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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ABC - kaseta wigzgca ATP (ang. ATP-binding cassette)

ANOVA - analiza wariancji (ang. analysis of variance)

APCI - jonizacja chemiczna pod ci$nieniem atmosferycznym (ang. atmospheric pressure
chemical ionization)

APPI - fotojonizacja pod cisnieniem atmosferycznym (ang. atmospheric pressure photo
ionization)

ATP - adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine-5'-triphosphate)

BSTFA - N,O-bis(trimetylosililo)trifluoroacetamid

(ang. N,O- bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide)

CE - elektroforeza kapilarna (ang. capillary electrophoresis)

CE/MS - chromatografia kapilarna/spektrometria mas (ang. capillary electrophoresis/mass
spectrometry)

CDNA - komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

C4H - 4-hydroksylaza kwasu cynamonowego (ang. cinnamic acid 4-hydroxylase)

CID - kolizyjnie indukowana dysocjacja (ang. collision induced dissociation)

CID MS/MS - tandemowa spektrometria mas z kolizyjnie indukowang dysocjacja

(ang. tandem mass spectrometry with collision induced dissociation)

CHR - reduktaza chalkonowa (ang. chalcone reductase)

CHS - syntaza chalkonowa (ang. chalcone synthase)

CHI - izomeraza chalkonowa (ang. chalcone isomerase)

ACL - ligaza 4-kumaroilo-CoA (ang. 4-coumaroyl-CoA ligase)

DI MS - spektrometria mas z bezposrednim wprowadzeniem probki (ang. direct infusion mass

spectrometry)

DMAPP - pirofosforan dimetyloallilu (ang. dimethylallyl diphosphate)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

El - jonizacja elektronami (ang. electron impact)

ER - retikulum endoplazmatyczne (ang. endoplasmic reticulum)

ESI - jonizacja przez elektrorozpraszanie (ang. electrospray ionization)

ETI - odpornos¢ indukowana przez efektory (ang. effector triggered immunity)
ETS - wrazliwo$¢ wywotana efektorem (ang. effector-triggered susceptibility)
F3H - 3-hydroksylaza flawanonowa (ang. flavanone-3-hydroxylase)

F3’H - hydroksylaza 3’-flawonoidowa (ang. flavonoid 3'-hydroxylase)
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FLD - detektor fluorescencyjny (ang. fluorescence detector)

FLS2 - biatko rozpoznajace flagelling (ang. flagellin sensing 2)

FLS - syntaza flawonolowa (ang. flavonol synthase)

FS - syntaza flawonowa (ang. flavone synthase)

FT-ICR - analizator cyklotronowego rezonansu jonéw z fourierowska transformacjg wynikow
(ang. fourier fransform ion cyclotron resonance)

GC - chromatografia gazowa (ang. gas chromatography)

GCxGC/MS — dwuwymiarowa chromatografia gazowa/spektrometria mas

(ang. two-dimensional gas chromatography/mass spectrometry)

GC/MS - chromatografia gazowa/spektrometria mas (ang. gas chromatography/mass
spectrometry)

GC/TOF/MS - chromatograf gazowy sprze¢zony ze spektrometrem mas z detektorem typu
analizator czasu przelotu (ang. gas chromatograph/time of flight/mass spectrometer)

GST - glutationo S-transferaza (ang. glutathione S-transferase)

HCA - hierarchiczna analiza klastrow (ang. hierarchical cluster analysis)

2HID - dehydrataza 2-hydroksyizoflawanonowa (ang. 2-hydroxyisoflavanone dehydratase)
HI4’OMT - 4’-O-metylotransferaza hydroksyizoflawanonowa (ang. hydroxyisoflavanone 4'-O-
methyltransferase)

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high performance liquid
chromatography)

HPLC/NMR - wysokosprawna chromatografia cieczowa/magnetyczny rezonans jadrowy (ang.
high performance liquid chromatography/nuclear magnetic resonance)

HR - reakcja nadwrazliwosci (ang. hypersensitive response)

ICA - analiza sktadowych niezaleznych (ang. independent component analysis)

IFS - syntaza izoflawonowa (ang. isoflavone synthase)

ISCID - kolizyjnie indukowana dysocjacja w zrdodle (ang. in source collision induced
dissociation)

ISR - systemiczna odporno$¢ indukowana (ang. induced systemic resistance)

IT- putapka jonowa (ang. ion trap)

LCO’s - lipochitynowe oligosacharydy (ang. lipo-chitin oligosaccharides)

LC - chromatografia cieczowa (ang. liquid chromatography)

LC/ESI-IT - chromatograf cieczowy sprzgzony z putapka jonowa z jonizacja przez

elektrorozpraszanie (ang. liquid chromatography/electrospray ionization-ion trap)
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LC/ESI-QQ-ToF - chromatograf cieczowy sprzezony z analizatorem hybrydowym typu
podwojny kwadrupol - analizator czasu przelotu z jonizacjg przez elektrorozpraszanie (ang.
liquid chromatography/electrospray ionization-quadrupole quadrupole-time of flight)
LC/MS - chromatografia cieczowa/spektrometria mas (ang. liquid chromatography/mass
spectrometry)

LC/MS/SPE/NMR - chromatografia cieczowa/spektrometria mas/ekstrakcja do fazy
statej/magnetyczny rezonans jadrowy (ang. liquid chromatography/mass spectrometry/solid
phase extraction/nuclear magnetic resonance)

LC/NMR - chromatografia cieczowa/magnetyczny rezonans jadrowy (ang. liquid
chromatography/nuclear magnetic resonance)

LC/UVIMS" - chromatografia cieczowa z detektorem ultrafioletowym/tandemowa
spektrometria mas (ang. liquid chromatography/ultraviolet/tandem mass spectrometry)
LRR - powtorzenia bogate w leucyne (ang. leucine rich repeat)

MALDI-TOF - desorpcja laserowa z udziatem matrycy-analizator czasu przelotu (ang. matrix
assisted laser desorption ionization-time of flight)

MAMP - wzorce molekularne zwigzane z mikrobami (ang. microbe-associated molecular
patterns)

MANOVA - wielowymiarowa analiza wariancji (ang. multivariate analysis of variance)
MATE - biatka odpowiedzialne za usuwanie lekow i zwigzkoéw toksycznych (ang. multidrug
and toxic compound extrusion)

MEP - fosforan metyloerytroitylu (ang. methyl erythritol phosphate)

MRM - monitorowanie reakcji nastgpczych (ang. multiple reaction monitoring)

MRP - biatka zwigzane z odpornoscig wielolekowa (ang. multidrug resistance-associated
proteins)

MS - spektrometria mas (ang. mass spectrometry)

MS/MS - tandemowa spektrometria mas (ang. tandem mass spectrometry)

MS" - tandemowa spektrometria mas n-tego rzedu (ang. multiple stage mass spectrometry)
MT - malonylotrasferazy (ang. malonyltransferase)

MSTFA - N-metylo-N-trimetylsililo-trifluoroacetamid (ang. N-Methyl-N-
(trimethylsilyDtrifluoroacetamide)

NB-LRR - miejsce wigzace nukleotyd - bogate w powtdrzenia leucynowe (ang. nucleotide
binding site-leucine-rich repeat)

NMR - magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear magnetic resonance)

OMT - O-metylotransferazy (ang. O-methyltransferase)
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PAL - amoniakoliazy fenyloalaniny (ang. phenylalanine ammonia lyase)

PAMP - wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. pathogen-associated molecular
patterns)

PCA - analiza sktadowych gléwnych (ang. principal component analysis)

PCR - reakcja fancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

PR - bialka zwigzane z patogeneza (ang. pathogenesis related proteins)

PRR - receptory rozpoznajace wzorce (ang. pattern recognition receptors)

PTI - odporno$¢ indukowana przez wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. PAMP-
triggered immunity)

R (biatka) - biatka odpornosci ( ang. resistance proteins)

QA - alkaloidy chinolizydynowe (ang. quinolizidine alkaloids)

QQqQ- potrojny analizator kwadrupolowy (ang. triple quadrupole)

QQ-ToF - analizator hybrydowy typu podwojny kwadrupol sprzezony z analizatorem czasu
przelotu (ang. quadrupole quadrupole-time of flight)

QTL - locus cechy ilosciowej (ang. quantitative trait locus)

RDA (reakcja) - reakcja retro-Dielsa-Aldera (ang. retro-Diels-Alder reaction)
RNA - kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

RP - faza odwrocona (ang. reversed phase)

RT-PCR - PCR z odwrotng transkrypcja (ang. reverse transcriptase PCR)

SAM - S-adenozylo-L-metionina (ang. S-adenosyl methionine)

SAR - systemiczna odporno$¢ nabyta (ang. systemic acquired resistance)

SIC - chromatogram pojedynczego jonu (ang. single ion chromatogram)

SCX - silny wymieniacz kationowy (ang. strong cation exchanger)

SPE - ekstrakcja do fazy statej (ang. solid phase extraction)

TIC - chromatogram catkowitego pradu jonowego (ang. total ion chromatogram)
TMS - grupa trimetylosililowa (ang. trimethylsilyl)

TOF - analizator czasu przelotu (ang. time of flight)

TOF/MS - spektrometr mas z analizatorem czasu przelotu (ang. time of flight/mass
spectrometer)

UDP - urydyno-5'-difosforan (ang. uridine 5 - diphosphate)

UGT - UDP-glukozylotransferaza (ang. UDP-glucosyltransferase)

UPLC - ultrasprawna chromatografia cieczowa (ang. ultra high pressure liquid

chromatography)
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UV - promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet)

VIS - promieniowanie widzialne (ang. visible)
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I. WPROWADZENIE LITERATUROWE
1.1 Fenolowe metabolity wtérne

Flawonoidy stanowig szeroka i zréznicowang grupe roslinnych metabolitéw wtérnych.
Dotychczas sklasyfikowanych zostatlo ponad dziesig¢ tysiecy zwigzkow, a ich liczba stale
wzrasta (Aoki i in., 2000; Veitch i Grayer, 2008; Roowi i Crozier, 2011; Cao i in., 2013).
Te niskoczasteczkowe produkty naturalne syntetyzowane sa powszechnie w tkankach
ro$linnych, bedac sktadnikiem komorek lisci, korzeni, nasion, owocow czy kory drzew.
Zarowno zwierzeta jak 1 grzyby nie posiadajg zdolnosci biosyntezy flawonoidow, za wyjatkiem
nielicznych koralowcow, Echinopora lamellose (Sanduja i in.,1984) oraz grzybow, Aspergillus
candidus Link (Bird i Marshall, 1969; Marchelli i Vining, 1973), Phallus impudicus (Bohm,
1975). Przez cztowieka przyswajane sg w postaci owocow 1 warzyw, a ponadto wchodzg
w sklad lekow 1 suplementéw diety. Ze wzgledu na funkcje jakie petnia w wielu procesach
fizjologicznych 1 biochemicznych w komorce roslinnej, jak rowniez korzystny wplyw na

zdrowie czlowieka, zainteresowanie tg grupa zwigzkow stale wzrasta.

1.1.1 Struktura i jej modyfikacje

Termin ,,flawonoidy” okresla potocznie grupe zwigzkow, ktorych struktura oparta jest
na szkielecie weglowym Cg-C3-Cq, gdzie dwa pierScienie aromatyczne A i B potaczone sg
mostkiem trojweglowym. W przypadku wigkszosci struktur, wewnetrzny tancuch jest
zamkniety w heterocykliczny pierscien C. W zaleznosci od pozycji podstawienia pierscienia B
do ugrupowania chromonu, wyrozniamy 3 gtéwne klasy tych zwiazkow: flawonoidy,
izoflawonoidy i1 neoflawonoidy. Wigkszo§¢ flawonoidéw opiera si¢ na strukturze chalkonu
(Ryc.1.1). W zaleznosci od stopnia utlenienia pierscienia C lub podstawienia pierscienia B
wyroznia si¢ poszczegdlne podklasy tych zwigzkéw. Sposrdd najwazniejszych mozna
wyr6ozni¢  flawony, flawanony, flawonole, antocyjanidyny, izoflawony, rotenoidy,
pterokarpany, chalkony czy aurony (Ryc.1.2) (Marais i in., 2006).

Flawonoidy w swojej strukturze zawierajg grupe chromoforowsa, dzigki ktorej absorbuja
$wiatlo w szerokim zakresie promieniowania ultrafioletowego (UV) i widzialnego (VIS).
Ze wzgledu na obecno$¢ pier§cienia A, pierwsze maksimum absorpcji przypada na zakres
A=240-285 nm. Drugie maksimum w zakresie dlugosci fali 300-550 wynika z réznego stopnia
utlenienia pier§cienia C oraz miejsca przylaczenia pierscienia B. W zalezno$ci od klasy
zwigzku maksima absorpcji moga przypada¢ w réznym zakresie dtugosci fali od 240-550 nm

(Mabry i in., 1970). Izoflawony absorbuja promieniowanie przy A=260 nm. Flawony
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i flawonole posiadaja dwa maksima absorpcji w zakresie $wiatta UV-B. Natomiast
w przypadku antocyjanin zakres absorpcji przesunigty jest w stron¢ $wiatla widzialnego

(Swain, 1976).

Ryec. 1.1 Struktury 3 klas zwigzkéw fenolowych opartych na szkielecie Ce-Cs-Cq: flawonoidy
(a), izoflawonoidy (b), neoflawonoidy (¢) oraz struktura chalkonu (d). Struktury flawonoidow
1 izoflawonoidow zawieraja oznaczenia pierScieni (A,B,C), numery atomoéw wegla
w pier§cieniach oraz najczgstsze pozycje hydroksylacji (—) oraz O- i/lub C-glikozylacji
(——>).

Flawonoidy w komorce roslinnej ulegaja wielu modyfikacjom. Do najczgstszych naleza
hydroksylacja w pozycji 3, 5, 7, 3°, 4°, 5° (Ryc.1.1), metylacja oraz glikozylacja. Innymi
formami modyfikacji sg acylacja kwasami aromatycznymi lub alifatycznymi, sulfonowanie,
prenylacja czy izoprenylacja. Ugrupowania te moga by¢ przylaczone bezposrednio lub poprzez
czasteczke cukrowa do rdzenia aglikonu. Flawonoidy naturalnie wystepuja zazwyczaj
w postaci O- lub C-glikozydow. Cze$ciej spotykane sa formy O-glikozylowane, gdzie
czasteczka cukru przylaczona jest do grupy hydroksylowej, podstawionej na atomie wegla
w pierscieniu aglikonu w pozycji 3, 7, 4. Rzadziej wystepujace C-glikozydy zawieraja

czasteczke cukrowa w pozycji C-6 lub C-8 (Ryc.1.1) (Iwashina, 2000).
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Ryc.1.2 Wybrane struktury najczesciej spotykanych flawonoidow (a), izoflawonoidow (b),
neoflawonoidéow (C) oraz pomniejszych flawonoidéw (ang. minor flavonoids) (d) (wedlug
Marais i in., 2006).
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Najczesciej podstawianym cukrem jest glukoza. Rzadziej wystepuja galaktoza, ramnoza,
ksyloza czy arabinoza. Mannoza, fruktoza czy kwas glukuronowy naleza do najrzadziej
obserwowanych podstawnikow cukrowych. Flawonoidy najcze$ciej wystgpuja w postaci
mono- lub di-glikozydéw, rzadziej tri-, tetra- czy penta-glikozydow. W przypadku
wielocukrowych pochodnych flawonoidow, najpopularniejsze jest podstawienie glukozg
1 ramnoza, ktére to moga by¢ potaczone wigzaniem 1—6, tworzac rutynozyd, lub wigzaniem
1—2, stanowigc neohesperozyd. W przypadku diglikozydow, w zalezno$ci od miejsca
I sposobu podstawienia grupa cukrowa, wyroznia si¢ O/C-diglikozydy, di-O/C-glikozydy lub
C,0O-diglikozydy (Ryc.1.3) (Jay, 1994).

OH OH OH (0]

OH
7-0O-neohesperozyd luteoliny 7-O-rutynozyd luteoliny

Ryc.1.3 Przyktadowe struktury diglikozydow luteoliny obrazujace rézne sposoby glikozylacji.

Modyfikacje flawonoidéw grupami hydroksylowymi, metoksylowymi, prenylacja,
acylacja czy glikozylacja, prowadza do powstania szerokiej grupy zwiazkow, zroznicowanych
zarowno pod wzgledem struktury jak 1 pelnionych funkcji w roslinie. Skutkuje to czesto
wzmocnieniem aktywno$ci biologiczne] danego zwigzku, co moze si¢ przejawiad

np. w intensyfikacji koloru kwiatow czy owocow. Wzor hydroksylacji pierscienia B

18



antocyjanidyn jest gtownym czynnikiem odpowiedzialnym za nadawanie koloru przez te grupe
zwigzkow. Wszystkie flawonoidy posiadaja grupe hydroksylowg w pozycji 4°. Hydroksylacja
pierscienia B w dodatkowych pozycjach kontrolowana jest, miedzy innymi, przez enzymy
cytochromu P450, co prowadzi do powstania niebieskiego barwnika w postaci delfinidyny
(antocyjanidyna) (Winkel-Shirley, 2001). O-metylacja flawonoidow, Kkatalizowana przez
O-metylotransferazy (OMT), powoduje zwigkszenie ich rozpuszczalno$ci, wpltywa na ich
rozmieszczenie  wewnatrzkomoérkowe oraz  zwigksza aktywno$¢  przeciwbakteryjna
i przeciwgrzybicza (lbrahim i in., 1987). Podstawienie szkieletu aglikonu grupa prenylowa
nadaje izoflawonoidom wlasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe. Prenylacja genisteiny
i 2’-hydroksygenisteiny prowadzi do powstania charakterystycznych dla tubinu fitoaleksyn,
odpowiednio witeonu i luteonu (Ryc.1.4) (Tahara i Ibrahim, 1995).

CH:;  WITEON CHs

LUTEON

Ryc.1.4 Przyktady prenylowanych izoflawonoidow obecnych w tubinie.

Flawonoidy wystepuja w komorce zazwyczaj w formie glikozylowanej, ktora to umozliwia ich
magazynowanie w wakuoli. Czesto glikozylowane pochodne, acylowane sa kwasami
aromatycznymi lub alifatycznymi (Ryc.1.5), co zapewnia im r6zne wiasciwosci biochemiczne.
Podstawienie kwasami aromatycznymi (np. kumarowym, ferulowym, kawowym) odpowiada
za wlasciwosci barwne antocyjanidyn. Rola acylacji kwasami alifatycznymi jest stosunkowo
najstabiej poznana. Postuluje si¢, ze malonylacja zapewnia stabilizacj¢ i ochrong flawonoidow
przed degradacja enzymatyczng. Ponadto odpowiada za transport i przechowywanie zwigzkow

fenolowych w komorce (Zhao i in., 2011).

1.1.2 Biosynteza i transport flawonoidow

Powszechnie uwaza si¢, ze biosynteza flawonoidow przebiega w cytozolu komorek
réznych tkanek roslinnych, skad nastgpnie zwiazki te moga by¢ transportowane lub
gromadzone w wakuolach. Synteza flawonoidéw moze zachodzi¢ w sposob tkankowo-

specyficzny lub w reakcji na stres biotyczny czy abiotyczny. Szlak przemian prowadzacych do
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powstania fenolowych metabolitéw wtornych jest katalizowany przez szereg enzymow
tworzacych kompleks multienzymatyczny. Enzymy te, w przewazajacej czg¢sci wystepuja
w cytozolu, a niektére z nich potaczone sg z blong retikulum endoplazmatycznego (ER)
(Kitamura, 2006). Biosynteza flawonoidow regulowana jest przez ekspresje zaangazowanych
w nig licznych gendéw, roznigcych sie w zaleznosci od gatunku rosliny (Quattrocchio i in.,

2006).

I

o) o o .

r. 0 \o/\©

\O/\CH3 \O/\/\OH
grupa acetylowa grupa malonylowa grupa benzoilowa
I

\@\ R\O/\/\@O\Cm

grupa kumaroilowa grupa feruloilowa CHs

O @]

| I
e Mgl
OH
Oowa

grupa synapoil grupa kafeloilowa

Ryc.1.5 Alifatyczne 1 aromatyczne ugrupowania wystepujace w potaczeniach z flawonoidami.

Szlak biosyntezy fenylopropanoidéw stanowi sie¢ ztozonych i rozgatezionych przemian
i reakcji biochemicznych, prowadzacych do powstania roznych klas zwiazkow fenolowych
(Ryc.1.6). Substratami wyjsciowymi do ich syntezy sa produkty dwoch szlakéw przemian
metabolizmu pierwotnego. Jednym z substratow jest malonylo-CoA, powstajacy z produktu
glikolizy, acetylo-CoA, w szlaku kwasu malonowego. Drugi substrat stanowig aminokwasy
aromatyczne, fenyloalanina i1 tyrozyna, powstajace z fosfoenolopirogronianu (produktu
glikolizy) oraz fosforanu erytrozyny (dostarczonego w szlaku pentozo-fosforanowym)
w szlaku kwasu szikimowego (Stafford, 1981).
W pierwszych reakcjach szlaku fenylopropanoidowego fenyloalanina przeksztalcana jest

z udzialem amoniakoliazy fenyloalaniny (PAL) do kwasu trans-cynamonowego. Nastgpnie
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kwas ten ulega hydroksylacji do kwasu trans-4-kumarowego. Reakcja ta katalizowana jest
przez 4-hydroksylaze kwasu cynamonowego (C4H). W dalszej kolejnosci kwas p-kumarowy
przeksztatcany jest przy udziale ligazy 4-kumaroilo-CoA (4CL) do p-kumaroilo-CoA (Winkel-
Shirley, 2006).

Jednym z kluczowych enzyméw szlaku biosyntezy fenylopropanoidow jest syntaza
chalkonowa (CHS). Katalizuje on reakcj¢ przylgczenia trzech jednostek octanowych,
pochodzacych z malonylo-CoA, do p-kumaroilo-CoA, w wyniku czego powstaje struktura
chalkonu Cs-C3-Cg z otwartym pierscieniem C. Prekursorem pierscienia A sg czasteczki
malonylo-CoA, natomiast p-kumaroilo-CoA jest prekursorem pierscienia B i zrodtem atomow
wegla w pierScieniu C. Produktem reakcji katalizowanej przez syntaze chalkonowsg jest
chalkon naringeniny (2°,4°,6°,4-tetrahydroksychalkon). U roslin, ktore posiadajg dodatkowo
enzym reduktaz¢ chalkonowa (CHR) dochodzi rowniez do syntezy 2°4°4-
trihydroksychalkonu-izolikwirytygeniny (Dixon i Steele, 1999). Chalkony te rzadko
akumulowane sa w komorce, ze wzgledu na fakt, ze izomeraza chalkonowa (CHI) szybko
przeksztalca je w naringening lub likwirytygening. U roslin wystepuja dwa typy izomerazy
chalkonowej.  Substratem dla  izomerazy  chalkonowej pierwszego typu sa
6’-hydroksychalkony, natomiast drugi typ enzymu, ktory charakterystyczny jest dla ro$lin
bobowatych, jako substrat wykorzystuje zaro6wno 6’-hydroksy- jak i 6’-deoksy-chalkony
(Du i in., 2010). Reakcja katalizowana przez izomeraze¢ chalkonowa jest catkowicie
stereoselektywana, a jej produktem jest (-)-2S-flawanon (Stafford, 1990).

Flawanony, naringenina i likwirytygenina, ulegaja kolejnym reakcjom szlaku biosyntezy
fenylopropanoidow, w wyniku czego powstajg rozne Klasy zwigzkow fenolowych. Naringenina
jest substratem do produkcji flawonoidéw poczawszy od flawondéw, flawonoli, flawanow,
poprzez antocyjanidyny, az do wielobarwnych antocyjanin. Izoflawonoidy, ktore sg
charakterystyczne dla roslin bobowatych (Fabaceae), moga powstawa¢ w cyklu przemian
zarbwno z naringeniny jak i likwirytygeniny. Kluczowym enzymem, bioragcym udziat
w konstrukcji szkieletu izoflawonoidoéw, jest nalezgca do podrodziny enzyméw cytochromu
P450 (CYP93C) syntaza izoflawonowa (IFS). Katalizuje ona nietypowa reakcje migracji
pierscienia B z pozycji C-2 do C-3, w wyniku czego flawanon przeksztalcany jest
w 2-hydroksyizoflawanon (Steele i in., 1999; Jung i in., 2000). Powstaty produkt przejsciowy
ulega dehydratacji przy udziale enzymu 2HID (dehydratazy 2-hydroksyizoflawanonowej),
tworzac izoflawony daidzeine i genisteine. Daidzeina, bedaca prekursorem fitoaleksyn, moze
ulega¢ dalszym przeksztatceniom tworzac medikarping lub gliceoling. W przypadku niektorych

bobowatych, przejsciowy produkt 2-hydroksyizoflawanon w pierwszej kolejnosci ulega
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metylacji przy udziale 4’-O-metylotransferazy hydroksyizoflawanonowej (HI4’OMT)
a dopiero w naste¢pnej kolejnosci dehydratacji (Akashi i in., 2003).

GLOWNY SZLAK FENYLOPROPANOIDOWY
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Ryc.1.6 Uproszczony schemat szlaku biosyntezy fenylopropanoidéw. Enzymy: PAL amoniakoliaza
fenyloalaniny, C4H 4-hydroksylaza kwasu cynamonowego, 4CL ligaza
4-kumaroilo-CoA, CHS syntaza chalkonowa, CHR reduktaza chalkonowa, CHI izomeraza
chalkonowa, F3’H hydroksylaza 3’-flawonoidowa, FS syntaza flawonowa, F3H 3-hydroksylaza
flawanonowa, IFS syntaza izoflawonowa, FLS syntaza flawonolowa, HI4'OMT
4’-O-metylotransferaza hydroksyizoflawanonowa, 2HID dehydrataza 2-hydroksyizoflawanonowa.
reakcja jednoetapowa — reakcja wieloetapowa - » (wedhug: Dixon i Steele, 1999; Winkel-
Shirley, 2001; Shimamura i in., 2007; Du i in., 2010; Zhao i in., 2011).
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Nowo zsyntetyzowany rdzen aglikonu ulega¢ moze r6znego rodzaju modyfikacjom,
ktore umozliwiajg flawonoidom petnienie okreslonych funkcji w komorce roslinnej. Do
najczesciej spotykanych modyfikacji nalezg metylacja, malonylacja, glikozylacja i prenylacja.
Enzymy katalizujace tego typu reakcje nalezg do klasy transferaz.

Roslinne O-metylotranferazy katalizujg reakcj¢ przeniesienia grupy metylowej S-adenozylo-L-
metioniny (SAM) na grupe hydroksylowa czgsteczki flawonoidow. W zaleznosci od typu
akceptora grupy metylowej oraz sekwencji aminokwasowej, OMT dzieli si¢ na dwie klasy:
I i II. Metylacja flawonoidéw wptywa na ich rozpuszczalno$¢ w komoérce oraz wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe. W szlaku biosyntezy izoflawonoidéw O-metylotranferazy katalizuja
powstawanie zwigzkow bioragcych udzial w mechanizmach obronnych ro$liny. Najczgsciej
metylowane sg grupy hydroksylowe podstawione na atomach wegla C-3’ i1 C-4’ pierScienia B
(Ibrahim i in., 1987).

Rownie czesto wystepujaca modyfikacja jest glikozylacja, katalizowana przez UDP-
glukozylotransferazy (UGT). Reakcja ta polega na przeniesieniu grupy cukrowej z UDP-
glukozy na czasteczke akceptorows, jaka jest aglikon. Pozycja glikozylacji znaczaco wplywa
na aktywno$¢ biologiczng flawonoidu oraz jest czynnikiem zwickszajacym réznorodnosé
strukturalng tych zwiazkéw. Izoflawonoidy najczesciej glikozylowane sa w pozycji C-7
piercienia A, rzadziej w pozycji C-4’ pierscienia B. U bobowatych glikozylacja grupy
hydroksylowej przy atomie weggla C-7 pierScienia A, a nast¢pnie malonylacja czasteczki
glukozy w pozycji C-6”, umozliwia utworzenie formy tatwej do magazynowania w wakuolach
(Dixon i Sumner, 2003).

Reakcja prenylacji grupy hydroksylowej lub wegla pierscienia fenolowego dotyczy
w przewazajacym stopniu izoflawonoidéw (Tahara i Ibrahim, 1995). Obecnos¢ grupy
prenylowej nadaje czasteczkom wlasciwosci przeciwgrzybiczne i przeciwbakteryjne, poprzez
zwigkszenie ich lipofilowosci 1 przepuszczalno$ci przez btlony biologiczne. Reakcja
katalizowana jest przez zlokalizowane w plastydach, specyficzne substratowo
prenylotransferazy, w obecnosci jonéow Mg?*. Substratem reakcji jest grupa izoprenylowa,
pirofosforan dimetyloallilu (DMAPP), powstajaca w szlaku fosforanu metyloerytroitylu (MEP)
(Yazaki i in., 2009). W przypadku izoflawonow prenylacji ulegaja najczesciej atomy C-6 lub
C-8 pierscienia A aglikonu oraz C-2 lub C-4 w przypadku pterokarpanow (Akashi i in., 2009).
Malonylotrasferazy (MT) katalizujg reakcj¢ przeniesienia grupy malonylowej z malonylo-CoA
na czasteczke flawonoidu. Malonylacji ulegaja w wigkszym stopniu czasteczki glikozylowane
niz same aglikony. Rola tego typu modyfikacji flawonoidow jest stosunkowo najstabiej

poznana. Wykazano, Zze malonylacja odgrywa istotng role w stabilizacji chromoforu
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antocyjanin (Suzuki i in., 2004, 2007). Ponadto postuluje si¢, ze malonylowane flawonoidy
pelnig role czasteczek sygnalnych, umozliwiajgc transport do poszczegdlnych przedzialow
komorkowych. Uznaje si¢ rowniez, ze malonylacja i glikozylacja pozwalaja na
magazynowanie flawonoidow w wakuoli w formie prekursoréw fitoaleksyn (Dixon i Stelle,
1999).

Zsyntetyzowane w cytozolu flawonoidy sg nastgpnie modyfikowane 1 przechowywane
w wakuoli. Ze wzgledu na funkcje jakie pelniag w komorce, ich obecnos¢ zaobserwowano
w niemal wszystkich przedzialach komorkowych, miedzy innymi w cytoplazmie, wakuoli,
chloroplastach, jadrze komoérkowym, retikulum wewnatrzplazmatycznym (ER), a takze na
powierzchni komoérek (Winkel-Shirley, 2001; Lepiniec i in., 2006; Peer i Murphy., 2007).
Jednak mechanizmy transportu flawonoidow pozostajg nadal stosunkowo stabo poznane.
Proponowane sg dwie, niekoniecznie wykluczajace si¢ hipotezy, transport przy udziale
pecherzykow lub/i transporteréw (Zhao i Dixon, 2010). Pierwsza koncepcja dotyczy transportu
antocyjanin z cytozolu do wakuoli, poprzez pecherzyki wywodzace si¢ z retikulum
wewnatrzplazmatycznego lub aparatu Golgiego. W drugim modelu uczestnicza rdéznego
rodzaju transportery. Kwasne srodowisko wewnatrz wakuoli utrzymywane jest dzigki dwom
pompom protonowym zlokalizowanym w tonoplascie (btonie wakuolarnej): V-ATP-azowej
i V-PP-azowej (pirofosfatazowej) (Sze i in., 1999; Maeshima, 2001). Powstaty gradient pH
miedzy cytozolem a wakuolg zapewnia wytworzenie potencjatu energetycznego, niezbednego
do transportu metabolitéw do wngtrza wakuoli (Hopp i Seitz, 1987).
Transport flawonoidow mozliwy jest dzigki obecnosci transporterow ABC (ang. ATP-binding
cassette), ktore tworza rodzing bialek, posiadajacych kasete wiazaca ATP. Dzigki energii
uwalnianej w wyniku hydrolizy ATP, maja one zdolno$¢ transportu czasteczek przez btony
biologiczne (Martinoia i in., 1993). Transport flawonoidow nastepuje z udzialem jednej
z podklas transporterow ABC, a mianowicie biatek zwigzanych z odpornoscig wielolekowa —
MRP (ang. multidrug resistance-associated proteins). Biatka te umozliwiajg transport
glutationowych pochodnych flawonoidow (Lu i in., 1997, 1998). Ze wzgle¢du na fakt, ze biatka
MRP transportuja pochodne glutationowe, niezbgednym elementem systemu transportu
flawonoidow sa biatka GST (glutationo S-transferazy). Enzymy te odpowiedziane s3 za
akumulacje antocyjanin w formie pochodnych glutationowych (Marrs i in., 1995).
Kolejng klasg zwigzkéw biorgcych udziat w transporcie flawonoidéw sg transportery MATE
(ang. multidrug and toxic compound extrusion) (Brown i in., 1999). Sg one odpowiedzialne za
usuwanie ksenobiotykdw z komodrki oraz transport réznego rodzaju czasteczek (m.in.

kationow, kwaséw organicznych, metabolitéw wtornych). Do swojego dziatania wykorzystuja
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elektrochemiczny gradient protonow lub jonow sodu wytworzonych przez pompy protonowe
(Gaxiola i in., 2002). Transportery MATE wykazujg specyficzno$¢ substratowg. W przypadku
tytoniu (Nicotiana tabacum) transportujg niemodyfikowang nikotyn¢ do wakuoli (Morita i in.,
2009), natomiast w przypadku winogrona (Vitis vinifera) transportowi ulegaja acylowane
flawonoidy. Acylacja jest zatem kolejnym mechanizmem niezbednym do prawidtowego

funkcjonowania transportu wewnatrzkomoérkowego flawonoidow.

1.1.3 Funkcje pelnione w roslinie i aktywnos$¢ biologiczna

Flawonoidy odgrywajg istotng role w wielu procesach fizjologicznych
i biochemicznych zachodzacych w komorce. Do ich glownych funkcji nalezy, migdzy innymi,
ochrona tkanek roslinnych przed szkodliwym dziataniem promieniowania ultrafioletowego,
dzigki obecnosci w strukturze czasteczki ukladu chromoforu i sprzgzonych wigzan
podwojnych. Zwigzki te syntetyzowane sa3 w duzych ilosciach w komoérkach epidermy oraz
rzadzie] w warstwie epikutykularnej woskow lisci i owocow, w wyniku indukcji przez
promieniowanie UV-B. Glikozylowane 1 acylowane kwasem p-kumarowym flawony
i flawonole sg uwazane za najskuteczniejsze filtry UV-B, ze wzgledu na ich maksima absorpcji
w zakresie dlugosci fali 280-320 nm (Skaltsa i in., 1994; Schnitzler i in, 1996; Markham i in.,
1998).

Dzigki obecnosci grup hydroksylowych w pier§cieniu aglikonu, flawonoidy posiadajg zdolnos¢
ochrony komorek przed stresem oksydacyjnym. Ich dziatanie polega na neutralizacji
reaktywnych form tlenu (ROS), chelatowaniu jondw metali oraz aktywacji enzymow
antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa czy peroksydazy (Pietta, 2000; Heim
i in., 2002).

Flawonoidy, takie jak kwercetyna czy kemferol, moduluja polarny transport auksyn
zachodzacy przy udziale transporteréw i biatek nosnikowych (Peer i in., 2004, Peer i Murphy,
2007).

Flawonoidy odgrywaja rowniez istotng role w oddziatywaniach roslin ze srodowiskiem
zewnetrznym. Warunkujg barwe, smak oraz zapach owocéw i1 kwiatow, pelnigc tym samym
role atraktantow badz repelentéw. Z jednej strony stanowig czynnik wabiacy owady, ptaki
1 ssaki, ktore roznoszac pytek kwiatowy czy nasiona przyczyniaja si¢ do zapylania
1 rozprzestrzeniania ro$lin. Z drugiej strony s3a zwigzkami odstraszajacymi roslinozerne
zwierzeta oraz szkodniki 1 patogeny. Ponadto biorg udziat w oddziatywaniach

allelopatycznych. Chalkony, dihydroflawonole, flawonony, flawonole czy izoflawonoidy moga
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przyczyniac si¢, w roznych stezeniach, do stymulowania lub hamowania kietkowania i wzrostu
innych gatunkow roslin (Iwashina, 2003).

Niskoczasteczkowe zwigzki fenolowe petnig role fitoaleksyn, biorgc udziat w reakcjach
obronnych rosliny podczas infekcji przez mikroorganizmy patogenne - bakterie, grzyby,
wirusy. Szczegdlng role podczas infekcji grzybowych pehnig izoflawonoidy, ktére hamujg
kielkowanie spor oraz rozrost grzybni (Cushnie i Lamb, 2005). Stosunkowo dobrze
poznanym przyktadem takich zwigzkoéw sa pterokarpany, mackiaina i pizatyna, ktore jako
fitoaleksyny grochu (Pisum sativum) biorg udziat w reakcji obronnej podczas infekcji grzybem
Nectria haematococca (Enkerli i in., 1998; Wasmann i in., 1996). Czynnikami wirulencji
patogennego grzyba sg enzymy zmniejszajgce toksycznos¢ fitoaleksyn grochu. Pizatyna
natomiast wptywa na indukcje biatka, ktore kontroluje transkrypcje wirulentnego enzymu
grzybowego (He i in., 1996).

Flawonoidy odgrywaja role czasteczek sygnalnych podczas oddzialywan
symbiotycznych pomigdzy roslinami motylkowatymi (Fabaceae) a bakteriami brodawkowymi
(Rhizobium i Bradyrhizobium) (Fisher i Long, 1992). Rosliny motylkowate (m.in. tubin, groch,
fasola, soja) stanowig liczng rodzing roslin, powszechnie uprawianych zar6wno w Polsce jak
i na $wiecie. Pelnig istotng rolg¢ w zywieniu zwierzat i ludzi, ze wzgledu na zawarto$é
w nasionach i cze$ciach nadziemnych, cennych skladnikéw odzywczych (biatko, btonnik)
1 mineralnych. Najwazniejszg biologiczng cechg tubindw jest ich zdolnos¢ do wigzania azotu
atmosferycznego, co daje mozliwos¢ daleko idacej oszczednosci w stosowaniu nawozenia
azotowego. Warunkiem symbiozy jest konieczno$¢ wydzielania przez korzen rosliny
motylkowate] flawonoidéw, ktore jako czasteczki sygnalne indukuja u bakterii ekspresje
gendw nodulacji (brodawkowania) nod (ang. nodule-brodawka). W efekcie bakterie produkuja
czynnik Nod, bedacy lipochitynowym oligosacharydem (LCO), ktory inicjuje powstawanie
brodawek i kolonizacj¢ korzeni przez bakterie (Wasson i in., 2006). Flawonoidy moga
specyficznie zarowno indukowac jak i hamowac ekspresje genéw nod, dzigki czemu bakterie
sg w stanie rozroznia¢ gospodarza (Long, 1996).

Flawonoidy wystepujace powszechnie w owocach, warzywach, herbacie czy winie sg
waznym  skladnikiem diety czlowieka, glownie za sprawa ich  wlasciwosci
przeciwutleniajacych. Najpowszechniej spozywanym flawonoidem jest flawonol kwercetyna,
ktory w duzych iloSciach mozna znalez¢ w jabikach (Knekt 1 in., 2002). Sposréd flawonoli,

réwnie czgsto obecnymi w zywnosSci sg kemferol i mirycetyna, a sposrod flawonow luteolina
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I apigenina. Najbogatszym zrodtem tych bioaktywnych zwigzkéw jest cebula oraz herbata.
Flawonoidy stanowig rowniez sktadnik pasz dla bydta, trzody chlewnej i drobiu.

Flawonoidy, jako zwigzki biologicznie aktywne, wykazuja zrdéznicowane dziatanie
farmakologiczne. Dzigki wtasciwos$ciom antyoksydacyjnym zmniejszajg ryzyko chordb uktadu
sercowo-naczyniowego, poprzez wychwyt wolnych rodnikéw zapobiegaja degradacji blon
biologicznych, biatek i kwaséw nukleinowych (Hodek i in., 2002). Wykazuja witasciwosci
antynowotworowe, gtéwnie zwigzane z rakiem piersi i prostaty (Birt i in., 2001). Szczegodlnie
dobrze poznane sg wlasciwosci genisteiny obecnej w soi (Glicine max), ktéra hamuje wzrost
1 proliferacje komorek nowotworowych, poprzez inhibicj¢ kinazy tyrozynowej i topoizomerazy
Il DNA (Ravindranath i in., 2004). Ponadto flawonoidy wykazuja dziatanie przeciwzapalne,
przeciwbolowe, przeciwobrzekowe, rozkurczowe, uspokajajace, moczopedne (Harborne
I Williams, 2000). Obecnie istotne znaczenie odgrywa rowniez aktywnos¢ fitoestrogenowa
izoflawonéw (Cornwell i in., 2004). Ich witasciwosci wynikaja z podobnej budowy do
naturalnego estrogenu, 17p-estradiolu. l1zoflawony sojowe, takie jak genisteina czy daidzeina,
poprzez wigzanie si¢ w organizmie cztowieka z receptorami estrogenowymi, zmniejszaja
zagrozenia zwigzane z osteoporoza, miazdzycg czy rakiem oraz tagodza objawy menopauzy.
Z powyzszych wzgledow, te naturalne produkty znalazty szerokie zastosowanie w przemysle,
wchodzagc w sklad kosmetykow 1 lekow. Nadal jednak prowadzone sa badania nad
bezpieczenstwem stosowania flawonoidow w medycynie 1 farmacji. Zaobserwowano, ze
niektore z nich mogg wykazywaé wiasciwosci mutagenne oraz prooksydacyjne (Walle i in.,
2003).

1.2 Mechanizmy obronne roslin

Rosliny stale narazone sg na atak przez mikroorganizmy patogenne takie jak wirusy,
bakterie i grzyby, ktére na drodze ewolucji wyksztalcity rézne mechanizmy patogenezy.
Bakterie mogg przenika¢ do tkanek roslinnych poprzez pory, aparaty szparkowe lub
bezposrednio w wyniku zranienia. Grzyby patogenne i1 symbiotyczne posiadajg zdolnos¢
wnikania do komorek roslinnych i tworzenia struktur haustorium, dzigki ktorym moga pobierac
substancje odzywcze. Patogeny roslinne mozemy podzieli¢ na biotrofy (Magnaporthe
grisea/zboza), ktore czerpiag korzysci pokarmowe z zywych komorek, nekrotrofy (Botrytis
cinerea/Arabidopsis), ktore pobieraja pokarm z martwych komorek ro$linnych oraz
hemibiotrofy (Colletotrichum lupini/tubin). Mikroorganizmy patogenne moga mie¢ zardwno
szeroki zakres zywicieli, jak 1 ogranicza¢ si¢ do poziomu gatunkowego czy wrecz odmian

(Flor, 1971). Patogeny atakujace komorki roslinne wytwarzaja specyficzne biatka efektorowe,
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ktore rozpoznawane przez gospodarza inicjujg reakcje obronng. Rosliny w odpowiedzi na atak
patogenu wyksztalcily réznorodne mechanizmy obronne. Warstwa kutykuli oraz S$ciana
komorkowa, jako staly element budowy tkanek, sg pierwsza bariera chronigcg rosling przed
atakiem patogena. Molekularnym mechanizmem obrony roslin przed infekcja jest rowniez
wytwarzanie substancji sygnalnych, takich jak kwas salicylowy, jasmonowy czy etylen, ktére
regulujg ekspresje gendéw oraz produkcje reaktywnych form tlenu, fitoaleksyn czy biatek
zwigzanych z patogeneza (PR) (Somssich i Hahlbrock, 1998).

1.2.1 Ros$linny uklad immunologiczny

Rosliny, w przeciwienstwie do ludzi i zwierzat, nie posiadajg adaptacyjnego uktadu
odporno$ciowego. Mozemy natomiast wyrézni¢ dwie formy odpornosci wrodzonej: odpornosé
indukowang przez wzorce (PTI- ang. PAMP-triggered immunity) oraz przez efektory (ETI-
ang. effector triggered immunity) (Chisholm i in., 2006; Jones i Dangl, 2006). Odpornos¢
indukowana przez wzorce jest pierwszg linig obrony rosliny przed patogenem. Uruchamiana
jest przez zwigzane z blong komdrkowa receptory PRR (ang. pattern recognition receptor)
rozpoznajace wzorce zwigzane z patogenami (PAMP-ang. pathogen-associated molecular
patterns), ktore s3 zakonserwowane pomiedzy przedstawicielami danej klasy
mikroorganizmow. Wzorcami molekularnymi, PAMPS/MAMPs (ang. pathogen/microbe-
associated molecular patterns) (Zhang i Zhou, 2010), rozpoznawanymi przez receptory PRR,
moga by¢ elisytory grzybowe takie jak chityna, ksylanaza lub bakteryjne lipooligosacharydy.
Najlepiej dotad opisanym przykladem tego rodzaju oddzialywan jest rozpoznawanie flageliny
(biatka budujacego wici bakteryjne) przez transmembranowe biatko FLS2 (ang. flagellin
sensing 2) u Arabidopsis. 22-aminokwasowy peptyd flageliny - flag22 jest rozpoznawany
1 wigzany przez bogata w leucyn¢ domen¢ LRR (ang. leucine rich repeat) kinazowego
receptora  FLS2 (Gomez-Gomez i Boller, 2000;2002). W wyniku tych oddziatywan
uruchamiana jest w komorce reakcja obronna, ktéra przejawia si¢, miedzy innymi,
w zapoczgtkowaniu kaskady sygnalowej kinaz MAP (ang. mitogen-activated protein),
transkrypcji biatek PR, depozycji kalozy (Niirnberger i in., 2004).

Jezeli mikroorganizm patogenny przetamie powyzszy system odpornosci, ros§lina uruchamia
bardziej wyspecjalizowany mechanizm - ETI, zwany réwniez odpowiedzig ,,gen na gen” (Flor,
1971). Odporno$¢ indukowana przez efektory uruchamiana jest przez wewngtrzkomorkowe
biatka odpornosci (ang. resistance (R)-protein) wykrywajace specyficzne dla danego szczepu
patogena biatka efektorowe (Avr). Bialka efektorowe dostarczane przez mikroorganizm do

komorki roslinnej, majg za zadanie zablokowac reakcj¢ obronng PTI, do ktorej dochodzi po
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wykryciu przez receptory wzorcow molekularnych patogena. Roslinne cytoplazmatyczne
biatka odpornosci R, zawierajace domeng leucynowa oraz domen¢ wigzaca nukleotyd (biatka
NB-LRR-ang. nucleotide binding site-leucine rich repeat) rozpoznaja biatka Avr patogena
I inicjuja reakcje obronng, ktéra czegsto prowadzi do powstania reakcji nadwrazliwosci HR
(ang. hypersensitive response) (Dodds i Rathjen, 2010).

Jones i Dangl (2006) ujeli system odpornosci roslin w modelu ,,ZigZag” (Ryc.1.7).
W pierwszej fazie, podczas ataku patogena, roslina poprzez receptory PRR rozpoznaje wzorce
PAMPsS/MAMPs i mamy do czynienia z odpornosciag indukowang przez wzorce (PTI).
W nastepnej kolejnosci patogenowi udaje si¢ przetamaé barier¢ odpornosci, poprzez
wytworzenie efektora ETS (ang. effector-triggered susceptibility). W kolejnej fazie efektor
rozpoznawany jest przez bialka R i dochodzi do uruchomienia mechanizmu odpornosci
indukowanej przez efektory (ETI) oraz powstania reakcji nadwrazliwosci (HR). Dalej na
drodze naturalnej selekcji patogen moze wytworzy¢ nowy efektor, w wyniku czego obnizona
zostaje odporno$¢ roslin. Kolejna selekcja prowadzi do wyodrebnienia nowych biatek R
rozpoznajacych efektor i do wystgpienia odpornosci ETI. Powtarzajacy sie¢ w ten sposob proces
stanowi swoista ewolucje systemu odpornosci roslin oraz jest odpowiedzialny za fakt, iz

niektdre rosliny posiadaja odpornos¢ a inne s3 jej pozbawione.

Wysoke PTI ETS ETI ETS ETI
A

Poziom reakcji nadwrazliwosci

Poziom efektywnej
obrony

Natezenie reakcji obronnych

Niskie

¢ ¢
¢
’ ‘ QPAMP

Ryc.1.7 Model ,,ZigZag” obrazujacy roslinny uktad odpornosci (wedtug Jones 1 Dangl, 2006).
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1.2.2 Reakcje obronne roslin przed infekcja patogenem

Atak organizmu patogennego, kontakt z elisytorem Ilub zranienic powodujg
uaktywnienie systemu immunologicznego rosliny i wyzwolenie reakcji obronnych na poziomie
molekularnym. W ciggu pierwszych minut po infekcji, dochodzi do alkalizacji apoplastu oraz
zmian w przeplywie protonéw H' oraz jonéw, K*, CI, Ca®". Nastepuje rowniez wyrzut
wolnych rodnikow, reaktywnych form tlenu (ROS), co w konsekwencji prowadzi do wybuchu
tlenowego (Wojtaszek, 1997). Wybuch oksydacyjny aktywuje kaskade zmian w komorce
roslinnej, w nastepstwie ktorych dochodzi do wystapienia lokalnej reakcji nadwrazliwos$ci-
HR. W miejscu zakazenia nastepuje programowana $mieré¢ komorki (apoptoza), powstaja
zmiany nekrotyczne i dochodzi do zahamowania rozwoju patogena w wyniku odcigcia
doptywu substancji odzywczych (wyjatek stanowig nekrofity) (Dangl i in., 1996; Greenberg
iin., 1997).

W dalszej kolejnosci dochodzi do syntezy biatek odpowiedzialnych za produkcje substancji
sygnalnych takich jak kwas salicylowy, jasmonowy czy etylen (Malamy i in., 1990; Enyedi
i in., 1992; Creelman i Mullet, 1995) oraz uruchomienia kaskady sygnatowej kinaz MAP.
W nastepnych minutach uruchamiana jest transkrypcja gendw zwigzanych z reakcjami
obronnymi (Dixon i in., 1994). Kilka do kilkunastu godzin po infekcji nastepuje depozycja
kalozy, produkowane sg biatka PR zwigzane z patogeneza (Linthorst, 1991) oraz dochodzi do
syntezy fitoaleksyn (metabolitow wtoérnych o wlasciwosciach antybiotycznych) oraz
uwolnienia zgromadzonych w wakuolach fitoantycypin (Hahlbrock i Scheel, 1989; Van Etten
i in., 1994; Dixon i Paiva, 1995).

Nastgpstwem reakcji nadwrazliwosci jest systemiczna odpornos¢ nabyta (SAR-ang. systemic
acquired resistance) lub systemiczna odporno$¢ indukowana (ISR-ang. induced systemic
resistance). W  przypadku SAR  obserwujemy indukcj¢ reakcji  obronnych
w niezainfekowanych miejscach rosliny. Systemiczna odporno$¢ nabyta wyzwalana jest
w wyniku ekspresji genéow odpowiedzialnych za syntez¢ biatek PR oraz innych genow
tzw. genéw SAR zwigzanych z patogeneza. Znaczaca rol¢ w uruchomieniu odpornosci
systemicznej nabytej odgrywa czasteczka sygnalna, jaka jest kwas salicylowy. Kwas
jasmonowy i etylen sg czasteczkami sygnalnymi dla wyzwolenia systemicznej odpornosci

indukowanej (Durrant i Dong, 2004).
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1.3 Metabolomika roslinna

Metabolomika jest dynamicznie rozwijajacg si¢ dziedzing nauki, zajmujaca si¢ analizg
jako$ciowa 1 ilosciowa zestawu metabolitow obecnych w organizmie, tkance czy komorce.
Obok proteomiki, transkryptomiki i genomiki odgrywa istotna role w badaniach z zakresu
biologii systemow (Fiehn, 2002). Ze wzgledu na liczbe metabolitow obecnych w organizmach
zywych (w samym tylko krolestwie roslin szacuje si¢ ja na okoto 250 000), wysoce
zréznicowane wilasciwosci fizyko-chemiczne oraz dynamiczne zmiany zachodzace w skladzie
metabolomu, istnieje konieczno$¢ ciagglego doskonalenia metod izolacji materiatu, analizy
instrumentalnej oraz bioinformatycznej uzyskanych danych. Ciggly postep dokonywany w tej
dziedzinie, pozwala na poszerzenie naszej wiedzy z zakresu sktadu metaboloméw zywych
organizmow. Dane metabolomiczne potaczone z informacjami uzyskanymi na poziomie
genomu (DNA), transkryptomu (RNA) i proteomu (biatka) oraz z charakterystyka fenotypowa
i morfologiczng, daja mozliwos¢ zrozumienia wzajemnych zaleznosci, zachodzacych

na roznych poziomach molekularnych organizmow zywych (Baker, 2011).

1.3.1 Nowa dziedzina nauki?

Badania dotyczace metabolitéw roslinnych fascynowaly naukowcow od dekad.
Pierwsze pionierskie prace dotyczace ich rozdziatu technikami chromatograficznymi przez
Michaela Tswetta (1872—1920) datowane sg na poczatek XX wieku (Roessner, 2007). Termin
metabolomika zwigzany jest $cisle z profilowaniem metabolitow. Pierwsze badania jakosciowe
i ilosciowe puli metabolitow wtornych (steroidow, kwasow karboksylowych) obecnych
w probkach moczu, przeprowadzit przy uzyciu metod GC-MS Horning wraz ze
wspotpracownikami (Horning i Horning, 1970, 1971a, b; Devaux i in.,1971). Natomiast,
pierwsze doniesienia dotyczace profilowania metabolitow roslinnych datuje si¢ na rok 1991.
Sauter wraz ze swoim zespolem badawczym przeprowadzit analiz¢ profilowania herbicydow
w jeczmieniu, metoda GC-MS (Sauter i in., 1991). Gwaltowny rozwdj nauki na polu
metabolomicznym od drugiej polowy XX wieku, wymusit ujednolicenie definicji 1 poje¢ z nig
zwigzanych. Pojecie metabolom, jako zespot niskoczgsteczkowych metabolitow wtérnych
organizmu, wprowadzil Stephen Oliver w 1998 roku (Oliver i in., 1998). W 2004 r. powstaje
mig¢dzynarodowe towarzystwo metabolomiczne Metabolomics Society

(www.metabolomicssociety.org), zrzeszajace naukowcow, ktorych nadrzednym celem jest

identyfikacja, charakterystyka i1 katalogowanie metabolitow obecnych w organizmach zywych,

oraz opracowanie rzetelnych i wiarygodnych metod analitycznych.
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Z uwagi na zlozono$¢ metabolomu danego organizmu, niemozliwe jest

zidentyfikowanie wszystkich zwigzkéw niskoczgsteczkowych w nim obecnych. Z tego tez
wzgledu w badaniach metabolomicznych stosowane sg rozne podejécia analityczne, ktorych
definicje z biegiem lat zostaty okreslone i ujednolicone (Fiehn, 2002; Goodacre i in., 2004,
Nielsen i Oliver, 2005; Dunn i Ellis, 2005) (Tab.1.1). W Tab.1.1 przedstawiono
wykorzystywane przy poszczegdlnych podej$ciach metabolomiczych metody analityczne,
ktore zostang szczegétowo omowione w dalszej czeSci wprowadzenia (Rozdz.1.4.1).
Rozgraniczone zostaly réwniez terminy metabolomika i metabonomika, ktore wcze$niej
stosowane byly wymiennie. Metabonomika jest pojeciem wezszym niz metabolomika
i dotyczy analizy metabolitow obecnych w ptynach ustrojowych ludzi i zwierzat w reakcji na
czynniki stresowe (choroba, dieta, substancje toksyczne) lub modyfikacje genetyczne.
W analizie metabolitow wykorzystuje si¢ nastepujace podejscia metodyczne. Metabolomiczny
odcisk palca (ang. metabolic fingerprinting) pozwala na szybkie monitorowanie sktadu
niskoczasteczkowych zwigzkéw obecnych w komorce, bez koniecznosci ich szczegdtowej
identyfikacji. Z kolei metabolomiczny odcisk stopy (ang. metabolic footprinting) dotyczy
badania zwigzkow znajdujacych si¢ poza komorka. Profilowanie metabolitow (ang. metabolite
profiling) zaweza obszar poszukiwan do jednej klasy zwigzkoéw, np. weglowodandw,
aminokwasow, alkaloidow. W oparciu o wczesniej zdobyta wiedz¢ z zakresu technik
ekstrakcji, separacji 1 detekcji wybranej grupy zwigzkow mozna przeprowadzi¢ bardziej
szczegotowe profilowanie biochemiczne, wraz z oznaczeniem iloSciowym, zwane analizg
celowang (ang. targeted analysis). Ponadto, podczas analizy przeptywu metabolitow (ang.
metabolic flux) odpowiednie substraty znakuje sig trwatymi izotopami *H, *C, **N, a nastepnie
wprowadza do komorek 1 §ledzi ich drogg w szlakach metabolicznych.
Metabolomika ros$linna znajduje coraz szersze zastosowanie w wielu projektach naukowych,
czego wyrazem jest wzrastajgca liczba publikacji z obszaru badan nad roslinami
modyfikowanymi genetycznie (Roessner i in., 2001), poddawanymi stresom biotycznym
I abiotycznym (Shulaev i in., 2008), analizie funkcji genow (Manetti i in., 2006) oraz
identyfikacji genow cech ilosciowych (QTL) (Schauer i in., 2006).
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Tab.1.1 Rodzaje podejs¢ analitycznych stosowanych w badaniach metabolomu.

PODEJSCIE DEFINICJA
METODYCZNE WYKORZYSTYWANE METODY ANALITYCZNE

Definicja: szybkie monitorowanie metabolitow, pozwalajace na analize
poréownawcza 1 roznicowa wigkszej ilosci probek biologicznych, bez
koniecznosci  identyfikacji,  analizy  iloSciowej.  Nie  wymaga
metabolomiczny odcisk palca | skomplikowanego przygotowania proby oraz rozdziatu
(ang. metabolic fingerprinting) | chromatograficznego.

Metody analityczne:

- DI MS - spektrometria mas z bezposrednim wprowadzeniem probki,

- NMR - magnetyczny rezonans jadrowy.

metabolomiczny odcisk stopy | Definicja i metody analityczne jak wyzej.
(ang. metabolic footprinting) Dotyczy metabolitow zewnatrzkomorkowych.

Definicja: identyfikacja i analiza iloSciowa mozliwie wysokiej liczby
zwigzkéw nalezacych do danej klasy (flawonoidy, fosfolipidy, kwasy
organiczne). Najbardziej rozpowszechnione podejScie wymagajace
stosowania zaawansowanych metod ekstrakcji, analizy instrumentalnej
i bioinformatycznej.

profilowanie metabolitow Metody analityczne:

(ang. metabolite profiling) -LC/UV/MS" - chromatografia cieczowa z detektorem UV/ tandemowa
spektrometria mas,

-GC/MS - chromatografia gazowa/spektrometria mas,

-GC/GC/MS - dwuwymiarowa chromatografia gazowa/spektrometria mas,
-CE/MS - chromatografia kapilarna/spektrometria mas,

-LC/NMR - chromatografia cieczowa/magnetyczny rezonans jadrowy.

Definicja: ilosciowa i jakoSciowa analiza jednego lub kilku wybranych
zwigzkow, czesto stosowana w celu monitorowania udzialu metabolitow
w reakcjach biochemicznych.

Metody analityczne:

-LC/MS - chromatografia cieczowa/spektrometria mas,

-GC/MS - chromatografia gazowa/spektrometria mas,

-CE/MS - chromatografia kapilarna/spektrometria mas.

analiza celowana
(ang. targeted analysis)

Definicja: okreslone substraty znakowane si¢ trwatymi izotopami 'H, *C,
N, apo wprowadzeniu do kultur komoérkowych lub tkankowych
monitoruje si¢ kierunki ich transportu.
analiza przeplywu metabolitéow | Metody analityczne:

(ang. metabolic flux) -NMR - magnetyczny rezonans jadrowy,
-DI MS - spektrometria mas z bezposrednim wprowadzeniem probki,
-LC/MS - chromatografia cieczowa/spektrometria mas,
-GC/MS - chromatografia gazowa/spektrometria mas.

1.3.2 Podejs$cie metodyczne w badaniach metabolomoéw roslinnych

Ze wzgledu na znaczng ilo$¢ metabolitow wystepujacych w jednym organizmie
roslinnym oraz ich réznorodno$¢ strukturalng, determinujaca wlasciwosci fizykochemiczne,
istnieje koniczno$¢ doboru odpowiedniej strategii analitycznej przed przystapieniem do
wlasciwego eksperymentu. Nie istnieje jedna, uniwersalna metoda pozwalajaca na analizg
ilosciowg 1 jakosciowa wszystkich metabolitéw zawartych w badanej probce roslinne;j.
Podejscia analityczne rdéznig si¢ miedzy sobg specyficzno$cig i czuto$cig. Do najmniej

precyzyjnych podejs¢ nalezy metabolomiczny odcisk palca/stopy, najbardziej za$
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ukierunkowana jest analiza celowana. Najczescie] stosowana jest metoda profilowania
metabolitow (Fiehn, 2002).

Ryc.1.8 przedstawia schematycznie gléwne etapy podejscia metodycznego
stosowanego podczas badan metabolitow roslinnych. Niezwykle istotny wptyw na uzyskanie
powtarzalnych wynikoéw analiz jako$ciowych i iloSciowych, ma przestrzeganie tych samych
warunkéw hodowli i zbioru roslin. Uzasadnione jest to znaczng dynamike procesow
metabolicznych zachodzacych w komorkach (Kim i Verpoorte, 2010). Bezposrednio po
zbiorze materiatu, konieczne jest natychmiastowe mrozenie w temperaturze ciekltego azotu
(-196 °C), wcelu zatrzymania proceséw enzymatycznych. Probki materiatu biologicznego

powinny by¢ przechowywane w temperaturze -80°C (Dunn i Ellis, 2005).

= V%

MROZENIE W CIEKLYM AZOCIE EKSTRAKCIA

=TT

ANALIZA GC/MS DERYWATYZACIA -
g :
'§
&k el L '
<l @%q—/ B

e o SRl upfe o - 4

— =
ANALIZA | INTERPRETACJA WYNIKOW ANALIZA DANYCH ANALIZA LC/MS

Ryc.1.8 Glowne etapy analizy metabolomu roslinnego.

Metabolity pierwotne i wtdrne obecne w roslinnym materiale biologicznym réznig si¢
pod wzgledem zakresu mas czasteczkowych, termostabilnosci, lotno$ci oraz polarnosci. Z tego
tez wzgledu nie jest mozliwa ekstrakcja wszystkich tych zwigzkéow jednoczesnie, za pomoca
tej samej metody izolacji. Dobor rozpuszczalnika ma w tym przypadku istotne znaczenie.
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Szeroko stosowane podczas izolacji metabolitow wewngtrzkomoérkowych sg rozpuszczalniki
organiczne o réznej polarno$ci (metanol, woda, chloroform, heksan), co pozwala na
wydzielenie z badanego materiatu roslinnego stosunkowo duzej puli zwigzkow (Villas-Boas,
2007).

Metody analityczne wykorzystywane w badaniach metabolomicznych wymagajg czgsto

dostarczenia proby charakteryzujacej si¢ wysokim stezeniem i stanem czysto$ci. W tym celu
stosuje si¢ zazwyczaj metody ekstrakcji do fazy statej, SPE (ang. solid phase extraction).
Mechanizm rozdzialu polega na zwigzaniu pozadanej substancji do fazy stalej, dzigki
wzajemnym oddziatywaniom fizykochemicznym, a nast¢gpnie jej wymyciu przy udziale
rozpuszczalnika o okreslonych wihasciwosciach. Do oczyszczania zwigzkow roznigcych sig
polarnosécig najczesciej stosowana jest faza odwrocona (RP-ang. reversed phase), ktorg
stanowig zele krzemionkowe potaczone z tancuchami alkilowymi od C-2 do C-18. Silne
kationity SCX (ang. strong cation exhanger), zawierajace powigzane z krzemionka
aromatyczne grupy sulfonowe, pozwalaja adsorbowac zwigzki o charakterze zasadowym np.
alkaloidy (Stobiecki i in., 1997).
Dalsza procedura przygotowania probki uzalezniona jest od stosowanej metody analitycznej.
Przyktadowo, w przypadku chromatografii gazowej, podczas analiz zwigzkow polarnych,
niezbedne jest przeprowadzenie derywatyzacji w celu zablokowania niektérych grup
funkcyjnych (Lisec i in., 2006).

Do analizy metabolitow obecnych w ztozonych ekstraktach roslinnych  stosowane sg
techniki analityczne, oparte na sprzezeniu chromatografii cieczowej, gazowej lub kapilarnej
z detektorami absorpcji promieniowania UV, fluorescencyjnym (FLD), spektrometrem
masowym (MS) lub magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR). Zastosowanie
chromatografii pozwala na rozdziat =zlozonych mieszanin, a okreslona czulos¢
i selektywnos$¢ detektora odpowiada ze poziom identyfikacji zwigzkow. Spektrometry mas
zapewniaja stosunkowo wysoka czutos¢ detekcji. W badaniach z zakresu metabolomiki
ro$linnej najczesciej wykorzystywane sg systemy LC/MS (ang. liquid chromatography/mass
spectrometry) i GC/MS (ang. gas chromatography/mass spectrometry). Z kolei NMR jest
metoda o najwigkszej specyficznosci, umozliwiajaca jednoznaczng identyfikacje strukturalng
analizowanych zwigzkow (Smedsgaard, 2007).

Ze wzgledu na bardzo duzg ilos¢ danych, uzyskiwanych podczas prowadzenia analiz
metabolomicznych, konieczne jest zastosowanie odpowiednich narzadzi bioinformatycznych
w celu przetwarzania, normalizacji i analizy statystycznej wynikow. Szeroki dostep do baz

widm masowych pomaga w identyfikacji nieznanych zwigzkow. Udoskonalane narzedzia
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chemometryczne oraz zaawansowane platformy do analizy danych pozyskanych z réznych
poziomow molekularnych (genom, proteom, transkryptom, metabolom) pozwalaja na
jakosciowa 1 iloSciowa interpretacje uzyskanych wynikoéw oraz otrzymanie szerszego
spojrzenia na ztozonos$¢ systemow biologicznych (Baker, 2011).

Mozliwo$¢ uzyskiwania wynikéw poroéwnywalnych miedzy poszczegdlnymi zespotami
badawczymi na $wiecie, zapewnia przestrzeganie $cisle okreslonych warunkow prowadzenia
analiz metabolomicznych. Potrzeba standaryzacji badan zostala wyrazona przez grupe
czotowych naukowcow, zajmujacych si¢ analiza metabolomiczng, zrzeszonych w MSI-
Metabolomics Standard Initiative (www.msi-workgroups.sourceforge.net) (Fiehn i in., 2007,
2008).

1.3.3 Metabolomika jako narzedzie w genomice funkcjonalnej i biologii systeméw

Metabolomika odgrywa istotng role w genomice funkcjonalnej, umozliwiajac poznanie
funkcji genéw obecnych w genomie danego organizmu. Tego rodzaju podejscie pozwala na
identyfikacje genow 1 ich produktow, odpowiedzialnych za procesy adaptacyjne roslin lub
reakcje na stresy biotyczne czy abiotyczne (Roessner, 2007). Jako przyktad, moze postuzyc
wykorzystanie analizy metabolomicznej podczas badania proceséw adaptacyjnych Arabidopsis
thaliana w zmiennych warunkach temperaturowych. Wykazaty one, ze niska temperatura ma
wickszy wpltyw na adaptacje rzodkiewnika (Kaplan i in., 2004; Cook i in., 2004). Podejscie
obejmujace badania matabolomiczne umozliwilo rowniez monitorowanie zmian okreslonych
klas metabolitow w reakcji na infekcje elisytorem (von Rdépenack i in., 1998; Bednarek
I in.,2001) oraz podczas oddzialtywan symbiotycznych roslin z grzybami mikoryzowymi
(Harrison i Dixon, 1993; Maier i in., 1999).

Metabolomika jest rowniez szeroko wykorzystywana do badania efektow transgenezy
i mutacji roslin. Przykladem moze by¢ profilowanie metabolomiczne, przy uzyciu GC/MS,
transgenicznych linii ziemniaka z nadekspresja inwertazy w bulwach. Zastosowana metoda
pozwolila na zidentyfikowanie 150 metabolitow, a ponadto umozliwila monitorowanie wptywu
transgenezy na katabolizm sacharozy i synteze skrobi (Roessner i in., 2000). Kolejne
eksperymenty daly mozliwos¢ wykorzystania zaawansowanych technik analizy danych
metabolicznych pozyskanych z transgenicznych linii ziemniaka, w celu okre$lenia fenotypu
biochemicznego (Roessner i in., 2001).

Podejécie metabolomiczne stosowane jest rowniez w analizie QTL, ktorej celem jest
znalezienie zwigzku migdzy markerem genetycznym (okreslonym miejscem na chromosomie)

a fenotypem. Analiza taka polega na porownaniu profili metabolomicznych linii
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(wyprowadzonych z jednej linii rodzicielskiej), réznigcych sie miedzy sobg pod wzgledem
badanej cechy (Schauer i in., 2006).

Biologia systemow, wykorzystujac dane pozyskane 2z roéznych poziomow
uorganizowania komorki (genomu, transkryptomu, proteomu, metabolomu, fluksomu) oraz
dzigki modelowaniu matematycznemu, stara si¢ spojrze¢ na funkcjonowanie komorki, tkanki
czy organizmu jako catosci (Ryc.1.9). Aby zrozumie¢ ztozone wzajemne oddzialywania
elementow tworzacych sie¢ komodrkowa nalezy podja¢é wspdlprace z naukowcami
specjalizujagcymi si¢ w roznych dziedzinach m.in. biologii, chemii, matematyki i statystyki. Nie
jest to zadanie tatwe, ale niezbedne do uzyskania holistycznego obrazu funkcjonowania
systemow biologicznych. Istotng rol¢ odgrywa tu konieczno$¢ stworzenia platform
obliczeniowych pozwalajacych na korelacj¢ danych uzyskanych na poziomie DNA, RNA,
biatek czy metabolitow (Kitano, 2002a, b; Sumner, 2003; Goodacre, 2004; Baker, 2011).

KOMORKA OTOCZENIE

Fluksom
Endometabolom -«—>» Egzometabolom
Proteom

Transktyptom

REGULACJA METABOLICZNA

Genom

Ryc.1.9 Koncepcja biologii systemow, przedstawiajgca schematycznie —wzajemne
oddziatywania réznych pozioméw molekularnych w komorce (wedtug Nielsen i Oliver., 2005).

1.4 Spektrometria mas jako narzedzie analityczne w metabolomice roslinnej

Spektrometria mas jest podstawowg metodg badawcza, stosowang w dziedzinie
metabolomiki do profilowania 1 identyfikacji zwigzkoéw niskoczasteczkowych. Szybki rozwo;j
i szczegélne zainteresowanie ta metodga wzrosto pod koniec lat 80-tych, wraz

z wprowadzeniem w systemach LC/MS nowych technik jonizacji, przez elektrorozpraszanie-
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ESI (ang. electrospray ionization) oraz jonizacji chemicznej pod cisnieniem atmosferycznym-
APCI (ang. atmospheric pressure chemical ionization) (Villas-Boas, 2005).

Technika spektrometrii mas pozwala na okreslenie masy czgsteczkowej oraz sktadu
elementarnego analizowanej substancji, na podstawie stosunku masy (m) do *tadunku
elektrycznego (z), powstajacych w zrodle jonow molekularnych (M™) lub protonowanych badz
deprotonowanych czasteczek ([M+H]'/[M-H]). Natomiast w kwestii struktury badanego
zwigzku mozemy wnioskowa¢ na podstawie zarejestrowanych, w trybie jonow dodatnich i/lub
ujemnych, widm fragmentacyjnych, powstajacych w wyniku rozpadu jonéw macierzystych na
jony potomne (Bedair i Sumner, 2008).

Obecnie na rynku dostepne sa spektrometry mas o réznorodnej budowie, pozwalajace
na wybor zarowno metody jonizacji jak i okreslonego analizatora, co daje mozliwo$é
uzyskania pozadanej czulo$ci, rozdzielczo$ci 1 selektywno$ci oznaczen. Ogdlny schemat

budowy spektrometru mas przedstawia Ryc.1.10.
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Ryc.1.10 Pogladowy schemat budowy spektrometru mas (zrodto: Staszkéw i Swarcewicz,
2011).

Spektrometria mas pozwala na analize¢ zwiazkéw poprzez bezposrednie wprowadzenie
probki do zrédta jonow (ang. DI-ang. direct infusion) lub przy uzyciu technik sprzg¢zonych.
Zastosowanie technik sprzezonych, w ktorych spektrometry mas polaczone sa
z chromatografami cieczowymi, gazowymi lub aparatami do elektroforezy kapilarnej (CE- ang.
capillary electrophoresis), pozwala na badanie ztozonych pod wzgledem sktadu ekstraktow

ros$linnych. Rozdzial mieszaniny zwigzkoéw na frakcje przed wprowadzeniem ich do
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spektrometru daje mozliwos¢ zmniejszenia liczby jonow mierzonych w jednostce czasu, co

poprawia wlasciwosci analityczne metody (Glinski i Weckwerth, 2006; Last i in., 2007).

1.4.1 Techniki chromatograficzne stosowane w sprzezeniu ze spektrometrami mas

Techniki GC/MS i LC/MS (szerzej omowione w nastepnych podrozdziatach-1.4.1.1
I 1.4.1.2) sa najpowszechniej wykorzystywanymi narz¢dziami podczas badan roslinnych
metabolitow pierwotnych i1 wtérnych (Ryc.1.11). Rzadziej stosowanymi, ze wzgledu na
wilasciwo$ci analityczne, sg techniki MALDI-TOF (ang. matrix assisted laser desorption
ionization-time of flight), elektroforeza kapilarna sprzezona ze spektrometrig mas - CE/MS

oraz spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego-NMR (Hoffmann i Stroobant, 2007).
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Ryc.1.11 Schematyczne ujgcie najczesciej stosowanych podej$¢ wykorzystujacych techniki
sprzezone w badaniach metabolomicznych (zrodto: Staszkow 1 Swarcewicz, 2011)
Wysokorozdzielcza, szybka i1 wydajna technika MALDI TOF, stosowana jest
zazwyczaj w badaniach proteomicznych nad biopolimerami. Analizowana probka poddawana
jest tagodnej jonizacji, poprzez desorpcje laserem z matrycy, a rozdzial powstatych jonow
odbywa si¢ w analizatorze mierzacym ich czas przelotu. Zastosowanie MALDI TOF do badan
metabolomicznych wymaga optymalizacji warunkéw eksperymentalnych oraz doboru

odpowiedniej matrycy (Vaidyanathan i in, 2006). Metoda ta zostala z powodzeniem
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zastosowana do analizy ilosciowej i jakoSciowe] flawonoidéw w lisciach Arabidopsis thaliana
oraz tupinach migdatéw (Frison-Norrie i Sporns, 2002; Marczak i in., 2008)

Systemy CE/MS, zazwyczaj wykorzystywane do analizy bialek 1 kwasow
nukleinowych, znalazty swoje zastosowanie do profilowania polarnych metabolitow. Pomimo
wysokiej specyficznosci i czutosci, jakg zapewnia metoda, jej stosowanie wymaga duzego
do$wiadczenia, skomplikowanego przygotowania probki oraz optymalizacji warunkow
prowadzenia analiz (Ramautar i in., 2009).

Spektroskopia NMR pozwala na jednoznacznag identyfikacj¢ strukturalng badanych
zwigzkéw, na podstawie widm rezonansowych jader atomow 'H, Bc, ®N, oraz *p,
powszechnie obecnych w sktadzie wielu metabolitow. Stosunkowa niska czuto$¢ oraz potrzeba
izolacji duzych ilo$ci zwigzkow z materiatu roslinnego w stanie wysokiej czystosci, jest czesta
przyczyna rezygnacji z wykorzystania tej metody w badaniach metabolomicznych.
Zastosowanie  sprz¢zonych technik HPLC/NMR (ang. high performance liquid
chromatography/nuclear magnetic resonance ) eliminuje konieczno$¢ dostarczenia zwiazku
W postaci oczyszczonej. Magnesy o wysokiej czestotliwosci pola, rzedu 500-900 MHz,
zapewniaja poprawe czutosci uktadu analitycznego. Metody HPLC/NMR wykorzystywane sa
zazwyczaj w celu uzupelnienia i obiektywizacji informacji strukturalnych, dotyczacych
zwigzkoéw analizowanych technikami LC/MS (Kim i in, 2011; Leiss i in., 2011). Spotykane
jest rowniez stosowanie systemow taczacych techniki, np. LC/MS/SPE/NMR (ang. liquid
chromatography/mass spectrometry/solid phase extraction/nuclear magnetic resonance),
w celu analizy strukturalnej metabolitow obecnych w matych objetosciach ekstraktu (van der
Hooft i in, 2011a).

1.4.1.1 Sprze¢zenie chromatografu cieczowego ze spektrometrem mas

Uktady LC/MS powszechnie wykorzystywane sa do analizy semi-polarnych roslinnych
metabolitow wtornych, takich jak alkaloidy, saponiny, kwasy fenolowe, flawonoidy, poliaminy
oraz ich pochodne. Zwiazki te daja si¢ stosunkowo tatwo i szybko wyizolowaé, przy pomocy
rozpuszczalnikow organicznych. Bezposrednio po etapie ekstrakcji i ewentualnego
oczyszczania metoda SPE poddawane sg analizie instrumentalnej (de VVos i in., 2007).

Rozdzial chromatograficzny zastosowany bezposrednio przed analiza masowa
umozliwia badanie metabolitow wtornych obecnych w zlozonych mieszaninach ro$linnych
(Allwood i Goodacre, 2010). Dobor warunkow chromatograficznych, takich jak rodzaj
kolumny i fazy ruchomej oraz temperatura i czas analizy, uzalezniony jest od wtasciwosci

fizykochemicznych badanych zwiazkéw. Powszechnie wykorzystywanym wypelnieniem
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kolumn do analiz metabolitow wtornych jest tzw. faza odwrocona (RP), ktorg stanowig zele
krzemionkowe modyfikowane grupami o niskiej polarnosci C-8 lub C-18. Analizowane
zwigzki wymywane sa z kolumny izokratycznie Iub w gradiencie mieszaniny
rozpuszczalnikow organicznych (metanol, acetonitryl, izopropanol) z wodg oraz z niewielkim
dodatkiem kwasow, mrowkowego, octowego lub trifluorooctowego (Kim i Verpoorte, 2010).
Przelomem w technice HPLC (ang. high performance liquid chromatography) byto
wprowadzenie, w pierwszej dekadzie XXI wieku, ultrasprawnej chromatografii cieczowej
(UPLC- ang. ultra high pressure liquid chromatography). Poprawa rozdzielczosci, czutosci
1 szybkosci prowadzonych rozdzialéw, stata si¢ mozliwa dzigki zastosowaniu wyzszych
zakresow cisnien (400-1000 barow), mniejszych objetosci przeptywow fazy ruchomej oraz
kolumn o $rednicy uziarnienia ponizej 2 pum (Churchwell i in., 2005). Zastosowanie techniki
UPLC w potaczeniu ze spektrometria mas, pozwolito na skuteczny rozdziat i identyfikacje
zwigzkow izomerycznych oraz izobarycznych obecnych w ztozonych ekstraktach roslinnych
(Muth i in., 2008; Stobiecki i in.,2010; Staszkéw i in., 2011).

Znaczacy wpltyw na rozwdj techniki LC/MS milo wprowadzenie nowych metod
jonizacji pod ci$nieniem atmosferycznym: elektrorozpraszanie-ESI, jonizacja chemiczna pod
cisnieniem atmosferycznym-APCI i fotojonizacja pod cisnieniem atmosferycznym-APPI.
Metoda jonizacji przez elektrorozpraszanie, za ktéra w 2002 John Fenn otrzymal Nagrode
Nobla, jest najczesciej stosowang technika jonizacji w uktadach LC/MS. Ta tagodna technika
powstawania jonow, polega na odparowaniu rozpylonej cieczy, zawierajacej badane zwigzki
pod cisnieniem atmosferycznym w gradiencie potencjalu pomiedzy koncem kapilary
a szczeling wejsciowa do analizatora (Ryc.1.12). Protonowane [M+H]" lub/i deprotonowane
[M-H] czasteczki powstajace w zrodle w wyniku jonizacji w trybie jonow dodatnich lub/i
ujemnych, ulegaja jedynie nieznacznej fragmentacji (ze wzgledu na niewielka warto$¢ energii
wewnetrznej jondw), co umozliwia wyznaczanie dokladne; masy analizowanych zwigzkoéw

(Kebarle i Verkerk, 2010).
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Ryc.1.12 Schemat budowy zrodta jonow typu ESI.

W systemach LC/MS, w zalezno$ci od przyjetego podejscia metodycznego
w badaniach metabolomicznych, stosowane sa analizatory réznigce si¢ rozdzielczos$cia
i mozliwo$ciami analitycznymi (Bristow i Webb, 2003). Kwadrupol i putapka jonowa naleza
do analizatoréw niskorozdzielczych. Precyzyjne okreslenie masy czasteczkowej badanego
zwigzku (z doktadno$cia do czwartego miejsca po przecinku) umozliwiajg analizatory
wysokorozdzielcze, takie jak analizator czasu przelotu TOF (rozdzielczos¢ do 100 000),
analizator cyklotronowego rezonansu jonow z fourierowska transformacja wynikéw FTI-CR
(ang. fourier fransform ion cyclotron resonance) (rozdzielczos¢ do 5 000 000) oraz analizator
dziatajacy na zasadzie pulapki jonowej OrbiTrap (rozdzielczos¢ do 240 000).
W badaniach majacych na celu okreslenie struktury badanego zwigzku najczgsciej stosuje si¢
uktady tandemowe, umozliwiajace prowadzenie eksperymentow z kolizyjnie indukowang
dysocjacja (CID-ang. collision induced dissociation) (Prasain i in., 2004; Cuyckens i Claeys,
2005). Proces ten prowadzi do rozpadu jonow macierzystych na jony potomne, w wyniku
zderzen z czasteczkami gazu szlachetnego. Niezwykle istotny jest w tym przypadku
odpowiedni dobor warunkéw eksperymentalnych, takich jak potencjal w zrodle jonow
1 energia kolizji, ktoére wplywaja na stopien fragmentacji badanych zwiazkéw oraz
intensywno$ci  wzgledne jonow potomnych. NajczeSciej stosowanymi analizatorami
w uktadach LC/ESI/CID/MS/MS s potrojny analizator kwadrupolowy (QqQ), putapka jonowa

(IT), podwodjny kwadrupol sprzezony z analizatorem czasu przelotu (Qq-ToF) oraz OrbiTrap.
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W wymienionych analizatorach strategia prowadzenia analiz fragmentacyjnych (MS/MS lub

MS") jest r6zna.
1.4.1.2. Sprzezenie chromatografu gazowego ze spektrometrem mas

Technika GC/MS jest wykorzystywana w metabolomice gléwnie do analizy

metabolitow pierwotnych, takich jak aminokwasy, cukry, kwasy thuszczowe, steroidy, sterole,
oraz niektorych metabolitow wtornych, alkaloidow i zwigzkow fenolowych (Dettmer i in.,
2007); Bedair i Sumner, 2008). Pomimo konieczno$ci dostarczenia do systemu GC/MS analitu
z zablokowanymi grupami polarnymi, w formie lotnej i stabilnej termicznie (a takie warunki
spetnia bardzo ograniczona grupa zwiazkow), mozliwa jest analiza szerokiej gamy
metabolitow. Podstawg tych mozliwosci jest zastosowanie procesu derywatyzacji probki.
Derywatyzacja polega na przeprowadzeniu zwigzkow obecnych w ekstrakcie w pochodne,
dzieki wykorzystaniu reaktywnych grup funkcyjnych, np. -OH, -NH,, -SH, -COOH. Proces ten
zmniejsza polarno$¢ zwigzkow oraz zwigksza ich termiczng stabilno$¢ i lotnos¢ (Roessner i in.,
2000).
Najczesciej przeprowadzana jest dwuetapowa derywatyzacja. Pierwszy etap polega na reakcji
metoksyaminy z grupami karbonylowymi, wynikiem czego jest powstanie oksymoéw. W ten
sposOb stabilizowana zostaje konformacja tancucha cukrow redukujacych, oraz zapewniana
jest ochrona a-ketokwasow przed dekarboksylacja. W drugim etapie, tzw. sililacji, dochodzi
do zablokowania polarnych grup funkcyjnych (karboksylowych, hydroksylowych, aminowych,
tiolowych) poprzez ich podstawienie grupg trimetylosililowg (TMS) z zastosowaniem
odczynnika krzemoorganicznego (zwykle BSTFA lub MSTFA). Niestety, wraz ze wzrostem
liczby derywatyzowanych grup, istnieje prawdopodobienstwo otrzymania pochodnej, ktorej
masa czasteczkowa wykroczy poza zakres dziatania detektora (zazwyczaj 650-1000 m/z).
Istotne jest rowniez, aby reakcje sililacji przeprowadza¢ w warunkach bezwodnych. Tych
samych warunkoéw wymaga tez przechowywanie derywatyzowanych probek, ze wzgledu na
ich sktonnos¢ do szybkiej hydrolizy (Halket i in., 2005; Dettmer i in., 2007).

Najpowszechniej stosowng metodg jonizacji w ukladach GC/MS jest jonizacja
elektronami (El- ang. electron impact). Nalezy ona do tzw. twardych technik jonizacji, gdyz
podczas wzbudzania czasteczek dochodzi do duzego wzrostu ich energii wewngtrzne;j.
Prowadzi to do ich fragmentacji, przez co w otrzymanym widmie masowym jony molekularne
majg stosunkowo niskg intensywnos¢, lub tez obserwuje sie ich catkowity rozpad na jony

fragmentacyjne (Watson i Sparkman, 2007). Jako analizatory wykorzystywane sa
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niskorozdzielcze kwadrupole, umozliwiajagce szybko$¢ skanowania z czestotliwo$ciag
wynoszacg 1-6 widm/s lub wysokorozdzielcze analizatory TOF, ktore skanujg nawet do 500
widm/s (Halket i in., 2005). Stosunkowo nowg technika sprzegang ze spektrometrig mas jest
dwuwymiarowa chromatografia gazowa (GCxGC/MS). Rozwigzanie wykorzystujace uktad
dwoch potaczonych ze sobg kolumn chromatograficznych, dtuzszej- niepolarnej z krotsza-

polarng, znaczaco zwigksza czuto$¢ oraz mozliwosci separacyjne uktadu (Gorecki i in., 2004).

1.4.2 Metody analizy danych

Niezwykle istotnym etapem badan metabolomicznych, jest analiza ogromnych ilosci
danych, uzyskiwanych podczas analiz z wykorzystaniem technik spektrometrii mas. Wraz
z rozwojem metod analizy instrumentalnej, opracowywane sg coraz to wydajniejsze narzedzia
przetwarzania, normalizacji wynikow a takze ich analizy statystycznej. Powstajg rOwniez bazy
widm masowych oraz zintegrowane platformy umozliwiajagce korelacj¢ danych uzyskanych
z r6znych poziomdéw uorganizowania komorki.

Duze ilo$ci surowych danych, uzyskanych przy uzyciu technik LC/MS i GC/MS,
wymagaja kompleksowej i automatycznej analizy wstepnej, przed przystgpieniem do analiz
statystycznych. Obecnie badacze dysponujg oprogramowaniem pozwalajagcym na wstepng
integracje danych, przy pomocy odpowiednich algorytméw, w stosunkowo krotkim czasie.
Integracja danych jest niezbednym etapem, ktory pozwala na uzyskanie grupy zmiennych,
poréwnywalnych pomiedzy poszczegdlnymi analizami, tak aby mozna je bylo nastepnie
wykorzysta¢ do dalszych wizualizacji i analiz metodami statystycznymi. Dane metabolomiczne
charakteryzowane sg zazwyczaj przez trzy wielkosci: intensywnos$¢, stosunek m/z i czas
retencji, ktorych wypadkowa nazywana jest komponentem. Aby dane te byly reprezentatywne
nalezy wyréwnaé przesunig¢cia dla tych trzech wielko$ci, wynikajace z niewielkich zmian
parametrow analiz LC/MS i GC/MS (kondycji zrodta, wydajnosci jonizacji, ci$nienia, jakosci
kolumny chromatograficznej) oraz warunkéw w jakich sg przeprowadzanie (np. temperatura).
W tym celu dokonuje si¢ kolejno redukcji szumow, korekcji linii bazowej, dekonwoluciji,
normalizacji i standaryzacji danych (Liland, 2011). Tego typu integracja uzyskanych danych
mozliwa jest dzigki ogdlnodostgpnym programom obliczeniowym, do ktorych nalezg miedzy
innymi: metAlign, MzMine, Binbase, XCMS, MathDAMP, MetaQuant, METIDEA, Tagfinder
(Lommen, 2009). Komercyjne programy, dostosowane do wymogow dostarczanego sprzetu
analitycznego, oferuja jego producenci, np. MarkerLynx (Waters), Mass Hunter (Agilent),
Sieve (ThermoFischer Scientific) (Go, 2010).
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Kolejnym etapem analizy danych metabolomicznych jest ich analiza statystyczna,
pozwalajgca okresli¢ poziom istotnoSci poszczegdlnych zmiennych. W przypadku, gdy
poréwnania dokonuje si¢ pomigdzy dwiema grupami, wykorzystywany jest najprostszy test
t-Studenta. W miar¢ wzrostu poziomu ztozonosci eksperymentu nalezy postuzy¢ si¢ analiza
wariancji ANOVA (ang. analysis of variance) lub jej wiclowymiarowg odmiang MANOVA
(ang. multivariate analysis of variance) (Sumner i in., 2003). Réwnolegle do klasycznych
metod statystycznych wykorzystywane sa metody analizy multizmiennosci, ktore stuza
okresleniu korelacji pomigdzy poszczegélnymi badanymi grupami oraz umozliwiaja
wizualizacj¢ danych np. w postaci dendrogramoéw. Do najczesciej] wykorzystywanych tego
typu metod nalezg, miedzy innymi, analiza sktadowych gtownych PCA (ang. principal
component analysis), analiza sktadowych niezaleznych ICA (ang. independent component
analysis) oraz hierarchiczna analiza klastrow HCA (ang. hierarchical cluster analysis).

Podczas analiz metabolomicznych niezb¢dna jest koniecznos$¢ korzystania z baz
danych. W trakcie identyfikacji zwiazkow swoja pomoca stuzg bazy widm masowych,
zar6wno ogolnie dostepne: METLINE, MassBank, The Golm Metabolome Database, jak
I komercyjne: Wiley Registry of Mass Spectral Data, MS/MS Spectral Libraries, NIST
Standard Reference Database (Nordstrom, 2008). W umiejscowieniu zidentyfikowanego
zwigzku w szlaku metabolicznym, pomocne sg takie bazy jak: KEGG, BioCyc, PubChem,
ChemBank (Sumner, 2003). Platforma BiGG database umozliwia nie tylko umiejscowienie
danego zwigzku w konkretnym szlaku metabolicznym, ale réwniez pozwala na okreslenie

sposobu jego korelacji na poziomie proteomu czy genomu (Baker, 2011).

1.5 Zastosowanie spektrometrii mas do analizy strukturalnej zwigzkow fenolowych

Strukturalna analiza flawonoidow nie nalezy do zadan prostych, ze wzgledu na ztozony
sktad ekstraktow roslinnych. Wiele z tych naturalnych produktow, to zwigzki o charakterze
izomerycznym i izobarycznym, obecne w probece czesto W bardzo zrdéznicowanym stezeniu.
Z tego wzgledu, w celu okreslenia struktury zwigzkéw fenolowych obecnych
w mieszaninach, konieczne jest zastosowanie zaawansowanych i wydajnych metod rozdziatu
I detekcji. NajczeSciej wykorzystywanymi narzedziami analitycznymi sg  techniki
chromatografii cieczowej (HPLC/UPLC) stosowane w potaczeniu z detektorami UV, MS
(jonizacja ESI/APCI) i/lub NMR (Cuyckens i Claeys, 2004). Detektory UV pozwalaja na
rozroéznienie poszczegdlnych klas metabolitow, na podstawie zarejestrowanego widma
absorpcji, w zakresie dtugosci fali 250-400 nm. Nalezy pamigtaé, ze pH roztworu wptywa na

przesunigcie maksimow w widmach absorpcji flawonoidéw w kierunku wyzszych dtugosci fali
45



(Merken i Beecher, 2000). Widma H i *C NMR umozliwiaja okreslenie jednoznacznej
struktury analizawanego zwigzku. Ograniczeniem w stosowaniu techniki LC/NMR do analizy
flawonoidow, obecnych w ztozonych ekstraktach roslinnych, jest konieczno$¢ dostarczenia
zwigzku w formie wysoce oczyszczonej oraz odpowiednio wysokim st¢zeniu. Ponadto,
stosunkowo niska czulo$¢ i wysoki koszt takich uktadow, sg przyczynag ich rzadszego
wykorzystywania w badaniach metabolomicznych (Vukics i Guttman, 2010). Z tego tez
wzgledu najczesciej stosowanymi sprzezonymi technikami w analizie zwigzkéw fenolowych
sg uktady LC/MS (Cuyckens i in., 2000; Stobiecki, 2000; Cuyckens i Claeys, 2004; Prasain
i in, 2003, 2004; March i in., 2006; de Rijke i in., 2006).

Eksperymenty z kolizyjnie indukowana dysocjacja (CID), przeprowadzane
z wykorzystaniem spektrometrow tandemowych (np. Qg-ToF, QqQ), umozliwiaja uzyskanie
informacji strukturalnych dotyczacych miedzy innymi: struktury aglikonu, typu wigzania
miedzy aglikonem a podstawnikiem cukrowym (O- lub C-glikozylacja), rodzaju podjednostki
cukrowej, typu wiazan wewnatrzglikozydowych, rodzaju podstawnika acylowego (Prasain
I in., 2004; Cuyckens i Claeys, 2005; Kachlicki i in., 2005). Informacje strukturalne
uzyskiwane sg w oparciu o analize¢ widm fragmentacyjnych CID MS/MS. Fragmentacji ulegaja
protonowane [M+H]" lub deprotonowane [M+H] czasteczki, w wyniku kolizyjnych zderzen
z czasteczkami gazu szlachetnego w komorze kolizyjnej. Mozliwe jest rowniez uzyskanie tzw.
fragmentacji w zrodle (ISCID-ang. in source collision indueced dissociation), dzigki
przytozeniu podwyzszonego potencjatu napigcia pomigdzy szczelinami ogniskujgcymi
(Ryc.1.13). W przypadku eksperymentow CID konieczny jest odpowiedni dobor parametrow
takich jak energia kolizji czy potencjat w zrodle jonéw (Stobiecki i in., 2006).
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Schemat budowy spektrometru micrOToF-Qq
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Ryc.1.13 Schemat budowy tandemowego spektrometru mas Qq-ToF firmy Bruker, wraz
z zaznaczonymi obszarami, w ktérych mozliwa jest fragmentacja CID 1 ISCID (wedtug Bruker
Daltonics).

Analiza strukturalna flawonoidow mozliwa jest w oparciu o wzgledne intensywnos$ci
jonow fragmentacyjnych, powstajacych w wyniku rozpadu jonu macierzystego (protonowanej
lub deprotonowanej czasteczki) na jony potomne. Nomenklature dotyczacg jondw
fragmentacyjnych aglikonéw wprowadzili w 1970 Marby, Markham i Thomas, ktora nastgpnie
zostala rozszerzona przez Ma i wspotpracownikow w 1997 (Ryc.1.14). Podczas fragmentacji
aglikonu, w wyniku reakcji RDA (retro-Dielsa-Aldera), nastgpuje pgkniecie wigzania C-C
w pierécieniu C i powstanie jonéw diagnostycznych HAY§ YUB*" Wielkimi literami (A,B)
oznaczane sg fragmenty zawierajagce odpowiednio pierscienie A lub B, natomiast mate litery
(i,j) okreslaja pozycje, w ktorych peka pierscien C. Dla jondéw fragmentacyjnych
glikozylowanych flawonoidow obowiazuje nomenklatura wprowadzona przez Domon
I Costello (1988). Jony zawierajace aglikon sa 0znaczone jako I"'X,-, Yj, Zj, gdzie j to numer
zerwanego wigzania wewnatrzglikozydowego liczac od strony aglikonu, a indeksy
k i | oznaczajg miejsce rozerwania pier§cienia cukrowego. Jony fragmentacyjne nie zawierajgce
aglikonu, a jedynie fragment cukrowy, oznaczane sa jako “'A;, Bj, Ci, gdzie i (> 1) okresla
numer pgknietego wigzania glikozydowego liczac od konca nieredukujacego.
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Ryc.1.14 Nomenklatura jondéw fragmentacyjnych aglikonow oraz glikozylowanych
flawonoidow, na podstawie 7-O-rutynozydu luteoliny (wedtug Vukics i Guttman, 2010).
Wysoko rozdzielcze widma fragmentacyjne, rejestrowane zarowno w trybie jonow
dodatnich jak i ujemnych, przy réznych energiach kolizji, umozliwiaja uzyskanie niektorych
informacji na temat struktury glikozylowanych flawonoidéw. Jony diagnostyczne “A*" i “B*",
powstajace w wyniku rozerwania pierScienia C w odpowiednich pozycjach dla jonow
dodatnich i ujemnych, pozwalaja okresli¢ klase flawonoidu. Typ glikozylacji (O-, C-, -C/O-
glikozylacja) mozliwy jest do okreslenia, na podstawie charakterystycznych fragmentow
YX; i Y;oraz Ei (oznacza utrate czasteczki wody). Na tej samej podstawie istnieje mozliwos¢
okres$lenia typu podjednostki cukrowej przylaczonej do aglikonu (pentoza, heksoza)
(Ryc.1.15). Fragmenty Y3, Yo, Z; oraz charakterystyczne jony rodnikowe, umozliwiaja
okreslenie sposobu rozmieszczenia grup cukrowych w czasteczce flawonoidu (di-O-glikozydy,
O-diglikozydy, C,O-diglikozydy). Na podstawie okreslonych fragmentow i ich wzajemnego
stosunku inensywnosci, przy odpowiedniej energii Kkolizji, mozliwe jest okreSlenie typu
wigzania wewnatrzglikozygowego czy tez pozycji glikozylacji (Waridel i in., 2001; Cuyckens
I Claeys, 2004; Vukics i Guttman, 2010). Przydatng metoda, pozwalajaca na rozrdznianie
izomeroéw glikozylowanych pochodnych flawonoidow, jest analiza widm fragmentacyjnych
jonow sodowanych czasteczek [M+Na]* (Kachlicki i in. 2008, March i Brodbelt, 2008) oraz
kompleksow z jonami metali Ca(Il), Mg(II), Co(II), Ni(II), Cu(II) (Davis i Brodbelt, 2004).
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HO/  OH

£y 0,2y
02X : [M £ H - 120] 02X : [M £ H - 90]
03X : [M + H - 90] 03X : [M £ H - 60]
L5X : [M + H - 134] L5X: [M £ H - 104]

Ryc.1.15 Charakterystyczne jony fragmentacyjne, powstajace w wyniku rozerwania
pierscienia czasteczki heksozy (a) i pentozy (b) (wedtug Cuyckens i Claeys, 2004).
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Il. CEL PRACY

Flawonoidy sg liczng i1 powszechnie wystepujacg grupa naturalnych produktow
ro$linnych, stanowigcych przedmiot zainteresowania wielu grup badawczych, zaréwno ze
wzgledu na rol¢ jaka petnig w roslinie, jak rowniez ich korzystny wptyw na zdrowie czlowieka.
Wiasciwosci fizykochemiczne i aktywnos$¢ biologiczna tej grupy zwiazkéw, wynikaja
bezposrednio z ich struktury, ktora oparta jest na trojpierscieniowym szkielecie weglowym.
Liczne modyfikacje struktury zaréwno aglikonow flawonoidowych jak i ich glikozylowanych
pochodnych, grupami hydroksylowymi, metylowymi, czy acylowymi, sg zrodlem
wystepowania wielu form izomerycznych i izobarycznych tych naturalnych produktow. Z tego
tez wzgledu identyfikacja i analiza strukturalna flawonoidéw nie nalezy do zadan prostych.
Ponadto, ztozony sktad ekstraktow roslinnych oraz zblizone wilasciwosci fizykochemiczne,
utrudniajg ich wiasciwy rozdziat chromatograficzny. Skuteczng separacje i wiarygodng
identyfikacj¢  glikozylowanych pochodnych flawonoidéw umozliwia zastosowanie
sprzezonych technik wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz spektrometrii mas.

Nadrzednym celem pracy doktorskiej bylo opracowanie wydajnej i rzetelnej metody
profilowania oraz analizy strukturalnej fenolowych metabolitéw wtornych obecnych
w ztozonych ekstraktach materialu roslinnego. Prace optymalizacyjne prowadzone byly na
uktadzie LC/Qg-ToF/MS. Wykorzystanie wysokorozdzielczych technik spektrometrii mas
pozwala na okreslenie masy (m/z) jonu z doktadnoscia do czwartego miejsca po przecinku.
Znajomo$¢ doktadnej masy umozliwia z kolei obliczenie skladu elementarnego zwigzku.
Charakterystyka strukturalna, mozliwa jest w oparciu o analiz¢ widm fragmentacyjnych
protonowanych i deprotonowanych czasteczek [M+H]"/[M-H]". Na podstawie eksperymentow
z kolizyjnie indukowang dysocjacjg (CID MS/MS), przy odpowiednim doborze warunkéw
energetycznych prowadzonych analiz, mozliwe jest uzyskanie informacji strukturalnych
dotyczacych m.in. struktury aglikonu, rodzaju podjednostki cukrowej 1 miejsca jej
podstawienia oraz rodzaju podstawnika acylowego. Poszerzenie naszej wiedzy w kwestiach
metodycznych zwigzanych z analiza flawonoidow, oraz utworzenie bazy widm masowych
badanych zwigzkow, bedzie podstawa do szybkiej i skutecznej identyfikacji tej klasy
Zwigzkow.

Glownym obiektem badan, wykorzystujacych zaproponowane techniki spektrometrii
mas do identyfikacji i profilowania fenolowych metabolitow wtdrnych, byly rézne gatunki
1 odmiany tubinu. Lubin jest ro$ling nalezaca do rodziny bobowatych, ktéora wyewoluowata

niezaleznie na obszarze $rodziemnomorskim jak i na terenach obu Ameryk. Bogate tradycje
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uprawy tubinu, szczegélnie na terenie Wielkopolski, sa powszechnie znane,
a wynikaja one z unikalnych wtasciwosci proekologicznych tych roslin, oraz mozliwosci ich
wykorzystania w zywieniu ludzi i zwierzat, jako komponenty zywno$ci funkcjonalnej oraz
paszowe. Powierzchnia upraw nasiennych roslin straczkowych w ciggu ostatnich pigciu lat
wzrosta w skali kraju o 65%, natomiast w Wielkopolsce wzrost jest znacznie nizszy 1 wynosi
18%. Istnieje konieczno$¢ ponownego upowszechnienia uprawy tubinow w Wielkopolsce,
z uwagi na wyzej omowione korzysci dla naszego regionu. Zwigkszenie powierzchni zasiewow
wymaga poprawy odporno$ci tubinéw na choroby grzybowe, w szczegdlnosci antraknoze.
Jednym z zalozen prowadzonych badan byto poznanie roli zwigzkoéw fenolowych w procesach
odpornosciowych réznych odmian tubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius L.) podczas
infekcji  grzybem  Colletotrichum  lupini, powodujagcym antraknoz¢. Réwnocze$nie
przedmiotem badan, podczas przygotowywania pracy doktorskiej, byta identyfikacja i analiza
strukturalna zwigzkéw fenolowych w tkankach réznych gatunkéw tubinéw meksykanskich
w Kkorelacji z gatunkami tubindow europejskich. Korelacja danych dotyczacych profili
flawonoidow obecnych w tkankach, z informacjami na temat zachorowalno$ci roslin na
infekcje grzybowe moze pozwoli¢ na opracowanie nowych strategii hodowli odporno$ciowe;j
hubinow w Polsce.

Przedmiotem pracy doktorskiej bylo rowniez sprawdzenie mozliwosci aplikacyjnych
zaproponowanych technik LC/MS do analizy zwigzkow fenolowych obecnych w ekstraktach

modelowej rosliny Medicago truncatula oraz pszenicy zwyczajnej Triticum aestivum.
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III. MATERIALY I METODY BADAWCZE
3.1 Stosowane odczynniki

Rozpuszczalniki organiczne stosowane do ekstrakcji oraz analiz LC/MS i GC/MS:

- acetonitryl (czystos¢ LC/MS): Sigma-Aldrich, Polska,

- chlorek metylenu (czda): POH, Polska,

- chlorek metylenu (czysto§¢ MS): Sigma-Aldrich, Polska,
- chloroform (czda): POH, Polska,

- heksan (czystos¢ HPLC): Sigma-Aldrich, Polska,

- izopropanol (czystos¢ LC/MS): Sigma-Aldrich, Polska,

- metanol (czysto§¢ HPLC): Chempur, Polska,

- octan etylu: Chempur, Polska.

Woda dejonizowana w systemie Mili-Q Plus - (Milipore, USA) oraz dwustopniowym systemie
oczyszczania: TKA Pacific + MicroPure (Niemcy).

Standardy wykorzystywane podczas analiz LC/MS i GC/MS:

- standardy flawonoidoéw i ich pochodnych: 7,4’-dihydroksyflawon, 3°,4°7-trihydroksyflawon,
acacetyna, apigenina, 7-O-glukozyd apigeniny, 7-O-rutynozyd apigeniny, bioczanina A,
7-O-glukozyd bioczaniny A, chryzoeriol, daidzeina, eriodiktiol, fertunellina, formononetyna,
7-O-glukozyd formononetyny, galangina, genisteina, genistyna, genkwanina, glicyteina,
izolikwirytygenina, izoramnetyna, izowiteksyna, kemferol, 3-O-glukozyd kemferolu,
7-O-glukozyd kemferolu, 7-O-neohesperozyd kemferolu, kwercetyna, likwiritygenina,
luteolina, 7-O-glukozyd luteoliny, 4’-O-glukozyd luteoliny, 8-C-glukozyd luteoliny,
6-C-glukozyd  luteoliny,  mirycetyna,  naringenina,  7-O-glukozyd  naringeniny,
7-O-neohesperozyd naringeniny, 7-O-rutynozyd naringeniny, prunetyna, rutyna, saponaryna,
tricetyna, witeksyna: Extrasynthese, Francja,

- luteon, witeon, 2’-hydroksygenisteina: standardy przekazat Profesor Satoshi Tahara
(Hokkaido University, Japonia),

- kwas chlorogenowy, kwas cynamonowy, kwas ferulowy, kwas galusowy, kwas kawowy,
kwas p-kumarowy, kwas synapinowy, kwas syryngowy, kwas wanilinowy: Sigma-Aldrich,
Polska,

- heptakozafluorotributyloamina: Sigma-Aldrich, Polska - do kalibracji spektrometru

z analizatorem czasu przelotu, sprz¢zonego z chromatografem gazowym,
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- rybitol: Sigma-Aldrich, Polska - standard wewnetrzny do probek poddawanych analizie
GC/MS.

Odczynniki do derywatyzacji:

- chlorowodorek metoksyaminy: Sigma-Aldrich, Polska,
- MSTFA (N-metylo-N-trimetylsililo-trifluoroacetamid): Sigma-Aldrich, Polska,
- pirydyna: Sigma-Aldrich, Polska.

Odczynniki do izolacji RNA, RT-PCR i elektroforezy:

- zestaw do izolacji catkowitego RNA: Promega, Niemcy,

- zestaw do odwrotnej transkrypcji: Novazym, Polska,

- agaroza: Novazym, Polska,

- bromek etydyny: Merck, Polska,

- bufor do elektroforezy TAE, 50x stezony (Tris-octan-EDTA): Merck, Polska.

Pozostale odczynniki:

- kwas mrowkowy: Sigma-Aldrich, Polska - do analiz LC/MS,

- PDA (potato dextrose agar): Argenta, Polska - podtoze do hodowli grzyba C.lupini,

- podchloryn sodu: POH, Polska - do sterylizacji nasion tubinu,

- sole: chlorek sodu, magnezu, wapnia oraz azotan srebra, wapnia, magnezu: Sigma-Aldrich,
Polska - do eksperymentow z jonami metali,

- Tween 20: Sigma-Aldrich, Polska - do przygotowywania zawiesiny spor grzyba C.lupini,

- wodorotlenek sodu: Chempur, Polska - do przygotowywania kalibrantu do spektrometru
micrOToF-Q,

- wypehienia do kolumienek uzywanych podczas ekstrakcji do fazy stalej (SPE) - SCX
(J.T. Baker, USA) i RP C18 (Supelco, USA).
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3.2 Opis przebiegu eksperymentow

Przeprowadzono 5 zlozonych, niezaleznych eksperymentéw, w ktorych wykorzystano
techniki spektrometrii mas do profilowania i analizy strukturalnej flawonoidow.

3.2.1 Analiza zmian profili fenolowych metabolitow wtérnych lubinu waskolistnego
(Lupinus angustifolius) w odpowiedzi na infekcje patogennym grzybem (Colletotrichum
lupini) oraz elisytacje zawiesing toksycznych metabolitow C.lupini

HODOWLA ROSLIN

¥ ¥ ¥

INFEKCJA ELISYTACIA ELISYTACJA+INFEKCIA

\ 4 \ 4 \ 4

ZBIOR ROSLIN

¥

EKSTRAKCJA ZWIAZKOW FENOLOWYCH

¥

DERYWATYZACIA
ANALIZA LC/MS ANALIZA GC/MS
ANALIZA DANYCH

ANALIZA EKSPRESJI WYBRANYCH GENOW

Ryc. 3.1 Schemat blokowy przeprowadzonego eksperymentu.
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3.2.1.1 Material roslinny

Nasiona tubinu waskolistnego zakupiono w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
(Oddziat Przebedowo, Polska). Doswiadczenia wstepne prowadzono na 12 odmianach tubinu
waskolistnego (Baron, Bojar, Boruta, Cezar, Graf, Kalif, Karo, Mirela, Neptun, Regent, Sonet,
Zeus). W dalszej kolejnosci wytypowano cztery odmiany (stodkie - Baron i Sonet oraz gorzkie
- Karo i Mirela), na ktorych przeprowadzane byly badania. Ostatnie stadium badan bylo
prowadzone na odmianie Sonet.

Kazdorazowo przed wysiewem, nasiona tubinu waskolistnego sterylizowano w 1,5%-
owym roztworze podchlorynu sodu (NaClO) przez 15 minut, po czym plukano je woda
destylowang. Nasiona wysiewano do doniczek wypelionych perlitem (po 6 nasion
w doniczce). Hodowla ro$lin prowadzona byta w szklarni w kontrolowanych warunkach
naswietlania (14/10h dzien/noc), temperatury (22/18°C dzien/noc) oraz odpowiedniej

wilgotnosci podtoza.

Doswiadczenia hodowlane przeprowadzono w nastepujacych okresach:

- 19.03.-10.04.2009: hodowla 12 odmian tubinu waskolistnego/zbior trzytygodniowych siewek
(lis¢ 1 korzen)/analizy LC/MS,

- 03.06.-24.06.2009: hodowla 4 odmian tubinu waskolistnego (Sonet, Baron, Karo, Mirela)/
ekstrakcja zwigzkow z powierzchni czgéci zielonych trzytygodniowych siewek/analizy
GC/MS-opracowanie metodyki,

- 16.09.-14.10.2009: hodowla 12 odmian tubinu waskolistnego/infekcja dwutygodniowych
siewek zarodnikami C.lupini/zbior lisci tubinu po 168h od infekcji/ekstrakcja zwigzkow
z powierzchni czg$ci zielonych (dla 4 odmian: Sonet, Baron, Karo, Mirela)/analizy LC/MS
i GC/MS,

- 22.03.-20.04.2010: hodowla 4 odmian lubinu waskolistnego (Sonet, Baron, Karo, Mirela)/
infekcja dwutygodniowych siewek zarodnikami C.lupini/zbior lisci tubinu po 24, 48, 96, 168,
264h od infekcji/ekstrakcja zwigzkéw z powierzchni czeéci zielonych/analizy LC/MS
I GC/MS /analizy RT-PCR (odmiana Sonet 96 i 168h po infekcji),

- 13.08.-3.09.2010: hodowla tubinu waskolistnego, odmiana Sonet/naktucie i oprysk toksyna
dwutygodniowych siewek tubinu/zbior lisci po 12, 24, 48h od elisytacji/ekstrakcja zwigzkow
z powierzchni czgéci zielonych/analizy LC/MS 1 GC/MS (tylko oprysk), analizy RT-PCR,
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- 11.04.-09.05.2011: hodowla tubinu waskolistnego, odmiana Sonet/naktucie i oprysk toksyng
oraz infekcja zarodnikami dwutygodniowych siewek *tubinu/zbior lisci po 168h od
infekcji/analizy LC/MS,

- 29.04.-31.05.2011: hodowla tubinu waskolistnego, odmiana Sonet/naktucie i oprysk toksyna
oraz infekcja zarodnikami dwutygodniowych siewek *tubinu/zbior lisci po 168h od

infekcji/analizy LC/MS.

3.2.1.2 Przygotowanie zawiesiny zarodnikéw grzyba C.lupini

Grzyb C.lupini (izolat Col2) zostal wyizolowany z zaatakowanego przez antraknozg
tubinu biatego (L.albus L.) w 1998 r. w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Ros$lin
w Przebedowie (Polska) i przekazany do kolekcji grzybowej Instytutu Genetyki Roslin
Polskiej Akademii Nauk (Poznan, Polska). Zostatl zidentyfikowany zgodnie z metodyka
opisang przez Nirenberga i wspotpracownikoéw (2002).

Konidialne zarodniki grzyba zostaly umieszczone na ptytkach Petriego z podtozem
hodowlanym PDA i inkubowane przez trzy tygodnie w 28°C. Spory zostaty zebrane poprzez
omywanie ptytek sterylnym roztworem 0.1% (v/v) Tween-u 20 i poddane filtracji, w celu
pozbycia si¢ resztek grzybni. Stgzenie zarodnikdw zostato okreslone poprzez zliczenie ich pod
mikroskopem. Sporzadzono zawiesine zarodnikéw C.lupini, o stezeniu 2x10° zarodnikow/ml,
ktora wykorzystano do infekcji tubinu.

Zawiesina zarodnikow grzyba C.lupini zostata przygotowana przez Zespot
Metabolomiki IGR PAN (Poznan) pod kierownictwem prof. dr hab. Piotra Kachlickiego.

3.2.1.3 Izolacja i oczyszczanie toksycznych metabolitow C.lupini

Hodowle grzyba prowadzono w butlach Roux na plynnej modyfikowanej pozywce
Friesa (120 butli zawierajacych po 200 ml pozywki kazda) w temperaturze pokojowej przez
trzy tygodnie. Hodowle przefiltrowano i zageszczono na wyparce prozniowej (Heildolph
Laborata 4000 efficient, Niemcy) do 1,5 |. Metabolity wtorne ekstrahowano kilkakrotnie
octanem etylu. Po odparowaniu do sucha rozpuszczalnika organicznego, toksyng grzybowag
rozpuszczono w niewielkiej ilosci 25%-owego metanolu. Zawiesing poddano rozdziatowi na
preparatywnej kolumnie chromatograficznej RP-C18 (1,5%85 cm) (Sigma-Aldrich, Poznan,
Polska). Faze ruchomg stanowit roztwor metanol/woda. Frakcje (25 ml) wymywano z kolumny
roztworem metanol/woda o wzrastajagcym stezeniu metanolu od 25 do 65%. W celu weryfikacji
toksycznosci elisytora, Sul z kazdej zebranej frakcji, umieszczano na uprzednio naktuty igla

lis¢ tubinu (tubinu biatego, odmiany Wat oraz tubinu waskolistnego, odmiany Sonet). Frakcje
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zawierajace fitotoksyczne metabolity (powodujace powstanie plam nekrotycznych na lisciach
hubinu-frakcje wymywane 55% metanolem) poddano analizie LC/MS w celu identyfikacji,
oraz preparatywnej chromatografii kolumnowej, celem uzyskania oczyszczonego roztworu.
Sporzadzona zawiesina, o st¢zeniu 1 mg/ml w 10%-owym metanolu, stanowila elisytor,
ktorym traktowano tubin waskolistny. Przeprowadzono proby identyfikacji strukturalnej
toksycznych metabolitow z wykorzystaniem metod fizykochemicznych (UV, MS, NMR).

Izolacja i oczyszczanie toksycznych metabolitow C.lupini, zostalo wykonane przez
Zespot Metabolomiki IGR PAN (Poznan) pod kierownictwem prof. dr hab. Piotra
Kachlickiego.

3.2.1.4 Infekcja lubinu waskolistnego zawiesing zarodnikow C.lupini oraz elisytacja
toksyng wyizolowang z komorek grzyba

Dwutygodniowe siewki tubinu waskolistnego (L.angustifolius) wzrastajace w szklarni
w doniczkach z perlitem (6 roslin w doniczce) poddawano infekcji lub/i elisytaciji:

Eksperyment nr 1-INFEKCJA: Rosliny, posiadajace dwa pigtra lisci, infekowano

sporami C.lupini, poprzez oprysk catej rosliny zawiesing zarodnikéw (2x10° zarodnikéw/ml,
okoto 5 ml na rosling). Ro$liny kontrolne opryskiwano woda destylowang. W celu
zainicjowania procesu infekcji, ros§liny umieszczano na 24h pod namiotami foliowymi,
utrzymujac wysoki stopien wilgotnosci (okoto 70%). Liscie z trzech pigter, pochodzace
Z trzech r6znych ro$lin, w czterech powtorzeniach biologicznych, zbierano jako jedng probke,
w celu zminimalizowania wptywu r6znorodnosci biologicznej. LiScie zbierano 24, 48, 96, 168,
264h po infekcji.

Eksperyment nr 2-ELISYTACJA: Dwutygodniowe siewki tubinu elisytowano toksyna,

zawierajgcg metabolity wtorne wyizolowane z grzyba C.lupini, na dwa r6zne sposoby.

W pierwszym przypadku (ELISYTACJA 1-E1), 10 ul zawiesiny toksyny grzybowej (Img/ml
w 10%-owym metanolu) naktadano na co drugi (uprzednio zraniony igta) lis¢ dolnego pietra.
Kontrolg stanowily rosliny zranione igla 1 traktowane jedynie 10%-owym metanolem
w miejscu zranienia. Kontrole zerowg dla efektu zranienia stanowity rosliny opryskane 10%-
owym metanolem. Liscie, z kazdego z dwoch pigter, zbierano osobno. Na jedng probke
przypadaty 3 r6zne rosliny. Materiat zbierano 12, 24, 48h po elisytacji.

W drugim wariancie (ELISYTACJA 2-E2), cale rosliny opryskano toksyng grzybowa
(100pg/ml w 10%-owym metanolu, okoto 2ml na ro$ling). Kontrolg stanowity rosliny

opryskane 10%-owym metanolem. Material zbierano 12, 24, 48h po elisytacji.
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Eksperyment nr 3-ELISYTACJA+INFEKCJA: Dwutygodniowe siewki poddawano

opryskowi toksyng grzybowa, a nastgpnie, po 48h od elisytacji, infekowano zarodnikami
C.lupini poprzez oprysk. Wszystkie liscie z trzech réznych roslin zbierano 168h po infekcji
(216h po elisytacji). Zebrane probki stanowily nastepujace warianty: rosliny elisytowane
toksyna, rosliny infekowane zarodnikami, rosliny elisytowane i nast¢pnie infekowane, oraz
ro$liny kontrolne: traktowane 10%-owym metanolem lub opryskiwane wodg destylowang.

Zebrany materialt mrozono w cieklym azocie 1 przechowywano w temperaturze -80°C.
3.2.1.5 Ekstrakcja metabolitow wtérnych wyizolowanych z tkanek lubinu waskolistnego

Ekstrakcja fenolowych metabolitow wtornych czesci zielonych tubinu przebiegata na
dwa sposoby. W celu poddania probek analizie LC/MS, zamrozony material homogenizowano
w cieklym azocie, przy pomocy homogenizatora CAT (model X 620, Catepillar Niemcy).
Nastepnie odwazano 100 mg tkanki i ekstrahowano w 2 ml 80%-owego metanolu, przez
30 minut w tazni ultradzwiekowej (Bandelin SONOREX model AK 103H, Niemcy). Na etapie
ekstrakcji, do kazdej probki dodawano 10 pl luteoliny (Img/ml), jako standardu
wewnetrznego. Ekstrakty wirowano przez 20 minut przy 30 000 rpm (obr/min) (Universal
320R Hettich, Niemcy), Supernatant zbierano i przenoszono do szklanych probowek, w celu
odparowania do sucha w temperaturze 35°C w koncentratorze prozniowym (Savant SPD 121P,
Thermo Electron Corporation, USA). Wysuszone probki nastgpnie rozpuszczano w 300 pl
80%-owego metanolu i wirowano przez 10 minut przy 10 000 rpm (miniSpin, Eppendorf,
Niemcy) (Muth, 2010). Tak przygotowane ekstrakty przenoszono do szklanych fiolek
i poddawano analizie LC/MS. Dla kazdej proby wykonywano dwa powtdrzenia techniczne.

Analizie GC/MS poddawano ekstrakty metabolitow wtornych —wyizolowane
z powierzchni czgsci zielonych roslin. W tym celu, todygi wraz z 1is¢mi tubinu (na 1 probke
przypadato 5 ro$lin) zanurzano w 100 ml chlorku metylenu na 20 sekund. Czas ekstrakcji
zostal tak zoptymalizowany, aby zapobiec uszkodzeniu komorek i wyciekowi zwigzkow
obecnych w cytozolu. Uzyskany w ten sposob roztwdr odparowywano do sucha i wazono,
a nastepnie rozpuszczano w 2 ml chlorku metylenu. Objetos¢ odpowiadajagca 2 mg s.m.
przenoszono do nowych szklanych probéwek, dodawano 20 pl rybitolu (Img/ml) jako
standardu wewngetrznego i odparowywano do sucha. Metoda ekstrakcji metabolitow wtornych
z powierzchni liSci zostata zoptymalizowana przez Swarcewicz i Wojakowskg z Pracowni
Proteomiki i Metabolomiki IChB PAN (Poznan). Podczas procesu optymalizacji stosowano

nastepujace rozpuszczalniki: chlorek metylenu, chloroform, chloroform/metanol (1:1), heksan.
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3.2.1.6 Derywatyzacja

Probki ekstraktow metabolitow wtornych z powierzchni lisci poddawano dwuetapowej
derywatyzacji, bezposrednio przed analizg GC/MS. W pierwszym etapie do wysuszonej probki
dodawano 40 ul chlorowodorku metoksyaminy w pirydynie (20 mg/ml) i wytrzagsano w 40°C
przez 90 minut. W nastepnej kolejnosci dodawano 70 ul MSTFA i ponownie wytrzasano
w 37°C przez 30 minut. Do tak przygotowanych prob dodawano 100 ul suchego chlorku
metylenu. Probki wirowano przez 10 minut przy 10 000 rpm, przenoszono do szklanych fiolek
I poddawano analizie GC/MS (de Vos i in., 2007). Dla kazdej proby wykonywano dwa

powtdrzenia techniczne.

3.2.1.7 Analiza LC/MS i GC/MS

Analizy LC/MS zostaty przeprowadzone z uzyciem uktadu LC/ESI-Qg-ToF. Czgéc¢
analiz wykonano z wykorzystaniem systemu TriVersa NanoMate (szczegétowy opis
w podrozdziatach 3.3.2. i 3.3.5.). System chromatograficzny, sprz¢zony ze spektrometrem mas,
stanowit uktad HPLC RR 1200 firmy Agilent. Jako kolumny chromatograficzne stosowano
Zorbax Eclipse XDB C18 lub Poroshell 120 EC-C18 (Agilent).

Widma masowe MS zarejestrowano w trybie jonéw dodatnich. Dla wybranych probek
zarejestrowano widma MS? i pseudo-MS® w trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

Analiza GC/MS zostata przeprowadzona w systemie GC/TOF-MS (szczegbétowy opis
w podrozdziale 3.3.1.).

3.2.1.8 Analiza danych LC/MS i GC/MS

Dane LC/MS normalizowano i integrowano recznie przy pomocy programu Data

Analysis 4.0 (Bruker) oraz automatycznie przy uzyciu ogolnie dost¢gpnych programéw

MZmine- www.mzmine.sourceforge.net (Pluskal i in., 2010) oraz MetAlign-

www.metlign.wur.nl (Lommen, 2009). Analiz¢ PCA przeprowadzono w programie Profile
Analysis 2.0 (Bruker). Pozostate obliczenia statystyczne przeprowadzono w programie
Microsoft Office Excel.

Dane uzyskane metodg GC/MS integrowano recznie przy pomocy programu MassLynx
(Waters). Normalizacj¢ 1 automatyczng integracj¢ danych, a takze analize¢ multizmienno$ci
PCA wykonano przy uzyciu programu MarkerLynx (Waters). Pozostale obliczenia

statystyczne przeprowadzono w programie Microsoft Office Excel.
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3.2.1.9 Analiza RT-PCR

Analizie RT-PCR poddano wybrane probki lisci roslin infekowanych i elisytowanych.
Totalne RNA zostato wyizolowane z 50 mg homogenizowanej tkanki roslinnej, przy uzyciu
zastawu do izolacji, SV Total RNA Isolation System, zgodnie z dotgczong procedura
(Promega). Stgzenie RNA dla kazdej probki mierzono przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop
(Thermo Scientific, USA), przy dtugosci fali rownej 260 nm.

Odwrotna transkrypcja zostata przeprowadzona (wedlug procedury firmy Novazym)
w 20pl mieszaniny reakcyjnej, przy uzyciu odwrotnej transkryptazy Verte M-MLV
i heksametréw losowych (6-cio nukleotydowych starterow), matryce stanowito totalne RNA
(2ng).

Reakcje PCR przeprowadzano w 25 pl mieszaniny reakcyjnej, przy uzyciu polimerazy
Allegro Taq (Novazym) oraz starterow dla amoniakoliazy fenyloalaniny (PAL), syntazy
chalkonowej (CHS), syntazy izoflawonowej (IFS) oraz aktyny, matryce stanowil 1 pl
otrzymanego w reakcji odwrotnej transkrypcji cDNA. Reakcje amplifikacji przeprowadzono
z wykorzystaniem aparatu GenAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem, USA) w 25
cyklach. Temperatura hybrydyzacji starterow (ang. annealing) wynosita 52°C dla CHS i IFS
oraz 56°C dla PAL. Produkty reakcji PCR analizowano przy uzyciu elektroforezy w 1%-owym

zelu agarozowym (parametry rozdziatu: 30 min przy napigciu 100V).

Sekwencje starterow do PCR:

PAL F 5>-CCAAGTCAATTGAGAGGGAG-3’
PALR 5’-CATCTTGGTTGTGCTGCTC-3’

CHS F 5>-ATCCTGATTTCTACTTCAGA-3’
CHS R 5’-GGTGCCATATAAGCACAAA-3’

IFS R 5-CACAACAAGACCCTTGATT-3

IFS F 5-GGACCTTACTGGAAGTTCAT-3'
aktyna F 5°- GCATTGTTGGTCCTCCTCG-3’
aktynaR 5 - TGTGCCTCATCCCCAACATA-3’
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3.2.2 Analiza strukturalna i profilowanie fenolowych metabolitow wtérnych w liSciach
i korzeniach roznych gatunkéw lubinow meksykanskich w korelacji z gatunkami regionu
Srodziemnomorskiego

3.2.2.1 Material ro$linny

Nasiona dziesi¢ciu gatunkow tubindw meksykanskich (Lupinus. elegans, L.exaltatus,
L.hintoni, L.madrensis, L.mexicanus, L.montanus, L.reflexus, L.rotundiflorus, L.stipulates,
Lupinus sp.) zostaly zebrane w roznych okolicach stanu Jalisco (Meksyk) i scharakteryzowane
pod wzgledem taksonomicznym przez dr Jacqueline Reynoso Duefias z Uniwersytetu
w Guadalajarze. Rosliny wzrastalty w doniczkach wypetnionych mieszankg piasku i perlitu
(1:1), w kontrolowanych warunkach szklarniowych (25°C, 50% wilgotnosci, naswietlenie-
16/8h-dzien/noc). Rosliny podlewano woda co drugi dzien, a raz w tygodniu wspomagano
nawozem NPK (6:3:6, 3g/l, 25 ml na doniczke). SzeSciotygodniowe rosliny zbierano w celu
wyekstrahowania flawonoidow.

Nasiona trzech gatunkéw tubinéw pochodzacych z terenu $réodziemnomorskiego
(L.albus, L.angustifolius, L.luteus) oraz jednego potudniowoamerykanskiego udomowionego
w Europie Srodkowej (L.mutabilis) zakupiono w Stacji Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
w Przebedowie. Rosliny wysiewano do doniczek (6 roslin na doniczke) zawierajacych
mieszanke perlitu, ziemi i piasku. Rosliny wzrastaty w szklarni w kontrolowanych warunkach
temperatury (22/18°C dzien/noc), oswietlenia (16/8h dzien/noc) i odpowiednim stopniu

nawodnienia. Po trzech tygodniach nastapit zbior.

Dos$wiadczenia hodowlane przeprowadzono w nastepujacych okresach:

- styczen-luty 2009: hodowla 8 gatunkéw tubinéw meksykanskich (L.exaltatus, L.madrensis,
L.mexicanus, L.montanus, L.reflexus, L.rotundiflorus, L.stipulatus, Lupinus.sp) w Meksyku,

- 26.09.-16.10.2009: hodowla 3 gatunkéw tubinéw europejskich (L.albus, L.angustifolius,
L.luteus) w Polsce,

- styczen-luty 2011: hodowla 8 gatunkow tubinow meksykanskich (L.elegans, L.exaltatus,
L.hintoni, L.mexicanus, L.montanus, L.rotundiflorus, L.stipulates, Lupinus sp.) w Meksyku,
-31.03-18.04. 2011: hodowla 4 gatunkéow tubinow (L.albus, L.angustifolius, L.luteus,

L.mutabilis) w Polsce.
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3.2.2.2 Ekstrakcja i oczyszczanie fenolowych metabolitow wtorych obecnych w lisciach
i korzeniach lubinu

Liscie (200 mg $wieze] masy) i korzenie (400 mg $§wiezej masy), bezposrednio po
zbiorze, mrozono w cicktym azocie i homogenizowano w 5 ml 80%-owego metanolu.
Ekstrakcje prowadzono przez 30 minut w tazni ultradzwigkowej. Ekstrakty wirowano przez
20 min przy 30000 rpm. Supernatant przenoszono do nowych szklanych probowek
i odparowywano do sucha, w koncentratorze prozniowym, w temperaturze 35°C. Ekstrakty
ponownie rozpuszczano w 2 ml 10%-owym metanolu i poddawano ekstrakcji do fazy statej
SPE na ztozu SCX (300 mg) w celu pozbycia si¢ alkaloidow (Stobiecki i in., 1997). Ztoze
aktywowano, poprzez przemywanie kolejno 5 ml metanolu i 5 ml wody. Probki wymywano
2ml 10%-owego metanolu i 2 ml 100%-owego metanolu i ponownie odparowywano do sucha.
Pozbawione alkaloidow ekstrakty rozpuszczano w 600/1000 pl (lis¢/korzen) 80%-owego

metanolu, wirowano, po czym przenoszono do szklanych fiolek i poddawano analizie LC/MS.
3.2.2.3 Analiza LC/MS

Analizy LC/MS prowadzono z wykorzystaniem dwoch uktadow, LC/ESI-IT oraz
LC/ESI-QQ-ToF. Cze$¢ analiz wykonano przy uzyciu systemu TriVersa NanoMate.
(szczegotowy opis w podrozdziatach 3.3.2, 3.3.3 i 3.3.5). System chromatograficzny,
sprzezony ze spektrometrem mas z analizatorem hybrydowym Qg-ToF, stanowit uktad HPLC
RR 1200 firmy Agilent lub Waters Aquity UPLC. Jako kolumny chromatograficzne stosowano
Zorbax Eclipse XDB C18 lub Poroshell 120 EC-C18 (Agilent).

Widma masowe MS rejestrowano w trybie jondéw dodatnich i ujemnych. Dla
wybranych probek zarejestrowano widma MS?, pseudo-MS? i pseudo-MRM (system LC/ESI-
Qqg-ToF) oraz MS" (system LC/ESI-IT) w trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

3.2.2.4 Analiza chemotaksonomiczna

Analiza chemotaksonomiczna byta prowadzona na podstawie roéznic w zawartosci
flawonoidow w lisciach 1 korzeniach roéznych gatunkéw lubinéw. Macierze podobiefistwa
obliczono dla dwoch zestawow profili flawonoidow, osobno dla liscia 1 korzenia. Dane
potilosciowe, W postaci obserwowanych intensywnosci protonowanych czgsteczek w widmie
MS (a = intensywno$¢ powyzej 1x105; b = intensywnos¢ rowna od 1x104 do 1x105;
¢ = intensywno$¢ ponizej 1x104; nd - nie wykryto) zostaly wyrazone jako odpowiednie
warto$ci 5, 4, 3, 0, w odniesieniu do logl0. Macierze podobienstwa zostaly oparte na
odlegtosci euklidesowej miedzy profilami metabolitow (Gower, 1985). Grupowanie
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hierarchiczne zestawow profili, zostalo przeprowadzone na podstawie obliczonych macierzy

podobienstwa, przy uzyciu algorytmu UPGMA. Wyniki przedstawiono w formie

dendrogramow. Obliczenia przeprowadzono w programie GenStat 14 (Payne i in., 2011).
Obliczenia przeprowadzone zostaty przez prof. dr hab. Pawta Krajewskiego z Instytutu

Genetyki Roslin PAN (Poznan).

3.2.3 Zastosowanie techniki LC/MS/MS do profilowania glikozylowanych flawonoidow
w korzeniach siewek, korzeniach wlosnikowatych i zawiesinowych hodowlach komorek
korzeniowych modelowej rosliny motylkowatej Medicago truncatula

3.2.3.1 Material roslinny

Siewki Medicago (Jemalong J5) wzrastaly, na zwilzanych woda ptytkach Petri’ego
wyltozonych bibuta Whatman’a, w kontrolowanych warunkach szklarniowych (temperatura
20°C, wilgotno$¢ 50%, naswietlenie-16/8h-dzien/noc). Siedmiodniowe siewki przenoszono na
modyfikowang ptynng pozywke Fahracus (Boisson-Dernier i in. 2001). Po 24 godzinach
nastgpowat zbior korzeni oraz pozywki.

Zawiesinowa hodowla komorek korzeniowych zostala wyprowadzona z korzeni
M.truncatula i byta utrzymywana w ciemnosci, w temperaturze 22°C na wytrzasarce (Orbital
Shaker-150 rpm). Kultury komoérkowe wzrastaty na pozywce MSO/2 uzupetnionej o sacharoze
(30g/l), kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) (2 mg/l), kinetyne (0.25 mg/1) i hydrolizat
kazeiny (250 mg/l). Zawiesing komoérek korzeniowych przeszczepiano co 2 dni na $wiezg
pozywke w stosunku 1:2. Siedmiodniowe kultury komorkowe zostaly poddawane analizie
LC/MS.

Kultury korzeni wlosnikowatych wyprowadzono z ro$lin infekowanych Agrobacterium
rhizogenes Arqual (Quandt i in. 1993). Hodowl¢ prowadzono w ciemnos$ci, w temperaturze
22°C na modyfikowanej pozywce Fahraeus uzupetnionej o sacharoze (10 g/l), mio-inozytol
(100 mg/l), tiaming (10 mg/l), pirydoksyne (1 mg/l), biotynge (1 mg/l), kwas nikotynowy
(1 mg/l), glicyne (2 mg/l) oraz auksyn¢ indolooctowa (0,5 mg/l). Trzytygodniowe kultury
korzeni wlosnikowatych przenoszono na $wieze ptynne podtoze i po 48h nastepowal zbior
korzeni oraz pozywki.

Materiat roslinny zostat w catosci przygotowany i dostarczony przez zesp6t Fizjologii
Molekularnej Roslin IChB PAN (Poznan) pod kierownictwem prof. dr hab. Michata

Jasinskiego.
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3.2.3.2 Ekstrakcja fenolowych metabolitow z tkanek korzeni M.truncatula.

Zamrozony w cieklym azocie materiat (200 mg korzeni siewek, 250 +/- 50 mg korzeni
wlosnikowatych oraz 1 g zawiesinowych hodowli komoérek korzeniowych) homogenizowano
w 80%-0owym metanolu (odpowiednio w 4, 4, 1 12 ml) i ekstrahowano w tazni ultradzwigkowej
przez 30 min. Ekstrakty wirowano przez 20 minut przy 30 000 rpm, a supernatant przenoszono
do nowych szklanych proboéwek i odparowywano do sucha w temperaturze pokojowe;j.
Wysuszone ekstrakty ponownie rozpuszczano w 0,5 ml 80%-owego metanolu i poddawano
analizie LC/MS.

3.2.3.3 Ekstrakcja do fazy stalej pozywek pohodowlanych

Ekstrakcj¢ do fazy statej (SPE) przeprowadzano na kolumienkach, wypelionych
ztozem RP C-18 (400 mg), ktore byty aktywowane poprzez przemywanie kolejno 5 ml
metanolu i 5 ml wody. Umieszczong na ztozu probke pozywki (5 ml) przemywano 5 ml wody.
Flawonoidy wymywano 4 ml 100%-owego metanolu. Probki odparowywano do sucha
w strumieniu azotu, po czym rozpuszczano w 200 ul 80%-owego metanolu i poddawano
analizie LC/MS.

3.2.3.4 Analiza LC/MS

Analizy LC/MS zostaly przeprowadzone z uzyciem systemu LC/ESI-QQ-ToF
(szczegotowy opis w podrozdziale 3.3.2.). System chromatograficzny, sprzezony ze
spektrometrem mas, stanowil uktad HPLC RR 1200 firmy Agilent. Jako kolumny
chromatograficzne stosowano Zorbax Eclipse XDB C18 (Agilent).

Widma masowe MS zarejestrowano w trybie jonéw dodatnich. Dla wybranych probek

zarejestrowano widma MS? i pseudo-MS® w trybie jonow dodatnich.

3.2.4 Wykorzystanie eksperymentéow z kolizyjnie indukowana dysocjacja (CID) do
analizy strukturalnej i profilowania flawonoidow obecnych w liSciach pszenicy
zwyczajnej (Triticum aestivum)

3.2.4.1 Material roslinny

Siewki pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L, odmiana. Legenda) wzrastaty
w komorach hodowlanych w kontrolowanych warunkach s$wiatta (16/8h-dzien/noc)
1 temperatury (15°C) przez trzy tygodnie. PO tym czasie nastgpit zbior lisci (10 lisci na probke),

ktore zamrozono w cieklym azocie i1 przechowywano w temperaturze -80°C.
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3.2.4.2 Ekstrakcja i oczyszczanie fenolowych metabolitow z lisci pszenicy

600 mg materialu ro$linnego rozdrabniano w temperaturze ciekltego azotu
w miynku kulowym (Retsch, model 400, Niemcy). Rozdrobniony material homogenizowano
w 4 ml 80%-owego metanolu w tazni ultradzwigkowej przez 30 min. Ekstrakty wirowano
przez 20 minut przy 30 000 rpm, supernatant przenoszono do nowych szklanych probowek
1 odparowywano do sucha. Probki rozpuszczano w 1,5 ml wody i poddawano ekstrakcji do
fazy statej (SPE). Wypemhienie kolumienek stanowit zel krzemionkowy RP C-18 (300 mg).
Aktywowane kolumienki po natozeniu probki przemywano 2 ml wody, a zwigzki fenolowe
wymywano 2 ml 100 %-owego metanolu. Probki ponownie odparowywano do sucha
I rozpuszczano w 600 ul 80%-owego metanolu. Po zwirowaniu i przeniesieniu do szklanych

fiolek poddawano analizie LC/MS.

3.2.4.3 Analiza LC/MS

Analizy LC/MS prowadzono z wykorzystaniem systemu LC/ESI-QQ-ToF w potaczeniu
z systemem TriVersa NanoMate (szczegotowy opis w podrozdziatach 3.3.2 i 3.3.5). System
chromatograficzny stanowit uktad Waters Aquity UPLC. Rozdzial prowadzono na kolumnach
Poroshell 120 EC-C18, Acquity UPLC HSS C-18, Bionacom Velocity STR..
Widma masowe MS, MS?i MS? rejestrowano w trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

3.2.5 Zastosowanie kationow metali w procesie jonizacji przez elektrorozpraszanie (ESI),
celem uzyskania danych na temat wzorca glikozylacji aglikonéw fenolowych.

Sporzadzono roztwory metanolowe (Img/ml) dla czterech standardow flawonoidow:
7-O-glukozydu luteoliny, 4’-O-glukozydu luteoliny, 8-C-glukozydu luteoliny, 6-C-glukozydu
luteoliny. Standardy rozpuszczano w roztworach (1:1-metanol:woda) soli metali (chlorek
wapnia, miedzi, magnezu oraz azotan srebra, magnezu, wapnia) tak, aby koncowe st¢zenie
wynosito 1x10°M. Otrzymane roztwory poddawano analizie masowej poprzez bezposrednie
wprowadzenie probki do zrodla ESI i obserwowano rejestrowane widma MS, MS?, pseudo-
MS3, MS". Analizy masowe wykonano przy uzyciu spektrometrow z analizatorem typu
putapka jonowa oraz analizatorem hybrydowym Qq@-ToF (szczegolowy opis w podrozdziatach
3.3.213.3.4).
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3.3 Aparatura analityczna

3.3.1 Chromatograf gazowy sprzezony ze spektrometrem mas z analizatorem czasu
przelotu (GC/TOF-MS)

System GC/MS wykorzystano do analizy metabolitbw wyekstrahowanych
z powierzchni lisci tubinu waskolistnego. W skiad uktadu wchodzit chromatograf gazowy
Agilent 6890 N (Agilent, UK) (Tab.3.1) oraz spektrometr z analizatorem czasu przelotu (TOF)
(Waters, UK) (Tab.3.2). Analizy prowadzone byly przy nastepujacych parametrach uktadow.

Tab.3.1 Parametry pracy uktadu GC Agilent 6890 N.

Chromatograf gazowy Agilent 6890 N

Autosampler Model 7683

Kolumna DB-5 (J&W Scientific Co.,USA)
Wymiary kolumny 30 m x 0.25 mm, 0.25 pum grubos¢ filmu
Gaz no$ny/przeplyw Hel/Iml/min

Temp. portu nastrzyku 250°C

Objetos¢ nastrzyku 1ul

Dozownik typu split (50)

Program temperaturowy pieca podczas rozdziatu byl nastgpujacy: 2 min w 70°C, wzrost
temperatury o 10°C/min az do 300°C i 15 min w 300°C. Catkowity czas rozdziatu wynosit 45

min.

Tab.3.2 Parametry pracy uktadu TOF/MS.

Spektrometr TOF/MS
Analizator TOF
Temp. interfejsu 230°C
Temp. zrodia 250°C
Energia fragmentacji w zrodle 70 eV
Zakres rejestrowanych mas 50-650 m/z
Program do analizy danych MassLynx 4.1 i MarkerLynx

3.3.2 Chromatograf cieczowy sprzezony ze spektrometrem mas z hybrydowym
analizatorem typu kwadrupol-analizator czasu przelotu (LC/ESI-QQ-ToF)

Uktad LC/ESI-QQ-ToF wykorzystywany byt do analizy flawonoidow we wszystkich
wyzej opisanych eksperymentach (Rozdz.3.2). System sktadat si¢ z chromatografu cieczowego
RR1200 SL (Agilent, UK) (Tab.3.3) lub Aquity UPLC (Waters, UK) (Tab.3.4) oraz
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spektrometru mas micrOToF-Q 11 ( Bruker Daltonics, Niemcy) (Tab.3.6). Analizy prowadzone

byly przy nastepujacych parametrach uktadow.

Tab.3.3 Parametry pracy uktadu LC RR1200 SL.

Chromatograf cieczowy RR1200 SL

Sposob wprowadzania préby Automatyczna komora nastrzyku

Kolumna 1 Zorbax Eclipse XDB C18 (Agilent)
Kolumna 2 Poroshell 120 EC-C18 (Agilent)

Wymiary kolumny 1 2.1 x 100 mm, 1.8 pm $rednica ziarna
Wymiary kolumny 2 2.1x100 mm, 2.7 pm $rednica ziarna
Temperatura kolumny 35°C

Objetos¢ nastrzyku 5ul

Przeptyw 0,5/0,6 ml/min (odpowiednio kolumnal/2)

Tab.3.4 Parametry uktadu LC Waters Aquity.

Chromatograf cieczowy Waters Aquity

Spos6b wprowadzania proby Automatyczna komora nastrzyku

Kolumna 1 Poroshell 120 EC-C18 (Agilent)

Kolumna 2 Acquity UPLC HSS C-18 (Waters)

Kolumna 3 Bionacom Velocity STR (Bionacom)

Wymiary kolumny 1 2.1x100 mm, 2.7 um $rednica ziarna

Wymiary kolumny 2 2.1x100 mm, 1.8 pm $rednica ziarna

Wymiary kolumny 3 2.1x100 mm, of 1.8 pm

Temperatura kolumny 35°C

Objetosé nastrzyku 5 ul

Przeptyw 0,6 / 0,6/ 0,4 ml/min (odpowiednio kolumnal/2/3)

Faze ruchoma stanowily mieszaniny rozpuszczalnikow:

- faza A - 99.5% woda/0.5% kwas mrowkowy (v/v)

- faza B - 99.5% acetonitryl/0.5% kwas mrowkowy (v/v)

Stosowano nastepujace gradienty :
Dla kolumn: Zorbax Eclipse XDB C18, Poroshell 120 EC-C18, Acquity UPLC HSS C-18
(Tab.3.5a) oraz Bionacom Velocity STR (Tab.3.5b)
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Tab.3.5 Gradienty stosowane w uktadach LC RR 1200 SL (a) i Waters Aquity (b).

a) Czas [min] %A %B b) Czas [min] %A %B
0 90 10 0 98 2

0-5 70 30 16 84 16

5-12 70 30 4.4 82 18

12-13 5 95 12.1 75 25

13-15 5 95 15 49 51

15-19 90 10 17.4 44 56

19 90 10 17.4-24.6 44 56
24.7 98 2
30 98 2

Objetos¢ wycieku z kolumny zostata rozdzielona w stosunku 3:2 (split postkolumnowy),
w wyniku czego, roztwor wprowadzany byt do zrodla jonow z predkoscia przeptywu roéwnag

0,2 ml/min.

Tab.3.6 Parametry pracy uktadu micrOToF-Q II.

Spektrometr masowy micrOToF-Q Il

Zrédlo jonow ESI

Analizator Qqg-ToF

Napiecie w zrodle jonow +/- 4,5 kV

Temp. w zrodle 220°C

Gaz nebulizujacy Azot 1,2 bara / 0,4 bary (bezposredni nastrzyk)
Przeplyw gazu suszacego 8 1/min / 4 I/min (bezposredni nastrzyk)

Gaz kolizyjny Argon

Energia kolizji 10-35eV

ISCID 80-85 eV

Rozdzielczo$¢ ukladu 15 000 FWHM (przy 200 m/z)

Zakres rejestrowanych mas 50-1200 m/z

Kalibracja aparatu Zewnetrzna i wewnetrzna-klastrami mrowczanu sodu
Program do analizy danych DataAnalysis 4.0 i ProfileAnalysis 2.0

Analiza strukturalna zwigzkéw fenolowych zostata przeprowadzona w oparciu o widma
masowe zarejestrowane w trybie MS oraz CID MS/MS i pseudo-MS® (ISCID) dla jonéw
dodatnich i ujemnych. Energie kolizji CID i ISCID zostaty dobrane odpowiednio do mas
czasteczkowych analizowanych zwigzkow. Wysoka rozdzielczo$¢ aparatu pozwolila na
okreslenie doktadnych mas protonowanych i deprotonowanych czasteczek [M+H]"/[M-H]

z bledem ponizej 5 ppm.
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3.3.3 Chromatograf cieczowy sprzezony ze spektrometrem mas z analizatorem typu
pulapka jonowa (LC/ESI-IT)

Uktad LC/ESI-IT wykorzystywany byt do analizy flawonoidow w lisciach i korzeniach
hubinéw meksykanskich. System sktadat si¢ z chromatografu cieczowego Agilent 1100 HPLC
(Niemcy) (Tab.3.7) oraz spektrometru mas z analizatorem typu putapka jonowa (Bruker
Daltonics, Germany) (Tab.3.9). Analizy prowadzone byly przy nastepujgcych parametrach

uktadow.

Tab.3.7 Parametry pracy uktadu LC Agilent 1100.

Chromatograf cieczowy Agilent 1100

Spos6b wprowadzania proby Petla nastrzykowa

Kolumna X-Bridge C-18 (Agilent)

Wymiary kolumny 150 x 2.1 mm, 3.5 pm $rednica ziarna
Temperatura kolumny 40°C

Objetosé nastrzyku 10 pl

Przeptyw 0,2 ml/min

Faze ruchoma stanowily mieszaniny rozpuszczalnikow:
- faza A - 99.5% woda/0.5% kwas mrowkowy (v/v)
- faza B - 99.5% acetonitryl/0.5% kwas mrowkowy (v/v)

Stosowano nastepujacy gradient (Tab.3.8):

Tab.3.8 Gradient stosowany w uktadzie LC Agilent 1100.

Czas [min] %A %B
0 95 5
0-35 70 30
35-45 5 95
45-52 5 95
52-60 95 5
60 95 5
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Tab.3.9 Parametry pracy uktadu IT/MS.

Spektrometr masowy IT/MS

Zrédlo jonow ESI

Analizator IT Escuire 3000

Napiecie w zrodle +/- 4,5 kV

Gaz nebulizujacy Azot 1,7 bara

Przeplyw gazu suszacego 9 I/min

Temp. gazu suszacego 310°C

Gaz kolizyjny Hel

Energia kolizji 1V — warto$¢ rampowana w zakresie 40-200%
Zakres rejestrowanych mas 50-1500 m/z

Program do analizy danych DataAnalysis 3.1

Analizy na uktadzie LC/ESI-IT przeprowadzita mgr Anna Piasecka z Zespotu
Metabolomiki IGR PAN (Poznan) pod kierownictwem prof. dr hab. Piotra Kachlickiego.

3.3.4 Spektrometr mas z analizatorem typu pulapka jonowa (ESI-IT)

Tab.3.10 Parametry pracy uktadu IT/MS.

Spektrometr masowy IT/MS

Zrédlo jonéw ESI

Analizator amazon

Napiecie w zrédle +/- 4,5 kV

Gaz nebulizujacy Azot 15 000 psi

Przeplyw gazu suszacego 4 I/min

Temp. gazu suszacego 170°C

Gaz kolizyjny Hel

Tryb MS" Manualny MS"
low mass cut-off (utrata jonéw o niskich masach) 27% masy nominalnej
prekursora

amplituda energii fragm. 0,5-1,5
izolacja jonu 1-4 Da
Zakres rejestrowanych mas 200-1400 m/z

3.3.5 System TriVersa NanoMate

System TriVersa NanoMate (Advion, USA) zawiera oparte na formie chipu
(zawierajacego 384 dysze), zrodto typu nano-ESI (Ryc.3.2). Uktad dziata w trzech réznych
trybach, ktore wykorzystywano podczas prowadzonych eksperymentow, dotyczgcych analizy
fenolowych metabolitow wtornych. W pierwszym trybie, system NanoMate w sprzgzeniu ze

spektrometrem micrOToF-Q Il, uzywano do bezposredniego nastrzyku standardow
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flawonoidow podczas badan optymalizacyjnych. W uktadzie z systemem LC/QQ-TOF peknit
funkcje Zrédla typu nano. W trzecim trybie, umozliwiat jednoczesng analize 1 zbior frakcji

wycieku z kolumny chromatograficznej (Ryc.3.2).

NanoMate

SPEKTROMETR

NanoMate [VUVVUVVUY

—

\ L

Ryc.3.2 Schemat dziatania ukladu LC/MS sprzezonego z systemem NanoMate w trybie
z automatycznym zbiorem frakcji. Rycina przedstawia réwniez obraz zrédla typu nano,
stanowigcego 384-dyszowy chip (widoczny w biatym kotku) (Zrodto www.advion.com).

Podczas analiz MS, napi¢cie w zrodle jonow (HD_A 384 chip, Advion, USA)
wynosito 1,7 kV. W celu przeciwdziatania zapychaniu si¢ dysz podczas analiz, zastosowano
tryb wykrywania spreju (ang. spray sensing). W przypadku, gdy warto$¢ pradu jonowego
spadta ponizej 2 nA lub wzrosta powyzej 7000 nA przez okres dluzszy niz 30 sekund, robot
automatycznie zmienial pozycje nastrzyku na kolejng dysz¢ (maksymalnie 2 razy podczas
jednej analizy). W sprzg¢zeniu z chromatografem cieczowym, wyciek z kolumny rozdzielany
byl bezposrednio przed systemem NanoMate, tak ze do zrédta jonow byl kierowany
z predkoscig przeptywu 0,099 pl/min . W trybie z automatycznym zbieraniem frakcji, wyciek
z kolumny chromatograficznej byl rozdzielony tak, ze do kolektora frakcji dostarczany byt

z predkoscia przeptywu 86.7 pl/min, a 0,099 pl/min eluentu byto kierowane do zrodta nano-
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ESI. Frakcje zbierano co 10s na 384-dotkowa ptytke (twin. tec. Eppendorf) utrzymywana
w temperaturze 4°C. Nastgpnie probki zabezpieczano przed odparowaniem, za pomoca
termofolii i poddawano analizie off-line. Parametry pracy uktadu Qq-TOF/MS pozostawaty jak
wyzej opisano (patrz Tab.3.6). Widma MS, MS? i pseudo-MS?® rejestrowano w trybie jonow

dodatnich.
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V. WYNIKI

Wyniki doswiadczen, przeprowadzonych w poszczegdlnych eksperymentach, zostaty
przedstawione w kolejnosci zgodnej z opisang w rozdziale III (Materiaty 1 metody badawcze).
Wyniki prac badawczych, wykorzystujacych techniki spektrometrii mas do profilowania
I analizy strukturalnej fenolowych metabolitow wtdérnych w materiale ros$linnym (tubin,
lucerna, pszenica), przedstawiono poczawszy od najbardziej ztozonego eksperymentu. Badania
optymalizacyjne 1 metodyczne stanowily nieodtaczng czgs¢ wszystkich opisanych niezaleznych
eksperymentow. Opis podsumowujacy aspekty metodyczne przedstawiono pod koniec

rozdziatu IV.

4.1 Analiza zmian profili fenolowych metabolitow wtérnych lubinu waskolistnego
(Lupinus angustifolius) w odpowiedzi na infekcje patogennym grzybem (Colletotrichum
lupini) oraz elisytacje zawiesing toksycznych metabolitow C.lupini

Eksperymenty, zwigzane z okresleniem wplywu stresu biotycznego na zmiany
w profilach zwigzkéw fenolowych tubinu, stanowity kontynuacje i rozszerzenie badan
prowadzonych dotychczas w Pracowni Proteomiki i Metabolomiki IChB PAN (Bednarek i in.,
2001, 2003; Muth i in., 2009; Muth, 2010). Prace badawcze zostaly poszerzone o analizy
zmian w profilach metabolitow tubinu, z wykorzystaniem systeméw GC/MS. Zostalo rowniez
opracowane i zastosowane kompleksowe podejscie do analiz zwigzkéw fenolowych przy
uzyciu techniki LC/MS. Ponadto badano wplyw trzech réznych sposobow infekeji elisytorem
grzybowym, na zmiany profili fenolowych metabolitow wtérnych tubinu waskolistnego.
Okreslono takze zmiany ekspresji genow szlaku fenylopropanoidowego w odpowiedzi na

infekcje grzybem C.lupini.

4.1.1 Identyfikacja zwiazkow fenolowych w ekstraktach z lisci lubinu waskolistnego
metoda LC/MS

Sprzezenie wysokosprawnego chromatografu cieczowego z wysokorozdzielczym
spektrometrem mas z hybrydowym analizatorem typu Qg-ToF umozliwito identyfikacje 72
flawonoidow, obecnych w ekstraktach otrzymanych z lisci tubinu waskolistnego (Tab. 4.1)
(Wojakowska i in., 2012). Podej$cie metodyczne, zastosowane podczas analizy fenolowych
metabolitow wtornych technika LC/MS, pozwolito na podwojenie liczby zidentyfikowanych
zwigzkow, w stosunku do wczesniej prowadzonych badan (Muth i in., 2008, 2009). Wiele
sposrod flawonoidow tubinowych, stanowito zwigzki izomeryczne lub izobaryczne, réznigce

si¢ pozycja podstawnika hydroksylowego czy metylowego na czasteczce aglikonu.
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Tab.4.1 Glikozylowane pochodne flawonoidéw oraz wolne aglikony, zidentyfikowane
w ekstraktach z lisci tubinu waskolistnego (L.angustifolius odm. Sonet), przy wykorzystaniu
systemu LC/ESI-Qg-ToF (wedtug Wojakowska i in., 2012).

Nr R.t Mcz Dokfadna masa jonéw [M+HI Zwiazki zidentyfikowane w lisciach L.angustifolius
(min) Obliczona | Obserwowana

1 2.7 594 595.1657 595.1705 C-diglukozyd genisteiny

2 3.3 448 449.1078 449.1088 7-0-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny 2

3 3.4 696 697.1611 697.1605 malonylowany diglukozyd 2’-hydroksygenisteiny (1) °

4 3.5 432 433.1129 433.1122 8-C-glukozyd genisteiny &z

5 3.7 680 681.1661 681.1651 malonylowany 4’,7di-O-glukozyd genisteiny (I) 2d

6 3.8 680 681.1661 681.1669 malonylowany 4’,7di-O-glukozyd genisteiny (I1) 2

7 3.9 756 757.2186 757.2187 glukozyd—ksylozyloglukozyd chrysoeriolu o

8 3.9 782 783.1614 783.1615 dimalonylowany 4’,7di-O-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny °

9 4.0 610 611.1607 611.1610 3-0O-ramnozyloglukozyd kwercetyny o

10 4.2 518 519.1133 519.1136 malonylowany 8-C-glukozyd genisteiny

11 4.2 464 465.1028 465.1015 O-glukozyd kwercetyny

12 4.3 448 449.1078 449.1061 7-0-glukozyd luteoliny &

13 4.3 518 519.1133 519.1138 malonylowany O-glukozyd genisteiny °

14 4.3 680 681.1661 681.1661 malonylowany O,C-diglukozyd genisteiny >

15 4.3 842 843.2190 843.2203 malonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (l) o

16 | 43 | 432 433.1129 433.1136 7-0-glukozyd genisteiny >

17 4.3 534 535.1082 535.1075 malonylowany 7-O-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny (1)

18 4.4 462 463.1235 463.1230 8-C-glukozyd chryzoeriolu

19 4.4 842 843.2190 843.2183 malonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (Il) d

20 4.4 680 681.1661 681.1667 malonylowany diglukozyd genisteiny

21 4.5 842 843.2190 843.2217 malonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (I11) ¢

22 4.5 766 767.1665 767.1669 dimalonylowany 4’,7di-O-glukozyd genisteiny (I) e

23 4.6 766 767.1665 767.1662 dimalonylowany 4’,7di-O-glukozyd genisteiny (II) 24

24 4.6 534 535.1082 535.1075 malonylowany 7-O-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny (I1) ad

25 4.6 462 463.1235 463.1230 O-glukozyd chryzoeriolu (1) g

26 4.6 448 449.1078 449.1088 3-0-glukozyd kemferolu 3

27 4.7 842 843.2190 843.2205 malonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (IV) ¢

28 4.8 564 565.1552 565.1551 0-ksylozyloglukozyd apigeniny °

29 4.8 518 519.1133 519.1142 malonylowany C-glukozyd genisteiny

30 4.8 782 783.1614 783.1618 dimalonylowany 7-O-diglukozyd 2’-hydroksygenisteiny

31 4.8 928 929.2194 929.2209 dimalonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (I)d

32 4.9 928 929.2194 929.2201 dimalonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (II)d

33 49 | 432 433.1129 433.1131 7-0-glukoyzd apigeniny *>*

34 5.0 928 929.2194 929.2192 dimalonylowany glukozyd-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (ll1) ¢

35 5.0 766 767.1665 767.1662 dimalonylowany 4’,7di-O-glukozyd apigeniny °

36 5.0 696 697.1611 697.1615 malonylowany 7-O-diglukozyd 2’-hydroksygenisteiny (I1)

37 5.1 666 667.1505 667.1512 malonylowany ksylozyloglukozyd luteoliny °

38 5.1 594 595.1657 595.1665 0-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu ¢

74




39 5.1 548 549.1239 549.1245 malonylowany C-glukozyd chryzoeriolu

40 5.2 534 535.1082 535.1089 malonylowany O-glukozyd kemferolu *

41 5.2 518 519.1133 519.1124 malonylowany 7-O-glukozyd genisteiny (1) *

42 5.3 650 651.1556 651.1549 malonylowany 7-O- ksylozyloglukozyd genisteiny (1)
43 5.3 462 463.1235 463.1234 O-glukozyd chryzoeriolu (I1)

44 5.4 518 519.1133 519.1131 malonylowany 7-O-glukozyd genisteiny (I1) °

45 54 678 679.2233 679.2215 O-diglukozyd luteonu

46 5.5 650 651.1556 651.1551 malonylowany 7-0-ksylozyloglukozyd genisteiny (I1) ¢
47 5.5 680 681.1661 681.1678 malonylowany O-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (l) e
48 5.6 518 519.1133 519.1139 malonylowany O-glukozyd apigeniny () *

49 5.6 650 651.1556 651.1553 malonylowany O-ksylozyloglukozyd apigeniny (1) ®

50 5.7 680 681.1661 681.1678 malonylowany O-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (I1) ¢
51 5.8 518 519.1133 519.1136 malonylowany O-ksylozyloglukozyd apigeniny (I1) ®

52 5.8 680 681.1661 681.1681 malonylowany O-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (lIl) ¢
53 | 59 | 286 287.0550 287.0547 2’-hydroksygenisteina *>“°

54 5.9 548 549.1239 549.1253 malonylowany O-glukozyd chryzoeriolu ¢

55 5.9 662 663.2283 663.2269 O-diglukozyd witeonu

56 6.0 680 681.1661 681.1665 malonylowany O-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (1V) ¢
57 6.1 766 767.1665 767.1660 dimalonylowany O-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (I)d
58 6.2 766 767.1665 767.1683 dimalonylowany O-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (Il) ¢
59 6.2 766 767.1665 767.1776 dimalonylowany O-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (III)d
60 6.5 850 851.2240 851.2225 dimalonylowany O-diglukozyd luteonu

61 6.8 748 749.2287 749.2290 malonylowany O-diglukozyd witeonu

62 6.9 516 517.1704 517.1701 7-0-glukozyd luteonu

63 5.9 834 835.2291 835.2285 dimalonylowany O-diglukozyd witeonu

64 7.0 764 765.2237 765.2241 malonylowany O-diglukozyd luteonu

65 | 7.1 | 270 271.0601 271.0602 genisteina *”“°

66 7.2 | 270 271.0601 271.0603 apigenina *°*

67 7.8 603 603.1708 603.1713 malonylowany 7-O-glukozyd luteonu

68 8.5 500 501.1755 501.1749 7-0-glukozyd witeonu

69 9.8 586 587.1759 587.1767 malonylowany 7-O-glukozyd witeonu

70 7.5 300 301.0707 301.0714 chryzoeriol *°*

71 | 144 | 354 | 3551176 355.1178 | luteon **°

72 | 146 | 338 | 339.1227 339.1231 | witeon *>°°

a - identyfikacja aglikon6w na podstawie widm pseudo-MS?;

b - identyfikacja zwigzkéw na podstawie porownania z widmami standardow;

¢ - numery PubChem zidentyfikowanych zwiazkéw: 8-C-glukozyd genisteiny — 44257270;
7-O-glukozyd genisteiny — 44257273; 8-C-glukozyd chryzoeriolu — 44258170; 7-O-glukozyd
apigeniny — 5280704; 2’-hydroksygenisteina — 5282074; genisteina — 5281377; apigenina —
5280443; chryzoeriol — 5280666; luteon — 5281797; witeon — 5281814;

d - widma CID MS/MS zwigzkow ujetych w tabeli, raportowane we wczesniejszych
publikacjach: Muth i in., 2008, 2009.
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Bogactwo struktur zwigzkéw fenolowych w ekstraktach z liSci tubinu, wynikalo rowniez
z réznic w podstawieniu pierécieni aglikonu grupami cukrowymi (heksozy, deoksyheksozy,
pentozy) i nast¢pnie malonylowymi. Rozdziat tak zlozonej mieszaniny mozliwy byt dzigki
zastosowaniu wysokosprawnego chromatografu cieczowego, pracujacego przy wysokich
zakresach ci$nien (wynoszacych powyzej 500 barow) oraz kolumn o niewielkiej $rednicy
uziarnienia. Ponadto, sprzezenie uktadu LC/MS z systemem TriVersa NanoMate, pozwolito na
poprawe skutecznosci prowadzonych analiz. Wykorzystanie trybu z automatycznym
kolektorem frakcji pozwolito na jednoczesna analizg oraz zbior frakcji wycieku z kolumny
chromatograficznej, dzigki czemu z niewielkiej iloSci materiatu mozliwa byta zaréwno analiza
on- jak i off-line, przy wykorzystaniu réznych parametréw energetycznych podczas
prowadzonych eksperymentow.

Identyfikacja zwigzkow fenolowych byta mozliwa dzigki wykorzystaniu spektrometru
masowego z analizatorem hybrydowym typu podwojny kwadrupol sprz¢zony z analizatorem
czasu przelotu. Wysokorozdzielcze widma masowe rejestrowane byly w trybie jonow
dodatnich i ujemnych, co pozwolilo no uzyskaniec komplementarnych danych. Wartosci
stosunku masy do tadunku (m/z) dla jonéw protonowanych i deprotonowanych czasteczek
([M+H]" oraz [M-H]") rejestrowane byty z doktadnoscia ponizej 5 ppm-6w, co dato mozliwosé
precyzyjnego okreslenia skladow elementarnych analizowanych zwigzkow. Informacje
strukturalne, dotyczace rodzaju aglikonu, rodzaju podstawnika cukrowego oraz acylowego
a takze sposobu 1 miejsca przylaczenia czgsteczki cukrowej, uzyskane zostaty na podstawie
przeprowadzonych eksperymentdw z kolizyjnie indukowang dysocjacja (CID). Analiza widm
fragmentacyjnych MS? pozwolita na identyfikacje zwiazkow dotad nieraportowanych
w ekstraktach z tlubinu waskolistnego (Tab.4.1). Wiele zwigzkow zostalo zidentyfikowanych
w oparciu o poréwnanie z widmami CID MS/MS standardéow, oraz na podstawie danych
literaturowych. Przeprowadzone kompletne analizy pseudo-MS?, daty mozliwosé okreslenia
struktur aglikonow obecnych w analizowanych zwigzkach. Na tej podstawie rozroézniono
aglikony o tej samej masie czasteczkowej (Mcz=286 dla 2’-hydroksygenisteiny, kemferolu
i luteoliny oraz Mcz=270 dla apigeniny i genisteiny). W przypadku genisteiny obserwowano
charakterystyczne jony przy m/z 215 (w trybie jonéw dodatnich) oraz przy m/z 133 i m/z 117
(w trybie jonow ujemnych, odpowiednio dla genisteiny i apigeniny). Ponadto, rozroznienie
dwoch aglikonow mozliwe byto na podstawie réznicy we wzglednych intensywnosciach jonow
m/z 115, m/z 119, m/z 141, m/z 145, rejestrowanych w odpowiednich warunkach energii
kolizji (Ryc.4.1).
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Ryc.4.1 Widma CID MS? i pseudo-MS?® zarejestrowane w trybie jonéw dodatnich i ujemnych
dla izomeréow 7-O-glukozydu genisteiny (a) i 7-O-glukozydu apigeniny (b) (wedlug
Wojakowska i in., 2012).
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4.1.2 ldentyfikacja metabolitow obecnych na powierzchni lisci lubinu waskolistnego
metodg GC/MS

Analize metabolitow, obecnych na powierzchni lisci, technikg GC/MS przeprowadzono
dla wytypowanych czterech odmian *tubinu waskolistnego: dwoéch stodkich (Baron
1 Sonet) oraz dwoch gorzkich (Karo i Mirela). Metodg ekstrakcji zwigzkéw z powierzchni
liscia opracowano i zoptymalizowano tak, aby przy stosunkowo najwyzszej wydajnosci
ekstrakcji, nie dopusci¢ do rozerwania $cian i bton komérkowych tkanek, co skutkowatoby
wyciekiem struktur cytoplazmatycznych z wnetrza komorek. Sposrod czterech testowanych
rozpuszczalnikéw ekstrakcyjnych (chlorek metylenu, chloroform, heksan, metanol/chloroform-
50/50) do wtasciwych eksperymentéw wybrano chlorek metylenu, ktory pozwolit na izolacjg
najwigkszej ilo$ci metabolitow.

Opracowana metodyka umozliwita ekstrakcje 1 identyfikacj¢ wielu metabolitow
pierwotnych i wtornych obecnych na powierzchni lisci. Sposrod szerokiej gamy zwigzkow,
takich jak aminokwasy, kwasy tluszczowe, sterole, cukry, weglowodory, istotng grupe
stanowily alkaloidy chinolizydynowe (QA-ang. quinolizidine alkaloids). Oprocz wolnych
aglikoné6w angustifoliny i lupaniny, zaobserwowano obecnos¢ 13-a-hydroksylupaniny i jej
wielu pochodnych estrowych (Tab.4.2). Identyfikacje alkaloidow przeprowadzono na
podstawie czasow retencji oraz wzoru fragmentacji ich TMS pochodnych (Wink i in., 1995),
a takze w oparciu o biblioteke widm masowych NIST. Zawartos¢ ilosciowa alkaloidow,
pomiedzy odmianami gorzkimi i stodkimi tubinu roznita si¢ znacznie (Ryc.S1). Nie
zaobserwowano natomiast znaczacych rdznic w ilosci alkaloidow pomiedzy odmianami
kontrolnymi i infekowanymi zarodnikami grzyba C.lupini (Ryc.S2).

Na powierzchni lisci zidentyfikowano rowniez aglikony antybiotycznych
izoflawonoidow (witeon i luteon) w oparciu o wzor fragmentacji TMS pochodnych (Stobiecki

i Wojtaszek, 1990)
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Tab.4.2 Chinolizydynowe alkaloidy zidentyfikowane na powierzchni lisci tubinu
waskolistnego przy uzyciu techniki GC/MS (wedlug Wojakowska i in., 2012).

M* Rq Nazwa zwiazku Nr PubChem
248 | 19.256 tetrahydrorhombifolina 3083799
234 | 19.623 angustifolina 21575185
248 | 19.890 a-izolupanina 119201
246 | 20.190 11,12-dehydrolupanina 618800
248 | 20.390 lupanina 91471
246 | 21.825 multiflorina 5319938
264 | 22.584 13-a-hydroksylupanina 73404
334 | 24.027 13-a-butyryloksylupanina 6428446
348 | 24.328 13-a-izowaleryloksylupanina 6428447
346 | 25.062 13-a-tigloiloksylupanina 6427214
346 | 25.429 13-a-angeloyloksylupanina 6427211
368 | 28.298 13-a-benzyloksylupanina 6430112
394 [ 30.768 | 13-a-cis-cinnamoyloksylupanina 6427217
394 [ 33.270 | 13-a-trans-cinnamoyloksylupanina 6427219

4.1.3 Analiza ilosciowa fenolowych metabolitow wtornych

Oznaczenia ilosciowe fenolowych metabolitow wtornych, zidentyfikowanych przy
pomocy techniki LC/MS, przeprowadzano na podstawie zintegrowanych chromatogramow
pojedynczych jonéw (wykreslonych dla protonowanych czasteczek [M+H]"), zarejestrowanych
z doktadnoscig do czwartego miejsca po przecinku. Bardzo duze ilo$ci uzyskanych danych,
wynikajace ze zlozonosci eksperymentu, zwigzanej z liczbg analizowanych obiektow oraz
iloscig powtorzen w kolejnych punktach czasowych, wymagaly uzycia zautomatyzowanego
systemu analizy wynikow. Takie podejscie w znaczacy sposob usprawnito i przyspieszyto
analize danych, ktora w przypadku integracji recznej zajmowata cate tygodnie. Wstepnej
analizy surowych danych dokonywano w programie MetAlign, natomiast dalsze obliczenia
przeprowadzano w Excelu.

W pierwszej kolejnosci surowe widma masowe byly kalibrowane wzgledem
wewnetrznego kalibrantu w programie DataAnalysis. Nastepnie pliki danych konwertowano do
formatu NetCDF i eksportowano do programu MetAlign. Odpowiedni doboér parametrow

programu (Ryc.4.2) pozwalal na korekcje linii bazowej, usuni¢cie szumow oraz wyroOwnanie
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czasOw retencji miedzy setkami analizowanych probek. Tzw. ,,wyrdwnanie” surowych danych
jest elementem koniecznym 1 niezbednym podczas analizy tak duzych zestawow danych, gdyz
niweluje przesunigcia i zmiany pomiedzy poszczegélnymi probkami wynikajace z takich
czynnikéw jak wahania temperatury czy cisnienia podczas analiz. Dzigki tak przeprowadzonej
wstepnej korekcie uzyskanych danych, mozliwy byt kolejny etap, a mianowicie automatyczna
integracja chromatogramow pojedynczych jonéw. Zintegrowane chromatogramy pojedynczych
jonow eksportowane byty w postaci tabeli do Excela, gdzie przeprowadzono dalsza analizg
ilosciowa. Ilo$ci poszczegdlnych zwigzkow dla kazdej probki odnoszone byty do masy probki

oraz ilosci standardu wewnetrznego.

FA Metalign = RIKILT progrz

PART A: PROGRAM CONFIGURATION, DATA SET SELECTION AND BASELIME CORRECTION
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29, Tatal Processing
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30. Save and Exit
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Ryc.4.2 Interfejs programu do wstgpnej obrobki danych MS, MetAlign. Wartosci
wprowadzanych parametrow zalezne byly od uzyskanych chromatogramow oraz widm
masowych.
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Analiza ilosciowa danych uzyskanych przy pomocy ukladu GC/MS zostata
przeprowadzona na podstawie zintegrowanych chromatogramow pojedynczych jondéw dla
okreslonych zwigzkéw. Obliczen dokonano recznie w przypadku niewielkiej ilosci danych. Dla
wigkszych zestawow danych obliczenia przeprowadzono z wykorzystaniem programu

MarkerLynx.
4.1.4 Profile fenolowych metabolitow lubinu w odpowiedzi na stres biotyczny

Wstepne eksperymenty przeprowadzone zostaly na 12 odmianach tubinu waskolistnego
(Baron, Bojar, Boruta, Cezar, Graf, Kalif, Mirela, Neptun, Regent, Sonet, Zeus i Karo). Na
podstawie stopnia porazenia Siewek tubinu sporami grzyba C.lupini oraz jako$ciowych
1 ilosciowych wynikéw analiz LC/MS dotyczacych profili fenolowych metabolitéw wtornych
w roslinach kontrolnych i infekowanych, do dalszych analiz wytypowano 4 odmiany tubinu,
dwie gorzkie-Mirela i Karo oraz dwie stodkie-Baron i Sonet. Szczegétowe analizy
przeprowadzono na odmianie Sonet.

Badano profile fenolowych metabolitow wtérnych i ich pochodnych, obecnych na
powierzchni oraz wewnatrz tkanki liSci tubinu waskolistnego, przy wykorzystaniu technik
LC/MS i GC/MS, w odpowiedzi na trzy rodzaje infekcji czynnikiem patogennym.
W pierwszym eksperymencie rosliny byly opryskiwane zawiesing zarodnikéw grzyba
C.lupini. Drugi eksperyment dotyczyl elisytacji polegajacej na oprysku rosliny roztworem
toksycznych metabolitow grzybowych lub aplikacji roztworu toksyny na uprzednio zraniony
igla 1i$¢. Trzecie doswiadczenie polegato na oprysku roslin toksyczng zawiesing metabolitow
grzybowych, a po 48 nastepowal ponowny oprysk zawiesing zarodnikow. Rosliny zbierano
w roznych odstepach czasu po infekcji, w zaleznosci od zastosowanego sposobu traktowania
(patrz Rozdz.3.2.1.4.). Analiza ilosciowa fenolowych metabolitow zostata przeprowadzona na
podstawie zintegrowanych chromatograméw pojedynczych jonéw [M+H]" wykreslonych dla
poszczegdlnych zwigzkoéw 1 znormalizowana w odniesieniu do standardu wewngtrznego
(LC/MS-luteolina, GC/MS-rybitol) oraz masy probki. Na kazdg probke przypadaly dwa lub
trzy powtorzenia biologiczne oraz dwa techniczne. W ponizszych podrozdziatach
przedstawiono wyniki ilo$ciowe antybiotycznych metabolitow w odpowiedzi na infekcje
zawiesing zarodnikéw grzyba badz elisytacje jego toksyna w odniesieniu do kontroli. Wykresy
zawierajace stupki bledow przedstawiono w materiatach uzupetniajacych (Rozdz.IX) na

Ryc. S3-S5 i1 S7 odpowiednio dla Ryc. 4.5-4.8.
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4.1.4.1 Infekcja tubinu zarodnikami C.lupini

Cztery odmiany tubinu waskolistnego (Baron, Karo, Mirela, Sonet) zainfekowano
zarodnikami C.lupini i po 168 h od infekcji, zebrany material poddano ekstrakcji, w celu
izolacji metabolitow z powierzchni lisci. Analiza GC/MS wykazata znaczace rdznice pomigdzy
ro§linami infekowanymi i kontrolnymi, wynikajace z obecnosci luteonu i witeonu-
antybiotycznych zwigzkow fenolowych, obecnych na powierzchni lisci ro$lin infekowanych

zarodnikami grzyba C.lupini (Ryc.4.3).
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33.27

intensywnosc¢ [%)]
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&
g QA QA
£ = A
14.95
23.99 28.32 30.76
i L [T .
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Ryc.4.3 Chromatogram catkowitego pradu jonowego dla zwigzkow obecnych na powierzchni
lisci tubinu (odmiany Mirela) 168 hpo infekcji zarodnikami C.lupini, oraz dla rosliny
kontrolnej. Analiza GC/MS zostala przeprowadzona dla kazdej probki w czterech
powtdrzeniach (2 biologicznych i 2 technicznych). QA-zidentyfikowane alkaloidy
chinolizydynowe wyszczegolnione w Tab.4.2 (wedtug Wojakowska i in., 2012).

Obecno$¢ luteonu 1 witeonu na powierzchni lisci zaobserwowano zaréwno w przypadku
infekowanych odmian tubinu gorzkiego jak i stodkiego. W przypadku ro$lin kontrolnych nie
zaobserwowano pojawienia si¢ antybiotycznych metabolitow w warstwie woskow
epikutykularnych lisci. Poziom alkaloidow, obecnych w wigkszej ilosci u odmian gorzkich
lubinu, nie zmieniat si¢ istotnie w reakcji na infekcje patogennym grzybem. Ryc.4.4
przedstawia wynik analizy sktadowych gtéwnych (PCA) dla czterech odmian tubinu
infekowanych zarodnikami C.lupini oraz ro$lin kontrolnych. Zwigzkiem istotnie réoznicujagcym
dwie grupy ro$lin (infekowane i kontrolne) wzgledem osi OX byl witeon, wystepujacy

w przewazajacej ilosci w tubinach poddawanych infekcji. Grupowanie si¢ prob wzgledem osi
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OY wynika z wyzszej zawartosci alkaloidéw w odmianach gorzkich w stosunku do odmian
stodkich.
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Ryc.4.4 Wyniki analizy skladowych gtéwnych (PCA) dla czterech odmian tubinu
waskolistnego (gorzkich - Karo, Mirela i stodkich - Baron, Sonet) infekowanych zarodnikami
C.lupini oraz ro$lin kontrolnych. Zbioér materiatu nastapit 168 h po infekcji.

Analizy LC/MS izoflawonoidéw obecnych w ekstraktach z liSci tubinu waskolistnego
przeprowadzono dla probek zebranych 24, 48, 96, 168 1 264 h po infekcji zawiesing
zarodnikow C.lupini (Ryc.4.5, S3). W przypadku wolnych aglikonéw (2’-hydroksygenisteiny
oraz fitoaleksyn-luteonu i witeonu) zaobserwowano znaczacy wzrost w stosunku do kontroli
we wszystkich punktach czasowych, podczas gdy genisteina wzrosta zasadniczo w ostatnim
punkcie czasowym eksperymentu. Najwyzszy wzrost (bo az 50-ciokrotny) w stosunku do
roslin kontrolnych odnotowano dla luteonu w 7 dniu po infekcji. Sposrod malonylowanych
glukozydow  genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny, jedynie dla jednego izomeru,
malonylowanego glukozydu 2’-hydroksygenisteiny odnotowano wzrost stezenia w ekstraktach
z roslin infekowanych, zebranych 264 h po infekcji (zwiazek nr 24, Tab. 4.1). Ponadto
poziomy pochodnych witeonu wzrosty juz krotko po infekcji, a ich ilo§¢ zaczeta spadaé
w ostatnim punkcie czasowym.

83



wzgledna ilo$¢[%]

[ AGLIKONY]

7000%
0271 m/z - genisteina
6000% -
0287 m/z - 2'-OH-genisteina
— 5000% -
£ =339 m/z - witeon
R
2 4000% -
o [l 355 m/z - Iuteon]
2
= 3000% -
s
2000%
1000%
0%
24h 48h 96h 168h 264h
MALONYLOWANE GLUKOZYDY
GENISTEINY | 2’-OH-GENISTEINY
700%
600% 0519 m/z (41) - malonylowany glukozyd genisteiny |
—_ 0519 m/z (44) - malonylowany glukozyd genisteiny Il
2 500%
‘Q
2 ® 535 m/z (17) - malonylowany glukozyd 2'-OH-genisteiny |
S 400% -
1§, ’ [- 535 m/z (24) - malonylowany glukozyd 2'-OH-genisteiny II]
=)
¥ 300%
200% -
100% ———
0% [
24h 48h 96h 168h 264h
'
GLUKOZYLOWANE | MALONYLOWANE
POCHODNE WITEONU )
1000%
900% 0501 mfz - glukozyd witeonu
| 0587 miz - malonylowany glukozyd witeonu
800%
0663 miz - diglukozyd witeonu
700% ] B749 m/z - malonylowany diglukozyd witeonu
600% . =835 miz - dimalonylowany diglukozyd witeonu
500%
400%
300%
200%
100%
0%

24h 48h 96h 168h 264h
84



Ryc.4.5 Zawartosci wybranych izoflawonoidow, aglikonéow 1 ich glukozydéw, w ekstraktach
z lisci tubinu waskolistnego (odmiana Sonet) po infekcji grzybem C.lupini, wyrazona w stosunku
do kontroli (=100%). Punkty czasowe: 24 h, 48 h, 96 h, 168 h i 264 h po infekcji.

Wolne aglikony izoflawonow: genisteina — [M+H]" przy m/z 271 (65), 2’-hydroksygenisteina —
[M+H]" przy m/z 287 (53), witeon — [M+H]" przy m/z 339 (72), luteon — [M+H]* przy m/z 355 (71)
(a); glukozylowane pochodne izoflawonéw: malonylowany 7-O-glukozyd genisteiny — [M+H]"
przy m/z 519 — dwa izomery (41, 44), malonylowany 7-O-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny —
[M+H]" przy m/z 535 — dwa izomery (17, 24) (b); pochodne witeonu: O-glukozyd witeonu —
[M+H]" przy m/z 501 (68), malonylowany O-glukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 587 (69),
O-diglukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 663 (55), malonylowany O-diglukozyd witeonu —
[M+H]" przy m/z 749 (61) oraz dimalonylowany O-diglukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 835)
(63) (c).Na kazdg probke sktadajag si¢ trzy powtorzenia biologiczne i dwa techniczne. Analizy
przeprowadzono technikg LC/MS. Numery zwigzkow (wyttuszczonym drukiem) w odniesieniu do
Tab.4.1 (wedlug Wojakowska i in., 2012).

4.1.4.2 Elisytacja tubinu toksyna wyizolowang z hodowli grzyba C.lupini

Po oprysku ro$liny zawiesing toksyny grzybowej, na powierzchni liscia
zaobserwowano pojawienie si¢ jedynie witeonu, a nie jak w przypadku infekcji zarodnikami
witeonu i luteonu. Wzrost ilo$ci antybiotycznego prenylowanego izoflawonu obserwowano we
wszystkich trzech punktach czasowych, tj. 12, 24 i 48 h po elisytacji. Najwyzszy,
siedmiokrotny wzrost odnotowano w 12 godzinie po elisytacji, a nastgpnie po znacznym
spadku w 24 h, zaobserwowano czterokrotny wzrost poziomu witeonu w stosunku do kontroli

w ostatnim punkcie czasowym (Ryc.4.6, S4).
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Ryc.4.6 Zawarto$¢ witeonu na powierzchni liScia w 12, 24 i 48 h po elisytacji tubinu
(L.angustifolius odmiana Sonet) zawiesing toksycznych metabolitow grzybowych (C.lupni),
wyrazona w stosunku do kontroli (=100%). Na kazda probke skladaja si¢ dwa powtdrzenia
biologiczne i dwa techniczne. Analizy przeprowadzono technika GC/MS (wedlug Wojakowska
iin., 2012).
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Technikag LC/MS badano profile izoflawonoidow obecnych w ekstraktach z lisci tubinu
elisytowanego toksyng C.lupini na dwa sposoby. W pierwszym przypadku (elisytacja 1 — E1)
zawiesing toksycznych metabolitéw naktadano na powierzchni¢ uprzednio zranionego liscia.
Drugi sposob elisytacji polegal na oprysku catej rosliny toksyna grzybowa. Rosliny zbierano
w trzech punktach czasowych, 12, 24 i 48 h po elisytacji. Zaobserwowano istotne réznice
w profilach izoflawonoidow w odpowiedzi na dwa sposoby traktowania rosliny elisytorem
(Ryc.4.7, S5). Obydwa sposoby elisytacji wywotaly wzrost poziomu antybiotycznego witeonu,
w stosunku do kontroli, we wszystkich badanych punktach czasowych. W przypadku elisytacji
2 poziom wolnego witeonu wzrdst 4-krotnie w stosunku do roslin kontrolnych 1 utrzymywat
si¢ na podobnym poziomie we wszystkich badanych punktach czasowych. Natomiast po
oprysku tubinu toksyna grzybowa (elisytacja 1), poziom witeonu wzrdst o§miokrotnie po 48
godzinach. Tak wysoki skok stezenia mozemy w pewnym stopniu tlumaczy¢ efektem
zranienia. W przypadku wolnego aglikonu, genisteiny, jego wzrost w stosunku do kontroli
zaobserwowano jedynie 48 h po elisytacji 1 (Ryc.4.8a). Nie obserwowano pojawienia si¢
innych wolnych aglikonow (luteon, 2’-hydroksygenisteina), jak to miato miejsce w przypadku
infekcji zarodnikami grzyba C.lupini.

Zaobserwowano roéwniez roznice w akumulacji pochodnych witeonu (malonylowanych
1 dimalonylowanych diglukozydow oraz monoglukozydow 1 monoglukozydow
malonylowanych - zwiazki odpowiednio o nr 61, 63, 68, 69 z Tab.4.1) w odpowiedzi na
obydwa sposoby elisytacji (E1 i E2). W przypadku elisytacji 1 stezenie tych zwigzkéw wzrosto
w 12 h do 350-600% i stopniowo spadato az do 48 h po traktowaniu toksyng. Natomiast
najwyzszy wzrost poziomu pochodnych witeonu (nawet 800%), w reakcji na elisytacje 2,
zaobserwowano w ostatnim punkcie czasowym (Ryc. 4.8b).

W przypadku elisystacji E1 zbierano osobno dolne lisci (nakluwane i elisytowane toksyng)
oraz liscie gornego pietra. Profile zwiazkow fenolowych badano niezaleznie dla kazdego pigtra
lisci tubinu. Nie zaobserwowano znaczacych réznic w ilo$ci izoflawonoidow pomiedzy dwoma
pictrami liSci (Ryc.S6), co moze $wiadczy¢ 0 nie wystgpieniu zjawiska Systemicznej

odpornosci nabyte;j.
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Ryc.4.7 Zawarto$¢ witeonu ([M+H]" przy m/z 339 - 72) i genisteiny ([M+H]" przy m/z 271 -
65) (a) oraz glukozylowanych pochodnych witeonu (O-glukozyd witeonu [M+H]" przy m/z
501 (68), malonylowany O-glukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 587 (69), malonylowany
O-diglukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 749 (61) oraz dimalonylowany O-diglukozyd
witeonu — [M+H]" przy m/z 835) (63) (b) w odpowiedzi na dwa rodzaje elisytacji tubinu
waskolistnego toksyng grzybowa, E1- natozenie kropli zawiesiny toksycznych metabolitow na
uprzednio zraniony lis¢, E2- elisytacja przez oprysk zawiesing fitotoksycznych metabolitow
C.lupini. Materiat roslinny zebrany 12, 24, 48 h po elisytacji. Warto$ci wyrazone w odniesieniu
do kontroli (=100%). Na kazda probke sktadaja si¢ dwa powtorzenia biologiczne i dwa
techniczne. Analizy przeprowadzono technikg LC/MS. Numery zwigzkéw (wytluszczonym
drukiem) w odniesieniu do Tab.4.1. (wedlug Wojakowska i in., 2012).
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4.1.4.3 Infekcja i elisytacja lubinu waskolistnego grzybem i jego toksyng

Przy pomocy techniki LC/MS okreslono profile aglikonow oraz pochodnych
izoflawonow w reakcji na elisytacje tubinu waskolistnego (odmiana Sonet) toksyng grzybowa
oraz nastgpujaca po 48 h infekcje zarodnikami C.lupini. Zbior materiatu roslinnego nastapit
7 dni po infekcji. Rosliny elisytowane, infekowane oraz traktowane dwoma rodzajami
czynnika patogennego wraz z obiektami kontrolnymi zbierano jednoczesnie w tym samym
czasie, a mianowicie 9 dni od rozpoczgcia pierwszego eksperymentu z elisytorem. Czasy
zostaly dobrane eksperymentalnie i wynikaty z wczesniej przeprowadzonych do§wiadczen.

Sposrod wolnych aglikonow izoflawonoidowych najwyzszy wzrost w stosunku do
kontroli zaobserwowano dla genisteiny (1600%) i 2’-hydroksygenisteiny (800%) (Ryc.4.8a).
Podobne obserwacje poczyniono dla wybranych pochodnych  malonylowanych
i glukozylowanych takich izoflawonow jak genisteina, 2’-hydroksygenisteina, luteon i witeon
(Ryc.4.8b-d). W przypadku niektorych zwigzkow ich poziomy nie ulegly znacznemu

wzrostowi w odpowiedzi na elisytacj¢ 1 nastepujaca po niej infekeje.

AGLIKONY

[l 271 mlz - genisteina]

1800%
a

1600%

1400%

0 387 m/z — 2’-OH-genisteina

B 339 m/z — witeon

= =
=] N
g 8
E

0 355 m/z — luteon

wzgledna ilos$é[%]
[+
o
S

g

g § 8

E I E+l

MALONYLOWANE GLUKOZYDY
GENISTEINY | 2’-OH-GENISTEINY

b 1200%
1000%
0519 m/z (41) - malonylowany glukozyd genisteiny |
800% 0519 m/z (44) - malonylowany glukozyd genisteiny II
6n0% ®535 m/z (17) - malonylowany glukozyd 2'-OH-genisteiny |

wzgledna ilo$é[%]

[- 535 m/z (24) - malonylowany glukozyd 2'-OH-genisteiny Il ]
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GLUKOZYLOWANE | MALONYLOWANE
POCHODNE WITEONU

0501 m/z - glukozyd witeonu
500% - 0587 m/z - malonylowany glukozyd witeonu
0663 m/z - diglukozyd witeonu
B749 m/z - malonylowany diglukozyd witeonu

m 835 m/z - dimalonylowany diglukozyd witeonu

wzgledna ilosc[%)]

E I E+l

GLUKOZYLOWANE | MALONYLOWANE
POCHODNE LUTEONU

so0% ®517 m/z . glukozyd luteonu

W603 m/z . malonylowany glukozyd luteonu
0679 m/z _

g

diglukozyd luteonu

0851 m/z . dimalonylowany diglukozyd luteonu

i

E ] E+l

wzgledna ilo$é[%]
]
g

200%

100%

0%

Ryc.4.8 Zawartosci wybranych izoflawonoidow i ich glukozydow w ekstraktach z lisci tubinu
waskolistnego (L.angustifolius odm. Sonet) po elisytacji poprzez oprysk toksyna (E), infekcji
sporami C.lupini (1) lub elisytacji i nastepujacej po 48 h infekcji (E + I); wartosci wyrazone
w stosunku do kontroli (=100%). Na wykresach sa prezentowane: wzgledne ilosci wolnych
aglikonow - genisteiny — [M+H]" przy m/z 271 (65), 2°- hydroksygenisteiny — [M+H]" przy
m/z 287 (53), witeonu — [M+H]" przy m/z 339 (72), luteonu — [M+H]" przy m/z 355 (71) (a);
izomerow malonylowanych glukozydow genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny: (malonylowany
7-O-glukozyd genisteiny — [M+H]" przy m/z 519 — dwa izomery (41, 44), malonylowany 7-O-
glukozyd 2’- hydroksygenisteiny— [M+H]" przy m/z 535 — dwa izomery (17, 24) (b);
O-glukozyd luteonu — [M+H]" przy m/z 517 (62), malonylowany O-glukozyd luteonu —
[M+H]" przy m/z 603 (67), O-diglukozyd luteonu — [M+H]" przy m/z 679 (45) oraz
dimalonylowany O-diglukozyd luteonu — [M+H]" przy m/z 851 (60) (c); pochodne witeonu:
glukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 501 (68), malonylowany O-glukozyd witeonu — [M+H]"
przy m/z 587 (69), O-diglukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 663 (55), malonylowany
O-diglukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 749 (61) oraz dimalonylowany O-diglukozyd
witeonu — [M+H]" przy m/z 835) (63) (d). Na kazda probke skladaja sic dwa powtdrzenia
biologiczne 1 dwa techniczne. Analizy przeprowadzono technikg LC/MS. Numery zwigzkow
(wytluszczonym drukiem) w odniesieniu do Tab.4.1. (wedtug Wojakowska 1 in., 2012).
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4.1.5 Analiza RT PCR wybranych gen6w szlaku fenylopropanoidowego

Zmiany kluczowych enzyméw odpowiedzialnych za biosynteze izoflawonoidow
(amoniakoliza fenyloalaniny-PAL, syntaza chalkonowa-CHS oraz syntaza izoflawonowa-1FS)
badano w odpowiedzi na infekcje zarodnikami C.lupini lub elisytacje toksycznymi
metabolitami grzybowymi. Poziomy transkrypcji badanych genéw okreslono dla wybranych
prob, 24 i 48 godzin po elisytacji toksyng oraz 96 i 168 h po infekcji zarodnikami. Dla dwoch
gendow, CHS i IFS, zaobserwowano wzrost poziomu transkrypcji zaréwno w wyniku infekcji
jak i elisytacji (Ryc.4.9). Poziom PAL pozostawal taki sam dla roslin kontrolnych
i traktowanych czynnikiem patogennym. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, ze kontakt rosliny z organizmem patogennym, takim jak grzyb, czy
tez jego elisytorem (toksyczne metabolity), aktywuje istotne enzymy biorace udziat w szlaku

biosyntezy izoflawonoidow.

ELISYTACJA INFEKCJA

PAL - amoniakoliaza fenyloalaniny

CHS - syntaza chalkonowa

O traktowane O kontrola

Ryc.4.9 Agarozowy zel elektroforetyczny przedstawiajacy wzgledne poziomy ekspresji
gendw: amoniakoliazy fenyloalaniny (a), syntazy chalkonowej (b), syntazy izoflawonowej (c)
oraz pozytywna kontrolg w postaci aktyny (d). Wyniki przedstawione dla wybranych prob
z eksperymentow z elisytacja poprzez oprysk toksycznymi metabolitami (zbidr po 24 1 48 h)
oraz infekcji poprzez oprysk zarodnikami grzyba (zbidr po 96 i 168 h) (wedtug Wojakowska
Iin., 2012).
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4.2 Analiza strukturalna i profilowanie fenolowych metabolitow wtérnych w liSciach
i korzeniach roznych gatunkéw lubinow meksykanskich w korelacji z gatunkami regionu
srédziemnomorskiego

Przeprowadzono szczegétowa analiz¢ strukturalng i profilowanie fenolowych
metabolitow wtornych obecnych w ztozonych ekstraktach z korzeni i liSci o$miu gatunkow
hubinow meksykanskich (Lupinus elegans, L.exaltatus, L.hintonii, L.mexicanus, L.montanus,
L.rotundiflorus, L.stipulatus, Lupinus sp.), trzech gatunkéw S$roédziemnomorskich (L.albus,
L.angustifolius, L.luteus) oraz jednego potudniowoamerykanskiego, udomowionego na terenie
Europy (L.mutabilis). Przed przystgpieniem do powyzszego eksperymentu przeprowadzono
doswiadczenie, polegajace na wstepnej charakterystyce zwigzkow obecnych w tkankach

hubindw Ameryki Pétnocnej, a blizej przeanalizowano jeden z nich Lupinus reflexus.

4.2.1 Analiza strukturalna zwigzkow fenolowych

Analiza strukturalna zwigzkoéw fenolowych obecnych w ekstraktach z lisci 1 korzeni
réznych gatunkéw tubindw prowadzona byla przy wykorzystaniu dwoch systemow LC/MS.
Takie podejscie pozwolito na uzyskanie uzupehiajacych si¢ informacji na temat struktury
analizowanych zwigzkoéw. Niskorozdzielcza pulapka jonowa (IT) umozliwita prowadzenie
eksperymentéw fragmentacyjnych MS" protonowanych i deprotonowanych czasteczek.
Wysokorozdzielczy analizator Qq@-ToF pozwolit na okreslenie sktadéw elementarnych
badanych zwiazkow, na podstawie wartoéci m/z jonow [M+H]" lub [M-H]™ z doktadnoscia
ponizej 5 ppm-6w. Informacje strukturalne uzyskano w oparciu o eksperymenty z kolizyjnie
indukowana dysocjacja MS? i pseudo-MS®. Podczas prowadzonych eksperymentéw CID
okreslono odpowiednio parametry energetyczne, pozwalajace na uzyskanie najlepszej jakosci
widm fragmentacyjnych. System TriVersa NanoMate dziatajacy w trybie z automatycznym
zbiorem frakcji umozliwit zarowno prowadzenie analiz on-line jaki i off-line bez koniecznos$ci
ponownego rozdzialu ekstraktoéw. Takie podejscie pozwolito na uzyskanie wigkszej ilosci
informacji podczas jednego nastrzyku chromatograficznego.

Zastosowanie systemow LC/ESI-MS" umozliwito scharakteryzowanie badanych
zwigzkow pod wzgledem: struktury aglikonu, typu podstawnika cukrowego (heksoza,
deoksyheksoza, pentoza), miejsca podstawienia czasteczki cukrowej do szkieletu aglikonu
(C/O-glikozylacja), = wystepowania  diglikozydow w  formie  di-O-glikozydow,
O-glikozyloglikozydéw 1lub C,O-diglikozydéw, rodzaju podstawnika acylowego. Nalezy
jednak zaznaczyé¢, ze analiza strukturalna prowadzona w oparciu o analiz¢ masowych widm

fragmentacyjnych ma swoje ograniczenia. W celu pelnej i jednoznacznej charakterystyki
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strukturalnej analizowanych zwigzkoéw czesto konieczne jest zastosowanie techniki LC/NMR

(Cuyckens i Claeys, 2004; van der Hooft, 2011a).

4.2.1.1 Analiza strukturalna flawonoidow obecnych w ekstraktach lubinu
meksykanskiego Lupinus reflexus

Jednoczesne zastosowanie dwoch systemow LC/MS pozwolitlo na identyfikacje 62
pochodnych flawonoidéw obecnych w korzeniach i lisciach tubinu Lupinus reflexus (Tab.4.3).
W tabeli przedstawiono wyniki uzyskane z wykorzystaniem uktadu LC/Qq-ToF-MS. Te same
jony macierzyste [M+H]" / [M-H]" obserwowane byty réwniez na widmach zarejestrowanych

przy pomocy uktadu LC/IT-MS.
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Tab.4.3 Fenolowe metabolity wtorne zidentyfikowane w ekstraktach z liSci i korzeni tubinu Lupinus reflexus przy wykorzystaniu uktadu

LC-Qqg-ToF/MS (wedtug Stobiecki i in., 2010).

Sktad

Doktadna masa jonéw

Wzér fragmentacji MS/MS

R . Korzen [M+H]" Btad
Nr . Nazwa zwigzku ...1 | Mcz | elementarny ; " :
(min) / lisé L . . Obserwow | [ppm] Jony dodatnie [M+H] Jony ujemne
jonéw [M+H] Obliczona -
ana [m/z] [M-H] [m/z]
1 2.75 | 4,7-0-diglukozyd 2’-hydroksygenisteiny b/a 610 Cy7H31046 611.1607 611.1612 -0.8 611, 449, 287 609, 447, 285
2 3.63 | 7-O-glukozyloglukozyd 2’-hydroksygenisteiny a/a 610 C,7H31045 611.1607 611.1602 0.8 611, 449, 287 nr
3 4.02 | 4,7-O-diglukozyd genisteiny b/a 594 Cy7H31045 595.1657 595.1650 1.2 595, 433, 271 593, 431, 269/268
7-0-glukozylo-8-C-glukozyd
4 | 433 | [TEUKOzyIoSLBlUROZY a/a | 610 |  CyHs05 611.1607 | 611.1617 | -1.6 | 611,449,431,413 609, 447, 327
2’-hydroksygenisteiny
5 4.47 | 4',7-0O-diglukozyd 2’-hydroksygenisteiny (+116) a/a 726 C31H3505 727.1716 727.1725 -1.2 727, 565, 449, 287 725, 609, 489
6 458 | 6,8-C-diglukozyd genisteiny a/nd 594 Cy7H31045 595.1657 595.1656 0.2 595, 457, 409, 379 593, 503, 473, 383, 353
7 | aeg | malonviowany 4',7-O-diglukozyd a/a | 696 |  CioHss0m 697.1611 | 697.1611 | 0.0 | 697, 535,449,287 651, 489
2’-hydroksygenisteiny (l)
8 4.75 | 4',7-O-diglukozyd luteonu b/nd 678 C3,H39046 679.2233 679.2242 -1.3 679, 517, 461, 355, 299 nr
9 | 4.89 | #,7-0-diglukozyd genisteiny (+116) a/a | 710 C31H35010 711.1767 | 711.1760 1.0 | 711, 549,433,271 709, 431
10 | 5.05 | 7-O- glukozyd 2’-hydroksygenisteiny b/a 448 Cy1H>101, 449.1078 449.1083 -1.1 449, 287 447,285/284
. 449, 431, 413, 395, 353,
11 | 5.12 | C-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny a/c 448 Cy1H»:04 449.1078 449.1095 -3.8 379 447,327, 297
12 | 5.27 | 7-O-glukozyloglukozyd luteonu b/nd 678 C3,H35045 679.2233 679.2237 -0.6 679, 517, 461, 355, 299 nr
13 | 532 | malonviowany 4,7-O-diglukozyd b/a | 696 |  CagHsO1o 697.1611 | 697.1630 | -2.7 | 697,535,449,287 695, 533, 371, 285
2’-hydroksygenisteiny (Il)
14 | 5.44 | malonylowany 4’,7-O-diglukozyd genisteiny b/a 680 C3oH33015 681.1661 681.1660 0.2 681, 519, 433, 287 nr
565, 547, 529, 431, 413
15 | 5.56 | 6-C-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny (+116) nd/b 564 CysHy5045 565.1188 565.1174 2.4 395' 353' 329' ! ! 563, 447, 357, 327
16 | 5.61 | 7-0-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny (+116) nd/a | 564 CysH501s 565.1188 | 565.1200 | -2.1 | 565,287 563, 447, 285
17 | 5.72 | #,7-0-diglukozyd genisteiny(+130) b/nd | 724 Cs,H3,010 725.1924 | 725.1948 | -3.3 | 725,563,433, 271 723,517, 431, 269/268
4’,7-0-diglukozyd
18 | 5.79 b 710 C31H350 711.1767 711.1767 0.0 711, 549, 449, 287 709, 447, 285
2’-hydroksygenisteiny (+100) (1) 24 313519 T ! Y
19 | 5.82 | C-glukozyd genisteiny b/b 432 Cy1H51049 433.1129 433.1136 -1.6 433, 415, 397, 379, 313 431, 311, 283
20 | 5.85 | dimalonylowany 4’,7-O-diglukozyd a/a 782 C33H350,; 783.1614 783.1671 -7.3 783, 535, 449, 287 781, 285




2’-hydroksygenisteiny

21 | 5.93 | 7-0- glukozyd genisteiny b/b 432 C,1H5104¢ 433.1129 433.1132 -0.7 433,271 431, 269/268
22 | 5.98 | 4’,7-O-diglukozyd 2’-hydroksygenisteiny (+100) (1) a/nd 710 C31H35049 711.1767 711.1803 -5.1 711, 287 709, 447, 285
23 | 6.04 | 4’-0- glukozyd genisteiny a/nd | 432 C1H»1010 433.1129 | 433.1163 -7.9 |433,271 431, 269/268
.. , 517,499, 473, 431
24 | 6.11 | malonylowany C-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny nd/a 534 Cy4H23014 535.1082 535.1111 -5.4 543153 5395 39299 = 49 533, 429, 357, 327, 297
25| 6.19 | 7-O-glukozyloglukozyd genisteiny a/a 594 Cy7H31015 595.1657 595.1680 -3.9 595, 433, 271 593, 431, 269
26 | 6.27 | 4’,7-O- diglukozyd genisteiny (+100) b/b 694 C31H35045 695.1818 695.1825 -1.0 695, 533, 433, 271 693, 431, 268
27 | 6.33 | dimalonylowany 4’,7-O-diglukozyd genisteiny a/a 766 C33H3505; 767.1665 767.1646 -2.5 767,681, 519, 433, 271 765, 473, 431, 269/268
28 | 6.39 | 4’,7-O-diglukozyd 2,3-dehydrokiewitonu a/nd 678 CayH30046 679.2233 679.2269 -5.3 679, 517, 461, 355, 299 677,515 ,353/352, 297
29 | 6.44 | Malonylowany 7-O-glukozyd 2" b/a | 534 | CouHpOw 535.1082 | 535.1097 | -2.8 | 535,449,287 nr
hydroksygenisteiny
L 519, 501, 439, 397, 379,
30 | 6.56 | malonylowany C-glukozyd genisteiny (1) nd/b 518 Cy4H53013 519.1133 519.1143 -1.9 313 473,413, 311, 283
31| 6.62 | 7-O-glukozyd genisteiny (+116) (1) a/a 548 CysH25014 549.1239 549.1249 -1.8 549, 271 547,269
32 | 6.67 | malonylowany 7-O-glukozyd genisteiny c/nd 518 CyaH23043 519.1133 519.1139 -1.2 519, 271 473, 269/268
33 | 6.72 | diglukozyd chryzoeriolu nd/a 624 CysH33046 625.1763 625.1771 -1.3 625, 463, 301 623, 299
34 | 6.81 | 4’,7-O- diglukozyd genisteiny (+116) a/nd 710 C31H35019 711.1767 711.1793 -3.7 711, 433, 271 nr
35| 6.89 | diglukozyd chryzoeriolu (+130) nd/c 740 C3,H37,05 741.1873 741.1870 0.4 741, 301 nr
36 | 7.05 | diglukozyd chryzoeriolu (+100) nd/c 710 C31H35049 711.1767 711.1779 -1.7 711, 465/464, 301 709, 299
37 | 7.11 | 7-O-glukozyd genisteiny (+116) (l1) a/a 548 CysHp5044 549.1239 549.1239 0.0 549, 271 547,269
38| 7.27 ?:allc;’(;')ylowa”y #,7-0-diglukozyd genisteiny a/nd | 780 |  CyHz0m 781.1822 | 781.1847 | -3.2 | 781,585,519,433,271 | nr
39 | 7.33 | 7-O-glukozyloglukozyd 2,3-dehydrokiewitonu a/nd 678 C3,H34045 679.2233 679.2224 1.3 679, 517, 461, 355, 299 677,515, 353
40 | 7.41 | malonylowany 7-O-glukozyd genisteiny(l) b/a 518 CyH»3043 519.1133 519.1139 -1.2 519, 433, 271 473, 269
41 | 7.53 | dimalonylowany diglukozyd chryzoeriolu nd/b 796 C3,H3,0,, 797.1771 797.1796 -3.1 797,711, 549, 463, 301 nr
42 | 7.56 | malonylowany diglukozyd chryzoeriolu (+116) nd/a 826 CasH39053 827.1877 827.1872 0.6 827, 301 825,781, 299/298
43 | 7.61 | C-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny (+100) c/c 548 CysHy5014 549.1239 549.1259 -3.6 549, 513, 481, 395, 329 547, 269
44 | 7.72 | O-glukozyd chryzoeriolu nd/a 462 CyH»301; 463.1235 463.1244 -1.9 463, 301 461, 298
45 | 7.79 | dimalonylowany O-diglukozyd chryzoeriolu (Il) a/a 796 C34H3,05; 797.1771 797.1768 0,4 797,711, 549, 463, 301 795, 665, 623, 299, 284
46 | 7.85 | 7-O-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny (+100) a/a 548 CysH25014 549.1239 549.1267 -5.1 549, 449, 287 547, 285
47 | 7.89 | O-glukozyd genisteiny (+116) b/c 548 CysHy5014 549.1239 549.1264 -4.6 549, 271 547,269
48 | 8.12 | 7-O-glukozyd genisteiny (+130) a/nd 562 Cy6H27014 563.1395 563.1407 -2.1 563, 401, 271 561, 431, 269
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49 | 8.19 | C-glukozyd genisteiny (+100) nd/a 532 CysHy5043 533.1290 533.1297 -1.3 533,453,411, 393, 311 nr

50 | 8.35 | malonylowany O-glukozyd chryzoeriolu a/b 548 CysH5014 549.1239 549.1218 3.8 549, 463, 301 547, 299

51 | 8.53 | Malonylowany diglukozyd bioczaniny A (I) nd/b 694 Ca1H35045 695.1818 695.1827 -1.3 695, 447, 285 gz;’ 649, 607, 589, 529,
52 | 8.65 | 7-O-glukozyd genisteiny (+100) (1) b/nd | 532 CasHy5013 533.1290 | 533.1314 | -45 |[533,271 531, 431, 269

53 | 8.70 | diglukozyd bioczaniny A nd/a 608 CygH33045 609.1814 609.1817 -0.5 609, 285 607, 283

54 | 8.84 | malonylowany diglukozyd bioczniny A (+116) nd/b 810 Ci5H3505, 811.1927 811.1927 0.0 811, 563, 285 809, 283

55 | 9.27 | malonylowany diglukozyd bioczniny A (l1) nd/b 694 C31H35015 695.1818 695.1835 -2.5 695, 447, 285 gzi' 649, 607, 589, 529,
56 | 9.42 | 7-O-glukozyd genisteiny (+100) (I1) b/nd | 532 CysHp5013 533.1290 | 533.1300 | -1.9 | 533,433,271 531, 499, 431, 299

57 | 9.48 | O-glukozyd bioczniny A (+116) nd/b 562 Cy6H27014 563.1395 563.1411 -2.8 563, 285 561, 283, 268

58 | 9.69 | O-glukozyd bioczniny A nd/c 446 CyH23049 447.1286 447.1299 -2.9 447, 285 491(+HCOOH), 283

59 | 10.02 | malonylowany O-diglukozyd bioczaniny A nd/b 780 C34H3,05; 781.1822 781.1830 -1.0 781, 695, 533, 447, 285 779, 283

60 | 11.30 | O-glukozyd chryzoeriolu (+100) a/nd 562 Cy6H27014 563.1395 563.1428 -5.9 563, 463, 301 nr

61 | 11.70 | malonylowany O-glukozyd bioczniny A nd/c 532 CysHy5013 533.1290 533.1302 -2.2 533, 285 487, 283, 268

62 | 12.30 | O-glukozyd bioczniny A (+130) nd/b 576 Cy7H29014 577.1552 577.1568 -2.8 577, 285 575, 283, 268

L. poziomy intensywnosci protonowanych czasteczek zarejestrowanych w trybie MS: a = intensywno$¢ powyzej 1x10°; b = intensywno$¢ rowna
od 1x10* do 1x10°; ¢ = intensywnos¢ ponizej 1x10% nd - nie wykryto; nr - nie zarejestrowano; (+100) - ester metylowy kwasu malonowego;

(+116) - kwas jabtkowy; (+130) - ester metylowy kwasu jabtkowego
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W badanych ekstraktach lisci i korzeni L.reflexus zidentyfikowano sze$¢ roéznych
aglikonow obecnych w formie glukozylowanej: chryzoeriol, nalezacy do flawonow oraz pieé
izoflawondéw — genisteing, 2’-hydroksygenisteing, bioczaning A, luteon i 2,3-dehydrokiewiton
(Ryc.4.10). Identyfikacja genisteiny, 2’-hydroksygenisteiny oraz luteonu zostata
przeprowadzona w oparciu 0 porownanie widm fragmentacyjnych z widmami standardow.
Struktury bioczaniny i 2,3-dehydrokiewitonu zostaly zaproponowane na podstawie sktadow
elementarnych oraz widm fragmentacyjnych MS" (IT) i pseudo-MS® (Qg-ToF). Jedynie
genisteina 1 2’-hydroksygenisteina wystepowata w ekstraktach w postaci wolnych aglikonow.
Prenylowane aglikony luteon i 2,3-dehydrokiewiton (posiadajgce te¢ sama mase czgsteczkowa,

354 Da) wystepowaty w postaci izomerycznych glukozylowanych pochodnych (Ryc. 4.11).

R8

Izoflawon
R2'

HO Chryzoeriol

HO 0O
R6
R4'
OH 0

IZOFLAWON R2’ | R4’ R6 R8
Genisteina H OH H H
2’-hydroksygenisteina OH | OH H H
Bioczanina A H OCH; | H H
Luteon OH |[OH -CH,-CH=C(CH5;), |H
2,3-dehydrokiewiton OH | OH H -CH,-CH=C(CH5),

Ryc.4.10 Proponowane struktury aglikonow obecnych w glukozylowanych pochodnych
flawonoidow zidentyfikowanych w ekstraktach z lisci i korzeni Lupinus reflexus ( wedtug
Stobiecki i in., 2010).



Int. {3 12
107 4 —4 28
o . j LJ'U_ A .
2 4 10 12 14 Lm0
Int. GO,z
x10' {0 517.1748 T ¢
1 -glukoza o
- : S OH O h:’-"s""o_ﬁb
051 461.1123 !
] 355.1231 -prenyl -glukoza  679.2242
WE i - - b §
200 300 400 500 00 miz
Int e
w0 1C 355.1206 T
_ l
01 oo glukoza e-car |f Ij o
j ' 461 1062 B1T.1738 |:|-| D _—
] -prenyl l 'PrE”‘&'ll _ -glukoza 6702269
o ’ - . ' , . iy . . -
200 300 500 B00 miz
e 1d 461.1112 T
. k-0, H |:|
013 -prenyl -pregjy 1775 I i o
] 2710362 % ags - oG
265 o501 189 _plukoza glukoza  670.2224
E - [ - b
200 300 400 500 800 miz

Ryc.4.11 Chromatogram jonu [M+H]" przy m/z 679 (a) oraz widma CID MS/MS izomerow:
4’ 7-O-diglukozydu luteonu (8) (b), 4’,7-O-diglukozydu 2,3-dehydrokiewitonu (28) (c),
7-O-glukozyloglukozydu 2,3-dehydrokiewitonu (39) (d). Widma zostaly zarejestrowane za
pomocg systemu LC/ESI-Qq-ToF. Numery zwigzkow (wythuszczonym drukiem) odpowiadaja
Tab.4.3 (wedlug Stobiecki i in., 2010).

Jedyng, obecng w ekstraktach L.reflexus, czasteczka cukrows, wchodzacg w sktad
pochodnych flawonoidéw, byta glukoza (masa obojetnego fragmentu 162 Da) (Tab.4.3). Nie
zaobserwowano obecnosci pentozy 1 deoksyheksozy (masy obojetnych fragmentéw
odpowiednio 132 i 146 Da), powszechnie wystepujacych w przypadku pochodnych
flawonoidowych tubinow europejskich. Mozna zatem mowi¢ o mono- i di-glukozydach
flawonoidow obecnych w korzeniach i lisciach tubinu meksykanskiego. Podstawa do
okreslenia sposobu podstawienia aglikonu czasteczka glukozy byly widma CID MS/MS.
Wzgledne intensywno$ci jondw fragmentacyjnych protonowanych czasteczek umozliwity
rozroznienie trzech izomerdéw diglukozydu 2’-hydroksygenisteiny (Ryc.4.12). Lokalizacja
wigzania C-glikozydowego w pozycji C-8 (4.12d), zostala okreslona w oparciu
o intensywnos$ci wzgledne jonow E; (-H,0) na podstawie prac Waridela i wspotpracownikow

(2001).
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Ryc.4.12 Chromatogram jonu [M+H]" przy m/z 611 (a) oraz widma CID MS/MS izomerdow:
4’ 7-O-diglukozydu 2’-hydroksygenisteiny 1) (b), 7-O-glukozyloglukozydu
2’hydroksygenisteiny (2) (c), 7-O-glukozylo-8-C-glukozydu 2’-hydroksygenisteiny (4) (d).
Widma zostaly zarejestrowane za pomocg systemu LC/ESI-QQ-ToF. Numery zwigzkow
(wythuszczonym drukiem) odpowiadajg Tab.4.3 (wedtug Stobiecki i in., 2010).

Glukozylowane flawonoidy podstawiane byly czasteczkami kwasow alifatycznych.
Najczesdciej wystepujacym sposobem acylacji bylo podstawienie kwasem malonowym.
Obserwowano wystgpienie pojedynczej lub rzadziej podwoéjnej acylacji (Tab.4.3). Wzor
fragmentacji zwigzkow podstawionych kwasem malonowym jest rozny i charakterystyczny dla
trybu jonéw dodatnich i ujemnych. W przypadku fragmentacji w jonach dodatnich obserwuje
si¢ jednoczesne odejécie calej grupy malonylowej (masa obojetnego fragmentu
86 Da). W trybie jonow ujemnych fragmentacji ulegaja jony powstajace w wyniku uprzedniej
dekarboksylacji deprotonowanych czasteczek [M-H-CO,]. W dalszej kolejnosci podczas
fragmentacji nastepuje eliminacja ketenu (CH,=C=0, 42 Da) (Ryc.4.13). Intensywnosci
wzgledne poszczegdlnych jonow potomnych sg zalezne od wykorzystanej energii atomoéw gazu
kolizyjnego.
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Ryc.4.13 Fragmentacyjne widma masowe malonylowanego 4’,7-O-glukozydu genisteiny
(nr 14 w Tab.4.3), zarejestrowane w trybie jonow dodatnich (a) i ujemnych (b) za pomoca
systemu LC/ESI-Qg-ToF (wedtug Stobiecki i in., 2010).

Kwas malonowy nie byt jedynym podstawnikiem acylowym potaczen cukrowych
flawonoidow obecnych w ekstraktach L.reflexus. Po raz pierwszy w ekstraktach z tubinu
zaobserwowano obecnos$¢ takich podstawnikow jak ester metylowy kwasu malonowego
(100 Da), kwas jabtkowy (116 Da) oraz ester metylowy kwasu jabtkowego (130 Da)
(Ryc.4.14). Podstawniki acylowe byty przytaczone do czasteczki flawonoidu poprzez fragment

cukrowy lub bezposrednio zwigzane z rdzeniem aglikonu (Ryc.4.15).

O @) @] @)

| | 86 Da * M _cH, 100 Da *
R/\/\OH R o

'e) ') @] @]

116 Da * 130 Da*
__CHs
R OH R O
@ O
H,C” H5C

Ryc.4.14 Wzory strukturalne podstawnikéw acylowych, wchodzacych w skitad pochodnych
flawonoidow obecnych w ekstraktach z liSci i korzeni L.reflexus. * - masa obojetnego
fragmentu — 86, 100, 116, 130 odpowiednio dla kwasu malonowego, estru metylowego kwasu

malonowego, kwasu jabtkowego oraz estru metylowego kwasu jabtkowego.
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Ryc.4.15 Chromatogram jonu [M+H]" przy m/z 563 (a) oraz widma CID MS/MS izobaréw:
7-O-glukozydu genisteiny acylowanego estrem metylowym kwasu jabtkowego (130 Da)
bezposrednio na szkielecie aglikonu (48) (b), 7-O-glukozydu chryzoeriolu acylowanego estrem
metylowym kwasu malonowego (100 Da) poprzez czasteczke cukrowa (60) (c). Widma zostaty
zarejestrowane za pomocg systemu LC/ESI-Qg-ToF. Numery zwigzkéw (wyttuszczonym
drukiem) odpowiadajg Tab.4.3 (wedtug Stobiecki i in., 2010).

4.2.1.2 Analiza strukturalna zwiazkow fenolowych w roznych gatunkach lubinéw
meksykanskich i europejskich

W ekstraktach z lisci i korzeni 8 gatunkow tubinéw meksykanskich (Lupinus elegans,
L.exaltatus, L.hintonii, L.mexicanus, L.montanus, L.rotundiflorus, L.stipulatus, Lupinus sp.),
trzech obszaru basenu Morza Srédziemnego (L.albus, L.angustifolius, L.luteus) oraz jednego
potudniowoamerykanskiego udomowionego na terenie Europy (L.mutabilis) zidentyfikowano
175 flawonoidoéw i izoflawonoidéw oraz ich glikozylowaniach i acylowanych pochodnych
(Tab.4.4). Podstawa do analizy strukturalnej byly widma CID MS? i pseudo-MS?® (Qg-ToF)
oraz MS" (IT) zarejestrowane w trybie jonéw dodatnich i ujemnych za pomoca dwoch

systemow LC/MS.
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Tab.4.4 Flawonoidy i izoflawonoidy oraz ich pochodne zidentyfikowane w tkankach réznych gatunkéw tubinéw meksykanskich oraz
europejskich za pomoca systemu UPLC/ESI/ Qg-ToF-MS.

Gatunek tubinu °

R skiad Doktadna masa jonéw[M+H]" Blad Wzér fragmentacji MS/MS:
Nr N Nazwa zwigzku Europejski | Meksykanski | Mcz | elementarny 3 . -
(min) ] K L K jonéw [M+H]" | Obliczona | Obserwowana [PPm] | jony dodatnie [M+H]* [m/z] Jony ujemne [M-H]  [m/z]

1. 1.1 O-diglukozyd 284 X nd C nd nd 608 C28H33015 609.1814 609.1813 -0,2 609,447,285 nr

2. 1.3 6,8-C-diglukozyd genisteiny C C nd nd 594 C27H31015 595.1657 595.1666 1,5 595,475,433,415,397,379,367 593,503,473,445,431

3. 1.7 C-glukozyd 284 X nd C nd nd 446 C22H23010 447.1286 447.1288 0,4 447,429,411,393,381,365,327 445,325,297,283/282

S 595,577,559,541,523,499,475,
4. 1.9 C-glukozyloglukozyd genisteiny (1) nd | nd C c 594 | C27H31015 | 595.1657 595.1669 2,0 457 427,409,379 nr
5. 1.9 7-O-glukozyloglukozyd genisteiny > nd | nd b ¢ 594 | C27H31015 | 595.1657 595.1656 -0,2 595,433,271 593,431,269
. L 595,577,475,433,415,397,379, 639(+HCOOH),497,473,453,
6. 2.0 0,C-diglukozyd genisteiny nd c b c 594 | C27H31015 595.1657 595.1659 0,3 367,271 445,431,415, 311,268
7. 2.0 C,0-diglukozyd 2’-hydroksygenisteiny ¢ nd nd b nd 610 C27H31016 611.1607 611.1608 0,2 611,449,431,413,395,383,353 609,489,447,357,327
72 7 485,4
8. 2.5 C-diglukozylo-ksylozyd genisteiny c c c b 726 | C32H39019 | 727.2080 727.2076 -0,6 727,557,457 3?5623’75 >,505,485,455,383
595,577,559,541,523,511,499,
9. 2.7 C-glukozyloglukozyd genisteiny (I1) [ b C b 594 C27H31015 595.1657 595.1666 1,5 481,475,457,439,427,421,409, 593,503,473,455,413,383,353
379,355
10. 2.9 malonylowany diglukozyd genisteiny nd | nd C nd 680 | C30H33018 | 681.1661 681.1656 -0,7 681,519 nr
11. 3.0 4'7-0-diglukozyd 2’-hydroksygenisteiny nd | nd b b 610 | C27H31016 | 611.1607 611.1608 0,2 611,449,287 609,447,285
12. 3.0 malonylowany O-diglukozyd 284 * nd c nd nd 694 | C31H35018 | 695.1818 695.1820 0,3 695,533,447,285 nr
13. 3.1 4'7-0-diglukozyd apigeniny ° nd c b b 594 | C27H31015 | 595.1657 595.1663 1,0 595,433,271 639(+HCOOH),431
14. 3.1 O-glukozyd 284 X nd C nd nd 446 C22H23010 447.1286 447.1285 -0,2 447,285 491,445,283
15. 3.1 7-0-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny BE C C C b 448 | C21H21011 | 449.1078 449.1071 -1,6 449,287 447,285/284
16. 3.2 malonylowany O-diglukozyd genisteiny (l) nd C nd nd 680 | C30H33018 | 681.1661 681.1661 0,0 681,561,433 nr
17.| 34 m‘;"o”y'owa"y el elCheniie Sl Y c | ¢ c ¢ | 680 | C30H33018 | 681.1661 | 681.1662 01 | 681,519,433,271 635,473,431
18.| 34 | Mmalonylowany47-0- diglukozyd c | ¢ b b | 696 | C30H33019 | 697.1611 | 697.1608 0,4 | 697,535,449,287 nr
2’-hydroksygenisteiny (1)

19. 3.4 8-C-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny € nd nd a b 448 C21H21011 449.1078 449.1081 0,7 ;14213,1213;,413,395,383,367,353, 447,412,357,327,397,297,285
20. 3.5 malonylowany O-glukozyd kemferolu (1) b b nd nd nd 534 | C24H23014 | 535.1082 535.1081 -0,2 535,287 nr
21. 3.5 malonylowany diglukozyd naringeniny © c nd c nd 682 | C30H35018 | 683.1818 683.1818 0,0 nr 681,632,475,433,271
22. 3.5 O-ramnozylo-O-diglukozyd genisteiny c nd nd nd 740 | C33H41019 | 741.2237 741.2238 0,1 741,433 nr




433,415,397,379,367,351,337,

23. 3.6 8-C-glukozyd genisteiny © b a c c 432 C21H21010 433.1129 433.1130 0,2 313283 431,341,323,311,283

24.| 36 | dimalonylowany diglukozyd eriodiktiolu nd | ¢ | nd | nd | 784 | C33H37022 | 785.1771 785.1767 05 |nr 783,491,449,287

25|57 | malenylowanyiCdigiukezyd c [ nd| b ¢ | 696 | C30H33019 | 697.1611 | 697.1612 01 |nr 651,488,447,429
2’-hydroksygenisteiny

26.| 3 | MalonylowanyO,C-diglukozydmalonylated | 4 1 c | 696 | C30H33019 | 697.1611 697.1605 0,9 | 697,535,491,449,431 695,489,447

27.| 38 ?I")""L‘,’c”y'°wa”y 47-O-diglukozyd genisteiny | | b b | 680 | C30H33018 | 681.1661 | 681.1660 0,1 | 681,519,433,271 nr

1 1,517,433,41

28.| 3.8 | malonylowany C-diglukozyd genisteiny nd | nd | b c | 680 | c30H33018 | 681.1661 681.1661 0,0 227’233'223?23’5 433415, 1 679,635,515,473,431,311

29. 3.9 malonylowany O-glukozyd luteoliny (1) nd nd b c 534 | C24H23014 | 535.1082 535.1076 -1,1 535,287 nr

30.| 39 Eﬂ;"bonybwany 47-O-diglukozyd genisteiny | | b b | 680 | C30H33018 | 681.1661 681.1660 0,1 | 681,519,433,271 nr

31. 3.9 malonylowany O-diglukozyd izoramnetyny c nd nd nd 726 | C31H35020 | 727.1716 727.1721 0,7 727,565,317 nr

32.| 3.9 | glukozylo-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu c | nd | nd | nd | 756 | C33H41020 | 757.2186 757.2180 0,8 | 757,625,595,463,301 755,593,461,299

33.| 39 | C-glukozyd 2-hydroksygenisteiny ° nd | c b C | 448 | C21H21011 | 449.1078 449.1073 11 |or 447,327

34.| 40 | 6-C-glukozyd genisteiny c | b | a b | 432 | C21H21010 | 433.1129 433.1133 0,9 222’415'397’379'367'351'313' 431,341,311,283

35.| 40 | 3,7-O-diglukozyd Iuteoliny ™ nd | nd | b c | 610 | C27H31016 | 611.1607 611.1610 0,5 | 611,449,271 609,447,285

36.| 4.0 | O-diglukozyd chryzoeriolu nd | nd | nd | c | 624 | C28H33016 | 625.1763 625.1756 1,1 | 625,463,301 nr

37.| ag | dimalonylowany47-O-diglukozyd ¢ | ¢ | nd | nd | 782 | C33H35022 | 783.1614 | 783.1609 -0,6 | 783,535,287 781,693,531,489,429
2’-hydroksygenisteiny (1)

38. 4.0 malonylowany glukozyd eriodiktiolu nd nd nd 536 | C24H25014 | 537.1239 537.1225 -2,6 nr 535,287,259

39. 4.0 malonylowany O-glukozyd chryzoeriolu (1) © C c c b 548 | C25H25014 | 549.1239 549.1233 -1,1 549,301 nr

40. 4.0 glukozyd naringeniny c nd nd nd 434 | C21H23010 435.1286 435.1286 0,0 nr 433,271

41. 4.0 dimalonylowany diglukozyd 284 * nd c nd nd 780 | C34H37021 | 781.1822 781.1824 0,3 781,533,285 nr

42.| 40 ?I"If)'o”y'owa”y 47-O-diglukozyd genisteiny |\ || 4 | g | 680 | C30H33018 | 681.1661 681.1668 1,0 | 681,433,271 681,637,475,433,271

43, 4.0 ramnozyloglukozyd kwercetyny 5 c nd nd nd 610 | C27H31016 | 611.1607 611.1607 0,0 nr 609,301/300
malonylowany C-glukozyd 535,517,499,473,455,431,413, | 533,489,429,493,457,327,299

4 (A rokeyganistainy (I c | nd| a b | 534 | C24H23014 | 535.1082 535.1086 07 | So377353.326.311 07 25

45.| 41 | malonvlowany 47-O-diglukozyd c [ nd| b ¢ | 696 | C30H33019 | 697.1611 | 697.1608 0,4 | 697,535,449,287 695,489,447
2’-hydroksygenisteiny (Il)

46.| a1 | dimalonylowany O-diglukozyd ¢ | nd | nd | nd | 812 | C34H37023 | 813.1720 813.1739 2,3 | 813,565,317 nr
izoramnetyny (1)

47.| a, | dimalonylowany 477-0-diglukozyd c | ¢ c b | 782 | c33H35022 | 783.1614 783.1612 0,3 | 783,535,449,287 781,693,489,285

2’-hydroksygenisteiny (I1) b
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dimalonylowany O-diglukozyd

48. 4.2 . C nd nd nd 812 C34H37023 813.1720 813.1724 0,5 813,565,317 nr
izoramnetyny (Il)
1 1,457,423,41 7,37 473,431,413,323,311,295,2
49. 4.2 malonylowany 8-C-glukozyd genisteiny C b nd nd 518 | C24H23013 | 519.1133 519.1132 -0,2 :63’2(1)31 >7,423,415,397,379, 22'9 31,413,323,311,295,283
malonylowany 4’7-0-diglukozyd genisteiny
50. 4.2 (Iv) b nd b b C 680 C30H33018 681.1661 681.1662 0,1 681,595,519,433,271 nr
51. 4.2 malonylowany glukozyd kwercetyny (1) nd nd nd C 550 | C24H23015 | 551.1031 551.1034 0,5 551,303 505 (-0=C=0),301
52. 4.2 O-glukozyd kwercetyny (l) c nd nd nd 464 | C21H21012 | 465.1028 465.1029 0,2 nr 463,301/300
53.| 4.2 | 7-0-glukozyd luteoliny *° ¢ | nd | nd c | 448 | C21H21011 | 449.1078 449.1072 -1,3 | 449,287 447,285
54. 4.3 dimalonylowany diglukozyd naringeniny ° c nd c nd 768 | C33H37021 | 769.1822 769.1804 -2,3 nr 767,679,637,457
- logluk 2
g5, a3 | Sramnozyloglukozyd ¢ | nd | nd | nd | °3 | ca7H31015 | 595.1657 | 595.1655 03 |nr 593,387,285/284
2’-hydroksygenisteiny
56. 4.3 7-0-glukozyd genisteiny B b b b b 432 C21H21010 433.1129 433.1132 0,7 433,271 431,269/268
57. 4.3 malonylowany O-glukozyd genisteiny (I) nd c nd nd 518 | C24H23013 | 519.1133 519.1132 -0,2 nr 473,431,269
58. 4.3 malonylowany O,C-diglukozyd genisteiny orC c b nd nd 680 | C30H33018 681.1661 681.1662 0,1 nr 679,473,431,311,269
s9.| a3 | Malonylowanyglukozylo= c | nd | nd | nd | 842 | C36H43023 | 843.2190 | 843.2181 1,1 | 843,681,625,463,301 nr
ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (1)
malonylowany C-glukozyd 535,517,499,473,455,413,395,
60. 4.4 e ey 1) nd nd a b 534 C24H23014 535.1082 535.1087 0,9 353, 329,311,287 533,489,429,393,357,327,285
. c 463,455,427,409,397,385,381,
61. 4.4 8-C-glukozyd chryzoeriolu nd b a b 462 C22H23011 463.1235 463.1227 -1,7 373, 367,353,343 371,341,326,313,298
62.| a4 | Malonylowanyglukozylo= ¢ | nd | nd | nd | 882 | C36H43023 | 8432190 | 843.2185 0,6 | 843,711,681,625,549,463,301 | 841,635,593,575,473,299
ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (I1)
63. 4.4 malonylowany O-glukozyd 284 X nd nd nd 532 C25H25013 533.1290 533.1298 1,5 533,285 487, 283
64. 4.4 malonylowany diglukozyd chryzoeriolu nd nd nd 710 | C31H35019 711.1767 711.1769 0,3 711,549,463,301 nr
65.| a5 | Mmalonylowanyglukozylo— b a | nd | nd | nd | 842 | C36H43023 | 843.2190 | 843.2199 1,1 | 843,711,549,463,301 841,797,635,593,575,503,473
ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (IIl) , 299
L e 519,501,475,457,439,415,397,
66. 4.5 malonylowany C-glukozyd genisteiny (l) nd nd a b 518 | C24H23013 519.1133 519.1142 1,7 379, 367,337,313,295,283 473,413,353,323,311,283,267
67. 4.5 7-0-glukozyloglukozyd apigeniny % nd nd b c 594 | C27H31015 | 595.1657 595.1659 0,3 595,433,271 593,431,269
68.| 45 :L”;ZET:LO(‘I”;?EZ e lien b | b | b b | 766 | C33H35021 | 767.1665 | 767.1648 22 | 767,519,271 765,515,473,269
69. 4.6 0-glukozyd kwercetyny (I1) © nd nd nd c 464 | C21H21012 | 465.1028 465.1015 -2,8 465,303 nr
70.| ag | [;O8lukozyloglukozyd nd | nd | b | nd | 610 | C27H31016 | 611.1607 | 611.1607 0,0 | 611,449,271 609,429,285
2’-hydroksygenisteiny
71. 4.6 3-0-glukozyd kemferolu g b nd nd nd 448 C21H21011 449.1078 449.1080 0,4 471,287 447,285/284,255,227
72.| a4 | Simalonylowany4’7-0-diglukozyd b | b | nd | nd | 766 | C33H35021 | 767.1665 | 767.1661 0,5 | 767,681,519,475,433,271 nr

genisteiny (I1)
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malonylowany O-glukozyd

73. 4.6 ) . b,c a a b b 534 | C24H23014 535.1082 535.1083 0,2 535,449,287 489,285
2’-hydroksygenisteiny (1)
74. 4.6 O-glukozyd chryzoeriolu (1) C [ nd nd 462 C22H23011 463.1235 463.1234 -0,2 463,301 nr
75. 4.6 O-ramnozyloglukozyd kemferolu b c nd nd nd 594 | C27H31015 | 595.1657 595.1647 -1,7 nr 593,285
76.| a7 | Malonylowanyglukozylo- b | nd | nd | nd | 842 | C36H43023 | 843.2190 | 843.2182 0,9 | 711,549,463,301 nr
ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (IV)
77. 4.7 O-ramnozyloglukozyd izoramnetyny c nd c nd 624 | C28H33016 | 625.1763 625.1751 -1,9 nr 623,315
78. 4.7 malonylowany O-glukozyd izoramnetyny c nd nd 564 | C25H25015 565.1188 565.1200 2,1 565,317 nr
79. 4.8 0O-ksylozyloglukozyd apigeniny g b c c b 564 | C26H29014 | 565.1552 565.1559 1,2 565,433,271 563,269
80. 4.8 4’-0-glukozyd luteoliny B nd nd a b 448 C21H21011 449.1078 449.1077 -0,2 449,287 447,412,284/285
g1.| ag | Mmalonvlowany47-O-diglukozyd nd | nd | b | nd | 696 | C30H33019 | 697.1611 | 697.1616 07 | 697,535,449 nr
2’-hydroksygenisteiny (lIl)
519,501,483,457,439,415,397,
82. 4.8 malonylowany C-glukozyd genisteiny (I1) © b a a b 518 | C24H23013 519.1133 519.1129 -0,8 379,361,337,313,295,283,271, 5;;;73’431’413’341’311’283
147 !
imalonyl lukozylo—
83.| ag | dimalonylowanyglukozylo- ¢ | nd | nd | nd | 928 | C39H45026 | 929.2194 | 929.2190 0,4 | 929,797,767,549,463,301 nr
ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (1)
ga.| ag | dimalonylowany diglukozyd nd | ¢ | ¢ ¢ | 782 | c33H35022 | 783.1614 | 783.1596 23 |nr 781,489,431
2’-hydroksygenisteiny
85. 4.9 0O-glucosyl chryzoeriolu g nd nd a b 624 C28H33016 625.1763 625.1769 1,0 625,463,301 623,299
86. 4.9 C-glukozyd izoramnetyny ¢ C nd nd C 478 C22H23012 479.1184 479.1178 -1,3 501,355,317 4;;’7421'3357’315'299'285'271
dimalonylowany glukozylo— 927,677,635,617,593,575,557
87. 4.9 eilmliaaka e dimmaeta ) b b nd nd nd 928 C39H45026 929.2194 929.2208 1,5 929,767,711,549,463,301 545,503 473,299
88. 4.9 7-0-glukozyd apigeniny B C b b b 432 C21H21010 433.1129 433.1129 0,0 433,271 431,269/268
89. 4.9 malonylowany glukozyd naringeniny c nd c nd 520 | C24H25013 | 521.1290 521.1303 2,5 nr 519,271
90. 5.0 O-ramnozyloglukozyd apigeniny a nd nd nd 578 | C27H31014 | 579.1708 579.1703 -0,9 579,433,271 577,431,413,269
91.| 5.0 ;ﬂi;‘:::;”.f?! achelisavieEliiezid nd | nd | ¢ b | 680 | C30H33018 | 681.1661 681.1659 03 | 681,433,271 nr
92. 5.1 O-triglukozyd acacetyny nd nd c nd 770 | C34H43020 771.2342 771.2338 -0,5 771,609,447,285 nr
. ce 549,531,513,505,487,469,427,
93. 5.1 malonylowany 8-C-glukozyd chryzoeriolu c c b b 548 | C25H25014 549.1239 549.1233 1,1 409, 367,343 325 nr
94.| 51 | Malonvlowany O-glukozyloglukozyd nd | nd | a b | 710 | C31H35019 | 711.1767 | 711.1765 0,3 | 711,463,301 709,665,623,605,299
chryzoeriolu (I)
o5, | za | ClwElemieEnmEers b b | nd | nd | nd | 928 | C39H45026 | 929.2194 929.2192 0,2 | 929,797,767,711,681,549,463 | 927,677,635,617,593,575,299
ksylozyloglukozyd chryzoeriolu (lIl)
96. 5.1 dimalonylowany O-diglukozyd apigeniny b b b c C 766 | C33H35021 | 767.1665 767.1668 0,4 767,681,519,475,271 765,473
97. 5.1 malonylowany O-ksylozyloglukozyd b nd nd nd 666 | C29H31018 | 667.1505 667.1515 1,5 667,535,449,287 nr
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luteoliny b

98. 5.1 O-ksylozyloglukozyd chryzoeriolu 5 b nd c nd 594 | C27H31015 595.1657 595.1666 1,5 595,463,301 593,299
og, | zp | EEEmerEwyCEEnenigaEEmy oo e c | 680 | c30H33018 | 681.1661 681.1665 0,6 | 681,519,271 nr

100. 5.2 malonylowany O-glukozyd kemferolu (Il) ° b c b c 534 | C24H23014 | 535.1082 535.1103 3,9 535,449,287 nr

101. 5.2 O-ramnozyloglukozyd chryzoeriolu 2z b nd nd nd 608 | C28H33015 | 609.1814 609.1815 0,2 609,463,301 607,299

102.| 5.2 | O-glukozyd chryzoeriolu (i) ° b | ¢ | a c | 462 | C22H23011 | 463.1235 | 463.1229 13 | 463,301 461,299/298

103.| 53 | O-glukozyd luteoliny nd | nd | a C | 448 | C21H21011 | 449.1078 | 449.1071 1,6 | 449,287 447,285/284

104.| 54 | 4'7-O-diglukozyd luteonu © nd | nd | c b | 678 | C32H39016 | 679.2233 | 679.2240 1,0 | 679,517,461,355,299 677,515,353

105.| 5.4 | 8-Cglukozyd acacetyny © nd | nd | a C | 446 | C22H23010 | 447.1286 | 447.1282 0,9 | 447,429,411,381,351,327,297 | 445,355,325,297,282

106.| 5.4 | malonylowany O-glukozyd genisteiny(I0® | b | b | b b | 518 | C24H23013 | 519.1133 | 519.1126 1,3 | 519,271 473,413,269

107.| 5.4 | malonvlowany O-ksylozyloglukozyd c | nd | nd | nd | 650 | C29H31017 | 651.1556 | 651.1555 02 | 651,271 nr
genisteiny (1)

108.| 5.4 | diglukozyd luteonu (I)°© c | nd | c b | 678 | C32H39016 | 679.2233 | 679.2215 2,7 | nr 677,515,353

100. | 5.4 | malonvlowany O-glukozyloglukozyd nd | nd | a ¢ | 710 | c31H35019 | 711.1767 | 711.1768 01 | 711,625,549,505,463,301 709,665,623,605,553,489,429
chryzoeriolu (I1) , 299

110.| 5.4 | malonylowany O-glukozyd luteoliny (Il) ® nd | nd | a c | 534 | C24H23014 | 535.1082 | 535,1088 1,1 | 535,449,287 489,429,285

111.| 54 | malonylowany 7-O-glukozyd genisteiny ™ a | a b a | 518 | C24H23013 | 519.1133 | 519.1133 0,0 | 519,433,271 473,269

112.| 55 :ear:Z :Z::;’V(a”r;‘; CpSispiRe et c | nd| ¢ c | 650 | C29H31017 | 651.1556 | 651.1564 1,2 | 651,519,271 605,563,545,353,269

113. 5.5 malonylowany glukozyd kwercetyny (11) © nd nd c C 550 | C24H23015 | 551.1031 551.1021 -1,8 551,303 nr

| g | el e b | nd | ¢ c | 680 | c30H33018 | 681.1661 681.1671 1,5 | 681,549,463,301 nr
chryzoeriolu (1)

115. 5.6 dimalonylowany diglukozyd genisteiny b nd c b c 766 | C33H35021 | 767.1665 767.1660 -0,7 767,271 nr

s | pe | Eelemieremy @ dpeatanl - o b ¢ | 548 | C25H25014 | 549.1239 | 549.1237 0,4 | 549,463,301 nr

117. 5.6 malonylowany O-glukozyd apigeniny (1) b c b a b 518 | C24H23013 | 519.1133 519.1132 -0,2 519,271 473,269

118.| 5.6 | malonylowany O-glukozyd luteoliny (IlI) ° nd | nd | a b | 534 | C24H23014 | 535.1082 | 535.1094 2,2 | 535,517,491,449,287 533,512,489,429,285

119.| s | Mmalonviowany O-ksylozyloglukozyd b | b | nd | nd | 650 | C29H31017 | 651.1556 | 651.1555 0, | ©°1/633,607,565,519,50L475, | /g ¢05,563,473,269
apigeniny 433,271

120.| 56 | malonvlowany O-ramnozyloglukozyd ¢ | nd | nd | nd | 664 | C30H33017 | 665.1712 | 665.1710 03 |nr 619,577,559,455,269
genisteiny (1)

121.| 57 | malonvlowany ksylozyloglukozyd b | nd | nd | nd | 680 | C30H33018 | 681.1661 | 681.1671 1,5 | 681,549,301 679,593,575,299
chryzoeriolu (I1)

122.| 57 | dimalonylowany O-diglukozyd chryzoeriolu |\ 1y | ¢ | 796 | c34H37022 | 797.1771 797.1774 04 | 797,711,549,301 795,707,665,647,605,299

123. 5.8 malonylowany 8-C-glukozyd acacetyny nd nd a c 532 | C25H25013 533.1290 533.1292 0,4 233,515,497,471,453,429,411, 531,445,355,325,297,282

393, 375,351,327,309
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malonylowany O-ramnozyloglukozyd

124.| 58 | oy () b | ¢ | nd | nd | 664 | C30H33017 | 665.1712 | 665.1705 1,1 | 665,579,519,271 619,577,269
125. 5.8 malonylowany O-glukozyd apigeniny (II) o b a a b 518 | C24H23013 | 519.1133 519.1133 0,0 519,433,271 517,269

malonylowany ksylozyloglukozyd 681,663,637,595,549,531,505, | 679,635,593,575,503,473,443
126, 58 | Gt () a | nd| nd | nd | 680 | C30H33018 | 681.1661 | 681.1670 13 | ae3 493,343 301 oo

269,231,217,203,199,189,171,
127.| 5.9 2’-hydroksygenisteina *°* nd | nd c b 286 | C15H1106 | 287.0550 287.0548 -0,7 | 161, 2?2:‘1‘2’323'3123’71:;'175’157
153,147,133,121,115,107,91 | '~ >3O0

128.| 59 | Mmalonvlowany O-glukozyd nd | nd | b | 534 | C24H23014 | 535.1082 | 535.1083 02 | 535,287 nr

2’-hydroksygenisteiny (I1)
129.| 59 | O-glukozyloglukozyd acacetyny ™ nd | nd | a b | 608 | C28H33015 | 609.1814 | 609.1817 0,5 | 609,447,285 607,283
130.| 5.9 mlﬁ?ybwany LT ClEeately a | b | a b | 548 | C25H25014 | 549.1239 549.1238 0,2 | 549,531,505,463,301 547,503,299
131.| 59 | malonylowany ramnozyloglukozyd ¢ | nd | nd | nd | 694 | C31H35018 | 695.1818 | 695.1808 1,4 | 695,301 nr

chryzoeriolu
132.| 59 | malonylowany O-diglukozyd luteonu () | nd | nd | ¢ c | 764 | C35H41019 | 765.2237 | 765.2240 0,4 | 765,603,547,517,355 763,719,557,539,515,395,353
133. 6.0 malonylowany O-diglukozyd luteonu (Il) nd c c c 764 | C35H41019 | 765.2237 765.2221 -2,1 765,603,547,517,355 nr
134.| g1 | malonvlowany O-glukozyd chryzoeriolu (IV) | 1\ 14 | g | 548 | c25H25014 | 549.1239 549.1255 2,9 | 549,301 nr

. 765,635,617,593,575,503,485
135.| 6.1 S;\Ti';’g:'o‘:rjvzg’{ ksylozyloglukozyd b | nd | nd | nd | 766 | C33H35021 | 767.1665 | 767.1664 0,1 232'1‘212331'6;11'549’531'5 191 473,443,427,413,395,355,
v A 341, 313 300/299/298

136.| 6.1 | diglukozyd luteonu (II) nd | ¢ | nd | nd | 678 | C32H39016 | 679.2233 | 679.2213 29 | nr 677,623,601,551
137.| 62 | dimalonylowany ksylozyloglukozyd a | nd | nd | nd | 766 | C33H35021 | 767.1665 | 767.1677 16 | 767,681,549,301 nr

chryzoeriolu (11)
138.| 62 | dimalonylowany ksylozyloglukozyd a | nd| nd | nd | 766 | C33H35021 | 767.1665 | 767.1665 0,0 | 767,681,549,301 nr

chryzoeriolu (I11)
139. 6.3 malonylowany O-glukozyd acacetyny (I) P nd c b b 532 | C25H25013 533.1290 533.1294 0,8 533,285 nr
140.| 63 ?Czlferltl':;“'any Opldemieblege nd | nd | a b | 694 | C31H35018 | 695.1818 | 695.1822 0,6 | 695,447,285 693,283
141.| 64 | Mmetylomalonylowany diglukozyd nd | nd | ¢ | nd | 724 | C32H37019 | 725.1924 | 725.1927 04 | 725301 nr

chryzoeriolu
142. 6.6 malonylowany diglukozyd witeonu c c c c 748 | C35H41018 | 749.2287 749.2295 1,1 749,501,445 nr
143. 6.6 dimalonylowany diglukozyd luteonu c c c c 850 | C38H43022 851.2240 851.2259 2,2 nr 849,761,559,557
144. 6.6 malonylowany O-diglukozyd acacetyny b nd nd a C 694 | C31H35018 | 695.1818 695.1820 0,3 695,533,285 649,283
s als [ ainEienylewsnyiosRkezyioRltkezyd nd | nd | ¢ | nd | 780 | C34H37021 | 781.1822 | 781.1825 04 | 781,533,285 nr

acacetyny (1)
146. 6.7 metylomalonylowany O-glukozyd nd nd c c 532 | C25H25013 533.1290 533.1285 -0,9 533,271 nr
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N g b,c
apigeniny

147. 6.7 0-glukozyd acacetyny b nd nd a c 446 | C22H23010 | 447.1286 447.1283 -0,7 447,285 491,283
148.| 69 ;"cr:ca;fy”:;"(maé‘! O-glkozyloglukozyd nd | nd | a ¢ | 780 | c3aH37021 | 781.1822 | 781.1821 0,1 | 781,695,533,285 779,649,607,487,283
547,529,511,597,479,447,429,
149.| 70 | metvlomalonylowany C-glukozyd nd | nd | a | nd | 546 | C26H27013 | 547.1446 | 547.1452 1,1 | 411,393,375,351,327,309,297, | 545,445,355,337,325
acacetyny 285
150. 7.0 malonylowany diglukozyd luteonu nd c nd nd 764 | C35H41019 | 765.2237 765.2241 0,5 765,517 nr
151. 7.1 naringenina R nd nd b nd 272 C15H1305 273.0757 273.0759 0,7 273,153,147,119,107,97,91 271,151
152. 7.1 genisteina 22 C b b 270 C15H1105 271.0601 271.0602 0,4 271,153,141,91 269,133
153.| 7.2 apigenina ¢ c b b 270 | C15H1105 | 271.0601 271.0601 0,0 271,153,145,119,91 269,117
154. 7.2 O-glukozyd luteonu (1) © nd nd c c 516 C26H29011 517.1704 517.1704 0,0 517,355,299 515,353
155.| 7.2 | Metvlomalonylowany O-diglukozyd nd | nd | ¢ | nd | 708 | C32H37018 | 709.1974 | 709.1982 1,1 | 709,285 nr
acacetyny

156. 7.4 O-glukozyd witeonu (1) € nd nd C c 500 C26H29010 501.1755 501.1759 0,8 501,339 nr
157. 7.5 0-glukozyd luteonu (I1) € nd nd nd C 516 C26H29011 517.1704 517.1698 -1,2 517,355 nr
158. 7.5 chryzoeriol * e c c b c 300 C16H1306 301.0707 301.0712 1,7 301,286,258,299,153 299,284,256,227,151
159. 7.5 malonylowany O-glukozyd acacetyny (I1) b c nd a c 532 | C25H25013 533.1290 533.1294 0,8 533,285 nr
160. 7.7 malonylowany O-glukozyd luteonu (1) © b b c b 602 C29H31014 603.1708 603.1730 3,6 603,355,299 nr
161. 7.9 0-glukozyd luteonu (l11) e nd nd C b 516 C26H29011 517.1704 517.1702 -0,4 517,355,299 515,447,353,309
162. 8.1 malonylowany O-glukozyd acacetyny (Ill) © nd nd c b 532 C25H25013 533.1290 533.1286 -0,8 533,371,285 531,369,247
163. 8.4 0-glukozyd witeonu (I1) € nd nd C c 500 C26H29010 501.1755 501.1752 -0,6 501,339,283 nr
164.| 8.9 | malonylowany O-glukozyd luteonu (1) nd | nd | nd ¢ | 602 | C29H31014 | 603.1708 603.1708 0,0 | 603,355 nr
165. 9.2 malonylowany O-glukozyd luteonu (I11) nd nd nd c 602 C29H31014 603.1708 603.1710 0,3 603,355,299 nr
166.| 9.7 | O-glukozyd luteonu (IV) © nd | nd c c 516 | C26H29011 | 517.1704 517.1699 -1,0 | 517,461,299 nr
167. 9.9 malonylowany O-glukozyd witeonu nd c b b 586 | C29H31013 | 587.1759 587.1769 1,7 587,339,283 nr
168. 10.5 izomer luteonu * nd c nd nd 354 C20H1906 355.1176 355.1178 0,6 nr 353
169. 11.3 malonylowany O-glukozyd luteonu (IV) nd nd c nd 602 C29H31014 603.1708 603.1712 0,7 603,547,355,299 nr
170. 12.0 izomer luteonu * nd C nd b 354 C20H1906 355.1176 355.1174 -0,6 299 353
171. 12.1 acacetyna 2y nd nd b c 284 C16H1305 285.0757 285.0760 1,1 270,242,213,193,153,133,118 268,239,211,172,151,107
172. 13.1 izomer luteonu * nd nd nd c 354 C20H1906 355.1176 355.1177 0,3 299 297
173. 13.7 izomer luteonu * nd nd c c 354 C20H1906 355.1176 355.1176 0,0 299 nr

ab,c 325,309,285,267,240,219,
174. 14.4 luteon C C C b 354 C20H1906 355.1176 355.1173 -0,8 355,299,281,229,183,165,121 201, 175,151,133,109
175. 14.7 witeon C C C c 338 C20H1905 339.1227 339.1221 -1,8 339,283,255,165,121 337,314,293,282,254,238,

225,133
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% - zwiazki zidentyfikowane na podstawie poréwnania ze standardem;

b _identyfikacja aglikonu na podstawie widm pseudo-MS?;

¢ - jony macierzyste obserwowane rowniez na uktadzie LC/IT-MS;

9. poziomy intensywnosci protonowanych czasteczek zarejestrowanych w trybie MS: a = intensywno$¢ powyzej 1x10°; b = intensywnosé
rowna od 1x10% do 1x10°; ¢ = intensywno$é ponizej 1x10% nd - nie wykryto;

¢ - widma masowe zdeponowane w bibliotece MassBank (numery ID w Tab.S2);

" - nie zidentyfikowano; likoizoflawon A, 2,3-dehydrokiewiton zaproponowano na podstawie Tahara i Ibrahim (1995);

X _ aglikon o masie 284 Da, nie zidentyfikowany;

L-1is¢; K-korzen,

nr - nie zarejestrowano.
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Na podstawie zarejestrowanych widm pseudo-MS® jonéw potomnych (Yo' oraz Yo)
jednoznacznie zidentyfikowano 13 aglikonow, wchodzacych w sktad zwigzkéw fenolowych
obecnych w badanych ekstraktach tubinow (Tab.4.5). Otrzymane widma aglikonow
glikozylowaniach pochodnych poréwnywano z widmami zarejestrowanymi dla standardow.
Rozpoznane aglikony nalezaty do 4 réznych klas flawonoidow, takich jak flawony, flawonole,
flawanony i izoflawony. Zrdéznicowanie ich struktur wynikato z odmiennego podstawienia
szkieletu aglikonu grupami hydroksylowymi i metoksylowymi w pozycjach 2'-, 3'-, 4'-, 5'-, 5-,
6-, 7-.

Tab.4.5 Struktury aglikonéw flawonoidéw i izoflawonoidéw zidentyfikowane w tkankach
hubinéw

KLASA ZWIAZKU AGLYCONE R2 | R3 | R# R6
IZOFLAWON GENISTEINA H 2 2 H
2-HYDROKSYGENISTEINA | oOH - - H
LUTEON OH S S -CH2-CH=C(CH3)2
WITEON H - 8 -CH2-CH=C(CH3)2
FLAWON ACACETYNA - H | OCH,
APIGENINA - H OH
CHRYZOERIOL - | ocH, | oH
OH © LUTEOLINA - OH | OH
FLAWONOL T IZORAMNETYNA | e
Ho O 0‘ O KEMFEROL - H
OH
L KWERCETYNA - OH
FLAWANON R3
oH ERIODIKTIOL - OH
HO O
NARINGENINA - H
OH o

Zastosowane podejScie metodyczne pozwolito na rozroznienie izomerycznych
aglikonow, posiadajacych jednakowe sktady elementarne oraz, co za tym idzie, masy
czgsteczkowe, np. 270 Da (apigenina i genisteina) oraz 286 Da (2’-hydroksygenisteina,
kemferol, luteolina). Struktury izoflawonu - 2’-hydroksygenisteiny, flawonolu - kemferolu oraz

flawonu - luteoliny, okreslono na podstawie obecnosci charakterystycznych fragmentow



w widmach pseudo-MS*: przy m/z 189 i 217 dla 2’-hydroksygenisteiny; m/z 117 i 135 dla

luteoliny oraz przy m/z 165 i 258 dla kemferolu (Ryc.4.16).
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Ryc.4.16 Widmo CID MS/MS jednakowe dla wszystkich trzech izomerycznych zwigzkow (a)
oraz widma pseudo-MS? dla ich aglikonéw, 7-O-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny (15) (b), 4’-
O-glukozyd luteoliny (80) (c) oraz 3-O-glukozyd kemferolu (71) (d) zarejestrowane na
analizatorze QQ-ToF w trybie jonow dodatnich. Zastosowano nastgpujace parametry energii
kolizji: +15-30 eV dla MS? i +25 eV dla MS® ISCID +80 eV. Numery zwiazkow
(wythuszczonym drukiem) zgodne z Tab.4.4.

Cztery sposrod zidentyfikowanych aglikonow: genisteina, 2’-hydroksygenisteina,
luteon i witeon byly obecne zaréwno w ekstraktach z lisci jak i korzeni niemal wszystkich
badanych gatunkoéw tubinow, wchodzac w sktad pochodnych glikozylowanych i acylowanych
oraz pozostajac w postaci wolnych aglikonéw. Zidentyfikowano najwiecej pochodnych
genisteiny 1 2’-hydroksygenisteiny, wystepujacych powszechnie w roznych gatunkach tubinow
europejskich. Pochodne luteonu 1 witeonu byly obecne w mniejszych ilosciach. Odnotowano
réwniez obecnos¢ pieciu izomerow prenylowanych izoflawondéw o masie czasteczkowej 354
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Da. Jeden ze zwigzkow o tej masie (nr 174 w Tab.4.4) zidentyfikowano jako luteon, po
uprzednim poréwnaniu z widmem standardu. Pozostate zwigzki o nr 168, 170, 172 i 173
(Tab.4.4) nie zostaly scharakteryzowane strukturalnie ze wzglgdu na brak standardow.
Prawdopodobnie mogty znalez¢ si¢ wsrod nich raportowane przez Tharg i Ibrahima (1995),
prenylowane w pozycji C-5" oraz C-8 likoizoflawon A i 2,3-dehydrokiewiton. Sposrod
wolnych flawonéw zidentyfikowano obecno$¢ apigeniny 1 chryzoeriolu, wczesniej
raportowanych przez Bednarka 1 wspolpracownikow (2001, 2003) oraz Muth
I wspotpracownikoéw (2008, 2009). Flawonem, ktory po raz pierwszy zostal zidentyfikowany
w lubinie, na postawie widm MS/MS i poréwnania z widmem standardu, jest acacetyna (Ryc.
S8). Aglikon ten w postaci wolnej 1 glikozylowanej oraz acylowanej wystgpowat jedynie
w gatunkach tubindow meksykanskich. Ponadto pozostate aglikony: flawon-luteolina,
flawanony-eriodiktiol i naringenina oraz flawonole-izoramnetyna, kemferol i kwercetyna,
wystepowaty jedynie w formie glikozylowanych lub acylowanych pochodnych. Pochodne
izoramnetyny zidentyfikowano w lisciach tubinéw meksykanskich oraz tubinu biatego
(L.albus) i zottego (L.luteus). Glikozylowane pochodne kemferolu obecne byly jedynie
w ekstraktach tubinow meksykanskich, podczas gdy pochodne kwercetyny wystepowaty
w korzeniach niektorych tubindw Ameryki Potnocnej oraz w lisciach prawie wszystkich
badanych gatunkéw. Zidentyfikowano zaledwie kilka pochodnych glikozylowych flawanonow:
eriodiktiol obecny byt w korzeniach tubinu biatego, a naringenina w lisciach L.mutabilis
I trzech gatunkéw tubindw meksykanskich (Tab.S1). Ponadto zaobserwowano obecno$¢
glikozylowanych pochodnych nieznanego aglikonu o masie czasteczkowej 284 Da (zwiazki nr
1, 3,12, 14, 41, 63 w Tab.4.4) jedynie w korzeniach tubinu zoéltego. Zarejestrowane widma
MS/MS nieznanego aglikonu nie pokrywatly si¢ z zadnymi z posiadanych standardow o tej
masie (acacetyna, prunetyna, bioczanina A).

Bogactwo struktur aglikonéw oraz obecno$¢ podstawnikow cukrowych i acylowych
skutkowato pojawieniem si¢ wielu zwigzkow fenolowych bedacych izomerami lub izobarami
(Ryc.4.17, 4.18, 4.20). Zastosowanie wysokorozdzielczego analizatora pozwolito na okreslenie
sktadéw elementarnych badanych zwigzkéw na podstawie wartosci m/z z dokladnoscig do
czwartego miejsca po przecinku. Za prawidlowe masy uznano te wartosci, ktore nie réznity si¢
od mas obliczonych wiecej niz Sppm-6w Na podstawie analizy widm fragmentacyjnych
MS/MS, rejestrowanych w trybie jonow dodatnich 1 ujemnych przy odpowiednio dobranych
warto$ciach energii w zrodle jonow i komorze kolizyjnej, mozliwe bylo uzyskanie
czeSciowych informacji na temat wzorca glikozylacji aglikonow fenolowych. Nomenklatura

opisujaca powstate jony fragmentacyjne zostala przedstawiona we wstepie teoretycznym
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(Rozdz.1.5). Na podstawie obecnosci 1 wzajemnego stosunku intensywnos$ci
charakterystycznych jonow fragmentacyjnych typu Yo i Y3 (dla O-diglikozydow) oraz X i E;
(dla C-glikozydow) (Cuyckens i Claeys, 2004; Vukics i Guttman, 2010) istnieje mozliwos¢
rozroznienia di-O-glikozydow, O-glikozyloglikozydéow oraz C,O-diglikozydow. Analiza
intensywno$ci wzglednych jondéw fragmentacyjnych Yo i Y1 umozliwita rozréznienie di-O-
glikozydow oraz O-glikozyloglikozydéw, na podstawie stosunkéw jondéw prezentujacych sie
odpowiednio Yo>Y1 oraz Yo<Yi. Jony E; (-18 Da), odpowiadajace odejsciu obojetnej
czasteczki wody, charakterystyczne sg dla fragmentacji C-glikozydow (Ryc. 4.17)
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Ryc.4.17 Widma CID MS/MS dla izomerycznych zwigzkow: 7-O-glukozyloglukozydu
genisteiny (5) (a), O,C-diglukozydu genisteiny (6) (b), 6,8-C-diglukozydu genisteiny (2) (c),
4’ 7-O-diglukozydu apigeniny (13) (d), 7-O-glukozyloglukozydu apigeniny (67) (e),
O-ksylozyloglukozydu chryzoeriolu (98) (f), zarejestrowane na analizatorze Qq-ToF w trybie
jonéw dodatnich. Zastosowano nastepujace parametry energii kolizji: +15-30 eV dla MS? i +25
eV dla MS3, ISCID +80 eV. Numery zwigzkoéw (wyttuszczonym drukiem) zgodne z Tab.4.4.
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W przeciwienstwie do stosunkowo tatwej mozliwosci okreslenia typu glikozylacji
C lub O, znacznie trudniejsze wydaje si¢ wskazanie miejsca podstawienia czasteczki cukrowej
na aglikonie. Podstawniki glikozydowe najczesciej potaczone sa z rdzeniem aglikonu poprzez
grupe hydroksylowa w pozycji 4’ lub 7, badz bezposrednio z atomem wegla w pozycji C-6 lub
C-8 (Waridel i in., 2001; Kachlicki i in., 2005; Garcia-Lopez i in., 2006). Jednakze,
rozrdznienie izomeréw polozeniowych O-glikozydow na postawie widm MS/MS bez
odniesienia do standardow bylo niemozliwe. Z drugiej strony, na podstawie wzglednych
intensywnoéci jonéw fragmentacyjnych E;" i E," (Waridel i in., 2001), mozliwe byto
w niektorych przypadkach rozroznienie izomeréw C-6 i C-8. W oparciu 0 poréwnanie
intensywnosci wzglednych jonow E;* i E,", obecnych w widmie zarejestrowanym w trybie
jonoéw dodatnich (dla C-glukozydu chryzoeriolu) oraz ich braku w widmie zarejestrowanym

dla jonéw ujemnych, zaproponowano podstawienie glukozy w pozycji C-8 (Ryc. 4.18).
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Ryc.4.18 widma CID MS/MS dla 8-C-glukozydu chryzoeriolu (nr 61 w Tab.4.4)
zarejestrowane w trybie jonow dodatnich (a) i ujemnych (b) na analizatorze QqToF.

Jednakze w przypadku C-glukozydow genisteiny, na podstawie wzglednych stosunkow jonow
Ei, nie dato si¢ rozrozni¢ izomeréw C-6 1 C-8, ze wzgledu na brak roéznic w widmach
fragmentacyjnych (Garcia-Lopez i1 in., 2006). Identyfikacje przeprowadzono na podstawie
czasow retencji (Kachlicki 1 in., 2005).

Glikozylowane flawonoidy i izoflawonoidy byly rowniez pojedynczo i podwoéjnie acylowane
kwasem malonowym badz jego metylowym estrem. Bylo to przyczyna wystapienia wielu

zwigzkéw w postaci izomerow i izobarow (Ryc. 4.19)
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Ryc.4.19 widma MS/MS izomerycznych i izobarycznych zwigzkow; malonylowany 8-C-
glukozyd acacetyny (123) (a), malonylowany O-glukozyd acacetyny (159) (b), O-glukozyd
apigeniny acylowany estrem metylowym kwasu malonowego (146) (c;), zarejestrowane przy
pomocy analizatora Qq-ToF oraz O-glukozyd apigeniny acylowany estrem metylowym kwasu
malonowego (146) (c2) zarejestrowany na IT. Numery zwigzkow (wytluszczonym drukiem)
zgodne z Tab.4.4.
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4.2.1.3 Utworzenie biblioteki widm masowych

Zarejestrowane przy pomocy uktadu LC/ESI-Qg-ToF widma zidentyfikowanych

zwiazkow, zostaly wprowadzone do nowo utworzonej biblioteki widm masowych programu

DataAnalysis (Ryc. 4.20).
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Ryc.4.20 Interfejs biblioteki widm masowych utworzonej w programie DataAnalysis.

Wybrane widma zidentyfikowanych zwiazkow obecnych w ekstraktach tubinow

zostaly umieszczone w migdzynarodowej bazie danych MassBank, http://www.massbank.jp.

Numery identyfikacyjne (ID) zwigzkéw wprowadzonych do bazy MassBank wraz

z odno$nikami do Tab.4.4 zostaty przedstawione w Tab.S2.

4.2.2 Profilowanie flawonoidéw obecnych w lisciach i korzeniach réznych gatunkoéw
lubinu

Niespelna 200 fenolowych metabolitow wtornych zostato zidentyfikowanych
w ekstraktach lisci 1 korzeni 8 gatunkéw tubinéw meksykanskich, 3 europejskich i jednego
potudniowoamerykanskiego zadomowionego na obszarze FEuropy (Tab.4.4). Analizy
przeprowadzono niezaleznie na dwoch systemach LC/MS, z analizatorem typu Qq-ToF oraz
IT. Obecnos¢ flawonoidow 1 izoflawonoidéw w poszczegdlnych probkach, zostata okreslona
w oparciu o widma masowe zarejestrowane w trybie MS, dokladne wartosci m/z

protonowanych czasteczek [M+H]" oraz czasy retencji zidentyfikowanych zwigzkow.
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Mono-, di- i tri-glikozydy przytaczone do aglikonu w pozycji 3°, 4’ lub 7 poprzez grupe
hydroksylowa lub bezposrednio poprzez wegiel C-6 lub C-8, obserwowano w ekstraktach
réznych gatunkéw hubindow. Podjednostki cukrowe stanowity glukoza, ksyloza lub ramnoza,
dla ktorych obserwowano oderwanie neutralnych fragmentéw o masach wynoszacych
odpowiednio 162, 132 1 146 Da. Ksyloza wystepowata w potaczeniu z glukoza oraz
w niektorych przypadkach, z podstawionym kwasem malonowym. Obserwowano
ksylozyloglukozydy chryzoeriolu, genisteiny oraz apigeniny, przy czym pierwszy z nich
wystepowat jedynie w liSciach tubinu waskolistnego (L.angustifolius). Ramnoza byta obecna
gléwnie w lisSciach tubinu zottego w formie rutynozydu izoflawondéw (genisteina,
2’-hydroksygenisteina), flawonéw (apigenina, chryzoeriol) 1 flawonoli (kwercetyna,
izoramnetyna). Wiele glikozylowanych flawonoidow i izoflawonoidow acylowanych byto

pojedynczo lub podwojnie kwasem malonowym lub jego metylowym estrem.

4.2.3 Analiza chemotaksonomiczna

Profile zwigzkow fenolowych obecnych w tkankach tubinow meksykanskich zostaty
porownane z profilami uzyskanymi dla tubinéw europejskich. Chemotaksonomiczna analiza
zostala przeprowadzona na podstawie jakoSciowych 1 iloSciowych zawartosci
scharakteryzowanych zwigzkow, obecnych w korzeniach i lisciach tubinow (Ryc.4.22,
Tab.S3). Analiza pozwolita na wyrdznienie dwoch grup roslin. Pierwsza wyodrgbniong grupe
stanowily gatunki tubinéw z Meksyku, druga tubiny basenu Morza Srodziemnego.
Zaobserwowano istotne réznice w sposobie glikozylacji i acylacji réznych aglikonéw
pomigdzy ekstraktami z liSci i korzeni. Duzg liczbe zidentyfikowanych metabolitow stanowily
zwiazki roznicujace gatunki tubinu. Obecnos¢ pochodnych zawierajacych ksyloze odnotowano
gtownie dla lisci L.angustifolius, podczas gdy ramnozydy dominowaty przede wszystkim
w lisciach L.luteus. Obecnos¢ metylowego estru kwasu malonowego jedynie w ekstraktach
hibinéw meksykanskich byta czynnikiem wysoce roznicujacym dwie grupy roslin. Réznice
wynikaty réwniez z obecnosci innych aglikonow flawonoidow 1 izoflawonoidow.
Glikozylowane pochodne acacetyny i luteoliny wystgpowaty prawie wytacznie w gatunkach
meksykanskich, podczas gdy pochodne cukrowe izoramnetyny i eriodiktiolu obecne byty
gléwnie odpowiednio w lisciach 1 korzeniach tubinu bialego. Pochodne naringeniny

zidentyfikowano gtéwnie w tkankach L.mutabilis.
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Ryc.4.21 Analiza hierarchiczna meksykanskich i §rédziemnomorskich gatunkéw tubinéw na
podstawie profili zwigzkow fenolowych dla lisci (a) i korzeni (b). Oznaczenia fenolowych
metabolitow wykonano na systemie Qq-ToF.

4.3 Zastosowanie techniki LC/MS/MS do profilowania glikozylowanych flawonoidéw
w korzeniach siewek, korzeniach wlosnikowatych i zawiesinowych hodowlach komorek
korzeniowych modelowej rosliny motylkowej Medicago truncatula

Identyfikacja i profilowanie fenolowych metabolitow wtornych w korzeniach siewek,
korzeniach wtosnikowatych 1 kulturach komoérkowych M.truncatula oraz pozywkach
pohodowlanych zostaty przeprowadzone w oparciu o analizy LC/MS/MS. Skuteczny rozdziat
metabolitow wtornych uzyskano na wysokosprawnym chromatografie cieczcowym RR HPLC
(Agilent), dzigki zastosowaniu kolumny o uziarnieniu ponizej 2 um. Identyfikacje
przeprowadzono w oparciu o analizy widm fragmentacyjnych CID MS/MS zarejestrowanych
w trybie jondw dodatnich i1 ujemnych. Identyfikacja aglikonow mozliwa byla dzigki
poréwnaniu widm MS/MS i pseudo-MS3 z widmami standardéw oraz danymi literaturowymi.
Profilowanie fenolowych metabolitow wtdrnych przeprowadzono na podstawie doktadnych
mas protonowanych czasteczek [M+H]" oraz czaséw retencji zidentyfikowanych zwigzkow.
Doktadno$¢ rejestrowanych wartosci m/z (blad ponizej 5 ppm-6w) zapewniat
wysokorozdzielczy analizator - QQg-ToF.
Na podstawie analizy widm MS? i pseudo-MS® zaproponowano 53 struktury fenolowych
metabolitow (Tab.4.6). Z uwagi na brak czesci standardow aglikonéw oraz niejednoznaczne
informacje, wynikajace z analizy widm CID/MS/MS, niektore struktury flawonoidow zostaty
zaproponowane orientacyjnie na podstawie danych literaturowych (Broeckling i in., 2005;
Kowalska i in., 2007; Farag i in., 2007, 2008, 2009; Jasinski i in., 2009; Marczak i in., 2010).
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Tab.4.6 Flawonoidy i ich glikozylowane pochodne zidentyfikowane w korzeniach siewek, korzeniach wlosnikowatych i kulturach
komorkowych M.truncatula (wedtug Staszkéw i in., 2011).

obliczona

Nr Nazwa zwiazku i wzér sumaryczny * (rr?ltn ) wartodé Jon macierzy_sty i_jony potomne [méz] Obecno$¢
miz [M+H]" na podstawie widm CID MS/MS KS KW HK
1 daidzeina GICAGICA (1) - C,7H2016 3.3 607.1294 607.1288 — 431.0904 — 255.0640 + - -
2 daidzeina GICAGICA (I1) - Co7H26046 ° 3.5 607.1294 607.1297 — 431.0904 — 255.0638 + : -
3 luteolina GICAGICA (1) - Cy7H2604 3.8 639.1192 639.1183 — 463.0895 — 287.0559 + } B
4 4", 7-O-dihydroksyflawon GIcA - Co1H15010° 4.0 431.0973 431.0967 — 255.0642 * ) )
5 genisteina GICAGICA - Cy7Hp6017 2 44 | 623.1243 623.1208 — 447.0925 — 271.0592 ¥ ) i
6 luteolina GICAGICA (1) - Cy7Hy6015 ° 4.5 639.1192 639.1179 — 463.0892 — 287.0553 * ) )
7 genisteina GICAGICA (1) - CorHpsOrs * 47 | 6231243 623.1208 —> 447.0925 —> 271.0592 i . )
8 luteolina Glc (1) - CyHy04; 4.8 449.1078 449.1084 — 287.0538 : : :
9 luteolina GICA - Cy;H150;, ° 4.9 463.0871 463.0890 — 287.0540 + ) )
10 daidzeina FerGICAGICA (1) - C37H3,04 ° 5.0 783.1767 783.1749 — 431.0931 — 255.0645 — 353.0859 + ) .
11 daidzeina CouGICAGICA (1) - CagH3,045" 5.0 753.1661 753.1663 — lack of product ions in MS" spectra ¥ ¥ -
12 luteolina Glc - C;H»04; 5.1 449.1078 449.1621 — 287.0557 + + +
13 daidzeina MalGlIc - CpH»,01," 5.2 503.1104 503.1109 — 255.0638 + - -
14 daidzeina FerGIcAGIcA (1) - C3;H34019 b 5.3 783.1767 783.1760 — 431.0937 — 255.0641 — 353.0865 + - -
15 daidzeina CouGICAGICA (I1) - C3gH3,015" 54 753.1661 753.1663 — 431.0931 — 255.0653 — 323.0752 + : :
16 | 2 -hydroksyformononetyna MalGlc (1) - 025H24013b 5.4 533.1290 533.1291 — 285.0769 + ) B
17 daidzeina GICA - CpH1g010" 55 431.0973 431.0981 — 255.0649 i i *
18 genisteina GICA - Cp;H501; ® 56 | 447.0922 447.0931 —» 271.0587 ¥ ) )




19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

daidzeina FerGICAGICA (I11) - C37H34046"
2"-hydroksyformononetyna Mal Glc (II) - CysHp,013°
genisteina FerGICAGICA (1) - C47H3404 *
daidzeina CouGICAGICA (111) - CagHz,015°
chryzoeriol GIcA - Cy,Hy05, 2
genisteina CouGIcAGICA (1) - C3sH3,046
bioczanina A MalGlcGlc - C3;H3,045°
daidzeina FerGICAGICA (1V) - C57H3,015"
genisteina FerGICAGICA (I1) - C3;H340
genisteina MalGlIc (1) - CpsH013°
genisteina COuGICAGICA (I1) - C3gH3,015"
genisteina FerGICAGIcA (1) - C37H3404 ?
formononetyna Glc - C,,H5,0q
bioczanina A MalGlc (1) - CsH,0313 ¢
genisteina FerGICAGICA (1V) - Ca7H3405 2
afrormozyna Glc- C,3H,,040 °
iryzolidon MalGlc — CpsH6014°
genisteina CouGIcAGIcA (111) - CyH3,040
bioczanina A MalGIc (I1) - CpsH24015"
genisteina FerGICAGICA (V) - Cy7H3404 *
formononetyna MalGlc (I) - Co5H2401, 2
formononetyna MalGlc (1) - CysH,,04, *

5.7
5.7
5.7
5.8
5.8
5.8
5.8
5.9
6.1
6.1
6.3
6.3
6.3
6.5
6.4
6.5
6.6
6.7
6.8
6.8
7.1
7.3

783.1767
533.1290
799.1716
753.1661
477.1028
769.1611
695.1818
783.1767
799.1716
519.1133
769.1611
799.1716
431.1337
533.1290
799.1716
461.1442
563.1395
769.1611
533.1290
799.1716
517.1341
517.1341

783.1777 — 431.0921 — 255.0643 — 353.0855
533.1287 — 285.0764

799.1712 — 447.0926 — 271.0601 — 353.0876

753.1656 — 431.0927 — 255.0646 — 323.00752

477.1019 — 301.0718

769.1589 — 447.0922— 271.0598 — 323.0769

695.1829 — 533.1246 — 447.0915 — 285.0771

783.1777 — 431.0921 — 255.0641 — 353.0855

799.1714 — 447.0928 — 271.0601— 353.0876
519.1179 — 271.0605

769.1589 — 447.0928— 271.0593 — 323.0769

799.1722 — 447.0920 — 271.0607 — 353.0876
431.1353 — 269.0798
533.1291 — 285.0762

799.1697 — 447.0929 — 271.0601 — 353.0873

461.1418 — 299.0905
563.1398 — 315.0852

769.1589 — 447.0922— 271.0598 — 323.0769
533.1296 — 285.0761

799.1697 — 447.0929 — 271.0601 — 353.0873
517.1332 — 269.0804
517.1352 — 269.0805
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41
42
43

44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

afrormozyna MalGlc (1) - CpsHz6013 2
afrormozyna MalGlc (1) - CoHp6013 2
medikarpina MalGlc — CpsH2601, °
Wolne aglikony*
daidzeina — Cy5H300, *°
genisteina — Cy5H1005 *°
bioczanina A — CyH3,05 * °
naringenina — CysH;,05 *
likwirytygenina — CysH1,0, °
iryzolidon or dimetoksyluteolina — C;7H;,0¢ b
formononetyna — C;6H;,0, * ¢
chryzoeriol — C16H,,06, * ¢
afrormozyna — Cy7H3,05

medikarpina — C1sH1,0,°

7.4
7.7
8.1

6.6
8.4
8.9
8.9
9.7
9.7
11.0
11.3
12.0
12.3

547.1446
547.1446
519.1497

255.0652
271.0601
285.0757
273.0757
257.0808
315.0863
269.0808
301.0707
299.0914
271.0965

547.1444 — 299.0907
547.1444 — 299.0907
519.1484 — 271.0964

255.0649
271.0596
285.0762
273.0753
257.0818
315.0684
269.0806
301.0717
299.0902
271.0956

1 — pozycje podstawienia aglikonu grupg cukrowg oraz pozycje podstawienia grupy acylowej na cukrze nie zostaty okreslone na podstawie
analiz LC/MS; uzyte skroty dla grup cukrowych i acylowych: GIcA — kwas glukuronowy, Glc — glukoza, Mal — kwas malonowy, Fer — kwas

ferulowy, Cou — kwas kumarowy;

2 — doktadna warto$¢ m/z jonu macierzystego ([M+H]") oraz jonéw potomnych (m.in. jonéw Y1* i Yq™);
a — identyfikacja aglikonu na podstawie poréwnania widma pseudo-MS 2 z widmem standardu;
b — identyfikacja aglikonu na podstawie sktadu elementarnego jonu [M+H] " oraz danych literaturowych;

¢ — identyfikacja zaigzku na podstawie porownania z czasem retencji standardu;

x —wolne aglikony zidentyfikowane w ekstraktach tkankowych oraz pozywkach pohodowlanych;
Oznaczenia: KS-korzenie siewek, KW-korzenie wlo$nikowate, HK-hodowle komorkowe.
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W badanych ekstraktach M.truncatula zidentyfikowano aglikony nalezace do
4 klas zwigzkéw flawonoidowych: flawony (luteolina, chryzoeriol, 5,3’-dimetoksyluteolina,
7,4’-dihydroksyflawon), flawanony (naringenina, likwirytygenina), izoflawony
(2’-hydroksyformononetyna, afrormozyna, bioczanina A, daidzeina, formononetyna,
genisteina, iryzolidon) i pterokarpan (medikarpina) (Ryc.4.22). Wicle spos$rod nich
wystepowato w formie wolnych aglikonéw w ekstraktach z korzeni wilosnikowatych
I kulturach komorkowych oraz pozywkach pohodowlanych. Wolnych aglikonow nie
obserwowano w ekstraktach z korzeni siewek. Najwyzsze poziomy wolnych aglikonéw
odnotowano dla pozywek pohodowlanych M.truncatula. Daidzeina, formononetyna,
genisteina, bioczanina A, afrormozyna, luteolina oraz iryzolidon wystgpowaty w formie
glikozylowanej. Luteolina, genisteina i daidzeina obecne byly ponadto w postaci
diglukuronidéw. Eksperymenty pseudo-MS® nie zawsze jednak pozwalaly na rozréznienie
pozycyjnych izomerdéw glikozylowanych aglikonow (luteoliny od 2’-hydroksyformononetyny,
daidzeiny od 7,4’-dihydroksyflawonu). Tylko w niektorych przypadkach eksperymenty ISCID
umozliwity jednoznaczne okreslenie struktury glikozylowanego aglikonu (Ryc.4.23).
Powodem tego typu trudnosci bylo stosunkowo niskie stgzenie badanych zwigzkow
w ekstraktach, co przektadalo si¢ na nizszg intensywno$¢ jondéw powstajacych

w eksperymentach CID.



FLAWON R1 R2 R3 IZOFLAWON R1 R2 R3 R4

7.4’ -Dihydroksyflawon H H H 2’-Hydroksyformononetyna H H OH OCH;
5,3 -Dimetoksyluteolina ~ OCH, H OCH, Afrormozyna H OCH; H OCH;
Chryzoeriol i OCH, OH Bioczanina A OH H H CH;
Luteolina OH H OH Daidzeina H H H H
Formononetyna H H H OCH;
Genisteina OH H H H
Iryzolidon OH OCH; H OCH;

OH
e

HO O
R O OCH;
FLAWANON R PTEROKARPAN - Medikarpina

Likwirytygenina  H
Naringenina OH

Ryc.4.22 Struktury aglikonow zwigzkéw fenolowych obecne w ekstraktach z M.truncatula.

— Ryc.4.23 Widma masowe wybranych zwiazkow zidentyfikowanych w ekstraktach
M.truncatula: widmo CID MS/MS standardu formononetyny (a;) w poréwnaniu z widmem
wolnego aglikonu formononetyny (50) obecnego w pozywce pohodowlanej kultur korzeni
wloénikowatych (az); widmo MS? 7-O-glukozydu formononetyny — [M+H]* przy m/z 431 (31)
zidentyfikowanego w ekstrakcie z korzeni siewek M.truncatula (b;) oraz widmo pseudo-MS3
jonu Yo' przy m/z 269 — aglikon formononetyny (b,); widmo MS? malonylowanego 7-O-
glukozydu formononetyny — [M+H]" przy m/z 517 (40) zidentyfikowanego w ekstrakcie z
korzeni wlosnikowatych M.truncatula (c;) oraz widmo pseudo-MS3 jonu Yo" przy m/z 269 —
aglikon formononetyny (c,); widmo MS? di-O-glukoronid daidzeiny - [M+H]" przy m/z 607
(1) zidentyfikowanego w ekstrakcie z korzeni siewek M.truncatula (d;) oraz widmo pseudo-
MS3 jonu Yo' przy m/z 255 —aglikon daidzeiny (d;). Numery zwiazkéw (wythiszczonym
drukiem) zgodne z Tab.4.6 (wedlug Staszkow i in., 2011).
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Wiele sposrod zidentyfikowanych metabolitow stanowilo zwigzki izomeryczne, €O
wynikato z obecnosci podstawnikow cukrowych w postaci mono- lub di-glukozy/kwasu
glukuronowego, oraz podstawnikow acylowych: kwasu malonowego, ferulowego
I kumarowego. Dzigki zastosowaniu wysokorozdzielczego analizatora podczas prowadzonych
eksperymentéw CID, mozliwe byto rozrdznienie podstawnikow posiadajacych t¢ samg mase
nominalng obojetnego fragmentu, 176.0321 i 176.0473 Da odpowiednio dla kwasu ferulowego
i kwasu glukuronowego. Ponadto w przypadku obecnos$ci w czasteczce kwasu ferulowego,
w widmie MS/MS obserwowano obecnos¢ charakterystycznego jonu [Fer+H]" przy m/z 177.
W badanych ekstraktach zaobserwowano obecnos$¢ pigciu izomeréw diglukuronidu genisteiny
acylowanego kwasem ferulowym (Ryc.4.24), jednak na podstawie widm MS/MS nie byto
mozliwe wskazanie miejsca przytaczenia podstawnikow cukrowych i acylowych do szkieletu
aglikonu. Przy uzyciu systemu LC/QqToF-MS rozdzielono i zidentyfikowano cztery izomery
diglukuronidu daidzeiny acylowanego kwasem ferulowym. Pochodne glukuronowe obecne
byly jedynie w ekstraktach z korzeni siewek M.truncatula. Nie obserwowano ich w korzeniach
wlosnikowatych oraz kulturach komorkowych (Ryc.S9). Glukuronowe pochodne genisteiny,
luteoliny oraz daidzeiny nie byly dotad raportowane w ekstraktach korzeniowych

z M.truncatula (Schliemann i in. 2008; Farag i in. 2007, 2008, 2009).

Int,
04 a b,
1.5
> F 176.0321 Da*
10 ' er = . a
f GIcA - 176.0473 Da*
0.5 - by i
Wi
ood 2 a 6 ) 10 12 14 Time [min]
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Yot
] b, o
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1500 ] T peee [M+H]* [Glc+Fer] 176 (Fer)
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so]  [FersH) ’ | -176(6lcA) [M+H]'-Fer
177 0568 I 623 I:su
o T - ¢ L ¢ r r T 1
200 300 400 500 600 700 800 mz
"‘fi”_z b, [M+H]*- [Glc+Fer]
*q Yo 447.0015
1000 3 - GIcA *+Fer
503 353.0870 -2x176 (Fer+GlcA)
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2501 1??|05-31 799 1648
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300 ] 2710575 [M+H]*
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1004
0

200 300 400 500 600 T00 800 miz

125



<— Ryc.4.24 Chromatogramy pojedynczych jonéw protonowanych czasteczek [M+H]"
przy m/z 799 odpowiadajacych izomerom diglukuronidu genisteiny acylowanego kwasem
ferulowym (21, 27, 30, 33, 38) obecnych w ekstraktach z korzeni M.truncatula (a) oraz widma
CID MS/MS dla trzech z nich o nr 21 (b;), 30 (by) i 38 (b3). Numery zwigzkow
(wythuszczonym drukiem) zgodne z Tab. 4.6. *-doktadna masa obojetnego fragmentu, GIcA-
kwas glukuronowy, Fer-kwas ferulowy (wedhug Staszkow i in., 2011).

Zaobserwowano roznice ilosciowe jak i jakosciowe w profilach flawonoidow obecnych
w ekstraktach z korzeni siewek, korzeni wlosnikowatych oraz kultur komorkowych
M.truncatula (Fig.4.25). Wolnych aglikoné6w nie obserwowano w korzeniach siewek.
Najbardziej roznicujacymi zwigzkami byly mono- i diglukoronidy genisteiny, luteoliny oraz
daidzeiny a takze ich pochodne acylowane kwasem ferulowym. Zwigzki te wystgpowaly

w postaci licznych izomerdéw potozeniowych.
[M+H]" przy m/z 477

Korzenie siewek

a

[N e i \ fomar, !
- PES 14 Time [min]
+
[M+H]" przy m/z 533
Intens. b1 ] .
Korzenie siewek
1000
P
2 10 12 14 Time [min]
Intens.
10 b2 36
Korzenie wtosnikowate
31
20
0.5 1 ™A
i , , , A
10 12 14 Time [min]

Ryc.4.25 Chromatogramy pojedynczych jonéw protonowanych czasteczek [M+H]" przy m/z
477 dla 7-O-glukuronidu chryzoeriolu (23) obecnego w korzeniach siewek (a;) i korzeniach
wlosnikowatych (az) M.truncatula; oraz przy m/z 533 dla izomeréw malonylowanego 7-O-
glukozydu 2’-hydroksyformononetyny (16, 20) i malonylowanego 7-O-glukozydu bioczaniny
A (32, 37) obecnych w korzeniach siewek (b1) i korzeniach wtosnikowatych (b,) M.truncatula.
Numery zwigzkoéw (wytluszezonym drukiem) zgodne z Tab. 4.6 (wedlug Staszkéw i in., 2011).
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4.4 Wykorzystanie eksperymentow z kolizyjnie indukowang dysocjacja (CID) do analizy
strukturalnej i profilowania flawonoidow obecnych w liSciach pszenicy zwyczajnej
(Triticum aestivum)

W ekstraktach z liSci siewek pszenicy zwyczajnej zidentyfikowano 42 pochodne
flawonéw, na podstawie widm CID MS/MS oraz pseudo-MS®, zarejestrowanych na
analizatorze Qg-ToF. Ponad potowa z nich (24 zwiazki) nie byla wsze$niej raportowana
w literaturze, w kontekscie ich obecno$ci w tkankach zb6z (Tab.4.7). Struktury wickszosci ze
zidentyfikowanych zwiazkdéw zostaly zaproponowane w oparciu 0 analiz¢ widm
fragmentacyjnych oraz poréwnanie z danymi literaturowymi. Dzi¢ki analizie widm MS/MS dla
aglikonéw i pseudo-MS3 dla glikozylowanych pochodnych, oraz ich odniesieniu do widm
standardow, jednoznacznie zidentyfikowano 5 aglikonow flawonowych: apigening,
chryzoeriol, luteoling, trycyne, trycetyng oraz eter trimetylowy trycetyny (Ryc.4.26). Trzy
z nich zawieraly grupy metoksylowe przylaczone do grupy hydroksylowej pierscienia B

szkieletu aglikonu.

Agdlikon R3 R4’ R5’
Apigenina H OH H
Chryzoeriol OCH,4 OH H
Luteolina OH OH H
Trycetyna OH OH OH

Eter trimetylowy trycetyny OCH;4 OCH,4 OCH;4

Trycyna OCH; OH OCH3

Ryc.4.26 Struktury falwonow zidentyfikowane w lisciach pszenicy zwyczajnej T.aestivum.

Jednoznaczne okreslenie  struktury aglikonu, wystgpujacego w  potaczeniu
z czasteczkami cukrowymi, mozliwe bylo na podstawie eksperymentéw pseudo-MS3
przeprowadzonych dla jondéw Yo' Uzyskane widma fragmentacyjne poroéwnywano
z widmami standardow (Ryc.4.27). W przypadku mono- i di-O-glikozydow potwierdzenie
struktury aglikonu nie byto kwestig problematyczng, w przeciwienstwie do C-glikozydow,

gdzie nie obserwowano jonu Yo"
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Tab.4.7 Flawony i ich glikozylowane pochodne zidentyfikowane w ekstraktach z lisci pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum).

Nr Nazwa zwiazku R¢ Mcz Sklad [Mn:/?] blad jony macierzyste i pochodne jony macierzyste i pochodne i de%?;:c?g Gi
[min] elementarny obliczona [Ppm] [M+H]* [m/z] [M+H]" [m/z] metabolitéw'

1. | 0O,C,-triheksozyd luteoliny(l) * 0.9 772 | Cs3HgO, | 773.2135 | -0.1 |773.2136/ 611,593,575, 545, 491, |771.1971/609, 519, 489 3
449

2. | 0O,C,C- triheksozyd luteoliny (I1) *? 1.2 772 | Cg3HgO, | 773.2135 | -0.5 |773.2139/611,593,491,431, 381, |771.1974/609,383 3
209

3. | C-heksozylo-O-heksozyd luteoliny by 1.2 610 C7H30046 611.1607 0.0 |611.1607/593,575,545,515,491, 609.1492/ 447,429,357,327 3
461,431,413,395,383, 353, 329,
299

4. | C-heksozylo-O-heksozyd 1.3 756 | Cs3HaO | 757.2186 0.4 |757.2183/611,593,491,449,431, nr 3

O-deoksyheksozyd luteoliny®*Y 413,383,353,329

5. | O-heksozyd C-heksozyd luteoliny (I) aby 15 610 Cy7H30046 611.1607 1.1 |611.1600/ 449,431,413,395,383, 609.1471/ 447,429,411,393,387, 2
353,329,299,287 369,357,327,297

6. |6-C-heksozyd trycetyny ° 15 464 | CyHy01, | 465.1028 | -0.4 |465.1030/447,429,411,399,393, 463.0871/ 385,373,355, 343,301, 2
381,369,345,315 193,165,149

7. | C-heksozyd C-pentozyd luteoliny Y 1.7 580 | CyH015 | 581.1501 | -0.5 |581.1504/563,545,527,515,509, 579.1334/561,543,519,501, 489, 3
497,485,473,463,461,455,449,443, | 471,459,441,429,411, 399, 369,
437,425,413,407,395,365,353,341, | 339, 327
323,311

8. | O-heksozyd C-heksozyd luteoliny (1) aby 1.8 610 C7H30046 611.1607 0.5 [611.1604/ 449,431,395, 609.1492/ 591,531,489,429, 3
383,377,365,353,329,299 411,393,369,357,351,327

9. | C-heksyzylo-O-deoksyheksozyd 1.9 594 Cy7H30015 595.1657 1.0 |595.1651/449,431,413, 395, 383, |593.1508/473,431 2

luteoliny ¥ 353,329,299
10. | C-heksozyd C-pentozyd apigeniny * 2.0 564 | CyHy014 | 565.1552 0.7 |565.1548/ 547,529, 511 563,1408/545,503,485,473,455, 2

443,425,413,383,353




11.

12.

13.

14.

15

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

C-heksozyd O-heksozyd chryzoeriolu *¥
6-C-glukozyd luteoliny *¢¥
C-[(O-kafeloilo-heksozylo)-O-heksozyd]

luteoliny **¥

C-deoksyheksozylo-O-heksozyd
luteoliny Y

a.cy

O-heksozyd C-heksozyd chryzoeriolu
6-C-glukozyd apigeniny Y
7-O-[O-feruloilo-deoksyheksozylo)-

O-heksozyd] trycyny **¥

O-[O-kafeloilo-pentozyd]-
C-heksozyd luteoliny #*Y

O-deoksyheksozylo-C-heksozyd
chryzoeriolu ®*?

C-[O-kafeloilo-heksozylo)-O-heksozyd]
chryzoeriolu *¥

6-C-glukozyd chryzoeriolu

7-0-glukuronylo-O-heksozyd trycyny **¥

2.0

21

2.2

2.2

25

2.5

2.6

2.7

2.7

2.8

2.8

2.8

624

448

772

594

624

432

814

742

608

786

462

668

C28H32016

C21H20011

C36H36019

C27H30015

C28H32016

CZlHZOOIO

C39H42019

CssH34018

CZ8H32015

CS7H38019

CZZHZZOll

C29H32018

625.1763

449.1078

773.1924

595.1657

625.1763

433.1129

815.2393

743.1818

609.1814

787.2080

463.1235

669.1661

1.9

2.9

0.5

0.7

2.5

0.5

0.0

625.1751/ 607,589,559, 529, 505,
463,445,427,409,397, 367,343,313

449.1080/431,413,395,377,365,
353,329,299

773.1925/ 611,449,431,413, 395,
383,365,353,329,163

595.1640/ 577,559,541,511,499,
487,475,457,433,415,397,367,355,
337,313

625.1760/463,445,427,409, 397,
367,343,313

433.1126/ 415,397,379,349, 337,
313,283

815.2373/ 669,493,331,177
743.1814/581,449,431,395, 383,
353,329,295,163

609.1814/ 463,445,427, 409, 397,
391,379,367.353,343, 313

787.2084/ 625,463,445,427, 409,
397,367,343,163

463.1236/ 445,427,409,397,391,
379,367,353,343,313

669.1666/ 493,331

623.1619/ 503,461,371, 341
447.0933/429,399,369,357, 339,
327,311,297

771.1757/ 651,609,429, 401

593.1504/ 575,503,485,473, 443,
413,383,357

623.1621/443,383,341, 323

nr

813.2090/ 483,329

741.1669/ 579,429

607.1657/ 487,461,443, 428,

407,383,371,365,353,341, 323

785.1932/ 665,609,429

461.1660/ 383,371,353,341, 311,

298

667.1504/ 329
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23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

O-(O-kafeloilo-heksozyd) C-heksozyd
luteoliny Y

C.eXy

7-O-heksozylo-O-heksozyd trycyny

C-[pentozylo-O-(feruloilo-O-heksozyd)]
luteoliny **¥

7-O-pentozyd O-diheksozyd trycyny *

O-deoksyheksozylo-O-heksozyd
chryzoeriolu ®

7-O-deoksyheksozylo-O-heksozyd
trycyny **

O-heksozyd C-(O-feruloilo-heksozyd)
chryzoeriolu

7-O-heksozyd trycyny "¢*¥
O-heksozyd chryzoeriolu ©

7-0-heksozylo-heksozyd eteru
trimetylowego trycetyny **

malonylowany7-O-heksozyd trycyny **

7-O-deoksyheksozylo-heksozyd eteru
trimetylowego trycetyny **¥

luteolina 9*Y

7-O-glukozyd eteru trimetylowego
trycetyny ¢

2.9

2.9

3.1

3.1

3.2

3.3

3.3

3.5

3.6

4.2

4.3

4.7

4.7

5.0

772

654

756

800

608

638

800

492

462

668

578

652

286

506

C36H36019

CZQ H 340 17

C36H36018

C35H44021

C28H32015

C29 H 340 16

C38H40019

C23H24012
CZZHZZOll

Cs3oH36017

C26H26015

CSOH36016

C15H 1006

C24H26012

773.1924

655.1869

757.1974

801.2448

609.1814

639.1920

801.2448

493.1341

463.1235

669.2025

579.1344

653.2076

287.1550

507.1497

0.0

0.8

-1.7

0.3

-1.0

0.0

15

0.9

-1.0

0.2

1.7

0.6

773.1924/ 449,431,413, 395, 383,
353,329,163

655.1875/ 493,331

757.1968/ 449,431,413, 383, 353,
329,309,177

801.2462/ 655,493,331

609.1812/ 463,301

639.1922/ 493,331

801.2456/ 639,463,445,427, 177

493.1341/ 331
463.1228/ 301

669.2031/ 507, 345

579.1350/ 493,331

653.2075/ 507, 345

287.0545/ 269,241,213,179,161,
153,135,117,107,89

507.1494/ 345

771.1773/609,357,327, 299

653.1700/ 329

755.1804/ 635,593,579,447, 429,
411,369,357

nr

607.1657/ 299

nr

799.2204/ 623,443

nr
461.1060/ 299

nr

nr
nr

285.0383/ 201,175,151,133, 121,
107

nr
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37.

38.

39.

40.

41.

apigenina ¢

malonylowany 7-O-heksozyd eteru
trimetylowego trycetyny **
trycyna %Y

chryzoeriol

eter trimetylowy trycetyny ¢

5.6

5.7

5.8

59

10.2

270

592

330

300

344

C15H 1005

C27H28015

C17H 1407

C16H 1206

C1gH1607

271.0601

593.1501

331.0812

301.0707

345.0969

11

0.6

0.3

0.3

271.0598/ 243,229,197, 163, 153,
145,131,119,91

593.1502/ 345
331.0810/ 315,301,287,
270,258,242,153

301.0706/286,258,229,
212,201,184,153

345.0968/ 329,315,284, 255

269.0467/ 227,183,159,151, 117,
107

nr

329.0629/314,299,285,
271,227,203,185,161

nr

343.0817/ 327,313,309, 285,270

a — pozycja podstawienia grupy cukrowej na szkielecie aglikonu (C-6 lub C-8) nie zostata okre$lona;

b — zwigzek rapartowany w literaturze (Cummins i in., 2006);

¢ — zwiazek rapartowany w literaturze (loset i in., 2007);

d — zwiazek rapartowany w literaturze (Dinelli i in., 2011);
e — miejsce podstawienia czasteczki cukrowej zaproponowane przy uwzglednieniu zawady przestrzennej na pier§cieniu B aglikonu;
f — poziom identyfikacji metabolitow zgodnie z wytycznymi MSI (Sumner i in., 2007);
nr — widmo nie zostato zarejestrowane;
X — zwigzek dotad nieraportowany w Triticum aestivum;
y — zwigzek obserwowany rowniez z wykorzystaniem systemu TriVersa NanoMate.
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Intens 3

x1043 @ °
20 331.0824 o

153

103

-162 (Hex) OH “:!

] 493.1341
0.0 : L : : : : : : : . :
320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 m'z

Intens |

6000 315.0564

40004

2000 270.0589 Yo+

0 242 0625 258"(’561 287"?‘605302]0437 | 3310856
1 1l ) Ll N

125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 miz
Intens J
30
25004 345.0990
20003
1500
1000-; -162 (Hex)
500 | 507.1497
(= L3
Intens;
500 255.0691
4004 315.0573

3004 284.0756 329.0708
200 3 299.0602
‘ ‘ ‘ 5
! \

100 4 ‘ | ‘ 345.3806
0L, . : r , ' r , ' 2
125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 miz

CH,

320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 mz

Ryc.4.27 Widma masowe 7-O-heksozydu trycyny (30) (Mcz=492) zarejestrowane w trybie
jonéw dodatnich: MS? (a) oraz pseudo-MS® dla jonu aglikonu (Yo") (b), a takze widma 7-O-
heksozydu eteru metylowego trycetyny (36) (Mcz=506) zarejestrowane w trybie jondéw
dodatnich: MS? (c) oraz pseudo-MS?® dla jonu aglikonu (Y¢") (d). Oznaczenie Hex-heksoza.
Numery zwigzkoéw (wyttuszczonym drukiem) zgodne z Tab.4.7.

Sposrod  badanych  zwigzkoéw, obecnych w  ekstraktach  lisci  T.aestivum,
zidentyfikowano mono-, di- i tri-glikozydy (Tab.4.7). Wiele z nich stanowilo zwiazki
izomeryczne oraz izobaryczne. W sktad pochodnych cukrowych wchodzilty heksozy,
deoksyheksozy i pentozy. W przypadku pszenicy nie byto mozliwe jednoznaczne wskazanie
np. heksozy jako glukozy czy pentozy jako ksylozy, gdyz w literaturze raportowane byly,
obecne w tkankach zbdz, zaré6wno glukoza jak i galaktoza, ksyloza i arabinoza. Poza
heksozami, deoksyheksozami i pentozami, obecnymi w =zidentyfikowanych potaczeniach
flawonowych w ekstraktach z lisci pszenicy, innym podstawnikiem cukrowym byt kwas
glukuronowy. Na podstawie widm fragmentacyjnych rejestrowanych w trybie jonow dodatnich
i uyjemnych okreslono strukture 7-O-glukuronyloheksozydu trycyny (Ryc.4.28). W wyniku
peknigcia wigzania O-glikozydowego powstaty jony typu Yi and Yo przy m/z 493 i 331

(jonizacja dodatnia) oraz 491 i 329 (jonizacja ujemna). Wzor podstawienia grup



hydroksylowych 1 metoksylowych czasteczki aglikonu wskazuje na prawdopodobienstwo

glikozylacji w pozycji C-7 (poprzez grupe OH).

Intens._; a YD+ OH
] 331.0832 o
5000 _: GlC*(‘Bk}A
] 0
4000 3 H
3000 - 162 (Hex)
] ) OH O
2000 ] 669.1663
; Yi 176 (GIcA) 3
1000 4 493.1383
0 T : . - : : —
350 400 450 500 550 600 650 mz
Intens. ] A
1)
1 320.0647
3000 4
2000 « - 162 (Hex)
1000 -
: i - 176 (GIcA) 6671505
] 477.1065%
. g 4911189 607.1346 649-‘1421 |
350 400 450 500 550 600 650 mz

Ryc.4.28 Widma CID MS/MS 7-O-glukuronylo-O-heksozydu trycyny (Mcz=668) (nr 22

w Tab.4.7) zarejestrowane w trybie jonéw dodatnich (a) i ujemnych (b) na analizatorze Qq-
ToF. Oznaczenia: Hex-heksoza, GIcA-kwas glukuronowy.

Czasteczki cukrowe podstawione byly na szkielecie aglikonu w formie C, O oraz C/O-
glikozydow. Jednakze, na podstawie analizy widm MS/MS w wigkszosci przypadkow
niemozliwe byto jednoznaczne okreslenie doktadnego miejsca podstawienia cukréw na
aglikonie. W przypadku O-glikozydow trycyny (nr 17, 22, 24, 26, 28, 30, 33 w Tab.4.7) i eteru
metylowego trycetyny (nr 32, 34, 36, 38 w Tab.4.7) zaproponowano pozycj¢ glikozylacji przy
atomie wegla C-7, w oparciu 0 tworzong zawad¢ przestrzenng i w zwigzku z tym brak
mozliwo$ci podstawienia grupy cukrowej na pierscieniu B (Ryc.4.26). W przypadku
C-monoglikozydoéw okreslono pozycj¢ przytaczenia grup cukrowych jako C-6 (nr 6,12,16,21
w Tab.4.7) na podstawie zaproponowanej przez Wridela i wspotpracownikow (2001) metody
analizy widm (w oparciu o stosunki intensywnosci jonéw fragmentacyjnych X;* oraz E;*").

W  przypadku C-diglikozydow przy duzej zlozonosci widm fragmentacyjnych
rejestrowanych zaréwno w trybie jonéw dodatnich jak i ujemnych, jednoznaczne okreslenie
pozycji podstawienia grup cukrowych bylo niemozliwe. Dla zwigzkoéw nr 7 i 10, na podstawie
sktadow elementarnych okreslono podstawienie luteoliny i apigeniny (odpowiednio) heksoza

i pentozg. W oparciu o analiz¢ widm fragmentacyjnych, obecno$¢ jonéw E; oraz odejscie
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obojetnych czgsteczek 0 masach 60, 90 i 120 Da, nie mozna bylo stwierdzi¢ czy czgsteczki

cukrowe przytgczone sg do szkieletu aglikonu w pozycji C-6 lub/i C-8 (Ryc.4.29 i 4.30).

Intens.

x104 a)
443.0980
54
4] 425.0880 527.1198
P -120
34 ” 120 545.1297
395.0762 497.1088
2_
515.1188 563.1399
413.0876 4731069
1 -
581.1523
365.0681 ‘ | |

o . s I R O T P L b .

300 350 400 450 500 550 miz
Intens.
x1 b)

b 399.0731

2] 489.1045

389.0615 120
-90
24
-90 579.1362
-60
1 459.0935
429.0834 -120
4410839 471.0949 519.1146
I 381.0631 | 411‘0737 | | | 501,1040 J 561.1256
0 . L ) i } L.l 1 I I| L . 1 .
300 350 400 450 500 550 miz

Ryc.4.29 Widma CID MS/MS C-heksozydu C-pentozydu

zarejestrowane w trybie jonow dodatnich (a) i uyjemnych (b) na analizatorze Qq-ToF.

luteoliny (7) (M.cz.=580)

Intens.
a)
8000+ 427.1036
409.0945 -120
6000 -
511.1271
40004 -120
3790838
529.1380
481.1165
20004 499.1282
391.0811 457.1151 547.1444
| ‘ | 565.1501
355.0830 | |
0 P i i PR Iurt‘\|\||||.|.r|.lll.\. cl ‘ I,

350 400 450 500 550 miz
Intens.
8000 b)

5631408
6000 -
383.0769 + - 120

4000+ _ 4430962

353.0651 < 60 473.1001 - 90

-90
2000 -
-120
- 503.1199 -60
4250876
| l | 5451337
0 Ay 1 L L " A— . ;| L
350 400 450 500 550 miz

Ryc.4.30 Widma CID MS/MS C-heksozyd C-pentozydu apigeniny (10) (M.cz.=564)

zarejestrowane w trybie jonéw dodatnich (a) i uyjemnych (b) na analizatorze Qq-ToF.




W analizowanych ekstraktach obecne byty rowniez C,0-diglikozydy. Jako przyktad
moze postuzy¢ diglikozyd chryzoeriolu (nr 19 w Tab.4.7). Na podstawie warto$ci m/z jonow
fragmentacyjnych, okreslono podstawienie aglikonu heksoza 1  deoksyheksoza
(prawdopodobnie glukoza 1 ramnozg). Wzgledne intensywnosci jondw Ei"" sugeruja
przytaczenie heksozy w pozycji C-8 do szkieletu aglikonu (Waridel i in., 2001). Z drugiej
strony obecnos¢, na widmie zarejestrowanym w trybie jonow dodatnich, gtownego jonu typu
Z; przy m/z 443 przy stosunkowo niskim jonie ([M-H]-146) sugeruje przytaczenie czasteczki
deoksyheksozy do szkieletu aglikonu poprzez grupe hydroksylowa przy weglu C-7 (Ryc.4.31)
(Ferreres i in., 2004).

Intens. a)
8000+ 463.1254
6000
4451161
4000+
397.0936 -146 (Rha
367.0832 427 1036 (Rha)
2000+ 409.0935
343.0837
313.0755 | ‘ 609.1821
0 . | - n Ll . | || . | . . . b d
300 350 400 450 500 550 600 mz
Intens
x104] b)
125 443.0994
100
0_75-: 164 6071694
0.50 ] )
] -18 (HxO
] 18 (H0) -146 (Rha)
] i 487.1257 -120
] | ‘ 461.1125 | '
0.00 . 1 L Ll |I . L1 . | |I . . . ||
300 350 400 450 500 550 600 mz

Ryc.4.31 Widma CID MS/MS O-deoksyheksozylo-C-heksozydu chryzoeriolu (19) (Mcz=608)
zarejestrowane w trybie jondéw dodatnich (a) 1 ujemnych (b) na analizatorze Qq-TOF.
Oznaczenie Rha-deoksyheksoza.

Ciekawym przyktadem izomeréw sg zwigzki o nr 3, 5, 8 (Ryc.S10) odpowiadajgce
diglikozydom luteoliny. Widma zarejestrowane w jonach dodatnich (Ryc.S10a) oraz ujemnych
(Ryc.S10b) pozwolily uzyska¢ komplementarne informacje, ktore jednak byty
niewystarczajace dla pelnej charakterystyki strukturalnej badanych zwigzkow. Z widm
fragmentacyjnych zarejestrowanych w trybie jonéw dodatnich wynika, ze w przypadku
kazdego z izomerow, przynajmniej jedna heksoza jest potaczona z aglikonem poprzez wigzanie
C-C. Takie same wnioski mozna wysnu¢ z analizy widm dla jonéw ujemnych. Dodatkowo jon

zarejestrowany w trybie ujemnym przy m/z 447 oznacza peknigcie wigzania
135



O-glikozydowego. Dla kazdego izomeru intensywnosci jonu Y; Sg rézne. Ponadto
obserwowane sg jony typu Z; przy m/z = 429 (odejscie obojetnego fragmentu 180 Da). Mozna
przypuszczac, ze zwigzki nr 5 i 8 stanowig O-heksozylo-C-heksozyd luteoliny. W trybie jonow
dodatnich dla zwigzku nr 3 obserwujemy intensywny jon przy m/z 593 powstaty w wyniku
odejécia wody od protonowanej czasteczki [M+H]" oraz niewielki jon fragmentacyjny przy m/z
449, ktorego obecnos¢ moze wskazywac pekniecie wigzania O-glikozydowego pomig¢dzy
dwiema czasteczkami glukozy. Na tej podstawie zaproponowano dla izomeru nr 3 strukture
C-heksozylo-O-heksozydu luteoliny.

Cukrowe pochodne aglikonow acylowane byly aromatycznymi kwasami: ferulowym
badZz kumarowym. Jedynie w dwoch przypadkach zaobserwowano obecno$¢ alifatycznego
kwasu malonowego (33, 38). Roznice w obecnosci grupy feruloilowej i kumaroilowej,
a obecno$cig Czagsteczki kwasu glukuronowego i heksozy, ktére posiadajg te same masy
obojetnych fragmentéw (odpowiednio 176 1 162 Da), okreslano na podstawie doktadnej
warto$ci m/z jonéw fragmentacyjnych oraz sktadu elementarnego jonow [M+H]" lub [M-H]".
Ponadto, w przypadku wystgpienia w czasteczce badanego zwigzku aromatycznego
podstawnika acylowego, w widmie MS/MS rejestrowanym w trybie jonow dodatnich
obserwowano jon fragmentacyjny pochodzacy od grupy feruloilowej lub kumaroilowej
odpowiednio przy m/z 177 i 163 (Ryc.4.32).
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Ryc.4.32 Widma CID MS/MS dla C-[(O-kafeloilo-heksozylo)-O-heksozydu] chryzoeriolu (20)
(Mcz=786) rejestrowane w trybie jonéw dodatnich (a) oraz ujemnych (b), a takze widma CID

MS/MS dla O-heksozydu

C-(O-feruloilo-heksozydu)

chryzoeriolu

(29) (Mcz=800)

rejestrowane w trybie jonéw dodatnich (c) oraz ujemnych (d). Oznaczenia: Glc-heksoza, Caf-

kwas kawowy, Fer-kwas ferulowy. Numery zwigzkéw (wytluszczonym drukiem) zgodne
zTab.4.7.
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4.5. Wykorzystanie techniki spektrometrii mas z kolizyjnie indukowana dysocjacja do
analizy strukturalnej fenolowych metabolitow wtornych - aspekty metodyczne

W trakcie prowadzonych badan, dotyczacych identyfikacji 1 analizy strukturalnej
zwiagzkow fenolowych obecnych w ekstraktach roslinnych, najczesciej wykorzystywany byt
system LC/ESI/QQqToF-MS. W wybranych eksperymentach, system LC/MS sprzezony byt
z uktadem TriVersa NanoMate. Zastosowanie takiego polaczenia narzedzi analitycznych
wymagato optymalizacji parametrow prowadzonych analiz.

Metoda rozdziatu chromatograficznego opierata si¢ na programie opracowanym przez
Muth i wspotpracownikow (2008, 2009). Metode przeniesiono na dwa rodzaje ukltadow
chromatograficznych, RR HPLC-Agilent oraz UPLC Waters Aquity. Testowano kolumny
chromatograficzne o r6znym wypetnieniu i stopniu uziarnienia. Rodzaj kolumny oraz program
rozdziatu dobierano kazdorazowo do charakteru analizowanej probki (fubin, lucerna, pszenica).
Podczas analizy probek pszenicy wykorzystywano trzy rodzaje kolumn (Tab.3.4, Ryc.4.33), co
pozwolito na uzyskanie komplementarnych wynikow (Tab.4.8). Najpowszechniej
wykorzystywana kolumng we wszystkich prowadzonych eksperymentach byta Poroshell
(Agilent) - nowoczesna kolumna, pozwalajagca uzyskiwa¢ stabilnos¢ rozdziatow
I powtarzalno$¢ czasow retencji. Zaletg tego typu kolumny jest rowniez mozliwos¢ uzyskania

rozdzialu UPLC na aparaturze HPLC przy stosunkowo nizszych warto$ciach cisnien.
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Fig.4.33 Chromatogramy catkowitego pradu jonowego (TIC a;-c;) oraz UV (a,-Cz) uzyskane
dla probki z lisci pszenicy na trzech kolumnach chromatograficznych: Poroshell Agilent (PS)
(@), Waters Aquity (W) (b), Bionacom Velocity (B) (c). Parametry kolumn oraz warunki
rozdziatow opisane w Rozdz.3.3.2.
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Tab.4.8 Zwiazki scharakteryzowane w liSciach pszenicy z wykorzystaniem rozdziatu na
3 roznych kolumnach (W-Waters Aquity, PS-Poroshell Agilent, B-Cionacom Velocity),
w systemie LC/QgqToF-MS.

. s 71

Nr W Rt S’gln) B Mcz Nazwa zwigzku I\;lvtens;f;vnosBc

1109 | 09 | 26 | 772 | O,C,-triheksozyd luteoliny(l) c C C

2115 | 12 | 29 | 772 |O,C,C- triheksozyd luteoliny (1) c c c

3| 1,7 | 1,2 | 3,2 | 610 |C-heksozylo-O-heksozyd luteoliny c b b

4119 | 1,3 | 3,2 | 756 |C-heksozylo-O-heksozylo-O-deoksyheksozyd luteoliny b b c

5|21 | 15 | 34 | 610 |O-heksozyd C-heksozyd luteoliny (I) b | al| a

6| 22| 15 | 3,9 | 464 |6-C-heksozyd trycetyny c c c

7124 | 1,7 | 4,0 | 580 |C-heksozyd C-pentozyd luteoliny a a a

8| 25| 1,8 | 4,6 | 610 |O-heksozyd C-heksozyd luteoliny (1) b b b

9| 28 | 1,9 | 4,3 | 594 |C-heksyzylo-O-deoksyheksozyd luteoliny b b C
10 | 2,8 | 2,0 | 4,8 | 564 |C-heksozyd C-pentozyd apigeniny b b a
11 | 2,8 | 2,0 | 4,9 | 624 |C-heksozyd O-heksozyd chryzoeriolu b b b
12 | 2,8 | 2,2 | 50 | 448 |6-C-glukozyd luteoliny a a a
13| 29 | 2,2 | 58 | 772 | C-[(O-kafeloilo-heksozylo)-O-heksozyd] luteoliny a | b a
14 | 29 | 2,2 | 58 | 594 |C-deoksyheksozylo-O-heksozyd luteoliny b b b
15 | 33 | 2,5 | 6,2 | 624 |O-heksozyd C-heksozyd chryzoeriolu b b b
16 | 3,3 | 25 | 6,5 | 432 |6-C-glukozyd apigeniny b | ¢ c
17 | 3,3 | 2,6 | 6,3 | 814 | 7-O-[O-feruloilo-deoksyheksozylo)-O-heksozyd] trycyny b b b
18 | 34 | 2,7 | 7,9 | 742 | O-[O-kafeloilo-pentozyd]-C-heksozyd] luteoliny b b b
19 | 34 | 2,7 | 7,1 | 608 | O-deoksyheksozylo-C-heksozyd chryzoeriolu b b b
20 | 34 | 2,8 | 7,7 | 786 |C-[(O-kafeloilo-heksozylo)-O-heksozyd] chryzoeriolu b b b
21 | 35 | 2,8 | 7,1 | 462 |6-C-glukozyd chryzoeriolu b b b
22 | 35| 28 | 7,5 | 668 |7-O-glukuronylo-O-heksozyd trycyny b b b
23 | 35 | 2,9 | 9,1 | 772 | O-(O-kafeloilo-heksozylo)-C-heksozyd luteoliny c b b
24 | 35 | 2,9 | 7,3 | 654 |7-O-heksozylo-O-heksozyd trycyny b b b
25 | 39 | 31 | 9,7 | 756 |C-[pentozylo-O-(feruloilo-O-heksozyd)] luteoliny b b b
26 - 3,3 | 8,8 | 800 |7-O-pentozyd O-diheksozyd trycyny - b b
27 | 3,9 | 3,2 | 8,8 | 608 |O-deoksyheksozylo-O-heksozyd chryzoeriolu c c c
28 | 40 | 3,3 | 8,9 | 638 |7-O-deoksyheksozylo-O-heksozyd trycyny b b b
29 | 41 | 3,3 | 8,9 | 800 |O-heksozyd C-(O-feruloilo-heksozyd) chryzoeriolu b b b
30 | 42 | 35 | 8,9 | 492 |7-O-heksozyd trycyny b | bl b
31 | 42 | 3,6 | 98 | 462 | O-heksozyd chryzoeriolu c C C
32| 47 | 41 | 11,9 | 688 |7-O-heksozylo-heksozyd eteru trimetylowego trycetyny b b b
33 | 48 | 4,3 | 13,1 | 578 | malonylowany7-O-heksozyd trycyny c c C
34 | 51 | 4,7 | 14,2 | 286 | 7-O-deoksyheksozylo-heksozyd eteru trimetylowego trycetyny b b b
35 | 52 | 4,7 | 12,6 | 652 |luteolina b | b b
36 | 55 | 50 | 13,7 | 506 |7-O-glukozyd eteru trimetylowego trycetyny c c c
37 | 6,0 | 56 - 270 |apigenina c C _
38 | 6,1 | 57 | 14,5 | 592 |malonylowany 7-O-heksozyd eteru trimetylowego trycetyny c c C
39 | 62 | 58 | 152 | 330 |trycyna b | b b
40 | 6,3 - - 300 | chryzoeriol c - -
41 | 10,6 | 10,2 | 16,5 | 344 |eter trimetylowy trycetyny C c C

1 - poziomy intensywnosci protonowanych czasteczek zarejestrowanych w trybie MS: a =

intensywno$¢ powyzej 1x10°; b = intensywnos¢ rowna od 1x10% do 1x10°; ¢ = intensywnosé
ponizej 1x10% . - - nie wykryto.
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W przypadku charakterystyki strukturalnej zwigzkéw fenolowych, z wykorzystaniem
spektrometru micrOToF-Qq, niezwykle istotng kwestig byt dobdér wiasciwych parametrow
prowadzonych analiz (Rozdz.3.3.2, Tab.3.6). Najwi¢ckszy wptyw na widma fragmentacyjne,
uzyskiwane w eksperymentach z kolizyjnie indukowang dysocjacja, mialy energie kolizji oraz
potencjaly stosowane w zrodle jonéw. Budowa wykorzystywanego aparatu umozliwia
prowadzenie analiz fragmentacyjnych typu CID MS/MS. Dzigki zastosowaniu odpowiedniej
wartos$ci energii kolizji w drugim kwadrupolu, petnigcym funkcje komory kolizyjnej, mozliwa
jest fragmentacja jonow (na skutek zachodzacych zderzen z atomami gazu kolizyjnego)
izolowanych w pierwszym kwadrupolu (Ryc.1.13). Istnicje réwniez mozliwo$¢ uzyskania
fragmentacji typu pseudo-MS®. Tego rodzaju eksperymenty zachodza dzicki przylozeniu
podwyzszonego napig¢cia pomigdzy szczelinami ogniskujacymi w zrédle jonéw, co prowadzi
do rozpadu jonow molekularnych glikozylowanych czasteczek na jony potomne - m.in.
aglikonu. W dalszej kolejnosci, jony Yo (aglikon) ulegaja fragmentacji, dajac
charakterystyczny wzér jonéw potomnych danego aglikonu. Tak zwana kolizyjnie indukowana
dysocjacja zachodzgca w zrodle jonow (ISCID) jest niezwykle pomocna przy charakterystyce
strukturalnej aglikonéw glikozylowanych flawonoidow.

Przeprowadzono liczne eksperymenty, zaréwno dla standardéow aglikonow jak i ich
glikozylowanych pochodnych, w celu wlasciwego doboru warunkéw energetycznych
prowadzonych analiz. Optymalna energia fragmentacji dla réznych zwiazkoéw fenolowych byta
inna, w zaleznosci od whasciwosci fizykochemicznych i masy czgsteczkowej danego zwigzku.
W przypadku wolnych aglikonéw, optymalna energia kolizji pozwalajaca na uzyskanie
informatywnych widm fragmentacyjnych typu MS/MS, wynosita 25-30eV (Ryc.4.34). Energie
kolizji roznity si¢ nieznacznie dla poszczegélnych klas aglikonéw. Nalezy podkreslic, ze
w przypadku eksperymentow prowadzonych w trybie jonow ujemnych, kazdorazowo
konieczne byto zastosowanie wyzszych energii w stosunku do jonizacji dodatnie;.

W celu identyfikacji aglikonow glikozylowanych flawonoidéw 1 izoflawonoidéw
konieczne bylo przeprowadzenie analizy ISCID. Energia w Zrddle, pozwalajaca na intensywny
rozpad jonéw [M+H]" lub [M-H] do wolnych aglikonéw (jony typu Yo™), wynosita
odpowiednio 80/85 eV w zaleznosci od polaryzacji. W dalszej kolejnosci, w pierwszym
kwadrupolu izolowane byty jony Yo aglikonow i poddawane fragmentacji w komorze

kolizyjnej (przy energii 20/25 eV) (Ryc. 4.1).
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Ryc.4.34 Widma CID MS/MS zarejestrowane w trybie jondw dodatnich dla standardu
genisteiny przy roznych warto$ciach energii kolizji (20,30,40eV).

W  przypadku monoglukozydow, $rednia energia kolizji wynosita 10-20 eV,
w zaleznosci od klasy zwigzku i sposobu glikozylacji. Dla O-glikozydow wymagana byta
nieznacznie nizsza energia, niz dla C-glikozydow (Ryc.4.35). W przypadku jonizacji w trybie
jonéw ujemnych (podobnie jak podczas analizy aglikonéw) wartosci energetyczne, konieczne
do osiggniecia informatywnych widm fragmentacyjnych byly wyzsze. Ponadto, odpowiednie
wartosci energii podczas eksperymentow CID MS/MS dla diglikozydéw i ich acylowanych
pochodnych byly rézne. Z tego tez wzgledu, podczas analiz fenolowych metabolitow
wtornych, Uzywano szerszych zakresow energii kolizji (tzw. ramping), co umozliwito
rejestracje  jonow  fragmentacyjnych, powstajacych zarowno przy wysokiej jak
i niskiej energii kolizji. W trybie jonéw dodatnich stosowano warto$ci energii kolizji
w zakresie 15-30eV, a dla jonow ujemnych 25-30eV (Ryc.4.1). Wartosci te zostaly dobrane
eksperymentalnie.

W niektérych przypadkach, szczegdlnie dotyczacych zwigzkéw malonylowanych lub
acylowanych innymi alifatycznymi grupami, koniczne byto przeprowadzenie eksperymentow
typu pseudo-MRM (ang. multiple reaction monitoring). Tego typu analiza pozwalata na wybor
kilku interesujacych jonow, sposrod wszystkich zwigzkow obecnych w probee, ktore nastepnie

poddawano analizie MS/MS w $cisle kontrolowanych warunkach energetycznych. Ester
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metylowy kwasu malonowego w trybie jonoéw dodatnich, przy standardowo dobranych
warto$ciach energii kolizji (15-30eV) fragmentowal razem z podstawnikiem cukrowym.
W celu zaobserwowania odejScia obojetnego fragmentu czasteczki acylowej (100 Da)

konieczne bylto zastosowanie nizszych wartosci energii kolizji (Ryc.4.15).

‘nt:ﬂ;_ “S2(449.1100), 7-7eV, 0.1-0.7min #(10-83)
X ’ .
4’-0-glukozyd luteoliny 01142
15 +5eV
10
059
287.0581 |
o +WIS2(449.1100), 772V, 1.2-1.0mn #(140-193)
31 2a7.0s0 10 V
2 4401136
1
| |
x1E§ ~WIS2(448.1100), 7-78V, 2. 1-2 4min #(246-281)
287.0563
3 +15eV
24
14
| +
Xt THIS2(449.1100), 778V, 2.9-3 Amn #(348-401)
44 287.0882 +20 eV
3__
2 -
13
el . . ‘ . . ; . ‘ : ; . .
280 200 320 340 360 380 400 420 440 60 mz
‘ntEﬂDS_i +S2(449.1100), 7-7eV, 0.2-0.8min #(22-91)
*1 H OH
+] 8-C-glukozyd luteoliny N, 0 1148
] Glc =
3 ' 5eV
0 0 B + e
2]
13
OH o ‘
X105 ~WIS2(448.1100), 7-78V, 1.0-1.6min #[123-192)
12
10] 443 1162
0s +10 eV
0.6
0.4
2] 4311030
: 320.0687 4130925
o ~WIS2(448.1100), 7-7eV, 2.0-2.7min F(237-318)
3]
1 320 0a5 431.1026 449.1141
2] 413.0921 +15 eV
14
E 383.0805
353.0601 05 0314
299.0573
1 | | 3sapesr L . | | | |
xwgl THIS2(449.1100), 7-78V, 3.2-3.0min #(376-449)
f 329.0892
3]
] +20 eV
2] 413.0928
1
E 299.0579 353.0808 4311025
230.0874 J 383.0811 3950819 | 449 1149
R b L L T . Sue
280 00 320 340 360 380 400 420 410 60 mz

Ryc.4.35 Widma MS/MS zarejestrowane przy rdéznych wartosciach energii kolizji dla 4’-O-
glukozydu luteoliny oraz 8-C-glukozydu luteoliny.
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Szczegdtowa analiza widm fragmentacyjnych zwigzkow fenolowych pozwala uzyskac
dodatkowe informacje strukturalne. Mozliwe jest okreslenie struktury aglikonu, typu jednostki
cukrowej czy podstawnika acylowego. Znacznie trudniejsze jest natomiast wnioskowanie
w kwestii miejsca podstawienia czasteczki cukru na aglikonie. W tym celu przeprowadzono
analizy z wykorzystaniem kompleksow z jonami metali. Wybrane standardy glikozylowanych
aglikonow (7-O-glukozydu luteoliny, 4°-O-glukozydu luteoliny, 8-C-glukozydu luteoliny, 6-C-
glukozydu luteoliny) kompleksowano z solami metali dwuwartosciowych (Cu®*, Mg?") (Davis
i Brodbelt, 2004) oraz jonami srebra (Ag’) (Zhang i Brodbelt, 2005). Otrzymane jony
[Mg/Cu (11) (flawonoid - H) (flawonoid)]” oraz (Ag + flawonoid)” poddawano analizie MS/MS
na uktadzie Qg-ToF. W wyniku fragmentacji kompleksow poszczegdlnych standardow nie
uzyskano jonoéw diagnostycznych, pozwalajacych na rozrdznienie izomerdéw glukozydu
luteoliny. Eksperyment z wykorzystaniem komplekséw z jonami magnezu powtorzono przy
wykorzystaniu uktadu IT-MS. Przeprowadzone analizy pozwolily na otrzymanie jondéw
diagnostycznych, na podstawie ktorych mozliwe byto rozroznienie badanych izomerow

(zgodnie z Davis i Brodbelt (2004)) (Ryc.4.36).
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Ryc.4.36 Widma fragmentacyjne kompleksu [Mg (II) (flawonoid - H) (flawonoid)]" (*) dla
czterech izomeroéw glukozydu luteoliny. Jony diagnostyczne, o0znaczone jako: G-odejscie
reszty  czasteczki  glukozy, 2G- odejscie dwoch  reszt  czasteczek  glukozy,
A-odejscie obojetnej czasteczki aglikonu, F- odejscie obojetnej czasteczki glukozydu luteoliny.
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V. DYSKUSJA

Przedmiotem przedltozonej pracy doktorskiej byto okreslenie mozliwosci wykorzystania
uktadow LC/MS do profilowania i analizy strukturalnej fenolowych metabolitéw wtérnych
obecnych w materiale ros$linnym. Obiektem badan byl réznorodny material biologiczny
pozyskany z tubinu, lucerny oraz pszenicy. Prace eksperymentalne z wykorzystaniem uktadow
LC/MS do analizy flawonoidow przebiegaty wielotorowo. Opracowang metodyke prowadzenia
eksperymentow wykorzystano podczas badan nad rolg, jaka petnig fenolowe metabolity wtorne
podczas infekcji oraz elisytacji roznych odmian tubinu waskolistnego patogennym grzybem
C.lupini. Niezb¢dnym elementem we wszystkich pracach badawczych, zapewniajacym
wiarygodno$¢ 1 skuteczno$¢ analityczng przedsiewzietych eksperymentéw, byl etap
optymalizacji warunkéw prowadzonych do$wiadczen. Z uwagi na zakres powyzej
przedstawionych problemow badawczych, dyskusja zostanie przeprowadzona osobno dla
kazdego eksperymentu, stanowigcego odrgbng cato$¢, a zarazem wpisujacego si¢ w ogolng

tematyke pracy doktorskie;j.

5.1 Analiza zmian profili fenolowych metabolitow wtérnych lubinu waskolistnego
(Lupinus angustifolius) w odpowiedzi na infekcje patogennym grzybem (Colletotrichum
lupini) oraz elisytacje jego toksyng

Przedmiotem zainteresowania podczas prowadzonych badan byl tubin waskolistny
(Lupinus angustifolius). Roslina ta, nalezaca do rodziny bobowatych, ze wzglgedu na zdolnos¢
wigzania azotu atmosferycznego, odgrywa niezwykle istotng rolg w procesie poprawy stanu
gleby, jej zyznosci, wlasciwosci chemicznych i biologicznych. Ze wzgledu na stan gleb
uprawnych w Wielkopolsce, ktore nalezg do lekkich, stabych i1 nisko urodzajnych, a takze
0 zniszczonej strukturze spowodowanej intensywna uprawag m.in. zboz, rzepaku czy
ziemniakow, iStnieje konieczno$¢ wprowadzania plodozmianu w postaci roslin
motylkowatych. Lubin, ze wzgledu na swoje wilasciwosci proekologiczne oraz system
korzeniowy pozwalajgcy na wzrost i aklimatyzacje na glebach charakterystycznych dla regionu
Wielkopolski, jest rosling idealnie nadajaca si¢ do tego celu. Istotny wptyw na obecny spadek
zasiewOw w postaci lubinu ma antraknoza — choroba grzybowa powodujaca wysokie straty
plonu w wyniku porazenia plantacji. Z tego tez wzgledu za cel przyjeto poszerzenie wiedzy
w kwestii procesow odporno$ciowych tubinu w odpowiedzi na antraknoze, poprzez analiz¢
zmian profili fenolowych metabolitow wtornych w tkankach infekowanych patogennym

grzybem Colletotrichum lupini. Zdobyta w tym zakresie wiedza moze by¢ pomocna podczas

144



opracowywania strategii prac hodowlanych, prowadzacych do otrzymania odmian
o zwigkszonej odpornosci na antraknoze.

Rosliny w toku ewolucji wyksztatcity roznorodne mechanizmy obronne w odpowiedzi

na atak patogena, poczynajac od wytworzenia $ciany komorkowej 1 kutykuli, ktore stanowig
pierwszg lini¢ obrony przed wniknigciem mikroorganizmu do komoérki. Rosliny posiadaja
rowniez wysoce wyspecjalizowane mechanizmy molekularne, regulujace na poziomie
komorkowym procesy zwigzane z patogeneza (Somssich i Hahlbrock, 1998). Do takich
mechanizméw mozemy zaliczy¢ pojawienie si¢ wolnych rodnikéw i reaktywnych form tlenu,
prowadzacych do wystapienie reakcji nadwrazliwosci i w konsekwencji apoptozy (Dangl i in.,
1996; Greenberg i in., 1997; Wojtaszek, 1997). W dalszej kolejnosci ma miejsce wytworzenie
substancji sygnalnych (kwas salicylowy, jasmonowy, etylen) (Malamy i in., 1990; Enyedi i in.,
1992; Creelman i Mullet, 1995), ktore wplywaja na regulacje ekspresji genow zwigzanych
z reakcjami obronnymi (Dixon i in., 1994), produkcje fitoaleksyn i uwolnienie fitoantycypin
(Hahlbrock and Scheel, 1989; Van Etten i in., 1994 Dixon and Paiva, 1995) czy tez bialek
zwigzanych z patogeneza (PR) (Linthorst, 1991). W nastepstwie tych procesow mozna czasami
zaobserwowaé pojawienie si¢ systemicznej odpornosci nabytej (SAR), w przypadku ktorej
nastepuje indukcja reakcji obronnych w niezainfekowanych czg¢sciach rosliny (Durrant i Dong,
2004).
Molekularne mechanizmy obrony roslin przed mikroorganizmami patogennymi sa wynikiem
sprawnie dziatajacego roslinnego ukladu immunologicznego. Wyrdznia si¢ dwie formy
odpornosci wrodzonej: odporno$¢ indukowang przez wzorce - PTI oraz przez efektory - ETI
(Chisholm i in., 2006; Jones i Dangl, 2006). Pierwsza linia obrony (PTI) uruchamiana jest
przez zwigzane z btong komorkowa receptory PRR rozpoznajace wzorce molekularne
zwigzane z patogenami (PAMP/MAMP) (Zhang 1 Zhou, 2010). Wzorce molekularne moga
stanowi¢ roznego rodzaju elistytory grzybowe czy bakteryjne. Jednak mikroorganizmy, na
przestrzeni lat, wyksztalcaja mechanizmy przetamywania bariery obronnej rosliny.
W szczegolnosci dotyczy to specyficznych oddziatywan patogen-gospodarz (Jones i Dangl,
2006). Roslina jest przygotowana na takg sytuacje i1 jest w stanie uruchomi¢ bardziej
wyspecjalizowany mechanizm obronny - ETI, zwany rowniez odpowiedzig ,,gen na gen” (Flor,
1971). Jednym =z efektow reakcji obronnej jest wytworzenie metabolitow wtornych
o wlasciwos$ciach antybiotycznych zwanych fitoaleksynami (van Etten i in.,1994).

W przypadku roslin bobowatych (Fabaceae) role fitoaleksyn petlnig zazwyczaj
izoflawonoidy: medikarpina w przypadku lucerny (Medicago truncatula) (Farag i in., 2008;

Jasinski i in., 2009), gliceolina w soi (Glicine max) (Lozovaya i in., 2004), oraz luteon i witeon
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w tubinie (Lupinus albus, Lupinus angustifolius) (Bednarek i in., 2003; Muth i in., 2009).
Ilosciowe 1 jakosciowe zmiany w poziomach fitoaleksyn w odpowiedzi na réznego rodzaju
elisytory, byly przedmiotem wielu prac eksperymentalnych dotyczacych M.truncatula,
modelowej rosliny z rodziny Fabaceae. Zmiany w profilach antybiotycznych izoflawonoidow
i ich glikozylowanych pochodnych zaobserwowano w ekstraktach lucerny po uprzednim
zranieniu, traktowaniu elisytorem grzybowym lub drozdzowym, kwasem jasmonowym czy tez
infekcji zarodnikami grzybow patogennych (Suzuki i in., 2004; Broeckling i in., 2005;
Naoumkina i in., 2007; Farag i in., 2008).

Badania dotyczace wptywu infekcji zarodnikami grzyba badz elisytacji toksyng
grzybowa na poziom antybiotycznych metabolitéw w tkankach tubinu byly przedmiotem
badan w Pracowni Proteomiki i Metabolomiki (PAN, Poznan). Bednarek i wspotpracownicy
(2003) obserwowali indukcj¢ syntezy antybiotycznych aglikonéw izoflawonowych, genisteiny
i 2’-hydroksygenisteiny oraz ich prenylowanych pochodnych witeonu i luteonu,
w odpowiedzi na infekcje tubinu zarodnikami grzyba Pleiochaeta setosa. Muth
i wspotpracownicy (2009) podjeli probg wyjasnienia roli procesu malonylowania glikozydow
izoflawonoidow w odpowiedzi na infekcje tubinu waskolistnego zarodnikami C.lupini lub
elisytacje jego toksyng. Prowadzone byly rowniez analizy strukturalne zwigzkow fenolowych
obecnych w tkankach lisci i korzeni trzech gatunkow tubinu Lupinus angustifolius (tubin
waskolistny), Lupinus albus (tubin biaty) oraz Lupinus luteus (tubin zo6tty) (Bednarek i in.,
2003; Bednarek i in., 2001; Franski i in., 1999 a, b, Kachlicki i in., 2005).

Przedmiot realizowanych w ramach pracy doktorskiej badan stanowitl kontynuacje,
rozszerzenie i uzupelnienie prac prowadzonych dotychczas w Pracowni Proteomiki
I Metabolomiki (PAN, Poznan). Wstepne badania prowadzono na 12 odmianach tubinu
waskolistnego (Baron, Bojar, Boruta, Cezar, Graf, Kalif, Karo, Mirela, Neptun, Regent, Sonet,
Zeus). Na podstawie obserwacji porazenia roslin w wyniku infekcji zarodnikami grzyba
C.lupini oraz zmian pozioméw fenolowych metabolitow wtornych, do dalszych badan
wytypowano cztery odmiany (stodkie - Baron i Sonet oraz gorzkie - Karo i Mirela)
0 najwyzsze] odpornosci na antraknoze. Ostatnie stadium badan prowadzono na odmianie
Sonet, wykazujacej najwyzsza odpornos¢ na patogennego grzyba.

Rosliny infekowano hemibiotroficznym grzybem C.lupini, wyizolowanym
1 scharakteryzowanym zgodnie z procedurg opisang Nirenberga i wspotpracownikow (2002).
Patogen ten zaraz po wniknigciu do tkanek gospodarza zachowuje si¢ jak biotrof, czerpigc
substancje odzywcze z zywych komorek, a nastgpnie przechodzac w fazg nekrotroficzng

doprowadza do $mierci komorek i odzywia si¢ martwa tkankg. Grzyb ten jest specyficzny dla
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rodziny tubinu. W pierwszej kolejnosci atakuje wigzki przewodzace lisci 1 odcina drogi
transportu substancji odzywczych. W nastepstwie tego dochodzi do obumierania komorek,
ktérymi odzywia si¢ grzyb wywolujacy antraknoze (Ryc.S11). Wynikiem infekcji jest
zamieranie i $mier¢ rosliny. Patogen najlepiej rozwija si¢ w warunkach cieptego i wilgotnego
klimatu, dlatego najintensywniejsze objawy choroby obserwowane sg na polach uprawnych
w Polsce wiosng. Z tego tez wzgledu proces infekcji w warunkach laboratoryjnych
przeprowadzano w pierwszej dobie pod namiotami foliowymi (zgodnie z metodyka
opracowang przez Muth, (2010).

Elisytacj¢ tubinu prowadzono na dwa sposoby. Pierwsza metoda polegata na natozeniu
zawiesiny toksycznych metabolitow, wyizolowanych z hodowli grzyba C.lupini, na co drugi
zraniony iglg li§¢ dolnego pigtra rosliny. Obydwa pigtra lisci zbierano osobno. Celem tego typu
elisytacji byta weryfikacja mozliwo$ci wystgpienia w roslinie systemicznej odpornosci nabytej.
Drugi sposob elisytacji polegal na oprysku catej rosliny zawiesing toksyny grzybowej.
Prowadzono rowniez nastepujacag po sobie elisytacje toksyng oraz infekcje zarodnikami, celem
weryfikacji mozliwos$ci indukcji przez toksyczne metabolity wzmozonej odpowiedzi obronne;.
Ekstrakt toksycznych metabolitow wtornych wyizolowano z ptynnej hodowli C.lupini i po
oczyszczeniu poddano testowi na fitotoksycznos¢. W celu weryfikacji toksycznosci ekstraktu,
zawiesing w 55% metanolu nalozono na powierzchni¢ liscia L.angustifolius. Po kilku
godzinach od elisytacji zaobserwowano pojawienie si¢ nekrotycznych plam na lisciu
(Ryc.S12). Z przeprowadzonej analizy LC/IT-MS wynika, ze toksyczne metabolity wtdorne
stanowig mieszaning kilku zwigzkéw o réznych masach czasteczkowych i charakteryzuja sig
podobnym wzorem fragmentacji (Ryc.S13). Analiza z wykorzystaniem wysokorozdzielczego
analizatora Qg-ToF pozwolita na okreslenie sktadow elementarnych wyizolowanych zwigzkow
A-H (Tab.S4). Najwiekszg intensywnos$¢ sposrod toksycznych metabolitow posiadat zwigzek
B. Niestety niewielkie ilosci materiatu nie pozwolity na ich rozdziat oraz analiz¢ NMR, w celu
pelnej charakterystyki strukturalnej toksycznych metabolitow C.lupini.

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie wpltywu réznych metod infekcji lub/i
elisytacji patogenem grzybowym na odpowiedZ obronng ro$liny, przejawiajaca si¢
w postaci akumulacji metabolitow wtornych o wlasciwosciach antybiotycznych. Zmiany
ilosciowe 1 jakosciowe zwigzkow fenolowych, obecnych zaréwno na powierzchni lisci jak
i w ekstraktach tkankowych, badano za pomocg systemow LS/MS i GC/MS. Identyfikacje
flawonoidow i1 izoflawonoidow przeprowadzono na podstawie widm masowych MS? i pseudo-
MS® zarejestrowanych na wysokorozdzielczym analizatorze Qg-ToF. Zbadano réwniez

poziomy transkrypcji wybranych gendw bioracych udziat w szlaku biosyntezy flawonoidow.
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Analiza GC/MS wykazata pojawienie si¢ antybiotycznych izoflawonoidow luteonu
i witeonu (Ingham i in., 1983) na powierzchni lisci tubinu po infekcji zarodnikami grzyba
C.lupini. Najwyzsze poziomy fitoaleksyn odnotowano w 96 i 168 godzinie po infekcji. Po
siedmiu dniach od infekcji (168h) obserwowano pierwsze widoczne objawy antraknozy.
Najwyzsze poziomy prenylowanych aglikonéw odnotowano w zblizonym czasie po infekcji
takze w ekstraktach otrzymanych z tkanek lisciennych (50-krotny wzrost luteonu w stosunku
do kontroli). Mozna zatem wnioskowac, ze roslina broni si¢ poprzez zwigkszenie poziomow
antybiotycznych metabolitow (luteonu i witeonu), akumulowanych nie tylko wewnatrz tkanek
ale rowniez na ich powierzchni. Ponadto musi ona posiada¢ wydajny system transportu
fenolowych fitoaleksyn. Podobny mechanizm obrony rosliny przed atakiem patogennego
grzyba zaobserwowano dla winogrona infekowanego Plasmopara viticola (Hamm i in., 2010).
Na powierzchni lici Vitis vinifera zidentyfikowano antybiotyczne metabolity fenolowe
(resweratrol i inne fenolowe pochodne stilbenu).
Analiza GC/MS ekstraktow z powierzchni liscia tubinu po elisytacji toksyna C.lupini wykazata
jedynie obecnos$¢ witeonu. Najwyzsze jego stezenie zaobserwowano 12 godzin po elisytacji
(7-krotny w stosunku do kontroli) a nastgpnie po niewielkim spadku w 24 godzinie, ponowny
wzrost nastapit po 48 h (czterokrotny). Rowniez w przypadku analizy LC/MS ekstraktow
tkankowych po elisytacji patogennymi metabolitami nieobserwowano obecno$ci luteonu,
podczas gdy witeon pojawiatl si¢ w najwyzszym stezeniu 48 h po traktowaniu elisytorem
grzybowym (o$miokrotny wzrost). Reakcja rosliny na elisytacje toksyng jest szybsza niz
w przypadku infekcji, co wynika z faktu, iz patogenny mikroorganizm potrzebuje wigcej czasu
na infekcje, poprzez wniknigcie w struktury tkankowe tubinu, podczas gdy toksyna dziata
znacznie szybciej. Obydwa sposoby patogenezy wywotuja w roslinie odmienne reakcje
odpornosciowe, w postaci akumulacji obydwu antybiotycznych prenylowanych izoflawonow
(witeonu i luteonu w przypadku infekcji) lub tylko jednego (witeonu-w przypadku elisytacji).
Nie zaobserwowano istotnego wptywu odmian (stodkich i gorzkich) na zminy poziomow
antybiotycznych metabolitbw w wyniku infekcji zarodnikami. Infekcja patogenem nie
wplyne¢ta rowniez znaczgco na zmiany alkaloidow chinolizydynowych.

Optymalizacja warunkéow prowadzenia analiz LC/MS zwigzkéw fenolowych
w ekstraktach ros$linnych, pozwolita na identyfikacj¢ blisko dwukrotnie wigkszej ilosci
metabolitdw niz do tej pory (Muth i in., 2008, 2009). Eksperymenty pseudo-MS® umozliwity
rozrdznienie aglikonéw glikozylowanych czasteczek, posiadajacych jednakowa mase.
Wynikiem tego byla identyfikacja pochodnych luteoliny, ktérych obecnos¢ w ekstraktach

hubinu waskolistnego nie byta wezesniej raportowana. Ponadto zidentyfikowane zostaty mono-
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i di-glikozydy kemferolu, luteonu i witeonu oraz ich malonylowane pochodne. Mozliwe byto
rozrdznienie zwigzkéw izomerycznych 1 izobarycznych. Zidentyfikowano dwa izomery
malonylowanego glukozydu 2’-hydroksygenisteiny (zwiazek nr 17 i 24, zgodnie z Tab.4.1)
oraz malonylowany glukozyd kemferolu (zwiazek nr 40), wszystkie o masie 534 Da. Istotnie
roéznicujacym rosliny elisytowane i infekowane byt tylko jeden z izomeréw nr 24 (Ryc.5.1).
Malonylowany glukozyd 2’-hydroksygenisteiny byt juz wczesniej raportowany, jako zwigzek
odgrywajacy istotng role w odpowiedzi obronnej tubinu na atak grzybowy (Muth i in., 2009).
Monitorowano zmiany w poziomach wszystkich zidentyfikowanych zwigzkow, w odpowiedzi
na rozne sposoby infekcji lub/i elisytacji. Dzieki zastosowaniu programu MetAlign do
automatycznej obrobki i analizy danych, mozliwe bylo obserwowanie zmian ilo§ciowych
i jakosciowych dla duzej liczby probek. W czesci wynikowej przedstawiono i oméwiono
jedynie profile istotnie réznicujacych zwiazkow - glukozylowanych i malonylowaych

pochodnych izoflawonéw oraz ich aglikony
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Ryc.5.1 Chromatogramy pojedynczych jonéw [M+H]" zarejestrowane przy m/z 535 dla dwoch
izomerow malonylowanego O-glukozydu 2’-hydroksygenisteiny (17,24) oraz malonylowanego
O-glukozydu kemferolu (40). Analizy LC/QQqToF-MS przeprowadzono dla ekstraktow z lisci
hubinu waskolistnego (odmiana Sonet) — rosliny kontrole (a), elisytowane toksyng (b)
infekowane zarodnikami C.lupini (c) oraz elisytowane i infekowane (d). Numery zwigzkow
(wytluszczonym drukiem) zgodne z Tab.4.1 (wedtug Wojakowska i in., 2012).
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Zaobserwowano istotne zmiany w profilach aglikonéw izoflawonoéw (luteonu, witeonu,
genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny), = malonylowanych  glukozydéw  genisteiny
i 2’-hydroksygenisteiny oraz malonylowanych i glikozylowanych pochodnych luteonu
I witeonu, obecnych w lisciach roslin infekowanych zarodnikami grzyba, elisytowanych
toksyng C.lupini oraz traktowanych zarowno zarodnikami jak i toksyng w odniesieniu do
kontroli. Odpowiedz tubinu na trzy odmienne sposoby patogenezy, byla rozna i przebiegata
w innych ramach czasowych.

W przypadku infekcji zarodnikami C.lupini, najwyzsza odpowiedz zaobserwowano pomigdzy
96 i 264h, jednak pierwsze zmiany stezenia zwigzkow fenolowych wystapity juz po 24h od
momentu infekcji. Odnotowano znaczacy wzrost witeonu i luteonu oraz ich prekursorow
genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny. Najwyzszy wzrost stg¢zenia zaobserwowano dla luteonu
(pig¢dziesigciokrotny w stosunku do kontroli) po 168h od infekcji. Istotnie réznicujacy byt
rowniez malonylowany O-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny, dla ktorego w 264 godzinie po
infekcji obserwowano ponad pigciokrotny wzrost w stosunku do kontroli. Odnotowano
ponadto zmiany stezenia glukozylowanych i malonylowanych pochodnych witeonu, z ktorych
najwyzsze stezenie (ponad 8-krotny wzrost w stosunku do kontroli) w tkankach lisci
wykazywal malonylowany glukozyd witeonu.

Odmiennna oraz znacznie szybsza odpowiedz, w postaci wzrostu stgzenia pochodnych
izoflawonéw w tkankach lisci, nastepowata w przypadku elisytacji tubinu toksycznymi
metabolitami C.lupini. Pomigdzy 24 a 48 godzing po elisytacji, zaobserwowano obecnos¢ tylko
dwoch wolnych aglikondéw, genisteiny 1 witeonu, sposrdd ktorych najwyzszy wzrost
odnotowano dla prenylowanego zwigzku. O$§miokrotny wzrost stgzenia witeonu w stosunku do
kontroli, zaobserwowano po elisytacji poprzez natozenie kropli zawiesiny toksyny na
uprzednio naktuty iglg 1i§¢, a tylko czterokrotny po elisytacji poprzez oprysk. Roznice ta
mozna w pewnym stopniu wytlumaczy¢ efektem zranienia, mogacym powodowac¢ indukcje
reakcji obronnej. W przeciwienstwie do infekcji, po elisytacji nie zaobserwowano istotnych
zmian w akumulacji malonylowanych glukozydéw genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny.
Wystapity natomiast zmiany pozioméw malonylowanych i glikozylowanych pochodnych
witeonu. Odnotowano réznice w odpowiedzi pomigdzy dwoma wariantami elisytacji,
przejawiajace si¢ w odmiennych poziomach pochodnych witeonu. W przypadku elisytacji
poprzez natozenie toksyny na zraniony uprzednio li$¢, najwyzszy wzrost pochodnych witeonu
zaobserwowano po 12 h, a w przypadku oprysku zawiesing toksycznych metabolitow,
najwyzsza odpowiedz nastapita po 48 h od elisytacji. Nie zaobserwowano natomiast

znaczacych réznic w akumulacji izoflawonoidow pomigedzy dwoma badanymi oddzielnie
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pigctrami lisci, co moze wskazywa¢ na brak wystgpienia Systemicznej odporno$ci nabytej
(SAR), ktora to odpowiedz raportowana byta przez Muth 1 in. (2009).

W przypadku laczonego traktowania rosliny (W pierwszej kolejnosci elisytorem toksyny,
a nastegpnie po 48h od elisytacji zarodnikami grzyba), w 168h po infekcji zaobserwowano
wzmozong indukcje odpowiedzi obronnej rosliny. Przejawiata si¢ ona wzrostem stezenia
izoflawonow o wilasciwosciach antybiotycznych, zarowno w stosunku do kontroli, jak réwniez
w odniesieniu do poprzednich dwoch, osobno stosowanych sposobow wywotujacych
odpowiedz obronng (elisytacji lub infekcji). Zaobserwowano wzrost st¢zenia wszystkich
czterech  wolnych  aglikonéw  izoflawonowych  (luteonu,  witeonu,  genisteiny
i 2’-hydroksygenisteiny), przy czym najwyzszy dla genisteiny (16x) i 2’-hydroksygenisteiny
(8X). Znaczacy wzrost (dziesigciokrotny w stosunku do kontroli) odnotowano réowniez dla
malonylowanego O-glukozydu 2’-hydroksygenisteiny. Istotne zmiany stezenia zaobserwowano
ponadto dla niektorych glukozylowanych i malonylowanych pochodnych witeonu. W sposob
znaczacy wzrosty rowniez glukozylowane i malonylowane pochodne luteonu, czego nie
obserwowano dla dwdch pierwszych sposobéw wywotania odpowiedzi obronnej.

Roéznice w poziomach akumulacji fitoaleksyn, luteonu i witeonu, oraz malonylowanych
glikozydow izoflawonow, w odpowiedzi na trzy rozne sposoby traktowania rosliny patogenem
lub/i elisytorem, swiadcza o roznych przebiegach reakcji obronnych. Wniosek ten potwierdzaja
roOwniez obserwacje rdznic w poziomach transkrypcji gendw biorgcych udziat w szlaku
biosyntezy flawonoidow (PAL, IFS, CHS) a takze w odmiennych czasach wyzwolonej reakcji
obronnej (24-48 h po elisytacji oraz 168 h (najwyzsza odpowiedz) po infekcji). Odpowiedz
przebiega szybciej i intensywniej w przypadku elisytacji toksyng grzybowa. Na tej podstawie
mozna przypuszczaé, ze rozne wzorce, w postaci zarodnikdw badz toksyny grzybowej,
rozpoznawane przez rozne receptory roslinne, wywotuja odmienng reakcje¢ obronng rosliny.
Moze ona si¢ przejawia¢c w aktywacji roznych mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych za synteze, transport i1 akumulacj¢ fenolowych metabolitéw wtornych
bioragcych udziat w procesie odpowiedzi na infekcje lub/i elisytacje.

Rézny mechanizm odpowiedzi roslin na infekcje¢/elisytacje patogenem zaobserwowaly
wczesniej inne grupy badawcze. Wspomniana juz Muth (2010) obserwowata zmiany
w poziomach fitoaleksyn luteonu i witeonu w odpowiedzi na elisytacj¢ lub infekcje tubinu
waskolistnego C.lupini. Prezentowane w pracy doktorskiej wyniki potwierdzity te obserwacje,
a ponadto wykazaly obecno$¢ fitoaleksyn na powierzchni liscia. Podobne obserwacje
poczynita grupa badajaca wplyw elisytora grzybowego i kwasu jasmonowego na zawiesiny

komoérkowe M.truncatula (Farag i in., 2008). Odnotowano wzrost stezenia wolnych aglikonow
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izoflawonowych w przypadku elisytacji grzybem oraz fitoaleksyny-medikarpiny po
traktowaniu kwasem jasmonowym. Wzrost stezenia malonylowanych glikozydow
izoflawonow W wyniku patogenezy, wykazany w przedlozonej pracy, obserwowany byt
réwniez w przypadku M.sativa (Kessmann i in., 1990; Jasinski i in., 2009). Ponadto
w przypadku lucerny (M.truncatula) poddawanej stresowi biotycznemu, wykazano wystgpienie
systemicznej odporno$ci nabytej (SAR) (Naoumkina i in., 2007; Farag i in., 2008, 2009), czego
nie odnotowano w prezentowanych w pracy doktorskiej badaniach.

Rola prenylowanych izoflawondéw w procesie obrony rosliny przed infekcja jest znana (Ingham
i in., 1983, Tahara i Ibrahim, 1995). Prenylacja nadaje zwigzkom wlasciwosci
przeciwgrzybiczne 1  przeciwbakteryjne, poprzez zwigkszenie ich lipofilowosci
1 przepuszczalnosci przez blony biologiczne. Wiadomo réwniez, ze flawonoidy
i izoflawonoidy przechowywane sg w wakuoli w postaci glikozylowanej, jako prekursory
fitoaleksyn (Dixon i Steele, 1999). Postuluje si¢, ze malonylacja, katalizowana przez
O-malonylotransferazy, wptywa na transport flawonoidow do poszczegélnych przedzialow
komorkowych (Nakayama i in., 2003). Mechanizm transportu flawonoidow nie zostat jeszcze
do konca poznany. Wiadomym jest, ze transport przez btony biologiczne zachodzi przy udziale
transporterow ABC. Jedna z podklas tej grupy transporteréw sg transportery MRP. Bialtka te
umozliwiajg transport glutationowych pochodnych flawonoidéw (Lu i in., 1997, 1998). By¢
moze, malonylacja glikozydu flawonoidu ma wptyw na jego przenoszenie przez transportery
anionowe ABC typu MRP (Liu i in., 2006). Acylowane flawonoidy przenoszone sg przez
blony za pomoca transporterow MATE. Wykazano, ze malonylacja odgrywa istotna rolg
w transporcie flawonoidow w przypadku poddawanej stresowi lucerny (M.truncatula) (Zhao
i in., 2011). Przedstawione w pracy doktorskiej badania wykazaly obecno$¢ fitoaleksyn na
powierzchni tkanki lisciennej. Musiatly one by¢ zatem tam przetransportowane. Podwyzszone
poziomy malonylowanych izoflawonow w roslinach stresowanych, mogg $wiadczy¢ o istotnej
funkcji w procesach obronnych rosliny przed patogenem, w tym réwniez funkcji czasteczek

sygnalnych w procesach transportu produktow naturalnych w obrebie komoérek czy tkanek.

5.2 Analiza strukturalna i profilowanie fenolowych metabolitow wtornych w liSciach
i korzeniach roznych gatunkéw lubinow meksykanskich w korelacji z gatunkami regionu
sSrodziemnomorskiego

Lubin nalezy do powszechnie wystepujacego rodzaju roslin z rodziny bobowatych
(Fabaceae). Liczy od 200 do 500 gatunkow, ktore wyewoluowaly niezaleznie na obszarze

$rodziemnomorskim (lubiny Starego Swiata) oraz obu Ameryk (tubiny Nowego Swiata)
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(Ainouche i in., 2004). Charakterystyczng cechg wszystkich gatunkéw tubindw jest obecnosé
w komorkach 1 tkankach alkaloidéw chinolizydynowych, ktérych st¢zenie moze si¢ znacznie
r6zni¢ pomigdzy odmianami. Alkaloidy chronig rosling przed roslinozercami, pelnig rowniez
funkcje zwigzkow allelopatycznych w stosunku do kompetycyjnych roslin (Wink, 1993).
Roznice pomigdzy poziomami zawartosci alkaloidow w tkankach tubinéw Starego i Nowego
Swiata sa znaczace (Planchuelo-Ravelo i Wink, 1993). Na przestrzeni lat profile alkaloidow
w roznych gatunkach tubinu zostaty doktadnie okreslone (Hatzold i in., 1983; Planchuelo-
Ravelo i in., 1993; El-Shazly, 2001; Lee i in., 2007). Z drugiej strony, obecne w tubinie
w znacznej iloSci zwigzki fenolowe nie =zostaly tak dobrze poznane. Gatunki
srodziemnomorskie zostaly stosunkowo doktadnie przebadane pod katem zawartoSci
flawonoidow przy pomocy uktadow LC/MS (Bednarek i in., 2001, 2003; Kachlicki i in.,2005,
2008; Muth i in.,2008, 2009). Lubiny Ameryki Poélnocnej scharakteryzowano jedynie
w niewielkim stopniu w kwestii zawartosci zwigzkow fenolowych (Kamel, 2003; Garcia-
Lopez i in., 2006).

Celem realizowanych w ramach pracy doktorskiej badan, byta analiza struktury i profili
flawonoidow, obecnych w ekstraktach korzeni i lisci réznych gatunkéw tubinow Starego
Swiata, w korelacji z gatunkami europejskimi. Eksperymenty przeprowadzono
przy uzyciu dwoch systemow LC/MS. Przewazajaca czes¢ wynikow dotyczyta wykorzystania
uktadu UPLC sprzgzonego z wysokorozdzielczym analizatorem QQ-ToF, ktory rejestrowat
stosunki m/z jonéw protonowanych i deprotonowanych czasteczek [M+H]"/[M-H],
z doktadno$cig ponizej 5 ppm, dzigki czemu mozliwe bylo precyzyjne okreslenie sktadow
elementarnych badanych zwigzkow. Eksperymenty CID MS/MS pozwolilty na rozrdznienie
licznych izomeréw i izobarow zwigzkéw fenolowych, w oparciu o réznice w widmach
kolizyjnych protonowanych lub deprotonowanych czasteczek. Na tej podstawie mozliwe byto
okreslenie rodzaju podjednostki cukrowej (heksoza, pentoza, deoksyheksoza), rodzaju
glikozylacji (O,C,C/O), a w niektorych przypadkach rowniez miejsca podstawienia czgsteczki
cukrowej na pierscieniu aglikonu. Analiza widm fragmentacyjnych MS? pozwolita rowniez na
okre$lenie rodzaju podstawnika acylowego. Widma pseudo-MS® byly niezastapione przy
okreslaniu  struktury aglikonu glikozylowanych czasteczek, poprzez pordéwnanie
z dostepnymi standardami. W celu otrzymania informatywnych widm fragmentacyjnych
konieczny byt odpowiedni dobor energii kolizji w komorze kolizyjnej (CID) oraz w regionie
szczelin ogniskujacych w sektorze zrodta jonow (ISCID). Przyktad wpltywu réznych warto$ci

tych parametréw na rejestrowane widma przedstawia Ryc.5.2.
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Ryc.5.2 Zalezno$¢ intensywnos$ci powstatych jonow fragmentacyjnych od energii kolizji
w komorze kolizyjnej (+ 10-30 eV), w wyniku fragmentacji MS/MS malonylowanego 4°,7-O-
glukozydu genisteiny (nr 27 w Tab.4.4). Analiza przeprowadzona zostata na aparacie microQg-
ToF.

Sprzezenie uktadu LC/QQ-ToF-MS z systemem NanoMate pozwolito na analize on- i off-line
wybranych frakcji zwigzkow fenolowych. Takie potaczenie okazalo si¢ szczegdlnie pomocne
podczas eksperymentow optymalizacyjnych oraz w analizach strukturalnych wybranych

flawonoidow. Zidentyfikowane zwigzki fenolowe zostaly czg¢éciowo umieszczone

154



w mie¢dzynarodowej bazie danych widm masowych MassBank (Tab.S2) oraz w bibliotece
utworzonej w programie DataAnalysis (Bruker) na potrzeby wlasne. Istnieje stosunkowo
niewiele ogdlnie dostepnych baz danych, zawierajacych widma masowe zwigzkow fenolowych
rejestrowanych na analizatorze Qg-ToF. Wynika to z faktu $rednio osiagalnej powtarzalnosci
warunkéw prowadzonych analiz na réznych aparatach. Zgodnie z wytycznymi MSI
(Metabolomics Standard Initiative) oraz Metabolomics Society, dazy sie do wymiany
zdobywanych informacji w dziedzinie metabolomiki i spektrometrii mas, w celu utworzenia
jednej kompleksowej, $cisle znormalizowanej bazy danych widm masowych metabolitow
pierwotnych 1 wtornych (podobnej do bazy proteomicznej). Wtadze towarzystwa przewidujg
jednak, ze proces ten zajmie jeszcze kilka lat.

Uzupelnieniem informacji, uzyskanych przy uzyciu analizatora wysokorozdzielczego, byty
widma MS" zarejestrowane w trybie jonéw dodatnich i ujemnych na niskorozdzielczym
analizatorze typu putapka jonowa (IT). W wielu jednak przypadkach, uzyskane dane LC/MS
nie pozwolity na pelng charakterystyke strukturalng analizowanych zwigzkow. Do tego celu
nalezatoby wykorzysta¢ sprz¢zone techniki LC/NMR lub LC/MS/NMR (van der Hooft, 2011).
Pomimo niezaprzeczalnych zalet takich uktadéw, do ktérych nalezy mozliwo$¢ ustalenia
jednoznacznej struktury badanych zwigzkéw, czestym powodem rezygnacji z nich na rzecz
uktadow LC/MS, jest zlozono$¢ sktadu analizowanych mieszanin, niewielkie st¢zenie
badanych zwigzkow oraz wysoki koszt analiz.

Przed przystgpieniem do kompleksowej analizy profili zwigzkow fenolowych,
obecnych w wigkszej liczbie gatunkéw tubinu, przeanalizowano szczegdtowo jeden z nich-
Lupinus reflexus (Stobiecki i in., 2010). Zaobserwowano istotne rdéznice w skladzie
flawonoidow obecnych w korzeniach i lisciach tego gatunku, w stosunku do tubinow Starego
Swiata. Sposréd 62 scharakteryzowanych zwiazkow, wiele stanowilo izomery i izobary.
Analiza aglikonéw wykazata obecno$¢ genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny w stanie wolnym
oraz w formie glukozylowanych i acylowanych pochodnych, podobnie jak w przypadku
tubindéw $rédziemnomorskich. Zaobserwowano rowniez obecno$¢ pochodnych luteonu oraz
jego izomeru. Obecno$¢ luteonu potwierdzono poprzez porownanie Uzyskanych widm
fragmentacyjnych ze standardem, natomiast jako zwigzek izomeryczny zaproponowano
2,3-dihydrokiewiton. Obydwa te zwigzki zostaly bowiem wyizolowane, jako wolne aglikony,
z korzeni tubinu biatego i1 zottego (Ingham i in., 1983; Hashidoko i in., 1986). Nie
obserwowano jednak ich obecnosci w postaci glikozylowanej w tubinach europejskich. Luteon
oraz jego pochodne obecne byly w tkankach lisci tubinu waskolistnego w zwigzku

z odpowiedzig na infekcje grzybem C.lupini (Muth i in., 2009). Dla aglikonu o masie 284 Da
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zaproponowano, na podstawie doktadnej masy i sktadu elementarnego (przy braku standardu),
struktur¢ bioczaniny A, ktéra podobnie jak powyzsze zwigzki nie byla dotad raportowana
w ekstraktach tubinu. Poza aglikonami izoflawonow, w tkankach Lupinus reflexus
zaobserwowano takze obecno$¢ chryzoeriolu, nalg¢zacego do klasy flawonow.
Czasteczka cukrowa wchodzaca w sklad pochodnych flawonoidéw byta jedynie glukoza,
W przeciwienstwie do obserwowanych w tubinach regionu $rodziemnomorskiego zaréwno
heksoz jak i deoksyheksoz oraz pentoz (Bednarek i in., 2001, 2003; Kachlicki i in., 2005; Muth
I in. 2008, 2009). Heksoza obecna w Lupinus reflexus nie zostala zidentyfikowana
jednoznacznie jako glukoza. Jej obecno$¢ zasugerowano na podstawie wczesniejszych
identyfikacji w pochodnych flawonoidow wystepujacych w tubinach europejskich (Franski
i in, 1999a,b; Bednarek i in., 2001, 2003). Obserwowano mono- i di-glukozydy, wystepujace
w przewazajacej mierze, W formie O-, rzadziej C-pochodnych cukrowych. Glukozylowane
flawonoidy acylowane byty jedng lub dwiema grupami malonylowymi. Najistotniejsza roznicg
pomiedzy L.reflexus a zbadanymi dotychczas tubinami europejskimi, byta obecno$é¢ innych niz
grupa malonylowa, pochodnych acylowych: estru metylowego kwasu malonowego, kwasu
jablkowego oraz jego metylowego estru. Grupy te przytaczone byly bezposrednio do szkieletu
aglikonu lub poprzez czasteczke cukrowa. Jest to pierwsze doniesienie o obecnos$ci tego typu
podstawnikow flawonoidéw w tubinie. Kwas malonowy raportowany byl w polaczeniach
z antocyjaninami (Andersen i Markham, 2006) oraz glikozydami apigeniny i kemferolu
w gozdziku (Fukui 1 in., 2003). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze grupy acylowe zostaty okreslone
jedynie na podstawie masy oboj¢tnego fragmentu (100, 116 i 130 Da) a ich struktura nie byta
zweryfikowana przy uzyciu NMR, ze wzgledu na zbyt malg ilos¢ zwigzku potrzebna do
analizy.

Podobne podejscie analityczne, podczas badan flawonoidow, zastosowano
w przypadku wigkszej liczby ekstraktow korzeni i lisci tubindw. W tkankach 8 gatunkow
hubinow meksykanskich (Lupinus elegans, L.exaltatus, L.hintonii, L.mexicanus, L.montanus,
L.rotundiflorus, L.stipulatus, Lupinus sp.), trzech obszaru basenu Morza Srddziemnego
(L.albus, L.angustifolius, L.luteus) oraz jednego potudniowoamerykanskiego udomowionego
na terenie Europy (L.mutabilis), zidentyfikowano 175 flawonoidow i izoflawonoidéw oraz ich
glikozylowanych pochodnych. W badanych probkach jednoznacznie scharakteryzowano
13 aglikonéw nalezacych do 4 klas zwigzkow flawonoidowych: izoflawony, flawony,
flawonole i flawanony. Poza raportowanymi juz w postaci wolnej jak i glikozylowanej,
genisteing i 2’-hydroksygenisteing, zaobserwowano obecno$¢ witeonu i luteonu oraz ich

pochodnych w tkankach niemal wszystkich analizowanych gatunkéw tubinu. St¢zenie
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pochodnych witeonu i luteonu w tkankach tubinow europejskich byto zdecydowanie nizsze ale
mozliwe do wykrycia. Odnotowano rowniez obecnos¢ czterech izomerow luteonu. Na
podstawie raportowanych wczesniej przez Thare i Ibrahima (1995), prenylowanych w pozycji
C-5’ oraz C-8 aglikonéow o masie 354 Da, zaproponowano mozliwos¢ wystapienia
likoizoflawonu A oraz 2,3-dehydrokiewitonu. W postaci wolnych aglikonéw obecne byty
réwniez flawony, apigenina i kemferol (Bednarek i in., 2001, 2003; Muth i in., 2008, 2009). Po
raz pierwszy zidentyfikowano w tubinie acacetyng, flawon wystgpujacy zarbwno w postaci
wolnej i glikozylowanej jedynie w tlubinach meksykanskich. Pozostate aglikony luteolina,
eriodiktiol, naringenina, izoramnetyna, kemferol i kwercetyna wystepowaty jedynie w formie
glikozylowanych lub acylowanych pochodnych. Ponadto, zaobserwowano obecnos$¢ aglikonu
o masie 284 Da, ktory nie zostal zidentyfikowany, gdyz jego widma MS® nie pokrywaty si¢
z zadnymi z posiadanych standardow o tej masie (acacetyna, prunetyna, bioczanina A). Nie
potwierdzono natomiast obecno$ci bioczaniny A w Zadnym z badanych gatunkéw tubinu.

Pochodne cukrowe i1 acylowe wystepowaly w badanych ekstraktach w wielu formach
izomerycznych i izobarycznych. Zidentyfikowano mono-, di- i tri-glikozylowane pochodne
flawonoidow i izoflawonoidow. Podjednostki cukrowe, heksozy, pentozy lub deoksyheksozy,
przytaczone byly do aglikonu w pozycji 3, 4> lub 7, poprzez grupg hydroksylowa lub
bezposrednio poprzez wegiel C-6 lub C-8. Grupy cukrowe (heksozy, pentozy i deoksyheksozy)
zostaly jednoznacznie zidentyfikowane jako glukoza, ksyloza i ramnoza (odpowiednio),
w  O-glikozylowanyach pochodnych obecnych w tubinach europejskich (Franski
i in, 1999a,b; Bednarek i in., 2001, 2003). W przypadku tubinéw meksykanskich, mozemy
jedynie sugerowa¢ wystapienie tych samych podstawnikow cukrowych. Pozycja podstawienia
grupy cukrowej O-glikozydow byta niemozliwa do okreslenia, jedynie na podstawie analizy
widm fragmentacyjnych. Charakterystyki strukturalnej O-glikozydow dokonywano poprzez
poréwnanie otrzymanych widm masowych z widmami standardow i1 danymi literaturowymi.
W przypadku C-monoglikozydow mozliwe byto rozréznienie izomeréow C-6 i C-8 w oparciu
o poréwnanie intensywno$ci wzglednych jonow E;* oraz E; (odejécie czasteczki wody)
(Waridel i in., 2001). Wyjatek stanowity izomery C-glukozydu genisteiny, w przypadku
ktérych, przy braku roéznic w widmach fragmentacyjnych dla obu zwiazkéw, identyfikacje
przeprowadzono na podstawie czaséw retencji (Kachlicki i in., 2005). Diglikozylowane
pochodne (O,C,C/O) rozrézniano na podstawie wzajemnych stosunkow intensywnosci jonow
Yo' i Y1, Wiele glikozylowanych zwiazkow acylowanych bylo pojedynczo lub podwojnie
kwasem malonowym lub jego estrem. Nie zaobserwowano acylacji kwasem jabtkowym ani

jego estrem, jak nastgpito to w przypadku L.reflexus.
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Na podstawie profili fenolowych metabolitéw wtornych zidentyfikowanych
W korzeniach i liciach tubindéw Starego i Nowego Swiata przeprowadzono analize
taksonomiczng, ktoéra pozwolita na wyodrgbnienie dwoch grup roslin, réznigcych si¢ istotnie
pod wzgledem zawarto$ci flawonoidéw i izoflawonoidow. Zaobserwowano rdznice w sposobie
glikozylacji i acylacji oraz w obecnosci aglikonow fenolowych, pomiedzy tubinami
meksykanskimi oraz obszaru $rodziemnomorskiego. Ksylozyloglukozydy chryzoeriolu
wystepowaty wylacznie w lisciach tubinu waskolistnego, podczas gdy ramnozydy obecne byty
gtownie w liciach tubinu zoltego. Pochodne acylowane estrem kwasu malonowego
wystepowaty wytacznie w ekstraktach tubinéw meksykanskich i1 byly grupg zwigzkdéw wysoce
réznicujacych badane gatunki. Glikozylowane pochodne acacetyny i luteoliny wystepowaty
prawie wylgcznie w ekstraktach tubinéw meksykanskich, podczas gdy pochodne cukrowe
izoramnetny i eriodiktiolu obecne byty przede wszystkim, odpowiednio w lisciach i korzeniach
hubinu biatego. Pochodne naringeniny zidentyfikowano gtéwnie w tkankach L.mutabilis.
Podobne wyniki uzyskano dla dwoch niezaleznie przeprowadzonych eksperymentow. Na tej
podstawie stwierdzi¢ nalezy, ze profile fenolowych metabolitow wtérnych stanowig dobra

podstawe do przeprowadzenia analizy chemotaksonomiczne;.

5.3 Zastosowanie techniki LC/MS/MS do profilowania glikozylowanych flawonoidow
w korzeniach siewek, korzeniach wlosnikowatych i zawiesinowych hodowlach komorek
korzeniowych modelowej rosliny motylkowatej Medicago truncatula

Medicago truncatula jest rosling z rodziny bobowatych (motylkowatych-Fabaceae),
ktora wyewoluowata z obszaru basenu Morza Srédziemnego. Powszechnie uprawiana jest
w Australii z przeznaczeniem na pasz¢ lub stosowana jako dodatek do zywnos$ci. Ze wzgledu
na niewielkie wymagania hodowlane, maty diploidalny genom oraz tatwos$¢ wprowadzania
modyfikacji genetycznych, roslina ta stata si¢ modelowym obiektem badan z zakresu genomiki
funkcjonalnej (Cook, 1999). Szeroko wykorzystywana jest rowniez w projektach badawczych
dotyczacych odziatywan roslina-patogen (Farag i in., 2008), symbiozy z bakteriami
brodawkowymi (Barker i in., 1990) czy tez grzybami mikoryzowymi (Hassan i Mathesius,
2011). W oddziatywaniach tych wazng role pelnig flawonoidy, z tego tez wzgledu
podejmowane s3 liczne prace badawcze, ktérych przedmiotem jest analiza fenolowych
metabolitow wtornych w komorkach i tkankach M.truncatula (Farag i in., 2007, 2008, 2009;
Jasinski i in., 2009; Wasson i in., 2009, Zhao i in., 2011) . Najczesciej wykorzystywanymi do
tego celu narzedziami sg uktady chromatograficzne sprzezone ze spektrometrami mas

(Kapusta, 2009).
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W przedlozonej pracy, na podstawie eksperymentow MS/MS i pseudo-MS?,
przeprowadzonych na analizatorze Qg-ToF, zidentyfikowano 53 zwigzki flawonoidowe,
obecne w korzeniach siewek, korzeniach wlosnikowatych i1 kulturach komoérkowych
M.truncatula (Staszkow 1 in., 2011). Ze wzglegdu na brak czeSci standardow oraz
niedostateczne informacje strukturalne wynikajgce z analizy widm fragmentacyjnych, niektore
zwigzKi scharakteryzowano w oparciu o dane literaturowe (Broeckling i in., 2005; Kowalska
i in., 2007; Farag i in., 2007, 2008, 2009; Jasinski i in., 2009; Marczak i in., 2010).
Zaobserwowano roznice jakosciowe i iloSciowe, dotyczace profili flawonoidow, pomiedzy
badanymi ekstraktami. Wiele sposrod zidentyfikowanych aglikonéw (Ryc.4.22) wystepowato
w postaci wolnej w korzeniach wto$nikowatych oraz kulturach komorkowych, przy czym
najwyzsze ich poziomy odnotowano dla pozywek. Wolnych aglikonow nie zaobserwowano dla
ekstraktow korzeni siewek. Réznice te mogg wynikaé z dziatania stresu abiotycznego podczas
hodowli materialu (przeszczepianie na Swieze pozywki) i ekstrakcji.

Wiele aglikonow obecnych byto rowniez w postaci glikozylowanej i acylowanej. Mozliwo$é
podstawienia czasteczek cukrowych i acylowych w réznych pozycjach na szkielecie aglikonu,
bylo przyczyna wystapienia wielu izomerdéw i izobaréw flawonoidow. Podstawniki cukrowe,
glukoza i kwas glukuronowy, wystepowaty w potaczeniach z aglikonem w postaci mono-
i di-glikozydow. Czasteczki kwasu malonowego, ferulowego i kumarowego stanowity
podstawniki acylowe. Zastosowanie wysokorozdzielczego analizatora pozwolilo na
rozrdznienie podstawnika w postaci kwasu ferulowego 1 kwasu glukuronowego (zwiazki o tych
samych masach nominalnych oboj¢tnych fragmentéw) na podstawie sktadow elementarnych
1 dokladnych mas protonowanych czasteczek. Obecno$¢ glikozylowanych flawonoidow
acylowanych kwasem ferulowym obserwowana byta rowniez wczesniej w ekstraktach z lisci
M.truncatula (Marczak i in., 2010). Izomery glukuronowych pochodnych flawonoidow
stanowily zwiazki réznicujagce badane ekstrakty. Obecnos¢ glukuronowych pochodnych
zaobserwowano jedynie w tkankach korzeni siewek. Nie zidentyfikowano ich w korzeniach
wlosnikowatych oraz kulturach komorkowych. Glukuronowe pochodne genisteiny, luteoliny
oraz daidzeiny nie byly dotad raportowane w ekstraktach korzeniowych z M.truncatula
(Schliemann i in. 2008; Farag i in. 2007, 2008, 2009).

Roéznice w sktadzie zwigzkow fenolowych (w szczegoélnosci wolnych aglikonéw oraz ich
glukuronowych i acylowanych pochodnych) pomigdzy ekstraktami korzeni siewek,
wlosnikowatych oraz kultur komérkowych, moga by¢ wynikiem odmiennej kontroli szlaku
biosyntezy flawonoidow. Zmiany moga wynika¢ z réznego charakteru probek oraz warunkow

hodowli i wzrostu materiatu. Izoflawonoidy byly syntezowane w wigkszej ilosci w kulturach
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komoérkowych niz w korzeniach. Stopien glikozylacji glukoza i/lub kwasem glukuronowym
oraz acylacji aglikonu byt rézny, w zalezno$ci od typu analizowanej tkanki. W korzeniach
siewek glukuronowane aglikony acylowane byly przewaznie kwasami aromatycznymi.
Glukozylowane flawonoidy podstawiane kwasem malonowym obecne byly zaréwno
w kulturach korzeni wlosnikowatych oraz zawiesinach komoérkowych. W  wigkszo$ci
przypadkow malonylacji ulegaly glukozydy izoflawonow. Zwigzkami najistotniej
roéznicujacymi analizowane ekstrakty, byty glukuronowe pochodne izoflawonoidéow acylowane
kwasem ferulowym lub kumarowym. Wystepowaly one jedynie w korzeniach siewek.

Nalezy zaznaczy¢ ze analiza widm fragmentacyjnych w wielu przypadkach nie
pozwolita na okreslenie pelnej struktury badanych zwiazkéw. Ze wzgledu na niedostateczng
liczbe standardow, nie zawsze mozliwe bylo jednoznaczne okreslenie struktury aglikonu
poprzez pordwnanie wzorcéw fragmentacji MS®. Typ podjednostki cukrowej oraz
podstawnikéw acylowych zostal okreslony na podstawie doktadnego stosunku m/z
protonowanych czasteczek. W celu okreslenia rodzaju podstawnika cukrowego (np. heksoza-
glukoza) positkowano si¢ rowniez danymi literaturowymi. W wielu przypadkach nie byto
mozliwe okreslenie pozycji podstawienia szkieletu aglikonu czgsteczkg cukrowa, podobnie jak
okreslenie typu wigzan wewnatrzglikozydowych. W celu petnej charakterystyki strukturalnej

nalezaloby przeprowadzi¢ analiz¢ NMR.

5.4 Wykorzystanie eksperymentow z kolizyjnie indukowang dysocjacja (CID) do analizy
strukturalnej i profilowania flawonoidow obecnych w liSciach pszenicy zwyczajnej
(Triticum aestivum)

Przy uzyciu sprzezonych technik wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz
spektrometrii mas z wysokorozdzielczym hybrydowym analizatorem Qqg-ToF, mozliwe byto
zaproponowanie 42 struktur flawonoidow obecnych w lisciach pszenicy zwyczajnej (Triticum
aestivum). Ponad potowa z nich nie byta dotad raportowana w literaturze, w kontekscie ich
obecnosci w tkankach zb6z (Cummins i in., 2006; Ioset i in., 2007; Liu i in., 2010; Dinelli i in.,
2011, Moheb i in., 2011) Analiza strukturalna zwigzkow fenolowych przeprowadzona zostata
na podstawie widm MS, MS? i pseudo-MS® zarejestrowanych zaréwno w trybie jonéw
dodatnich jak i ujemnych. Niezaleznie przeprowadzone analizy pozwolily na czeSciows
charakterystyke strukturalng zlozonej mieszaniny zwigzkéw obecnych w badanych
ekstraktach. Zidentyfikowano mono- di- i tri-glikozydy pigciu aglikonow flawonowych,
apigeniny, chryzoeriolu, luteoliny, trycyny, trycetyny oraz eteru trimetylowego trycetyny.

Struktury aglikonow okre$lono jednoznacznie na podstawie porownania widm MS? dla
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wolnych aglikonow oraz pseudo-M83 dla O-glikozydow z widmami standardow. W przypadku
C-glikozylowanych flawonow uzyskanie widma pseudo-MS3 aglikonu nie bylo mozliwe.
W takich przypadkach aglikon okreslano na podstawie dokladnego stosunku m/z
analizowanych protonowanych lub deprotonowanych czgsteczek. Réwniez na tej podstawie
okreslano typ podjednostki cukrowej (heksoza, pentoza, deoksyheksoza, kwas glukuronowy)
oraz grupy acylowej (kwas malonowy, ferulowy, kumarowy). Dzigki zastosowaniu
wysokorozdzielczego analizatora mozliwe bylo rozroznienie czasteczki cukru od grupy
acylowej o tej samej masie oboje¢tnego fragmentu (np. 162 Da dla heksozy oraz kwasu
kumarowego, 176 Da dla kwasu glukuronowego oraz kwasu ferulowego). Wykorzystanie
hybrydowego kwadrupola sprzezonego z analizatorem czasu przelotu, pozwolito na okreslenie
sktadow elementarnych badanych zwigzkow, z bledem ponizej 5 ppm-6w. Na podstawie wzoru
fragmentacji widm CID MS/MS zarejestrowanych w trybie jonow dodatnich i ujemnych
mozliwe byto okreslenie sposobu glikozylacji (O, C, C/O). W przypadku monoglikozydow,
w oparciu o obecno$¢ i wzajemne stosunki intensywnosci jonow Yy, Y3 oraz E; wnioskowanie
jest stosunkowo proste. Sytuacja komplikuje si¢ podczas analizy fragmentacji diglikozydow.
W wielu przypadkach na podstawie uzyskanych jonéw fragmentacyjnych dla protonowanych
I deprotonowanych czasteczek glikozylowanych flawonoidow nie uzyskano jednoznacznej
odpowiedzi w kwestii charakterystyki strukturalnej. Okre$lenie miejsca podstawienia grup
cukrowych do szkieletu aglikonu rowniez czesto byto niejednoznaczne, a w wielu przypadkach
niemozliwe, szczegdlnie jesli chodzi 0 O-glikozylacje. Z tego tez powodu, jedynie dla O-
glikozydow trycyny i eteru metylowego trycetyny zaproponowano pozycj¢ glikozylacji przy
atomie wegla C-7, w oparciu o tworzong zawadg przestrzenng i w zwigzku z tym brak
mozliwosci podstawienia grupy cukrowej na pierscieniu B. W przypadku C-monoglikozydow
zaproponowano pozycje przylaczenia podstawnika cukrowego jako C-6 lub C-8, w oparciu
0 wzgledne intensywnosci jonow E; (Waridel i in., 2001). Podczas prowadzenia
eksperymentdw z kolizyjnie indukowana dysocjacja nalezy zwraca¢ uwage na odpowiedni
dobdr parametrow energii kolizji, w celu uzyskania dobrej jakosci informatywnych widm,
pozwalajacych wycigga¢ wnioski dotyczace charakterystyki strukturalnej badanych zwigzkow.
W celu pelnej 1 jednoznacznej analizy struktury zwigzkoéw obecnych w mieszaninach
ekstraktow roslinnych konieczne jest ich wyizolowanie, oczyszczenie i poddanie analizie
NMR. W  badaniach  metabolomicznych  dotyczacych  identyfikacji  zwigzkoéw
z wykorzystaniem spektrometrii mas przyjelo si¢ od niedawna okre§lanie poziomow

identyfikacji metabolitow (Tab.4.7) zgodnie z wytycznymi MSI (Sumner i in., 2007)
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5.5 Wykorzystanie techniki spektrometrii mas z kolizyjnie indukowang dysocjacja do
analizy strukturalnej fenolowych metabolitow wtornych - aspekty metodyczne

Flawonoidy, ze wzgledu na role jaka peilnig w roslinie oraz korzystny wpltyw na
zdrowie czlowieka, staly si¢ obiektem badan wielu grup badawczych (Middleton i in., 2000;
Heim i in., 2002; Hodek i in., 2002; Veitch i Grayer, 2008). Badania metabolomiczne,
dotyczace fenolowych metabolitow wtdrnych, sa niezbednym narzedziem wykorzystywanym
w biologii systeméw, umozliwiajgcym poznanie ztozonych oddziatywan 1 zaleznosci
zachodzacych w systemach biologicznych. Analiza sktadu 1 struktury zwigzkow
flawonoidowych daje mozliwos¢ wnioskowania w kwestii funkcji, jakie pelnig one w roslinie,
podczas proceséw odpornosciowych, mechanizméw obronnych oraz adaptacyjnych. Badanie
zmian w profilach fenolowych metabolitow wtornych réznych gatunkéw i odmian ro$lin,
wzrastajagcych w odmiennych warunkach fitopatologicznych jest konieczne, w celu lepszego
zrozumienia procesé6w biochemicznych 1 fizjologicznych zachodzacych na poziomie
komoérkowym.

Jednak strukturalna analiza flawonoidow nie nalezy do zadan prostych, ze wzgledu na
ztozony sktad ekstraktow roslinnych. Wiele z tych naturalnych produktéw to zwigzki bedace
izomerami lub izobarami. Pomimo, iz posiadajg one roézny wzér podstawnikoéw
glikozydowych, ich zblizone wilasciwosci fizykochemiczne utrudniaja wiasciwy rozdziat
chromatograficzny. Zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej (UPLC) pozwala
na skuteczny rozdziat izomerycznych zwiazkoéw fenolowych, obecnych w mieszaninach
roslinnych. W trakcie prowadzonych badan wykorzystywano dwa uktady chromatograficzne,
umozliwiajace prace przy podwyzszonych wartosciach cisnien (w granicach 600 barow).
Parametry rozdzialu zostaly opracowane w oparciu o metodyke zaproponowang do analizy
zwigzkow fenolowych obecnych w ekstraktach tubinu waskolistnego przez Muth (2010).
W przypadku badanych mieszanin flawonoidow wyizolowanych z réznych gatunkéw i odmian
roslin (tubin, pszenica, lucerna) konieczne byly nieznaczne modyfikacje parametréw analiz
LC. Testowano roéwniez rozne kolumny chromatograficzne, ktéore pozwolity na uzyskanie
komplementarnych danych. Poza spektrometrami mas stosowanymi jako analizatory
w prowadzonych badaniach, pomocne byly réwniez detektory UV, pozwalajace rozréznic¢
klasy flawonoidow na podstawie maksimow absorpcji promieniowania UV. Flawony posiadaja
dwa maksima absorpcji (przy dtugosci fali rownej 260 i 350 nm) natomiast izoflawony jedno
(przy A2=260 nm) (Andersen i Markham, 2006).

Sprzgzone techniki chromatografii cieczowej 1 spektrometrii mas sg obecnie najczesciej

wykorzystywane podczas profilowania i analizy strukturalnej fenolowych metabolitow
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wtornych obecnych w ekstraktach roslinnych. Pozwalaja one na rozdzial i identyfikacje
stosunkowo duzej ilosci zwigzkow (Justesen i in., 1998; Lin i in., 2000; Gu i Gu, 2001; Klejdus
I in., 2001; Waridel i in., 2001; Prasain i in., 2004; Wu i in., 2004; de Rijke i in., 2004, 2006
Stobiecki i Kachlicki, 2006; van der Hooft i in., 2011b). Najczgsciej do tego celu
wykorzystywane sg spektrometry wyposazone w zrodto typu elektrosprej (ESI), ktoére pozwala
na jonizacj¢ pod cis$nieniem atmosferycznym, w wyniku €zego powstaja protonowane lub
deprotonowane czasteczki. Analiza strukturalna moze by¢ prowadzona na podstawie analizy
widm, zarejestrowanych na niskorozdzielczych analizatorach typu kwadrupol czy putapka
jonowa. Analizator czasu przelotu pozwala na uzyskanie wysokorozdzielczych widm
masowych. Najczgéciej jednak, w celach analizy strukturalnej badanych zwiazkow,
wykorzystuje si¢ tandemowe uktady QQ-TOF lub Orbitrap. Pozwalaja one na uzyskiwanie
wysokorozdzielczych widm fragmentacyjnych.

W przedstawionych w rozprawie doktorskiej eksperymentach, stosowano dwa uktady
LC/MS do analizy zwigzkéw fenolowych obecnych w  ekstraktach roslinnych.
Niskorozdzielczy spektrometr mas typu putapka jonowa, pozwalal na przeprowadzenie
eksperymentéw MS". Przy wystapieniu odpowiednio wysokiego stezenia badanego zwiazku,
mozliwe bylo uzyskanie fragmentacji rzedu MS°, zazwyczaj jednak uzyskiwano fragmentacje
stopnia MS®. Widma takie byly pomocne podczas analizy strukturalnej zwiazkéw fenolowych
I stanowity uzupetnienie dla informacji, uzyskanych na podstawie widm zarejestrowanych na
analizatorze QQ-ToF. Podstawowe narzedzie analityczne stanowit jednak uktad LC/ESI/QgQ-
ToF-MS. Wysokorozdzielczy analizator pozwalat na prowadzanie eksperymentow z kolizyjnie
indukowana dysocjacja CID MS/MS i pseudo-MS®. Widma fragmentacyjne, rejestrowane
zarébwno w trybie jonow dodatnich [M+H]" jak i ujemnych [M-H], przy réznych wartosciach
energii kolizji, pozwolity wnioskowa¢ w kwestii struktury badanych zwigzkow.

W  celu wuzyskania informatywnych widm fragmentacyjnych konieczne bylo
przeprowadzenie szeregu analiz, pozwalajacych na dobor odpowiednich parametrow
energetycznych. Optymalizacji dokonywano wykorzystujac do tego celu zarowno standardy
flawonoidow jak i ekstrakty tkanek ro$linnych, ktore analizowano metoda bezposredniego
nastrzyku oraz w uktadzie LC/MS. Nalezy podkresli¢, ze odpowiednie warto$ci energii kolizji
byty zalezne zar6wno od masy czasteczkowej analizowanych zwigzkow jak i1 od ich
wilasciwosci fizykochemicznych. Z tego tez wzgledu whasciwe eksperymenty fragmentacyjnie
przeprowadzano wykorzystujac tzw. ramping. Oznacza to, ze widma nie byly rejestrowane
przy jednej energii kolizji, ale stosowano okre§lone zakresy energetyczne. Wolne aglikony

w celu fragmentacji wymagaly bowiem zastosowania wyzszych warto$ci energii kolizji niz ich
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pochodne glikozylowane lub acylowane. Wolne aglikony ulegaty fragmentacji przy energii
w granicach 25-30eV, przy czym roznity si¢ nieznacznie stopniem fragmentacji w zaleznosci
od klasy. W trybie jonéw ujemnych konieczne bylo zastosowanie wyzszych wartosci
energetycznych niz w przypadku jonizacji dodatniej. Podczas analizy monoglikozydow srednia
energia kolizji wynosita 10-20 eV, w przypadku zastosowania jonizacji dodatniej. WartoSci te
zalezaly od klasy zwigzku i sposobu glikozylacji. Dla O-glikozydow nalezalo zastosowac
nieznacznie wyzsza energi¢, niz w przypadku C-glikozydow. W celu okreslenia struktury
aglikoné6w O-glikozylowanych pochodnych, konieczne bylo dodatkowo zastosowanie
podwyzszonego potencjatu energetycznego w zrddle jonow (ISCID). Przytozenie wysokiego
napiecia w regionie szczelin ogniskujacych pozwalato na rozpad pochodnych flawonoidowych
do aglikonéw, ktore nastgpnie po izolacji w pierwszym kwadrupolu, ulegaty fragmentacji
w komorze kolizji w warunkach podwyzszonej energii CID.
Z powyzszych wzgledow, w celu uzyskania informatywnych widm fragmentacyjnych dla
wszystkich zwigzkow obecnych w badanych ekstraktach, kazda probke analizowano
w 4 roéznych programach energetycznych. Analizy MS/MS jonéw dodatnich prowadzone byty
przy energii kolizji w granicach 15-30 eV oraz 30-35 eV dla jonéw ujemnych. W celu
okreslenia struktury aglikonow O-glikozylowanych czasteczek, eksperymety ISCID
prowadzono przy energii w zrodle wynoszacej 80/85 eV oraz energii kolizji 20/25 eV
(odpowiednio dla jonéw dodatnich i ujemnych). Powyzej zaproponowane podej$cie pozwolito
na uzyskanie widm fragmentacyjnych, na podstawie ktéorych mozna bylo wnioskowac
0 strukturze analizowanych zwigzkow.

Widma zidentyfikowanych metabolitbw umieszczono W nowo utworzonej
(w programie DataAnalysis, Bruker Daltonics), wewnetrznej bibliotece zwigzkoéw fenolowych
(ktora zostata udostepniona firmie Bruker Daltonics 1 rozestana zainteresowanym
uzytkownikom systemow Qq-ToOF). I chociaz dostgpnych jest obecnie wiele bibliotek widm
masowych, korzystanie z nich bywa ograniczone, ze wzglgdu na problemy z uzyskaniem
powtarzalnych i poréwnywalnych wynikow. Przyczyng tego typu trudno$ci jest brak
standaryzacji warunkéw prowadzonych eksperymentéw fragmentacyjnych przez niektére
grupy badawcze, rejestrujace widma z wykorzystaniem réznych analizatoréw. Wtasna
biblioteka z pewnoscig utatwi przyszie analizy zwigzkéw. Uzyskane widma umieszczone
zostaly  ponadto w  migdzynarodowej  bazie  widm  masowych  MassBank

(http://www.massbank.jp). Pomimo faktu, iz powtarzalno$¢ widm masowych uzyskanych przy

uzyciu technik LC/MS jest znacznie nizsza niz w przypadku analiz GC/MS, istnieje

koniecznos¢ upowszechniania danych eksperymentalnych z zakresu metabolomiki. Wazne jest
164


http://www.massbank.jp/

aby prezentowane i udostepniane dane byly jak najbardziej porownywalne, dlatego konieczne
jest przestrzeganie zasad standaryzacji warunkow prowadzonych analiz, zaproponowanych
przez MSI, zar6wno na etapie hodowli, ekstrakcji materialu, przygotowywania probek oraz
analiz metabolomicznych przy uzyciu technik LC/MS i GC/MS (Keurentjes i in., 2006;
Weckewerth, 2007; Goodacre i in., 2007; Sanson i in., 2007; Fiehn i in., 2007, 2008). Takie
podejécie  zostalo zastosowane na kazdym etapie prowadzonych eksperymentow
przedstawionych w niniejszej pracy.

Podczas analiz zwigzkoéw fenolowych uktad LC/Qqg-Tof-MS wykorzystywano rowniez
w sprzezeniu z systemem NanoMate firmy Advion. Urzadzenie to, speniajace role nano-
zrodta, umozliwito prowadzenie analiz z wykorzystaniem nano-przeplywow, co jednak nie
wptyneto znaczaco na poprawe czulosci oraz rozdzielczosci. Ponadto urzadzenie petito rolg
automatycznego kolektora frakcji wycieku chromatograficznego, dzigki czemu mozliwe byto
prowadzenie analiz wybranych frakcji zwiazkow, bez koniecznosci ponownego nastrzyku
mieszaniny. Analiza off-line umozliwiata przeprowadzenie eksperymentow kolizyjnych, dla
wybranych zwiazkow, przy roznych wartosciach parametrow energetycznych w stosunkowo0
krotkim czasie. Niestety ze wzgledu na niewielkie stezenia badanych zwigzkow (ug), a co za
tym idzie niskie intensywnosci powstatych jonow, nie zawsze istniata mozliwo$¢ uzyskania
zadowalajacego widma masowego.

Na podstawie analizy wysokorozdzielczych widm fragmentacyjnych, mozliwe jest
uzyskanie informacji strukturalnych, dotyczacych: struktury aglikonu, rodzaju podjednostki
cukrowej (heksoza, deoksyheksoza, pentoza), typu wigzania miedzy aglikonem
a podstawnikiem cukrowym (O- lub C-glikozylacja), typu wigzania wewnatrzglikozydowego,
miejsca podstawienia czasteczki cukrowej na szkielecie aglikonu, rodzaju podstawnika
acylowego (Waridel i in., 2001; Ferreres i in., 2004, 2008; Kachlicki i in., 2005; Stobiecki
i Kachlicki, 2006; Vukics i Guttman, 2010; Abranko i in., 2011). W prezentowanej pracy,
struktury aglikondbw obecnych w badanych ekstraktach ro$linnych okreslono w oparciu
o poréwnanie widm MS? i pseudo-MS® uzyskanych dla wolnych aglikonéw oraz ich
glikozydow z widmami standardow. Generalnie, klase aglikonu mozemy rowniez wskaza¢ na
podstawie maksimow absorpcji $wiatla UV. Istnieje ponadto mozliwos¢ wnioskowania co do
struktury na podstawie charakterystycznych jonow fragmentacyjnych “A* i "B* (Ryc.1.14),
powstajacych w wyniku rozerwania wigzania C-C pierécienia C (reakcja retro Dielsa-Aldera)
w pozycjach 1/3, 0/2, 0/3, 0/4 lub 2/4 czasteczki aglikonu. Wzér fragmentacji aglikonu zalezy
od klasy flawonoidu i odpowiednio dobranej energii kolizji (okoto 30eV). W wyniku

fragmentacji flawonoli, w trybie jonow dodatnich, powstaja charakterystyczne jony “?A*, %?A*
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- CO, A" + 2H, °B* - 2H, natomiast rozpad flawonow prowadzi do powstania fragmentéw
13g* 04g* 04B* . H20. Analiza widm fragmentacyjnych aglikonow, zarejestrowanych
w trybie jonéw ujemnych, wymaga stosowania wyzszej energii kolizji. Pomimo wyzszej
czulo$ci widma takie sg trudniejsza do interpretacji. Charakterystycznym jonem powstajacym
w wyniku fragmentacji jest ~ **A", przy czym dla izoflawonéw obserwujemy fragment ®*B-
(Cuyckens i Clayes, 2004). Nalezy przy tym pamigtac, ze stopien hydroksylacji pierscienia B
aglikonu ma istotny wptyw na jego fragmentacj¢. W przypadku fragmentacji w trybie jonéw
ujemnych obserwujemy réwniez charakterystyczne jony rodnikowe. Inny wzoér fragmentacji
niz w trybie jonéw dodatnich umozliwia uzyskanie komplementarnych informacji.

Na podstawie charakterystycznych jonoéw fragmentacyjnych, uzyskanych w trybie jonow
dodatnich i ujemnych, mozliwe jest réwniez okreslenie miejsca podstawienia czasteczki
cukrowej na szkielecie aglikonu, poprzez grupe hydroksylowa lub bezposrednio przez wegiel
C-6/C-8 (glikozylacja typu O,C,C/O). Nalezy podkreslié, ze stosunkowo tatwe jest
wnioskowanie o lokalizacji grupy cukrowej w przypadku monoglikozydow. Sytuacja
komplikuje si¢ wraz ze wzrostem liczby podjednostek cukrowych. W przypadku
O-glikozydow, w wyniku przylozenia matej lub $redniej energii kolizji, dochodzi do pgknigcia
wigzania hemi-acetalowego O-C i powstania charakterystycznych jondéw Yi. Dla
C-glikozydéw, niska energia kolizji jest niewystarczajaca, $rednia energia kolizji powoduje
natomiast pgkanie wigzan wewnatrz pierScienia cukrowego lub utrate czasteczek wody. W tej
sytuacji powstaja charakterystyczne fragmenty: "X; oraz E; W przypadku C,O-glikozydow
powstaja zaréwno jony “X; jak i Yi. W prezentowanej pracy okreslenie roznicy miedzy O i C-
glikozylacja nie sprawiato problemow. W niektorych przypadkach stosunkowo trudne byto
okreslenie rozmieszczenia grup cukrowych w przypadku diglikozydow. Informacje uzyskane
z analizy widm rejestrowanych w trybie jonéw dodatnich i ujemnych bywaty niejednoznacznie
i nie zawsze pokrywaly si¢ z danymi literaturowymi. Moze to S$wiadczyé
o fakcie, ze wraz ze wzrostem skomplikowania struktury czasteczki rosnie mozliwo$é
przebiegu fragmentacji wedtug r6znych mechanizmow. Zwigzane jest to rowniez z duza liczbg
izomerow obecnych w analizowanych probkach. W teorii réznice miedzy di-O-, O-di- oraz
O,C-glikozydami mozna wskaza¢ na podstawie analizy intensywnos$ci jondw
fragmentacyjnych Y1, Yo, Z; oraz charakterystycznych jonéw rodnikowych. Typ jednostki
cukrowej (heksoza, deoksyheksoza, pentoza) okresla si¢ na podstawie charakterystycznych
fragmentow X, Yi, Z;i (Vukics i Gutman, 2010). W przypadku O-glikozylacji obserwowano
obojetne fragmenty -162, -146, -132, -176 Da, odpowiadajace heksozie, deoksyheksozie,

pentozie oraz kwasowi glukuronowemu. Z kolei dla C-glikozydow typ podstawnika
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cukrowego okre§lano na podstawie wartosSci m/z protonowanych i deprotonowanych
czasteczek. Ponadto, wysokorozdzielczy analizator umozliwiat okreslenie wartosci m/z
powstajacych jonow [M+H]"/[M-H] z doktadnoscia ponizej 5 ppm-6w. Uzyskane wartosci
miescity si¢ przewaznie w granicach 1-3 ppm-ow, dzieki czemu mozliwe byto rozroznienie
podstawnika cukrowego od acylowego, na podstawie odczytanego skladu elementarnego
jonow.

Najwickszy problem stanowilo okreslenie miejsca podstawienia czasteczki cukrowe;j,
w oparciu 0 analize¢ widm fragmentacyjnych zarejestrowanych zarowno w trybie jondéw
dodatnich jak i ujemnych. W przypadku C-glikozydéw pozycj¢ podstawienia cukru na
szkielecie aglikonu, C-6 lub C-8, wskazano w oparciu o algorytm zaproponowany przez
Waridela i wspotpracownikow (2001) (Rye.5.3). Jedynie w przypadku izomeréow C-glukozydu
genisteiny model ten si¢ nie sprawdzal. Schematy fragmentacji dla obydwu izomerow
wygladaty identycznie. Z tego tez powodu izomeryczne zwiazki scharakteryzowano na
podstawie czaséw retencji (Kachlicki i in., 2005). Znacznie trudniej bylo okresli¢ pozycje
O-glikozylacji, C-3, C-7, lub C-4’. W przypadku izoflawonéw O-glikozylacja zachodzi
najczesciej w pozycjach C-7 oraz C-4’. Jednak na podstawie analizy widm fragmentacyjnych
zarejestrowanych na analizatorze QQ-ToF trudno jest jednoznacznie okres$lic pozycje
podstawienia czasteczki aglikonu podjednostka cukrows.

W celu rozwigzania probleméw, zwigzanych z okresleniem miejsca podstawienia cukréw na
aglikonie, przeprowadzono analizy kompleksow glikozylowaniach flawonoidow z kationami
metali dwuwarto$ciowych (Cu®*, Mg?") (Davis i Brodbelt, 2004) oraz srebra (Ag") (Zhang
i Brodbelt, 2005). Jony potomne kompleksow, rejestrowane w wyniku eksperymentow CID na
analizatorze Qg-ToF, nie pozwolily na rozroéznienie izomeréw glikozylowanego aglikonu
luteoliny. Eksperyment z wykorzystaniem komplekséw z jonami magnezu powtorzono przy
wykorzystaniu analizatora typu putapka jonowa. W wyniku przeprowadzonego doswiadczenia
otrzymano jony diagnostyczne (wedtug Davis i Brodbelt, 2004), na podstawie ktorych mozliwe
byto rozroznienie badanych izomerow. Przeprowadzony eksperyment wskazuje na fakt, ze
uzyskana fragmentacja dla kompleksow flawonoidéw z kationami metali w eksperymentach

CID, jest w duzym stopniu zalezna od rodzaju stosowanego analizatora w spektrometrze mas.
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(*) obserwowane gtéwnie na analizatorze Qq-ToF

Ryc.5.3 Algorytm identyfikacji izomerycznych C-glikozydow flawonoidow na podstawie
widm CID MS/MS (wedug Waridel i in., 2001).

Wykorzystanie uktadow chromatograficznych w sprzezeniu ze spektrometrami mas,
pozwala na prowadzenie na szeroka skale profilowania metabolitow obecnych w probkach
biologicznych. Przy zastosowaniu odpowiedniego podejscia metodycznego, podczas

prowadzonych eksperymentéw dotyczacych fragmentacji badanych zwigzkéw, mozliwe jest
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uzyskanie informacji odno$nie struktury analizowanych metabolitow. Niezaprzeczalnym
faktem jest przewaga specyficznosci analiz wykonywanych przy uzyciu magnetycznego
rezonansu jadrowego nad spektrometrem masowym. Jednak ze wzgledu na wysokie koszty
analizy NMR, koniecznos$¢ dostarczenia probki w formie wysoce oczyszczonej i w stosunkowo
wysokiemu stezeniu, spektrometry mas pozostaja najczesciej wykorzystywanymi analizatorami
podczas badan metabolomicznych dotyczacych profilowania i identyfikacji zwigzkoéw
fenolowych (Cuyckens and Claeys, 2004; van der Hooft, 2011 ). W zwiazku z powyzszym
konieczne jest prowadzenie eksperymentow zwigzanych z mozliwosciami wykorzystania

technik spektrometrii mas do analizy szerokiej gamy produktow naturalnych.
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VI. WNIOSKI

1. Na podstawie analizy zawigzkow fenolowych, obecnych w ekstraktach materiatu ro§linnego
rébznego  pochodzenia  (tubin, lucerna, pszenica) wykazano, ze zastosowanie
wysokorozdzielczych technik spektrometrii mas pozwala na uzyskanie precyzyjnych
informacji na temat sktadu elementarnego badanych czasteczek oraz istotnych informacji

strukturalnych.

2. Opracowane podejscie metodyczne prowadzenia eksperymentow z Kolizyjnie indukowang
dysocjacjag, CID MS/MS oraz pseudo-MS3, pozwolito na identyfikacje i1 charakterystyke

strukturalng fenolowych metabolitéw wtornych obecnych w ekstraktach roslinnych.

3. Wpykorzystanie eksperymentow pseudo-MS? bylo szczegélnie pomocne podczas
rozrozniania licznych izomeréw 1 izobarow flawonoidéw, wystepujacych w probkach

materialu roslinnego.

4. Dzigki wykorzystaniu dwoch systemow, LC/MS i GC/MS, mozliwe byto przeprowadzenie
kompleksowych analiz ilosciowych i jakosciowych zmian w poziomach fenolowych
metabolitow wtornych, wystepujacych w tkankach ‘tubinu waskolistnego (Lupinus
angustifolius) w odpowiedzi na infekcje lub/i elisytacje patogennym grzybem (Colletotrichum

lupini) lub/i toksyng grzybowsa.

5. Odpowiedz tubinu waskolistnego na infekcje lub/i elisytacje, przejawia si¢ w obecnoS$ci
antybiotycznych metabolitow wtornych, zarbwno w komorkach tkanek jak i na powierzchni

liscia, co wskazuje na sprawne funkcjonowanie systemu odpornosciowego rosliny.

6. W zaleznosci od sposobu przeprowadzonej infekcji lub/i elisytacji patogennym grzybem
lub/i jego toksyng, ro$lina uruchamia rézne mechanizmy obronne, przejawiajace si¢
w poziomie syntezy i akumulacji fenolowych metabolitow wtornych oraz zmianami

w poziomie ekspresji genow szlaku ich biosyntezy.

7. Elisytacja tubinu poprzedzajaca proces infekcji wywotuje intensyfikacje odpowiedzi
obronnej rosliny, przejawiajacej si¢ we wzroscie poziomu syntezy metabolitow wtornych

wykazujacych dzialanie antybiotyczne wobec infekujacego patogena.

8. Wykazano znaczacy udzial prenylowanych izoflawonéw oraz ich pochodnych w procesach

obronnych tubinu przed infekcja lub/i elisytacja patogennym grzybem lub/i jego toksyna.
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9. Wykazano udzial procesu acylacji kwasem malonowym fenolowych metabolitow wtornych

w procesach zwigzanych z patogeneza.

10. Profile zwigzkéw fenolowych obecnych w tkankach réznych gatunkow tubinu, okreslone
przy wykorzystaniu technik spektrometrii mas, stanowig dobra podstawe do przeprowadzenia

analizy chemotaksonomicznej.

11. Wykazano istnienie istotnych réznic w sktadzie potaczen flawonoidowych, wystepujacych
w tkankach korzeni siewek Medicago truncatula oraz w tkankach wyprowadzonych przy
wykorzystaniu metod biotechnologicznych (korzenie wto$nikowate, korzeniowe kultury
komoérkowe). Swiadczy to o wplywie sposobu prowadzenia hodowli tkanki korzeniowej na

poziom aktywacji i akumulacji fenolowych metabolitow wtornych.
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VIl. STRESZCZENIE

W ramach przedtozonej pracy doktorskiej przeprowadzono badania z zakresu
wykorzystania technik spektrometrii mas, w szczegolnosci eksperymentéw z kolizyjnie
indukowang dysocjacja, CID MS/MS oraz pseudo-MS®, do analizy strukturalnej i profilowania
zwigzkow fenolowych obecnych w zlozonych ekstraktach roslinnych. Materiat biologiczny
stanowity korzenie 1 liScie rdoznych gatunkéw tubinu, tkanki korzeniowe modelowej rosliny
Medicago truncatula oraz liscie pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum).

Nadrzednym celem prac doswiadczalnych bylo opracowanie metodyki prowadzenia
cksperymentow CID MS/MS oraz pseudo-MS®, pozwalajacej na uzyskanie istotnych
informacji dotyczacych charakterystyki strukturalnej badanych zwiazkow.

Zoptymalizowane podejscie metodyczne prowadzenia eksperymentéw, wykorzystano
podczas badan nad rolg, jaka pelnig fenolowe metabolity wtorne podczas infekcji lub/i
elisytacji r6znych odmian tubinu patogennym grzybem C.lupini lub/i jego toksyng. Do badan
jako$ciowych 1 ilosciowych zostaly wykorzystane sprzezone uklady chromatografii cieczowe;j
i gazowej z detektorami mas (LC/ESI/MS/MS i GC/MS). Poziomy metabolitbw wtornych
zostaly okreslone zarowno w ekstraktach z czesci zielonych tubindéw jak i na powierzchni lisci.
W zaleznos$ci od sposobu przeprowadzonej infekcji lub/i elisytacji patogennym grzybem lub/i
jego toksyna, ro$lina uruchamia ro6zne mechanizmy obronne, przejawiajace si¢
w poziomie syntezy i akumulacji fenolowych metabolitow wtornych oraz ekspresji genoéw
szlaku ich biosyntezy. Wykazano takze udzial prenylacji oraz acylacji kwasem malonowym
1zoflawonow oraz ich pochodnych w procesach zwigzanych z patogeneza.

Ponadto w ramach pracy doktorskiej prowadzone byly badania z zakresu analizy
strukturalnej 1 profilowania fenolowych metabolitow wtornych w ekstraktach tkankowych
z niebadanego dotychczas materiatu roslinnego. Zastosowanie dwoch uktadow LC/MS:
z niskorozdzielczym analizatorem typu putapka jonowa oraz wysokorozdzielczym podwdjnym
kwadrupolem sprzezonym z analizatorem czasu przelotu, pozwolito na zidentyfikowanie 175
flawonoidow, obecnych w korzeniach i lisciach o$miu gatunkéw tubinéw meksykanskich
(Lupinus elegans, L.exaltatus, L.hintonii, L.mexicanus, L.montanus, L.rotundiflorus,
L.stipulatus, Lupinus sp.), trzech gatunkéw obszaru s$rodziemnomorskiego (L.albus,
L.angustifolius, L.luteus) oraz jednego Poénocnoamerykanskiego uprawianego powszechnie w
Europie (L.mutabilis). Zaobserwowano istotne réznice w sktadzie zwigzkéw fenolowych
pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami 1 na tej podstawie przeprowadzono analize

chemotaksonomiczna.
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Przeprowadzono rowniez badania z zakresu wykorzystania technik tandemowe;j
spektrometrii mas z kolizyjnie indukowang dysocjacjg (CID MS/MS) do profilowania i analizy
strukturalnej zwigzkow fenolowych obecnych w korzeniach wlo$nikowatych, korzeniach
siewek oraz zawiesinowych kulturach komoérkowych modelowej rosliny Medicago truncatula
a takze w liSciach pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum). Przy uzyciu opracowanych
wydajnych metod analizy MS? i pseudo-MS® zidentyfikowano odpowiednio 53 i 41
pochodnych flawonoidowych, sposrod ktorych wiele stanowito izobary i izomery réznigce si¢
wzorem podstawnikéw glikozydowych 1 acylowych. Uzyskane widma masowe wybranych

zwigzkoéw umieszczono w miedzynarodowej bazie danych MassBank.
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ABSTRACT

The subject of doctoral thesis was usage of mass spectrometry techniques, in particular
experiments with collision induced dissatiation, CID MS/MS and pseudo-MS?, for structural
analysis and profiling of phenolic compounds present in complex plant extracts. The roots and
leaves of various lupine species, root tissues of model plant Medicago truncatula as well as
leaves of wheat (Triticum aestivum), were used as biological material.

The primary objective of the experimental work was to develop a methodology for
conducting CID MS/MS and pseudo-MS® experiments, which allowed to obtain relevant
information about the structural characteristics of the studied compounds.

Optimized methodological approach was used in the study about the role of phenolic
secondary metabolites during infection or/and elicitation of different lupine varieties with
pathogenic fungus C.lupini or/and its toxin. For qualitative and quantitative analysis, liquid and
gass chromatographic systems coupled with mass detectors (LC/ESI/MS/MS and GC/MS) has
been used. The levels of secondary metabolites has been identified in extracts from both the
green parts and on the leaf surface of lupine. Depending on the way of infection or/and
elicitation by pathogenic fungus or/and its toxin, the plant triggers a variety of defense
mechanisms, as evidenced by the level of synthesis and accumulation of phenolic secondary
metabolites and gene expression. Furthermore, the contribution of prenylation and and malonic
acid acylation of isoflavones derivatives in the process of pathogenesis has been shown.

Moreover, structural analysis and profiling of phenolic secondary metabolites in tissue
extracts from unknown plant material were carried out. The use of two LC/MS systems, low-
resolution ion trap instrument and high-resolution quadrupole-time of flight spectrometer,
allowed the identification of 175 flavonoids present in roots and leaves of eight Mexican
species of lupine (Lupinus elegans, L.exaltatus, L.hintonii, L.mexicanus, L.montanus,
L.rotundiflorus, L.stipulatus, Lupinus sp), three of the Mediterranean species (L.albus,
L.angustifolius, L.luteus) and one species from South America, cultivated in Europe
(L.mutabilis). On the basis of significant differences in the composition of the phenolic
compound between different species chemotaxonomic analysis was carried out.

Additionally, study on the usage of tandem mass spectrometry techniques with collision
induced dissociation (CID MS/MS) for profiling and structural analysis of phenolic compounds
present in hairy roots, seedling roots and suspension cell cultures of model plant Medicago
truncatula as well as in the leaves of wheat (Triticum aestivum) was carried out. Using

developed, efficient methods of MS? and pseudo-MS® analysis, 53 and 41 flavonoids
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respectively, were identified. Many of them were isobaric and isomeric compounds with
different pattern of glycosyl and acyl substituents. The obtained mass spectra for selected

compounds were placed in international data base MassBank.
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Ryc.S1 Chromatogramy catkowitego pradu jonowego (GC/MS) obrazujace réznice
w zawartosci alkaloidow chinolizydynowych (QA) pomigdzy odmiang stodka (Baron) i gorzka
(Karo) tubinu waskolistnego. Zidentyfikowane zwiazki ujeto w tabeli 4.2.
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Ryc.S2 llo§ciowa zawartos$¢ alkaloidéw chinolizydynowych, obecnych na powierzchni lisci
hubinu waskolistnego odm. Mirela, w odpowiedzi na infekcje¢ zarodnikami grzyba C.lupini
w odniesieniu do kontroli. Zbior roslin nastapit po 168h od infekcji. Analizy przeprowadzono
technika GC/MS. Zidentyfikowane zwigzki ujeto w Tab.4.2.
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<+— Ryc.S3 Zawarto$ci wybranych izoflawonoidow, aglikonéw 1 ich glukozydow,
w ekstraktach z lisci tubinu waskolistnego (odmiana Sonet) po infekcji grzybem C.lupini,
wyrazona wzgledem standardu wewnetrznego (luteolina) i masy probki. Punkty czasowe: 24 h,
48 h, 96 h, 168 h i 264 h po infekcji; C-rosliny kontrolne, T-rosliny traktowane zawiesing
zarodnikow C.lupini. Wolne aglikony izoflawonéw: genisteina — [M+H]" przy m/z 271 (65),
2’-hydroksygenisteina — [M+H]" przy m/z 287 (53), witeon — [M+H]" przy m/z 339 (72), luteon
— [M+H]" przy m/z 355 (71) (a); glukozylowane pochodne izoflawonéw: malonylowany
7-O-glukozyd genisteiny — [M+H]" przy m/z 519 — dwa izomery (41, 44), malonylowany
7-O-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny — [M+H]" przy m/z 535 — dwa izomery (17, 24) (b);
pochodne witeonu: O-glukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 501 (68), malonylowany
O-glukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 587 (69), O-diglukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z
663 (55), malonylowany O-diglukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 749 (61) oraz
dimalonylowany O-diglukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 835) (63) (c).

Na kazda probke skladajg si¢ trzy powtdrzenia biologiczne i dwa techniczne. Analizy
przeprowadzono technikg LC/MS. Numery zwigzkow (wythuszczonym drukiem) w odniesieniu
do Tab.4.1. (wedtug Wojakowska 1 in., 2012).
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Ryc.S4 Zawartos¢ witeonu na powierzchni lisci w 12, 24 i 48 h po elisytacji tubinu
(L.angustifolius odm. Sonet) zawiesing toksycznych metabolitow grzybowych (C.lupni). Na
kazdg probke sktadajag si¢ dwa powtérzenia biologiczne 1 dwa techniczne. Analizy
przeprowadzono technikag GC/MS (wedlug Wojakowska i in., 2012).

normalizacja wzgledem standardu wewnetrznego
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1,2

W 339 m/z-E1 339 m/z-E2 m271m/z-E1 H 271 m/fz-E2

normalizacja wzgledem standardu wewnegtrznego i masy probki

12C 12T 24C 24T 48C 48T

1,4

m 501 m/z-E1

w587 m/z-E1

W 749 m/z-E1

m835m/z-E1

m 501 m/z-E2

587 m/z-E2

normalizacja wzgledem standardu wewnetrznego i masy prébki

w749 m/z-E2

835 m/z-E2

12C 127 24C 24T 48C 48T

Ryc.S5 Zawarto$¢ witeonu ([M+H]" przy m/z 339 - 72) i genisteiny ([M+H]" przy m/z 271 -
65) (a) oraz glukozylowanych pochodnych witeonu (O-glukozyd witeonu [M+H]" przy m/z
501 (68), malonylowany O-glukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 587 (69), malonylowany
O-diglukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 749 (61) oraz dimalonylowany O-diglukozyd
witeonu — [M+H]" przy m/z 835) (63) (b) w odpowiedzi na dwa rodzaje elisytacji tubinu
waskolistnego toksyna grzybowa, E1- nalozenie kropli zawiesiny toksycznych metabolitow na
uprzednio zraniony li$¢, E2- elisytacja przez oprysk zawiesing fitotoksycznych metabolitow
C.lupini; C-ro$liny kontrolne, T-ro$liny elisytowane. Materiat ro§linny zebrany 12, 24, 48 h po
elisytacji. Wartosci wyrazone w odniesieniu do kontroli (=100%). Na kazda probke sktadaja
si¢ dwa powtdrzenia biologiczne i dwa techniczne. Analizy przeprowadzono technikg LC/MS.

Numery zwigzkéw (wyttuszczonym drukiem) w odniesieniu do Tab.4.1. (wedtug Wojakowska
iin., 2012).
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normalizagjawzgledem standarduwewnetrznego i masy probki
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Ryc.S6 Poziomy malonylowanego 7-O-glukozydu genisteiny — [M+H]" przy m/z 519 (zwiazek
nr 41-Tab.4.1) w ekstraktach z gérnych i dolnych lisci tubinu waskolistnego (odm. Sonet) po
elisytacji 1. Zbior 12, 24, 48 h po elisytacji. K-kontrola, E-elisytacja, d-1i$¢ dolny, g-1i$¢ gorny.

2,50

netrznego i masy prabki
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=
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R
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MeOH
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|

- R
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ik

Ryc.S7 Zawarto$ci wybranych izoflawonoidow i ich glukozydéw w ekstraktach z lisci tubinu
waskolistnego (L.angustifolius odm. Sonet) po elisytacji poprzez oprysk toksyna (E), infekcji
sporami C.lupini (1) lub elisytacji i nastepujacej po 48 h infekcji (E + 1); KO-kontrola zerowa
(woda), MeOH-kontrola metanolowa. %). Na wykresach sg prezentowane: wzgledne ilosci
wolnych aglikonéw - genisteiny — [M+H]" przy m/z 271 (65), 2’- hydroksygenisteiny —
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[M+H]" przy m/z 287 (53), witeonu — [M+H]" przy m/z 339 (72), luteonu — [M+H]" przy m/z
355 (71) (a); izomerow malonylowanych glukozydow genisteiny i 2’-hydroksygenisteiny:
(malonylowany 7-O-glukozyd genisteiny — [M+H]" przy m/z 519 — dwa izomery (41, 44),
malonylowany 7-O-glukozyd 2’- hydroksygenisteiny— [M+H]" przy m/z 535 — dwa izomery
(17, 24) (b); O-glukozyd luteonu — [M+H]" przy m/z 517 (62), malonylowany O-glukozyd
luteonu — [M+H]" przy m/z 603 (67), O-diglukozyd luteonu — [M+H]" przy m/z 679 (45) oraz
dimalonylowany O-diglukozyd luteonu — [M+H]" przy m/z 851 (60) (c); pochodne witeonu:
O-glukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 501 (68), malonylowany O-glukozyd witeonu —
[M+H]" przy m/z 587 (69), O-diglukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 663 (55), malonylowany
O-diglukozyd witeonu — [M+H]" przy m/z 749 (61) oraz dimalonylowany O-diglukozyd
witeonu — [M+H]" przy m/z 835) (63) (d). Na kazda probke skladaja si¢ dwa powtdrzenia
biologiczne i dwa techniczne. Analizy przeprowadzono technika LC/MS. Numery zwigzkow
(wytluszczonym drukiem) w odniesieniu do Tab.4.1. (wedlug Wojakowska i in., 2012).

Intens. |
x104] a)
] 2420575

2.0

051 153.0190

] [M+H]*

2700505 2850755
L L3

00] T T T — T — T T T T T —Lu T T T T T T T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 mz

In
Intens b)

268.0401
600+
239.0348

400 o

151.0029 211.0426

200 o

1720530
107.0134

‘ ’ [M-H]7

283.0609
k3

o 120 120 ' 160 T do ) ) T 2o " 260 280 | mz

Ryc.S8 Widmo CID MS/MS acacetyny (nr 171 w Tab.4.4) zarejestrowane w trybie jonow
dodatnich i ujemnych przy pomocy systemu LC/ESI/QQ-ToF-MS.
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Tab.S1 Wystepowanie glikozydow izoflawondéw, flawonow, flawonoli i flawanonow w ekstraktach z lisci (L) i korzeni (K) réznych gatunkoéw
tubinu na podstawie analizy z wykorzystaniem UPLC/ESI/ qToF-MS.

©
. c ©

Aglikon o s © © S o g _ o = o

£ & c < = = = c = [ > = =

[} = o ) oy c Q = 7} S = = =

o s (7] o ] o o o c & o = o

2 g E z g & g 8 £ £ o 3 &

5 3 3 = 8 5 £ E g g 2 2 E

P~ = = X ] ©

(0] 9 < < o 9 < z

o i

Gatunek L|{K|L|K|L|K|L|K|L|K|L|K|L|K|L|K|L|K|L|K|L]K K|L|K
L.montanus N S e T I O - - + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ - - - + | +
L.elegans + 0+ |+ |+ |+ |+ - + |+ |+ - - + o+ |+ |+ |+ |+ - - + - - - + -
L.mexicanus N O I I I I S - - + 0+ |+ |+ |+ - - - + - - - + -
L.exaltatus ch ch + + + e - + + + - e e + + + + + - - + + - - + +
L.hintoni + + + + + + - + + + - + + + + + + + - - + + - - + +
L.stipulatus ch ch + + + e e + + + - e e + + + + + - - - + - - + -
L.rotundiflorus + |+ |+ |+ |+ |+ |+ - + | + | + - + |+ |+ |+ |+ |+ = = - + - - + =
Lupinus sp. + 0+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ - - + 0+ |+ |+ |+ - - - - + - - + -
L.angustifolius + + | + + + | + + + - - + - + + + + + 5 = = + 5 - - - -
L.albus + |+ |+ |+ |+ |+ - + - - + - + |+ |+ |+ |+ - + - + | + - + - -
L.luteus + 0+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ - - + - + |+ | + |+ - - + - + |+ - - - -
L.mutabilis + |+ |+ |+ |+ |+ - + |+ | + | + - + |+ | + | + s s - - + 5 5 = + |+




Tab.S2 Numery identyfikacyjne (ID) zwigzkow wprowadzonych do bazy MassBank wraz

z odno$nikami (Nr) do Tab.4.4.

Nr Nazwa zwigzku numer ID MassBank
5 7-0-glukozyloglukozyd genisteiny PN000052
11 | 4’7-0O-diglukozyd 2’-hydroksygenisteiny PN000011
15 | 7-O-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny PN0000116/117
19 | 8-C-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny PN000012/13
23 | 8-C-glukozyd genisteiny PN000014/15
26 | malonylowany O,C-diglukozyd 2’-hydroksygenisteiny PN000029/30
29 | malonylowany O-glukozyd luteonu (1) PN0000O64
35 | 3',7-O-diglukozyd luteoliny PN0O00057/58
36 | O-diglukozyd chryzoeriolu PN0O00036
53 | 7-0O-glukozyd luteoliny PN000059/60
61 | 8-C-glukozyd chryzoeriolu PN0O00016/17
66 | malonylowany C-glukozyd genisteiny PN0O00040
67 | 7-O-glukozyloglukozyd apigeniny PN0O00055/56
68 | dimalonylowany 4',7-O-diglukozyd genisteiny PN000042
70 | 7-O-glukozyloglukozyd 2’-hydroksygenisteiny PN000044
71 | 3-0O-glukozyd kemferolu PN000124
80 | 4'-O-glukozyd luteoliny PN000061/62
88 | 7-0O-glukozyd apigeniny PN0O00066/67
91 | malonylowany 7-O-glukozyloglukozyd genisteiny PNO0O0039
93 | malonylowany 8-C-glukozyd chryzoeriolu PN000049
100 | malonylowany O-glukozyd kemferolu PNO0O0063
104 | 4',7-O-diglukozyd luteonu PN000020
109 | malonylowany O-glukozyloglukozyd chryzoeriolu PN000076/79
117 | malonylowany O-glukozyd apigeniny (I) PN0O00069
125 | malonylowany O-glukozyd apigeniny (Il) PN000070
127 | 2’-hydroksygenisteina PN0O00005/6
128 | malonylowany O-glukozyd 2’-hydroksygenisteiny PN000045
132 | malonylowany O-diglukozyd luteonu PN000087/90
141 | metylomalonylowany diglukozyd chryzoeriolu PNO0O0095
151 | naringenina PN0O00003/4
152 | genisteina PN000050/51
153 | apigenina PN0O00009/10
154 | O-glukozyd luteonu (I) PN000099/103
156 | O-glukozyd witeonu (l) PN0O00106
157 | O-glukozyd luteonu (1) PN000100
158 | chryzoeriol PN0O00007/8
161 | O-glukozyd luteonu (l11) PN000102/104
163 | O-glukozyd witeonu (Il) PN000107
166 | O-glukozyd luteonu (IV) PN000101




Tab.S3 Ilosciowe zawartosci flawonoidow i izoflawonoidéw oraz ich pochodnych w korzeniach i liSciach badanych gatunkow tubinow.
Oznaczenia wykonano za pomoca systemu UPLC/ESI/QQ-ToF-MS. Poziomy intensywnosci protonowanych czasteczek zarejestrowanych
w trybie MS: a = intensywno$¢ powyzej 1x10°; b = intensywnos¢ rowna od 1x10* do 1x10°; ¢ = intensywno$¢ ponizej 1x10% ., - ** nie wykryto.

L-1is¢, K-korzen, ML-mlody lis¢, MK-mtody korzen.

L L.elegans L.mexicanus L.exaltatus L.hintoni . L L.rotundiflorus L.sp. L.anqustlf L.albus L.luteus L -

Nr Re Mez montanus stipulatus olius mutabilis
L K K ML | MK L K ML | MK L K ML | MK L K L K L K ML | MK L K L K L K L K L K

1 1.1 608 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - -
2 1.3 594 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c c - -
3 1.7 446 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - B c B B
4 1.9 594 c c c - - c - - - c - c - - c - - c c - c - - - - - - - - - -
5 1.9 594 c c c - - b - - c c - c - - - - c c c - c - - - - c b c c - -
6 2.0 594 - - c - - b - b - c c b - - - - - c - - c c - - - - c - c - -
7 2.0 610 c - - c - b - b - c - c - c - - - - - c - - - - - - - - - - -
8 2.5 726 c c c c c - c c b - c c c c c - c - - c c - c c c c c - c - c
9 2.7 594 - c c c c b c b c c c c c c - c - c c c - b - c - - - c - c
10 2.9 680 - - - - - c - c - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
11 3.0 610 c c - c - - - - c - - - - b - - b - - - - c - - - - - - - - -
12 3.0 694 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - -
13 3.1 594 b c c b - b c c b - c - - c - - b c c c c b C - c - - - - - ¢
14 3.1 446 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - -
15 3.1 448 c c c c - c C C b C C C - c c C c C - - - C - - c c c - - - ¢
16 3.2 680 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - -
17 3.4 680 - - - - - c - c - - - - - - - - - - c - - - - - c - c - 9
18 3.4 696 c - - - - c - b - - c - - c - - c - c - c - - - - c c - - - c
19 3.4 448 a c C b - a c a c a c a b b c b c b - a c c c - - - - - - - -
20 3.5 534 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - b - - - - -
21 3.5 682 - - - - - - - - - c - - - - - - - c - - - c - - - - - - - 9 -
22 3.5 740 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - - -
23 3.6 432 - - - c - - - c c - - - - - - - - - - - c - ¢ - b - - b a - -
24 3.6 784 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - - - -
25 3.7 696 - - - - - c - b - - c - - c - - - - - - - - 9 - - c - - - - -
26 3.8 696 - - - - - c - c - - c - - c - - - - - - - - 9 - - c - - - - -
27 3.8 680 c c c - - - - b - c b c - c c - c c b - c c - c c c c c c - c
28 3.8 680 c c C - - b - b - c - c - c c - c - - - c c - - - - - - - - -
29 3.9 534 b - - - - c - - - c - c - c c - c - c - c - C - - - - - - - -
30 3.9 680 c - c - - b - - c c b - - c c - b b b - c c c c c c b c b c b




31 3.9 726 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - -
32 3.9 756 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - - - -
33 3.9 448 - - - - - c - c - c - C - - - - - b c - - - c - - -
34 4.0 432 a c b b a b a c a b a b b c b b a a c - - - b - - c
35 4.0 610 c c b b - - - - - - c - b - c - c c - c - - - - - -
36 4.0 624 - - - - - - - - - - - - - - - c - - - - - - - - - -
37 4.0 782 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c c - -
38 4.0 536 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c -
39 4.0 548 - - - - - - c - - - - - - 9 - - - - - c - - - c - -
40 4.0 434 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
41 4.0 780 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
42 40 | 680 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - - -
43 4.0 610 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - c - c
44 4.1 534 a - C - a - b - a b c - b - - c - - - - b - - c - -
45 4.1 696 c - c c - - c - - c - - b - c c c c - c - c - - - -
46 4.1 812 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - B
47 4.2 782 c - - - c - c - - b - - c c - c - - - - c c c c c -
48 4.2 812 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - -
49 4.2 518 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - c c
50 4.2 680 c - b b c - c - - - - - c c c c c c c c c - b - - -
51 4.2 550 - - - - - - - - c - - - c - c - - - - - - - - - -
52 4.2 462 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - c - B
53 4.2 448 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - - c
54 4.3 768 - - - - - - - - - - - - - - - - c - - - - - - - - -
55 4.3 594 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c
56 4.3 432 - c - b c c - b c b c - c c c c b c c b c - - b b -
57 4.3 518 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - c -
58 4.3 680 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c b c - -
59 4.3 842 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - - - -
60 4.4 534 c c b c - - a - c c a b b c c - - b c - - - - - - -
61 4.4 462 c - c c a - a - b b b b c - b c C C - - - - b - - -
62 4.4 842 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - - -
63 4.4 532 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
64 4.4 710 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
65 4.5 842 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - a - - - -
66 45 518 b c c c b - b - a b a c b - c c c c - - - - - - - -
67 4.5 594 - - C c c - c c - - b - - - b c b b c c c - - - - -
68 4.5 766 c - - - c - b - c b - - c c - c c - c c c b c - c -
69 4.6 464 - - - - - - - c - - - - - - - - - - - - - - - -
70 4.6 610 - - - b - - - - - - c - - - - - c - - - - - - - -
71 46 | 448 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - b
72 4.6 766 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - b b c b -
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73 4.6 534 - - - - b c - - b c c c b b b b c - b - a - b
74 4.6 462 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - -
75 46 | 594 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c -
76 47 | 842 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - b - - -
77 4.7 624 - - - - - - - - - c - - - - - - - - - c c -
78 4.7 564 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - -
79 48 | 564 c b - - - - - - - - - - - - - - - - c - b -
80 4.8 448 a b a a c - c - c - - a c - c - - - b - - -
81 4.8 696 - - c c - - - - - - - b - - - - - - - - - - -
82 4.8 518 a - - b a a c a b a b b c - - b - c - c - b c
83 4.8 928 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c - -
84 48 | 782 | ¢ - - - - - - - c - - - c - c c c - - - - - -
85 4.9 624 - - - a - a b - c c - c c a b a b a a - - - -
86 4.9 478 - c - - - - - - - - - - - - - - - - - - c c -
87 4.9 928 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - b - - -
88 4.9 432 c b b a c c c c c c - b c c c c c c c c c -
89 4.9 520 - - - - - - - - - - - - - - - - - c - - - 9
90 4.9 578 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - a -
91 5.0 680 - - - - - C c - - C c - - C b C - - C - - - -
92 5.1 770 - - - - - - - - - - - - - - - - - c - - - - -
93 5.1 548 b - - - b b - c b c b c - - c - - - - c - - -
94 5.1 710 - - - a a b c c c c c c a c a b a a - - - -
95 5.1 928 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - b - - -
96 5.1 766 c - - - - C - - C - - - c - c - c - - C b - -
97 5.1 666 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - b - - -
98 5.1 594 - - c - - - - - - - - c - - - c - - - b - - -
99 5.2 680 - - - - - c - - - - - - c c c c - c - - - -
100 5.2 534 b - c - - - c c c - - c c - - - - - - b c c b
101 5.2 608 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - b -
102 5.2 462 a c b b c b c a - c - b - b c b c c c b c c b
103 5.3 448 - - b b - - c - c - - a ¢ c - - - - - -

104 5.4 678 c c c - c - b c - c - c - - c c - c - - - - -
105 5.4 446 - - - - a a [¢ a - b - - - [¢ - b - b - - - - -
106 5.4 518 c c b - b c - b c c c b b c b - b - b - b - -
107 5.4 650 - - - - - - - - - - - - - - - - c - - -
108 5.4 678 - - - c c - c - c - - - - - - - - - - - c -
109 5.4 710 - - - a - a c - c - - c - a c a c c a - - - -
110 5.4 534 c - a b c - - [« - - - a - - - - C - - - - - -
111 5.4 518 c - b c c c - c a - - c c - c b c - - b a - [¢
112 5.5 650 c c - - c - - - - - - C c - - - - - - c - - -
113 5.5 550 - - - - - - - - - - - - c - c c - - - - - - -
114 5.5 680 - - - - - [¢ - - - - - - - - - - - - - b - - -
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115 5.6 766 - - - - - - - - c - - - - - - - c c b c - c - c - - - c - - - -
116 5.6 548 c - - - c - c - c - - C - - b ¢ - c c c - c - - - c a c - - ¢ ¢
117 5.6 518 a c a c b - c c c c b b - - a b c b - b - b - b - b c - c c - b
118 5.6 534 b c a - a - - - - - - c - - a b - c - c - c c - - - - - - - - B
119 5.6 650 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - b b - - B B c c
120 5.6 664 - - - - - - - - - - - - - - - - - R R R - R R R - R R c R R

121 5.7 680 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - b - - - - - _
122 5.7 796 - - - - b - - - a c - c - - - - a c b c c c a - - - - - - - - -
123 5.8 532 - - - - - a - a c a c b - c - - c c - c C - - - - - - - R R R
124 5.8 664 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - b c - -
125 5.8 518 - - - - a - - - - c - - - - - - - b - - - - c b b a c b c a c a
126 5.8 680 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R R R - a - - R R b R
127 5.9 286 - c - b - c - b - b - - c c - - c - - - c - - - - - - - - - - -
128 5.9 534 - - ¢ - c - - - - - - c - - c b - b - - - - c c - - - - - R - R
129 5.9 608 - - - b c - - b c c b - a - c c a - a b c c b C - - - - - - - -
130 5.9 548 b - b - - c - b c b c - - a c a b b c - c b c a c c c c - - b
131 5.9 694 - - - - - - - - - - - - - - - - - - R R R - R R R - - - c B R

132 5.9 764 [¢ - c c - - [¢ - - [¢ [¢ [¢ - - C [¢ - C [¢ C - - [¢ - - - - - - - - -
133 6.0 764 c - c c - - c - - c C b - - c C - c C c - c C ¢ - c - - - - - ¢
134 6.1 548 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - c b a -
135 6.1 766 - - - - - - - - - - - - - - - - - - R R R - R R b - R R R B c R
136 6.1 678 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R R R R R c R B R R
137 6.2 766 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R R R - R a - - R R R _ R
138 6.2 766 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - R R R - R a - - R R R _ R
139 6.3 532 - - b - - - c - c - - c - - - c - c c b - c - c - - - - - - - c
140 6.3 694 - - c c - - - c c c - b c c - a - a c a c b - - - - - - - - -
141 6.4 724 - - - - - - - - - - - c - - - - c - - - - - c - - - - - - - - -
142 6.6 748 c - - - - - - c - - - c - - - c - c - - - - - - - - - - c - - c
143 6.6 850 c - - - - - - c - - - c - - c c - c - - - - - - - - - - - - c c
144 6.6 694 - - - c c - - c c c c c - c - - a c b c b c - - - - - - - -
145 6.6 780 - - - - - - - - c - - - - - - - - - c - c - - - R - - - R R R R
146 6.7 532 - - - - - - c - - - - c - - - c - C c c - c - c - - - - - R R R
147 6.7 446 - - - c - - b c a - a - a - - - b - b - c - - - - - - - - - - -
148 6.9 780 - - - c - - - - c c c c - - c c b - a c c c b 9 - - - - - - - -
149 7.0 546 - - - - - - a - b - - - - - - - R R R - R R - R R R - N R _ R R
150 | 7.0 | 764 - - - - - - - - - - - - - B B B B B B . . . . . . c . . . _ - _
151 | 7.1 272 - - - - - - - - - - - - c - B - - B . . b . . . . . . . B B _ N
152 7.1 270 c b - b - b - b b b - c b b c c b c c c b - b c - c c c - c - (¢
153 7.2 270 c b b b b b c b c b c c b b c c c c c c b c c ¢ ¢ c c c ¢ ¢ [¢ [¢
154 7.2 516 - c - c - c c - c - c - - c c c c c - - - c - - - - - - - - -
155 | 7.2 708 - - - - - - - - - - - B B B . . . . c B c B _ B B _ _ _ _ _ _ N
156 | 7.4 500 - c - - - - - c - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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<+— Ryc.S9 Chromatogramy pojedynczych jondéw dla izomeréw diglukuronidu genisteiny

acylowanego kwasem ferulowym (21, 27, 30, 33, 38) (a), izomerow diglukuronidu daidzeiny
(1,2) (b), izomerdéw diglukuronidu genisteiny (5,7) (c) obecnych w korzeniach siewek (a;-C)
oraz korzeniach wlosnikowatych (a,-C;). Numery zwigzkow (wytluszczonym drukiem) zgodne
z Tab. 4.6 (wedhug Staszkow i in., 2011).

— Ryc.S10 Chromatogramy pojedynczych jonow (4a; i 4b;) oraz widma MS/MS
zarejestrowane w trybie jonow dodatnich (a) i ujemnych (b) dla izomerow: C-heksozylo-O-
heksozydu luteoliny (3) (a; i by), O-heksozydu C-heksozydu luteoliny (5) (az i bs) oraz
O-heksozydu C-heksozydu luteoliny (8) (a4 i bs) .Numery zwigzkow (wythuszczonym drukiem)

zgodne z Tab. 4.7.
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Ryc.S11 Czterotygodniowa siewka tubinu waskolistnego (odmiana Sonet) po infekcji
zarodnikami C.lupini (by i by) oraz roslina kontrolna (a).

Ryc.S12 Ocena fitotoksycznosci metabolitoéw, wyizolowanych z ptynnej hodowli grzyba
C.lupini, na przykladzie lisci tubinu waskolistnego. Toksyna zostala wyizolowana
1 oczyszczona przez Zespdt Metabolomiki IGR PAN (Poznan) pod kierownictwem prof.
dr hab. Piotra Kachlickiego (wedlug Wojakowska i in., 2012) (© Piotr Kachlicki).
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Ryc.S13 Chromatogramy pojedynczych jonow dla toksycznych metabolitéw wtérnych
wyizolowanych z zawiesiny C.lupini, zarejestrowanych w trybie jonéw dodatnich przy m/z
356 (A), m/z 358 (B), m/z 342 (C), m/z 382 (D), m/z 400 (E) oraz widmo MS" dla jonu
[M+H]" przy m/z 358 (B). Oznaczenia A-E zgodne z Tab.S4. Analiza przeprowadzona na
systemie LC/IT-MS przez Zespot Metabolomiki IGR PAN (Poznan) pod kierownictwem prof.
dr hab. Piotra Kachlickiego (wedlug Wojakowska i in., 2012) (© Piotr Kachlicki).
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Tab.S4 Sklady elementarne oraz dokladne wartosci m/z jonow [M+H]" toksycznych
metabolitow wyizolowanych z hodowli grzyba C.lupini. Analiza przeprowadzona na systemie

LC/Qqg-Tof (wedtug Wojakowska i in., 2012) (© Piotr Kachlicki).

Zwiazek Sklad Warto$¢ m/z dla jonu [M+H]" Blad
elementarny Zzmierzona obliczona (ppm)
A C19H3sNO4 342.2630 342.2639 2.73
B C19H33NOs 356.2437 356.2431 -1.43
C C19H35NOs 358.2588 358.2588 -0.05
D C21H37NOs 384.2733 384.2744 2.99
E C21H39NOs 386.2896 286.2901 1.21
F C21H3sNOg 398.2536 398.2537 0.22
G C21H37NOg 400.2693 400.2694 0.04
H Ca3H3NO- 442.2789 442.2799 2.36
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