01"0(!“ zwi@f‘e
Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci

Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

[e)

Keln
SNV sy,
a y
%,

&

() N
D,
Ery .fep\‘-‘»\°b

mgr Natalia Platosz

Przenikanie antocyjanow aronii | kapusty czerwonej
oraz ich metabolitow przez barier¢ krew-plyn mozgowordzeniowy

w badaniach modelowych na owcach

Praca doktorska wykonana

w Zaktadzie Chemii i Biodynamiki Zywnosci
Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci

Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

pod kierunkiem
dr hab. inz. Wiestawa Wiczkowskiego, prof. Instytutu

Olsztyn 2022



Badania wykonano w ramach projektu badawczego nr 2015/17/B/NZ9/01733 (OPUS 9)

finansowanego z Narodowego Centrum Nauki.



Publikacje stanowigce rozprawe¢ doktorska

Pl. Platosz N., Baczek N., Topolska J., Szawara-Nowak D., Skipor J., Milewski S.,
Wiczkowski W. 2021. Chokeberry anthocyanins and their metabolites ability to cross
the blood-cerebrospinal fluid barrier. Food Chemistry, 346, 128730.
DOI: 10.1016/j.foodchem.2020.128730

IF: 9.231, MEIN: 200 pkt

Pll. Platosz N., Baczek N., Topolska J., Szawara-Nowak D., Misztal T., Wiczkowski W. 2020.
The blood-cerebrospinal fluid barrier is selective for red cabbage anthocyanins and their
metabolites. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 68(31): 8274-8285.

DOI: 10.1021/acs.jafc.0c03170

IF: 5.895, MEIN: 140 pkt

PlIl. Platosz N., Baczek N., Topolska J., Szawara-Nowak D., Wiczkowski W. 2022.
The blood—cerebrospinal fluid barrier features different permeability to cyanidin 3-galactoside
and cyanidin-3-diglucoside-5-glucoside and their metabolites circulating in blood. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, 70(40): 12852-12864.

DOI: 10.1021/acs.jafc.2c03778

IF: 5.895, MEIN: 140 pkt

Artykuly przedstawiono w kolejnosci omawiania. Punktacje i wskaznik Impact Factor (IF)

podano wg danych obowigzujgcych w roku opublikowania.


https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.128730
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.0c03170
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.2c03778

Spis tresci

STRESZCZENIE ...ttt bbbt 6
SUMMARY L.ttt b b bbbttt b e bbbt b e 8
WYKAZ SKEOEOW ........ooiiiiiiiiiiiiiie ettt et e et e e be e e be e e nnnea e 10
Lo WSTEP. ... e 12
2. CEL I ZAKRES BADAN ........cocooiiiiiiiiieieeieeiee et 16
3. MATERIALY I METODY .....oooiiiiiiiiiie e 17
3.1, Material DAdAWCZY ......vviiiiiiiiiiie i s 17
3.2. EKSPerymenty i MELOAY .......c.covveiiiie et 17
3.2.1. Przygotowanie liofilizatu Kapusty CZErWONE] ..........ccceveeieeiieiieieese s 17
3.2.2. Ekstrakcja antocyjandw z materiatu ro§linnego.........ooccvevveiieeiiiniic i 17
3.2.3. Izolacja 3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny ........c.ccccceveevieieeieiicseeie e, 18
3.2.4. Przygotowanie preparatow antoCyjanoWyCh ........cccocoveiviriieeiiiiiiesie e 18
3.2.5. Do$wiadczenie z udziatem zwierzat laboratoryjnych.........ccccooiiiiiiiiiiciciee 19
3.2.6. Ekstrakcja antocyjanow i ich metabolitow Il fazy z ptynéw fizjologicznych........ 20
3.2.7. Analiza antocyjanow i ich metabolitdw II fazy .........ccccoovviiiiiiiniinii e 20
3.2.8. ANANIZA STALYSTYCZNA. .....eeeeeieee et 21

4. WYNIKI FDYSKUSJIA ...t bbbt 22

4.1. Okreslenie zdolnosci antocyjandw 1 ich metabolitow II fazy do przenikania przez bariere
krew-plyn mozgowo-rdzeniowy po dozwaczowym podaniu owcom preparatu z aronii
[publikacja: PI; PHatosz 1 1n., 20217 c..ooiiiiiiieiiiiee e 22

4.1.1. Charakterystyka profilu i zawarto§ci antocyjanOw aronii...........ceecerererererieeinennn. 22

4.1.2. Badanie profilu i zawarto$ci antocyjanow aronii i ich metabolitow II fazy w ptynach
FIZJOIOGICZNYCN OWIBC ...t ere s 23

4.1.2.1. Profil i stezenie antocyjandw aronii i ich metabolitéw II fazy w osoczu krwi..... 25
4.1.2.2. Profil i stezenie antocyjandéw aronii i ich metabolitow II fazy w moczu............. 28

4.1.2.3. Profil i stgzenie antocyjanéw aronii i ich metabolitow II fazy
W plynie MOZZOWO-TAZENTOWYM......c.oiviiiiiiiiieiinii ettt 29

4.2. Okreslenie zdolnosci antocyjandw i ich metabolitow II fazy do przenikania przez barierg
krew-plyn moézgowo-rdzeniowy po dozwaczowym podaniu owcom preparatu z kapusty
czerwonej [publikacja: PIL; Pfatosz 1 in., 20207 ......cccviviiiiiiiiiiiciic e 32

4.2.1. Charakterystyka profilu i zawartosci antocyjanéw kapusty czerwonej .................. 32

4.2.1. Badanie profilu i zawarto$ci antocyjanéw kapusty czerwonej i ich metabolitow
Il fazy w ptynach fizjologicznyCh OWIEC .........cccviiiiiiiiiiiiii 33



4.2.1.1. Badanie profilu i stezenie antocyjanow kapusty czerwonej 1 ich metabolitow
I1 fazy W 0SOCZU KIWI OWIEC ...t 33

4.2.1.2. Badanie profilu i stezenie antocyjandw kapusty czerwonej i ich metabolitow
I1 FAZY W MOCZU OWIEC ...ttt 34

4.2.1.3. Badanie profilu i stezenie antocyjandw kapusty czerwonej i ich metabolitow
Il fazy w ptynie mozgowo-rdZ€NIOWYM OWIEC. .......ccveiverreriiriiriieieeieeeeie e 35

4.3. Okreslenie zdolnosci pochodnych cyjanidyny i ich metabolitow II fazy do przenikania
przez barier¢ krew-ptyn moézgowo-rdzeniowy po dozylnym podaniu owcom preparatu
3-galaktozydu cyjanidyny oraz 3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny [publikacja: PIII;
Patosz 111, 2022] ...uiiiiieie ittt 37
4.3.1. Badanie profilu i zawartosci 3-galaktozydu cyjanidyny

oraz 3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny i ich metabolitow II fazy w plynach
FIZJOIOGICZNYCN OWIBC .....cviiie ettt et et e e be e nre s 37

4.3.1.1. Zmiany profilu i ste¢zenia 3-galaktozydu cyjanidyny
oraz 3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny i ich metabolitow II fazy w osoczy krwi,

moczu i plynie MOZZOWO-TAZENTOWYM .......ciiiiiiiieierie sttt 38
4.3.1.2. Porownanie zdolnosci 3-galaktozydu cyjanidyny i 3-diglukozydu-5-glukozydu
cyjanidyny oraz ich metabolitow II fazy do przenikania
przez bariere Krew-ptyn mozgowo—TAZENIOWY .........ccoieriiiiriiiiieieie e 40
5. WINTOSKI e e e et e st e e e aaa e e e naee e aseeeanneeeanes 44
6. PISMIENNICTWO ..ottt sttt 45
OSWIADCZENIA WSPOLAUTOROW PUBLIKACT .........ooooooiiiniiniinninciesiessineens 51

PUBLIKACJE WCHODZACE W SKEAD ROZPRAWY DOKTORSKIEJ ................. 55



STRESZCZENIE
Przenikanie antocyjanow kapusty czerwonej i aronii oraz ich metabolitow przez bariere

krew-ptyn moézgowo-rdzeniowy w badaniach modelowych na owcach

Celem  podjetych  badan  bylo  okre§lenie = zdolno$ci  antocyjanow
I ich metabolitow Il fazy do przenikania przez barierg krew—ptyn mozgowo-rdzeniowy (bariere
krew-PMR) w badaniach modelowych na owcach, a takze zmiany profilu i stezenia tych
zwigzkéw w plynach fizjologicznych owiec (osocze krwi, mocz i ptyn mozgowo-rdzeniowy
(PMR)) po dozwaczowym podaniu aronii i kapusty czerwonej oraz po dozylnym podaniu
mieszaniny 3-galaktozydu cyjanidyny (Cy3gal, gtéwnego zwigzku antocyjanowego aronii)
i 3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny (Cy3diG5G, podstawowego  zwigzku
antocyjanowego kapusty czerwonej) umozliwiajagcym pominigcie wplywu procesow
wchtaniania.

W pierwszym etapie przeprowadzono analiz¢ antocyjandw i ich metabolitow II fazy
w ptynach fizjologicznych owiec (n = 16) po dozwaczowym podaniu preparatu z aronii
w dawce 10 mg cyjanidyny/kg masy ciata. W analizowanych metodg mikro-HPLC-MS/MS
ptynach fizjologicznych owiec oprécz czterech natywnych antocyjanéw, zidentyfikowano
17 metabolitow tych zwigzkow, w tym formy metylowane, glukuronowane i siarczanowane.
Wsrod zidentyfikowanych zwigzkéw w osoczu krwi, moczu i PMR owiec glownym zwigzkiem
natywnym byl Cy3gal, natomiast wsérod metabolitow |l fazy dominowala metylowana
pochodna Cy3gal. Uzyskane wyniki wskazujg, ze antocyjany aronii majg zdolnos¢ przenikania
przez bariere krew-PMR, a chwilowe stezenie i profil antocyjanoéw i ich metabolitow II fazy w
PMR moze ksztaltowaé si¢ w wyniku zmian stezenia tych zwigzkow w osoczu krwi, procesow
naptywu i wyptywu przez barier¢ krew-PMR oraz intensywnosci i kierunku metabolizmu w
komorkach barierowych.

W drugim etapie przeprowadzono analiz¢ antocyjanéw 1 ich metabolitow II fazy
w plynach fizjologicznych owiec (n = 16) po dozwaczowym podaniu preparatu z kapusty
czerwonej w dawce 10 mg cyjanidyny/kg masy ciala. Analiz¢ antocyjanoéw i ich metabolitow
II fazy przeprowadzono metodg mikro-HPLC-MS/MS. Wykazano, ze po podaniu preparatu
z kapusty czerwonej w osoczu Krwi i moczu owiec byty obecne nieacylowane i acylowane
antocyjany oraz ich metabolity Il fazy w postaci pochodnych metylowanych, glukuronowanych
i siarczanowanych (lacznie zidentyfikowano 34 pochodne cyjanidyny). Sposrod 17 natywnych

antocyjanow kapusty czerwonej wystepujacych w osoczu krwi owiec, tylko jeden zwiazek



(Cy3G5G) wykryto w PMR tych zwierzat. W pobranym PMR nie znaleziono Cy3diG5G i
acylowanych pochodnych cyjanidyny. W przypadku metabolitow Il fazy, wsréd 17
pochodnych cyjanidyny zidentyfikowanych w osoczu krwi, az 11 stwierdzono réwniez w
PMR. Uzyskane wyniki wskazuja, ze bariera krew-PMR jest selektywna dla nieacylowanych i
acylowanych antocyjanow.

W trzecim etapie przeprowadzono analiz¢ antocyjanéw i ich metabolitow II fazy
w ptynach fizjologicznych owiec (n = 16) po pojedynczym, dozylnym podaniu mieszaniny
Cy3gal i Cy3diG5G w dawce 1 mg kazdego =zwigzku/kg masy ciala.
Analiza mikro-HPLC-MS/MS wykazata, ze po dozylnym podaniu antocyjany przenikaty przez
barier¢ krew—PMR, a potencjat przenikania pochodnych Cy3gal byt wyzszy niz pochodnych
Cy3diG5G. Uzyskane wyniki wskazuja, ze antocyjany moga konkurowa¢ 0 nosnik
odpowiedzialny za ich transport przez bariere krew—PMR, a réznice w przenikaniu tych
zwigzkow zaleza 0d rodzaju i liczby podstawnikow, a takze wielkosci czasteczki.

Podsumowujac, rezultaty uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej dostarczaja noweyj,
istotnej wiedzy wskazujacej, ze antocyjany aronii i kapusty czerwonej (poza pochodnymi
acylowanymi) oraz ich metabolity 1l fazy przenikajg przez barier¢ krew-PMR. Tym samym
uzyskane wyniki wskazujg, ze gromadzace si¢ w PMR antocyjany w formach natywnych
I ich metabolitow II fazy dzigki swoim wlasciwosciom, miedzy innymi silnym wiasciwosciom
przeciwutleniajgcym, moga korzystnie oddziatywaé na procesy zachodzace w szczeg6lnie
podatnym na uszkodzenia oksydacyjne srodowisku centralnego uktadu nerwowego. Sledzenie
biologicznego losu antocyjanéow po ich przyjeciu (od wchionigeia do krwi, do przenikania
doPMR) moze ulatwi¢ zaprojektowanie dalszych procedur eksperymentalnych
w celu okreslenia wlasciwosci  biologicznych tych barwnych zwigzkéw fenolowych,
w tym wilasciwosci neuroprotekcyjnych. Jednakze, potrzebne sg dalsze badania, aby w petni
wyjasni¢ mechanizm, dzigki ktéremu antocyjany przechodza przez barier¢ mozgowa
I czy stezenie antocyjanow wykryte w PMR, maksymalnie kilkuset nmol/L, moze korzystnie
oddziatywa¢ na procesy zachodzace w otoczeniu komorek nerwowych. Ma to szczegdlne
istotne znaczenie gdy uwzglednimy, ze choroby centralnego uktadu nerwowego sa istotnym
problem  wspodtczesnych spoteczenstw, a wskazanie profilaktycznych zachowan,
w tym zywieniowych, umozliwiajacych ograniczenie ich wstgpowania lub zlagodzenie

ich przebiegu, moze by¢ jednym z mozliwych i waznych rozwigzan.



SUMMARY
Penetration of red cabbage and chokeberry anthocyanins and their metabolites through
the blood-cerebrospinal fluid barrier in a model study with sheep

The aim of this PhD Thesis was to identify the ability of anthocyanins and their phase
I metabolites to penetrate the blood-cerebrospinal fluid barrier (blood-CSF barrier) in a model
study with sheep as well as to determine changes in the profile and concentration of these
compounds in physiological fluids of sheep (blood plasma, urine, and cerebrospinal fluid
(CSF)) after intraruminal administration of chokeberry and red cabbage and after intravenous
administration of a mixture of cyanidin 3-galactoside (Cy3gal, the main anthocyanin compound
of chokeberry) and cyanidin 3-diglucoside 5-glucoside (Cy3diG5G, the main anthocyanin
compound of red cabbage) enabling to neglect the influence of absorption processes.

The first stage of the study involved the analysis of anthocyanins and their phase Il
metabolites in the physiological fluids of sheep (n = 16), performed after intraruminal
administration of a chokeberry preparation at a dose of 10 mg of cyanidin/kg of body weight.
In addition to four native anthocyanins, their 17 metabolites, including methylated,
glucuronated and sulfated forms, were identified in the physiological fluids of sheep based
on the micro-HPLC-MS/MS. Among the compounds identified in the blood plasma, urine,
and CSF of sheep, Cy3gal was the major native compound, whereas methylated Cy3gal
derivative turned out to predominate among phase I metabolites. The obtained results indicate
that chokeberry anthocyanins have the ability to penetrate the blood-CSF barrier, and that the
temporary concentration and profile of anthocyanins and their phase 11 metabolites in the CSF
may be affected by changes in their concentrations in the blood plasma, processes of inflow and
outflow through the blood-CSF barrier as well as the intensity and direction of metabolic
processes in barrier cells.

In the second stage of the study, anthocyanins and their phase 11 metabolites were
analyzed in physiological fluids of sheep (n = 16) after intraruminal administration of a red
cabbage preparation at a dose of 10 mg of cyanidin/kg of body weight. Anthocyanins and their
phase Il metabolites were identified by means of the micro-HPLC-MS/MS. After the sheep
were administered the red cabbage preparation, non-acylated and acylated anthocyanins and
their phase 11 metabolites in the form of methylated, glucuronated and sulfated derivatives were
identified in their blood plasma and urine (a total of 34 cyanidin derivatives were identified).
Of the 17 native red cabbage anthocyanins found in the blood plasma of sheep, only one
compound (Cy3G5G) was detected in their CSF. Neither Cy3diG5G nor acylated cyanidin

8



derivatives were detected in the collected CSF. In the case of phase Il metabolites, among
17 cyanidin derivatives identified in blood plasma, as many as 11 were also found in CSF. The
obtained results indicate that the blood-CSF barrier is selective to acylated and acylated
anthocyanins.

The third stage of the study involved the analysis of anthocyanins and their phase Il
metabolites in physiological fluids of sheep (n = 16), performed after a single intravenous
administration of a mixture of Cy3gal and Cy3diG5G at a dose of 1 mg of each compound/kg
of body weight. The micro-HPLC MS/MS analysis demonstrated that the anthocyanins
did penetrate the blood-CSF barrier after intravenous administration, and that the permeation
potential of Cy3gal derivatives was higher than that of Cy3diG5G derivatives. The obtained
results indicate that anthocyanins may compete for the same carrier responsible for their
transport through the blood-CSF barrier, and that the differences in the penetration of these
compounds are due to the type and number of substituents, as well as the molecule size.

In conclusion, the results obtained in this doctoral thesis provide novel, important
knowledge indicating that chokeberry and red cabbage anthocyanins (except acylated
derivatives) and their phase Il metabolites cross the blood-CSF barrier. Thus, the obtained
results indicate that anthocyanins accumulating in the CSF in their native and conjugated forms
may beneficial affect the processes occurring in the environment of the central nervous system
that is particularly susceptible to oxidative damage, due to their multiple properties, including
a strong antioxidant potential. Tracking the biological fate of anthocyanins after their intake
(from absorption into the blood to penetration into the CSF) may facilitate the design of further
experimental procedures allowing to determine the biological properties of these color phenolic
compounds, including their neuroprotective efficacy. However, further research is needed to
fully elucidate the mechanism by which anthocyanins cross the brain barrier and to determine
whether the concentration of anthocyanins detected in CSF, up to several hundred nmol/L,
may beneficially influence the processes occurring around nerve cells. This is of particular
importance considering that diseases of the central nervous system pose a severe problem
in the contemporary population, and that the identification of preventive behaviors, including
the nutritional ones, that can minimize their incidence or mitigate their course may be one of the

possible and important solutions.



Wykaz skrotow

[M]* — jon pseudomolekularny

[M-X]* - jon fragmentacyjny

bariera krew-PMR — bariera krew—ptyn mézgowo-rdzeniowy

COMT, EC 2.1.1.6 — catechol O-methyltransferase - katecholo-O-metylotransferaza
Cy3(fer)diG5G — 3-(feruloilo)-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny
Cy3(p-cum)diG5G — 3-(p-kumaroilo)-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny
Cy3(sin)(sin)diG5G — 3-(synapoilo)(synapoilo)-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny
Cy3(sin)diG5G — 3-(synapoilo)-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny

Cy3ara — 3-arabinozyd cyjanidyny

Cy3diG5G — 3-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny

Cy3G — 3-glukozyd cyjanidyny

Cy3G5G — 3-glukozyd-5-glukozyd cyjanidyny

Cy3gal — 3-galaktozyd cyjanidyny

Cy3xyl — 3-ksylozyd cyjanidyny

CydiG — diglukozyd cyjanidyny

Cydiglc — diglukuronid cyjanidyny

Cyglc — monoglukuronid cyjanidyny

Cysulf — siarczan cyjanidyny

G —g-force - wzgledna sita odsrodkowa

HPLC-DAD -  high-performance liquid chromatography  with  diode-array
detection - wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja z matryca diodowa

HPLC-MS/MS — high-performance liquid chromatography with tandem mass
spectrometry - wysokosprawna chromatografia cieczowa z tandemowa spektrometrig mas

HPLC-UV/Vis —  High-Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet-
visible - wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja Swiatta widzialnego i ultrafioletu

mCy — metylowana cyjanidyna

mCyara — metylowany arabinozyd cyjanidyny
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mCydiG — diglukozyd metylowanej cyjanidyny

mCydiglc — diglukuronid metylowanej cyjanidyny

mCyG — glukozyd metylowanej cyjanidyny

mCygal — metylowany galaktozyd cyjanidyny

mCyGglcsulf — siarczano-glukuronido-glukozyd metylowanej cyjanidyny

mCyglc — metylowany glukuronid cyjanidyny

mCyglc — monoglukuronid metylowanej cyjanidyny

mCyglcsulf — metylowany siarczan glukuronidu cyjanidyny

mCysulf — metylowany siarczan cyjanidyny

mCytriG — triglukozyd metylowanej cyjanidyny

MRM — Multiple-Reaction Monitoring - Monitorowanie wybranych reakcji fragmentacji
PMR — ptyn mozgowo-rdzeniowy

sm - sucha masa

SULT, EC 2.8.2 — sulfotransferases — sulfotransferaza

TFA — trifluoroacetic acid — kwas trifluorooctowy

UGT, EC 2.4.1.17 — UDP-glucuronosyltransferase - UDP-glukuronozylotransferaza
unm-Cy3ara — nieokreslony metabolit arabinozydu cyjanidyny

unm-Cy3gal — nieokreslony metabolit galaktozydu cyjanidyny
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1. WSTEP

Antocyjany sg substancjami naturalnymi, rozpuszczalnymi w wodzie, nalezacymi
do polifenolowych zwigzkow organicznych — flawonoidow. Zwigzki te sg szeroko
rozpowszechnione w $wiecie roslin, nadajac ich poszczegdlnym czesciom (lisciom, todygom,
kwiatom, owocom i nasionom) atrakcyjne barwy, od pomaranczowej poprzez rozne odcienie
czerwieni i fioletu, az po czern (de Pascual-Teresa i Sanchez-Ballesta, 2008). Barwy,
ktére antocyjany nadaja roSlinom, =zaleza przede wszystkim od formy chemicznej
wystepujacego zwigzku oraz pH plynu komorkowego. Zaleza réwniez od potaczen
antocyjanow z metalami, atakze obecnosci innych substancji roslinnych, np. flawanoli,
flawonoli, kwasoéw fenolowych, alkaloidow, amin oraz innych antocyjanow.
(Lightbourn i in., 2008, Fenger i in., 2019). Ze wzglgdu na atrakcyjng gamme barw antocyjany
sa czesto wykorzystywane jako dodatki do zywno$ci oraz w przemysle farmaceutycznym
i kosmetycznym (Khoo i in., 2017).

Podstawowg strukturg antocyjanow jest kation flawyliowy (2-fenylobenzopiryliowy).
Poszczegdlne antocyjany roznig si¢ miedzy sobg zaréwno liczba, rodzajem, jak i miejscem
wystepowania grup hydroksylowych oraz metoksylowych, a takze wystgpowaniem
glikozylacji, czy acylacji. Do tej pory zostalo poznanych kilkaset barwnikow antocyjanowych,
z czego w zywnosci pochodzenia roslinnego najczesciej znajduja si¢ pochodne: cyjanidyny
(50%), pelargonidyny (12%), peonidyny (12%), delfinidyny (12%), malwidyny (7%),
oraz petunidyny (7%) (Giuliani i in., 2016). Antocyjany wystepuja naturalnie w postaci
pochodnych f-O-glikozydowych, tj. potaczen z cukrami prostymi (gtéwnie glukoza,
lub rzadziej, galaktoza, ramnoza, ksyloza czy arabinoza), przy czym czasteczka cukru
jest najczgsciej przyltaczona do aglikonu w pozycji C3, rzadziej C5. Dodatkowo reszty
glikozydowe antocyjandw mogg by¢ acylowane kwasami alifatycznymi (gléwne malonowym
i octowym, rzadziej, bursztynowym, jabtkowym, oraz szczawiowym) lub kwasami
fenolowymi (synapinowym, ferulowym, kawowym, p-kumarowym, oraz galusowym) (Khoo i
in., 2017).

Sposréd spozywanych w Polsce owocdéw 1 warzyw, bogatym 1 cennym zrodiem
antocyjanoéw jest aronia i kapusta czerwona. W owocach aronii oraz w gidwkach kapusty
czerwonej podstawowa strukturg antocyjanow jest cyjanidyna
(kation 3,3°,4°,5,7-pentahydroksyflawyliowy), =~ wystgpujaca ~w  réoznych  formach
glikozydowych (Rys.1). W aronii antocyjany wystepuja w postaci monoglikozydow
(galaktozydu, glukozydu, arabinozydu i ksylozydu cyjanidyny). Dominujagcym zwigzkiem

w aronii jest 3-galaktozyd cyjanidyny (Cy3gal, 70% calkowitej zawartosci antocyjanow)
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(Wiczkowski i in., 2010). Z kolei w kapuscie czerwonej antocyjany wystepujg w postaci
triglukozydow cyjanidyny, dodatkowo mono- lub diacylowanych kwasem sinapinowym,
ferulowym, kawowym i/lub p-kumarowym. Dominujgcym zwigzkiem jest forma nieacylowana
- 3-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny (Cy3diG5G, 15% catkowitej zawartosci antocyjanow)
(Wiczkowski i in., 2014).

Rysunek 1. A. Kation flawyliowy. B. 3-galaktozyd cyjanidyny. C. 3-diglukozyd-5-glikozyd
cyjanidyny.

W ostatnich latach wzrasta liczba doniesien naukowych poswigconych spozyciu
produktow bogatych w antocyjany w kontek$cie ich potencjalnych wtasciwosci
prozdrowotnych. Dotychczasowe badania wskazuja, ze antocyjany obecne w spozywanej
zywnosci, zwlaszcza w produktach pochodzenia roslinnego, sa absorbowane i1 wystepuja
w ptynach fizjologicznych ludzi oraz zwierzat W postaci natywnych zwigzkow
oraz metylowanych, glukuronowych i siarczanowanych pochodnych (Vitaglione i in., 2007,
McGhi i Walton, 2007; Fernandes i in., 2014a). Co wiecej, Wiczkowski i in. (2010, 2016)
wykazali obecno$¢ antocyjanéw aronii i1 kapusty czerwonej W osoczu krwi ochotnikow
nawet 24 godz. po pojedynczym spozyciu obu tych roslin, przy czym gldownymi zwigzkami
znalezionymi w osoczu krwi i moczu ochotnikow byt Cy3gal i Cy3diG5G, odpowiednio
po spozyciu aronii 1 kapusty czerwonej. Dostgpna literatura naukowa nie dostarcza
jednoznacznych informacji  dotyczacych miejsc oraz mechanizméw wchtaniania,
a takze potencjalnych szlakow metabolicznych antocyjandéw. Sugeruje si¢, ze proces
wchlaniania tych zwigzkow moze odbywac si¢ na dwa sposoby: bierny oraz aktywny
(Wiczkowski 1 Piskuta 2004; Passamonti 1 in., 2002). Antocyjany s3 zdolne do swobodnego
przenikania drogg przestrzeni miedzykomorkowych ze wzgledu na wystepowanie w postaci
kationu flawyliowego oraz hydrofilowy charakter (Passamonti, 2019). Ponadto, formy

glikozydowe antocyjandw moga by¢ absorbowane przy uzyciu specyficznego transportera
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glukozy zaleznego od jonow Na™ (Oliveira i in., 2019). Inny sugerowany mechanizm absorpcji
antocyjandw opiera si¢ na organicznym transporterze anionéw (tj. bilitranslokazie,
TC 2.A.65.1.1) obecnym w komorkach blon S$luzowych zotadka 1 jelita cienkiego
(Passamonti i in., 2002).

Na przestrzeni ostatnich kilkudziesigciu lat obserwuje si¢ znaczny wzrost
zainteresowania naturalnymi fitozwigzkami jako $rodkami profilaktycznymi o potencjalnie
korzystnym dziataniu na organizm czlowieka, w tym dziataniu przeciwneurodegeneracyjnym.
Pomimo obszernych badan prowadzonych od poczatku ubieglego wieku, etiologia zaburzen
neurodegeneracyjnych nie zostala W pelni wyjasniona, a wich rozwéj zaangazowanych
jest wiele czynnikow. Wiadomo, Ze stres oksydacyjny oraz nitrozacyjny, ekscytotoksycznos$é,
stres retikulum endoplazmatycznego, agregacja biatek i/lub zapalenie uktadu nerwowego
powoduja $mier¢ wrazliwej populacji neuronow W okreslonych obszarach moézgu lub rdzenia
kregowego, powodujac W ten sposob uposledzenie funkcji poznawczych i/lub motorycznych.
Liczne badania pokazuja, ze antocyjany, oprocz wiasciwosci barwiacych, posiadaja
szereg wlasciwosci biologicznych, takich jak wtasciwosci przeciwutleniajace, ktore powoduja
inne potencjalne korzystne dziatanie, w tym przeciwzapalne i przeciwneurodegeneracyjne
(Leei in., 2017; Martin i in., 2017; Ullah i in.,, 2019; Winter i Bickford, 2019).
W tym kontek$cie regularne spozywanie antocyjanéw, powszechnie wystepujacych
W roslinach i pokarmach roslinnych oraz wykorzystywanych jako naturalne barwniki zywnosci,
moze wywiera¢ dziatanie prewencyjne przeciwko chorobom neurodegeneracyjnym
wywotanym stresem oksydacyjnym pod warunkiem, ze substancje te dotra do $rodowiska
neuronéw. Jak do tej pory, pomimo szerokiego spektrum korzystnych wiasciwosci
antocyjanow obserwowanych w warunkach in vitro, wcigz niewiele wiadomo na temat
przenikania tych zwigzkéw do moézgu i ich rzeczywistych korzysci farmakologicznych
w tkance mozgowej. Nie mniej jednak, sugeruje si¢, ze mechanizm dziatania antocyjanow
zwigzany z wlasciwos$ciami przeciwneurodegeneracyjnymi, poza ich bezposrednim udziatem
w reakcjach redoks, moze rowniez obejmowa¢ indukcje enzyméw antyoksydacyjnych
i detoksykacyjnych oraz stymulacje syntezy egzogennych antyoksydantéw (Young, 1999;
Shimoi, 2000; 2001). Aby jednak antocyjany charakteryzujace si¢ wyzej wymienionymi
wilasciwosciami  mogly chroni¢ neurony przed uszkodzeniami spowodowanymi
m.in. niekontrolowanymi procesami utleniania, zwiazki te muszg najpierw przekroczy¢ bariere
krew-mozg oraz bariere krew-ptyn moézgowo-rdzeniowy.

Bariera krew-ptyn mozgowo-rdzeniowy (bariera krew-PMR, Hladky i in., 2016;

Banks i in., 2009), obok bariery krew-modzg, jest druga wazng barier¢ wystepujacg W mozgu,
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stanowigcg kompilacje cech anatomicznych i fizjologicznych, utworzong w celu ochrony
uktadu nerwowego (Veening i Barendregt, 2010). Zadaniem tych barier jest zapewnienie
stabilnosci srodowiska w osrodkowym uktadzie nerwowym oraz ochrona przed substancjami
szkodliwymi i gwaltownymi zmianami st¢zenia rdznych substancji obecnych we krwi
(Veening i Barendregt, 2010; Spector i in., 2015). Dostepne dane wskazujg, ze nienatadowane,
lipofilowe substancje o matych rozmiarach (< 600 Da) moga bez wigkszych przeszkod
przenika¢ przez bariery moézgowe dzigki dyfuzji (Pardridge, 2012). Jednoczes$nie nalezy
zauwazy¢, ze szybkos$¢ przenikania substancji do tkanki mozgowej jest wprost proporcjonalna
do ich rozpuszczalnosci w lipidach i odwrotnie proporcjonalna do wielkosci czgstek
(Pan i Kastin, 2004). Dotychczasowe badania nad zwigzkami z grupy flawonoidow wskazuja,
ze charakteryzujaca si¢ wiasciwosciami lipofilnymi kwercetyna, przechodzi do PMR
prawdopodobnie w wyniku prostej dyfuzji (Wiczkowski i in., 2015). Co wigcej, badania
Youdim i in., (2004) wykazaty, ze transporter, glikoproteina P, moze odgrywac¢ wazng rolg
w transporcie flawonoidow do moézgu. Dodatkowo w przypadku izoflawondéw, wykazano,
ze zwigzki te moga wigzaé si¢ z transtyretyng, biatkiem transportujgcym hormon tarczycy
do PMR (Radovi¢ i in., 2006). Natomiast, prawdopodobnie z powodu wysokiej polarnosci
ograniczone jest przenikanie Kkatechiny przez barier¢ krew-PMR (Zini i in., 2006).
Biorgc pod uwage powyzsze, pomimo, ze badania dotyczace zwigzkéw z grupy flawonoidow,
W szczegolnosci antocyjanow, sg coraz bardziej poszerzane i rozwijane to jednak wiedza na ich
temat w omawianym zakresie jest nadal niewielka. Nie przeprowadzono badan okreslajacych
czy antocyjany i ich metabolity 1l fazy przenikajg przez barier¢ krew-PMR, a takze nie opisano
przemian tych bioaktywnych zwigzkéw w srodowisku tej bariery. Nie jest jasne w jaki sposob
struktura chemiczna natywnych antocyjanow wpltywa na ich zdolno$¢ do przekraczania
bariery. Czy liczba i/lub rodzaj ugrupowania cukrowego zwigzanego z tym samym aglikonem
(np. cyjanidyna), jak rowniez podstawniki przylaczone w trakcie metabolizmu wptywaja
na przenikanie antocyjandOw przez barier¢? Czy antocyjany o najwyzszym potencjale
biologicznym (np. pochodne cyjanidyny (Galvano i in., 2004)) charakteryzujg si¢ rowniez
najwigksza biodostgpnoscia do srodowiska uktadu nerwowego? Ponadto, brak jest danych
wskazujacych, czy bariera krew-PMR jest selektywna dla antocyjanéw nieacylowanych
i acylowanych kwasami fenolowymi (np. synapinowym, ferulowym, kawowym

czy p-kumarowym).
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2. CEL I ZAKRES BADAN

Celem  podjetych  badan  bylo  okre$lenie  zdolnoSci  antocyjanow
I ich metabolitow Il fazy do przenikania przez barier¢ krew-PMR po dozwaczowym podaniu
owcom preparatu z aronii (cel 1) i kapusty czerwonej (cel 2), okreslenie zdolnosci przenikania
pochodnych cyjanidyny iich metabolitow Il fazy przez barier¢ krew-PMR po dozylnym
podaniu owcom preparatu zawierajacego mieszaning Cy3gal i Cy3diG5G (cel 3) oraz ustalenie,
czy struktura chemiczna antocyjanéw moze wptywaé na przenikanie tych zwigzkéw przez

badang bariere (cel 4).

Weryfikacji poddano nastgpujace hipotezy:

1. Po dozwaczowym podaniu preparatow z aronii i kapusty czerwonej profil
natywnych antocyjanéw oraz ich metabolitow Il fazy w osoczu krwi i moczu
owiec jest zblizony do profilu tych zwigzkéw u ludzi.

2. Antocyjany aronii i kapusty czerwonej oraz ich metabolity Il fazy maja zdolnos¢
przenikania przez barier¢ krew-PMR.

3. Struktura chemiczna 1  wlasciwosci  fizykochemiczne  antocyjanow

oraz ich metabolitow Il fazy wptywaja na przenikanie tych substancji do PMR.

Realizacji wyzej wymienionych celow podporzadkowano cztery zadania badawcze:

1. Przygotowanie preparatbw aronii i kapusty czerwonej oraz mieszaniny
zwierajacej Cy3gal i Cy3diG5G. Analiza profilu i zawarto$ci badanych zwigzkoéw
w uzyskanych preparatach.

2. Badanie przenikania antocyjané6w i ich metabolitow Il fazy przez
barier¢ krew-PMR  po dozwaczowym podaniu owcom preparatu z aronii.
Okreslenie profilu izawartosci antocyjanow i ich metabolitow |l fazy
w zebranych probkach osocza krwi, moczu i PMR owiec.

3. Badanie przenikania antocyjanéw i ich metabolitow Il fazy przez barierg
krew-PMR po dozwaczowym podaniu owcom preparatu z kapusty czerwone;j.
Okreslenie profilu izawartosci antocyjanow i ich metabolitow |l fazy
w zebranych probkach osocza krwi, moczu i PMR owiec.

4. Badanie przenikania pochodnych cyjanidyny i ich metabolitow Il fazy
przez bariere krew-PMR po dozylnym podaniu owcom preparatu zwierajgcego
mieszaning Cy3gal i Cy3diG5G. Okreslenie profilu i zawarto$ci antocyjandw

I ich metabolitow Il fazy w zebranych probkach osocza krwi, moczu i PMR.
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3. MATERIALY I METODY
3.1. Material badawczy

1. Sproszkowany liofilizat owocow aronii  (Aronia melanocarpa) zakupiony
w firmie PPHU FROSTER, Kielce, Polska (publikacja: PI).

2. Kapusta czerwona zakupiona na lokalnym rynku (Olsztyn, Polska)
(publikacje: P11, PI11)

3. Preparat antocyjanowy zawierajacy mieszaning standardu Cy3gal pozyskanego z firmy
Extrasynthese (Genay, France) oraz Cy3diG5G wyizolowanego z kapusty czerwonej
wedlug metody Wiczkowskiego 1 in. (2013) (publikacja: PI11).

4. Osocze krwi, mocz i PMR owiec zebrane po dozwaczowym podaniu preparatu z aronii
(publikacja: PI).

5. Osocze krwi, mocz i PMR owiec zebrane po dozwaczowym podaniu preparatu
z kapusty czerwonej (publikacja: P11).

6. Osocze krwi, mocz i PMR owiec zebrane po dozylnym podaniu preparatu
zawierajagcego mieszaning Cy3gal i Cy3diG5G (publikacja: PI11).

3.2. Eksperymenty i metody
3.2.1. Przygotowanie liofilizatu kapusty czerwonej

Zakupiong na lokalnym rynku (Olsztyn, Polska) kapuste czerwong (8 kg) bez sladow
uszkodzen mechanicznych, oczyszczono, pokrojono na mniejsze kawatki i zamrozono
w temperaturze ciekltego azotu. Nastepnie, po przeprowadzonym procesie liofilizacji,
otrzymane probki zmielono i przechowywano w temperaturze -80°C do czasu dalszych badan
i analiz (publikacje: PII, PI11).

3.2.2. Ekstrakcja antocyjanéw z materialu roslinnego

Ekstrakcje antocyjanow z liofilizatow aronii oraz kapusty czerwonej przeprowadzono
za pomocg 58% wodnego roztworu metanolu z 4% dodatkiem kwasu mrowkowego (v/v)
przy uzyciu dezintegratora ultradzwigkowego (VC 750, Sonics & Materials, USA).
Po przeprowadzeniu wielokrotnej ekstrakcji, roztwory odwirowano (10 min, 13200xg, 4°C,
5415R, Eppendorf, Niemcy), a supernatanty zbierano do5 mL kolby miarowe;j.
Nastepnie, po przefiltrowaniu 1 rozcienczeniu,  ckstrakty  analizowano  metoda
mikro-HPLC-MS/MS w celu okre$lenia profilu i zawartosci antocyjanow W materiale

roslinnym (publikacje: PI, PI1).
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3.2.3. lzolacja 3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny

Poniewaz wzorzec Cy3diG5G, glowny zwigzek antocyjanowy kapusty czerwonej,
planowany do dozylnego podania owcom byl niedostgpny w handlu, dlatego niezbedne
byto pozyskanie tego zwigzku z materiatu roslinnego (wg. metody Wiczkowskiego i in., 2013).
W tym celu otrzymany liofilizat kapusty czerwonej (punkt 3.2.1) poddano wielokrotnej
ekstrakcji 80% wodnym roztworem metanolu z 6% dodatkiem kwasu mrowkowego
przy uzyciu homogenizatora (Ultra-Turrax T25, Janke & Kunkel, Niemcy). Nastepnie,
po odwirowaniu (4000xg, 10 min, 4°C, MPW-351R, MPW-Med. Instruments, Polska) zebrane
supernatanty (ok. 120 mL) zaggszczono W wyparce prozniowej (37°C, R-200, Biichi,
Szwajcaria) do okoto 50 mL, zamrozono (-80°C) oraz zliofilizowano. W kolejnym etapie
antocyjany rozdzielono 1 wstgpnie oczyszczono metoda chromatografii  kolumnowej
na zelu jonowymiennym Amberlite XAD-16 (Rohm & Hass, Francja). W tym dziataniu,
rozpuszczony w wodzie z dodatkiem siarczanu sodu liofilizat kapusty (5 mL) naniesiono
na ztoze uprzednio kondycjonowane metanolem, 0,02 M kwasem solnym i woda z dodatkiem
siarczanu sodu. Po przemyciu ztoza 5% metanolem z dodatkiem siarczanu sodu oraz octanem
etylu, antocyjany wymywano 5% roztworem kwasu mrowkowego w metanolu. Nastepnie,
kolumne zregenerowano i przygotowano do kolejnego oczyszczania wg. powyzszej procedury.
W celu sprawdzenia profilu antocyjanéw, otrzymane frakcje poddano analizie jakoSciowej
przy uzyciu HPLC-DAD (Shimadzu, Japonia). Analize jakoSciowa antocyjanow
przeprowadzono przez poroéwnanie ich widm UV/Vis i czaséw retencji z wczesniej
opublikowanymi danymi (Wiczkowski i in., 2013). Frakcje zawierajace Cy3diG5G potaczono
i poddano dalszej izolacji i oczyszczaniu na kolumnie potpreparatywnej (XbridgeTM CI18,
250 x 1 mm, Sum, Waters, USA) w uktadzie HPLC-UV/Vis przy dhlugosci fali ustawionej
na 520 nm (Shimadzu, Kioto, Japonia). W wyniku przeprowadzonych procedur zebraé

okoto 1 g Cy3diG5G 0 95% czystosci HPLC (publikacja: PIII).

3.2.4. Przygotowanie preparatéw antocyjanowych

Preparaty antocyjanowe przygotowano z liofilizatu aronii (publikacja: PI),
kapusty czerwonej (publikacja: PIl) oraz standardu Cy3gal i Cy3diG5G (publikacja: PI1II),
ktére zakupiono badz otrzymano w ramach proceséw opisanych w podrozdziale
3.2.1. Przygotowanie liofilizatu kapusty  czerwonej oraz  3.2.2.  lzolacja
3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny. W celu okreslenia zdolnoSci antocyjanow
do przenikania przez barier¢ krew-PMR po ich dozwaczowym podaniu Sporzadzono

po 1 L zawiesiny w 5% wodnym roztworze etanolu zawierajacej sproszkowany liofilizat aronii
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oraz kapusty czerwonej w dawce 10 mg cyjanidyny/kg masy ciata owcy. Dodatek 5% etanolu
zastosowano w celu poprawy dyspersji liofilizatu aronii oraz kapusty czerwonej w wodzie
oraz zwigkszenia biodostgpnosci tych fitozwigzkow (Faria i in., 2009). W przypadku
mieszaniny standardow Cy3gal i Cy3diG5G przeznaczonych do podania dozylnego,
przygotowano 50 mL preparatu, w ktorym oba antocyjany rozpuszczono w soli fizjologicznej

w dawce po 1 mg kazdego/kg masy ciata owcy.

3.2.5. Doswiadczenie z udzialem zwierzat laboratoryjnych

Wszystkie przeprowadzone procedury i eksperymenty byty zgodne z obowigzujgcymi
wytycznymi w zakresie badan na zwierze¢tach oraz zostaty zatwierdzone przez Lokalng
Komisje Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzgtach w Olsztynie (uchwata nr 31/2015).

Badania przeprowadzono na szesnastu dorostych maciorkach rasy Polska owca
nizinna (9-miesigczne, o masie ciata 36,5-55,5 kg). Miesigc przed eksperymentem, wszystkie
zwierzeta zostaty poddane zabiegowi chirurgicznemu w celu wprowadzania kaniuli do trzeciej
komory mézgu. Na 24 godziny przed operacja zwierzgta mialy ograniczony dostep do paszy
oraz staty dostegp do wody. Przed rozpoczeciem operacji, zwierz¢ta zostaly znieczulone
i wprowadzone w stan glgbokiej narkozy (pentobarbital sodu: 8-12 mg/kg masy ciata;
ketamina: 6-10 mg/kg masy ciata). Nastgpnie glowe owcy umieszczono w aparacie
stereotaktycznym w celu implantowania stalowej kaniuli do Il komory mozgu
(Wiczkowski i in., 2015). Po zakonczeniu zabiegu, zwierzetom podane zostaty antybiotyki
w celu ochrony przed endogennymi zakazeniami. Po miesigcznym okresie rekonwalescencji,
przeprowadzone zostaly trzy 10-godzinne eksperymenty, rozdzielone okresami
przeznaczonymi  na wyptukanie metabolitow antocyjanow. Kazdy z eksperymentéw
rozpoczynatl si¢ trzydniowag dietg skladajaca si¢ z Siana i swobodnego dostepu do wody.
Na 24 godziny przed eksperymentem owce zostaty przeniesione do specjalnych, pojedynczych
klatek, w ktorych mogly sie potozy¢ i miaty swobodny dostep do siana i wody. Aby unikng¢
stresu zwigzanego z izolacjg spoleczng, wszystkie owce byty trzymane w tym samym
pomieszczeniu i miaty kontakt wzrokowy podczas eksperymentu. W dniu eksperymentu, do
wczesniej wszczepionej kaniuli implantowanej w 111 komorze moézgu wprowadzono cewnik ze
stali nierdzewnej i potaczono z systemem kaniula-probéwka Eppendorf sprzezonym z pompa
infuzyjna/pobierajaca PHD 2000 (Hugo Sachs Elektronik Harvard Apparatus, Niemcy).
Ponadto, owcom zalozona zostata kaniula do zyty szyjnej zewngtrznej oraz cewnik do pecherza
moczowego. Nastepnie, pobrano probki kontrolne krwi (ok. 3 mL), moczu (ok. 10 mL) oraz

PMR (ok.0,5mL). W pierwszym i drugim eksperymencie, owcom podano do zwacza,
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odpowiednio sproszkowany liofilizat aronii (publikacja: PI) oraz kapusty czerwonej
(publikacja: PI1) (dawka: 10 mg cyjanidyny/kg masy ciata owcy) w 5% wodnym roztworze
etanolu. W trzecim eksperymencie do zyly szyjnej wstrzyknigto 50 mL preparatu
antocyjanowego zawierajagcego mieszaning Cy3gal/Cy3diG5G rozpuszczong w  soli
fizjologicznej w dawce 1 mg cyjanidyny/kg masy ciala kazdego ze zwigzkow.
W ciggu 10 godz. od momentu podania preparatu, co 30 minut z zyly szyjnej
do heparynizowanych proboéwek (BD Vacutainer® LH 68 1.U., BD Polska, Polska) pobierano
probki krwi (okoto 3 mL), rowniez co 30 minut z trzeciej komory mézgu pobierano probki
PMR (okoto 0,5 mL), natomiast co 60 minut za pomocg cewnika moczowego pobierano probki
moczu (okoto 10 mL). Po pobraniu, probki krwi odwirowano (1000 x g, 15 min, 4°C,
MPW-351R, MPW-Med. Instrument, Polska), a otrzymane osocze krwi, mocz,
oraz PMR zakwaszono za pomocg 0,44 molowego TFA, zamrozono i przechowywano w -80°C

do czasu analizy.

3.2.6. Ekstrakcja antocyjanow i ich metabolitow |11 fazy z plynéw fizjologicznych

Ekstrakcje antocyjanow z probek ptynéw fizjologicznych owcy przeprowadzono
woparciu o metod¢ ekstrakcji do fazy statej (SPE). Przed ekstrakcja, do materiatu
biologicznego dodawano standard wewnetrzny - 3-glukozyd delfinidyny, w celu kontroli
skuteczno$ci metody. Nastepnie, probki ptyndéw fizjologicznych naniesiono na ztoze
kolumienek StrataTM-X (200 mg/3 mL, Phenomenex, USA) kondycjonowane metanolem
i woda z 0,4% dodatkiem kwasu trifluorooctowego (TFA). Po naniesieniu probki, kolumienki
przemyto 0,4% wodnym roztworem TFA. Antocyjany i ich metabolity 1l fazy wymyto
metanolem zawierajacym 0,4% TFA, a otrzymany eluent odparowano do sucha w atmosferze
azotu w temperaturze 35°C. Przed analiza metodg mikro-HPLC-MS/MS, powstaly osad
rozpuszczono w 100 uL metanolu zawierajacego 0,95% kwasu mrowkowego, wirowano (30 S)
1 poddawano dziataniu ultradzwiekow (30 s), a nastgpnie oczyszczano przy uzyciu filtrow
membranowych Micro-Spin PES (Ciro Manufacturing Corporation, USA) i odwirowano (20
min, 13 200 x g, 4°C) (publikacje: PI, P11, PI11).

3.2.7. Analiza antocyjanéw i ich metabolitow Il fazy

Probki materiatu roslinnego oraz ptynow fizjologicznych owiec analizowano
za pomocg systemu LC-200 Eksigent HPLC sprze¢zonego ze spektrometrem masowym QTRAP
5500 (AB Sciex, Kanada) sktadajacym si¢ z potrojnego kwadrupola, putapki jonowe;j i zrodia

jonizacji typu elektrorozpylanie (ESI). Rozdziat zwigzkow przeprowadzono metoda elucji
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w gradiencie dwufazowym na kolumnie C18 (HALO, 0.5 mm x 100 mm x 2.7 um, Eksigent,
Kanada) (publikacje: PI, PII, PIII). Identyfikacj¢ i oznaczenie iloSciowe antocyjanow
I ich metabolitow Il fazy oparto na porownaniu czasu ich retencji oraz widm MS/MS (jonow
pseudomolekularnych: [M]* oraz jondéw fragmentacyjnych: [M-X]") (metoda Multiple
Reaction Monitoring, MRM) z danymi uzyskanymi po analizie autentycznych standardow,
i/lub poprzez interpretacje otrzymanych widm fragmentacyjnych (Wiczkowskiego i in., 2016).
Oznaczenie ilo$ciowe przeprowadzono na podstawie krzywych kalibracyjnych wzorcow

zewngtrznych.

3.2.8. Analiza statystyczna

Opracowanie statystyczne wynikoOw przeprowadzono przy uzyciu programu
STATISTICA (wersja 13.0; StatSoft Corp., USA). Zastosowano jednoczynnikowa analizg
wariancji (ANOVA) i test post hoc Tukeya (publikacje: PI, PII, PI11).
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4. WYNIKI I DYSKUSJA

Aby moc zweryfikowaé¢ czy korzystne dziatanie przeciwneurodegeneracyjne
antocyjanow obserwowane w warunkach in vitro (Ullah i in., 2019) zachodzi réwniez
w warunkach in vivo, konieczne jest zbadanie, czy zwiazki te oraz ich metabolity Il fazy
przenikajg przez bariery osrodkowego uktadu nerwowego. Poniewaz przeprowadzenie takich
badan z udzialem ochotnikéw jest bardzo ograniczone, uzasadnionym jest wykorzystanie
odpowiedniego modelu zwierzecego. Natomiast, po opracowaniu/znalezieniu takiego modelu
nalezato ustali¢, czy po podaniu preparatow bogatych w antocyjany zwiazki te sg wchtaniane
przez zastosowany organizm modelowy, w jaki sposob sg w nim metabolizowane oraz w jakich
formach wystepuja w jego ptynach fizjologicznych (glownie we krwi). Dlatego, w celu
okreslenia przenikania antocyjanow i ich metabolitoéw Il fazy przez barier¢ krew-PMR z
wykorzystaniem modelu in vivo dojrzatych samic owiec (publikacje: PI, P11, PI11) w pierwszej
kolejnosci przeprowadzono analizy jakosciowe i ilosciowe antocyjanow w podanych
preparatach. Po drugie, przeprowadzono identyfikacje antocyjanow i ich metabolitow 11 fazy w
pobranych ptynach fizjologicznych (osocze krwi, mocz i PMR) owiec po podaniu preparatow
bogatych w antocyjany. Po trzecie, okreslono profil i stezenie antocyjanow i ich metabolitow
Il fazy w osoczu krwi, moczu i PMR po dozwaczowym i dozylnym podaniu preparatow.

Poniewaz w poszczegodlnych ptynach fizjologicznych catkowite stezenie antocyjanow
jestistotnie rozne (tj. catkowite stezenie antocyjanow w moczu jest ~10 razy wyzsze
niz w osoczu krwi, a w PMR ~10 razy mniejsze niz w osoczu), dlatego poréwnanie profilu
I stgzenia antocyjanow oraz ich metabolitow II fazy przeprowadzono w oparciu o procentowy
udzial poszczegdlnych zwiazkdéw lub grup zwiazkéw w stosunku do catkowitej zawartosci

antocyjanow.

4.1. Okreslenie zdolnosci antocyjanéw i ich metabolitéw II fazy do przenikania
przez bariere krew-plyn mézgowo-rdzeniowy po dozwaczowym podaniu owcom
preparatu z aronii [publikacja: PI; Platosz i in., 2021]

4.1.1. Charakterystyka profilu i zawartoSci antocyjanow aronii

Analiza  uzytego w  do$wiadczeniu  preparatu  liofilizowanej  aronii
metodg mikro-HPLC-MS/MS wykazata obecnos¢ czterech pochodnych cyjanidyny tj. Cy3gal,
3-glukozydu cyjanidyny (Cy3G), 3-arabinozydu cyjanidyny (Cy3ara) oraz 3-ksylozydu

cyjanidyny (Cy3xyl) (Tabela 1, publikacja: PI). Gléwnym glikozydem znajdujacym si¢ w

preparacie antocyjanowym byt Cy3gal (1,48 + 0,15 mg/g suchej masy (sm)), ktory stanowit

68,52% wszystkich antocyjandw wystgpujacych w preparacie. Calkowita zawarto$é
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pochodnych cyjanidyny W analizowanym preparacie wynosita
2,16 £ 0,23 mg cyjanidyny/g sm. Podobny profil izawarto$¢ antocyjandow w aronii
przedstawiono rowniez We wczesniejszych badaniach (Taheri i in., 2013).

Z uzyskanych wynikow wynika, ze aronia, poza tym ze jest bogatym zrodiem
antocyjanow, jest jednocze$nie unikalng, naturalng matrycg umozliwiajaca zbadanie zaleznos$ci
migdzy wystepowaniem réznych podstawnikéw glikozydowych w czasteczce cyjanidyny,
a procesami zachodzacymi w organizmie po ich przyjeciu. Dlatego w  badaniach,
oprocz analizy  przenikania antocyjanéw aronii i ich  metabolitow Il  fazy
przez bariere krew-PMR, oceniono réwniez wplyw podstawnika glikozydowego (glukozy,

galaktozy, ksylozy, oraz arabinozy) w czasteczce cyjanidyny na przenikanie przez t¢ bariere.

4.1.2. Badanie profilu i zawarto$ci antocyjanow aronii i ich metabolitow II fazy
w pltynach fizjologicznych owiec

W analizowanych metodag mikro-HPLC-MS/MS ptynach fizjologicznych owiec
(osocze krwi, mocz i PMR) po dozwaczowym podaniu preparatu z aronii, oprocz czterech
natywnych antocyjandéw, zidentyfikowano 17 metabolitéw tych zwigzkow, w tym formy
metylowane, glukuronowane i siarczanowane (metylowana cyjanidyna (mCy), glukuronid
cyjanidyny (Cyglc), dwa metylowane glukuronidy cyjanidyny (mCyglc), siarczan cyjanidyny
(Cysulf), metylowany siarczan cyjanidyny (mCysulf), trzy metylowane siarczany glukuronidu
cyjanidyny  (mCyglcsulf), dwa metylowane galaktozydy cyjanidyny (mCygal),
dwa metylowane arabinozydy cyjanidyny (mCyara), dwa nieokreslone metabolity galaktozydu
cyjanidyny (unm-Cy3gal) i dwa nieokres§lone metabolity arabinozydu cyjanidyny
(unm-Cy3ara)) (Tabela 1, publikacja: PI). Sposrod metabolitow II fazy zidentyfikowanych
w badaniu, Cysulf, mCysulf oraz trzy roézne formy mCyglcsulf zostaly znalezione
po raz pierwszy w ptynach fizjologicznych po podaniu preparatu z aronii. Biorac pod uwagg
wyniki tego i poprzednich badan (Kay i in., 2005; Wu i in., 2005; Wiczkowski i in., 2010;
Xieiin., 2016), mozna stwierdzi¢, ze wystepujg istotne roznice w ilosci i rodzaju metabolitow
cyjanidyny znalezionych w badanych ptynach fizjologicznych po spozyciu antocyjanow aronii.
Poszukujac przyczyn tego zjawiska nalezy wzigé pod uwage dwa czynniki: zastosowany
w doswiadczeniu model zwierzgcy (owce, $winie, cziowiek) oraz zastosowana dawke
(0d0,8do 100 mg antocyjanéw/kg mc). Wczesniejsze badania wykazaly, ze roznice
we wchlanianiu, metabolizmie, dystrybucji 1 wydalaniu fitozwigzkow miedzy poszczegdlnymi
grupami zwierzat (Sakakibara i in., 2009; Chen 1 in., 2015) moga wptywaé na rdzne profile

zwigzkow natywnych i ich metabolitow Il fazy w ptynach fizjologicznych. Rowniez
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roznorodne dawki antocyjanow moga aktywowac¢ odmienne $ciezki wchtaniania i metabolizmu
(Charron i in., 2007; Kirakosyan i in., 2015). Ponadto, innym wyjasnieniem tego zjawiska
moze by¢ wplyw zastosowanych odmiennych matryc, w ktérych badane zwiazki
byty rozproszone (Wiczkowski i in., 2016). Na tej podstawie mozna wskazac¢, ze gdy podobna
doustna dawka antocyjanow jest stosowana, gldwny wplyw na procesy absorpcji, a tym samym
na poziom biodostepnosci antocyjanéw, ma matryca zywnosci i wysycenie mechanizmu
wchianiania antocyjanéw tych zwigzkow.

Niniejsze badanie wskazuje, ze po dozwaczowym podaniu preparatu z aronii, w PMR
owiec obecnych byto 14 pochodnych cyjanidyny, w tym 4 formy natywne (Cy3G, Cy3gal,
Cy3ara oraz Cy3xyl) oraz 10 metabolitow II fazy (mCygal, mCyglc, mCy, Cysulf, mCyara,
Cyglc, unm-Cy3gal, mCyglc, mCygal, unm-Cy3gal). Dla poréwnania Milbury i Kalt (2010)
wskazali w swoich badaniach na obecno$¢ wytacznie natywnych antocyjanow w tkankach
mozgu $wini po dtugotrwatym stosowaniu preparatu z jagod. Natomiast, Fornasaro i in. (2016)
wykazali obecnos¢ w tkance mézgowej szczurdow jedynie dwoch metabolitow po dozylnym
podaniu Cy3G. Z drugiej strony, w badaniach Del Bo i in. (2010) i Chen i in. (2017) antocyjany
nie zostaty zidentyfikowane w tkance mézgowej szczurdw i myszy po podaniu antocyjanow
winogron, jagod i borowek.

Mechanizm lezacy u podstaw przenikania antocyjandw przez bariery mozgowe
nie zostat jeszcze w pelni wyjasniony. Niemniej jednak, w oparciu o wiedz¢ na temat
przenikania fitozwiagzkow przez inne bariery biologiczne znajdujace si¢ w organizmie
cztowieka i zwierzat (np. bariere jelitowa), a takze niniejsze badania i wcze$niejsze doniesienia
dotyczace przepuszczalno$ci bariery mézgowej, mozna zaproponowa¢ pewne wytlumaczenie
wypelniajgce istniejgca luke w stanie wiedzy.

Komorki  nabtonkowe  splotu  naczyniowkowego  bedace  sktadnikami
bariery krew-PMR s potaczone ze soba charakterystycznymi $cistymi potaczeniami
migdzykomorkowymi, uniemozliwiajgcymi swobodne przenikanie rdznych czasteczek
do PMR przez przestrzenie migdzykomoérkowe. Ze wzgledu na t¢ strukturalng wiasciwosé,
rézne substancje (w tym fitozwiazki) musza przej$¢ przez system blon cytoplazmatycznych
tych komorek, aby dotrze¢ do PMR 1 S$rodowiska otaczajacego komorki nerwowe.
Poniewaz pinocytoza jest praktycznie nieobecna w komoérkach tworzacych t¢ bariere, transport
substancji przez btone zalezy od wtasciwosci fizykochemicznych tych substancji. Przypuszcza
si¢, ze polarnos$¢ zwigzku jest gtownym czynnikiem ograniczajacym przenikanie przez bariere
mozgowa (Zini i in., 2006). Substancje lipofilowe przenikajg przez btone¢ cytoplazmatyczna na

drodze dyfuzji, natomiast substancje hydrofilowe na ogét wymagaja obecnosci specjalnych
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no$nikow. Antocyjany sg substancjami hydrofilowymi i dlatego do przejécia przez barierg
krew-PMR wymagaja specjalnych no$nikow. Poniewaz antocyjany wystepuja naturalnie
W postaci kationu flawyliowego, moga przechodzi¢ przez btony lipidowe w postaci
niezmienionej przy udziale bilitranslokazy - no$nika, ktory wystepuje w $cianach
komorkowych blon zZotadka i jelita cienkiego (Passamonti i in., 2002). Transporter ten
wystepuje rowniez w komorkach bariery krew-PMR (Skipor i Thiery, 2005), co wskazuje
na mozliwos¢ przenikania antocyjanow przez t¢ barier¢ (Maestro i in., 2010). Ponadto Youdim
11in. (2004) wykazali, ze glikoproteina P moze odgrywac¢ wazng role w transporcie flawonoidow
do mozgu. Przy czym, selektywno$¢ mechanizmu tego transportu zalezna jest od wigzan
wodorowych, a zdolno$¢ antocyjanéw do wigzania si¢ z transporterem jest odwrotnie
proporcjonalna do liczby grup hydroksylowych obecnych w czasteczkach. Ponadto obecno$¢
ugrupowan lipofilowych, takich jak grupa metylowa, w pierscieniu B antocyjanow, zwigksza
transport antocyjanéw przez btony biologiczne (Yi i in., 2006). Nie mozna jednak wykluczy¢

innych niezidentyfikowanych mechanizméw przekraczania tej bariery przez antocyjany.

4.1.2.1. Profil i stezenie antocyjanéw aronii i ich metabolitow II fazy w osoczu krwi
Zmiany profilu i stezenia antocyjanéw oraz ich metabolitow Il fazy wykrywanych
w osoczu krwi owiec przedstawiono w Tabeli 2 i na Wykresie 1A (publikacja: PI).
Po dozwaczowym podaniu aronii, antocyjany byly wchianiane i wystepowaly w osoczu krwi
w postaci natywnej oraz w formie ich metabolitow II fazy (pochodne metylowane,
glukuronowane i siarczanowane). Pochodne cyjanidyny zidentyfikowano w osoczu krwi
juz W ciggu pierwszych 30 min (1,41 + 0,60 umol/L) od momentu podania preparatu z aronii.
Wskazuje to, ze u owiec, podobnie jak u ludzi (Wiczkowski i in., 2016) i $win (Wu i in., 2005),
wchianianie antocyjanow zaczyna si¢ juz w goérnych odcinkach przewodu pokarmowego.
Roéwniez weze$niejsze badania sugeruja, ze zotadek moze by¢ pierwszym waznym organem
odpowiedzialnym za wchianianie antocyjanoéw (Talavera i in., 2003; Fernandes i in., 2014b).
W niniejszym badaniu w osoczu krwi owiec zaobserwowano dwa okresy
maksymalnego catkowitego stezenia antocyjanow (1-2 godz. i 6-7 godz.),
przy czym najwyzsze stgzenie antocyjanow w tym ptynie fizjologicznych (3,25 + 1,54 umol/L)
wystapito po 6,5 godzinach od momentu podania preparatu. Natomiast eksperymenty z
udziatem ludzi (Wiczkowski i in., 2010) i §win (Wu i in., 2005) wykazaty tylko jeden okres
maksymalnej zawarto$ci antocyjandw w osoczu krwi po spozyciu tych zwigzkow fenolowych,
aich najwyzsze wartosci byl zwykle obserwowany 1-2 godziny po spozyciu preparatu

bogatego w antocyjany. Obserwowana roéznica w liczbie okresow z maksymalng zawartos$cia
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antocyjanow po ich spozyciu moze wynika¢ z rdéznic w strukturze zotagdkowo-jelitowej oraz
procesOw wchlanianiu u ludzi i $win w poréwnaniu z owcami. Ludzie i $winie to ssaki
monogastryczne, natomiast owce sg przezuwaczami charakteryzujacym si¢ odmienng budowsg
przewodu pokarmowego, co moze powodowaé rozng intensywno$¢ i zakres wchianiania
antocyjanow. Niewykluczone jednak, ze obserwowane réznice pomigdzy opisanymi gatunkami
wynikaja réwniez z réznic w mechanizmie wchlaniania, w tym aktywnosci enzyméw i
transporterow, specyficznych wtasciwosci bton §luzowych przewodu pokarmowego obu grup
zwierzat, a takze obecnosci specyficznej mikroflory (Chesworth i in., 1998). Biorac pod uwage
te rozwazania oraz ksztalt zmian zawarto$ci antocyjanow w osoczu krwi owiec po podaniu
aronii mozna przypuszczac, ze drugi szczyt maksymalnej zawarto$ci antocyjandéw w osoczu
krwi wynika z wchtaniania antocyjanow z jelita cienkiego tych zwierzat. Faktem
przemawiajacym za stuszno$cig tego zatozenie moze by¢ S$redni czas przebywania tresci
pokarmowej w zotadku przezuwaczy po spozyciu paszy okreslony na ~8 godz.
(Haenlein i Caccese, 1984). Poniewaz W niniejszym badaniu, podawany preparat byt w postaci
poiptynnej, dlatego mozliwe bylo nieco szybsze przejscie antocyjanow do jelita cienkiego
i uzyskanie drugiego maksymalnego stezenia po wchionieciu do krwi juz po okoto 6,5 godz.
od podania antocyjanow. Ponadto w okresie wystapienia drugiego maksimum caltkowitej
zawarto$ci antocyjandOw w osoczu krwi zaobserwowano istotnie wyzszy procent metabolitow
Il fazy niz form natywnych, co wskazuje na inne pochodzenie tych antocyjanow niz z zotadka
gdzie dominujag formy natywne. Bioragc powyzsze pod uwag¢ mozna przypuszczac,
ze W okresie wystapienia drugiego maksimum antocyjany zostaly wchlonigte z jelita
cienkiego.  Zjawisko to moze by¢ mozliwe, poniewaz, jak  sugerujg
Wiczkowski i Piskuta (2004), poza watrobg, narzadami ktére odgrywajg wazng role
W biotransformacji fitozwigzkéw sa btony §luzowe jelita cienkiego. W komorkach nabtonka
jelita cienkiego moze zachodzi¢ koniugacja antocyjanow z kwasem glukuronowym
za posrednictwem transferazy UDP-glukuronowej (UGT, EC 2.4.1.17),
natomiast katecholo-O-metylotransferaza (COMT, EC 2.1.1.6) moze by¢ odpowiedzialna za
metylacj¢  grupy hydroksylowej pierSscienia C antocyjandow. Ponadto antocyjany
I ich metabolity po wchtonigciu i dotarciu do watroby moga podlega¢ dalszej biotransformacji,
co prowadzi do powstania innych pochodnych glukuronowanych i metylowanych.
Ponadto obecne w hepatocytach enzymy z grupy sulfotransferaz (SULT, EC 2.8.2) moga
kierowa¢ sprzeganiem antocyjanéw z kwasem siarkowym, tworzac siarczanowe pochodne
antocyjanow. Nalezy podkresli¢, Ze enzymy uczestniczace w metabolizmie antocyjandéw moga

jednoczesnie modyfikowaé kilka grup hydroksylowych wystepujacych w czasteczce tych
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zwigzkow. Nastepnie, metabolity wytwarzane w watrobie moga by¢ wydalane z zoicig i
powraca¢ do jelita cienkiego i tam moga by¢ ponownie wchlonigte, tworzac w ten sposob
krazenie jelitowo-watrobowe metabolitéw antocyjanéw (Wiczkowski i Piskula, 2004). W
zwiazku z tym, alternatywnym wyjasnieniem drugiego maksimum zawarto$ci antocyjanow w
osoczu krwi owiec (tj. 6,5 godz.), nie wykluczajacym wyjasnienia wczesniejszych, moze by¢
zjawisko krazenia jelitowo-watrobowego metabolitow antocyjandw. Nalezy rowniez wskazac,
ze po drugim szczycie maksymalnej zawartos$ci antocyjandéw w osoczu krwi owiec, w wyniku
intensywnego metabolizmu, stezenie tych zwigzkoéw zmniejszalo sie stopniowo, by ostatecznie,
10 godz. po podaniu aronii uksztaltowa¢ si¢ na poziomie tylko 0,28 + 0,09 umol/L.

W niniejszym badaniu szczegdélowo zbadano rowniez zmiany profilu antocyjanow
wosoczu krwi po dozwaczowym podaniu aronii. Wyniki (Wykres 1A, Tabela 2,
publikacja: PI) wskazuja, ze pochodne cyjanidyny znalezione w osoczu Kkrwi
podczas eksperymentu byty gtownie reprezentowane przez metabolity II fazy. Sredni udziat
tych metabolitow wyniost prawie 72%, natomiast zwigzki natywne stanowily nieco ponad 28%.
Co wigcej, uzyskane dane wskazuja na istotne réznice w stosunku zwigzkow natywnych
do metabolitow Il fazy wykrytych w osoczu krwi w poszczegdlnych punktach obserwacyjnych.
Generalnie mozna wyr6zni¢ dwa gléwne okresy charakteryzujace si¢ réznym udzialem
form natywnych i metabolitow 1l fazy. W pierwszym okresie (0,5-2 godz.) dominujacymi
zwigzki byty formy natywne (ponad 64%), a wykrycie antocyjandw w osoczu krwi owcy juz
krotko po podaniu (tj. 0,5 godz.) wskazuje, ze czg$¢ tych zwigzkow byta wcehtaniana z Zzotadka.
W tym przypadku bilitranslokaza mogta by¢ jednym =z gltéwnych mechanizméw
odpowiedzialnych za wchtanianie antocyjanow na poziomie zotadka (Passamonti i in., 2002).
Natomiast, zaobserwowany tak wysoki procent zwigzkow natywnych w catkowitej zawartosci
antocyjanow w tym okresie (ponad 64%) mogt wynikac ze specyfiki proceséw metabolicznych
zachodzacych na poziomie tego odcinka przewodu pokarmowego. Uzyskane dane sugeruja,
ze metabolizm antocyjanow dominujagcy na poziomie zoladka owiec nie uwzglednia
mechanizmow biotransformacji (tj. metylacji, glukuronidacji) tych zwigzkow polifenolowych,
co skutkuje obecnos$cia gtownie natywnych form glikozydowych w osoczu krwi po wchtonieciu
z zotadka. Rowniez inne badania pokazuja, ze sprzezone z kwasem glukuronowym i
grupa metylowa pochodne antocyjandow nie wystepuja w  osoczu krwi  szczuréw
w eksperymentach badajgcych wchianianie tych zwigzkow z zotadka (Talavéra i in., 2003).
Natomiast, metabolity 1l fazy obecne w osoczu krwi owiec w pierwszym okresie eksperymentu
moga wynika¢ z metabolizmu zachodzacego w komodrkach watroby. Zupetie inny profil

antocyjanow odkryto w drugim przedziale czasowym, od 2,5 do 10 godzin po podania preparatu
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z aronii. W porownaniu z pierwszym etapem, ponad 81% catkowitej zawartosci antocyjanow
stanowity metabolity Il fazy. W tym okresie, obserwowane zjawisko moze wynikac
ze zwigkszonego udziatu antocyjanow, ktore zostaty wchtonigte z poziomu jelita cienkiego
oraz mechanizmow zwigzanych z istotng rolg bton $luzowych tego odcinka przewodu
pokarmowego w biotransformacji antocyjanéw poprzez procesy metylacji i glukuronidacji.
Nalezy rowniez zauwazy¢, ze wraz z uptywem czasu od podania aronii, W 0soczu krwi owiec
odsetek metabolitow |l fazy w catkowitej zawarto$ci antocyjanow sukcesywnie wzrastat,
osiggajgc wartos¢ maksymalng 7,5 godz. po podaniu preparatu z tych jagdd (96,10%,
Wykres 1A, publikacja: PIl). Po osiggnig¢ciu tej maksymalnej wartoSci rozpoczat sie proces
stopniowego zmniejszania si¢ udziat metabolitow Il fazy w catkowitej zawartoséci antocyjanow.
Zaobserwowany wzrost udziatu natywnych form antocyjanow w osoczu krwi w tym czasie
mogt by¢ spowodowany absorpcja tych substancji z puli zebranej w jelicie grubym. Puli
natywnych form antocyjanoéw, ktore nie zostaly wchionigte w goérnym odcinku przewodu
pokarmowego i po dotarciu do jelita grubego nie ulegly jeszcze degradacji w wyniku warunkow
panujacych (np. pH i aktywno$¢ mikroflory) w tej czesci przewodu pokarmowego.

Nalezy podkreslic, ze dwie formy monoglukuronidu metylowanej cyjanidyny
(mCyglc) oraz monoglukuronid cyjanidyny (Cyglc) byly dominujacymi pochodnymi
cyjanidyny sposrod metabolitow antocyjanow zidentyfikowanych w osoczu krwi. Zawarto$é
tych trzech glownych metabolitow Il fazy stanowita ponad 62% catkowitej zawartoSci
antocyjanow, podczas gdy pozostate 10 zidentyfikowanych metabolitow Il fazy stanowito <9%
calkowite] zawarto$ci antocyjanéw wykrytych w osoczu krwi. W przypadku zwiazkow
natywnych dominujagcym zwigzkiem byl Cy3gal, ktory stanowit ponad 24% catkowitej
zawarto$ci antocyjanéw, a jego najwyzsze stezenie zaobserwowano 1 godz. po podaniu

preparatu (1,64 + 0,52 umol/L).

4.1.2.2. Profil i stezenie antocyjanow aronii i ich metabolitow II fazy w moczu

Profil i st¢zenie antocyjanéw i ich metabolitow 1l fazy wykrytych w moczu owiec
po podaniu aronii przedstawiono w Tabeli 3 i na Wykresie 1B (publikacja: P1). Podobnie jak w
przypadku osocza krwi, w moczu wystapily dwa szczyty maksymalnej zawarto$ci antocyjanéw
(). 1-2 godz. i 7-8 godz.). Pierwsze pojawienie si¢ tych zwigzkow w moczu stwierdzono w
przedziale 0—1 h, przy czym 74,24% catkowitego st¢zenia znalezionych antocyjanéw stanowity
zwigzki natywne. W tym okresie obserwacji Cy3gal byl gtdéwnym natywnym zwigzkiem,
podczas gdy mCyglc oraz mCyglc dominowaty wsrod metabolitow Il fazy. Podobny profil

zwigzkow cyjanidyny stwierdzono w moczu w dwoch kolejnych przedziatach czasowych.
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Ponadto, przez pierwsze 3 godziny od momentu podania preparatu dominowatly te same trzy
antocyjany (Cy3gal i dwie formy mCyglc), a udziat zwigzkow natywnych byl wyzszy niz
metabolitow |l fazy. Jednak wraz z uptlywem czasu przewaga antocyjanéw natywnych
stopniowo malata, by po 3 godzinach od momentu podania preparatu wykryto przewage
metabolitow Il fazy (od 64,04% po 3—4 godz. Do 94,81% po 9-10 godz.). Co wiecej, z czasem
udzial metabolitow Il fazy w calkowitej zawartosci antocyjanow stale wzrastal i osiggal
najwyzszg warto$¢ w przedziale 7-8 godzina (97,16%) po podaniu preparatu. Podobnie jak w
osoczu krwi, od 8 godz. nastgpit stopniowy wzrost udziatu zwigzkow natywnych w catkowitej
zawartosci antocyjandéw W moczu (z 2,84% w 7-8 godz. do 5,19% w 9-10 godz.).

Otrzymane wyniki wskazuja, ze ksztalt, zakres i profil antocyjanow wydalanych
zmoczem Uowiec s3 odzwierciedleniem procesOw metabolicznych tych zwigzkow
zachodzacych na poziomie wchtaniania do Krwi i metabolizmu w watrobie. W konsekwencji
mozna przypuszczaé, ze intensywnos$¢ wchtaniania na poziomie zotadka i jelita cienkiego oraz
metabolizm w komorkach btony sluzowej tych dwdch odcinkéw przewodu pokarmowego oraz
w komorkach watroby sa decydujacymi obszarami biotransformacji tych polifenoli. Wydaje
si¢, ze biotransformacja antocyjanow zachodzgca w nerkach owiec jest mniej intensywna,
chociaz wczeséniejsze badania na szczurach wskazywaly na istotng rol¢ tego narzadu w
metabolizmie antocyjanéw (Vanzo iin., 2011). W niniejszym badaniu w moczu owiec
stwierdzono 21 antocyjanow (4 formy natywne i 17 metabolitow 1l fazy), czyli o 4 wigcej niz
w osoczu krwi (4 formy natywne i 13 metabolitow). Poniewaz dodatkowe cztery pochodne
cyjanidyny (mCyglcsulf, dwie formy unm-Cy3ara, mCyara, unm-Cy3ara) wykryte w moczu
nie wystepowaty w osoczu krwi, musiaty zatem powsta¢ podczas proceséw metabolicznych

zachodzacych w nerkach owiec.

4.1.2.3. Profil i stezenie antocyjanéw aronii i ich metabolitow II fazy
w plynie mozgowo-rdzeniowym

Zmiany profilu i stgzenia antocyjanow i ich metabolitow Il fazy w PMR owiec
przedstawiono w Tabeli 4 i Wykresie 1C (publikacja: PI). Przeprowadzone badania dowodza,
ze antocyjany docieraly do PMR po dozwaczowym podaniu preparatu z aronii, a ich profil i
stezenie istotnie zmieniaty si¢ w czasie. Obserwowana fluktuacja wynikata prawdopodobnie ze
zmiany stezenia tych polifenoli w osoczu krwi 1 r6znych zdolnosci pochodnych cyjanidyny
obecnych w osoczu krwi do przekraczania bariery krew—PMR. Pierwsze maksymalne stezenie
antocyjanow w PMR (0,28 + 0,11 umol/L) odnotowano 2 godziny od momentu podania

preparatu. Przez nastepne 2,5 godz. catkowita zawarto$¢ antocyjanow w PMR stopniowo
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obnizata si¢ do poziomu 0,12 £+ 0,01 umol/L, by ostatecznie po 6,5 godz. od podaniu aronii
osiggna¢ najwyzsza wartos¢ (0,32 + 0,10 pumol/L). Nastepnie, gdy pula antocyjanow
dostepnych we krwi zaczgla si¢ wyczerpywaé, zaobserwowano znaczny spadek zawarto$ci
antocyjanow w PMR. Ostatecznie 10 godz. po podaniu aronii zawarto$¢ antocyjanow w PMR
uksztattowala si¢ na poziomie 0,04 = 0,01 umol/L.

W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano réznice w zdolnosci do przenikania
bariery krew—PMR (Tabela 2 vs. Tabela 3, publikacja: Pl) pomiedzy poszczegdlnymi
zwigzkami. Generalnie, w PMR natywne antocyjany stanowity 21.62% catkowitej zawarto$ci
antocyjanow. Co wigcej, porownanie danych z osocza krwi i PMR wskazuje, ze w PMR udziat
zwigzkéw natywnych (21,62%) byt nizszy w porownaniu z calkowita zawarto$cig tych
zwigzkoéw W 0soczu Krwi (28,18%). Zjawisko to mogto wynika¢ z faktu, ze natywne antocyjany
mniej intensywnie przenikaty do PMR niz inne formy tych zwiazkow. Z drugiej strony, nizszy
udzial zwigzkéw natywnych w PMR moégt wynika¢ z faktu, ze natywne antocyjany bytly
absorbowane przez komorki bariery krew-PMR, a nastgpnie byty natychmiast metabolizowane.
Jest rowniez prawdopodobne, Zze natywne glikozydy antocyjanowe po wchtonigciu do komorek
bariery krew-PMR mogty ulega¢ hydrolizie. W tym kontek$cie wczesniejsze badanie
(Ishisaka i in., 2014) wykazato, ze komorki splotu naczynidwkowego, gdzie znajduje si¢
bariera krew-PMR, charakteryzowaty si¢ potencjalem dekoniugacji glukuronidu kwercetyny
do aglikonu w wyniku aktywnos$¢ B-glukuronidazy. Niestety, nie ma badan dostarczajacych
jednoznacznych dowodow na aktywnos¢ B-glikozydazy w komorkach bariery krew-PMR.
Jednak na podstawie znajomosci aktywnosci B-glikozydaz w innych komorek organizmu,
np. w komorkach btony §luzowej jelita cienkiego (Wiczkowski 1 Piskula, 2004),
nie mozna wykluczy¢ obecnosci tej aktywnosci w komorkach bariery krew-PMR.
Poniewaz w osoczu krwi nie wykryto aglikonu cyjanidyny a jednocze$nie w PMR wykryto
znacznie wyzszy niz w osoczu krwi odsetek mCy i Cysulf, mozna przypuszczaé, ze glikozydy
cyjanidyny byly wchianiane przez komorki bariery krew-PMR, nastepnie hydrolizowane
przez B-glikozydazy, a powstaly aglikon mogtpodlega¢ dalszym  przemianom,
gtownie metylacji i/lub siarczanowaniu.

Uzyskane wyniki wyraznie wskazywaly, ze w PMR antocyjany wystgpowaty gtownie
jako metabolity 1l fazy (78,38%). Ponadto, odsetek metabolitow Il fazy w puli antocyjanéw
znalezionych w PMR byt 0 ~9% wyzszy niz wykryty w osoczu krwi (71,82%).
W przypadku poszczegolnych grup metabolitow 1l fazy (glukuronowane, metylowane
I siarczanowane) zaobserwowano rdzng zmiang proporcji tych pochodnych w catkowitej

zawarto$ci antocyjanow miedzy osoczem krwi a PMR. Po pierwsze, zaobserwowano
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zmniejszanie udzialu pochodnych glukuronowanych z 63,12% (osocze krwi)
do 55,26% (PMR). Po drugie, zwigkszyt si¢ udzial pochodnych metylowanych
i siarczanowanych w PMR. Co wigcej, w PMR udzial pochodnych metylowanych,
ktore nie zawieraly reszt glukuronowych, zwigkszyt si¢ dwukrotnie (16,73%) w stosunku
do udziatu tych pochodnych w osoczu krwi. Z kolei pochodne z resztami siarczanowymi
wykazaty az pigciokrotny wzrost udzialu w PMR (3,78%) w poréwnaniu z osoczem krwi
(0,71%). Interpretujac powyzsze obserwacje mozna wskazaé, ze mniejszy udzial form
glukuronowanych antocyjanow (gtownie mCyglc) w PMR niz w osoczu krwi moglt wynikac
z aktywnos¢ B-glukuronidazy obecnej w komorkach bariery krew-PMR. Po wchionigciu
przez komorki bariery krew-PMR, mCyglc mogt by¢ dekoniugowany przez ten enzym,
a nastepnie pochodne deglukuronidowane mogly przenika¢ do PMR lub ulega¢ dalszym
biotransformacjom, np. metylacji i/lub siarczanowaniu. Co istotne na mozliwos¢ przejsciowe;j
reakcji dekoniugacji 1 pdzniejszej rekoniugacji w Srodowisku bariery mozgowej wskazuja
wczesniejsze badania (Ishisaka i in., 2011). W przypadku wyzszego udziatu metylowanych
form Cy3gal i Cy3ara w PMR mozna wskaza¢, ze te dwie pochodne mogtly by¢ metylowane
przez COMT po wchtonigciu przez komorki bariery krew-PMR, a nastgpnie jako metylowane
pochodne mogty przenika¢ do PMR. Proces ten mogt by¢ mozliwy, poniewaz, jak wczesniej
wskazano (Polak i in., 2014) w komodrkach uktadu nerwowego wystepuje COMT i moze
prowadzi¢ metylacje grup hydroksylowych fitozwigzkow. Ponadto, w komorkach uktadu
nerwowego znajduja si¢ enzymy z grupy SULT, ktore katalizuja sprz¢ganie roznych zwigzkow
z kwasem siarkowym a proces ten jest waznym szlakiem metabolizmu 1l fazy w mozgu
(Suominen i in., 2013). Co wigcej, zaobserwowano roézne proporcje poszczegoélnych form
glukuronowanych cyjanidyny w calkowitej zawartosci antocyjanéw w PMR i osoczu krwi. W
porownaniu do osocza krwi, w badanym PMR stwierdzono zaréwno spadek udziatu
procentowego dwoch form mCygle (o 10.66% oraz 6.58%), jak i wzrost udziatu procentowego
Cyglc (09.49%). Wyzsza pula Cyglc odkryta w PMR moze wynika¢ z nagromadzenia
form glukuronowych, ktére przenikly bezposrednio zosocza krwi, ale moze roéwniez
uwzglednia¢ substancje utworzone w komorkach bariery krew-PMR z zaabsorbowanych
glikozydow cyjanidyny, ktore jak juz wczesniej wspomniano mogly by¢ hydrolizowane
przez B-glikozydazy. Powstaly aglikon mogly nastgpnie ulega¢ koniugacji z kwasem
glukuronowym, za posrednictwem transferazy UDP-glukuronowej, ktéra wystepuje
w komorkach uktadu nerwowego (Suominen i in., 2013). Mozliwe byto rowniez, ze penetracja
pochodnych cyjanidyny przez barier¢ krew-PMR, jak roéwniez metabolizm w komoérkach
bariery krew-PMR przebiegaly wedtug innych, niespecyficznych schematéw. Ponadto, mCyglc
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mogt przenika¢ przez barier¢ krew-PMR mniej intensywnie niz inne metabolity Il fazy
antocyjanow. Z drugiej strony, komorki barier mézgowych, oprocz kontrolowania naptywu
réznych czasteczek do srodowiska mozgu, moga rowniez odpowiadaé za system wydalania
tych zwigzkow i ich metabolitow ze $rodowiska PMR (Ishisaka i in., 2011), tym samym
decydowac o poziomie poszczegdlnych zwigzkéw po obu stronach bariery. Zatem rzeczywiste
chwilowe stezenie antocyjanoéw i ich metabolitow Il fazy w PMR moze ksztattowac si¢ w
wyniku zmian stgzenia tych zwigzkow w osoczu krwi, procesow naplywu i wypltywu przez

barier¢ krew-PMR oraz intensywnosci i kierunku metabolizmu w komoérkach barierowych.

4.2. Okres$lenie zdolnosci antocyjanéw i ich metabolitéw II fazy do przenikania
przez bariere krew-plyn moézgowo-rdzeniowy po dozwaczowym podaniu owcom
preparatu z kapusty czerwonej [publikacja: PII; Platosz i in., 2020]

4.2.1. Charakterystyka profilu i zawarto$ci antocyjanow kapusty czerwonej

Przeprowadzona analiza metodg mikro-HPLC-MS/MS preparatu z liofilizowanej
kapusty czerwonej wykazata obecnos$¢ 20 pochodnych cyjanidyny (Tabela 1, publikacja: P11),
a ich catkowita zawarto$¢ wyniosta 20,14 = 0,39 mg cyjanidyny/g sm. Podstawowg struktura
antocyjanow wystepujacych w tym warzywie byla nicacylowana forma Cy3diG5G.
Zwiazek ten stanowil 10,3% catkowitej zawartoSci antocyjanéw kapusty Cczerwonej,
podczas gdy druga nieacylowana pochodna, 3-glukozyd-5-glukozyd cyjanidyny (Cy3G5G)
stanowita jedynie 0,7% tej zawartosci. Poza zwigzkami nieacylowanymi, w analizowanym
warzywie wykazano obecno$¢ osiemnastu mono- i diacylowanych (kwasem sinapinowym,
ferulowym, kawowym i/lub p-kumarowym) pochodnych Cy3diG5G. Pochodne te stanowity
89% catkowitej zawarto$ci antocyjanow.

Dominujacymi zwigzkami wérdd pochodnych acylowanych znalezionych w kapuscie
czerwonej byt  3-(synapoilo)-diglukozyd-5-glukozyd  cyjanidyny  (Cy3(sin)diG5G),
oraz 3-(synapoilo)(synapoilo)-diglukozyd-5-glukozyd  cyjanidyny  (Cy3(sin)(sin)diG5G))
stanowigce odpowiednio ponad 15% i 13% catkowitej zawarto$ci antocyjanow. Podobny profil
i zawarto$§¢ antocyjandOw w kapuscie Cczerwonej zostal przedstawiony wczesniej
przez Wiczkowskiego i in. (2014) oraz Wu i in. (2006).

Z uzyskanych danych wynika, ze kapusta czerwona jest bogatym zrodiem
nieacylowanych i acylowanych antocyjanow. Tym samym jest unikalng, naturalng matryca
umozliwiajgcg zbadanie zalezno$ci miedzy wystepowaniem acylacji w strukturach
antocyjanéw, a procesami zachodzacymi w organizmie po spozyciu tych antocyjanow.

Dlatego w niniejszych badaniach, oprocz analizy przenikania antocyjanéw kapusty czerwonej
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i ich metabolitow Il fazy przez barier¢ krew-PMR, oceniono réwniez wplyw wystepowania

acylacji w czasteczkach antocyjanéw na ich przenikanie przez barier¢ krew-PMR.

4.2.1. Badanie profilu i zawartosci antocyjanéw kapusty czerwonej i ich metabolitow
Il fazy w pltynach fizjologicznych owiec

Z przeprowadzonej analizy wynika, ze podobnie jak w przypadku ludzi
(Wiczkowski i in., 2016; Charron i in., 2007) antocyjany z kapusty czerwonej sg rowniez
wchtaniane przez owce, co potwierdzono identyfikujac 34 pochodne antocyjanéw w osoczu
krwi i moczu tych zwierzat (Tabela 1, publikacja: PIl). Oprdcz antocyjanéw natywnych
(2 formy nieacylowane i 15 acylowanych), po dozwaczowym podaniu kapusty czerwonej
wosoczu krwi i moczu owiec stwierdzono obecno$¢ 17 metabolitow cyjanidyny
(formy metylowane, glukuronowane i siarczanowane). Dla porownania, w ludzkich ptynach
fizjologicznych po spozyciu tego warzywa zidentyfikowano 29 pochodnych cyjanidyny
(Wiczkowski iin., 2016). Ta obserwacja znajduje potwierdzenie we wczesniejszych badaniach
wykazujacych, ze roznice we wchianianiu, metabolizmie, dystrybucji i wydalaniu
fitozwiazkéw miedzy poszczegdlnymi grupami zwierzat (Sakakibara 1 in., 2009;
Cheniin., 2015) moga wptywaé na rézne profile zwigzkéw natywnych i ich metabolitow

Il fazy w ptynach fizjologicznych.

4.2.1.1. Badanie profilu i stezenie antocyjanow kapusty czerwonej i ich metabolitow
Il fazy w osoczu krwi owiec

Na Wykresie 1iw Tabeli 2 (publikacja: P11) przedstawiono zmiany profilu i stgzenia
antocyjanow oraz ich metabolitow Il fazy w osoczu krwi owiec po dozwaczowym podaniu
preparatu z kapusty czerwonej. Glownymi natywnymi antocyjanami zidentyfikowanymi
wosoczu krwi podczas catego eksperymentu byly Cy3diG5G, Cy3(sin)(sin)diG5G,
3-(p-kumaroilo)-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny, (Cy3(p-cum)diG5G),
oraz Cy3(sin)diG5G, a najwyzsze stezenia tych barwnikow wykryto w okresie 1,5-2,5 godz. po
podaniu preparatu. Ponadto, pochodne nieacylowane stanowily ponad 25%, a pochodne
acylowane prawie 75% wszystkich antocyjanéw natywnych wystepujacych w osoczu krwi.
Wsrod metabolitow 11 fazy w trakcie trwania eksperymentu dominowaty Cyglc, metylowana
cyjanidyna (mCy) i mCyglc, a najwyzsze stezenie tych metabolitow zaobserwowano po 7,5
godz. od podania preparatu. Ponadto, biorgc pod uwage poszczegdlne grupy metabolitow Il
fazy, wykazano, ze deglukozylacja, metylacja, glukuronidacja i siarczanowanie wystepowaty

odpowiednio w 80, 65, 37 i 9% wykrytych metabolitow Il fazy. Ogolnie, $redni procentowy
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udzial natywnych antocyjanbw w calym eksperymencie wynidst prawie 39,5%,
a ich metabolity II fazy stanowity nieco ponad 60,5%. Przy czym nalezy zauwazy¢, ze udziatu
form natywnych w stosunku do metabolitow Il fazy zmienial si¢ podczas trwania
eksperymentu. Zatem, mozna wyrdzni¢ trzy gtdwne przedzialy wykazujace skrajnie rdzne
stosunki tych dwoch form. Pierwszy okres z przedziatem czasowym 0,5—4 godz. wyrdzniat sie
przewaga pochodnych natywnych (> 76%). W drugim okresie (4,5 godz.) odnotowano podobny
udziat natywnych antocyjanow (49,85%) i ich metabolitow 1l fazy (50,15%). Zupetnie inny
uktad antocyjanéw odkryto w trzecim przedziale (5,0-10 godz.), gdzie ponad 87% antocyjanow
wystepowato w postaci metabolitow Il fazy.

Po pierwszym pojawieniu si¢ antocyjanow w osoczu krwi owiec (0,5 godz.,
10,54 + 0,40 nmol/L), ich stezenie intensywnie zmieniato si¢ w ciagu kolejnych 10 godz.,
CO objawialo si¢ wystepowaniem az dwoch maksymalnych wartosci tego parametru (2 godz.,
3791 + 1,35 nmol/L; 7,5 godz., 45,89 + 1,81 nmol/L) rozdzielonych okresem
charakteryzujgcym si¢  znacznie nizszym  st¢zeniem antocyjanow (4—6  godz.,
10,65 + 0,31 nmol/L). Podobne zjawisko zaobserwowano w przypadku dozwaczowego
podania preparatu antocyjanéw z aronii (publikacja: P1). Ponadto, po okresie wystgpienia
w osoczu krwi drugiego maksimum stezenia antocyjanéw, W wyniku intensywnego
metabolizmu 1 stopniowego wyczerpywania si¢ puli antocyjanéw znajdujacych sie¢
w przewodzie pokarmowym, odnotowano sukcesywny spadek calkowitej zawartosci
antocyjanow. Ostatecznie po 10 godzinach od podania kapusty czerwonej stezenie antocyjanow

w osoczu krwi owiec wyniosto 17,03 + 0,69 nmol/L.

4.2.1.2. Badanie profilu i stezenie antocyjanow kapusty czerwonej i ich metabolitow

Il fazy w moczu owiec

Zmiany profilu i stgzenia antocyjanow w moczu owiec po podaniu kapusty czerwonej
przedstawiono na Wykresie 2 i w Tabeli 3 (publikacja: PII). Wsréd natywnych antocyjanéw
wystepujacych w moczu gtownym zwigzkiem byl Cy3diG5G, a nastgpnie Cy3G5G,
Cy3(sin)diG5G, Cy3(p-cum)diG5G i 3-(feruloilo)-diglukozyd-5-glukozyd cyjanidyny
(Cy3(fer)diG5G).  Generalnie, pochodne nieacylowane stanowily okolo  40%,
natomiast pochodne acylowane prawie 60% zwigzkéw natywnych. W przypadku metabolitow
IT fazy najwigkszy udzial mial Cyglc (32,99%), natomiast drugim gtéwnym metabolitem
byt mCyglc (21.93%). Ponadto, ocena profilu metabolitow antocyjanow w moczu wskazuje,
ze dominujagcymi  byly formy deglukozylowane (95%) 1 glukuronidowane (82%).

Mniejszym udziatem charakteryzowaty si¢ formy metylowane (46%) i siarczanowane (1%).
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Podobnie jak w przypadku osocza krwi owiec, w moczu ujawniono trzy stadia
0 r6znym stosunku form natywnych do metabolitow Il fazy. Przewaga antocyjanow natywnych
(68,8%) zostata wykryta w ciggu pierwszych trzech przedzialdéw czasowych (od 0-1 godz.
do 2-3 godz.), natomiast dominacja metabolitow Il fazy (88,4%) zostata znaleziona w ciggu
ostatnich szesciu okreséw (od 4 do 5 godz. do 9-10 godz.). Pomigdzy tymi dwoma etapami
wystapit jeden okres (3-4 godz.) o bardzo podobnym udziale zwigzkéw natywnych
I metabolitow 1l fazy (48,5 vs. 51,5%). Ogoélnie w calym eksperymencie $redni procentowy
udzial antocyjandw natywnych w moczu wyniost prawie 31%, a ich metabolity Il fazy
nieco ponad 69%. Ponadto, po pierwszym pojawieniu si¢ antocyjandw w moczu owiec
(0—1 godz., 109,13 +1,90 nmol/L) przebieg zmian ich stezenia byt zblizony do Sstwierdzonego
w osoczu krwi z dwoma maksymalnymi warto$ciami tego parametru (3-4 godz.: 316,13 + 7,43
nmol/L; 7-8 godz.: 345,88 + 13,92 nmol/L). Otrzymane wyniki wskazuja, ze ksztalt, zakres i
profil wydalania antocyjanow z moczem w znacznym stopniu stanowi odzwierciedlenie
obserwacji ujawnionych w osoczu krwi. Podobne zjawisko zaobserwowano w eksperymencie

z antocyjanami aronii (publikacja: Pl).

4.2.1.3. Badanie profilu i stezenie antocyjanow kapusty czerwonej i ich metabolitéw
Il fazy w ptynie mézgowo-rdzeniowym owiec

W niniejszych badaniach wykazano po raz pierwszy obecnos¢ 12 pochodnych
cyjanidyny w PMR owiec po dozwaczowym podaniu preparatu z kapusty czerwonej (Tabela 1,
publikacja: PIl). Co ciekawe, sposrod 17 natywnych antocyjanéw kapusty czerwonej
wystepujacych w 0s0czu krwi owiec, W PMR tych zwierzat
wykryto tylko jeden zwigzek - Cy3G5G. W pobranym PMR nie znaleziono Cy3diG5G
i acylowanych  pochodnych  cyjanidyny. W  przypadku metabolitow 1II  fazy,
wsrod 17 pochodnych cyjanidyny zidentyfikowanych w osoczu krwi, az 11 stwierdzono
rowniez w PMR. Zatem, jak wykazuja przedstawione dane, antocyjany przenikaja z krwi
do PMR po podaniu kapusty czerwonej. Ponadto, nalezy wskaza¢, ze podobnie jak po podaniu
antocyjanow aronii ich profil i st¢zenie istotnie zmienialy si¢ w czasie eksperymentu (Wykres
3, Tabela 4, publikacja: PIl). Biorac pod uwage ogdlny profil metabolitow II fazy w osoczu
krwi w poréwnaniu z ich profilem w PMR, nalezy zauwazy¢, ze w obu przypadkach najczesciej
wystepowaly metabolity o czasteczkach deglukozylowanych (odpowiednio 80 1 94%), a
kolejnymi byly pochodne metylowane (65 i 54%) oraz glukuronowane (odpowiednio 37 i
42%), natomiast pochodne siarczanowane charakteryzowaty si¢ najnizszym udzialem w obu

ptynach fizjologicznych (odpowiednio 9 i 31%). Obserwowana zmienno$¢ mogla wynikac ze
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zmiany stezenia pochodnych cyjanidyny w osoczu krwi (1), z ré6znych zdolnosci zwigzkow
cyjanidyny wystepujacych w osoczu krwi do przekraczania bariery krew-PMR (2)
oraz z przemian metabolicznych pochodnych cyjanidyny w komorkach bariery krew-PMR (3).
Biorgc pod uwage pierwsze wyjasnienie, mozna zaobserwowaé wiele podobienstw mig¢dzy
osoczem krwi, a PMR w zakresie przebiegu zmiany stezenia antocyjandéw
(Wykres 1 vs. Wykres 3, publikacja: PII). Tak wiec w obu ptynach fizjologicznych wystapity
az dwie maksymalne warto$ci calkowitego st¢zenia antocyjandéw (2 i 2,5 godz. vs. 2,51 8
godz.). Ponadto, gdy pula zwigzkéw cyjanidyny dostepnych we krwi ulegta wyczerpaniu,
odnotowano réwniez spadek catkowitego stezenia antocyjanow w PMR. Odnoszac si¢ do
drugiego uzasadnienia dotyczacego zdolnosci zwigzkoéw cyjanidyny do przechodzenia przez
barier¢ krew-PMR, stwierdzono znaczne rozbieznosci w tym kontekscie pomiedzy
poszczegdlnymi zwigzkami (Tabela 2 vs. Tabela 4, publikacja: PIl). Nalezy najpierw
zauwazyC, ze nieacylowane pochodne cyjanidyny przenikaty przez barier¢ krew-PMR,
tymczasem acylowane pochodne cyjanidyny nie miaty takich mozliwosci. Wyniki te sugeruja,
ze istniejg istotne réznice w biologicznym losie antocyjanéw nieacylowanych i acylowanych w
obszarze bariery krew-PMR. Prawdopodobne jest, ze brak przenikania acylowanych
antocyjanow przez te barier¢ wynika ze znacznego rozmiaru ich czgsteczek (> 787 Da) (Pan i
Kastin, 2004). Nie wykluczajac jednak powyzszego argumentu, mozliwe jest rOwniez, ze
acylowane antocyjany nie oddziatuja bezposrednio z miejscem aktywnym bilitranslokazy
obecnej w barierze krew-PMR, ale tylko w poblizu tego miejsca, co w konsekwencji zaburza
aktywne miejsce transportera i uniemozliwia transport tych pochodnych (Passamonti i in.,
2002). W przypadku trzeciej interpretacji przyczyn powodujacych znaczne fluktuacje profilu
I stezenia pochodnych cyjanidyny w PMR (Tabela 4, Wykres 3, publikacja: PI1), mozna bra¢
pod uwage kilka mozliwych biotransformacji tych zwiazkow w barierze krew-PMR
podczas ich przenikania. Procesy te zostaty juz szczegétowo oméwione w podrozdziale 4.1.2.3.
dotyczacym przenikania antocyjanéw aronii w PMR.

Podsumowujgc, niniejsze badania wskazujg, ze chociaz w osoczu krwi i moczu
po spozyciu Kkapusty czerwonej wystgpowaly zaréwno acylowane, jak i nieacylowane
pochodne antocyjanow, to tylko nieacylowane pochodne byty obecne w PMR. Ponadto zmiany
profilu i st¢zenia antocyjanow w PMR wynikaly z wahan st¢zen tych barwnikow we krwi,
ich ro6znej zdolnosci przenikania przez barier¢ krew—PMR oraz przemian metabolicznych
w komorkach bariery krew—PMR podczas procesu przenikania. Warto zauwazy¢, ze niniejsze
wyniki jednoznacznie wskazuja, ze bariera krew-PMR jest selektywna dla poszczegélnych

antocyjanow.
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4.3. Okreslenie zdolnos$ci pochodnych cyjanidyny i ich metabolitéw 11 fazy do przenikania
przez barier¢ Kkrew-plyn mézgowo-rdzeniowy po dozylnym podaniu owcom
preparatu 3-galaktozydu cyjanidyny oraz 3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny
[publikacja: PIII; Platosz i in., 2022]

Jak  przedstawiono  powyzej, pochodne cyjanidyny moga  przenikad
przez barier¢ krew-PMR i kumulowac si¢ w PMR owiec po dozwaczowym podaniu preparatow
z aronii (publikacja: PI) i kapusty czerwonej (publikacja: PII). Ponadto, analiza danych
z tych dwoch eksperymentéow wskazuje, ze w PMR po dozwaczowym podaniu aronii
zidentyfikowano az 14 zwigzkdéw z puli 17 pochodnych cyjanidyny zidentyfikowanych
w osoczu krwi, natomiast po dozwaczowym podaniu kapusty czerwonej w PMR
zidentyfikowano jedynie 12 zwigzkéw z puli 34 metabolitow Il fazy zidentyfikowanych
wosoczu krwi. Jednak na podstawie tych badan nie mozna jednoznacznie okreslic,
ktore z antocyjanow, czy z aronii, czy z kapusty czerwonej (poza formami acylowanymi, ktore
nie przenikaja przez barier¢ krew—PMR) maja wigkszy potencjal przekraczania tej bariery.
Biorac powyzsze pod uwage, celem kolejnego etapu badan nad antocyjanami byto okreslenie
zdolnos$ci Cy3gal (gtéwnego zwiagzku antocyjanowego aronii) oraz Cy3diG5G (podstawowego
zwigzku antocyjanowego kapusty czerwonej) do przenikania przez barier¢ krew-PMR
po dozylnym podaniu czystych postaci tych substancji, umozliwiajagcym pominig¢cie wplywu
procesow wchtaniania. Zgodnie z dostepna wiedza, jest to pierwsze badanie, w ktorym
okreslono petny profil metabolomiczny pochodnych cyjanidyny w osoczu krwi, moczu i PMR

po dozylnym podaniu mieszaniny Cy3gal i Cy3diG5G.

4.3.1. Badanie profilu i zawartosci 3-galaktozydu cyjanidyny
oraz 3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny i ich metabolitow II fazy w plynach
fizjologicznych owiec

W analizowanych metodg mikro-HPLC-MS/MS ptynach fizjologicznych owiec

(osocze krwi, mocz i PMR) po dozylnym podaniu preparatu zawierajacego mieszaning Cy3gal

I Cy3diG5G zidentyfikowano 19 antocyjanéow (publikacja: PII1). Wszystkie pochodne

cyjanidyny zidentyfikowane w tym badaniu zostaly juz wcze$niej opisane (rozdziat 4.1.2

oraz 4.2.2).
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4.3.1.1. Zmiany profilu i stezenia 3-galaktozydu cyjanidyny
oraz 3-diglukozydu-5-glukozydu cyjanidyny i ich metabolitow II fazy w osoczy
krwi, moczu i ptynie mézgowo-rdzeniowym

Biologiczny los Cy3gal i1 Cy3diG5G po ich dozylnym podaniu owcom
scharakteryzowano na podstawie zmian profilu 1 stezenia zwigzkéw natywnych
oraz ich metabolitow II fazy w probkach osocza krwi (Tabela 2 i Wykres 1), moczu (Tabela 3
I Wykres 2) i PMR (Tabela 4, Wykres 3) (publikacja: PI11). Tendencje zmian obserwowane
w profilu i stezeniu pochodnych cyjanidyny sg podobne we wszystkich analizowanych ptynach
fizjologicznych, a ponadto wydaje si¢, ze zjawiska obserwowane w moczu i PMR w duzym
stopniu odzwierciedlaja te znajdowane w osoczu krwi. Ogolnie, w ciagu 10 godzin od
momentu dozylnego podania mieszaniny Cy3gal/Cy3diG5G, stezenie pochodnych cyjanidyny
wahato sie istotnie w zgromadzonym osoczu krwi, moczu i PMR (WyKkres 1, 2, 3, publikacja:
PIIl). Maksymalne stgzenia pochodnych cyjanidyny we wszystkich badanych ptynach
fizjologicznych wystapito w ciagu pierwszych 2 godzin od momentu podania preparatu.
Co wigcej, po osiggnigciu maksymalnego stezenia, w kolejnych punktach czasowych catkowite
stezenie pochodnych cyjanidyny w badanych ptynach fizjologicznych zmniejszato sig¢
sukcesywnie. Niemniej jednak w tym okresie w przypadku osocza krwi i PMR zaobserwowano
chwilowe wzrosty catkowitego stezenia pochodnych cyjanidyny. Jedng z prawdopodobnych
przyczyn pojawienia si¢ tych wzrostow stgzen antocyjanow w 0S0Czu Krwi, a co za tym idzie
réwniez w PMR, moze by¢ krazenie jelitowo-watrobowe metabolitow cyjanidyny. Ostatecznie
najnizsze catkowite stezenie pochodnych cyjanidyny w osoczu krwi (0,22 + 0,02 pmol/L),
moczu (18,28 + 2,69 umol/L) i PMR (0,03 + 0,00 umol/L) wykryto po 10 godz. eksperymentu.
Uzyskane wyniki wykazuja, ze pochodne cyjanidyny obecne w osoczu krwi, moczu

i PMR po dozylnym podaniu preparatu zawierajacego mieszaning Cy3gla i Cy3diG5G
byty reprezentowane gtéwnie przez metabolity 1l fazy (Tabela 2, publikacja: PIII).
W przypadku moczu (96%) i PMR (94,1%) procentowa zawarto$§¢ metabolitow Il fazy
byta wyzsza niz w osoczu krwi (76%). Biorgc pod uwage powyzsze dane nalezy stwierdzi¢, ze
przewaga metabolitow II fazy mogta wynika¢ z drogi podania zwigzkéw cyjanidyny. W tym
przypadku nieuzupetniana pula antocyjanow po dozylnym podaniu zwigzkéw cyjanidyny w
pojedynczej dawce byla intensywnie metabolizowana. Dla poréwnania po podaniu
dozwaczowym (publikacje: PI, PII) kolejne pule antocyjanéw uwalniane z matrycy mogly
przenika¢ z przewodu pokarmowego do krwi i zasilaé poszczegdlne frakcje. W niniejszym
badaniu, w ciggu 10 godzin od momentu dozylnego podania zwigzkéow cyjanidyny, wsrod

metabolitow Il fazy znalezionych w osoczu krwi gtownymi pochodnymi cyjanidyny byly
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diglukozyd cyjanidyny (CydiG) (12,94%), Cy3G (12,47%) i mCyglc (11,83%) (Tabela 2,
publikacja: PIIl). Najwyzsze stezenie CydiG w osoczu krwi oznaczono po 0,5 godz.,
podczas gdy Cy3G dominowatl po 1 godz. od momentu podania preparatu. Poniewaz oba
metabolity  sg deglukozylowanymi  pochodnymi  Cy3diG5G, mozna przypuszczac,
ze deglukozylacja przebiegata etapami (Cy3diG5G > CydiG -> Cy3G) i byta gtéwnym
procesem biotransformacji w pierwszej godzinie po podaniu mieszaniny. W pierwszej godzinie
po prowokacji maksymalne stezenia wykryto rowniez dla glukozydu metylowanej cyjanidyny
(mCyG), diglukozydu metylowanej cyjanidyny (mCydiG), triglukozydu metylowanej
cyjanidyny (mCytriG), mCygal, Cyglc i mCy, przy czym nalezy zauwazy¢ ze stezenia tych
zwigzkoéw byly nizsze w pordwnaniu z deglukozylowanymi pochodnymi. Poniewaz wigkszo$¢
wymienionych metabolitow to metylowane pochodne cyjanidyny, wyniki te moga sugerowac,
ze w przypadku dozylnego podania antocyjanéw metylacja byta druga droga po deglukozylacji
w procesie biotransformacji. W przypadku trzeciego gléwnego metabolitu, mCyglc,
jego najwyzszy stezenie wykryto nieco pozniej w porownaniu z formami deglukozylowanymi
I metylowanymi, tj. 1,5 godz. po podaniu mieszaniny antocyjanow. Co ciekawe, w czasteczce
tego metabolitu pojawita si¢ inna $ciezka biotransformacji — glukuronidacja. Ponadto,
w tym czasie eksperymentu, oprocz monoglukuronowanej pochodnej cyjanidyny, maksymalne
stezenie  stwierdzono  dla diglukuronowanej  pochodnej  cyjanidyny. Ten  wynik
moze wskazywaé, ze po dozylnym podaniu antocyjandw, glukuronidacja jest trzecig
Sciezk¢ metaboliczna, czyli siarczanowanie, najwyzszy udzial metabolitow sprz¢zonych
z kwasem siarkowym zaobserwowano znacznie pdzniej, bo w okresie od 3 do 4 godz.
po dozylnym podaniu mieszaniny antocyjanow. Ponadto, w tym przedziale czasowym
pojawienie si¢ maksymalnej zawartosci pochodnych siarczanowych w osoczu krwi owiec
zbieglo si¢ z drugim maksimum catkowitej zawartosci pochodnych cyjanidyny i drugim
maksimum dla pochodnych deglukozylowanych, metylowanych i glukuronidowanych.
Jest zatem prawdopodobne, zZe siarczanowanie jest jednym z ostatnich w serii procesow
biotransformacji antocyjandw u owiec po dozylnym podaniu tych naturalnych barwnikow.
W przypadku moczu i PMR zaobserwowano inny profil gtownych metabolitow II fazy.
Gléwnymi metabolitami Cy3gal i Cy3diG5G w PMR byly dwa zwiazki: Cyglc (16,24%)i
mCy (12,88%). Najwyzsza zawarto$¢ obu gldéwnych metabolitow Il fazy pojawita sie 1 godz.
po podaniu antocyjandéw. Natomiast w moczu owiec, gldwnymi zwigzkami wsrod metabolitow
11 fazy byty Cyglc (26,92%) i mCyglc (26,54%). Ponadto mCygal (12,72%), Cy3G (11,75%),
oraz mCyG (11,24%) miaty znaczacy udziat w catkowitej zawarto$ci pochodnych cyjanidyny
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W wydalanym moczu. Ich maksymalne st¢zenia obserwowano juz w pierwszych okresach

po podaniu antocyjanow (0-1 godz. i 1-2 godz.).

4.3.1.2. Porownanie zdolnosci 3-galaktozydu cyjanidyny i 3-diglukozydu-5-glukozydu
cyjanidyny oraz ich metabolitow 11 fazy do przenikania
przez bariere krew-ptyn mézgowo-rdzeniowy

Jak opisano powyzej, antocyjany sg intensywnie biotransformowane W organizmach
zwierzat i ludzi, dlatego tez w celu pelnego scharakteryzowania potencjatu Cy3gal i Cy3diG5G
do przekraczania przez barier¢ krew—PMR nalezy w pierwszej kolejnosci okresli¢ pochodzenie
kazdego zidentyfikowanego metabolitu Il fazy tj. wytworzonego z Cy3gal lub wytworzonego
z Cy3diG5G. Przeprowadzona analiza struktur zidentyfikowanych zwigzkow wskazala,
ze siedem  zwigzkow  (CydiG, Cy3G, mCyG, mCydiG, mCytriG, mCyG
i siarczano-glukuronido-glukozyd metylowanej cyjanidyny (mCyGglcsulf)) powstato
z Cy3diG5G. Zwiazki te scharakteryzowano jako metabolity Cy3diG5G, poniewaz podobnie
jak forma natywna zawieraly co najmniej jedna reszte glukozy w zidentyfikowanej czasteczce.
Sposrdd nich tylko jeden, mCytriG nie zostat znaleziony w PMR. Kolejne dwa metabolity 11
fazy (mCygal i mCygal) zostaty wstepnie zidentyfikowane jako pochodne Cy3gal na podstawie
obecnosci reszty galaktozy w ich czasteczce. Te dwie grupy metabolitow Il fazy (tacznie
dziewi¢¢ pochodnych) zostaly okre§lane jako ,,niekwestionowane pochodne/metabolity”
Cy3diG5G (7 pozycji) lub Cy3gal (2 pozycje). W przypadku pozostatych o$miu metabolitow
Il fazy (mCy, Cyglc, diglukuronid cyjanidyny (Cydiglc), mCyglc, diglukuronid metylowanej
cyjanidyny (mCydiglc), Cysulf, mCysulf i mCyglcsulf), nie bylo mozliwe jednoznaczne
okreslenie z ich pochodzenia (z Cy3diG5G czy z Cy3gal), poniewaz nie zawieraly reszty
glikozydowej w swojej czasteczce. Ta grupa metabolitow |l fazy zostata okreslona mianem
,Hhieprzypisanych metabolitow”. Sposrod nich 4 zwiazki, tj. mCydiglc, Cysulf, mCysulf
I mCyglcsulf, zostaly znalezione tylko w osoczu krwi owiec.

Biorac pod uwagg duza rozbiezno$¢ w liczbie metabolitow 1l fazy sklasyfikowanych
jako powstajace z podanych zwigzkow (7 metabolitow z Cy3diG5G i 2 metabolity z Cy3gal)
oraz liczby ,,nieprzypisanych metabolitow” (8 zwiazkow), nalezy podkresli¢, Ze proponowane
ponizej oszacowanie potencjatu przekraczania barier nie jest jednoznaczne i ukazuje jedynie
pewne trendy. Zatem, potencjal przekraczania bariery krew—PMR przez obie pochodne
cyjanidyny mozna porownac tylko w oparciu o stezenie zwigzkéw natywnych po obu stronach
bariery (tj. osocze krwi vs. PMR). Wydaje si¢ jednak, ze takie podejscie bedzie zbyt waskie,

poniewaz pochodne cyjanidyny sga bardzo intensywnie metabolizowane u ludzi 1 zwierzat,
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awiele metabolitow cyjanidyny znajduje si¢ we krwi (Wiczkowski i in., 2010).
Dlatego zasadne jest rozwazenie innych opcji uwzgledniajacych znacznie wigkszy zbior
danych 1 szersze spojrzenie na obserwowane zjawisko (tj. porOwnanie sumy metabolitow
Il fazy lub sumy zwigzkow natywnych i ich metabolitow Il fazy po obu stronach bariery).
Biorgc pod uwage pierwszy uktad - poréwnanie form natywnych, w osoczu krwi owiec
stwierdzono podobne catkowite stezenie Cy3diG5G (3,93 + 0,38 umol/L) i Cy3gal (4,42 + 0,33
umol/L) podczas trwania catego eksperymentu. W przeciwienstwie do tego, w PMR znaleziono
jedynie Cy3gal (0,13 = 0,01 pmol/L). Dane te wskazuja, ze okoto 2,96 + 0,22% Cy3gal
przeszto przez barier¢ krew-PMR w swojej natywnej postaci, podczas gdy Cy3diG5G nie
przekroczyt bariery krew-PMR. W poprzednim badaniu (publikacja: PIl) réowniez nie
stwierdzono Cy3diG5G w PMR po dozwaczowym podaniu preparatu z kapusty czerwonej.
Bioragc pod uwage tylko te dwa zwiazki natywne, mozna stwierdzi¢, ze jedynie Cy3gal
ma potencjal do przekroczenia badanej bariery. Podejscie to wyklucza jednak wiele
metabolitow obu zwigzkéw powstajacych w organizmie owcy w wyniku procesow
metabolicznych, a tym samym nie odzwierciedla rzeczywistego zjawiska przenikania
antocyjanow przez t¢ barier¢. Poréwnujac natomiast catkowite stezenie metabolitow II fazy
we krwi, nalezy stwierdzi¢ Ze stgzenie ,,niekwestionowanych metabolitow Cy3diG5G”
(13,13 £ 0,23 umol/L) bylo ponad 5-krotnie wyzsze niz ,,nickwestionowanych metabolitow
Cy3gal” (2,68 £ 0,07 umol/L). Z drugiej strony, w PMR st¢zenie ,,nickwestionowanych
metabolitow Cy3diG5G” (0,86 + 0,01 upmol/L) bylotylko 2,7 razy wicksze
niz ,,niekwestionowanych metabolitow Cy3gal” (0,32 + 0,01 umol/L). Analiza tych danych
wykazata, ze barier¢ krew—PMR przekroczyto 12,06% metabolitow Cy3gal i
tylko 6,58% metabolitow Cy3diG5G. Zatem po przeanalizowaniu stgzen zwigzkoéw natywnych
i ich ,,niekwestionowanych metabolitéw” w osoczu krwi i PMR stwierdzono, ze Cy3gal i jego
,niekwestionowane metabolity” (6,40%) mialy lepszy potencjal przenikania przez barierg
krew-PMR w porownaniu z Cy3diG5G oraz jego ,,niekwestionowanymi metabolitami”
(5,07%).

Wsrod zebranych danych pozostata jeszcze grupa metabolitow Il fazy zwanych
,Lhieprzypisanymi metabolitami”. Jak wspomniano wyzej, ze wzgledu na brak reszty
glikozydowej w czasteczce, zwigzkow tych nie mozna jednoznacznie przypisa¢ do metabolitow
Cy3gal lub Cy3diG5G. Nie mniej jednak, wcze$niejsze badania przy uzyciu tego samego
modelu owczego, w ktorych osobno analizowano przenikanie antocyjanéw z aronii (publikacja:
PI) i kapusty czerwonej (publikacja: PIll), pozwalaja na rozszyfrowanie przynaleznosci

metabolitow Il fazy opisanych mianem grupy ,nieprzypisanych metabolitow”. Zaréwno po
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podaniu aronii jak i kapusty czerwonej, w osoczu i PMR pojawita si¢ grupa metabolitow Il
fazy, ktore mozna okresli¢c jako ,zwigzki nieprzypisane” ze wzgledu na brak reszty
glikozydowej w czasteczce. Poniewaz W przeprowadzonych eksperymentach podawano
tylko jedno ze Zzrddet antocyjanow tj. aroni¢ (publikacja: P1) lub czerwong kapuste (publikacja:
PI1), tym samym w pierwszym przypadku zidentyfikowano tylko ,,nieprzypisane metabolity”
antocyjanow aronii, a w drugim tylko ,,nieprzypisane metabolity” antocyjanow kapusty
czerwonej. Analiza danych z eksperymentu po dozwaczowym podaniu aronii wykazata, ze
,hieprzypisane metabolity” stanowity odpowiednio 64% i 65% wszystkich antocyjanow
znajdujgcych si¢ w osoczu krwi i PMR owiec. Po podaniu kapusty czerwonej udziat
procentowy tej grupy ,,nieprzypisanych metabolitow” wynosit 37% (osocze krwi) i 57%
(PMR). Ekstrapolujgc dane uzyskane z poprzednich dwoch eksperymentéw (publikacje: Pl,
PI11) na wyniki eksperymentu z podaniem dozylnym (publikacja: PI11) mozna stwierdzi¢, ze w
osoczu Krwi stgzenie ,,nieprzypisanych metabolitow”, ktore moga pochodzi¢ z Cy3gal (6,75 +
0,06 umol/L) byto 1,7 razy wyzsze niz z Cy3diG5G (3,91 + 0,04 umol/L). Natomiast stezenie
tych metabolitow Il fazy w PMR byto zblizone, tj. 0,48 + 0,01 umol/L dla Cy3gal i 0,42 £+ 0,01
umol/L dla Cy3diG5G. Dalsza analiza ,nieprzypisanych metabolitow” wykazata, ze ich
zdolno$¢ do przenikania bariery krew-PMR w przypadku metabolitow Cy3gal wynosita 7,10%
, @ przypadku metabolitow Cy3diG5G ksztaltowata si¢ na poziomie 10,60%.

Ponadto, poréwnanie sumy ,nieckwestionowanych metabolitow” i ,,nieprzypisanych
metabolitow” pochodzacych z Cy3diG5G i1 Cy3gal znalezionych w osoczu krwi wykazato,
ze stezenie  zwigzkow  pochodzacych z Cy3diG5G (17,04 + 0,24 umol/L)
byto prawie 1,8 razy wyzsze niz pochodzacych z Cy3gal (9,43 + 0,21 pmol/L). Natomiast,
w PMR poziom metabolitow Cy3diG5G (1,28 + 0,01 pmol/L) byl 1,6 razy wyzszy
W poréwnaniu z metabolitami Cy3gal (0,80 £ 0,01 umol/L). Analiza tych danych wykazata, ze
8,50% metabolitow Cy3gal i 7,51% metabolitéw Cy3diG5G przekroczyto bariere krew-PMR.

Natomiast, zsumowanie wszystkich grup zwigzkéw wystepujacych w osoczu krwi
i PMR (tj. natywnych antocyjandw, ,,nickwestionowanych metabolitow” i ,,nieprzypisanych
metabolitow”) pokazuje, ze stezenie pochodnych Cy3diG5G w osoczu Kkrwi
(20,97 £ 0,24 umol/L) byt 1,5 razy wyzszy niz pochodnych Cy3gal (13,85 + 0,21 pumol/L).
W przypadku PMR  stgzenie pochodnych Cy3diG5G (1,28 + 0,01 pmol/L)
byto 1,4 razy wyzsze niz pochodnych Cy3gal (0,93 + 0,01 pumol/L). Analiza tych danych
wykazala, ze barier¢ krew-PMR przekroczyto 6,73% pochodnych Cy3gal i 6,10% pochodnych
Cy3diG5G. Mozna zatem wywnioskowa¢, ze potencjal przekraczania barier przez Cy3gal

I jego metabolity 1l fazy byt wyzszy niz w przypadku Cy3diG5G i jego metabolitow |l fazy.
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Poniewaz zastosowane w badaniach antocyjany maja identyczng strukture
podstawowa - cyjanidyng, a roznig si¢ rodzajem i liczbg podstawnikéw oraz wielkoscia
czasteczek, prawdopodobnym czynnikiem decydujacym o zaobserwowanych rdznicach
W potencjale przekraczania bariery byla konkurencja tych zwigzkéw 0 ten sam transporter
odpowiedzialny zaich przenikanie przez barier¢ krew-PMR. Jak wspomniano wcze$niej,
ze wzgledu na specyficzng budowe bariery oraz fakt, Ze antocyjany sg substancjami
hydrofilowymi, przejscie Cy3gal i Cy3diG5G oraz ich metabolitow Il fazy przez barierg jest
mozliwe za pomoca specyficznych transporterow, tj. bilitranslokazy i glikoproteiny P. Biorac
pod uwage powyzsze zalozenie, mozna przypuszczaé, ze typ podstawnika przytaczony
do czasteczki cyjanidyny, tj. galaktoza, glukoza, kwas glukuronowy, kwas siarkowy i grupa
metylowa, moze determinowaé zdolno$¢ poszczegdlnych pochodnych do przenikania
przez bariery moézgowia. Z analizy danych zebranych podczas eksperymentu wynika,
ze procent przekraczania bariery przez Cy3gal (3,0%) byt znacznie nizszy niz w przypadku
metylowanych pochodnych Cy3gal (12,1%). Podobng tendencje wykazaty pochodne
Cy3diG5G, tj. niemetylowane formy CydiG i CyG (3,4%) charakteryzowaly si¢ nizszym
procentem penetracji bariery niz metylowane pochodne CydiG 1 CyG (10,6%).
Co wigcej, metylowane pochodne Cy3gal (12,1%) wykazaly wyzsza zdolnos$¢ przekraczania
bariery w poréwnaniu z metylowanymi pochodnymi Cy3diG5G (10,6%). Ta obserwacja
jest zgodna z wynikami wczesniejszych badan (Youdim i in., 2003; Ichiyanagi i in., 2006;
Yiiin. 2006). W tym zakresie badania wskazuja rowniez na wyzsza zdolno$¢ do przekraczania
bariery przez pochodne cyjanidyny z reszta galaktozy (Cy3gal, 6,7%) niz przez pochodne
Cyjanidyny z resztami glukozy (Cy3diG5G, 6,1%). Oczywiscie nie mozna wykluczy¢, ze inng
wspolistniejaca przyczyng nizszego potencjatu przekraczania barier przez pochodne Cy3diG5G
byta wielkos¢ czastek (> 773 Da), ktorej efekt zaobserwowano rowniez we wczesniejszych
badaniach (publikacja: PI). Nie mozna rowniez pomina¢ mozliwosci, ze metabolity cyjanidyny
znajdujace si¢ w PMR powstaty w wyniku procesow zachodzacych w komorkach barierowych,

co wptyneto na profil metabolitow Il fazy obserwowany w tym ptynie.
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5. WNIOSKI

Na podstawie uzyskanych wynikow sformutowano nastepujace wnioski:

1.
2.

Aronia i kapusta czerwona sg bogatym zrodiem antocyjanow.

Podstawowg strukturg antocyjanow znalezionych w aronii 1 kapusScie czerwonej
jest cyjanidyna wyst¢pujaca w formie glikozydowej. Gtowng pochodng cyjanidyny
wystepujaca w aronii jest Cy3gal, natomiast podstawowa strukturg antocyjanow
kapusty czerwonej jest Cy3diG5G.

Aronia i kapusta czerwona sg unikalnymi matrycami umozliwiajgcymi zbadanie
zaleznos$ci miedzy 1) wystepowaniem réznych podstawnikow glikozydowych (glukozy,
galaktozy, ksylozy, oraz arabinozy) w czasteczce cyjanidyny, oraz 2) wystgpowaniem
mono- i diacylacji w strukturach antocyjanoéw, a procesami zachodzacymi w organizmie
po przyjeciu preparatu z tych ro$lin.

Antocyjany aronii 1 kapusty czerwonej sa wchianiane 1 przenikaja przez barierg
krew-PMR w organizmie owiec, wystepujac w ptynach fizjologicznych (osocze krwi,
mocz i PMR) tych zwierzat w postaci natywnej oraz w formie ich metabolitow I fazy
(glukuronowanych, metylowanych, siarczanowanych i kombinowanych pochodnych).

Odmienne matryce antocyjanow aronii i kapusty czerwonej powoduja réznice w profilu
antocyjanow i ich metabolitow II fazy w analizowanych ptynach fizjologicznych.

W osoczu krwi i moczu owiec po spozyciu kapusty czerwonej wystepowaly zarowno
acylowane, jak i nieacylowane pochodne antocyjanéw, natomiast w PMR
obecne byty tylko nieacylowane pochodne.

Antocyjany przechodza selektywnie przez bariere krew-PMR w zalezno$ci od rodzaju
i liczby podstawnikow oraz wielkoSci czgsteczki.Potencjat przekraczania bariery krew—
PMR przez Cy3gal i jego metabolity Il fazy byt wyzszy niz przez Cy3diG5G i jego
metabolity Il fazy.

Zmiany profilu i stezenia antocyjanéw i ich metabolitow II fazy w PMR wynikaja
z wahan stezen tych barwnikow we krwi, ich roznej zdolnosci przenikania przez bariere
krew—PMR oraz przemian metabolicznych w komorkach bariery krew-PMR
podczas penetraciji.

Gromadzace si¢ w PMR antocyjany natywne i ich metabolitow II fazy dzigki swoim
wlasciwosciom, miedzy innymi silnym wilasciwosciom przeciwutleniajacym,
moga korzystnie oddziatywa¢ na procesy zachodzace w szczegdlnie podatnym

na uszkodzenia oksydacyjne srodowisku centralnego uktadu nerwowego.
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