Uzyskane ekstrakty poddano analizie LC-DAD-

ESI-MS/MS i zachowano do dalszych analiz fitochemicznych.

3.3. Metody badawcze

3.3.1. Ultrasprawna chromatografia cieczowa (UHPLC-DAD-ESI-MS/MS)

Probki do analizy chromatograficznej przygotowano rozpuszczajac 5 mg
zliofilizowanego wyciagu lub frakcji w metanolu z dodatkiem 0,1% roztworu wodnego kwasu
mrowkowego (8:2), osiggajac koncowe stgzenie roztworu 5 mg/ml. Przygotowane roztwory
przefiltrowano przez filtry strzykawkowe z membrang 0,45 um.

Analiz¢ LC-DAD-ESI-MS/MS przeprowadzono z wykorzystaniem ultrasprawnej
chromatografii cieczowej UHPLC z detektorem z matrycg diodowa (DAD) i spektrometrem
mas typu putapka jonowa oraz interfejsem ESI. Rozdziat prowadzono na kolumnie Zorbax SB-
C18 (150 mm % 2,1 mm, 1,9 pm). Faz¢ ruchoma stanowit 0,1% kwas mréwkowy w wodzie (A)
1 0,1% kwas mréwkowy w acetonitrylu (B). Do rozdzialu zwigzkéw zastosowano gradient:
0-60 min, 5-40% B. Woda wchodzaca w sktad fazy ruchomej byta przygotowana przy uzyciu
systemu oczyszczajacego Milli-Q Plus (Millipore, Billerica, MA, USA) (18.2 MQ cm). Eluenty
z chromatografu cieczowego byly wprowadzane do interfejsu ESI bez dzielnika. Analize
prowadzono w trypie jondw ujemnych, z nastepujacymi parametrami: ci$nienie nebulizatora -
40 psi; natgzenie przeplywu gazu suszacego - 9 I/min; temperatura azotu: 300°C; napigcie
kapilarne - 4,5 kV. Masy jondéw rejestrowano w zakresie 100 do 2200 m/z. Widma UV byty
rejestrowane przy dtugosci fal 190-450 nm. Wielko$¢ nastrzyku wynosita 5 pl. Charakterystyke
poszczegolnych sktadnikow analizowanych wyciaggéw przeprowadzono na podstawie widm

UV-VIS, jonéw pseudomolekularnych i profili ich fragmentacji.
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3.3.2. Chromatografia kolumnowa (CC) i cienkowarstwowa (TLC)

Scharakteryzowane fitochemicznie, octanowe ekstrakty roslinne, uprzednio
odparowane do sucha rozpuszczono w odpowiedniej ilosci rozpuszczalnika. Frakcjonowanie
wyciggow przeprowadzono metoda chromatografii kolumnowej, z uzyciem szklanych kolumn
chromatograficznych, o wymiarach 80 x 2,5 cm, 40 x 3 cm. Jako faze stacjonarng uzyto
Sephadex LH-20. Poszczeg6lne frakcje o objetosci 5 ml zbierano do probéwek laboratoryjnych
z wykorzystaniem kolektora frakcji, stosujac grawitacyjny przeplyw fazy ruchome;,
niewymuszony dodatkowym ci$nieniem zewngtrznym. W zalezno$ci od stopnia polarnosci
sktadnikoéw poszczegdlnych frakcji jako fazy ruchomej uzywano mieszanin wodno-
metanolowych o réznej procentowosci.

Analize TLC prowadzono na ptytkach szklanych (10 x 20 cm), pokrytych Zelem
krzemionkowym. Plytki rozwijano w komorze pionowej, uprzednio nasyconej parami fazy
ruchomej, ktéra stanowita mieszanina dichlorometanu i metanolu (93:7 v/v). Chromatogramy
wywolywano poprzez ogrzanie ptytek do temp. 105°C, uprzednio spryskanych odczynnikiem

wywolujacym — 1% roztworem waniliny w stezonym kwasie siarkowym (VI).
3.3.3. Chromatografia preparatywna (HPLC-PREP)

W celu izolacji jednorodnych zwigzkow, zliofilizowane frakcje wyciaggow roslinnych
rozpuszczono w DMSO, otrzymujac koncowe stgzenie w zakresie 50-200 mg/ml. Roztwory
przefiltrowano przez filtry strzykawkowe z membrang 0,45 um.

Izolacj¢ jednorodnych zwiazkéw prowadzono z wykorzystaniem chromatografii
preparatywnej (HPLC-PREP) w systemie LC20-AP. Rozdziatu dokonano na kolumnie Zorbax
SB-C18 (150 mm x 21,2 mm, 5 pum). Faza ruchoma sktadata si¢ z mieszaniny 0,1% kwasu
mrowkowego w wodzie (A) 1 0,1% kwasu mrowkowego w acetonitrylu (B). Woda wchodzaca
w sktad fazy ruchomej byla przygotowana przy uzyciu systemu oczyszczajacego Milli-Q Plus
(Millipore, Billerica, MA, USA) (18.2 MQ cm). Rozdzial prowadzono z zastosowaniem
gradientu: 0—60 min, 5-40% B, przy obje¢tosci nastrzyku: 400 pL i predkosci przeptywu: 20
ml/min oraz stalej temperaturze kolumny, wynoszacej 25°C. Detekcje prowadzono przy
dhugosciach fali A1=280 nm oraz A2=325 nm. Struktury wyizolowanych zwigzkéw ustalano

w oparciu 0 widma NMR 'H, 3C i dwuwymiarowe.
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3.3.4. Hydroliza enzymatyczna

W celu otrzymania aglikonow: filigeniny oraz epipinorezynolu, niezb¢dnych do badan
biologicznych przeprowadzono proces hydrolizy enzymatyczne;j. Filiryn¢ oraz 4’-O-glukozyd
epipinorezynolu rozpuszczono w uprzednio przygotowanym buforze octanowym (50 nM, pH
4,5). Roztwory inkubowano w tazni wodnej przez 24 godziny, w temperaturze 60°C,
z dodatkiem odpowiednich ilo$ci enzymow: B- glukozydazy oraz celulazy.

Po uptywie czasu inkubacji roztwor ekstrahowano octanem etylu, odwirowano (4000
rpm, 15 min) w celu oddzielenia aglikonéw od roztworu enzymow i pozostatych produktow
reakcji enzymatycznej. Faze organiczna odparowano i zachowano do dalszych oznaczen.

Struktury zwigzkow potwierdzono w oparciu 0 widma NMR 'H, 13C i dwuwymiarowe.

3.3.5. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

Analizy NMR wykonano w Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych
Polskiej Akademii Nauk w Lodzi, we wspotpracy z Panig dr hab. n. farm Martg Dudek. Widma
NMR 'H, ¥C wraz z widmami dwuwymiarowymi (ROESY, COSY, HSQC, HMBC)
rejestrowano przy uzyciu spektrometru Bruker Avance III 500 odpowiednio przy
czestotliwosciach 500 1 126 MHz i wyposazonego w 5 mm glowicg sondy BBFO. Przesunigcia
chemiczne odniesiono do sygnatow rozpuszczalnika: odpowiednio 3,31 i 49,50 ppm dla 'H

i 3C w metanolu-d4.

3.3.6. Przygotowanie roztworow wyciagow oraz zwigzkow do badan
biologicznych

Wyciagi roslinne rozpuszczono w odpowiedniej ilo$ci roztworu soli fizjologicznej
buforowanej fosforanami, bez jonow Ca*" i Mg** (DPBS), osiggajac koncowe stezenie 1 mg/ml.
Oceng aktywno$ci wyciagdw in vitro prowadzono dla stezenia wyciagu — 50 pg/ml.

Roztwory zwiazkow (w tym kontroli pozytywnych, np. pitawastatyna, deksametazon)
zostaly przygotowane przez rozpuszczenie w sterylnym roztworze DMSO (tak aby jego
koncowe stezenie nie przekraczalo 0,1% catkowitej koncowej objetosci), a nastepnie
uzupeknione do odpowiedniej objetosci roztworem DPBS. Oceng aktywnosci zwigzkow in vitro
prowadzono dla zwigzkéw w zakresie stezen 10-50 uM. Przygotowane roztwory wyciagoéw
oraz zwiazkéw przefiltrowano przez jalowe filtry strzykawkowe z membrang 0,2 pm do

jatlowych probowek typu Eppendorf.
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34.

Odczynniki do badan w warunkach in vitro

3.4.1. Odczynniki do izolacji i hodowli komorkowych

Tabela 10: Lista odczynnikow stosowanych do izolacji i hodowli komérkowych.

Nazwa Pochodzenie

IZOLACJA PBMC

DPBS - zbuforowany roztwor soli fizjologicznej bez jonow
Ca2+ i Mg2+

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Pancoll human (1,077 g/ml) — medium do separacyjnej
izolacji komorek jednojadrzastych z krwi obwodowe;j

PAA Laboratories GmbH, Austria

HODOWLA PBMC ORAZ KOMOREK LINII THP-1

Antybiotyki: penicylina, streptomycyna, amfoterycyna B

PAA Laboratories GmbH, Austria

Gentamycyna

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Medium RPMI 1640 GlutaMAX, wzbogacone o HEPES (25
mM), z dodatkiem czerwieni fenolowe;j

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Medium RPMI 1640, z L-glutaming (2 mM) oraz dodatkiem
czerwieni fenolowej

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Medium RPMI 1640, z L-glutaming (2 mM) bez dodatku
czerwieni fenolowej

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Ptodowa surowica bydlgca (ang. Fetal Bovine Serum, FBS)
nieinaktywowana

Biowest, Rue de la Caille, Francja

3.4.2. Odczynniki do eksperymentow laboratoryjnych

Tabela 11: Lista odczynnikéw stosowanych do eksperymentoéw laboratoryjnych.

Nazwa Pochodzenie

2-merkaptoetanol, > 99,0%

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

30% roztwor akrylamidu i N,N'-metyleno-bisakrylamidu w
wodzie dejonizowanej, 29:1

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

4x Laemmli Sample Buffer (277,8 mM Tris-HCI, pH 6,8 +
44,4% (v/v) glicerol + 4,4% LDS + 0,02% bilekit
bromofenolowy)

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Assay Diluent BD OptEIA (PBS + 10% FBS)

BD Biosciences, San Diego, USA

Azydek sodu, NaN;, > 99,5%

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Albumina z surowicy bydlecej (BSA)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Bufor RIPA do lizy komérek — RIPA Lysis buffer 10x

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Chloroform (cz.d.a.)

POCh, Gliwice, Polska

Coating Buffer BD OptEIA

BD Biosciences, San Diego, USA

Cytofix/Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Kit

BD Biosciences, San Diego, USA
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Nazwa Pochodzenie

Cytotoxicity Detection Kit (LDH)

Roche, Bazylea, Szwajcaria

Dimetylosulfotlenek (DMSO), > 99.9%

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Fenozol

A&A Biotechnology, Gdansk, Polska

Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Human IL-1B ELISA Set

BD Biosciences, San Diego, USA

Human IL-6 ELISA Set

BD Biosciences, San Diego, USA

Human IL-10 ELISA Set

BD Biosciences, San Diego, USA

Human TGF- ELISA Set

BD Biosciences, San Diego, USA

Human TNF-o ELISA Set

BD Biosciences, San Diego, USA

Human MCP-1 ELISA Set

BD Biosciences, San Diego, USA

Izopropanol (cz.d.a.)

POCh, Gliwice, Polska

Jodek propidyny (PI)

BD Biosciences, San Diego, USA

Kwas aminooctowy (glicyna), > 98.0%

ChemPur, Piekary Slaskie, Polska

Kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA), > 99,0%

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Laurylosiarczan sodu (SDS), > 99.9%

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Lipopolisacharyd (z Escherichia coli 0111:B4)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Marker masy biatka PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder, 10 to 250 kDa

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Mieszanina inhibitorow fosfataz — Phosphatase inhibitor
cocktail 2

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Mieszanina inhibitoréw proteaz — Protease inhibitor cocktail

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Mirystyniano-octan forbolu (PMA)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

MTT - bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolylo)-2,5-difenylo-
2H-tetrazolium

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Nieenzymatyczny roztwor do odklejania komérek

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Odtluszczone mleko

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Oil Red O

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

BD OptEIA™ Reagent Set B

BD Biosciences, San Diego, USA

Pepstatyna (inhibitor proteaz aspartylowych)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

fluoresceing (FITC Mouse Anti-Human CD68)

Przeciwcialo szczurze, przeciwko IL-10 znakowane L .
fikoerytryna (PE Rat Anti-Human IL-10) BD Biosciences, San Diego, USA
Przeciwcialo mysie, przeciwko CD68 znakowane

BD Biosciences, San Diego, USA

Przeciwcialo mysie, przeciwko NF-kB p65 znakowane
fikoerytryna (PE anti-NF-kB p65)

BD Biosciences, San Diego, USA

Przeciwciata I- rzgdowe: anti-B-actin, anti-ERK 1/2, anti-
phospho-ERK 1/2, anti-HO-1, anti-JNK, anti-phospho-JNK,
anti-NF-kB (p65), anti-phospho-NF-kB (p65), I anti-KK,
anti-phospho-IKK, anti-Nrf2

Abclonal, Woburn, USA
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Nazwa Pochodzenie

Przeciwciata I- rzgdowe: anti-ABCAL, anti-CD36 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Przeciwciato II-rzgdowe, Goat anti-Rabbit IgG (H+L)
Secondary Antibody, HRP

Przeciwciato IlI-rzedowe, Rabbit Anti-Mouse IgG (H+L)
Secondary Antibody, HRP

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Abclonal, Woburn, USA

Roztwor Ponceau S (0,1%, w/v) w 5% kwasie octowym Pol-Aura, Warszawa, Polska

RT? Profiler PCR Array TLR, PAHS-018ZA Qiagen, Hilden, Germany

RT? SYBR Green qPCR Mastermix Qiagen, Hilden, Germany

Stain Buffer BD Biosciences, San Diego, USA
Stop Solution BD OptEIA BD Biosciences, San Diego, USA

Substrate Reagents A+B BD OptEIA (TMB -

tetrametylobenzydyna + nadtlenek wodoru) BD Biosciences, San Diego, USA

SuperSignal West Dura Chemiluminescent Substrate Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
TagMan™ Gene Expression Assays Ifs/llji)’li[ej(éABiosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
TagMan™ GAPDH; Hs03929097 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
TagMan"™ IL-6; Hs00985639 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
TagMan™ MCP-1; Hs00234140 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
TagMan"™ TNF-o; Hs01113624 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

TEMED (N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiamina), > 99% Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Total RNA Mini, Zestaw do izolacji catkowitego RNA A&A Biotechnology, Gdansk, Polska

Tris base; bufor Tris; (2-amino-2-hydroksymetylopropano-

1,3-diol), > 99.9% Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Triton X-100 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy
Trypsyna-EDTA (0,25 %) Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy
Tween 20 (Polisobrat 20) Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy

Wash Concentrate BD OptEIA (PBS + 0,05% Tween-20) BD Biosciences, San Diego, USA

Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Zestaw High-Capacity RNA-to-cDNA Kit MA, USA
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3.4.3. Sprzet laboratoryjny

Tabela 12: Wykaz stosowanego sprz¢tu laboratoryjnego.

Nazwa Pochodzenie

ﬁg;;?;mdo rozdzialu elektroforetycznego biatek 1 ich Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Cytometr przeptywowy FACSCalibur, oprogramowanie BD Biosciences, USA

CellQuest Pro

ngltsnik mikroplytek, BioTek Synergy 4, oprogramowanie BioTek Instruments Inc., USA

Fluorymetr Qubit® 2.0 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Inkubator do hodowli komérkowych Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Kotyska laboratoryjna — Mini Blot Mixer VWR, Pensylwania, USA

Komora z nawiewem laminarnym Jouan MSC12 Jouan S.A., Francja

Mieszadlo magnetyczne ChemiLab, Tarnobrzeg, Polska

Mikroskop odwrécony, Nikon ECLIPSE TS100F z kamera
cyfrowa Nikon Digital Sight DS-U2, oprogramowanie NIS- | Nikon, Japonia
Elements BR 2.30

Orbitalna wytrzasarka do mikroptytek — Shaker DTS-2 ELMI, Kalifornia, USA

Plastik laboratoryjny: butelki do hodowli komoérkowej
nieadherentnej o powierzchni 75 cm?, ptytki do hodowli
komorkowych adherentnych, 6-dotkowe, 12-dotkowe, 24- | BD Falcon TM, USA
dotkowe, sterylne; pipety serologiczne, sterylne (25/10/5
ml), probowka typu Falkon (50 ml i 15 ml)

Ptytki 96 dotkowe: MicroWell™ oraz Nunc™ Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Probowki biochemiczne, podcisnieniowe, poj. 9 ml z
przyspieszaczem wykrzepiania oraz probowki | Medlab- products, Polska
biochemiczne, podci$nieniowe, poj. 9 ml z heparyng sodowa

Phuczka do mikroptytek ELx50 BioTek Biokom systems, Janki, Polska

Spektrofotometr UV-Vis Q5000 Quawell, San Jose, USA

System do obrazowania zeli, ChemiDoc™ MP Imaging

System, z programem do analizy densytometrycznej | Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
ImageLab 5.1

Termocykler LightCycler® 480 System Roche Bazylea, Szwajcaria

Termocykler ViiA™7 Real-Time PCR System, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Wiréwka laboratoryjna, MPW-350R MPW, Warszawa, Polska

Wiréwka laboratoryjna — Centrifuge 5424 Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Zestaw plytek szklanych do wylewania zeli Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
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3.5. Modele komorkowe

I. Komorki jednojadrzaste krwi obwodowej (PMBC)

Komorki izolowano z krwi obwodowej zdrowych ochotnikéw, ptci meskiej, ponizej 35
roku zycia, deklarujacych si¢ jako osoby niepalace i nieprzyjmujace statej farmakoterapii. Krew
pozyskano komercyjnie z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i1 Krwiolecznictwa
w Warszawie (ul. Saska 63/75, Warszawa). Anonimowi dawcy wyrazili pisemng zgod¢ na
wykorzystanie pobranej krwi do celéw badawczych, o czym zostali poinformowani przez
pracownikow Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Warszawie. Praca
z materialem hematologicznym zostala zaaprobowana przez lokalng Komisj¢ Bioetyczng
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (numer zgody: AKBE/54/2023).

Biorge pod uwage krotki czas zycia (okoto 8 dni) oraz niskg procentowa zawarto$¢
komorek jednojadrzastych we krwi obwodowej (0,5 — 3 x 10° kom./ml), do kazdego

pojedynczego eksperymentu wykonywano osobng izolacje komorek.

Izolacja komoérek PBMC oraz hodowla komoérek monocytow/makrofagow

Przygotowanie medium hodowlanego

+  Medium RPMI 1640 GlutaMAX, wzbogacone o HEPES (25 mM), z dodatkiem
czerwieni fenolowej, 500 ml

« Antybiotyki: penicylina (10 000 U/ml), streptomycyna (10 000 pg/ml), amfoterycyna B
(25 000 U/ml) (5 ml), gentamycyna (10 000 pg/ml) (0,5 ml)

- Dla kazdego indywidualnego pacjenta przygotowywano roztwdr surowicy

autologicznej w ilo$ci 100 pl/ml, stanowiacej dodatek do medium hodowlanego (10%)

Probki krwi byly pobierane do proboéwek podcisnieniowych typu Vacutest z heparyna
sodowa, w ilosci 2 sztuk od kazdego dawcy (2 % 9 ml). Probki krwi przeznaczone do otrzymania
surowicy byty pobierane do probowek z aktywatorem krzepniecia (1 % 9 ml). Izolacj¢ komorek
rozpoczynano w mozliwie najkrotszym czasie po odebraniu probek krwi (<1 godzina). Krew
obwodowg przenoszono do probowek typu Falcon i rozcienczano cieptym roztworem DPBS
w stosunku 1:1. Nastgpnie ostroznie nawarstwiano po 18 ml rozcienczonego roztworu krwi na
kazde 9 ml medium separacyjnego. Probowki typu Falcon wirowano przez 20 minut

z predkoscig 1800 rpm w 4°C.
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Po  zakonczeniu  wirowania  powstaty
pierScien komorek jednojadrzastych zebrano do
nowych probowek typu Falcon (50 ml), uzupetniajac
zawiesing do objetosci 40 ml zimnym roztworem
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DPBS. Probowki wirowano przez 20 minut

z predkoscig 1800 rpm w temp. 4°C. Czynnos$é

powtorzono  dwukrotnie.  Otrzymany  pelet

Rycina 10: Schemat izolacji komérek PBMC
z ludzkiej krwi obwodowej. Opracowanie

37°C roztworze medium hodowlanego i wysiano w  Wlasne.

komoérkowy delikatnie zawieszono w ogrzanym do

ilosci 1 ml zawiesiny komorek (5 x 10° kom./ml) na 1 dotek ptytki hodowlanej 12-dotkowe;.
Probdwki na surowicg, z przyspieszaczem wykrzepiania wirowano przez 10 minut z predkoscia
2800 rpm w temp. 4°C. Nastgpnie do nowych, sterylnych probowek typu Falcon zebrano
otrzymany supernatant (nie naruszajac warstwy skrzepu). Do kazdego dotka ptytki 12-dotkowe;j
dodano po 100 pl surowicy autologicznej (10%), uzyskanej z krwi tozsamego dawcy. Wedtug
pismiennictwa zawarto$¢ komoérek PBMC w powstatych izolatach komoérkowych wynosi 10-
30% monocytow/makrofagéw oraz 70-90% leukocytéw [182,183]. Zgodnie z cytowang
metodyka, komorki pozostawiono na okres 2-godzinnej inkubacji w standardowych warunkach
hodowli (37°C, 5% CO2, 90-95% wilgotno$ci), umozliwiajac adhezje komorek
monocytow/makrofagdéw do dna ptytki hodowlanej [182]. Po uptywie czasu inkubacji, usunigto
medium hodowlane wraz z nieadherentnymi komoérkami PBMC. Dno dotkéow z adherentnymi
monocytami/makrofagami przeptukano roztworem cieptego DPBS, a nast¢pnie dodano $wieze
medium hodowlane, z dodatkiem surowicy autologicznej. Komoérki monocytow/makrofagow
hodowano przez kolejnych 5 dni, zmieniajgc medium hodowlane co 48 godzin. Komorki
monocytow/makrofagow ~ w  kolejnych czgsciach  pracy  nazywane beda
,,monocytami/makrofagami PBMC”. Schematyczny model izolacji komérek PBMC oraz
hodowli komorek monocytow/makrofagbw PBMC zaprezentowano na rycinie 10 oraz

rycinie 11.

Adhezja Hodowla komérkowa )
2h 5 dni s

>
>

\4

Monocyty/
I1zolowane PBMC makrofagi PBMC

Rycina 11: Schemat hodowli komoérek monocytow/makrofagéw PBMC. Opracowanie wilasne.
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I1. Linia komoérkowa THP-1 (ATCC TIB 202)

THP-1 to monocytarna linia komoérek wyizolowanych z krwi obwodowej pacjenta
z ostrg biataczka monocytarna, bedaca powszechnie wykorzystywanym modelem badawczym,
stosowanym podczas oceny wlasciwosci immunomodulacyjnych zwigzkéw syntetycznych
oraz pochodzenia naturalnego. Powszechne zastosowanie powyzszego modelu komérkowego
do badania mechanizmow aktywnosci zwigzkéw pochodzenia naturalnego wynika z relatywnie
tatwej hodowli, odpowiedzi komodrkowej zblizonej do fizjologicznej odpowiedzi komorek
monocytow 1 makrofagdw, wyrazonej w ekspresji licznych receptorow specyficznych dla
komorek makrofagdw, a takze wysokiej wrazliwo$ci na czynniki roznicujace [184].

Hodowlge komorkowa prowadzono w butelkach hodowlanych do hodowli
nieadherentnej, o powierzchni wzrostu 75 cm?, w standardowych warunkach hodowli (5% CO»,
37°C, 90-95% wilgotnosci). Hodowlg prowadzono do momentu osiggnigcia 70 - 80%
konfluencji, nie dopuszczajgc do przekroczenia stezenia komorek 1 x 10° kom./ml. Medium
hodowlane zmieniano co 2-3 dni. Liczb¢ komoérek w zawiesinie oraz ich Zywotno$¢ oceniano
z uzyciem komory Thoma, w roztworze barwionym 0,4% roztworem bi¢kitu trypanu. Badania

przeprowadzono z uzyciem pasazy 4 —22.

Przygotowanie medium hodowlanego

* Medium RPMI 1640, z L-glutaming oraz z/bez dodatkiem/dodatku czerwieni
fenolowej, 500 ml

* Antybiotyki: mieszanina penicyliny (10 000 U/ml) i streptomycyny (10 000 pg/ml), 5
ml (1%)

» Nieinaktywowana termicznie ptodowa surowica bydleca (FBS), 50 ml (10%)

Roéznicowanie komorek

Znaczna cz¢$¢ badan niniejszej pracy zostata wykonana z uzyciem modelu komoérek
makrofagéw powstalych w wyniku réznicowania monocytarnej linii THP-1 (ang. THP-1
derived macrophages, TDM). Komorki THP-1 oraz TDM w kolejnych cze$ciach pracy
nazywane bgda odpowiednio ,,monocytami’ oraz ,,makrofagami”.

Monocyty roznicowano na ptytkach hodowlanych, w pelnym medium hodowlanym
z dodatkiem octanu mirystynianu forbolu (PMA), wedlug dwoch przyjetych protokotow
réznicowania. Schemat I zaktadat 48-godzinng stymulacj¢ komoérek z roztworem PMA (25
ng/ml), z dodatkowg 24-godzinng inkubacja w pelnym medium hodowlanym, bez czynnika

réznicujacego. Schemat II zakladat ciagla, 72-godzinng inkubacj¢ z PMA (125 ng/ml). Sposoby
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réznicowania komorek THP-1 wedtug przyjetych schematéw réznicowania przedstawiono na

ponizszej rycinie (rycina 12).

RPMI + PMA (25 ng/ml)  RPMI bez PMA
48 h 24h @

> >
> >

Monocyty Makrofagi
THP-1 THP-1

RPMI + PMA (125 ng/ml)
72h

Monocyty Makrofagi
THP-1 THP-1

Rycina 12: Metody r6znicowania monocytarnej linii komorek THP-1. Opracowanie wlasne.

W zalezno$ci od przyjetego modelu badawczego komorki roéznicowano w iloSci
niezbednej do przeprowadzenia okreslonych procedur, stosujac si¢ do zatozen podsumowanych
w ponizszej tabeli (tabela 13). Etapy oceniajace stopien wplywu zwiazkow/wyciagéw na
poszczegolne czynniki rozwoju stanu zapalnego realizowano z wykorzystaniem modeli 1, 4.
Zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami [185], w celu oceny wptywu zwigzkdéw na procesy

zwigzane z akumulacja cholesterolu w komorkach makrofagéw uzyto modeli 2, 3.

Tabela 13: Charakterystyka przyjetych modeli badawczych.

Model badawczy Rodzaj plytki Schemat réznicowania Ilo$¢ kom. / ml medium hodowlanego
1. I 1 x10°
6 - dotkowa
2. 1I 1 x10°
3. 12 - dotkowa 1I 6% 10°
4. 24 - dotkowa I 4x10°

Kazdy eksperyment badawczy przygotowano uwzgledniajac nastepujace elementy
doswiadczenia:

» Kontrola niestymulowana (KNST), z dodatkiem réwnowaznej ilosci DMSO (nie
przekraczajacej 0,1% catkowitej objetosci roztworu) oraz dodatkiem DPBS (w ilo$ci
rownowaznej z ilo$cig dodawang do kontroli stymulowanej oraz prob badanych).

» Kontrola stymulowana (KST), uwzgledniajaca dodatek rownowaznej ilosci DMSO (nie
przekraczajacej 0,1% catkowitej objgtosci roztworu) oraz dodatek roztworu LPS

w DPBS.
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» Kontrola pozytywna, uwzgledniajaca dodatek zwigzku rozpuszczonego w DMSO oraz
dodatek roztworu LPS w DPBS.
* Préby badane, uwzgledniajace dodatek wyciagu/zwigzku badanego rozpuszczonego

w DMSO/DPBS oraz dodatek roztworu LPS w DPBS.

3.6. Metody badawcze

3.6.1. Okreslenie stopnia ekspresji receptora CD68

Ekspresja receptora CD68 jest minimalna w monocytach, jednakze obserwuje si¢ jej
wyrazny wzrost w zrdznicowanych makrofagach [186]. Z uwagi na rozbiezne doniesienia
dotyczace dlugosci inkubacji z PMA niezbednej do zmiany profilu komorek, dla modelu
réznicowania nr I oceniono profil ekspresji markera powierzchniowego CD68, w zalezno$ci od
czasu roznicowania [187,188]. Zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami, a takze uwzgledniajac
obserwacj¢ wygladu morfologicznego komorek, dla modelu réznicowania komorek nr II,
zaktadajacego nieprzerwang, 72-godzinng inkubacj¢ z odczynnikiem rdznicujagcym nie
wykonywano pomiaru ekspresji receptora CD68 [185].

Komorki linii THP-1 w ilo$ci 4 x 10° kom./ml wysiano na plytki 24 dotkowe zgodnie
z I schematem réznicowania, opisanym w rozdziale 3.5. W kazdym dniu r6znicowania do
komorek dodawano 200 pl 0,25% roztworu trypsyny na kazdy dotek ptytki hodowlanej, w celu
odklejenia komoérek od podloza. Plytke inkubowano przez 5-7 minut w standardowych
warunkach hodowli, kontrolujac stopief odklejenia komoérek. Komorki zebrano do probéwek
typu Eppendorf, neutralizujagc roztwér trypsyny dwukrotng ilosciag petnego medium
hodowlanego. Probowki wirowano (1500 rpm, 10 minut). Pelet komérkowy zawieszono w 100
ul roztworu DPBS, z dodatkiem 10 pl roztworu przeciwciata CD68 FITC. Komorki
inkubowano na lodzie przez 20 minut, bez dostgpu §wiatla. Zawiesing komoérek przeniesiono
do probowek cytometrycznych i uzupetniono roztworem DPBS do objgtosci 400 pl. Pomiaru
stopnia ekspresji receptora dokonano z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej, dla
reprezentatywnej proby 10 000 komorek w kazdej probie badanej, wyznaczajac na histogramie
za pomocg markerow (M1 i M2) populacje komorek wykazujacych ekspresje biatka

powierzchniowego CD68.

Komorki monocytarnej linii THP-1 w dniu wysiania na plytke hodowlang (Dzien I —

proba kontrola) wykazywaty niewielka ekspresje receptora CD68, co bylo podstawa do
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potwierdzenia znamiennej roznicy stopnia ekspresji receptora w badanych zakresach
bramkowania (M1 1 M2) (***p < 0,001). Po 24-godzinnej inkubacji z odczynnikiem
réznicujacym (PMA) S$rednie, procentowe zawarto$ci komoérek w badanych zakresach
wynosity: dla zakresu M1 — 57,3% oraz dla zakresu M2 — 39,9%. Ponadto znaczna wigkszo$¢
komorek przyjeta cechy hodowli adherentnej. 48-godzinna inkubacja komorek z czynnikiem
r6éznicujacym inicjowata znamienng réznic¢ w zakresie ekspresji badanego receptora 26,4% vs.
71,4%, wraz z widocznymi zmianami w ich wygladzie morfologicznym, co zaprezentowano na
ponizszej rycinie (rycina 13). Hodowla w medium hodowlanym, niezawierajacym czynnika
réznicujacego, przez kolejne 24 godziny, zainicjowata kolejne zmiany w stopniu ekspres;ji
receptora CD68, wplywajac na stopien ekspresji w badanych zakresach, wynoszacy M1: 10,2%
oraz M2: 87,2%.

Analiza otrzymanych wynikéw pozwolita na jednoznaczne potwierdzenie zmian
stopnia ekspresji markera CD68, zgodnie z dostgpnymi danymi literaturowymi, potwierdzajac,
7ze zastosowanie 24-godzinnej inkubacji w medium hodowlanym bez dodatku PMA,
poprzedzone 48-godzinng inkubacja z czynnikiem roznicujacym jest wystarczajace do
przeprowadzenia procesu konwersji monocytow w komorki makrofagow.

Réznice zaobserwowane w morfologii komorek, a takze cytogramy odpowiadajace
badanym poziomom ekspresji receptora CD68 wlasciwego dla komorek makrofagow,
otrzymanych w poszczegélnych dniach procesu réznicowania przedstawiono na ponizszej

rycinie (rycina 13).
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Dzien 1 (Kontrola) ’ ’ Dzien 2 (po 24h) ‘ ’ Dzien 3 (po 48h) ‘ I Dzien 4 (po 72 h)
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Rycina 13: Wizualizacja zmian wynikajacych z procesu réznicowania komoérek monocytow do komoérek makrofagéw, pod wpltywem czynnika roznicujagcego PMA.
A. Mikroskopowa prezentacja wygladu morfologicznego komoérek. Skala na zdjeciu odpowiada 20 um. B. Analiza cytometryczna ekspresji markera réznicowania monocytow
w niespolaryzowane makrofagi, CD68; wykresy uwzgledniaja zastosowane bramkowanie M1 oraz M2. Obrazy przedstawiajg reprezentatywne histogramy. C. Intensywno$¢
fluorescencji markera CD68 przedstawiono jako $rednig £ SEM (istotnos¢ statystyczng réznicy intensywnosci fluorescencji pomiedzy grupami oszacowano niesparowanym
testem t-Studenta; ***p < 0,001.
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3.6.2. Ocena stopnia wydzielania dehydrogenazy mleczanowej

Cytotoksycznos¢ badanych wyciggow/zwigzkow wobec komorek
monocytow/makrofagbw PBMC, izolowanych z krwi obwodowej oceniono testem
kolorymetrycznym na obecno$¢ wydzielonej dehydrogenazy mleczanowej (ang. lactate
dehydrogenase, 1LDH). Dehydrogenaza mleczanowa jest stabilnym enzymem
cytoplazmatycznym uwalnianym do medium hodowlanego w odpowiedzi na postgpujace
uszkodzenie btony komoérkowej. Zawarto$¢ uwolnionego enzymu mozna okresli¢ ilosciowo
w badanej probie za pomoca sprz¢zonej reakcji enzymatycznej w ktorej LDH katalizuje
konwersje mleczanu do pirogronianu poprzez redukcjc NAD™ do NADH. W drugim etapie
diaforaza wykorzystuje powstalty NADH do redukcji soli tetrazoliowej do formazanu, ktérego
poziom jest wprost proporcjonalny do ilosci LDH uwolnionej do medium hodowlanego.
Towarzyszy temu powstanie czerwonego zabarwienia roztworu, ktérego nat¢zenie barwy

oznacza si¢ spektrofotometrycznie.

Przygotowanie odczynnikow
* Mieszaning reakcyjna przygotowano tuz przed dodaniem na plytke 96-dotkowa,

poprzez zmieszanie 250 ul roztworu katalizatora i 11,25 ml roztworu barwnika.

Komorki monocytéw/makrofagow PMBC wyizolowane z krwi obwodowej, wysiano na
ptytki 12-dotkowe (jak opisano w rozdziale 3.5) i inkubowano z roztworami badanych
zwigzkow. Po 24-godzinnej inkubacji supernatanty komérkowe zebrano i odwirowano (1500
rpm, 4°C, 6 minut), a nast¢pnie przeniesiono na ptytke 96-dotkowa, w 2 powtoérzeniach dla
kazdej proby badanej. Mieszaning reakcyjng zlozong z katalizatora (diaforaza/NAD™)
i roztworu barwnika (chlorek tetrazoliowy; mleczan sodu) dodawano w ilosci po 100 pul do
kazdego dotka (z wyjatkiem background control) i inkubowano w ciemnos$ci przez 30 minut.
Po uptywie czasu inkubacji, reakcje zastopowano, dodajac 50 pl roztworu odczynnika Stop
solution, zawierajacego 0,16M roztwor kwasu siarkowego. Pomiaru absorbancji dokonano przy
dhugosci fali A =490 nm. Kontrol¢ pozytywng stanowity komorki inkubowane z 2% roztworem
Tritonu X-100 w DPBS. Pomiaru dokonano takze dla proby komoérek inkubowanych
z roztworem LPS o koncowym stezeniu 100 ng/ml. Procentowa zawarto$¢ wydzielonej

dehydrogenazy mleczanowej wyliczono ze wzoru:
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Cytotoksyczno$é¢ (%) = (Experimental value—Low control)/(High control-Low control) < 100%
Background control — absorbancja tta — absorbancja pelnego medium hodowlanego
Experimental value — absorbancja proby badanej zawierajacej wyciag roslinny/zwigzek -
background control

Low control — absorbancja proby bez dodatku badanego wyciagu roslinnego/zwigzku

High control — absorbancja proby z 2% roztworem Tritonu-X100

3.6.3. Ocena ilosci komorek barwionych jodkiem propidyny (PI)

Komorki linii THP-1 wysiewano na plytki 24-dotkowe w ilosci 4 x 10° kom./ml, w celu
réznicowania do komoérek makrofagdw, zgodnie ze schematem I, opisanym w rozdziale 3.5.
Po uptywie czasu inkubacji komoérki odklejono od ptytki hodowlanej, zebrano i odwirowano
(1500 rpm, 4°C, 6 minut), zawieszajac pelet komorkowy w 50 ul DPBS z dodatkiem 5 pl
roztworu jodku propidyny (50 pg/ml), pozostawiono na 15 min w temperaturze pokojowej, bez
dostepu $wiatta. Zawiesing komorek przeniesiono do probéwek cytometrycznych, uzupelniono
roztworem DPBS do tacznej objetosci 400 pl. Pomiaru intensywnosci fluorescencji dokonano
przy uzyciu cytometrii przeplywowej, co pozwolito na wyodrgbnienie odsetka komorek
zywych oraz komoérek martwych/nekrotycznych z wybarwionym jadrem komoérkowym.
Warunki analizy (wyj$ciowe stezenie roztworu jodku propidyny wzgledem ilosci komorek)
ustalono doswiadczalnie, w odniesieniu do grupy kontrolnej. Kontrole pozytywna (100%
komorek nekrotycznych) stanowity komorki inkubowane z 0,1% roztworem Tritonu X-100
w DPBS. Pomiaru dokonano takze dla proby komodrek inkubowanych z roztworem LPS
w zakresie st¢zen stosowanych w ramach realizacji poszczegdlnych etapdw niniejszej pracy
(10 - 1000 ng/ml). Pomiaru dokonano dla reprezentatywnej proby 10 000 komorek w kazdej
probie badane;.

3.6.4. Ocena aktywnosci metabolicznej komorek w tescie MTT

Podstawa testu MTT jest aktywno$¢ enzymu dehydrogenazy mitochondrialnej
inicjujgca przeksztatcanie rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (bromek 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy) o zabarwieniu zottym do formy zredukowane;j,
wystepujacej] w postaci nierozpuszczalnych, fioletowych krysztatow formazanu. Po
rozpuszczeniu krysztaldw w DMSO lub izopropanolu powstaje barwny produkt, ktérego

intensywno$¢ zabarwienia mierzona spektrofotometrycznie jest proporcjonalna do aktywnosci
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oksydacyjnej mitochondriéw komorki, a w $cisle okreslonych warunkach doswiadczalnych do
liczby aktywnych metabolicznie (zywych) komorek w populacji. W komoérkach uszkodzonych,
nekrotycznych lub uposledzonych metabolicznie zawarto$¢ powstatego formazanu jest

wyraznie mniejsza w odniesieniu do grupy kontrolnej [189].

Przygotowanie odczynnikow

* Mieszaning reakcyjna przygotowano przez rozpuszczenie 12 mg bromku
tetrazoliowego w 24 ml roztworu RPMI 1640 bez dodatku czerwieni fenolowe;j
uzyskujac koncowe stezenie roztworu 0,5 mg/ml. Dodatek roztworu do komorek
poprzedzono ogrzaniem mieszaniny do temp. 37°C, bez bezposredniego dostgpu

Swiatla.

Komorki linii THP-1 wysiewano na plytki 24-dotkowe w ilosci 4 x 103 kom./ml, w celu
réznicowania do komoérek makrofagdw, zgodnie ze schematem I, opisanym w rozdziale 3.5.
Supernatanty komorkowe odrzucono, a warstwe komorek przeplukano cieptym roztworem
DPBS. Do komérek dodano roztwor MTT w RPMI 1640 (500 pl/dotek), uzyskujac koncowe
stezenie roztworu 0,5 mg/ml. Komérki inkubowano w standardowych warunkach hodowli
przez 30 minut. Po uptywie wyznaczonego czasu inkubacji do kazdego dotka hodowlanego
dodano DMSO w ilo$ci 400 pl. W celu doktadnego rozpuszczenia krysztalow formazanu plytke
umieszczono na 15 minut na wytrzasarce orbitralnej. Pomiaru absorbancji dokonano przy
dhugosci fali 570 nm 1 630 nm, przyjmujac réznic¢ migdzy otrzymanymi wartosciami jako
podstawe do dalszych obliczen. Kontrole pozytywna (100% komoérek nekrotycznych)
stanowity komorki inkubowane z 0,1% roztworem Tritonu X-100 w DPBS. Pomiaru dokonano
takze dla proby komoérek inkubowanych z roztworem LPS w zakresie st¢zen stosowanych
w ramach realizacji poszczegdlnych etapéw niniejszej pracy (10 - 1000 ng/ml). Wyniki
przedstawiono w formie wartosci procentowych przyjmujac $rednig absorbancji kontroli

niestymulowanej jako warto$¢ odniesienia.

3.6.5. Ocena stopnia wydzielanie mediatorow zapalnych metoda ELISA

Ocene¢ wplywu badanych wyciagdéw/zwiazkéw na modulacj¢ wydzielania mediatorow
zapalnych przez komodrki monocytow/makrofagow PMBC, izolowanych z ludzkiej krwi
obwodowej oraz komorki makrofagéw TDM (r6znicowanych z monocytarnej linii THP-1),

okreslono przy uzyciu gotowych zestawoéw immunoenzymatycznych typu ELISA (ang.
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Enzyme-linked immunosorbent assay). Metoda opiera si¢ na tworzeniu polaczen pomiedzy
antygenem 1 przeciwciatem, ktérych ilo$¢ jest wprost proporcjonalna do nat¢zenia barwy
powstatej dzigki potaczeniu skoniugowanego z immunoglobulinami enzymu (peroksydazy
chrzanowej, HRP) i odpowiednich substratow (tetrametylobenzydyny, TMB), mierzonej

spektorfotometrycznie.

Przygotowanie materialu do badan

I. Komorki monocytow/makrofagéw PMBC wyizolowane z krwi obwodowej, wysiano
na ptytki 12-dotkowe (jak opisano w roezdziale 3.5) i inkubowano przez 1 godzing z roztworem
LPS w DPBS, o koncowym stgzeniu 100 ng/ml. Po uptywie czasu inkubacji do komorek
dodano badane wyciagi/zwiazki, pozostawiajac na okres 24-godzinnej inkubacji
w standardowych warunkach hodowli. Po uptywie wyznaczonego czasu supernatanty zebrano,
odwirowano (1500 rpm, 4°C, 10 minut) i zabezpieczono do dalszych oznaczen.

II. Komorki linii THP-1 wysiewano na ptytki 24-dotkowe w ilosci 4 x 10° kom./ml,
w celu roznicowania do komorek makrofagéw, zgodnie ze schematem I, opisanym w rozdziale
3.5. Komorki stymulowano roztworem LPS w DPBS o koncowym stezeniu 10 ng/ml, co zostato
poprzedzone 1-godzinng inkubacja komorek z badanymi zwigzkami. Po uplywie 24-
godzinnego czasu inkubacji supernatanty komodrkowe zebrano, odwirowano (1500 rpm, 4°C,

10 minut) i zabezpieczono do dalszych oznaczen.

Testy ELISA dla wybranych cytokin i chemokin zapalnych wykonywano zgodnie
z zaleceniami producenta, wykorzystujac gotowe odczynniki, zakupione komercyjnie.
Absorbancje mierzono przy dlugosciach fali 450 nm oraz 540 nm, przy uzyciu czytnika
mikroptytek.

Ilosci wydzielonych cytokin oraz chemokin obliczano wzgledem krzywych
wzorcowych, a nastepnie przeliczono mase¢ na warto$ci procentowe zgodnie z ponizszym
wzorem:

Sekrecja (%) = (C/Cvps) x 100
C - ilo$¢ wydzielonego czynnika przez komorki inkubowane z wyciggiem lub zwigzkiem

badanym
Cvrrs — ilo$¢ wydzielonego czynnika przez komoérki inkubowane z roztworem LPS
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3.6.6. Ocena stopnia ekspresji IL-10R, metoda cytometrii przeplywowej

Stopien ekspresji receptora dla IL-10 na powierzchni komérek monocytow/makrofagow
PBMC oceniono poprzez pomiar zmian intensywnosci fluorescencji komorek znakowanych
przeciwcialem monoklonalnym przeciwko IL-10 sprz¢zonym z fluorochromem fikoerytryng
(PE), z zastosowaniem cytometrii przeptywowej. Komorki monocytow/makrofagow PBMC
wyizolowane z krwi obwodowej (jak opisano w rozdziale 3.5) inkubowano przez 1 godzing
z 10 pl roztworu LPS, o koncowym stezeniu 100 ng/ml. Po uptywie czasu inkubacji do komorek
dodano badane wyciagi/zwiazki, pozostawiajac na okres 24-godzinnej inkubacji
w standardowych warunkach hodowli. Po uptywie wyznaczonego czasu inkubacji supernatanty
komorkowe zebrano, odwirowano (1500 rpm, 4°C, 10 minut) i zabezpieczono do dalszych
oznaczen. Komorki przemyto cieptym roztworem DPBS, a nastgpnie do kazdego dotka ptytki
12-dotkowej dodano po 500 pl roztworu nieenzymatycznego ptynu do oddzielania od podioza
komorek adherentnych. Cato$¢ inkubowano przez 20 minut w standardowych warunkach
hodowli, kontrolujac stopien odklejenia komoérek od dna plytki hodowlanej za pomoca
obserwacji mikroskopowej. Po uptywie wyznaczonego czasu inkubacji zawiesing komorek
przeniesiono do proboéwek typu Eppendorf, odwirowano (1500 rpm, 4°C, 10 minut). Pelet
komorkowy inkubowano na lodzie (20 minut) z 10 pl przeciwciata PE Rat Anti-Human IL-10
w 100 pl roztworu DPBS. W celu wykonania oznaczen roztwdr komorek przeniesiono do
probéwek cytometrycznych i zawieszono w 1 ml roztworu DPBS. Analiz¢ pomiaru zmian
intensywnosci fluorescencji dla barwy pomaranczowej przeprowadzono w odniesieniu do
kontroli stymulowanej LPS. Pomiaru dokonano dla reprezentatywnej proby 10 000 komorek
w kazdej probie badanej, wyznaczajac na histogramie za pomocg markera (M1) populacje

komorek wykazujacych ekspresje receptora dla IL-10.

3.6.7. Ocena translokacji jadrowej NF-kB p65 metoda cytometrii przeplywowej

Komorki monocytarnej linii THP-1 wysiano na plytki 24-dotkowe w ilosci 1 x 10°
kom./ml 1 réznicowano zgodnie ze schematem I opisanym w rozdziale 3.5. Makrofagi
inkubowano przez 1 godzing z badanymi zwiazkami. Po uptywie czasu inkubacji komorki
stymulowano dodatkiem 10 pl bakteryjnego LPS uzyskujac koncowe stgzenie 1 pug/ml, w celu
indukcji odpowiedzi zapalnej. Po uptywie czasu inkubacji (1 godzina) w standardowych
warunkach hodowli komoérki odklejono od powierzchni ptytki hodowlanej 1 zebrano do

probéwek typu Eppendorf. Zawiesing komoérek odwirowano (1200 rpm, 10 minut, 4°C). Pelet
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komoérkowy zawieszono w 250 pl roztworu Fixation/Permeabilization Solution, bardzo
delikatnie zworteksowano, aby zapobiec agregacji komorek i1 pozostawiono na lodzie przez 20
minut w celu utrwalenia. Nastgpnie komorki odwirowano, pelet zawieszono w 100 pl
komercyjnego roztworu Permeabilization/Wash buffer z dodatkiem 20 pl przeciwciata PE anti-
NF-«B p65. Komorki inkubowano w temperaturze 4°C przez 15 minut, bez dostgpu §wiatta. Po
uptywie czasu inkubacji komorki dwukrotnie przemyto roztworem Permeabilization/Wash
buffer w celu odptukania pozostatosci przeciwciata, kazdorazowo odwirowujac (1500 rpm, 5
minut, 4°C). Pelet komérkowy zawieszono w 400 pl roztworu Staining buffer, a nastgpnie
przystapiono do analizy cytometrycznej. Pomiaru dokonano dla reprezentatywnej proby 10 000
komorek w kazdej probie badanej, wyznaczajac na histogramie za pomocg markera (M)

populacj¢ komoérek wykazujacych ekspresj¢ biatka NF-xB p65.

3.6.8. Immunochemiczna detekcja bialek metoda western blot

Przygotowanie odczynnikow

+ Bufor lizujacy:
10 ml roztworu 10x RIPA
90 ml wody dejonizowanej
30 pl inhibitoréw proteaz
120 pl inhibitoréw fosfataz
Cato$¢ doktadnie wymieszano. Przygotowano tuz przed uzyciem.

* Bufor do elektroforezy (10x):
60,5 g Tris base
292 g glicyny
20 g SDS
Rozpuszczono w 1 800 ml. wody dejonizowanej. Roztwor doprowadzono do pH
rownego 8,3. Uzupelniono woda dejonizowang do objetosci 2 000 ml. W celu
przeprowadzenia procesu elektroforezy, bufor nalezy rozcienczy¢
woda dejonizowang 10-krotnie.

* Bufor do transferu:
6,05 g Tris base
28,82 g glicyny
400 ml 20% roztworu metanolu
Rozpuszczono w 1 800 ml. wody dejonizowanej. Roztwor doprowadzono do pH
réwnego 8,3. Uzupelniono woda dejonizowang do objetosci 2 000 ml.

86



Bufor TBS (10x):

12,1 g Tris base

88 g NaCl

Rozpuszczono w 900 ml wody dejonizowanej. Roztwér doprowadzono do pH réwnego
8,3. Uzupetiono woda dejonizowang do objetosci 1 000 ml.

Bufor TBST:

100 ml roztworu 10x TBS

900 ml wody dejonizowane;j

1 ml Tween 20

Catos$¢ potaczono i doktadnie wymieszano.

Roztwor blokujacy I:

10 ml TBST

0,5 g odtluszczonego mleka

Catos¢ potaczono i doktadnie wymieszano.

Roztwor blokujacy II:

10 ml TBST

0,25 g BSA

Catos¢ potaczono i doktadnie wymieszano.

5% roztwor BSA do przygotowania roztworu przeciwciala I-rzgdowego w TBST:
10 ml TBST

0,5 g BSA

Catos¢ potaczono i doktadnie wymieszano.
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Immunochemiczng metoda Western blot oznaczano obecno$¢ nastepujacych biatek
w badanych lizatach komérkowych: ABCA1, CD36, HO-1, Nrf2, a takze biatek ERK 1/2, IKK
a/B, INK 1/2, p38, NF-kB p65 w formie ufosforylowanej i catkowitej. Stopien rozcienczen oraz

specyficzno$¢ gatunkowg uzytych przeciwciat okreslono w ponizszej tabeli (tabela 14).

Tabela 14: Wykaz przeciwciat uzytych do przeprowadzenia oznaczen z uzyciem metody western blot.

Przeciwcialo I- Przeciwcialo II-

rzedowe * Specyficznos¢ Rozcienczenie rzedowe ** Rozcienczenie
p-aktyna Rabbit 1:1000 Goat, anti-rabbit 1:1500
ABCAL1 Rabbit 1:1000
CD36 Rabbit 1:1000 Goat, anti-rabbit 1:1500
Heme Oxygenase 1 . .
(HO-1/HMOX1) Rabbit 1:1000
ERK 1/2 Mouse 1:750
Rabbit, anti-mouse 1:1000
Phospho-ERK 1/2  Mouse 1:750
IKKa/B Rabbit 1:1000
Phospho-IKKo/f3 Rabbit 1:1000
JNK 1/2 Rabbit 1:1000
Phospho-JNK 1/2  Rabbit 1:1000 Goat, anti-rabbit 1:1500
NF-kB p65/RelA Rabbit 1:1000
Phospho- NF- kB . .
p65/RelA Rabbit 1:1000
Nrf2 Rabbit 1:1000
p-38 Mouse 1:750
Rabbit, anti-mouse 1:1000
p-p-38 Mouse 1:750

*Przeciwciata I-rzgdowe rozpuszczano w 5% roztworze BSA w TBST.
**Przeciwciala II-rzgdowe rozpuszczano w 5% roztworze mleka w TBST.

3.6.9. Przygotowanie materialu komorkowego do oznaczen immunochemicznych

a) material do oceny wplywu zwiazkow na Sciezki sygnalizacji MAPK, NF-kB

Komorki monocytarnej linii THP-1 wysiano na ptytki 24-dotkowe, w ilosci 4 x 10°
kom./ml 1 réznicowano zgodnie ze schematem I, opisanym w rozdziale 3.5. Po uptywie
okreslanego czasu inkubacji z czynnikiem roznicujacym/medium hodowlanym do komorek

dodano roztwory badanych zwigzkow. Po uplywie 24-godzinnego czasu inkubacji

88



w standardowych warunkach hodowli do komodrek dodano roztwdr bakteryjnego LPS,
osiggajac koncowe stezenie 10 ng/ml. Po uptywie 25-minutowego czasu inkubacji komorki
poddano dziataniu 100 pl roztworu lizujacego / dotek zawierajacego inhibitory proteaz
1 fosfataz. Proces lizy komodrek prowadzono na lodzie przez okres 20 minut. Zebrane lizaty
komoérkowe wirowano przez 15 minut, 10 000 rpm w temperaturze 4°C. Supernatant
przeniesiono do probowek typu Eppendorf, schtodzonych uprzednio w lodzie. Do pomiaru
stezenia biatka catkowitego uzyto 10 pl uzyskanego lizatu bialkowego, pozostaty czes¢
polaczono z odpowiednig ilo$cig 4x stezonego buforu Laemmli’ego. Otrzymane roztwory
zwirowano (1000 rpm, 1 minuta, 4°C) i zachowano do dalszych oznaczen w temperaturze -

80°C.

b) material do oceny wplywu zwiazkow na ekspresj¢ biatka CD36

Komorki monocytarnej linii THP-1 wysiano na ptytki 6-dotkowe, w ilosci 1 x 10°
kom./ml i réznicowano zgodnie ze schematem II, opisanym w rozdziale 3.5. Po uptywie
okreslanego czasu inkubacji z czynnikiem réznicujacym/medium hodowlanym do komorek
dodano roztwory badanych zwigzkéw. Po 24-godzinnym okresie inkubacji supernatanty
odrzucono, komorki przeptukano roztworem cieptego DPBS. Do komorek dodano §wieze
medium hodowlane wraz z roztworem cholesterolu, osiggajac jego koncowe stezenie 20 pg/ml.
Po 24 godzinach komorki przeplukano cieptym roztworem DPBS i poddano dziataniu 100 pl
roztworu lizujacego / dotek zawierajacego inhibitory proteaz i fosfataz. Proces lizy komorek
prowadzono na lodzie przez okres 20 minut. Zebrane lizaty komérkowe wirowano przez 15
minut, 10 000 rpm w temperaturze 4°C. Supernatant przeniesiono do probdéwek typu
Eppendorf, schtodzonych uprzednio w lodzie. Do pomiaru stezenia biatka catkowitego uzyto
10 pl uzyskanego lizatu biatkowego, pozostala cz¢§¢ potaczono z odpowiednia iloscig 4%
stezonego buforu Laemmli’ego. Otrzymane roztwory zwirowano (1000 rpm, 1 minuta, 4°C)

1 zachowano do dalszych oznaczen w temperaturze -80°C.

¢) material do oceny wplywu zwiazkow na ekspresje¢ bialek ABCA1, HO-1, Nrf2

Komorki monocytarnej linii THP-1 wysiano na ptytki 6-dotkowe, w ilosci 1 x 10°
kom./ml i réznicowano zgodnie ze schematem II, opisanym w rozdziale 3.5. Po uptywie
okreslanego czasu inkubacji z czynnikiem réznicujacym/medium hodowlanym do komorek
dodano roztwor cholesterolu, osiagajac konicowe stezenie 20 pg/ml. Po 24-godzinnym okresie

inkubacji supernatanty odrzucono, komorki przeptukano roztworem cieptego DPBS. Do
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komorek dodano $wieze medium hodowlane wraz z roztworami badanych zwigzkéw. Po 24-
godzinnej inkubacji komorki przeptukano cieptym roztworem DPBS i poddano dziataniu 100
ul roztworu lizujacego / dotek zawierajacego inhibitory proteaz i fosfataz. Proces lizy komorek
prowadzono na lodzie przez okres 20 minut. Zebrane lizaty komérkowe wirowano przez 15
minut, 10 000 rpm w temperaturze 4°C. Supernatant przeniesiono do probdéwek typu
Eppendorf, schtodzonych uprzednio w lodzie. Do pomiaru stezenia biatka catkowitego uzyto
10 pl uzyskanego lizatu biatkowego, pozostala cz¢§¢ potaczono z odpowiednia iloscig 4%
stezonego buforu Laemmli’ego. Otrzymane roztwory zwirowano (1000 rpm, 1 minuta, 4°C)

1 zachowano do dalszych oznaczen w temperaturze -80°C.

Oznaczenie ste¢zenia bialka w lizatach komorkowych

Stezenie bialka w uzyskanych lizatach komoérkowych oznaczono komercyjnym
zestawem do kolorymetrycznego oznaczania catkowitego st¢zenia bialek (ang. Bicinchoninic
Acid Protein Assay Kit, BCA). Metoda taczy znang reakcje redukcji jonéw miedzi Cu?* do Cu”
przez biatko w srodowisku alkalicznym, z kolorymetrycznym wykrywaniem kationu Cu* przy
uzyciu odczynnika zawierajagcego kwas bicynchoniowy. Powstaly kompleks jest efektem
chelatowania dwoch czastek BCA z jedng czgstkg Cu®, ktorego zabarwienie jest wprost
proporcjonalne do st¢zenia biatka w badanej probie.

W celu dokonania pomiaru zawarto$ci biatka, do 10 pl lizatu biatkowego dodano 200
ul mieszaniny reakcyjnej substratu A i B (potaczonych w stosunku 50:1). Przed wykonaniem
oznaczenia przygotowano 9-punktowa krzywa kalibracyjng z BSA; wspotczynnik
rozcienczenia 2; zakres stezen 20 — 2000 pg/ml). Przygotowang probe inkubowano 30 minut
w 37°C bez dostepu $wiatta. Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosci fali A = 562 nm.

Stezenie biatka obliczono z krzywej kalibracyjnej, na podstawie trzech kolejnych powtorzen.

Stezenie biatka obliczono ze wzoru:

[Zawartos¢ bialka] = (x x R) / V
X - stezenie biatka w pg/ml
R - rozcienczenie lizatu biatkowego

V - oznacza objetos¢ koncowa proby uzytej do pomiaru spektrofotometrycznego
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Przygotowanie Zelu poliakrylamidowego

Procentowo$¢ zelu rozdzielajacego byta dobrana wg. masy oznaczanego biatka (8-
12%). Zel rozdzielajacy byt przygotowywany przez zmieszanie odpowiednich ilosci: 30%
roztworu akrylamidu/bisakrylamidu, wody dejonizowanej, roztworu TEMEDu, roztworu Tris
base w wodzie dejonizowanej (1,5 M), 10% roztworu APS-u w wodzie dejonizowane;.
Mieszaning wylewano pomi¢dzy szklane, 1 mm ptytki i pozostawiano do spolimeryzowania na
okres 40 minut. Po uptywie wyznaczonego czasu przygotowano roztwor zelu zageszczajacego,
ktory wylano na warstwe zelu rozdzielajacego. W zelu zaggszczajagcym umieszczono grzebien,

pozostawiono do spolimeryzowania na okres 40 minut.

Rozdzial elektroforetyczny bialek w zelu poliakrylamidowym

Eppendorfy z lizatami biatkowymi rozmrozono na lodzie, a nast¢pnie zwirowano (1000
rpm, 1 minuta, 4°C). W celu denaturacji biatek probki ogrzewano w 95°C przez 6 minut, co
poprzedzito ich ponowne wirowanie (1000 rpm, 1 minuta, 4°C). Na zel nanoszono po 22,5 ug
(w objetosci 30 pl) biatka oraz 5 ul markera masy biatka. Elektroforez¢ w zelu
poliakrylamidowym przeprowadzano w 1x stgzonym buforze do elektroforezy, schtodzonym
uprzednio do temperatury 4°C (1,5 - 2 godziny, 50-100 V). Elektroforeza w zelu
poliakrylamidowym umozliwia rozdzielenie biatek na podstawie ich mas czasteczkowych oraz
wedrowke w kierunku elektrody dodatniej. Dodatek SDSu do buforu do elektroforezy

powoduje denaturacje bialek oraz nadanie im tadunku ujemnego.

Transfer bialek na membrang nitrocelulozowa, blokowanie membrany

Bialka rozdzielone na zelu poliakrylamidowym przeniesiono na membrang
nitrocelulozowg o wielkosci poréw 0,45 um, z zastosowaniem transferu mokrego (1,5 - 2,5
godziny, 200-250 mA), na mieszadle magnetycznym. W celu oceny jakosci i wydajnosci
transferu, biatka immobilizowane na blonie nitrocelulozowej barwiono w roztworze czerwieni
Ponceau S. Po wybarwieniu btong plukano buforem TBST i inkubowano w roztworze
blokujacym (5% mleko w TBST Iub 2,5% roztworem BSA w TBST) przez 1 godzine

w temperaturze pokojowej, w celu zablokowania niespecyficznego wigzania si¢ przeciwciat.

Inkubacja membrany z przeciwcialem I i II rzedowym, detekcja bialek
Membrang nitrocelulozowa przemyto buforem TBST (3 x 10 min). Nastepnie
membrang¢ inkubowano z roztworem przeciwciala I-rzedowego, przygotowanego zgodnie

z warunkami podanymi w tabeli 14, przez 1 godzing w temperaturze pokojowej, lub
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pozostawiono na catonocng immunodetekcje w temperaturze 4°C (na kotysce laboratoryjne;j).
Po trzykrotnym ptukaniu w buforze TBST (3 x 10 min), membran¢ inkubowano z roztworem
przeciwciata Il-rzedowego sprzgzonego z peroksydaza chrzanowa (1 godzina, temp.
pokojowa). Niezwigzane specyficznie przeciwciala usuwano poprzez 3-krotnie ptukanie
membrany w buforze TBST (3 x 10 min).

Detekcje sygnalu prowadzono w aparacie ChemiDoc, z wykorzystaniem zestawu
chemiluminescencyjnego Super Signal West Dura, zgodnie z zaleceniami producenta.
Wizualizacj¢ oraz analiz¢ densytometryczng przeprowadzono za pomocg oprogramowania
ImageLab 5.1. Lista przeciwcial i rozcienczen zostala przedstawiona w tabeli 14. Analiz¢
densytometryczng przeprowadzono w oparciu o warto$ci densytometryczne kontroli ilosci

natozonego biatka (B-aktyny).

3.6.10. Izolacja mRNA z materialu komorkowego

Izolacje catkowitego RNA prowadzono wykorzystujac zestaw Total RNA Mini (A&A
Biotechnology, Gdansk, Polska), zgodnie z instrukcja producenta. Komorki linii THP-1
wysiano na ptytki 6-dotkowe w ilosci 1 x 10° kom./ml i roznicowano zgodnie ze schematem 1
opisanym w rozdziale 3.5 Makrofagi poddano 6-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami,
poprzedzonej 1-godzinng stymulacjg roztworem LPS o koncowym stezeniu 10 ng/ml. Po
uplywie wyznaczonego czasu warstwe komorek przeptukano cieplym roztworem DPBS.
Komorki doprowadzono do catkowitej lizy, z uzyciem roztworu fenozolu (800 pl/dotek).

W celu izolacji catkowitego RNA lizaty inkubowano przez 5 minut w temperaturze
50°C. Do lizatu dodano 200 pl roztworu chloroformu, doktadnie wymieszano. Mieszaning
inkubowano 3 minuty w temperaturze pokojowej, zwirowano (10 minut, 10 000 — 12 000 rpm).
Do nowych probdéwek typu Eppendorf przeniesiono 450 ul supernatantu, a nastgpnie dodano
250 pl izopropanolu, doktadnie wymieszano. Roztwor naktadano na minikolumne zawierajaca
ztoze krzemionkowe, a nast¢gpnie wirowano (1 minuta, 10 000 - 12 000 rpm). Po usunigciu
przesaczu na kolumne dodano 200 pl roztworu pluczacego A1, wirowano 2 minuty przy 10 000
- 12 000 rpm. Kolumng przeniesiono do nowych probéwek typu Eppendorf, dodajac 100 pl
ultraczystej wody, wolnej od RNA-z. Probke inkubowano przez 3 minuty w temperaturze
pokojowej, a nastepnie wirowano prze 1 minutg (10 000 - 12 000 rpm). Czystos¢ i stezenie
catkowitego kwasu nukleinowego (RNA) mierzono za pomoca nanospektrofotometru

(Spektrofotometr UV-Vis Q5000, Quawell), dokonujac pomiaru absorbancji przy dlugosciach
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fali 260 oraz 280 nm. Uzyskane probki uznano za czyste, poniewaz stosunek absorbancji

uzyskanych dla obu dtugosci fali, w kazdej probce wynosit >1,8.

3.6.11. Przeprowadzenie reakcji odwrotnej transkrypcji

Reakcja odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription PCR, RT-PCR) jest
procesem polegajacym na przepisaniu informacji genetycznej z jednoniciowego RNA na
komplementarng, dwuniciowg czasteczke cDNA (wykorzystywang do ilosciowej oceny
ekspresji genéw) z uzyciem enzymu odwrotnej transkryptazy. Proces odwrotnej transkrypcji
przeprowadzono, z wykorzystaniem zestawu High-Capacity RNA-to-cDNA Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), zgodnie z zaleceniami producenta, uzywajac
nastepujacych odczynnikow dotaczonych do zestawu: 10x stezony bufor, 10x stezony roztwor
starteréw losowych, 25x stezony dNTP Mix (100 mM), odwrotna transkryptaza o st¢zeniu 50
U/ul.

Wyizolowany mRNA (ktérego izolacje opisano w rozdziale 3.6.10) rozcienczono
dodatkiem 75 pl jalowej wody. Nastepnie, pracujac na lodzie przygotowano mieszaning
reakcyjng ztozong z nastepujacych odczynnikow: woda wolna od RNAz (10 pl), Reaction
Buffer (4 ul), Primer (1 upl), dNTP Mix (2 pl), RevertAid Reverse Transcriptase (1 pl).
Mieszaning zwirowano i dodano do probowek typu Eppendorf (po 18 pl), zawierajacych
uprzednio rozcienczony roztwor mRNA (2 pl). Po doktadnym wymieszaniu i zwirowaniu
probowki umieszczono w termocyklerze, stosujac warunki inkubacji podane w ponizszej tabeli
(tabela 15). Zabezpieczone cDNA przechowywano w temperaturze -25°C do momentu

dalszych oznaczen.

Tabela 15: Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji.

ETAP Wstepna LS L) Denaturacja Zakonczenie procesu
PARAMETR inkubacja transkryptazy 1 p
Temperatura [°C] 25 37 85 4
Czas [min] 10 120 5 -
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3.6.12. Zastosowanie metody real-time PCR do oznaczenia ekspresji panelu 84
genow z wykorzystaniem mikromacierzy RT2 Profiler PCR Array TLR

W celu oceny wptywu wybranych zwigzkéw na stopien ekspresji panelu 84 genoéw
zwigzanych z przekaznictwem sygnalu za posrednictwem receptorow TLR wykorzystano
narzedzie RT2 Profiler PCR Array TLR, PAHS-018ZA (Qiagen, Hilden, Germany),
zawierajace ptytki 96-dotkowe z naniesionymi sondami molekularnymi (analogicznymi do
sond opisywanych w rozdziale 3.6.13). Kazda z ptytek zawiera réwniez sondy dla genow
stanowigcych kontrole endogenne, niezbedne podczas pdzniejszej analizy ekspres;ji.

Przygotowanie materiatu do analizy wykonano
w sposOb analogiczny jak opisano w rozdzialach o D )
3.6.10 i 3.6.11. Przygotowany roztwor cDNA (102 pl) @ | NN
wymieszano z roztworem RT? qPCR Master Mix |

Kontrole Proby badane

(1350 pl) zawierajacym fluorescencyjny zwiazek 9 l cDNA + RT: SYBR l

Green +
qPCR Mastermix

interkalujacy do dwuniciowego DNA — SYBR Green
oraz woda wolng od RNAz (1248 pul), w zgodnie

o : l real-time PCR l
z zaleceniami producenta. Pipeta wielokanalowa '

nalozono po 25 pl mieszaniny do kazdego dotka plytki r /;/ T W

96-dotkowej. Plytke reakcyjng zabezpieczono folig, @ Analiza danych

odwirowano (1 minuta, 2000 rpm). Reakcj¢ Rycina 14: Przebieg analizy z uzyciem
zestawu RT? Profiler PCR Array TLR.

tancuchowa polimerazy DNA wraz z analizg w czasie Opracowanie whasne

rzeczywistym (real-time PCR) przeprowadzono,

uzywajac aparatur¢ Roche Light Cycler 480. Etapy annealingu oraz elongacji powtarzane byty
w 40 cyklach, zgodnie z warunkami podanymi w ponizszej tabeli (tabela 16). Emitowany przez
barwnik poziom fluorescencji byt proporcjonalny do stezenia mRNA dla poszczegodlnych

genow w badanych probach.

Tabela 16: Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym z uzyciem pojedynczych sond.

ETAP ERE
Aktywacja polimerazy 40 cykli
PARAMETR Denaturacja Anneling/Elongacja
Temperatura [°C] 95 95 60
Czas [min:sek] 10:00 00:15 1:00
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Otrzymane wzgledne poziomy ekspresji genéw zwigzanych z sygnalizacja TLR z danej
ptytki byly znormalizowane w stosunku do ekspresji gendéw referencyjnych — B-aktyny
(ACTB), B2-mikroglobuliny (B2M), dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(GAPDH), fosforybozylotransferazy hipoksantynowo-guaninowej (HPRT1) oraz kwasnego
bialka rybosomalnego 60S PO (RPLPO). Poziomy ekspresji obliczono metodg ACt (2°24¢Y), przy
uzyciu oprogramowania RT? Profiler PCR Array Data Analysis oraz GraphPad Prism 9.

Otrzymane wyniki zaprezentowano przy pomocy m.in. mapy ciepta oraz wykreséw
stupkowych prezentujacych krotno$¢ ekspresji obliczong dla srednich warto$ci, uzyskanych dla
danego genu w poszczegolnych probach badanych, w odniesieniu do $redniej wartosci
otrzymanej dla proby kontrolnej (kontrola stymulowana LPS), zgodnie z wcze$niejszymi
doniesieniami [190], [191]. Zgodnie z ogdlnie przyjeta nomenklaturg, nazwy gendw w toku
omoOwienia otrzymanych wynikow beda pisane kursywa np. BTK. Nazwy biatek beda pisane
normalng czcionka np. BTK.

Schematyczny przebieg analizy przedstawiono na rycinie 14 (rycina 14). Rozktad

gendw na ptytce zilustrowano na ponizszej rycinie (rycina 15).

LEGENDA:

1 2 345 67 8 9101112

A o1 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 1-84 — geny
poddane analizie
213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
HK1-5 — geny
C 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 referencyjne
D 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 GDC — Kontrola:
C 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 genomowe DNA
F 6l 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 RTC — Kontrola:
odwrotna
(573 74 75 76 77 78 79 8 81 82 83 84 transkrypcja
H HK1 HK2 HK3 HK4 HK5 GDC RTC RTC RTC) (PPC PPC PPC PPC — Kontrola
pozytywna PCR

Rycina 15: Schemat rozktadu genow na ptytce RT2 Profiler PCR Array TLR.

Liste genow, ktorych ekspresje oceniono z uzyciem narzedzia RT? Profiler PCR Array
TLR, wraz z informacja na temat biatek przez nie kodowanych, podano w ponizszej tabeli
(tabela 17). W kolumnie pierwszej (Nr) uwzgledniono pozycj¢ poszczegolnych sond na ptytce
96-dotkowe;j.
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Tabela 17: Charakterystyka genéw analizowanych w ramach RT2 Profiler PCR Array TLR oraz biatek przez nie

kodowanych.
Nr Symbal Kodowane biatko
genu
A01 BTK BTK Biatkowa kinaza tyrozynowa BTK
A02 CASPS Kaspaza 8 Kaspaza-8
A03 CCL2 MCP-1 Biatko chemotaktyczne monocytoéw MCP-1
A04 CD14 CD14 Antygen roznicowania monocytow CD14
A05 CDI180 CD180 Antygen CD180
A06 CD80 CD80 Antygen aktywacji limfocytow T CD80
A07 CD86 CD86 Antygen aktywacji limfocytow T CD86
Inhibitor podjednostki a kinazy jadrowego
A08 CHUK TKK-o czynnika k -B (IKKa)
alez 2+
A09 | CLEC4E CLECA4E RecePtor lektynowy zalezny oq Ca
indukowany makrofagami
AL0 CSF2 GM-CSF Czynnik stymuluyja,c}y tworze‘nie' kolonii
granulocytow i makrofagow
All CSF3 G-CSF Czynnik stymulujacy twyorzenle kolonii
granulocytow
Al2 | CXCLIO C)I(PC_ %(;0/ Biatko 10 indukowane interferonem gamma
Bo1 ECSIT ECSIT Posrednik sygnatowy w szlaku Toll
podobnym
B02 | EIF24K2 | EIF2AK2 Kinaza biatkowa aktywowana RNA
B03 ELKI Elk-1 Czynnik transkrypcyjny ETS
B04 FADD FADD Biatko domeny $mierci zwiazanej z FAS
BOS FOS -Fos Protoonkogen c-Fos (Podjednostka czynnika
transkrypcyjnego AP-1)
B06 | HMGBI HMG-1 Biatko grupy 1 o wysokiej mobilnosci
B07 HRAS H-Ras GTPaza H-Ras
. Cztonek rodziny biatek szoku cieplnego A,
BO8 | HSPALA Hsp72 cztonek 1A (Hsp70)
. Cztonek rodziny biatek szoku cieplnego D,
B09 | HSPDI Hsp60 czlonek 1 (Hsp60)
B10 IFNAI IFN-o Interferon alfa-1
B11 IFNBI IFN-B Interferon beta-1
B12 IFNG IFN-y Interferon gamma
co1 IKBKB IKK-B Inhibitor Czynn}kajqdrowego podjednostka
kinazy kappa-B
co2 IL10 IL-10 Interleukina 10
Co3 IL124 IL-12 Podjednostka alfa interleukiny 12
Co4 ILIA IL-1a Interleukina 1 alfa
Cos ILIB IL-18 Interleukina 1 beta
Co06 L2 IL-2 Interleukina 2
Cco7 IL6 IL-6 Interleukina 6
Co8 ILS IL-8 Interleukina 8 (CXCLS)
09 IRAK] IRAK-1 Kinaza 1 zwigzana z rfceptorem interleukiny
c10 IRAK? IRAK.2 Kinaza podobna do(kmazy 2. zwigzanej z
receptorem interleukiny 1
cu IRAKA [RAK-4 Kinaza 4 zwigzana z rfceptorem interleukiny
C12 IRFI IRF-1 Czynnik regulatorowy interferonu 1
D01 IRF3 IRF-3 Czynnik regulatorowy interferonu 3
D02 JUN -Jun Czynnik trflnskrypcyjny Jgn (podjednostka
czynnika transkrypcyjnego AP-1)
Limfotoksyna-alfa, czynnik martwicy
D03 LT4 LT-a nowotworow beta TNF-f3
D04 LY86 MD-1 Antygen limfocytow 86
D05 LY96 MD-2 Antygen limfocytow 96
D06 | MaP2K3 | MAPIK3 Klnaza kinazy bla{kf)}ve_! aktywowang) )
mitogenem 3 o podwojnej specyficznosci
07 | MaP2Kk4 | MAPIK4 Klnaza kinazy bla{kf)}ve_! aktywowang) )
mitogenem 4 o podwojnej specyficznosci
pos | marski | MAP3KL Kinaza kinazy Pla{kowq aktywowanej
mitogenem 1
D09 | MAP3K7 | MAP3K7 Kinaza kinazy Pla{kowq aktywowanej
mitogenem 7
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Nr Symbal Kodowane biatko
genu
p10 | MaPaks | MAPAK4 Kinaza kmazy kinazy aktywowanej
mitogenem 4
D11 | MAPKS MAPKS Aktywowana mitogenem kinaza biatkowa 8
D12 | MAPKSIP3 | MAPKSIP3 Aktywowana rlmtc?genem }(méza biatkowa 8
oddziatujaca z biatkiem 3
Eo1 | MyDss MyD88 Wrod.zony adaptelr transdukcji sygnatu
immunologicznego MyD88
E02 | NFKBI NF-«B C ik jad NF-kB podjednostka p105
(p105/p50) zynnik jadrowy NF-kB podjednostka p
E03 | NFKB2 NF-«B C ik jad NF-kB podjednostka p100
(p100/p52) zynnik jadrowy NF-kB podjednostka p
E04 | NFKBIA IxBa Inhibitor NF-kB o (IkBa)
E05 | NFKBILI - Biatko podobne do inhibitora NF-x-B 1
E06 | NFRKB . Czynnlkja}drqu zwigzany z biatkiem
wigzacym k-B
E07 | NR2C2 NR2C2 Podrodzina receptoréw jadrowych 2, grupa C,
czlonek 2
E08 PELII - Homolog 1 biatka pellino
E09 | PPARA PPAR-o/ Receptor a aktywowany przez proliferatory
NRIC1 peroksysomow
Indukowany interferonem dwuniciowy
E10 | PRKRA PACT aktywator kinazy biatkowej zaleznej od RNA
El11 PTGS2 COX-2 Cyklooksygenaza 2
E12 REL c-Rel Protoonkogen c-Rel, podjednostki NF-k-B
Fol RELA Czynnik p65 Czynnik jadrowy NFI;lé(aSlppa-B, podjednostka
Fo2 RIPK2 R Kinaza biatkowa seryny/treoniny oddziatujaca
z receptorem (RIP)
Fo03 SARM1 SARMI | Biatko adaptorowe receptora Toll-podobnego
Fo4 | SIGIRR SIGIRR Pojedyncza 1mmunoglobulma} i domena
receptora Toll-interleukiny 1
F05 TABI - Biatko wiazace kinazg TAK1
Fo6 TBK1 TBK1 Biatkowa kinaza serynowo/treoninowa TBK 1
Fo7 | TICAMI TICAMI Czastka adaptorowa zalwierajqca domeng TIR
Fo8 | TICAM? TICAM? Czastka adaptorowa zawierajaca domeng TIR
F09 TIRAP TIRAP Biatko adaptorowe zawierajace domeng TIR
F10 TLRI TLR1 Receptor Toll-podobny 1
F11 TLRI0 TLR10 Receptor Toll-podobny 10
F12 TLR2 TLR2 Receptor Toll-podobny 2
Go1 TLR3 TLR3 Receptor Toll-podobny 3
G02 TLR4 TLR4 Receptor Toll-podobny 4
G03 TLRS5 TLR5 Receptor Toll-podobny 5
Go04 TLR6 TLR6 Receptor Toll-podobny 6
Go05 TLR7 TLR7 Receptor Toll-podobny 7
G06 TLRS TLR8 Receptor Toll-podobny 8
Go7 TLRY TLR9 Receptor Toll-podobny 9
Go8 TNFA TNF-a Czynnik martwicy nowotworu a
GO09 | TNFRSFIA| TNFRI1 Receptor czynnika martwicy nowotworu o
cio| roLLp TOLLIP Biatko adaptorowe receptorow Toll-
podobnych
G11 TRAF6 TRAF6 Czynnik 6 zwigzany z receptorem TNF-a
G12 | UBE2N UBE2N Enzym sprzegajacy ubikwityng E2 N
HO1 ACTB - B-aktyna
HO02 B2M B2M B2-mikroglobulina
HO3 | GaPDH GAPDH Dehydrogenaze} 3-fosforanowa aldehydu
glicerynowego
Ho4 HPRT] HGPRT Fnsforybozylntransferaza hipoksantynowo-
guaninowa
HO05 RPLPO RPLPO Kwasne bialko rybosomalne 60S P0



https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/7562
https://en.wikipedia.org/wiki/Toll-like_receptor

3.6.13. Zastosowanie metody real-time PCR do oznaczenia ekspresji TNF-a,
IL-6, MCP-1 z uzyciem pojedynczych sond

W poprzednich doniesieniach zidentyfikowano zblizone wzorce ekspresji genoéw
pomiedzy mikromacierzg (RT2 Profiler PCR Array), a analiza PCR w czasie rzeczywistym
z uzyciem pojedynczych sond po zastosowaniu okreslonych czynnikéw stymulujacych [191].
Ze wzgledu na wigksza czulo$¢ stwierdzong w przypadku uzycia pojedynczych sond,
obserwuje si¢ wigksza zmiang w ekspresji genéw przez nie ocenianych, w stosunku do
wynikow uzyskanych przy uzyciu mikromacierzy [192]. W zwiazku z powyzszym dokonano
potwierdzenia wynikow dla kluczowych czynnikow badanych S$ciezek uzyskanych
z mikromacierzy RT2 Profiler PCR Array z wynikami, ocenianymi przy uzyciu sond TagMan.

Reakcj¢ tancuchowa polimerazy DNA wraz z analiza w czasie rzeczywistym (real-time
PCR) przeprowadzono z wykorzystaniem aparatury ViiA™?7 Real-Time PCR System firmy
Applied Biosystems, z uzyciem odczynnikow z zestawu TagMan Gene Expression Assays
(Applied Biosystems), a takze pojedynczych sond: dla IL-6, znakowanej VIC (4,7,2'-trichloro-
7'-fenylo-6- karboksylofluoresceina) (Hs00985639), TNF-a, znakowanego VIC (Hs01113624,
MCP-1, znakowanego FAM (6-karboksylofluoresceina) (Hs00234140), a takze sondy TagMan
dla genu wzorcowego — GAPDH (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego) znakowane;j
FAM (Hs03929097). Mieszaniny reakcyjne sporzadzono przez zmieszanie TagMan Universal
Master Mix II, odpowiedniej sondy oraz wody wolnej od RNA-az. Do kazdego dotka plytki
96-dotkowej dodano w kilku powtdrzeniach 10 pl mieszaniny oraz 3 ul odpowiedniego cDNA
otrzymanego w wyniku przeprowadzenia procesu reakcji odwrotnej transkrypcji, opisanego
w rozdziale 3.6.11. Plytke reakcyjng zabezpieczono folig, odwirowano (10 minut, 2000 rpm).
Reakcje PCR przeprowadzono zgodnie z warunkami reakcji podanymi w ponizszej tabeli
(tabela 18) na takiej samej ilosci wejsciowego RNA dla kazdej proby. Otrzymane poziomy
ekspresji dla IL-6, TNF-a, MCP-1 byly znormalizowane w stosunku do ekspresji genu
referencyjnego GAPDH, poniewaz na podstawie wcze$niejszych doniesien gen ten ulegat
stabilnej ekspresji w makrofagach TDM, zaré6wno w komoérkach stymulowanych, jak réwniez
niepoddanych stymulacji [193]. Poziomy ekspresji obliczono metoda ACt (2-24¢Y), FAM i VIC

— znaczniki fluorescencyjne.

Tabela 18: Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym z uzyciem pojedynczych sond.

ETAP PCR
Aktywacja polimerazy 40 cykli
PARAMETR Denaturacja Anneling/Elongacja
Temperatura [°C] 95 95 60
Czas [min:sek] 10:00 00:15 1:00
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3.6.14. Ocena stopnia akumulacji cholesterolu metoda barwienia Oil Red O

Przygotowanie odczynnikow

* Roztwor wyjsciowy Oil Red O: 0,5 g sproszkowanego barwnika Oil Red O
rozpuszczono w 80 ml izopropanolu. Roztwér ogrzewano w tazni wodnej (56°C)
1 pozostawiono na noc, chronigc od $wiatta. Nastepnie roztwor uzupetniono do objetosci
100 ml izopropanolem i pozostawiono do doktadnego rozpuszczenia krysztatow na
fazni ultradzwigkowej przez 15 minut, przechowywano w lodéwce, w ciemnym
naczyniu, chronigc od $wiatta. Tuz przed wykonywaniem barwienia roztwor ogrzano
do temperatury 60°C. Potrzebng ilo$¢ roztworu barwnika przefiltrowano przez bibute
filtracyjng i rozcienczono roztworem wody dejonizowanej w stosunku 6:4. Roztwor
pozostawiono na 10 minut w temp. pokojowej, przefiltrowano przez filtr strzykawkowy
o wielko$ci porow 0,45 um. Przygotowany roztwor roboczy nalezato uzy¢ w ciagu 2
godzin od momentu przygotowania.

* 60% roztwor izopropanolu: 60 ml izopropanolu zmieszano z 40 ml wody
dejonizowane;.

*  10% roztwoér formaldehydu: 27 g 36-38% roztworu formaldehydu zmieszano z 73 g

wody dejonizowane;.

Komorki monocytarnej linii THP-1 wysiewano na plytki hodowlane 12-dotkowe
w ilosci 6 x 10° kom./ml i r6znicowano zgodnie ze schematem roznicowania nr II, opisanym
w rozdziale 3.5. Komorki makrofagéw inkubowano z badanymi zwiagzkami przez 24 godziny.
Po uptywie czasu inkubacji do komoérek dodano 10 pl roztworu cholesterolu o konicowym
stezeniu 20 pg/ml. Po 24-godzinnym okresie inkubacji supernatanty komoérkowe odrzucono.
Komorki przemyto dwukrotnie roztworem cieptego DPBS, a nastgpnie utrwalano roztworem
10% formaldehydu w ilosci 1 ml roztworu na dotek i pozostawiono na okres 30 minut
w temperaturze pokojowej. W celu ulatwienia wybarwienia lipidow wewnatrz komorek,
komorki przemyto roztworem DPBS (1 minuta) oraz roztworem 60% izopropanolu (15
sekund). Do kazdego dotka dodano $wiezo przygotowany roztwor barwnika Oil Red O
i inkubowano przez 30 minut bez dostepu §wiatta, w temperaturze 37°C. Po uplywie czasu
inkubacji dotki ponownie przeptukano roztworem 60% izopropanolu oraz DPBS w celu
usunigcia resztek barwnika ze $cian ptytki hodowlanej, niezwigzanych z komodrkami lipidow.
Stopien pochlaniania lipidow przez komoérki makrofagdw oceniono za pomoca mikroskopu

odwrbéconego z systemem fluorescencji, z uzyciem oprogramowania Nis-Elements BR 2.30.

98



3.6.15. Analiza statystyczna oraz oprawa graficzna

Oceng statystyczng otrzymanych wynikow wykonano w programie Statistica v.
13.1.PL, (Statsoft, Polska). Wykresy do poszczegodlnych analiz sporzadzono w programie
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, USA). Wyniki przedstawiono w postaci sredniej
arytmetycznej ze wszystkich zebranych pomiaréw, z odchyleniami w postaci bledu
standardowego $redniej (SEM).

Analiza statystyczna zostala przeprowadzona w kilku etapach, rozpoczynajac od oceny
zgodno$ci wynikow z rozktadem normalnym za pomocg testow Shapiro-Wilka, testu
Lillieforsa, przyjmujac wartosci dla rozktadu normalnego p > 0,05. Do oceny jednorodnos$ci
wariancji uzyto testu Levene’a. Ocena istotnosci r6znic dla cech ilosciowych pomigdzy dwiema
grupami spetniajacymi zalozenia testu parametrycznego zostala przeprowadzona przy uzyciu
testu t-Studenta. Do porownan wielokrotnych zastosowano analiz¢ wariancji (ANOVA) lub
w przypadku niespelnienia zalozen dotyczacych testow parametrycznych — test Kruskala-
Wallisa.

Dla warto$ci spelniajacych kryteria normalnos$ci rozktadu i jednorodnosci wariancji
wykonano testy post hoc Dunnetta lub w przypadku niespelnienia powyzszych zatozen, test
poréwnan wielokrotnych — test Dunn. Ro6znice w porownywanych wynikach uznano za istotne
statystycznie przy zatozeniu, ze p < 0,05. Na wykresach w ponizszej pracy przedstawiono trzy
stopnie istotno$ci statystycznej, dla ktorych *p < 0,05, **p < 0,01 i ***p < 0,001. # —
znamienno$¢ statystyczna kontroli stymulowanej wobec kontroli niestymulowane;.

Wszystkie oznaczenia wykonano w dwodch powtoérzeniach, dla trzech lub wigcej
niezaleznych eksperymentéw. Ryciny, schematy, wykresy zamieszczone w niniejszej pracy
wykonano z uzyciem oprogramowania BioRender oraz z wykorzystaniem biblioteki Lets-Plot

wersja 4.0.0. Wzory chemiczne sporzadzono z uzyciem oprogramowania ChemeDoodle 12.1.0.
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4. Omowienie wynikow

4.1. Analiza fitochemiczna wyciagow F. suspensa, F. x intermedia, F. europaea

Pierwszym etapem badan byla szczegolowa analiza fitochemiczna wyciagoéw
metanolowo-wodnych (75:25 v/v), przygotowanych z lisci 3 gatunkéw nalezacych do rodzaju
Forsythia.

Wyciagi przygotowane z lisci forsycji zwislej oraz forsycji posredniej, zebranych
w dwoch réznych porach wegetacji, otrzymano w ramach wspotpracy z Uniwersytetem
Medycznym w todzi. Dodatkowo, w ramach wspolpracy z Ogrodem Botanicznym
w Warszawie analizie fitochemicznej poddano liScie forsycji europejskiej — jedynego
przedstawiciela rodzaju Forsythia, endemicznie wystgpujacego na terenie Europy.

W tabeli 19 przedstawiono krotka charakterystyke sktadu wyciagdéw, uwzgledniajac
okres zbioru surowca oraz gtéwne zwigzki w nim dominujace, zidentyfikowane w toku analizy

LC-DAD-ESI-MS/MS.

Tabela 19: Charakterystyka wyciagow przygotowanych z trzech gatunkoéw lisci forsycji, zebranych w r6znych
okresach wegetacji.

N.r Gatunek C.Z s Zwiazki dominujace
wyciagu zbioru
1. Forsythia suspensa Wrzesien Forsytozyd A Filiryna
Forsythia .
I intermedia Wrzesien Forsytozyd A Werbaskozyd
1. Forsythia suspensa Maj Forsytozyd A Filiryna
Forsythia . .
Iv. intermedia Maj Forsytozyd A Arktyina
V. Forsythia europaea Maj Werbaskozyd Glukozyd — eteru
monometylowego pinorezynolu

W toku analizy sktadu fitochemicznego badanych wyciagéw zidentyfikowano 24
zwiazki, nalezagce m.in. do grupy lignanéw (11 zwiazkow), fenyloetanoidéw (6 zwiazkow),
kwasow fenolowych (2 zwiazki) oraz flawonoidoéw (3 zwigzki). Na ponizszej rycinie (rycina
16) przedstawiono reprezentatywne chromatogramy pigciu analizowanych wyciagow z lisci
forsycji, co stanowi wprowadzenie do szczegdlowej analizy ich sktadu, opisanej w kolejnych

akapitach niniejszej pracy.
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Wyciag I - Forsythia suspensa, czas zbioru: wrzesien

Intens. {
mAU ]
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] 7 12 15 20
20 11 16 /
1““'2 1 3 45 6 U JJ / 23
ol J I N L dda J N
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‘*1) F.susp_wyc. 1_BA1_01_9743.d: UV Chromatogram, 280 nm ‘
Wyciag 11 - Forsythia x intermedia, czas zbioru: wrzesien
Intens.
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Wyciag III - Forsythia suspensa, czas zbioru: maj
Intens.
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Wyciag IV - Forsythia x intermedia, czas zbioru: maj
Intens.q
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Wyciag V - Forsythia europaea, czas zbioru: maj
Intens. |
U] 1
100% 7 u 19
/
75
E | 12 |15 ” 2
3 78 10 | 16 /
251 |“ 23 | \\\ ’ // /18 20 /21 ﬂ 23 24
] I /
D;‘J JJ \ l l A AR A A - J ‘\ﬂ«__l,,}u
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‘— 5) F.eur_MeOH75_BA5_01_9748.d: UV Chromatogram, 280 nm

Rycina 16: Reprezentatywne chromatogramy wyciaggéw przygotowanych z 3 gatunkoéw lisci forsycji, zebranych

w dwoch roznych porach wegetacji. Chromatogramy zarejestrowano przy dt. fali 280 nm.
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W wyciagu I, przygotowanym z lisci forsycji zwistej, zebranych we wrze$niu gtownym
przedstawicielem grupy fenyloetanoidéw byt forsytozyd A (tr = 30,7 min) — zwigzek 10 - m/z
623 [M-HJ, zidentyfikowany na podstawie fragmentacji jonu molekularego: m/z 477, 315 oraz
135 [M-H] powstalych w wyniku kolejnych ubytkow fragmentow czasteczki: kawoilowej,
ramnozy, heksozy oraz wody. Forsytozyd A byl zwigzkiem dominujagcym we wszystkich
badanych wyciagach, z wyjatkiem wyciagu z lici forsycji europejskiej. Zwigzkiem
dominujagcym w wyciagu I byta takze filiryna (tr = 40,6 min) — zwigzek 20, ktorej obecnos¢
byta rowniez charakterystyczna dla wyciagow II-IV, przy jedynie sladowej obecno$ci tego
lignanu w wyciagu z lisci gatunku F. europaea. W zwiazku z obecnoscia filiryny, w sktadzie
wyciagow I-1V zaobserwowano takze obecno$¢ jej aglikonu — filigeniny, zwigzek 23 (tr = 58,5
min), zidentyfikowanego na podstawie fragmentacji m/z 356, 341, 326 (-15 kDa), co
wskazywalo na obecno$¢ trzech grup metoksylowych. We wszystkich badanych wyciagach
potwierdzono takze obecnos¢ zwigzku 6 (tr = 28,9 min) — kalceolariozydu C (609 [M-H]),
o widmie masowym analogicznym do widma zidentyfikowanego dla forsytozydu A
(fragmentacja: m/z 447, 315 [M-H]’). Roznica zaobserwowang w toku analizy fragmentacji
jonow molekularnych obu zwigzkéw, byla utrata ramnozy w przypadku forsytozydu A, oraz

pentozy w przypadku kalceolariozydu C, co byto zgodne z poprzednimi doniesieniami [27].

W wyciagu III, przygotowanym z liSci tego samego gatunku, zebranych w maju,
zaobserwowano poréwnywalng do wyciggu I (na podstawie wysokosci pikow) dominacje
zwigzku 10 1 20. Strukturami, ktérych obecno$¢ potwierdzono w analizowanych ekstraktach
gatunku F. suspensa byly takze: 3-O-rutynozyd kwercetyny (rutozyd, rutyna) (tr = 29,7 min) —
zwigzek 8, m/z 609 [M-H] oraz jony fragmentacyjne m/z 301, 179, 151), a takze izomer rutyny
— ramnozyloheksozyd kwercetyny. Innym przedstawicielem zwigzkéw z grupy flawonoli
zidentyfikowanym w wyciagu z lisci F. suspensa oraz F. intermedia byt zwigzek 13 (tr = 33,0
min), wykazujacy fragmentacje charakterystyczng dla pochodnych kemferolu —m/z 285. Utrata
czasteczki 308 Da w wyniku fragmentacji jonu molekularnego m/z 593 [M-H], zgodnie
z poprzednimi doniesieniami [27] mogla §wiadczy¢ o utracie ramnozy oraz heksozy

[M-H - 146 — 162] w toku rozpadu czasteczki ramnozyloheksozydu kemferolu.

W toku analizy sktadu wyciagu Il potwierdzono takze obecno$¢ zwiazkéw z grupy
lignanow: glukozydu pinorezynolu (tr = 32,5 min) — zwigzek 12 oraz dwdch pochodnych
glukozydu epipinorezynolu wystepujacych w formie adduktéw z kwasem mrowkowym

[M-HCOOY] - m/z 565 — zwiazek 15 (tr = 34,2 min), zwigzek 16 (tr = 34,9 min).
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W przypadku wyciagéw przygotowanych z lisci forsycji posredniej zaobserwowano
dominujacg obecnos¢ pochodnych fenyloetanoidowych — forsytozydu A, a takze werbaskozydu
(akteozydu) (tr =31,6 min) — zwigzek 11, o zblizonych profilach widm masowych, m/z 623 [M-
H], oraz jonow fragmentacyjnych m/z 461, 315 1 135. Ponadto, w przeciwienstwie do
wyciggow przygotowanych z lisci forsycji zwistej, w wyciagu II i IV, zidentyfikowano
obecno$¢ potaczen glikozydowych zwigzkoéw z grupy lignandw — arktyiny (tr = 42,7 min) —
zwigzek 21, a takze $§ladowych ilosci jej aglikonu — arktygeniny (tr =59,1 min) — zwigzek 24,
ktore byly takze obecne w niewielkich ilosciach w wyciagu z lisci forsycji europejskie;.
W poréwnaniu do pozostatych ekstraktow, w wyciagu Il zaobserwowano obecnos$¢ jonu o m/z
519 odpowiadajacego glukozydowi matairezynolu — zwigzek 18 (tr =37,6 min) nieobecnego
w wyciagach przygotowanych z lisci forsycji zwistej, o charakterystycznym jonie
fragmentacyjnym m/z 357 [M-H] powstaltym w wyniku utraty czasteczki heksozy [M-H-162],
a takze m/z 342 zwigzanej z utratg podstawnika —CHs.

Z uwagi na dominujaca obecnos¢ werbaskozydu, wyciagi z lisci forsycji europejskiej,
zebranych w maju wykazywaly wigkszy stopien podobienstwa profilu fitochemicznego do
wyciggow z lisci forsycji posredniej, w poréwnaniu do wyciaggdéw lisci forsycji zwistej.
Zwiazkami nie w petni zidentyfikowanymi w toku analizy wyciagu z liSci forsycji europejskiej,
byty takze 2 zwigzki wykazujace maksimum absorpcji przy dlugosci fali w zakresie 225 — 280
nm, oraz fragmentacje¢ dla zwigzku 19 (tr = 39,3 min), m/z 533, 371, 357, oraz zwigzku 22 (tr
=55,1 min) m/z 337, 285 (w jonizacji dodatniej) moze wskazywaé na obecnos¢ struktur z grupy
lignandéw. Zwigzek 19 wstepnie zidentyfikowano jako glukozyd - eteru monometylowego
pinorezynolu (izomer filiryny), identyfikowany w lisciach forsycji zgodnie z poprzednimi

doniesieniami [194].
Szczegdétowa analiza fitochemiczna powyzszych chromatogramoéw, bazujaca na

analizie czaséw retencji, widm UV oraz fragmentacji 24 zwigzkéw zawartych w badanych

wyciggach alkoholowo-wodnych, zostata zaprezentowana w tabeli 20.
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Tabela 20: Analiza fitochemiczna wyciaggow alkoholowo-wodnych przygotowanych z lisci forsycji zwislej,
forsycji posredniej oraz forsycji europejskiej, zebranych w 2 réznych okresach wegetacji. Analiza przeprowadzona
na podstawie czasow retencji, widm UV oraz fragmentacji MS/MS.

Zwigzek tr UVimax [M-H]- ‘ MS? ‘ MS? ‘ |
[nm]
1. Kwas chlorogenowy 17,0 325 353 191 - 3 4H=E 3 Sist Sist
2. | Niezidentyfikowany | 21,1 | 215 ss3¢ | 23 - A T
: Y : 375,327
3. | Kwaspkumaroilo- 1, o 1 3 337 191, 163, | - S I R R
chinowy
4. | Suspensazyd 253 | 216 639 ;‘é;’ 487, P I D I
5. | Niezidentyfikowany | 256 | 220 449 f% 253, | P D N
6. Kalceolariozyd C 28,9 325 609 447,315 | - I + + + +
7, | Ramnoheksozyd 203 | 233 609 343,301 | - A B IS I
kwercetyny 350
257, 301, 179,
8. Rutozyd 29,7 353 609 151 - = o et + +
B-
9. metoksywerbaskozyd 30,2 218 653 621,459 | - - - - - I+
217, 477,461, | 161,
10. | Forsytozyd A 30,7 326 623 315 135 | | | -
217, 315,
11. | Werbaskozyd 36 | o9 623 461,315 | 1¢7° FE R L i
12. | Glukozyd 325 | 22 565 | 519,357 | - e N e
pinorezynolu 278
Ramnoheksozyd 265,
13. Kkemferolu 33,0 3 593 285,255 | - + + s 4+ -
14. | Izomer werbaskozydu | 33,4 232261’ 623 4717, 461 ?é% I + + + 4+
15, | Glukozyd 32 | 220 565% | 519,357 | - FE T L R
epipinorezynolu (I) 279
Glukozyd 219, %
16. epipinorezynolu (IT) 34,9 278 565 519,357 | - 3 3 o Sist +
Glukozyd 226,
17. | - atairerynolu (I 31| 5o 519 357 - - + - + _
Glukozyd 226, 342,
18| atairezynolu @y | 2% | 279 19 357 313, L e IR I
Glukozyd -eteru
225, . 533, 371,
19. monometylowe 20 39,3 277 579 357 - - - - - ++
pinorezynolu
.. 227, *
20. | Filiryna 41,3 278 579 533,371 | - 4+ | | | +
. 227, "
21. | Arktyina 427 | o 579 371,357 | - - [ - EEEE e
2. Nlemdentyﬁkowany 55.1 228, 3557 337,285 | - ) ) i i —
lignan 280
. 220, 356, 241,
23. | Filigenina 58,5 120 371 326 - + + + - 4
. 220, 356, 295,
24. | Arktygenina 59,1 30 371 209 - - 4 - + +

* addukt z kwasem mrowkowym*** jonizacja dodatnia [M+H]'

- -zwiazek nieobecny

+ - obecne $ladowe ilosci zwiazku

++ - obecno$¢ zwigzku na poziomie umiarkowanym
+++ - zwigzek dominujacy
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4.2. Analiza fitochemiczna wyciagow oraz izolacja jednorodnych zwiazkow z
roslin z rodziny Oleaceae

Na podstawie powyzszej analizy fitochemicznej do dalszych badan wytypowano liscie
forsycji zwislej oraz liScie forsycji posredniej zebrane w maju, jako obiecujace zrddia
zwigzkow biologicznie czynnych. Szczegotowe etapy prowadzace do izolacji zwigzkow z grup

lignanow, fenyloetanoidoéw i sekoirydoidow przedstawiono w ponizszych rozdziatach.

4.2.1. Frakcjonowanie i analiza fitochemiczna wyciagu metanolowego z lisci
gatunku Forsythia x intermedia

Materiat roslinny przygotowano zgodnie z metodyka scharakteryzowana w rozdziale
3.2.1. Ekstrakcja octanem etylu pozwolita na wstepne oczyszczenie wyciggow oraz
zageszezenie zwigzkow z grupy lignanow i fenyloetanoidow. Doktadna analiza LC-DAD-ESI-
MS/MS sktadu wyciagu octanowego, przygotowanego z lisci forsycji posredniej pozwolita na
identyfikacj¢ lub czg$ciowg identyfikacje zwiazkéw w nim dominujacych, ustalong na
podstawie czasow retencji (Rt), widm UV oraz jonow pseudomolekularnych i ich fragmentacji,

co zostalo zaprezentowane ponizej (rycina 17 oraz tabela 21).

Intens.
(mAY) . 5
. \ / 14
200 | /
0 13
i [ / 19
1000 /10 2 ) " /
50 /1 2 3 678\ | l/ 18 16 17 \
/o Y y :
o-0 10 - 2 B ) : : ;l; 51) = Time [min]

[ Forsycia_octan_etylu_kolba_I1_RC1_01_1093.d: UV Chromatogram, 280 nm Forsycja_octan_etylu_koba_L 1_RC1_01_1093.d: UV Chromatogram 325 nm ]

Rycina 17: Chromatogramy LC-DAD-MS, wyciagu octanowego z liSci forsycji posredniej (Forsyhia x
intermedia). Chromatogramy zarejestrowano przy dlugosci fali 280 nm (kolor niebieski- lignany) oraz 325 nm
(kolor pomaranczowy- kwasy fenolowe i fenyloetanoidy).

W toku analizy wyciggu octanowego zidentyfikowano 18 zwiazkow z grupy lignanow
(12 zwigzkow), fenyloetanoidow (3 zwiagzki) oraz kwasow fenolowych (3 zwiazki) (Tabela
20). Zwigzkami z grupy fenyloetanoidéw, o wyraznie dominujacym udziale w skladzie
analizowanego wyciagu byt forsytozyd A (tr =29,5 min) — zwiagzek 4 oraz werbaskozyd (tr
=30,7 min) — zwiazek 5. Zidentyfikowanymi przedstawicielami kwaséw fenolowych byt kwas
chlorogenowy (tr =16,3 min) — zwiazek 1, oraz dwie izoformy kwasu p-kumaroilochinowego
(tr = 21,1 — 24,5 min) — zwigzek 2 1 3. Na podstawie oceny wysokosci pikow w badanym

wyciggu octanowym zidentyfikowano takze znaczng zawarto$¢ filiryny (tr = 40,6 min) —
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zwigzek 11, jej aglikonu filigeniny (tr = 57,4 min) — zwigzek 17, arktyiny (tr = 41,9 min) —
zwigzek 12 jej aglikonu — arktygeniny (tr = 58,0 min) — zwigzek 18.

Tabela 21: Analiza sktadu frakcji octanowej wyciagu z lisci forsycji posredniej (Forsyhia x intermedia).

UVmax

Nr Zwiazek tr (nm] [M-HJ MS? MS?3 Grupa zwiazkéw
1. Kwas chlorogenowy 16,3 323 353 191 - Kwasy fenolowe
Kwas p- 191
2. kumaroilochinowy (I) 21,1 312 337 163 - Kwasy fenolowe
Kwas p-
3. kumaroilochinowy (1) 24,5 309 337 191,163 | - Kwasy fenolowe
4. | Forsytozyd A 298 21,324 | 623 ig’ 443, fg + 135 | Fenyloctanoidy
315, 161, .
5. Werbaskozyd 30,7 221,329 | 623 461 135 Fenyloetanoidy
6. Rutynozyd kemferolu 32,4 199,280 | 593 gzz’ a6l | Flawonoidy
7. Izomer werbaskozydu 32,6 198,322 | 623 461,415 | 315,135 | Fenyloetanoidy
. 315, 205, .
8. Lipedozyd A 332 198,313 | 607 461, 443 163. 135 Fenyloetanoidy
g, | Clukozyd 34,1 228,278 | 565 357,519 | - Lignany
epipinorezynolu (I)
10, | Glukozyd 36,2 223,279 | 519 357 341,313, | Lignany
epipinorezynolu (II)
1, | Glukozyd 36,8 226,279 | 519 357,341 | - Lignany
matairezynolu
12. Filiryna 40,6 222,278 | 579 371,533 | - Lignany
13. Arktyina 41,9 228,279 | 579 371,533 | - Lignany
14. Niezidentyfikowany 43,1 224,279 | 579 371,533 | - Lignany
15. Pinorezynol 48,4 228,280 | 357 ;i}’ 311, - Lignany
.. 151, 311, .
16. Epipinorezynol 48,4 227,280 | 357 347 - Lignany
. 147, 298, .
17. Matairezynol 50,3 224,281 | 357 313342 | ° Lignany
18. Filigenina 574 229,279 | 371 356 - Lignany
19. | Arktygenina 58,0 230,280 | 371 356,311 | - Lignany

W celu izolacji poszczegdlnych zwigzkdow, wyciag octanowy rozpuszczono w 100%
metanolu, a nast¢gpnie poddano rozdzialowi na poszczegélne frakcje z zastosowaniem
chromatografii kolumnowej (CC, kolumna 40 X 3 cm, Sephadex LH-20), jak opisano
w rozdziale 3.3.2. Sklady poszczegélnych frakcji oceniono metoda chromatografii
cienkowarstwowej (TLC, szczegbtowo opisanej w rozdziale 3.3.2) oraz metodg LC-DAD-ESI-
MS/MS.

W wyniku przeprowadzonego rozdziatu uzyskano 85 frakcji (po 8 ml kazda), ktére na

postawie analizy sktadu potaczono w 4 gltowne frakcje zbiorcze (F1-F4). Frakcje F2 oraz
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frakcje F3 poddano dalszemu rozdziatowi metoda CC (ztoze: Sephadex LH-20, kolumna 80 x
2,5 cm), z zastosowaniem 70% roztworu metanolu jako eluentu. W wyniku przeprowadzonego
rozdziatu frakcji F2 otrzymano 80 frakcji czastkowych (po 8 ml kazda), ktore potaczono w 10
gléwnych subfrakcji (01-010) na podstawie ich profilu TLC oraz LC-MS. W toku analizy,
w subfrakcjach O2 1 O3, zidentyfikowano obecno$¢ glukozydéw: epipinorezynolu,
matairezynolu oraz pinorezynolu, a takze zwigzkow 2z grupy fenyloetanoidow,
werbaskozydu i forsytozydu A. Analiza profilu LC-DAD-ESI-MS/MS subfrakcji O4 i OS,
potwierdzita obecno$¢ znamiennych ilo$¢ arktyiny i filiryny.

W wyniku rozdzialu frakcji F3 metoda chromatografii kolumnowej (80 % 2,5 cm),
uzyskano 2 subfrakcje (P1-P2), w ktorych stwierdzono obecno$¢ arktyiny, filiryny oraz
matairezynolu. Szczegdlowy schemat prezentujacy poszczegdlne kroki przeprowadzonej
analizy przedstawiono na rycinie 18.

" Forsythia x intermedia

H Lis¢ (150 g)

L. Substancja roslinna

" 1 Ekstrakt metanol:woda
I1. Przygotowanie wyciggu (v/v) (7525, vIv)

Ekstrakt octanowy

IIL. Ekstrakcja 5230 mg
IV. Chromatografia kolumnowa i LD T 155 | ¢ T F4 5;85
Zloze: Sephadex LH-20 gLl 8L Bl Bl
Eluent: McOH 100% Wiy SO U el
V. Chromatografia kolumnowa } :
Zloze: Sephadex LH-20 e 05:28-39 : | : 06:40-57 P1:1-37 _—
Eluent: MeOH 70% Arktyina 76,8 mg 8,8 mg 190mg AF:lnftyi..a
- < liryna
Filiryna | . Matairezynol
04:21-27 .| : O7:58-70 P2: 38-50
39,0 mg 2,3 mg 140 mg
i . ) 03: 1520 08: 71-90
: Glukozyd matairezynolu b
Glukozyd pinorezynolu 40,7 mg s
Glukozyd epipinorezynolu
H Forsytozyd A
Werbaskozyd 02:5-14 09: 91-105
S S 74mg T 03mg
O1: 1-4 010:106-120
200mg — — 0,lmg

Rycina 18: Schemat frakcjonowania i analizy fitochemicznej wyciggu metanolowo-wodnego (75:25 v/v)
przygotowanego z liSci forsycji posredniej (Forsythia x intermedia) zebranych w maju.
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4.2.2. Frakcjonowanie i analiza fitochemiczna wyciagu metanolowego z liSci
gatunku Forsythia suspensa

Materiat roslinny przygotowano zgodnie z metodyka scharakteryzowang w rozdziale
3.2.1. Doktadna analiza LC-DAD-ESI-MS/MS skladu wyciagu octanowego, przygotowanego
z lisci forsycji zwislej pozwolita na wytypowanie zwigzkoéw do izolacji. Ekstrakt octanowy
rozpuszczono w 20 ml 70% metanolu i podzielono na 2 réwne czgsci (Partia I-1I). Kazda
z czterech czesci otrzymanego wyciagu poddano rozdziatowi z zastosowaniem chromatografii
kolumnowej (kolumna 40 x 3 cm, Sephadex LH-20) z zastosowaniem 70% metanolu jako
eluentu. W toku prowadzonej analizy, dla kazdej porcji wyciagu otrzymano 100 pojedynczych
frakcji (po 8 ml kazda), ktore na podstawie analizy TLC i LC-MS potaczono w poszczegdlne
frakcje zbiorcze (R1-R9; T1-T8), jak przedstawiono na ponizszej rycinie (rycina 19).

Szczegdtowa analiza sktadu poszczegdlnych subfrakcji pozwolita na identyfikacje
obecnosci forsytozydu A, filiryny, glukozydéw epipinorezynolu oraz matairezynolu
w subfrakcjach R2-R4. Subfrakcje T1-T4 otrzymane z drugiej partii wyciagu zostaty poddane
dalszemu rozdzialowi z wykorzystaniem chromatografii kolumnowej, stosujac 100% MeOH
jako eluent (kolumna 80 x 2,5 cm, Sephadex LH-20). Analiza sktadu poszczego6lnych subfrakcji
(A-D 1 — A-D 4) pozwolita na identyfikacj¢ glukozydu pinorezynolu, filiryny, filigeniny,
pinorezynolu, matairezynolu oraz forsytozydu A w ich sktadzie. Szczegdétowy schemat

prezentujacy poszczegdlne kroki przeprowadzonej analizy przedstawiono na rycinie 19.

Forsythi
L. Substancja roslinna GWyLiééﬂ(;gsgp)ensﬂ

,,,,,,,,,,,,,  —

Ekstrakt metanol:woda

11. Przygotowanie wyciagu (v/v) (75:25, vIv)
II1. Ekstrakcja — octan etylu EEKART{A 4}”[!?“}?‘[,\7
J‘v ! J‘V 3
IV. Chromatografia i R5:33-37 5 R6:38-53 | { T4:21-37 - T5:38-57 |

Kolumnowa | 356mg | | S06mg ! [ 16022mg | | 1482mg !
Z1oze: Sephadex LH-20 I
Eluent: MeOH 70%

{ R4:2232 | | R7:54-69 | | | T3:18-20 | | T6:58-75 |
{ 4920mg : ! 8mg {1 4480mg ! | 150mg
Filiryna A l y I y HE o ,
Forsytozyd A | R3:17-21 | | R8:70-80 | il ! T2:9.17 | | T7:7689 :
Glukozyd epipinorezynolu i 3055mg | | 28mg ! i 8233mg ! ! 10mg
Glukozyd matairezynolu I I : T l
{ R2:7-16 | [R9:80-100: || ! TI:18 | | T8:89-100
: 851mg : : 34mg i 99mg i l4mg
TRIG1-6
. 34me |
V. Chromatografia | ALL10 H AZ11-16 i A3:1725 - A4:2640 |
Kolumnowa :
Zloze: Sephadex LH-20 [ BL:l7 LI Bun812 LI BR1321 L B42230 | Filiryna, Filigenina, Forsytozyd A,
Eluent: MeOH 100% ; o - . ; Glt‘lknzyd pint;rezynolu, i
{CL110 M C2:11-16 i C€3:17-25 H C4:2640 ! Pinorezynol, Matairezynol
~4 D110 i D2:11-18 i D3:1932 - D4:33-45 |

Rycina 19: Schemat frakcjonowania i analizy fitochemicznej wyciaggu metanolowo-wodnego (75:25 v/v)
przygotowanego z liSci forsycji zwistej (Forsythia suspensa) zebranych w maju.
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4.2.3. Analiza fitochemiczna wyciagu wodnego (naparu) przygotowanego z lisci
gatunku Fraxinus excelsior i jego frakcji

Kolejnym surowcem z rodziny Oleaceae, poddanym analizie byly licie jesionu
wyniostego (Fraxinus excelsior). Zgodnie z tradycyjng formg stosowania surowca
rekomendowang m.in. przez Europejska Agencje Lekow, w Katedrze i Zaktadzie Biologii
Farmaceutycznej, z wysuszonego materiatu roslinnego przygotowano napar, z ktdrego
nastgpnie pozyskano frakcje wodng oraz frakcje metanolowe o stopniowo rosngcej
procentowosci (20%, 50%, 70%, 100%) z zastosowaniem chromatografii kolumnowej (SPE
RP-18). Frakcje metanolowe (20% 1 50%) podzielono dodatkowo na poszczegdlne subfrakcje
(chromatografia kolumnowa, ztoze: Sephadex LH-20). Aktywnos$¢ biologiczna naparu, frakcji
oraz poszczegolnych subfrakcji zostata oceniona w toku niniejszych badan. Wstgpna analiza
aktywnos$ci przeciwzapalnej poszczegdlnych frakcji wyciagu (zaprezentowana w rozdziale
4.4) byla podstawa do podzniejszej izolacji zwigzkéw dominujacych w poszczegodlnych
subfrakcjach, potencjalnie odpowiedzialnych za aktywnos$¢ biologiczng catego surowca. Tok
analizy fitochemicznej naparu, wraz =z zaznaczeniem zwigzkow dominujacych

w poszczegblnych subfrakcjach przedstawiono na ponizszej rycinie (rycina 20).

Fraxinus excelsior

I. Substancja roslinna Lisé :

I1. Roztwér wyjsciowy i Napar

III. Chromatografia kolumnowa

. ¢ Frakcja wodna Frakcja Frakcja Frakcja Frakcja
Zloze: SPE RP-18 — — —_— —
i H,0] MeOH 20% % g Y
Eluent: H,0->MeOH 20-100% (H,0) e o MeOH 50% MeOH70% i MeOH 100%
IV. Chromatografia kolumnowa i
Zioze: Sephadex LH-20 i H i H
Eluent: MeOH 20/50% | |
F2 F2 — Ligstrozyd
v I I
V. Chromatografia preparatywna - Rutozyd Ligstrozyd i — F3 F3
lacja struktur dominujacych i ;
wp gélnych subfrakcjach : l : 1
F4 1 F4

Oleuropeina F5 F5 *—~ Rutozyd Werbaskozyd
Li :
Olcoakteo: I |
Formozyd F6 i E F6
; J [
: Werbaskozyd — F7 : F7 Pochodne kwercetyny i kemferolu

F8

F9 1

Rycina 20: Schemat analizy fitochemicznej naparu z lisci jesionu wyniostego i jego frakcji wraz ze wskazaniem
zwigzkow dominujacych w poszczegolnych subfrakcjach wyciggdw metanolowych 20% i 50%.
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Zgodnie z analizg chromatogramu dla naparu z lisci jesionu (rycina 21) (db. fali 240
nm) strukturami dominujacymi w jego sktadzie sg zwiagzki z grupy pochodnych flawonoidow,
sekoirydoidow 1 fenyloetanoidéw. Strukturg wiodaca w analizowanym naparze byt
fenyloetanoid, werbaskozyd (tr = 31,1 min) — zwigzek 4, zidentyfikowany na podstawie
warto$ci jonu pseudomolekularnego przy m/z 623 [M-H] oraz jonéw fragmentacyjnych m/z
461 oraz m/z 315. Zwigzkiem o znamiennej zawarto$ci w analizowanym naparze (na podstawie
wysokosci pikow) byta takze pochodna kwercetyny — rutynozyd - zwiazek 3 (tr = 29,3 min).
W toku analizy zidentyfikowano takze obecno$¢ 3 zwigzkéw z grupy sekoirydoidow,
nieobecnych we wczesniej analizowanym rodzaju Forsythia — oleuropeine (tr = 38,0 min,
zwigzek 6), 8E-formozyd (tr = 39,6 min, zwiazek 6) oraz 8E- ligstrozyd (tr =43,0 min, zwigzek
9), spdjnie z wczesniejszymi doniesieniami [195]. Zwiazek 8 (tr = 39,9 min), ktéry zostat
uprzednio zidentyfikowany takze w kwiatach lilaka pospolitego [180] zostat scharakteryzowany
jako oleoakteozyd. Szczegdlowa analize skladu (rycina 21) na podstawie czasow retencji,
widm UV, jonow pseudomolekularnych oraz ich fragmentacji zaprezentowano w ponizszej

tabeli (tabela 22).

Intens.
[mAUT]

12504

1000

5003 /1 /2 3\ /5 s\ \ /8 /

10 P Tine i)
[——Jesion_lisc_napar_PM_RA4_01_2692.d: UV Chromatogram, 240 nm ]

Tabela 22: Analiza fitochemiczna naparu przygotowanego z lisci jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior).
Chromatogram zarejestrowano przy dtugosci fali 240 nm.

Rycina 21: Chromatogram LC-DAD, naparu przygotowanego z liSci jesionu wyniostego (Fraxinus excelsior).
Chromatogram zarejestrowano przy dtugosci fali 240 nm.

Zwiazek tr [min] UV max [nm] [M-H]J- Grupa zwiazkow
1. Kwas 3-O-kawoilochinowy 114 325 353 191, 179 Kwasy fenolowe
2. Kwas 5-O-kawoilochinowy 16,6 325 353 191 Kwasy fenolowe
3. Rutynozyd kwercetyny 29,2 256, 355 609 301 Flawonole
4. "Werbaskozyd 31,1 215, 330 623 461, 315, 161, 315 | Fenyloetanoidy
5, | Heksozyloramnozyd 32,7 264,343 | 539 285 Flawonole
kemferolu
6. Oleuropeina 38,0 222,275 539 377,307,275 Sekoirydoidy
7. "8E-formozyd 39,6 218 2569 523, 385,299, 223 | Sekoirydoidy
8. Oleoakteozyd 39,9 216, 325 1009 847, 623,461 Fenyloetanoidy
9. 8E-ligstrozyd 43,0 216, 280 523 523, 361 Sekoirydoidy
‘M-H+HCOOH] °Struktura potwierdzona na podstawie analizy NMR
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4.2.4. Izolacja zwiazkow z grupy lignanow, fenyloetanoidow i sekoirydoidow

Doktadna analiza LC-DAD-ESI-MS/MS pozwolita na klasyfikacj¢ i potaczenie
subfrakcji o zblizonym profilu fitochemicznym, otrzymanych w ramach frakcjonowania
wyciggow przygotowanych z lisci F. suspensa, F. x intermedia, a takze na wytypowanie frakcji

naparu przygotowanego z lisci F. excelsior do izolacji jednorodnych zwigzkéw chemicznych.

Jednorodne zwigzki chemiczne wyizolowano za pomoca chromatografii preparatywnej,
zgodnie z warunkami rozdzialu okreslonymi w rozdziale 3.3.3. Z lisci forsycji i1 jesionu
wyizolowano 9 zwiazkéw z grupy lignandéw, 3 fenyloetanoidy oraz 2 sekoirydoidy.

Zwigzkami, wyizolowanymi w najwigkszych ilosciach z liSci rodzaju Forsythia byty
forsytozyd A (10257,8 mg) oraz filiryna (479,4 mg). W toku analizy wyizolowano takze
znaczne ilosci innych zwigzkéw z grupy lignanéw — arktyine (202,3 mg), 4-O-fB-
glukopiranozyd pinorezynolu (184,0 mg) oraz 4’-O-B-glukopiranozyd epipinorezynolu
(217,1 mg), ktéry zostat nastgpnie poddany hydrolizie enzymatycznej, w celu uzyskania
epipinorezynolu (9,2 mg z 40 mg 4’-O-B-glukopiranozydu epipinorezynolu poddanych
hydrolizie). W wyniku izolacji otrzymano takze niewielkie ilo$ci jednorodnych zwigzkow
wolnych aglikonéw: matairezynolu (2,0 mg), filigeniny (28,0 mg — sumaryczna ilo$¢
otrzymana po izolacji oraz w ramach hydrolizy enzymatycznej) oraz pinorezynolu (10,0 mg).

Izolacja zwiazkow z lici jesionu wyniostego pozwolita na izolacje¢ zwiazkow z grupy
sekoirydoidow — 8E-ligstrozydu (214 mg) oraz 8E-formozydu (6,6 mg), a takze

przedstawiciela fenyloetanoidéw — oleoakteozydu (54 mg).

W  ponizszej tabeli (tabela 23) przedstawiono kompleksowe podsumowanie
otrzymanych po izolacji metoda chromatografii preparatywnej zwigzkow, uwzgledniajac ich
ilo$ci oraz wzory sumaryczne i strukturalne. Struktury zwigzkow zostaly potwierdzone metoda
LC-DAD-ESI-MS/MS oraz spektorskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)

(widma 'H, 3C i dwuwymiarowe).

112



Tabela 23: Jednorodne zwiazki chemiczne wyizolowane z ro$lin rodziny Oleaceae lub pozyskane w ramach

hydrolizy enzymatyczne;.

Wazbr Zrédlo llose
z . .
i . ruktural lowanego
Zwiazek sumaryczny  wystepowania Wzor strukturalny vgvllzszﬁ\l’lv m gg]
Lignany
Liscie
1. bArktyina Cy7H3401; Forsythia X 202,3
intermedia
°4°.0-B- of 3éci
. Liscie
2. gh}k_oplranozyd Co6H3,011 Forsythia spp. 217,1
epipinorezynolu
‘Liscie
bYEpini 2
3.  *’Epipinorezynol C20H2206 Forsythia spp. 9,
. ‘Liscie
_— 28,0
4.  “Filigenina C21H2406 Forsythia spp.
e ‘Liscie
5. PFiliryna C27H340n Forsyl thia spp. 479.4
. °Lisci
6.  "Matairezynol C20H2,06 Folj;:yljhia sop. 2,0
°4°.0-B- of 3éci
g Liscie
7.  glukopiranozyd Co6H3,011 Forsyl thia spp. 10,2
matairezynolu
. °Lisci
8.  "Pinorezynol CaoH2205 Folj;yljhia sop. 10,0
°4-0-B-glukopiranozyd “Liscie ) 184.0
% pinorezynolu CasHz2On Forsythia spp. Ho O@% IIIII QOH ’
0 /o
Fenyloetanoidy
OH
B OH
HO\@
KOO 10257,8
10. ‘Forsytozyd A C29H36015

“Liscie o K@ﬂ
Forsythia spp. @ﬁo*" “/oH
HO.
HO'
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Hos¢
Wzér strukturalny wyizolowanego
zwigzku [mg]

Wzér Zrédio

Zwiazek q
sumaryczny  wystepowania

Fenyloetanoidy

OH (o}
Liscie Fraxinus o0
b, o] o] o
11. Oleoakteozyd CacHs3025 excelsior Ho. ]@/\_)L::HIO )4\5% 54,0

Liscie on
12. °Werbaskozyd CaoH36015 Forsythia x o kq 25,0
intermedia HOD/VLO“' ¥ 10
HO

Sekoirydoidy

0y, 0.
Liscie Fraxi ¥ HOV\@\L
13.  8E-Formozyd CyHsO1a icie Fraxinus Hobo 6,6

excelsior o

HO
. Liscie Fraxinus 2:0)_ H P 214
bQ HO O
14. "8F-Ligstrozyd Ca5H32012 excelsior Jh e 7

pozyskano czg¢§ciowo w ramach hydrolizy enzymatycznej
Yidentyfikacja na podstawie analizy NMR

‘pozyskano z obu gatunkow: F. x intermedia oraz F. suspensa
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4.3. Okreslenie wlasciwosci przeciwzapalnych wyciagow metanolowych,
przygotowanych z liSci dwoch gatunkow forsycji

Oceng aktywnosci przeciwzapalnej wyciaggdw pozyskanych z dwoch gatunkow lisci
forsycji, zebranych w roznych porach wegetacji przeprowadzono na modelu komorek

monocytow/makrofagdéw PBMC, stymulowanych roztworem bakteryjnego LPS.

Badania prowadzono w trzech etapach:

I. Ocena cytotoksyczno$ci wyciggdw, wobec komorek monocytéw/makrofagéw PBMC.

II. Ocena wptywu wyciagéw na uwalnianie mediatoréw prozapalnych: TNF-a, IL-6 oraz
przeciwzapalnego, transformujacego czynnika wzrostu beta (TGF-B), w modelu komorek
monocytow/makrofagdéw PBMC.

III. Ocena wpltywu wyciagdw na ekspresj¢ receptora dla IL-10 na powierzchni komorek

monocytow/makrofagdéw PBMC.

I. Roslinne wyciagi alkoholowo-wodne, badane w stezeniu 50 pg/ml nie wykazywaty
cytotoksycznosci wobec komoérek monocytéw/makrofagobw PBMC, co zostalo okre§lone
metoda pomiaru zawartosci procentowej dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w badanych
supernatantach komorkowych (rycina 22). Kontrole pozytywna stanowily komorki

inkubowane z 2% roztworem Tritonu X-100.

LDH LEGENDA:
I Kontrole
150 Wyciagi [50 pg/ml]
g *kk
E 100 Y
|
]
.E
= 50
E
FL L
0_ .
| — T T 1
S S g\ SO &
SO N A
@ & QF @o
‘6\

Rycina 22: Wydzielanie dehydrogenazy mleczanowej (LDH) przez komorki monocytow/makrofagéw PBMC po
24-godzinnej inkubacji z wyciagami, z lisci forsycji (50 ug/ml). Wyniki przeliczone na wartosci procentowe
przedstawiono jako warto§¢ $rednig z zakresem min-max. Istotno$¢ statystyczng pomigdzy Srednig wartoscig
otrzymana dla grupy kontrolnej (KNST- kontrola niestymulowana, linia przerywana na wykresie), a
poszczegodlnymi probami oszacowano testem ANOVA z testem post hoc Dunnetta, ***p < 0,001. KST- kontrola
stymulowana z dodatkiem LPS (100 ng/ml). Oznaczenia wyciagdw: 1. F. suspensa, wrzesien, 1I. Forsythia x
intermedia, wrzesien, lI1. F. suspensa, maj, IV. Forsythia X intermedia, maj.
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II. Ekstrakty z lisci forsycji, badane w stezeniu 50 pg/ml, bez wzgledu na okres zbioru
oraz gatunek macierzysty wykazywaly znamienng statystycznie inhibicj¢ wydzielania cytokin
prozapalnych (TNF-a oraz IL-6).

W przypadku oceny stopnia sekrecji TNF-a najskuteczniejszy okazat si¢ wyciag III,
przygotowany z lisci forsycji zwistej, zebranych w maju, hamujacy wydzielanie TNF-a do
poziomu 38,6 + 5,9% (***p < 0,001), dziatajac porownywalnie do kontroli pozytywnej-
deksametazonu (powodujacej spadek wydzielania TNF-a do wartosci 49,7 + 8,9%,
w odniesieniu do kontroli stymulowanej LPS - 100%). Hamowanie sekrecji TNF-a przez trzy
pozostale wyciagi miescito si¢ w zakresie od 56,7 + 8,6 do 65,9 £+ 7,3% (w stosunku do kontroli
stymulowanej LPS, 100%). Inhibicja wydzielania IL-6 przez komérki monocytéw/makrofagdéw
PBMC byta takze znamienna statystycznie po zastosowaniu wszystkich czterech badanych
wyciagdw, przy wyraznie najskuteczniejszym hamowaniu sekrecji IL-6, okre$lonej dla
wyciagu IV (liscie forsycji posredniej zebrane w maju) na poziomie 57,9 + 5,8% (***p <
0,001). Zastosowanie trzech pozostalych wyciggdéw hamowato wydzielanie IL-6 do wartosci
w zakresie od 70,6 + 6,1 do 74,6 £ 4,7%, w stosunku do kontroli stymulowanej LPS.

Najskuteczniejsza inhibicj¢ sekrecji obu badanych mediatoréw zapalnych zaobserwowano dla
wyciggow przygotowanych z lisci forsycji obu gatunkow, zebranych w porze wiosennej. Na
ponizszych wykresach stupkowych przedstawiono analiz¢ stopnia sekrecji TNF-a 1 IL-6, po
24-godzinnej inkubacji komorek z badanymi wyciggami (rycina 23 A, B).

A TN B. s P
150+ 150 Wyciagi [50 pg/ml]
§ # °\—° #
S 100 = < 100
z =
= s . .
£ T S
2 - T = T
Z 504 = 504
T =
= &
[-®
0- i B B 0- i B B
S8 e Soed SS e Yoo
O & s ST S ¥ S
& &P
‘ LPS 100 ng/ml ‘ | LPS 100 ng/ml ‘

Rycina 23: Sekrecja A. TNF-a oraz B. IL-6 przez komoérki monocytow/makrofagéw PBMC po 24-godzinnej
inkubacji z wyciggami, z liSci forsycji (50 pg/ml). Wyniki przedstawiono jako procent wydzielania wzgledem
kontroli stymulowanej LPS (KST, 100%, linia przerywana na wykresie), jako warto§¢ srednia + SEM.
Deksametazon uzyto w st¢zeniu 20 pM. Do okreslenia réznic migdzy grupami, zastosowano test ANOVA, z
testem post hoc Dunnetta; # < 0,001 — réznica wzgledem kontroli niestymulowanej (KNST), ***p < 0,001.

Oznaczenia wyciagow: L. F. suspensa, wrzesien, 1. Forsythia X intermedia, wrzesien, I11. F. suspensa, maj, [V.
Forsythia x intermedia, maj.
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Ocena wptywu wyciagdw z lisci forsycji na uwalnianie mediatoro6w przeciwzapalnych
wykazala znamienny wplyw wyciagoéw II i Il na wydzielanie transformujacego czynnika
wzrostu beta (TGF-B) (rycina 24). Wyciag z lisci forsycji posredniej, zebranych we wrze$niu
(wyciag II) indukowatl wzrost sekrecji TGF-f w modelu komérek monocytoéw/makrofagow
PBMC do wartos$ci 153,1 = 19,9% (*p < 0,05), w odniesieniu do kontroli stymulowanej LPS
(100% wydzielania). Podobng warto$¢, wynoszaca 157,1 + 14,2% (**p <0,01) zaobserwowano
po 24- godzinnej inkubacji komorek z wyciaggiem III (liscie forsycji zwislej, zebrane w maju).
Wartosci osiggnigte po zastosowaniu wyciggu | oraz wyciggu IV wynosity odpowiednio 117,7

+ 12,4% oraz 125,9 + 11,8%, w stosunku do kontroli stymulowanej (100% sekrecji).

LEGENDA:
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Rycina 24: Sekrecja transformujacego czynnika wzrostu beta (TGF-B), przez komorki monocytéw/makrofagow
PBMC po 24-godzinnej inkubacji z wyciaggami, z lisci forsycji (50 pg/ml). Wyniki przedstawiono jako procent
wydzielania wzgledem kontroli stymulowanej LPS (KST, 100%, linia przerywana na wykresie), jako warto$¢
$rednig = SEM. Deksametazon uzyto w stezeniu 20 uM. Do okreslenia réznic mi¢dzy grupami, zastosowano test
ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; *p < 0,05; **p < 0,01. KNST - kontrola niestymulowana. Oznaczenia

wyciagow: L. F. suspensa, wrzesien, 1. Forsythia % intermedia, wrzesien, l11. F. suspensa, maj, IV. Forsythia x
intermedia, maj.

III. Ostatnim etapem analizy aktywnoS$ci biologicznej, czterech badanych wyciagdéw
z lisci forsycji byta ocena ich wptywu na wzrost ekspresji receptora dla IL-10, na powierzchni
komoérek monocytéw/makrofagbw PBMC, okreslona metoda cytometrii przeplywowe;.
Receptor IL-10 jest powierzchniowym, homodimerycznym receptorem komodrkowym
wykazujagcym ekspresje na powierzchni komoérek monocytéw, makrofagéow, komorek
dendrytycznych oraz komorek NK. Aktywacja kompleksu receptora IL-10 na powierzchni
komorki jest pierwszym krokiem w inicjowaniu szlakéw sygnatowych IL-10, a uposledzenie
tych mechanizmow zwigzane jest z patomechanizmem wielu chorob, w tym schorzen o podtozu
zapalnym. Wszystkie z badanych wyciggéw znamiennie statystycznie zwigkszaty ekspresje

receptora dla IL-10 na powierzchni komoérek monocytéw/makrofagéw PBMC. Najwyzszy,
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okoto 5-krotny wzrost ekspresji receptora dla IL-10, w poréwnaniu do kontroli stymulowanej
LPS, stanowigcej warto$¢ odniesienia (100% ekspresji), zaobserwowano dla wyciggu numer
ITII. Warto$ci odnotowane dla trzech pozostatych wyciggow wskazywaly na poréwnywalny,
niemal 4-krotny wzrost aktywnos$ci badanego receptora, mieszczacy si¢ w zakresie od 372 +
88,7% do 437 + 92,1%. Analiz¢ stopnia ekspresji IL-10R, oraz reprezentatywne histogramy

zaprezentowano na ponizszej rycinie (rycina 25 A, B).
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Rycina 25: A. Ekspresja receptora IL-10R na powierzchni komoérek monocytow/makrofagow PBMC po 24-
godzinnej inkubacji z wyciggami, z lisci forsycji (50 pg/ml). Wyniki przedstawiono jako procent ekspresji
wzgledem kontroli stymulowanej LPS (KST, linia przerywana na wykresie), jako warto$¢ $redniag + SEM.
Deksametazon uzyto w st¢zeniu 20 pM. Do okre$lenia roznic migdzy grupami, zastosowano test ANOVA, z
testem post hoc Dunnetta; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. KNST — kontrola niestymulowana B. Analiza
cytometryczna stopnia ekspresji receptora IL-10; reprezentatywne histogramy. Marker M1 wyznacza poziom
ekspresji wzgledem kontroli stymulowanej LPS. Oznaczenia wyciagéw: 1. F. suspensa, wrzesien, Il. Forsythia x
intermedia, wrzesien, 111. F. suspensa, maj, 1. Forsythia % intermedia, maj.
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4.4. Okreslenie wlasciwosci przeciwzapalnych naparu i jego frakcji,
przygotowanych z liSci Fraxinus excelsior

Oceng aktywnosci przeciwzapalnej naparu, frakcji oraz subfrakcji pozyskanych z lisci
jesionu wyniostego, przeprowadzono na modelu komorek monocytow/makrofagéw PBMC,

stymulowanych uprzednio roztworem bakteryjnego LPS.

Badania prowadzono w trzech etapach:

I. Ocena cytotoksyczno$ci naparu, jego frakcji oraz subfrakcji, wobec komorek
monocytow/makrofagéw PBMC.

II. Ocena wplywu naparu, jego frakcji oraz subfrakcji na uwalnianie cytokin prozapalnych:
TNF-a, IL-6 oraz IL-1B, w modelu komorek monocytow/makrofagéw PBMC.

III. Ocena wptywu naparu, jego frakcji oraz subfrakcji na ekspresj¢ receptora dla IL-10 na

powierzchni komoérek monocytéw/makrofagéw PBMC.

I. Napar, jego frakcje i poszczegoélne subfrakcje, badane w stezeniu 50 pug/ml nie
wykazywaty cytotoksycznosci wobec komoérek monocytow/makrofagow PBMC, co zostato
okreslone metodg pomiaru zawarto$ci procentowej, dehydrogenazy mleczanowej w badanych

supernatantach komorkowych. Jako kontrole pozytywna uzyto 2% roztworu Tritonu X-100

(rycina 26).
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Rycina 26: Wydzielanie dehydrogenazy mleczanowej (LDH) przez komorki monocytow/makrofagow PBMC po
24-godzinnej inkubacji z naparem, frakcjami i subfrakcjami z lisci jesionu wyniostego (50 pg/ml). Wyniki
prezentowane w formie wartosci procentowych, przedstawiono jako warto$¢ srednig z zakresem min-max.
Istotno$¢ statystyczng pomigdzy S$rednig wartoscia otrzymana dla grupy kontrolnej (KNST- kontrola
niestymulowana, linia przerywana na wykresie), a poszczegélnymi probami oszacowano testem ANOVA
z testem post hoc Dunnetta, ***p < 0,001. KST- kontrola stymulowana z dodatkiem LPS (100 ng/ml).
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II. Napar z lici jesionu wyniostego cechowal si¢ znaczacym dziataniem
przeciwzapalnym, ograniczajac wydzielanie TNF-a do poziomu 33,2 + 4,3% (***p < 0,001),
oraz IL-6 do poziomu 57,8 + 7,3% (**p < 0,01), w odniesieniu do kontroli stymulowanej LPS
- 100% wydzielania, przy niemal catkowitym braku efektywnosci wobec sekrecji IL-18 (94,8
+13,8%, p>0,05).

Otrzymane frakcje, w szczegolnosci frakcje metanolowe 20% i 50% réwnie silnie
hamowaty sekrecje cytokin prozapalnych (IL-6, oraz TNF-a), przy czym frakcja metanolowa
50% hamowata wydzielanie TNF-a w stopniu zblizonym (38,8 + 5,4%, **p < 0,01) do kontroli
pozytywnej z deksametazonem (43,3 + 6,0%, ***p < 0,001). Sredni stopien wydzielania IL-6,
w badanych supernatantach komorkowych po zastosowaniu badanych frakcji wynosit
odpowiednio, po zastosowaniu frakcji metanolowej 20% - 75,3 + 5,1% (**p <0,01) oraz frakcji
metanolowej 50% - 58,9 £ 8,8% (**p < 0,01). Pozostate frakcje metanolowe, tj. 70 1 100% nie
wykazywaty znamiennego wptywu wobec hamowania wydzielania badanych mediatorow
zapalnych (TNF-a, IL-6, IL-1p).

Z uwagi na znamienng inhibicj¢ sekrecji TNF-o oraz IL-6 po zastosowaniu frakcji
metanolowych 20 i 50%, w kolejnym kroku przeanalizowano wplyw ich subfrakcji, w celu
identyfikacji partii odpowiedzialnych za obserwowane efekty dzialania. Najsilniejszg inhibicje
wydzielania TNF-a zaobserwowano po inkubacji komorek z subfrakcja nr 3, wyciagu
metanolowego 20% (47,1 £ 9,7%, **p < 0,01). Za inhibicj¢ wydzielania TNF-a przez wyciag
metanolowy 50%, byla odpowiedzialna subfrakcja nr 5, dla ktérej zaobserwowano
znamienng statystycznie inhibicje produkcji badanej cytokiny na poziomie 68,3 + 13,3% (*p <
0,05), w stosunku do kontroli stymulowanej (100% produkcji).

W przypadku inhibicji wydzielania IL-6 przez badane subfrakcje wyciggow
metanolowych 20 1 50% znamienne statystycznie ograniczenie sekrecji badanej cytokiny
zaobserwowano jedynie dla subfrakcji nr 7, wyciggu metanolowego 50% - 68,1 &+ 5,2% (**p <
0,01).

Analiza wptywu badanych frakcji oraz ich subfrakcji na stopien wydzielania IL-18,
wykazala aktywno$¢ subfrakcji nr 7, wyciaggu metanolowego 20% oraz subfrakcji nr 2 wyciagu
metanolowego 50%, ktore hamowaty sekrecje IL-18 w sposdb znamienny statystycznie,
odpowiednio do poziomu 45,0 + 6,4% oraz 54,2 + 16,8% (*p < 0,05), w stosunku do kontroli
stymulowanej LPS (100% wydzielania).

Analize wptywu badanych ekstraktow na stopien wydzielania TNF-a, IL-6 oraz IL-18

zaprezentowano na ponizszych wykresach stupkowych (rycina 27 A, B, C).
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Rycina 27: Sekrecja A. TNF-q, B. IL-6 oraz C. IL-18 w modelu stymulowanych LPS monocytow/makrofagéow
PBMC, po 24-godzinnej inkubacji z naparem, frakcjami i subfrakcjami z lisci jesionu wyniostego (50 pg/ml).
Wyniki przedstawiono jako procent wydzielania wzgledem kontroli stymulowanej LPS (KST, 100%, linia
przerywana na wykresie) jako warto$¢ srednig + SEM. Deksametazon uzyto w stezeniu 20 uM. Do okre$lenia
ro6znic migdzy grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; # < 0,001 — réznica wzglgdem
kontroli niestymulowanej (KNST). *p < 0,05; **p<0,01; ***p < 0,001.
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III. Ostatnim etapem oceny mechanizmow dziatania przeciwzapalnego lisci jesionu
wyniostego byta ocena wplywu badanych wyciagéw na ekspresje receptora dla IL-10 na
powierzchni komoérek monocytéw/makrofagéw PBMC.

Napar, pozyskane z niego frakcje oraz poszczeg6lne subfrakcje uzyskane z lisci jesionu
wyniostego wykazywaly znamienny statystycznie, stymulujacy wplyw na wzrost ekspres;ji
IL-10R na powierzchni komoérek monocytéw/makrofagow PBMC, co zostato zaprezentowane
na ponizszych rycinach (rycina 28, 29). Najefektywniejszy wzrost ekspresji zaobserwowano
po inkubacji komoérek z subfrakcjami 3 - 7 wyciggu metanolowego 50%, przy najlepszej
efektywnosci dziatania subfrakcji nr 7 (690,0 £+ 85,2%, ***p < 0,001). Analizujac aktywnos¢
subfrakcji metanolowych wyciggu 20%, najwyzszy wzrost ekspresji receptora dla IL-10
zaobserwowano po inkubacji komoérek z subfrakcjami nr 5 1 6, bogatych w oleuropeing, co
znalazlo przetozenie na wzrost ekspresji IL-10R, osiggajac wartosci odpowiednio 303,0 +
55,3% oraz 307,0 = 89,7% (***p < 0,001) (w odniesieniu do kontroli stymulowanej LPS -
100% ekspresji). Co ciekawe, znamienny statystycznie wzrost ekspresji IL-10R
zaobserwowano takze w przypadku inkubacji komoérek z frakcjami metanolowymi 70 i 100%
(odpowiednio 504,0 + 95,6% oraz 362,6 £ 128,8%, ***p < 0,001), nieaktywnymi wobec
modulacji wydzielania cytokin prozapalnych. Zaskakujaco napar z li§ci jesionu nie wykazywat

znamiennej statystycznie aktywnosci wobec wzrostu ekspresji receptora dla IL-10.

IL-10R LEGENDA:
I Kontrole
1000 - I Napar (50 pg/ml)

= sesesk I Frakcje (50 pg/ml)
é Subfrakeje (50 pg/ml)
S 800+
I on- i P
=9 Hkok
8 -[
£ 400+
s 71 1
$
é 200 T T T
é g —

0= T

Rl @ o O OO OGEADO FODEPGED oo ol
SES O STTLLLLLPOFEOOT LR S
3 > O S
& O O S0
g & & ¥

| LPS 100 ng/ml

Rycina 28: Ekspresja receptora IL-10R w modelu stymulowanych LPS monocytéw/makrofagéw PBMC po 24-
godzinnej inkubacji z naparem, frakcjami i subfrakcjami z liSci jesionu wyniostego (50 pg/ml). Wyniki
przedstawiono jako procent ekspresji wzgledem kontroli stymulowanej LPS (KST, 100%, linia przerywana na
wykresie) jako warto$¢ $rednig + SEM. Deksametazon uzyto w stezeniu 20 uM. Do okreslenia réznic migdzy
grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; ***p < 0,001. KNST — kontrola niestymulowana.
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Rycina 29: Ekspresja receptora IL-10R po 24-godzinnej inkubacji z naparem, frakcjami oraz najaktywniejszych
subfrakcji wyciagow 20% i 50% z lisci jesionu wyniostego (50 pg/ml); reprezentatywne histogramy. Marker M1
wyznacza zakres ekspresji receptora, wyznaczony wzgledem wartosci dla kontroli stymulowanej LPS (KST).
KNST - kontrola niestymulowana.
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4.5. Ocena wlasciwosci przeciwzapalnych zwiazkéow z grupy sekoirydoidow,
fenyloetanoidow, glikozydow fenylopropanoidowych oraz flawonoidow
w modelu monocytow/makrofagéw PBMC

Z uwagi na obiecujagce wyniki dotyczace aktywnos$ci przeciwzapalnej wyciggow
przygotowanych z lisci roslin z rodziny Oleaceae, zaprezentowane w poprzednich rozdziatach,
kolejnym etapem przeprowadzonych badan byla analiza aktywno$ci przeciwzapalnej
jednorodnych zwigzkéw w nich dominujacych. Omoéwienie wynikow otrzymanych dla
poszczeg6lnych grup metabolitéw wyspecjalizowanych zostanie przedstawione w kolejnych
rozdziatach z podzialem na grupe: sekoirydoidow, fenyloetanoidow, lignanéw i ich
metabolitow oraz przedstawicieli zwigzkow flawonoidowych — rutozydu (rutyny), a takze
glikozydow fenylopropanoidowych — syringiny.

Analize aktywnosci jednorodnych zwiazkéw z wyzej wymienionych grup poszerzono
o panel zwigzkéw zidentyfikowanych rowniez w innych roélinach (m.in. z rodziny Oleaceae),
w ramach wcze$niejszych analiz przeprowadzonych w Katedrze 1 Zakladzie Biologii
Farmaceutycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, jak podano w tabeli 9
w rozdziale 3.2.

Oceng aktywnosci przeciwzapalnej zwigzkdéw, z poszczegdlnych grup przeprowadzono
na modelu komoérek monocytéw/makrofagéw PBMC, stymulowanych uprzednio roztworem

bakteryjnego LPS.

Badania prowadzono w trzech etapach:

I. Ocena cytotoksyczno$ci zwigzkow, wobec komodrek monocytéw/makrofagow PBMC.

II. Ocena wptywu zwigzkéw na uwalnianie cytokin prozapalnych: TNF-a, IL-6, IL-1,
w modelu komoérek monocytow/makrofagow PBMC.

III. Ocena wptywu badanych zwigzkéw na ekspresje receptora dla IL-10 na powierzchni

komorek monocytow/makrofagow PBMC.

I. Poszczegdlne zwigzki w stezeniu 20 pM nie wykazywaly toksyczno$ci w stosunku
do komorek monocytéw/makrofagow PBMC, co zostalo okreslone testem kolorymetrycznym
oceniajacym zawarto$¢ procentowg dehydrogenazy mleczanowej w badanych supernatantach
komorkowych. Srednie wartoéci cytotoksycznoéci, zaprezentowane na ponizszej rycinie
(rycina 30), ocenione dla poszczegolnych zwiazkoéw nie przekraczaty 25% $wiadczac o braku

cytotoksycznosci tych zwigzkow w przyjetym modelu komorkowym.
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Rycina 30: Wydzielanie dehydrogenazy mleczanowej (LDH) przez komorki monocytéw/makrofagow PBMC po
24-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami (20 uM). Wyniki przeliczone na wartosci procentowe
przedstawiono jako warto$¢ srednia z zakresem min-max. Istotno$¢ statystyczng pomigdzy Srednig wartoscia dla
kontroli niestymulowanej (KNST- kontrola niestymulowana, linia przerywana na wykresie), a poszczegdlnymi
probami oszacowano testem ANOVA z testem post hoc Dunnetta, ***p < 0,001. KST- kontrola stymulowana z
dodatkiem LPS (100 ng/ml).

II. W grupie badanych sekoirydoidow najwyzszy potencjal przeciwzapalny
wykazywata oleuropeina, peligc funkcje efektywnego inhibitora sekrecji badanych cytokin
prozapalnych, w modelu komodrek monocytow/makrofagow PBMC, stymulowanych
roztworem bakteryjnego LPS (100 ng/ml). Stopien inhibicji wydzielania badanych mediatorow
zapalnych po inkubacji z roztworem oleuropeiny okreslono na poziomie, odpowiednio dla
TNF-a—36,9 + 6,3% (***p <0,001), IL-6 — 45,6 = 4,7% (***p <0,001), IL-18—-47,3 £4,2%
(***p <0,001), w stosunku do kontroli stymulowanej — 100% wydzielania. Zblizony potencjat
hamujacy sekrecj¢ TNF-a, do poziomu 44,5 £+ 6,0% (***p < 0,001), IL-6 do wartosci 59,2 +
12,1% (*p < 0,05) oraz IL-1B, w granicach 47,5 = 13,4% (***p < 0,001) wykazywat
hydroksyoleonuzhenid. Podobne wtasciwosci wykazywat zwigzek o zblizonej budowie
chemicznej — oleonuzhenid, ktéry ograniczat wydzielanie TNF-a do poziomu 51,7 + 5,1%
(***p < 0,001) oraz IL-18 — 67,0 = 7,0% (**p < 0,01), w pordwnaniu z grupa kontrolna
(stymulowang LPS). Znamienng statystycznie inhibicj¢ wydzielania TNF-a zaobserwowano
takze po inkubacji komorek z jednym z przedstawicieli grupy sekoirydoidow, wyizolowanym
z wyciagoéw przygotowanych z lisci jesionu wyniostego — ligstrozydem. Po inkubacji komorek
z ligstrozydem, stopien wydzielania TNF-a, w badanych supernatantach komoérkowych
oceniono na poziomie 58,3 £+ 11,3% (***p < 0,001), przy wartosci 65,7 = 12,5% (**p < 0,01)
dla IL-6, w odniesieniu do kontroli stymulowanej LPS (100% sekrecji). Ligstrozyd aktywnie
hamowat takze produkcje IL-1B, o czym §wiadczyt stopien sekrecji tej cytokiny, oceniony na

poziomie 62,5 £ 7,3% (***p <0,001).
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Najefektywniejszym inhibitorem wydzielania IL-6 w grupie sekoirydoidéw byt
epiframerozyd, obnizajagc poziom sekresji tej cytokiny do wartosci 30,4 + 8,2%
(***p < 0,001), w poréwnaniu do kontroli stymulowanej LPS (100% produkcji). Inkubacja
komorek z roztworem epiframerozydu powodowata takze znamienny statystycznie spadek
wydzielania IL-18, ktory oceniono na poziomie 66,0 + 10,9% (*p < 0,05).

W  grupie fenyloetanoidow najskuteczniejszym inhibitorem sekrecji cytokin
prozapalnych byt forsytozyd B hamujacy wydzielanie TNF-a do poziomu 38,6 + 4,8% (***p
< 0,001), a takze oleoechinakozyd i werbaskozyd, ktore obnizaty poziom sekrecji TNF-a do
warto$ci, odpowiednio 54,3 + 8,7% oraz 42,8 = 9,2% (***p < 0,001), w stosunku do kontroli
stymulowanej LPS — 100% wydzielania. Znamienng aktywno$¢ hamujaca uwalnianie
mediatoréw zapalnych wykazywata takze syringina, ktorej zastosowanie prowadzilo do
zahamowania sekrecji TNF-a do poziomu 52,9 + 12,1% (**p <0,01), w odniesieniu do kontroli
stymulowanej (100%).

Wszystkie badane zwiazki z grupy fenyloetanoidow, z wyjatkiem forsytozydu A,
znamiennie statystycznie obnizaly poziom wydzielanej IL-18, przy najwyzszej aktywnoS$ci
osiggni¢tej po inkubacji z roztworem forsytozydu B (40,4 = 7,8%, ***p < 0,001),
oleoakteozydu (50,3 + 6,5%, ***p < 0,001) lub oleoechinakozydu (52,9 + 7,1%, ***p <0,001).
Znaczng aktywno$cia w tym obszarze wykazywata si¢ takze syringina ograniczajac
wydzielanie IL-18 do warto$ci 63,9 + 8,51% (**p < 0,01).

Zwigzkiem z grupy fenyloetanoidow najsilniej obnizajacym sekrecje IL-6 byt
werbaskozyd, ktory zmniejszat wydzielanie badanej cytokiny do wartosci 38,1 + 6,5% (***p <
0,001), osiagajac wartosci porownywalne do kontroli pozytywnej, deksametazonu (37,2 +
6,1%, ***p < 0,001). Inkubacja komorek z roztworem forsytozydu A, a takze forsytozydu B
réwniez inicjowata zahamowanie wydzielania tej cytokiny w sposob znamienny statystycznie
(*p <0,05).

W przypadku przedstawiciela grupy flawonoidéw — rutozydu zaobserwowano wysoka
skuteczno$¢ zwigzku w hamowaniu wydzielania wszystkich trzech badanych mediatoréw
zapalnych: TNF-a (42,0 + 8,8%, ***p <0,001), IL-6 (39,6 + 10,6%, ***p <0,001) oraz IL-18
(58,5 + 8,7%, ***p < 0,001).

Analize wptywu badanych zwigzkéw na stopien wydzielania TNF-a, IL-6 oraz IL-18

zaprezentowano na ponizszych wykresach stupkowych (rycina 31 A, B, C).
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Rycina 31: Sekrecja A. TNF-a, B. IL-6 oraz C. IL-18 w modelu stymulowanych LPS monocytow/makrofagow
PBMC, po 24-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami (20 uM). Wyniki przedstawiono jako procent
wydzielania wzglgdem kontroli stymulowanej LPS (KST, 100%, linia przerywana na wykresie) jako warto$§¢
$rednig + SEM. Deksametazon uzyto w stezeniu 20 uM. Do okreslenia réznic mi¢dzy grupami, zastosowano test
ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; # < 0,001 — réznica wzgledem kontroli niestymulowanej (KNST), *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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II1L. Sposrdéd 7 badanych zwiazkéw z grupy sekoirydoidow jedynie 2 z nich wykazywaty
wplyw na poziom ekspresji receptora dla IL-10 na powierzchni stymulowanych LPS komorek
monocytow/makrofagdéw PBMC. Zwigzkami znamienie statystycznie aktywujacymi ekspresje
IL-10 byt hydroksyoleonuzhenid oraz oleuropeina, dla ktorych wartosci ekspresji wynosity
odpowiednio 197,0 + 13,9% (**p < 0,01) oraz 302,0 £+ 19,8% (***p < 0,001), w odniesieniu
do kontroli stymulowanej LPS (100% ekspresji).

Analiza aktywnosci zwigzkow z grupy fenyloetanoidow pozwolita na obserwacje
wzrostu ekspresji badanego receptora po inkubacji komorek monocytéw/makrofagobw PBMC,
z kazdym z 5 badanych zwigzkéw, co zostato zaprezentowane na ponizszych rycinach (rycina
32, 33). Najwyzszy wzrost ekspresji badanego receptora zaobserwowano po zastosowaniu
oleoakteozydu, wyizolowanego z lisci jesionu wyniosltego, dla ktérego oceniona wartos¢
ekspresji wynosita 248,0 + 23,0%, ***p < 0,001 (w stosunku do kontroli stymulowanej LPS -
100% ekspresji). Podobny wzrost ekspresji IL-10R zaobserwowano takze w przyjetym modelu
in vitro pod wptywem aktywnosci forsytozydu A (204,0 = 19,8%), oleoechinakozydu (210,0 £
22,6%) oraz werbaskozydu (231,0 + 16,7%) (*** p < 0,001). Jedyny przedstawiciel zwigzkow
z grupy flawonoidow — rutozyd, ktérego aktywno$¢ oceniono w ramach niniejszej rozprawy

nie wykazywat znamiennego wptywu wobec zmian ekspresji IL-10R.

LEGENDA:
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Rycina 32: Ekspresja receptora IL-10 na powierzchni komoérek monocytow/makrofagéw PBMC po 24-godzinne;j
inkubacji z badanymi zwiazkami (20 uM). Wyniki przedstawiono jako procent ekspresji wzgledem kontroli
stymulowanej LPS (KST, linia przerywana na wykresie) jako warto§¢ srednig + SEM. Deksametazon uzyto w
stezeniu 20 pM. Do okreslenia réznic migdzy grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta;
**p <0,01; ***p < 0,001. KNST- kontrola niestymulowana.
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Rycina 33: Ekspresja receptora IL-10R na powierzchni komoérek PBMC po 24-godzinnej inkubacji z badanymi
zwigzkami (20 uM); reprezentatywne histogramy. Marker M1 wyznacza poziom ekspresji wzglgdem kontroli
stymulowanej LPS. KNST — kontrola niestymulowana, KST — kontrola stymulowana LPS.
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4.6.  Ocena wlasciwosci przeciwzapalnych zwiazkow z grupy lignanow w modelu
komorek monocytow/makrofagow PBMC

Szczegdlng uwage w toku realizacji niniejszej pracy poswigcono najstabiej do tej pory
scharakteryzowanej grupie zwiazkow polifenolowych, lignanom. Z uwagi na ich ograniczone
wystepowanie (do surowcéw roslinnych z rodziny Oleaceae i kilku innych rodzin), podjeto
probe doktadnego scharakteryzowania wtasciwos$ci przeciwzapalnych zwiazkéw z tej grupy.
Ocene aktywnosci biologicznej lignandéw przeprowadzono na modelu komorek
monocytow/makrofagdéw PBMC, stymulowanych uprzednio roztworem bakteryjnego LPS.

Dodatkowym uzupetnieniem charakterystyki panelu byta ocena aktywnosci dwdch
metabolitow jelitowych lignanow (enterolignandéw), powstajacych na drodze transformac;ji
zwigzkow lignanowych w ludzkim przewodzie pokarmowym pod wplywem mikrobioty

jelitowe;.

Badania dla zwigzkow lignanowych i ich metabolitow jelitowych prowadzono z podzialem

na nastepujace etapy:

I. Ocena cytotoksycznosci lignanow i ich metabolitow (20 puM), wobec komorek
monocytow/makrofagdéw PBMC.

II. Ocena wptywu lignanéw 1 ich metabolitow (20 pM) na stopien sekrecji cytokin
prozapalnych: TNF-a, IL-6 oraz IL-1p.

III. Ocena wptywu lignanéw i ich metabolitoéw na ekspresj¢ receptora IL-10 na powierzchni

komorek monocytow/makrofagow PBMC.

I. Poszczegolne zwiagzki w stezeniu 20 uM nie wykazywaty toksyczno$ci w stosunku
do komorek monocytéw/makrofagow PBMC, co zostalo okreslone testem kolorymetrycznym
oceniajacym zawarto$¢ procentowa dehydrogenazy mleczanowej w badanych supernatantach
komérkowych, po 24-godzinnej inkubacji komérek z badanymi zwigzkami. Srednie wartosci
produkcji LDH ocenione dla poszczegdlnych zwigzkéw nie przekraczaty 25% produkcji
enzymu. Warto$ci uzyskane dla poszczegélnych zwigzkow zaprezentowano na ponizszej

rycinie (rycina 34).
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Rycina 34: Wydzielanie dehydrogenazy mleczanowej (LDH) przez komorki monocytow/makrofagéw PBMC po
24-godzinnej inkubacji z badanymi lignanami (20 pM). Wyniki przeliczone na warto$ci procentowe
przedstawiono jako warto$¢ srednig z zakresem min-max. Istotno$¢ statystyczna pomigdzy $rednig wartoscig dla
kontroli niestymulowanej (KNST- kontrola niestymulowana, linia przerywana na wykresie), a poszczeg6lnymi
probami oszacowano testem ANOVA z testem post hoc Dunnetta, ***p < 0,001. KST - kontrola stymulowana z
dodatkiem LPS (100 ng/ml).

II. Badane zwiazki z grupy lignandw wykazywaly znamienny wpltyw hamujacy
wydzielanie cytokin prozapalnych w modelu komorek monocytow/makrofagéw PBMC
stymulowanych roztworem LPS (100 ng/ml).

Szczegdlng efektywnos$cia dziatania odznaczaly si¢ 4 grupy zwiazkéw: arktyina,
arktygenina i diarktygenina, filiryna i filigenina, glukozyd pinorezynolu oraz glukozyd
matairezynolu i odpowiednie im aglikony.

Najwyzsza aktywno$¢ ograniczajaca wydzielanie TNF-o zaobserwowano dla
arktygeniny oraz diarktygeniny hamujacych wydzielanie badanej cytokiny do warto$ci
zblizonych do osigganych po zastosowaniu deksametazonu (34,3 £+ 5,6%, ***p < 0,001),
wynoszacych odpowiednio: 23,8 + 6,1% oraz 13,6 + 2,7% (***p < 0,001), w odniesieniu do
kontroli stymulowanej — 100% wydzielania. Zblizong aktywno$cia wykazat si¢ takze
cyklolaricirezynol, hamujacy sekrecj¢ TNF-o do poziomu 35,8 + 5,65% (***p < 0,001). Nieco
mniejszg  skuteczno$cig odznaczat si¢ z kolei glukozyd pinorezynolu wraz
z odpowiednim mu aglikonem — pinorezynolem, ktore hamowaty sekrecj¢ TNF-o odpowiednio
do warto$ci 58,8 + 7,8% oraz 48,9 £+ 9,8% (***p < 0,001). Warto rowniez podkresli¢c wysoka
efektywno$¢ dziatania filiryny i filigeniny, znamiennie ograniczajacych sekrecj¢ TNF-a 1 IL-6
do poziomow nieprzekraczajacych 60% produkcji, w odniesieniu do 100% przyjetych dla
kontroli stymulowanej LPS. Sposrdéd badanego panelu zwigzkow z grupy lignanéw jedynie
aktywno$¢ oliwilu oraz sezaminolu okazala si¢ nieznamienna statystycznie w przyjetym

modelu badawczym, wobec hamowania wydzielania TNF-a.
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Analiza wpltywu badanych lignané6w na uwalnianie innych mediatorow zapalnych
wskazywala na wyrazng inhibicje stopnia sekrecji IL-6 pod wptywem dzialania arktygeniny
oraz diarktygeniny hamujacych wydzielanie IL-6 odpowiednio do wartosci: 38,1 +£7,1%131,8
+ 6,8% (***p < 0,001). Znamiennym dziataniem wykazat si¢ takze glukozyd pinorezynolu
(56,9 = 11,0%, ***p < 0,001), oraz diglukozyd sekoizolaricirezinolu (42,7 £+ 5,8%, ***p <
0,001).

W przypadku wptywu lignanéw na inhibicj¢ wydzielania IL-18 jedynie 6 sposrod 21
badanych zwigzkow wykazywalo znamienny statystycznie wplyw na sekrecj¢ badanej
cytokiny. Najwigksza efektywnoscig hamowania produkcji IL-18 wykazat si¢ matairezynol
(51,0 £ 10,0%, **p < 0,01), przy nieco mniejszej aktywnosci obserwowanej dla jego formy
glikozydowej (63,7 = 7,7%, *p < 0,05). Ponadto pinorezynol, zar6wno w formie glikozydowe;j,
jak réwniez w formie aglikonu wykazywat znamienny wplyw ograniczajacy uwalnianie IL-18,
osiggajac wartosci odpowiednio 59,0 £ 6,7% (**p < 0,01) oraz 58,7 = 7,1% (*p < 0,05).
Podobne warto$ci wykazano takze dla diarktygeniny, hamujacej produkcje IL-1B do warto$ci
60,7 = 16,1% (*p < 0,05) w przyjetym modelu badan in vitro.

Analiza aktywnosci badanych enterolignanow wskazywata na ich istotny potencjat
hamujacy wydzielanie mediatorow zapalnych w modelu stymulowanych LPS
monocytow/makrofagow PBMC. Zardéwno enterodiol, jak réwniez enterolakton, badane
w stezeniu 20 pM, znamiennie statystycznie hamowaly uwalnianie TNF-a, do poziomow
odpowiednio 62,2 + 59% oraz 584 + 6,2% (***p < 0,001). Efektywno$§¢ hamowania
wydzielania IL-6 w przypadku obu badanych metabolitow plasowata si¢ na podobnym
poziomie (81,8 + 2,5 vs. 87,3 + 1,3%), jednak przy braku znamiennosci statystycznej dla obu
badanych metabolitéw. Wptywu enterolignandéw na procesy sekrecji IL-18 w badanym modelu
komoérkowym byt znamienny statystycznie dla enterolaktonu, hamujacego wydzielanie badane;j
cytokiny do poziomu 63,9 = 7,0% (*p < 0,05), w odniesieniu do kontroli stymulowanej LPS
(100% wydzielania).

Analize wptywu lignanéw 1 ich metabolitéw na sekrecj¢ TNF-a, IL-6 oraz IL-18

zaprezentowano na ponizszych rycinach (rycina 35 A, B, C).
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Rycina 35: Sekrecja A. TNF-a, B. IL-6 C. IL-18 w modelu stymulowanych LPS monocytow/makrofagow PBMC
po 24-godzinnej inkubacji z badanymi lignanami (20 pM). Wyniki przedstawiono jako procent ekspresji
wzgledem kontroli stymulowanej LPS (KST, linia przerywana na wykresie), jako warto$¢ srednia = SEM.
Deksametazon uzyto w stezeniu 20 uM. Do okreslenia réznic migdzy grupami, zastosowano test ANOVA,

z testem post hoc Dunneta; # < 0,001 — r6znica wzgledem kontroli niestymulowanej (KNST), *p < 0,05; p** <
0,01; ***p < 0,001.
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III. Analiza wplywu lignanéw (20 pM) na stopien ekspresji receptora dla IL-10 na
powierzchni komorek monocytow/makrofagéw PBMC wykazata brak znamiennego wptywu
19 z 21 badanych zwigzkéw lignanowych oraz ich metabolitow wobec czynnika badanego, co
zostalo zaprezentowane na ponizszej rycinie (rycina 36). Jednym z dwoéch zwigzkow
stymulujagcych ~ wzrost  ekspresji  receptora  IL-10 na  powierzchni  komorek
monocytow/makrofagow PBMC byla filigenina. Wzrost ekspresji IL-10R poprzedzony 24-
godzinng inkubacjga komoérek z badanym lignanem, oceniono na poziomie 211,0 + 33,8%
(***p < 0,001), w odniesieniu do kontroli stymulowanej (100% ekspresji). Pozytywny wptyw
na wzrost ekspresji receptora dla IL-10, zaobserwowano takze po inkubacji komorek
z koncowym metabolitem jelitowym lignanéw — enterolaktonem, co byto podstawa do dalszych

analiz, w szerszym zakresie badanych st¢zen.
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Rycina 36: Ekspresja receptora IL-10 na powierzchni komoérek monocytéw/makrofagéw PBMC po 24-godzinne;j
inkubacji z badanymi lignanami (20 pM). Wyniki przedstawiono jako procent ekspresji wzglgdem kontroli
stymulowanej LPS (KST, linia przerywana na wykresie), jako warto$¢ srednig + SEM. Deksametazon uzyto w
stezeniu 20 uM. Do okreslenia réznic mi¢dzy grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta;
***p < 0,001. KNST- kontrola niestymulowana.

Analiza wpltywu badanych metabolitdw na procesy ekspresji receptora dla IL-10 na
powierzchni komoérek monocytow/makrofagow PBMC wykazala zalezny od st¢zenia,
pozytywny wplyw enterolaktonu, (przy catkowitym braku wplywu enterodiolu
przedstawionego w ramach poréwnania aktywno$ci obu zwigzkéw) na wzrost ekspresji
badanego receptora. Najwyzszy zaobserwowany wzrost ekspresji zanotowano dla zwigzku
badanego w stezeniu 50 uM, przy Sredniej wartosci ekspresji dla tego stezenia wynoszacej az

927,0 £43,7% (***p <0,001), w porownaniu do kontroli stymulowanej LPS (100% ekspresji).
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Srednie wartosci zaobserwowane dla pozostatych badanych stezen wynosity odpowiednio: dla
20 uM — 769,0 £+ 63,4% oraz dla 10 uM — 575,4 + 55,8% (***p < 0,001). Reprezentatywne
histogramy oraz wykresy stupkowe prezentujace wplyw badanych metabolitow jelitowych na

stopien ekspresji IL-10R zaprezentowano na ponizszych rycinach (rycina 37 A, B).
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Rycina 37: A. Ekspresja receptora IL-10R na powierzchni komérek monocytow/makrofagéw PBMC po 24-
godzinnej inkubacji z badanymi enterolignanami. Wyniki przedstawiono jako procent wydzielania wzgledem
kontroli stymulowanej LPS (KST, 100%, linia przerywana na wykresie) jako warto§¢ $rednia + SEM.
Deksametazon uzyto w stgzeniu 20 uM. Do okreslenia r6éznic mi¢gdzy grupami, zastosowano test ANOVA, z
testem post hoc Dunnetta; ***p < 0,001. B. Reprezentatywne histogramy. Marker M1 wyznacza poziom ekspresji
wzgledem kontroli stymulowanej LPS. Kolory obszaréw odpowiadajacych poszczegdlnym st¢zeniom zwigzku
badanego oraz wartosci kontrolnych odpowiadaja kolorystyce zaprezentowanej na wykresie stupkowym oraz
legendzie z punktu A.
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4.7. Ocena wlasciwosci przeciwzapalnych zwiazkow z grupy lignanow,
w modelu komorek makrofagow linii THP-1

W celu identyfikacji molekularnych mechanizméw dziatania badanych zwigzkow
z grupy lignanéw, modelem badawczym zastosowanym w kolejnych etapach byty komorki linii
THP-1 (komorki krwi obwodowej pochodzace od pacjentéw z ostrag biataczka monocytarng).
Na podstawie wstepnych wynikow uzyskanych z doswiadczen na komorkach prawidtowych -
monocytach/makrofagach PBMC, makrofagi linii THP-1, stymulowane roztworem
bakteryjnego LPS, poddano dziataniu zwigzkéw z grupy lignandow w szerszym zakresie

badanych stezen — 50, 20, 10 uM.

Badania prowadzono z podzialem na nastepujace etapy:

I. Ocena cytotoksycznosci lignandbw 2z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;,
z zastosowaniem metody barwienia komorek jodkiem propidyny (PI).

I1. Ocena wptywu lignanéw na aktywno$¢ metaboliczng komorek (test MTT).

III. Ocena wplywu badanych zwigzkow na wydzielanie cytokin prozapalnych: TNF-a, IL-6
oraz przeciwzapalnych: IL-10, a takze chemokiny MCP-1.

I. i II. Badane lignany nie wykazywaly istotnej statystycznie cytotoksyczno$ci wobec
komorek makrofagéw. Zarowno w tescie oceniajacym wplyw zwigzkéw na aktywnosé
metaboliczng komoérek (MTT) (rycina 38), jak réwniez w cytometrycznym pomiarze
oceniajacym procentowg zawartos¢ komorek znakowanych jodkiem propidyny (dane nie
pokazane) nie wykazano statystycznie znamiennego wptywu zwigzkow z grupy lignandéw na
wzrost $miertelnosci komorek, w poréwnaniu z kontrolg niestymulowana (KNST) po 24-
godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami/czynnikiem stymulujagcym (LPS 10 ng/ml).

III. Analiza wplywu badanych zwigzkéw z grupy lignanéw na wydzielanie
charakterystycznych dla komoérek makrofagéw czynnikow prozapalnych tj. TNF-a oraz IL-6,
wykazala znamienny statystycznie spadek sekrecji badanych mediatorow, po inkubacji
z wigkszoscig badanych zwigzkoéw. Najaktywniejszym zwigzkiem hamujacym sekrecje
TNF-a, w modelu stymulowanych LPS komoérek makrofagow, w trzech badanych ste¢zeniach
(50, 20, 10 pM) byt matairezynol (aglikon), powodujacy spadek wydzielania czynnika
martwicy nowotworéw do wartosci odpowiednio: 50 uM: 10,8 + 2,3%; 20 uM: 29,1 + 11,4%;
10 uM: 49,1 + 5,2% (***p < 0,001), w porownaniu do kontroli stymulowanej LPS (100%
wydzielania). Rownie silnym inhibitorem okazat si¢ takze glukozyd matairezynolu, dla ktorego

wyznaczono §rednie wartosci procentowej produkcji TNF-a: 50 uM: 32,7 + 10,9% (***p <
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0,001); 20 uM: 59,7 + 7,7% (**p < 0,01); 10 uM: 42,8 + 15,6% (***p < 0,001). Wysoka
efektywnos$ciag dzialania hamujacego wydzielanie TNF-o wykazat si¢ takze pinorezynol
(zaréwno aglikon jak i glukozyd). Z kolei w przypadku inkubacji komoérek z roztworami
arktyiny, arktygeniny, glukozydu epipinorezynolu, filiryny, oliwilu, SDG czy sezaminolu
najsilniejsza inhibicje¢ produkcji TNF-a zaobserwowano dla najwyzszych badanych stezen tj.
50120 uM.

W przypadku wpltywu na sekrecj¢ IL-6 w badanym modelu komorkowym,
najsilniejszymi inhibitorami produkcji tej cytokiny, we wszystkich badanych stezeniach byta
arktyina, arktygenina, diarktygenina, filiryna, filigenina, glukozyd oliwilu oraz pinorezynol.
Wyraznym potencjatem hamujacym wydzielanie tej cytokiny odznaczat si¢ takze glukozyd
pinorezynolu ($rednie warto$ci sekrecji dla stezenia 50 uM: 20,5 £ 3,1%, 20 uM: 40,8 + 6,5%;
** p <0,01), sezaminol (§rednie wartosci sekrecji dla stgzenia 50 uM: 10,8 + 0,2%, 20 uM:
45,1 £ 6,5%, ***p < 0,001) oraz trachelogenina (Srednie warto$ci stopnia wydzielania dla
stezenia 50 uM: 21,5 £ 2,8%, 20 uM: 55,3 + 4,0%, ***p < 0,001).

Ciekawa obserwacja jest rowniez wptyw 6 sposrod 20 badanych zwigzkéw na procesy
uwalniania przeciwzapalnej IL-10 w komorkach makrofagow stymulowanych LPS (10 ng/ml).
Zwigzkiem stymulujagcym wydzielanie IL-10 we wszystkich trzech badanych stezeniach byta
trachelogenina. Srednia sekrecja IL-10 po zastosowaniu trachelogeniny wynosita: dla stezenia
50 uM: 422,0 £ 5,63%, dla stezenia 20 uM: 378,0 = 4,8%, dla stezenia 10 uM: 359,0 + 5,8%
(**p <0,01). Znaczaca stymulacja wydzielania IL-10 cechowata si¢ takze arktyina, arktygenina
i diarktygenina. Wzrost sekrecji IL-10 po 24-godzinnej inkubacji komorek
z roztworem arktyiny (50 uM) wynosit 495,0 = 6,1% (***p < 0,001), przy wartosci 460,0 £
7,1% (***p < 0,001) dla arktygeniny (50 uM), oraz 1011,0 + 24,7% (***p < 0,001) dla
diarktygeniny (50 uM). Zwigzkami stymulujacymi wydzielanie IL-10 byly takze matairezynol
oraz pinorezynol w najwyzszym badanym stezeniu (50 uM), dla ktérych wartosci produkeji IL-
10 wynosity odpowiednio 657,0 + 8,8% (***p < 0,001) oraz 694,0 + 4,9% (***p < 0,001),
w porownaniu do kontroli stymulowanej LPS (10 ng/ml).

Jednie 3 spos$rod badanej grupy zwiazkéw, nie wykazywaty znamiennego wptywu na
hamowanie uwalniania chemokiny MCP-1. Najwyzszy poziom inhibicji uwalniania tego
mediatora zaobserwowano po zastosowaniu glukozydu epipinorezynolu (29,5 + 0,9%, ***p <
0,001), sezaminolu (40,3 + 1,5%, ***p <0,001) oraz trachelogeniny (32,5 + 2,4, ***p < 0,001)
w najwyzszym badanym stezeniu (50 uM). Srednie wartosci wydzielania poszczegdlnych
cytokin dla wszystkich badanych lignanow zaprezentowano na ponizszych rycinach

prezentujacych analizy ujete w postaci wykresow stupkowych (rycina 39-42).
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Rycina 38: Wplyw badanych zwiazkéw z grupy lignanow (50, 20, 10 uM) oraz lipopolisacharydu i deksametaznu na aktywnos¢ metaboliczng komorek makrofagow,
okreslona z wykorzystaniem testu MTT. Wyniki przedstawiono jako warto$é srednig z zakresem min-max. Istotnos¢é statystyczna roznic pomiedzy grupami, wzgledem $redniej

wartosci okreslonej dla kontroli niestymulowanej (KNST) oszacowano z wykorzystaniem testu ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; ***p < 0,001. Deksametazon uzyto
w stezeniu 20 pM. KST — kontrola stymulowana LPS.
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Rycina 39: Sckrecja TNF-a, przez komorki stymulowanych makrofagéw, po 24-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami z grupy lignanéw (50, 20, 10 uM). Wyniki
przedstawiono jako procent wydzielania wzgledem kontroli stymulowanej LPS (KST, 100%, linia przerywana na wykresie), jako warto$¢ srednig + SEM. Deksametazon
uzyto w stgzeniu 20 pM. Do okres$lenia réznic migdzy grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; # < 0,001 —r6znica wzgledem kontroli niestymulowanej
(KNST); *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.
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Rycina 40: Sekrecja IL-6, przez komorki stymulowanych makrofagéw, po 24-godzinnej inkubacji z badanymi zwiazkami z grupy lignanow (50, 20, 10 pM). Wyniki
przedstawiono jako procent wydzielania wzgledem kontroli stymulowanej LPS (KST, 100%, linia przerywana na wykresie), jako warto$¢ srednig + SEM. Deksametazon

uzyto w stezeniu 20 uM. Do okreslenia réznic migdzy grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; # < 0,001 — roznica wzglgdem kontroli
niestymulowanej (KNST); *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001.
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Rycina 41: Sekrecja IL-10 przez komorki stymulowanych makrofagéw, po 24-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami z grupy lignanéw (50, 20, 10 uM). Wyniki
przedstawiono jako procent wydzielania wzgledem kontroli stymulowanej LPS (KST, 100%, linia przerywana na wykresie), jako warto$¢ srednig + SEM. Deksametazon
uzyto w stezeniu 20 uM. Do okre$lenia réznic migdzy grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; # < 0,01 — r6znica wzglgdem kontroli niestymulowanej
(KNST); **p <0,01; ***p <0,001.
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Rycina 42: Sekrecja MCP-1, przez komorki stymulowanych makrofagéw, po 24-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami z grupy lignanéw (50, 20, 10 uM). Wyniki
przedstawiono jako procent wydzielania wzglgdem kontroli stymulowanej LPS (KST, 100%, linia przerywana na wykresie) jako warto$¢ srednig + SEM. Deksametazon uzyto
w stezeniu 20 uM. Do okreslenia roznic mi¢dzy grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; # < 0,001 — réznica wzgledem kontroli niestymulowanej
(KNST); *p <0,05; **p < 0,01; ***p <0,001.
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W celu podsumowania aktywno$ci przeciwzapalnej, badanych zwigzkéw z grupy
lignandéw, na ponizszej rycinie (rycina 43) zaprezentowano mape ciepta uwzgledniajaca
aktywno$¢ 19 zwiazkow (aglikony i glikozydy) wobec modulacji wydzielania mediatorow
zapalnych (TNF-a, IL-6, IL-18, MCP-1), w dwoéch modelach komoérkowych,
wykorzystywanych w niniejszej pracy: monocytach/makrofagach PBMC oraz makrofagach
TDM. Ponizsza mapa ciepta uwzglednia wyniki otrzymane dla zwigzkéw badanych w stezeniu

20 uM, wzgledem kontroli stymulowanej LPS.

MODEL KOMORKOWY
LPS 100 ng/ml LPS 10 ng/ml
Monocyty/makrofagi PBMC Makrofagi TDM
™ Arktyina
Arktygenina
Diarktygenina

Glukozyd epipinorezynolu

100 Epipinorezynol
Filiryna

Filigenina

Glukozyd matairezynolu
Matairezynol

Glukozyd oliwilu

Oliwil

Glukozyd pinorezynolu

[IAM 02] Auepeq yozbimz

Pinorezynol

50
SDG

SECO

Produkcja wzgledem kontroli stymulowanej LPS [%]

Cyklolaricirezynol
Hydroksymatairezynol
Sezaminol

Trachelogenina

TNF-a IL-6 IL-1B TNF-a IL-6 MCP-1

Czynnik badany

Rycina 43: Mapa ciepta prezentujaca podsumowanie aktywnos$ci przeciwzapalnej badanych zwigzkéw z grupy
lignanow, uwzgledniajaca dwa zastosowane modele komorkowe: monocyty/makrofagi PBMC oraz makrofagi
linii THP-1.
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4.8. Ocena wplywu zwigzkéow z grupy lignanow na regulacje Sciezek
sygnalowych MAPK

Wewnatrzkomorkowe kaskazy sygnalizacyjne, w ktorych uczestniczg kinazy biatkowe
aktywowane mitogenami (MAPK), reguluja aktywno$¢ rdéznorodnych biatek, enzymoéw
1 czynnikow transkrypcyjnych poprzez sygnaty pochodzace z mikrosrodowiska komérkowego
lub pod wplywem bodzcow ze $rodowiska zewnetrznego (czynniki wzrostu, mitogeny,
integryny, czynniki prozapalne i inne). Najbardziej znane spos$rdéd poznanego zestawu kinaz
MAPK s3 kinazy ERK regulowane sygnatem zewnatrzkomorkowym (ang. extracellular signal-
regulated kinases 1/2/5, ERK1/2/5), kinazy domeny N-koncowej biatka c-Jun (ang. c-Jun N-
terminal kinases, JNK 1-3) oraz kinazy izoformy biatka p38 (a, B, v 1 9). Kinazy MAP
uczestnicza w szlakach sygnalizacyjnych, opisanych w postaci tréjpoziomowej kaskady kinaz,
tj. enzymow kolejno aktywowanych w wyniku fosforylacji. Poczatkowo kinaza kinazy
aktywujacej MAPK (MAPKKK/MAP3K/MKKK) powoduje aktywacj¢ kinazy aktywujacej
MAPK (MAPKK/MAP2K/MKK), a ta fosforyluje efektorowe kinazy MAP (MAPK), co

zostato zobrazowane na ponizszej rycinie (rycina 44) [156,196].

Czynniki prozapalne, mitogeny, czynniki stresowe, Czynniki
aktywacja receptorow TLR prozapalne
v
MAPKKKSs/
RAF ASK1, TAK1, MEKK 1-4, MLK 1-3 MAP3K
l / \ Fosforylacja
j \ v

MAPKKSs/

MEK l/2| | MKK4 | | MKK?7 | | MKK3 | | MKK6 |
| MAP2K

oo b

( ERK 1/2] [ JNK 1/2/3 ) [ P38 MAPK J

c-Fos, c-Myc, AP-1, ATF2, MK2/3, ATF2,
ELK-1, TCF ELK-1 ELK-1, NF-KB

| b

Fosforylacja

v

l Fosforylacja

[Czynniki transkrypcyjne]

l

Procesy réznicowania Stan zapalny
Proliferacja komoérek Procesy réznicowania Biatka
Proliferacja komoérek efektorowe
Apoptoza

Rycina 44: Kaskada przekazywania sygnatu z udzialem kinaz MAP. Sygnalizacja zostala przedstawiona
w postaci trojpoziomowej kaskady sygnalizacji: bodziec— MKKK/MAP3K— MKK/MAP2K— MAPK—
odpowiedz na poziomie komorkowym. Opracowano na podstawie [185].
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W toku prowadzonych badan szczegdlng uwage poswigecono zwigzkom z grupy
liganow jako potencjalnym strukturom odgrywajacym istotng rolg w terapii stanéw zapalnych,
o niskim stopniu nasilenia. Uwzgledniajac wyniki powyzej przedstawionych analiz, a takze
majac na wzgledzie powszechno$¢ wystepowania poszczegdlnych zwigzkoéw z grupy lignanow
(zar6wno w produktach spozywczych jak réwniez surowcach pochodzenia roslinnego) do
dalszych, szczegolowych analiz wytypowano nast¢pujace pary zwigzkoéw o istotnym potencjale
przeciwzapalnym: filiryne i filigening, arktyine, arktygenine i diarktygenine, pinorezynol
1 matairezynol.

Dla poszczeg6lnych zwigzkow przeprowadzono analiz¢ wplywu lignanéw na procesy
fosforylacji szlakéw sygnatowych kinaz MAP m.in. p38, ERK 1/2, INK 1/2, a takze kinazy
IKK o/f regulujacej procesy translokacji podjednostek NF-kB do jadra komorkowego.
Okreslenie stopnia fosforylacji poszczegoélnych biatek wykonano metoda western blot, co
pozwolilo na przeprowadzenie analizy densytometrycznej dla poszczegdlnych S$ciezek
sygnatowych, przedstawionej w postaci wykreséw stupkowych na ponizszej rycinie (rycina
45). Otrzymane wyniki przeliczono zgodnie z zawarto$cig biatka referencyjnego, B-aktyny.
Analiza porownawcza stopnia fosforylacji bialek zostala odniesiona do kontroli z LPS (10
ng/ml).

Wszystkie z analizowanych lignanéw (20 uM) wykazywaly znamienny wpltyw
hamujacy na procesy fosforylacji $ciezki sygnatowej JNK 1/2. Najaktywniejszym zwigzkiem
w badanej grupie, wobec modulacji szlaku JNK byl matairezynol (***p < 0,001). Wysoka
aktywnos$cig hamujaca procesy fosforylacji szlakow MAPK, jak réwniez wobec kinazy IKK
wykazywata si¢ takze arktyina, ktora jako jedyna sposrod badanych zwigzkéw okazata si¢
aktywna wobec hamowania fosforylacji bialek na poziomie wszystkich czterech analizowanych
sciezek sygnatowych.

Parg inhibitorow fosforylacji biatek $ciezki sygnalowej ERK 1/2 byla takze filiryna,
wraz z odpowiednim aglikonem, filigening (odpowiednio: ***p < 0,001 i **p < 0,01). Nieco
mniejsza, ale weiaz znamienng aktywnos$cig wobec ekspresji biatek $ciezki ERK 1/2 wykazat
si¢ takze pinorezynol (*p < 0,05).

W  przeciwienstwie do pozostatych badanych zwigzkéw filiryna 1 filigenina
stymulowaty fosforylacje biatek Sciezki sygnalowej MAPK p38 (p > 0,05), co w $wietle
ostatnich badan moze jednak wskazywaé, na rodzaj mechanizmu kompensacyjnego,
wspotuczestniczacego w aktywno$ci przeciwzapalnej, co zostanie doktadnie omoéwione

w rozdziale obejmujacym dyskusje otrzymanych wynikow.
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Rycina 45: Wptyw lignanéw na aktywacj¢ $ciezek sygnatowych MAPK oraz kinazy IKK o/f3. Analiza obecno$ci formy ufosforylowanej i calkowitej biatka p38, ERK 1/2,
INK 1/2 oraz IKK o/, w modelu stymulowanych makrofagow (LPS, 10 ng/ml), poddanych dziataniu zwiazkéw z grupy lignanéw (20 uM). Intensywnos¢ sygnatu przeliczono

wzgledem kontroli ilosci natozonego materiatu (B-aktyny). Do okres$lenia r6znic mi¢dzy grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; # < 0,001 — réznica
wzgledem kontroli niestymulowanej (KNST); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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4.9. Ocena wplywu arktyiny i arktygeniny na modulacj¢ przekazywania sygnalu
za posrednictwem receptorow TLR

Istotna rola receptorow TLR jako pierwotnych punktéw uchwytu dla bakteryjnego LPS
stanowi punkt wyjscia do analizy szczegdélowych mechanizméw dziatania przeciwzapalnego
poszczegolnych zwigzkéw na poziomie komorkowych Sciezek sygnalowych. W oparciu
o analize wplywu badanego panelu lignanéw na modulacj¢ sekrecji mediatoréw zapalnych
w przyjetych modelach komoérkowych, a takze dostgpne dane literaturowe, wskazujace na
niedostateczng ilos¢ dowodow potwierdzajacych molekularne mechanizmy ich aktywnos$ci
[197,198], do dalszych, szczegdtowych analiz wytypowano par¢ glukozyd — aglikon: arktyine
i arktygenine.

Jak wykazano w poprzednich doniesieniach, roztwor bakteryjnego LPS, stymuluje
komorki makrofagdbw do wzrostu ekspresji gendow zaangazowanych w sygnalizacje TLR
(TLR4) oraz zwigzanych z tym dalszych szlakow sygnalowych (MAPK, IKK-NF-kB, IRF)
oraz aktywacji czynnikow transkrypcyjnych NF-xB i AP-1, inicjujac produkcj¢ kluczowych
mediatoréw zapalnych tj. COX-2, TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8 [161,199]. W celu potwierdzenia
wpltywu zwigzkéw na regulacje ekspresji genow nalezacych do poszczegodlnych $ciezek
sygnalizacji komorkowych, a takze wyznaczenia potencjalnego kierunku dalszych badan
wykonano analize¢ ekspresji panelu 84 gendéw zwigzanych z przekaznictwem sygnatu za
posrednictwem receptorow TLR. Oceng stopnia ekspresji genéw wykonano z wykorzystaniem
metody real-time PCR i mikromacierzy Array po inkubacji makrofagéw z roztworami arktyiny
oraz arktygeniny, w modelu komorek stymulowanych roztworem LPS (10 ng/ml). Bazujac na
wczesniejszych doniesieniach [200] czas inkubacji z badanymi zwigzkami poprzedzajacy oceng
ich wplywu na stopien ekspresji poszczego6lnych genow w badanym panelu byt zdecydowanie
krétszy (6 godzin), w poréwnaniu do 24- godzinnego czasu inkubacji poprzedzajacego ocene
wptywu na stopien produkcji mediatoréw zapalnych, oceniany np. metoda testu
immunoenzymatycznego ELISA [201], [202], [203].

Omowienie otrzymanych wynikdw zostanie przeprowadzone w poszczegdlnych
rozdziatach w oparciu o podzial genéw wzgledem uczestnictwa w S$ciezkach
sygnalizacyjnych/procesach komodrkowych. Wptyw badanych lignanéw zostat zbadany
dwukierunkowo, zar6wno pod katem ekspresji genéw, metoda real-time PCR, jak réwniez

produkcji biatek wybranych szlakéw sygnalizacji MAPK i NF-kB metodg western blot.
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W celu zbadania wptywu arktyiny oraz arktygeniny na sygnalizacj¢ TLR komorki
makrofagéw poddano ekspozycji na roztwér bakteryjnego LPS (1 godzina), co poprzedzito
dodatek badanych lignanow. Po 6-godzinnej inkubacji z roztworami zwigzkéw komorki
przygotowano do oznaczenia real time PCR, jak opisano w rozdzialach 3.6.10 - 3.6.12.

W toku analizy real-time PCR wykazano, ze sposrod 84 badanych genéw, 50 z nich
wykazywato wzrost ekspresji po stymulacji komorek roztworem bakteryjnego LPS,
w poréownaniu do grupy komodrek niestymulowanych (KNST). Z kolei grupa 33 genéw
wykazywata spadek ekspresji, po zastosowaniu czynnika stymulujacego, a ekspresja 1 genu nie
ulegla zmianie. 6-godzinna inkubacja komoérek stymulowanych LPS, poddanych dziataniu
zwigzkow z grupy lignanéw prowadzita do spadku ekspresji 52 gendéw po zastosowaniu
arktyiny oraz 69 genoéw po zastosowaniu arktygeniny. W grupie komodrek inkubowanych
z arktygening, ekspresja zaledwie 18% badanych genéw wzrosta. Por6wnanie zmian ekspresji
genow dla kazdej z grup komorek, w ujeciu ilo§ciowym, w odniesieniu do grupy komorek
stymulowanych LPS (KST) przedstawiono na ponizszych wykresach stupkowych (rycina 46).

Roéznice w ekspresji genow LEGENDA:

‘Wzrost ekspresji
Spadek ekspresji

15

ARKTYGENINA vs. KST

ARKTINA vs. KST

]
KNST vs. KST *

=
[
(=]
S
<
(=)
(=]
[~
(]

Ilo$¢ genéow

Rycina 46: Liczbowe zréznicowanie ilosci genow ulegajacych zmianie ekspresji pod wplywem dzialania arktyiny
i arktygeniny, w modelu komoérek makrofagéw stymulowanych roztworem bakteryjnego LPS (10 ng/ml). Ilosci
przedstawione jako réznica w iloéci genow, ktorych ekspresja ulegta zmianie wobec grupy kontrolnej (kontrola
stymulowana, KST).
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W toku analizy wykazano, ze spo$rod 52 genow, ktorych ekspresja ulegata zmniejszeniu
pod wptywem dzialania arktyiny, oraz 69 genéw, ktorych ekspresja spadta pod wptywem
dziatania arktygeniny az 48 genow byto wspdlnych dla obu badanych zwigzkow. Do genow,
ktérych ekspresja ulegla obnizeniu pod wplywem dziatania obu badanych zwigzkoéw nalezaty
m.in. geny dla kluczowych mediatorow stanu zapalnego tj. IL-6, IL-12A, IL-2, TNF-a. Oba
badane lignany regulowaty ekspresje kluczowych gendéw uczestniczacych w sygnalizacji TLR,
na szlaku MyD88- zaleznym (CD14, TIRAP, TRAF6) oraz Myd88-niezaleznym (TABI, TBK1,
IRF3).

Do genéw regulowanych jedynie przez arktying, ktorych ekspresja nie ulegta obnizeniu
w przyjetym modelu badawczym pod wplywem dziatania arktygeniny nalezaly m.in: CLEC4E,
IFNAL, IL-14, TICAM1. Z kolei zastosowanie arktygeniny zainicjowato hamowanie ekspresji
21 gendw, ktérych aktywnos¢ nie ulegta zmianie (lub wzrosta) po zastosowaniu arktyiny. Na
ponizszym wykresie Venna (rycina 47) zaprezentowano listy gendéw, ktorych ekspresja ulegta
obnizeniu pod wptywem dziatania kazdego z badanych zwigzkow. Koto lewe — geny ulegajace
regulacji tylko pod wptywem dziatania arktyiny; koto prawe — geny ulegajace regulacji tylko
pod wpltywem dziatania arktygeniny; $rodkowa cze$¢ wspolna — geny ulegajace regulacji

zarowno pod wptywem dzialania arktyiny, jak réwniez arktygeniny.

Arktyina Arktygenina
Geny
hamowanie tylko
przez
arktygening:
CD80, HMBG1,
Geny IRAK1, IRAK4,
hamowanie JUN, LY96,
tylko przez 4 48 21 m::i:ﬁ,
arktyineg: ; >
5,5% 45,8% 28,8% MAP3KI,
CLEC4E, MAP3K7,
IFNAL, IL- MAP4K4,
1A, TICAM1 MAPKS,
MAPKSIP3, NF-
kB2, NFRkB,
NR2C2,
PRKRA,
SIGIRR, TBK1,
TLR2, TOLLIP

Geny hamowanie przez oba badane zwigki: BTK, CASP8, CCL2, CD14, CD180, CD86, CHUK, CLEC4E,
CSF2, CSF3, CXCL10, ECSIT, EIF2AK2, ELK1, FADD, FOS, HRAS, HSPA1A, HSPD1, IFNBI1, IFNG,
IKBkB, IL-10, IL-12A, IL-2, IL-6, IRF1, IRF3, LTA, LY86, MYD88, NF-kB1, PPARA, RELA, SARM1,

TAB1, TICAM2, TIRAP, TLR1, TLR10, TLR3, TLR4, TLRS, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TNF-a,
TNFRSF1A, TRAF6, UBE2N

Rycina 47: Diagram Venna prezentujacy roznice w ilosci genow, ktorych ekspresja ulegla obnizeniu pod
wplywem dzialania arktyiny i arktygeniny, w odniesieniu do kontroli stymulowanej LPS. Wartosci wyrazone w
ujeciu procentowym, w oparciu o znormalizowane poziomy ekspresji. Koto I prezentuje ilo$¢ genéw, ktorych
ekspresja ulega obnizeniu pod wptywem dziatania arktyiny, ale nie arktygeniny. Koto II prezentuje ilo$¢ genow,
ktorych ekspresja ulega obnizeniu pod wptywem dziatania arktygeniny, ale nie arktyiny. Przestrzen srodkowa —
geny, ktorych ekspresja ulegta obnizeniu pod wplywem obu badanych zwiazkow.
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Ekspozycja komorek na kontrole rozpuszczalnika (DMSO) i PBS nie wykazywata
zmienionych pozioméw ocenianej ekspresji dla kluczowych mediatorow zapalnych, co
wskazuje, ze zwigzki te nie maja bezposrednich wtasciwosci wzmacniajacych stan zapalny.
W celu omoéwienia wynikow dla obserwowanej ekspresji geny pogrupowano w oparciu o ich
funkcje biologiczng, natomiast uzyskane srednie dla poszczegodlnych genow przedstawiono
w postaci stopnia krotnos$ci regulacji, w pordwnaniu z grupg kontroli stymulowanej LPS.

Wstepem do omowienia wplywu zwigzkéw na poszczegoélne szlaki sygnatowe oraz
gen6w kodujacych grupe wybranych biatek efektorowych bedzie mapa ciepta prezentujaca
(W ujeciu graficznym) zréznicowany stopien ekspresji panelu 84 gendéw, uczestniczacych
w sygnalizacji inicjowanej za posrednictwem TLR, pogrupowanych w zalezno$ci od ich
udzialu w okreslonych szlakach komoérkowych (rycina 48). W poréwnaniu do $redniej
ekspresji  wszystkich badanych gendéw wartosci kontrolne (KST - kontrola z LPS)
charakteryzowaty si¢ wysokimi warto$ciami ekspresji przewazajacej wigkszosci genow (kolor
fioletowo-ceglasty). Zastosowanie arktyiny, jak rowniez arktygeniny wykazywalo wyrazny
wptyw hamujacy ekspresje wigkszosci z nich (kolor bezowy). Wptyw badanych lignanéw na
procesy ekspresji gendw z poszczegodlnych grup zostanie omowiony w dalszych akapitach

niniejszej pracy.
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Rycina 48: Mapa ciepta przedstawiajaca porownawczy wplyw arktyiny i arktygeniny na $rednie warto$ci
ekspresji panelu 84 gendéw, uczestniczacych w przekaznictwie sygnalu za posrednictwem receptoréw TLR.
Stopien ekspresji oceniono metoda real-time PCR z uzyciem zestawu RT2 Profiler PCR Array TLR. Geny
pogrupowano wzgledem udzialu w poszczegdlnych procesach biologicznych. Kolor fioletowy symbolizuje
wzrost ekspresji genow natomiast kolor bezowy odpowiada zmniejszeniu ekspresji. KST- kontrola stymulowana
LPS.
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4.10. Ocena wplywu arktyiny i arktygeniny na ekspresje genow bialek
efektorowych i receptorow uczestniczacych w funkcjach i sygnalizacji
makrofagow

Szczegolowe omowienie wynikow dotyczace oceny wptywu kazdego z badanych
zwigzkow na procesy ekspresji gendw zwigzanych z sygnalizacja TLR, zostanie podzielone
wedlug gltownych $ciezek sygnalizacji komorkowe] uczestniczacych w rozwoju stanu
zapalnego.

Rozpoznanie lipopolisacharydu przez komorki efektorowe uktadu odpornosciowego
jest procesem wieloetapowym, wymagajacym wspotdziatania szeregu biatek m.in. biatka LBP
(ang. LPS-binding protein) 1 CD14 (ang. cluster of differentiation 14). Zewnatrzkomorkowe
biatkka, LBP i CDI4, reguluja aktywacje TLR4 wplywajac na ilos¢ dostepnego
lipopolisacharydu, ktory moze zosta¢ zwigzany przez kompleks TLR4/MD-2. Przekazanie LPS
z CD14 na kompleks TLR4/MD-2 stanowi ostatni etap rozpoznania czasteczki bakteryjne;j,
rozpoczynajacy proces transdukcji sygnatu. Niekiedy przy wysokich st¢zeniach LPS (10-1000
ng/ml) produkcja obu biatek moze ulec zwigkszeniu z uwagi na ich udzial w procesach
zmierzajacych do neutralizacji LPS, uczestniczac w przekazywaniu LPS na czastki HDL, co
pozwala na usuwanie go ze $rodowiska przez receptory zmiatajace. Jak zaprezentowano na
ponizszym wykresie zarowno arktyina jak i arktygenina hamowaty ekspresj¢ genu dla czastki
kostymulujacej CD14, przy jednoczesnym hamujacym wplywie arktygeniny na procesy
ekspresji genu dla czastki MD-2, co moze stanowi¢ o istocie dzialania badanych lignanow juz
w poczatkowych stadiach rozpoznawania bakteryjnego LPS.

Biatka btonowe regulujace aktywacje komorek przez LPS to z reguly receptory, ktore
wchodzac w interakcj¢ z TLR4 ograniczaja mozliwo$¢ uformowania funkcjonalnego
kompleksu sygnatowego i1 asocjacyjnych reakcji z czasteczkami lipopolisacharydu. Ciekawym
przyktadem jest tu biatko RP105 (ang. radioprotective protein 105 kDa, znane jako CD180),
zalezne od koreceptora MD-1 (kodowanego przez gen LY86), o podobnej strukturze domen
zewnatrzkomorkowych do TLR4, nieposiadajace jednak cytoplazmatycznej domeny
sygnalowej. Zarowno arktyina jak i arktygenina w prezentowanym modelu hamowaty ekspresje
genu CD180, kodujacego biatko CD180. Innym przykladem moze by¢ biatko SIGIRR (ang.
single Ig IL-1-related receptor), opdzniajace tworzenie myddosomu. Ekspresja genu SIGIRR
byta hamowana przez arktygening (ale nie przez arktying) (rycina 49).

Dziatanie immunostymulujace wigkszosci adiuwantow pochodzenia

mikrobiologicznego, w tym LPS, obejmuje takze wzrost ekspresji antygenow zgodnoS$ci
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tkankowej MHC oraz molekut CD80, CD86, co przyczynia si¢ do efektywniejszej prezentacji
antygenow limfocytom T. Zaréwno arktyina, jak rowniez arktygenina w badanym modelu
hamowaty ekspresj¢ genu kodujacego biatko czastki CD86, co moze $wiadczy¢ o ich
potencjalnym wptywie modulujacym procesy indukcji swoistej odpowiedzi immunologiczne;.

Kolejnym biatkiem odgrywajacym posrednia rolg w procesach rozwoju stanu zapalnego
w komorkach eukariotycznych jest kinaza biatkowa R (PKR), kodowana przez gen EIF2AK?.
PKR pehi funkcje prozapalne, posredniczac w aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB,
poprzez fosforylacje jego podjednostki hamujacej IkB, a takze uczestniczac w aktywacji kinaz
MAP oraz uwalnianiu IL-1f, IL-18 i HMGBI1 za posrednictwem inflamasomu NLRP3 [204].
Inkubacja komoérek makrofagéw z roztworem arktyiny inicjowata ponad 3-krotny spadek
ekspresji genu EIF2K2, w porownaniu do kontroli stymulowanej LPS. Rownie aktywna

okazata si¢ takze arktyina, ograniczajaca ponad 2-krotnie ekspresje powyzszego genu.

Bialka efektorowe, receptory LEGENDA:
Arktyina

I Wrzrost ekspresji

CD80H I Spadek ekspresji

RIPK2+ Arktygenina

I Wzrost ekspresji
Spadek ekspresji

PTGS2+
TRAK4+
SIGIRR A
LY96+
PRKRA-
HMGBI

HRASH

Nazwa genu

LY86+
CD180+
HSPAIA+
LTA+
CD14+
CD86+

EIF2AK2+

05 T -

4
3=
-

|
< no n o NS
>

Ekspresja genu (krotnos$¢ zmian)

Rycina 49: Analiza zmian ekspresji 16 gendw uczestniczacych w kodowaniu biatek efektorowych i receptorow
komorek makrofagow uczestniczacych w regulacji sygnalizacji za posrednictwem receptorow TLR, pod
wplywem dzialania arktyiny i arktygeniny (20 uM). Zmiany ekspresji wyrazone jako krotno$¢ zmian ekspresji
w stosunku do kontroli stymulowanej LPS (10 ng/ml).
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4.11. Ocena wplywu arktyiny i arktygeniny na regulacj¢ Sciezki sygnalowej
NF-kB

Czynnik jadrowy kappa B (NF-xB) jest gtéwnym czynnikiem transkrypcyjnym,
odgrywajacym kluczowa rol¢ w regulacji odpowiedzi immunologicznej zaleznej od
makrofagdéw, obejmujacej indukcje lub represje szerokiej gamy genodw, regulujacych przebieg

stanu  zapalnego, proliferacji, migracji
TLR4

1 przezycia komorek.
Rodzina biatek NF-kB sktada si¢ z 7 ‘ @

strukturalnie powigzanych cztonkéw, w tym

Aktywacja IKKB Aktywac;a IKKa
/x‘
NF-kB1 (p105/p50), NF-xB2 (p100/p52), - -8 . pwo
RelA (p65), RelB i c-Rel, kodowanych przez 5 & 37 i . P®
@QQ .ReIB p52
genow NFKBI1, NFKB2, RELA, RELB, REL. pso R ivio
Geny NF-kB1 i NF-kB2 s3 odpowiedzialne za pe \ ‘
transkrypcje biatek (odpowiednio) p105ip100,
ktére z kolei sa rozszczepiane przez  Jadro C)(essret) D)
QUGOWe A7 N7 N7, \Y/,NV/,\"7 N
proteasomy p rowadzqc dO p OWStawania Klasyczna Sciezka Alternatywna sciezka
aktywacji NF-kB aktywacji NF-kB

funkcjonalnych czasteczek p50 i p52. Dimery

. ) . . Rycina 50: Aktywacja $ciezki NF-xB na drodze
podjednostek NF-kB w stanie fizjologicznym klasycznej i alternatywnej. Opracowanie wtasne na
. . , . . podstawie: [205].
wystepuja w cytoplazmie komodrki w postaci
nieaktywnej, zwigzane z inhibitorem IkBa, ktéry uniemozliwia ich translokacj¢ do jadra
komoérkowego. Pod wptywem dziatania okreslonych czynnikéw stymulujacych aktywowany
jest kompleks kinazy wielopodjednostkowej IkB (IKK), ktory inicjuje fosforylacje IxBa,
prowadzac do jego ubikwitynacji i uwolnienia podjednostek NF-xB oraz translokacj¢ jadrowa
cztonkéw NF-kB, glownie dimerow p50/RelA 1 p52/RelB. W zaleznosci od rodzaju bodzca
stymulujacego aktywacja biatek NF-kB moze odbywac si¢ na drodze klasycznej, alternatywnej
oraz w ramach $ciezki atypowej, w ktorych udziat biora odpowiednio: podjednostka IKKf,
IKKa, IKKy wchodzace w sktad kompleksu IKK [205]. Schematyczny uktad klasycznej
1 alternatywnej aktywacji NF-xB zaprezentowano na powyzszym schemacie (rycina 50).

Analiza ekspresji panelu 20 genéw zaangazowanych w sygnalizacje¢ szlaku NF-«xB,

zaprezentowana na ponizszej rycinie (rycina 51 A), wskazuje na hamujacy potencjal dziatania

zarowno arktyiny jak roéwniez arktygeniny na ekspresje gendow poszczegélnych etapow

sygnalizacji NF-kB.
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Ponadto wykazano, ze oba badane lignany inicjuja wzrost ekspresji genéw kodujacych
biatko inhibitorowe IkBa (NFKBIA), przy czym stymulujaca aktywno$¢ arktygeniny byta 3-
krotnie wyzsza w poréwnaniu z dziataniem arktyiny. Co wigcej, zarowno arktyina jak rowniez
jej forma aglikonowa hamowaly ekspresj¢ genow dla podjednostek katalitycznych IKKa
(CHUK) oraz IKKB (IKBKB). Wptyw arktygeniny na modulacj¢ ekspresji genow dla IKKa byt
az 6-krotnie wyzszy w porownaniu do dziatania arktyiny oraz 4-krotnie wyzszy w konteks$cie
wplywu na ekspresje genow IKKf, w tym samym uktadzie badawczym.

W odniesieniu do pomiaru obecno$ci biatek (formy ufosforylowanej/catkowitej)
w badanych lizatach biatkowych, zastosowanie zarowno arktyiny jak rowniez arktygeniny
w dwoch najwyzszych badanych stezeniach (50, 20 pM) inicjowato znaczny spadek ilosci
frakcji ufosforylowanych biatek IKK o/f, w stosunku do formy catkowitej, przy braku
aktywno$ci zwiazkow w stezeniu 10 pM (rycina 51 B). Wartosci stosunku formy
ufosforylowanej IKK o/f do frakcji catkowitej wynosily dla arktyiny: 0,67 + 0,1 (50 uM), 0,62
+ 0,2 (20 uM), oraz dla arktygeniny 0,74 + 0,2 (50 uM), 0,63 £ 0,1 (20 uM), w odniesieniu do
kontroli stymulowanej LPS, dla ktérej stosunek zawarto$ci form ufosforylowanej IKK do
catkowitej IKK wynosit 1.

Jak wykazano w szczeg6lowych analizach dotyczacych aktywno$ci szlaku NF-«xB,
obecno$¢ biatlek NF-kB1 i B2 w formach prekursorowych tj. p100 i p105, zawierajacych
w rejonie C-koncowym motyw powtorzen ankirynowych (ANK), moze petni¢ funkcje
inhibitorowe procesow dimeryzacji i aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB. Moze to
stanowi¢ podstawe do czgSciowego wyjasnienia zaobserwowanego wzrostu ekspresji genu
NFKBI (kodujacego biatka p105/p50) po zastosowaniu arktyiny i arktygeniny, w poréwnaniu
do kontroli LPS. W przypadku wptywu badanych zwiazkéw na ekspresj¢ genu NFKB2
(kodujacego biatka p100/p52), arktygenina inicjowala nieznaczny spadek ekspresji genu, przy
niewielkim wzro$cie ekspresji po zastosowaniu arktyiny, w stosunku do kontroli LPS. Oba
badane lignany nieznacznie hamowaty ekspresje genu RELA, kodujacego ekspresje
podjednostki NF-kB p65, przy tylko nieznacznej przewadze wptywu aglikonu do glikozydu.
Czgsciowym potwierdzeniem tej obserwacji moze by¢ spadek stopnia fosforylacji biatka NF-
kB p65 we frakcji cytozolowej, w badanych lizatach komérkowych, po zastosowaniu kazdego
z badanych lignanoéw (50-20 uM) (rycina 52 A). Hamowanie ekspresji biatka NF-kB p65
obserwowano takze w toku analizy cytometrycznej. Warto$ci ekspresji osiagnigte dla arktyiny
(20 uM) wynosity 77,8 £ 2,5%, przy nieco silniejszym obserwowanym wplywie arktygeniny
(20 uM): 60,8 + 2,9% (**p < 0,01), co zostalo zaprezentowane na ponizszym wykresie

stupkowym oraz wtasciwym dla dziatania arktygeniny cytogramie (rycina 52 B).
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Rycina 51: A. Analiza zmian ekspresji genéw nalezacych do $ciezek sygnatowych NF-kB pod wptywem dziatania arktyiny i arktygeniny (20 uM). Zmiany ekspresji wyrazone
jako krotno$¢ regulacji ekspresji w stosunku do grupy kontrolnej (kontroli stymulowanej LPS (10 ng/ml)). W celu tatwiejszej analizy wykresow, w nawiasach podano nazwy
bialek kodowanych przez poszczegolne geny. B. Analiza obecnosci formy ufosforylowanej i catkowitej biatka IKK o/ w modelu makrofagdéw uprzednio inkubowanych z
arktying i arktygening (10, 20, 50 uM), stymulowanych LPS (10 ng/ml). Intensywnos¢ sygnatu przeliczono wzglgdem kontroli ilosci nalozonego materiatu (B-aktyny). Do
okreslenia roznic migdzy grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; # < 0,001 — réznica wzgledem kontroli niestymulowanej (KNST).
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Rycina 52: A. Analiza obecno$ci formy ufosforylowanej i catkowitej biatka NF-kB/p65 w modelu makrofagow
inkubowanych z arktying i arktygening (10, 20, 50 uM), stymulowanych LPS (10 ng/ml). Intensywno$¢ sygnatu
przeliczono wzgledem kontroli ilo$ci natozonego materiatu (B-aktyny). Do okreslenia rdznic migdzy grupami,
zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta. B. Analiza stopnia ekspresji NF-kB/p65 prowadzona
metoda cytometrii przeptywowej. # < 0,001 — r6znica wzgledem kontroli niestymulowanej (KNST); **p < 0,01.
Kolory pikéw na histogramie odpowiadaja zwigzkowi badanemu - arktygeninie oraz warto$ciom kontrolnym,
zgodnie z kolorystyka zaprezentowang na wykresie stupkowym oraz legendzie. Marker M1 wyznacza poziom
ekspresji NF-kB/p65 wzgledem kontroli stymulowanej LPS.
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4.12. Ocena wplywu arktyiny i arktygeniny na regulacje¢ sciezek sygnalowych p38
oraz JNK 1/2 MAPK

Wspdlna aktywacja kinaz JNK i p38 ma na celu wzmocnienie komérkowej odpowiedzi
na bodzce stresowe oraz regulacj¢ procesow komorkowych zwigzanych z procesami
zapalnymi, apoptoza i roznicowaniem komorek. Inkubacja komoérek makrofagow z arktying
inicjowata znamienny statystycznie spadek fosforylacji biatka p38, w poréwnaniu do kontroli
stymulowanej LPS, dla zwigzku badanego w stezeniu 50 i 20 uM (odpowiednio **p < 0,01
1 *p <0,05) (rycina 53). Zastosowanie arktyiny, jak rowniez arktygeniny w trzech badanych
stezeniach inicjowato istotny spadek fosforylacji biatka INK 1/2 (***p < 0,01), przy czym
aktywno$¢ arktygeniny w stezeniu 50 uM spowodowata az 5-krotny spadek forsorylacji biatka
izoformy JNK2 w poréwnaniu do kontroli stymulowanej LPS (rycina 54 B). Poczynione
obserwacje znalazly takze potwierdzenie w wyraznym hamowaniu ekspresji genow dla
kluczowych czynnikéw transkrypcji, uczestniczacych w sygnalizacji p38 1 INK: ELK] oraz
FOS, a takze posrednich kinaz prowadzacych do aktywacji efektorowych kinaz MAPK np.
MAP2K3, MAP2K4 (pod wptywem arktyiny) (rycina 54 A).
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Rycina 53: Analiza obecnosci formy ufosforylowanej i catkowitej biatek p-p38/p38 w modelu makrofagoéw
inkubowanych z arktying i arktygening (10, 20, 50 uM), stymulowanych LPS (10 ng/ml). Intensywnos¢ sygnatu
przeliczono wzgledem kontroli ilosci natozonego materiatu (B3-aktyny). Do okreslenia réznic migdzy grupami,
zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; # < 0,001 — ré6znica wzgledem kontroli niestymulowanej
(KNST), *p < 0,05, **p <0,01.
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Rycina 54: A. Analiza zmian ekspresji 8 genow kodujacych biatka nalezace do Sciezek sygnatlowych JNK/p38 MAPK, pod wptywem dzialania arktyiny i arktygeniny (20
uM) w komorkach makrofagéw. Zmiany ekspresji wyrazone jako krotno$¢ regulacji ekspresji w stosunku do grupy kontrolnej (kontroli stymulowanej LPS (10 ng/ml)). W
celu tatwiejszej analizy wykresy w nawiasach podano nazwy biatek kodowanych przez poszczegdlne geny. B. Analiza obecnosci formy ufosforylowanej i catkowitej biatek
JNK1/2 w modelu makrofagéw inkubowanych z arktying i arktygening (10, 20, 50 pM), stymulowanych LPS (10 ng/ml). Intensywno$¢ sygnatu przeliczono wzglgdem
kontroli ilo$ci natozonego materiatu (B-aktyny). Do okreslenia réznic mi¢dzy grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; # < 0,001 — r6znica wzglgdem
kontroli niestymulowanej (KNST); ***p < 0,001.
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4.13. Ocena wplywu arktyiny i arktygeniny na regulacj¢ Sciezki sygnalowej
ERK 1/2 MAPK

Kaskada transdukcji sygnatu na posrednictwem szlaku Ras-Raf-MEK 1/2-ERK 1/2 jest
jedna z wiodacych $ciezek sygnatowych, odpowiedzialng za przekazywanie informacji
z receptoréw powierzchniowych do jadra komoérkowego. Inkubacja makrofagéw zaréwno
z arktying jak rowniez arktygening wykazata znamienny spadek ilosci fosforylowanej formy
biatka ERK 1/2 w sposob zalezny od stezenia, przy czym wyniki otrzymane dla dwoch
najwyzszych sposrdd badanych stezen (20, 50 uM) byly istotne statystycznie (*p < 0,05).
Wartosci stosunku wspotczynnika zmian frakeji ufosforylowanej ERK 1/2 do frakcji catkowitej
wynosily dla arktyiny: 0,53 £ 0,1 (50 uM), 0,61 + 0,1 (20 uM), oraz dla arktygeniny 0,49 + 0,1
(50 uM), 0,63 £+ 0,1 (20 uM), w odniesieniu do kontroli stymulowanej LPS, Analiz¢ stopnia

fosforylacji biatka $ciezki ERK 1/2 zaprezentowano na ponizszej rycinie (rycina 55).
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Rycina 55: Analiza obecno$ci formy ufosforylowanej i catkowitej biatek pERKI1/2/ERK1/2 w modelu
makrofagéw inkubowanych z arktying i arktygening (10, 20, 50 uM), stymulowanych LPS (10 ng/ml).
Intensywnos$¢ sygnatu przeliczono wzgledem kontroli ilo$ci natozonego materiatu (B-aktyny). Do okreslenia
réznic mi¢dzy grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; # < 0,001 — r6znica wzgledem
kontroli niestymulowanej (KNST), *p < 0,05.
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4.14. Ocena wplywu arktyiny i arktygeniny na ekspresj¢ genow kluczowych
mediatorow zapalnych

Aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych AP-1 oraz NF-kB zapoczatkowuje procesy
stymulujace produkcje mediatorow zapalnych, kluczowych w procesach formowania
1 przebiegu stanu zapalnego oraz powrotu organizmu do stanu homeostazy.

W nawigzaniu wynikdw zaprezentowanych w poprzednich rozdziatach dotyczacych
wplywu arktyiny i arktygeniny na procesy modulacji ekspresji gendéw wybranych $ciezek
sygnalowych oraz fosforylacji biatek nalezacych do $ciezki MAPK i NF-«kB, kolejnym etapem
byto okreslenie wptywu badanych zwigzkéw na modulacje ekspresji gendw szeregu cytokin,

wydzielanych specyficznie przez komorki makrofagow.

Inkubacja komodrek makrofagéw zardwno z arktying, jak réwniez z arktygenina,
hamowata ekspresje¢ genow dla kluczowych mediatorow zapalnych tj. IL-6, TNF-a oraz
MCP-1. Szczeg6lna inhibicja ekspresji po zastosowaniu badanych zwigzkéw zostata
zaobserwowana dla genu chemokiny MCP-1, dla ktérej obserwowano 6-krotny spadek
ekspresji po inkubacji z arktying oraz 8-krotny spadek ekspresji w wyniku dzialania
arktygeniny. Warto zauwazy¢, ze obserwowane rdznice w ekspresji cytokin IL-6, TNF-a oraz
chemokiny MCP-1 potwierdzono takze z uzyciem pojedynczych sond, co opisano w kolejnym
rozdziale (rozdzial 4.13), a inhibicj¢ produkcji okreslonych bialek mediatoréw zapalnych
opisano uprzednio w rozdziale 4.5.

Ciekawa obserwacja moze by¢ okreslenie wplywu badanych zwiazkéw na inne
mediatory stanu zapalnego, niecomdwione w poprzednich rozdzialach. Zarowno arktyina, jak
réwniez arktygenina aktywnie hamowaty ekspresje genu CXCL10 kodujacego chemoking 10
(znang jaka biatko indukowane interferonem gamma 10, IP-10), petniacej role chemoatraktantu
limfocytow T, przy czym aktywno$¢ arktygeniny byta 1,5- razy wyzsza w pordwnaniu do
arktyiny (rycina 56). Wedlug wcze$niejszych doniesien hamowanie ekspresji genu dla
CXCL10 moze by¢ takze skorelowane z réwnolegtym spadkiem produkcji IL-12, a takze
innych cytokin prozapalnych, za posrednictwem szlaku JINK-MAPK [206], co zostanie poddane
dyskusji w rozdziale 5 .

Przeciwny efekt dziatania badanych zwigzkéw zaobserwowano z kolei dla genu CXCLS
kodujacego IL8 - kluczowa chemoking regulujaca migracje kierunkowa komorek neutrofili do
miejsca wystgpowania stanu zapalnego, a tym samym odgrywajaca kluczowa role¢

w odpowiedzi na infekcje 1 uszkodzenie tkanek [207]. Oba badane lignany stymulowaty
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ekspresje genu CXCLS przy czym aktywno$¢ arktygeniny byla 2,5-krotnie wyzsza,
w poréwnaniu do aktywnosci arktyiny (rycina 56).

Kluczowg obserwacja w kontekscie tematyki podjetej w niniejszej pracy moze by¢ takze
wplyw badanych lignanoéw na ekspresje genu /L12, kodujacego biatko IL-12, bedacego jedna
z wiodacych cytokin aktywnych w plytce miazdzycowej. Oba badane lignany hamowaly
ekspresj¢ genu ILI2, przy widocznie wyzszym wptywie arktygeniny, co moze korelowac
z wynikami dotyczacymi wptywu arktygeniny na procesy akumulacji cholesterolu
w komorkach makrofagéw, opisanego w kolejnych rozdziatach niniejszej pracy (rozdziat 4.14
—4.15).

Ciekawa obserwacja moze by¢ takze stymulujacy (niemal 2-krotny wzrost) wplyw
arktygeniny na ekspresj¢ genu [IFNAI (przy wyraznie hamujacym wptywie arktyiny),
kodujacego interferon alfa-1, pomimo jej hamujacego wptywu na pozostate komponenty szlaku

dla IFN. Powyzsza obserwacja wymaga jednak potwierdzenia na poziomie produkcji biatka.
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Rycina 56: Analiza zmian ekspresji 7 genow nalezacych do $ciezek sygnalowych dla interforonu oraz 10 genéw
dla cytokin i chemokin zapalnych, pod wplywem dziatania arktyiny i arktygeniny (20 pM) w komoérkach
makrofagéw. Zmiany ekspresji wyrazone jako krotnos¢ regulacji ekspresji w stosunku do grupy kontrolnej
(kontroli stymulowanej LPS (10 ng/ml)).
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4.15. Ocena wplywu arktyiny i arktygeniy na ekspresje¢ genow dla IL-6, MCP-1
oraz TNF-a z wykorzystaniem pojedynczych sond

Wyniki pomiaru wzglednego poziomu ekspresji genéow z wykorzystaniem RT2 Profiler
PCR Array TLR pozwolily na zaobserwowanie tendencji do spadku ekspresji genow
kodujacych TNF-a, IL-6 oraz MCP-1 po zastosowaniu zaréwno arktyiny jak rowniez
arktygeniny (20 uM), w modelu makrofagéw stymulowanych LPS (10 ng/ml). W zwigzku
z powyzszym ocenitam takze stopien ekspresji mRNA dla wymienionych mediatorow stanu
zapalnego z wykorzystaniem pojedynczych sond, co pozwolito na potwierdzenie aktywnosci
obserwowanej podczas zastosowania wielkoskalowego badania z uzyciem mikromacierzy.

Oznaczenie mRNA metodg qPCR wykazato, ze arktygenina spowodowata 5-krotny
spadek ekspresji genu dla TNF-a w stosunku do kontroli stymulowanej LPS (10 ng/ml) (***p
< 0,001), przy niemal 2-krotnym spadku jego ekspresji po inkubacji komorek z arktying (*p <
0,05). Wptyw badanych zwigzkéw okazal si¢ takze znamienny w przypadku obnizania
ekspresji genu dla IL-6. Wzgledny poziom jego ekspresji ulegal 2-krotnemu obnizeniu (**p <
0,01) pod wptywem dziatania arktyiny, przy az 5-krotnym spadku ekspresji genu po inkubacji
komorek z arktygening (***p < 0,001). Oba badane lignany okazaly si¢ takze skuteczne
w hamowaniu ekspresji genu chemokiny MCP-1, charakterystycznej dla komdrek makrofagow
(***p <0,001). Analize ekspresji przedstawiono na ponizszych wykresach stupkowych (rycina
57 A, B, O).
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Rycina 57: Analiza ekspresji mRNA A. TNF-a B. IL-6, C. MCP-1 pod wptywem dziatania arktyiny i arktygeniny
(20 uM), w stymulowanych makrofagach. Zmiany ekspresji wyrazone w stosunku do kontroli stymulowanej LPS
(10 ng/ml), na podstawie wartosci 222 jako warto$¢ $rednia = SEM. Zmiany w ekspresji mRNA
znormalizowano wzglgedem ekspresji GAPDH. Do okreslenia réznic migdzy grupami, zastosowano test ANOVA,
z testem post hoc Dunnetta; # <0,001 — r6znica wzgledem kontroli niestymulowanej (KNST), *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001.
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4.16. Wizualizacja wplywu zwiazkow z grupy lignanow na procesy akumulacji
cholesterolu w komorkach makrofagow

Druga czgsécig analizy aktywnosci zwigzkoéw z grupy lignandw bylta ocena ich wplywu
na procesy akumulacji cholesterolu w komorkach makrofagéw. Ponizsza rycina (rycina S58)
przedstawia reprezentatywne ilustracje, obrazujace stopien akumulacji cholesterolu w modelu
komoérek wybarwionych lizochromowym barwnikiem diazowym — czerwienig Red Oil O,
stosowanym do barwienia lipidéw oraz niektdrych lipoprotein. Komoérki makrofagéw po
24-godzinnej inkubacji z roztworem cholesterolu, poprzedzonej 24-godzinng inkubacja
z badanymi zwigzkami (50 pM), wykazywaty widocznie mniejsza zdolno$¢ pochtaniania
cholesterolu niz komoérki niepoddane inkubacji z badanymi lignanami. Jako kontrole

pozytywna zastosowano zwigzek z grupy statyn, pitawastatyng (50 uM).

Komérki niebarwione Kontrola cholesterol Pitawastatyna

&y

=

Rycina 58: Mikroskopowa wizualizacja stopnia akumulacji cholesterolu w komoérkach makrofagow TDM, po
inkubacji z wybranymi zwigzkami z grupy lignanow (50 pM). Do barwienia wykorzystano lizochromowy
barwnik diazowy, czerwien olejowg O. Skala na zdj¢ciu odpowiada 20 um.
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4.17. Ocena wplywu zwiazkow z grupy lignanow na ekspresje¢ bialek receptorow
CD36 i ABCA1 oraz HO-1 i szlaku Nrf2

W  nawigzaniu do przeprowadzonej analizy barwienia ztogéw cholesterolu
w komorkach makrofagdw, poprzedzonej inkubacja komorek ze zwigzkami z grupy lignanow,
kolejnym etapem badan byto okreslenie molekularnych mechanizmoéw lezacych u podstaw tej
aktywnosci. Okreslenie wptywu lignanéw na procesy akumulacji cholesterolu prowadzono
dwuetapowo, w pierwszej kolejnosci oceniajac wpltyw zwiazkow na ekspresje biatka receptora
zmiatajacego CD36, odpowiedzialnego za pobieranie cholesterolu do wnetrza komorki.
Analiza przeprowadzona metodg western blot, zaprezentowana na rycinie 59 wykazata
znamienny wplyw arktygeniny, filiryny, pinorezynolu oraz trachelogeniny, badanych
w stezeniu 50 uM na hamowanie ekspresji biatka receptora CD36 w komodrkach makrofagow
(*p < 0,05), uczestniczacym w procesach pobierania cholesterolu do wnetrza komorki,

w poréwnaniu do kontroli z dodatkiem cholesterolu.
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Rycina 59: Analiza poziomu ekspresji biatka receptora CD36 w makrofagach po zastosowaniu badanych
lignanéw (50 pM). Intensywnos$¢ sygnatu przeliczono wzgledem kontroli ilo§ci natozonego materialu (B-aktyny).
Wyniki przedstawiono jako wspotczynnik zmiany wzgledem kontroli z dodatkiem cholesterolu (Kontrola
cholesterol, przyjetej jako 1,0; linia przerywana na wykresie) jako warto$¢ $rednig £ SEM; Do okreslenia rdéznic
miedzy grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunneta; #p < 0,05 réznica wzgledem kontroli
niestymulowanej (KNST); *p < 0,05.
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Drugim z kluczowych procesow regulujacych poziom lipidow w komorkach
makrofagéw jest transport zwrotny cholesterolu z udziatem transporteréw kasety wigzacej ATP
Al (ABCA1) oraz ABCGI. Z uwagi na powszechng zawartos¢ lignanéw w codziennej diecie
znamiennym wydaje si¢ ocena ich dwukierunkowego wptywu na gospodarke lipidowg. Ocena
ekspresji biatka transportera ABCAL1, przeprowadzona metoda western blot (zaprezentowana
na rycina 60) wykazala znamienng aktywno$¢ arktyiny, arktygeniny, filigeniny,
sekoizolaricirezynolu (SECO), diglukozydu sekoizolaricirezynolu (SDG), sezaminiolu oraz
trachelogeniny (***p < 0,001) wobec wzrostu aktywnosci transportera ABCA1, po inkubacji
makrofagdéw z badanymi zwigzkami. Najwyzszy wzrost aktywnos$ci zaobserwowano jednak po
inkubacji komorek z arktygening (50 uM), inicjujaca 5-krotny wzrost aktywnosci transportera,
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (kontrola cholesterol) (***p < 0,001). Wzrost aktywnosci
transportera ABCA1 zaobserwowano takze w wyniku inkubacji komorek z arktying oraz
filigening (***p <0,001).
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Rycina 60: Analiza poziomu ekspresji biatka transportera ABCA1 w makrofagach po inkubacji z wybranymi
zwigzkami z grupy lignanoéw (50 uM). Intensywno$¢ sygnatu przeliczono wzgledem kontroli ilo$ci natozonego
materiatu (B-aktyny). Wyniki przedstawiono jako wspolczynnik zmiany wzgledem kontroli z dodatkiem
cholesterolu (Kontrola cholesterol, przyjetej jako 1,0; linia przerywana na wykresie) jako warto$¢ $rednia + SEM;
Do okreslenia roznic migdzy grupami, zastosowano test ANOVA, z testem post hoc Dunnetta; ***p < 0,001.
KNST- kontrola niestymulowana.
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Wazrost ekspresji biatka oksygenazy hemowej 1 (HO-1) zapewnia ochronne dziatanie
cytoprotekcyjne poprzez przeksztalcanie prooksydacyjnego hemu w biologicznie aktywne
przeciwutleniajace produkty uboczne, takie jak biliwerdyna / bilirubina, a takze w tlenek wegla
inaktywujacy hem. Dostgpne dane literaturowe sugeruja, ze mechanizmy komoérkowe zalezne
od HO-1 posrednicza w regulacji homeostazy cholesterolu poprzez stymulacj¢ ekspresji
transporterow wigzacych ATP [208]. W celu okreslenia potencjalnych mechanizméow
odpowiedzialnych za wzrost ekspresji biatka ABCA1, po zastosowaniu badanych lignanéw,
oceniono takze wptyw poszczegdlnych zwiazkéw na stopien ekspresji biatka HO-1.
Najwickszy wzrost ekspresji HO-1 zaobserwowano po zastosowaniu sezaminolu (**p < 0,01),
przy rownie znamiennym wzro$cie produkcji biatka po zastosowaniu arktygeniny oraz SDG
(*p < 0,05). W toku przeprowadzonych analiz wykazano takze, ze wzrost ekspresji biatka HO-
1 po zastosowaniu najaktywniejszych, badanych lignanéw, wynikal ze wzrostu ekspresji
sciezki sygnatowej zaleznej od Nrf-2 (rycina 61).
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Rycina 61: Analiza stopnia ekspresji biatka HO-1, oraz ekspresji $ciezki Nrf-2 w badanych lizatach
komorkowych po inkubacji z wybranymi zwigzkami z grupy lignanow (50 puM). Intensywnos¢ sygnalu
przeliczono wzglgdem kontroli ilo$ci natozonego materiatu (B-aktyny). Wyniki przedstawiono jako wspdtczynnik
zmiany ilosci bialka wzgledem kontroli z dodatkiem cholesterolu (Kontrola cholesterol, przyjetej jako 1,0; linia
przerywana na wykresie) jako warto$¢ srednig + SEM; Do okre$lenia rdznic migdzy grupami, zastosowano test
ANOVA, z testem post hoc Dunn’a; *p < 0,05; **p < 0,01. KNST- kontrola niestymulowana.

167



168



5. Dyskusja

Jak wynika z raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia, z 2023 roku choroby niezakazne
(NCD) i zwiazane z nimi czynniki ryzyka sa przyczyna 74% zgondw na $wiecie i az 90%
w Polsce, stanowigc jedne z globalnych wyzwan medycyny XXI wieku [209,210].
Wysokoprzetworzona zywno$¢, brak aktywno$ci fizycznej, podeszty wiek, pte¢ meska,
chroniczny stres i warunki spoteczno-ekonomiczne to czynniki, ktére moga przyczynié si¢ do
wzrostu ryzyka zwigzanego z rozwojem chorob niezakaznych o podtozu zapalnym [211].
Sposrod niemal 200 krajow objetych strategia monitorowania postgpu chordéb niezakaznych
w 2022 roku, niewiele ponad 70 z nich zrealizowato wytyczne Swiatowej Organizacji Zdrowia
w kierunku pracy na rzecz zapobiegania czynnikom rozwoju zaburzen metabolicznych tj.
cukrzyca typu I, hiperlipidemia czy otytos¢ [212], wskazujgc tym samym na powszechno$¢
1 skale problemu.

Jak wzmiankowano we wstgpie do nimniejszej pracy ztozono$¢ patomechanizméw
chorob cywilizacyjnych  stwarza konieczno$¢ zintegrowania kilku  sktadowych
terapeutycznych, ukierunkowanych na zréznicowane cele farmakologiczne. Jako glowny z nich
wymienia si¢ chroniczny stan zapalny o niskim stopniu nasilenia, wplywajacy na zaburzenie
homeostazy calego organizmu. Majac na uwadze potrzebe redukcji dziatan niepozadanych
zwigzanych z tradycyjng farmakoterapig, ograniczenie polipragmazji oraz wsparcie
klasycznych metod leczenia przeciwzapalnego aktywnie poszukuje si¢ nowych substancji
przeciwzapalnych, takze w obszarze surowcow pochodzenia naturalnego (zaréwno jako leki,
suplementy czy sktadniki codziennej diety).

Pomimo rosngcego popytu na nowe generacje Srodkéw farmaceutycznych udziat
preparatéw pochodzenia roslinnego jest obecnie szacowany na 25% wszystkich stosowanych
farmaceutykow. Tylko w latach 1981-2019 az 59% nowozatwierdzonych preparatow
maloczgsteczkowych wywodzito si¢ ze zwigzkoéw naturalnych i ich pochodnych [177], co
w pelni uzasadnia potencjat oraz potrzebe kontynuacji poszukiwania nowych zastosowan dla
preparatow znanych z medycyny tradycyjnej lub rozpoczeciem prac nad poznaniem
mechanizmow dziatania surowcow do tej pory nieprzebadanych. Coraz czgstszym kierunkiem
badan jest takze poszukiwanie struktur wiodacych w znanych i stosowanych surowcach
ro$linnych, pod katem lepszego zrozumienia podloza ich aktywnosci biologicznej. Co wigcej,
coraz bardziej powszechne przenikanie si¢ lecznictwa dalekiego wschodu do medycyny
europejskiej, niejako wymusza prowadzenie badan potwierdzajacych skuteczno$é¢

1 bezpieczenstwo stosowanych preparatow, opartych na surowcach azjatyckich.
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Pragnac wpisa¢ si¢ w powyzszy kontekst badawczy, w ramach niniejszej pracy
zwrdocono uwage na dwa gatunki roslin z rodziny Oliwkowatych, pod katem korelacji pomigdzy
zwigzkami dominujagcymi w ich skladzie, a potencjalng aktywnoscia przeciwzapalng
1 modulujaca akumulacj¢ cholesterolu w modelach in vitro. Z uwagi na szeroki zakres dziatania
przeciwdrobnoustrojowego, przeciwzapalnego i antyoksydacyjnego, ro$liny z tej grupy
stanowig wazny element fitoterapii krajow europejskich (rodzaj Fraxinus L.) i Dalekiego
Wschodu (np. Chiny czy Japonia) (rodzaj Forsythia Vahl). Ztozono$¢ sktadu fitochemicznego
ro§lin z rodziny Oleaceae, warunkowana obecno$cig szerokiej gamy substancji z grup
fenyloetanoidow, sekoirydoidéw, kwaséw fenolowych, flawonoidow czy lignanéw niesie za
soba wiele zastosowan fitoterapeutycznych, ktore wciaz sa badane pod katem potencjalnego
wykorzystania w terapii przewleklych chordb niezakaznych (ang. Noncommunicable diseases,
NCDs) [3,16].

W zwiazku z powszechnym wykorzystaniem terapeutycznym w krajach azjatyckich
owocow rodzaju Forsythia, o udowodnionej skutecznosci przeciwzapalnej, antyoksydacyjne;j
i przeciwdrobnoustrojowej [213], biorgc jednak pod uwage brak owocowania forsycji
w klimacie umiarkowanym, w niniejszej pracy postanowiono okresli¢ potencjalng aktywnos¢
biologiczng lisci tego rodzaju jako powszechnie dostgpnego na obszarze europejskim zrodia
substancji aktywnych. Wybor lisci gatunku Forsythia do poszerzonych badan fitochemicznych
oraz biologicznych byt takze podyktowany wysoka zawarto$cia zwigzkdw o stosunkowo
wysokim stopniu lipofilnosci (lignany), wyrdzniajacym je na tle grupy innych zwigzkow
polifenolowych. Wysoka lipofilno$¢ zwigzkow przektada si¢ m.in. na ich latwiejszy transport
przez btony komorkowe, wigksze powinowactwo do wigzania si¢
z biatkami osocza czy kumulacje i stopien aktywnosci w tkankach docelowych [214,215]. Waznag
role w wyborze surowca odegrat takze brak potencjatu alergizujacego (czgsto wymienianego
pod katem stosowania ro$lin z innych grup np. z rodziny Asteraceae) liSci badanych gatunkow
forsycji oraz wezesniejsze doniesienia o jej zastosowaniu jako rosliny jadalnej [216,217].

W ramach realizacji niniejszej pracy kompleksowej analizie fitochemicznej poddano
liscie pochodzace z trzech gatunkéw rodzaju Forsythia — dwoch spotykanych powszechnie na
terenie Polski — forsycji posredniej (Forsythia x intermedia) oraz forsycji zwistej (Forsythia
suspensa L.), a takze europejskiego gatunku endemicznego — forsycji europejskiej (F.
europaea). Przeprowadzona analiza LC-DAD-ESI-MS/MS umozliwita identyfikacje 24
polifenolowych metabolitow wyspecjalizowanych, ktorych obecno$¢ potwierdzono
w badanych wyciagach, przygotowanych z li§ci zebranych w r6znych porach wegetacji. Posrod

zidentyfikowanych polifenoli potwierdzono obecnos$¢ m.in. 11 lignanéw, 6 fenyloetanoidow, 3
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flawonoidow oraz 2 kwaséw fenolowych, co stanowito klarowne podsumowanie skladu
badanych surowcow. Z uwagi na duza dostgpnos$¢ lisci na terenie Polski oraz obiecujacy profil
fitochemiczny, do dalszych etapow pracy wytypowano liScie gatunku F. suspensa oraz
F. x intermedia.

Roéznice w zawarto$ci metabolitow wtdrnych odpowiedzialnych za farmakologiczne
dziatanie surowca warunkuja potrzebe okreslenia optymalnego czasu zbioru oraz zasadno$¢
stosowania wybranego organu ros$linnego w fitoterapii czy suplementacji. W badaniu Jia i wsp.
oceniono sktad oraz aktywnos$¢ biologiczng owocow gatunku Forsythia wskazujac na wyzsza
zawartos¢ aktywnych metabolitow wtérnych w owocach zebranych we wrzesniu,
w poréwnaniu z grupg zebrang w pazdzierniku, co miato przetozenie na wyzsza aktywno$¢
antyoksydacyjng [25]. Podobnie w badaniu Qu i wsp. poréwnano stopien aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej dojrzatych i niedojrzatych owocéw forsycji zwistej. Jak wykazano
réznice w nasileniu tej aktywnosci wynikaly ze zrdznicowanej procentowej zawarto$ci
fenyloetanoidow oraz flawonoidow w sktadzie surowca, w zaleznosci od czasu jego zbioru
[218]. Z kolei badanie Jiao i wsp. bylo pierwszym doniesieniem poréwnujacym aktywnos$¢ lisci
forsycji zbieranych na terenie Chin w pigciu roznych porach wegetacji, prezentujagcym rdznice
w potencjale antyoksydacyjnym poszczegdlnych grup, przy najwyzszej skutecznosci wyciaggow
przygotowanych z lisci zbieranych w drugiej potowie kwietnia [24]. Nawigzujac do badania
Jiao 1 wsp. [24] jednym z etapéw podjetych w ramach realizacji niniejszej pracy byla takze
ocena aktywnosci przeciwzapalnej wyciaggow alkoholowo-wodnych, przygotowanych z lisci
F. suspensa oraz F. X intermedia.

Uwzgledniajac  potencjalny okres wystepowania lisci w europejskiej strefie
klimatycznej, przypadajacy na okres kwiecieh - wrzesien, w ramach wspolpracy
z Uniwersytetem Medycznym w Lodzi przeanalizowali§my aktywno$¢ biologiczng czterech
wyciggow, przygotowanych z lisci dwoch gatunkéow forsycji zebranych w réznych porach
wegetacji. Ocena zawarto$ci poszczegdlnych grup zwiazkoéw polifenolowych w badanych
wyciagach, przygotowana w ramach realizacji pracy dyplomowej w Katedrze Farmakognoz;ji
Uniwersytetu Medycznego w todzi, przedstawiona na ponizszych wykresach kolowych
(rycina 62), wskazywatla na istotne zr6znicowanie procentowej zawartos$ci zwigzkow z grupy
lignanow, fenyloetanoidow, flawonoidow oraz kwasow kawoilochinowych, w zalezno$ci od
gatunku macierzystego oraz czasu zbioru surowca, co znalazto pdzniejsze przelozenie na

r6znice w ich aktywnosci biologicznej [19].
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Rycina 62: Procentowa zawarto$¢ wybranych grup polifenoli zidentyfikowanych w ekstraktach metanolowo-
wodnych (75% v/v) przygotowanych z liSci forsycji posredniej oraz forsycji zwistej, zebranych we wrzesniu (A)
oraz w maju (B). Na podstawie: [19].

Kazdy z czterech analizowanych wyciagéw z lisci forsycji, badany w stezeniu 50 pg/ml
wykazywat znamienny wptyw hamujacy wydzielanie wiodacych mediatorow stanu zapalnego
tj. TNF-a i IL-6 w modelu monocytéw/makrofagobw PBMC, stymulowanych roztworem
bakteryjnego LPS (rycina 23 A, B). Najaktywniejszym z wyciggéw pod katem sumarycznego
wplywu na czynniki prozapalne okazat si¢ jednak wyciag przygotowany z lisci forsycji zwislej,
zebranych w porze wiosennej (wyciag I1l), z dominujaca zawartos$cia forsytozydu A i filiryny
jako skladnikow wiodacych. Szczegdlng uwage nalezy zwroci¢ na wpltyw wspomnianego
wyciagu na wydzielanie TNF-a, ktore zostato zahamowane do poziomu 38,6 + 6,0% (***p <

0,001), dziatajac na poziomie aktywnos$ci kontroli pozytywnej — deksametazou (20 uM) (49,7
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+ 8,9%). Analiza wplywu omawianego wyciggu na poziom wydzielania czynnikow
przeciwzapalnych, tj. TGF-P (zaprezentowany na rycinie 24), wskazuje na wzrost sekrecji tej
cytokiny odpowiednio do poziomu 157,1 + 14,2% (**p < 0,01), przy wartosci 153,0 = 19,9%
(*p < 0,05) osiagnietej po zastosowaniu wyciagu Il (F. x intermedia — wrzesien), co wydaje
si¢ by¢ niezwykle obiecujace w kontekscie wiasciwosci TGF-p, jako czynnika hamujacego
odpowiedz prozapalng makrofagéw aktywowanych przez ligandy TLR [219]. Bardzo ciekawa
obserwacja byl takze znamienny wplyw wszystkich czterech analizowanych wyciggdéw na
wzrost ekspresji receptora dla IL-10 na powierzchni monocytéw/makrofagobw PBMC
(zaprezentowany na rycinie 25), ktory miescil si¢ w zakresie od 372,0 + 88,7% do 437,0 +
92,1%, w odniesieniu do kontroli stymulowanej LPS (100% ekspresji) (***p < 0,001),
wskazujac na potencjalnie plejotropowe mechanizmy dziatania przeciwzapalnego wyciggow
z lisci forsycji. W przeciwienstwie do wyciggu przygotowanego z liSci forsycji zwislej
zebranych w porze wiosennej, najmniejszg aktywnos$¢ przeciwzapalng w badanym modelu
komoérkowym wykazywal wyciag przygotowany z lisci tego gatunku, zebranych jesienig
(ryciny 23-25).

Szczegdlowa analiza iloSciowa sktadu poszczegdlnych wyciaggow metanolowo-
wodnych (75:25 v/v), przeprowadzona metoda HPLC-PDA w Katedrze Farmakognozji UM
w Lodzi pozwolita na skorelowanie otrzymanych przeze mnie wynikéw ich aktywnos$ci
biologicznej, z obecnoscig poszczegdlnych struktur, jako zwigzkow w duzej mierze
odpowiedzialnych za aktywno$¢ przeciwzapalng lisci forsycji. Gléwnymi zwigzkami czynnymi
wyciagow przygotowanych z lisci forsycji zwistej, zebranych we wrze$niu oraz w maju byt
forsytozyd A i filiryna, przy czym fenyloetanoid byt zwigzkiem dominujacym (rycina 63 oraz
tabela 24). Zwigzkami, ktorych obecno$¢ rowniez zaobserwowano w wyciagach z lisci forsycji
zwistej byl glukozyd pinorezynolu, a takze rutyna [19].

W  przypadku wyciagéw przygotowanych z lisci forsycji posredniej mozna
zaobserwowa¢ wigksze zroznicowanie w zawartosci dominujacych sktadnikow aktywnych,
w zaleznos$ci od czasu zbioru surowca (rycina 64 oraz tabela 25). Zwigzkiem lignanowym
dominujagcym w lisciach zebranych wczesng wiosng byta arktyina, podczas gdy w lisciach
zebranych jesienig obecno$¢ filiryny i arktyiny byta porownywalna [19]. W obu przypadkach
towarzyszacymi zwigzkami dominujagcymi byly tak jak w przypadku forsycji zwiste;j,
forsytozyd A i werbaskozyd.

Przeprowadzona przeze mnie analiza LC-DAD-ESI-MS/MS, zaprezentowana na

rycina 16 oraz w tabela 20 w pelni koreluje z powyzszymi danymi.
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Forsythia suspensa

g LEGENDA:
HEE  Kwas chlorogenowy
B Rutyna
mmm Forsytozyd A

6 Filiryna

Gl. pinorezynolu

Zawartos¢ [%]
£
]

(5]
1

Wrzesien Maj
Miesigc
Rycina 63: Procentowa zawarto$¢ wybranych zwigzkéw polifenolowych w wyciaggu metanolowym,
przygotowanym z li§ci forsycji zwistej (F. suspensa) zebranych w 2 réznych porach wegetacji.

Tabela 24: Analiza ilosciowa sktadu wyciggu metanolowego przygotowanego z lisci forsycji posredniej (F.
suspensa), zebranych w 2 réznych porach wegetacji, wartosci podane jako wartosci procentowe.

Zidentyfikowany
zwiazek

Kwas Glukozyd

Rutyna Forsytozyd A . Filiryna
. chlorogenowy ? S pinorezynolu ?
Czas zbioru © o
Wrzesien 0,1 £0,01 0,7+0,01 44+0,12 0,9 +0,02 2,6 0,01
Maj 0,2+0,01 1,8 £ 0,02 7,4+0,07 1,3+0,01 4,8+ 0,06

Forsythia x intermedia

6 LEGENDA:
mmm Kwas chlorogenowy
BN Rutyna
9 mm  Forsytozyd A
S 4 = Werbaskozyd
N Gl. pinorezynolu
= Filiryna
s mm  Arktyina
z ,_ .
&
N
0 _ -
Wrzesien Maj
Miesiac

Rycina 64: Procentowa zawarto$¢ wybranych zwiazkéw polifenolowych w wyciggu metanolowym
przygotowanym z lisci forsycji posredniej (F. x intermedia), zebranych w 2 r6znych porach wegetacji.

Tabela 25: Analiza ilosciowa sktadu wyciagu metanolowego przygotowanego z lisci forsycji posredniej (F. x
intermedia), zebranych w 2 réznych porach wegetacji, wartosci podane jako wartoSci procentowe.

Zidentyfikowany
zwigzek

Kwas Rutyna Forsytozyd A Werbaskozyd G'lukozyd Filiryna Arktyina
o chlorogenowy pinorezynolu
Wrzesien 0,7+0,01 1,1+0,01 3,2+0,03 2,3+0,02 0,1 +0,01 1,8 £ 0,01 1,3+0,01
Maj 1,5+0,04 1,7+0,02 4,5+0,04 2,4+0,02 0,2+0,01 2,0+0,05 4,7+0,11

174



Powyzsze dane prezentujace procentowy udzial pojedynczych zwigzkéw z grupy
polifenoli w sktadzie poszczegdlnych wyciagow, koreluja z hipoteza, wskazujaca na wkiad
zwigzkow z roznych grup metabolitow wyspecjalizowanych (lignanéw, fenyloetanoidow
i flawonoidow) w sumarycznym dziataniu przeciwzapalnym lisci forsycji. Szczegolng uwage
zwraca aktywno$¢ trzech glownych lignanéw wystepujacych w omawianym gatunku —
arktyiny, filiryny oraz glukozydu pinorezynolu, a takze dwoch przedstawicieli fenyloetanoidéw
— forsytozydu A i1 werbaskozydu oraz flawonoidu — rutozydu (rutyny), ktorej obecno$¢
potwierdzono niezaleznie od gatunku 1 pory zbioru surowca. Wyzsza zawarto$¢
poszczeg6lnych zwigzkéw w wyciggach z surowca zebranego wczesng wiosng tj. forsytozydu
A, filiryny i rutyny w przypadku forsycji zwistej oraz arktyiny, filiryny, forsytozydu A i rutyny
w przypadku forsycji posredniej koreluje bezposrednio ze znamienng aktywnoscig
przeciwzapalng powyzszych struktur (badanych w stezeniu 20 pl), ktora zostata podsumowana

na ponizszej rycinie (rycina 65).
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Rycina 65: Sekrecja A. TNF-q, B. IL-6 C. IL-18 w modelu stymulowanych LPS monocytow/makrofagéw PBMC
po 24-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami (20 pM). Wyniki przedstawiono jako procent wydzielania
wzgledem kontroli stymulowanej LPS (KST, 100%, linia przerywana na wykresie) jako warto$¢ $rednig + SEM.
Deksametazon uzyto w stgzeniu 20 pM. Do okreslenia réznic migdzy grupami, zastosowano test ANOVA, z
testem post hoc Dunnetta; # < 0,001 — réznica wzgledem kontroli niestymulowanej (KNST), *p < 0,05; **p <
0,01; ***p <0,001.

W oparciu o oceng zawartosci zwigzkoéw czynnych z grupy lignanéw i fenyloetanoidow
oraz flawonoidow, w poszczegolnych wyciggach roslinnych do dalszych analiz (w tym izolacji
jednorodnych zwiazkéw chemicznych) wytypowano 2 gatunki lisci forsycji zebranych wczesng
wiosng. Wedlug Farmakopei Chinskiej zwigzkami markerowymi warunkujacymi oceng jakos$ci
ekstraktow przygotowanych z lisci gatunku Forsythia suspensa sa forsytozyd A 1 filiryna [37],
co zostalo rowniez zaakcentowane w niniejszej pracy, zarowno pod katem najwyzszej

zawartosci tych zwigzkéw w wyciggach przygotowanych z lisci forsycji zwistej (zebranej
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w maju), oraz izolacji powyzszych zwigzkow (odpowiednio 10257,8 1 479,4 mg), w ilo$ciach
pozwalajacych na okreslenie ich aktywnosci biologiczne;.

W oparciu o analiz¢ fitochemiczng poszczegodlnych frakcji, podjeto probe izolacji
innych, jednorodnych zwigzkéw z grupy lignanow i fenyloetanoidow, upatrujac w nich
pozostate punkty uchwytu dziatania przeciwzapalnego liSci forsycji. Izolacja zwigzkow
z dwoch powyzszych grup stanowita uzupetienie panelu zwigzkéw uprzednio wyizolowanych
w Katedrze Biologii Farmaceutycznej z innych gatunkéw nalezacych do rodziny Oleaceae.
Analiza fitochemiczna oraz izolacja jednorodnych struktur poprzedzita analize aktywnosci
biologicznej zwigzkow z powyzszych grup chemicznych, co zostanie omoéwione w kolejnych

akapitach niniejszej dyskusji.

Drugim analizowanym surowcem, majacym zastosowanie jako tradycyjny, roslinny
produkt leczniczy byly liscie jesionu wyniostego, ktorych stosowanie wynika z wieloletniej
tradycji, popartej jednak niewielka iloscig badan biologicznych oraz klinicznych. Powszechne
wystepowanie gatunku Fraxinus w krajach Europy, Azji i Ameryki Péinocnej przeklada si¢
jednak na czestsze wykorzystanie tego surowca w lecznictwie europejskim niz w przypadku
lisci forsycji. Preparaty z lisci jesionu, podawane w formie naparu lub nalewek, od starozytnos$ci
byty elementem terapii w stanach kataralnych, goraczce, reumatyzmie, nerwobdlach, a takze
do stosowania zewnetrznego w trudnogojacych si¢ ranach czy tradziku. Aktualnie dostgpne na
polskim rynku farmaceutycznym preparaty z lisci, kory i paczkoéw jesionu (gtownie gatunku
Fraxinus excelsior L.) wystepuja w postaci kapsutek, kropli lub sypkich ziét do przygotowania
naparéw. Wsréd zalecen do ich stosowania, oprocz wskazan wynikajacych z tradycji ludowych,
a takze wytycznych Europejskiej Agencji Lekow (ang. Europaean Medicine Agency, EMA),
zalecajacych stosowanie liSci jesionu we wspomagajacej terapii bolu reumatycznego o niskim
nasileniu, a takze w pomocniczej terapii infekcji drég moczowych, wymieniane sa:
wspomaganie utraty nadmiernej masy ciala oraz usprawnienie pasazu jelitowego i procesu
trawienia [9,195]. W niniejszej pracy podjeto probe wyjasnienia mechanizméw dzialania
przeciwzapalnego naparu, jego frakcji i poszczegdlnych subfrakcji, przygotowanych z lisci
jesionu, w modelu stymulowanych LPS monocytow/makrofagdéw PBMC, a takze identyfikacji
zwigzkow odpowiedzialnych za t¢ aktywnos¢.

Ocena dziatania wyj$ciowego roztworu badanego — naparu pozwolita na potwierdzenie
znamiennego statystycznie wpltywu tej formy podania surowca na hamowanie wydzielania
cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-6), w przyjetym modelu komérkowym. W toku badan

zaobserwowano silng inhibicje uwalniania TNF-a i IL-6 odpowiednio do poziomu 33,2 +4,3%
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(***p < 0,001) 1 57,8 = 7,3% (**p < 0,01) po zastosowaniu naparu (rycina 27 A, B).
Kontynuacj¢ badan stanowila analiza aktywnosci przeciwzapalnej metanolowych frakcji
naparu o rosngcej procentowosci rozpuszczalnika (H.O, MeOH 20%, 50%, 70%, 100%),
z ktérych najaktywniejszymi okazaty si¢ frakcje metanolowe 20 1 50% (rycina 27 A, B). Warto
réwniez zauwazy¢, ze zadna z badanych frakcji surowca nie wykazywata istotnego wptywu
stymulujacego uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej na poziomie wigkszym niz 15%, co
$wiadczy o braku ich toksyczno$ci w przyjetym modelu badawczym (rycina 26).

Szersze spojrzenie w ujeciu fitochemicznym na analizowane subfrakcje wyciagow
metanolowych 20% 1 50%, pozwolilo takze na wskazanie zwigzkéw dominujacych w ich
sktadzie, co poprzedzito izolacj¢ zwigzkéw metoda chromatografii preparatywnej, oraz oceng
ich aktywnos$ci in vitro. W toku analizy najaktywniejszymi subfrakcjami okazaly si¢ te,
zawierajace zwigzki z grupy fenyloetanoidow tj. werbaskozyd czy oleoakteozyd
1 sekoirydoidow tj. oleuropeina i ligstrozyd oraz flawonoidéw tj. rutozyd.

Wszystkie badane zwiazki (oleuropeina, ligstrozyd, formozyd, oleoakteozyd,
werbaskozyd, rutozyd) zidentyfikowane lub wyizolowane z najaktywniejszych subfrakcji
lidci jesionu wyraznie hamowaty, stymulowane przez LPS uwalnianie cytokin prozapalnych
w modelu komorek monocytdw/makrofagéw PBMC, co zostato podsumowane na ponizszych
wykresach stupkowych (rycina 66 A, B, C).

Wszystkie z badanych zwigzkéw hamowaty sekrecj¢ TNF-a w sposdb znamienny
statystycznie osiggajac wartosci w zakresie od 42,0 + 8,8 do 66,8 + 4,3%, w poréwnaniu
z kontrolg stymulowana (100% sekrecji) (rycina 66 A). Formozyd i oleoakteozyd wyrdznialy
si¢ takze hamujacym wptywem na wydzielanie IL-1f, prowadzac do ograniczenia wydzielania
tej cytokiny do poziomu odpowiednio 39,7 & 5,9% (***p < 0,001) oraz 49,1 + 6,3% (***p <
0,001), w stosunku do kontroli stymulowanej LPS (warto$¢ odniesienia jako 100%) (rycina 66
C). Z uwagi na fakt, ze redukcja wydzielania IL-1p przyczynia si¢ takze do zmniejszenia jej
autokrynnej zdolnosci do stymulacji syntezy innych cytokin (np. TNF-a, IL-8) i ROS [220],
wskazana obserwacja moze stanowi¢ o dodatkowym posrednim mechanizmie dzialania
badanych zwiagzkow. Zarowno formozyd jak i oleoakteozyd nie wptywaly jednak na poziom
wydzielanej IL-6, w przeciwienstwie do rutozydu i werbaskozydu, redukujacych stopien
wydzielania powyzszej cytokiny do warto$ci zblizonych do 40,0% (***p < 0,001), w stosunku

do 100% wydzielania przez komoérki stymulowane.
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Rycina 66: Sekrecja A. TNF-a, B. IL-6 C. IL-1B w modelu stymulowanych LPS monocytéw/makrofagéw PBMC
po 24-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami (20 pM). Wyniki przedstawiono jako procent wydzielania
wzgledem kontroli stymulowanej LPS (KST, 100%, linia przerywana na wykresie) jako warto$¢ srednig + SEM.
Deksametazon uzyto w stgzeniu 20 uM. Do okre$lenia réznic migdzy grupami, zastosowano test ANOVA, z
testem post hoc Dunnetta; # < 0,001 — r6znica wzglgdem kontroli niestymulowanej (KNST), **p <0,01; ***p <
0,001.

Glownym przedstawicielem grupy sekoirydoidow, obecnym w li§ciach jesionu
wynioslego jest oleuropeina, o dobrze udokumentowanych wtasciwosciach przeciwzapalnych,
hipoglikemizujacych, kardioprotekcyjnych i immunomodulujacych [85]. Wyniki uzyskane
W niniejszej rozprawie sg zgodne z wczesniejszymi badaniami prowadzonymi na innych
modelach badawczych, potwierdzajacych mechanizm dzialania oleuropeiny oparty
o hamowanie aktywacji szlakow NF-kB i MAPK oraz wynikajacy z tego spadek sekrecji
cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-6, IL-12, IFN-y), a takze wzrost sekrecji cytokin
przeciwzapalnych, zwigzanych z podtypem makrofagéw M2 (IL-10 i TGF-B) [221]. W modelu
komoérek monocytow/makrofagbw PBMC oleuropeina hamowala wydzielanie TNF-a do
poziomu 36,9 £ 6,3% (***p <0,001), IL-6 do poziomu 45,6 + 4,7% (***p <0,001) oraz IL-1B
do poziomu 47,3 + 4,2% (***p < 0,001), spdjnie z wczesniejszymi doniesieniami [222,223].
W nawigzaniu do badan Cui i wsp., ktorzy opisali wptyw oleuropeiny na hamowanie
dimeryzacji TLR4 oraz aktywacji szlaku MyD88-zaleznego, w warunkach podwyzszonego
stezenia LPS, wyniki zaprezentowane w niniejszej rozprawie moga stanowi¢ podstawe do
pelnego wyjasnienia mechanizmu dziatania oleuropeiny w modelu komoérek uktadu
odpornosciowego, w przebiegu wielu chorob o podtozu zapalnym [224].

W toku dyskusji wynikow otrzymanych dla pojedynczych zwiazkow, dominujacych
w lisciach jesionu, warto takze zauwazy¢ powszechng obecno$¢ niektorych z nich np.
oleoakteozydu w innych surowcach pochodzacych z roslin, nalezacych do rodziny Oleaceae

w tym, w kwiatach lilaka pospolitego [180]. Ponadto, wyniki aktywnosci przeciwzapalnej
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oleoakteozydu zaprezentowane w niniejszej rozprawie sa jednymi z pierwszych dostepnych
w literaturze, co moze stanowi¢ istotny wktad w stan wiedzy dotyczacy podioza aktywnosci
komorkowej surowcow roslinnych z rodziny Oliwkowatych.

Sygnalizacja IL-10 i receptora dla IL-10, ze wzgledu na swoje plejotropowe i pozornie
sprzeczne wlasciwosci, odgrywa kluczowa role w nadzorowaniu odpowiedzi immunologicznej
organizmu. Glownym zadaniem tej cytokiny jest zachowanie rownowagi w udziale proceséw
prozapalnych i przeciwzapalnych, w celu zapewnienia ochrony uktadu macierzystego przed
nadmierng ekspozycja immunologiczng i uszkodzeniem tkanek [225]. Elementem nowosci
w zakresie zrozumienia mechanizméw dziatania naparéw z lisci jesionu byta ocena wptywu
poszczegolnych frakcji oraz subfrakcji, a takze zwigzkéw w nich dominujacych na ekspresj¢
receptora dla IL-10 w przyjetym modelu komoérkowym. Na podstawie przeprowadzonych
badan wykazano, Ze inkubacja komoérek z naparem, frakcjami, a takze poszczegdlnymi
subfrakcjami  inicjowala znaczacy wzrost ekspresji IL-10R  na  powierzchni
monocytow/makrofagow PBMC. Co ciekawe, wigksza skutecznos¢ wykazywaty subfrakcje
wyciggu metanolowego 50% niz 20% ($rednia ekspresja odpowiednio 332,0 + 26,9% vs. 140,0
+ 3,0%). Znamienng aktywnoscig odznaczaty si¢ takze wyciagi metanolowe 70% i 100%,
inicjujace wzrost ekspresji receptora odpowiednio do poziomu 504,0 + 9,6% (***p < 0,001)
oraz 362,0 = 12,8% (***p < 0,001), w poréwnaniu do kontroli stymulowanej LPS (100%
ekspresji), co zaprezentowano na rycinach 28 i 29. W odniesieniu do poszczegdlnych
zwigzkéw dominujacych w najaktywniejszych subfrakcjach, znamienny wptyw na ekspresje
receptora IL-10 wykazywaty zwiazki z grupy fenyloetanoidéw i sekoirydoidéw. Oleuropeina,
a takze werbaskozyd i oleoakteozyd zwigkszaty ekspresje receptora IL-10 odpowiednio o okoto
302,0 £ 19,8%, 231,0 = 16,7%, 248,0 + 23,0% (***p < 0,001), w odniesieniu do kontroli
stymulowanej (100% ekspresji), co zaprezentowano na rycinie 32. Z kolei wptyw aktywnos$ci
formozydu, ligstrozydu czy rutozydu na ekspresj¢ receptora dla IL-10, nie byt znamiennie
r6zny od poziomu zbadanego dla grupy kontrolnej (p > 0,05).

Uzyskane wyniki dotyczace uwalniania cytokin prozapalnych oraz ekspresji receptora
IL-10 moga wskazywac¢ na synergistyczne dziatanie zwigzkow warunkujace koncowy efekt
przeciwzapalny lisci jesionu. Odnoszac si¢ wskazan terapeutycznych Europejskiej Agencji
Lekow, upatrujacych efektywnego dziatania preparatow z lisci jesionu w terapii przewlektych
zakazen drég moczowych, warto podkres§li¢ badanie Junga i wsp. w ktorym terapia
makrofagami wykazujacymi nadekspresje IL-10, miata pozytywny wplyw na zmniejszenie
miejscowego stanu zapalnego, przy jednoczesnym wzroscie ekspresji proregeneracyjnej

lipokaliny-2, chroniacej przed ostrym uszkodzeniem nerek [226]. Biorgc takze pod uwagg sktad
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naciekdw zapalnych w przebiegu infekcji pgcherza moczowego uropatogennym szczepem
E. coli, obfitujacych w obecno$¢ monocytéw, makrofagéw i limfocytéw [227] opisane wyniki
moga sugerowacé celowo$¢ stosowania naparow z lisci jesionu we wspomagajacym leczeniu
schorzen uktadu moczowego. Z uwagi na fakt, ze ekspresja receptora I[L-10 moze by¢ takze
indukowana w niektorych komorkach niehematopoetycznych tj. fibroblasty, keratynocyty czy
komorki nabtonka celowym wydaje si¢ takze zastosowanie lisci jesionu w formie zewngtrznych
oktadoéw w terapii trudnogojacych si¢ ran, egzemy czy tuszczycy, zgodnie z wieloletnig tradycja
stosowania [228].

Wedtug aktualnego stanu wiedzy na temat terapeutycznego wykorzystania preparatow
z lidci jesionu, wyniki prezentowane w niniejszej pracy stanowig istotny wklad w stan wiedzy
o molekularnych mechanizmach dzialania surowca. Stanowi to $cista korelacje z wynikami
badan prowadzonych przez Kiss i wsp., potwierdzajacych aktywno$¢ przeciwzapalng
1 antyoksydacyjng lisci jesionu w modelu komorek ludzkich neutrofili, w ktérej wykazano
hamujacy wptyw formulacji z lisci jesionu na sekrecj¢ IL-1B, TNF-a, IL-8, MCP-1 oraz ROS
[195]. Z uwagi na brak wcze$niejszych doniesien potwierdzajacych aktywno$¢ przeciwzapalng
lisSci jesionu w modelu fizjologicznych komoérek uktadu odpornosciowego (np.
monocytow/makrofagdéw PBMC), wyniki prezentowane w niniejszej pracy stanowig podstawe

do dalszych poszukiwan dla nowych zastosowan terapeutycznych lisci jesionu wyniostego.

Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia w przypadku dysfunkcji o charakterze
metabolicznym, kluczowym elementem jest profilaktyka, oparta o stosowanie diety
i suplementacji bazujacej, w duzej mierze, na sktadnikach pochodzenia naturalnego [212]. Jedna
z grup klasyfikowang jako potencjalny element zywnos$ci funkcjonalnej i suplementow diety sa
zwigzki z grupy polifenoli o ugruntowanym potencjalne antyoksydacyjnym i przeciwzapalnym.
Z uwagi na ogromng roznorodno$¢ struktur chemicznych zwigzkoéw polifenolowych,
zakwalifikowanych do 16 podgrup, od wielu lat trwaja badania nad rdéznicami w ich
biodostepnosci 1 aktywnosci biologicznej [85,229]. Zwiazki z grupy lignanow, sekoirydoidow
i fenyloetanoidéw pozyskane z wczesniejszych izolacji przeprowadzonych w Katedrze
1 Zakladzie Biologii Farmaceutycznej, w tym z ro$lin rodziny Oleaceae (kwiatéw forsycji
posredniej oraz lilaka pospolitego [33,180]), a takze zwigzki pozyskane z lisci forsycji i jesionu
w ramach realizacji niniejszej pracy zostaly poddane szczegdlowej analizie pod katem
identyfikacji molekularnych mechanizméw ich dziatania przeciwzapalnego. Dyskusja
wynikow dla poszczegdlnych grup zwiazkéw, otrzymanych w ramach przeprowadzonych

badan zostanie podzielona na dwie czgsci, z uwzglednieniem podziatu wedlug uzytych modeli
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badawczych. Omoéwienie wynikéw dla grupy lignanéw zostanie ujgte w szerszym kontekscie
z uwagi na powszechne wystepowanie tej grupy zwigzkow w produktach zywnosciowych oraz
omawianych surowcach roslinnych z rodziny Oleaceae.

W pierwszym etapie badan okreslono aktywno$¢ badanych zwigzkéw w modelu
komorek prawidtlowych — monocytéw/makrofagobw PBMC, analogicznie do badan
przeprowadzonych dla poszczegdlnych wyciagdéw ro$linnych. Komoérki stymulowane
roztworem LPS o koncowym stezeniu 100 ng/ml wykazywaly znamienng w stosunku do
kontroli niestymulowanej sekrecj¢ cytokin prozapalnych tj. TNF-a, IL-6 oraz IL-1B. Badanie
aktywnosci zwigzkéw z grupy sekoirydoidow i fenyloetanoidow pozwolito na okreslenie
wiodacych kierunkow aktywnosci przeciwzapalnej przedstawicieli tych grup, zréznicowanych
pod katem budowy chemiczne;.

Analizujac grupe sekoirydoidow, szczegdlng uwage zwraca aktywnos¢ epiframerozydu,
ktory hamowat sekrecje IL-6 do poziomu 30,4 + 8,2%, w pordwnaniu z kontrolg stymulowang
(100% sekrecji) (***p <0,001), dziatajac w tym zakresie najskuteczniej z calej analizowanej
grupy sekoirydoidow (rycina 31 B).

Grupa zwiazkow odznaczajaca si¢ istotnym potencjalem dziatania przeciwzapalnego
byly takze badane pochodne nuzhenidu. Szczegdlng uwage zwraca aktywnos¢
hydroksyoleonuzhenidu, ktoéry znamiennie statystycznie hamowal wydzielanie TNF-a do
poziomu 44,5 + 6,0% (***p < 0,001), podczas gdy jego wptyw na wydzielanie IL-1p byt
porownywalny do aktywno$ci oleuropeiny - 47,5 £+ 134% (***p < 0,001),
w odniesieniu do kontroli stymulowanej (rycina 31 A, C). Bioragc pod uwage budowe
chemiczng badanych struktur, brak obecnosci grupy hydroksylowej w czasteczce
oleonuzhenidu, w poréwnaniu do hydroksyoleonuzhenidu zmniejszyt efektywnos¢
przeciwzapalnego dziatania zwigzku w kontek$cie wydzielania IL-6 i IL-1P. Przeciwnie,
analiza aktywnos$ci demetylooleonuzhenidu wskazuje wyraznie, ze brak obecnosci grupy CHj,
w jego budowie strukturalnej moglo wptyna¢ negatywnie na inhibicj¢ wydzielania TNF-«
1 IL-6 (w poréwnaniu do oleonuzhenidu). Z kolei ekspresja receptora dla IL-10 byta dwukrotnie
nizsza po zastosowaniu oleonuzhenidu, w poréwnaniu do ekspresji obserwowanej po
zastosowaniu sekoirydoidu z dodatkowym podstawnikiem hydroksylowym (197,0 + 39,2% vs.
98,6 = 32,3%) (rycina 32, 33). Co cickawe, wczesniejsze doniesienia potwierdzajg aktywnos¢
zwigzku macierzystego - nuzhenidu, w modelach in vitro jako efektywnego modulatora
wydzielania TNF-a i IL-6 w komorkach makrofagéw, na drodze hamowania fosforylacji biatek
sciezki NF-kB oraz jadrowej translokacji podjednostki p65, przy niemal catkowitym braku

wczesniejszych doniesien dla jego zmodyfikowanych pochodnych [230]. Analiza wstepnych
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efektow dzialania przeciwzapalnego poszczego6lnych pochodnych nuzhenidu wydaje si¢ wige
kluczowym punktem wyjscia do poszerzonych badan w warunkach in vivo. Wzory strukturalne

nuzhenidu oraz jego aktywnych biologicznie pochodnych przedstawiono na ponizszej rycinie

(rycina 67).
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Rycina 67: Wzory strukturalne nuzhenidu oraz jego aktywnych biologicznie pochodnych.

Podczas analizy aktywnos$ci przeciwzapalnej zwigzkéw z grupy fenyloetanoidow,
szczegllng uwage zwraca ich wplyw na wzrostu ekspresji receptora dla IL-10 na powierzchni
komorek monocytéw/makrofagéw PBMC. Dla wszystkich badanych zwigzkéw obserwowana
warto$§¢ ekspresji receptora byla ponad dwukrotnie wigksza w pordéwnaniu do kontroli
stymulowanej LPS (100% ekspresji), co w ogdlnej analizie pordwnawczej, byto wynikiem
znamiennym statystycznie dla wszystkich badanych struktur. Wyjatkiem w badanej grupie
zwigzkow byl glikozyd fenylopropanoidowy — syringina, réznigca si¢ od pozostatych
pochodnych budowg czasteczki, co moze $wiadczy¢ o konieczno$ci wystgpowania pelnego
ugrupowania fenyloetanoidowego (potaczenia glikozydowego alkoholu fenyloetylowego
acylowanego w czg$ci cukrowej pochodnymi kwasu cynamonowego) do pobudzenia ekspresji
IL-10R.

Ponadto, forsytozyd B charakteryzowat si¢ bardzo efektywnym hamowaniem sekrecji
TNF-a - 38,6 + 4,8% (***p <0,001), podczas gdy zarowno forsytozyd A jak i forsytozyd B
hamowaty wydzielanie IL-6 na podobnym poziomie, odpowiednio do 58,1 + 8,7% 1 63,5 £
5,9% (*p <0,05) (rycina 31 A, B). Wyniki otrzymane w ramach niniejszej pracy, §wiadczace
o aktywnosci przeciwzapalnej forsytozydu B (20 uM) byly jednak sprzeczne z wczesniejszymi

doniesieniami, ktére dowodzily calkowitego braku aktywnos$ci przeciwzapalnej dla tego
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zwigzku, w modelu komodrek monocytow/makrofagow PBMC, potwierdzajac konieczno$¢
poszerzonych analiz w tym, oraz innych modelach badawczych [179].

Otrzymane wyniki dla zwigzkéow z dwoch powyzszych klas chemicznych stanowia
komplementarne uzupetnienie badan przeprowadzonych przez nasza grupe badawcza na
modelu ludzkich neutrofili, izolowanych z krwi obwodowej [180], stanowiac kompleksowe
podsumowanie raportujace ich wplyw na komorki uktadu odpornosciowego. Warto jednak
zauwazy¢, ze dzialanie zwigzkdw okazalo si¢ efektywniejsze w  modelu
monocytow/makrofagdw PBMC niz komorek neutrofili, nawet przy nizszych wartos$ciach

zastosowanych stezen (20 pM).

Kolejng grupa zwiazkéw polifenolowych, ktérych aktywno$¢ przeciwzapalng
analizowano w ramach realizacji niniejszej pracy byly zwiazki z grupy lignanow. Szczegdlna
uwaga poswiecona grupie lignanéw wynika z niewystarczajacej ilosci badan potwierdzajacych
szczegdlowe mechanizmy dzialania tych zwigzkow na poziomie molekularnym, a takze duzej
réznorodno$ci struktur w obregbie grupy, co przektada si¢ na czgsto nieoczywiste roznice
w zakresie wilasciwosci biologicznych poszczegodlnych zwigzkdéw. Istotnym ograniczeniem
poznania korelacji wplywu poszczegdlnych zwigzkéw lignanowych, a zmniejszeniem
wystepowania chordb o podilozu zapalnym jest niska zawarto§¢ pojedynczych zwigzkow
z grupy lignanéw w produktach zywno$ciowych, pomimo relatywnie wysokiej, catkowitej
zawartosci sumy lignanow w poszczeg6élnych produktach spozywczych. Jako gtéwne Zrddta
lignanow w diecie europejskiej wymieniane sg nasiona oleiste, orzechy, zboza, warzywa
(gatunki kapustne), owoce i napoje (herbata, kawa, piwo 1 wino). O powszechnej obecnosci
lignanow w diecie moze $wiadczy¢ badanie Pelavo i wsp. ktorzy oszacowali zawarto$¢
lignanéw w produktach spozywczych i napojach, w ilo$ciach od 0 dla bananéw do 400 mg/100
g sumy lignanéw w suchej masie nasion Inu i sezamu, przy czym z puli 86 badanych produktéw
spozywczych tylko jeden nie zawierat lignandéw [231,232].

Brak dokladnego poznania mechanizméw dziatania lignanéw moze wynika¢ roéwniez
ze stosunkowo niskiego spozycia produktow bogatych w zwiazki z tej grupy polifenoli, ktore
waha si¢ od 0,44 do 2,2 mg sumy lignanéw/dzien w roznych krajach europejskich co moze by¢
zwigzane z réznorodnoscig nawykow zywieniowych, stopniem przetworzenia produktow oraz
znacznego wplywu ,,diety zachodniej” w krajach Ameryki Péocnej oraz Europy Srodkowo-
Zachodniej. Ponadto badania epidemiologiczne prowadzone na przestrzeni lat dowodzg réznic
w ilo$ci poszczegdlnych zwigzkéw lignanowych dominujacych w dietach w zaleznos$ci od

badanego obszaru geograficznego, np. w Holandii i Finlandii dominujacymi lignanami

183



w codziennej diecie sg pinorezynol i laricirezynol, podczas gdy w diecie Polakoéw dominuja
sekoizolaricirezynol oraz pinorezynol. Z kolei w diecie totewskich kobiet i m¢zczyzn dominujg
syringarezynol oraz sekoizolaricicrezynol, co przypisuje si¢ wickszemu spozyciu owocoOw
jagodowych oraz zyta [233]. Jednym z mozliwych sposobow na zwigkszenie ilo$ci spozytych
lignanow w codziennej diecie jest wzrost udzialu produktéw pochodzenia roslinnego,
w ktorych zawarto$¢ lignandw szacowana jest w ilosciach od pg/g do nawet mg/g suchej masy
produktu, a takze wprowadzenie racjonalnej suplementacji uzupetaniajacej codzienne nawyki
zywieniowe. Przyktadowe produkty spozywcze zawierajace okreslone grupy zwiazki z grupy
lignanéw wraz ze wskazaniem ich zamiennego zrodta w odpowiednim materialem ro$linnym

podsumowano w ponizszej tabeli (tabela 26).

Tabela 26: Podsumowanie zawarto$ci zwigzkow z grupy lignanéw w produktach spozywczych oraz surowcach
roslinnych [234].

Przykladowa obecno$¢ w surowcach
roslinnych

Nazwa zwigzku Produkt spozywczy

Forsythia % intermedia, Forsythia
- suspensa (liscie, kwiaty, owoce)
Chionanthus virginicus (kora)

Filigenina
Filiryna

Nasiona Inu, orzechy ziemne; nasiona pszenicy,
Sekoizolaricirezynol | jeczmienia, owsa

Diglukozyd Warzywa: brukselka, czosnek Owoce: pomarancza, | Linum L. (nasiona)
sekoizolaricirezynolu | jezyny, borowki, czarna porzeczka, kiwi, Inne:
herbata, kawa, mleko i jego przetwory

Nasiona Inu i sezamu, produkty zbozowe Eucommnia ulmoides Oliv. (kora)

Pinorezynol Warzywa: brokuly, kapusta biata, czosnek o Forsythia suspensa (liécie, kwiaty, owoce)
Dlukozyd Owoce: morela, awokado, truskawka, brzoskwinia .

. . . e Acanthopanax sessiliflorus (owoce)
pinorezynolu Oliwa z oliwek (extra virgin)

Inne: tofu, kakao, czekolada, wino Chionanthus virginicus (kora)

Matairezynol Nasiona Inu i sezamu Forsythia  *  intermedia, Forsythia
Glukozyd Owoce: pomarancza, nektarynka, mango, morela, suspensa (liScie, kwiaty, owoce)
matairezynolu melon Linum L. (nasiona), Sesamum L. (nasiona)
Sezaminol Nasiona sezamu Sesamum L. (nasiona)

Arktyina Forsythia x intermedia (liscie, kwiaty)
Arktygenina B Arcium lappa (owoce)

Lignany, ktorych obecnos$¢ potwierdzono w pozywieniu i/lub surowcach naturalnych
np. matairezynol, laricirezynol, pinorezynol, arktyina czy sezamina sga metabolizowane
w jelicie przez mikrobiote jelitowa do aktywnych metabolitow okreslanych jako enterolignany.
Procesy konwersji zachodzace z udzialem szeregu szczepoéw bakteryjnych, w szczegdlnosci
produkujacych B-glukozydazy (m.in. Bacteroidales spp. 1 Clostridiales spp.), a takze
postepujacych proceséw deglikozylacji, dehydroksylacji, demetylacji i odwodornienia

prowadza do powstawania enterodiolu i enterolaktonu oraz licznych produktéw posrednich
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[235-237], ktorych rola w organizmie cztowieka jest wcigz przedmiotem szczegodtowych badan
[238,239]. Przyktadowy proces biotransformacji arktyiny do enterolaktonu przedstawiono na

ponizszej rycinie (rycina 68) [240].
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Rycina 68: Procesy biotransformacji arktyiny z udziatem mikrobioty jelitowej. 1— arktyina; 2 — arktygenina; 3,
4, 5,6 — metabolity posrednie; 7 — enterolakton [240].

Weczesniejsze doniesienia potwierdzaty m.in. mozliwo$¢ wywierania stabego dziatania
estrogennego lub antyestrogenowego przez enterolignany, z uwagi na ich strukturalne
podobienstwo do najbardziej dominujacej i aktywnej formy estrogenu, 17(B-estradiolu [241].
Ponadto w badaniach in vitro oceniono aktywno$¢ antyoksydacyjng enterodiolu i enterolaktonu
[238,242], jednak ich dziatanie przeciwzapalne na komorkach monocytow/makrofagow PBMC
nie zostalo dotad zbadane. W celu poréwnania aktywno$ci enterolignanow do
zaprezentowanych w rozdziale 4.4 wiasciwosci lignanéw w formie potaczen cukrowych oraz
wolnych aglikonow przeprowadzono analiz¢ dziatania przeciwzapalnego tzw. lignanow
ssaczych na modelu izolowanych komoérek monocytéw/makrofagéw PBMC. Aktywno$¢
zarowno enterodiolu jak i enterolaktonu, prezentowata wyrazny kierunek przeciwzapalny, przy
silniejszej aktywnosci enterolaktonu w odniesieniu do hamowania wydzielania TNF-a i IL-1f3
(rycina 35). Istotnym wkladem w stan wiedzy na temat mechanizmow dzialania
enterolignanow jest jednak wyrazny wzrost ekspresji receptora IL-10 na powierzchni komorek
monocytow/makrofagow PBMC po inkubacji z enterolaktonem, znamienny statystycznie
1 zalezny od st¢zenia (ryciny 36, 37).

Warto rowniez zaznaczy¢, ze cz¢$¢ spozytych zwigzkow lignanowych nie jest trawiona,
czemu dowodzi ich obecno$¢ w moczu, $linie i surowicy nawet do 7-10 godzin po przyjeciu
pokarmu lub suplementacji wolnych aglikonéw lub ich form glikozydowych [237]. Pewna ilo$§¢

spozytych lignandow moze zosta¢ szybko wchlonigta do krwioobiegu juz w goérnym odcinku
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przewodu pokarmowego, w postaci niezmetabolizowanej (glikozydy i wolne aglikony)
charakteryzujacych si¢ wysoka biodostgpnoscia w organizmie czlowieka, podczas gdy
polimery lignanow oraz formy di/tri glikozydowe sg transformowane przez mikrobiote jelitowa
dopiero w jelicie grubym [243-245]. Innym przyktadem moze by¢ konwersja laricirezynolu do
cyklolaricirezynolu in vivo przebiegajaca czesciowo w warunkach kwasowych, panujacych
w zotadku i/lub w goérnych partiach przewodu pokarmowego [234], a takze transformacja
sekoizolaricirezynolu do laricirezynolu oraz matairezynolu do hydroksymatairezynolu
odbywajaca si¢ w mikrosomach watroby [246].

Penalvo 1 wsp. wykazali obecno$¢ okoto 2% przyjetej dawki pinorezynolu
i laricirezynolu w osoczu po 1 godzinie od spozycia 50 g nasion sezamu [247], podczas gdy
w innym badaniu st¢zenia laricirezynolu 1 matairezynolu wykryte w surowicy ludzkiej byly
wyzsze niz st¢zenia enterolignandw [248], podkreslajac potencjalny synergistyczny udzial
postaci niezmetabolizowanych oraz metabolitow w warunkowaniu odpowiedzi biologiczne;j.
W badaniu Smeds i wsp. analiza zawarto$ci metabolitow w probkach moczu metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, po jednym dniu stosowania pojedynczych dawek
7-hydroksymatairezynolu, laricirezynolu, matairezynolu oraz sekolaricirezynolu wskazywata
na obecno$¢ hydroksyenterolaktonu, cyklolaricirezynolu, enterolaktonu i enterodiolu jako
glownych metabolitow. Z kolei w probkach moczu zebranych po 10-dniowym okresie
suplementacji, gldwnym metabolitem wszystkich podawanych zwigzkéw byt enterolakton,
przy  rownoczesnej obecnosci rownie  wysokich  stezen  sekoizolaricirezynolu
1 hydroksymatairezynolu, w pordwnaniu z wyjsciowymi probkami moczu, co moze po czgsci
sugerowac transofrmacj¢ zwigzkow miedzy soba. Z kolei podawanie hydroksymatairezynolu
skutkowato wydalaniem znacznych ilos$ci hydroksymatairezynolu w moczu, znacznie
wigkszych niz obserwowane ilosci SECO Iub matairezynolu po uprzednim podaniu
réwnowaznych dawek dwoch powyzszych lignanow [234].

W zwigzku z powyzszym, znaczna cz¢$¢ badan powadzonych w ramach realizacji
niniejszej pracy dotyczyla aktywnos$ci lignandéw w postaci ich glikozydow oraz wolnych
aglikonow. Inkubacja komoérek monocytow/makrofagow PBMC ze zwigzkami z grupy
lignanow (20 pM) w wigkszosci przypadkdéw prowadzita do znamiennej statystycznie inhibicji
wydzielania TNF-a i IL-6 (rycina 35 A, B). Najsilniejsza inhibicje wydzielania TNF-«
w  modelu monocytéw/makrofagbw PBMC zaobserwowano po inkubacji komorek
z roztworami arktyiny, arktygeniny i diarktygeniny (20 uM), hamujacych sekrecje tej cytokiny
do poziomu odpowiednio 55,4 + 6,2%, 23,8 + 6,1 oraz 13,6 = 2,7% (***p < 0,001).

Obserwowana znamienna aktywno$¢ przeciwzapalna arktygeniny, byla kompatybilna
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z wczesniejszymi doniesieniami, potwierdzajacymi jej aktywnos$¢ w modelu innych komorek
prawidlowych izolowanych z krwi obwodowej — neutrofili [33]. Z kolei hamowanie sekrecji
TNF-a po zastosowaniu arktyiny wysoce prawdopodobnie mogla wynika¢ z jej
ograniczajacego wpltywu na procesy fosforylacji biatek $ciezki p38 MAPK, odgrywajacej
wazng rol¢ w potranskrypcyjnej regulacji czynnika martwicy nowotwordw (TNF-ct) [249].

Rownie efektywnym dziataniem odznaczala si¢ takze trachelogenina oraz niektore pary
glukozyd - aglikon tj. filiryna — filigenina, SECO — SDG, matairezynol oraz pinorezynol
i odpowiednie im potaczenia glukozydowe, ktorych aktywnos$¢ hamujaca sekrecje TNF-a
1 IL-6 potwierdzono w dwoch przyjetych modelach komorkowych.

Znamienny wplyw ograniczajacy sekrecj¢ mediatorow prozapalnych pinorezynolu
1 matairezynolu, szczeg6lnie w modelu makrofagow TDM, wynikal prawdopodobnie z ich
aktywnosci modulujacej aktywnos$¢ wiodacych $ciezek sygnatowych MAPK. Zaréwno
pinorezynol, jak réwniez matairezynol wykazywaly znamienng aktywno$¢ hamujaca
fosforylacj¢ biatek $ciezki sygnatowej INK 1/2 (***p < 0,001), co jest zbiezne
z przeciwzapalng, zalezng od stezenia hamujaca aktywnos$cia matairezynolu in vitro,
potwierdzong takze we wczesniejszych doniesieniach [250]. Zaréwno pinorezynol jak rowniez
matairezynol hamowaty fosforylcje bialek §ciezki sygnatowej ERK 1/2, przy czym aktywno$¢
pinorezynolu w badanym uktadzie byta znamienna statystycznie (*p < 0,05), co obserwowano
takze w badaniu Jung i wsp. w modelu komoérek mikrogleju BV2 poddanych dziataniu
pinorezynolu (10-50 pM) izolowanego z owocow forsycji koreanskiej [48].

Z kolei selektywny wptyw badanych lignandéw na inhibicj¢ wydzielania IL-18 w modelu
monocytow/makrofagbw PBMC, zwigzang z inicjacja stanu zapalnego oraz adhezja
monocytow do komorek srddblonka [251], potwierdzono jedynie dla 5 sposréd badanych
lignanéw: diarktygeniny, glukozydu pinorezynolu wraz z aglikonem, a takze formy
aglikonowej i glukozydu matairezynolu. Wynik otrzymany dla arktyiny, wskazuje na brak
znamiennego wplywu na inhibicj¢ wydzielania IL-18 (85,1 + 15,5%, p > 0,05), co pozostaje
sprzeczne z wczesniejszymi doniesieniami [252]. Obserwowane réznice moga jednak wynikaé
z zastosowanego modelu komorkowego (komorki mysie vs. komorki ludzkie), a takze
zastosowania nizszych stezen zwigzku badanego (20 uM vs. 50-200 uM).

Kolejnym elementem nowosci w zakresie wiedzy o aktywnos$ci lignanoéw byta ocena
ich wplywu na wydzielanie przeciwzapalnej IL-10, ktorej produkcja jest szczegolnie
obserwowana w monocytach i makrofagach. W modelu komoérek makrofagéw, powstalych
z monocytarnej linii THP-1 dowiedziono, ze niektore ze zwigzkow z grupy lignanéw wptywaja
na wzrost wydzielania IL-10, po stymulacji komodrek roztworem LPS (10 ng/ml). Co ciekawe,
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badania przeprowadzone w modelu izolowanych komoérek PBMC nie wskazywaty na istotng
statystycznie aktywno$¢ lignandw wobec aktywacji ekspres;ji receptora dla IL-10, z wyjatkiem
filigeniny, pobudzajacej ekspresj¢ IL-10R do poziomu 211,0 + 3,4% (***p < 0,001), ktora nie
wykazywata jednak znamiennej statystycznie aktywnos$ci nasilajacej produkcje IL-10
w komorkach makrofagow TDM.

Sposrod badanych zwigzkéw z grupy lignanéw najwigkszy wplyw na sekrecje
IL-10 w modelu komoérek makrofagdéw, linii THP-1 wykazaty arktyina, arktygenina, a takze
aglikony takie jak pinorezynol i matairezynol (aktywne w najwyzszym badanym st¢zeniu 50
uM). Ciekawym zwigzkiem okazala si¢ trachelogenina, ktéra wywierala znamienny
statystycznie wptyw na wydzielanie tej cytokiny w pelnym zakresie zastosowanych st¢zen (10-
50 uM), powodujac wzrost wydzielania IL-10 do wartosci w zakresie 422 + 5,6% - 359 +5,8%
(**p <0,01), w poréwnaniu do kontroli stymulowanej LPS (100% wydzielania).

Znamienny wplyw trachelogeniny zostat takze zaobserwowany w przypadku analizy jej
wplywu na sekrecj¢ IL-6 oraz TNF-a. Inkubacja makrofagdw z roztworami trachelogeniny
hamowata wydzielanie TNF-a do poziomu 26,7 + 2,5% (***p < 0,001) dla stezenia 50 pM,
56,2 + 8,0% (***p < 0,001) dla stgzenia 20 uM oraz 60,8 £+ 6,9% (**p < 0,01) dla stezenia 10
uM (wobec 100% wydzielania dla kontroli stymulowanej). Podejmujac probe wyjasnienia
mechanizmu dziatania trachelogeniny, warto przyjrze¢ si¢ budowie tego lignanu,
klasyfikowanego podobnie jak np. arktygenina do grupy pochodnych dibenzylobutyrolaktonu.
Poprzednie doniesienia korelowaly obecno$¢ czesci butyrolaktonu jako aktywnego
farmakofora odgrywajacego istotng role w hamowaniu produkcji TNF-a przez arktygening w
analogicznym modelu komorek makrofagéw [253], co moze stanowi¢ podstawe wyjasnienia
aktywnos$ci trachelogeniny, a takze innych lignanéw nalezacych do grupy pochodnych
dibenzylobutyrolaktonu

Biorac pod uwagg znaczng aktywno$¢ komoérek monocytéw/makrofagéw w pierwszych
etapach powstawania stanu zapalnego, lezacego u podlozy NCDs, elementem nowosci
w prezentowanych wynikach jest takze znamienny statystycznie, hamujacy wptyw lignanow
na wydzielanie chemokiny MCP-1. Bialko chemotaktyczne monocytow (MCP-1/CCL2)
wzmacnia odpowiedz zapalng, rekrutujac kierunkowa migracje i aktywacje komorek
makrofagéw wzdluz rosnacego, lokalnego stezenia cytokin prozapalnych [254]. Szczegdlnej roli
biatka MCP-1 upatruje si¢ w rozwoju choréb o podtozu metabolicznym tj. otyto$¢ czy cukrzyca
typu II. Badanie w warunkach in vitro potwierdzilo, ze makrofagi izolowane ze szpiku kostnego
myszy typu dzikiego chetnie migrowaly do podtoza hodowlanego kondycjonowanego przez

eksplantaty tkanki tluszczowej zwierzat otylych, wskazujac na istotny udzial biatka
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chemotaktycznego monocytow pehigcego funkcje rekrutera makrofagéw podtypu M1 do
miejsca zapalenia [254,255]. Wér6d badanego zestawu zwigzkow z grupy lignandw, efektywna
inhibicj¢ wydzielania MCP-1 wykazywata arktyina, akrtygenina, diarktygenina, glukozyd
epipinorezynolu wraz z forma aglikonu, glukozyd matairezynolu i matairezynol, a takze
trachelogenina, w stopniu znamiennym statystycznie. Co wigcej, dziatanie glukozydu
epipinorezynolu na inhibicj¢ wydzielania MCP-1 prowadzace do hamowania wydzielania
badanej chemokiny do poziomu 29,5 + 0,9% (***p < 0,001) byto poréwnywalne do aktywnosci
kontroli pozytywnej — deksametazonu (*p < 0,05), ktérego znamienny wptyw na wydzielanie
MCP-1 potwierdzono uprzednio w badaniach in vivo [256]. Powyzsza wlasciwo$¢ zwigzkow
z grupy lignanow wydaje si¢ wigc niezwykle istotna w kontek$cie okreslenia ich roli
w profilaktyce chordb o podtozu zapalnym.

Podejmujac prébe analizy otrzymanych wynikow warto takze zwrdci¢ uwage na
wielokierunkowe dziatanie jednej z markerowych pochodnych glikozydowych z grupy
lignanow, scharakteryzowanych w rodzaju Forsythia — filiryny. Aktywno$¢ filiryny w modelu
monocytow/makrofagow PBMC zostala wyraznie zaznaczona w kontek$cie hamowania
wydzielania TNF-a (50,5 = 7,7%) 1 IL-6 (55,0 = 7,7%) (***p < 0,001), w odniesieniu do
kontroli stymulowanej LPS (100% wydzielania), co zostalo takze potwierdzone w zakresie
stezen 10-50 uM w modelu TDM. Z kolei wptyw filiryny na sekrecj¢ IL-1B (66,9 + 10,1%)
w modelu monocytow/makrofagéw PBM nie byl znamienny statystycznie w badanej grupie
(p > 0,05), jednak w tescie t-Studenta dla pojedynczej proby wynik uzyskuje znamiennos¢
statystyczng w odniesieniu do kontroli stymulowanej LPS (*p < 0,05). Wicksza liczba
przeprowadzonych oznaczen lub wyzsze stezenie zwigzku mogloby wptyna¢ jednak na zmiane
obserwowanej tendencji w konteks$cie calej grupy badawcze;.

Aglikonem 1 jelitowym metabolitem filiryny, wyst¢pujacym w liSciach forsycji jest
filigenina. Wedlug bazy TCMSP (ang. Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology
Database) biodostepnos¢ filigeniny plasuje si¢ na poziomie 95% (OB. > 95%), przy
wspotczynniku drug-like osiagajacym wartos¢ 0,57. Ponadto wykazano, ze filigenina jest fatwo
wchianiania w jelitach po podaniu doustnym, jednak jej stosunkowo niska zawartos¢ w li§ciach
F. suspensa ogranicza jej stosowanie w terapii [257]. Wedtug wczesniejszych doniesien ilo$¢
filigeniny w przetworach z lisci forsycji mozna zwigkszy¢ prawie 28- krotnie poprzez
zastosowanie odpowiednich warunkéw wilgotnos$ci i temperatury w procesie fermentacji li§ci
forsycji [258].

Filigenina efektywnie hamowata uwalnianie TNF-a 1 IL-6 w obu przyjetych modelach

komoérkowych, przy czym inhibicja uwalniania IL-6 byla proporcjonalnie zalezna od st¢zenia
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w modelu TDM. Co ciekawe filigenina byta takze jedynym przedstawicielem grupy lignanow,
ktorego wpltyw na wzrost ekspresji receptora dla IL-10 na powierzchni komorek
monocytow/makrofagdbw PBMC okazal si¢ znamienny statystycznie, przyjmujac wartosci
211,0 + 3,4% (***p < 0,001).

Zaobserwowana w badaniach aktywno$¢ filigeniny, ograniczajaca produkcje
mediatoréw zapalnych w modelu komorek prawidlowych PBMC, stanowila uzupetnienie
opisanych wcze$niej mechanizmow jej dzialania, zwigzanych z wplywem na modulacje¢ Sciezek
MAPK oraz NF-kB, na innych modelach in vitro np. mysich makrofagach oraz komoérkach
gwiazdzistych watroby, a takze modelach in vivo [259,260]. W zwigzku z tym wptyw filigeniny
a takze jej glukozydu — filiryny na powyzsze szlaki sygnalizacji komorkowej zostal przeze mnie
oceniony w modelu komorek makrofagow (TDM).

Filiryna, wraz z jej aglikonem filigening wykazaty znamienny wplyw na inhibicje
fosforylacji $ciezki pERK/ERK 1/2 (***p < 0,001- filiryna, **p < 0,01 filigenina), nie
wykazujac aktywnosci hamujacej wobec $ciezki p38 w badanym modelu komérkowym.
Przeciwnie, zarowno filiryna jak 1 filigenina inicjowaty wzrost fosforylacji biatka p38, co
koreluje z wcze$niejszymi doniesieniami dotyczacymi podobnego mechanizmu dzialania
filiryny rowniez w innych modelach in vitro np. makrofagach pochodzacych ze szpiku kostnego
(BMM) [261]. Brak hamowania sygnalizacji p38 przez filiryn¢ i filigening moze znajdowac
uzasadnienie w plejotropowych witasciwosciach $ciezki kinazy p38 (MAPK), posredniczacej
w sygnalizacji immunologicznej. Wewnatrzkomorkowe szlaki sygnatowe, ktore sa
jednoczesnie aktywowane przez ten sam bodziec, czesto oddziatujg ze sobg za posrednictwem
mechanizmow sprz¢zenia zwrotnego mig¢dzy regulatorami. Uwaza si¢, ze obnizona aktywno$¢
szlaku p38 w makrofagach moze w niektorych przypadkach nasila¢ przewlekty stan zapalny,
a takze przyczynia¢ si¢ do hamowania produkcji przeciwzapalnej IL-10 oraz nasilonej
sygnalizacji ERK 1/2 1 JNK 1/2, wynikajacej z bezposredniej fosforylacji biatka wigzacego
TAKI1 pod wptywem bodzcow prozapalnych [262]. Wzrost ekspresji $ciezki p38 wynikajacy
z inkubacji makrofagéw z roztworem filiryny oraz filigeniny (20 pM) przy rownoczesnym
znamiennym statystycznie hamowaniu sygnalizacji ERK 1/2 i JNK 1/2 moze stanowi¢
czesciowe potwierdzenie przytoczonej obserwacii.

W ogélnym podsumowaniu podjetej analizy, uwzgledniajacej modulacje $ciezek
sygnalizacji MAPK oraz kinazy IKK o /B, a takze produkcje¢ mediatoréw zapalnych, w modelu
komoérek monocytéw/makrofagébw PBMC oraz makrofagow TDM, najaktywniejszymi

zwigzkami z grupy lignandow okazaly si¢: arktyina, arktygenina, diarktygenina, filiryna,
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filigenina, glukozyd pinorezynolu, pinorezynol, glukozyd matairezynolu oraz

matairezynol, ktorych wzory przedstawiono na ponizszej rycinie (rycina 69).
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Rycina 69: Wzory strukturalne najaktywniejszych pochodnych dibenzylobutyrolaktonu oraz furofuranu z grupy
lignanow.

Funkcje obronne wrodzonego ukladu odporno$ciowego bazuja na aktywnoSci
receptorOw rozpoznawania patogendw (PRRs), np. receptoréw toll-podobnych (TLR),
uczestniczacych w rozpoznawaniu konserwatywnych struktur molekularnych atakujacych
patogendéw. Aktywacja odpowiedzi za posrednictwem TLR prowadzi do ogdlnoustrojowe;j
odpowiedzi zapalnej, warunkowanej aktywacja okreslonych szlakow sygnatowych [99].

Celem uzupehlnienia luki w wiedzy na temat mechanizmoéw aktywno$ci dwodch

zwigzkow z grupy lignanéw — arktyiny i arktygeniny, odznaczajacych si¢ znamiennym
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potencjatem przeciwzapalnym, w toku dalszych analiz poddano ocenie ich wplyw na modulacj¢
przekaznictwa sygnalu za posrednictwem receptoréw toll-podobnych (TLR) na poziomie
ekspresji genow oraz produkcji okreslonych biatek [201].

W zwiagzku z wczesniejszymi doniesieniami o roli bakteryjnego LPS jako kluczowego
liganda receptora TLR4 [77], do dalszych szczegotowych analiz wykorzystano m.in narze¢dzie
RT? Profiler PCR TLR pozwalajace na ocene wplywu analizowanych czynnikow na panel
gendw bioracych udzial w $ciezkach sygnalizacji TLR. Analiza poszczegélnych etapdéw
sygnalizacji wynikajacych z aktywacji receptoréw TLR pozwolita na przesledzenie
szczegOlowych $ciezek aktywnosci badanych lignanéw na poziomie molekularnym, co byto
pierwszym tego typu doniesieniem w konteks$cie aktywnosci tych zwigzkow. W tym miejscu
nalezy takze zaznaczy¢ pilotazowy charakter prowadzonej analizy ekspresji genow, ktorej
wiarygodno$¢ potwierdzono na poziomie produkcji/fosforylacji biatek dla wybranych §ciezek
sygnalowych (metoda western blot). Podczas analizy i dyskusji wynikow dla pozioméw
ekspresji okreslonych genéw warto takze podkresli¢, ze wiekszo$¢ indukowanych mRNA
cytokin ma krétkie okresy poéltrwania, wynikajagce z obecnosci elementow bogatych
w adenylan-urydylan (AU (ARE)) w regionie 3' nieulegajacym translacji (3'UTR), ktore
sprzyjaja rozpadowi mRNA, warunkujagc brak ich dlugoterminowej stabilnos$ci [263].
Przej$ciowy wzrost pozioméw mRNA przez kaskady sygnalizacji komorkowej pojawia si¢ na
poczatku inicjacji stanu zapalnego. Niestety uchwycenie momentu wysokich/niskich ekspresji
dla wszystkich badanych czynnikow jest utrudnione poprzez kaskadowa forme ich aktywacji,
a takze wzajemne oddzialywania na zasadzie sprz¢zen zwrotnych i zré6znicowanych czaséw
péttrwania [201]. Przeglad literatury pozwolil na wytypowanie 6-godzinnego czasu inkubacji
z badanymi zwigzkami jako optymalnego do okres$lenia maksymalnych pozioméw ekspres;ji
gendw dla kluczowych mediatorow zapalenia (IL-6, TNF-a, MCP-1), a takze gendéw

odpowiedzialnych za indukcje¢ $ciezki NF-kB w komorkach makrofagdw [201,202,203].

Przeprowadzona analiza wskazuje na udziat zarowno arktyiny jak rowniez arktygeniny
w modulacji $ciezki sygnalowej, zapoczatkowanej aktywacja TLR4, w stymulowanych
komorkach makrofagdéw, co mozna zaobserwowac na zalaczonej w rozdziale 4.7 mapie ciepta
(rycina 49). W toku analizy wykazano wplyw zwigzkow na ekspresje czynnikow
uczestniczacych w pierwszych etapach inicjacji bakteryjnego LPS — poczawszy od ekspresji
genu dla biatka MD-2 (gen LY96) (hamowanego przez arktying), uznawanego za swoisty
tacznik migdzy LPS a samym TLR4, poprzez gen dla receptora CD14 (CD14) oraz TLR4 (gen

TLR4) (hamowane przez oba zwigzki). Analiza ekspresji genow wskazuje ponadto, ze oba
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badane lignany dziatajg za posrednictwem obu gtéwnych kaskad, w $ciezkach sygnalowych
specyficznych dla receptora TLR4 - zaleznej od Myd88 (geny: IRAK1; MYDS8S8; TIRAP; TLR4),
a takze TRAM/TRIF — zaleznej (geny: IRF3; PELIl; TBK1; TICAM2; TICAMI). W ogdlnym
podsumowaniu mozna zaobserwowa¢ hamujacy efekt obu badanych lignanow dla dwoch
powyzszych kaskad sygnatowych, przy wickszym stopniu regulacji w dot po zastosowaniu
arktygeniny. Dla szlaku Myd88- niezaleznego wzrost ekspresji zaobserwowano jedynie dla
genu kodujacego IFNA1 po zastosowaniu arktygeniny i jej spadku w wyniku dziatania
arktyiny.

Analiza poszczeg6lnych etapow sygnalizacji (w postaci ekspresji genow) pozwolita na
wytypowanie potencjalnych $ciezek sygnatowych, ktore w glownej mierze przyczynity si¢ do
zainicjowania obserwowanych efektow przeciwzapalnego dziatania zwigzkow. W toku oceny
stopnia produkcji biatek dla 3 wybranych $ciezek sygnatlowych kinaz MAP: JNK 1/2, ERK 1/2
oraz p38, a takze kinazy IKK o/ wykazano istotne statystycznie hamowanie fosforylacji
wszystkich badanych §ciezek po inkubacji zar6wno z arktying, a takze z arktygening w modelu
makrofagéw TDM stymulowanych roztworem bakteryjnego LPS (10 ng/ml). Szczegdlng
aktywno$¢ zaobserwowano w konteks$cie hamowania fosforylacji bialek szlaku JNK 1/2, dla
arktyiny 1 arktygeniny, w poszerzonym zakresie badanych stezen (50-10 uM), co znalazto
réwniez potwierdzenie w inhibicji ekspresji genow kodujacych biatka c-JUN oraz c-FOS
wspotuczestniczacych w  formowaniu kompleksu czynnika transkrypcyjnego wczesnej
odpowiedzi AP-1 [264]. Niskie poziomy obserwowanych wartosci ekspresji moga wynika¢ ze
stopniowego wygaszania sygnalizacji, zwigzanej z krotkim okresem pottrwania mRNA c-Jun
i c-Fos wynoszacym zaledwie 35-45 minut [265].

Zarowno arktyina jak i1 arktygenina hamowaty takze fosforylacj¢ bialek ERK 1/2
w dwoch najwyzszych badanych stezeniach 20 1 50 puM. Znamienny statystycznie efekt
hamujacy fosforylacje biatek szlaku p38 wykazano jedynie dla arktyiny badanej w stezeniu 20
1 50 uM (rycina 53). Co ciekawe w badaniu Cho i wsp. hamujaca aktywnos$¢ arktygeniny
wobec fosforylacji biatek szlakow ERK 1/2, INK 1/2 1 p38 obserwowano juz w zakresie st¢zen
0,1-1 uM, in vitro. W tym samym badaniu oceniono pozytywny bezposredni wpltyw
arktygeniny jako skutecznego inhibitora aktywno$ci kinazy MKK oraz czynnika
transkrypcyjnego AP-1, potwierdzajac tym samym aktywno$¢ zwigzku w uktadzie kinaz MAP.
Nalezy jednak dostrzec roznice wynikajace z zastosowanego modelu badawczego, a takze
rozwazy¢ brak mozliwos$ci bezposredniego przelozenia aktywnosci zwigzku z mysiego modelu

makrofagdéw na ludzkie stany patologiczne [253].
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Podejmujac probe dyskusji otrzymanych wynikow szczegdlng uwage zwraca hamujaca
aktywno$¢ badanych lignanéw w odniesieniu do panelu genéw kodujacych biatka sygnalizacji
NF-kB. Zaréwno arktyina, jak rowniez arktygenina hamowaly ekspresje gendéw kodujacych
biatka kluczowej podjednostki NF-xB tj. RELA (p65), przy czym analiza cytozolowej
zawartosci NF-kB p65 wskazywata na zmniejszenia ilo$ci relatywnego biatka po inkubacji
z badanymi lignanami, w poréwnaniu do kontroli stymulowanej LPS. Warto rowniez zwroci¢
uwage na hamujacy wpltyw arktygeniny na ekspresj¢ genu kodujacego kinaze zwigzang
z receptorem dla IL-1 (IRAK-1), niezbgdnej w procesie mobilizacji podjednostki p65 do jadra
komoérkowego. Co ciekawe, stymulujaca aktywno$¢ obu badanych zwigzkow w kierunku
pobudzania ekspresji inhibitora IkBa (NFKBIA), moze wskazywa¢ na inny mechanizm
dziatania, ograniczajacego translokacje¢ podjednostek NF-kB do jadra komdrkowego. W celu
ostatecznego potwierdzenia wplywu arktyiny i arktygeniny na procesy translokacji p65 do jadra
komoérkowego celowym wydaje si¢ takze okreslenie zawartosci p65 we frakcji jadrowe;,
stanowigc ostateczne potwierdzenie i uzupetnienie przeprowadzonych przeze mnie analiz.

Efektem hamujacego dziatania arktyiny i arktygeniny na modulacje¢ szlaku MAPK oraz
NF-kB byto hamowanie ekspresji genow kluczowych mediatoréw zapalnych. Szczegélnie
wysoka inhibicje ekspresji zaobserwowano dla genu kodujacego IL-6, IL-12A oraz chemokiny
MCP-1 (CCL-2), a takze dla TNF-a, co zaprezentowano na rycinach 56, 57. Co ciekawe,
aktywno$¢ arktygeniny byta o 1,3-razy silniejsza w stosunku do hamowania ekspresji genu
MCP-1 oraz 3-krotnie wyzsza w odniesieniu do ekspresji genu dla IL-6, w poréwnaniu do
dziatania arktyiny, co moze sugerowac silniejsza aktywno$¢ aglikonu w poréwnaniu do
glukozydu. Na podstawie macierzy PCR przeprowadzono takze oznaczenie ekspresji mRNA
metoda qPCR, dla 3 wybranych gendéw docelowych (IL-6, TNF-a, MCP-1), aby zweryfikowa¢
efekty modulacji ekspresji genéw kluczowych czynnikdéw zapalnych po zastosowaniu arktyiny
1 arktygeniny (rycina 57). Otrzymane wyniki (wyrazna tendencja spadkowa) bezsprzecznie
pokrywaly si¢ z wynikami oceniajacymi produkcj¢ wybranych mediatorow zapalnych metoda
ELISA, przeprowadzong w modelu komoérek monocytow/makrofagow PBMC oraz
makrofagéw THP-1.

Obserwacja wymagajaca zaakcentowana jest takze wplyw badanych lignanéw na
ekspresje genow dla innych mediatorow zapalnych, uczestniczacych w inicjacji stanu
zapalnego, takze za posrednictwem wptywu na inne komponenty uktadu odpornosciowego.

Oprocz mechanizméw wyciszajacych ekspresje niektorych gendw (potwierdzong
ograniczeniem produkcji biatek) formg aktywno$ci zwigzku moze takze mobilizacja niektorych

mechanizmow efektorowych, sprzyjajac powrotowi uktadu do stanu homeostazy. Analiza
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badanego panelu cytokin i chemokin prozapalnych po zastosowaniu obu badanych zwigzkow
wskazywala na wzrost ekspresji genu CXCLS, kodujacych produkcje¢ IL-8. Zaobserwowana
wlasciwo$¢ moze korelowac ze wzrostem stopnia rekrutacji komorek neutrofili, komorek NK
oraz limfocytéw T do miejsca stanu zapalnego, niezbednej do inicjacji poczatkowych etapow
zapalenia, kluczowych w eliminacji patogenu. Prob¢ wyjasnienia tej obserwacji moze jednak
stanowi¢ praca Mahmound i wsp., ktorzy obserwowali nieoczekiwanie wysoki i stabilny
poziom mRNA prozapalnej chemokiny IL-8 w r6znicowanych komoérkach THP-1 (niezalezny
od p38 MAPK), o okresie pottrwania dluzszym niz 15 godzin, wynikajacy dodatkowo ze
stabilizujgcego wptywu PMA [263] (co znacznie przewyzsza opisany w niniejszej pracy czas
inkubacji komorek z arktying i arktygening).

Szczego6lng uwage zwraca takze hamujacy wplyw obu badanych lignanéw na ekspresje
genu dla IL-12, w odniesieniu do kontroli stymulowanej LPS. Ponadto inkubacja komoérek
z roztworem arktygeniny (w stopniu przewazajagcym wplyw arktyiny) powodowata hamowanie
ekspresji dla genu ligandu chemokiny 10 z motywem C-X-C (CXCL10), znanego jako
chemoatraktant dla limfocytéw T i komoérek NK, uczestniczacego w formowaniu zjawiska
,burzy cytokinowej” [266]. IL-12 jest wytwarzana gtownie przez monocyty, makrofagi
i komorki dendrytyczne, w odpowiedzi na produkty bakteryjne, takie jak lipopolisacharydy
(LPS) i patogeny wewnatrzkomorkowe lub w wyniku interakcji z aktywowanymi limfocytami
T, taczac wrodzone i1 adaptacyjne odpowiedzi immunologiczne. Pozytywna regulacja
wydzielania IL-12 w komorkach monocytoéw i makrofagéw linii komérkowej THP-1 zachodzi
za posrednictwem izoformy JNK-2, z kolei hamowanie jej produkcji jest indukowane na skutek
aktywacji izoformy JNK-1 szlaku JNK [267]. PowyzZsze zalezno$ci w pelni koreluja z naszymi
obserwacjami, dotyczacymi hamowania fosforylacji biatek §ciezki JNK po inkubacji komoérek
z arktying i arktygening, stanowigc uzupelienie mechanizmu dziatania obu lignanéw na
poziomie komorkowych szlakow sygnalizacyjnych.

Powyzej opisany wptyw arktyiny oraz arktygeniny wymaga jednak jednoznacznego
potwierdzenia na poziomie produkcji okreslonych biatek, co moze stanowi¢ punkty wyjscia do
dalszych badan in vitro oraz in vivo. Ponadto, celowym wydaje si¢ takze poszerzenie badan
o wpltyw zwigzkéw na szlaki dla IFN (szczegdlnie arktygeniny), jako jednego z wiodacych
szlakéw immunomodulujacych a takze szlakoéw JAK/STAT oraz TNFRSF1A/NF-kB czy
szlaku TLR4-CASP8. Graficzne podsumowanie aktywnos$ci obu badanych lignanéw, oraz ich
wplywu na procesy aktywacji szlakow komoérkowych inicjowanych za posrednictwem TLR

przedstawiono na ponizszej rycinie (rycina 70).
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196



Aktualne strategie terapeutyczne w terapii miazdzycy i jej powiktan wskazuja na
kluczowa rolg profilaktyki oraz prewencji, na wczesnych etapach powstawania zmian.
Czynniki dietetyczne moga wplywac¢ na rozwoj miazdzycy bezposrednio (hiperlipidemia) lub
poprzez posredni wptyw na czynniki ryzyka, takie jak, podwyzszone cis$nienie krwi czy
hiperglikemia. Wnioski ptynace z badania kohortowego przeprowadzonego w latach 1987-
2016 dowodza zwigzku pomiedzy wyzszym spozyciem produktow pochodzenia roslinnego,
przy znacznym ograniczeniu produktow zwierzecych, z nizszym ryzykiem wystapienia
incydentow chorob sercowo-naczyniowych (o okoto 20%) w populacji ogoélnej [268]. Z kolei
wedlug Global Burden of Disease Study, ponad 9,1 miliona przedwczesnych zgonow
Z przyczyn sercowo-naczyniowych (ang. cardiovascular diseases, CVDs) na calym $wiecie, co
stanowi 52% wszystkich zgon6w z powodu CVDs mozna przypisa¢ ryzyku zwigzanemu z dieta
[269].

W oparciu o przyjeta hipoteze metaboliczno-immunologiczng rozwoju miazdzycy, od
wielu lat poszukuje si¢ skladnikow aktywnych, ocenianych pod katem dzialania
hipolipidemicznego przy jednoczesnej aktywno$ci przeciwzapalnej, jako potencjalnego
wsparcia w prewencji incydentow sercowo-naczyniowych. Chociaz niewatpliwa przyczyna
zmian miazdzycowych jest nadmierna akumulacja lipidow, to wiele doniesien wskazuje, ze
postepujaca w $cianie naczyn reakcja zapalna koordynuje postgp i rozwdj choroby [147,270].
Pomimo braku bezposrednich dowodow na to, ze selektywna interwencja w stan zapalny moze
znaczaco poprawiac stan pacjentow w przebiegu incydentéw sercowo-naczyniowych, badania
kliniczne jednoznacznie wykazaty, ze modulacja stanu zapalnego moze zapobiegaé rozwojowi
miazdzycy i jej powiktaniom (badanie CANTOS, czynnik badany: przeciwciato monoklonalne
kanakinumab [271]; badanie LoDoCo2, czynnik badany: kolchicyna [272]).

Korelujac wielokierunkowe zaburzenia metaboliczne, lezace u podlozy miazdzycy,
z plejotropowa aktywnos$cig surowcoOw pochodzenia naturalnego, sa one coraz czgsciej
rozpatrywane w konteks$cie prewencyjnej terapii ograniczajacej rozwoj zaburzen lipidowych
[273-275]. Przeglad literatury wskazuje jednak, ze wigkszo$¢ z dostgpnych doniesien opiera si¢
o wyniki badan obserwacyjnych, przy braku konkretnych dowodoéw thumaczacych podstawy
tego dziatania na podtozu molekularnym.

Przyktadem moze by¢ wieloosrodkowe, kohortowe, obserwacyjne badanie Prevencio 'n
con Dieta Mediterra’nea (PREDIMED) z 2014 roku, uwzgledniajagce ponad 4-letnig
obserwacj¢ grupy uczestnikow badania, w ktéorym stwierdzono ponad 49% spadek

wystepowania incydentow sercowo-naczyniowych i $miertelno$ci z przyczyn sercowo-
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naczyniowych u osob spozywajacych produkty bogate w substancje z grupy polifenoli,
w porownaniu z grupg kontrolng [276].

W pojedynczych doniesieniach, pozytywnego wpltywu produktow pochodzenia
ros$linnego na zaburzenia lipidowe upatruje si¢ takze w obecno$ci zwigzkéw z grupy lignandw.
Marblestone i in. udowodnili korzystny wplyw sekoizolarycirezynolu na redukcje¢ poziomu
LDL, cholesterolu catkowitego i lipoprotein w tagodnej hiperlipidemii [277], podczas gdy
w dwoch innych badaniach skorelowano, ze obecno$¢ enterolignandw w moczu byta odwrotnie
proporcjonalna do poziomu trojglicerydow i lipoprotein o niskiej gestosci (ang. low density
lipoproteins, LDL) w surowicy, przy dodatniej korelacji z poziomem lipoprotein o wysokiej

gestosci (ang. high density lipoproteins, HDL), zarbwno w grupie mezczyzn i kobiet [233,278].

Uwzgledniajac znamienng aktywnos$¢ przeciwzapalng zwigzkéw z grupy lignanow,
W niniejszej pracy podjeto probe oceny wplywu tej grupy, na procesy akumulacji cholesterolu,
zarowno pod katem wychwytu lipidow przez receptory CD36, jak réwniez ich aktywnego
transportu zwrotnego z udziatem transportera ABCA1, przez posredni wptyw szlaku Nrf-2.

Receptor CD36 uczestniczy w patogenezie wielu chordb niezakaznych tj. miazdzycy,
choroby Alzheimera posredniczac wraz z receptorami TLR w rozpoznawaniu
zmodyfikowanych endogennych ligandéw, w tym utlenionych lipoprotein (oxLDL), czy
amyloidu-f oraz inicjowaniu odpowiedzi =zapalnej za posrednictwem kompleksoéw
inflamasomu NLRP3 [279]. Wedtug dost¢pnych danych literaturowych prezentowane wyniki
oceniajace wpltyw zwigzkoéw z grupy lignanow (w tym lignandw spozywczych) na poziomy
ekspresji receptora CD36 s3 jednymi z pierwszych tego typu doniesien w kontekscie
aktywnosci tej grupy polifenoli. W badaniu Drygalskiego i wsp. nie wykazano istotnego efektu
hamujacego na aktywnos¢ CD36 dla jelitowego metabolitu lignandéw, enterolaktonu,
zastosowanego w stezeniu 50 uM, w modelu komoérek HepG2, stymulowanych obecnoscia
innej czasteczki lipidowej — kwasu palmitynowego [280]. Majac jednak na wzgledzie wczesniej
opisane doniesienia dotyczace obecnosci niemetabolizowanych lignanéw w krwioobiegu po
spozyciu positku pochodzenia roslinnego, a takze powszechne wystgpowanie lignandéw
w produktach spozywczych i surowcach ro$linnych celowym wydaje si¢ ocena wplywu tych
zwigzkow na procesy komorkowego transportu cholesterolu.

Proba okreslenia wptywu zwigzkow z grupy lignanow (glikozydy i aglikony), pozwolita
na potwierdzenie ich hamujacego wptywu na ekspresje receptora CD36 w modelu komorek
makrofagdw, uprzednio inkubowanych z roztworem cholesterolu w stezeniu 20 pg/ml (rycina

58). Istotne réznice pomigdzy kontrolg z zastosowaniem cholesterolu, a badanymi zwigzkami
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otrzymano dla filiryny i pinorezynolu (*p < 0,05) co moze nadawa¢ nowy kierunek
prowadzonych badan, szczegolnie w obliczu wysokiego spozycia pinorezynolu, jako jednego
z wiodacych lignanéw w diecie Polakow. Z kolei aktywno$¢ filiryny moze korelowac
z potencjalnie nowym zastosowaniem terapeutycznym liSci czy owocow forsycji jako
komponenty wspomagajacej terapi¢ zaburzen lipidowych. Innym zwigzkiem, dla ktérego
zaobserwowano spadek ekspresji receptora CD36 byta trachelogenina (*p < 0,05). Wedtug
aktualnej wiedzy, jest to pierwsza obserwacja dotyczaca aktywnoS$ci trachelogeniny jako
potencjalnego modulatora ekspresji receptorow zwigzanych z procesami transportu czastek
lipidowych. Pomimo ograniczonej dostgpnosci zwigzku w popularnych produktach
dietetycznych, obecno$¢ trachelozydu (4-O-B-D glukozyd trachelogeniny) i trachologeniny
stwierdzono m.in. w owocach i lisciach krokosza barwierskiego (Carthamus tinctorius L.),
owocach ostrozenia (Cirsium Mill.) czy todygach roslin rodzaju Trachelospermum Lem., dajac
podstawy do poszerzonego zakresu badan w konteks$cie poszukiwania nowych zastosowan
powyzszych surowcow roslinnych.

W przeciwienstwie do analizy aktywno$ci arktygeniny, okreslonej w ramach niniejszej
pracy, w obliczu wczesniejszych doniesien arktygenina byla nieaktywna w hamowaniu
ekspresji receptora CD36, co mogto jednak wynika¢ z zastosowanego lipidowego czynnika
stymulujacego [185]. Obserwowany wptyw arktygeniny w przyjetym modelu wydaje si¢ jednak
wysoce prawdopodobny, biorac pod uwage otrzymang srednig warto$¢ wspotczynnika zmiany
wynoszaca 0,6 = 0,03 (*p < 0,05), wskazujac jednak na konieczno$¢ poszerzenia zakresu
prowadzonych badan z zastosowaniem innych st¢zen zwigzku lub innej formy lipidu, w celu
jednoznacznego wykluczenia lub potwierdzenia aktywnosci powyzszego lignanu.

Analizujac dostepne dane literaturowe, dowiedziona inhibicja ekspresji receptora CD36
przez zwiazki z grupy lignandw moze stanowiC istotne uzupelnienie wiedzy o tej grupie
polifenoli, w konteks$cie ich wptywu na modyfikacj¢ stopnia pochtaniania czastek lipidowych
przez komorki makrofagow [281,282]. W ponizszej tabeli (tabela 27). podsumowano
dotychczasowe doniesienia dotyczace aktywnosci polifenoli jako regulatoréw ekspresji
receptora CD36. W badaniu Drira i wsp. dowiedziono, ze niektore zwiagzki z grupy
sekoirydoidow, np. oleuropeina hamuja pobieranie lipidow przez komorki makrofagow [283],
co zostalo czgsciowo potwierdzone w badaniu Filipek 1 wsp. oceniajagcym wplyw
dialdehydowego aglikonu sekoirydoidowego, oleaceiny w modelu izolowanych komorek
PBMC [284]. Z kolei zastosowanie kemferolu hamowato translokacje jadrowa biatka c-Jun,
prowadzac do obnizenia ekspresji CD36 [285]. Korelujac wystepowanie oleuropeiny oraz

innych inhibitorow ekspresji CD36 tj. pochodnych kwercetyny i kemferolu [285] w lisciach
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jesionu wyniostego poszerzenie badan w zakresie aktywnos$ci hipolipidemicznej surowca moze

wyznacza¢ nowy kierunek do podjecia prac badawczych.

Tabela 27: Wplyw zwiazkow z grupy polifenoli na modulacj¢ ekspresji receptora CD36.

Stezenie zwiazku

Zwiazek badany Model badawczy Czynnik stymulujacy badanego Zrodlo
Kwercetyna In vitro, JT14A 10 pg/ml oxLDL 1,5,10 yM 286]
286
Kemferol In vitro, THP-1 100 pg/ml oxLDL 2,5,5, 10 pg/ml
Resweratrol In vitro, THP-1 50 pg /ml oxLDL 10,25 uM [287]
Oleuropeina 100, 200, 300 uM
In vitro, 3 T3-L1 - [283]
Hydroksytyrozol 50, 100, 150 pM
Kwas galusowy In vitro, RAW264.7 80 pg/ml oxLDL 6.25 -50 uM [288]
Oleaceina In vitro, Makrofagi 50 pg/ml oxLDL 20, 50 uM [284]
PBMC
Arktygenina
Filiryna In vitro, THP-1 20 pg/ml cholesterol 50 uM Niniejsza
Pinorezynol praca
Trachelogenina

Nagromadzenie lipidow w komodrkach piankowatych jest charakterystyczna cecha
rozwoju wczesnych stanéw miazdzycowych. Homeostaza komoérkowego poziomu cholesterolu
jest jednak $ci$le regulowana przez kompleks transporterow zaleznych od ATP, ABCA1
1 ABCG1, inicjujacych wydzielanie cholesterolu do zewnatrzkomorkowych akceptoréw, co
zostato zaobserwowane u myszy pozbawionych genéw dla ABCA1/ABCGI, u ktérych
wykazano wzmozong syntez¢ komorek piankowatych oraz przyspieszony proces aterogenezy
[289]. Na przestrzeni lat liczne zwigzki pochodzenia naturalnego zostaty zbadane pod katem
regulacji transporteréw ABC, przy czym wiadomo, Ze resweratrol, kwercetyna czy berberyna
zaleznie od st¢zenia indukowaty ekspresje biatek transporterow ABCAl i ABCGI, pod
wplywem szlaku sygnalizacji PPARy / LXRa [290].

W przyjetym modelu badawczym az 7 z 8 analizowanych lignanow (50 pM)
stymulowato wzrost ekspresji bialtka dla transportera ABCA1, w poréwnaniu z grupg kontrolna
(rycina 60). Najwickszy wptyw zaobserwowano dla arktyiny i arktygeniny, ktére powodowaty
prawie 5S-krotny wzrost ekspresji biatka ABCA1 w odniesieniu do grupy komorek
traktowanych jedynie roztworem cholesterolu (20 pg/ml). Stymulujacy efekt dzialania tej pary
zwigzkow czesciowo potwierdza wezesniejsze doniesienia Xu i wsp., ktorzy dowiedli istotnego
wptywu arktygeniny (10-100 uM) na wzrost aktywnosci transporterow ABCA1, zardwno na

poziomie mRNA i biatka. Badanie Xu i wsp. zostato przeprowadzone w tozsamym modelu
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komoérkowym podkreslajac poczatek znamiennej aktywno$ci zwigzku od stezenia 50 pM, co
réwniez znalazto odzwierciedlenie w prowadzonym przez nas badaniu [185].

Dwukrotny wzrost produkcji biatka transportera ABCA1 zaobserwowano takze po
inkubacji komoérek z roztworem sezaminolu, wiodacego skladnika z grupy lignanow
pozyskanego z nasion sezamu. Wczesniejsze doniesienia dokumentowalty wplyw pochodnej
sezaminolu — sezaminy na procesy modulacji ekspresji transportera ABCA1. W badaniu Liu
1 wsp. nie zaobserwowano jednak oczekiwanego wzrostu aktywnosci transportera ABCAI,
w przeciwienstwie do ABCGI, po zastosowaniu badanego lignanu, co mogto jednak wynika¢
z relatywnie nizszego st¢zenia zwigzku (10 uM) [291,292].

Z wczesniejszych doniesien wiadomo, ze wzmozone procesy odwrotnego transportu
cholesterolu zwigzane z aktywnoscig transporterow ABCA1 1 ABCG1 korelowaty ze wzrostem
ekspresji biatka oksygenazy hemowej 1 (HO-1), znanej jako wiodacy czynnik przeciwzapalny
i immunomodulujacy komorek §rodbtonka, monocytéw i makrofagow podtypu M2 [107].
Egzogenna nadekspresja HO-1 za pomocg agonisty lub transferu genéw za posrednictwem
adenowirusa opo6zniata post¢p miazdzycy u myszy z hiperlipidemia [293]. Przeciwnie, delecja
genu HO-1 promowata ekspresj¢ genow dla receptora SR-A, a takze wzmozong sekrecje
reaktywnych form tlenu (ROS), cytokin i chemokin prozapalnych (IL-6, MCP-1) oraz
metaloproteinaz stymulujac tworzenie nowych komoérek piankowatych i destabilizacj¢ blaszki
miazdzycowej [294], co moze wskazywa¢ rowniez na kluczowa rolg HO-1 w dziataniu
przeciwmiazdzycowym [292].

Przeglad aktualnej literatury pozwala stwierdzi¢, ze w ramach realizacji niniejszej pracy
po raz pierwszy oceniono wplyw zwigzkow z grupy lignanéw na aktywnos¢
wewnatrzkomorkowa oksygenazy hemowej 1 (HO-1). W toku badan wykazano, ze cztery
sposréd badanych lignanow: trachelogenina, arktygenina, SDG oraz sezaminol, badane
w stezeniu 50 uM stymulowaty wzrost ekspresji biatka HO-1, w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Az 18-krotny wzrost wewnatrzkomorkowej sekrecji HO-1 zaobserwowano po 24-godzinnej
inkubacji komorek z arktygening, SDG i sezaminolem. Nieco mniejszy, okoto 10-krotny wzrost
HO-1 zaobserwowano dla trachelogeniny (50 uM). Co wiecej, rownoczesna analiza ekspresji
biatka czynnika Nrf-2 w tym samym modelu badawczym, potwierdzila zalezno§¢ wzrostu

ekspresji biatka HO-1 od aktywnosci §ciezki Nrf-2/HO-1 (rycina 61).

Na podstawie poczynionych obserwacji celowym wydaje si¢ rozszerzenie badan
o wigkszy przekroj stezen zwigzkéw w celu okreslenia minimalnych dawek stymulujacych

wewnatrzkomorkowa sekrecje HO-1, co zaprezentowano np. w pracy Kwon i wsp., stosujacych
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lignan dibenzocyklooktadienowy, schizandryn¢ w zakresie stezen 0-200 uM [295]. Ponadto
istnieja pojedyncze doniesienia dotyczace wyraznego wzrostu sekrecji HO-1 po zastosowaniu
wodnego wyciagu z owocoéw forsycji zwistej, badanego w stezeniu 50 pg/ml [296]. Moze to
stanowi¢ kierunek do poszerzenia badan in vivo w kontek$cie wykorzystania badanego
w niniejszej pracy surowca tzn. liSci forsycji w aspekcie prewencji 1 terapii zaburzen

lipidowych.

Uwzgledniajac  rézne mechanizmy destabilizacji  gospodarki lipidowej np.
wspoOtuczestniczacy stan zapalny warto takze uwzgledni¢ calo$ciowy wplyw
najaktywniejszych zwiazkow z grupy lignandw na potencjalne, wielokierunkowe aspekty ich
aktywnosci hipolipidemiczne;.

Wecezesniejsze doniesienia wskazuja, ze ekspresja bialka transportera ABCALI
w warunkach in vitro jest $cisle zwigzana z wydzielaniem cytokin prozapalnych, a stan zapalny
wzbudzony bakteryjnym LPS blokuje transport zwrotny cholesterolu do lipoprotein o wysokiej
gestosci (HDL) lub apolipoproteiny (apo) A-I [297]. Czynniki zapalne, takie jak biatko
chemotaktyczne monocytow-1 (MCP-1) oraz IL-6 a takze inne cytokiny proaterogenne, takie
jak interferon (IFN)-y oraz interleukiny IL-1p 1 IL-18, hamujg ekspresje transportera ABCAI,
wyraznie korelujac z poczatkowymi stadiami rozwoju blaszki miazdzycowej. Z kolei cytokiny
przeciwzapalne w tym IL-10 i transformujacy czynnik wzrostu TGF-B1, promuja aktywacj¢
transportera ABCA1 [142]. Han 1 wsp. dowiedli, ze wzrost sekrecji IL-10 koreluje ze wzrostem
aktywnosci transportera ABCAI1, zwigkszajac tym samym transport zwrotny cholesterolu
z komorek makrofagéw w celu ich ochrony przed toksyczng akumulacja wolnego cholesterolu
[298].

Wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy pozwalaja na dostrzezenie potencjalnej
zalezno$ci pomiedzy aktywnoscia przeciwzapalng wybranych zwigzkow z grupy lignanow,
a procesami akumulacji cholesterolu w komoérkach makrofagéw. Szczeg6lng uwage zwraca
aktywno$¢ arktyiny, arktygeniny oraz trachelogeniny, inicjujacych wzrost sekrecji IL-10
w modelu komoérek makrofagow stymulowanych bakteryjnym LPS, a takze ich znamienny
wplyw na procesy transportu zwrotnego cholesterolu, za posrednictwem transportera ABCAL.
Istotny udziat arktygeniny w procesach odwrotnego transportu cholesterolu i jej mozliwej roli
prewencyjnej w procesie formowania blaszki miazdzycowej moze wynika¢ z potwierdzonego
hamujacego dziatania zwigzku na procesy aktywacji kompleksu inflamasomu NLRP3,
wymienianego jako jedna z form przekaznictwa sygnalow uczestniczacych w komoérkowych

procesach rozwoju zaburzen lipidowych [299]. Biorac pod uwage, ze ekspresja biatka ABCA1
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moze by¢ hamowana przez bodziec prozapalny za posrednictwem szlaku sygnatowego NF-kB,
a rozwo0j blaszki miazdzycowej zostat ograniczony w zwiazku z hamowaniem aktywnosci
szlaku TLR4/MyD88/NF-kB w modelu komodrek makrofagdw in vitro [300] zaprezentowana
kompleksowa analiza wptywu arktyiny i arktygeniny na szlaki TLR moze takze stanowi¢ wstep

do poglebienia badan in vivo w konteks$cie ich wykorzystania ich w terapii.

Uwzgledniajac powyzsze rozwazania prezentowana praca doktorska stanowi istotny
wklad do wielopoziomowej analizy sktadu fitochemicznego i aktywnosci metabolicznej
surowcOw z wybranych gatunkéw roslin z rodziny Oleaceace. Uzyskane wyniki dowodza
wysokiej wartosci formulacji przygotowanych z lisci forsycji zwistej 1 forsycji posrednie;j,
a takze lisci jesionu wyniostego, w kontekscie ich potencjalnego wykorzystania jako
elementow terapii prewencyjnej NCDs.

Ponadto przedstawione wyniki moga stanowi¢ doskonate wprowadzenie do dalszych
analiz in vivo dla zwiazkow z grupy fenyloetanoidow, sekoirydoidow oraz lignanéw, pod katem
ich wykorzystania jako sktadnikow zywnosci funkcjonalnej lub suplementow diety we
wspomagajacej terapii schorzen o podtozu zapalnym. Przeprowadzona analiza aktywno$ci tych
zwigzkow z powyzszych grup polifenoli stanowi istotny wktad w stan wiedzy o mechanizmach
dziatania komdrkowego poszczegolnych zwigzkow, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem struktur
dotad nieprzebadanych (np. oleoakteozyd, pochodne nuzhenidu, epiframerozyd).

Rezultaty uzyskane dla zwigzkéw z grupy lignandéw stanowig klarowne podsumowanie,
rzucajace $wiatto na korelacj¢ pomigdzy zroznicowaniem budowy chemicznej zwigzku za jego
aktywnoS$cig przeciwzapalng. W tym miejscu nalezy podkresli¢ mozliwo$¢ potencjalnego
udziatu lignanow jako elementu terapii prewencyjnej w chorobach o podtozu zapalnym, w tym
zwigzanych z nieprawidlowa gospodarka cholesterolu. Podjecie badan, uwzgledniajacych
wplyw tej grupy substancji na modulacj¢ powstawania ztogéw lipidowych koreluje z wysoka
efektywnoscia ich dziatania przeciwzapalnego, w odpowiedzi na czynnik zapalny o niskim
stopniu nasilenia.

Wyniki badan uzyskane w ramach realizacji niniejszej pracy stanowig istotny i bardzo
wazny punkt wyjScia do poszerzenia kolejnych analiz fitochemiczno-farmakologicznych
i epidemiologicznych, pozwalajacych na szczegdbtowa weryfikacje mozliwosci wykorzystania
badanych surowcow roslinnych jako alternatywy tradycyjnej farmakoterapii i/lub racjonalne;j

suplementacji.
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6. Whnioski

Wyniki niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczace potencjalnego zastosowania roslin z rodziny

Oleaceae w profilaktyce i terapii choréb o podtozu zapalnym wskazuja, ze:

* LiScie roslin z rodziny Oleaceae w tym gatunki rodzaju Forsythia oraz Fraxinus sa
cennym zrodlem zwiazkow z grupy lignanow, sekoirydoidow i fenyloetanoidow.

*  Wyciagi przygotowane z liSci roslin z rodziny Oleaceae wykazuja znamienna
aktywnos¢ przeciwzapalna.

* Wyciagi z lisci F. suspensa i F. % intermedia, a takze napar z liSci Fraxinus
excelsior wykazuja istotng aktywno$¢ przeciwzapalna, wynikajaca z hamowania
sekrecji mediatorow zapalnych tj. TNF-a, IL-6 oraz nasilenia ekspresji receptora
dla IL-10 na powierzchni komoérek monocytow/makrofagéw PBMC.

* Wyciagi z lisci forsycji nasilaja wydzielanie cytokiny przeciwzapalnej - TGF-8.

* Najwyzsza zawartoS¢ metabolitow wyspecjalizowanych z grupy polifenoli, w tym
lignanow i fenyloetanoidow jest obserwowana w poczatkowych stadiach sezonowej
wegetacji (maj) lisSci F. suspensa i F. x intermedia (w porownaniu do surowca
zebranego jesienia) co wskazuje na najkorzystniejszy okres zbioru liSci w celu ich
potencjalnego wykorzystania w fitoterapii.

* Zwiazki z grupy lignanow wykazuja hamujacy wplyw na aktywno$¢ Sciezek
sygnalowych MAPK oraz NF-kB, regulujacych procesy zwiazane z rozwojem
stanu zapalnego.

* Arktyina i arktygenina sa aktywnymi modulatorami ekspresji Sciezek
sygnalowych aktywowanych za posrednictwem receptorow TLR.

* Zwiazki z grupy lignanow (w tym lignany spozywcze) hamuja procesy akumulacji
cholesterolu w komodrkach makrofagow, w mechanizmie hamowania ekspresji
receptora CD36 oraz nasilaja efluks cholesterolu z komorek poprzez aktywacje

transportera ABCA-1, w mechanizmie zaleznym od ekspresji biatkka HO-1.
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7. Perspektywy i mozliwe kierunki dalszych badan

Niniejsza praca stanowi niezwykle istotne podsumowanie aktywnosci przeciwzapalnej
surowcow nalezacych do trzech gatunkow roslin z rodziny Oleaceae: lisci forsycji zwiste;j, lisci
forsycji posredniej oraz lisci jesionu wyniostego. Cennym wkiadem w aktualny stan wiedzy
jest potwierdzenie aktywnoS$ci przeciwzapalnej lisci jesionu wyniostego, ktérego stosowanie
w medycynie wynika z wieloletniej tradycji, niepopartej dostateczng iloscig badan
przedklinicznych i klinicznych. Uzyskane rezultaty moga stanowi¢ baze do przebadania
naparu/wyciggowna innych modelach badawczych, bazujacych na korelacji z przewleklym
stanem zapalnym o niskim stopniu nasilenia.

Ponadto, dowiedziono istotnego potencjatu przeciwzapalnego dla surowca do tej pory
niestosowanego w medycynie europejskiej tzn. liSci forsycji, ktérego zasigg obejmujacy tereny
Polski czyni go dobrym materialem do poszerzonych badan in vitro oraz in vivo. Pierwszym
krokiem do realizacji kolejnych analiz byto wytypowanie wiasciwego czasu zbioru surowca,
w celu osiagnigcia znamiennego wplywu przeciwzapalnego. Kolejnym krokiem bedzie
niewatpliwie optymalizacja metody izolacji zwiazkoéw z grupy lignanow i fenyloetanoidow
umozliwiajacej jeszcze efektywniejsze procesy izolacji jednorodnych metabolitow
wyspecjalizowanych.

Nastepnym, niezwykle waznym kierunkiem prowadzonych badan byla ocena wptywu
lignanéw (w tym lignanow spozywczych) na procesy akumulacji cholesterolu w modelu
komorek makrofagdw. Szes¢ z jedenastu badanych zwigzkéw wykazywato istotne znaczenie
ograniczajagce akumulacj¢ cholesterolu, co moze znajdowaé istotne przetozenie na
wykorzystanie lignanéw jako elementow zywno$ci funkcjonalnej i suplementéw diety.
Skomplikowana matryca rozwoju proceséw miazdzycowych otwiera perspektywy do lepszego
poznania aktywnosci zwigzkow, w tym wplywu na inne receptory zwigzane z transportem

cholesterolu, a takze poszczeg6lne szlaki sygnatowe.
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8. Wyksztalcenie oraz dorobek naukowy

Wyksztalcenie

* 03.2022 - obecnie — Specjalizacja I stopnia z zakresu farmacji klinicznej, Uniwersytet
Medyczny we Wroclawiu.

* 03.2023 - 03.2024 - studia podyplomowe: Zarzadzanie projektami: metodyki,
praktyka, techniki, narzedzia, Politechnika Warszawska, Wydziat Elektroniki i Technik
Informacyjnych Instytut Automatyki i Informatyki Stosowane;.

* 10.2021 - 06.2022 — studia podyplomowe: Elementy metodologii badan empirycznych
w medycynie i zastosowanie statystyki w badaniach biomedycznych, Uniwersytet
Medyczny w Lodzi

¢ 10.2020 - 06.2021 — studia podyplomowe: Prowadzenie i monitorowanie badan
klinicznych, Akademia Leona Kozminskiego w Warszawie

* 10.2018 - 03.2024 — studia doktoranckie; Warszawski Uniwersytet Medyczny, Katedra
1 Zaklad Biologii Farmaceutycznej (dawniej Katedra Farmakognozji i Molekularnych
Podstaw Fitoterapii).

* 10.2012 - 01.2018 — studia magisterskie; Uniwersytet Medyczny w Lublinie, praca
magisterska wykonana w Katedrze Farmakologii i Farmakodynamiki, pod kierunkiem

naukowym Pani dr hab. n. farm. Sylwii Talarek.

Kursy i szkolenia certyfikowane

* 12.2023 — Certyfikat ,,AgilePM Foundation Certificate in Project Management”; Axelos

*  06.2023 — Certyfikat ,,PRINCE2® Foundation Certificate in Project Management”;
Axelos

e 10.2022 - Elektroforeza dwukierunkowa 2-DE metoda 1 zastosowanie, Centrum
Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie

* 03.2022 — Charakterystyka bialek.: elektroforeza SDS PAGE i Western bloting,
Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie

* 01.2022 - Zasady prowadzenia hodowli komoérek eukariotycznych oraz ich
zastosowanie w badaniach, Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego
w Warszawie

* 12.2021 — Podstawy cytometrii przeplywowej- zastosowanie w diagnostyce i badaniach

naukowych, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie
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Koltun-Jasion M., Filipek A., Kiss AK.; Wpltyw zwigzkéw z grupy lignanéw na
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Konferencja Mtodzi Naukowcy w Polsce — Badania i Rozwoj, 23-24.11.2023;
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induced inflammation; International Bioresource Conclave & Ethnopharmacology
Congress, 24-26.02.2023, Imphal, Manipur, Indie; Autor prezentujacy, Poster.

Koltun-Jasion M., Sawulska P., Patyra A., Dudek MK., Filipek A., Kiss AK,; Ash
leaves (Fraxinus excelsior L.) — phytochemical analysis and in vitro evaluation of the
anti-inflammatory activity; PSE Meeting 2022 - Natural Products in Drug Discovery
and Development — advances and perspectives, 19-22.09.2022; Iasi, Rumunia, Autor
prezentujacy, Wystapienie ustne.

Patyra A., Koltun-Jasion M., Schwartz J, Kiss AK; Exploring the anti-diabetic and
anti-inflammatory effects of lignans coming from wood waste materials; PSE Meeting
2022 — Natural Products in Drug Discovery and Development — advances and
perspectives, 19-22.09.2022; Iasi, Rumunia, Wspoétautor, Poster.

Koltun-Jasion M., Kiss AK.; Anti-inflammatory properties of Forsythia spp. leaves in
a human model of monocytes/macrophages.; Trends in Natural Products Research: A
PSE Young Scientists’ Meeting; 23-26.05.2022, Kolymbari, Kreta, Grecja; Autor
prezentujacy, Poster.

Koltun-Jasion M., Wrzesien A., Patyra A., Kiss AK.; Impact of lignans on the secretion
of heme oxygenase and pro-inflammatory cytokines; ACCORD 2022 —
Interdisciplinary Conference on Drug Sciences; 26-28.05.2022, Warszawa, Polska;
Autor prezentujacy Poster.

Komon M., Kotun-Jasion M., Kiss AK, Analiza fitiochemiczna wyciaggdéw i naparu z
ktacza lepieznika rozowego (Petasites hybridus), Fizyka Medyczna — Farmacja
Fizyczna, 20.05.2023, Warszawa, Polska; Wspotautor, Poster.

Koltun-Jasion M., Sawulska P., Filipek A., Kiss AK; The activity of infusion, and its
fractions from Fraxinus excelsior’s leaves, on the expression of IL-10 receptor on the
surface of monocyte/macrophage cells; II Interdyscyplinarna Konferencja Doktorantow
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi ,,DocUMED”; 24.10.2021, L6dz, Polska; Autor
prezentujacy, Wystapienie ustne.

Koltun-Jasion M., Filipek A., Kiss AK.; Wplyw zwigzkéw pochodzenia naturalnego
na ekspresj¢ receptora IL-10 w komorkach ludzkich monocytow/makrofagow
wyizolowanych z krwi obwodowej.; XXIV Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego, 22-24. 09. 2021, Lublin, Polska; Autor prezentujacy, Poster.
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Inne komunikaty zjazdowe

Koltun-Jasion M., Komon M., Bajlak J., Kiss AK; Cistus spp. as a source of
compounds with anti-inflammatory activity in human neutrophils and human
respiratory epithelium cells, Current Approach and Future Perspectives, PSE Meeting,
12-13.10.2023; Antalya, Turcja; Autor prezentujacy, (Planta Medica: 89: 1276-1437,
2023 doi:10.1055/s-0043-1774133), Poster.

Koltun-Jasion M., Sadowska A., Kiss AK; Phytochemical characterisation and in vitro
anti-inflammatory evaluation in immune cell models of Eucommia ulmoides Oliv. bark
extracts; GA Society Congress, 01-05.07.2023; Dublin, Irlandia; Autor prezentujacy,
Poster.

Koltun-Jasion M., Komon M., Kiss AK; Comparison of three species of the Cistus
genus for anti-inflammatory effects in a human neutrophil cell model; Aktualne kierunki
badan w naukach farmaceutycznych — I Ogolnopolskie Forum Mtlodych, Polskie
Towarzystwo Farmaceutyczne, 02.03.2023; Lublin, Polska; Autor prezentujacy,
Wystgpienie ustne.

Udzial w projektach naukowych

Analiza preparatéw zawierajacych ktacze rozenca gorskiego (Rhodiola rosea L.) jako
potencjalnych  modulatoréw  stanu  zapalnego w  komodrkach  mikrogleju,
WF4/3/F/MG/N/23; rola: Wykonawca projektu.

Surowce pochodzenia naturalnego jako element terapii schorzen o podiozu zapalnym,
FW25/1/F/MG/N/22; rola: Wykonawca projektu.

Dziatanie przeciwzapalne surowcOw pochodzenia naturalnego jako potencjalnych
czynnikdbw  wspomagajacych  terapi¢ w  infekcjach drég  oddechowych,
FW25/2/F/MB/N/22/23, rola: Kierownik projektu.

Nagrody, wyroznienia i stypendia za dzialalnos¢ naukowa

XVII Ogoélnokrajowa Konferencja Mtodzi Naukowcy w Polsce — Badania 1 Rozwoj,
23-24.11.2023; Uniwersytet Medyczny w Lodzi, Polska; Wyroéznienie dla autoréw
najlepszych posterow.

PSE Meeting 2023 — Current Approach and Future Perspectives, 12-13.10.2023;
Antalya, Turcja, Travel Grant.

Aktualne kierunki badan w naukach farmaceutycznych — I Ogolnopolskie Forum

Mtodych, Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne, 02.03.2023; Lublin, Polska;
Wyroznienie dla autorow najlepszych wystapien ustnych.

210



* PSE Meeting 2022 — Natural Products in Drug Discovery and Development — advances
and perspectives, 19-22.09.2022; Iasi, Rumunia, Travel Grant.

* Stypendium projakosciowe dla najlepszych doktorantéw w roku akademickim
2021/2022.

Dzialalno$¢ dydaktyczna

* Prowadzenie zaj¢¢ dydaktycznych dla studentow III roku, kierunku Farmacja z analizy
mikroskopowej surowcow roslinnych, w ramach przedmiotu Farmakognozja.

* Prowadzenie zaj¢¢ dydaktycznych dla studentow IV roku, kierunku Farmacja
z wykorzystania preparatow pochodzenia naturalnego w codziennej praktyce aptecznej,
w ramach przedmiotu Lek pochodzenia naturalnego

* Pelienie roli opiekuna 4 prac magisterskich (2 prace zakwalifikowane do finatu
Konkursu Prac Magisterskich Wydzialu Farmaceutycznego WUM).

* Praca z cztonkami Kota Naukowego ,,Herbarium” przy Katedrze i Zaktadzie Biologii
Farmaceutycznej. W efekcie pracy w ramach Kota Naukowego powstaty 3 komunikaty
zjazdowe (w tym jeden w formie ustnej, 2 w formie posterdw) zaprezentowane na
konferencjach krajowych oraz zagranicznych
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