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Abstract: Trachelogenin 4-O-B-D-glucoside or tracheloside is a rare lignan glycoside present mostly in some plants from the Cynarae tribe of the
Asteraceae family. As this lignan is also present in small amounts in the human diet, isolation and study of the pharmacological properties of this
compound may bring some new insights into the role of lignans. This study aimed to isolate trachelogenin 4-O-B-D-glucoside from the fruits of
safflower using chromatographic methods. Briefly, 339 mg of tracheloside was isolated from 500 g of plant material. The yield is sufficient for
performing biological studies, thus confirming that safflower fruits are a significant source of this rare compound.
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1. Wstep
Krokosz barwierski (Carthamus tinctorius L.) jest rosling jednoroczng nalezaca do rodziny astrowatych (Asteraceae), dorasta-

jaca do 130 centymetrow wysokosci, posiadajaca biatozolte, blyszczace, krzaczaste, wyprostowane i cylindryczne todygi, klasy-
fikowane jako podstawowe, drugo- i trzeciorzedowe, ktore sa zakonczone kulistymi gtéwkami. Zielone, migkkie liScie sg utozone
naprzemiennie, maja jajowaty lub jajowato-lancetowaty ksztalt, moga by¢ gladkie lub pokryte licznymi kolcami. Obuplciowe
kwiaty o budowie rurkowatej, promienistej, wystgpuja na szczytach todyg, sa barwy pomaranczowej lub czerwono-pomaranczo-
wej, $cisle otoczone przylistkami i kolczastymi wypustkami. C. tinctorius owocuje tworzac biale, blyszczace i gladkie owoce,
zwane nietupkami, moga by¢ pokryte wloskami. Korzen krokosza barwierskiego jest cienki, wrzecionowaty z licznymi korze-
niami bocznymi, moze osigga¢ dlugos$¢ do 2-3 metréw w zaleznosci od dostgpnosci wody [1,2].

W czasach prehistorycznych byt uprawiany na terenach dzisiejszych Chin, Indii, Iranu i Egiptu. W Tajlandii wodny ekstrakt z
kwiatéw byl stosowany do koloryzacji wlosow. W $redniowieczu nastapit poczatek upraw krokosza barwierskiego na terenie
Wioch, Hiszpanii oraz Francji, skad w XX wieku zostalt wprowadzony do upraw na terenie Stanow Zjednoczonych Ameryki
Potocnej [1]. Kwiaty omawianego gatunku postuzyly, ze wzgledu na obecno$¢ czerwonych i pomaranczowych pigmentow, do
produkcji barwnikéw. Do komercjalizacji upraw krokosza barwierskiego przyczynit si¢ w latach pigé¢dziesiatych XX wieku, roz-
woj przemystu farb i lakieréw, gdzie znalazt zastosowanie przy ich produkcji [3]. Gdy zaczgto stosowac barwniki anilinowe w
skali przemystowej, krokosz przestat by¢ uprawiany w celu pozyskania barwnikow.

Zastosowania krokosza barwierskiego w tradycyjnej medycynie perskiej byly zalezne od wykorzystywanej czgsci rosliny.
Kwiat, nasiona i olej z nasion byty stosowane jako $rodek przeczyszczajacy, w literaturze opisano rowniez stosowanie tych czgsci
rosliny w reumatyzmie i paralizu. Owoc i liscie wykorzystywane byly jako $rodek przeciwbdlowy, rozkurczajacy oraz jako od-
trutka na jad skorpiona [2]. W tradycyjnej medycynie indyjskiej krokosz barwierski byt stosowany w §wierzbie, zapaleniu stawow

1 mastalgii oraz w celu zwigkszenia libido [3]. W Chinach rozyczki krokosza barwierskiego byly szeroko stosowane w chorobach
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zwigzanych z zastojem krwi, zaburzeniach miesigczkowania, a takze w leczeniu ran wewngtrznych lub zewngtrznych [1]. W Korei
ekstrakt z nasion C. tinctorius byt stosowany do wzmacniania ko$ci, zapobiegania osteoporozie i w chorobach ginekologicznych
[4]. W Iranskiej medycynie ludowej byt stosowany rowniez jako lek na tuszczyce, bielactwo, owrzodzenia jamy ustnej, drgtwienie
konczyn, obnizonym nastroju, tysieniu, sttuczeniach z towarzyszaca opuchlizng i kolce [1-3].

W C. tinctorius stwierdzono obecnosc¢ szeregu lignanow takich jak: arktygeniny, matairezynolu, sekoizolaricirezynolu, trache-
logeniny i ich glikozydow [3]. Dla wymienionych lignanéw wykazano potencjalne dzialanie przeciwnowtworowe, wspomagajace
leczenie otylosci czy neuroprotekcyjne [5]. W badaniu in vitro na komorkach Huh7 i HEK 293T stwierdzono, ze trachelogenina
zapobiega wnikaniu wirusa zapalenia watroby typu C do komorek watroby [6]. Wykazano hamujace dziatanie trachelogeniny na
proliferacje komorek nowotworowych w badaniu in vifro na komérkach HCT-116 [7]. Istnieja rowniez doniesienia o dziataniu
antyestrogennym liganow. W tym kontekscie potwierdzono in vitro aktywno$¢ trachelozydu na komorkach Ishikawa, wykazujac
znaczne obnizenie aktywnosci alkalicznej fosfatazy, porownywalne z tamoksyfenem [8]. Lignany obecne w owocach krokosza
barwierskiego naleza do zwigzkdéw obecnych w ludzkiej diecie, w szczegolnosci w produktach macznych i ziarnach zb6z, nato-
miast ze wzgledu na ich nieznaczng zawarto$¢ (czasem wrecz $ladowa) istnieje potrzeba znalezienia zrodia tych zwigzkow do
izolacji.

CH,
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\ ‘ty W
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Rysunek 1. Wzér strukturalny 4-O-3-D-glukozydu trachelogeniny (trachelozydu).

Celem tej pracy byto opracowanie wydajnego schematu izolacji jednego z bardziej istotnych i rzadkich w przyrodzie lignanow,
4-0-B-D-glukozydu trachelogeniny (trachelozydu) (Rysunek 1.), z owocoéw krokosza barwierskiego za pomoca metod chromato-

graficznych.

2. Materialy i Metody
Materiat badawczy stanowito 500 g owocow krokosza barwierskiego zakupionych od Ztota Rybka Ilona Bura Jarostaw Bury

(Ostréow Wielkopolski, Polska). Metanol (cz.d.a.), kwas mréwkowy (cz.d.a.), octan etylu (cz.d.a.), chloroform (cz.d.a.), kwas siar-
kowy 98% (cz.d.a.), dichlorometan (cz.d.a.), aceton (cz.d.a.) i n-heksan (cz.d.a.) zakupiono od POCh (Gliwice, Polska). Acetonitryl
do chromatografii (gradient), zel krzemionkowy TLC 60G Fass plytki szklane 10 x 20 cm oraz zel krzemionkowy (60-200 pm)
zakupiono od Merck (Darmstadt, Niemcy). DMSO zakupiono od Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Niemcy). Diaion HP-
20 zakupiono od Supelco Analytical (Bellefonte PA, USA). Waniling zakupiono od Veb Laborchemie (Apolda, Niemcy). Woda do
HPLC byta przygotowana przy uzyciu systemu oczyszczajacego Milli-Q Plus (Millipore, Billerica, MA, USA) (18.2 MQ cm).
Surowiec (500 g) odtluszczono przy pomocy 1 L n-heksanu i 3-krotnie ekstrahowano na tazni ultradzwigkowej SONIC-5
(POLSONIC, Poznan, Polska) z wykorzystaniem 100% metanolu w 60°C przez 2 h i odparowano do sucha na wyparce rotacyjne;j

Rotavator R-3 (Buchi, Flawil, Szwajcaria) uzyskujac 12,8 g suchego wyciagu, ktory scharakteryzowano fitochemicznie.
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Analiza UHPLC-DAD-ESI-MS/MS zostata przeprowadzona na systemie ultrasprawnej chromatografii cieczowej UHPLC-
3000 RS (Dionex, Dreieich, Niemcy) z detektorem diodowym (DAD) i spektrometrem mas typu putapka jonows i interfejsem ESI
AmaZon SL (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Niemcy). Rozdziatu dokonano na kolumnie Zorbax SB-C18 (150 mm % 2,1 mm,
1,9 um) (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Faza ruchoma sktadata si¢ z 0,1% kwasu mréwkowego w wodzie (A) i 0,1% kwasu
mrowkowego w acetonitrylu (B) wykorzystujac gradient: 0-60 min, 15-100% B. Wielkos$¢ nastrzyku wynosita 5 pL. Eluenty z
chromatografu cieczowego byly wprowadzane do interfejsu ESI bez splittingu i analizowane w trypie jondéw ujemnych, z nastgpu-
jacymi parametrami: ci$nienie nebulizatora — 40 psi; nat¢zenie przeptywu neutralnego gazu — 9L/min; temperatura azotu — 300°C;
napigcie kapilary — 4,5 kV. Masy jonow rejestrowano w zakresie 100 do 2200 m/z. Widma UV byly rejestrowane przy dlugosci fal
200-400 nm.

Widma NMR 'H, C i dwuwymiarowe (ROESY, COSY, HSQC, HMBC) otrzymano przy uzyciu spektrometru Bruker
Avance III 500 (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Niemcy) odpowiednio przy czgstotliwosciach 500 i 126 MHz i wyposazonego w 5
mm glowicg sondy BBFO. Przesunigcia chemiczne odniesiono do sygnatdéw rozpuszczalnika: odpowiednio 3,31 i 49,50 ppm dla
"H i 3C w metanolu-da.

Zwiazki byly identyfikowane lub czg¢éciowo identyfikowane na podstawie ich czasu retencji, widma UV, jonu pseudomole-
kularnego i jego fragmentacji, widm NMR 'H, 3C i dwuwymiarowych oraz poréwnujgc powyzsze dane, z danymi zwigzkow
uprzednio wyizolowanymi w naszym laboratorium i/lub z danymi literaturowymi.

Analiz¢ TLC przeprowadzono na ptytkach szklanych pokrytych zelem krzemionkowym 60G Fass. Plytki rozwijano w komo-
rze pionowej wezesniej nasyconej faza ruchoma przez co najmniej 15 minut. Odczynnikiem wywotujacym byt 1% roztwor waniliny
w stgzonym kwasie siarkowym (VI). Chromatogram wybarwiano poprzez ogranie w temperaturze 105°C. Fazg ruchoma stanowita
mieszanina dichlorometanu i metanolu (93:7).

Do izolacji wykorzystano chromatografi¢ preparatywna (HPLC-PREP) z wykorzystaniem systemu LC20-AP (Shimadzu,
Japonia). Rozdziatu dokonano na kolumnie Zorbax SB-C18 (150 mm x 21,2 mm, 5 pm) (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Faza
ruchoma sktadata si¢ z 0,1% kwasu mrowkowego w wodzie (A) i 0,1% kwasu mréwkowego w acetonitrylu (B) uzywajac nastgpu-
jacego gradientu: 0—60 min, 5-40% B. Parametry analizy: obje¢tos$¢ nastrzyku — 400 pL; predkos¢ przeptywu — 20 ml/min; M=254

nm, A2=350 nm.

3. Wyniki

yZ 500 gramow owocow krokosza otrzymano 12,8 g suchego wyciagu metanolowego, ktory scharakteryzowano fitochemicz-
nie z wykorzystaniem metody UHPLC-DAD-ESI-MS/MS. W wyciagu stwierdzono obecnos¢ dwoch glukozydow lignanowych: 4-
O-B-D-glukozyd trachelogeniny (RT = 15,2 min; MS =595 m/z; UVmax A =227 nm, 278 nm) oraz 4-O-f-D-glukozyd matairezynolu
(RT = 15,2 min; MS =519 m/z; UVmax A =227 nm, 278 nm) (Rysunek 2.).
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Rysunek 2. Chromatogram zwigzkoéw wystepujacych w ekstrakcie metanolowym z owocéw krokosza przy diugosci fali 280 nm.
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Suchy wyciag poddano rozdziatowi z zastosowaniem chromatografii kolumnowej z wykorzystaniem Diaion HP-20 jako fazy
stacjonarnej i gradientu wody i metanolu (80:0 -> 0:100) jako eluentu. Otrzymano 4 frakcje, ktore scharakteryzowano przy uzyciu
metody UHPLC-DAD-ESI-MS/MS. Stwierdzono obecno$¢ obu zwiazkow lignanowych we frakcji wymytej 70% metanolem (CT-
70 — 2,432 g). Ponadto we frakcji wymytej 100% metanolem zidentyfikowano aglikon arktygening (RT = 25,8 min; MS =371 m/z;

UVmax A =222 nm, 281 nm). Peten schemat rozdziatu i izolacji przedstawiono na Rysunku 3.

Owoc krokosza barwierskiego (500 g)

!

Wycigg metanolowy (12,8 g)

Wypetnienie: Diaion HP-20
Rozpuszczalnik: H,0/MeOH

N

CT-20 CT-50 CT-70 CT-100

Wypetnienie: zel krzemionkowy
Rozpuszczalnik: CHCls/MeOH

CT-70-1 CT-70-2 CT-70-3 CT-70-4 CT-70-5 CT-70-6
(60 mg) (196 mg) (774 mg) (1852 mg) (625 mg) (368 mg)

Instrument: Shimadzu LC20-AP
Kolumna: 150 mm x 21,2 mm
Wypetnienie: RP-C18, 5 pm
Rozpuszczalnik: H,0/Acetonitryl

4-0-B-D-glukozyd trachelogeniny
(339 mg)

Rysunek 3. Schemat izolacji 4-O-f-D-glukozydu trachelogeniny z owocow krokosza barwierskiego. Stworzono za pomoca BioRender

(Biorender.com).

Frakcja CT-70 zostata poddana dalszemu rozdzialowi na kolumnie wypelnionej zelem krzemionkowym, wymywajac gra-
dientem mieszaniny chloroformu i metanolu (100:0 -> 80:20), otrzymujac 38 frakcji po 60 ml, ktore potaczono w 6 gtownych frakceji
na podstawie ich profilu TLC (CT-70-1 — CT-70-6). Nastgpnie sktad poszczegélnych frakcji przeanalizowano metoda UHPLC-
DAD-ESI-MS/MS i potwierdzono rozdziat obu zwigzkow lignanowych. Obecnos¢ 4-O-B-D-glukozyd matairezynolu potwierdzono
we frakcji CT-70-3 (0,774 g), natomiast 4-O-f-D-glukozyd trachelogeniny we frakcjach CT-70-4 (1,852 g) i CT-70-5 (0,625 g).
Ponadto we frakcjach CT-70-1 (0,060 g) i CT-70-2 (0,196 g) stwierdzono obecnos¢ sekoizolaricirezynolu (RT = 15,0; MS = 361
m/z; UVmax A = 218 nm, 280 nm) oraz w samej CT-70-1 §ladowe ilosci aglikonow trachelogeniny (RT = 22,1; MS = m/z 387 Da;
UVmax A =220 nm, 280 nm) i matairezynolu (RT = 22,3; MS = m/z 357 Da; UVmax A =219 nm, 280 nm) (Rysunek 4.).

Z frakcji CT-70-4 i CT-70-5 wyizolowano przy uzyciu chromatografii preparatywnej, jednorodny zwiazek (odpowiednio 210
1129 mg; RT = 11,75-14,00 min). Wyizolowany zwigzek mial posta¢ krystalicznego proszku i byt barwy bladorézowej. Jego toz-
samo$¢ potwierdzono najpierw na podstawie jonu pseudomolekularnego m/z 595 [M-H+HCOOH] i jego fragmentacji — m/z 549
Da [M-H] odpowiadajacy odtaczeniu si¢ adduktu HCOOH, m/z 387 Da [M-H-162] odpowiadajacy utracie heksozy, m/z 357 Da
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[M-H-162-30] odpowiadajacy utracie grupy metoksylowej i m/z 339 Da [M-H-162-48] odpowiadajacy jednoczesnej utracie wody

i grupy metoksylowej. Zaobserwowano tez charakterystyczne dla lignanéw widmo UV (UVmax A = 197 nm, 225 nm i 279 nm).

Identyfikacje potwierdzono analizg NMR, poréwnujgc widma 'H, '*C i dwuwymiarowe z danymi literaturowymi [9].
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Rysunek 4. Chromatogramy frakcji CT-70 rozdzielonych na zelu
krzemionkowych przy dlugosci fali 280 nm. (A) frakcja CT-70-1 z za-
znaczonymi pikami odpowiadajacymi sekoizolaricirezynolu, trachelo-
geniny i matairezynolu; (B) frakcja CT-70-2 z zaznaczonym pikiem
sekoizolaricirezynolu; (C) frakcja CT-70-3 z zaznaczonym pikiem
glukozydu matairezynolu; (D) frakcja CT-70-4 z zaznaczonym pikiem
glukozydu trachelogeniny; (E) frakcja CT-70-5 z zaznaczonym pi-

kiem glukozydu trachelogeniny.

W owocach krokosza stwierdzano dotychczas obecno$¢ takich lignandéw jak arktygenina, matairezynol, trachelogenina, seko-

izolaricirezynol oraz ich glukozydéw [3]. W toku analizy surowca potwierdziliSmy obecno$¢ wszystkich wyzej wymienionych

aglikonow oraz glukozydéw matairezynolu i trachelogeniny. Spos$réd wymienionych lignandéw trachelogenina i jej glukozyd wy-

stepuja w materiale roslinnym stosunkowo rzadko. Ich obecnos$¢, oprocz w owocach krokosza, stwierdzono w todygach Trachelo-

spermum Lem. [10], w owocach Cirsium Mill. [11] czy Cynara L. [12].

Z 500 gramoéw surowca pozyskalismy tacznie 339 mg 4-O-B-D-glukozyd trachelogeniny. Zawarto$¢ tego zwiazku w owocach

krokosza nie byta dotad okreslona ilo$ciowo, a izolacja najczesciej dotyczyta samego aglikonu. Kuehn! i wsp. wyizolowali 21,8 mg

aglikonu trachelogeniny z 1 kg owocow [13]. W rodzaju ostrozen (Cirsium Mill.) glukozyd tracheloginy wystepuje w owocach
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ilosciach siggajacych 26,1 mmol/kg, co w przeliczeniu daje okoto 10 g zwiazku na kilogram surowca [14]. Warto przy tym jednak
zwroci¢ uwage, ze sa to wartosci wyliczone na podstawie widma HPLC-UV, a nie ilo$ci wyizolowane z surowca roslinnego. W
tym kontekscie owoc krokosza moze by¢ uznany za dos¢ dobre zrodto glukozydu trachelogeniny (1,2 mmol/kg; 678 mg na kg
surowca), a ponadto, przez swoje przemystowe zastosowanie, znacznie tatwiej dostgpne.

Gléwnym wyzwaniem w izolacji bylo odseparowanie glukozydoéw trachelogeniny i matairezynolu — oba zwiazki mialy ten
sam czas retencji na kolumnie RP-C18 rozwijanej gradientem wody i acetonitrylu. Pod tym wzgledem kluczowym momentem
izolacji byta separacja z wykorzystaniem kolumny wypetnionej zelem krzemionkowym, co pozwolilo na skuteczny rozdziat tych

lignanéw 1 izolacje poszczegdlnych zwigzkow.

5. Whnioski
Owoce krokosza barwierskiego moga stanowi¢ wartosciowe zrodto 4-O-B-D-glukozydu trachelogeniny, a opracowana metoda

izolacji tego zwigzku pozwala na tatwe pozyskanie istotnych ilosci zwigzku do badan biologicznych.

Wkiad autorski: Koncepcja, A.K. i A.P.; metodologia, A.P.; ekstrakcja i izolacja, M.K i A.P.; analiza fitochemiczna, A.P.; analiza NMR, M.D.;
zrodia, MLK. i A.P.; tekst — zasadniczy tekst manuskryptu, A.P. i M.K.; edycja tekstu manuskryptu, A.P. i A.K.; wizualizacja, A.P.; nadzér, A.P.

Wszyscy autorzy przeczytali i zaakceptowali opublikowana wersj¢ manuskryptu.

Podzigkowania: Marvin byl uzywany do rysowania, wyswietlania i charakteryzowania struktur chemicznych Marvin 17.21.0, Chemaxon
(https://www.chemaxon.com).

W artykule wykorzystano fragmenty pracy magisterskiej pt. ,,/dentyfikacja i izolacja lignanow o potencjalnej aktywnosci biologicznej” autorstwa
magistra farmacji Marcina Kotakowskiego.

Modernizacja spektrometru Bruker 500 MHz, ktory zostat wykorzystany do pomiaréw NMR przeprowadzonych w tej pracy, zostata sfinansowana
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