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SKROTY | SYMBOLE STOSOWANE W PRACY

AA - kwas askorbinowy (ang. ascorbic acid)
AAPH - 2,2 -azo-bis(2-amidynopropan)
(ang. 2,2azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride)
BHA - izobutylohydroskyanizol (ang. butylated hygyanisole)
BHT - 3,5-diizobutylo-4-hydroksytoluen (ang. butidd hydroxytoluene)
C - katechina (ang. catechin)
CF - 5(6)-karboksyfluoresceina (ang. 5(6)-carbaxyfescein)
CG - galusan katechiny (ang. (+)-catechin gallate)
DLS - dynamiczne rozproszeniwiatta (ang. dynamic light scattering)
DMF - dimetyloformamid (ang. dimethylformamide)
DPH - 1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien (angp{6-phenyl)-1,3,5-hexatrienyl)
EC - (-)-epikatechina (ang. (-)- epicatechin)
ECG - galusan epikatechiny (ang. (-)-epicatechgeBate)
EGC - epigalokatechina (ang. (-)-epigallocatechin)
EGCG - galusan epigalokatechiny (ang. epigallotategallate)
EYPC - fosfatydylocholinaéttka jaja kurzego (ang. egg yolk phosphatidylame)i
FAT - metoda otrzymywania liposoméw poprzez zairange i rozmraanie
(ang. freezing and thawing)
FAT liposomy - liposomy wielowarstwowe otrzymanetote FAT
FAT-s liposomy - liposomy otrzymane metodAT, a nasfpnie poddane sonifikowaniu
FM - swieza masa (ang. fresh mass)
FRAP - zdolné¢ redukowania jonowelaza (ang. Ferric lon Reducing Antioxidant Power)
GAE - ekwiwalent kwasu galusowego (ang. gallic andivalent)
GC - galokatechina (ang. (+)-gallocatechin)
GCG - galusan galokatechiny (ang. (+)-gallocatedailtate)
GP - polaryzacja uogélniona (ang. generalized maton)
GUV - liposomy olbrzymie (ang. giant unilamellarsides)
H, - struktura heksagonalna lipidéw
H, - odwrécona faza heksagonalna lipidow
HIV - ludzki wirus niedoboru immunologicznego (afgiman immunodeficiency virus)
ICs0 - Skzenie przeciwutleniacza hamuag w 50 % proces peroksydaciji lipidow

(ang. inhibition concentration)
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L, - struktura ciektokrystaliczna dwuwarstwy lipidgwe
Lg - strukturazelu dwuwarstwy lipidowej
LCL - dlugokrzace liposomy (ang. long circulating liposomes)
LCST - dolna krytyczna temperatura rozpuszczania
(ang. lower critical solution temperature)
Log P - logarytm ze wspoéiczynnika podziatu oktabofor
LUV - duze jednowarstwowe liposomy (ang. large unilamelesieles)
MDA - malonowy dialdehyd (ang. malon dialdehyde)
MLV - wielowarstwowe liposomy (ang. multi lamellaesicles)
MVV - wielopgcherzykowe liposomy (ang. multi vesicular vesicles)
NNKT - niezlzdne nienasycone kwasy tluszczowe
P - wspotczynnik podziatu okatnol:bufor
PC - fosfatydylocholina (ang. phosphatidylcholine)
PCS - spektroskopia korelacji fotonowej - metodanjgou wielkagci czastek oparta na
rozpraszanigwiatta lasera (ang. photon correlation spectrosgopy
PE - fosfatydyloetanoloamina (ang. phosphatidyiedhemine)
PEG - glikol polietylenowy (ang. polyethylene glyco
PG - fosfatydyloglicerol (ang. phosphatidylglicgrol
PGe - galusan propylu (ang. propyl gallate)
P1 - fosfatydyloinozytol (ang. phosphatidylinosjtol
PS - fosfatydyloseryna (ang. phosphatsdyine)
RE - ekwiwalent rutyny (ang. rutine equivalent)
RES - komorkizerne uktadu siateczkowarédbtonkowego
(ang. RES - rethiculoendothelial system)
REV - metoda otrzymywania liposomoéw - odparowanetod; faz odwréconych
(ang. reversg@hase evaporation)
RFA - reaktywne formy azotu (ang. reactive nitrogpecies - RNS)
RFT - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygpeacies - ROS)
SUV - male jednowarstwowe liposomy (ang. smallamiéllar vesicles)
TBA - kwas tiobarbiturowy (ang. 2-thiobarbituricidt
TBARS - substancje reagige z kwasem tiobarbiturowym
(ang. thiobarbituric acid reactive substances)
TBHQ - tert- butylohydrochinon (andert-butylhydroquinone)
TCA - kwas tréjchlorooctowy (ang. trichloroaceticid)
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TEAA - ekwiwalent potencjatu przeciwrodnikowego Taksu (ang. Trolox Equivalent
Antiradical Activity)
TEAC - ekwiwalent potencjatu przeciwutlenjaggo Troloksu (ang. Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity)
Tyt - temperatura gtownej przemiany fazowej (ang. ptieemnsition temperature)
TMA-DPH - p-toluenosulfonianl-(4-trimetyloamoniof@a)-6-fenylo-1,3,6-heksantrien
(ang.N,N,N-Trimethyl-4-(6-phenyl-1,3,5-hexatriend)phenylammonium
p-toluenesulfonate)
TNF-a - czynnik martwicy nowotwordw. (ang. tumor necrosis facto)-
TPTZ - tripirydylotriazyna (ang. 2,4,6-tri(2-pyrifys-triazine)
TRIS - 2-amino-2-hydroksymetylo-1,3-propanodiol
(ang. 2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3 - propanediol)
Triton X-100 - eter glikolu polietylenowego i tevktylofenolu n = PEG (9-10)
Troloks - kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochrom&-karboksylowy
(ang. 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-castioxacid)
TSL - termowraliwe liposomy (ang. thermosensitive liposomes)
VET - metoda otrzymywania liposomow - technika pigkania przez filtry
(ang. vesicles by extrusion technique)

Zestawienie badanych flawonoidow zebrano w taheli 1

Zestawienie badanych lipidéw zamieszczono w teheli



NAZWA - WZOR Mo, POCHO-
POLSKA NAZWA ANGIELSKA SYNONIMY ANGIELSKIE WZOR STRUKTURALNY SUMARYCZNY [g/mol] DZENIE
kwercetyna quercetin dihydrate o 3,3,4,5,7-pentahydroxyflavone CisH1007 - 2H0 338,27 Sigma
dihydrate
0 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-
trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-
one dihydrate
kwercetyno-3- quercetin-3-D-galactosid¢e o Hyperin Cy1H50012 464,38 Extrasynthese
galaktozyd 0 Hyperoside (France)
cyjanidyna cyanidin chloride 0 cyanidin-3,5-di-O-glucoside C15H1106ClI 322,70 Extrasynthese
(France)




NAZWA

. WZOR Mo, POCHODZE
POLSKA NAZWA ANGIELSKA SYNONIMY ANGIELSKIE WZOR STRUKTURALNY SUMARYCZNY [g/mol] “NIE
cyjanidyno-3- cyanidin 3-O-galactoside o Idaein chloride C,1H,,CIO,; 484,84 Extrasynthese
galaktozyd chloride o 3-(galactosyloxy) 34,5.7- (France)
tetrahydroxyflavylium chloride
OH
OH Cl“
epikatechina (-)-epicatechin o (-)-cis3,3,4,5,7- aH Ci15H1406 290,27 | Sigma
pentahydroxyflavane
OH

0 (2R3R)-2-(3,4-

dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-
1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol

HO

e,

“OH
OH




NAZWA
POLSKA

NAZWA ANGIELSKA

SYNONIMY ANGIELSKIE

WZOR STRUKTURALNY

WZOR
SUMARYCZNY

M cz
[g/mol]

POCHODZE
-NIE

galusan
epigalokatechiny

(-)-epigallocatechin
gallate (EGCG)

(_)'CiS'S ’ 314,1 515; 7'
hexahydroxy-flavane-3-gallate

(-)-cis-2-(3,4,5-
trihydroxyphenyl)-3,4-
dihydro-1(2H)-benzopyran-
3,5,7-triol 3-gallate

HO

OH

OH

OH CH

oH
OH

CZZH18011

458,37

Sigma

kwas
chlorogenowy

chlorogenic acid

3-(3,4-
dihydroxycinnamoyl)quinic
acid

1,3,4,5-
tetrahydroxycyclohexanecarb
xylic acid 3-(3,4-
dihydroxycinnamate)

HO

HO COOH
0

OH
OH

OH

ClGH 1809

354,31

Sigma

M., — masa cxsteczkowa [g/mol]

Tab. 1. Flawonoidy zastosowane w niniejszej pracy




ANGIELSKA NAZWA ANGIELSKA NAZWA < M, T,
SiilEol, | O PO NAZRIA ZWYCZAJOWA SYSTEMATYCZNA Rl [g/mol] | [° C]
DLauPC 12:0 dilauroilofosfatydylocholina 1,2-dilayt- 1,2-didodecanoyl- CsoHedNOgP | 621,83 | 0k. O
snglycero-3-phosphocholing snglycero-3-phosphocholine
DMPC 14:0 dimirystoilofosfatydylocholina 1,2-dimgtoyl- 1,2-ditetradecanoyl- CsH72NOgP | 677,93 | 24
snglycero-3-phosphocholing snglycero-3-phosphocholine
DPPC 16:0 dipalmitoilofosfatydylocholina 1,2-dipatayl- 1,2-dihexatetradecanoyl- CaoHgoNOgP | 734,04 | 42
snglycero-3-phosphocholing snglycero-3-phosphocholine
DSPC 18:0 distearoilofosfatydylocholina 1,2-distyé 1,2-dioctadecanoyl- CuHggNOgP | 790.15| 55
snglycero-3-phosphocholing snglycero-3-phosphocholine
DAPC 20:0 diarachidoilofosfatydylocholina 1,2-dieln&doyl- 1,2-dieicosanoyl- CusHogNOgP | 846,25 | 66
snglycero-3-phosphocholing snglycero-3-phosphocholine
DBPC 22:0 dibehenoilofosfatydylocholina 1,2-dibetydn 1,2-didocosanoyl- CsoH10ANOgP | 902,36 | ---
snglycero-3-phosphocholing snglycero-3-phosphocholine
DOPC 18:1 dioleoilofosfatydylocholina 1,2-dioleoyl- 1,2-di(cis-9-octadecenoyl)- CasHgaNOgP | 786,11 | - 23
snglycero-3-phosphocholing snglycero-3-phosphocholine
DLPC 18:2 dilinoleilofosfatydylocholina 1,2-dilitenyl- 1,2-di(cis-9,12-octadecadienoyl)-CyHgoNOgP | 782,08 | - 53
snglycero-3-phosphocholing snglycero-3-phosphocholine
DLinPC 18:3 dilinolenoilofosfatydylocholina 1,2kdiolenoyl- 1,2-di(cis-9,12,15- CuH7eNOgP | 778,20 | -63
snglycero-3-phosphocholing octadecatrienoyl-
snglycero-3-phosphocholine
DArchPC | 20:4 diarachidonoilofosfatydylocholina 1,2-diarachilonoyl- 1,2-di(cis-5,8,11,14- CusHsoNOgP | 830,14 | -70
snglycero-3-phosphocholing eicosatetraenoyl)-sn-glycero-3-
phosphocholine
HSPC HSPC | uwodorniona fosfatydylocholina | hydrogenated
sojowa soy phosphatidylcholine
EYPC PC fosfatydylocholina zzéttka jaja| egg yolk phosphatidylcholing — ---

kurzego

M., — masa cxsteczkowa [g/mol]
T,— temperatura przemiany fazowej [°C]

Tab. 2. Lipidy zastosowane w niniejszej pracy
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STRESZCZENIE

1 STRESZCZENIE

Rozwoj chemii i produkcji lekéw syntetycznych patkowo zdominowat rynek
farmaceutyczny. Efekty terapii lekami syntetycznyspiszybciej odczuwalne, jednak
prawie zawsze towarzygim dziatania uboczne. Z drugiej strony atenie kosztow
leczenia i konieczrnigé zapobiegania chorobom cywilizacyjnym takim jak:odba
wiencowa czy nowotworowa sugeruje potrzeposzukiwania nowych substanciji,
w tym substancji nietoksycznych jakimia spreparaty pochodzenia naturalnego.
Dziatanie wszechobecnych wolnych rodnikbw wplywa maganizmy zywe,

w warunkach stresu oksydacyjnego skuikujpowstawaniem standw zapalnych,
bedacych przyczya réznych chordb. Stres oksydacyjny przyspieszazdafrocesy
starzenia. Z tego powodu konieczne jest znalezismistancii, tzw. przeciwutleniaczy
egzogennych, magych chront organizm przed szkodliwymi skutkami dziatania
wolnych rodnikow. Najkorzystniej jest aby zbilansove i urozmaicona dieta
dostarczata odpowiednich $la takich substancji. Konieczne jest jednak dogtme
przeciwutleniaczy w postaci np. suplementéw dietyczegodlnie w przypadkdle
zbilansowanej diety, podesztego wieku czy nadmmgoneysitku fizycznego, kiedy to
organizm nie syntetyzuje odpowiedniej sto endogennych przeciwutleniaczy.
W procesach starzenia ¢siskory dostarczenie substancji zgdiczych whze sk

z wyciem kosmetykéw (np. kreméw) oddziataych bezpérednio na skay.

Wiasciwosci  przeciwutleniaggce posiada wiele ekstraktéw polifenolowych
uzyskanych z powszechnie dgstych rglin. Zainteresowanie naturalnymi
przeciwutleniaczami, ktére moglyby zasic syntetyczne, drogie oraz niekiedy
toksyczne ich odpowiedniki uzyskiwane na drodzendbenej, zasugerowato temat
podjty w niniejszej pracy. Trwage intensywne badania, meg¢ na celu znalezienie
skutecznych naturalnych przeciwutleniaczy, moa odpowiedzi na waiz rosracy
popyt na zastosowanie tego typu zzkiéw. Dane literaturowe potwierdzakorzystne
dziatanie polifenoli na zdrowie i ured Zwiazki polifenolowe posiadaj m.in.
wiasciwosci przeciwzapalne i wzmacnigie naczynia krwionme. Wykazy takze
dziatanie inhibicyjne w stosunku do enzyméw heych udzial w inicjacji
nowotworéw, a poprzez tworzenie kopigmentow z DN#ronia kwas nukleinowy
przed mutacjami. Substancje z tej grupy hamagregacj ptytek krwi, poprawiaj
ostra¢ widzenia oraz obnaja poziom cholesterolu i glukozy w komérkach.

11



STRESZCZENIE

Przeciwutleniacze o wysokiej aktywdod mogy by¢ wykorzystane w praktyce
migdzy innymi w przem$le spaywczym. Chroma one np. produktyzywnosciowe
0 wysokiej zawarteci ttuszczu przed jego utleniania (np.¢so i jego produkty,
wysokottuszczowe sery, wyroby cukiernicze). W prgém kosmetycznym - jako
sktadniki kremow petni zarébwno funkcje ochronne, pgvcze, jak i regenerage.
Obecne w kremach magspetnid dwojaka role: regeneryj skok i chroni ja przed
dziataniem promieniowania UV (jako filtry), orazromia sktadniki kreméw przed ich
utlenianiem. Procesy utleniania tych skfadnikdéw pduja niekorzystne zmiany w tym
migdzy innymi barwy, konsystencji czy zapachu tychparatow.

Gtownym celem podiych bada w pierwszym etapie bylo zbadanie aktywrio
przeciwutleniajcej wybranych ekstraktéw polifenolowych, oraz na@kth obecnych
w ekstraktach flawonoidéw w odniesieniu do modelokwy bton liposomow,
uformowanych z fosfatydylocholiny. Dodatkowo pedj proke okrelenia
prawdopodobnego mechanizmu ich dziatania przecamighcego. Przebadano
ekstrakty polifenolowe z nagiujacych surowcéow:

e owocOw: berberysu, derenia, mahonii,

» ziela: ogorecznika, arniki i zielonej herbaty

» oraz nasipujace flawonoidy: cyjanidyg cyjanidyno-3-galaktozyd, kwercetyn
kwercetyno-3-galaktozyd, kwas chlorogenowy, galusapigalokatechiny

(EGCG) i epikatechig

Ponadto badania miaty na celu oltamie efektywnéci zamykaniaa
najefektywniejszych przeciwutleniaczy, wytonionych pierwszym etapie bada
w liposomach uformowanych zadych fosfolipidow z dodatkiem lub bez cholesterolu.
Badania te poprzedzono okianiem wiaciwosci fizycznych liposomow utwrzonych
z lipidéw o zmieniajcej skt diugaici tancucha acylowego i jego stopnia nienasycenia.
Do bada okrelenia wiaciwosci fizycznych liposoméw zastosowano lipidy
posiadajce w taicuchach acylowych od 12 do 22 atoméwgia oraz lipidy o ranym
stopniu nienasycenia tychnleuchow posiadage od 1 do 4 wazar podwaojnych. Dla
okreslenia efektywnéci zamykania przeciwutleniaczy zastosowano te Vipldore we
wczesniejszych badaniach wykazaly najlepsze seidaosci fizyczne utworzonych
z nich liposoméw, czyli DPPC, HSPC, EYPC, diolefiikfatydylocholir (18:1) oraz
dilinoleilofosfatydylocholir (18:2).

Uzyskane wynikiswiadcz o zr&nicowanej aktywngci przeciwutleniajcej
badanych ekstraktow oraz flawonoidéw w zal&ci od rodzaju czynnaika utleniania,
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ti. AAPH, promieniowania UVC, jonow Fe(ll)/askorlam. Najefektywniejszymi
przeciwutleniaczami byly ekstrakty zielonej herbatgz arniki. Wréd flawonoidow
najwyzsza aktywnaé przeciwutleniagca wykazaty te, ktére w diych ilosciach
wystepuja w najefektywniejszych przeciwutlensgp ekstraktach polifenolowych.
Wywnioskowano,ze migdzy innymi wysg¢powanie tych zwizkow w ekstraktach jest
odpowiedzialne za wysak aktywnaé ekstraktow. Do najefektywniejszych
przeciwutleniagco dziatagcych flawonoidow naleaty sktadniki arniki: kwercetyna,
kwercetyno-3-galaktozyd oraz sktadniki zielonejdsty: EGCG, a tate epikatechina.
Zasugerowanaoze jednym z mgiwych mechanizmow aktywrsgi przeciwutleniajcej
zwiazkow jest zdoln& do wychwytywania wolnych rodnikbw ze wzdu na
stwierdzom w pracy wysok aktywnaé¢ przeciwrodnikow w stosunku do
modelowego, stabilnego rodnika DPRizez badane ekstrakty oraz flawonoidy. Za
wysoka zdolng¢ do wychwytywania wolnych rodnikéw prawdopodobnigpowiada
zarobwno wysoka zawarié polifenoli, jak i flawonoidéw w tych ekstraktach.
Wykazano zdoln& badanych ekstraktow i flawonoidéw do redukowaniaow zelaza,
natomiast nie stwierdzono zdokud ekstraktéw do ich kompleksowania. W przypadku
cyjanidyny oraz cyjanidyno-3-galakatozydu zbadan@aréwno zdolné& do
redukowania, jak i do kompleksowania jonéelaza. Wykazanagze zaréwno diuga
tancucha acylowego, jak i if¢ wiazan podwojnych w casteczce lipidu wptywaly na
efektywnd¢ zamykania w liposomach uformowanych z tych lipidé®truktura
czasteczki lipidu jak i metoda jakotrzymywano pcherzyki miaty wptyw na rozmiar,
na szczeln&@ oraz na ptynn& bton utworzonych gcherzykéw.
Zbadano wptyw ekstraktow stnnych oraz flawonoidow na ptyngé bton liposomoéw
DPPC. Wykazana;e substancje te w niewielkim stopniu lub w ogole wptywaty na
anizotrop¢ fluorescencji sondy TMA-DPH. Wysokie powinowactwdo bton
liposoméw w przypadku najefektywniejszych przeciemiaczy, tj. ekstraktow
z zielonej herbaty i arniki oraz flawonoidéw, tiGEG, epikatechiny oraz kwercetyny,
umazliwito otrzymanie po raz pierwszy efektywnego zaragla tych substancji
polifenolowych w liposomach utworzonych z DPPC, KESBraz DPPC i EYPC
z dodatkiem i bez cholesterolu.

W pracy zastosowano pra@st metod otrzymywania liposomow,
charakteryzujcych sé wysoky procentows efektywndcia zamykania. Uzyskane
wyniki bada, w szczegolnei nad maliwoscia efektywnego zamykania substancji

polifenolowych, oraz wybranych flawonoidow o wysdki wiaciwosciach
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przeciwutleniaggcych w liposomach, wskazuj na potencjalne nmiwosci ich
zastosowania w przerflg spaywczym, kosmetycznym oraz farmaceutycznym.
W przemygle spaywczym mog zostd wykorzystane w celu zabezpieczenia
produktow zawieracych tluszcze przed zachadymi procesami jefczenia,
pogarszajcymi wiasciwosci organoleptyczne produktéw, lub jako suplemenistyd
lub dodatki funkcjonalne dozywnosci przeznaczone dla np. ludzi starszych

i ostabionych.
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2 WSTEP

2.1 Btona biologiczna

2.1.1 Ogodlna charakterystyka lipidow wysikpujacych w btonach

Lipidy sa czasteczkami nierozpuszczalnymi w wodzie, natomiasbrzo®
rozpuszczalnymi w substancjach organicznych, takighnp. chloroform. tacuchy
kwasow ttuszczowych, wchoglzych w sktad lipidow, $ nierozgatzione i zawieraj
parzysi liczbe, przewanie od 14 do 24, atoméwegla. Larcuchy acylowe magbyé
w pelni nasycone lub nienasycone i zawdejedno lub wecej wiazan podwdjnych,
bedacych zazwyczaj w konformaciji cis. Podziat tych zzkiow obejmuje nasgpujace
klasy: fosfofosfolipidy, glikolipidy, sfingolipidyoraz sterole. Budogvfosfolipidow, na
przyktadzie fosfatydylocholiny, przedstawiono naugku 1.

W czsteczce fosfolipidu mima wyr&ni¢ trzy segmenty: ufosforylowan
polarra grupg (1), triweglowy rdzex glicerolu (2) oraz najezciej dwa weglowodorowe
tancuchy kwasow ttuszczowych (3). Ufosforylowana gtowawieragca w przypadku
fosfatydylocholiny cholig, przylhczona jest do trzeciego ¢gla glicerolu. Do
pozostatych atoméw ggla dohczone § dwa tacuchy kwasow ttuszczowych, ktére
moga mie¢ rozna diuga¢ oraz ré@ny stopié nasycenia. Przykladami innych
fosfolipiddow  wystpujacych ~w  blonach g  fosfatydylocholina  (PC),
fosfatydyloetanoloamina (PE), fosfatydylogliceroPQ), fosfatydyloinozytol (Pl)
| fosfatydyloseryna (PS).

Glikolipidy, podobnie jak fosfolipidy, zawiergajszkielet glicerolowy, ktérego
pierwszy i drugi atom wgla pohczone g z tancuchami kwasow tluszczowych. Przy
trzecim atomie wgla glicerolu przydczone g, za pomosg wiazania glikozydowego,
reszty cukrowe, np. galaktoza. Glikolipidy zaobsam&no gtéwnie w swiecie
roslinnym szczegolnie w btonach komorek fotosyntetyeygch alg i rélin wyzszych.

Sfingolipidy r&nia sie od fosfolipidow tym,ze zamiast glicerolu zawietgj
sfingozyrg. Grupa aminowa szkieletu sfingozyny gr#ona jest wizaniem amidowym
z dlugotaacuchowym kwasem tluszczowym. Diugo oraz stopi@ nienasycenia
tancucha wglowego kwasu jest z#diicowany [Stryer 2003].

Waznym skitadnikiem bton zwieezych jest cholesterol (rys. 2), nzdey do
grupy steroli. Wysgpowanie cholesterolu stwierdzono tylko w organizmac
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eukariotycznych, brak go natomiast u organizmowkanotycznych [Stryer 2003,
Arora i wsp. 2004, Shrivastava i Chattopadhyay 200/ prawdzie u rélin
zaobserwowano mate #o cholesterolu, to w zasadzie obecadasn inne sterole takie
jak np. stigmasterol p-sitosterol, raniace s¢ od cholesterolu bocznymirfauchami
alifatycznymi. Casteczki steroli  bardziej apolarne od innych lipidow, o budowie
znacznie réniacej sk od opisanych powej zwiazkow amfifilowych. Cholesterol to
dwudziestosiedmiogglowy alkohol o wielopieitieniowej sztywnej strukturze [Hames
I Hooper 2002]. W cgsteczce cholesterolu €€ hydrofilowa stanowi niewielka grupa
hydroksylowa, ktéra pozostaje na powierzchni blomgtomiast reszta ggteczki jest
zanurzona w btonie (rys. 3) [Dotowy i wsp. 2003].

Sugeruje s, ze grupa —OH cgsteczki cholesteroluatzy sk z atomem tlenu grupy
karbonylowej w polarnej g&ci btony poprzez wizanie wodorowe, przez co zapobiega
krystalizacji lipidow w niskich temperaturach [Yéadl988]. Cholesterol w wysokich
stezeniach niweluje kooperatywsdprzegé fazowych lipidéw (rys. 4) [Mannock i wsp.
2010].

Czasteczki cholesterolu zasocjowanie z lipidami chaoj@ przed procesami
oksydacji, poniewa zmniejszaj stopieér hydratacji dwuwarstwy, przez co redukuj
hydrolize w polarnej czsci btony [Samuni i wsp. 2000]. W btoniedxcej w faziezelu,
cholesterol zwiksza dynamik ruchéw tacuchéw acylowych lipidow, natomiast
w fazie krystalicznej wywotuje efekt odwrotny. Oln@&¢ cholesterolu w blonie
powoduje,ze btony sta sie mniej przepuszczalne dla wody oraz molekut w niej
rozpuszczalnych [Parasassi i wsp. 1995]. Pomimma@dndci lipidow w blonach
biologicznych w wekszych ilgciach wysgpuje tylko kilka ich typdw. Skiad lipidowy

przyktadowych bton biologicznych zebrano w tabeli 3
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SKLAD LIPIDOWY ZEWN ETRZNEJ
BLONA MONOWARTSWY (%)

PC SM PE PS Pl
ERYTROCYTY (cztowieka) 76 82 20 0 -
ERYTROCYTY (szczura) 62 100 20 6 -
PLYTKI KRWI (czlowieka) 62 - o4 6 34
PLYTKI KRWI ( $wini) 40 91 34 6 -
FIBROBLAST (kurcz ¢) - - 34 17 -
MIELINA (mbzg szczura) 11 6 14 7 -
SYNAPTOSOMY (mozg szczura) 24 3,5 20 8,0 2,0
MITOCHONDRIUM 45 2,5 25 1 6,0
(btona zewretrzna, watroba szczura)
SZORSTKIE ER (watroba szczura) 55 3,0 16 3,0 8,0
GLADKIE ER (w gtroba szczura) 55 12,0 21 - 6,7
E. coli (btona komorkowa) 0 - 80 - -

Tab. 3 Skiad lipidowy przyktadowych bton biologicznychgdzie: PC -
fosfatydylocholina, PE - fosfatydyloetanoloaminaM S- sfingomielina, PS -
fosfatydyloseryna, ER - endoplazmatyczne retikulievaux 1991, Dotowy i wsp.
2003].

2.1.2 Przemiany fazowe lipidow

Fosfolipidy w dwuwarstwie ulegazmianom strukturalnym (fazowym) wraz ze
Zmianami temperatury - wykazujzw. polimorfizm termotropowy. Temperatura, przy
ktorej fosfolipidy przechodg ze stanu krystalicznegadlu) do ciektokrystalicznego
nazywa st temperatw przegcia fazowego (). Przefcie to nie musi by
pojedynczym aktem, ale me obejmowa szereg przéf pasrednich.

Na rysunku 5 przedstawiono termogram przemian fggzbwdla DPPC, przy
nadmiarze wody, na ktérym mma zauway¢ trzy przejcia fazowe. W temperaturze
22,59°C zachodzi przedprzgjie fazowe T (ang. subtransition) z fazy krystalicznej L
do fazy lamellarnegelu Lg'. tancuchy wgglowodorowe czsteczek lipidow przyjmuj
odmienry, orientacg, z uporadkowanych tacuchéw, prostopadtych do powierzchni
dwuwarstwy do odchylonych o pewiemtkw stosunku do pierwotnego paénia.
tancuchy mog tez rotowa& wokét diugiej osi casteczki. W 35 °C zachodzi

podprzejcie fazowe F (pretransition) z fazy lamellarneglu Ly do fazy B, w ktorej
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powierzchnia dwuwarstwy jest pofaldowana, a samécuehy uktada si¢
heksagonalnie. W tej temperaturze nadal eoge znaczne upogdkowanie lipidow
[http://bicinfo.mol.uj.edu.pl]. Giéwne przgjie fazowe (ang. main transition )l fazy
zelu w faz krystaliczry, (Py - L,) zachodzi w temperaturze 41,3 *Catachy acylowe
w stanie ciekiokrystalicznym charakteryziugic duzym stopniem nieuposazlkowania
I duza ruchliwacia.
W btonach utworzonych z dwuwarstwy lipidowej w skietérej wchodz identyczne
czasteczki fosfolipidowe mima zaobserwowaostre przejcia fazowe od fazyelu
charakteryzujcej st konformacj tancuchow typu trans, do fazy ciektokrystalicznej
warstwowej o konformacji fecuchow typu gauche. Struktura lipidow w fazielu
charakteryzuje si tym, ze facuchy acylowe $ sztywne, réwnolegle do siebie
i nachylone pod pewnymatem do powierzchni dwuwarstwy, natomiast w fazie
ciektokrystalicznej o strukturze warstwowejn¢aichy acylowe wykazajduzy stopieé
nieuporadkowania i ruchliwéci, a & podiuzna czasteczki jest prostopadia do
powierzchni dwuwarstwy (rys. 6) [Kozubek i wsp. 69%9Valde i Ichikawa 2001].
Temperatura prz&jia fazowego jest charakterystyczna dla poszczggbin
rodzajow lipidow. Przépie fazowe jest procesem kooperatywnym i ma z@cz
wptyw na wigciwosci dwuwarstwy w tym na jej przepuszczalto W zakresie
temperatur gtbwnego przeja fazowego dwuwarstwa wykazuje zn@mz wzrost

przepuszczalni [Kozubek i wsp. 1996].

2.1.3 Ruchliwos$é¢ dwuwarstwy lipidowej

Dwuwarstwa lipidowa nie jest strukturstatyczm, poniewa brak w nigj
kowalencyjnych wizan. Lipidy wchodzace w sktad btony wykazajduza swobod
ruchu zarowno z punktu widzenia pojedynczej molgkjak i zespotu cgsteczek. Na
rysunku 7 przedstawiono schematycznie zim@ ruchy casteczek lipidowych
w dwuwarstwie.

Poszczegolne segmentyasteczki lipidow, np. jej tacuchy (1) lub polarne
gtéwki (4), mog wykonywa niezalene ruchy. Czsteczka lipidowa mae wykonywa
ruchy rotacyjne wzgdem gtéwki casteczki (2), dyfundowaw ptaszczynie btony (3),
drga w kierunku normalnym do btony (5), przeskakéma poprzek btony z jednej
warstwy do drugiej, tzw. ruchy ,flip-flop” (7). Dwwarstwa lipidowa jest dynamiczna
jako cat@d¢, co przejawia si w ruchliwasci lipidow, ktdra prowadzi do tworzenia
pofatdowa (6) [Hames i Hooper 2002, Stryer 2003].
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Dlugos¢ tancucha acylowego kwaséw tluszczowych oraz jego atopienasycenia
moze mie wptyw na ptynnéc¢ bton.
Na ptynnaé¢ btony wptyw ma rownig zawartdé¢ cholesterolu. W temperaturze
fizjologiczne] wzrastajca zawarté¢ cholesterolu w blonie przeszkadza ruchom
oscylacyjnym tacuchéw kwaséw ttuszczowych, co skutkuje zmniejszenptynndci
btony [Hames i Hooper 2002, Stryer 2003].

Jedra z metod pomiaru ptynsoi btony jest spektroskopia fluorymetryczna
z zastosowaniem sond. #£3teczka zawieraga fluoryzupcy chromofor (sonda),
wbudowuje s¢ w blorg i poprzez pomiar jej parametrow, takich jak np.iamy
anizotropii fluorescencji, czy intensyw§ep fluorescencji otrzymywaneasnformacje
na temat jej mikrootoczenia, a co za tym idzie wtdony [Lakowicz 1999].
Zastosowanie odpowiednich sond informuje o zmianaciybranych strefach btony
(rys. 8).
Sonda DPH lokalizuje siw hydrofobowym rdzeniu btony, czyli w strefie il1V.
Sonda TMA-DPH jest kationoww pochoda sondy DPH. Obecré tadunku
w czasteczce sondy TMA-DPH sprawize kotwiczy s¢ ona w polarnej e&ci btony
(strefie 1), réwnolegle do osi ggteczek lipidéw i siga do strefy Il [Dumas
I wsp.1997].

2.1.4 Agregacja zwhzkow amfifilowych

Lipidy zawieraj w swojej casteczce rejony tdiace s¢ powinowactwem do
srodowiska wodnego. Gsteczka lipidowa zawiera z jednej strony rejon poja
hydrofilowa gtdwke, z drugiej niepolarne alifatyczneydz aromatyczne ugrupowanie,
hydrofobowe ftacuchy weglowodorowe. Ambiwalentrig lipidow powoduje, ze
w srodowisku wodnym, aby uniembwi¢ kontakt regionow hydrofobowych
Z casteczkami wody, twor monowarstwy, micele, struktury wielowarstwowe
w fazach heksagonalnych czy lamelarnych. Rodzajrzaeweej struktury zaley od
budowy casteczki amfifilowej, zawart@i wody oraz innych czynnikéw
srodowiskowych, takich jak np. sita jonowa, pH czemperatura. Zmiany
wymienionych wyej czynnikéw indukuyj struktury agregatow tworzonych przez lipidy
[Kozubek i wsp. 1996].

Na rysunku 9 przedstawiono struktury agregacyjpedw. Fosfolipidy tworz
monowarstw na granicy woda-powietrze o gruioo jednej casteczki (1). W miay

przybywania czsteczek lipidoéw, w sytuacji gdy ich #6 przekracza liczb czasteczek
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zdolnych pomiéci¢ sie w monowarstwie na powierzchni, twarzsic zamknéte
pecherzyki zbudowane z dwuwarstwy lipidowej, zwarmpmdomami (2). Wetrze btony
liposoméw stanowdi hydrofobowe tacuchy lipidow natomiast na powierzchni
zlokalizowane s hydrofilowe gtéwki wykazujce powinowactwo do wody. W postaci
pojedynczych cgsteczek (monomerdw) w wodzie pozostéylko niewielkie ilasci
lipidow (3). Sole kwasow tluszczowych zawiexa jeden tacuch kwasu tluszczowego
tworza kulista struktue micelary (4), w ktorej hydrofobowe fauchy kwaséw
tluszczowych s ukryte wewntrz miceli, a hydrofilowe gtowki oddziatywaj
Z otaczajcymi je casteczkami wody [Kozubek i wsp. 1996, Hames i Hooped2,
Dotowy i wsp. 2003].

W przypadku w¢kszasci fosfolipidow i glikolipidéw, ktore zawierajw swojej
czasteczce dwa fauchy kwasOw tluszczowych, zajmoy duza przestrze,
uprzywilejowana jest struktura dwuwarstwy. Formoigarsg dwuwarstwy jest
procesem samorzutnym. Gtoéwne czynniki stamowio organizacji tej struktury to
hydrofobowe oddziatywania van der Walsa, elektiystane oraz wodorowe [Stryer
2003]. lloraz ohjtosci czesci hydrofobowej i dlugéci tancuchéw kwasow
ttuszczowych daredniego pola powierzchni zajmowanego przessieczk w btonie

nazwano parametrem upakowania (S). \igre go naspujacym réwnaniem:

S=—0,

v
A
gdzie: V - obgtos¢ hydrofobowej cgsci lipidu, A - s$rednie pole powierzchni
zajmowane przez gqgteczk w bilonie, z& L - dlugas¢ tancuchéw kwasow
ttuszczowych wchodcych w skiad casteczki.

W przypadku, gdy warté parametru S egteczki jest mniejsza od waéto jednej
trzeciej, to taki lipid tworzy struktury micelarn&licele tworzone $ z reguty przez
lipidy zawierajce jeden tacuch weglowodorowy i dua polars gtdwke, np.
lizofosfolipidy. Parametr upakowania wal@) sk w zakresie wartei od jednej
drugiej do jednéci sugerujeze lipidy tworz dwuwarstwe. W taki sposéb zachowy;
si¢ czasteczki o ksztatcie cylindrycznym z dwomadachami i daa polarm gtowa np.:
fosfatydylocholina, fosfatydyloseryna oraz sfingetma. Warté¢ parametru

S powyzej jedndci, oznaczaze casteczka zajmuje stosunkowo mate pole powierzchni

w btonie, co skutkuje powstaniem odwréconych micektrukturze odwrdoconej fazy
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heksagonalnej |H(rys. 10). Przyktadem agteczki, ktorej parametr S jestakszy od
jedndici jest fosfatydyloetanoloamina.

Na molekularny ksztatt fosfolipidow ma tak wplyw s$rodowisko,
a w szczegoln@i obecné¢ protonow oraz kationow dwuwartowsciowych. W pH
réznym od wartéci 7,0 fosfolipidy anionowe, np. fosfatydyloserynaworza
dwuwarstwe, poniewa w tych warunkach grupa karboksylowa seryny i grupy
fosforanowe g zdysocjowane. Obaenie pH do 3,0 powoduje uprotonowanie grup,
przez co zmniejszenie powierzchnigsteczki. W niskim pHsrodowiska naspuja
zmiany odlegtéci miedzy grupami atoméw, co sprzyja utworzeniu fazy. Kationy,
takie jak np. Li, Na', czy K, w odr&nieniu od protonéw, nie powodupowstawania
fazy H,, a jedynie neutralizagj ujemnego tadunku. Powszechnie wpsijace
w komérkach kationy dwuwarfoiowe, takie jak C&, Mg®* i Mn**, majh wysokie
powinowactwo do fosfolipidéw anionowych. W wynikuamania s¢ ich do casteczki
powstaje dwuwarstwa albarzegcie dwuwarstwy w fag heksagonakl H,, [Dotowy
i wsp. 2003]. W tabeli 4 zestawiono ksztattysieczek fosfolipiddw wynikage z ich
budowy chemicznej i struktury przestrzenne, jakasfdlipidy mog przyjmowa

w srodowisku wodnym.
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PARAMETRE UPAKOWANIA PRI%:EE %E& C;‘NY TWORZONE
(S) i STRUKTURY
MOLEEULARNY
< g stozek micele sferyoane
5, oy
£ 2
| L7\
Lo stozek dciety micele cylindryczne
| 27
v | stozels dciety sferyozne dwnrararstay
. lipidowe
W .
WL
O\ /f'.;'
A
~1 cylinder plaskie dwnrsarstery
lipidowe
=1 odwriocony stofelr sciety odwrocone micele
’ T‘"ai'r . '!"f””:’

Tab. 4. Zaleznos¢ pomidzy ksztaltem cgsteczki i struktuy powstalego agregatu
[Israelachvii 1992, Dotowy i wsp. 2003].

2.1.5 Model btony biologicznej

Po raz pierwszy terminu ,btona komoérkowazyt w 1855 roku Carl Nageli.
Btona komérkowa, zwana rowriebtona plazmatyczm, stanowi naturalp bariee
pomiedzy wretrzem komorki, asrodowiskiem zewetrznym [Dotowy i wsp. 2003].
Komorki eukariotyczne zawiergjdodatkowo btony wewgirzne, wytyczajce granice
organelli, takich jak mitochondria, chloroplasty lizosomy. Btony § wysoce
selektywnymi barierami przepuszczadoodla r@nych substancji, nieascatkowicie
izolujacymi §cianami, poniewazawierag specyficzne kanaty, pompy oraz przeméi
[Stryer 2003]. Plynna mozaika biatek zanurzonychdwuwarstwie lipidowej oraz
przylaczonych do niej biatek peryferyjnych jest modeleprawowanym w 1972 roku
przez dwoch amerykakich naukowcéw Jonathana S. Singera i Gartha tolsibna

z Uniwersytetu Kalifornijskiego w San Diego (ryd)1
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Selektywnd¢ bton zauwayt po raz pierwszy Charles E. Overton w 1895 roku,
kiedy to spostrzegtze substancje rozpuszczalne w ttuszczach wnikahkalmorki
zdecydowanie tatwiej, aili nierozpuszczalne w nich. Wydedukowat na tejgtadie,
ze tluszcze swaznym sktadnikiem bton. Oproécz lipidéw w skiad blorchodz biatka
I weglowodany zasocjowane z lipidami oraz biatkami, wodnikroelementy [Garrett
I Grisham 2004].

Tielman i wsp. [1997] opracowali, w wyniku symuladgomputerowej,
czterostrefowy model btony biologicznej (rys. 12).

Wyrdznili oni w btonie nas{pujace strefy: perturbacji wody (1), guzyfazowg (2),
miekkich polimerow (3) oraz dekanu (4). Strefa perajb wody, o szerokii ok.

1 nm, zaczyna siod miejsca w ktorym woda zaczyna wyczéwaasteczki lipidow,

a kaczy gdy gstas¢ lipidow i wody s rowne. Obszar ten prawdopodobnie decyduje
0 oddziatywaniach biatek z btanW drugiej strefie, neidzyfazowej, o szerokoi okoto
0,8 nm, gstas¢ wody maleje prawie do zera natomiasinie gistas¢ lipidu. Granica
faz rozcaga st tam gdzie polarne gtéwki lipidowaszhydratowane, a woda jest
Zwigzana. Jest to obszar o najlszej gstasci lipidu i decyduje on o jego
wiasciwosciach  fazowych, o  powstggych  krzywiznach oraz  nagiu
powierzchniowym. Trzecia strefa, zwana strehickkich polimeréw, rownie ma
szeroka¢ 0,8 nm, charakteryzujegshajwickszym uporadkowaniem tacuchow, czyli
najmniejsa ptynndcia. Strefa trzecia stanowi gtdwnbarieg dla przenikacych
matych molekut. Strefa dekanu, o szeraiol,2 nm, obejmuje najdhsze tacuchy

I charakteryzuje sistosunkowo matgestascia i duzymi przestrzeniami wolnymi. Jest
to najbardziej hydrofobowy obszar btony, jednccue faczacy obie monowarstwy
[Tielman i wsp. 1997].

Btony biologiczne s asymetryczne zarowno pod wegdgm strukturalnym, jak
I funkcjonalnym. Kada powierzchnia btony zawiera inne skiadniki i wxige
odmienn aktywna¢ enzymatycza [Stryer 2003]. Bton biologiczry traktuje s¢
obecnie jako twor dynamiczny, asymetryczny, nieggddny zarowno
powierzchniowo, jak i przestrzennie. Wszystkiegkjadniki bion udziat w procesach
fizjologicznych komoérki. Faza ciektokrystaliczna, \Jakiej znajduje i btona
biologiczna w warunkach fizjologicznych, zapewnigj jsktadnikom odpowiedai
ruchliwos¢, niezlgdna do petnienia przez nie oltenych funkcji w komorce.
Asymetria btony ma swoje odbicie zarowno w rozmigeniu lipidow, jak i biatek.

Lipidy sa nieregularnie rozimne zarbwno w kalej z monowarstw blony, jak
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I w ramach tej samej monowarstwy twacznikrodomeny. Utrzymanie prawidiowego,
nierbwnomiernego rozktadu lipidow jest wymagane stibilngci mechanicznej btony
oraz procesow transportiegherzykowego. Na rysunku 13 przedstawiono asymetri
lipidowa.

Modelem, obecnie do dobrze poznanym, stacym do bada bion
biologicznych jest btona erytrocytow. Skiad lipidpwoszczegdlnych monowarstw
btony erytrocytéw ranych ssakow przedstawiono na rysunku 14.

Mozna zauway¢, ze fosfatydyloseryna (PS) wygluje tylko w wewretrznej
monowarstwie. Fosfatydyloinozytol (PI) oraz fosfgioetanoloamina (PE) wygiuja
gtébwnie w wewntrznej monowarstwie btony komérkowej. Fosfatydyloltha (PC)

i sfingomielina (SM) obecneasgtéwnie w wewrtrznej monowarstwie tej btony.
Cholesterol lokuje si w obu monowarstwach btony, jednak w zetwmnej
monowarstwie jest go wiej. Reszty cukrowe glikoprotein oraz glikoglicépadow
znajdup sie tylko po zewntrznej stronie dwuwarstwy lipidowej. Nake dod&, ze
skiad lipidowy btony erytrocytéw jest charakterystyy dla danego gatunku ssakow
[Weng i wsp. 1996]. W procesach reguatyjch asymets lipidowa bton biologicznych
zaangaowane § trzy klasy tranzlokaz lipidowych, a mianowicie: Razy typu P,
transportery ABC oraz skramblazy [lkeda i wsp. 4006

W btonie komorkowej magwyskpowa rejony w ktérych dwuwarstwa lipidowa
btony wykazuje zrénicowanie strukturalne. Rejony te nazywang domenami.
Przyktadem istnienia mikrodomen lipidowych satwy (ang. rafts). Tratwy to mate
(10-200 nm) heterogenniczne wysoko dynamiczne &irykbogate w glikolipidy,
cholesterol oraz sfingolipidy [Patra 2008]. Szcdegin sktadnikiem tratw jest
fosfatydyloinozytol. Fosfatydyloinozytol wie biatka sktadage s¢ z okoto 120
aminokwasow (domeny PX). W ten sposob bierze udzitdansportowaniu biatek do
roznych organelli i na zevatrz komorki. Tratwy lipidowe wyspuja zarobwno w btonie
komoérkowej, jak i np. w btonie aparatu Golgiego ek zwierzcych, np. komorek
nerwowych, nabtonkowych, limfocytéw czy neutrofibo funkcji tratw naley miedzy
innymi sortowanie biatek i lipiddw po obrobce w agpeae Golgiego, zjawisko
endocytozy niezalmej od latryny, regulacja przekazywania sygnatuz onaikanie
wirusow [Korade i Kenworthy 2008]. Z tratwami ligdrymi zwiazane § specyficzne
biatka enzymatyczne i receptorowe, ktore przed gdmbniem receptoréw btony
komorkowej g rozproszone w morzu lipidéw. Po pobudzeniu reagplbiatka skupiaj

sic w obrkbie tratw. Wptywanie na zawa#dcholesterolu lub dostarczanie komoérkom
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nasyconych #dz nienasyconych kwasow tluszczowych ufiwia wiaczanie
i wytaczanie sygnatu komoédrkowego [http://www.chem.pg.gda. Patra 2008].
Lipidowy sktad, funkcje oraz mechanizmy regulacjpospczegoélnych raft zostaty

omowione w pracy Patra [2008].

2.2 Liposomy

Liposomy to zdefiniowane struktury ¢gherzykowe, w ktérych wodne
przestrzenie ogranicza dwuwarstwa lipidowa [KeR001]. Rcherzyki lipidowe maj
charakter koloidéw, a ich stabilfto determinowana jest przez sity napa
powierzchniowego. Struktury te zostaty odkryte w639roku przez Banghama
[Bangham i wsp 1965]. Pokazat oune zdyspergowane fosfolipidy w wodnym
srodowisku tworza pecherzykowe struktury o koncentrycznych lamellachkidrych
kazda lamella to dwuwarstwa lipidowa [Yarosh 2001, Wéali Ichikawa 2001,
Schroeder i wsp. 2009]. Bangham nazwat te struktppsomami lub ,banghasomami”
[Schroeder i wsp. 2009]. Wtrze lipidowego pcherzyka stanowi wodna przestiize
ktorej sktad chemiczny zalg od srodowiska w jakim formowano liposomy. Metoda
otrzymywania pcherzykow lipidowych warunkuje ¢ dwuwarstw lipidowych
w tworzonych liposomach.¢eherzyki lipidowe mog by¢ jedno- lub wielo-warstwowe,
zawier& odpowiednio jeda lub wiele dwuwarstw lipidowycl$rednica pcherzykow
maoze wynost od 20 nm do kilkuset mikrometrow. Liposomy, ze Vegy na rozmiar,
podzielono na trzy grupy. Mate jednowarstwowe Igoy (ang. small unilamellar
vesicles - SUV) posiadajgrednic; okoto 20 nm [Walde i Ichikawa 2001]. Liposomy
SUV charakteryzuje mata afpps¢ wewretrzna fazy wodnej dlatego rzadka s
stosowane do zamykania substancji hydrofilowych Zkaek 2004]. Dgze
jednowarstwowe ¢cherzyki o pojedynczej btonie lipidowej (ang. largailamellar
vesicles - LUV) ma srednie zmieniajca sic w zakresie od 100 do 200 nm. Ze
wzgledu na pojedyncg dwuwarstwe lipidowa mog stuzyé jako model do bada
procesow fuzji oraz przepuszczadono bton komorkowych. Wielokrotnie ostonione
struktury (ang. multilamellar vesicles - MLV) o mmrach 100-200 nm zwykle
skfadaj sie z wielu koncentrycznycheggherzykéw ograniczagych lezace medzy nimi
wodne przestrzenie. Liposomy MLV stosowane $ako naniki substancji
hydrofobowych. Dodatkowo wyidic mazna liposomy wielopcherzykowe (ang.
multivesicular vesicles - MVV) skladgje s¢ z kilku mniejszych pcherzykow

wspolnie optaszczonych dwuwardipidowa [Walde i Ichikawa 2001] oraz liposomy
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olbrzymie (ang. giant unilamellar vesicles - GUW)srednicy powyej 1 mikrometra,
ktore @ stosowanie medzy innymi jako model do badaransportu lekoéw [Bagatolli
i wsp. 2000].

Konwencjonalne liposomy, utworzone z naturalnychstaczek amfifilowych
jak np. fosfolipidy, charakteryzajsic wysoky biodegradowalrécia oraz brakiem
toksyczndci. Mimo tych zalet nie gstosowane jako saiki lekéw ze wzgédu na to,
ze % fatwo eliminowane z krwiobiegu przez komoérki ukdadsiateczkowo-
srodbtonkowego. Liposomy magoddziatywa z biatkami obecnymi w osoczu krwi,
takimi jak opsoniny, w wyniku czego nagtije ich wychwytywanie przez komorki
zerne - makrofagi. Dodatkowo naturalne fosfolipidgwzerap znaczi liczbe grup
acylowych podatnych na procesy utleniania, ktéreniejazaj stabilng¢ struktur
liposomowych jako nikéw lekow. Jeda =z maliwych modyfikacji
konwencjonalnych liposomow as diugokizace liposomy (ang. long circulating
liposomes — LCL) zwane rownieniewykrywalnymi liposomami ,stealth”. Liposomy
LCL charakteryzy sie wydluzonym czasemzycia w organizmie ze wzglu na
obnizomng podatné¢ na wychwytywanie przez komérkerne organizmu. Pojawieniesi
liposoméw LCL uwaane jest za przelom w rozwoju liposomowychsmkow lekow
[Massing i Fuxius 2000, Sadzuka i wsp. 2003]. Speso zapobiegagym opsonizaciji
jest inkorporacja na powierzchni dwuwarstwyasieczek wysoce hydrofilowych.
Naleza do nich takie substancje jak: pochodne inozytajangliozyd GM1 lub
syntetyczne polimery takie jak np. pochodne glikopolietylenowego PEG.
Wprowadzenie citeczek hydrofilowych na powierzclgnpecherzykoéw lipidowych
powoduje powstawanie wokot nich wodnej otoczki, r&atéizoluje powierzchri
dwuwarstwy uniemdiwiajac wiazanie s¢ do niej biatek z osocza. Liposomy LCh s
stosowane medzy innymi w terapii nowotworow oraz w diagnostyéenych schorzé
i standw zapalnych organizmu [Lindner i wsp. 2008].

Innym problemem zwzanym =z aplikowaniem substancji biologicznie
aktywnych zamkritych w liposomach jest ich ukierunkowane dziatatieyskuje st
je poprzez przyiczenie do powierzchni liposoméw komorkowo-specyfiach
ligandow np. przeciwciat mono- lub poliklonalnydtipre rozpoznaj swoiste dla nich
receptory lub antygeny wygiujace na powierzchni struktur docelowych.
Immunoliposomy g stosowane w leczeniu nowotworéw [Mastrobattistesp. 1999].

W tworzeniu liposomow termowrbwych (ang. thermosensitive liposomes

TSL) wykorzystuje ptynn& btony liposomowej, zalae] od skitadu lipidowego
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I temperatury otoczenia [Gaber i wsp. 1998, Kon0120Po raz pierwszy liposomy
TSL opisane zostaty przez Yatvin i wsp. w 1978 r¢Katvin i wsp. 1978, Lindner

i wsp. 2008]. Btona liposomu, ktéry znajduje; sv temperaturze poingj przemiany
fazowej (Ty) lipidow, ktére go buduj znajduje si w fazie zelu i jest stabilna.
W temperaturze przewsgzapcej T, btona liposomoéw przechodzi w stan
ciektokrystaliczny, oraz nagiuje uwolnienie zwizanej substancji. Mechanizm
ukierunkowanego dziatania liposomow TSL oparty fest@&nicy temperatur pomndzy
zdrowa, a chog tkanka, ktéra obgta stanem zapalnym ma podisgora temperatuy.
Do formowania liposoméw TSL wykorzystywana $pidy o dtugich nasyconych
tancuchach, ktére w okéonej temperaturze ulegajprzemianie fazowej. Liposomy
utworzone z DPPC o temperaturze pfeiej fazowego w okolicy 41 °C, po dodaniu do
niej niewielkiej ilasci DSPC o temperaturzeyTokoto 55 °C, kda wolniej uwalniaty
zamkngta w nich substangj poniewa Ty tak utworzonego liposomu zostata
podwyzszona do okoto 43 °C. Dodatek lizofosfatydylochglido liposomoéw
uformowanych z DPPC powoduje obanie T,;; do okoto 40 °C, co skutkuje tyme
zamkngta substancja jest uwalniana szybciej [Kono 20Q@hy przykiad sktadu
lipidowego liposomoéw termowgdiwych to mieszanina DPPC z HSPC, CHOL oraz
PEG-PE w stosunku molowym 100:50:30:6 [Gaber i W996].

Zjawisko wraliwosci bton liposomow na temperatumie zawsze jest padane.
W takich przypadkach wprowadzang do sktadu lipidowego substancje niweheg
podwyzszenie przepuszczalf®m dwuwarstwy w temperaturze I takie jak np.
cholesterol. Sterol ten dziata dwoie na ruchliwét czsteczek lipidow
w dwuwarstwie. Potej Ty uptynnia btor poprzez dezorganizacje jej struktury.
Powyzej Ty zwiesza upormkowanie struktury btony powodig jej usztywnienie.
W konsekwencji stan upakowaniaasteczek powsej i poniej Ty jest podobny
I zanika termotropowe przgjie fazowe. Btona traci weiwos¢ na zmiany temperatury.
Whplyw wzrastajcej zawartéci cholesterolu na zanik,d przedstawiono na rysunku 4
oraz zostalo omowione w rozdziale 2.1.1 niniejgzagy.

Liposomy wraliwe od pH zawieraj dodatkowe skiadniki, ktére modyfikyj
btony w zaleénosci od kwasowéci srodowiska. W pH obefnym obdarzone as
wypadkowym tadunkiem, natomiast w obomym pH trag go wraz ze zdolrigia do
stabilizowania btony i wykazuajwiasciwosci fuzjogenne. Stosowane do modyfikacji
pecherzykdéw lipidowych polimery polikationowe, indykduzje z ujemnie natadowan

btona komorek [Stebelska i wsp. 2002, Felber i wsp. 20Libosomy pH-wraliwe
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stosowane g np. do zamykania enzymoOw napraw®@jch uszkodzone przez
promieniowanie UV czsteczki DNA [Yarosh 2001].

Wyptyw substancji zamketych w liposomach wrdiwych na swiatto
indukowany jestwiattem. Liposomy te zawierafancuchy acylowe, w ktorych obecne
sa azobenzenowe chromofory lub cyjaniny. Poddanieoslipnéw zawieragych
cyjaniny nawietlaniu swiattem o dtugéci fali 550 nm powoduje destabilizacj
dwuwarstwy [Stebelska i wsp. 2002].

Kationowe liposomy charakteryzugie obecngcia syntetycznych kationowych
czasteczek amfifilowych. Stosowane gtdwnie w terapii genowej ze wzglu na ich
niska toksyczné¢ oraz maliwos¢ tworzenia kompleksu z DNA, co pozwala na
wprowadzenie obcego DNA plazmidowego (pDNA) do kdknfzheng i wsp. 2009].

Modyfikacja kationowych liposomoOw as magnetoliposomy zamykgje wraz
z lekiem drobiny magnetytu (5@,;). Zawarté¢ magnetytu powodujeze liposomy
wykazup zmienm wrazliwos¢ wobec niejednorodnych pol magnetycznych, co zostat
wykorzystywane w kierowaniu tych struktur do o#tomych tkanek guza.
Magnetoliposomy stosowanea sw terapii genowej np. w zébwym migsaku

kosciopochodnym, pierwotnym nowotworze tkanki kostizéjeng i wsp. 2009].

2.2.1 Metody otrzymywania liposomow

Liposomy powstaj spontanicznie w wyniku minimalizacji catkowitej engii
brzegowej nagpujacej w czasie zakrzywiania ptaskiej dwuwarstwy,do utworzenia
zamkngtych struktur [Kozubek 2004]. Walde i Ichikawa [2Q0raz Mozafari [2005]
uwazaja, ze nie jest konieczne dostarczenie energii (sorgfikahomogenizacii,
ogrzewania czy mieszania) aby np#b zakrzywienie ptaskiej powierzchni
dwuwartswy lipidowej, a w konsekwencji jej zamégie w kulist struktue.
Formowanie liposoméw wymaga podiggenia temperatury jego skladnikéw
lipidowych powyzej ich temperatury przégia fazowego (). Ponie] Ty lipidy sa
w staniezelu i mog nie tworzy¥ zamkngtych chgtych struktur [Mozafari 2005].
Formowanie liposomow przeprowadza przewanie w temperaturze przewszapcej
temperatug przepcia fazowego lipidéw tworgych btore 0 od 5 do 10 °C [Walde
I Ichikawa 2001].

Istnieje wiele metod otrzymywaniag¢gherzykéw lipidowych. Przyktadowe

metody przedstawiono schematycznie na rysunku 15.
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W tabeli 5 zestawiono metody otrzymywania liposomdwaz rodzaje

pecherzykéw lipidowych jakie powstayw wyniku zastosowanych procedur.

RODZAJ
METODA 3
LIPOSOMOW

hydratacja suchego filmu lipidowego MLV
cykliczne zamrzanie-rozmraanie (FAT) MLV
dehydratacja-rehydratacja (DRV)
destrukcja falami ultraavickowymi - sonifikowanie SUvV
wstrzykiwanie roztworéw etanolowych SUV

kalibracja przez filtry poliwglanowe - ekstruzja (VET) LUV, SUV

odparowanie metadfaz odwroconych (REV) LUV
zastosowanie prasy Frencha SUV
dializa detergentowa LUV

Tab. 5. Przyktady metod otrzymywania liposomoéw

Hydratacja suchego filmu lipidowego tzw. metoda @@@ama - powoduje
powstawanie liposomoéw MLV [Sandstrom i wsp. 2006iore majy wiccej niz 10
warstw [Walde i Ichikawa 2001]. Metoda ta polega rapuszczaniu lipidow
w organicznym rozpuszczalniku np. chloroformie,ritto nasg¢pnie zostaje catkowicie
odparowany na wyparce rotacyjnej lub w strumienzota. Lipid nas{pnie zostaje
doktadnie osuszony w eksykatorze podzpig. Powstaty suchy film lipidowy zostaje
uwodniony w buforze i wytrsany powyej temperatury przégia fazowego (i)
lipidow formujacych liposomy [Walde i Ichikawa 2001, Sadzuka i wap02, Kozubek
2004]. Rcherzyki utworzone przez hydratowanie suchego filipglowego g bardzo
niejednorodne pod wzglem wielkdci [Zhu i Szostak 2009]. Ujednolicenie ich
rozmiarow mana uzyskd poprzez kilkakrotnie przeciskanie ich przez filtry
poliwgglanowe ozadanej srednicy porow w temperaturze poiey Ty dla lipidow
tworzacych liposomy [Walde i Ichikawa 2001]. Taka kalitj@prowadzi do powstania
liposoméw SUV lub LUV, o zdefiniowandyednicy w zalenosci od wielkaci poréw
w zastosowanych filtrach polaglanowych [Soto i wsp. 2002, Paiva-Martins i wsp.
2003]. Filtry polinveglanowe stosowane do kalibracji liposomow charakig sie
jednorodi wielkoscia porow w postaci kanatébw o algtych przekrojach niemal
prostopadtych do powierzchni ich btonki. Do kaligrawymiarowe] stosowaneas
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reczne ekstrudery albo kalibratoryseieniowe [Kozubek 2004], a otrzymane w ten
sposOb liposomy, zwane VET, charakteryzigie homogenngcia rozmiaréw. Dla
utatwienia zredukowania rozmiarow liposomow stossie kilka rodzajow filtrow,
zaczynajc przeciskanie przez filtr o najgkszych porach [Walde i Ichikawa 2001].
Poddanie zawiesinyepherzykow lipidowych VET kilkukrotnym cyklom zamiania
(w ciektym azocie, lub suchym lodzie) i rozmaaia powyej Tpr prowadzi do wysokiej
efektywndci zamykania w ich wetrzu substancji oraz do redukcji liczby warstw
- powstag liposomy VET-FAT [Walde i Ichikawa 2001, Soto i pws2003, Kozubek
2004]. W przypadku odwrocenia kolefimd czynndci, to znaczy najpierw poddaniu
zawiesiny cyklicznemu zataniu i rozmraaniu, a naspnie Kkalibracji przez filtry,
uzyskuje s} liposomy FAT-VET [Gaber i wsp. 1996, Arora i wsp998, Walde

i Ichikawa 2001, Silvander i wsp. 2003, Shrivasta@hattopadhyay 2007].
Poddawanie zawiesiny liposomow MLV dezintegracjradzwickami (sonifikowaniu)
prowadzi do utworzenia liposomoéw SUV [Szoka i Pamhbpoulos 1978, Verstraeten
i wsp. 2003], agrednicy pontej 50 nm [Walde i Ichikawa 2001].

W celu otrzymana liposomowzadanych cechach stosowangrézne kombinacje w/w
sposobéw ich formowania. Nale zaznaczy, ze tylko metoda kalibrowania daje
homogena mieszanin pecherzykow lipidowych. Inne metody skutkujwysoka
heterogennécia rozmiaréw liposomow [Mozafari 2005]. \iaym parametrem
charakteryzujcym naniki liposomowe jest utrzymywanie leku w ich gireu przez
diuzszy czas. Uzyskamazna to wykorzystujc tzw. tadowanie gradientem pH. Metoda
ta dotyczy wydcznie tych substancji, ktére rozpuszaezaje w fazie wodnej oraz
wykazup stabe wiaciwosci kwasowe lub zasadowe. tadowanie gradientem pH
stosowane jest w przypadku zamdai@ we wrtrzu liposomow np. doksorubicyny.
Najpierw zamkngty zostaje w pcherzykach siarczan amonu, a wymienigmoelowisko
zewrgtrzne np. na sol fizjologicazni roztwor leku. W takich warunkach dysocjoy
siarczan amonu wewtrz liposoméw, po wnikriciu obogtnej formy leku, utworzy jon
siarczanowy oraz amonowy. Jon amoniowy ogltlagwo) proton stabej zasadzie
- doksorubicynie, tworzy amoniak, ktéry z tate@ opuszcza liposom. Wewinz
liposoméw pozostaje siarczan, ktéry wptywa na rowag dysocjacji wody, przez co
zakwaszasrodowisko. Lek ulega naginie dysocjacji, co unientbwia jego wyciek.
Gradient pH podtrzymuje lek wodku gcherzyka nawet do 15 h po zaaplikowaniu go
w tej formulacji do krwioobiegu. Uwolnienie leku #posomoéw nasfpuje po

zredukowaniu gradientu pH. Dziejegsio poprzez dziatanie na miejsce lokalizacji
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liposoméw wyszy temperatuy, ktora zweksza przepuszczaléd btony lub poprzez
uzycie jonoforéw np. nigerycyny [Gaber i wsp. 1996].

Istnieje wiele technik otrzymywania liposomow jeknaie & one jak
dotychczas wystarczgjo dobre do otrzymania ¢pherzykow lipidowych, ktére
mogtyby by nosnikami substancji aktywnych, ktérea sczsto wraliwe na
mechaniczny stres taki jak sonifikowanie, homogatja, wysokie énienie czy wptyw
odczynnikdw chemicznych [Mozafari 2005]. Z tego mau trwaj badania nad
efektywnymi metodami otrzymywania §rokow liposomowych.

Ulokowanie substancji aktywnej w liposomach zgled stopnia jej hydrofilowi
[Massing i Fuxius 2000, Nii i Ishii 2005]. Substg@dydrofilowe zamykaneaswe
wnetrzu, natomiast substancje hydrofobowe w lipofilpweonie [Keller 2001, Saraf
2010]. Natadowane ggteczki zarowno o charakterze lipofilowym jak i hgfilowym
asocjowane g na powierzchni liposomow (rys.16) [Honeywell-Ngayé Bouwstra
2005].

Waznym etapem podczas tworzeniasm&ow liposomowych jest moment
dodawania substancji, ktora ma zdsta nich zamknjta. Dla stworzenia rioika
substancji lipofilowej natey dod& ja do mieszaniny lipidow przed odparowaniem
organicznego rozpuszczalnika, a gpete nawadni@ wysuszony film lipidowy
Z substangj aktywm [Ghosh i wsp. 1995, Gaber i wsp. 1996]. W przypagd&mykania
substancji hydrofilowej, nahy ja dod& rozpuszczomw buforze podczas nawadniania

suchego filmu lipidowego [Kozubek 2004].

2.2.2 Zastosowanie liposomow

Liposomy znalazty zastosowanie jako:
* model fazy lipidowej btony biologicznej [MozafarD@5],
* nosniki réznych wanych dla zdrowia substancji: lekow, substancji aktych,
substancji nawi#ajacych, odywczych czy witamin [Carafa i wsp. 1998,
Massing i Fuxius 2000, Gaber 2004, Mozafari 2005].

Pecherzyki lipidowe stosowane gako model fazy lipidowej btony biologicznej
stuzacy do bada jej wiasciwosci fizycznych w warunkach dziatania amych
czynnikbw w tym procesow utleniania wywotanych ithrami fizykochemicznymi:
AAPH [Tsuda i wsp. 1996, Arora i wsp. 1998, Paivarhhs i wsp. 2003, Soto i wsp.
2003, Gabrielska i wsp. 2007], AMVN [Verstraetemwsp. 2003], promieniowaniem
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UV [Gabrielska i wsp. 2006], jonanelaza [Aruoma i wsp. 1989, Arora i wsp. 1998,
Gao i wsp. 2000, Gabrielska i wsp. 2007]. Prowadzan badania take zmian
ptynnasci [Soto i wsp. 2002, Verstraeten i wsp. 2003, Gaska i wsp. 2006], oraz
wielu procesow komérkowych w tym endocytozy, egioey, fuzji komorek, a tate
procesow transportu [Gaber 2004].
W liposomach zamykane substancje aktywne takie jak leki, ziota, witamirgnzymy
[Keller 2001]. Ratman i wsp. [2006] zbadali liposprjako transportery zzkow
niskoczsteczkowych, takich jak proteiny, peptydy, nuklebty plazmidy.

Po raz pierwszy liposomy etlace ndnikami enzymoOw stworzyli Sessa
i Weissmann w 1970 roku. Opisali oni liposomy zaapgee lizozym [Sessa
i Weissmann 1970]. Przyktadami innych enzymow zaamykch w liposomach as
alkaliczna fosfataza, amylaza, asparaginaza, chgpsyha, elastazf-galaktozydaza,
pepsyna A, peroksydaza oraz proteinaza K. Liposaawierajce enzymy znalazty
zastosowanie w medycynie, przeiey farmaceutycznym, kosmetycznym, jak
I przemyle spaywczym np. chymotrypsyna w procesach dojrzewanraveeDziKi
zastosowaniu g¢eherzykow lipidowych czsteczka enzymu chroniona jest przed
destrukcyjnym dziataniemsrodowiska [Walde i Ichikawa 2001]. Formulacje
liposomowe mog by¢ aplikowane doustnie lub w formie iniekcji ddnych,
domiesniowych, podskornych (zawiesiny wodne), w formienatacji (aerozole lub
liofilizowane proszki), a tate aplikowane na skéijako kremy, emulsje, zawiesiny lub
masci [Carafa i wsp. 1998, Keller 2001].
Liposomy Izdace ndénikami substancji aktywnych biologicznie powinny
charakteryzowasic:

* wysoky efektywndcia zamykania [Saraf 2010],

e dlugoterminovy stabilngcia [Saraf 2010],

» dobrymi wi&ciwosciami uwalniania substancji, ktorey sosnikami [Mozafari
2005],

* biodegradowalngia, w tym maliwoscia fuzji z btonami komérek [Massing
I Fuxius 2000, Yokoyama i wsp. 2002],

e brakiem toksyczngi, specyfikh dziatania, wydlaonym czasem dziatania
[Allen i Cullis 2004, Massing i Fuxius 2000], oraxhrory zamknetych
substancji aktywnych przed degradafiassing i Fuxius 2000, Keller 2001,
Mozafari 2005, Fang i Bhandari 2010],
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» zwigkszory skutecznécia przeciwutleniajca zamkngtej substancji [Musayska

i wsp. 2009].
Zastosowanie liposomow jako srokow lekow ma wiele zalet w tym gdzy innymi:

* mozliwos¢ zwigkszenia relatywnego gtenia leku w skorze przy podaniu
mniejszych dawek, w porownaniu z aplikawjolnego leku,

* mozliwos¢ uwalniania substancji w odpowiednich dawkach pidiezszy okres
czasu,

* zminimalizowanie ryzyka wysgpienia reakcji ubocznych organizmu, gdy
dziata na komorki docelowe w miejscu jego uwolngenjBartosiewicz
i Kozubek 2008].

Zainteresowanie efektywnym zamykaniem aktywnych ldgicznie substancji
w liposomach weiz rosnie. Opisywanegproby kapsulacji proantocyjanidyn [Petrovic
I wsp. 2004], cisplatyny [Hwang i wsp. 2007], kdtec[Fang i wsp. 2006, Lee i wsp.
2008], substancji rozpuszczalnych w wodzie - lekdklofenaku, ketoprofenu,
ibuprofenu [Nii i Ishii 2005] oraz substancji rogaczalnych w lipidach, takich jak
karotenoidy [Pintea i wsp. 2005]. Podejmowaa@dby zamykania substancji, w celu
poprawienia jej rozpuszczalfm. Coimbra i wsp. [2011] wykazalize dzkki
zastosowaniu rsmikow liposomowych maiwe jest poprawienie rozpuszczafcooraz
stabilngci naturalnych sktadnikow aktywnych biologiczniakich jak kwas kawowy,
karwakrol, tymol oraz pterostilbeny. Przykladem gsizenia stabilniei zwiazku
w wyniku zamykania go w liposomach jest reswergtoistl i wsp. 2009].

El-Samaligy i wsp. [2006] dla zekszenia biodogpnadsci sylimaryny, podijli proby
zamykania jej w liposomach REV utworzonych z fogfigtocholiny sojowej
z dodatkiem cholesterolu. Udatogsim otrzyma ncsniki liposomowe o wysokiej
wydajnaci 69,22 %. Takahashi i wsp. [2009] zamykali w Bpmach kurkumig
Otrzymali oni 68 % wydajrni@ zamykania, oraz zwkszone wchianianie kurkuminy
z przewodu pokarmowego w poréwnaniu z jej fernmieliposomow. Innymi
zwigzkami, nad ktorych poprawbiodostpnasci trwaja badania, s flawonoidy oraz
inne zwhzki bioaktywne. Zhong i wsp. [2005] opisali probgmzykania brewiskapiny
w liposomach MLV utworzonych z fosfatydylocholingyskupc wydajngé 87,9 %.
Mignet i wsp. [2012] otrzymali wydajsdé 56 % zamykania fizetyny w wyniku
nawadniania suchego filmu lipidowego roztworenstgystanciji.
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Fan i wsp [2007] zbadali wptyw zastosowanej metaldy otrzymywania nénikow
salidrozydu izolowanego z xénca gorskiegdRhodiola rosed..) na efektywné¢ jego
zamykania. Autorzy tej pracy zastosowali 5 metodyshywania liposoméw w tym
m.in.: sonifikowania, odparowania odwroconych faa, take zamraeniowo-
rozmrazeniona. Badania wykazatyze efektywnéé¢ zamykania salidrozydu ¢nie
wedtug nasgpujacej relacji: liposmy sonifikowane < REV < FAT. Bwefektywnag¢
zamykania substancji w liposomach FAT sugemgwniez Fang i Bhandari [2010].
Sinico i wsp. [2005] wykazali natomiaste liposomy MLV z HSPC z dodatkiem
cholesterolu, o efektywsoi zamykania 74,15 %, otrzymane metodawadniania
filmu, charakteryzuj sic wyzsza efektywndgcia zamykania w poréwnaniu z liposomami
SUV (65,90 %), otrzymanymi w wyniku sonifikowanid&zang i wsp. [2006]
w badaniach zamykania katechiny, epikatechiny oma&CG w liposomach
z fosfatydylocholiny jajecznej wykazalie dodatek 15 % etanolu do nawadniania filmu
lipidowego powoduje wzrost efektywfm zamykania katechiny. Wykazali oni
rowniez, ze obecnéci cholesterolu w bionie liposomow zkisza efektywné&t

zamykania katechiny w ich wtrzu.

Przemyst spgywczy

Liposomy g szeroko stosowane w przeftey spaywczym, zarébwno do bada
zarowno jak i do procesow produkcyjnych. Zalptcherzykdow jest nedzy innymi to,
ze utworzone s ze zwhzkOw dopuszczonych do kontaktu zywnoscia, jako
podstawowych sktadnikow pgwienia, jakim jest np. lecytyna uzyskiwanadtek jaj
oraz z ziarna soi [Lasic 1995]. Liposomy stosowsn@ przemyle spaywczym jako
nosniki ~ aromatow, substancji  stoglzych, barwnikéw, konserwantow,
przeciwutleniaczy oraz witamin. Zastosowanie lipusavych ndnikdw umaliwia
kontrok nad uwalnianiem ich sktadnikow oraz ich bio@psiticia [Gibbs i wsp. 1999].
Aktywne substancje zamkie w pcherzykach lipidowych & chronione przed
niekorzystnymi warunkami fizyko-chemiczymi jak npvilgotnoscia, temperatuy,
utlenianiem, zmianami pH, przed skutkami dziataer@ymow podczas produkciji,
warunkami przechowywania i dystrybucji, a 2akochronie po spwyciu w srodowisku
przewodu pokarmowego [Chaudhry i Castle 2011, Felbevsp. 2011]. Néniki
liposomowe posiadajwiele zalet, do ktorych nale: zwickszona rozpuszczaléd
wigksza biodosipnas¢, zapewniona kontrola uwalnianych substancji zamykh

w liposomach. Dir zalet, nasnikéw liposomowych jest midiwos¢ otrzymywanie ich
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na dua skak przy wyciu naturalnych sktadnikéw. Rao i wsp. [1995] @tisnetody
zamykania enzymu beta-galaktozydazy izolowang@jspergillus flavusv liposomach
o réznym sktadzie lipidowym. Wykazali onize sposob przygotowania smokdéw ma
wptyw zaréwno na efektywrio zamykania, jak i czas inaktywacji enzymu. Wydago
zamykania jak otrzymali wynosita 18,3 % (dla liposomoéw otrzymahymetod DRV)

i 27,6 % (dla liposomow otrzymanych mefo®EV). Po dodaniu tak utworzonych
liposoméw do mleka zaobserwowarie, liposomy DRV zhydrolizowaty 65 % laktozy,
natomiast liposomy REV tylko 20 %. W ten sposéb agdi, ze liposomy DRV
wykazup lepsz ochrore laktozy przed beta-galaktozydazanieli liposomy REV.
Catkowita aktywné¢ enzymatyczna obu #oikdw w mleku, nie byta zamma od
zastosowanej metody otrzymywania liposomow — zagbWposomy DRV, jak i REV
trawity do 50 % laktozy w mleku, w warunkach Zolnych do warunkow pamgych
w przewodzie pokarmowym [Rao i wsp. 1995].

Goennet i wsp. [2010] opisali wptyw zamykania lifimfch witamin A, D, E, K
oraz karotenoidow w liposomach na ich douastaraz przezskom aplikack.
Zasugerowano,ze mog one zosta zastosowane w przedlg spaywczym dla
wzbogaceniazywnosci w te witaminy, a take w przemyle farmaceutycznym oraz
kosmetycznym. Marsanasco i wsp. [2011] wykazali zlmms¢é zastosowania
pecherzykéw lipidowych jako rimikow witamin E i C. Ponadto, ich wyniki
potwierdzity teor¢, ze formulacje liposomowe asbardzo przydatne w ochronie
witamin, oraz utrzymaniu ich aktywia w wodnych formachzywnaosci, szczegolnie
w przypadku termicznie niestabilnej witaminy C. agpmowe preparaty proponowane
w tej pracy, wykazaty dziatanie ochronne nawet wumiach pasteryzacji.

Malheiros i wsp. [2010a i 2010b] omowili liposomyawierapce zamknita
w ich wretrzu nizyre jako bakteriocya. Nizyna produkowana jest przez szczepy
bakterii Lactococcous lactis wywiera swa antydrobnoustrojow aktywna¢ na liczne
bakterie gram-dodatnie. Nie wykazuje natomiastsewaosci antybiotycznych wobec
bakterii gram-ujemnych, dedzy czy grzybow. Nizyna chocigest antybiotykiem, nie
jest stosowana w przerilg farmaceutycznym jako lek. W przeftg spaywczym za
stosowana jest jako konserwcy dodatek dozywnosci (E234), zapobiegagy
rozwojowi drobnoustrojow, przez co psucig gywnosci. Nizyna stosowana jest przy
produkcji serow (zapobiega fermentacji mastowej), kenserwach warzywnych
i owocowych, w przemyje migsnym obnia potrzekh stosowania azotanow oraz

przedhza okres przydatrsosi mleka do spsycia w krajach o gacym klimacie.
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Bakteriocyna ta jest odporna na wysdlemperatug i niskie pH. Malheiros i wsp.
[2010b] wykazali wysz aktywna¢ nizyny, zamykanej w liposomach w poréwnaniu
Z jej wolm forma, hamujca wzrost najbardziej zjadliwych patogenow, przenogzb
przez zywnos¢, do ktorych nalea Listeria monocytogenesZamykanie peptydow
o wiaciwosciach przeciwbakteryjnych w liposomach stanowi raléyw wobec
konserwantéw, stosowanych w ochronigwnosci, ktére zapobiegaj rozwojowi
niepazadanej flory bakteryjnej i wydtajacych jej przydatn& do spaycia [Laridi

i wsp. 2003, Were i wsp. 2003, Teixeira i wsp. J0G8cherzykowe néniki znalazty
takze zastosowanie w produkcji sera. Lasic [1995] zaswgal, ze zastosowanie
proteinaz zamykanych w liposomach skraca czas elwania seréw od 30 do 50 %.
Takie skrocenie dojrzewania serow przynosi znadaneysci finansowe, np. podczas
produkcji dlugo dojrzewagych serow, takich jak np. Cheddar, zzdane z krotszym
czasem ich kkowania w specjalnych warunkach. W wyniku enzyrcatgj lipolizy
tluszczow zawartych w mleku do kwasow tluszczowy&hjre g prekursorami
metyloketondw, drugorzlowych alkoholi i estréw, ser Cheddar zyskuje soiay
smak, zapach i konsysteacj Zastosowanie liposomow zapewnia optymalne
rozproszenie enzymow, co z kolei ma wptyw nase@osci sensoryczne sera. Autorzy
prac [Kheadr i wsp. 2003] wykazalize zastosowanie ¢pherzykéw lipidowych
zawierajcych lipazy (preparat Palatase M firmy Novozymgg)zwala skro@ czas
dojrzewania sera do 90 dni. Liposomowy preparatyatuje rownowag pomidzy
iloscia kazeiny, a produktami hydrolizy ttuszczéw mlekawmniku czego uzyskany ser
nie ma gorzkiego, zjetczatlego smaku.

Liposomy zastosowano do przyspieszenia dojrzewsera rownie z nasgpujacych
powodow:

» dodanie wolnej proteinazy do mlekazywanego w produkcji twarogéw
wykazuje niski wskanik retencji enzymu,

* pecherzyki fosfolipidowe magchront substraty, a w zweku z tym pozwalaj
unikna¢ strat, ktore wynikaj z bezpéredniego dodawania egzogennej
proteinazy do mleka,

e liposomy o rozmiarach zhlbnych do komorek bakteryjnych mpgzostad
rozproszone w podobnym do nich stopniu [Piard i vi§86].
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Przemyst kosmetyczny

Liposomy znalazly zastosowanie w preparatach ddegmeciji skéry jako
formulacje zabezpieczgje substangj czynm przed destrukcyjnym wplywem
czynnikdw zewntrznych oraz ze wzgtu na nawitajace skoe wiasciwosci.
Pecherzyki lipidowe stosowaneg zaréwno w kosmetologii i dermatologii, jak i do
transdermalnego aplikowania lekow. W kosmetyce azigl zastosowanie tzw. puste
liposomy, czyli niezawierage aktywnych substancji. Magone uzupetnia lipidy
w skorze, w szczegoldoi poprzez dostarczenie do niej kwasu linolowegmzistnie
wplywajacego na jej elastycz@d [Lasic 1995]. Wycie pustych liposomow,
w dermatologii podczas leczenia choréb skory, maceh jej przygotowanie do
podania leku. Przygotowanie skory polega na rodkniu g:sto zawartych w niej
lipidow, a przez to utatwieniu transportu leku, ktgest w postaci roztworu wodnego.
W zalenosci od sktadu lipidowego qeherzyki mag mozliwos$¢é penetracji skoéry,
przekazujc substangj czynmp do miejsca docelowego, w ktdorym dochodzi do jej
uwolnienia. Jednym z miejsc podawania preparatg@estbhmowych jest naskorek.
Odpowiednio dobrany sktad lipidowy liposomoéw uitiwia odpowiedna interakcg
pecherzykdéw ze skar Rozr@nia sk trzy mechanizmy oddziatywania liposoméw ze
skor. Naleza do nich: adsorpcja aktywnej substancji oraz lipidda powierzchni
naskorka, penetracja substancji zamta)iw liposomach oraz lipidow przez wargtw
rogowa, oraz przenikanie aktywnej substancji gpwych partii skéry lub nawet do
naczy krwionosnych. Zastosowanie liposoméw jakosnikéw leku poprzez naskorek
ma wiele zalet. Ulatwia penetracjeku w najbardziej zewatrznych warstwach
naskorka (cgsto rownie giebiej), dzkki naturalnemu powinowactwu liposoméw do
jego sktadnikow. Adsorpcja umlwia ochrore skory przed szkodliwym dziataniem
wolnych rodnikéw. Degradowaneggherzyki lipidowe tworz na powierzchni skory
film lipidowy, dodatkowo nawitaja skOr zapobiegajc utracie przez aiwody [Keller
2001].

Po raz pierwszy w kosmetycegherzyki lipidowe zastosowat Dior w 1987 roku
wprowadzajc krem Captur® zawierajcy liposomy. Od tego czasu liczba produktéw
kosmetycznych zawiergych mcherzyki lipidowe wciz wzrasta. $ to zar6wno
gotowe preparaty liposomowe, ktorg stosowane jako zamienniki kremoweli
i masci, jak i preparaty zwane ,do-it-yourself’, zawigyee substancje navidjace,

antybiotyki, oraz rekombinowane biatka stosowanedcgas gojenia ran czy
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w oparzeniach stonecznych. ¥Wsza¢ kosmetykow zawieragych liposomy to

preparaty przeciwstarzeniowe ,anti-aging” kremy @&&o6ry, wodoodporne filtry

przeciwstoneczne, perfumy o przetthnej trwaldci zapachu, ad/wki do wioséw,

a take:

preparaty pielgnacyjne: Future Perfect Skin Gel (Ester Laudegn@hatic
2000 (Biopharm GmbH), Natipide (Nattermann PL), Berfectom (Avon),
Farmix, krem bioaktywny z liposomami i witaminamtB (Farmie), Lavera
(Lavera), Lirene Anti-Aging (Lirene), Heliabrine-HFkrem liposomowy
(Heliabrine), seria Doskonata Skoéra (Miraculumgl nawilajacy (Eubiona)
[Lasic 1995],

preparaty samoopatgje zawierajce tyrozyr lub dihydroksyaceton (DHA), np.
Auto-Bronzant (Guinot). Zamkecie tych substancji w liposomach zniwelowato
przykry zapach oraz mbwos¢ pozostawienia plam na ubraniach po aplikacji
samoopalacza,

srodki piekgnacyjne po goleniu, np. seria Intesa (Intesa), BAi/I,

balsamy do wiosow, np. LAKSHMI,

ptyny do twarzy, np. Lavera (Lavera),

olejki usuwajce rozstpy,

olejki do kapeli, np. LAKSHMI, Marena [BartosiewicKozubek 2008].

Najczscie] przenoszone za pompaosnikow lipidowych substancje biologicznie

czynne to:

proteiny (kolagen, elastyna),

witaminy: A, B, C, E,

ekstrakty rélinne,

roslinne komdrki macierzyste,

srodki powodujce opalanie (DHA, tyrozyna),

koenzym Q10,

kwas hialuronowy,

alantoina, kofeina, karnityna, pantenol, glutatitveparyna, wyag z ptodu

[http://bez-recepty.pgf.com.pl].

Lee i Tsai [2010] wykazalize aplikacja koenzymu Q10 w formulacji liposomowej

z fosfatydylocholiny sojowej, wytamie zwkksza jego biodogpnas¢ w porownaniu

z forma nieliposomow.
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Oprocz naturalnych lipidéw, stosowanych do formoiaaliposomow, stosowaney s
takze jako ndniki aktywnych substancji liposomy utworzone z amwych
surfaktantow lub ze sfingolipidow. ¢Bherzyki uformowane 2z niejonowych
surfaktantow nazywashiosomami [Uchegbu i Vyas 1998]. Sfingosomy zbudogg

z sfingolipidéw, ktore gidentycznych z ceramidami wypujacymi w naskorku, przez
CO Mo@, go regenerow@ Pierwszy preparat kosmetyczny zawigcgm niosomy zostat
wyprodukowany przez byt przez L'Oréal (Niosoffjes

Aktywne substancje zawarte w kosmetykach powinnykaumiarkowanie
gleboko w skoég, aby wywotany efekt byt efektem kosmetycznym, ae ni
farmaceutycznym [Muller i wsp. 2002]. Na efektywa@echerzykow lipidowych, jako
nosnikow, wplyw ma w szczegolsoi faza w jakiej znajdaj sie lipidy tworzace
liposom, oraz ich rozmiar i liczba warstw. Welggze warstwy skory magprzenikraé
liposomy, ktérych lipidy g8 w fazie ciektokrystalicznej. f&herzyki lipidowe utworzone
z lipidéw hedacych w faziezelu nie wnikaj nawet do warstwy rogowej naskorka
[Yarosh 2001, Honeywell-Nguyen i Bouwstra 2005]. Méasciwosci aplikacyjne
liposomdéw wpltyw ma take rodzaj zastosowanego lipidu. Betz i wsp. [200gkazalli,
ze cherzyki lipidowe uformowane z fosfolipidow jajegai, w wyzszym stopniu
nawilzaty skée (u 10 ochotnikbw w wieku od 24 do 32 lat), @i liposomy
formowane z fosfolipidow sojowych.

Aplikowanie w ghb skory aktywnych substancji zamykanych w liposomjgst
mozliwe wtedy, gdy istnieje podohistwo sktadu lipidowegogeherzykéw ze skiadem
lipidow w naturalnych btonach. W takim wypadku mogne ulegéa fuzji z komérky
i wprowadzgé w glab skéry aktywne substancje, w tym leki na schomeni
dermatologiczne. Trwaja badania nad modyfikacjami ¢gherzykéw lipidowych
prowadace do powstania elastycznychgcherzykow odksztatcalnych, ktore maj
lepsze mealiwosci wnikania oraz podawania leku w stosunku do kamj@nalnych
liposoméw [Manconi i wsp. 2011]. Powstapnowacyjne struktury zwane etnosomami
(ang. ethnosomes), ktére utatwiajwprowadzenie aktywnej substancji poprzez
zawarté¢ etanolu w odpowiednim gteniu oraz wody, ktéra zwksza elastyczrio
bton [Touitou i wsp. 2000]. Moussaoui i wsp. [200Bpisali struktury zwane
Marinosomanti - liposomy utworzone z lipidéw pochagtzzch z blon organizméw
wodnych, zawieragce dodatkowo 56 % wielonienasyconych kwasow ttusayzh
(ang. polyunsatorated fatty acid - PUFA) w tym kweikozapentaenowy (EPA)
(20:5n-3) i kwas dokozaheksaenowy (DHA) (22:6n-Bwasy te nie s obecne
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w naskérku, ale s metabolizowane przez jego enzymy do przeciwzagalny
i antyproliferacyjnych metabolitow przez co korayst wplywap na stany zapalne
skory [Moussaoui i wsp. 2002].

Cevc i wsp. [1998] jako pierwsi opisali tzw. tramsisomy (zawierage
fosfolipidy oraz cholan sodu), stace do nieinwazyjnego dostarczenia insuliny.
Tranferosomy pokonajbariery przepuszczaldd takie jak np. nieuszkodzerskée.
Zastosowanie przez Cevc i wsp. [1998] surfaktantatoma celu obriienie napicia
powierzchniowego btony liposomoéw, co spowodowajodestabilizacj. Efektywnaé
dostarczania aktywnej substancji przy pomocy tenmesbméw jest porownywalna
z aplikacy jej przez iniekgj. Potwierdzity to badanian vivo na myszach i ludziach,
z liposomami zawieragymi zamykan insuling, w wyniku gradientu wody mdzy
warstwg rogowg naskorka, a otaczgga atmosfesg [Cevc i wsp 1998].

Srisuk i wsp. [2012] opisali zastosowanie liposoméwawieragcych
fosfatydylocholir sojows, cholesterol i kwas oleinowy, jako $rokow Metotrexat-u
w leczeniu tuszczycy. Autorzy pracy wykazali korays wpltyw takiej aplikacii,
zwiagzany z obnieniem skutkow ubocznych tego leku, w poréwnaniuzyjmowanim
go doustnie lub dojelitowo. Przyktadami innych lekgpodawanych do organizmu
poprzez aplikagj transdermalip sa: cyklosporyna A, diklofenak, heparyna, retinol ora
melatonina [Betz i wsp. 2005, Elsayed i wsp. 2007].

Przemyst farmaceutyczny

Pionierem zastosowania liposoméw w medycynie bykitgLasic 2001].
Liposomy stosowane as w farmakologii i medycynie zarébwno w celach
terapeutycznych, jak i diagnostycznych. Zastosowvgmacherzykow lipidowych jako
nosnikow aktywnych substancji wykorzystywanych zakw terapii schorze skory
opisano w rozdziale o zastosowaniu liposoméw wipggie kosmetycznym.

Pecherzyki lipidowe jako system podawania leku ma levigalet w poréwnaniu
z konwencjonalnmi metodami aplikowania lekéw. Prapa liposomowe wykazuj
inna biodystrybucg i farmakokinetyk aktywnej substancji w porownaniu z jej waln
forma.
Zastosowanie liposomow w celu dostarczania lekgrewaia:
* utrzymanie witaciwego stzenia leku przez stosunkowo dtugi czas, poprzez
powolne i jednostajne uwalnianie substancji aktyjwne

» ochrore substancji aktywnej przed dzianiem enzymow,
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» zwigkszenie rozpuszczalda lekow lipofilowych oraz amfifilowych,

* pasywne wnikanie do komoérek uktadu odpaaiowego,

e ukierunkowane dziatanie, zapobiegggg gromadzeniu leku w sercu, nerkach,
mozgu i ukladzie nerwowym, zmniejsza to sercowoefrox oraz neuro-
toksyczndc¢,

* lepszy transfer hydrofilowych i naladowanychsteczek,

* zmniejszenie liczby dawek leku,

* lepsa penetrag aktywnej substancji do tkanek, zwitaszcza w przkpad

stosowania liposomowej formy dawkowania przez skor

Pecherzyki lipidowe maj zastosowanie terapeutyczne gtéwnie w dwoch
kategoriach chordb: eikich, infekcjach grzybiczych oraz w chorobach
nowotworowych [Drulis-Kawa i Dorotkiewicz-Jach 2Q1@rzyktadem znanych lekéw
liposomowych s. zawierajce antybiotyki antracyklinowe: doksorubicy(Doxil) oraz
daunorubicyn (Dauno-Xome), stosowane w leczeniu ¢saka Kaposi'ego oraz
zawierajce amfoterycya B (AmBiosome, Abelcet i Amphocil), stosowane przy
cigzkich infekcjach grzybicznych [Kozubek i wsp. 2000lassing i Fuxius 2000,
Lindner i wsp. 2008]. Zastosowanie ¢gmerzykéw lipidowych zmniejsza
neurotoksyczn& amfoterycyny B oraz kardiotoksyczito doksorubicyny wobec
zdrowych tkanek. Caelyk to preparat liposomowy zawiesay chlorowodorek
doksorubicyny zamkrgty w liposomach, ktérych powierzchnia pokryta jest
metoksypolietylenoglikolem (MPEG). Preparat tenset@any jest w monoterapii raka
piersi z przerzutami u pacjentéw ze gkdzonym ryzykiem powikka ze strony mgsnia
sercowego, w leczeniu zaawansowanego raka jajmkaz w leczeniu mgsaka
Kaposiego. Kolejnym preparatem zawigcym doksorubicya liposomaln jest
Myocef®. Jest to  kompleks  doksorubicyny z  cytrynianem  sodu
[http://www.ema.europa.eul].

Naukowcy podejmuj temat stworzenia Baikdw liposomowych
synergistycznie dzialagych substancji np. antybiotykbw: gentamycyny oraz
ceftazydyminy [Schiffelers i wsp. 2001]. Cosco ipwv§2012] podili proby stworzenia
nosnika liposomowego zawiergjego dwie dziatage synergicznie substancje aktywne,
w leczeniu raka sutka: gemcytabiny oraz tamoksifevilykazano,ze zamkngcie

gemcytabiny w PEG-ylowanych liposomach pozwala riakribtne zmniejszenie
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efektywnej dawki, w odniesieniu do komercyjnego lipesomowego preparatu
zawierajcego gemcytabin(Gemzaf) [Cosco i wsp. 2011].

Obecnie w Polsce dopuszczona jest forma liposomattaabiny (Ara-C) - DepoCyte
[Plecka 2010]. DepoCyte stosowany jest w chioniakiyywm zapaleniu opon
mdzgowo-rdzeniowych, oraz w powiktaniu choroby nomarowe;.

Pecherzyki lipidowe, jako formy rimikowe, stosowane as rowniez
w szczepionkach przeciwko wirusowemu zapaleniiroby typu A oraz przeciwko
grypie. Liposomalna morfina stosowana jest émigerzaniu bolu u chorych na raka.
Werteporfina liposomowa stosowana jest natomia&b jéotouczulacz w terapii
fotodynamicznej zwyrodnienia plamkiottej. Aktywacji werteporfiny przy pomocy
lasera stymuluje tworzenie zakrzepu zamyt@go nawietlane naczynia. Terapia
fotodynamiczna (ang. photodynamic therapy — PD30) fjeetod leczenia polegaga na
reakcji fototoksycznej, do ktérej dochodzi w wynikoddziatywania substancji
fotouczulajcej i swiatta o odpowiedniej dla danej substancji dikmofali. Reakcja
zachodzi jedynie w obeckd fotouczulacza. Substancja ta charakteryzuje si
zdolnacia do pochtaniania kwantow energwiatinej, co powoduje jej prz&jie w stan
wzbudzenia, a naginie powr6t do stanu podstawowego z wypromieniog@anporcji
energii o odpowiedniej diugoi fali. PDT stosowana jest w diagnozowaniu
nowotworéw. Umaliwia zobrazowanie swiecacych komérek nowotworowych,
skupionych nawet w bardzo matych ogniskach, ktécbtarcty preparat i uczulity si
na Swiatlo, a take pozwala precyzyjnie okie¢ granie nowotworu. Ponowne
naswietlanie nowotworéw promieniowaniem o wgzej energii powoduje emésporcji
energii ktéra uruchamia kaskadrocesow powoduagych efekt fitotoksyczny (dochodzi
do powstania reaktywnych form tlenu). Uwalnianie TRRuszkadzaj komorki
nowotworowe powodgg ich$mier¢ [http://whoguideline.blogspot.com].

Behera i wsp. [2011] opisali metpdeczenia erytrodermatozy (wrzodowej
choroby skéry) powodowanej przez bakteieromonas hydrophili@ zastosowaniem
PEG-liposomow zawieragych zamykane wewtrz antygeny. Wykazali rownie ze
PEG-liposomy prze dhiszy czas cyrkulaj w organizmie i efektywniej uwalnigj
aktywne substancje [Behera i wsp 2011]. Modyfikapjeedhiajace czas dziatania
liposoméw i zapobiegage wychwytywaniu ich przez uklad fagocytow
jednopdrzastych (MPS), powodujee lek dizej znajduje si w krwiobiegu.

Technologia liposomowa umliwia otrzymanie rénych liposomowych form

lekbw zawierajcych np. antybiotyki [Drulis-Kawa i Dorotkiewicz-da 2010],
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nystatyny (Nyotrafi), wankomycyny [Nicolosi i wsp. 2010], leki przeaiirusowe
zawierajce kardiolipirg stosowan w terapii HIV [Malavia i wsp. 2011], niesteroidowe
leki przeciwzapalne - diklofenak [Jukanti i wsp.12(, insulirg [Degim i wsp. 2004,
Mady i Elshemey 2011], pochodne cytydyny - cydofoyRuozi i wsp. 2010] oraz
wiele innych.

Goldberg i Klein [2012] zasugerowali zastosowaniposoméw SUV
uformowanych z HSPC do smarowania stawOow ssakowgelu poprawienie ich
sprawngci.

W terapii genowe] stosowane &ationowe liposomy [Zheng i wsp. 2009].
Preparatami liposomowymi stosowanymi w leczeniuegahcym na wprowadzeniu
obcych kwaséw nukleinowych (DNA lub RNA) do komoreajmup sie m.in.
nastpujace firmy: Vical (San Diego, CA, USA), Genzyme (Faugion, MA, USA),
GeneMedicine (The Woodlaands, TX, USA), MegabiogrliBgame, CA, USA) [Lasic
1998]

Medycyna postuguje sitakze pecherzykami lipidowymi do znakowania tkanek,
komorek oraz elementéw wewtrzkomorkowych, jak np. mitochondria. Przy pomocy
rezonansu oznaczane sSrodki kontrastowe, ktore z kolei ukazujposzczegoblne
czasteczki, informujc, gdzie w danej komaérce, w jakim obszarze ¢page ekspresja
wybranych biatek [http://www.przeglad-urologicznl}.p

Liposomy immunoenzymatyczne stosowarenp. do szybkiej identyfikacji
grupy paciorkowcéw bezgoednio z wymazu z gardta. Technologia tazmdoy
stosowana w celu utatwienia szybkiego rozpoznamieiopkowego zapalenia gardta
[Gerber i wsp. 1990].

Zastosowanie gcherzykéw lipidowych w diagnostyce medycznej obggnu
liposomy z paramagnetykami, ktore wykagzujpowinowactwo do siateczki
endoplazamtyczne] i stosowne jakagodki kontrastowe w metodzie rezonansu
magnetycznego [Torchilin 1996].

W medycynie stosowaney $akze liposomy zawierage zamknita wewmntrz
lucyferyre. W wyniku bioluminescencji midiwe jest obserwowanie dystrybucji lekow
w organizmie oraz ich dotarcie do konkretnych thkane odpowiednim czasie
[Kheirolomoon i wsp. 2009].
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2.3 Procesy utleniania lipidéw

2.3.1 Wolne rodniki

W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie dzialanwolnych rodnikéw
zaréwno w warunkaclkn vitro, jak i in vivo. Wolne rodniki to reaktywne molekuty
posiadajce jeden Ilub wicej niesparowanych elektronébw na swojej powtoce
walencyjnej [Boots i wsp. 2008]. Obecaiesparowanego elektronu (lub elektronéw)
powoduje,ze % to wysoce reaktywne ggteczki dlatego okres ich péitrwania jest
bardzo krétki, wynosi okoto 1Ds. Wolne rodniki mog petnic zaréwno ro¢ utleniania
jak i reduktora, ze wzgtlu na maliwos¢ przyjmowania elektronu od innej gsteczki
lub oddawania nadmiarowego elektronu [Young i Waaels2001, Ratman i wsp.
2006]. Niesparowany elektron w gsteczkach wolnych rodnikdw odpowiada za ich
wiasciwosci paramagnetyczne [Young i Woodside 2001].

W organizmach oddychgjych aerobowo tlen a@steczkowy reaguje ze
Zwiazkami organicznymi i utleniania je, pobieg@jod nich elektrony, czyli sam ulega
redukcji. Catkowita redukcja aegteczki tlenu zachodzi gdy pragky ona cztery
elektrony i cztery protony. W wyniku catkowite] nactji czasteczki tlenu powstaj
dwie casteczki wody. Mate iléci tlenu, ok. 1-3%, ulegajniepetnej redukcji, co
skutkuje powstawaniem wolnych rodnikéw lub innyaaktywnych form. Powstaj
czesciowo zredukowane formy tlenu, zwane reaktywnyminfami tlenu - RFT (ang.
reactive oxigen species — ROS), podobnie powstagposob aigty reaktywne formy
azotu — RFA (ang. reactive nitrogen species - RIB8ts i wsp. 2008].

Wsrdd reaktywnych form tlenu oraz reaktywnych formotaz rozré&niane g§
zwiazki o charakterze rodnikowym takie jak: anionordédrponadtlenkowy (@),
rodnik hydroksylowy (OH, rodnik alkoksylowy (RQ, alkilowy rodnik nadtlenkowy
(ROO), tlenek azotu (NQ i ditlenek azotu (N®) oraz o charakterze nierodnikowym,
takie jak tlen singletowy'Q,), ozon (Q), kwas podchlorawy (HOCI), nadtlenek
wodoru (HO,), kation nitrozoniowy (NO), anion nitroksylowy (NQ oraz
nadtlenoazotyn (ONOQ [Boots i wsp. 2008]. Tlenek azotu (Nprocz charakteru
rodnikowego petni wiele wanych funkcji fizjologicznych, m.in. reguluje siienie
tetnicze, hamuje agregacj ptytek krwi oraz petni ra neuromodulatora
I neuroprzekanika w uktadzie nerwowym [Grajek 2007].

RFT i RFA r&nia si¢ reaktywndcia, np. HO,, O," i NO reaguj in vivo tylko
z niektorymi molekutami. Najbardziej aktywnym ze aystkich ROS jest rodnik
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hydoksylowy, ktéry mee reagowé z kazda molekuh [Boots i wsp. 2008]. OHnoze
reagowa z casteczk wypierapc atom wodoru — utleniania je lub poprzez addyge d
wiazan podwdjnych, np. addycja rodnika do podwdjnegazania kwasu oleinowego
[Bartosz 2006]. Rodnik hydroksylowy m® zainicjow& autooksydagj, polimeryzacg
lub fragmentag kwasu tluszczowego [Karawita i wsp. 2005, Bootsgp. 2008,
Herndndez i wsp. 2009]. Nie ma on zdglkioprzenikania przez btony komérkowe
[Rutkowski i wsp. 2007].

RFT i RFA wykazu dwza zdolng¢ do reagowania z innymi molekutami w organizmie
takimi jak biatka, lipidy czy lipoproteiny [Karavati wsp. 2005], w wyniku czego m@ag
je np. utlenid [Heim i wsp. 2002]. RFT reagujniespecyficznie z biomolekutami
powodupc w konsekwencji uszkodzenia struktur komorkowytafolepsza i Urbanek
2000]. RFT i RFA prowadgdo zmian DNA, RNA, zmniejszajaktywna¢ enzymow,
powodup wzrost przepuszczalda bltony komorkowej, zaburzaj sygnaty
w komorkach oraz indukgjapoptoz, prowadzca do $mierci komorki [Boots i wsp.
2008].

2.3.2 Powstawanie wolnych rodnikéw

Wolne rodniki powstaj endogennie w warunkach fizjologicznych w wyniku
tlenowego oddychania, reakcji katalizowanych przeksydazy, jony metali
przegciowych oraz s produkowane przez aktywowane fagocyty, mitochaidyi
I mikrosomalny tacuch oddechowy [Rutkowski i wsp. 2007]. Do egzogehzrédet
wolnych rodnikéw nalga miedzy innymi: dym tytoniowy, zanieczyszczenia powdeatr
rozpuszczalniki organiczne, ksenobiotyki [Karawiiteesp. 2005, Boots i wsp. 2008],
a take:

» radioliza - przemiany chemiczne zwkOw na skutek dziatania
promieniowania jonizacego w wyniku ktérego nagiuje rozpad
czasteczek wody,

» fotoliza - przerwanie wizan kowalencyjnych na skutek absorpciji
promieniowania elektromagnetycznego,

» sonoliza - dziatanie na roztwory wodne ultrattkami,

* jednoelektornowe reakcje redoks,

« homoliza - rozpad esteczek inicjatorow, zawiergjych stabe wizania,
ktére mo@ ulec rozpadowi homolitycznemu, w wyniku ktorego

z dwéch elektronéw zaangavanych w utworzenie tego ywania
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powstaj fragmenty czsteczki, ktdére otrzymajpo jednym elektronie,
wedtug reakcji: A-B— A + B'.

Homoliza nie ma znaczenia jako fizjologiczaedto wolnych rodnikow, ma
jednak znaczenie w pracach laboratoryjnych jakokimhtrolowanezrédto. Zwigzkami
stosowanymi w pracach fleiadczalnych, ktére w temperaturze fizjologiczniggap
homolitycznemu rozpadowi as rozpuszczalny w  wodzie zyAek
2,2’-azo-bis(2-amidynopropan) (AAPH) (rys. 17a) Dmzpuszczalny w tluszczach
2,2’-azo-bis(2,4-dimetylowaleronitryl) (AMVN) (rysl7b). Rozpad homolityczny w/w
zwiazkow tworzy rodniki alkilowe R ktore w obecnéi tlenu indukug rodniki
nadtlenkowe RO(Bartosz 2006].

Zrodtem powstawania wolnych rodnikowa stakze reakcje enzymatyczne
zachodzce w organizmie. Do enzymow wytwargeych wolne rodniki naley
oksydazy: aldehydowa, D-aminokwasowa, ksantynovedakfpzowa [Bartosz 2006]
oraz oksydaza NADPH, obecna w btonie fagocytow kBwski i wsp. 2007]. Inne
enzymy tworace wolne rodniki to: reduktaza cytochromu P-40, uktdza
glutationowa, peroksydaza oraz tyrozynaza [Bart@806]. Synteza tlenku azotu
nastpuje take przy udziale rodziny enzymow — syntetaz tlenkot@fNOS). Obecnie
wyroznia sk trzy rodzaje syntetaz NO [Rutkowski i wsp. 200@¢uronalna (nNOS),
indukowana (iNOS) érodbtonkowa - endotelialna (eNOS) [Grajek 2007].

Biologiczne znaczenie wolnych rodnikéw

Wolne rodniki g ciagle obecne w organizmie § sntegralm czgscia fizjologii
zywego organizmu [Wong i wsp. 2006a]. W sytuacji gdgstanie zachwiana
rownowaga pomidzy ich ilcscia (produkowanymi przez organizm oraz dostarczanymi
ze srodowiska), a systemem ich defensywy, dochodzi dgblsego wzrostu RFT
zwanego stresem oksydacyjnym, co prowadzi do licanghoréb, a nawetmierci
[Wong i wsp. 2006b, Katalinic i wsp. 2006]. W wyaniktresu oksydacyjnego dochodzi
do zmiany struktury i funkcji enzymodw, czynnikow amskrypcyjnych, biatek
cytoszkieletu komorki oraz utleniania zasad DNA tlwvski i wsp. 2007]. Utleniania
lipoprotein o niskiej gstasci przez wolne rodniki powoduje nidzyce, chorole
wiencowa oraz inne choroby uktadu krwiofreego. Wolne rodniki przyczynigjsic
miedzy innymi do powstawania nowotworéw [Wong i ws@08a], zwyrodnienia

stawéw, dny moczanowej, cukrzycy, chordob ukladu wosvego tzw.
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neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimehoroby Parkinsona, a tak
przyspieszaj procesy starzeniagsorganizmu [Heim i wsp. 2002, Karaita i wsp. 2005,
Ratman i wsp. 2006]. Denham Harman, po raz pierwszyotowie 1950 roku,
zaproponowat,ze za procesy starzenia odpowiadajolne rodniki [Harman 1956].
Reaktywne formy tlenu odgrywajznacaca role w rozwoju zapaleniazotadka
spowodowanego przezHelicobacter pylori marskdéci watroby, a take
w patomechrimie astmy oskrzelowej [Rutkowski i wsp. 2007]. R&§zkadzaj reszty
sacharydowe biatek lub cukrowce, np. mukopolisagharkwas hialuronowy, dalacy
istotnym sktadnikiem mazi stawowej. W wyniku rozama whzan glikozydowych
pomidzy monomerami nagiuje depolimeryzacja tego wielocukru, co prowadai d
zmniejszenia lepkai roztworu kwasu i uniemaiwia prawidtowe funkcjonowanie

stawéw [Puzanowska-Tarasiewicz i wsp. 2008].

2.3.3 Procesy utleniania bton biologicznych i czynniki idukuj ace ten proces

Peroksydacja lipiddow uwana jest za najbardziej znany biologiczny
tancuchowy proces wolnorodnikowy. Polega na tworzeradtlenkow lipidow. Nazwa
pochodzi od angielskiego stowa peroxidation. Waloeniki atakug wielonienasycone
kwasy ttuszczowe (ang. polyunsaturated fatty aciBUFA) obecne np. w btonach
komorki. Wieksza liczba wizan podwojnych w czsteczce wielonienasyconego kwasu
tluszczowego zwksza podatrni@ na procesy peroksydacji [Puzanowska-Tarasiewicz
i wsp. 2008]. Proces utleniania lipidow w btonacdbldgicznych, poddanych utleniania
w wyniku czynnikéw stresowych, uznano za jeden »wglych mechanizmow
uszkodzenia komérek organizméw tlenowych [Tangp v&D00].Peroksydacja lipidow
sktada si trzech faz charakterystycznych dla reakcji wolmmi&owych: inicjacji,
propagacji oraz termianacji. Inicjacja polega naradniu atomu wodoru od gzteczki
wielonienasyconego kwasu ttuszczowego i utworzenilnika alkilowego (1), ktory
W miejscu gdzie znajdowatespderwany atom wodoru posiada niesparowany elektron
Zachodzi przegrupowanie gzian podwdjnych w tacuchu, co prowadzi do powstania
wiazan sprzzonych. Naturalnie wyspujace kwasy tluszczowe nie posiaglayiazan
sprzzonych, obecn& ich w taacuchu kwasow tluszczowych jest znakiem przebiegu
procesu peroksydacji [Bartosz 2006]. Do czynnikéavyavajpcych atom wodoru od
wielonienasyconego kwasu tluszczowego, przez ogujacych proces peroksydacji
lipidow, naleza: rodnik hydroksylowy, rodnik nadtlenkowy LOQalkoksylowy LO,
alkilowy L, ozon, NO, N@, SQ, kationorodniki — ferrytowy oraz nadferrylowy
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[Puzanowska-Tarasiewicz i wsp. 2008]. W 1964 rolaclistein i wsp. wykazalze
jednym ze sposobéw inicjowania peroksydacji lipido@st obecn& zelaza
w srodowisku reakcji [Hochstein i wsp. 1964]. Mechanizpowodujcy utleniania
lipidow zaleny od zelaza badano w modelowych systemaohvitro, takich jak
liposomy [Aruoma i wsp. 1989, Gao i wsp. 2000] orakrosomy [Aruoma i wsp.
1989]. Peroksydagj mikrosoméw inicjowano dodatkiem Fez NADPH [Aruoma
i wsp. 1989, Tang i wsp. 2000]. W przypadku lipossmdodawano jonyelaza np.
Fe?* (czesto w formie schelatowanej w kompleks np. ADBFalbo F&" z czynnikiem
redukupcym np. kwasem askorbinowym (rys. 18) [Aruoma i w$p89, Gao i wsp.
2000, Tang i wsp. 2000].

W srodowisku reakcji jony F& utleniap sic do formy Fé&". Askorbinian
regeneruje powstatforme jonéw zelaza do formy Fé. Zapewnia w ten sposéb
wiasciwy stosunek obu fornielaza, tj. 1:1, optymalny do Zaja reakcji utleniania
lipidow [Aruoma i wsp. 1989].

Kolejnym etapem peroksydaciji lipidow jest prolongadolega ona na tyme
to wolne rodniki alkilowe Lreaguj z tlenem tworzc rodniki nadtlenkowe LOQ(2).
Powstate rodniki nadtlenkowe lipidéw odrywatom wodoru od ,zdrowej” esteczki
kwasu tluszczowego LH, w wyniku czego powstaje lemdtk kwasu ttuszczowego
LOOH (3) i kolejny rodnik alkilowy, ktéry waiga do reakcji kolejne ,zdrowe”
czasteczki kwasow tluszczowych. Reakcja prolongacjzenpachod wielokrotnie a
do momentu kiedy nagti terminacja, oddziatywanie gdzy dwoma rodnikami dage
jako produkt casteczle o charakterze nierodnikowym. Reakcja termiancjizeno
zachodzt pomidzy dwoma wolnymi rodnikami alkilowymi (4), dwomadnikami

nadtlenkowymi (5), dwoma géymi rodnikami (6).

LH - L (1)
L'+ O, — LOO )
LOO + LH — L' + LOOH 3)
L'+ L — L-L (4)
LOO + LOO — LOOL + O, (5)
LOO + L' — LOOL (6)

[Bartosz 2006].
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Reakcg peroksydacji mge komplikowa proces zwany reinicjagj polegagcy na tym,
ze nierodnikowe produkty peroksydacji, takie jak ttexaki lipidow (LOOH) rozktadaj
sig do produktéw wolnorodnikowych. Zjawisko to inicjawe jest przez jony metali
przegciowych, npzelazo [Bartosz 2006].

Dalsze przemiany produktow peroksydacji, zachodzw wyniku reakcji
S-eliminacji prowadz do rozpadu reszt wielonienasyconych kwaséw tluszgzh
i utworzenia aldehydéw (np. dialdehydu malonoweghydroksyaldehydow oraz
weglowodoréw (np. etanu, pentanu) [Puzanowska-Tanastei wsp. 2008]. Produkty
peroksydacji lipidow stzn jako markery do okéenia stopnia utleniania [Young
i Woodside 2001]. Stwierdzono wysokiegznie wyej wymienionych produktow
procesow peroksydacji lipiddw w surowicy pacjentozv chorobami wtroby,
u cukrzykéw oraz cierpcych na choroby ukiadu &renia, katarakt i ztosliwe
nowotwory [Haberland i wsp. 1996].

Zmiany w btonie biologicznej, spowodowane procesparoksydacji, skutkgj
zmiarg jej wiasciwosci fizycznych. Inna organizacja btony prowadzi dabuarzé
transportu, zmian aktywdoi tancucha oddechowego, jak rowmiedo perturbacii
przewodzenia sygnatéw [Rutkowski i wsp. 2007]. Rawtleniania lipidow miae
prowadz¢ do zwkkszenia lub zmniejszenia upadkowania warstwy lipidowej bton
[Soto i wsp. 2003].

Powyzej opisany proces peroksydacji lipiddbw to procegnezymatyczny.
Natomaist wiele wanych biologicznie zwizkdw np. prostaglandyn, tromboksandw czy
leukotriendbw powstaje z kwasu arachidonowego, wikeymtleniania indukowanego
przez cykloksygenazy i lipooksygenazy — enzymy lkaimce wbudowywanie
czasteczki tlenu w okrdona pozycg tancucha kwasu tluszczowego, co skutkuje
powstawaniem nadtlenkéw kwasow ttuszczowych [Puaahka-Tarasiewicz i wsp.
2008].

2.3.4 Procesy peroksydacji w przemyle

Procesy peroksydacji lipidow wywierajszkodliwy wplyw nie tylko na
organizmy zywe, ale take na procesy zachogtz w przemgle przetworczym
[Karawita 1 wsp. 2005]. W przeme spaywczym wane jest stosowanie
przeciwutleniaczy za wzgllu na hamowanie procesOw utlenianigywnosci,
szczegoOlnie bogatej w nienasycone kwasy tluszczodapobiega to procesom

pogorszenia jakawi, witasciwosci sensorycznych i zdrowotnychywnosci w tym

49



WSTEP

powstawania potencjalnie szkodliwych, a nawet toksych substancji. W przerig
spaywczym stosowane asnastpujace przeciwutleniacze: izobutylohydroskyanizol
- BHA, 3,5-diizobutylo-4-hydroksytoluen - BHT, tulylohydrochinon — TBHQ oraz
galusan propylu - Pge (rys. 19).

Substancje te kontrolj procesy utleniania lipidow wzywnosci. Trwaja
poszukiwania naturalnych zgwkOéw o aktywnéci przeciwutleniaicej mogcych
zashpi¢ syntetyczne antyoksydanty, ktoregsto s szkodliwe lub wgcz toksyczne dla
zywych organizméw. Na dodatek te naturalne substapopawane jako nutraceutyki
mogtyby zapobiega powstawaniu nadmiaru wolnych rodnikbw w organizimac
[Madsen i wsp. 1998, Wettasinghe i Shahidi 199%akdta i wsp. 2005].

2.4 Substancje aktywne biologicznie

2.4.1 Przeciwutleniacze

Przeciwutleniacz to kKala substancja, ktéra w niskineztniu hamuje procesy
utleniania [Young i Woodside 2001, Boots i wsp. 00Zgodnie z 4 definicja
fizjologiczna rola przeciwutleniaczy polega na ashe skladnikbw komorek przed
uszkodzeniami wynikagymi z chemicznych reakcji anggacych wolne rodniki
[Young i Woodside 2001]. Zwkeki o charakterze przeciwutleniaczy naogeinic role
zarébwno ochronyy jak i terapeutyczn [Ratman i wsp. 2006]. Badania
epidemiologiczne potwierdzawptyw diety bogatej w przeciwutleniacze na zngyz
spadek liczby zachorowiana choroby o podim wolnorodnikowym. ,Paradoks
francuski” polegajcy na powizaniu diety wysokottuszczowej Francuzow ze
spazyciem czerwonego wina ma wpltyw na zaualaie mniejsz liczba wystpowania
chorob ukiadu kizenia wiréd mieszkacow tego kraju. Spgwanie czerwonego wina,
bogatego midzy innymi w takie zwgzki jak resweratrol (rys. 20) oraz antocyjany:
delfinidyno-3-glukozyd,  cyjanidyno-3-glukozyd  oraz malwidyno-3-glukozyd,
korzystnie wptywa na zdrowie [Tsuda i wsp. 1996].

Rynek preparatow zawiergych zwizki o charakterze przeciwutleniaczy waci
wzrasta. Zanieczyszczorseodowisko i bardziej intensywny trybycia powoduy, ze
rosnie liczba zachorowa na choroby cywilizacyjne | spoteczne. Wzrastazéak
zainteresowanie zwzkami o widciwosciach przeciwutleniacych w przemgle

kosmetycznym [Ratman i wsp. 2006].
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Wsrod  olbrzymiej ilgci  przeciwutleniaczy wyréiniono dwie gtdwne grupy:
przeciwutleniacze enzymatyczne i nieeznzymatyceyse 1).

Antyoksydanty enzymatyczne to =zwki endogenne produkowane przez
organizm, jako enzymy, niskoggteczkowe zwizki oraz kofaktory enzymoéw.
Przeciwutleniacze nieenzymatyczne substancjami egzogennymi i muaszost&

dostarczone wraz z digfRatman i wsp. 2006].

2.4.2 Budowa chemiczna i widciwosci fizykochemiczne polifenoli

Zwiazki polifenolowe stanowi pod wzgtdem struktury i wiéciwosci
zroznicowary grupe niskocasteczkowych zwizkéw. Jest to liczna grupa zgkow
o charakterystycznej budowiegdacych wtérnymi metabolitami &in [Duthie i wsp.
2003]. Dua liczbe zwiazkow stanowg flawonoidy. Ich podstawowy szkielet sktada si
z 15 atomow wgla uktadagcych se w tzw. uktad 1,3-difenylopropan-1-owy, zwany
tez benzo-gamma-pyronem. Stangwpo dwa pieicienie benzenowe pgizone
tancuchem tréjwglowym lub piegcieniem heterocyklicznym C6-C3-C6 (rys. 22)
[Grajek 2007, Arct i Pytlakowska 2008].

Wsrdd  flawonoidow  wyréniono nasipujace klasy: flawanole, flawony,
flawonole, flawanony, izoflawony i antocyjany (Tal6). Do polifenoli, oprécz
flawonoidéw, zaliczono proste polifenolowe nieflavaidowe zwazki tworzone na
drodze szlaku szikimowego - kwasy benzoesowe irogmowe. Polifenole tia si¢
stopniem uwodornienia piagienia heterocyklicznego, liczh miejscem podstawienia
grup hydroksylowych oraz stopniem ich glikozylagmnetoksylacji [Heim i wsp. 2002,
Wilska-Jeszka i Sosnowska 2004, Bourgou i wsp. R008

KLASA PODSTAWOWA
B STRUKTURA PRZEDSTAWICIELE WYSTEPOWANIE
SZKIELETU
flawanole (+)-katechiny herbaty, kakao,
brzoskwinie
. O (-)- epikatechina czerwone winogrona,
O on wino
galusan epikatechiny| herbaty
galusan herbaty
epigalokatechiny
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it

o

flawony chryzyna skorki owocow
° ‘ O apigenina pietruszka, seler,
T cytrusy
rutyna czerwone wino,
gryka, cytrusy,
skorka pomidora
luteolina czerwony pieprz,
seler, czerwona
papryka
flawonole kemferol por, brokut, endywia,
czarna herbata,
grejpfrut
kwercetyna cebula, satata, broky
pomidor, herbata,
czerwone wino,
skorki jabtek, jagody
mirycetyna czerwone wino,
zurawina
rutyna czerwone wino, gryk
flawanony naryngina cytrusy, grejfruty
° O naryngenina grejfruty
o taksifolina cytrusy
hesperydyna pomaieze
izoflawony o daidzeina soja, groch, fasola
) ‘ O genisteina soja, groch, fasola
antocyjany delfinidyna kolorowe owoce,
N O baktazan
Z on cyjanidyna wénie maliny,
truskawki

Tab. 6.Klasy flawonoidow, ich ogolna struktura oraz prady wystpowania
[Rice-Evans i wsp. 1997, Heim i wsp. 2002]
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Flawonoidy g zdolne do hamowania proceséw oksydacyjnych nazerod
e zmiatania wolnych rodnikéw,
e przerywania, czyli termiancji reakcji rodnikowych,
* wiazania metali katalizarych procesy utleniania,

* inhibicji enzymow z grupy oksydaz [Wilska-JeszKodgdek 2000].

Flawonoidy dziatagj jako przeciwutleniacze na drodze begpdniego wychwytywania
wolnych rodnikow, takich jak anionorodnik ponad#tewy, rodnik hydroksylowy,
tlenek azotu. Mechanizm reakcji zmiatania wolnycbhdnikow schematycznie
przedstawiono na rysunku 23.

W wyniku reakcji wolnych rodnikow z a@steczlky flawonoidu powstaj
matoreaktywne rodniki flawonoidowe (FLJO charakteryzujce se& zdolnGcia
stabilizowania i przekazywania elektronow, ktore paakcji z kolejnym wolnym
rodnikiem tworz stabily forme chinonu [Malolepsza i Urbanek 2000, Pietta 2000,
Duthie i wsp. 2003].

Flawonoidy g§ zdolne do kompleksowania jondw metali. Za {elaosci te
odpowiadaj grupy: 3,4 -dihydroksy w piécieniu B, 4-keto, 3-hydroksy oraz 4-keto,
5-hydroksy w piejcieniu C casteczki [Rice-Evans i wsp. 1997]. Mave miejsca
kompleksowania jondw metali przezasteczk flawonoidu przedstawiono na rysunku
24,

Zdolnas¢ flawonoidéw do chelatowania jonéw metali wptywa ich wysok
aktywna¢ op&niania procesOw starzenia oraz ma wplyw na prawidi@inienie
i hamowanie standéw zapalnydirct i Pytlakowska 2008]. Warto zaznadzyze
kompleksy, np. kwercetyny oraz katechin z *Fesy bardziej efektywne
w wychwytywaniu  wolnych  rodnikbw w  poréwnaniu do hic form
nieskompleksowanych [Zhao i wsp. 1998]. Na rysur@& przedstawiono schemat
mechanizmu wychwytywania rodnika nadtlenkowego prz&ompleks grupy
katecholowowej zelazem [Zhao i wsp. 1998].

Aktywnos¢ przeciwutleniggca polifenoli zwazana jest z ich struktyr
chemiczna, szczegoblnie z obectma grup hydroksylowych. Na wysakaktywnaé
przeciwutleniajca flawonoidow maj wplyw nastpujace elementy budowy ich
czasteczek:

e ugrupowanie orto 3°,4 -dihydroksy w piereniu B (obecne np. w katechinie,

luteolinie, kwercetynie) umibiwia tworzenie wewantrzczsteczkowego
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wiazania wodorowego pordzy tymi grupami, przez co zgksza stabiln&
rodnikéw fenoksylowych [Rice-Evans i wsp. 1997]. u@y hydroksylowe
w piecieniu B najtatwiej wychwyty wolne rodniki. Zdolné
wychwytywania wolnych rodnikbw wzrasta liniowo zeznwstem liczby grup
OH w szeregu homologicznym flawonoidéw oraz flawamw [Heim i wsp.
2002]. Najwtksz aktywna¢ wykazup czasteczki posiadage grupy
hydroksylowe w pozycji ,orto”, mniejsz w pozycji ,para” a najmniejsz
w pozycji ,meta” [Arora i wsp. 1998]. Grupy 3, 4dechol (rys. 26a)
w piescieniu B, grupa meta 5,7-dihydroksy w gi@eniu A, wysgpujace np.
w czasteczce kemferolu, apigeniny oraz wasieczce chryzyny, silnie hanauj
procesy peroksydacji lipidow [Lemska i wps. 2001],

obecnad¢ grupy 1,2,3-trihydroksybenzoesowej w pgmeniu B (tzw. grupy
pirogalowej — rys. 26b) zwksza aktywn& przeciwutleniggca (np.
w epikatechinie). Podobny efekt wywoluje resztaifpablowa piefcienia B
struktury flawonoidowej przy grupie 3-OH (np. w EGE[Pietta 2000],
podwojne wizanie pomgdzy atomami wgla G i C3 w piescieniu C
[Rice-Evans i wsp. 1997], ktére wraz z grupami 4eké 3-hydroksylovq
w pieicieniu C sprzyjaj przemieszczeniu elektronéw. Przestrzennezanie
pierscienia B i jego kt nachylenia w stosunku do catepsteczki maj znaczny
wplyw na aktywné¢ przeciwutleniagca [Matolepsza i Urbanek 2000, Heim
I wsp. 2002],

obecnd¢ grupy karbonylowej przy wglu C, w piescieniu C [Rice-Evans i wsp.
1997],

polimeryzacja jednostek flawonoidowych w ¢kéze agregaty [Heim i wsp.
2002]. Flawnoidy w wyniku polimeryzacji np. dwoéchbl trzech casteczek
tworza struktury zwane taninami i procyjanidynami [Ard@ytkowska 2008],
obecnad¢ grupy cukrowe] zmniejsza aktywéio przeciwutleniajag. Aglikony
wykazup silniejsz aktywna¢, anieli formy glikozydowe, w ktérych im wcej
podstawnikow cukrowych tym staksaktywnaé przeciwutleniagca wykazup
[Rice-Evans i wsp. 1997]. W naturze flawonoidy wepstia czesciej formie
3-O-glikozydéw (zwanych bioflawonoidami), aeli aglikonéw [Arct
i Pytkowska 2008]. Najazciej wyskpujacymi podstawnikami cukrowymias

glukoza, ramnoza, galaktoza, arabinoza, ramnozani{Hewsp. 2002] oraz
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ksyloza [Merken i Beecher 2000, Duthie i wsp. 200Rkadziej wysipuja
mannoza, fruktoza, a najrzadziej kwas glikuronowkwas galakturonowy
[Duthie i wsp. 2003]. Glikozylacja gsteczki dotyczy najeZciej pozycji G,
rzadziej G, C; czy G [Merken i Beecher 2000]. Podstawnik cukrowy gvgza
rozpuszczaln@ glikozydéw w stosunku do aglikonow, ktéredac wolnymi
flawonoidami wykazuy niska rozpuszczalnd@ w wodzie, jednak &

rozpuszczalne w substancjach organicznych [Argtkdvska 2008].

2.4.3 Wystepowanie zwhzkdw polifenolowych oraz ich rola w rdlinach

Zwiazki polifenolowe wystpuja obficie zarbwno w jadalnych, jak
I niejadalnych rélinach [Wojdyto i Oszmiaski 2007]. & to substancje naturalnie
wystepujace w raglinach jako ich wtérne metabolity. Wysgiuja w ziotach, warzywach,
owocach, zbgzach [Bourgou i wsp. 2008], w #dych czsciach rdglin np. lisciach,
nasionach, korze, a nawet w korzeni i kwiatach. aZkii te obejmuj bardzo licza
grupe. Jednezrédta podag, ze do 2000 roku poznano 10000 flawonoidéw [Matolepsz
i Urbanek 2000], inneze do 2002 roku 4000 [Heim i wsp. 2002] Ide, do 2008 roku
poznano 5000 tych zazkoéw [Boot i wsp. 2008], a jeszcze innge do 2009 roku
znanych byto 9000 flawonoidéw [Hernandez i wsp. 200
Zwiazki flawonoidowe rzadko spotykanes sv bakteriach, glonach, porostach czy
mszakach. Analizag ukfad systematyczny, wygiowanie flawonoidow mma
zauway¢ dopiero wrod raslin naczyniowych od klasy paproci [Matolepsza i dniek
2000].

Zwiazki polifenolowe chroni rosling przed promieniowaniem ultrafioletowym,
patogenami czy #&inozercami. Antocyjany petai role wabkca owady przez co
utatwiajp zapylenie rélin [Heim i wsp. 2002]. Flawonoidyasnajwaniejsz grum
barwnikow rd@linnych, ktére nadaj zabarwienie ptatkom kwiatéw i owocom. Zazki
te wykazug dziatanie przeciwwirusowe, przeciwgrzybowe oragy/bakteryjne. Pethai
role atraktantéw organizméw symbiotycznych, regalugkspresj genéw oraz
aktywna¢ enzymow. Substancije te odstragzajady przez co ochranigjosling przed
zerowaniem owadow [Erlejman i wsp. 2004]. Flawonoidykomérkach rélinnych
petnia rowniez role wewretrznych substancji przekaikowych gdy wplywaja na
regulacg poziomu kwasu indolilo-3-octowego (IAA). Pednitakze rok sygnatow
chemicznych dla innych organizmow kjoych udziat w zjawisku mikoryzy czy

symbiozy oraz uczestnigzv zjawisku allelopatii [Matolepsza i Urbanek 2000]
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2.4.4 Aktywnosé biologiczna zwazkow polifenolowych

Dieta bogata w warzywa i owoce korzystnie wptywazdeowie i chroni przed
chorobami. Temat absorpcji i metabolizmu flawoneidgest jednak weiz mato
poznany. Dosfpne wyniki wskazuj, ze biodosgpnas¢ flawonoidow jest niska [Young
I Woodside 2001]. Badania kliniczne potwierdzagaleznos¢ migdzy iloscia
spazywanych owocOw i warzyw, a obmniem liczby wysfpowania, takich jak
schorzé: choroba wiécowa, stany zapalne oraz nowotwory [Young i Wooels201,
Duthie i wsp. 2003, Ren i wsp. 2003, Huang i ws@0%. W odpowiednio
zbilansowanej diecie nalg pametac o spayciu odpowiedniej iléci przeciwutleniaczy
Zz warzyw, owocOw oraz sokéw. Dokonajwyboru naley pamktat, ze nie wszystkie
soki g zrodiem duej ilosci przeciwutleniaczy. Oszmiaki i wsp. [2007] wykazalize
najbardziej wartéciowe, wsrod sokow, pod wzgblem zawartéci przeciwutleniaczy &
soki nmetne. Posiadajone okoto dwa razy wigz zawart@¢ polifenoli w poréwnaniu
z sokami klarowanymi oraz, co jest z tym pazéne, wyszs aktywnacé
przeciwrodnikow.

Flawonoidom przypisywane jest dziatanie przeciwud@ce, diuretyczne,
przeciwbiegunkowe, przeciwzapalne oraz przeciwnowodwe [Aaby i wsp. 2004,
Luo i wsp. 2004]. Mechanizm wptywu flawonoidow niespres¢ gendw w komaorkach
ssakéw opisat Kuo w 2002 roku, natomiastk rpblifenoli w stabilizowaniu genomu
przedstawit Ferguson w 2001 roku.

Dziatanie przeciwzapalne flawonoidéw znalazto zssteanie w kosmetologii. Dla
przyktadu glikozydy apigeniny obecne w rumiankukitysvuja 5-lipoosygenag oraz
cyklooksygenag, ktore odrywaj kluczowa role w przemianach kwasu arachidonowego
do leukotreinéw oraz prostaglandjArct i Pytlakowska 2008]. Taie inne flawonoidy,
jak np. kwercetyna, apigenina oraz katechiny wykazafekt przeciwzapalny poprzez
hamowanie cyklooksygenazy 2 (COX2) oraz indukowasygjtazy tlenku azotu [Yao

I wsp. 2004].

Polifenole hamuj procesy proliferacji komoérek poprzez inhikicjtakich
enzymow jak: biatkowa kinaza tyrozynazy (ang. protéyrosine kinase - PTK),
biatkowa kinaza C  (ang. protein  kinase  C-PKC) oraxkinaza
fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforanu (ang. phbgmositide 3-kinases - PI3Ks) [Ren
i wsp. 2003].
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Zwiazki flawonoidowe wykazuj szereg wigciwosci biologicznych w tym
antybakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwalergiczhemuj agregag ptytek krwi,
zapobiegaj zakrzepom oraz uszczelrjajaczynia krwiongéne [Bourgou i wsp. 2008].
Zwiazki te uszczelniaj naczynia krwionéne poniewa ochraniag witaming C przed
reakcjami chemicznymi, a ta& na drodze hamowania aktyvgnb metaloproteinaz
degradujcych kolagen i elastynArct i Pytlakowska 2008].

Flawonoidy wykazuyj silne wi&ciwosci przeciwutleniaggce zwhzane mgdzy
innymi  ze zdolnécia do wychwytywania wolnych rodnikdw, 2z inhibicj
rodnikotwdérczych reakcji enzymatycznych, z chelaoigm metali oraz poprzez
wykazywanie wiaciwosci redukugpcych [Heim i wsp. 2002, Karawita i wsp. 2005,
Bourgou i wsp. 2008]. Ponadto flawonoidy mowptywat na aktywnéé wielu
enzymow biogcych udziat w tworzeniu RFT, takich jak oksydazyahksynowej,
lipoksygenaz, peroksydaz [Matolepsza i1 Urbanek 20@0etta 2000]. Zwizki
flawonoidowe mog w koncu br& udziat w terminacji reakcji fecuchowej tworzcej
rodniki peroksylowe oraz hydroksyperoksylowe [Heiwsp. 2002].

Zwiazki te wykazuy takze korzystne dziatanie w terapii AIDS np. kwercetyna
[Ono i wsp. 1990, Nair i wsp. 2009] i (-)epikatechi[De Clercq 2000]. Flawonoidy s
inhibitorami odwrotne] transkryptazy, przez co h@gmwmamnaanie wirusa HIV.
Badania przeprowadzome vitro wykazaty,ze kwercetyna posiada zdoktcdhamownia
wzrostu wielu linii komérek rakowych ludzi, takigak nowotwory okeznicy, piersi,
jajnikdéw oraz ptuc [Matolepsza i Urbanek 2000, Wadsleszka i Sosnowska 2004]. Ren
I wsp. [2003] wykazalize zwkkszenie spaycia przez mzczyzn mirycetyny zmniejsza
zachorowalnéé na raka prostaty.

W tabeli 7 przedstawiono przyktady przeciwnowotweego dziatania flawonoidow.
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NOWOTWOR LUDZKI KOMORKI FLAWONOID

jamy ustnej HSC-2, HSG, SCC-25 flawanony, izoflayan
EGC, chalkony, EGCG,
genisteina, ECG,
kwercetyna

piersi MCF-7 flawanony, genisteina,

kwercetyna luteolina

tarczycy ARO, NPA, WRO genisteina, apigenina,
kemferol, chryzyna,
ptuc SK-LU1, SW900, H441, flawony, kwercetyna
H661, haGo-K-1, A549
prostaty LNCaP, PC3, DU145 katechina, epikateching,
kwercetyna, kemferol,
luteolina, apigenina,
sylimaryna
jelita grubego Caco-2, HT-29, IEC-Bflawony, kwercetyna,
HCT-15 genisteina, antocyjany
biataczka HL-60, K562, Jurkat apigenina, kwercetyna
chalkony
czerniak 4A5 chalkony

Tab. 7. Przyktady przeciwnowotworowych wdeiwosci flawonoidéw, komérek na
ktOre dziatag oraz jakim nowotworom zapobiegdRen i wsp. 2003].

Wiasciwosci przeciwzapalne flawonoidéw zostaly zastosowandenmatologii
w leczeniu takich schorge jak tradzik rézowaty czy tuszczyca. tagoalzone
podranienia i wybielag przebarwienia skorne [Arct i Pytlakowska 2008].
Wiasciwosci prozdrowotne przeciwutleniaczy zainspirowaty godejmowana préb
modyfikacji genetycznych, m@ych na celu zwkszenie syntezy tych zwikéw
w raslinach np. w transgenicznych bulwach ziemniakow Kasezewicz i wsp. 2002,
Stobiecki i wsp. 2003]. Analiza bulw transgeniczZmyziemniakow z nadekspres;j
biatka 14-3-3 wykazata o 45 % w§zm aktywnadé przeciwutleniajca
w zmodyfikowanych bulw w poréwnaniu z sfmami kontrolnymi. Przeciwny efekt
zaobserwowano w bulwach transgenicznych z repreisitka 14-3-3. Wykazana,e

zmiany aktywnéci przeciwutleniajcej powhzane byly z ilécia kwasow fenolowych
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oraz antocyjanow. Poziom kwasow fenolowych i anfaogw byt silnie skorelowany
(r= 0,92) 1z regulacyin rola biatkka 14-3-3 w biosyntezie zazkéw

przeciwutleniajcych [Lukaszewicz i wsp. 2002].

2.4.5 Oddziatywanie flawonoidéw z btory lipidowa

Istniejp dwa prawdopodobne mechanizmy oddziatywania flauddwe z btory
lipidowa:
e adsorpcja na powierzchni btony i interakcja hydoefiych flawonoidéw
z polarnymi gtowami lipidow na powierzchni wodaitippoprzez wizania
wodorowe,
» wnikanie hydrofobowych flawonoidéw w niepolarny amj blony (rdzeé)
[Erlejman i wsp. 2004, Oteiza i wsp. 2005].
Sposéb oddziatywania flawnoiddw z blponma wplyw na ich aktywni
przeciwutleniajca. Kompleksy flawonoidéw z bten moga chront blore przed
szkodliwym dziataniem czynnikéw zewtnznych [Erlejman i wsp. 2004]. Badany jest
wptyw flawonoidow na plynn& bton oraz lokalizagj tych zwhzkow w btonach
biologicznych z zastosowaniem liposomow jako uktadadelowego [Arora i wsp.
2000, Erlejman i wsp. 2004].
W celu okrélenia sposobu oddziatywania flawonoidéw z hfostosowane &
nastpujace badania:
e wyznaczanie wspotczynnika podziatu oktanol:bufoot[H wsp. 1996, Vaes
i wsp. 1998, Gordon i wsp. 2001, Nenadis i wsp.2®&¥lejman i wsp. 2004],
* wyznaczanie statych dysocjacji {Kflawonoidéw pom¢dzy btorg liposomow
a bufor na podstawie rownania Sterna-Volmera - z&prpomiar zmian
fluorescencji sondy [Verkman 1980, Van Dijk i w000, Tammela i wsp.
2004],
» pomiar wptywu flawonoidéw na plynsé btony poprzez pomiar zmian
anizotropii fluorescencji [Arora i wsp. 2000] lullpryzacji sondy [Erlejman
i wsp. 2004],
 wplywu przeciwutleniaczy na przemiany fazowe biton skaningowa
kalorymetria régnicowa (ang. differential scanning calorimetryDSC) [Van
Dijk i wsp. 2000].
Pomiar anizotropii fluorescencji sondy jest szeratosowaa technily do badania
wptywu ré&znych molekut na wigciwosci fizyczne membran, w szczegohoo na
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ptynnas¢ btony biologicznej. Pod pegiem ptynndci btony naley rozumie& wzgledna
swobo@ ruchu casteczek w btonie lipidowej [Arora i wsp. 2000]. Wkn bada
wskazuj, ze flawonoidy mog lokowat si¢ w hydrofobowym rdzeniu btony, przez co
stabilizup btorg i chrong ja przed procesami utleniania [Arora i wsp. 2000]n\Eijk
i wsp. [2000] okrélili wspétczynnik podziatu przyktadowych flawnoiddvistwierdzili
oni, ze relatywna hydrofobowsd tych zwiazkow zaley od ilosci grup hydroksylowych
w czasteczce (maleje wraz ze wzrostem liczby grup hysilokvych) oraz od budowy
przestrzennej @ateczki (ptaska struktura przestrzenna jest prefena
w oddziatywaniu z btog). Flawanony s bardziej hydrofobowe w poréwnaniu do
flawonoli o takim samym stopniu hydroksylacji, adpak wykazui mniejsze
powinowactwo do btony w porownaniu z flawanolamipre maj ptasks budowe
przestrzenna @steczki [Van Dijk i wsp. 2000]. Ollila i wsp. [20DP2badali interakcje
pomiedzy flawonoidami a membranDPPC. Zauwazyli oni, ze flawonoidy, ktére
zawieraty w swojej cgsteczcee liczne grupy hydroksylowe silnieapaty sk z btor.
Zasugerowali,ze jest to zwjzane z tworzeniem wzar wodorowych [Ollila i wsp.
2002, Tammela i wsp. 2004].

Lokujace st w btonie zwazki mog wpltywaé na zmiag wiasciwosci bton
w tym na zmiag temperatury przégia fazowego. Kwercetyna i naringenina w pH 7,4
obnizaja temperatug przegcia fazowego DPPC w liposomach, poniewaneutralnym

pH oba te flawonoidy lokuajsi¢ w hydrofobowej czsci btony [Oteiza i wsp.2005].
2.4.6 Polifenolowe ekstrakty raslinne

Berberys

Berberys zwyczajnyBerberis vulgarisL.) nalezy do rodziny berberysowatych
(Berberidaceag zaliczanej do jaskrowcowR@nunculales Ranie w Azji oraz
w Europie. Berberys jest kolczastym krzewem o wgsok 1-3 m o odwrotnie
jajowatych lub eliptycznych dciach. Niektére kcie przeksztalconeasw kolce.
W okresie kwitnienia, przypadgjym na maj-czerwiec, na dlmie pojawiap si¢ zolte,
promieniste kwiaty zebrane w groniaste, zwisaj kwiatostany (rys. 27). Owoce
berberysu swdj czerwony kolor (rys. 27) zawdzap obecndéci antocyjanéw w tym:
pelargonidyny, delfinidyny, cyjanidyny, malwidynypetunidyny oraz peonidyny
(rys. 28) [Copoxonyooe i wsp. 2005].
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Antocyjany te najo®ciej wyskpuja w postaci glikozydow, takich jak:
delfinidyno-3-glukozyd, petunidyno-3-glukozyd, cyjdyno-3-glukozyd,
malwidyno-3-glukozyd, cyjanidyno-3-rutynozyd, peidyno-3-rutynozyd,
peonidyno-3-glukozyd, delfinidyno-3-rutynozyd onamalwidyno-3-rutynozyd (rys. 29)
[Wallace i Giusti 2008].

Surowcami leczniczymi berberysu korzenie, kora, d$cie oraz owoce, ktéress
wykorzystywane w tradycyjnej ifgkiej medycynie [Shamsa i wsp. 1999,
http://www.biology.pl]. Berberys wykazuje dzialanantybakteryjne [Shamsa i wsp.
1999, Janbaz i Gilani 2000, Fatehi i wsp. 2005, ddeb i wsp. 2005, Gautam i wsp.
2007, Singh i wsp. 2007], przeciwgrzybiczne [laukvsp. 2007], przeciwzapalne,
przeciwgoaczkowe, przeciwreumatycznie [Shamsa i wsp. 199%eki wsp. 2002,
Fatehi i wsp. 2005, Motalleb i wsp. 2005, Gautamsp. 2007, lauk i wsp. 2007],
przeciwbiegunkowe, przeciwarytmiczne, atajce cknienie [Fatehi i wsp. 2005],
tonizujace [Shamsa i wsp. 1999, Motalleb i wsp. 2005] ardziopedne [Shamsa i wsp.
1999]. W tradycyjnej medycynie iiiakiej berberys jest stosowany w przypadkach
kamienicyzotciowej oraz czerwonki [lvanovska i Philipov 199%hamsa i wsp. 1999,
Motalleb i wsp. 2005]. Dzki wiasciwosciom bakteriobdjczym oraz przyspiesgajm
gojenie berberys jest cenrrosling kosmetycza. Wyciagi z owocdéw berberysu
stosowanesw kosmetyce do piegnacji skéry uszkodzonej przez promienie stoneczne
ze wzgkdu na wiaciwosci tagodace stany zapalne. Owoce berberysu wchodz
w sktad srodkéw kosmetycznych aywanych do pialgnacji skéry zniszczonej,
przesuszonej, z oznakami starzeni @iaz tuszcgcej se. Maseczki z tych owocéw
polecane sw przypadku probleméw skornych, takich jakdizik, a take w przypadku
siniakow. Wysoka zawar§é witaminy C, flawonéw oraz flawonoidow w owocach
berberysu powoduje,ze jest cennym skiadnikiem preparatow likwighych

przebarwienia skory.

Deren

Deren pospolity Cornus mad..) to krzak lub drzewo osgjajpce wysok&¢ do
7-8 m [Demir i Kalyoncu 2003]. dély derenia s zielone lub bgazowawe. Szeroko
eliptyczne lub jajowate dtie z kepkami wtoskdw na spodniej stronie rozmieszczane s
naprzeciwlegle. Wczegnwiosm, jeszcze przed rozwigiem sg lisci, pojawiap Sie

mate,zotte kwiaty zebrane w niewielkie, prawie siade baldaszki (rys. 30).
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Czerwonowdniowe, jadalne owoce as ksztattu elipsoidalnego (rys. 31).
Dojrzewap we wrzéniu. Osagaj 1,5 - 2 cm diug€ci oraz zawieraj twarch pestk
[http://mww.biology.pl].

Owoce derenia bogatea sw antocyjany takie jak delfinidyno-3-galaktozyd,
cyjanidyno-3-galaktozyd (rys. 32) oraz peralgoniohaigalaktozyd [Seeram i wsp.
2002].

Wedtug Tural i wsp. [2008] zawad® poszczegolnych antocyjandw maleje
w nastpujacym  poradku: pelargonidyno-3-glukozyd, cyjanidyno-3-glukdzy
cyjanidyno-3-rutozyd. Vareed i wsp. [2006] sugerujze najwecej jest
cyjanidyno-3-galaktozydu. Pelargonidyno-3-galaktbayraz delfinidyno-3-galaktozyd
wystepuja w mniejszych iléciach. Owoce derenia $akze bogatymzrodiem witaminy
C 103 mg/100g suchej masy, czyli okoto 7,2 razycej anieli czarne jagody
[Pantelidis i wsp. 2007]. Natg zaznaczy, ze na zawarta@ flawnoidow w owocach
maja wptyw warunki wzrostu.

Deren posiada szerak aktywna¢ biologiczra w tym miedzy innymi wi&ciwosci:
przeciwzapalne, przeciwbolowe, przeciwbakteryjoajzujace, sciagajace, diuretyczne
oraz przeciwbiegunkowe [Seeram i wsp. 2002, DerKialyoncu 2003, Varred i wsp.
2006, Sultana i Lee 2007, Tural i Koca 2008].ckgza¢ wyzej wymienionych
wlasciwosci, a  take  wiaciwosci przeciwutleniajce, przeciwzapalne,
przeciwnowotworowe oraz przeciw cukrzycy, wynikag obecnéci zawartych
w dereniu antocyjanow. 6 tych zwazkdédw przewygsza w znacznym stopniu
zawart@¢ antocyjanéw w innych owocach [Vareed i wsp. 200&teed i wsp. 2007].
Deren wykazuje widciwosci hamujce dziatanie elastazy, enzymu zdolnego do
degradaciji elastyny - biatka o budowie fibrylarnbecnego w tkancedznej. Inhibicja
elastyny jest take skutecznie spowalnia procesy starzenialedry, co daje nadzigha
mozliwos$¢ wykorzystania derenia w kosmetyce [Sultana | L8672. Dojrzatle owoce
derenia ze wzgbu na smaczny i stodki smak po dojrzeniu,znmeo wywaé do wyrobu

przetwordw i nalewek na tzw. dereniGyk

Mahonia

Mahonia ostrolistnaMahonia aquifoliumy to krzew o wysokéci do 1 metra
o blaszkowatych z wierzchu blysacych a od dotu matowychstiach. Kwiaty g
z0Mte, w gstych, szczytowych gronach wyragtgjch na wierzchotkach zesztorocznych

pedow, kwitra w koncu kwietnia i maja (rys. 33). Owoce granatowoczarne pokryte
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jasnoniebieskim nalotem (rys. 33). Mahonia wpgsie w zachodniej e&ci Ameryki
Pdétnocne;.

Mahonia wykazuje dziatanie przeciwzapalne, przbeiteryjne oraz
przeciwgrzybiczne [Vollekova i wsp. 2003]. Mahonsaosowana jest w leczeniu
wypryskow oraz tuszczycy [Rackova i wsp. 2007].retawe 10% wyecigi z mahonii
hamuj aktywna¢ lipooksygenazy, ktora odgrywa durole w patofizjologii stanéw
zapalnychfRackova i wsp. 2007]. Kost’alova i wsp. [2001] vagali wptyw mahonii ha
produkcg interleukin-8 (IL-8) oraz wykazali jej hamagy wptyw na czynniki TNF-alfa
I TNF-beta.

Ogoérecznik

Ogorecznik lekarski Rorago officinali3 jest rdling jednorocza oskgajaca
dlugas¢ do 60 cm. Kwiaty na dtugich szyputkach, okoto 2 éradnicy, a zwykle
koloru niebieskiego (rys. 34).

Owoce ogorecznikaasowalne o jasnolrowej barwie [Hlava i wsp. 1984].
Cafa rdlina pokryta jest wloskami, a po roztarciu wydzidl#ensywny zapach.
Surowcem jest ziele zawiesap alkaloidy, zwizki cyjanogenne, alantagn sluz,
garbniki, kwasy organiczne, chadinsaponig, sole mineralne oraz flawonoidy w tym
pochodne kwercetyny. Z nasion otrzymywany jest néayierajcy wiele niezkdnych
dla cztowieka nienasyconych kwasow ttuszczowych ifm.do 20% kwasu gamma-
linolenowego (GLA)) [Wettasinghe i Shahidi 1999dd&ejko i wsp. 2006].

Ziele ogorecznika wykazuje dziatlanie bakteriobdjcz@rzeciwzapalne oraz
uodparniajce. Borago officinalis stosowany jest w stanach zapalnych skéry,
oparzeniach, owrzodzeniach, odkach spowodowanych stluczeniami. Wykazuje on
dziatanie przyspieszgje regenera¢j naskdrka oraz uszczelnieg naczynia
krwionosne. Przetwory w ogoérecznika stosowanejako srodki utatwiapce gojenie
oparzé promieniowanymi ultrafioletowym. Ogorecznik cies®l powodzeniem
w kosmetyce jakosrodek uelastyczniagy skoOe, ujedrniapcy oraz zmniejszagy
wyprysk. Stosowany jest w preparatach do ceggzikowej, majcej tendeng do
pekania naczyniek oraz tuszczeniag diJedrzejko i wsp. 2006]. Olej z nasion
ogoérecznika obra poziom cholesterolu oraz tréjglicerydow we kn@ilpni i wsp.
2007].
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Arnika

Arnika naley do rodziny Asteraceae (Astrowate). Jest to bybngoziomym,
o prawie cylindrycznym kiczu i wielu korzeniach. kcie odziomkowe tworg rozet.
Liscie todygowe s nieliczne, naprzeciwlegte oraz lancetowate. todygsaga
wysoka¢ do 50 cm i pokryta jest witoskami. Kwiaty arnikia sduze,
pomaraczowaotte, zebrane w koszyczki (rys. 35).

Okres kwitnienia przypada na koniec czerwca do peiar Arnika
rozpowszechniona jest w Europie. R@ na pastwiskach skach w gorach oraz na
nizinach i terenach bagnistych [Hlava i wsp. 19&Qrowcem zielarskim jest kwiat
(Flos Arnicae) i koszyczek (Anthodium Arnicag Stosowana zewtrznie dziata
bakteriostatycznie, = przeciwzapalnie, przeciwzakomep  przeciwobrgkowo,
przyspiesza wchtanianie krwiakéw, goi rany, wrzodyoparzenia. Ma dziatanie
uszczelnigijce naczynia krwiorkme, przeciwwysikowe oraz pobudzage kizenie
krwi. Zwiazki czynne arniki zapobieggjprzenikaniu osocza pozazisko zylne,
sprzyjap stopniowemu wchtanianiu eiptynu wystkowego, zmieniaj cisnienie na
zewntrz i wewmtrz drobnych naczy podskornych. Rzadziej stosujes $4 doustnie
w zaburzeniach wigowego i mdzgowego krenia krwi
[http:/mwvww.farmakognozja.farmacja.pl]. W kosmetycarnika stosowana jest
w kremach przeciwzapalnych i oczyszezgch oraz na rozszerzone naczynka. Arnika
stosowana jest rowniew kosmetykach do pighnacji wiosow [Hlava i wsp. 1984,
Jedrzejko i wsp. 2006]. Arnika zewtrznie stosowana jest na krwiaki, stluczenia,
obrzki pourazowe oraz oparzenia.

Arnika zawiera flawonoidy w tym kwercetygnkemferol, choliR, kwasy aromatyczne
takie jak: kawowy, chlorogenowy, galusowy; fitostier, karotenoidy, terpeny, garbniki

oraz olejki eteryczne, np. tymolgdrzejko i wsp. 2006].

Zielona herbata

Herbata Camellia sinensjs (rys. 36) to najogciej, zaraz po wodzie,
konsumowany napgj.

Rozr&nia sk trzy typy herbaty w zafmosci od stopnia fermentacji: zielona
herbata - niefermentowana, oolong -—e¢sciowo fermentowana oraz czarna -
fermentowana [Henning i wsp. 2005, Cheng 2006]ladie herbata zawiera fluor,

zelazo, magnez, potas, wagosfor, cynk oraz witaminy: A, B, BBi», C, E, poza tym
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saponiny, karotenoidy, flawonoidy oraz olejki eteage [&drzejko 1 wsp 2006].
Herbata wykazuje aktywrsé farmaceutyczs i kosmetycza [Frauen i wsp. 2002].
W kosmetyce zielona herbata stosowana jest w paggadr przeznaczonych do cery
zanieczyszczonej, suchej, tlustej orazdzikowej [Edrzejko i wsp 2006]. Zielona
herbata chroni przed fotostarzeniem skoéry [Frauavsp. 2002], wykazuje dziatanie
tonizujpce, regenergge, przeciwzapalne oragciagajce [Xdrzejko i wsp 2006].
Flawonoidy zawarte w zielonej herbacie wykazujziatanie przeciwutleniage,
przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, haace] agregagj ptytek, zapobiegage
miazdzycy, chorobom wigcowym oraz chorobom neurodegeneracyjnym [Ahmed
I wsp. 2002, Caturla i wsp. 2003, Cheng 2006, Sighd i wsp. 2006, Devika i wsp.
2007]. Zielona herbata zawiera wiele flawonoidow wm: katechiny (C),
(+)-galokatechiny (GC), galusan katechiny (CG),ugah (+)-galokatechiny (GCG)
[Sutherland i wsp. 2006] oraz (-)-epigalokatechi(GC), (-)-epikatechiny (EC),
galusan (-)-epigalokatechiny (EGCG), galusan (ikaechiny (ECG) [Henning i wsp.
2005, Sutherland i wsp. 2006, Devika i wsp. 20&tfuktue wymienionych wyej
katechin przedstawiono na rysunkach 37 i 38.

Camellia sinensisprzeciwdziata tworzeniu siztogdéw nasciankach nacay
krwionosnych, w zwazku 2z tym przypisuje 8i jej rowniez wihasciwosé
przeciwmiadzycowe i obntania cénienia. Przeciwmizdzycowe dziatanie zielonej
herbaty polega na hamowaniu powstawania tromboksapéwodujcych agregaegj
ptytek krwi. Badania epidemiologiczne wykazaly poayny wplyw spaywania
zielonej herbaty na spadek wysbwania choréb uktadu &renia [Devika i wsp. 2007].
Zielona herbata zmniejsza w surowicy krwi pozionbstancji produkowanej przez
organizm w stanach zapalnych - poziom biatka Cisgaego (CRP). Przeciwzapalne
dziatanie zielonej herbaty polega takna inhibicji ekspresji genéw czynnika TNF-alfa
przez hamowanie aktywacji NFkappaB i AP-1 [Hou pw2004, Cheng 2006, Devika
I wsp. 2007]. TNF-alfa jest znanym mediatorem clommego stanu zapalnego quzy
innymi w reumatoidalnym zapaleniu stawow [Cheng@&0@ielona herbata zapobiega
chorobom zwyrodnieniowym stawow poniewaamuje interleukiny-1 beta (IL-1 beta),
cyklooksygenazy-2 (COX-2) oraz syntazy tlenku aZ@tlOS) ludzkich chondrocytow
pochodacych z tkanek olgtych chorola zwyrodnieniows chrzstki stawéw [Ahmed
i wsp. 2002, Ahmed 2010]. Zielona herbata zendby¢ lekiem na wciz rosraca
epidemé¢ metabolicznego syndromu X, czyli zaburzeetabolicznych w sktad ktérych

wchodzi insulinooporn&, nadcénienie, otyl@¢, wysoki poziom trojglicerydow
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I lipoprotein LDL oraz niski poziom lipoproteid HDLPolifenole zawarte w zielonej
herbacie wykazuyj dziatanie przeciwnowotworowe. Mechanizm takiej yakiosci
polifenoli opisat Hou i wsp. (2004). Ekstrakt z Ipieej herbaty stosuje i
w fotoochronie przed promieniowaniem UV, chroni igk@rzed nowotworami [Fang
I wsp. 2006].
Camellia sinensisvykazuje rownie dziatanie odchudzage, ktore polega na:
» stymulacji metabolizmu lipidéw,
* inhibicji lipaz, hamujc wchtanianie ttuszczéw i pzto odktadanie ich nadmiaru
w postaci tkanki ttuszczowej,
* stymulowaniu termogenezy,

* modulowaniu apetytu [Cheng 2006].

Katechiny z herbaty wykazaty aktywstoprzeciwutleniajca, zarobwno w warunkachn
vitro, jak i in vivo [Caturla i wsp. 2003, Sutherland i wsp. 2006]. wasciwosci
prezciwutleniajce zielonej herbaty w dej mierze odpowiada EGCG [Ahmed i wps.
2002]. EGCG wykazuje 25-100 razy silnigjszaktywna¢ przeciwutleniajca

w poréwnaniu ze znanymi przeciwutleniaczami, takjiak witamina C i witamina E
[Ahmed 2010]. Badania poréwnawcze aktyéeicczarnej herbaty z zielarwykazaty,
ze zielona herbata ma wsz aktywndé przeciwutleniajca, poniewa procesy
fermentacji, ktorym jest poddawana poweadyjrzeksztatcenie katechin w flawiny
i rubiginy. Proces fermentacji, w wyniku ktéregowstaje czarna herbata zmniejsza
o potowe ilos¢ aktywnych skfadnikow [Tapiero i wsp. 2002, Chen@d04@].
Enzymatyczne utleniania zielonej herbaty do czarhejbaty podczas procesow
fermentacji skutkuje polimeryzacjlawonoidow do tanin, procyjandyn [Heim i wsp.
2002].
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3 CEL PRACY

Gtownym celem podjych bada w pierwszym etapie byto wytonienie spod
wybranych ekstraktéw polifenolowych oraz niektéryitdwonoidéw, obecnych w tych
ekstraktach, tych o najwgze] aktywnéci przeciwutleniajcej w stosunku do bton
liposomoéw fosfatydylocholinowych oraz oktenie ich prawdopodobnego mechanizmu
przeciwutleniajcego dziatania.

Celem dodatkowym badaw drugim etapie bylo oks&anie efektywnéci
zamykania przeciwutleniaczy wytonionych w pierwszymtapie bada jako
najefektywniejsze w liposomach formowanych zmych fosfolipidéw z dodatkiem
cholesterolu i bez niego, dla zaproponowania sugigmdiety o mgiwie wysokich
parametrach fizyko-chemicznych. Badania nad stwoere takiego suplementu diety
poprzedzono oki&aniem widciwosci fizycznych liposoméw formowanych z lipidow
0 zmieniajcej sk diugasci tancucha acylowego i jego stopniu nienasycenia.
W badaniach w pierwszym etapie zastosowano ekgtmakifenolowe z nagpujacych
SUrowcow:

* owocow: berberysu, derenia, mahonii,

» ziela: ogorecznika, arniki i zielonej herbaty
oraz nasipujace flawonoidy: cyjanidyg cyjanodyno-3-galaktozyd, kwercetyn
kwercetyno-3-galaktozyd, kwas chlorogenowy, galuspigalokatechiny (EGCG) oraz
epikatechig.

Do bada okrelenia wiaciwosci fizycznych liposoméw zastosowano lipidy
posiadajce w tarcuchach acylowych po od 12 do 22 atoméwgha oraz lipidy
o rznym stopniu nienasycenia tychntuchéw posiadage od 1 do 4 wiizan
podwajnych.

W drugim etapie bada okreslenia efektywnéci zamykania przeciwutleniaczy
zastosowano te lipidy, ktére we wéneejszych badaniach wykazatly najlepsze
wiasciwosci fizyczne dla tworzonych z nich liposomow, czidPPC, HSPC, EYPC,
dioleoilofosfatydylocholig (18:1) oraz dilinoleilofosfatydylocholin(18:2).
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4.1 Odczynniki

 AAPH, FeC} - 4H,0O (czystd¢ 99%), DPPH Troloks, oktanol-1, TPTZ,
DMF, rutyna (85% czystg), kwas galusowy, 5(6)-karboksyfluoresceina,
NaOH, Sephadex G-50, Triton X-100, cholesterol, pBI-H,0,
NaoHPO,-:2H,0 pochodzity z Sigma-Aldrich,

*  FeCk (czystac 97%), TBA (98%), AlICE-6H,O pochodzity z Fluka,

« kwas askorbinowy, kwas octowy, octan sodgglan sodu, odczynnik
Folina-Ciocaltaeu, KCI, chloroform pochodzity z PBGliwice,

« metanol, etanol, TRIS pochodzity z ,Chempur” Pigk&iaskie,

e« TCA, HCI pochodzity z ,Stanlab” P.P.H. Lublin,

» sondy fluorescencyjne (DPH, TMA-DPH) pochodzity zolgcular Probes
(Eugene, OR).

4.2 Roztwory

Nazwy i sktady stosowanych buforéw oraz roztwordw:

NAZWA SKLAD

125 ml TRIS (0,2 M)

212,5 ml HCI (0,1 M)

162,5 wody destylowanej
bufor fosforanowy ,A” 48 ml NaHPQO,-H,0 (0,154 M)

bufor TRIS-HCI
pH=7,4

pH=7,4 400 ml NaHPQ,-12H,0 (0,103 M)
75 g TCA
TCA 125 mHCI1 M
375 ml wody destylowanej
1,859 TBA
TBA 125 mHCI 1 M
375 ml wody destylowanej
odczynnik FRAP 75 ml 0,3 M octanu sodu
pH=3,3-3,4 925 ml 0,3 M kwasu octowego
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4.3 Materiat badawczy

4.3.1 Ekstrakty ro slinne

CZESC ROSLINY
NAZWA NAZWA LACI NSKA RODZINA £ KTORE)
OTRZYMANO

EKSTARKT
berberys pospolity | Berberis vulgaris Berberidaceae | owoc
derer jadalny Cormus mas Cornaceae owoc
mahonia ostrolistna Mahonia aquifolium | Berberidaceae | owoc
ogorecznik lekarski Borago officinalis Boraginaceae | ziele
zielona herbata Camellia sinensis Theaceae ziele
arnika gorska Arnica montana Asteraceae Ziele

» Ekstrakty polifenolowe 2z berberysu,

derenia oraz homd otrzymano

w Katedrze Technologii Owocéw, Warzyw i ZbBniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu. Do 5,00 g miazgi z owocow dodawanonll080 % metanolu
zakwaszonego kwasem solnym (1 ml kwasu na 1 |)byPrdstawiono do
ptuczki ultraccwickowej na 10 minut. Po uptywie tego czasu przeprasad
ekstrakag na lejkach Schotta pod pmiia. Przegcz zbierano do kolbek
miarowych na 50 ml.

Ekstrakty polifenolowe z ogérecznika, zielonej tagyboraz arniki otrzymano
w Katedrze i Zaktadzie FarmakognoZjkademii Medycznejwe Wroctawiu,
wedtug wewntrznej procedury Zaktadu. Surowce poddawano Kkilkowej
maceracji mieszangnmetanolu z wodg (7/3, v/v). Odparowano metanol na
wyparce préniowej w temperaturze 40°C. Pozostald zamraono

i zliofilizowano
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4.3.2 Flawonoidy

FLAWONOIDY POCHODZENIE

cyjanidyna Extrasynthese (France)

cyjanidyno-3-galaktozyd
_ _ Extrasynthese (France)
(Ideain chloride)

kwercetyna Sigma

kwercetyno-3-galaktozyd (Hyperoside) Extrasynthi@sance)

kwas chlorogenowy Sigma
(-)-epikatechina Sigma
(-)-galusan epigalokatechiny (EGCG) Sigma

Charakterystyk zastosowanych flawonoidéw zebrano w tabeli 1.

4.3.3 Lipidy

Fosfatydylocholina jajeczna (EYPC) (>99%) do had@rocesOw utleniania
pochodzita z Lipids Products (Anglia). Uwodorniorasfatydylocholina sojowa
(HSPC) (>98%) pochodzita z Phospholipids (Niemdypidy do bada wiasciwosci
fizycznych liposoméw uzyskano w Katedrze Chemii werisytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu zgodnie z proceduropisam w pracy Paltauf i Hermetter (1994). Lipidy

wykorzystane w niniejszej pracy zestawiono w taBeli
4.4 Metodyka badan

4.4.1 Otrzymywanie liposoméw

Odpowiedna ilos¢ lipidu rozpuszczonego w chloroformie odparowanal po
proznia w atmosferze azotu, a ngshie osuszano w eksykatorze przez 120 minut pod
zmniejszonym @nieniem. Suchy film lipidowy hydratowano w buforZdr|S-HCI,
pH=7,4 wytrasapc mechanicznie przez okoto 15 min w temperaturzé-10 °C
powyzej temperatury przégia fazowego lipidu. Dla uzyskania liposomow
jednowarstwowych otrzymarzawiesir:

a) sonifikowano przez 15 minut w temperaturze pggyytemperatury przemiany
fazowej. Liposomy otrzymane w wyniku sonifikowanasykorzystywano do:

pomiaru stopnia inhibicji utleniania liposoméw EYRL4.3); badania wyptywu
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karboksyfluoresceiny (4.4.12) i efektyw4od zamykania karboksyfluoresceiny
(4.4.13); pomiaru rozmiarow liposoméw (4.4.14).

b) przeciskano 30-krotnie przez filtry pokgianowe o srednicy 100 nm
w temperaturze powyj temperatury przemiany fazowej lipidugdherzyki
lipidowe otrzymane w wyniki kalibracji przez filtrgastosowano do: pomiaru
rozmiaréw liposomow (4.4.14).

c) poddano 10 cyklom zamiania w cieklym azocie i rozmrania powyej
temperatury przemiany fazowej lipidow, a rgasiie sonifikowano przez 5 min.
Liposomy otrzymane metad FAT stosowano do: pomiaru rozmiarow
liposoméw (4.4.14) i badania efektywsod zamykania przeciwutleniaczy
(4.4.17).

Stezenie lipidu w probkach zmieniatogsiv granicach 0,04 - 25 mg/ml w zalesci od
charakteru bada

4.4.2 Otrzymywanie bton liposomowych do bada fluorymetrycznych

W atmosferze azotu odparowywano mieszadinmg lipidu z 11ul sondy DPH
(1,6-difenylo-1,3,5-heksatrienu) lub 2@l sondy TMA-DPH (p-toluenosulfonianu
1-(4-trimetyloamoniofenylo)-6-fenylo-1,3,6-heksaatiu) oraz niewielk iloscia
chloroformu - ok. 100ul. Przygotowano 1 mM roztwor sondy. SendPH
rozpuszczono w DMF, natomiast TMA-DPH w DMSO.

Mieszanir lipidu z sond osuszano w eksykatorze przez 3 godziny. Do sucfilego
lipidowego dodawano 3 ml buforu fosforanowego Amnifikowano przez 10 minut lub
przeciskano 30-krotnie przez flirty pokglanowe o srednicy poréw 100 nm

w temperaturze powyj temperatury przemiany fazowej lipidu.

4.4.3 Pomiar inhibicji utleniania liposomow EYPC—- TBARS

Do pomiaru poziomu inhibicji utleniania bton lipaeéw EYPC zastosowano
metod oznaczenia gtenia substancji reagigych z kwasem tiobarbiturowym (ang.
thiobarbituric acid reactive substances — TBAR$)dBkt utleniania lipidu — dialdehyd
malonowy, w reakcji z kwasem tiobarbiturowym, w kwgm srodowisku, tworzy
barwny addukt z maksimum absorbancji przy dkegofali 535 nm (rys. 39).
Czynnikami indukujcymi procesy peroksydacji bton liposoméw EYPC bytwiazek
AAPH, jony Fé*/askorbinian, promieniowanie UVC.
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a) AAPH (chlorowodorek 2,2-azobis(2-amidynopropanwys.17a

Do zawiesiny liposomow (1,5 mg/ml lipidu EYPC, w forze 50 mM
TRIS-HCI, pH= 7,4) otrzymanych wedtug procedury.2.4 dodawano odpowiedni
ilos¢ przeciwutleniacza oraz takilosci indukatora utleniania — AAPH, aby jego
koncowe s¢zenie wynosito 20 mM. Okjfos¢ koncowa proby wynosita 3 ml. Do préby
kontrolnej dodawano odpowiednios¢ samego rozpuszczalnika przeciwutleniaczy. 0,5
ml proby kontrolnej (dla czasu t = O min pobierampeged dodaniem indukatora
utleniania) dodawano do 2 ml mieszaniny kwasu TBAwasem TCA (1:1, v/v).
Inkubowano przez 15 min w temperaturze $00Préby kontrolne naginie wirowano
przez 15 min przy 2500 obr/min w temperaturze pokej. Badane proby w obecitd
AAPH oraz przeciwutleniaczy inkubowano 30 min wnsiesci w temperaturze 37C.

Po inkubacji pobierano z proby 0,5 ml i dodawananR mieszaniny kwasu TBA

z kwasem TCA (1:1, v/v). Pagiowano identycznie jak z probami kontrolnymi. Dla
wszystkich odwirowanych préb egenie powstatego barwnego adduktu dialdehydu
malonowego z kwasem TBA oznaczono spektrofotometrigc(Cary 300, Varian) przy
diugcici fali rownej 535 nm, wobec proby odczynnikowedgiaglapcej sk z 1 ml kwasu
TCA, 1 ml kwasu TBA oraz 0,5 ml buforu buforu TREEEI, pH=7,4.

Procent inhibicji utleniania liposomow obliczanopwdstawie wzoru:
oo DAY DA
% inhibicji = —2——2[100%,
DA,

gdzie: AAo - przyrost absorbancji proby kontrolnej po 30 mintatackubacji, AAa-
przyrost absorbancji proby badanej w obdch@rzeciwutleniaczy [Leonhardt i wsp.
1997, Erlejman i wsp. 2004].

b) F&*/askorbinian

Zawiesirg liposomow (1,5 mg/ml lipidu EYPC, w buforze 50 mMRIS-HCI,
pH=7,4) otrzymanych wedtug procedury 4.4.1.a znaeezz odpowiedai iloscia:
5 mM wodnego roztworu askorbinianu, przeciwutlengaoraz indukatora utleniania —
1 mM wodnego roztworuelaza. Ohjtos¢ koncowa préby wynosita 3 ml. Do préby
kontrolnej dodawano odpowiednios¢ samego rozpuszczalnika przeciwutleniaczy. 0,5

ml proby kontrolnej (dla czasu t = O min pobierampeged dodaniem indukatora
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utleniania) dodawano do 2 ml mieszaniny kwasu TBAwasem TCA (1:1, v/v),
inkubowano przez 15 min w temperaturze £G0a nasgpnie wirowano przez 15 min
przy 2500 obr/min w temperaturze pokojowej. Do préldanych dodawano
odpowiedna ilos¢ 1 mM roztworu FeGl4 H,O. Stosunek molowy jonowvelaza do
askorbianianu wynosit 1:5 (n/n) [Minotti i Aust 1B8Auroma i wsp. 1989, Tang i wsp.
1997]. Badane préby w obedimd jonow zelaza oraz przeciwutleniaczy inkubowano 30
min w ciemndci w temperaturze 37C. Po inkubacji pobierano z préby 0,5 ml
i dodawano 2 ml mieszaniny kwasu TBA z kwasem TQAL,( v/v). Posipowano
identycznie jak z prébami kontrolnymi. Dla wszystkiodwirowanych préb stenie
powstatego barwnego adduktu dialdehydu malonowedavasem TBA oznaczono
spektrofotometrycznie (Cary 300, Varian) przy dkgdali rownej 535 nm, wobec
proby odczynnikowej. Proba odczynnikowa sktadatazsi ml kwasu TCA, 1 ml kwasu
TBA oraz 0,5 ml buforu buforu TRIS-HCI, pH=7,4. Bemt inhibicji utleniania
liposoméw obliczano na podstawie wzoru zamieszogone podpunkcie 4.4.3.a.

c) promieniowanie UVC

Prolke zawierajca zawiesir liposoméw EYPC (1,5 mg/ml lipidu w buforze 50
mM TRIS-HCI, pH=7,4) z odpowiedsqiiloscia ekstraktéw rélinnych lub flawonoidéw
oraz odpowiedni iloscia rozpuszczalnika ngaietlano promieniowaniem UVC.
Objetos¢ koncowa proby wynosita 3 ml. 0,5 ml proby kontrolnég dzasu t = 0 minut
(To) pobrano przed Bavietlaniem i dodawano do mieszaniny 1 ml kwasu TIBAmI
kwasu TCA (1:1, v/v). Préby kontrolne inkubowanagx 15 min w temperaturze 100
°C, wirowano przez 15 min w temperaturze pokojoweyp2500 obr/min. Badane
proby ndwietlano promieniowaniem UVCA(= 253,7 nm) przez 30 min. Strumie
energii na poziomie powierzchni prébki wynosit 3N/cnf. Odwirowane préby
traktowano podobnie jak w przypadku utleniania kwlmanego zwizkiem AAPH
i jonami Fé*/askorbinian [Paiva-Martins i wsp. 2003].

Proby kontrolne zamiast przeciwutleniacza zawieragpowiedm ilos¢
rozpuszczalnika. ProbyyTsa to proby pobrane w chwili poatkowej (t=0) shiace do
skorygowania poziomu procesu autooksydacji. Pamal@es wyznaczano na podstawie
wykreséw zalenosci procentu inhibicji utleniania lipidow od ¢genia badanych
przeciwutleniaczy. Wartd parametru 16 wyraza stzenie przeciwutleniacza

hamupcego w 50 % proces utleniania liposomow. Aktywih@rzeciwutleniajca
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wyrazano take jako ekwiwalent Troloksu (ang. Trolox EquivaleAntioxidant
Capacity — TEAC) w mM Troloksu w przeliczeniu na0l1Q swiezej masy surowca
[MM TE/100gs$.m.]. Troloks jest rozpuszczalnym w wodzie analogiwitaminy E,
jego struktue przedstawiono na rysunku 40.

Wartasci TEAC uzyskano na podstawie krzywych kalibracgimywykonanych dla
Troloksu, w analogicznych do vgj opisanych déwiadcze, w ktérych zastosowanym

przeciwutleniaczem byt Troloks (zaznik 1).

4.4.4 Gaszenie wolnych rodnikéw DPPH

Do metanolowego roztworu DPPHo absorbancji ok. 0,9) dodawano
odpowiedna ilos¢ ekstraktow rélinnych lub flawonoidéw. Po 15 min zmierzono
obnizenie absorbancji przy diuga fali rownej 517 nm [Brand-Williams i wsp. 1995].
Procent redukcji DPPHbrzez przeciwutleniacze wyznaczano na podstavaemgace]

zaleznosci:

% redukcji DPPH" = ( Aﬁ:’* -1 )100%,

gdzie: AAoa - Obnizenie absorbancji proby przy diugo fali 517 nm po 15 minutach
inkubacji DPPHz przeciwutleniaczem, & wartag¢ absorbancji DPPHorzy diugdgci
fali rownej 517 nm w chwili pockowej t = 0 min pod nieobeckodprzeciwutleniacza.
Struktue rodnika DPPH oraz schemat reakcji jego redukcji w obemno
przeciwutleniacza przedstawiono na rysunkuRdrma rodnikowa (o barwie fioletowej
majaca maksimum przy dtugoi fali rownej 517 nm) w obecioi przeciwutleniacza
ulega redukcji do formy nierodnikowej o zabarwienditym. Malepca absorbancja jest
oznalg redukcji rodnika DPPH

Aktywnos¢ przeciwrodnikow wyrazano jako ekwiwalent Troloksu (ang. Trolox
Equivalent Antiradical Activity - TEAA) w mM Troloku w przeliczeniu na 100 g
swieze] masy surowca [mM TE/100g§m.], na podstawie krzywej kalibracyjnej dla
Troloksu (zadcznik 2), uzyskanej w analogicznymsi@adczeniu, gdzie zastosowanym

przeciwutleniaczem byt Troloks.
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4.4.5 Oznaczanie zdolnéci do redukowania jonéwzelaza — FRAP

Zdolnas¢ ekstraktow polifenolowych oraz flawonoidéw do r&dwania jonéw
zelaza oznaczano przyyciu metody FRAP (ang. FerrReducing Antioxidant Power)
opisanej przez Benzie i Strain [1996]. Metoda FRRega na redukcji zwikku TPTZ
(kompleks zelazowo-2,4,6-tripirydylo-S-triazyny)  pod  wptywem zidtania

przeciwutleniacza wedtug reakcji:

Fe*-TPTZ (bezbarwny) + przeciwutleniacz FE*-TPTZ (intensywnie niebieski)
[Grajek 2007].

300 pl swiezo przygotowanego odczynnika FRAP (0,3 M buforu a&tgo, pH = 3,6;
10 mM TPTZ w 40 mM HCI, 20 mM Feg)lpodgrzano do 37 °C, dodano {10proby
i wirowano. Absorpgj niebieskiego kompleksu EeTPZT mierzono po 10 min
inkubacji przy dtugéci fali rownej 595 nm. Wyniki wyrzano w ekwiwalencieuM
Troloksu w przeliczeniu na 1 §wiezej masy surowcauyM TE/g §.m.]. Krzywa
standardow dla metanolowego roztworu Troloksu zamieszczonozadczniku 3.

Odczynniki przygotowano w dniu éwiadczenia.

4.4.6 Okreslanie catkowite] zawartosci polifenoli

Okreslanie  calkowitej zawarkei polifenoli w ekstraktach ghinnych
przeprowadzono metad Folina-Ciocalteu. Zmieszano 100ul odpowiednio
rozcieaczonego roztworu ekstraktu polifenolowego z 2@0odczynnikiem Folina-
Ciocalteu. Mieszanininkubowano w ciemni przez 3 min. Po inkubacji dodawano
2 ml wody destylowanej, 1 ml 20% M20s i ponownie inkubowano przez 1 godgin
w ciemngci. Préba odczynnikowa zawierata rozpuszczalniktrakgdw. Wszystkie
proby odwirowano przez 10 min przy 3000 obr/min emperaturze pokojowej. Po
odwirowaniu zmierzono absorbaagrob (Cary 300, Varian) przy dtugm fali rownej
750 nm. Wyniki wyraano jako ekwiwalent kwasu galusowego (mg) w przeinu na
100g swiezej masy surowca [mg GAE/10Ggm.] [Gao i wsp. 2000, Benvenuti i wsp.
2004]. Krzywy standardow dla wodnego roztworu kwasu galusowego (rys. 42)
przygotowano w identycznych warunkach jak w przypagrob badanych. Krzyav
standardow dla kwasu galusowego zamieszczono w&atiku 4.
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4.4.7 Okreslanie catkowitej zawartosci flawonoidow

Do 1 ml roztworu ekstraktu polifenolowego w odposinen stzeniu dodawano
1 ml metanolowego roztworu 2% AICI 6HO. Po 10 min mieszania zmierzono
absorbangj przy dtugdci fali rownej 430 nm (Cary 300, Varian). Wyniki vaano
w réwnowaniku rutyny (mg) w przeliczeniu na 100gviezej masy surowca [mg
RE/100gs.m.] na podstawie krzywej standardowej dla rutyryg.(43) [Zhishen i wsp.
1999]. Krzywy standardow dla rutyny (zadcznik 5) przygotowano w identycznych

warunkach jak w przypadku prob badanych.

4.4.8 Okreslanie zawartosci antocyjanéw

Metoda oznaczenia zawaftd antocyjanOw polega na pomiarze absorbancji
antocyjanéw wswietle widzialnym w roztworach buforowych o dwoclamcsciach pH.
Zmiana absorbancji zazana jest ze zmianami strukturalnymi antocyjanis.(44).

W pH=1,0 antocyjany przyjmajposté& kationu flawyliowego o czerwonej
barwie. W pH=4,5 nagpuje przeksztatcenie ich formy w bezbamvpseudozasad
(rys. 45) [Grajek 2007].

W celu oznaczenia zawast antocyjandéw przygotowano dwa bufory. Bufor
chlorku potasu 0,025 M, pH=1,0, spaizano poprzez rozpuszczenie 1,86 g KCl w 980
ml wody destylowanej. Mieszarindoprowadzano przy zyciu HCI do pH=1,0
i uzupetniano do okjosci 1l. Roztwor octanu sodu 0,4M, pH=4,5, przygotowa
poprzez rozpuszczenie 54,43 g L,Na-3HO w 960 ml wody destylowanej. Przy
uzyciu HCI roztwor doprowadzano do pH=4,5 i uzupehaialo obgtosci 1 |. Badane
préby przygotowano oddzielnie zidym buforem i inkubowano przez 15 min. Pomiar
absorbacji wykonywano przyzyciu spektrofotometru Cary 300, Varian przy dwdch
diugcsciach fali A = 520 nm orazAi= 700 nm. Zawart® antocyjandw wyrzano
w rownowaniku cyjanidyno-3-galaltozydu (mg) w przeliczenia h00 gswiezej masy
surowca [mg C3GE/10Ggm.] [Giusti i Wrolstad 2001, Benvenuti i wsp. 2004

4.4.9 Chelatowanie jonéwzelaza

Zdolnas¢ ekstraktow polifenolowych z berberysu, derenia, homi oraz
flawonoiddéw: cyjanidyny i cyjanidyno-3-galaktozya dkompleksowania jonow metali
przeprowadzano metadpektrofotometryczn Przygotowano 2 mM roztwér FeCl 4
H,O. Do kuwet pomiarowych dodawano 2 ml roztworéwtedéw polifenolowych

lub flawonoiddéw i miareczkowano roztworemlaza.
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W przypadku ekstraktow ébnnych stzenie wygciowe wynosito 0,03 g/ml,
natomiast w przypadku flawonoidéw 0,1 mM. Roztwomyrzeciwutleniaczy
miareczkowano nagbujacymi obgtosciami roztworuzelaza: 20, 40, 60, 80, 100, 150,
200 i 400 pl. Maksymalne stzenie jonow zelaza wynosito 0,33 mM.Proba
odczynnikowa zawierata 2 ml metanolu. Pomiary wykeano przy uayciu
spektrofotometru Cary 300, Varian w zakresie fak60 nm do 700 nm w temperaturze
pokojowej. Za umownie przgfy parametr kompleksowania przig przesunicie
hiperchromowe AA) oraz batochromowe AQ) odpowiednich maksiméw
w elektronowych  widmach  absorpcyjnych  ekstraktéw azor flawonoidéw
miareczkowanych roztworem FeCl4 HO.

4.4.10 Wyznaczanie wspotczynnikdw podziatu porngdzy oktanol i wodg (P)

Wspotczynniki  podziatu ekstraktow polifenolowych aar flawonoidow
pomidzy oktanol i wog wyznaczano wedtug metody opisanej przez Nenadisp.
[2003]. 3 ml oktanolu wraz z odpowiedniloscia ekstraktu polifenolowego lub
flawonoidu inkubowano w 37C przez 30 min. Wykonywano widma UV-vis (Cary
300, Varian). Odczytano absorbanpyzy maksymalnej diugoi fali - Ao. Do oktanolu
dodawano wo¢ destylowan (1:1, v/v). Mieszano przez mirutprzy uwyciu
wytrzasarki (2500 rpm). Préby wirowano przy 1500 g préeminut w temperaturze
pokojowej. Po 30 minutach inkubacji wykonywano wmrdV-vis fazy organicznej
(Ax). Roztwor oktanolu zmieszanego z wodestylowan (1:1, v/v) stanowit préb

odniesienia. Wspotczynnik podziatu P obliczano adgtawie wzoru:

4.4.11 Wyznaczanie statych dysocjacji w uktadzie liposomiYPC : bufor

State dysocjacji ekstraktéw dlonnych oraz flawonoidéw do bton liposomow
wyznaczano ha podstawie zmodyfikowanej procedulgamej przez Tammela i wsp.
[2004]. Metoda polega na pomiarze gaszenia fluergc hydrofobowej sondy
1,6-di-fenylo-1,3,5-heksatrienu - DPH.

Liposomy sonifikowane przygotowano wedtug procedopisanej w punkcie 4.4.2. Do

kuwet pomiarowych dodawano 0,3 ml otrzymanej zawvediposoméw (stzenie
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EYPC wynosito 1 mg/ml) oraz 2,2 ml buforu fosforarego A, pH=7,4. Pomiary
fluorescencji sondy wykonywano przyyeiu spektrofluorymetru SFM-25, Kontron
Instruments, Zirich, Switzerland, w temperaturzkgpowej. Diugdci fali wzbudzenia
Aex | €misji Aem Wynosity odpowiednio: 360 nm i 425 nm. Stale dyaofijwyznaczano
na podstawie rOwnania Sterna-Volmera, przedstavegp zalenos¢ pomidzy

intensywndcia fluorescencji sondy DPH w funkcji ¢genia badanych

przeciwutleniaczy:

1 K, 1 1
(F,/F)-1" [EYPd Efsmi ¥ [EYPd’

gdzie: kB i F - intensywné& fluorescencji proby odpowiednio bez
i z przeciwutleniaczem, [EYPC] -egenie fosfatydylocholiny w prébce w mg/ml, [Sub]
- skzenie badanego ekstraktu polifenolowego w mg/ml flawonoidu w mol/l.
Z liniowej zalenaosci 1/[(Fo /F) — 1] = f(1/[Sub]) wyznaczano wspoétczynnik hglenia
prostej, a nagpnie obliczano stat Ky. Ekstrakty polifenolowe oraz flawonoidy

rozpuszczano w buforze fosforanowym A, pH=7,4.

4.4.12 Badania wyptywu karboksyfluoresceiny (CF)

Do pomiaru wycieku karboksyfluoresceiny z liposomamykorzystywano
zjawisko samowygaszania fluorescencji barwnika gdgjduje st on w roztworze
w odpowiednio wysokim steniu. 5(6)-karboksyfluoresceina (CF) zamitai
w liposomach, w gfzeniu 100-200 mM, praktycznie nie fluoryzuje. Calsserwowana
fluorescencja zawiesiny liposoméw pochodzi odsteczek fluoroforu uwolnionych
Z wretrza gcherzykow dasrodowiska. Wiaciwosci te staty s podstave w badaniach
migdzy innymi stabilnéci liposoméw oraz okigania ich obgtosci zamknécia
[Kozubek 2004

Pomiary wyptywu CF wykonywano na podstawie zmodyfitanej procedury
opisanej przez Yokoyama i wsp. [2002kcRerzyki lipidowe przygotowano wedtug
procedury 4.4.1a. Lipidy, z ktérych formowano lipasy r&nity sie dtugdscia tancucha
acylowego oraz liczbwiazaa nienasyconych w fecuchu. Po odparowaniu chloroformu
z 5 mg lipidu, suchy film lipidowy hydratowano w 50, ml roztworu
karboksyfluoresceiny 146 mM w buforze TRIS-HCI, pH4& Dla dokladnego

rozpuszczenia CF w buforze dodawano porcjamiu#Boztworu NaOH. Otrzyman
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zawiesig ogrzewano powsej temperatury przégia fazowego lipidow ().
Whytrzasano i sonifikowano, réwnie powyzej Ty przez 5 minut lub kalibrowano
przeciskajc przez filtry poliveglanowe o wielkéci porow 100 nm w ekstruderze
recznym. Proby przeciskano 30-krotnie dla zapewnienipowiedniej homogensoi.
Niezamkngty w liposomach barwnik oddzielano poprzexzenie molekularne na
kolumnie (1 cm x 15 cm) wypetniongglem Sephadex G-50 zrownaveaym buforem
TRIS-HCI, pH=7,4. Zebran zawiesir liposomoéw rozcigéczano 5-krotnie buforem
TRIS-HCI, pH=7,4. W kuwecie pomiarowe] umieszczab0® ul rozcienczonych
liposoméw z CF i uzupetniano do 2,5 ml buforem TRISI, pH=7,4. Pomiar
wykonywano przy #yciu spektrofluorymetru SFM-25, Kontron Instrumengirich,
Switzerland w temperaturze pokojowej. Diggdali wzbudzenia wynosita 490 nm,
natomiast fali emisji 520 nm. Po 15 minutach lippgoniszczono poprzez dodanie 20
ul 10% Tritonu X-100. Procentowy wyptyw CF z liposdm obliczano na podstawie

WZOoru:

wyptyw CF [%] = I'::t—FO [100%,

™ To
gdzie: k - fluorescencja proby po czasie tp F fluorescencja proby w chwili
pocatkowej t = 0 minut, k oznacza fluorescengcikoncowa préby po 15 minutach

inkubaciji, po destrukcji liposomow poprzez dodahigonu [Sandstim i wsp. 2005].

4.4.13 Pomiar efektywnasci zamykania karboksyfluoresceiny (CF)

Do pomiaru efektywnici zamykania CF w liposomach wykorzystano pomiar
wyptywu karboksyfluoresceiny opisany w podpunkcigh.#2. Rcherzyki lipidowe
formowano z lipidéw réniacych st dugaicia tancucha oraz liczbwiazan podwaojnych
w nim. Procentow efektywn@d¢ zamykania CF obliczano na podstawie wzoru:

F, -F
efektywnd¢ zamykania CF [%F —/=—2>- 100,

total ' O

79



MATERIALY | METODYKA BADA N

gdzie: k- fluorescencja proby w chwili t = 0 minutpfoznacza fluorescergckoncowa
préby po 15 minutach inkubacji i po rozbiciu lipaséw poprzez dodanie Tritonusf

- fluorescencja wygciowego roztworu CF.

4.4.14 Badania rozmiaréw liposomow

Do analizy rozktadu wielkai liposomOw zastosowano aparat Zetasizer
Nano-ZS firmy Malvern. Zetasizer Nano-ZS dziata masadzie dynamicznego
rozproszeniaswiatta (ang. dynamic light scattering - DLS), czyiodulowania
czestotliwosci swiatta rozproszonego poprzez wiasny ruch rozprasye casteczek
(np. ruchy Browna). Aparat ten okle sredni wielkos¢ liposomow w funkcji ich

objetosci.

4.4.15 Badania anizotropii fluorescencji sondy DPH

W badaniach ptynrigi bton liposomow wykorzystano pomiar zmian wiyiej
anizotropii fluorescencji sondy 1,6-difenylo-1,38ksatrienu (DPH). Liposomy
przygotowano wedtug procedury opisanej w punkcie24.Do kuwet pomiarowych
dodawano 0,3 ml otrzymanej zawiesiny liposomow ndgo oraz 2,2 ml buforu
fosforanowego A, pH=7,4. &tenie kaicowe lipidu wynosito 20uM, a sondy DPH
5uM. Pomiary anizotropii fluorescencji sondy wykonywvea przy uwyciu
spektrofluorymetru Varian Cary Eclipse w temperagumpokojowej. Diuggéci fali
wzbudzeniakex Oraz fali emisjiiem Wynosity odpowiednio: 360 nm oraz 425 nm,

szczelina 5 nm. Anizotrogifluorescencji sondy (A) wyznaczano z rownania:

T

I, +2I,

gdzie: |, I+ - natzenie swiatta przechodmxego przez analizator zorientowany
rownolegle lub prostopadle do kierunku polaryzagjiiatta wiazki wzbudzajcej
[Lakowicz 1999].

4.4.16 Wptyw ekstraktow roslinnych oraz flawonoidow na anizotropg sondy
TMA-DPH

W badaniach wptywu ekstraktow polifenolowych oralawonoidow na

ptynnas¢ bton liposomoéw z DPPC wykorzystano sendMA-DPH. Sonifikowane
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pecherzyki lipidowe przygotowano wedtug procedury samiej w punkcie 4.4.2. Do
kuwet pomiarowych dodano 0,3 ml otrzymanej zawipsiposomow z sorg] oraz 2,2
ml buforu fosforanowego A, pH=7,4.&enie lipidu w kuwecie wynosito 0,12 mg/ml.
Pomiary anizotropii fluorescencji sondy wykonywamay wzyciu spektrofluorymetru
Varian Cary Eclipse w temperaturze pokojowej. Digjdali wzbudzenid\.x oraz fali
emisji Aem Wynosity odpowiednio: 358 nm oraz 428 nm, szczelinam. Ekstrakty
polifenolowe przygotowano w mieszaninie etanoluutobem A, pH=7,4. Flawonoidy
rozpuszczono w buforze fosforanowym A, pH=7,4. Bedawihzki dodawano do
kuwet i inkubowano w ciemrioi w temperaturze pokojowej przez 20 min. Wyniki
przedstawiono jako zateos¢ wzglednej zmiany anizotropii fluorescencji sondy od
stezenia badanych zwikow. Wzgkdna zmiarg aznizotropii fluorescencji TMA-DPH

obliczano ze wzoru:

wzgledna zmiana anizotropii fluorescencji [%% [100%,

gdzie: wartéci A oznacza anizotropg fluorescencji sondy w obecfm ekstraktu
roslinnego lub flawonoidu, natomiast pAanizotrop¢ fluorescencji bez ekstraktow

polifenolowych oraz flawonoidow.

4.4.17 Badania efektywndci zamykania przeciwutleniaczy w nénikach

liposomowych FAT-s

W badaniach efektywrdoi zamykania przeciwutleniaczy zastosowano liposomy
uformowane z lipidow riniacych sé¢ dlugcscia tancucha acylowego bez oraz
z dodatkiem 40 mol % cholesterolu. Do utworzeni@osomowych nanikéw
zastosowano nowatorgkmetod polegajca na poddaniu ¢cherzykéw lipidowych
otrzymanych w wyniku cyklicznego zantemia i rozmraania (FAT) nasipnie ich
sonifikowaniu (FAT-s). Lipidy odparowano w atmosfer azotu oraz 0suszono
w eksykatorze przez 3 godziny. Przeciwutleniaczdad@no, w zaleosci od ich
powinowactwa do btony lipidowej, na adym etapie tworzenia ®nikow
liposomowych. Dodawano 0,5 ml roztworu EGCG, epkhiny rozpuszczonego
w buforze TRIS-HCI, pH=7,4. Kwercetgn(25 pl) dodawano po hydratacji filmu
lipidowego w 0,5 ml buforem TRIS-HCI. 2al roztworu zielonej herbaty lub arniki

dodawano po 30 min odparowania do suchego filmuddipego, a nagpnie
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dodatkowo suszono przez 30 minut i dodawano buRISTHCI. Epikatechig, EGCG,
ekstrakt z arniki oraz zielonej herbaty rozpuszozenmieszaninie etanolu z buforem
TRIS-HCI, pH=7,4 (1:3, v/v). Kwercetgn rozpuszczano w etanolu. ¢&¢nie
flawonoidéw wynosito 1 mM, z wyikiem kwercetyny dla ktorej zastosowano roztwor
6 mM, natomiast w przypadku ekstraktéw polifenoletwyvynosito 10 mg/ml.

Do préb odniesienia dodawano 0,5 ml buforu TRIS-HEH=7,4. Préby
inkubowano w temperaturze poiej temperatury przégia fazowego lipidow. Czas
inkubacji wynosit 15 minut. Podczas inkubacji wysano proby przy pomocy
wytrzasarki. Proby poddano dziesiokrotnemu cyklowi zarania w ciektym azocie
I rozmraania powyej temperatury przégia fazowego lipidu otrzymag¢ liposomy
FAT o zwkkszonej efektywng&ci zamykania. Proby sonifikowano przez 5 minut.
Uzyskano liposomy FAT-s. Otrzymarzawiesir pecherzykow lipidowych nanoszono
na kolumny (0,5 cm x 10 cm) wypehiornelem Sephadex G-50 zrownaweaym
buforem TRIS-HCI, pH=7,4, dla oddzielenia niezamkyth czsteczek ekstraktow
polifenolowych lub flawonoidéw. Zmierzono absorbgncozcienczonej frakcji przy
diugcici fali Amax dla danego przeciwutleniacza oraz dla 450 nm w agdnolicenia
stezenia lipidu.Dla proby kontrolnej zmierzono absorbanpjzy fali =Amax dla danego
przeciwutleniacza oraz dla diugph 450 nm. Prob kontrolm, zawierajca tylko
zawiesire pecherzykow lipidowych, otrzymano w identyczny sposjali liposomy
z zamkngtymi  substancjami. Dla przeciwutleniaczy, ktore yoytzamykane
w liposomach wykonano krzywe standardowe na podstaorych wyliczono ich
stezenie w naénikach liposomowych, a nagnie % ich zamykania . Krzywe

standardowe zamieszczono wazahiku 6.

4.4.18 Obliczenia statystyczne

Dane do oblicze statystycznych pochodzity z co najmniej trzech @oow.
Uzyskane wyniki poddano analizie statystyczne] pmaykorzystaniu programu
STATISTICA 9.0. Oceaistotngci roznic pomedzy srednimi wykonywano za pomac
testu Duncana. Zatono poziom istotnéi a = 0,05. Grupy jednorodne oznaczono

w tabelach w zatznikach.
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Wyniki bada zamieszczone w niniejszej pracytojw cztery grupy.
Pierwsza i druga grupa badaotyczy odpowiednio aktywnoi przeciwutleniajcej
roslinnych ekstraktow polifenolowych i flawonoidéw. Zacia grupa badaobejmuje
wiasciwosci fizyczne liposomow, uformowanych z lipidéwzrdacych sg diugdscia
tancucha oraz liczbwiazan podwojnych w tacuchu acylowym. Czwarta €& bada,
dotyczy liposomowego raika przeciwutleniaczy.

Wyniki z pierwszej i drugiej grupy badapozwolity na ustalenie, ktore
z badanych ekstraktow i flawnoidows sajbardziej aktywne przeciwutleriap, oraz
jaki jest prawdopodobny mechanizm ich dziatania @otwolnych rodnikow. Wyniki te
wskazaty rownie, ktére z badanych ekstraktow oraz flawonoidow adap
powinowactwo do liposomow, co pozwolito na ich slatne zamykanie w liposomach

jako potencjalnych rimikach.
5.1 Ekstrakty polifenolowe

5.1.1 Pomiar inhibicji utleniania liposoméw EYPC w obecndci ekstraktow
polifenolowych —TBARS

Zbadano aktywni@ przeciwutleniajca metanolowych ekstraktéw z berberysu,
derenia, mahonii, ogorecznika, arniki oraz zieloheybaty wobec bton liposomow
EYPC testem TBARS. Utleniania lipidéw indukowanmetma czynnikami: zwzkiem
AAPH, jonami Fé'/askorbinian oraz promieniowaniem UVC. Wyniki wyoao
parametrem 16 w [mg/ml] (ang. inhibition concentration) i przed&iono na
rysunkach 46a i 46b. Parametrsdgest powszechnie stosowany dla poréwnania
aktywnaci przeciwutleniajcej zwhzkow. Wyraa on sgzenie przeciwutleniacza
hamupce w 50% proces peroksydacji. Mniejsza wa&rtdCsy oOznacza wysza
aktywnas¢ przeciwutleniajag.

Z rysunku 46a wynikaze badane ekstrakty wykazaty bardzo zmidowary
aktywna¢ przeciwutleniagca w stosunku do bton liposoméw EYPC poddanych
peroksydacji. Berberys wykazat wysplaktywna¢ przeciwutleniggca jedynie gdy
utleniania indukowano zwtkiem AAPH (IGo = 0,14 = 0,01 mg/ml). Ekstrakt
z berberysu wykazat natomiast zdecydowanie stabsgagciwosci przeciwutlenigce

gdy peroksydagj lipidéw indukowano jonami E&askorbinian (I, = 1,50 + 0,05
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mg/ml) oraz promieniowaniem UVC (§¢= 2,69 + 0,04 mg/ml). Najnszy aktywnai¢
sparod wszystkich badanych ekstraktéw, za atkiem utleniania indukowanego
jonami Fé*/askorbinian, wykazat ekstrakt z derenia, o cawiadcz wysokie wartéci
ICso wynosace odpowiednio: 1,13 = 0,01 mg/ml (AAPH), 1,24 0D, mg/ml
(F€*/askorbinian) oraz 6,17 + 0,06 mg/ml (UVC). Mahoniaykazata dobre
wiasciwosci chronice btony liposoméw EYPC przed peroksydaodukowarn AAPH
(0,34 + 0,03 mg/ml) oraz jonami ¥éaskorbinian (0,29 + 0,01 mg/ml). Wyniki te
stanowity jednoroda grupz. Okoto 10-krotnie stabszy wynik dla mahonii uzys&a
w przypadku utleniania indukowanego promieniowanieiC (ICso = 2,35 + 0,10
mg/ml). Dla ekstraktu z ogérecznika uzyskano rape wartéci ICso (ICso = 0,08

+ 0,01 mg/ml) w przypadku indukowania utlenianipokoméw AAPH. W przypadku
arniki oraz zielonej herbaty we wszystkich trzeeddnych uktadach otrzymano niskie
wartasci 1Cso. Wyniki wskazug, ze ekstrakty z arniki oraz zielonej herbaty byty
najaktywniejszymi  przeciwutleniggo ze  wszystkich badanych ekstraktéw
polifenolowych. Dla arniki 1 = 0,02 + 0,110% mg/ml (AAPH), IGo= 0,07 + 0,410°
mg/ml (Fé*/askorbinian ) oraz 1&= 0,09 + 0,610° mg/ml (UVC). Dla zielonej
herbaty wartéci parametréw tych wynosity: g = 8,210° + 2,210 mg/ml (AAPH),
ICs0 = 8,210° + 2,010* mg/ml (F€*/askorbinian), 1= 0,29 + 0,07 mg/ml (UVC).

Opracowanie statystyczne wynikdw wykazalo istotriatystycznie rénice
w wartagciach 1Go w przypadku ekstraktow z berberysu, derenia, ogdika oraz
arniki w zalenosci od czynnika utleniacego. Nie wykazano istotnej statystycznie
roznicy w aktywndci ekstraktow z mahonii oraz zielonej herbaty wenihnia
liposoméw AAPH oraz jonami B&askorbinian. Préby nataty do grupy jednorodnej
(zakhcznik 7a).

Na podstawie wynikdw zamieszczonych na rysunku #§hika, ze badane
ekstrakty wykazaty najwyszy aktywnad¢ wobec liposomow utleniania zawkiem
APPH, natomiast Bz w ukladzie z jonami Fé&/askorbinian. Sposéb utleniania bton
liposoméw EYPC okazat siistotnym czynnikiem w badaniu proceséw inhibiciji
utleniania. Najnisza aktywna¢ przeciwutleniajca wykazaly badane ekstrakty
roslinne, z wyptkiem arniki, w przypadku indukcji peroksydacji btpromieniowaniem
UVC. Arnika rownie w przypadku utleniania lipidow promieniowaniem UVC
wykazata stosunkowo wysekaktywna¢ przeciwutleniaica (ICso = 0,09 + 0,6102

mg/ml). W przypadku utleniania bton promieniowani€C wartcci parametru 1
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byly najbardziej zrénicowane. Szczegbtowe wafth parametrow Igy zamieszczono
w zahczniku 7b.

Dokonupc statystycznego opracowania omowionych paeyywynikoOw stwierdzono,
ze rodzaj ekstraktu polifenolowego w znaopm stopniu wptyat na proces hamowania
proceséw peroksydaciji. Watek stanowity ekstrakty z mahonii oraz ogérecznika
w przypadku uktadu jonéw Easkorbinian, gdzie préby te na#dy do grupy
jednorodne;.

Dla poréwnania aktywri@i przeciwutleniajcej badanych ekstraktow
polifenolowych z aktywngcia Troloksu przedstawiono je jako parametr TEAC (ang.
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Wyniki waaono w ekwiwalencie Troloksu
(mM) w przeliczeniu na 100 gswiezej masy surowca [MMTE/100gs.m.]
| przedstawiono na rysunkach 47a oraz 47b.z3g warté¢ parametru TEAC
swiadczy o silniejszych wkziwosciach przeciwutleniagych ekstraktu rdinnego.

Na podstawie analizy danych zawartych na rysunka 4f#wvierdzono,ze
najwyzsza aktywnaé ochronm wobec utleniania bton liposomow zawkiem AAPH
oraz jonami F&/askorbinian wykazat ekstrakt z zielonej herbatyaritéci parametréw
TEAC wynosity odpowiednio: 422,87 + 13,40 mM TE/H0m. oraz 132,00 + 1,34
mM TE/100g $§.m.. Ekstrakt z arniki wykazat najuwyzy wartgs¢ parametru TEAC
=157,21 + 8,13 mM TE/100¢.m. Warté¢ TEAC w przypadku peroksydacji bton
liposoméw EYPC jonami E&askorbinian oraz promieniowaniem UVC wynosita akot
100 razy mniej w porownaniu z TEAC utleniania ligwd zwiazkiem AAPH. Proby
nalezaty do jednorodnej grupy. Podobnie jednorpdgrupe stanowity préby gdy
peroksydagj indukowano jonami Fé/askorbinian oraz promieniowaniem UVC
w obecndci ekstraktow z berberysu, derenia, arniki orazregmnika. W pozostatych
przypadkach czynnik utleniania byt istotny statggtyie. Wyniki zamieszczono
w zahczniku 8a.

Dla zilustrowania rénic w aktywndci przeciwutleniajcej badanych ekstraktow
roslinnych, zaleénej od sposobu utleniania liposoméw, wyniki przedstno
dodatkowo na rysunku 47b.

Podsumowujce je stwierdzono nagiujace sekwencje zmian aktywsmo
przeciwutleniagcej:

« AAPH > jony Fé*/askorbinian > promieniowanie UVC,
* podczas utleniania zazkiem AAPH: zielona herbata > arnika > ogorecznik >
berberys > mahonia > dére
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« podczas utleniania jonami F#askorbinian: zielona herbata > arnika >
ogorecznik > mahonia > ddre berberys,
* podczas utleniania promieniowaniem UVC: arnika >elana herbata >
ogorecznik > mahonia > berberys > dere
Dokonupc statystycznego opracowania wynikow stwierdzone, jedynie
w przypadku utleniania zwzkiem AAPH rodzaj ekstraktu §tnnego w istotnym
stopniu wptywat na poziom utleniania bton liposom&PC. W ukiadzie z jonami
Fef*/askorbinian ekstrakty z berberysu, derenia, mahmmaiz ogérecznika stanowity
grupy jednorodne. Pozostate dwa ekstrakty, tj.nakaoraz zielonej herbaty, stanowity
dwie r&norodne grupy. Wartgsi TEAC gdy liposomy EYPC ravietlano
promieniowaniem UVC w obecko ekstraktow z berberysu, derenia, mahonii oraz
ogorecznika naleaty do grupy jednorodnej. Ekstrakty z arniki oraelanej herbaty
stanowity odebne grupy statystyczne. Szczegdtowe dane zamiasaomozahczniku
8b.

5.1.2 Gaszenie wolnych rodnikébw DPPHprzez ekstrakty roslinne

W celu zbadania aktywsoi przeciwrodnikowych ekstraktow polifenolowych
wykorzystano déwiadczenie polegage na wychwytywaniu wolnych rodnikow DPPH
Na rysunku 48 przedstawiono waitd parametru TEAA (ang. Trolox Equivalent
Antiradical Activity) badanych ekstraktow wymne w ekwiwalencie Troloksu (mM)
na 100 gwiezej masy surowca [mM TE/10Ggm.].

Na podstawie wynikow przedstawionych na rysunku @@z zawartych
w zahczniku 9 zauwzono znacgce r&nice w aktywnéci przeciwrodnikowej
ekstraktow polifenolowych. Warioi TEAA malaly zgodnie z nagbujaca relach:
zielona herbata > arnika > ogorecznik > berberysnahonia > dere Wartaci
parametrow TEAA migcity sic w zakresie od 1,96 + 0,02 mM TE/10Q8gn. dla
derenia do 229,33 £ 16,26 mM TE/100m. dla zielonej herbaty. Dokoragj analizy
statystycznej omowionych powsj wynikow stwierdzono,ze ekstrakty z zielonej
herbaty, arniki oraz ogoérecznika w sposéb istotrpiymety na zawarté¢ wolnych

rodnikbw DPPH Ekstrakty z berberysu, derenia oraz mahoniizsyedo jednorodne;j
grupy statystyczne;.
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5.1.3 Oznaczanie zdolnéci ekstraktéw polifenolowych do redukowania jonow
zelaza — FRAP

Metoda FRAP slzy do oznaczenia aktywlo przeciwutleniggcej substancii,
w tym ekstraktow polifenolowych, poprzez zdaladych zwhzkéw do redukowania
jondw zelaza F&', zawartych w odczynniku TPTZ, do jonéw?Fe

Wartasci FRAP (rysunek 49, zadznik 9) wskazuj znaczne rénice w zdolnéci
do redukowania jonOwelaza przez badane ekstrakty. Nzgm wartas¢ parametru
FRAP, czyli najnisza zdolng¢ do redukowania jonéwelaza, wykazaly ekstrakty
z mahonii (12,37 £ 0,44M TE/1g $.m.), derenia (13,81 = 0,60M TE/1g $.m.) oraz
berberysu (20,09 + 0,88M TE/1g $.m.), naleéace do jednorodnej grupy statyczne,.
Okoto 100 razy wisza aktywna¢ wykazat ekstrakt z ogorecznika (132,96 + 6,08
TE/1g $.m.). Ekstrakt z arniki miat okolo dwa razy ez aktywnacé
przeciwutleniajca w poréwnaniu z ekstraktem z ogorecznika (330,50342 uM
TE/1g §.m.). Najwyisz zdolng¢é do redukowania jonowzelaza, czyli najwysz
aktywnas¢ przeciwutleniajca, wykazata zielona herbata. Waxtd=RAP dla ekstraktu
z zielonej herbaty wynosita 2794,74 + 76 /M TE/1g s.m. Ekstrakty z ogdrecznika,
arniki oraz zielonej herbaty stanowity @dne grupy statystyczne.

5.1.4 Okreslanie catkowitej zawartosci polifenoli w ekstraktach roslinnych

Catkowita zawartd¢ polifenoli w ekstraktach &innych okr&lano metod
Folina-Ciocalteau. Wyniki wyrne w ekwiwalencie kwasu galusowgo (mg)
w przeliczeniu na 100 gwiezej masy surowca [mg GAE/10Ggm.] zamieszczono na
rysunku 50 oraz w zadzniku 10. Analizujc dane zauw@no, ze catkowita zawark@
polifenoli malata zgodnie z nagiujaca relach: zielona herbata > arnika > ogérecznik >
berberys > mahonia > déreZawartd¢ polifenoli w tych ekstraktach wahatagsi
w szerokim zakresie od 37964,52 + 1713,96 mg GABgGEOn. dla zielonej herbaty do
339,36 + 4,59 mg GAE/100§m. dla derenia. Ekstrakty z berberysu, derenia ora
mahonii nie ranity sie¢ znacaco midzy soly zawartdcia polifenoli (préby nalgaty do
jednorodnej grupy). Zawaré polifenoli dla pozostatych trzech ekstraktowmida si
znacaco - prawie 100-krotnie. Przynaleos¢ prébek do grypy jednorodnej
w przypadku berberysu i mahonii mogta wyrika przynaleénosci do jednej rodziny:
berberysowatych.
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5.1.5 Okreslanie catkowitej zawartosci flawonoidow w ekstraktach raslinnych

W metodzie spektrofotometrycznej oklenia catkowitej zawarkei
flawonoidéw wykorzystano zdolié flawonoidéw do kompleksowania jonéw Al
Wyniki zawartdci flawonoidéw wyraone w ekwiwalencie rutyny (mg) w przeliczeniu
na 100 gswiezej masy surowca [mg RE/10Ggn.] przedstawiono na rysunku 51 oraz
zebrano w zakzniku 10.

Zawartg¢ flawonoiddw w  poszczegolnych ekstraktach slirmych malata
w nastpujacym poradku: zielona herbata > arnika > ogorecznik > bgrber mahonia
> deré. Ekstrakt z zielonej herbaty, najbogatszy we flaaidy (5723,18 + 285,09 mg
RE/100g §.m.), posiadat ich okoto 100-krotnie egej w pordwnaniu z il&cia
flawonoidéw zawartych w dereniu (63,86 + 3,04 mg/RIbg$.m.). Berberys, defe
oraz mahonia stanowity jednoradgrup; statystycza. Ogoérecznik, arnika oraz zielona

herbata naleaty do r&norodnych grup.

5.1.6 Okreslanie zawartosci antocyjandw w ekstraktach raglinnych

Metoda oznaczania antocyjanow w ekstraktacBlimoych wykorzystuje
zaleznos¢ tych zwiazkdéw od pHsrodowiska w ktorym si znajdugp. W wyniku zmian
pH nastpuja transformacje struktury ggteczkowej antocyjanéw, co wplywa na ich
barwe.

Zawartgci antocyjanow, wyrzone w ekwiwalencie cyjanidyno-3-galaktozydu
(mg) w przeliczeniu na 100 gwiezej masy surowca [mg C3GE/100gm.],
w ekstraktach z berberysu, derenia oraz mahonédstawiono na rysunku 52.
Analizujac dane z rysunku 52 stwierdzonge berberys oraz derenie r&nity sie
znacaco iloscia antocyjanow (proby stanowity jednoradngrupg). Zawart@é
antocyjanéw w tych owocach wynosita okoto 50 mg EAMmO0gs.m. W mahonii
zawartd¢ antocyjandéw byta natomiast ponad 40-krotniezsea (226,63 + 4,46 mg
C3GE/100gs.m). Zauwaono, ze barwy owocow berberysu (rys. 27) i derenia (9.
byly do siebie zbfione. Owoce mahonii byly wyfaie ciemniejsze (rys. 33), co
swiadczy o0 wyszej zawartéci antocyjandw. Szczegotowe wyniki zebrano

w zahczniku 10.
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5.1.7 Chelatowanie jondwzelaza przez ekstrakty rglinne

Widma absorpcyjne metanolowych roztworéw ekstraktberberysu, derenia
oraz mahonii miareczkowanych jonam?Fprzedstawiono na rysunku 53.
Widma ekstraktow w miarmiareczkowania kolejnymi porcjami roztworu 2 mMte
Widma te posiadaty charakterystyczne dla antocyjandaksima przy diugaei fali
réwnej okolo 530 nm oraz pasma pochgmz od ich kompleksu z jonami $e
w zakresie od 550 - 650 nm. W opisie procesu koksoieania casteczek przytymi
parametrami zostaly wakc przyrostu absorbancji piku pochadego od kompleksu
(AAkompleky, Oraz zmniejszenia absorbancji piku pochoego od badanych ekstraktow
roslinnych (AAckstrak), @ take przesuricie batochromoweA(Q), czyli przesuricie piku
pochodacego od flawonoidu w kierunku fal diszych. Wartéci tych parametréw

zamieszczono w tabeli 8.

PRZESUNIECIA HIPERCHROMOWE ( AA) ORAZ
EKSTRAKT
BATOCHROMOWE ( AA) MAKSIMUM PIKU
AA ekstrakt AA kompleks AL [nm]
berberys / Fe 0,08] 0,02 0*
deren / Fe 1,04] o* 2
mahonia / Fe 1,41 0,03 3

Tab. 8. Wartcici przesung¢ hiperchromowych AA) oraz batochromowychAQ) [nm]
maksimum pikéw absorbancji badanych ekstraktow@amowych miareczkowanych
jonami Fé*Koncowe stzenie ekstraktéw wynosito 0,03 g/ml natomiasthdmwe
stezenie zelaza wynosito 0,33 mM. 0* - nie zaobserwowano PsoC powstawania
pasma pochodzego od komplekséw lub | - oznaczaj wzrost lub spadek absorbancji
(AA) maksiméw pikow pochodzych od flawonoidéw () i od kompleksow?)

Dane zamieszczone w tabelé®iadcz o braku zdolnéci chelatowania jondw
zelaza przez ekstrakty z derenia oraz mahonii. kosad brak punktu izozbestycznego
(Swiadczacego o rownowadze w roztworze peory forrpm wolna oraz
skompleksowas [Cornard i wsp. 2001]) potwierdzit brak zjawiskarmpleksowania.
Zmniejszanie si absorbancji piku pochodeego od antocyjanéwk (= 509 nm) podczas

miareczkowania jonanielaza spowodowane byto rozetzaniem proby.
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5.1.8 Wyznaczanie wspétczynnikbw podziatu ekstraktow rélinnych pomiedzy
oktanol i wode (P)

Wspotczynniki podziatu ekstraktow donnych pomedzy oktanol i wod
wyrazono jako logP. Wartei P wyznaczano na podstawie wzoru opisanego
w rozdziale 4.4.10. Zlogarytmowane wadbP (logP) zamieszczono na rysunku 54
oraz w zaiczniku 12.

Wartaici ujemne logPswiadcz o wickszym s¢zeniu zwiazku w wodzie
w porownaniu z oktanolem. Najisiza wartas¢ logP wykazat ekstrakt z derenia (-0,38
+ 0,02), natomiast wksze wartéci, nieznacznie rfniace s¢ miedzy soh otrzymano
dla berberysu oraz mahonii (odpowiednio -0,25 +20,0raz -0,27 = 0,02).
Powinowactwo badanych ekstraktow do fazy wodivejadczy o ich hydrofilowym
charakterze, co skutkuje matym ich powinowactweniady lipofilnej reprezentowane;
w tym dgwiadczeniu przez oktanol.

Najwyzsze wartéci logP otrzymano dla ekstraktu z ogérecznika aigionej herbaty
(odpowiednio 0,52 + 0,03 oraz 0,54 £ 0,03). W pemjku arniki otrzymano warié
mniejsz od powyszych 0,30 + 0,06, co rowrigwiadczy o powinowactwie do fazy

organicznej. Analig statystycza zamieszczono w zgdzniku 13.

5.1.9 Wyznaczanie statych dysocjacji ekstraktow rélinnych w uktadzie liposomy
EYPC:bufor

Stale dysocjacji badanych zwkow w uktadzie liposomy:bufor wyznaczano na
podstawie badania gaszenia fluorescencji sondyite&ylo-1,3,5-heksatrienu (DPH)
wbudowanej w btoa liposoméw EYPC. W wyniku modyfikacji btony eksttakni
polifenolowymi rejestrowano zanik fluorescencji dgn

Sporadzono wykresy Sterna-Volmera:

Fo_4 \[Sud
F

gdzie: kB i F - intensywné fluorescencji proby odpowiednio bez
I Z przeciwutleniaczem, [Sub] -¢genie badanego ekstraktu polifenolowego w mg/ml.
Z prostoliniowego charakteru wykresu Sterna-Volmézahcznik 11) wyznaczano

wartas¢ nachylenia prostej i obliczano wadéoparametru statej dysocjacji — Kwzoér
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rozdziat 4.4.11). Wartei statych dysocjacji przedstawiono na wykresie @az
zebrano w zakzniku 12.

Podobnie jak w przypadku wyznaczania wspotczynmikalziatu pomgdzy
oktanol i woa, badane ekstrakty wykazaty znace zr@nicowane powinowactwo do
btony liposoméw EYPC. Wysoka wakio Ky swiadczy o matym powinowactwie
ekstraktu do btony liposoméw uformowanych z fosfistgcholiny jajeczne.
Najwicksze wartéci Kq, czyli mate powinowactwo do btony liposoméw, wykaz
ekstrakty z berberysu, derenia oraz mahonii. Wartstatych dysocjacji dla tych trzech
ekstraktow polifenolowych ity siec znacaco statystycznie. Warkoi Kq wynosity od
1,16 £ 0,07 mg/ml dla berberysu do 2,55 £ 0,08 nhglla derenia. Najiszy wartasé
statej Ky (4,6610° + 1,1010% mg/ml), czyli najbardziej hydrofobowy charakter,
posiadat ekstrakt z zielonej herbaty. Dla ogordamiraz arniki warteci statej Ky byty
znaczco r@ne i wynosity odpowiednio 1,2¥0% + 8,9010* mg/ml oraz 6,240°
+1,6110* mg/ml. Charakter hydrofobowy ekstraktéw polifensi@h malat zgodnie

z relacj: zielona herbata > arnika > ogorecznik > berberysahonia > dere

5.2 Flawonoidy

Analogiczne aktywn& przeciwutleniggca oraz widciwosci przeciwrodnikowe
okreslonano dla flawonoidow, dalacych gtéwnymi sktadnikami wczaiej opisanych
ekstraktow rélinnych. W badaniach zastosowano rpsjace flawonoidy:

* cyjanidyna oraz jej pochodncukrowy cyjanidyno-3-galaktozyd dla
ekstraktow z berberysu, derenia oraz mahonii,

» kwercetyna oraz jej pochogincukrowg kwercetyno-3-galaktozyd dla
ekstraktu z ogorecznika,

* kwas chlorogenowy dla arniki,

» epikatechina oraz galusan epigalokatechiny (EGQ&zidlonej herbaty.

5.2.1 Pomiar inhibicji utleniania liposomow EYPC w obecndci flawonoidéw
- TBARS

Wyniki bada aktywndci przeciwutleniajcej flawonoidow zamieszczono na
rysunku 56a oraz 56b. Wdgiwosci przeciwutleniajce wyraono jako parametr I§g
[mM], ktéry zostat opisany w punkcie 5.1.1.

Z analizy danych zawartych na rysunku 56a wida cyjanidyna okazataedobrym

przeciwutleniaczem gdy peroksydadpton liposoméw EYPC indukowano jonami
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Fe?*/askorbinian (1G= 1,48 + 0,06uM). Znaczco wyzsza warta¢ parametru 1§ dla
cyjanidyny zaobserwowano w przypadku utlenianiagziem AAPH (IGo =0,12
+ 0,30 uM), a najwysz gdy liposomy EYPC ravietlano promieniowaniem UVC
(ICs0 = 56,03 £ 2,4uM). Cyjanidyno-3-galaktozyd, podobnie jak cyjanidyrokazat
sie¢ najstabszym przeciwutleniaczem gdy peroksygdatpn liposoméw indukowano
promieniowaniem UVC (Ig= 1300,02 £ 33,321M). W przypadku utleniania bton
zwiagzkiem AAPH oraz jonami F&askorbinian wartéci parametru 1§ dla
cyjanidyno-3-galaktozydu wynosity odpowiednio: 1B,2 0,58 uM oraz 24,04t 1,00
uM. Najsilniejszym przeciwutleniaczem okazata Kiwercetyna. Wartei parametru
ICspdla kwercetyny wynosity: 16 = 1,01+ 0,07 uM (AAPH), IC50= 3,15+ 0,18 uM
(Fe*/askorbinian), 16§ = 1,80+ 0,06 uM (UVC). Pochodna cukrowa kwercetyny,
kwercetyno-3-galaktozyd, wykazatazerm aktywna¢ przeciwutleniajca w sytuaci
gdy peroksydagjlipidéw indukowano zwjzkiem AAPH oraz promieniowaniem UVC.
W tych przypadkach uzyskano czterokrotnie zgg wartg¢ parametru 16
(odpowiednio: 4,43 £ 0,28M oraz4,43+ 0,31 uM). Wyzsze widciwosci ochronne
kwercetyno-3-galaktozyd wykazat wobec procesow nidieia bton indukowanych
jonami Fé%askorbinian (I = 11,84 + 0,50 uM). W przypadku kwasu
chlorogenowego warfci parametru Igy malaty, zgodnie z nagiujaca relacp: ICso
= 236,04+ 9,69 uM (UVC) < ICso= 77,61+ 1,50 uM (F€**/askorbinian), IG = 8,29
+ 0,43 uM (AAPH). Zwiazek EGCG najsilniej ochraniat lipidy poddane pexalkecji
zwiazkiem AAPH (IGo = 2,90+ 0,07 uM). Gdy induktorem peroksydacji bton
liposoméw EYPC byly jony Fé/askorbinian wart@& parametru 1§ dla EGCGbyta
okoto 4-krotnie nisza i wynosita 8,76 0,17 uM. Wobec utleniania liposomow
promieniowaniem UVC zwizek EGCG wykazal najmsza aktywnaé
przeciwutleniajca (ICso = 38,62+ 1,65 uM). Wartas¢ parametru 1 dla epikatechiny
malata zgodnie z relagj ICso= 251,41 £+ 16,51uM (UVC) > I1C5= 5,02+ 0,04 uM
(AAPH) > 1Cso= 1,97 + 0,15:M (Fe**/askorbinian).

Po uwzgtdnieniu analizy statystycznej rezultatbw ba@datwierdzono, ze
badane flawonoidy posiadaly najsze wartéci parametru 1g, czyli posiadaty
najwyzsze wiaciwosci ochronne, w przypadku utleniania indukowanegaaziiem
AAPH. Badane flawonoidy posiadaty najgze wartéci parametru 16, gdy utleniania

Zwigzane byto z promieniowaniem UVC.
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Dane na rysunku 56b przedstawiono dodatkowo dlastzdwania rénic
w aktywndaci przeciwutleniaicej badanych flawonoidéw zaleej od sposobu
utleniania liposomow.

Podsumowujc je ma@na napis@ nhastpujace sekwencje aktywroi
przeciwutleniagcej:

« AAPH > jony Fé*/askorbinian > promieniowanie UVC,

 podczas utleniania zazkiem AAPH: kwercetyna > EGCG >
kwercetyno-3-galaktozyd > epikatechina > kwas adenowy > cyjanidyna >
cyjanidyno-3-galaktozyd ,

« podczas utleniania jonami ¥faskorbinian: cyjanidyna > epikatechina >
kwercetyna > EGCG > kwercetyno-3-galaktozyd > ciggno-3-galaktozyd >
kwas chlorogenowy,

e podczas utleniania promieniowaniem UVC: kwercetyna kwercetyno-3-
galaktozyd >EGCG > cyjanidyna > kwas chlorogenowyepikatechina >
cyjanidyno-3-galaktozyd.

Aktywnos¢  przeciwutleniajca  badanych  flawonoidéw  poréwnano
z aktywndcia antyoksydacyjm Troloksu, traktowanego jako przeciwutleniacz
standardowy i wyrzono jako parametr TEAC. Watib tego parametru wksza od
jednaici swiadczy o wyszych widciwosciach przeciwutleniagych badanej substancji
w poréwnaniu z Troloksem.

Z rysunku 57a wynikaze wszystkie badane flawonoidy wykagzuvyzsz
aktywna¢ przeciwutleniaggca w porownaniu z Troloksem, gdy peroksydadjton
liposoméw EYPC indukowano zwzkiem AAPH. W przypadku gdy utleniania lipidéw
indukowano jonami Fé/askorbinian otrzymano parametr TEAC mniejszy ath{gci
dla: cyjanidyno-3-galaktozydu (0,44 + 0,02), kweyr®-3-galaktozydu (0,91 + 0,04)
oraz kwasu chorogenowego (0,14 + 0]8%). Podczas riavietlania bton liposoméw
promieniowaniem UVC wksza¢ flawonoidéw okazata sistabszym, w poréwnaniu
z Troloksem przeciwutleniaczem. TEAC w przypadkuswiatlania liposoméw
promieniowaniem UVC byt mniejszy od jedimd dla cyjanidyny (0,21 + 0,01),
cyjanidyno-3-galaktozydu (0,01 + 0,20°), kwasu chlorogenowego (0,05 + 0,23,
EGCG (0,31 + 0,01) oraz epikatechiny (0,05 + @183).
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Z danych zamieszczonych na rysunku 57b zaowa, ze najstabszymi
w poréwnaniu z Troloksem przeciwutleniaczami okgzsi¢ cyjanidyno-3-galaktozyd
oraz kwas chlorogenowy. Kwercetyna wzégm przypadku inicjowania peroksydaciji
lipidow wykazata aktywn& przeciwutleniajca wyzszy w poréwnaniu z Troloksem.
Wartasci TEAC dla kwercetyny wynosity: 33,77 + 2,44 (AARH3,40 + 0,19
(F€*/askorbinian) oraz 6,68 + 0,22 (UVC).

Analize statystycza opisanych wynikbw zamieszczono w aaniku 14a.
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5.2.2 Gaszenie wolnych rodnikéw DPPHprzez flawonoidy

Wyniki badania aktywngi przeciwrodnikowej flawonoidéw, wobec rodnikéw
DPPH, przedstawiono na rysunku 58, w postaci waitparametru TEAA (ang. Trolox
Equivalent Antiradical Activity). Wartd TEAA wigksza od jednii $wiadczy
o wyzszej aktywnéci flawonoidow do wychwytywania wolnych rodnikéw BPH

w poréwnaniu z aktywniia przeciwrodnikow Troloksu. Analizujc dane
przedstawione na rysunku 58 zauwao, ze wszystkie flawonoidy wychwytywaty
wolne rodniki DPPH skuteczniej ameli Troloks. Najwyszs aktywnaé
przeciwrodnikow posiadat zwjzek EGCG (TEAA = 4,74 +£0,11). Epikatechina,
kwercetyna oraz kwercetyno-3-galaktozyd wykazatyapm aktywnac, jednak weciz
silniejsz w porownaniu z Troloksem (préby nasty do grupy jednorodnej). Stalsz
aktywna¢ wykazaty cyjanidyna oraz cyjanidyno-3-galaktozyidEAC = ok. 2, proby
nalezaty do grupy jednorodnej). Najsz aktywna¢ wykazat kwas chlorogenowy
(TEAC = 1,92 + 0,02). Analigstatystycza opisanych powsej wynikow zamieszczono

w zahczniku 15.

5.2.3 Oznaczanie zdolnéci flawonoidow do redukowania jonéwzelaza — FRAP

W celu oznaczenia zdoléc flawonoidéw do redukowania jonéw ¥elo Fé*
wykorzystano metagdFRAP. Otrzymane wyniki redukowania jon@e&laza poréwnano
z aktywndcia redukcji Troloksu. Wgksza od jednci wartgé¢ parametru FRAP
swiadczy o wyszej zdolnéci do redukowania jonéwelaza nt Troloksu.

Analizujac dane zebrane na rysunku 59 zatowm®, ze wszystkie badane flawonoidy
wykazaty warté¢ parametru FRAP wksz od jedngci. Wsrod badanych flawonoidow
wartas¢ parametru FRAP malata wedtug relacji: cyjanidy@®88 + 0,36) > kwercetyna
(5,10 £ 0,28) > EGCG (4,30 = 0,20) > cyjanidynodaktozyd (3,52 =0,21) >
epikatechina (3,35 + 0,17) > kwas chlorogenowy 2,4 0,12) >
kwercetyno-3-galaktozyd (1,63 + 0,03). Dokammupnalizy statystycznej oméwionych
powyzej wynikow zauwaono, ze badane flawonoidy stanowity @tine grupy
statyczne z wyjtkiem cyjanidyno-3-galaktozydu oraz epikatechintgri naleaty do

grupy jednorodnej. Szczeg6towe dane zamieszczonakaezniku 15.
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5.2.4 Chelatowanie jonéwzelaza przez flawonoidy

Widma  absorpcyjne  metanolowych  roztwor6w  cyjanidynyoraz
cyjanidyno-3-galaktozydu miareczkowanych jonanfi'Eamieszczono na rysunku 60.

Charakteryzy sic one widocznym maksimum, charakterystycznym dla
antocyjanéw przy diugei fali wynoszcej ok. 530 nm oraz pasmem pochgryzn od
kompleksu antocyjanu z joname¢laza. Analogicznie jak w rozdziale 5.1.7, w ktorym
okreslano zdoIné¢ ekstraktéw polifenolowych do kompleksowania jondwe,
przyjetymi parametrami do opisu tego zjawiska byly ws&etoprzyrostu absorbancji
piku pochodzcego od kompleksuA@ ompieky Oraz zmniejszenia absorbancji piku
pochodacego od badanych flawnoiddwAA fawonoid, @ take przesunicie
batochromowe, czyli przeswwie piku, pochodzego od flawonoiduAA) w kierunku
fal dtuzszych.

Wartdsci tych parametréw zamieszczono w tabeli 9.

PRZESUNIECIA HIPERCHROMOWE ( AA)
FLAWONOIDY ORAZ BATOCHROMOWE ( A)
MAKSIMUM PIKU

AA fiawonoid AA kompleks A [nm]
cyjanidyna/Fe”* 1,46] 0,21% 0%
cyjanidyno-3-galaktozyd/Fe* | 1,21] 0,04 8
Tab. 9. Wartcici przesung¢ hiperchromowych AA) oraz batochromowychAQ) [nm]
maksimum pikbw  absorbancji cyjanidyny i cyjanidy8ayalaktozydu
miareczkowanych jonami  zelaza. Kacowe stzenie cyjanidyny

I cyjanidyno-3-galaktozydu wynosito 0,1 mM natonmiasoncowe stzenie zelaza
wynosito 0,33 mM. 0* nie zaobserwowano procesu pawania pasma pochagzgo
od komplekséwt lub | - oznaczaj wzrost lub spadek absorbancfiA) maksiméw
pikdbw pochodzcych od flawonoidow |) i od kompleksow 1)

Absorbancja piku pochodzego od antocyjanéw zaréwno cyjanidny, jak
i cyjanidyno-3-galaktozydu, przy diugg fali rowniej 539 nm zmniejszatagspodczas
miareczkowania jonami Eé Dla cyjanidyny nagpito obnizenie absorbancji o 1,46;
natomiast dla cyjanidyno-3-galaktozydu o 1,21. khaleaznacz§, ze tylko przypadku
cyjanidyno-3-galaktozydu w miamiareczkowania jonami Fezaobserwowano efekt
batochromowy o 8 nm. Podczas miareczkowania cyyaidoojawit s& nowy pik
pochodacy od tworacego st kompleksu, ktdrego absorbancja wzrastata, wraz ze

wzrostem sgzenia jonéwzelaza. Dla maksymalnegoesénia jonéw F& (0,33 mM)
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absorbancja piku pochogtego od kompleksu antocyjan?Fewzrosta o 0,211.
Obserwacja taswiadczyta o wzrécie stzenia powstajcego kompleksu przy
jednoczesnym spadku #iad wolnych casteczek cyjanidyny. Dodatkowo podczas
miareczkowania cyjanidynyzelazem, zaobserwowano punkt izozbestyczny przy

dtugdsci fali rownej 580 nm.

5.2.5 Wyznaczanie wspotczynnikow podziatu flawonoidow pomgdzy oktanol
i wodg (P)

Wspotczynniki podziatu flawonoidéw pordzy oktanol i wod wyrazano jako
logP. Warté¢ P wyznaczano na podstawie wzoru opisanego w raledZi.4.10. Po
zlogarytmowaniu wartei P otrzymano logP, ktdére zamieszczono na rysiikwraz
w zahczniku 17. Dodatnia warfé tego parametruswiadczyta o powinowactwie
badanego zwizku do fazy organicznej reprezentowanej przez alttan

Wartas¢ logP, czyli powinowactwo do oktanolu zmieniata sredtug relaciji:
cyjanidyno-3-galaktozyd (-1,53 £ 0,07) < cyjanidynal,42 = 0,04) < kwas
chlorogenowy (-0,99 % 0,03) < epikatechina (0,40@,82) < EGCG (0,98 + 0,04) <
kwercetyno-3-galaktozyd (1,09 + 0,04) < kwercetyfha@3 + 0,07). Analizuic dane
z rysunku 61 zauwano, ze flawonoidami, ktére wykazaly powinowactwo do fazy
wodnej byly zwazki o ujemnej wartéci logP: kwas chlorogenowy, cyjanidyna oraz
cyjanidyno-3-galaktozyd. Warto zwrdéciuwag: na fakt, ze podstawnik cukrowy
zwickszat charakter hydrofilowy @gteczki, co zauwano na przyktadzie cyjanidyny

i cyjanidyno-3-galaktozydu  oraz  kwercetyny i kwedkem-3-galaktozydu.
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5.2.6 Wyznaczanie statych dysocjacji flawonoidow w ukfade liposomy EYPC :
bufor

Stale dysocjacji (¥ badanych flawonoidéw w ukfadzie liposomy:bufor
wyznaczano na podstawie gaszenia fluorescencjiysar@gtdifenylo-1,3,5-heksatrienu
(DPH) wbudowanej w liposomy EYPC. W wyniku modyfdgabtony flawonoidami
rejestrowano zanik fluorescencji sondy.

Na podstawie prostoliniowego charakteru wykresurfat&/olmera, to jest zataosci:

Fo_, \[su)’
F

gdzie: kb i F - intensywné& fluorescencji proby odpowiednio bez
I z przeciwutleniaczem, [Sub] -¢genie badanego flawonoidu ekstraktu polifenolowego
w mol/l, wyznaczano warfd nachylenia prostej, a naphie obliczano wartd
parametru statej dysocjacji — gK(rozdziat 4.4.11) Wykresy Serna-Volmera dla
flawonoidéw zebrano w zatzniku 16. Wartéci statej dysocjacji przedstawiono na
rysunku 62 oraz zebrano w zetniku 17.

Wartas¢ Kq malata, czyli powinowactwo do btony liposomow watiato, wedtug
relacji: kwas chlorogenowy (6,43 + 0,44M) > cyjanidyno-3-galaktozyd (5,18 0,18
uM) > cyjanidyna (4,24 + 0,19M) > kwercetyno-3-galaktozyd (3,16 = 0,18/) >
epikatechina (2,31 = 0,1&aM) > EGCG (0,62 + 0,02uM) > kwercetyna (0,11
+6,9310° uM). Badane flawonoidy wykazaly istotne zrice statystyczne

w powinowactwie do btony (analiza statystyczna Ya@aniku 17).
5.3 Badania wtasciwosci fizycznych liposomow

5.3.1 Badania wyptywu karboksyfluoresceiny (CF)

Przeprowadzono badania wyptywu karboksyfluoresceiay liposomoéw
w zalenosci od dlugaci tancucha oraz liczby wvazan podwdéjnych w tacuchu
acylowym lipidow. Procentowy wyptyw karboksyfluooesny obliczano ze wzoru
opisanego w punkcie 4.4.12.

Z analizy danych zamieszczonych na rysunku 63awraahczniku 18 wynika,

ze procentowy wyptyw CF malat wraz ze wzrostem licabomdw wegla w taacuchu
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acylowym casteczki lipidu. Najmniejszy procentowy wyptyw, cieyhajwigkszy
szczelné¢ wykazaty btony liposoméw utworzonych z lipidéw pedapcych 22 atomy
wegla w taacuchu (0,13 = 0,01 %). Trzy razy aiszy procentowy wyptyw CF,
w porownaniu z liposomami uformowanymi z lipidu @2: zaobserwowano
w przypadku pcherzykoéw lipidowych utworzonych z distearoilofayfdylocholiny
(DSPC) (0,33 £+ 0,01 %) mgjej w taicuchu acylowym 18 atoméw egla (18:0).
W przypadku dipalmitoilofosfatydylocholiny (DPPChawierajcej 16 atomow wgla
(16:0) wyptyw CF osignat wartas¢ 0,68 = 0,03 %. Dla fosfatydylocholiny jajecznej
(EYPC) oraz uwodornionej fosfatydylocholiny sojowgHSPC), czyli lipidow
zawierajpcych w swojej cgsteczce rgne diugdci tancuchdw, otrzymano najekszy
procentowy wyptyw CF - ok. 3%. Dtugé tancucha w stopniu istotnym wplywata na
szczelné¢ uformowanych liposomaow.

Kolejnym etapem badania procentowego wyptyw CF ktosslanie wptywu
zawartd¢ liczby wiazan podwodjnych w tacuchu acylowym cgsteczki lipidu na
szczelné¢ bton mcherzykow lipidowych z nich utworzonych. Analizaj wyniki
przedstawione na rysunku 63b, oraz waeahiku 19 zaobserwowanage stopié
uwodornienia lipidéw w stopniu istotnym wphnna wyptyw karboksyfluoresceiny
zamknitej wewnatrz liposoméw. Najbardziej szczelne, o najmniejszgracentowym
wyptyw CF, byty btony liposoméw utworzone z distedofosfatydylocholiny (DSPC),
zawierajcej w taacuchu acylowym 18 atomow qgla i nie posiadagpych whzan
podwadjnych w tacuchu (18:0). Procentowy wyptyw CF zgherzykéw lipidowych
z DSPC wyniést 0,33 + 4,510° %. Dwa razy wikszy procentowy wyptyw CF
zaobserwowano woéwczas gdy liposomy uformowanoidligawieragcego tak sany
liczbe¢ atomow wgla oraz jedno wizanie nienasycone w flauchu acylowym -—
dioleoilofosfatydylocholina (18:1). Zwkszenie liczby wizar podwojnych o kolejne
w tancuchu powodowato wzrost wyptyw CF do waxto4,09 + 0,14 % dla lipidu o 18
atomach wgla i dwdoch wizaniach podwadjnych (18:2). Badania procentowegotywyp
CF przeprowadzono ta& dla lipidu zawieracego 18 atomow ggla i trzy wihzania
nasycone w kcuchu acylowym (18:3) — dilinolenoilofosfatydylodimy (DLinPC).
Zamknkta karboksyfluoresceina wegherzykach lipidowych z 18:3 wyptywata z nich
tuz po nat@eniu na koluma z zelem do gczenia molekularnego. Niemove byto
zebranie frakcji liposomow zawiesaych zamknity barwnik. Swiadczyta o tym
seledynowa barwaaszacej st mieszaniny. Procentowy wyptyw CF z liposoméw

uformowanych z lipidu zwieragego w swojej casteczce o dwa atomyegla wigcej
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oraz cztery wizania podwéjne (20:4) - diarachidonoilofosfatydylotina (DArchPC)
osiagnat najwigksz wartas¢ wynoszca 11,83 £ 0,09 %.

5.3.2 Pomiar efektywnasci zamykania karboksyfluoresceiny (CF)

Wyniki pomiaru efektywnéci zamykania karboksyfluoresceiny w zaiesci od
diugcsci tancucha acylowego lipidéw budigych liposomy zebrano na rysunku 64a
oraz w zadczniku 18. Procentoyv efektywndé zamykania karboksyfluoresceiny
wyliczono na podstawie wzoru opisanego w punkciel.

Analizujac dane zauweno, ze dlugdé¢ tancucha acylowego, czyli liczba
atoméw wegla w taacuchu acylowym w cgsteczcee lipidow, w sposob istotny wptywata
na efektywné¢ zamykania CF wewtrz liposomow uformowanych z tych lipidéw.
Najwyzsz, efektywngé zamykania (0,17 + 4,980° %) otrzymano dla liposoméw
uformowanych z fosfatydylocholiny jajecznej (EYPC)Dla uwodornionej
fosfatydylocholiny sojowej otrzymano najsia efektywnadé zamykania CF - 0,07
+2,0810° %. W przypadku lipidéw réniacych si diugdicia tancucha acylowego
zaobserwowano ohianie efektywnéci zamykania CF w nagtujacym poradku: 16:0
(0,15 + 3,2110°% %) > 18:0 (0,11 + 3,510° %) > 22:0 (0,10 + 4,580° %). Wzrost
liczby atoméw wggla w taaicuchach acylowych w gsteczce lipidu skutkowat mniejsz
efektywndacia zamykania CF.

Wyniki analogicznego dwviadczenia, magcego na celu oké&anie wptywu
liczby wiazaan podwojnych w tacuchu acylowym w cgteczce lipidu, zebrano na
rysunku 64b oraz w zadzniku 19. Analizujic dane zauwano, ze im wiksza liczba
wiazan nienasyconych w fecuchu weglowodorowym lipidu tym wgksza efektywnét
zamykania. Procentowa efektyw#dozamykania CF wzrastata wedtug relacji: 18:0
(0,11 + 5,1310° %) < 18:1 (0,12 + 3,610° %) < 18:2 (0,13 + 2,520° %) < 20:4
(0,16 + 7,6410°%).

Podsumowujc, na efektywn& zamykania CF miaty wpltyw zaréwno liczba
atoméw wgla, jak i liczba wizan podwdjnych w tacuchu acylowym casteczki
lipidu. Parametry te wptywajna ut@enie przestrzennetauchéw acylowych w btonie

liposomy, a co giz tym wize na zdoln&t zamykania w nich substanciji.

5.3.3 Badania rozmiaréw liposomow

Analize rozktadu wielkdci liposoméw przeprowadzono przyyciu aparatu

Zetasizer Nano-ZS firmy Malvern, w ktérym wykorzgsb zjawisko dynamicznego
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rozproszeniaswiatta (ang. dynamic light scattering - DLS). Zbadarozmiary
pecherzykéw lipidowych réniacych st skladem lipidowym oraz metadich
otrzymywania. Do uformowania liposomoéw wykorzystaliymdy rozniace sg liczba
atomow wegla oraz liczh wigzar podwojnych w tacuchu acylowym. Zastosowane
lipidy posiadaly od 12 do 22 atoméwegla oraz od 1 do 4 wiar podwojnych
w tancuchu acylowym. Nazwy chemiczne lipidow zebranoabeli 2. Do otrzymania
pecherzykdéw lipidowych zastosowano ngmijace metody: sonifikowania,
kalibrowania przez filtry poliwglanowe oraz cyklicznego zanemia i rozmraania
(ang. freeze-thaw - FAT). Przeprowadzono zéakanaliz rozmiarow liposomow
otrzymanych metad FAT zawieragcych zamkngty wewmtrz — aktywny
przeciwutleniajco zwihzek. Na rysunku 65 zebrano przykladowe histogramy
rozktadow srednic liposomow otrzymanych metpd kalibracji przez filtry
poliwgglanowe.

W wyniku analizy przy #@yciu Zetasizera otrzymano gtdéwnie trzy typy
rozktadow srednic gcherzykéw lipidowych. Na rysunku 65a zamieszczoaopkiad
rozmiarow liposoméw uformowanych z lipidu o 18 atwmh wegla, z 3 wizaniami
podwdjnymi w taicuchu acylowym (18:3). Charakteryzowa¢ in mah szerokdcia
potéwkowy oraz posiadat jedno maksimum. Wynikistgiadcz o tym, ze najwkksza
ilos¢ liposomow posiadata jeden rozmiaednicy, wskazujc jednoczénie na wysok
jednorodné¢ préby. Na rysunku 65b przedstawiono rozktad wigtkdiposomow
uformowanych z lipidu o takiej samej didgotancucha acylowego, lecz posiagizggo
w nim jedno wizanie podwojne (18:1). Ceghcharakterystyczn tego rozktadu
w porownaniu z rysunkiem 65a, jest dodatkowe maksinktoreswiadczy o istnieniu
drugiej populacji liposoméw o innych rozmiarache&xi rozktad liposomow taych
rozmiarow uformowanych z EYPC, widoczny na rysurébc wskazuje na nigk
homogenn&t préby, charakterystycandla liposoméw uformowanych z fosfolipidow
zawierajcych r@ne dtugdci tancuchéw weglowodorowych. Dane liczbowe rozmiaréw
liposoméw zamieszczono w zaknikach od 20 do 26.

Z analizy danych zamieszczonych wazahiku 20 oraz 21 dla liposomow otrzymanych
w wyniku sonifikowania zauwano, ze wzrost liczby atoméw ggla w taacuchu
acylowym casteczki lipidu wptywat na wzrosfrednicy uformowanych liposomow.
Wartcsci te migcity si¢ w zakresie od okoto 32,7 nm dla dilauroilofosfatigatholiny
(12:0) do 78,8 nm dla distearoilofosfatydylocholir{§8:0). Rcherzyki lipidowe

o takich rozmiarach Kklasyfikuje ¢sijako SUV (ang. small unilamellar vesicles).

101



WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Liposomy uformowane z lipidu o 22 atomackgha w taacuchu weglowodorowym
posiadaty rozmiary powej 1000 nm, a wic poza zakresem cz@lh pomiarowej
aparatu. Pojawiagy sk drugi pik dla liposoméw  utworzonych
z distearoilofosfatydylocholiny (18:0) oraz drugi trzeci dla pcherzykow
z dibehenoilofosfatydylocholiny (22:0%wiadczyt o procesach agregacyjnych, jakie
mog mie¢ miejsce w temperaturze w ktérej prowadzono por(@wyzej przegcia
fazowego tych lipidéw). Stosunkowo szeroki rozkiadmiaréw take w przypadku
pecherzykdéw z dilauroilofosfatydylocholiny (12:0), ndirystoilofosfatydylocholiny
(14:0) oraz EYPCséwiadczyt o matej homogenda tych prob. W przypadku
liposoméw przeciskanych bez wzdlu na dlugé¢ tancucha acylowego lipidow,
otrzymano rozmiarygrednic liposomow w granicach od okoto 68,1 do 9n3, czyli
zblizone dosérednicy porow filtra przez ktore je kalibrowano. ZRéady wielkaci
kalibrowanych pcherzykow lipidowych charakteryzowaly ¢si waskim oraz
symetrycznym pikiem, czyli poréwnywalnym rozktadefrednic liposomoéw. Dla
nasyconego lipidu o 18 atomachegla (18:0) oraz lipidu o takiej samej disgo
lancucha acylowego 2z jednym aganiem podwoéjnym (18:1) w #auchu
zaobserwowano na histogramie drugi fkadczicy o procesach agregacji liposomoéw.
Najmniejszesrednice (68,1 nm) wvod liposomow otrzymanych metp#alibracji przez
filtry poliweglanowe wykazaty liposomy uformowane z fosfatydyloliny jajecznej
oraz z lipidu 18:3. W przypadku analizy rozmiaréyposomoéw sonifikowanych
utworzonych z lipidéw réniacych st liczba wiazah podwojnych w tacuchu acylowym
czasteczki zaobserwowanoze pojawienie € jednego wizania nienasyconego
zmniejszyto rozmiary z 78,8 nm do 37,8 nm. Obdénwickszej liczby wazan
podwojnych w tacuchu acylowym lipidu nie wplyta w tak znacgcy sposob na
zmiarg rozmiaréw liposomoéw otrzymanych w procedurze skaania. W przypadku
liposoméw uformowanych z dilinoleilofosfatydyloclnoy (18:2),
dilinolenoilofosfatydylocholiny (18:3) oraz diaradbnoilofosfatydylocholiny (20:4),
otrzymanych metad bonifikowania, rozmiarysrednic wynosity 32,7 nm. Rozklady
wielkosci powyzej wymienionych pcherzykow lipidowych charakteryzowaty ¢si
szerokim rozktadem wiellkgi, czyli niskh homogennécia préb. Dla liposoméw
uformowanych z lipidéw: 18:1 oraz 18:3 zaobserwowgpojawienie i trzech
populacji liposomow aGrednicach odpowiednio: 37,8; 122; 1110 nm oraz ;3222;
1110 nm.
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Analizujac rozmiary liposoméw otrzymanych metodprzeciskania przez filtry
poliweglanowe (zadcznik 20 i 21) zauwaono, ze ani dlugé¢ tancucha acylowego ani
liczba whzah podwojnych w nim nie miata wpltywu na rozmiar tworgch z nich
pecherzykéw lipidowych. Liposomy ehiace s¢ liczba atomow wegla miaty
usredniora sredniez ok. 100 nm, lub mniejaz bo takiejsrednicy byty pory filtrow
przez ktore je kalibrowano. Populacjecperzykéw lipidowych otrzymanych poprzez
kalibracg byta bardziej homogenna. W przypadku liposoméw YPE zauwaono
szeroki rozktad érednionych wartéci ich wielkdsci. Liposomy otrzymane metad
kalibracji zostaty sklasyfikowane jako LUV (angrde unilamellar vesiles).

W wyniku analizy danych zawartych w zetnikach od 22 do 26 zauwnano,ze
rozmiary liposomow FAT wzrastaty wedtug ngstjacej relacji: EYPC (11,7 nm) <
18:2 (15,7 nm) < DPPC (18,2 nm) < HSPC =18:1 (2dm). Podczas obecfm
cholesterolu w blonie liposoméw rozmiary ich wzedgt wedtug naspujacej
kolejnasci: EYPC (13,5 nm) < 18:2 (15,7 nm) < 18:1 (21,0)nenDPPC (24,4 nm) <
HSPC (78,8 nm). Z analizy danych zawartych wa@atikach od 20 do 26 stwierdzono,
ze liposomy FAT poddane sonifikacji byty mniejsze peréwnaniu z pcherzykami
lipidowymi otrzymanymi w wyniku sonifikowania czyakbrowania, bez wzgtu na
zastosowany do ich formowania lipid.

Badania rozkladu rozmiarow liposoméw przeprowadzonawniez dla
liposomoéw zawieracych zamkngte w ich wretrzu przeciwutleniacze. Histogramy dla
wielowarstwowych liposomoéw otrzymanych meio#AT-s z przeciwutleniaczami
charakteryzowaly si szerszym rozkladem wielkoi w poréwnaniu z liposomami
kalibrowanymi czy sonifikowanymi. Dotyczyto to zavdo liposomoéw z cholesterolem,
jak i bez niego. Zamykanie przeciwutleniaczy w ipmach uformowanych z DPPC
zwickszyto ich srednice. Zaobserwowanaze najsilniejszy efekt wzrostuérednic
liposoméw spowodowato zamykanie w nich kwercetywy.tym przypadku nasgpit
wzrost srednicy gcherzykéw lipidowych o 25,6 nm. W wyniku zamykari&CG
i arniki nasgpit wzrost srednicy gcherzykdw o 10 nm w przypadku epikatechiny
0 14,7 nm. Ekstrakt z zielonej herbaty spowodowatost gcherzykéw lipidowych
0 19,6 nm. Obecrsé cholesterolu w btonie liposomowych émkéw z DPPC nie
wptyneta na ich rozmiary. Wyjtek stanowity liposomy nie zawiergie zamkngtych
wewnmtrz przeciwutleniaczy, gdzie obedido cholesterolu spowodowata niewielki

wzrostsrednicy o 6 nm.
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Zamykanie przeciwutleniaczy wewatnz liposomoéw uformowanych z EYPC
w mniejszym stopniu wpltyo na rozmiary pcherzykéw. W wyniku zamykania
epikatechiny oraz zielonej herbaty rozmiaegiperzykow lipidowych wzrosty o 6,5 nm,
dla EGCG oraz arniki o 9,3 nm w stosunku do kontrdbmykanie kwercetyny
wywotalo najwekszy zmiarg w rozmiarach gcherzykéw lipidowych - o 21 nm.
Dodatek cholesterolu do btony liposoméw nie wahlanacznie na ich rozmiary.

Liposomy uformowane z HSPC charakteryzowaty wicksza homogennécia
w porownaniu z liposomami z EYPC czy z DPPC. Zamykeaekstraktu z zielonej
herbaty, kwercetyny, a w szczegdoo ekstraktu z arniki w liposomach z HSPC
spowodowato wzrosirednic gcherzykow lipidowych odpowiednio o: 11,7; 16,8; &2,
nm. Obecné& cholesterolu w bionie liposoméw HSPC wplian drastycznie na
zwickszenie ich rozmiarow z 21,0 nm do 78,8 nm. W pariqu zamykania EGCG oraz
epikatechiny w liposomach z HSPC z dodatkiem 40 #Potholesterolu zauwano
wyjatkowe zmniejszenie rozmiaréwegherzykow lipidowych w wyniku zamykania
przeciwutleniaczy — o 35 nm. W przypadku zamykaziglonej herbaty oraz arniki
w liposomach HSPC z cholesterolem zaobserwowanmswzrednicy gcherzykéw
lipidowych odpowiednio o 10,7 nm oraz 27,2 nm. Z&arye kwercetyny w tym
wypadku nie wplyagto na rozmiary liposoméw. Dodatek cholesterolu w twypadku
wptynat na zwkkszorn tendengj do tworzenia agregatow.

Dla liposoméw utworzonych z lipidu 18:1 oraz 182&rykanie w ich weirzu
przeciwutleniaczy nie wphgho znacznie na rozmiary ¢pherzykdéw. Maksymalp
zmiare rozmiarow pcherzykéw zaobserwowano dla liposoméw uformowanych
z lipidu 18:1 oraz z lipidu 18:1 z cholesterolemwigxajacych w swoim watrzu
kwercetyre — wzrost odpowiednio o 16,8 i 11,7 nm. Zamykan{&(&s, epikatechiny,
zielonej herbaty w gherzykach lipidowych utworzonych z lipidu 18:1 oraelonej
herbaty w liposomach utworzonych z lipidu 18:1 zolelsterolem spowodowato
obnizenie srednicy mcherzykbw o 2,8 nm. W przypadku zamykania arniki
w liposomach uformowanych z lipidu 18:1 i EGCG, kgpechiny oraz arniki
w pecherzykach uformowanych z lipidu 18:1 z cholestmolnie zaobserwowano
zmian rozmiarowsrednic cherzykéw lipidowych. Podobny wpltyw miat dodatek
40 mol % cholesterolu zaréwno dla liposomow utwasadh z lipidu 18:1, jak i z lipidu
18:2. Dla mgcherzykéw uformowanych z lipidu 18:2 oraz z lipid8:2 z dodatkiem
cholesterolu, w wyniku zamykania przeciwutleniaezyich wretrzu zaobserwowano,

niewielki wzrost rozmiaréw gcherzykéw. W wyniku zamykania kwercetyny, zielonej
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herbaty w liposomach z lipidu 18:1, a takzielonej herbaty wqeherzykach z lipidu
18:1 z cholesterolem napit wzrost srednic gcherzykéw o 2,5 nm. W pozostatych
przypadkach zamykanie przeciwutleniaczy spowodowahvost srednic liposomow

0 5,3 nm.

5.3.4 Badania anizotropii fluorescencji sondy DPH

Zbadano wptyw sposobu formowaniacherzykéw lipidowych oraz ich sktadu
lipidowego na ptynn& btony liposomdéw. Zastosowano lipidy zdiace seé zarGwno
diugcicia tancucha acylowego, zwiergiego w nim od 12 do 22 atomowegla, jak
i liczba wigzaa podwojnych (od 0 do 4) obecnych wnéachu. Nazwy chemiczne
lipidow zestawiono w tabeli 2. DBwiadczenie przeprowadzono mejod
fluorymetryczra, mierzac anizotropt fluorescencji sondy DPH. W bionie lipidowe]
sonda DPH lokuje siw rejonie hydrofobowym. Rezultaty badg@rzedstawiono na
rysunku 66a oraz zestawiono wacaniku 27.

Najwyzsza wartas¢ anizotropii fluorescencji (0,24 + 0,003) otrzymaiita
pecherzykéw lipidowych sonifikowanych utworzonych mpidlu zawierajcego 22
atomy wegla w taacuchu acylowym (22:0). Btony liposomow, zarownozgtmanych
metody sonifikowania, jak i przeciskania przez filtry poéglanowe, wykazywaty
rosmaca warta¢ anizotropii fluorescencji DPH zgodnie z relacd2:0 < EYPC < 14:0 <
HSPC < 16:0 < 18:0 < 22:0. Moa zauway¢, ze im wicej jest atomow wgla
w tancuchu acylowym cgsteczki lipidu tym wysza byla wart& anizotropii
fluorescencji sondy DPH w btonie.

Analiza statystyczna danych zawartych wagzahiku 27 dostarczyta informaciji
o istotnym wptywie metody otrzymywania liposomow aaizotropg fluorescencii
sondy DPH. Btony liposomow sonifikowanych wykazywalwyzsza, istotnie
statystycznie (p<0,05), anizotrgmondy DPH arieli btony liposoméw przeciskanych.
Najwicksze r@nice otrzymano dla lipidow o 16 (16:0 - DPPC) oi&2(18:0 - DSPC)
atomach wgla w taicuchu weglowodorowym. Warté anizotropii dla liposomow
DPPC oraz DSPC kalibrowanych stanowita okoto 82%rtawei anizotropii dla
liposoméw otrzymanych metadsonifikowania. Nie udato siotrzyma& liposomow
z lipidu posiadajcego 22 atomy wgla w taacuchu acylowym (22:0) metad
przeciskania. Trudrdoi te wynikaty z wysokiej temperatury przeja fazowego tego

lipidu.
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Wyniki doswiadczé badajcych wptyw liczby wiazan podwdéjnych w tacuchu
acylowym casteczki lipidu, z ktérego uformowano liposomy naizatropic
fluorescencji sondy DPH w btonach liposomow przadsbno na rysunku 66b oraz
zestawiono w zatzniku 28. Najnisze wartéci anizotropii fluorescencji sondy
uzyskano dla bton liposoméw uformowanych z lipicawierapcego cztery wizania
podwodjne (20:4) diarachidonoilofosfatydylocholifipArchPC) (0,10 + 0,002 dla
liposoméw sonifikowanych; 0,11 + 0,007 dla liposamn&alibrowanych). Najwysze
wartasci anizotropii fluorescencji wykazatly liposomy ufoowane z lipidu o 18
atomach wgla w facuchu i nie posiadagych whzania podwdéjnego (18:0)
(0,23 +£0,005 dla liposomow sonifikowanych; 0,19 @003 dla liposomow
kalibrowanych). Obecrio jednego wizania podwoéjnego w t@uchu acylowym
czasteczki lipidu skutkowata zmniejszeniem anizotroflilorescencji sondy DPH
(0,11 + 0,002 dla liposomoéw sonifikowanych; 0,11 @002 dla liposoméw
kalibrowanych). Obecrsé dwoch i trzech wizaa podwdjnych w tacuchach
weglowodorowych casteczki lipidu nie wptyata na zmiagr anizotropii fluorescenciji
sondy DPH.

Btony liposoméw sonifikowanych wykazaly zazwyczajyasza wartcsé
anizotropii fluorescencji sondy DPH, aali btony liposomoéw otrzymanych metgpd
kalibracji przez filtry poliveglanowe. Podobnzaleznos¢ otrzymano take w badaniach
wptywu dlugaci tancuchow acylowych na anizotrapifluorescencji sondy DPH.
Anizotropia fluorescencji sondy DPH wzrastata weaz wzrostem dtugmi tancucha

acylowego oraz wzrostem stopnia jego nasyceniddip tworzcych biore.
5.4 Tworzenie nasnika liposomowego

5.4.1 Wplyw ekstraktow roslinnych oraz flawonoidow na anizotropk

fluorescencji sondy TMA-DPH

W badaniu wptywu ekstraktéw polifenolowych orazwianoidow na ptynng&t
liposoméw DPPC metad fluorymetryczma zastosowano sord fluorescencyja
TMA-DPH. W btonie lipidowej sonda TMA-DPH lokuje¢spoziomie czwartego atomu
wegla w faacuchach w czsteczce lipidu (rys. 8). Wykresy wzghych zmian
anizotropii  fluorescencji sondy TMA-DPH w zaleici od stzenia badanych

ZwiazkOw zamieszczono w zgizniku 29 oraz na rysunkach 67 i 68.
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Analizujac wyniki z rysunku 67 mma stwierdzi, ze badane ekstrakty di;mne
powodowaty niedgy wzrost anizotropii fluorescenji sondy TMA-DPH.
W najwigkszym stopniu btoet DPPC modyfikowat ekstrakt z arniki powodajokoto
25 % wzrost anizotropii w gteniu 0,08 mg/ml. W mniejszym stopniu, bo okoto 10 %
wzrost tego parametru, spowodowat ekstrakt z zegldrerbaty. Pozostate ekstrakty:
berberys, defe mahonia oraz ogorecznik weseniu 0,08 mg/ml w zasadzie nie
powodowaty zmian anizotropii sondy TMA-DPH. Zmiamaierzonego parametru
w tych przypadkach wzrastata sukcesywnie nie pexajc 5 %.

Zmiany wzgkdnej anizotropii sondy TMA-DPH w btonach liposomd@PPC
pod wptywem badanych flawonoidéw przedstawionoysaimku 68, sugerag dwojaki
wptyw tych zwiazkow.

Sukcesywny wzrost anizotropii tej sondy wraz ze os#m sizenia wykazywaty:
EGCG - okoto 16 % oraz epikatechina, cyjanidyngjamidyno-3-galaktozyd do
wartasci nie przekraczapej 5 %. Warto zauwgc¢, ze cyjanidyno-3-galaktozyd
w mniejszym stopniu wphal na anizotropi sondy anieli jego forma aglikonowa —
cyjanidyna. Ranice te byly jednak bardzo mate i wéavie mazna je pominé biorac
pod uwag wartasci odchyled standardowych podane w getniku 29.

Do flawonoidéw powodujcych stzeniowo-zaleéne zmniejszenie wzglinej anizotropii
sondy TMA-DPH: nalga: kwas chlorogenowy (pomej 5 %), kwercetyno-3-galaktozyd

(8 %) oraz kwercetyna (okoto 15 %).

5.4.2 Badania efektywndci zamykania przeciwutleniaczy w nénikach
liposomowych FAT-s

W celu stworzenia nimika dla dziatajcej przeciwutleniaico substancji
zastosowano liposomy o amdym skiladzie lipidowym. Zamykano w liposomach te
substancje, ktére we wcaeejszych badaniach wykazaly du potencjat
przeciwutleniagcy: ekstrakty z arniki i zielonej herbaty oraz trélawonoidy:
kwercetyr, EGCG oraz epikatechin Krzywe standardowe na podstawie ktérych
obliczano procent zamykania zamieszczono waczalku 30. Na rysunku 69
przedstawiono wyniki procentowego zamykania przedeswiaczy w zalenosci od
skfadu lipidowego liposomoéw.

Proces zamykania przeciwutleniaczy przebiegat akjgivniej w liposomach
utworzonych z DPPC. M$zy procent zamykania uzyskano w liposomach z HSPC,

a najmniej efektywnie w liposomach z fosfatydylolitnp jajecznej (EYPC). Dodatek
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40 mol % cholesterolu do bton znaca obniyt procent zamykania z wytkiem
liposoméw EYPC, w ktérych obecfio cholesterolu zwkszyta efektywnét
zamykania. Powodem dwojakiego rodzaju wpltywu cheledu na zamykanie
przeciwutleniaczy byta tdha temperatura przgja fazowego lipidow zastosowanych
do uformowania bton. Liposomy utworzone z DPPC fekjiywniej zamykaty EGCG
(76,31 = 2,20 %), nagbtnie epikatechign (55,55 + 1,47 %) oraz kwercekyr(53,78
+1,18 %). Niszm efektywnd¢ zamykania uzyskano dla liposoméw DPPC
z ekstraktami z zielonej herbaty (33,29 * 0,64 %azoarniki (31,49 = 1,28 %).
W liposomach uformowanych z DPPC zawiecgch 40 mol % cholesterolu rowgie
najwyzsza efektywnd¢ zamykania uzyskano dla EGCG (46,17 + 2,17 %),rakst
z zielonej herbaty (29,75 = 1,35 %) oraz epikategh{24,67 + 1,43 %). Procent
zamykania kwercetyny w liposomach DPPC z choleksramalat do 13,51 + 1,01 %
I byt zblizony do wyniku uzyskanego dla arniki (12,67 + 0,89. W pecherzykach
lipidowych utworzonych z HSPC najwgzy procent zamykania uzyskano dla
kwercetyny (38,55 + 1,19 %), podczas gdy dla EG@@ikatechiny uzyskano zbbtne
wartasci (odpowiednio: 29,30 + 1,81 %, 27,76 £ 1,15 %). pizypadku zamykania
ekstraktow z arniki oraz zielonej herbaty uzyskanajnizsze wartéci stopnia
zamykania odpowiednio: okoto 19,40 = 1,53 % oraz212+ 0,94 %. Obecro6
cholesterolu w btonie liposoméw z HSPC spowodowata efektywnéé zamykania
zmalata o prawie potogvdla kwercetyny i arniki oraz dla epikatechiny i €G,
osiagreta odpowiednio ok. 10,56 + 0,69 % oraz 7,86 + 0%9 Wyjatek stanowit
ekstrakt z zielonej herbaty dla ktérego procentyamnia w obecnii cholesterolu nie
ulegt zmianie i wynosit okoto 11,70 £ 0,63 %.
Analizujac wyniki zamieszczone na rysunku 69 stwierdzonopmeent zamykania
wszystkich czterech substancji w liposomach formowa z EYPC byt wyranie
najnizszy. Nie przekraczat on waém 10 % z wyjtkiem arniki (11,82 + 0,91 %).

Cholesterol obecny w blonie liposoméw EYPC wplyma zwkkszenie
efektywndci zamykania przeciwutleniaczy. Napkiszy wptyw cholesterolu na ten
proces zaobserwowano w przypadku kwercetyny (43,9486 %), kolejno EGCG
(22,26 + 0,69 %), epikatechiny (23,45 + 1,26 %)zoaaniki (17,85 + 0,45 %). Tylko
w przypadku zamykania ekstraktu z zielonej herlvatiposomach z EYPC:cholesterol
(10:4) procent byt niewielki i wyniost 5,66 + 0,40.

Analiza statystyczna danych zebranych w azabiku 30 pozwala na

stwierdzenieze rodzaj zamykanej substancji istotnie wptywat macpnt zamykania
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przeciwutleniaczy we wgtrzu liposoméw (préby nakaty do ré&norodnych grup).
Stwierdzono, ze efektywné¢ zamykania ekstraktow §tinnych byla niksza
w porownaniu z efektywrigia zamykania flawonoidow. Zastosowana w niniejszej
pracy nowatorska metoda mikrokapsulacji (poddaipesbmow otrzymanych meted
FAT sonifikowaniu - FAT-s) umdiwita uformowanie liposomowych raikdéw
przeciwutleniaczy w liposomach DPPC o wysokiej gfekosci zamykania EGCG,
epikatechiny oraz kwercetyny (odpowiednio: 76,32,20 %, 55,55 + 1,47 %, 53,78
+ 1,18 %). Sugeruje gize utworzone nniki liposomowe, zaréwno flawonoidow, jak
rowniez ekstraktow z arniki i zielonej herbaty w liposorhaDPPC, dla ktérych to
ekstraktow otrzymano wysakefektywn@dé zamykania okoto 30 %, magzosta
zastosowane w przerlg spaywczym medzy innymi jako suplementy diety, jako
funkcjonalne dodatki dozywnosci, jako dodatki zabezpiecazap zywnos¢ przed
procesami peroksydacji, a tak w przemyle kosmetycznym dermatologii jako

sktadniki kremdéw i méci.
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6 DYSKUSJA

Tematyka  niniejszej rozprawy  doktorskiej  dotyczy tyaknosci
przeciwutleniajcej ekstraktéw polifenolowych oraz flawonoidéw w niesieniu do
bton liposomow fosfolipidowych jako potencjalnyahingnikow.

Dla znalezienia preparatu o wysokiej aktyweioprzeciwutleniajcej zbadano
wtej pracy naspujace ekstrakty polifenolowe z: berberysu, derenia,hond,
ogorecznika, arniki oraz zielonej herbaty, azealawonoidy - substancje odniesienia,
obecne w wyej wymienionych ekstraktacha3$o nas¢pujace flawonoidy: cyjanidyna,
cyjanidyno-3-galaktozyd, kwercetyna, kwercetynogbafitozyd, kwas chlorogenowy,
epikatechina oraz galusan epigalokatechiny (EGO®.okr&lenia zakresu dziatania
przeciwutleniagcego badanych ekstraktow polifenolowych oraz flamidaw oraz
mechanizmu tego dziatania  przeprowadzono badaniah i@ktywngci
przeciwutleniajcej indukuac peroksydagj lipidow réznymi czynnikami, ktore byty
zrédtem r@nego rodzaju wolnych rodnikéw. Badania nad ochrgnzed wolnymi
rodnikami bton liposomowych uformowanych 2z fosfatitholiny jajecznej
I poddanych procesom peroksydacji przeprowadzonmadBARS. Utleniania bton
indukowano trzema czynnikami: zygkiem azowym AAPH, jonami E&askorbinian
oraz promieniowaniem UVC.

Dla wyrazenia aktywnéci przeciwutleniajcej wykorzystano powszechnie
stosowany parametr g (ang. inhibition concentration). Wyra on s¢zenie
przeciwutleniacza w 50% hamagg proces peroksydacji. 2éiza wartéé¢ stezenia 1Go
oznacza wyszy aktywna¢ przeciwutleniajca substancii [Areias i wsp. 2001]. Badane
ekstrakty polifenolowe oraz flawonoidy wykazaly tzm zr&nicowary aktywnacé
w zaleznosci od stosowanego czynnika, indukcggo utleniania lipidéw. Najwgz
aktywna¢ przeciwutleniajca we wszystkich przypadkach indukowania peroksydacii
liposoméw EYPC otrzymano dla ekstraktow: z zielohejbaty oraz arniki. Warfoi
ICso dla zielonej herbaty wynosity odpowiedniosC= 8,210° + 2,210* mg/ml
(AAPH), 1Cso = 8,110° + 2,010* mg/ml (Fé*/askorbinian), IG= 0,29 + 0,07 mg/ml
(UVC). Wartaci te dla arniki bylty wysze i wynosity odpowiednio: Kg = 0,02
+0,1:10° mg/ml (AAPH), 1G, = 0,07 + 0,410° mg/ml (Fé'/askorbinian) oraz
ICs= 0,09 + 0,610° mg/ml (UVC). Najstabszymi przeciwutleniaczami olbz sk
ekstrakty z derenia, mahonii oraz berberysu. Wertwh parametrow |6 znacznie
przewyszaty wartéci otrzymane dla innych ekstraktow. Dla owocéw leeylsu
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w przypadku utleniania bton zgakiem AAPH warté¢ ICso wynosita 0,14 + 0,01
mg/ml. Podobne dawviadczenie, dla ok&enia aktywndéci przeciwutleniajcej
metanolowego ekstraktu z berberysu, lecz dla dkstratrzymanego z jego korzenia
oraz kory wobec peroksydacji indukowanej zziiiem AAPH o stzeniu 10 mM
przeprowadzili Kumar i Muller [1999]. Whgze wi&ciwosci przeciwutleniajce
berberysu wykazane przez tych autoréwsf®® = 0,050 mg/ml, 1G°® = 0,040
mg/ml) mog sugerowé odmienny skiad zarowno jasmowy, jak i ilosciowy tych
ekstraktow otrzymanych w wyniku izolowania ich myeh ankeli owoc czsci tej
rosliny.

Wsréd badanych w tej pracy flawonoidéw najsilniejsiysrzeciwutleniaczami
okazaly st te, ktére s gtbwnymi komponentami najefektywniejszych ekstéakt
polifenolowych. Naleaty do nich: kwercetyna oraz kwercetyno-3-galakthzydace
gtébwnymi komponentami ekstraktu z arniki oraz EGG&®ry obecny jest w zielonej
herbacie. Najstabszymi przeciwutleniaczami okazale kwas chlorogenowy
i cyjanidyno-3-galaktozyd oraz w przypadku utlemanpromieniowaniem UVC
- epikatechina. Podohn obserwagj wyzszej aktywnéci zwiazku EGCG,
w poréwnaniu z epikatechinoraz kwasem chlorogenowym opisano w pracy Vinsona
I Dabbagh [1998]. Autorzy ci przeprowadzili badamiannym uktadzie modelowym -
lipoprotein niskiej gstdsci (ang. low density lipoproteins - LDL). Poréwaaqj
aktywnag¢  kwercetyny z  kwercetyno-3-galakatozydem  oraz  dgpamy
z cyjanidyno-3-galaktozydem zauiydi, ze glikozydy zar6wno kwercetyny, jak
I cyjanidyny wykazaty stabsz aktywnad¢ przeciwutleniggca. Wyzsza aktywnaié
przeciwutleniagca form aglikonowych od glikozydowych wykazali rownieYang
i wsp. [2001], Kong i wsp. [2003], Heo i wsp. [2Q0%V innych badaniach brak
wplywu ugrupowania cukrowego na aktywgagprzeciwutleniajca sugerowali Tsuda
I wsp. [1996]. Wykazali oni natomiast zatei¢, ze im wkksza jest liczba grup
hydroksylowych w cgsteczce przeciwutleniacza tym silniejszg jsgo wi&ciwosci
antyoksydacyjne. Wptyw innych elementow budowysteczek flawonoidow na ich
aktywnas¢ przeciwutleniajca opisano w rozdziale 2.4.2 tej pracy. Nagze wartéci
ICs0 otrzymano dla kwercetyny w przypadku indukowanierosydaciji lipidow
zwiazkiem AAPH (1,01 0,07 uM) oraz promieniowaniem UVC (1,80 0,06 uM).
Wysoka aktywné¢ przeciwutleniggca kwercetyny, a tale kwercetyno-3-galaktozydu
wynika z ich budowy cgsteczkowej (tabela 1) Jej isiotiest obecn& grupy
katecholowej w pigcieniu B casteczki. Kwercetyna posiada dodatkowo trzy grupy

111



DYSKUSJA

OH w r&nych pozycjach pidcienia A i C casteczki. Kwercetyna wykazuje ptask
struktue czsteczkow, co zdaniem niektorych autoréw sprzyja elgikiemu
zakotwiczeniu jej w dwuwarstwie lipidowej btony. Tokolei mae mi& pozytywne
znaczenie w ochronie tych bton [Arora i wsp. 2000atolepsza i Urbanek 2000].
Nizsza aktywn&¢ przeciwutleniggca, w porOwnaniu z Kkwercetyn oraz
kwercetyno-3-galaktozydem, kwasem chlorogenowym, CEG oraz epikatechin
najprawdopodobniej wynika z braku atiovosci ich gkbokiego zakotwiczenia w btonie
ze wzgkdu na uwarunkowania geometryczne tychsteczek. EGCG oraz epikatechina
nie zawieraj w swojej budowie podwdéjnego uzania pomgdzy atomami @i Cgz, nie
posiadaj tez grupy karbonylowej w pozycji £ Nizsza aktywna¢ przeciwutleniajca
EGCG oraz epikatechiny w porownaniu z kwercetymynika take z braku grupy
karbonylowej, ktora zweksza aktywné¢ wychwytywania wolnych rodnikow, poniewa
zwicksza stabiln& rodnikéw fenoksylowych powstgych z flawonoidéw w wyniku
reakcji z wolnymi rodnikami [Middleton i wsp. 2000Reakcg ta przedstawiono na
rysunku 23. Grupa karbonylowa w pcteniu z podwéjnym wizaniem mgdzy G oraz
C3, dodatkowo zwiksza zdolné¢ flawonoidoéw do wychwytywania wolnych rodnikow
poprzez delokalizag¢j elektronéw w pieftieniu B [Middleton i wsp. 2000]. Jednak
stosunkowo wysoka aktyws® przeciwutleniajca zwhzku EGCG jest skutkiem
obecndci trzech grup hydroksylowych w pisieniu B w jego cgsteczce oraz reszty
kwasu galusowego, ktora dostarcza dodatkowych hrzgap hydroksylowych [Yao
I wsp. 2004]. Casteczka epikatechiny zawiera natomiast w dgieniu C tylko dwie
grupy hydroksylowe w poteniu orto. Analiz aktywndci przeciwutleniajcej
katechin, a w szczegolém obecndci w ich casteczkach reszty kwasu galusowego
oraz reszty polifenolowej pigsienia B struktury wobec peroksydacji zgkiem AAPH
liposoméw uformowanych z EYPC petij Laporta i wsp. [2007]. Wyniki ich
doswiadczér wskazywaly,ze aktywndé przeciwutleniggca katechin malata zgodnie
Z nastpujaca relacp: galusan epikatechiny (k= 2,30uM) > galusan epigalokatechiny
(EGCG) (IGo = 4,26 uM) > epikatechina (Ie = 4,64 uM) i byla zwiazana
z powinowactwem tych zwzkow do btony lipidowej [Laporta i wsp. 2007].

Wyniki aktywnaici przeciwutleniajcej badanych ekstraktéw oraz flawonoidow
porownano z aktywrigia Troloksu i wyraono parametrem TEAC (ang. Trolox
Equivalemnt Antioxidant Capacity). Troloks jest poszczalnym w wodzie analogiem
a-tokoferolu szeroko stosowanym w badaniach sen@osci przeciwuteniajcych.

Wsrdd ekstraktow polifenolowych najugze wartéci parametru TEAC otrzymano dla
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zielonej herbaty, gdy utleniania indukowano gziem AAPH (422,87 = 13,40 mM
TE/100 g$.m.) oraz jonami Fé/askorbinian (132,00 + 1,34 mM TE/100sgn.) oraz
dla arniki, gdy utleniania indukowano zwkiem AAPH (157,21 + 8,13 mM TE/100 g
§.m.) Najnizsze wartéci parametru TEAC, otrzymano w przypadku berberyderenia,
gdy indukatorem utleniania byly jony £#askorbinian oraz promieniowanie UVC.
W przypadku flawonoidéw wargé parametru TEAC mniejsza od jedoboznaczaze
wykazup one nksza w poréwnaniu z Troloksem aktywfioprzeciwutleniajca. TEAC
mniejszy od jednéxi w przypadku ng@wietlania UVC bton liposoméw EYPC uzyskano,
gdy jako przeciwutleniacz stosowano: cyjaniglyrcyjanidyno-3-galaktozyd, kwas
chlorogenowy, EGCG oraz epikatechinWartgs¢ TEAC mniejsa od jedndci
otrzymano take, gdy utleniania lipidéw indukowano jonami ?Haskorbinian dla:
cyjanidyno-3-galaktozydu, kwercetyno-3-galaktozyduaz kwasu chlorogenowego.
W pozostatej, przewajacej czsci przypadkow warteé TEAC byla weksza od
jedncci, czyli badane flawonoidy byty silniejszymi praeatleniaczami arseli
Troloks. Gabrielska i Oszmiaki [2005] sugerw, ze nizsza aktywnéc
przeciwutleniajca antocyjanow w porownaniu z Troloksem z@dy spowodowana
ich mniejsa stabilngcia, gdy indukatorem utleniania byt zyzrek AAPH oraz
promieniowanie UVC.

Dla okr&lenia zdolnéci do wychwytywania wolnych rodnikéw przez badane
substancje przeciwutlenie przeprowadzono test z zastosowaniem modelowego
stabilnego rodnika DPPH Aktywnaos¢ wychwytywania wolnych rodnikbw DPPH
przez ekstrakty polifenolowe rosta wediug rpsiacej relacji: der@ < mahonia <
berberys < ogorecznik < arnika < zielona herbat&tywnos¢ przeciwrodnikowa
flawonoidéw  spetniata  nagiujaca  zalenosé:  kwas  chlorogenowy <
cyjanidyno-3-galaktozyd < cyjanidyna < kwercetyngdaktoyzd < kwercetyna <
epikatechina < EGCG. Relacja aktywoo przeciwrodnikowej dla flawonoidow
wybranych jako substancje odniesienia dla ekstrakie byta zgodna z sekwencj
otrzymara dla tych ekstraktéw. Wyniki te sugurgju ze na aktywnéd
przeciwrodnikow, w stosunku do DPPHbadanych ekstraktow polifenolowych miaty
wptyw takze inne aktywne sktadniki obecne w ekstraktach apflaevnoidow.

Hu i Kitts [2001] oraz Yao i wsp. [2004] wykazalie obecné¢ reszty polifenolowej
pierscienia B struktury flawonoidowe] w ggteczce EGCG wphgta na zwekszenie

jego zdolnéci do wychwytywania wolnych rodnikow w poréwnaniuepikatechin.
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Analizujac dane literaturowe zn&é mazna doniesienia o wykazanej wysokiej
aktywndaici zielonej herbaty do wychwytywania wolnych rodiwk W pracy McCune

i Johns [2002], wykazanase zielona herbatawoja aktywndcia przeciwrodnikovy
przewy:szata prawie czterokrotnie czarrherbat, szdciokrotnie kaw oraz a
trzydziestoszeiokrotnie czerwone winoSwiadczyta o tym najdisza w poréwnaniu
z innymi rodzajami herbat, wai® parametru 16 = 6,67 = 0,14 ppm. Autorzy ci
sugerowalize za wysok aktywna¢ przeciwutleniajca zielonej herbaty odpowiada jej
wysoka zawart@& katechin. Do podobnych wnioskéw doszli Yen i CRE®O5] badajc
zdolna¢ zielonej herbaty do wychwytywania wolnych rodnikd@PPH zarowno
metody, spektrofotometryczp jak i EPR. Wysza aktywné¢ zielonej herbaty,
w poréwnaniu z czaenherbas, spowodowana jest brakiem procesu fermentacjgzorz
co zielona herbata zachowuje prawie trzykrotnieceji katechin [McCune i Johns
2002].

Skuteczné¢ przeciwutleniajcego dziatania substancji w stosunku do lipidow
zorganizowanych w liposomy atakowane przez wolranilo wiaze st ze sposobem
oddziatywania tych substancji z ochranjapnlors liposomoéw. Dlatego dla zbadania
hydrofobowdci  badanych  flawonoidéw oraz  ekstraktow polifenojoiv
przeprowadzono dwiadczenia pozwalage na wyznaczenie wspoétczynnikdw podziatu
w dwoch uktadach modelowych btona liposomowa:fazadma oraz oktanol:woda.
Stwierdzonoze powinowactwo ekstraktow oraz flawonidéw do fakgamolowej jest
ujemnie skorelowane z aktyw§wa przeciwutleniajca wobec peroksydaciji
indukowanej zwizkiem AAPH (r = - 0,696 dla ekstraktéw, r = - 0,64#la
flawonoiddw). Powinowactwo ekstraktowstimnych do oktanolu réwnieskorelowane
jest ujemnie z aktywrigia przeciwutleniaica, w odniesieniu do utleniania lipidow
jonami Fé*/askorbinian (r = - 0,701), oraz w przypadkuéwietlania bton liposoméw
promieniowaniem UVC (r = - 0,810). Ujemna waowspotczynnika korelacji
ozanczata to,ze im wkksze jest powinowactwo do fazy organicznej, tymspa
wartas¢ ICso. Badane ekstrakty wykazaly ngstijaca relacg wzrostu hydrofobowsei
wyrazonej logP: dene < mahonia < berberys < arnika < ogorecznik < nialberbata.
Dla ekstraktow z berberysu, derenia oraz mahomi@yaotano warté& logP ujemas,
swiadczca o wigkszym powinowactwie komponentow tych ekstraktow fday
wodnej. Najwegksze powinowactwo do oktanolu wykazat ekstrakt elariej herbaty.

Wsrdd flawonoidow powinowactwo do fazy organicznegtoow nastpujacej relacii:
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cyjanidyno-3-galaktozyd < cyjanidyna < kwas chlangwy < epikatechina < EGCG <
kwercetyno-3-galaktozyd < kwercetyna. Nalezaznaczy, ze wartéci ujemne logP
otrzymano dla cyjanidyny oraz cyjanidyno-3-galakihz, kedacych skladnikami
ekstraktow z berberysu, derenia oraz mahonii. Déaykh to ekstraktow uzyskano
takze ujemne wart@i logP. Kwas chlorogenowy wykazat rowniewyzsze
powinowactwo do fazy wodnej. Me to sugerowd ze za stosunkowo wysokie
powinowactwo ekstraktu z arniki do oktanolu (logP0;30 + 0,06) odpowiadaty
najprawdopodobniej inne substancje, oprocz kwasdorafgenowego, obecne
w ekstrakcie. Prawdopodobnie wplywata na tozéalobecné kwercetyny, ktéra
wykazata wysok, dodatna wartasé logP (1,43 + 0,07). W pracy Nenadis i wsp. [2003]
wyznaczono warkE wspotczynnika podzialu oktanol:woda dla rasijacych
zZwiazkow: alfa-tokoferolu, Troloksu, BHT, BHA oraz TBH@orownugc wartcci
logP zamieszczone w pracy Nenadisa i wsp. [2008ymkami zamieszczonymi w tej
pracy (rysunki 54 oraz 61) zausemo, ze ekstrakty z berberysu, derenia oraz mahonii
wykazywaty zblzone do Troloksu (log P = - 0,310) powinowactwo dktaoolu,
natomiast EGCG oraz kwercetyno-3-galaktozyd do BKégP = 1,013). Kwas
chlorogenowy wykazywat zlidone do kwasu kawowego powinowactwo do oktanolu
(logP = - 0,740) [Nenadis i wsp. 2003]. Powinowaztkwaséw fenolowych do fazy
wodnej potwierdzili Erlejman i wsp. [2004]. W pradych autoréw przedstawiono
podobra do otrzymanej w niniejszej pracy zah@s¢ logP dla flawonoidow. Wedtug
autorow hydrofobow& zwiazkéw malata wedtug nagiujacej relacji: kwercetyna >
EGCG > epikatechina > kwasy fenolowe. Foti i wsi996] oraz Yang i wsp. [2001]
zasugerowali, ze wysok wartags¢ logP wykazup aktywne przeciwutleniacze
| przedstawili teoretyczne watid logP (obliczone za pomecprogramu Pallas,
CompuDrug Chemistry) oraz parametréw sJC (wyznaczone daviadczalnie
w odniesieniu do lipoprotein niskiegstasci) dla szeregu flawonoidow w tym: EGCG,
epikatechiny oraz kwercetyny. Wedlug tych autorowrtaé¢ logP malata wedtug
nastpujacej relacji: EGCG > kwercetyna > kwercetyno-3-gadakd > epikatechina.
Wartas¢ parametru 1g natomiast wzrastata wedtug ich obserwacji zgodnie
Z nastpujaca  kolejncécia:  kwercetyna < EGCG <  epikatechina <
kwercetyno-3-galaktozyd. Nalg zaznaczy, ze wplyw na  aktywn&
przeciwutleniagca zwiazkbw oprécz  hydrofobowsei map  uwarunkowania
geometryczne esteczki. Czsteczki o rozbudowanej przestrzennie strukturzeamyl

nizsza aktywna¢ przeciwutleniggca, 0 czym wspomniano jupowyzej [Yang i wsp.
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2001]. Bors i wsp. [2000] zasugerowali natomiast,zdolnd¢ przeciwutleniajcego
dziatania flawonoidoéw oraz mechanizm tego dzialgest efektem synergistycznego
dziatania wielu czynnikow.

Opisana w rozdziale 4.4.11 metoda fluorymetrycznaagtosowaniem sondy
DPH do wyznaczenia powinowactwa zwkow do bton liposoméw z zalrosci
Sterna-Volmera, jest d6 powszechnie stosowana w literaturze. W metodzje te
powinowactwo zostalo wyrane jako stata dysocjacji - (K Wysoka wartéc statej
dysocjacji w btonie liposoméwwiadczy o niskim powinowactwie badanego zzkiu
do bton liposoméw. 8lzi sk, ze wysoka wart& statej Ky maze swiadczy o matej
zdolnaci zwiazkéw do ochrony bton tych liposoméw przed procesaerioksydaci,
atake niewydajnym procesie zamykania tych aziidw we wrtrzu liposomow.
Z bada dotyczcych statych dysocjacji ekstraktow w btonach lippgev wynika
istnienie wysokiej korelacji mdzy wartgciami tych statych, a parametrem s6C
(r = 0,903 (AAPH), r = 0,670 (B&askorbinian), r = 0,951 (UVC)). Podobnie wysok
korelacg, dla katechin, pomdzy ich powinowactwem do bton liposomow,
a aktywndcia przeciwutleniajca wobec liposomow, ktorych utleniania indukowano
zwiazkiem AAPH, zaobserwowali Laporta i wsp. [2007]. tuzy ci wyznaczyli
wspotczynnik podziatu w uktadzie biona liposoméwdaometod fluorymetryczm
z zastosowaniem liposomow LUV uformowanych z DMP&Zzedstawiony wzrost
hydrofobowdci katechin byt natomiast zgodny z ngmijaca relacph: katechina <
epikatechina < EGCG < galusan epikatechiny [Lapiontsp. 2007].

Paiva-Martins i wsp. [2003] zasugerowalie lipofilowe przeciwutleniacze mag
wychwytywa:, zaréwno rodniki nadtlenkowe pochade zesrodowiska wodnego, jak
rowniez nadtlenki lipidow znajdugce s¢ w hydrofobowym rdzeniu btony.

Badane w tej pracy ekstraktyshmne wykazaty zranicowane powinowactwo
do bton liposoméw EYPC. Stata dysocjacji wzrastatanastpujacej relacji: zielona
herbata < arnika < ogorecznik < berberys < mahenideré. Wsréd flawnoidow
powinowactwo do btony liposoméw malato (wadd<y rosta) w nasipujacej relaciji:
kwercetyna > EGCG > epikatechina > kwercetyno-&kfalzyd > cyjanidyna >
cyjanidyno-3-galaktozyd > kwas chlorogenowy. Z @awartasci logP oraz K dla
ekstraktow rélinnych zauwaono wysolq korelacg miedzy tymi parametrami (r =
- 0,924). Wartéci parametrow logP oraz statej dysocjacji nie wytgzniestety
korelacji w przypadku flawonoidéw. Me to sugerowd wniosek, ze podczas

wyznaczania wspoétczynnika podziatu polifenoli peday oktanol i wod budowa
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czasteczkowa nie odgrywata istotnej roli. Inaczej bghy wyznaczano staldysocjacji
w uktadzie liposomy EYPC:bufor, gdzie budowasteczkowa miata istotny wptyw na
wartas¢ statej dysocjacii.

Zaobserwowanoze glikozydy wykazywaty mniejsze powinowactwo do rbto
liposoméw oraz fazy organicznej jaka jest oktawoyAsz wartgs¢ Kg, oraz mniejsz
wartas¢ logP) w poréwnaniu z aglikonami. Podobne wniosksugerowali van Dijk
i wsp. [2000], Tammela i wsp. [2004] oraz Ratmawsp. [2006]. Ratman i wsp.
[2006], analizyc wptyw glikozylacji flawonoidow na ich wkgiwosci, zauwayli na
przyktadzie kwercetyny i kwercetyno-3-ramnoglukoazyéde aglikon wykazuje wiszy
wartas¢ logP, czyli wiksze powinowactwo do oktanolu w poréwnaniu z glifaemi.
Flawonoidy posiadage wiele grup hydroksylowych w swoich asteczkach
wykazywaly mniejsz asocjagi do btony w wyniku tworzenia wkar wodorowych
pomidzy grupami hydroksylowymi, a polarrczescia lipidu [van Dijk i wsp. 2000,
Erlejman i wsp. 2004]. Iftime i wsp. [2010] sugemw ze zwhzek EGCG oraz inne
katechiny wykazywaty wysokie powinowactwo do btopidowych dzgki tworzeniu
wiagzan wodorowych z polarnymi grupami lipidow, a w szocakgsci z tratwami
lipidowymi bogatymi w sterole. Z drugiej jednak @ty sadzi s takze, ze
hydrofobowd@¢ flawonoidow maleje wraz ze wzrostem liczby grupdifoksylowych
w czasteczce [van Dijk 1 wsp. 2000]. Vilaym parametrem, warunkigym
powinowactwo cgsteczek do btony liposomow, jest ich przestrzentraksira.
Hendrich [2006] stwierdzitze flawanony s bardziej hydrofobowe w poréwnaniu
z flawonolami (o takim samym stopniu hydroksylagi)ich powinowactwo do bton jest
wyzsze. Obserwacja ta potwierdza warejsze sugestie dotygze wptywu struktury
przestrzennej eateczki na jej hydrofobowso. Flawonole, jak np. kwercetyna, maj
ptasky struktue czasteczki, przez co fatwiej penetguglo bton. Kaijya i wsp. [2002]
zasugerowalize na hydrofobow& i powinowactwo katechin do bton lipidowych ma
wptyw ilos¢ grup OH w piefcieniu B, obecn& reszty kwasu galusowego oraz
przestrzenna struktura péerenia C. Stwierdzili onize na powinowactwo flawonoidow
do bton ma wptyw take stzenie soli wsrodowisku wodnym, tadunek elektryczny
btony oraz obecni innych flawonoidow. Zaobserwowatie w obecnéci epikatechiny
zwigzek EGCG wykazywat wksze powinowactwo do btony liposomow, zeli pod
jej nieobecnét [Kaijya i wsp. 2002].

W podsumowaniu pogtléw na temat roli oddziatywiaflawonoidéw z btonami

lipidowymi mazna stwierdz, ze istniep dwa sposoby opisu tych interakcji. Pierwszy,
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wspomniany powsej, to adsorpcja na powierzchni btony poprzez oalgmiania
hydrofilowe flawonoidéw z polarnymi gtéwkami lipisd Ma to miejsce na granicy faz
woda-lipid. Drugi sposob oddziatywania flawonoid@awbtors to wnikanie czsteczek
bardziej hydrofobowych w niepolarne, hydrofobowgmng btony [Verstraeten i wsp.
2003, Erlejman i wsp. 2004]. Erlejman i wsp. [200&ierdz, ze za wysz aktywnaé
przeciwutleniagca zwiazku z grupy polifenoli odpowiada jego zdoddalo wiazania s¢
z polarnymi rejonami btony oraz wzrost jego loka@oestzenia w rejonie woda-lipid.
Aktywnos¢ biologiczna ekstraktow gbnnych, jak s¢ powszechnie uwa
Zwigzana jest z zawardoia substancji aktywnych w tych ekstraktach Badaniaazte
w tej pracy wykazaly,ze zarowno zawartd polifenoli, jak i flawonoidéw
w ekstraktach rdinnych malata w nagpujacym poradku: zielona herbata > arnika >
ogorecznik > berberys > mahonia > dereZawarté¢ flawonoidow byta silnie
skorelowana z zawaroia polifenoli (r = 0,965). Zawartg polifenoli ogétem dla
derenia (339,36 + 4,59 mg GAE/100g.) byta poréwnywalna z waloia otrzyman,
w pracy Marinova i wsp. [2005], ktéra wynosita 432ng GAE/100gs.m. Podobny
poziom zawartéci polifenoli dla derenia, od 281 do 579 mg GAE/@80n., otrzymano
w pracy Turala i wsp. [2008]. Zawagtoantocyjandw, wyznaczona przez tych badaczy,
dla derenia byta wisza w poréwnaniu z waroia otrzymam w niniejszej pracy
I miescita sk w zakresie od 112 do 292 mg C3GE/160yg. [Tural i Koca 2008].
Oznaczanie antocyjanow wykonywano dla ekstraktoviberberysu, derenia
i mahonii. Najwekszy zawartdé antocyjandéw wykazata mahonia (226,63 + 4,46 mg
C3GE/100¢gs.m.), natomiast znacznie mniejsgosiadat berberys oraz dérgponad 45
mg C3GE/100gs.m.). Zawartéci antocyjanéw otrzymane w niniejszej pracy dla
berberysu, derenia oraz mahonii pordbwnano z wynikaanaczé antocyjanéw
w innych raglinach zamieszczonych w pracy Benvenuti i wsp. 0®Zawartd¢
antocyjanébw w ekstrakcie z mahonii byla zbha do zawartwi tych zwhzkdéw
w czarnych jagodach - okoto 200 mg C3GE/160g.. Wysszs zawartéé wykazat
jedynie ekstrakt z aronii (460,5 £ 2,9 mg C3GE/180g.) [Benvenuti i wsp. 2004].
Wysoka zawart@ antocyjanéw w owocach tychélm powoduje ich ciemnofioletosv
barwe. Mniejsza w poréwnaniu z mahani zawarté¢ antocyjanébw w owocach
berberysu oraz derenia skutkuje typ®e s one czerwone. Zawadd antocyjanéw
w tych owocach jest msza w porOwnaniu z pyna, ale wkksza anieli w malinie
[Benvenuti i wsp. 2004]. Istnigjdoniesienia literaturowe sugetog, ze to widnie

antocyjany § najbardziej aktywnymi biologicznie zggkami w ekstraktach
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z berberysu, derenia oraz mahonii, ktore odpowiadaja ich aktywnél
przeciwutleniagca [Jayaprakasam i wsp. 2005, Vareed i wsp. 2006fe&h i wsp.
[2006] zasugerowalize w owocachCornus speciegest od 10 do 15 razy wdej
antocyjanéw w poréwnaniu z innymi owocami wykorzysanymi jako zrédto tych
zwiazkéw. Przyczya réznic w zawartéciach zarowno polifenoli, flawonoidow, jak
rowniez antocyjanéw maog by¢ réznorodne czynniksrodowiskowe, w ktérych iina
wzrastata.

Zauwaono korelagi pomkdzy zawartécia antocyjanéw w ekstraktach, a ich
wiasciwosciami ochronnymi wobec bton liposoméw EYPC, podddnyprocesom
peroksydaciji jonami E&askorbinian (r = - 0,982). W przypadku peroksyilkgjdéw
indukowanej promieniowaniem UVC zaobserwowano nédkiii zwiazek medzy
zawartdcia polifenoli, flawonoidéw a parametrem 4€(r = - 0,606, r = - 0,662,
odpowiednio). Przyczynmaze by to, ze odczynnik Folina-Ciocalteu me reagowéa
niespecyficznie z innymi obecnymi w ekstraktach stabcjami arieli polifenole
[Wong i wsp. 2006b]. Opinie na temat istnienia kacg pomkdzy aktywndcia
przeciwutleniajca z zawartécia polifenoli s rézne. Wysolg liniowa korelacg
pomidzy tymi dwoma parametrami zasugerowali Luo i w&004], Djeridane i wsp.
[2006] oraz Katalinic i wsp. [2006], natomiast rjdtorelacg migdzy tym parametrami
wykazali Czapecka i wsp. [2005] oraz Wong i wsf2(J&a]. Jeszcze inni autorzy prac
stwierdzili brak korelacji pomdzy zawartécia polifenoli a aktywnécia
przeciwutleniagca [Kahkonen i wsp. 1999]. Staba korelacja petay zawartécia
polifenoli, flawonoidéw oraz antocyjanéw, a pararaet 1G (w przypadku inhibicji
peroksydacji bton liposoméw gdy induktorem jest rpreniowanie UVC), mge
swiadczy o tym,ze na aktywné& przeciwutleniajca badanych substancji miaty wptyw
inne czynniki, w tym miedzy innymi hydrofobowotych substanciji.

W celu okrélenia zdolnéci badanych ekstraktow i flawonoidéw do
redukowania jonéwzelaza (z formy F& do Fé") przeprowadzono badania
z zastosowaniem metody FRAP. Ekstrakty wykazywalgrastajca zdolngé do
redukowania jonowzelaza w nagpujacej kolejngci: mahonia < dere < berberys <
ogoérecznik < arnika < zielona herbata. Wé&ttparametru FRAP dla flawonoidow rosta
w nastpujacej kolejndgci: kwercetyno-3-galaktozyd < kwas chlorogenowy <
epikatechina < cyjanidyno-3-galaktozyd < EGCG < iagéyna < cyjanidyna.

Zauwaono, ze aktywnd¢ redukcyjr jonow zelaza (FRAP), jak réwnie

zdolna¢ do wychwytywania wolnych rodnikbw DPPHbyta bardzo wysoka zaréwno
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w przypadku polifenoli obecnych w ekstraktach (r 0968, r = 0,995), jak
i flawonoidéw (r = 0,872, r = 0,957). Podobnie wigs&orelacg pomiedzy parametrem
FRAP, a zawarteia polifenoli oraz flawonoidow wykazano w pracy Jatgka-Ry
[2009]. Katalinic [2006] oraz Wong i wsp. [2006ajgerup natomiast brak zateosci
pomicdzy zdolndcia flawonoidéw do redukowania jonéw ¥e a ich aktywnécia
przeciwutlenigjca. Nalezy doda&, ze zawarté¢ polifenoli oraz flawonoidow
w ekstraktach, w przypadku tej pracy, wykazywatacddobr korelacg z wartGcia
logP (r = 0,705, r = 0,704), oraz stahgzwartgciami Ky (r =- 0,618, r =- 0,661).
Ekstrakty z berberysu, derenia oraz mahonii, azeakubstancje dolace
gtdwnymi komponentami tych ekstraktow przebadana pezgkdem zdolnéci do
kompleksowania jonéw B& W procesie miareczkowania ekstraktéw jonamf*Fe
zaobserwowano spadek absorbancji gtownych pasm igwoahia, najwikszy dla
mahonii AA = 1,41) oraz przesuggie batochromowe pikdA = 3 nm, coswiadczy
o procesie kompleksowania jonéw 2Fe W przypadku cyjanidyny w wyniku
kompleksowania jonow nagtito obnizenie absorbancji gtdownego pikhA = 1,46)
oraz wzrost absorbancji piku pochadego od powstatego kompleksu flawonoid #‘Fe
pPrzy Amax = 650 nm oAA = 0,211. Zaobserwowano tak pojawienie & punktu
izozobestycznego, ktéry wskazuje na istnienie romagy w roztworze porgizy forma
wolna cyjanidyny oraz skompleksowan [Cornard i wsp. 2001]. Podczas
miareczkowania cyjanidyno-3-galaktozydu jonami?'Feaobserwowano ohtenie
absorbancji piku pochodeego od tego antocyjanu/A = 1,21 oraz niewielki wzrost
absorbancji, @A = 0,04, piku pochodgzego od powstatego kompleksu flawonoid’Fe
(przy A = 650 nm). Z poréwnania efektow kompleksowania wipskowano,ze
cyjanidyna wykazata silne zdolém do kompleksowania jonowelaza, podczas gdy jej
pochodna cukrowa znacznie stabiej kompleksowalgots. Antocyjany posiadaj
w swojej casteczce dwa piécienie aromatyczne A i B bogate w elektrony
w wyniku ich delokalizacji mog powstawa kompleksy. Nowe pasmo pochade od
kompleksu zwizane jest z prz&giem zwanym ,przesuecie tadunku” (ang. charge
transfer) [Corm i wsp. 1991]. Proces chelatowan&ath maze dotyczy jonow metali
przegciowych, takich jakzelazo czy mied, a take metali cgzkich np. rtci.
Schemat mdiwych miejsc wihzania metali do esteczki flawonoidéw, w tym do
ZwiazkOow antocyjanowych, przedstawiono na rysunku 24cagteczkach cyjanidyny
oraz cyjandyno-3-galaktozydu jedynym miejscem, tirdgo mae zosta zwiagzany

jon metalu jest grupa orto-dihydroksylowa w pozygji 4 pietcienia B. Gabrielska
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[2001] sugerujeze flawonoidy, ktére wykazuajduza zdolngé kompleksowania metali
mog znaleé¢ zastosowane jako antidotum w zatruciach ludzizegélnie jonami
pierwiastkow agzkich. Jednym z przyktadow flawonoidéw, opisanychliteraturze,
wykazupcych zdolndci chelatacyjne naky kwercetyna. Przyktady zdolda
chelatacyjnej kwercetyny w stosunku do jonéw ‘Feraz organicznych form otowiu
I cyny przedstawiono w pracach Gabrielska [200HzoGuo i wsp. [2007]. Istnig
doniesienia literaturowe o niskiej zdokeo do kompleksowania jonéwelaza oraz
miedzi przez epikatechifKostyuk i wsp. 2004]. Wykazano natomiast, kompleksy,
np. kwercetyny oraz katechin z jonami*Fe& bardziej efektywne do wychwytywania
wolnych rodnikow arsieli ich formy wolne [Zhao i wsp. 1998].
Uwaza sk, ze zdolnd¢ do kompleksowania jonowelaza przez flawonoidy nate do
mechanizméw ich dziatania przeciwrodnikowego. Wajmey zelaza (F&" oraz F&"
w bardzo iskich gteniach, poriej 10*® M, 53 toksyczne dla organizmu. Mggpowiem
katalizowa& reakcg Fentona, w wyniku ktérej powstgjrodniki hydroksylowe.
Komorkowe przeciwutleniacze, takie jak np. askadnn/AscH i NADH) sa zdolne do
przeksztalcania jonéw E¢CU?") do Fé'(Cu’) i w obecnéci nadtlenku wodoru
katalizowa reakcg Fentona. Zwizki polifenolowe poprzez wranie jonow metali
wplywaja ha homeostaznp. zelaza, ktéra odgrywa viaa role w kondycji zdrowotnej
organizmu. Zdania na temat wptywu zdadlciochelatowania metali przez flawonoidy
na ich aktywné¢ przeciwutleniajca sa jednak podzielone. Van Acker i wsp. [1998]
zasugerowalize zdolnd¢ do chelatowania metali przez flawonoidy nie wptymaich
aktywnas¢é przeciwutleniajca. Lopes i wsp. [1999] oraz Sugihara i wsp. [2001]
stwierdzili natomiast,ze zdolnd¢ ta ma dziatanie prewencyjne wobec tworzenia
wolnych rodnikéw.

Kolejnym etapem bada niniejszej rozprawy bylo okskanie wiaciwosci
fizycznych liposoméw utworzonych zzndych lipidéw. Badania te obejmowaty pomiar:

* przepuszczalriimi bton liposomow oraz efektywdo zamykania znacznika
fluorescencyjnego w badaniach, w zaeci od dlugadci oraz stopnia
nasycenia t&cucha acylowego lipidow, z ktérych formowano liposg
e rozmiarow liposomow oraz pitynéci btony liposoméw w zabeosci od
metody formowania ¢cherzykow lipidowych i od diugmi oraz od stopnia

nasycenia f&cucha acylowego lipidow,
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e procentowego zamykania wybranych przeciwutleniacay liposomach
uformowanych z ranych lipidow w zalenosci od skfadu lipidowego oraz
obecndci cholesterolu.

Pomiar przepuszczaléd liposoméw przeprowadzono metpfluorescencyja
Z zastosowaniem znacznika — karboksyfluoresceirfy).(Test to hydrofilowy marker,
ktory zamkngty w liposomach w wysokich gteniach (100 — 200 mM) praktycznie nie
fluoryzuje. Obserwowana fluorescencja markera wigswie liposoméw pochodzita
od casteczek fluoroforu uwolnionych z wimza pcherzykéw dasrodowiska wodnego.
Znaczniki fluorescencyjne (karboksyfluoresceina Iukalceina) oraz reakcje
enzymatyczne do pomiaru wyptywu glukozy z eivma liposoméw stosowanes s
w badaniach:

* przepuszczalngi bton liposomow [Silvander i wsp. 2003],

» stabilngci liposomow [Allen i Cleland 1980,
http://www.ibmb.uni.wroc.pl/studia/6.pdf],

» okreslania obgtosci zamkngcia [http://www.ibmb.uni.wroc.pl/studia/6.pdf],

» procentowej efektywrimi zamykania [Yokoyama i wsp. 2002],

e interakcji liposoméw z  komérkami oraz  fuzji egherzykéw
[http://mww.ibmb.uni.wroc.pl/studia/5.pdf],

 wplywu substancji na przepuszczal@obton liposoméw w tym na ich
destrukcg [Subbarao i MacDonald 1994, Mizoguchi i Hara 198kgahama
I wsp. 1996, Hofmann i wsp. 2000, Yokoyama i wsp02.

Przepuszczalrio bton liposoméw wyznaczano poprzez procentowy wypBF
wyliczony na podstawie wzoru zamieszczonego w riatelz4.4.12. Analizujc dane
przedstawione na rysunku 63a oraz zamieszczonetayezniku 18 stwierdzonoze
przepuszczalng bton liposoméw maleje wraz ze wzrostem digotancucha
acylowego lipidu. Obserwuje ¢si széciokrotny spadek przepuszczadob bion
uformowanych z lipidu zawierggego w tacuchu weglowodorowym 22 atomy ggta
w stosunku do dipalmitoilofosfatydylocholiny zawagicej 16 atomow wgla. Na
podstawie analizy danych (rysunek 63b orazaczatik 19) mana stwierdzt, ze
przepuszczalrig blon liposomoéw wzrasta wraz z obeécia wiazan nasyconych
w tancuchu acylowym w csteczkach lipidéw. Liczba wiar podwadjnych
w czasteczkach lipidow znacznie wpkta na przepuszczaldd bton utworzonych

z casteczek zawieragych 3 wizania podwdjne oraz 18 atoméwegia w taicuchu
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(18:3). W przypadku diarachidonoilofosfatydylocimgli (20:4) btony wykazaty
najwigksza przepuszczalrid, jednak dtugie facuchy acylowe spowolnity wyptyw CF.
W sytuaciji, gdy liposomy uformowano z fosfolipidédwyekstrahowanych z naturalnego
surowca - EYPC czy HSPC, zawieaigjch w swoim skiadzie mieszagirzaréwno
nasyconych, jak i nienasyconych lipidow zméacych se& dlugascia tancuchéw
acylowych, uzyskano relatywnie wysokie wddioprocentowego wyptywu CF ¢du
2-3 %. Silvander i wsp. [2003] zaumdi, ze wysok przepuszczalrig bton liposoméw
utworzonych z EYPC zniwelowamazna dodatkiem DSPC. Ten lipid o nasyconych
wyprostowanych #cuchach wglowodorowych, zlokalizowany portdzy ré&nie
zorientowanymi tacuchami EYPC, zwksza uporzdkowanie tych tacuchéw
arylowych, co skutkuje wksz szczelnécia btony [Silvander i wsp. 2003]. Wptyw
sktadu lipidowego na przepuszczal@dbton pcherzykow lipidowych badali tade
Nagahama i wsp. [1996]. Autorzy te pracy wykazak zmieniata sl przepuszczalrig
bton uformowanych z lipidow tdiacych sé dilugaicia tancucha alkilowego oraz
stopniem jego nasycenia, pod wptywem alfa toksyypdzielanych przeZLlostridium
pefringens Te zalenosci (zarowno wptywu diugei tancucha, jak rowniz stopnia
jego nasycenia na przepuszczathdton pcherzykéw lipidowych) byly zgodne
z uzyskanymi w tej pracy. Dodatkowo autorzy wykgzalze obecnét
dwuwartgciowych kationdw zwikszata przepuszczalfo bton liposomow. Innym
sposobem badania przepuszcz&tnddton liposoméw jest pomiar penetracji przez
btony glicerolu lub erytrytolu. W pracy De Gier isp. [1968] stosar te metod
zaobserwowali podobny wptyw budowy asteczki lipidu na przepuszczaktobton
uformowanych liposomow. Zauwano take, ze dodatek cholesterolu zwiszat
szczelné¢ liposoméw [De Gier i wsp. 1968]. Obserwacja tyaltoadw, o wptywie
cholesterolu na szczeléo bton liposomow, byla sprzeczna z wynikami zamykani
przeciwutleniaczy otrzymanymi w tej pracy, ponievedatek cholesterolu w zasadzie
zmniejszat wydajn& ich kapsulacji z wyjtkiem liposomoéw z EYPC z dodatkiem
cholesterolu. W pracy Inoue [1973] zaobserwoweameojodatek 20 mol % cholesterolu
do liposomow formowanych z DPPC powodowat wzrostepuszczalriei bton
liposoméw. Obecnig w btonie liposoméw 20 mol % cholesterolu zhszata
dodatkowo wptyw temperatury na szczehidych bton. W temperaturze powsj
temperatury przégia fazowego lipidow (J) budupcych liposom, btona wykazywata
duza przepuszczalrié. W przypadku, gdy dodatek cholesterolu przesmat 33 mol %,
wzrost temperatury nie wplywal na przepuszczandton liposoméw. Podobne
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zaleznosci otrzymali Allen i Cleland [1980] badaj wptyw cholesterolu na szczekdo
bton liposomow. Bylo to powodem dodawania 40 molchelesterolu w badaniach
efektywnagci zamykania przeciwutleniaczy. Obeéto cholesterolu zmniejszyta
przepuszczalnig bton liposomow, gdy te znajdowalyesw temperaturze poig
temperatury przemiany fazowej lipidow. Cholesteroat rowniez silniejszy wptyw na
przepuszczalng bton liposoméw regulowantemperatus w przypadku liposoméw
utworzonych z lipidow nasyconych w porownaniu znaigyconymi [Inoue 1973].

Metock fluorescencyja z zastosowaniem karboksyfuoresceiny (CF)
wykorzystano rowniez do pomiaru efektywni@wi zamykania tego znacznika.
Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem dlugn tancucha acylowego efektywsd
zamykania CF malata pomimae wyptyw CF rownie malat, natomiast wzrastaty
rozmiary liposoméw. Obuenie efektywnéci zamykania CF przy jednoczesnym
obnizeniu procentowego wyptywu me by spowodowane tymze wraz ze wzrostem
liczby atomow wgla w taicuchu acylowym lipidéw rosta grub® dwuwarstwy,
a niekoniecznie hydrofilowe witrze liposomow, do ktérej powinowactwo wykazywata
karboksyfluoresceina. Dla liposoméw utworzonych #midbw zawierajcych
wzrastagca liczbe wiazan podwodjnych w tacuchu efektywn& zamykania CF
wzrastata w niewielkim stopniu. W przypadku lipogimn uformowanych z EYPC
otrzymano bardzo niski procent zamykania - 0,17 Wartos¢ ta zblizona jest do
otrzymanej w pracy Yokoyama i wsp. [2002]. Autormgyzej wymienionej pracy
zaobserwowali jednakze efektywndéé kapsulacji CF jest wasza dla liposoméw
otrzymanych metag faz odwréconych (1,22 %), aeli metod, proponowan przez
Bahghama (0,12 %). Metoda Bahghama polegata natapomnym tworzeniu
pecherzykdw w wyniku nawadniania suchego filmu lipidmo. Metoda ta pomimo
nizszej efektywnéci zamykania, posiada wiele zalet: jest metqatost i tani
w realizacji, nie wymaga specjalistycznego gprz

Kolejnym badaniem fizycznych wdaiwosci pecherzykow lipidowych
w zaleznosci od lipidu tworzacego btor, oraz od zastosowanej metody otrzymywania
liposoméw byt pomiar ptynn@i bton, ktéry wykonywano metadfluorymetryczma.
Zastosowano sordDPH, ktéra lokuje si w hydrofobowym watrzu btony [Lakowicz
1999]. Dla uzyskania dobrego, réwnomiernego rozkkasblekut DPH, dodawana gdo
lipidu, przed jego hydratacjArora i wsp. 2000].
Mierzony wzrost anizotropii fluorescencji sondy DPdiadczyt o usztywnieniu

mikrootoczenia sondy, czyli 0 wz@e jego sztywngri, natomiast spadek anizotropii
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sondy sugerowat o wzfoie ptynndci jej otoczenia [Arora i wsp. 2000]. Termin
ptynnos¢ odnosi st do wzgkdnej swobody ruchu asteczek lipidéw w blonach [Arora
I wsp. 2000]. Echerzyki lipidowe uformowane metadsonifikowania z lipidéw
posiadajcych dlugie ftacuchy acylowe wykazaty dg plynncgé. Najwicksza
ptynnascia (niska wartccia anizotropii fluorescencji) charakteryzowatye sbtony
liposoméw uformowanych z lipidéw zawiesaych nienasycone kwasy tluszczowe,
oraz te, ktére w temperaturze pomiaru znajdowatysiazie ciektokrystalicznej (12:0,
EYPC, HSPC) Ilub w pobiu temperatury przégia fazowego lipidu (14:0). Dla
liposoméw otrzymanych metadkalibracji przez filtry poliveglanowe formowanych
z lipidu 14:0 warté¢ anizotropii fluorescencji wynosita 0,12. W przygad
sonifikowanych pcherzykéw lipidowych utworzonych z lipidu 16:0 wad
anizotropii fluorescencji sondy DPH w tej bloniemagita 0,22. Wart@ ta zgodna byta
z wynikami zawartymi w pracy Bhattacharya i Bajap08]. Obecn& w czsteczce
lipidu wigzaa nienasyconych powodowata obenie temperatury przaia fazowego
lipidu ponizej temperatury pomiaru, przez co btony liposoméwkaraty wiksz
ptynnas¢, na co wskazywata zmniejszona anizotropia fluaesg sondy DPH.

Dla zbadania wptywu przeciwutleniaczy na ptyshobton liposomow
utworzonych z DPPC zastosowano sphtYlA-DPH. Sonda TMA-DPH jest gateczlk
zakotwiczajgca Sic na poziomie czwartego atomwegla tarcucha alkilowego z uwagi
na jej elektrostatyczne oddziatywania z ujangrup fosforanowa w polarnej czsci
dwuwarstwy [Engelke i wsp. 2001]. Kationowa pochadiondy DPH, ze wzglu na
jej ptytsze lokowanie w dwuwarstwie, dostarcza infacji na temat vdzania st
substancji poprzez oddziatywania wodorowe z hytbefym rejonem btony oraz ich
penetrag na gebokas¢ granicy faz.

Badania wptywu ekstraktow polifenolowych na ptygédrton liposomow z zyciem
sondy TMA-DPH wykazatyze ekstrakty z arniki oraz zielonej herbaty usztysimi
btone DPPC w rejonie lokowania gisondy TMA-DPH. Takie rezultaty nastin
wniosek, ze ekstrakty arniki oraz zielonej herbaty lokowahjie sgtéwnie
w powierzchniowym, hydrofilowym rejonie btony. Rokiowanie si ekstraktow na
powierzchni btony powodowato powstanie swoistejidrgr chronacej btorg przed
atakiem wolnych rodnikoéw. Taka lokalizacja flawod@iv w btonie mae ze wzgtdow
geometrycznych utrudniadyfuzjc wolnych rodnikbw do wetrza btony, przez co
obniza¢ w niej kinetyle reakcji wolnorodnikowych [Arora i wsp. 2000]. Me to by
przyczyra najwyzszej, sp&rdd badanych ekstraktow polifenolowych, aktyéeio
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przeciwutleniajcej tych ekstraktow, to jest z zielonej herbatyzaaeniki. W przypadku
flawonoidéw, zwizek EGCG usztywniat blen lipidowa w  strefie
hydrofilowo-hydrofobowym (wzgidna anizotropia wrosta o okoto 15 % dlau#

stezenia EGCG). Tsuchiya [2001] wykazal analogicznealdmie zwizku EGCG
w skzeniach od 5 do 100M) zmniejszajgce ptynnd¢ btony.

Dla utworzenia nénikow liposomowych przeciwutleniaczy wybrano
nowatorsly metod polegagca na poddaniu liposomow otrzymanych w wyniku
cyklicznego zamraania i rozmraania (ang. freeze-thaw) w ngshym etapie ich
sonifikowaniu.

Metoda FAT powoduje powstawanie liposomow wielowaosvych MLV (ang. multi
lammelar vesicles). Korzystne jest jednak zredukoevawielu warstw lipidowych
liposoméw MLV za pomag np. sonifikacji czy kalibracji przez filtry o okilenej
srednicy poréw. Wielokrotna destrukcja dwuwarstwyzgr szybkie zamfanie
| ponowne jej tworzenie w procesie rozomaia zwegksza wydajné zamykania
substancji w tych tworzonych strukturach [Kozub@&k4)].

Liposomy formowane metadFAT, a nasipnie sonifikowane (FAT-s)asmniejsze,
aneeli liposomy uzyskane tylko w wyniku sonifikowargay kalibrowania.

W mniejsze] pracy substancjami zamykanymi wcherzykach lipidowych byty
ekstrakty z zielonej herbaty oraz arniki, a zZakflawonoidy takie jak: EGCG,
epikatechina oraz kwercetyna. Zeki te wybrano ze wzgtlu na wysok aktywna¢
przeciwutleniagca oraz stosunkowo dg hydrofobowd¢, czyli  wysokie
powinowactwo do bton liposoméw (niska waitostatej dysocjacji ). W procesie
tworzenia nénika liposomowego przeciwutleniaczy ivee byto dodanie zamykanego
zwigzku w odpowiednim momencie procedury. Substancgpuszczalne w wodzie
dodawano podczas hydratowania suchego filmu lipetmy natomiast soluty
rozpuszczalne w lipidach dodawano do roztworu 6pidprzed odparowaniem
rozpuszczalnika organicznego, czyli przed utworzenifiimu lipidowego. Zwizek
EGCG, epikatechiy a take ekstrakty z zielonej herbaty oraz arniki rozpusno
w buforze TRIS-HCI, pH=7,4. Roztworami tymi hydratano suchy film lipidowy.
Kwercetyre, ktéra nie jest rozpuszczalna w buforze, zastosowgko roztwor
etanolowy dodagc do zhydratowanego buforem lipidu. Liposomy ufowaoo z trzech
lipidow: DPPC, HSPC oraz EYPC. Dodatkowo zbadamaeavptyw cholesterolu na

efektywnad¢ zamykania przeciwutleniaczy. Przy wyborze lipidéwrécono uwag na
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to, aby liposomy charakteryzowatyg simiarkowan przepuszczalrigia oraz wysok
efektywndci zamykania markera hydrofilowego — CF.

Najefektywniej proces zamykania przeciwutleniaczyzepiegat w pcherzykach
lipidowych uformowanych z DPPC, naghie HSPC, a najstabiej z EYPC. Dodatek 40
mol % cholesterolu do bton znaco obniyt procent zamykania. Wajek stanowity
liposomy uformowane z EYPC, w ktorych obeghocholesterolu zwekszyta
efektywnad¢ zamykania. Dwojaki efekt cholesterolu mégt¢bgpowodowany rina
temperatuy przemiany fazowej lipidow twoazych liposomy. Najwysz efektywna¢
zamykania przeciwutleniaczy otrzymano w przypadkipodoméw utworzonych

z DPPC. Najnisze wartéci procentowego zamykania otrzymano dla liposoméw
utworzonych z EYPC. Dlageherzykow lipidowych uformowanych z DPPC napsy
efektywna¢ otrzymano w przypadku zamykania zwku EGCG (76,31 + 2,20 %),
nastpnie epikatechiny (55,55 + 1,47 %) oraz kwercetys$,78 + 1,18 %). Nisze
procenty zamykania uzyskano dla liposoméw DPPC strektami z zielonej herbaty
(33,29 + 0,64 %) oraz arniki (31,49 + 1,28 %). Zsatwowano,ze ekstrakty
polifenolowe wykazaly risza efektywna¢ zamykania w poréwnaniu z flawonoidami,
niezalenie od sktadu lipidowego.

Zagadnienie stworzenia $mkéw liposomowych aktywnych biologicznie
substancji zostato pogle ze wzgidu na szerokie zapotrzebowanie aplikacyjne tych
struktur. Literatura opisuje proby kapsulacjzmgch substancji aktywnych biologicznie
w liposomach. Dotyczy to zaréwno substancji natwreth, w tym flawonoidéw, ale
przede wszystkim lekéw nrulzy innymi amfoterycyny B [Moribe i wsp. 1999],
ketoprofenu i ibuprofenu [Nii i Ishii 2005] orazsgilatyny [Hwanh i wsp. 2007].

Do flawonoidéw, ktorych liposomowe #miki probowano stworzy naleza miedzy
innymi: procyjanidyny [Petrovic i wsp. 2004]. Opwgsna jest te kapsulacja katechin,
gdzie dodawano katechiny do hydratowania lipiduwyniku sonifikowania oagnicto

od 38,7 do 93% kapsulacji [Fang i wsp. 2006, Leesp. 2008]. Fang i wsp. [2006]
prowadzili kapsulagj katechin w liposomach utworzonych z EYPC z dodstki
cholesterolu, anionowego surfaktantu - kwasu dedksipwego oraz niejonowego
detergentu Tween 80. Otrzymana wydagnkapsulacji (99,6 % dla EGCG oraz 31,9 %
dla epikatechiny) byta wygza dla EGCG, natomiast dla epikatechiny zzdva do
otrzymanej w niniejszej pracy (22,26 % dla EGCGzo28,45 % dla epikatechiny).
Fang i wsp. [2006] wykazalize kalibrowanie zawiesiny liposomow zamiast jej

sonifikowanie, nie wptywato na zwkszenie efektywniei zamykania aktywnych
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substancji wewstrz pecherzykéw lipidowych. Dodatek kwasu deoksycholowete
wptynat na wzrost zamykania zagku EGCG, natomiast zekszyt efektywnéé
w przypadku epikatechiny do 62,7 %. Tween 80 zrsmigjprocent zamykania zgaku
EGCG do 84,6 %, a zekszyt w przypadku epikatechiny do 57,8 %. Fang pws
[2006] zasugerowalize lipidowy skiad liposomdw odgrywat \inaa role w skutecznéci
transdermalne;j aplikacji katechin. Yekenie anionowych  $rodkéw
powierzchniowo-czynnych, takich jak kwas deoksyolgt (DA) czy dicetyl fosforanu
(DP) w procesie formowania liposoméw oraz zastosoevaetanolu (do 15%)
zwigkszyto wydajné¢ zamykania (+)-katechiny prawie 7-krotnie w porowita
z kontroh, zawierajcej EYPC oraz cholesterol w stosunku wagowym 4:1.
Otrzymane w niniejszej pracy §rki liposomowe flawnoidow oraz ekstraktow
roslinnych, szczegdlnie w przypadkggherzykow lipidowych uformowanych z DPPC,
ze wzgkdu na wysok wydajnd¢ zamykania aktywnych substancji, sugeru;
mozliwos$¢ zastosowania ich np. w przeftg farmaceutycznym jako suplementy diety
czy w przemyle spaywczym jako dodatki daywnaosci chronice g przed obnieniem
ich wiasciwosci organoleptycznych, w wyniku proceséw peroksydadalety
stworzenia nénikow liposomowych katechin jest zgliszenie ich biodogpnaici,
poniewa katechiny podane doustnie wykaztylko 2-5% biodosfpna¢ [Fang i wsp.
2006]. Kolejry zalet liposomowych form jest ich wgza efektywn& w ochronie
przeciwutleniajcej skladnikbw bton w poréwnaniu z beZpednim dziataniem
przeciwutleniaczy, co wykazano w pracy Muszka i wsp. [2009]. W pracy tej
stwierdzono  wyszy  skuteczné¢  przeciwutleniggca, zardbwno  ekstraktow
polifenolowych, jak i flawonoidéw aplikowanych doi¢gea w postaci emulsji, jak
i liposomow. Wskazuje to na viyza dostpnas¢ aktywnych skiadnikow ekstraktu do
tkanek mesnych z liposomow w poréwnaniu z aplikacgkstraktow w formie
proszkow. Wysoka aktywré formulacji liposomowej wynikata najprawdopodobniej
z mazliwosci wigzania (rozpuszczania¢yi sktadnikéw ekstraktéw lub flawonoidéw
z dwuwarstw liposoméw lub miceli emulsji, a naghie tatwego mieszania ¢si
z lipidami tkanek mysa. Podobny wniosek przedstawiono w pracy Barclaysp.
[1997], gdzie badaf skuteczn& wybranych przeciwutleniaczy fenolowych z grupy
hydroksychromanowych (w tyma-tokoferolu) zamykano je w liposomach
formowanych z lipidu o nasyconychitauchach, a nagtnie w takiej postaci dodawano
do ukiadu. Autorzy stwierdzili, ze efektywné¢ przeciwutleniajca tych

przeciwutleniaczy dostarczanych w formie liposoméyta dwo wyzsza, anieli
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aplikowanych bezpwednio z roztworu. Jest ta& prawdopodobneze to obecn&
lecytyny (zar6bwno w emulsjach, jak i liposomach) maga proces inhibiciji
autooksydaciji lipidow przez badane antyoksydantywagi na znane jej wdaiwosci
przeciwutleniajce [Sikorski 2009].

Za podgciem tematu badaniniejszej rozprawy przemawiat fakle skutecznym
i prostym sposobem przedhnia trwatdci produktéwzywnosciowych podlegajcych
autooksydacji jest stosowanie przeciwutleniaczyrdBa intensywnie prowadzone s
badania nad poszukiwaniem skutecznych naturalnytecpvutieniaczy zaréwno
w formie ekstraktow polifenolowych, jak i wysoko ayszczonych ich komponentow
np. flawonoidow. Dotyczy to okétania aktywndci tych substancji m. in. w warunkach
in vitro w stosunku do bton modelowych [Gabrielska i ws@97, Gabrielska
i Oszmiaski 2005, Gabrielska i wsp. 2007, Chaudhurii i wap07, Bonarska-Kujawa
i wsp. i 2008], emulsji i olejéw [Frankel i wsp. 98], a take wzorcowych stabilnych
wolnych rodnikéw DPPHoraz ABTS' [Bakowska i wsp. 2008]. Stosunkowo niewiele
jest informacji w literaturze na temat zastosowahifenoli dozywnaosci pochodzenia
zwierzcego. Prace w tym zakresie dotyczgtownie zastosowania §in
przyprawowych (rozmarynu, oregano, szatwii) w teabgii migsa [Botsoglou i wsp.
2002; Waszkowiak i Dolata 2007]. Nie ma jak do pgry bada nad sposobem
aplikacji przeciwutleniaczy, zwkszapcych ich skutecznid@ w szczegolnéci do

swiezej zywnosci zawieragcej thuszcze np. do rEa.
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7 WNIOSKI

1)

2)

3)

4)

5)

Wykazano zrénicowary aktywna¢ przeciwutleniajca badanych ekstraktow
roslinnych oraz flawonoidéw, w stosunku do bton lipogaw EYPC, zalena od
sposobu utleniania bton. Me to sugerowaréznorodne mechanizmy ochronnego
dziatania tych przeciwutleniaczy. @ghigto gtébwny cel niniejszej pracy -
wytoniono najlepsze przeciwutleniacze &mal stosowanych ekstraktow, okazaty
si¢ nimi: ekstrakty z zielonej herbaty oraz arnikiséze flawonoidy: komponenty
arniki - kwercetyna i kwercetyno-3-galaktozyd oraelonej herbaty — EGCG.
Wyniki te sugeruj migdzy innymi odpowiedzialni& tych komponentéw za

wysoka aktywna¢ przeciwutleniggca ekstraktow z arniki oraz zielonej herbaty.

Wyniki bada przy wyciu wolnego rodnika DPPHwykazaty, ze wszystkie
ekstrakty oraz flawonoidy posiadazdolng¢ do wychwytywania tego rodnika.
Sadzi sk na tej podstawieze jednym z mechanizméw ochronnego dziatania tych
przeciwutleniaczy jest zdoldé do zmiatania wolnych rodnikéw atakajch
btorg.

W badaniach metadFRAP wykazanoze najsilniejsz zdolnag¢ do redukowania
jonéw zelaza ma ekstrakt zielonej herbaty, a najstalestrakt mahonii przy
jednoczesnym braku nmliwosci kompleksowania jondéwelaza. Wskazuje to na
zdolna¢ komponentéw ekstraktu z zielonej herbaty do udleid s¢ na drodze

oddawania elektronu.

Wykazano na podstawie badstatej dysocjacji w uktadzie liposomy EYPC:bufor
oraz wspotczynnika podziatu pogdzy oktanol i wod, ze wiaciwosci
przeciwutleniajace ekstraktow z zielonej herbatgzoarniki zwiazane § z ich

wysokim powinowactwem do bton liposomow, ktore glazinie ochraniaj

Wykazano, ze wiaciwosci przeciwutleniajce ekstraktow @ skorelowane
z zawartdcia ogétem polifenoli, w tym flawonoidéw oraz antoayfav oraz z ich
powinowactwem do btony liposoméw. Na tej podstawsgnicto zamierzony
w niniejszej pracy gtowny cel baflai sugeruje s, ze mechanizm
przeciwutleniajcego dziatania badanych ekstraktow w stosunku don bt

liposoméw EYPC jest efektem synergistycznego daiavielu czynnikow w tym
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6)

7

8)

9)

migdzy innymi zawartécia w nich aktywnych oraz powinowactwa tych substancji
do bton lipidowych.

Na podstawie bada parametrow fizycznych liposomow jednowarstwowych
z zastosowaniem hydrofilowego markera (formowanyeétody sonifikowania
oraz kalibrowania przez flirty poligglanowe) wykazanoze wraz ze wzrostem
liczby atoméw wgla w taacuchach acylowych lipidéw, z ktérych formowano
pecherzyki jednowarstwowe, zmniejsza ¢ siuzytecznd¢ liposomow do
efektywnego zamykania w nich substancji hydrofilatvynatomiast wzrost liczby
wigzaa podwojnych w dwuwarstwie lipidow sprzyjat efektywéci zamykania
w nich takich substancji

W wyniku analizy rozmiaréwérednic, z zastosowaniem Zeta-Sizera, liposomow
w zalenosci od zastosowanego do ich sformowania lipidu omaetody
formowania gcherzykéw lipidowych stwierdzonoze wzrost liczby atomow
wegla w casteczce lipidow wptywa na wzrostednic formowanych liposomow,
natomiast wzrost liczby wkan podwojnych w tacuchach acylowych lipidéw

z ktorych formowano ¢cherzyki jednowarstwowe powodowat powstawanie
mniejszych liposoméw. Liposomy przeciskane mialy ckgze rozmiary

w poréwnaniu z gcherzykami lipidowymi sonifikowanymi. Liposomy FAGyty
najmniejsze w poréwnaniu zegherzykami lipidowymi otrzymanymi innymi

metodami.

Zrealizowano poboczny cel bada- okrelanie efektywnéci zamykania
przeciwutleniaczy wytonionych w pierwszym etapieléfajako najefektywniejsze
w liposomach formowanych z iych fosfolipidow z dodatkiem cholesterolu
ibez niego. Wykazano wgzy procent zamykania flawonoidéw, jako
przeciwutleniaczy, aneli ekstraktow polifenolowych. W przypadku flawodow
wydajna¢ zamykania wahatasbd 54 % dla kwercetyny i 56 % dla epikatechiny
do 76 % w przypadku EGCG, natomiast gdy zamykarsirakty polifenolowe
najwyzszy efektywnaé¢ zamykania otrzymano dla zielonej herbaty (33,2%¢ay
arniki (31,49 %). Do otrzymania w/w #frakow zastosowano nowatotsknetod

poddania liposoméw FAT sonifikowaniu (FAT-s)

Badania z zastosowaniem sondy fluorescencyjnej T wykazaty, ze

badane ekstrakty §tnne oraz flawonoidy w niedtym stopniu wplywaty na
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10)

11)

mikrootoczenie tej sondy, wé na ptynné¢ bton liposomoéw DPPC. Najwkszy
wzrost anizotropii fluorescencji sondy spowodoweakstrakty z arniki (26,3 %)
oraz zielonej herbaty (9,9 %), a t@kzwhzek EGCG (15,8 %) - sugesu)
modyfikacg btony polegajca na jej usztywnieniu. Taka modyfikacja btony
sprzyjata jej ochronie przed dziataniem wolnych mi&dw przez wyej

wymienione substancjeztace dobrymi przeciwutleniaczami.

Sugeruje s« potencjalne madiwosci zastosowania otrzymanych &mikow
liposomowych przeciwutleniaczy w przeghy spaywczym, kosmetycznym oraz
farmaceutycznym. W przerilg spaywczym proponuje siich wykorzystane
w celu ochrony produktow zawiesgych ttuszcze przed zachagdymi procesami
jelczenia pogarszagymi wiasciwosci  organoleptyczne produktow. lan
mozliwoscia zastosowania as suplementy diety czy dodatki funkcjonalne do

Zywnosci przeznaczone dla np. ludzi starszych i ostalzbny

Wyniki badanin vitro z uzyciem modelowych bton fosfolipidowych sugefuj
mozliwe ochronne dzialanie zastosowanych naturalnyablifgmoli wobec
peroksydacji bton komérkowych zaréwno organizmaywych, jak i lipidow

miesni przeznaczonych do konsumpcji.
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(c)
krzywa standardowa TROLOKS UV Y =17753x +29,251
R2 = 0,9203
80
60 M
=y
2 40 |
£
N
20
0 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
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Zatacznik 1. Zaleznosé¢ miedzy % inhibicji utleniania bton liposomow EYPC,
a stezeniem Troloksu Zawiesirg liposoméw EYPC z odpowiedniiloscia Troloksu oraz
odpowiedny iloscia rozpuszczalnika utleniania: (a) a@kiem AAPH o stzeniu kaacowym 20
mM, (b) Fé*/askorbinian w stosunku molowym 1:5, (c) promieraovem UVC 3,5 mW/cf

Objetos¢ koncowa préby wynosita 3 ml.
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krzywa standardowa TROLOKS DPPH y = 1823,7x - 0,1178

R?2=0,9773
50

. /
30

20

% redukcji DPPH -

10

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

stezenie [mM]

Zakacznik 2. Zaleznosé miedzy procentem redukcji DPPH, a stezeniem Troloksupo

15 minutach inkubacji w obecfm metanolowego roztworu Troloksu w ngsfjacych
stezeniach 5, 8, 11, 13, 16, 19, gi.

krzywa standardowa dla Troloksu - FRAP
y =0,0474x + 0,119

R? =0,9969
1,2 4

1,0 e

0,8 -

0,6

Absorbancja

0,4

02 - —

0,0

0 5 10 15 20 25
FRAP [nmol Troloksu/ml]

Zalacznik 3. Zaleznos¢ miedzy absorbancp Troloksu z TPTZ, a zdolndcia do
redukowania jonow zelaza (FRAP) -300 ul swiezo przygotowanego odczynnika FRAP
(0,3 M buforu octowego, pH=3,6; 10 mM TPTZ w 40 nHCI, 20 mM FeCJ) podgrzano do
37 °C. Dodawano 10ul metanolowego Troloksu i wirowano. Absorgchiebieskiego
kompleksu F&-TPZT zmierzono po 10 min przy diugn fali réwnej 595 nm. Stenie
Troloksu wynosito: 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 151@;5; 20,0 nmol Troloksu/ml.
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krzywa standardowa kwasu galusowego -
. to i polifenoli y =5,1464x + 0,0502
oznaczanie zawarto sci polifenoli R = 0.9986
2,0
1,5 A
8
o
e
8 101
IS}
(72}
Qo
<
0,5 -
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
stezenie GAE[mg/ml]

Zatacznik 4. Oznaczanie zawartéci polifenoli - krzywa standardowa dla kwasu
galusowego Zmieszano 100ul odpowiednio rozcigczonego roztworu wodneg@&wasu
galusowego z 200l odczynnika Folin-Ciocalteu. Prébki inkubowano i@mandci przez 3 min.
Dodawano 2 ml wody destylowanej, oraz 1 ml 20%Q% i inkubowano, miesza¢ przez
1 godzire w ciemndci. Przygotowano prabodczynnikow, - zasgpujac obgtos¢ ekstraktu jego
rozpuszczalnikiem. Wszystkie prébki odwirowano prz&0 min przy 3000 obr/min
w temperaturze pokojowej. Po wirowaniu zmierzonsaabanci przy diugdci fali rownej 750
nm. Stzenie kwasu galusowego wynosito: 0,008; 0,012; Q,@630; 0,038; 0,061; 0,075;
0,152; 0,303 mg/ml.

krzywa standardowa rutyny - oznhaczanie

zawarto sci flawonoidow y =27,186x +0,1163

R? =0,9858

2,00

_—

1,50
1,00 /f%q
0.50 / /

0,00

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
stezenie rutyny [mg/ml]

Absorbancja

Zalacznik 5. Oznaczanie zawartéci flawonoidow - krzywa standardowa dla

rutyny Zmieszano 1 ml metanolowego roztworu rutyny w odigolwim stzeniu z 1 ml
metanolowego roztworu 2% AlIE6H0. Po 10 min inkubacji zmierzono absorbanpjzy
diugdéci fali réwnej 430 nm. Stenie rutyny wynosito 0,23; 0,38; 0,52; 0,68; 0,082; 1,08;
1,28; 1,38; 1,36 mg/ml.
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krzywa standardowa - KWERCETYNA y = 30,745x
R? =0,9991
1,0
0,8 -
©
T 06
o
©
2
2 0,4
o
<
0,2
0,0 T T T T T 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030
Stezenie kwercetyny [mM]
b)
krzywa standardowa - EGCG y =11,411x
R?=0,9973
0,4
) / .
S
[8)
C
3 o2 b
o
(2]
o}
<
0,1
0,0 T T T T T 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030
Stezenie EGCG [mM)]
c)
krzywa standardowa - EPIKATECHINA y =4,5285x
R2 =0,9994
0,14 -
0,12
0,10 -
S
g 0,08
3
S 006
3
< 0,04 4
0,02
0,00 ; ; ; ; ; ‘
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030
Stezenie epikatechiny [mM]
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d)

krzywa standardowa - ZIELONA HERBATA y = 17,935x
R?=0,9738
0,8 -
0,6 =
(&)
3
g o4
o
(72}
<
0,2 -
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
Stezenie zielonej herbaty [mg/ml]
e)
y=3,3419x
krzywa standardowa - ARNIKA R?= 09895
1,2
H T/
o 0,8
[8)
C
S 061
o
3
< 0,4 T
0,2
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Stezenie arniki [mg/ml]

Zalacznik 6. Zaleznos¢ miedzy absorbacnp, a sezeniem - krzywe standardowe dla
przeciwutleniaczy zamykanych w liposomach
(a) kwercetyna - roztwor etanolowy, krzywa wykonanayptzax= 256 nm
(b) EGCG - roztwor w buforze TRIS-HCI, pH=7,4, krzywgkenana przyuna= 275 nm
(c) epikatechina - roztwér w buforze TRIS-HCI, pH="k#zywa wykonana przy
Amax= 278 nm
(d) arnika - roztwér w etanol:bufor TRIS-HCI, pH=7,4zkwa wykonana przy
Amax= 325 nm
(e) zielona herbata - roztwér w etanol:bufor TRIS-H@H=7,4, krzywa wykonana przy

Amax= 276 nm.
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Zalacznik 7a.
Wartasci parametrow g [mg/ml] (skezen przeciwutleniaczy powodagych 50% inhibigj utleniania bton liposoméw EYPC indukowanych AARbhami

Fe?*/askorbinian oraz promieniowaniem UVC) ekstraktéifpnolowych.

Parametr | berberys SD deren SD mahonia SD ogorecznik SD arnika SD ziel.herb. SD

IC 557" 0,14 ¢ 0,01 1,13 g 0,01 0,34 b 0,03 0,08 g 0,01 0,02 ¢ 01-10°| 82:10°b| 2,2:10"
ICs0 ° 1,50 b 0,05 1,24 b 0,07/ 0,29 b 0,01 0,25 b 0,02l 007 b 0410¢°| 81-10°b| 2,010
ICs0"C 2,69 4 0,04/ 6,17 3 0,06 2,35 g 0,10 1,11 a 0,08 0,09 a 0,6-16°| 0,29 g 0,07

a, b, c — grupy jednorodne w analizie wariancjiygsaziomie istotnéci o = 0,05.

Zatacznik 7b.
Wartasci parametrow g [mg/ml] (skezen przeciwutleniaczy powodagych 50% inhibigg utleniania bton liposoméw EYPC indukowanych AARbBhami

Fe?*/askorbinian oraz promieniowaniem UVC) ekstraktéifpnolowych.

Parametr | berberys SD deren SD mahonia SD ogorecznik SD arnika SD ziel.herb. SD

IC 557" 0,14 ¢ 001 1,13 a 001 0,34 b 0,03 0,08 ¢ 001 002d 0110 821CFe 2210
ICs0 © 1,50 a 005 124 b 0,07 029 ¢ 0,01 0,25 ¢ 002 007d 0410 81.10e 2,0-10'
ICs0°"C 2,69 b 0,04 6,17 a 006 235¢c 0,10 1,11 d 008 009 f 06100 0,29 e 0,07

a, b, c — grupy jednorodne w analizie wariancjiygsaziomie istotnéci o = 0,05.
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Zalacznik 8a.

Aktywnos¢ przeciwutleniajca ekstraktow rdinnych wyraona jako TEAC (ang. Trolox Equivalent Antioxidarag@acity) [mM Troloksu/100 g FM].

Parametr | berberys SD deren SD mahonia SD |ogorecznik| SD arnika SD ziel.herb. SD
TEAC™™T | 24,17 4 1,54/ 3,00 4 0,03 9,94 a 0,74/ 43,35 & 2,90 157,21 a 8,13 42287 a 13,40
TEAC™® 0,71 b 0,02 0,87 b 0,05 372 b 0,14 4,25 b 0,28 15,10 h 0,75 132,00 q 1,34
TEACYV® 0,45 b 0,01 0,20 b 0,2-1¢ 0,51 ¢ 0,02 1,09 b 0,08 14,20 b 1,01 4,14 ¢ 0,09

a, b, ¢ — grupy jednorodne w analizie wariancjiygraziomie istotnéci o = 0,05.

Zakacznik 8b.

Aktywnos¢ przeciwutleniajca ekstraktow rdinnych wyraona jako TEAC (ang. Trolox Equivalent Antioxidaragacity) [mM Troloksu/100 g FM].

Parametr | berberys SD deren SD mahonia SD |ogorecznik| SD arnika SD ziel.herb. SD
TEACH | 2417 d 1,54 3,00 f 0,03 9,94 e 0,74 4335 c 290 15721 b 8,13 422,87 a 13,40
TEAC™® 0,71 d 0,02 087 d 0,05 372 ¢ 0,14 4,25 ¢ 0,28 15,10 b 0,75 132,00 a 1,34
TEACYV® 0,45 ¢ 0,01 0,20 ¢ 0,2:1¢° 0,51 ¢ 0,02 1,09 ¢ 0,08 14,20 a 1,01 4,14 b 0,09

a, b, ¢ — grupy jednorodne w analizie wariancjiygraziomie istotnéci o = 0,05.
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Zakacznik 9.
Aktywnos¢ przeciwrodnikowa ekstraktow polifenolowych wyoma jako TEAA (ang. Trolox Equivalent Antioxidantc#vity ) [mM Troloks/100 g FM]
oraz zdolné¢ do redukowania jonowelaza wraona jako FRAP (ang. FerrReducing Antioxidant PowerpM TE / g FM].

Parametr | berberys SD deren SD mahonia SD |ogorecznik| SD arnika SD ziel.herb. SD
TEAA™ | 418d 021 19d 002 29%d 012 2413 c 147 7883 b 423 22933 a 16,26
FRAP 2009d 088 1381d 060 1237d 042 13296 c 609 33050 b 13,12 279474 a 76,77

a, b, ¢ — grupy jednorodne w analizie wariancjiygraziomie istotnéci o = 0,05.

Zatacznik 10.
Zawartag¢ polifenoli [mg GAE/100g FM], flawonoidow [mg RE/QQ FM] oraz antocyjandéw [mg cyjanidyno-3-glukozytddg FM] w ekstraktach
polifenolowych.

Parametr | berberys SD deren SD mahonia SD ogorecznik|  SD arnika SD ziel.herb. SD

polifenole | 1024,31 d 15,20 339,36 d 4,59 806,19 d 6,44 441196 ¢ 303,01 14323,29 b 1135,2037964,52 a 1713,96

flawonoidy| 86,03 d 1,84 63,86 d 3,04 7817 d 1,81 1492,86 c 69,54 3676,15 b 170,81 5723,18 a 285,09

antocyjany| 45,89 b 2,17 4994 b 224 226,63 a 4,46 - - - - -

a, b, c — grupy jednorodne w analizie wariancjiygsaziomie istotnéci o = 0,05.
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Zatacznik 11.
Wykresy Sterna — Volmera wygaszania intensygnfluorescencji sondy DPH wbudowanej do bton
liposomow EYPC przez ekstrakty polifenolowe:

(a) berberys

(b) derea

(c) mahong

(d) ogoérecznik

(e) arnike

(f) zielom herbat.
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Zaltacznik 12.
Wartasci wspotczynnika podziatu w uktadzie oktanol:bufayznaczone jako log P oraz statych dysocjacji jékp[mg/ml] w ukiadzie

liposom:bufor ekstraktow &innych.

Parametr | berberys SD deren SD mahonia | SD | ogorecznik SD arnika SD ziel.herb. SD
log P 025 ¢ 002 -038d 0,02 027 ¢ 0,02 0,52 a 0,03 0,30 b 0,06 0,54 a 0,03
Kqg 1,16 ¢ 0,07 255 a 0,08 157 b 0,10 1,27-10d 8,90-10 6,26-10d 1,61-1¢ 4,66:10d 1,10-1¢

a, b, ¢ — grupy jednorodne w analizie wariancjiygraziomie istotnéci o = 0,05.
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Zakacznik 13a.

Wartadsci parametrow 16 [uM] (stezen przeciwutleniaczy powodagych 50% inhibigt utleniania bton liposomow EYPC indukowanych
AAPH, jonami Fé*/askorbinian oraz promieniowaniem UVC) badanyctvéiaoidéw.

o cyjanidyno-3- kwercetyno-3-
Parametr | cyjanidyna SD SD kwercetyna SD SD
galaktozyd galaktozyd
IC 5 AFH 10,12b 0,30 18,21 ¢ 0,58 1,01 b 0,07 4,43 b 0,29
ICso © 1,48¢ 0,06 24,04b 1,00 3,15a 0,18 11,84 a 0,50
ICs5o°VC 56,03 a 2,40 1300,02 a 33,32 1,80 b 0,06 4,43 b 0,31
kwas . _
Parametr SD EGCG SD epikatechina SD
chlorogenowy
IC 5 FH 8,29 © 0,43 2,90 ¢ 0,07 5,02 b 0,04
ICsg © 77,61 b 1,50 8,76 b 0,17 1,97 ¢ 0,15
IC5”VC 236,04 a 9,69 38,62 a 1,65 251,41 3 16,51

a, b, ¢ — grupy jednorodne w analizie wariancjiygraziomie istotnéci o = 0,05.
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Zakacznik 13b.

Wartcsci parametrow 16 [uM] (stezen przeciwutleniaczy powodagych 50% inhibigt utleniania bton liposomoéw EYPC indukowanych
AAPH, jonami Fé*/askorbinian oraz promieniowaniem UVC) badanyctvéiaoidéw.

o cyjanidyno-3- kwercetyno-3-
Parametr | cyjanidyna SD SD kwercetyna SD SD
galaktozyd galaktozyd
ICsg 1 10,12 a 0,30 18,21 a 0,58 1,01 ¢ 0,07 4,43 b 0,29
ICs0 ¢ 1,48d 0,06 24,04Db 1,00 3,15 d 0,18 11,84 b 0,50
ICso "¢ 56,03d 2,40 1300,02 a 33,32 1,80 g 0,06 4,43 f 0,31
kwas _ .
Parametr SD EGCG SD epikatechina SD
chlorogenowy
ICsg™ ™ " 8,29 b 0,43 2,90 b 0,07 5,02 b 0,04
ICso © 77,61 a 1,50 8,76 c 0,17 1,97 d 0,15
ICso "¢ 236,04 C 9,69 38,62 e 1,65 251,41 b 16,51

a, b, ¢ — grupy jednorodne w analizie wariancjiygraziomie istotnéci o = 0,05.
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Zalacznik 14a.

Wartasci TEAC flawonoidow.

o cyjanidyno-3- kwercetyno-
Parametr cyjanidyna SD SD kwercetyna SD SD
galaktozyd 3-galaktozyd
TEACMPH 3,36 b 0,10 1,83 4 0,04 33,77 4 2,44 7,68 a 0,52
TEACF® 7,25 3 0,29 0,44 b 0,02 3,40 © 0,19 0,91 © 0,04
TEACYC 0,21 ¢ 0,01 0,01 ¢ 0,21-10° 6,68 b 0,22 2,72 b 0,19
kwas ) .
Parametr SD EGCG SD epikatechina SD
chlorogenowy
TEAC/PH 4,11 3 0,21 11,72 4 0,29 6,77 a 0,06
TEACF® 0,14 b 0,32-10 1,22 b 0,02 5,46 b 0,44
TEACYC 0,05 b 0,22-10 0,31 ¢ 0,01 0,05 ¢ 0,32-10

a, b, c — grupy jednorodne w analizie wariancjiygsaziomie istotnéci o = 0,05.
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Zakacznik 14b.

Wartasci TEAC flawonoidow.

o cyjanidyno-3- kwercetyno-
Parametr cyjanidyna SD SD kwercetyna SD SD
galaktozyd 3-galaktozyd
TEACMPH 3,36 e 0,10 1,83 f 0,04 33,77 a 2,44 7,68 C 0,52
TEACF® 7,25 a 0,29 0,44 e 0,02 3,40 c 0,19 091 d 0,04
TEACYC 0,21 c 0,01 0,01 d 0,21-10° 6,68 a 0,22 272 b 0,19
kwas ) .
Parametr SD EGCG SD epikatechina SD
chlorogenowy
TEAC/PH 4,11 d 0,21 11,72 b 0,29 6,77 C 0,06
TEACF® 0,14 f 0,32:10° 1,22 d 0,02 546 b 0,44
TEACYC 0,05 d 0,22:1C° 0,31 c 0,01 0,05 d 0,32:1¢

a, b, c — grupy jednorodne w analizie wariancjiygsaziomie istotnéci o = 0,05.
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Zatacznik 15.

Wiasciwos¢ przeciwrodnikowa badanych flawonoidéw wioaa jako TEAA (ang. Trolox Equivalent Antioxidanttvity) oraz zdolné¢ do
redukowania jonowelaza wyznaczona jako FRAP (ang. FeReducing Antioxidant Power).

o cyjanidyno-3- kwercetyno-
Parametr cyjanidyna SD SD kwercetyna SD SD
galaktozyd 3-galaktozyd
TEAAPFPPH 2,35 ¢ 0,03 2,16 ¢ 0,07 3,63 b 0,13 3,48 b 0,20
FRAP 6,88 a 0,36 3,52 d 0,21 510 b 0,28 1,63 f 0,03
kwas : .
Parametr SD EGCG SD epikatechina SD
chlorogenowy
TEAAPFPH 1,92 d 0,02 4,74 a 0,11 3,65 b 0,10
FRAP 2,40 e 0,12 4,30 c 0,20 3,35 d 0,17

a, b, ¢ — grupy jednorodne w analizie wariancjiygraziomie istotnéci o = 0,05.
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Zatacznik 16.
Wykresy Sterna — Volmera wygaszania
10 intensywndci fluorescencji sondy DPH
wbudowanej do bton liposoméw EYPC
8 przez flawonoidy:
T 6 _ (a) cyjanidyrg
L\'-to ,I/E/ (b) cyjanidyno-3-gaaktozyd
= 4 (c) kwercetyrg
DI/YY (d) kwercetyno-3-galaktozyd
2 P (e) EGCG
0 ‘ ‘ ‘ ‘ (f) epikatechin
0 50 100 150 200 (9) kwas chlorogenowy.
1S [mM Y]

167



Zatagcznik 17.

Wartasci wspoétczynnika podziatu w uktadzie oktanol:bufeyznaczone jako log P oraz statych dysocjacji jEk¢uM] w uktadzie liposom:bufor
dla badanych flawonoidow.

o cyjanidyno-3- kwercetyno-
Parametr cyjanidyna SD SD kwercetyna SD SD
galaktozyd 3-galaktozyd
log P -1,42 f 0,04 -1,53 ¢ 0,07 1,43 a 0,07 1,09 b 0,04
Ky 4,24 ¢ 0,19 518 b 0,18 0,11 g 6,93-10° 3,16 0,13
kwas . :
Parametr SD EGCG SD epikatechina SD
chlorogenowy
log P -0,99 e 0,03 0,98 c 0,04 0,40 d 0,02
Kg 6,43 a 0,44 0,62 f 0,02 231 e 0,18

a, b, c — grupy jednorodne w analizie wariancjiygsaziomie istotnéci a = 0,05.
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Zatacznik 18.

Wartasci procentowego wyptywu CF oraz procentowej efekiggei zamykania CF w liposomach utworzonych z lipidowréznej diugdci

tancucha wglowodorowego.

efektywnaosé
skiad e P SD zamykév;l\ia CF SD
[%0] (%]
DPPC 0,68 c| 0,03 0,15 b| 3,2110°
18:0 0,33 d| 0,01 0,11 ¢/ 3,5110°
22:0 0,13 € 0,01 0,10 d| 4,5810°
EYPC 2,54 b| 0,06 0,17 a 4,9310°
HSPC 2,96 al 0,07 0,07 € 2,0810°

a, b, c — grupy jednorodne w analizie wariancjiygsaziomie istotnéci a = 0,05.

Zatacznik 19.

Wartcsci procentowego wycieku CF oraz procentowej efekipdei zamykania CF w liposomach utworzonych z lipidéwrGznym stopniu

nasycenia acucha wglowodorowego.

efektywnosé
skiad TR €= SD zamykania CF SD
[%0]
[%]
18:0 0,33 d| 4,510° 0,11 d| 5,1310°
18:1 0,62 c 0,01 0,12 ¢/ 3,6110°
18:2 4,09 b 0,14 0,13 b| 2,5210°
18:3 nd - nd -
20:4 11,83 a 0,09 0,16 a 7,6410°

a, b, ¢ — grupy jednorodne w analizie wariancjiygmaziomie istotnéci a = 0,05.
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Zatacznik 20.

Rozmiary liposoméw uformowanych z lipidéw azriej dtugaci tancucha acylowego otrzymanych w wyniku sonifikowaniaz kalibrowania.

srednica sonifikowane kalibrowane

[nm] 12:0 14:0 16:0 18:0 22:.0 EYPC 12:0 14:0 16:0 18:0 EYPC
21,0 1,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24,4 7,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
28,2 18,7 0,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
32,7 25,3 55 2,3 0 0,1 2,5 0 0 0 0 0
37,8 22,6 14,3 9,4 0 1,2 11,4 0 0 0 0 0
43,8 13,4 19,3 16,7 0 4,1 20,8 0 0 0 0 2
50,7 55 15,7 18,5 0,3 6,2 20,2 0 0,7 0 0 7,4
58,8 1,5 9,1 15,6 4,5 5,3 11,8 3,2 5,0 3,4 2,4 12,5
68,1 0,4 5,3 11,5 13,6 2,6 4,6 13,5 14,3 10,6 10,3 13,7
78,8 0,3 2,3 8,2 19,8 0,9 1,2 24,8 22,7 20,5 19,1 12,3
91,3 0,3 1,2 5,9 18,5 0,5 0,7 25,6 23,7 23,9 21 9,5
106 0,3 0,9 4,2 13,1 1,0 1,6 19,0 17,8 19,4 16,4 9,3
122 0,3 0,8 3,0 7,8 1,5 3,0 9,5 10,1 12,2 10,0 8,3
142 0,2 0,5 2,1 4,2 1,7 4,1 3,0 4,2 5,8 5,0 7,3
164 0,1 0,8 1,3 2,4 1,4 4,7 0,5 1,2 2,1 2,2 6,3
190 0,1 0,3 0,8 1,9 0,9 4,7 0 0,2 0,6 1,2 5,0
220 0,1 0 0,3 2,1 0,3 3,9 0 0 0,2 1,3 3,3
255 0,1 0,3 0,1 2,4 0,1 2,4 0 0 0 2,0 1,6
295 0,1 0,3 0 2,6 0 1,2 0 0 0 2,6 0,6
342 0,1 0,5 0 2,5 0 0,4 0 0 0 2,6 0,2
396 0 0,2 0 2,0 0,1 0,1 0 0 0 2,1 0
459 0 0,5 0 1,3 0,3 0 0 0 0 1,2 0
531 0,1 0,6 0 0,7 0,5 0 0 0 0 0,4 0
615 0,1 0,4 0 0,2 0,6 0 0 0 0 0,1 0
712 0,1 0,1 0 0 1,2 0 0 0 0 0 0
825 0,1 0,4 0 0 4,1 0 0 0 0 0 0
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Zatagcznik 21.
Rozmiary liposomow uformowanych z lipidow ozrej ilosci wiazan podwojnych w tacuchu acylowym otrzymanych w wyniku sonifikowania

oraz kalibrowania.

srednica | sonifikowane kalibrowane

[nm] 18:0 18:1 18:2 18:3 20:4 18:0 18:1 18:2 18:3 20:4
21,0 0 0 1,6 1,2 2,6 0 0 0 0 0
24,4 0 2,2 7,3 9,2 12,4 0 0 0 0 0
28,2 0 11,1 16,7 22,7 24 0 0 0 0 0
32,7 0 21,5 23,2 27,4 25,5 0 0 0 0 0
37,8 0 21,5 18,4 19,3 17,3 0 0 0 0 0
43,8 0 12,1 11,5 8,7 8,3 0 0 0 1,4 0
50,7 0,3 3,8 4,3 2,6 2,9 0 0,4 0 7,9 0
58,8 4,5 0,6 1,3 0,7 0,9 2,4 51 2,8 18,4 0,5
68,1 13,6 0,4 0,8 0,4 0,5 10,3 14,8 11,0 24,4 6,6
78,8 19,8 1,1 1,0 0,4 0,6 19,1 21,2 18,3 21,0 19,7
91,3 18,5 2,0 1,5 0,5 0,7 21,0 18,7 21,1 15,0 28,3
106 13,1 2,7 2,0 0,6 0,6 16,4 13,8 17,3 7,7 23,5
122 7,8 3,1 2,1 0,5 0,5 10,0 7,8 11,6 2,7 14,0
142 4,2 2,9 2,0 0,4 0,4 5,0 3,7 6,8 0,5 5,2
164 2,4 2,5 1,7 0,3 0,2 2,2 1,4 3,5 0 1,1
190 1,9 2,0 1,3 0,1 0,1 1,2 0,6 1,6 0 0,1
220 2,1 1,2 0,8 0 0,1 1,3 0,6 0,7 0 0
255 2,4 0,5 0,4 0 0 2,0 1,2 0,4 0 0
295 2,6 0,2 0,1 0 0 2,6 1,8 0,4 0 0
342 2,5 0 0 0 0 2,6 2,3 0,5 0 0
396 2,0 0 0 0,1 0 2,1 2,3 0,6 0 0
459 1,3 0 0 0,1 0 1,2 1,8 0,6 0 0
531 0,7 0,1 0 0,1 0,1 0,4 1,0 0,6 0 0
615 0,2 0,3 0 0,1 0,1 0,1 0,4 0,6 0 0
712 0 0,5 0 0,1 0,2 0 0,1 0,4 0 0
825 0 0,8 0 0,1 0,2 0 0 0,2 0 0
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Zatacznik 22.

Rozmiary liposoméw z DPPC bez i z dodatkiem 40 #otholesterolu otrzymanych

metoBAT-s zawierajcych zamkngte przeciwutleniacze.

FAT

lipid DPPC | DPPC DPPC DPPC DPPC DPPC DPPC | DPPC DPPC | DPPC DPPC DPPC

cholesterol | - - - - - - + + + + + +

EEE, ZIELONA ZIELONA
- KWERCETYNA | EGCG EPIKATECHINA HERBATA | ARNIKA | - KWERCETYNA | EGCG | EPIKATECHINA HERBATA | ARNIKA
nm
5,84 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6,78 0 0 0 0 0,4 0 0 0 0 0 0 0
7,53 0 0 0 0 0,6 0 0 0 0 0 0 0
8,72 0 0 0 0,8 0,8 0 0 0 0 0 0 0
10,1 1,0 0 0,1 1,3 1,1 0 0 0,2 0 0 0 0
11,7 4.4 0 0,7 2,1 15 0 0, 0,6 0 0 0 0
13,5 9,1 0 2,0 3,2 2,1 0,4 1,4 1,1 0 0 0 0
15,7 123 |0 4,5 4,7 2,9 2,2 2,8 1,3 0,1 0,3 0 0
18,2 12,8 |0 7,9 6,4 4,0 6,1 5,7 2,0 0,5 1,3 0,1 0,2
21,0 115 |0 11,8 8,3 5,2 10,7 12,7 |25 1,5 2,7 0,3 1,4
24,4 9,5 0 14,9 9,0 6,6 13,5 17,3 | 4,3 6,3 5,2 1,2 41
28,2 7,4 2,5 16,1 10,3 7,7 13,5 15,3 12,3 9,0 8,5 4,8 16,2
32,7 57 9,5 14,0 11,7 12,5 11,6 9,0 17,7 14,6 14,4 6,9 19,4
37,8 4,3 16,6 8,9 10,1 14,6 9,2 7,3 15,9 19,9 16,3 12,7 15,3
43,8 3,2 18,2 3,6 9,2 10,8 6,8 6,5 10,3 17,5 15,7 17,5 9,4
50,7 2,4 14,9 0,8 6,3 6,1 4,9 5,7 8,5 10,5 8,4 13,4 7,1
58,8 1,8 10,1 0,4 3,2 3,8 3,6 4,3 6,2 6,4 51 8,9 5,8
68,1 1,3 6,5 0,3 1,0 2,5 2,6 3,2 4,1 3,5 3,8 6,3 45
78,8 1,0 4,6 0,1 0,2 1,8 2,1 2,7 2,2 2,8 6,2 5,5 3,5
91,3 0,8 3,8 0 0,6 1,2 1,7 1,4 1,8 1,9 5,3 4,9 2,7
106 0,6 3,4 0 1,3 0,8 1,5 1,2 1,6 1,7 3,1 4,3 1,8
122 0,5 2,9 0 1,9 0,6 1,2 0,9 1,4 0,5 15 3,6 1,5
142 0,3 2,4 0 1,8 0,5 1,0 0,5 0,4 0,3 0,7 2,6 0,8
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Zatacznik 23.
Rozmiary liposomoéw z EYPC bez i z dodatkiem 40 rilcholesterolu otrzymanych metodAT-s zawierajcych zamkngte przeciwutleniacze.

FAT

lipid EYPC | EYPC EYPC EYPC EYPC EYPC EYPC | EYPC EYPC | EYPC EYPC EYPC

cholesterol | - - - - - + + + + + +

IR ZIELONA ZIELONA
o - KWERCETYNA EGCG EPIKATECHINA HERBATA | ARNIKA | - KWERCETYNA | EGCG | EPIKATECHINA HERBATA | ARNIKA
nm
5,84 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0
6,78 1,9 0 0 0,9 0 0 0 0 0 0 0,6 0
7,53 4,1 0 0 3,2 0 0 0,2 0 0 0 1,7 0
8,72 7,2 0 1,0 4,9 0 0 2,3 0 0 0 3,1 0
10,1 10,5 0 1,1 5,3 0,4 0,3 7,6 0 0 0,3 41 0,3
11,7 12,2 0 2,4 6,0 2,7 2,5 126 |0 0 0,8 4,8 2,4
13,5 11,5 0 4,4 7,2 7.9 7,8 14,0 0 0,2 49 53 10,0
15,7 9,6 0 8,5 11,7 13,1 13,2 12,3 0 2,0 6,8 5,8 17,9
18,2 7,5 0 15,7 13,5 15,3 15,0 9,5 0 8,3 11,2 6,5 12,3
21,0 5,8 0 18,5 12,1 14,1 13,3 6,9 0 14,9 16,2 7,3 6,1
24,4 4.4 4,5 15,6 8,0 11,3 10,1 5,0 1,0 17,0 13,4 8,2 53
28,2 3,5 16,8 6,2 6,7 8,3 7,1 3,7 5,9 12,7 | 7,3 15,9 51
32,7 2,7 25,5 4,6 5,5 5,9 4,8 29 |16,3 7,9 6,3 9,3 51
37,8 2,2 23,4 3,2 4,5 4,2 3,4 24 | 19,1 5,8 5,3 6,5 5,0
43,8 1,7 12,9 3,0 3,6 3,0 2,6 20 | 17,5 3,8 4.6 4,8 4,8
50,7 1,3 4,5 2,1 2,9 2,2 2,1 1,5 9,0 2,8 3,3 3,0 4,5
58,8 1,1 1,1 2,0 2,3 1,6 1,8 1,3 4,8 1,6 3,2 1,5 4,0
68,1 0,9 0,8 1,9 1,1 1,2 1,7 1,1 3,5 1,9 3,1 0,5 3,5
78,8 0,7 1,6 1,5 0 1,0 1,5 1,0 3,6 2,7 2,8 0,2 3,1
91,3 0,6 2,2 0 0 0,8 1,5 0,9 3,9 2,6 2,7 0 2,7
106 0,6 2,1 0 0 0,6 1,0 0,7 3,9 2,6 2,0 0 1,7
122 0,5 1,7 0 0 0,6 0,8 0,5 3,4 2,3 1,6 0 1,4
142 0,4 1,1 0 0 0,5 0,6 0,2 2,8 2,5 1,8 0 1,3
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Zatacznik 24.

Rozmiary liposoméw z HSPC bez i z dodatkiem 40 ®wtholesterolu otrzymanych metoBAT-s zawierajcych zamkngte przeciwutleniacze.

FAT

lipid HSPC | HSPC HSPC HSPC HSPC HSPC HSPC | HSPC HSPC | HSPC HSPC HSPC

cholesterol | - - - - - - + + + + + +

EEE, ZIELONA ZIELONA
- KWERCETYNA | EGCG EPIKATECHINA HERBATA | ARNIKA KWERCETYNA | EGCG | EPIKATECHINA HERBATA | ARNIKA
nm
5,84 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6,78 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7,53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8,72 0 0 0 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0
10,1 0 0 0 0 0 1,0 0 0 0 0 0 0
11,7 0 0 0 0 0 3,1 0 0 0 0 0 0
13,5 0,5 0 0 0,8 0 4,9 0 0 0 0 0 0
15,7 4,0 0 0,5 4,1 0 4,6 0 0 0 0 0 0
18,2 13,8 0,2 2,0 10,8 0,8 2,8 0 0 0 0 0 0
21,0 14,5 1,6 10,2 18,0 2,4 1,3 0 0 0,3 0,5 0 0,1
24,4 12,7 57 15,7 20,4 9,6 1,1 0 0 1,6 11 0 0,1
28,2 5,6 9,8 17,5 17,2 16,3 1,7 0 0 5,2 3,3 0 0,2
32,7 2,3 17,5 12,6 12,6 17,5 2,7 0 0 8,9 7,4 0,8 0,3
37,8 2,9 215 11,1 8,4 11,4 13,0 0 0 13,6 17,5 1,5 0,3
43,8 3,9 18,3 6,9 4,1 8,9 14,5 0 0 17,5 25,7 4,3 0,5
50,7 2,9 7,3 5,6 0,9 7,1 12,7 1,2 3,0 14,1 18,4 5,3 1,1
58,8 2,5 5,3 4,3 0 6,5 9,5 8,6 11,7 9,0 11,3 13,0 2,2
68,1 2,9 3,2 3,4 0 51 3,9 15,1 19,8 4.4 5,9 21,3 50
78,8 3,2 2,1 2,3 0 3,9 3,8 20,1 20,2 3,9 3,5 16,6 7,5
91,3 3,5 15 1,3 0 2,0 3,6 17,5 15,6 3,4 2,0 11,0 14,0
106 3,6 1,2 0,5 0 1,7 3,3 12,9 12,2 2,9 1,1 4,5 18,4
122 4.2 1,1 0 0 0,5 2,8 8,0 5,7 2,3 0,8 3,7 13,7
142 3,2 0,5 0 0 0 2,1 2,9 15 1,6 0,5 3,1 9,8
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Zatagcznik 25.

Rozmiary liposoméw z lipidu 18:1

przeciwutleniacze.

bez i z dodatkie#® mol % cholesterolu otrzymanych metodAT-s zawierajcych zamknite

FAT

lipid 18:1 18:1 18:1 18:1 18:1 18:1 18:1 | 181 18:1 | 181 18:1 18:1

cholesterol | - - - - : ; + e ~ S — =

przeciwu. ZIELONA ZIELONA
- KWERCETYNA | EGCG EPIKATECHINA HERBATA | ARNIKA | - KWERCETYNA | EGCG | EPIKATECHINA HERBATA | ARNIKA
5,84 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6,78 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7,53 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8,72 0 0 0,4 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0
10,1 0,6 0 1,6 0,2 0,6 0 0,4 0 0 0,3 1,6 0
11,7 2,3 0 4,3 1,7 3,5 0,5 1,9 0 1,2 2,1 8,2 0,3
13,5 55 0 9,4 5,8 8,6 2,3 5,4 0 5,5 6,5 13,8 2,5
15,7 9,7 0 13,7 12,7 13,2 7,0 9,9 0,5 7,2 12,0 16,2 7,2
18,2 13,0 0 15,6 17,8 15,0 12,6 13,4/ 1,8 14,1 15,3 17,3 11,7
21,0 14,4 0,4 13,4 15,3 14,1 13,5 14,7] 3,2 15,8 15,1 14,1 14,8
24,4 128 |28 9,2 12,5 11,7 11,7 129 |78 14,7 | 12,5 11,0 12,9
28,2 11,8 9,8 7,0 10,5 8,8 10,6 11,8 15,7 130 | 91 6,9 10,6
32,7 9,3 19,2 5,2 7,1 6,1 7,9 9,3 | 216 8,4 7,0 4,5 8,0
37,8 6,9 22,8 3,8 4,4 4,0 6,4 6,8 | 16,8 4,9 8,0 2,7 6,7
43,8 4,8 17,4 2,8 2,5 3,5 5,2 4,7 11,7 2,2 5,7 15 3,9
50,7 3,2 8,9 2,1 1,5 2,5 4,2 3,1 6,5 1,2 2,1 0,8 2,7
58,8 2,0 3,2 1,6 0,6 1,9 2,5 2,0 2,1 0,9 11 0,4 1,9
68,1 1,3 1,1 1,3 0,5 1,5 1,4 1,2 1,0 0,8 0 0,2 1,4
78,8 0,7 1,0 1,1 0,3 0,6 1,1 0,8 0 0,5 0 0,1 11
91,3 0,4 1,6 1,0 0,1 0,3 0,9 0,4 0 0,1 0 0 0,9
106 0,2 2,1 0,9 0 0,3 0,7 0,2 0 0 0 0 0,7
122 0,1 2,3 0,8 0 0,1 0,6 0,1 0 0 0 0 0,6
142 0 2,2 0,7 0 0 0,3 0 0 0 0 0 0,4
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Zatacznik 26.

Rozmiary liposoméw z lipidu 18:2

przeciwutleniacze.

bez i z dodatkie#® mol % cholesterolu otrzymanych metodAT-s zawierajcych zamknite

FAT

lipid 18:2 18:2 18:2 18:2 18:2 18:2 18:2 | 18:2 18:2 | 18:2 18:2 18:2

cholesterol | - - - - : ; + e ~ S — =

przeciwu. ZIELONA ZIELONA
- KWERCETYNA | EGCG EPIKATECHINA HERBATA | ARNIKA | - KWERCETYNA | EGCG | EPIKATECHINA HERBATA | ARNIKA
5,84 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6,78 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7,53 0 0 0 0 0,2 0 0 0 0 0 1,2 0
8,72 0 0 0 0 1,1 0 1,6 0 0 0 11 0
10,1 0,9 0 0,4 0 3,3 0,3 6,5 0 0 0 2,3 0
11,7 6,6 2,0 1,6 0,6 5,7 1,8 124 0 0,2 0,9 6,5 0,3
13,5 173 196 4,3 3,4 9,3 3,6 146 11,9 2,2 4,2 8,2 2,5
15,7 22,3 18,2 7,7 8,3 13,6 55 153 19,7 6,7 9,4 14,7 7,2
18,2 19,2 21,8 10,6 12,4 14,0 17,9 12,9 15,8 11)2 13,9 531 11,7
21,0 10,9 16,5 11,8 15,6 12,2 185 99 20,5 14,2 15,7 13,6 14,8
24,4 4,8 9,6 11,4 13,2 8,1 15,1 7,3 13,2 13,5 14,0 8,0 12,9
28,2 2,3 51 10,0 9,6 4,3 8,7 5,2 10,3 11,0 127 5,6 6 10,
32,7 2,2 3,4 8,1 6,7 3,7 4,3 3,7 4,8 8,6 9,8 3,2 8,0
37,8 2,7 3,0 6,3 4,3 3,1 3,2 2,7 3,2 6,5 7,0 3,0 6,7
43,8 2,9 3,0 4,8 2,5 2,5 2,9 2,0 2,8 4,8 4,7 2,1 3,9
50,7 2,7 2,6 3,6 1,3 1,8 1,3 1,4 3,0 3,6 3,0 1,6 2,7
58,8 2,1 2,0 2,8 0,6 1,1 0,5 1,1 3,0 2,8 1,9 1,4 1,9
68,1 1,4 1,3 2,3 0,2 0,5 0,6 0,8 2,8 2,3 11 11 1,4
78,8 0,6 0,7 1,8 0,1 0,2 0,3 0,6 2,3 2,0 0,6 0,3 11
91,3 0,1 0,2 1,3 0 0 0,1 0,4 1,9 1,7 0,2 0 0,9
106 0 0,1 0,9 0 0 0 0,3 15 1,4 0,1 0 0,7
122 0 0 0,5 0 0 0 0,2 1,2 11 0 0 0,6
142 0 0 0,3 0 0 0 0,1 0,7 0,9 0 0 0,4
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Zatacznik 27.

Wplyw dtugasci tancuchéw weglowodorowych lipidu na ptynrié bton liposoméw poprzez pomiar anizotropii fluorescji sondy DPH.

lipid .sonifik.owane A .przeci.skane B
anizotropia SD anizotropia SD
12:0 0,06 g 0,005 0,05 f 0,004
14:0 0,14 e 0,005 0,12 d 0,007
16:0 0,22 c 0,002 0,18 b 0,007
18:0 0,23 b 0,003 0,19 a 0,002
22:.0 0,24 a 0,003 - -
EYPC 0,12 f 0,005 0,11 e 0,002
HSPC 0,14 d 0,004 0,16 c 0,002

a, b, ¢ — grupy jednorodne w analizie wariancjiygmaziomie istotnéci a = 0,05.

Zatacznik 28.

Wplyw ilosci wiazan podwojnych w tacuchu acylowym cgsteczki lipidu na ptynng@ bton liposomow poprzez pomiar anizotropii fluorescji

sondy DPH.

lipid .sonifik.owane A . przec!skane B
anizotropia SD anizotropia SD
18:0 0,23 a 0,005 0,19 a 0,003
18:1 0,11 c 0,002 0,11 b 0,002
18:2 0,12 b 0,003 0,09 c 0,004
18:3 0,11 c 0,005 0,09 c 0,002
20:4 0,10 d 0,002 0,11 b 0,007

a, b, c — grupy jednorodne w analizie wariancjiygsaziomie istotnéci a = 0,05.
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10 -

Wzgledna anizotropia [%]

Stezenie epikatechiny [ puM]

Zatgcznik 29. Zaleznosé wzglednej anizotropii fluorescencji sondy TMA-DPH
od sfezenia berberysu, derenia, mahonii, ogérecznika, arnikelomej herbaty,
cyjanidyny, cyjanidyno-3-galaktozydu, kwercetynyweccetyno-3-gaaktozydu, kwasu
chlorogenowego, EGCG oraz epikatechiny.
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Zatacznik 30.
Procentowa efektywr$é zamykania przeciwutleniaczy w liposomach FAT-swaeas¢ cholesterolu w btonie liposomow wynosita 40 mol %.

DPPC + HSPC + EYPC +
DPPC SD SD HSPC SD SD EYPC SD SD
chol chol chol

kwercetyna 53,78 c| 1,18| 13,51 d| 1,01| 3855 a 1,19 14,67 a 1,06 3,83 d| 0,29 4594 a 1,86
EGCG 76,31 al 2,20| 46,17 a 2,17| 29,30 b| 1,81 8,39 d| 0,65 6,77 c| 0,51 22,26 b| 0,69
epikatechina 55,55 b| 1,47| 24,67 c| 1,43| 27,76 c| 1,15 10,56 c| 0,69 9,53 b| 0,69 23,45 bl 1,26
arnika 31,49 e 1,28| 12,67 d 0,89| 19,40 d| 1,53 7,86 el 0,49 11,82 a 0,91 17,58 c| 0,45
zielona herbata 33,29 d| 0,64 29,75 b| 1,35| 12,27 e 0,94 11,70 b| 0,63 3,30 d| 0,18 5,66 d| 0,40

a, b, ¢ — grupy jednorodne w analizie wariancjiygreziomie istotnéci o = 0,05
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Rys. 3.Lokalizacja cholesterolu w btonie [Dotowy i ws@3]
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Rys. 4. Wplyw réznych ilosci cholesterolu na termotropowe przgp fazowe DPPC
[Mannock i wsp. 2010]
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Rys. 5. Termogram DPPC — zmiany fazowe DPPC a odpowiagdm profil zmian
w réznicowej kalorymetrii skaningowej [Seddon i Templ&95]
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Rys. 6. Schematyczne przedstawienie struktur fazy krystaj i cieklokrystalicznej
[Kozubek i wsp. 1996]
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Rys. 7.Schemat mdiwych ruchéw casteczek lipidow w dwuwarstwie lipidowej:

1 - ruchy tacuchow weglowodorowych, 2 — ruch rotacyjny gsteczki lipidowej,

3 - ruchy dyfuzyjne citeczek na powierzchni dwuwarstwy, 4 —afivee ruchy gtowki
polarnej lipidéw, 5 — drgania ggteczek w kierunku prostopadtym do powierzchni
dwuwarstwy, 6 — lokalne oscylacje dwuwasrtwy, 7 uehr flip-flop” czasteczek
pomiedzy gorm i dolna warstw dwuwartwy [Sackmann 1995, Gabrielska 2001]
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Rys. 8. Sondy fluorescencyjne DPH, TMA-DPH, TMAP-DPH i ltdan i ich
prawdopodobna lokalizacja w btonie lipidowej [Dumagsp.1997]
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Rys. 9.Struktury agregacyjne lipidow [Kozubek i wsp. 1996



Rys. 10.Schemat odwrdoconej fazy heksagonalng[$€ddon i Temper 1995]
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Rys. 11.Model btony biologicznej [Garrett i Grisham 2004]



Rys. 12.a) Symulacja komputerowa czterostrefowego modeuvehrstwy lipidowej,
b) czterostrefowy model btony na przyktadziasteczki fosfatydylocholiny:

1 - strefa perturbacji wody, 2 — gdizyfazowa, 3 — nekkie polimery, 4 — strefa dekanu
[Tieleman i wsp. 1997]
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Rys. 13.0g6Iny schemat asymetrii bton komorkowych [Janmigéinnunen 2006]
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Rys. 14.Asymetria lipidow w erytrocytach #@ych ssakéw [Bernhardt i Ellory 2003]
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Rys. 15.Schemat przyktadowych metod otrzymywania liposonidezubek 2004]
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Rys. 16. Lokalizacja substancji zamykanych w liposomach riejwell-Nguyen
i Bouwstra 2005]
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Rys. 17.Homolityczny rozpad: a) AAPH - 2,2’-azo-bis(2-aiypibpropanu),
b) AMVN - 2,2-azo-bis(2,4-dimetylowaleronitrylu) Bartosz 2006, Halliwell
i Gutteridge 2007]



Rys. 18.Struktura kwasu askorbinowego (witamina C)
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Rys. 19. Struktury casteczkowe przeciwutleniaczy stosowanych w przdeny
spazywczym [www.sigmaaldrich.com]
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Rys. 20.Struktura resweratrolu [www.sigmaaldrich.com]
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Rys. 21.0g6Iny podziat przeciwutleniaczy [Ratman i wsp0&p

Rys. 22.0g6lna budowa esteczkowa flawonoidéw
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Rys. 23. Mechanizm wychwytywania wolnych rodnikow przezwitanoidy [Pietta

2000]

Rys. 24.Mozliwe miejsca wizania jonéw metali przez gateczk flawonoidu [Pietta

2000]
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Rys. 25. Schemat mechanizmu wychwytywania rodnika nadtlemgo przez

kompleks  grupy katecholowej z zelazem [Zhao

wsp.

1998]
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Rys. 26.Struktury a) katecholu b) pirogalolu
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Rys. 27. Kwiaty i owoce berberysu pospolitegoBegrberis vulgaris L.)
[www.biology.pl]
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Rys. 28.Struktury chemiczne antocyjanow wystijacych w berberysie pospolitym.
[Wallace 2010]
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Rys. 30. Kwiaty derenia jadalnegoCprnus masL.) [www.drzewa.nk4.netmark.pl]
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Rys. 32. Struktura cyjanidyno-3-galaktozydu - przyktad ayfjanu zawartego
w dereniu jadalnym [www.extrasynthese.com]
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Rys. 33.Kwiaty i owoce mahonii ostrolistneMahonia aquifoliunm [www.krzewy.pl]



Rys. 34. Ogorecznik lekarski Borago officinali [www.swiatkwiatow.pl]



Rys. 35.Ziele arniki gorskiejArnica montana[www.arnika.net4.pl/]

Rys. 36. Liscie zielonej herbaty Gamellia sinensis) [www.skladherbaty.info]
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Rys. 37.Struktury wybranych katechin obecnych w zielorajdacie
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Rys. 38.Struktury wybranych katechin obecnych w zielorajdacie
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Rys. 39.Reakcja dialdehydu malonowego z kwasem tiobartym (TBA) [Buege
i Aust 1978, Polanowski 2007]



CH,

HO
CH,
HsC o
3 0
CHs o
Rys. 40.Struktura chemiczna Troloksu
1.." 1 Q Q"
o Xt
1.0 -
8 o8- 5
) ;
0.6 - E
oa | g oPPH
0.2 - g
4
0.0 g s y . == S ———
300 340 380 420 460 500 540 580 620 660

* [nm]

Rys. 41. Struktura rodnika DPPHoraz schemat jego redukcji w obeécio
przeciwutleniacza [http://www.baltic-analytics.de]
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Rys. 42.Struktura kwasu galusowego
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Rys. 43.Struktura rutyny [http://www.pfm.pl]
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Rys. 44.Widmo UV antocyjanow w buforze o pH=1,0 i pH=4W1olstad i wsp. 2005]
a) b)

OH R
g Jo%
OH
HO 0
- >
~3 @“-\ R2 HO™ \J e
<+ R2

] A T/"a.;\/(:-
= 2 H \\)Q
O-R ZNENS

| O-R
O-R O-R
kation flawyliowy: forma hemiacetalowa:
pomaraczowy lub purpurowy bezbarwna
pH=1,0 pH =45

Rys. 45. Struktura kationu flawyliowego (A) i formy hemidgaowej (B). R= H lub
podstawnik cukrowy [Wrolstad i wsp. 2005]
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Rys. 46a.Wartasci parametrow 16 [mg/ml] ekstraktow polifenolowych wyznaczone
w tescie TBARS. Liposomy uformowane z EYPC uzyskano wgdbrocedury 4.4.1a.
Utleniania indukowano trzema czynnikami: aekiem AAPH, jonami F&/askorbinian
(1:5, m/m) oraz promieniowaniem UVC. Waito otrzymano z trzech niezaleych
doswiadczé. Odchylenie standardowe nie przekraczato + 8 %kM8y sporzdzono

na podstawie danych zawartych wazahiku 7a.
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Rys. 46b.Wartcci parametrow 16 [mg/ml] ekstraktow polifenolowych wyznaczone
w tescie TBARS. Liposomy uformowane z EYPC uzyskano wgdbrocedury 4.4.1a.
Utleniania indukowano trzema czynnikami: aekiem AAPH, jonami F&/askorbinian
(1:5, m/m) oraz promieniowaniem UVC. Waito otrzymano z trzech niezaleych
doswiadczé. Odchylenie standardowe nie przekraczato + 8 %kM8y sporzdzono
na podstawie danych zawartych wazahiku 7b.
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Rys. 47a.Wartasci parametrow TEAC (ang. Trolox Equivalent Antioaid Capacity)
[MM TE/100g $.m.] badanych ekstraktow wyznaczone wcie TBARS. Liposomy
uformowane z EYPC uzyskano wedtug procedury 4.4l#eniania indukowano
trzema czynnikami: zwikiem AAPH, jonami F&/askorbinian (1:5, m/m) oraz
promieniowaniem UVC. Wartgi otrzymano z trzech niezalgych ddwiadcze.

Odchylenie standardowe nie przekraczato = 8 %.

Wykresy sporzdzono na podstawie danych zawartych w azatiku 8a.
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Rys. 47b.Wartcci parametréw TEAC (ang. Trolox Equivalent Anticaid Capacity)
[MM TE/100g $.m.] badanych ekstraktow wyznaczone wcie TBARS. Liposomy
uformowane z EYPC uzyskano wedtug procedury 4.4l#eniania indukowano
trzema czynnikami: zwikiem AAPH, jonami F&/askorbinian (1:5, m/m) oraz
promieniowaniem UVC. Wartgi otrzymano z trzech niezaleych ddéwiadcze.
Odchylenie standardowe nie przekraczato + 8 %. \&§Kkrsporgzdzono na podstawie
danych zawartych w zgdzniku 8b.
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Rys. 48.Wartasci parametrow TEAA (ang. Trolox Equivalent Antioaitt Activity )
[MM TE/100 gs$.m.] badanych ekstraktow. Wigwosci przeciwrodnikowe badano
wobec wolnego rodnika DPPedtug proceduryt.4.4. Wartéci otrzymano z trzech
niezalenych daéwiadczeé. Odchylenie standardowe nie przekraczato = 8 %kiasy
sporzdzono na podstawie danych zawartych w aaatiku 9.
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Rys. 49.Wartasci parametrow FRAP (ang. FerrReducing Antioxidant PoweruM
TE/1 gs.m.] badanych ekstraktéw. Oznaczanie zd&thdo redukowania jonovelaza
(Fe" — Fe&") wykonywano wedtug procedury 4.4.5. Warbotrzymano z piciu
niezalenych ddwiadczeé. Odchylenie standardowe nie przekraczato + 5 %knasy
sporzdzono na podstawie danych zawartych vaaatiku 9.
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Rys. 50. Zawartg¢ polifenoli [mg GAE/100g §.m.] w ekstraktach &innych.
Oznaczanie wykonywano wedtug procedury opisanejoedziale 4.4.6. Wartai
otrzymano z piciu niezalenych ddéwiadcz&. Odchylenie standardowe nie
przekraczalo + 8 %. Wykresy spadzono na podstawie danych zawartych
w zahczniku 10.
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Rys. 51. Zawartg¢ flawonoidow [mg RE/100gs.m.] w ekstraktach i&innych.
Oznaczanie wykonywano wedtug procedury opisanejoedziale 4.4.7. Wartai
otrzymano z piciu niezalenych ddéwiadcz&. Odchylenie standardowe nie
przekraczalo + 5 %. Wykresy spadzono na podstawie danych zawartych
w zahczniku 10.
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Rys. 52.Zawartg¢ antocyjandw [mg cyj-3-gal/100gm.] w ekstraktach &innych.
Oznaczanie wykonywano wedtug procedury opisanejoadziale 4.4.8. Wartaoi
otrzymano z piciu niezalenych ddéwiadczé. Odchylenie standardowe nie
przekraczato £ 5 %. Wykres spadzono na podstawie danych zawartych wazatiku
10.
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Rys. 53. Widma absorpcyjne UV-Vis (a) berberysu, (b) desmenraz (c) mahonii
miareczkowanych 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 i/@mM roztworu FeGl Skzenie
pocatkowe ekstraktéw wynosito 0,03 g/ml natomiastikowe wynosito 0,025 g/ml.

Oznaczanie

wykonywano wedlug procedury

opisanej

wzdziale

4.4.9.
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Rys. 54.Wspotczynniki podziatu ekstraktéw polifenolowychbrpiedzy oktanol i wod,
wyrazone jako logP. Oznaczanie wykonywano wedtug progedpisanej w rozdziale
4.4.10. Wartéci otrzymano z trzech niezaleych ddwiadczé. Odchylenie
standardowe nie przekraczato £ 7 %. Wykres sjum@no na podstawie danych
zawartych w zajczniku 12.
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Rys. 55.Wartdsci statych dysocjacji () ekstraktow rélinnych w uktadzie liposomy
EYPC:bufor. Oznaczanie wykonywano wedtug procechpiganej w rozdziale 4.4.11.
Wartasci otrzymano z trzech niezaleych déwiadczé. Odchylenie standardowe nie
przekraczalo + 8 %. Wykresy spadzono na podstawie danych zawartych
w zahczniku 12.
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Rys. 56a.Wartasci parametrow 16 [mM] flawonoidow wyznaczone w §eie TBARS.
Liposomy uformowane z EYPC uzyskano wedtug procgddrd.la. Utleniania
indukowano trzema czynnikami: zyzkiem AAPH, jonami F&/askorbinian (1:5, m/m)
oraz promieniowaniem UVC. Wasa otrzymano z trzech niezaleych dédwiadcze.
Odchylenie standardowe nie przekraczato + 8 %. \&§Kkrsporgzdzono na podstawie
danych zawartych w zgdzniku 13a.
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Rys. 56b.Wartdsci parametrow 16 [mM] flawonoidow wyznaczone w §eie TBARS.
Liposomy uformowane z EYPC uzyskano wedtug procgddrd.la. Utleniania
indukowano trzema czynnikami: zyzkiem AAPH, jonami F&/askorbinian (1:5, m/m)
oraz promieniowaniem UVC. Waso otrzymano z trzech niezaleych dédwiadcze.
Odchylenie standardowe nie przekraczato + 8 %. \&§Kkrsporgzdzono na podstawie
danych zawartych w zgdzniku 13b. Na wykresie UVC nie zamieszczono datiaj
cyjanidyno-3-galaktozydu l§g = 1300 * 33,32JM].
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Rys. 57a.Wartasci parametrow TEAC (ang. Trolox Equivalent Antioaid Capacity)
flawonoidéw wyznaczone w ¢eile TBARS. Liposomy uformowane z EYPC uzyskano
wedtug procedury 4.4.1a. Utleniania indukowano rraeczynnikami: zwizkiem
AAPH, jonami Fé'/askorbinian (1:5, m/m) oraz promieniowaniem UVCan&ci
otrzymano z trzech niezalgych ddéwiadczé. Odchylenie standardowe nie
przekraczalo £ 8 %. Wykresy spadzono na podstawie danych zawartych w
zahczniku 14a.
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Rys. 57b.Wartdci parametréw TEAC (ang. Trolox Equivalent Anticaid Capacity)
flawonoiddéw uzyskane w geie TBARS. Liposomy uformowane z EYPC uzyskano
wedtug procedury 4.4.1a. Utleniania indukowano rraeczynnikami: zwizkiem
AAPH, jonami Fé'/askorbinian (1:5, m/m) oraz promieniowaniem UVCan&ci
otrzymano z trzech niezalgych ddéwiadczé. Odchylenie standardowe nie
przekraczalo + 8 %. Wykresy spadzono na podstawie danych zawartych
w zahczniku 14b.
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Rys. 58.Wartcsici parametrow TEAA (ang. Trolox Equivalent Antiogitt Activity )
flawonoidéw. Widciwosci przeciwrodnikowe badano wobec wolnego rodnikePBIP
wedtug procedury4.4.4. Wartéci otrzymano z trzech niezaleych déwiadczeé.
Odchylenie standardowe nie przekraczato + 6 %,Ws/lgporadzono na podstawie
danych zawartych w zgdzniku 15.

R

HH

o

FRAP
N

[
LA B L D

-gal kwer kwer-3- kw. chlor. EGCG epi
gal

MO

N

w

cyj cyj-

Rys. 59. Wartcci parametrow FRAP (ang. FerriReducing Antioxidant Power)
flawonoidéw. Oznaczanie zdolém do redukowania jonéw (Be— Fef*) wykonywano
wedtug procedury 4.4.5. Wa#m otrzymano z piciu niezalenych daéwiadczé.
Odchylenie standardowe nie przekraczato + 7 %. \Bylsporzdzono na podstawie
danych zawartych w zgdzniku 15.
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Rys. 60.Widma absorpcyjne UV-Vis (a) cyjanidyny oraz (b)arydyno-3-galaktozydu
miareczkowanych 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 i d@mM roztworu FeCl. Skzenie
pocatkowe flawonoidéw wynosito 0,1 mM natomiastlcmwe wynosito 0,08 mM.

Oznaczanie wykonywano wedtug procedury opisanejd94
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Rys. 61. Wspotczynniki podziatu flawonoidéw porazy oktanol i wod, wyrazony
jako logP. Oznaczanie wykonywano wedtug procedysisanej w rozdziale 4.4.10.
Wartcaici otrzymano z trzech niezaleych déwiadczé. Odchylenie standardowe nie

przekraczato £ 5 %.Wykres spadzono na podstawie danych zawartych wa@atiku
17.
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Rys. 62. State dysocjacji (K flawonoidéw w uktadzie liposomy EYPC:bufor.
Oznaczanie wykonywano wedtug procedury opisanejordziale 4.4.11. Warfoi
otrzymano z trzech niezal@ych ddéwiadczé. Odchylenie standardowe nie

przekraczato £ 8 %.Wykres spadzono na podstawie danych zawartych va@atiku
17.

a) b)
4 14
12 —a——
-§37 glo —
L L g —
O, | O
2 5 6
o o
> > 4 |
=1 =
2 -
0 - 0,4:|_'_-
160 180 220 EYPC HSPC 180 181 182 204

Rys. 63.Procentowy wyptyw karboksyfluoresceiny (CF) z lipogdw uformowanych

z réznych lipidow o ré@nej dtugdci tancucha acylowego (a) oraz w zatesci od liczby
wigzan podwojnych w facuchu arylowym. Oznaczanie wykonywano wedtug
procedury opisanej w rozdziale 4.4.12. Wsetootrzymano z trzech niezaleych
doswiadczé. Odchylenie standardowe nie przekraczato £ 5 % Mgk sporadzono na
podstawie danych zawartych w ga#niku 18 i 19.
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Rys. 64.Procentowa efektywrdé zamykania karboksyfluoresceiny (CF) w liposomach
uformowanych z rénych lipidéw o ré@nej dlugdci tancucha acylowego (a) oraz
w zalenosci od liczby whzan podwdjnych w tacuchu acylowym (b) Oznaczanie
wykonywano wedtug procedury opisanej w rozdziald.¥3. Wartéci otrzymano

z trzech niezalsmych déwiadczé. Odchylenie standardowe nie przekraczato + 5 %.
Wykresy sporzdzono na podstawie danych zawartych va@atiku 18 i 19.
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Rys. 65. Przyktadowe histogramyrednic liposomow. Liposomy otrzymano poprzez
kalibracg przez filtry polinveglanowe o porach 100 nm wedtug procedury 4.4.1b:
a) z lipidu o 18 atomach ggla oraz trzech wazaniach podwojnych w teuchu
acylowym (18:3), b) z lipidu o 18 atomachkgla oraz jednym wizaniu podwojnym w
tancuchu acylowym (18:1) c) fosfatydylocholiny jajeexfEYPC). Pomiary wielksi
dokonano wedtug procedury 4.4.14.
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Rys. 66.Anizotropia fluorescencji sondy DPH w liposomadbrmowanych z lipidéw
rézniacych sg:

a) dlugacia tancucha wglowodorowego oraz (b) licab wiazah podwojnych

w tancuchu casteczki, otrzymanych dwiema metodami: sonifikacpz przeciskania
przez filtry polivgglanowe osrednicy 100 nm, opisanymi w rozdziale 4.4.1a i ¥4.
Doswiadczenie wykonywano wedtug procedury opisanejowndriale 4.4.15. Warfoi
otrzymano z trzech niezalgych ddéwiadczé. Odchylenie standardowe nie
przekraczalo + 8 %. Wykresy spadzono na podstawie danych zawartych
w zahczniku 27 oraz 28.
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Rys. 67. Zaleznos¢ wzglednej anizotropii sondy TMA-DPH w btonach liposomow
DPPC, w temperaturze pokojowej, ockzshia: ekstraktow z berberysu, derenia,
mahonii, ogérecznika, arniki oraz zielonej herbdtiposomy przygotowano wedtug

procedury opisanej w punkcie 4.4.2. §adczenie wykonywano wedtug procedury
opisanej w rozdziale 4.4.16. Waito otrzymano z giciu niezalenych powtorza.
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Rys. 68. Zaleznos¢ wzglednej anizotropii sondy TMA-DPH w btonach liposomoéw
DPPC, w temperaturze pokojowej, odzsnia: cyjanidyny, cyjanidyno-3-galaktozydu,
kwercetyny, kwercetyno-3-galaktozydu, kwasu chlemgvego, EGCG oraz
epikatechiny. Liposomy przygotowano wedtug procgdapisanej w punkcie 4.4.2.
Doswiadczenie wykonywano wedtug procedury opisanejondriale 4.4.16. Warfoi
otrzymano z piciu niezalenych powtorza.
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Rys. 69. Procent zamykania przeciwutleniaczy w liposomachosnym sktadzie
lipidowym. Dawiadczenie wykonywano wedtug procedury opisanej azdeiale
4.4.17. Wartéci otrzymano z trzech niezaleych ddéwiadczé. Odchylenie
standardowe nie przekraczato £+ 8 %. Wykres sjum@no na podstawie danych
zawartych w zajczniku 30.
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