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1. Wykaz skrétow

atm. — atmosfera, jednostka cisnienia

ACN — acetonitryl

AgNPs - nanoczastki srebra (ang. si/ver nanoparticles)

BAP — 6-benzyloaminopuryna, cytokinina, regulator wzrostu roslin

BHI — bulion moézgowo-rdzeniowy (ang. Brain Heart Infusion)
BSA — surowicza albumina bydleca (ang. Bovine Serum Albumin)
CFU — jednostka formujgca kolonie (ang. Colony-Forming Uni?)
CTAB - bromek heksadecylotrimetyloamoniowy

DLS — dynamiczne rozpraszania swiatta,

(ang. Dynamic Light Scattering)
dNTPs - trojfosforany deoksyrybonukleozydow
DMSO - dimetylosulfotlenek
EDTA - kwas wersenowy (etylenodiaminotetraoctowy)
FBCi

wskaznik interakcji pomiedzy dwoma substancjami przeciwbakteryjnymi
(ang. Fractional Bactericidal Concentration index)

FT-IR - spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera
(ang. Fourier-Transform Infrared Spectroscopy)
GAs3 — kwas giberelinowy, regulator wzrostu roslin

HPLC-DAD-ESI-MS — wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcjg diodowa oraz
okresleniem masy czgstek z jonizacjg za pomocg elektrorozpylania
(ang.High Performance Liquid Chromatography - Diode Array Detector-
Electrospray lonization- Mass Spectrometry)

HPTFE - hydrofilizowany poli(tetrafluoroetylen) — rodzaj filtra strzykawkowego

HPTLC - wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa
(ang. High Performance Thin Layer Chromatography)

[IAA — kwas indolilooctowy, auksyna, regulator wzrostu roslin

ICso — stezenie zwigzku przy ktérym dochodzi do zahamowania proliferacji komérek
050% (ang. half maximal inhibitory concentration)

LC — chromatografia cieczowa (ang. Liquid Chromatography)

NAA — kwas 1-naftylooctowy, auksyna, requlator wzrostu roslin

NPs — nanoczastki (ang. nanoparticles)

NP/PEG - odczynnik do wykrywania flawonoidow: 1% roztwor
difenyloboryloksyetyloamina w metanolu oraz 5% roztwo
poli(etylenoglikolu) 400 w etanolu

MBC — minimalne stezenie bakteriobodjcze

(ang. Minimum Bactericidal Concentration)
MBEC - minimalne stezenie elimunujgce biofilm

(ang. Minimum Biofilm Eradication Concentration)
McF — skala McFarlanda (ang. McFarland standards)



MIC — minimalne stezenie hamujace wzrost mikroorganizmow
(ang. Minimum Inhibitory Concentration)

MS — Murashige i Skoog — podstawowa pozywka do hodowli roslin

MTT — (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy

m/z — stosunek masy czgsteczkowej do tadunku zjonizowanej czgstki

oD — gestos¢ optyczna (ang. Optical Density)

PCR — lancuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)
PTFE - poli(tetrafluoroetylen), sktadnik filtra strzykawkowego

PVP — poli(winylopirolidon)

pz — pary zasad, jednostka dtugosci czgsteczek DNA

Re — wspotczynnik opdznienia (ang. retardation factor)

Ri — plazmid infekcyjny bakterii z gatunku RAizobium rhizogenes

rpm — obroty na minute (ang. revolutions per minute)

SA — slarczan adeniny

sach. - sacharoza

SDS — dodecylosiarczan sodu, detergent

Sh — pik na bocznej stronie gtéwnego piku (ang. shoulder peak)

SIM — obserwacja wybranych jonow (ang. Selected lon Monitoring)

SM — sucha masa tkanki wykorzystana do przygotowania ekstraktu roslinnego
TDZ — tidiazuron, regulator wzrostu

THF — tetrahydrofuran

TIS — bioreaktor okresowo-zalewowy (ang. Temporary Immersion System)
TLC — chromatografia cienkowarstwowa (ang. 7hin Layer Chromatography)
Tris — Tris (hydroksymetylo)aminometan

tys. — tysiac
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2. Streszczenie

Rosliny to przedstawiciele organizmow eukariotycznych, pozbawionych
mozliwosci aktywnego przemieszczania sie. Na drodze ewolucji wyksztatcity wiec
mechanizmy chemicznej interakcji z otoczeniem w postaci metabolitow wtérnych,
ktore umozliwiajg im przetrwanie w trudnych, zmiennych warunkach srodowiska,
jak rowniez prowadzenie interakcji z innymi organizmami. Metabolity wtérne
wytwarzane w tkankach roslinnych wykazujg szerokie spektrum aktywnosci
biologicznych, dzieki czemu rosliny moga, m.in: wabi¢ owady, odstraszac
roslinozercow, czy tez bronic¢ sie przed patogennymi mikroorganizmami. Zwigzki
te oddziatujg rowniez na liczne cele molekularne w organizmie ludzkim. Dlatego
tez staty sie obszarem badan nad mozliwoscig ich wykorzystania jako substancji
leczniczych.

W niniejsze] pracy doktorskiej podjeto analize mozliwosci wykorzystania
szeroko rozpowszechnionego gatunku roslin /7is pseudacorus (kosaciec zotty) jako
zrodta zwigzkow biologicznie czynnych. Podjeto analizy aktywnosci ekstraktow
uzyskanych z tkanek tych roslin hodowanych w glebie oraz w kulturach in vitro.
Wykazano, ze ekstrakty pozyskane z kigczy I pseudacorus wykazujg dzialanie
przeciwbakteryjne w zakresie od 1,25 do 50 mg suchej masy tkanki/mL w stosunku
do bakterii z gatunkow: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae 1 Escherichia coli, zarowno szczepow referencyjnych, jak
rowniez wrazliwych 1 opornych izolatow klinicznych. Wykazano, ze ekstrakt
pozyskany z ktgczy I pseudacorus, w stezeniu tylko ok. 2,5-krotnie wyzszym niz
w przypadku bakterii hodowanych w kulturze planktonicznej, jest skuteczny
w zwalczaniu biofilmu S. aureus.

Analizy aktywnosci przeciwbakteryjne] ekstraktow z kosacca zottego
poszerzono o badania ich interakcji z przeciwbakteryjnymi nanoczgstkami srebra
(AgNPs). Badania te miaty dostarczy¢ informaciji, czy mozliwe jest zmniejszenie
dawek obu czynnikow przeciwbakteryjnych, przy jednoczesnym zwiekszeniu ich
aktywnosci biologicznej (oddziatywanie synergistyczne). hgczenie rdznych
substancji  przeciwbakteryjnych ma na celu skuteczniejszg walke
z drobnoustrojami 1 ograniczenie nabywania przez nie opornosci. Przeprowadzone
badania wykazaty aktywnosc¢ bliskg synergii, po zastosowaniu ekstraktow
z kosacca zottego 1 AgNPs, wzgledem P. aeruginosa oraz antagonizm w dziataniu
przeciwko S. aureus.

Badania wykazaty rowniez aktywnosc¢ cytotoksyczng ekstraktow
metanolowych z kilgczy [ pseudacorus wzgledem ludzkich komorek
nowotworowych linii: HeLa (szyjki macicy), HCT-116 (okreznicy), MCF-7 (piersi)
oraz nienowotworowej MCF-10A (nabtonkowe gruczotu piersiowego). Najwyzszg
skutecznosc cytotoksyczng uzyskano w wyniku zastosowania ekstraktu wobec
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komorek linii MCF-7 (ICsy = 11,75 + 0,7 ng suchej masy ekstraktu/mL). Uzyskany
wynik wskazat na ok. 3,7-krotnie wyzszg aktywnosc cytotoksyczng w stosunku do
komorek nowotworowych w poréwnaniu do komorek z nienowotworowej linii
kontrolnej MCF-10A (ICso = 44 + 1 1ug suchej masy ekstraktu/mL).

W ramach realizacji pracy doktorskiej opracowano rowniez metode
mikrorozmnazania / pseudacorus przez stymulacje hipokotyli oraz model kultury
tkankowej korzeni anatomicznych. Wykazano, ze kultury korzeni kosacca zottego
syntetyzujg zwigzki fenolowe z grupy izoflawonow, w tym przeciwbakteryjng
iristektorigenine B 1 niezidentyfikowany, przeciwbakteryjny dimetoksy-
dihydroksy-izoflawon.  Ponadto,  dzieki  zastosowaniu  chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) oraz bioautografii technikg agaru gérnego wykazano
obecnosc zwigzkow aktywnych w stosunku do S aureus w pozywce po hodowli
mn vitro korzenl anatomicznych [ pseudacorus. Podjeto rowniez dziatania
prowadzgce do uzyskania kultur korzeni witosnikowatych z wykorzystaniem
transformacji rosliny za posrednictwem bakterii Rhizobium rhizogenes. Uzyskano
rosline transformowang (teratom), co zostalo potwierdzone na poziomie
molekularnym, ale tkanki irysa nie wytwarzaty korzeni wtosnikowatych.

Szczegotowe analizy sktadu metabolicznego ekstraktow przeprowadzone
z wykorzystaniem TLC oraz wysokosprawne]j chromatografii cieczowej z detekcjg
diodowg oraz okresleniem masy czastek z jonizacja za pomocg elektrorozpylania
(HPLC-DAD-ESI-MS) wykazaty obecnos¢ licznych zwigzkow fenolowych, w tym
tanin 1 izoflawonow. Wsrod nich zidentyfikowano genisteine, daidzeine oraz
iristektorigeniny B, a takze zidentyfikowano =zwigzek  dziatajgcy
przeciwbakteryjnie: galokatechine.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg na potencjat gatunku
[ pseudacorus jako zrodta cennych zwigzkow o aktywnosci biologiczne].
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3. Abstract

Plants are representatives of eukaryotic organisms that cannot actively
move. However, in the course of evolution, they developed mechanisms of chemical
interaction with the environment — secondary metabolites. They enable them
to survive in difficult, changing environmental conditions and to interact with
other organisms in their surroundings. Secondary metabolites produced in plant
tissues exhibit a wide range of biological activities. They can be used i.e.: to attract
insects, discourage herbivores or defend plants against pathogenic
microorganisms. These compounds also affect numerous molecular targets in the
human body, which is the reason why they have become an area of extensive
research.

This doctoral dissertation presents a wide range of analyses regarding the
possibility of using plants of the species Iris pseudacorus (yellow flag iris) as
a source of biologically active compounds. The activity of extracts obtained from
the tissues of these plants grown in soil and in in2 vitrocultures were analysed. It has
been shown that extracts obtained from rhizomes of I pseudacorus have
an antibacterial activity ranging from 1.25 to 50 mg of dry tissue weight/mL against
bacteria from the species: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli, both for reference strains as well as
sensitive and resistant clinical isolates. It has been shown that the extract from
[ pseudacorus rhizomes, in a concentration approx. 2.5-fold higher than in the case
of bacteria grown in planktonic culture, is effective in combating S aureusbiofilm.

The analyses of the antibacterial activity of yellow flag iris extracts were
extended to the study of their interaction with antimicrobial silver nanoparticles
(AgNPs). These studies were performed to verify if combination of extract and
AgNPs can give synergistic interaction (to reduce the doses of both antibacterial
agents while increasing their biological activity). Combining different antibacterial
substances can increase efficiency against microorganisms, limiting the possibility
of gaining resistance. Studies have shown an activity close to synergy between
extract form iris rhizomes and AgNPs against 7. aeruginosa and antagonism in the
activity against S aureus.

The studies also showed the cytotoxic activity of methanolic extracts from
[ pseudacorus thizomes against the human cancer cell lines: HelLa (cervical),
HCT-116 (colon), MCF-7 (breast) and non-cancerous MCF-10A (mammary gland
epithelial cells). The highest cytotoxic efficacy was obtained against cells from
MCF-7 line (ICso = 11.75 + 0.7 ug of dry extract/mL). The obtained result indicated
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about 3.7-fold higher cytotoxic activity in relation to neoplastic cells as compared
to cells from the non-neoplastic MCF-10A control line (ICso = 44 + 1 ug dry
extract/mL).

As a part of the doctoral thesis, a method of micropropagation
of I pseudacorus by stimulation of hypocotyls and a model of tissue culture
of anatomical roots were developed. Anatomical root culture of yellow flag iris have
been shown to synthesise phenolic compounds from isoflavone group, including
the antibacterial iristectorigenin B and unidentified dimethoxy-dihydroxy-
isoflavone. Moreover, thanks to the use of thin layer chromatography (TLC) and
bioautography (soft top agar technique), the presence of active compounds against
S aureusin the post-culture medium was demonstrated.

To obtain hairy roots of 7 pseudacorus, Rhizobium rhizogenesbacteria were
used. Instead of hairy roots, a transformed shoot (teratoma) was obtained.

Detailed analyses of the metabolic composition of extracts using TLC and
High Performance Liquid Chromatography with diode detection and particle mass
determination with electrospray ionization (HPLC-DAD-ESI-MS) revealed the
presence of numerous phenolic compounds, including tannins and isoflavones.
Among them, genistein, daidzein and iristectorigenin B were identified.
An antibacterial compound from rhizome extract was identified as galocatechin.

The obtained results clearly indicate the potential of the I pseudacorus
species as a valuable source of biologically active compounds.
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4. Wstep

4. Znaczenie metabolizmu wtdérnego u roslin

Rosliny, podobnie jak wszystkie organizmy zywe, opierajg swoje istnienie
na metabolizmie, czyli cyklach przemian materii i energii, prowadzonych w celu
podtrzymania podstawowych funkcji zyciowych, takich jak: wzrost, odzywianie,
akumulacja zapaséw energetycznych, wymiana gazowa czy rozmnazanie (Dewick,
2009). Produkty pierwotnych przemian mogg podlega¢ dalszym modyfikacjom
dajagc poczatek czesto bardzo skomplikowanym zwigzkom - metabolitom
wtornym, ktére bezposrednio nie sg wykorzystywane do wzrostu 1 rozwoju roslin
(Bernardiniiin., 2018; Verpoorte i Alfermann, 2000).

Metabolity wtorne pelnig istotng role adaptacyjng. Odpowiadajg one
za komunikacje z organizmami symbiotycznymi poprzez wydzielanie zwigzkow
do otoczenia. Zapewniajg rowniez ochrone przed roslinozercami, patogenami,
insektami, promieniowaniem UV, czy zmiennymi warunkami zasobow wodno-
mineralnych. Metabolity wtorne biorg posrednio udziat we wzroscie roslin poprzez
dziatanie regulatorow wzrostu. Zapewniajg ciggtos¢ rozmnazania poprzez
wabienie owaddéw i ptakéw zapachem i kolorem kwiatéw (Dixon, 2001; Michael,
2010; Wink, 2010). Dzieki swoim wtasciwosciom zwigzki te pozwalajg roslinom
przystosowac sie do niekorzystnych warunkow srodowiskowych 1 zasiedlac
roznorodne nisze ekologiczne.

4.2. Roslinne metabolity wtérne w przemysle farmaceutycznym
i kosmetycznym

Rosliny, aby moc skutecznie prowadzi¢ interakcje z otoczeniem, musiaty
dostosowac produkowane przez siebie zwigzki do oddziatywania z roznorodnymi
celami molekularnymi w komorkach innych organizmoéw. Na drodze ewolucji
powstato wiec wiele zwigzkow roslinnych, ktére wchodzg w interakcje
zreceptorami, biatkami, enzymami, kwasami nukleinowymi 1 Innymi
biomolekutami (Wink, 2010). Ich struktury oraz grupy funkcyjne bardzo czesto
przypominajg endogenne zwigzki syntetyzowane w innych organizmach, imitujac,
m.in. substraty, neuroprzekazniki, czy hormony, co czyni je skutecznymi
w wywotywaniu podobnej odpowiedz biologicznej lub blokowaniu mozliwosc jej
wywotania poprzez zwigzki dedykowane do tego pierwotnie w organizmie
gospodarza (Hunter, 2008; Wink, 2010).

Rosliny sg nie tylko zrodtem materialu budulcowego, czy zwigzkow
odzyweczych, ale rowniez substancji biologicznie czynnych o witasciwosciach
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leczniczych (Sneader, 2005). Poczatkowo ekstrakty, a od poczgtku XIX wiekuy,
po wyizolowaniu pierwszego metabolitu — morfiny, takze pojedyncze zwigzki, staty
sie podstawg produkcji nowych lekow. Znalez¢ je mozna w sktadzie suplementow,
lekow, kosmetykow czy zywnosci (Fu i in., 1999; Gurib-Fakim, 2006; Prassas
1 Diamandis, 2008; Rates, 2001). Tylko w latach 1981-2010 na 1135 zatwierdzonych do
uzytku nowych lekow, zaledwie 36% stanowity leki czysto syntetyczne. Ponad 50%
stanowity natomiast zwigzki pochodzenia naturalnego, pochodne tych zwigzkow,
badz ich analogi (Newman i Cragg, 2012). Wiele substancji wiodgcych w lekach
wywodzi sie wiasnie ze zwigzkéw odkrytych w roslinach (Kinghorn i in., 2011),
a chemiczna synteza de novonie byta w stanie catkowicie ich zastgpic.

Szacuje sie, ze na swiecie wystepuje ok. 400 000 gatunkow roslin, z czego
tylko ok. 20% scharakteryzowano pod wzgledem sktadu chemicznego. Okoto 28 000
wykorzystywanych jest do celow medycznych (Willis, 2017), stanowigc zZrodto
zwigzkow biologicznie czynnych lub bedac czescig mieszanin 1 preparatow
wykorzystywanych szczegolnie w krajach, w ktorych dostep do zaawansowanych
sSrodkow leczniczych jest ograniczony (Payyappallimana i Subramanian, 2015;
World Health Organisation, 2013). Kazdego roku przybywa doniesienn naukowych
natemat kolejnych okoto 2 000 nowych gatunkéw roslin (Willis, 2017). Wielu jednak
z nich nie bedziemy w stanie wykorzysta¢ do celow pozyskiwania zwigzkow
biologicznie czynnych, ze wzgledu na ich pochodzenie, warunki hodowli,
endemicznosc, czy wystepowanie na terenach podlegajacych Scistej ochronie.
Nie brakuje tez problemow z uwierzytelnianiem gatunkow roslin 1 poprawnym ich
nazewnictwem, nawet w takich opracowaniach jak narodowe farmakopee
(Willis, 2017). Nie bez znaczenia sg tu tez zmiany klimatu i zwigzane z nimi
zdarzenia takie jak: powodzie, pozary, drastyczne zmiany temperatury czy
wysychanie terenéw (Gupta i in., 2019; Willis, 2017), ktére zmniejszajg pule
dostepnych nowych zwigzkow. Niemniej jednak wiele tatwo dostepnych
gatunkow roslin, pomimo oznaczenia w nich niektorych metabolitow wtornych,
nie zostaty jeszcze scharakteryzowane pod wzgledem aktywnosci biologicznej
zawartych w nich metabolitéw 1 ich potencjalnego zastosowania. Na uwage
zastugiwa¢c powinny rosliny o szybkim przyroscie biomasy, szeroko
rozpowszechnione, odporne na trudne, zmienne warunki klimatyczne
1 srodowiskowe, a przy tym nie bedgce dotychczas w puli roslin intensywnie
wykorzystywanych jako zrodto pokarmu lub substratow dla przemystu. W obliczu
intensywnego rozwoju 1zwiekszonego zainteresowania przemystu zwigzkami
pochodzenia roslinnego, majgc na wzgledzie ochrone przed nadmierng
eksploatacjg zasobow naturalnych, poza poszukiwaniem nowych 1 tatwo
dostepnych zrodet w naturze, konieczna jest ich dywersyfikacja. Jednym

19



z dodatkowych zrodet, ktore mozna rozpatrywac¢ w kontekscie pozyskiwania
zwlazkow pochodzenia roslinnego sg kultury tkankowe 1 komorkowe in vitro.

4.3. Kultury in vitro roslin jako narzadzie do rozmnazania klonalnego
I pozyskiwania zwigzkoéw biologicznie czynnych

Roslinne kultury in witro, od momentu pierwszego ich zastosowania
(Haberlandt, 1943) otworzyty nowe sciezki mozliwosci wykorzystania roslin przez
cztowieka i staty sie narzedziem zarowno w badaniach podstawowych, jak réwniez
aplikacyjnych. Umozliwity masowag, klonalng propagacje najcenniejszych badz
zagrozonych gatunkow, w sposob niezalezny od ich naturalnego cyklu zyciowego,
w Scisle kontrolowanych warunkach. Staty sie rowniez narzedziem do uwalniania
roslin od patogenow oraz do wprowadzania modyfikacji genetycznych. Przede
wszystkim pozwolity jednak na zwiekszenie skali pozyskiwania zwigzkow
aktywnych biologicznie (Altpeter i in., 2016; Debnath i in., 2006; Karuppusamy, 2009;
Thorpe, 2007). Intensywne badania prowadzone od lat 60. XX wieku doprowadzity
do pojawienia sie na rynku pierwszych metabolitow wtérnych pochodzgcych
z kultur tkankowych in vitro. Wsrod nich znalazty sie m.in. skopolamina, kwas
rozmarynowy, szikonina czy berberyna (Denoiin., 1987;Fuiin. 1999; Satoi Yamada,
1984). Sztandarowym przyktadem wykorzystania kultur in vitro do pozyskiwania
drogocennych substancji leczniczych jest historia substanciji
przeciwnowotworowe] — paklitakselu. Zwigzek ten, po odkryciu w 1966 rokuy,
wyizolowaniu i opisaniu przez Wani i wspotpracownikow (1971), poczgtkowo
izolowano z kory naturalnie rosngcego cisa krétkolistnego (7axus brevifolia).
Stezenie tego zwigzku w suchej masie, wynosi tylko ok. 0,01%. Szacuje sie, Ze na
potrzeby jednej dawki terapeutycznej dla pojedynczego pacjenta potrzebne byto
uzyskanie 300 mg tego zwigzku z 3 kg kory 100 letniego drzewa (Horwitz, 1994).
W przypadku nawet tak kluczowego chemioterapeutyku jakim jest paklitaksel,
pozyskiwanie tego zwigzku z naturalnych zrodet byto ekonomicznie 1 ekologicznie
nieuzasadnione, ze wzgledu na diugi cykl zyciowy tej rosliny. Synteza chemiczna,
pomimo przeprowadzenia jej z sukcesem, okazata sie wysoce skomplikowana
1 charakteryzowata sie znaczgcg utratg wydajnosci niemal na kazdym jej etapie.
Potwierdzona skutecznos¢ dziatania paklitakselu na liniach komorek
nowotworowych 1 podzniejsze sukcesy w badaniach klinicznych w leczeniu
nowotworéw, staty sie motorem napedowym do prac nad uzyskaniem
wielkoskalowe] biosyntezy tego zwigzku aktywnego. W rezultacie, badania
doprowadzity do uzyskania komorek zawiesinowych syntezujgcych zaréwno
paklitaksel, jak rowniez jego prekursor bakkatyne III. Zwigzek ten z kolel duzo
tatwie] jest przeksztatcic chemicznie do koncowego produktu, niz prowadzic¢
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synteze de novo. W 2002 roku zdolnosci produkcyjne w fermentorach dla komorek
roslinnych dostarczajgcych paklitaksel 1 jego prekursor wynosity 75000 L
1 stanowig wielomilionowy zysk z produkcji chemioterapeutykéw (Tabata, 2004).
Wcigz podejmowane sg proby zwiekszenia skali produkcji paklitakselu poprzez
wykorzystanie inzynierii genetycznej 1 przeniesienie syntezy do nie-roslinnych
systemow ekspresji, gtownie mikroorganizmow. Jak dotagd nie udato sie jednak
zastgpi¢ catkowicie roslinnych kultur in witro komorek zawiesinowych
T’ brevifolia.

Synteza zwigzkow aktywnych badz ich prekursorow w kulturach in vitro
umozliwita nie tylko wprowadzenie kontroli nad czystoscig mikrobiologicznag,
ale takze, jak pokazuje powyzszy przykiad, umozliwita uniezaleznienie produkcji
od dostepnosci materialu pochodzgcego ze srodowiska naturalnego. Przede
wszystkim pozwolita na biosynteze prowadzong w sposob bardzie] przewidywalny,
powtarzalny 1 scisle kontrolowany. Poprawie ulegta wydajnos¢ proceséw
blosyntezy za sprawg zastosowaniu elicytorow, odpowiedniej pozywki hodowlanej,
modyfikacji genetycznych, doboru odpowiednich metod hodowli, w tym
immobilizacji komorek czy wykorzystania odpowiednich bioreaktorow
1 fermentorow (Hussain i in., 2012; Murthy i in., 2014; Paek i in., 2014;Thakur i in.,
2019). Niestety liczba metabolitéow wtdérnych komercyjnie pozyskiwanych z kultur
tkankowych 1 komorkowych do celow farmaceutycznych jest nadal niska.
Zwigzane jest to przede wszystkim z wysokimi wymaganiami tej branzy, zaréwno
w kwestil wydajnosci procesow uzyskiwania zwigzkow aktywnych, jak rowniez
ich czystosciijakosci. Nie oznacza to jednak, ze zainteresowanie kulturami in vitro
roslin jest mate. Innowacje 1 rozw¢j innych gatezi przemystu, szczegolnie
kosmetycznego, pociggajg za sobg wzrost zapotrzebowania na sktadniki
pochodzenia roslinnego. Wzrastajagca Swiadomos¢ konsumencka, troska
0 Zzrownowazony rozwoj i srodowisko, chec korzystania z produktow skutecznych
1 bezpiecznych, o czesto egzotycznym pochodzeniu skitadnikow (m.in. z roslin
endemicznych), bedzie napedza¢ wykorzystanie roslinnych kultur in vitro
(Fonseca-Santos 1 in., 2015). Ekstrakty z komorek roslinnych zawierajgce
mieszanine sktadnikow aktywnych biologicznie sg juz z powodzeniem stosowane
w recepturach kosmetycznych. Warto tez wspomniec¢, ze ekstrakty z roslin
stosowane sg w kosmetykach w minimalnym stezeniu, wystarczajagcym aby
zachowac ich pozytywny wpltyw na skore (Barbulova i in., 2015). Niskie stezenia
zwigzkow uzyskiwanych w kulturach in vitro sg tu mniej krytyczne, niz
w przypadku zastosowan farmaceutycznych, zwitaszcza gdy w gre wchodzg
potencjalne oddziatywania synergistyczne pomiedzy sktadnikami ekstraktu.
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Swiat stoi w obliczu malejacej bioréznorodnosci na skutek dziatan
antropogenicznych, w tym zmian klimatu 1 nadmiernej eksploatacji zasobow
naturalnych. Rosnagce zapotrzebowanie na sktadniki pochodzenia roslinnego:
barwniki, aromaty, dodatki do zywnosci, zwigzki biologicznie czynne, sktadniki
kosmetyczne oraz potrzeba posiadania rozlegtych terenow uprawnych dla roslin
bedacych zrodtem pozywienia, bedg wymuszaty poszukiwanie alternatywnych
rozwigzan. Jak wskazujg badania, kultury in vitro oraz metody biotechnologiczne
mogg stac sie kluczowym zroditem potrzebnych zwigzkow aktywnych
(Eibl 1 in., 2018). Rozwo0j narzedzi inzynierii genetycznej umozliwiajgcych
modyfikacje roslin bedzie niewatpliwie waznym czynnikiem wptywajacym
napostepy w przemystowym pozyskiwaniu zwigzkow aktywnych, w tym
z roslinnych kultur 7n vitro. Podejmujgc analize potencjatu zastosowania nowych
gatunkow roslin kluczowe jest wiec sprawdzenie czy mozliwe bedzie utrzymanie
je]j w warunkach laboratoryjnych.

431 Kultury in vitroorganow roslinnych — korzeni anatomicznych 1 korzeni
wtosnikowatych

Kulturg najczesciej wykorzystywang do masowe]j produkcji metabolitow
wtornych w warunkach in vitro jest zawiesina komorkowa. Biosynteza zwigzkow
w tego typu kulturze nie zawsze jest jednak mozliwa, gidwnie ze wzgledu na
specyficznosc¢ tkankowg syntezy niektorych zwigzkow. Z tego tez powodu, jako
rozwigzanie alternatywne, rozwijane sg inne metody prowadzenia kultur, w tym:
pedow, korzeni czy embriondw (Baque i in., 2012; Giri i Narasu, 2000; Murthy i in.,
2008; Verpoorte i in., 2002). W kulturach organow, struktura organu i jego
integralnosc¢ pozostajg nienaruszone. Umozliwia to nie tylko badanie procesow
komorkowych, ale rowniez pozyskiwanie zwigzkow aktywnych. Pierwszymi
kulturami n witro 1zolowanych organéw byty kultury korzeni pomidora
zainicjowane przez White'a (1934). Zapoczatkowat on Sciezke rozwoju kultur
tkankowych, w tym kultur korzeni. Prowadzono na nich zaréwno badania
podstawowe, jak rowniez analizowano mozliwos¢ pozyskiwania zwigzkow
biologicznie czynnych (Bais i1 in., 2001; Loyola-Vargas i Miranda-Ham, 1995;
Ramachandra Rao i Ravishankar, 2002). Ze wzgledu na ograniczone w tamtym
czasie mozliwosci zwiekszania skali produkcji zwigzkow biologicznie czynnych
w kulturach korzeni, od lat 50. ubiegtego wieku zostaty one niejako zapomniane
narzecz wydajniejsze] zawiesiny komorkowe]. Nie rozwigzato to jednak
problemoéw specyficznosci tkankowej biosyntezy, czy mozliwej niestabilnosci

genetycznej ~w  kulturze  (nazywanej  zmiennoscig ~ somaklonalng),
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w niezroznicowanych, szybko dzielagcych sie komorkach w zawiesinie badz
kalusie.

Wraz z uzyskaniem pierwsze] transformowane] kultury Kkorzeni
wtosnikowatych, powrdcito tez zainteresowanie naukowe kulturami korzeni
(Tepfer, 1984). Ten specyficzny rodzaj kultury uzyskiwany jest dzieki
wykorzystaniu bakterii z gatunku Rhizobium rhizogenes (dawniej Agrobacterium
rhizogenes). Bakteria ta, zdolna do infekcji uszkodzonej rosliny, wykorzystuje
fragment swojego DNA (T-DNA), zlokalizowanego w obrebie plazmidu Ri (ang. root
inducing), aby po jego integracji do DNA genomowego rosliny i poprzez ekspresje
tzw. onkogenow obecnych na integrowanym fragmencie, doprowadzi¢ do wzrostu
korzeni wtosnikowatych. Charakteryzujg sie one szybszym przyrostem biomasy
niz korzenie anatomiczne, nie wykazujg przyrostu wtérnego oraz majg zaburzony
geotropizm (wzrastajg w kierunku niezaleznym wzgledem wektora grawitaciji)
(Pistelliiin., 2010). Korzenie wtosnikowate wykazujg wyzszg stabilnos¢ genetyczng
oraz charakteryzujg sie stabilniejszg produkcjg metabolitow wtérnych,
w poréwnaniu do niezroznicowanych komorek zawiesinowych (Hakkinen i in.,
2016; Peebles i in., 2009). Korzenie wiosnikowate sg waznym narzedziem
do pozyskiwania zwigzkow biologicznie czynnych, szczegodlnie tych, ktorych
biosynteza zachodzi w sposob specyficzny w korzeniach anatomicznych. Sg one
zdolne do akumulacji metabolitow wtornych, czesto w wyzszych stezeniach, niz
miato to miejsce w roslinie macierzyste], czy zawiesinie komorkowej, czego
przyktadem jest m.in. biosynteza alkaloidow (Rao iRavishankar, 2002; Sevén
1 Oksman-Caldentey, 2002). Badania prowadzone z wykorzystaniem kultur korzeni
Withania somnifera wykazaty z kolei, ze przeprowadzenie transformaciji
1uzyskanie korzeni wlosnikowatych pozwolito na 2,7-krotne podniesienie
w tkankach stezenia terpenoidu — witaloidu A, niz miato to miejsce w korzeniach
nie poddanych transformacji (Murthy et al, 2008a). Kultura korzeni
witosnikowatych moze by¢ dobrym ukitadem do aseptycznego pozyskiwania
cennych metabolitow bez koniecznosci suplementowania kultury regulatorami
wzrostu. Z jednej strony wptywa to na obnizenie kosztow utrzymania hodowli,
z drugiej zas obniza prawdopodobienstwo wystgpienia niekorzystnej zmiennosci
somaklonalnej w kulturze. Korzenie witosnikowate z powodzeniem utrzymuje sie
1namnaza w bioreaktorach (Stiles i Liu, 2013), co zwieksza ich wartos¢ w masowej
produkcji zwigzkoéw pochodzenia roslinnego.

Transformacja roslin za posrednictwem bakterii z gatunku R. rhizogenes
nie jest jednak narzedziem doskonatym i mozliwym do zastosowania w kazdym
przypadku. Przede wszystkim, nie kazdy gatunek roslin jest na nig podatny.
Transformacja jest szczegolnie trudna w przypadku roslin jednolisciennych, ktore
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w naturze wykazujg nizszg wrazliwos¢ na infekcje R. rhizogenes (Porter i Flores,
1991). Waznym aspektem jest rowniez fakt, ze integracja fragmentu T-DNA
do genomu rosliny zachodzi w sposob losowy (Tzfira i in., 2004), w réznej liczbie
kopii. Kazdy uzyskany korzen wtosnikowaty traktowany jest jako odrebny klon
1wymaga niezaleznej analizy fitochemicznej, co jest procesem czasochtonnym.
Skuteczna transformacja potwierdzona obecnoscia T-DNA w genomie rosliny
nie zawsze tez prowadzi do wzrostu korzeni wtosnikowatych (Porter i Flores, 1991).
Z transformowanej tkanki mozliwe jest jednak uzyskanie transformowanych
pedow, tzw. teratomow, ktore podobnie jak w przypadku korzeni, mogg wykazywac
zwiekszong biosynteze, badz akumulacje cennych metabolitéw wtérnych (Krolicka
1 in, 2010). W sytuacji, w Kktorej zarowno uzyskanie kultury korzeni
witosnikowatych, jak réwniez prowadzenie innego typu kultur (zawiesina, kalus,
hodowla catych roslin) jest utrudnione lub niemozliwe, rozwigzaniem moga okazac
sie kultury organow. Wsrod nich najczestsze sg kultury pedow 1 korzeni.

Kultury korzeni, gtownie przybyszowych, uzyskuje sie poprzez
organogeneze bezposrednig bgdz posrednig, dzieki stymulacji tkanek odpowiednig
kombinacjg roslinnych regulatoréw wzrostu, gtownie auksyn (Geiss i in., 2009).
Stymulacja regulatorami wzrostu ma za zadanie pobudzi¢ komorki
do przeksztalcenia sie w organ 1 pozostania w tej formie przez caty czas
pozyskiwania zwigzkow aktywnych, bez wyksztalcania innych organow
iregeneracji w calg rosline. Nietransformowane korzenie przybyszowe
z powodzeniem uzyskano juz dla wielu gatunkow roslin leczniczych umozliwiajgc
tym samym przeniesienie skali produkcji metabolitow wtérnych z hodowli
w kulturze ptynnej z wytrzgsaniem w kolbach do skali podttechniczne] badz
technicznej w bioreaktorach (Baque i in., 2012, Murthy i in., 2008). Co wiecej,
dotychczasowe badania wskazujg, ze kultura korzeni przybyszowych moze
dostarczac nie tylko wiekszej biomasy niz w przypadku zawiesiny komorkowej
czy kalusa, ale rowniez pozwala na uzyskanie wyzszego stezenila zwigzkow
biologicznie czynnych (Baque iin., 2012; Cuiiin., 2013).

Poza kulturami korzeni przybyszowych inicjowanych z kalusa, mozliwe jest
takze wykorzystanie korzeni odcietych bezposrednio od rosliny (ang. excised root
culture) (Butcher i Street, 1964; Marin i Marin, 1998). Korzenie takie wykazujg wzrost
w pozywce z udziatem (Sugimoto i Ueyama, 2008), badz tez bez udziatu
zewnetrznych regulatoréw wzrostu (Jeziorek i in., 2019). Niezaleznie od sposobu
uzyskiwania kultury korzeni, jej gtdwnym zastosowaniem jest biosynteza
zwigzkow biologicznie czynnych, ktore pozyskiwac¢ mozna zarowno z tkanek, jak
rowniez z pozywki po ich hodowli (Baque i in., 2012; Loyola-Vargas i Miranda-Ham,
1995).
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4 4. Infekcje bakteryjne i choroby nowotworowe jako globalny
problem w ochronie zdrowia

4.41. Problem antybiotykoopornosci bakterii

Choroby powodowane przez infekcje bakteryjne, zaraz po chorobach
nowotworowych, to jedna z najczestszych przyczyn zgonow, w rejonach swiata,
w ktorych dostep do podstawowej opieki medycznej 1 nowoczesnych terapii jest
ograniczony (Ritchie i Roser, 2020; Roser i Ritchie, 2020). W krajach o niskich
dochodach, w 2019 roku, choroby infekcyjne znalazty sie wsréd najczestszych
przyczyn zgonow (WHO, 2020). Problem infekcji nie omija krajéw o srednich
1 wysokich dochodach. Wedtug raportu Europejskiego Centrum Kontroli Chordob
(ECDC), 330000 ludzi na terenie Unii Europejskiej i terenie krajow z obszaru
ekonomicznego Europy (EEA) umiera kazdego roku bezposrednio z powodu infekcji
wywotanych zakazeniem bakteryjnymi szczepami opornymi na antybiotyki
(Cassini 1 in., 2019). Jest to przyczyna zgonu porownywalna swoim zakresem do
Smiertelnosci wywotane] tgcznie przez dgrype, gruzlice 1 HIV/AIDS. Dane
opublikowane przez WHO podkreslajg, ze wsrod choréb infekcyjnych, najwiekszy
problem stanowi wiasnie lekoopornosc patogenow. W skali globalne] prowadzi ona
do ok. 700 000 zgonow rocznie, a wartos¢ ta ma szanse wzrosng¢ do nawet
10 milionéw do 2050 roku (WHO 2018, 2019). Koszty wynikajagce z problemu
antybiotykoopornosci, w tym leczenia 1 hospitalizacji, w samej tylko Europie
wynoszg ok. 9 miliardéw euro rocznie (Llor i Bjerrum, 2014; Prestinaci i in., 2015)
110sng wraz ze wzrostem liczby zakazen.

Antybiotyki sg lekami pierwszego wyboru w leczeniu zakazen bakteryjnych
u ludzi 1 zwierzat. Od momentu ich wynalezienia pod koniec lat 20. XX wieku, staty
sle najwazniejszym czynnikiem redukujgcym smiertelnos¢ wynikajgca z zakazen
bakteryjnych. W slad jednak za kolejnymi nowymi antybiotykami zaobserwowano
pojawienie sie niepokojgcego zjawiska jakim jest nabywanie przez
mikroorganizmy opornosci na stosowane metody ich zwalczania. Na globalny
problem antybiotykoopornosci miaty wptyw zaréwno zwiekszona migracja
ludnosci, intensywne, czesto nieuzasadnione stosownie antybiotykow u ludzi
1zwierzat, ale rowniez zte warunki sanitarne, w tym staby dostep do kanalizacji
1oczyszczania sciekow, szczegolnie w krajach o niskich 1 srednich dochodach
(Singeriin, 2016). Zanieczyszczenie srodowiska antybiotykami to warunki idealne
do wytworzenia presji selekcyjnej, gtownej sity napedowe] do pojawienia sie
wielolekoopornych szczepow bakterii. Analizy wskazuja, ze najwiekszy udziat
w naduzywaniu antybiotykow ma przede wszystkim hodowla zwierzat
(Van Boeckeliin.,, 2015). Pomimo wprowadzenia w 2005 roku przez Unie Europejska
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zakazu stosowania antybiotykéw do celéw niemedycznych (Komisja Europejska,
2005) ich zuzycie nadal pozostaje wysokie.

Na rosnagcy problem antybiotykoopornosci ma takze wpltyw ograniczone
tempo odkrywania nowych grup antybiotykow 1 rozwigzan terapeutycznych.
Od lat 70. ubiegtego wieku tempo to drastycznie zmalato. W przeciggu ostatnich
30 lat tylko dwie klasy nowych lekow zostaty zatwierdzone do wykorzystania
w lecznictwie 1 wprowadzone na rynek: oksazolidon 1 lipopeptydy, stosowane
przeciwko bakteriom Gram (+) (Abreu i in., 2012). W przypadku bakterii Gram (-)
wprowadzono Jedynie lek kombinowany: Zerbaxa, bedacy inhibitorem
B-laktamazy, ztozonym z dwodch antybiotykow: ceftalozonu 1 tazobaktamu
(Cheesman iin., 2017).

W walce z problemem antybiotykoopornosci samo odkrywanie nowych
antybiotykow jest juz niewystarczajgce. Kluczowym staje sie stosowanie
zroznicowanych metod dziatania, np. poprzez wspieranie terapii antybiotykowych
zwlgzkami przeciwbakteryjnymi, ktore oddziatujg jednoczesnie na rozne cele
molekularne lub blokujg mechanizmy opornosci (Brooks i Brooks, 2014).
Poszukiwane sg wiec miedzy innymi, rozwigzania oparte o oddziatywania
synergistyczne. taczenie dwoch lub wiece] czynnikow przeciwbakteryjnych
pozwala zarowno obnizac toksycznosc¢ dla cztowieka dzieki zmniejszeniu dawki
lekow, przy jednoczesnym zwiekszeniu ich skutecznosci (Berenbaum, 1978).
Do takich zwigzkow nalezg m.in. nanoczastki srebra (AgNPs). Sg to metaliczne,
trojwymiarowe struktury o wymiarach do 100 nm, uzyskane w wyniku redukcji
jonow srebra 1 ustabilizowaniu ich przed agregacjg za pomocg polimeru lub
ligandow (Lee i Jun, 2019). AgNPs znajdujg zastosowanie jako pojedyncze czynniki
przeciwbakteryjne (Duran i in., 2016), ale mozliwe jest ich tgczenie z innymi
zwigzkami, w tym z antybiotykami (Ahmadiin, 2020; Panacek i in., 2016; Phitaktim
1in,, 2016), czy tez ekstraktami roslinnymi (Krychowiak i in., 2014). Co wiecej,
mozliwa jest tez ich ekologiczna synteza np. z wykorzystaniem ekstraktow
roslinnych (Banasiuk i in., 2020; Loo i in., 2012; Rénavari i in., 2017). Pozwala
toobnizy¢ zarowno Kkoszty syntezy, jak rowniez zuzycie toksycznych
odczynnikow.

4.4.2. Roslinne metabolity wtorne jako zwigzki przeciwdrobnoustrojowe

Wykorzystanie roslin jako zrodta zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych,
dezynfekcyjnych 1 konserwujacych znane byto jeszcze przed odkryciem
mikroorganizmow. Bazujgc na praktyce ich uzycia zaobserwowano,
ze zastosowanie niektorych roslin poprawiato stan zdrowia ludzi zmagajgcych sie
z infekcjami. Sok z zurawiny i berberysu stosowane w zakazeniu drég moczowych,
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czy tez czosnek 1 wyciag z drzewa herbacianego posiadajgce szerokie spektrum
aktywnosci przeciwbakteryjnej, znajdujg sie od lat w podrecznikach do fitoterapii
(Heinrichiin., 2004) i stosowane sg do dzis. W sktadzie ekstraktéw pozyskiwanych
z wyze] wymienionych roslin znajdujg sie zwigzki aktywne wchodzace
w interakcje z mikroorganizmami, prowadzac do zaburzenia ich komunikacji,
zapobiegajgc ich przyleganiu do powierzchni, czy tez bezposrednio dziatajgc na nie
bakteriobojczo (Cowan, 1999).

W wielu rejonach swiata, zwtaszcza w krajach o niskich dochodach gdzie
dostep do podstawowe] opieki medycznej 1 lekow jest nadal ograniczony,
ok. 70-80% populacji korzysta z substancji leczniczych pochodzacych ze zrodet
naturalnych, gtéwnie roslin (WHO, 2002). Zainteresowanie naturalnymi zrédtami
zwigzkow, w tym o aktywnosci przeciwbakteryjnej, nie ogranicza sie tylko do tych
regionow. Nasilajgcy sie problem antybiotykoopornosci, jak rowniez wzrastajgcy
trend w zastosowaniu naturalnych srodkoéw konserwujacych lub wzbogacajacych
Zywnosc¢ 1 kosmetyki, przywrocit zainteresowanie roslinami jako zrodta substancji
aktywnych. W samych tylko Stanach Zjednoczonych w 2008 roku wydatki
mieszkancow na produkty medycyny tradycyjne] badz chinskiej wyniosty
14,4 miliarda dolarow (Nahin iin., 2009). Szacuje sie, ze wartos¢ rynku samych tylko
ekstraktow roslinnych do 2025 roku moze osiggng¢ 59,4 miliardy dolarow
(,Plant Extracts Market by Type - Global Forecast to 2025", 2019).

Wykorzystanie ekstraktow 1 zwigzkow pochodzenia roslinnego
rozpatrywane Jest nie tylko w kontekscie zastosowania farmaceutycznego,
alerowniez jako naturalnych dodatkéw w produkcji zywnosci i kosmetykow.
Narynku znane sg juz komercyjne produkty pochodzenia roslinnego, ktorych
zadaniem jest zabezpieczanie produktu przed rozwojem mikroorganizmow. Wsrod
nich znajdujg sie wycigg z bambusa (Phyllostachys edulis) oferowany pod nazwag
Takeguard™ przez firme Takex Labo (Osaka, Japan), czy tez przeciwplesniowa
mieszanina naturalnych ekstraktow Biovia™ YMIO0 zawierajgca miedzy innymi
ekstrakt z zielonej herbaty (Chibane i in., 2018).

Szeroko zakrojone badania wsrod 50 najpopularniejszych roslin o znaczeniu
medycznym z 26 roznych rodzin wykazaty, ze w 72% badanych gatunkow znalez¢
mozna zwigzki o aktywnosci przeciwbakteryjnej. Aktywnosc ta skierowana byta
zaréwno przeciwko bakteriom Gram (+) jak i Gram (-) (Srinivasan i in., 2001).
Zwigzki pochodzenia roslinnego wykazujgce aktywnosc przeciwdrobnoustrojowsg
nalezg przede wszystkim do flawonoidow, alkaloidow, terpenow, fenoli, polifenoli
lub kumaryn.

Metabolity wtoérne roslin oddziatujg z mikroorganizmami zarowno
bezposrednio, najczesciej przez niespecyficzne wigzanie z biatkami, destabilizacje

27



bton komorkowych i zwiekszanie ich przepuszczalnosci, oddziatywanie na kanaty
transbtonowe 1 pompy efflux, jak rowniez ograniczajgc przyleganie czy zaburzajgc
komunikacje opartg o guorum sensing (Borges i in., 2013; Cowan, 1999; Rios i Recio,
2005; Savoia, 2012). Blizsze poznanie struktur i mechanizmow dziatania zwigzkow
pochodzenia roslinnego stwarza mozliwosci ich chemicznej modyfikacji, w celu
podwyzszenia ich skutecznosci. To z kolei rozszerza ich potencjat w zastosowaniu
do produkcji nowych lekow.

Zwigzki pochodzenia roslinnego mogg takze wchodzi¢ w interakcje
synergistyczne z innymi skladnikami ekstraktow, a takze innymi zwigzkami
przeciwbakteryjnymi, m.in. antybiotykami (Sakagami i in., 2005), czy tez
nanoczastkami srebra (Krychowiak i in., 2014, 2018). Pozwala to obnizy¢ dawki
substancji przy jednoczesnym zwiekszeniu ich skutecznosci. Co wiece] zwigzki
pochodzenia roslinnego mogg peti¢ funkcje ko-terapeutykoéw oraz tzw.
czynnikow modyfikujacych opornos¢ (Abreu i in., 2012). Poprzez oddziatywanie
z iInnymi celami komorkowymi, czy tez inhibicjg mechanizmow opornosci bakterii,
umozliwiajg zastosowanie znanych juz antybiotykow przeciwko bakteriom, ktore
sg Juz na nie oporne. Przykiadem moze by¢ tu zastosowanie a-mangostyny
izolowanej z owocoéw mangostanu (Phitaktim i in., 2016; Sakagami i in., 2005), czy
tez kaempferolu lub kwercetyny (Siriwong i in., 2016), ktére w potaczeniu
z antybiotykiem z grupy B-laktamow wykazywaty oddziatywanie synergistyczne,
zwiekszajgc skutecznosc terapeutyczng antybiotykow, w stosunku do szczepow
opornych na B-laktamy.

4.4.3. Zwigzki pochodzenia roslinnego w terapiach przeciwnowotworowych

Choroby nowotworowe, =zaraz po chorobach uktadu krgzeniowo-
oddechowego, sg jedng z najczestszych przyczyn zgonow wsrod ludzi na swiecie.
Tylko w 2018 roku zarejestrowano ok. 9,6 miliona zgonow oraz 18,1 miliona nowych
przypadkow zachorowan wywotanych przez nowotwory (Bray i in., 2018). Szacuje
sie, ze do 2030 roku liczba przypadkow sSmiertelnych spowodowanych
bezposrednio przez nowotwory ma wzrosngc do 27,1 miliona, zwtaszcza w krajach
o wysokim dochodzie (Brayiin., 2018; Fitzmaurice i in., 2017). Czynniki wptywajgce
na wzrost wskaznikow zachorowania na nowotwory sg ztozone. Obejmujg swym
zakresem przede wszystkim wydtuzenie czasu zycia (Brayiin., 2018; Roser i Ritchie,
2015). Nie bez znaczenia pozostajg takze czynniki zwigzane bezposrednio ze stylem
zycia: palenie papierosow, naduzywanie alkoholu, nieprawidiowa dieta czy tez
zanieczyszczenie stodowiska (Bray iin., 2018; Maule i Merletti, 2012). Niezaleznie od
przyczyny, nowi pacjenci bedg potrzebowali skutecznych 1 bezpiecznych metod

leczenia.
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W  ciggu ostatnich kilku dekad liczba dostepnych terapii
przeciwnowotworowych poszerzyta sie o wiele nowych metod 1 zwigzkow
aktywnych. Wsrod nich znajdujg sie leki biologiczne, leczenie hormonalne,
immunoterapia i nowoczesna chemioterapia (Cancer Research UK, 2017).
Nadrzednym celem badan jest wprowadzanie na rynek skutecznych
1 bezpiecznych metod leczenia, o mozliwie niskiej toksycznoscl 1 minimalnym
dziataniu niepozadanym (Sporn i Liby, 2005). Niestety, wiekszos¢ z dostepnych
obecnie chemioterapeutykow charakteryzuje sie waskim oknem terapeutycznym
z powodu niskiej selektywnosci wzgledem komoérek nowotworowych (Kratz i in.,
2008), co wymusza dalsze poszukiwanie nowych zwigzkéw i rozwigzan.

Zwigzki pochodzenia roslinnego stanowig wazng gatgz rozwoju lekow
przeciwnowotworowych. Szacuje sie, ze dotychczas ponad 3 000 gatunkow roslin
wykorzystywanych byto w terapiach przeciwnowotworowych (Kaur i in., 2011).
Substancje wykryte w roslinach wykorzystywane byty w leczeniu jako pojedyncze
zwlazkl lecznicze, badz stanowity podstawe do produkcji catkowicie nowych
zwigzkow. Wsrod najbardziej rozpowszechnionych znajdujg sie taksany, w tym
paklitaksel 1 jego pochodne, alkaloidy barwinka rozyczkowego, inhibitory
topoizomerazy z grupy epipodofilotoksyn, czy tez pochodne alkaloidow
chinolinowych (Amin i in, 2009; Igbal 1 in., 2017, Kauriin., 2011, Lichota
1 Gwozdzinski, 2018; Solowey i in., 2014). Zwigzki roslinne, dzieki analizie ich
budowy i interakcji z innymi czgsteczkami, stanowig platforme do projektowania
nowych, skutecznych, potsyntetycznych zwigzkow, o poprawionej selektywnosci
1lepszej biodostepnosci, niz zwigzki pierwotnie izolowane (Lichota i Gwozdzinski,
2018). Nowoczesne narzedzia bioinformatyczne przyczyniajg sie natomiast
do zwiekszania tempa prowadzenia badan przesiewowych wsrod zwigzkow
opisywanych w roslinach, dzieki analizie podobienstwa z juz dostepnymi na rynku,
badz badanymi substancjami aktywnymi przeciwnowotworowo (Dai i in., 2016).

Zwigzki pochodzenia roslinnego wykazujg najczesciej wiece] niz jedng
aktywnosc¢ biologiczng mogac jednoczesnie oddziatywa¢ na wiele celow
molekularnych (Wink, 2010). W sposéb posredni mogg wiec chroni¢ przed
nowotworami, ostania¢ zdrowe tkanki lub wspiera¢ dziatania terapeutyczne.
Na szczegolng uwage zastugujg wiasciwosci przeciwutleniajgce, przeciwzapalne,
ochronne dla komorek watroby, immunomodulujgce 1 chemoprewencyjne
(Farombi i Owoeye, 2011; Ramawat i Goyal, 2009; Wollenweber i in., 2003; Yang1i in.,
2018). Podobnie jak miato to miejsce w przypadku wykorzystania substancji
pochodzenia roslinnego do zwalczania mikroorganizmow, metabolity wtorne
mogg rowniez oddziatywa¢ w  sposob  synergistyczny <z innymi

chemioterapeutykami lub uwrazliwia¢ komaérki nowotworowe na inne leki (Niiin.,
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2018; Shaoiin., 2013), poprawiajac tym samym skutecznos¢ dziatania stosowanych
substanciji leczniczych.

4.5, Rosliny z rodzaju Iris

Rosliny z rodzaju Irzs sg jedng z najpopularniejszych rodzin roslin
ozdobnych spotykanych w ogrodach. Rodzaj ten obejmuje ok. 300 gatunkow (Baser
1 in, 2011). Charakteryzujg sie one tatwoscig uprawy, trwatoscig i okazatym
wygladem kwiatow. Dzieki temu zyskaty popularnos¢ wsréd hodowcow. Irysy
cleszg sie rowniez zainteresowaniem ze wzgledu na mozliwosc ich wykorzystania
w przemysle. Wsrod nich najpopularniejsze gatunki: /rzs florentina, Iris pallida
1 [ris germanica, stanowig zrodio ekstraktow wykorzystywanych do
aromatyzowania potraw, jako dodatek do ginu (Blue Sapphire, Magellan Blue), czy
tez jako zrodto drogocennej esencji (ang. orris root absolute) do produkcji perfum
1 kosmetykow jako aromat i srodek utrwalajgcy inne zapachy (Crisan i Cantor,
2016). Ze wzgledu na obecnos¢ w ich tkankach licznych zwigzkow, ktore korzystnie
wplywajg na kondycje skory (dziatanie przeciwzmarszczkowe, ujedrniajgce
irozjasniajgce przebarwienia), staly sie obiektem ochrony patentowej
w zastosowaniach kosmetycznych (Bretoniin., 2002; Devilard iin., 2014). Co wiecej,
zwigzki biologicznie czynne z irysow wykorzystywane do produkcji kosmetykow,
z powodzenlem pozyskiwane sg juz z kultur /n wvitro komorek zawiesinowych
(Georgieviin, 2018).

Irysy sag bogatym zrodtem zwigzkow biologicznie czynnych: terpenoidow,
ksantonow 1 zwigzkow fenolowych, wsrod ktorych najwiekszy udzial majg
flawonoidy i izoflawony (Kassak, 2012; Kukula-Koch i in., 2015; Mykchailenko
1 Kovalyov, 2016; Wang i in., 2010; Wollenweber i in., 2003). Jak wskazujg badania,
rodzaj /ris, zaraz po rodzinie bobowatych (Fabaceae), jest jednym z najwiekszych
znanych zrodet bioaktywnych izoflawonow. Zwigzki dotychczas izolowane
z tkanek irysow wykazywaty witasciwoscl estrogenowe, ochronne na komorki
watroby, przeciwnowotworowe, przeciwutelniajgce i przeciwzapalne (Basgedik
11in.,2014; Chen1iin, 2018; Fangiin., 2008; Kim1in. 2012; Mohamed 1 in., 2013; Rehab,
2017; Rigano i in., 2009; Telang i in., 2013; Wollenweber i in., 2003). Co wiecej,
przynajmniej jeden ze zwigzkow - tektorigenina, izolowany z / germanica, znalazt
zastosowanie w opatentowanej juz, farmaceutycznej recepturze wykorzystywanej
w leczeniu choréb hormonozaleznych (Wuttke i in.,, 2002). Dane literaturowe
wskazujg rowniez, ze rosliny z rodzaju /[rzs mogg byc¢ zrodtem zwigzkow
o aktywnosci przeciwbakteryjnej. Analiza ekstraktow z ktgczy takich gatunkow jak
Iris pseudopumila czy I germanica wykazaty, ze zawierajg one zwigzki hamujgce
wzrostu bakterii Gram (+), m.in. Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes

30



1 Gram (-) takich jak Pseudomonas aeruginosa czy Escherichia coli (Ibrahimiin.,
2012; Orhaniin., 2003; Riganoi in., 2006).

Rosliny z rodzaju /r1s z powodzeniem wprowadzane byty do kultur in vitro.
Eksplantatami do inicjacji kultur byly zazwyczaj liscie (Stanisi¢ i in., 2015) oraz
korzenie (Akashi i in., 2005; Laublin i in., 1991). W dotychczasowych badaniach
prezentowanych w literaturze naukowej, gtéwnym punktem wyjscia byto
zastosowanie embriogenezy bgdz ogranogenezy posredniej przez stadium kalusa.
Irysy regenerowano takze z kultury protoplastéw (Hida i in., 1999), jak réwniez
z kultury komorek zawiesinowych (Wang i in., 1999). Jak dotad nie opisano
mozliwosci zastosowania organogenezy bezposredniej do mikrorozmnazania
roslin z rodzaju /r1s.

451 Charakterystyka 1 znaczenie gatunku /77s pseudacorus

Iris  pseudacorus (kKosaciec zotty), to wieloletnia, okrytonasienna,
jednoliscienna bylina z rodziny kosac¢cowatych (/rideceae) zasiedlajgca roznorodne
srodowiska, gtownie zasobne w wode. Wystepuje na mokradtach, brzegach rzek,
jezior, stawow, ciekow wodnych, w rowach melioracyjnych, ale takze
w przydomowych ogrodach wodnych (Sutherland, 1990). W s$rodowisku
naturalnym dorasta do nawet 1,5 m wysokosci. I pseudacorus kwitnie na zotto
(Fotografia 1a) na przetomie maja i czerwca. Z zapylonych przez owady kwiatow
zawigzujg sie zarodki zamkniete w nasionach (Fotografia 1b), ktére dojrzewajg
latem 1 jesienig, by na przetomie listopada i grudnia wysypac sie do zimnej wody.
Naprzemianlegte, podituzne, sptaszczone 1 ostro zakonczone liscie, odrastajg
koncentrycznie od podstawy todygi, ktéra wraz z przyrastaniem mitodych lisci,
przeksztatcana jest w kigcze (Fotografia 1c, 1f). Jest to gtowny merystem rosliny,
z ktorego wyrastajg kolejne klony irysa. Od kigcza odrastajg liczne korzenie
przybyszowe, ktore w sprzyjajacych warunkach tworzg gestg sie¢ wnikajgcg
w glab podioza (Fotografia 1d). Jest to jedng z przyczyn akumulacji osadéw
(Fotografia le), osuszania terendéw 1 wypierania innych gatunkoéw z zasiedlonego
przez irysy terytorium.

[ pseudacorus jest gatunkiem rodzimym dla Europy, zachodniej Azji
1 poinocnej Afryki (Sutherland, 1990). W rejonach Stanéw Zjednoczonych, Kanady,
Nowej Zelandii i potudniowej Afryki uwazany jest za gatunek inwazyjny, ktory
rozprzestrzenit sie w sposob niekontrolowany z przydomowych ogrodow
(JacaiMkhize, 2015, Mopper i in., 2016; Sutherland, 1990). Kosaciec zolty
rozprzestrzenia sie tatwo za posrednictwem ptyngcej wody. Jego kruche kigcza
moga by¢ transportowane z pradem po okresowym zalewaniu terenu (Jaca
1Mkhize, 2015; Sutherland, 1990). Szczegotowa analiza wykazata jednak,
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ze skutecznosc rozprzestrzeniania sie [ pseudacorus w duzo wiekszym stopniu
wynik z rozmnazania przez nasiona (Gaskin i in., 2016).

Fotografia 1. Charakterystyka roslin Iris pseudacorus. a. kwiat; b. dojrzate
nasiona o owalnym ksztatcie, sredniej wielkosci ok. 8 mm; c. pokrdj lisci
i todygi; d. todyga wraz z ktagczem i fragmentami korzeni przybyszowych;
widoczne liczne, geste korzenie boczne; e. rozbudowany system
korzeniowy z uwiezionymi osadami; f. wyglad oczyszczonych ktaczy,
ktore pod wptywem dostepu tlenu zmieniajg kolor z biato-zottego
na rézowo-czerwony.

Kosaciec zotty jest gatunkiem odpornym na niekorzystne warunki
srodowiskowe. Porasta tereny ubogie w tlen, szczegdlnie tereny
okresowo-zalewowe, a takze stale podmokie. Posiada wysokg wytrzymatosc¢ na
niedotlenienie (Hetherington i in., 1983) itoleruje szeroki zakres pH gleby od 3,6
do 7,7 (Sutherland, 1990). Pobiera i akumuluje metale ciezkie (Barbolani i in., 1985;
Caldelasiin, 2012), zanieczyszczenia fosforanowe i azotanowe (Chang i in., 2010;
Yousefi i Mohseni-Bandpei, 2010), czy tez zanieczyszczenia farmaceutykami,
np. kodeing (Mackulak iin., 2015). Z tego tez wzgledu gatunek ten rozpatrywany jest
w licznych pracach naukowych jako organizm o potencjale w bioremediacji wod
igleby m.in. w konstruowanych, sztucznych mokradtach (ang. constructed
wetlands) (Larue iin., 2010).

Szerokie rozpowszechnienie tego gatunku jest zarowno jego wada, jak
1zaletg. Ze wzgledu na swoj] agresywny charakter w zasiedlaniu nisz
ekologicznych 1 wypieraniu gatunkow rodzimych ze srodowiska, jest uwazany za
gatunek wysoce inwazyjny i niepozadany (Jaca, 2013; Mopper i in., 2016). W takich
miejscach czesto podlega zwalczaniu za pomocg mechanicznego usuwania bgdz
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stosowania opryskow (Jacobs i in., 2010). Usuwany materiat nie nadaje sie jednak
do wykorzystania jako pasza dla zwierzat (USDA, 2013), a biomasa roslinna jest
niszczona. Zaletg jest niewatpliwie tempo wzrostu, tatwosc¢ uprawy oraz szeroka
dostepnosc.

45.2. Ekstrakty 1 metabolity wtorne z tkanek / pseudacorus

Warunki wystepowania [ pseudacorus oraz jego ekspansywna natura
sugerujg, ze gatunek ten jest zrodiem roznorodnych zwigzkow biologicznie
czynnych, zapewniajgcych mu skuteczng adaptacje oraz wysokg konkurencyjnosc
w zasiedlanych niszach ekologicznych (Bonfils i in., 1994; Mikhailenko i in., 2017).
Dotychczas opublikowane prace naukowe wskazujg na mnogosc¢ potencjalnie
aktywnych metabolitow syntetyzowanych w tkankach /7 pseudacorus. W zadne;]
z prac nie skupiono sie jednak na sprawdzeniu ich potencjatu przeciwbakteryjnego.
Kosaciec zotty w swoich tkankach zawierajg bowiem metabolity z grup, w ktorych
najczescie] odnajdywane sg zwigzki o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe],
m.in. terpeny, zwiazki fenolowe: kwasy fenolowe, flawonoidy 1 izoflawony
(Marner iin. 1990; Hanawa, Tahara i Mizutani, 1991; Bonfils i in., 1994; Kovalev, 2013;
Kassak, 2014, Tarbeeva i in., 2014, 2015; Mykchailenko 1 Kovalyov, 2016; Rehab, 2017,
Mykchailenkoiin., 2020).

Jak dotgd wykazano, ze ekstrakty z lisci I pseudacorusposiadajg aktywnosc
estrogenowg zarowno w badaniach na liniach ludzkich komorek nowotworowych
MCF-7, posiadajgcych aktywne receptory estrogenowe, jak réwniez w badaniach
nvivo na szczurzym modelu zwierzecym (Rehab, 2017). Wykazano takze,
ze zastosowanie ekstraktow z kigczy moze stymulowac dziatanie osteoblastow
1 osteoklastow, wptywajac na zmniejszenie resorpcji kosci (Kimiin., 2009). Zwigzki
polifenolowe izolowane z korzeni [ pseudacorus wykazywaly zdolnosc
do hamowania proliferacji komérek nowotworowych linii HT-29 (okreznicy)
(Tarbeeva i in., 2015). Obecnos¢ w tkankach takich zwigzkéw jak genisteina
i daidzeina (Mykchailenko i Kovalyov, 2016; Mykhailenko i in., 2020) sugerujg, ze
ekstrakty z tkanek I pseudacorus mogg takze wykazac¢ dziatanie hamujgce
proliferacje komoérek nowotworu piersi z aktywnymi receptorami estrogenowymi,
co potwierdzajg badania nad tymi zwigzkami izolowanymi z innych gatunkow
roslin (Hsiehiin., 1998; Juiin., 2006; Zhuiin, 2018). Ze wzgledu na powszechnosg,
szybki przyrost biomasy 1 zakres produkowanych zwigzkow aktywnych
[ pseudacorus wydaje sie by¢ bardzo dobrym, potencjalnym zrodtem zwigzkow
biologicznie czynnych.
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5. Hipoteza badawcza i uzasadnienie
wyboru problematyki badawczej

Rosliny Iris pseudacorus mogg stanowic nowe, tatwo
dostepne zrodto metabolitow wtornych o szerokim
spektrum aktywnosci biologicznej, w tym
przeciwbakteryjnej i przeciwnowotworowe.

)

Globalne zapotrzebowanie na ekstrakty roslinne nieprzerwani To$nie i jest
Scisle zwigzane z rozwojem przemystu farmaceutycznego, kosmetycznego
i spozywczego. Zrodtem materiatu mogg by¢ zaréwno rosliny z hodowli w glebie,
jak réwniez kultury tkankowe 1 komorkowe prowadzone w warunkach in vitro.
Na szczegolng uwage zastugiwac powinny gatunki powszechnie wystepujace,
0 szybkim przyroscie biomasy, niebedace jeszcze masowo wykorzystywane
w produkcji  lekow czy kosmetykéw oraz nie bedgce w puli roslin
wykorzystywanych jako sktadniki pokarmowe. Jednym z gatunkow, ktory spetnia
te zatozenia, jest I pseudacorus. Jako gatunek o szybkim przyroscie biomasy, tatwo
rozmnazajacy sle w warunkach naturalnych, o wysokiej odpornosci
na niekorzystne warunki srodowiskowe, moze byc¢ rozpatrywany jako zrédio
zwlazkow aktywnych. I pseudacorus, ze wzgledu na mozliwos¢ intensywnego
zarastania zasiedlonego terenu, czesto wymaga usuwania go mechanicznie
zmiejsc niepozgdanych - ciekow wodnych, rowow melioracyjnych czy
tez zbiornikow wodnych. Ponadto, gatunek ten moze by¢ wykorzystywany
w bioremediacji wod 1 gleby zanieczyszczone] m.in. materig organiczng. W obu
przypadkach materiat taki, zamiast podlega¢ zniszczeniu, mogiby byc
przetwarzany do celow pozyskiwania zwigzkoéw aktywnych na potrzeby
przemystu o nizszych wymaganiach czystosci niz przemyst farmaceutyczny,
zwtaszcza w kontekscie prowadzenia dziatan przemystowych w mysl
ZIOWNowazonego rozwoju.

Liczne doniesienia wskazujg, ze [ pseudacorus jest zasobny w szereg
zwigzkow fenolowych, a jego odpornos¢ na obecnos¢ metali ciezkich sugeruje,
ze gatunek ten moze by¢ bogatym zrodtem tanin. Zwigzki te, ze wzgledu na swoj
polimerowy charakter, znajdujg juz zastosowanie w przemysle np. drzewnym,
do produkcji klejow 1 wyrobow drewnopochodnych. Na szczegolng uwage
zastuguje jednak potencjat farmaceutyczny [ pseudacorus. Pomimo
powszechnosci tego gatunku, stosunkowo nieliczne publikacje opisujg dziatanie
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biologiczne zwigzkow syntezowanych w jego tkankach. Irysy sg bogatym zrodtem
izoflawonow 1 flawonoidow — zwigzkow wykorzystywanych juz w wyrobach
medycznych 1 lekach objetych badaniami naukowymi, w tym badaniami
klinicznymi, czego przyktadem mogg by¢ genisteina i daidzeina.

W przypadku zastosowan farmaceutycznych roslin, konieczna staje sie
rowniez sprawdzenie mozliwosci pozyskiwania zwigzkow aktywnych z kultur
tkankowych 1n witro. Dotychczasowe badania dotyczace kultur rosliny
[ pseudacorus sa ograniczone, co stwarza przestrzen do nowych odkryc.

W sSwietle powyzszych argumentow, [ pseudacorus wydaje sie byc
odpowiednim kandydatem do szeroko zakrojonych badan nad mozliwoscig
wykorzystania tego gatunku jako nowego zrodia zwigzkow biologicznie czynnych
0 szerokim spektrum zastosowania.
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6.

Cele pracy

Celem niniejszej pracy byto okreslenie uzytecznosci roslin
Iris pseudacorus jako zrodta zwigzkow o aktywnosci
biologicznej.

W tym:

Opracowanie metod hodowli tkankowej i mikrorozmnazania w warunkach
In vitroroslin z gatunku 7 pseudacorus, w celu pozyskiwania zwigzkow
0 aktywnosci biologiczne;.

Analiza aktywnosci biologicznej (przeciwbakteryjnej i cytotoksycznej)
ekstraktow z tkanek roslin I pseudacorus hodowanych w glebie.

Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej ekstraktow z tkanek 1 pozywki
pohodowlanej z kultur in vitro.

Izolacja 1 identyfikacja zwigzkow biologicznie czynnych, o aktywnosci
przeciwbakteryjnej z roslin 7 pseudacorus.

Analiza mozliwosci wykorzystania ekstraktow z 7 pseudacorus jako
czynnika redukujgcego w ekologicznej syntezie przeciwbakteryjnych
nanoczastek srebra.
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7. Materialy i metody

7.1. Kultury in vitro roslin I. pseudacorus
7.11. Pozywki do hodowli roslin 1 tkanek 7 pseudacorus

Kultury [ pseudacorus prowadzono na pozywkach Murashige i Skoog
(Murashige i Skoog, 1962): ptynnej badz zestalonej agarem (7 g/L) [Sigma]. Sktad
podstawowej pozywki prezentuje Tabela 1. W zaleznosci od prowadzonego
eksperymentu, zmianie ulegaty: stezenie sacharozy, ilos¢ dostepnego azotu oraz
stosowane dodatki i regulatory wzrostu wymienione w Tabeli 2. W celu
ograniczenia niekorzystnego wptywu zwigzkow fenolowych wydzielanych przez
eksplantaty, do wszystkich pozywek (z wyjgtkiem pozywki do kietkowania nasion),
stosowano dodatek poli(winylopirolidonu) (PVP) [Sigma], w stezeniu 0,3%. Wartos¢
pH pozywki = 5,8, requlowano przy pomocy 2 M wodorotlenku sodu, badz 1 M kwasu
solnego. Pozywki sterylizowano w autoklawie parowym w temperaturze 121°C,
cisnieniu 1 atm przez 25-40 minut. Czas sterylizacji uzalezniony byt od ilosci
przygotowywanej pozywki.

7.1.2. Podstawowe warunki hodowli

Rosliny 7 pseudacorus w kulturach in vitrohodowano w klimatyzowanych
pomieszczeniach — fitotronach, w temp. 19-21°C, przy sztucznym biatym swietle
o natezeniu 80 umol fotonéw m™s™, w trybie 16 godzin dnia i 8 godzin nocy. Rosliny
w pozywkach ptynnych, hodowano w kolbach typu Erlenmeyer, o pojemnosci
250 mL, na wytrzasarkach orbitalnych (110 rpm) [New Brunswick Scientific Innova
2350].

7.1.3. Sterylizacja nasion 1 wprowadzenie roslin [ pseudacorus do kultury in vitro

Nasiona /I pseudacorus pozyskano z Ogrodu Botanicznego Uniwersytetu
Adama Mickiewicza w Poznaniu. Przed sterylizacjg nasiona poddano 24-godzinnej
stratyfikacji w 4°C, w roztworze wodnym gibereliny (GAs) [Sigma), o stezeniu
50 mg/L. Po stratyfikacji nasiona ptukano przez 30 sekund w 70% alkoholu
etylowym [POCH]. Jako $rodek sterylizujgcy zastosowano 5,25% podchloryn sodu
[PPM Cerkamed]. Nasiona inkubowano nastepnie w podchlorynie przez 10 min,
w probowkach ostonietych od sSwiatta, mieszajgc zawartos¢ systematycznie
w odstepach ok. 2 min. Poinkubacji 1 usunieciu podchlorynu nasiona ptukano

trzykrotnie jatowg wodg demineralizowang przez: 5,51 15 min.
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Tabela 1. Sktad podstawowe] pozywki Murashige i Skoog (mg/L). Sktadniki rozpuszczano
w wodzie demineralizowanej i uzupetniono do 1000 mL.

Skiadniki nieorganiczne - Murashige and Skoog basal medium
[Duchefa Biochemie]*

Makroelementy Mikroelementy
KNOs 1900,00 HsBOs 6,200
KH2PO4 170,00 MnSO4+H:0 16,900
NH.NO3 1650.00 CoCl,6H,0 0,025
MgSO, 180,54 CuS0O45H20 0,025
CaCl, 332,02 ZnS047H,0 8,600
Na;Mo042H,0 0,250
KI 0,830

Zrédto zelaza

FeNaEDTA 36,7

Witaminy
chlorowodorek tiaminy 01
chlorowodorek pirydoksyny 05
kwas nikotynowy 05

Zwiazki organiczne

Glicyna 2
m-inozytol 100
sacharoza [Chempur] 20000 — 40000

* Wszystkie sktadniki poza sacharozg pochodzg z firmy Duchefa Biochemie.

Tabela 2. Sktadniki dodatkowe oraz regulatory wzrostu zastosowane w pozywkach
do hodowli roslin I. pseudacorus w kulturach in vitro.

Nazwa zwigzku Stezenie w pozywce
poli(winylopirolidon) (PVP) [Sigma] 0,3%
6-benzyloaminopuryna (BAP) [Sigma] 1-2mg/L

kwas 3-naftylooctowy (NAA) [Sigmal] 0,3-1 mg/L
2-izopentyloadenina (2iP) [Sigma] 2 mg/L

tidiazuron (TDZ) [Sigma] 0,22 mg/L

siarczan adeniny dwuwodny (SA) [Sigma] 80 mg/L

cefotaksyna (claforan) [Polpharmal] 500 mg/L
karbenicylina [Roth] 500 mg/L
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Sterylne nasiona umieszczano na pozywce agarowej MS + 2% sacharozy,
w szklanych stoikach hodowlanych. Nasiona1i kietkujgce rosliny utrzymywane byty
w fitotronie, w podstawowych warunkach hodowlanych (7.1.2). Po skietkowaniuy,
rosliny przenoszone byty na pozywke MS z dodatkiem 0,3% PVP i 2% sacharozy.
Wybrane rosliny hodowano rowniez w pozywce ptynnej MS z PVP 1 40 g/L
sacharozy, z wytrzasaniem (7.1.2).

7.1.4. Dhugoterminowa hodowla  pseudacorusw systemie okresowo-zalewowym
Plantform

Wybrane rosliny /7 pseudacorus utrzymywane w pozywce ptynnej MS
z PVP + 4% sacharozy w hodowli z wytrzgsaniem zostaly przeniesione
do pojemnikow systemu okresowo-zalewowego Plantform (Welander i in., 2014).
Celem hodowli byto przyspieszenie przyrostu biomasy roslin 1 przeprowadzenie
elicytacji biosyntezy zwiazkow fenolowych. Pojemniki napeiniane byty 500 mL
pozywki MS (Tabela 1). W kazdym pojemniku utrzymywano nie wiecej niz dwie
roslinny. Poziom pozywki oraz napowiletrzanie utrzymywane byly
za posrednictwem  dwoéch  pomp  powietrza [Hailea], z  przeptywem
dostosowywanym do liczby podigczonych pojemnikow w zakresie: (I) 2-6 L/min,
(I1) 1-4 L/min oraz zastawki elektromagnetycznej. Wszystkie urzadzenia sterowane
byty za pomocg kontrolerow czasowych AX300 [Clas Ohlson]. Zalewanie pozywka
prowadzone byto w 20 cyklach obejmujgcych swym zakresem 24 godz. Schemat
cyklu przedstawiono na Rysunku 1. Pozywka wymieniana byta co 4 tygodnie przez
okres ok. 4 miesiecy.

7.1.5. Dlugoterminowa hodowla roslin w systemie okresowo-zalewowym
w kolumnie bioreaktora barbotazowego

System okresowo-zalewowy w kolumnie bioreaktora barbotazowego
wykorzystano do prowadzenia hodowli roslin transformowanych oraz
nietransformowanych (kontroli). Celem tej hodowli bylo zapewnienie
odpowiednie] przestrzeni wzrostowe] do uzyskania biomasy roslin
transformowanych pozwalajgcej na pozniejsze wykonanie ekstraktow do analizy
catkowite] zawartosci zwigzkow fenolowych (7.6.1). Szczegoty dotyczace
transformacji roslin [ pseudacorus bakteriami z gatunku Rhizobium rhizogenes
przedstawiono w podrozdziale: 7.2.

Bioreaktor (Rysunek 2) skonstruowany zostat przez dr Adama
Kokotkiewicza z Katedry 1 Zaktadu Farmakognozji Wydziatu Farmaceutyczneg,
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, w oparciu o dwa projekty: przedstawione
przez Szopa i in. (2017) oraz Jesionek i in. (2017). Budowe bioreaktora do hodowli
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irysow rozszerzono o dodanie nylonowej siatki o otworach wielkosci 20 mikronow
w celu zapobiegania przerastania korzeni przez oczka stalowego koszyka
1 zatykania wlotu dla pozywki i powietrza.

System zostat ustawiony w tryb okresowego zalewania tak, jak zostato to
przedstawione przez Jesionek i in. (2017). W oddzielnych, szklanych butelkach
umieszczano zapasowg pozywke hodowlang MS (Tabela 1). Bioreaktor pracowat
w trybie 35 min zalewania 1 37 min napowietrzania/osuszania, z przeptywem
powietrza 0,5 L/min. Do hodowli I pseudacorus wykorzystywano 250 mL porcje
pozywki MS z PVP + 4% sacharozy. Rosliny hodowane byty w 24 + 2°C w trybie
ciggtego oswietlenia (40 pmol fotonow m™s™, biate swiatto fluorescencyjne, TLD
35 W/33 zarowki Philips, Holandia). Eksperyment prowadzony byt przez 6 miesiecy.
Pozywka wymieniana byta co 4-6 tygodni. Materiat roslinny, uzyskany
po zakonczeniu hodowli, zostat optukany wodg demineralizowang 1 zamrozony
do dalszych analiz.
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Rysunek 1. Schemat cyklu zastosowanego w systemie Plantform. Pionowe strzatki
ciggte, wskazujg kierunek ruchu pozywki (géra-dét), ktérg zaznaczono
kratowanym prostokatem. Niekratowane prostokaty to kosz hodowlany i zbiornik
pozywki. Strzatka ciggta (tuk) wskazuje powrdt do pierwszego zdarzenia w cyklu.
Na kazdy cykl trwajacy 72 min skfadaty sie: 3 min podnoszenia poziomu pozywki
(wtaczenie zastawki elektromagnetycznej - zamkniecie obwodu; uruchomienie
pompy 1); 35 min w zalaniu pozywka; 25 min przerwy (opadanie grawitacyjne
pozywki, zastawka wytaczona - otwarcie obwodu w 35 minucie); 20 min
napowietrzania (pompa Il witagczona w 52 minucie).
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Rysunek 2. Schemat bioreaktora okresowo-zalewowego, w oparciu o rycine przestawiong
przez Jesionek iin. (2017): a. system zaopatrzenia w powietrze, b. bioreaktor w trybie
zalewania pozywka c. bioreaktor w fazie osuszania z pozywki, d. zdjecie rzeczywistego
reaktora zbudowanego w oparciu o przedstawione schematy; W sktad zestawu wchodza:
1. pompa powietrza, 2. filtr wstepny, 3. przeptywomierz, 4. nawilzacz powietrza, 5. filtr
wylotowy PTFE (0,22 um), 6. zbiornik pozywki, 7. stalowy kosz z siatka nylonowa,
8. naczynie hodowlane 9. filtr wylotowy z wtdkna polipropylenowego. Czarne strzatki
wskazujg kierunek przeptywu pozywki, Biate strzatki wskazujg kierunek przeptywu
powietrza. Kratowany prostokat nie oznaczony numerem to poziom pozywki.
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7.1.6. Elicytacja biosyntezy zwigzkow fenolowych w tkankach / pseudacorus
w kulturach n vitro

Eksperymenty zwigzane z elicytacjg zawartosci zwigzkow fenolowych
wtkankach [  pseudacorus przeprowadzono na miodych roslinach
utrzymywanych w kulturach in vitro w ptynnych pozywkach MS z 0,3% PVP
120 g/L sacharozy. Wyjatkiem byl eksperyment przeprowadzony dla ekstraktu
zmszyc, w ktorym elicytacji poddano rosliny hodowane w bioreaktorach
Plantform (7.1.4). W eksperymentach wykorzystano elicytory biotyczne
1 abiotyczne, ktorych stezenia i czas dzialania przedstawiono w Tabeli 3.

Bakterie z gatunku Cronobacter sakazakii przygotowano zgodnie z metodg
opisang przez Staniszewskg i in. (2003), z modyfikacjami. Bakterie C sakazakii
hodowano w pozywce BHI [BD BBL] (Tabela 17) w 37°C przez noc, w kolbach
Erlenmeyer, w inkubatorze z wytrzasaniem 150 rpm [New Brunswick Scientific
Innova 40]. Zawiesina bakteryjna zostata nastepnie poddana dziataniu toluenu
[POCH] dodanego w proporcji 100:1 (v/v), w celu doprowadzenia do lizy komodrek
bakteryjnych. Mieszanine pozostawiono na ok. 1 godz. na wytrzgsarce, w celu
odparowania rozpuszczalnika organicznego. Po jego odparowaniu, zawiesine
sterylizowano w autoklawie przez 30 min/2 atm. Lizat bakteryjny o ODew 0k. 1,2,
dodawano do pozywki MS z 0,3% PVP 1 4% sacharozg w ilosci 25 mL/L. Po ustaleniu
pPH, pozywke sterylizowano w autoklawie.

L-alanina oraz kwas jasmonowy zostaty zastosowane podobnie jak lizat
C. sakazakil —jako dodatek do pozywki. L-alanine dodawano przed sterylizacjg tak,
aby jej koncowe stezenie wynosito 0,1 mM. Kwas jasmonowy, ktorego koncowe
stezenie w pozywce wynosito 2,5 mg/L, dodawano jatowo po sterylizacji. Elicytacje
powyzszymi czynnikami prowadzono przez 1 oraz 2 tygodnie, jako kontrole
stosujgc pozywke MS z 0,3% PVP 1 20 g/L sacharozy, bez innych dodatkow.
Elicytacje prowadzono w pozywce plynnej na wytrzgsarkach orbitalnych
w podstawowych warunkach hodowli (7.1.2).

Mszyce (rodzina Aphididae), zebrano z roslin Arctium lappa
(bopian wiekszy) w lipcu 2017 roku w Przejazdowie, w Polsce. Ekstrakt
wykorzystany do elicytacji przygotowano wg. metody opisanej przez Jesionek i in.
(2018), z modyfikacjami. Przed elicytacjg 1 g mrozonych mszyc zmacerowano
w cieklym azocie i ekstrahowano 10 mL 25% alkoholu etylowego [POCH] w trzech
porcjach: 5 mL, 25 mL oraz 25 mlL, kazdorazowo ucierajgc tkanke
w rozpuszczalniku przez ok. 5 min. Uzyskany ekstrakt (10 mL) dodano do 500 mL
ptynnej pozywki MS z 0,3% PVP 1 40 g/L sacharozy. Pozywke z elicytorem dodano
do pojemnika z roslinami, zaaklimatyzowanymi wczesnie] do wzrostu w systemie

Plantform przez okres 3 miesiecy. Jako kontrole zastosowano dwa warianty
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pozywki: bez dodatku ekstraktu oraz z dodatkiem 10 mL, 25% alkoholu etylowego.
Elicytacje prowadzono w systemie Plantformprzez 7 dni.

Tabela 3. Elicytory zastosowane w celu stymulacji roslin I. pseudacorus do zwiekszenia
biosyntezy i akumulacji zwiazkéw fenolowych w tkankach hodowanych w warunkach
in vitro.

Elicytory Czas elicytacji Zawartos¢ w pozywce
biotyczne
lizat Cronobacter sakazakii 112 tygodnie 2,5%
ekstrakt z mszycy* 1 tydzien 2%
abiotyczne
kwas jasmonowy 112 tygodnie 2,5 mg/L
fenyloalanina 112 tygodnie 0,1l mM
zmniejszenie zawartosci azotu 5 tygodni Dwa warianty pozywki:
w pozywce MS - bez NH4NOs
- bez KNOzoraz NH4NO;

* Elicytacja w bioreaktorze Plantform

Elicytacje abiotyczng zwigzang 2z ograniczong dostepnoscig azotu
w pozywce przeprowadzono przygotowujac dwa rodzaje pozywki MS z dodatkiem
0,3% PVP 1 4% sacharozy: (I) bez NH4NO;, (IT) bez KNO; oraz NH:NOs. Jako kontrole
zastosowano peing pozywke MS z solami NHsNO; 1 KNOs. We wszystkich
powyzszych przypadkach, rosliny hodowane byty w kolbach Erlenmeyer 250 mL
w 35 mL pozywki na wytrzgsarkach w podstawowych warunkach hodowlanych
(7.1.2).

7.1.7. Inicjacja kultury pedow

Do zainicjowania kultury pedow zastawano dwa warianty eksplantatow:
hipokotyle swiezo skietkowanych irysow utrzymywanych w warunkach in vitro
(Rysunek 3a) oraz todygi mtodych roslin, przyrastajgcych z aktywowanych
paczkow bocznych od pedu irysow hodowanych w warunkach in vitro
(Rysunek 3b, 3c). W obu przypadkach liscie bgdz liscien oraz korzenie odcinano,
a todyge badz hipokotyl umieszczano w jednym z wariantow pozywki MS z 0,3%
PVP + 30g/L sacharozy + 80 mg/L siarczanu adeniny (SA) z nastepujacymi
kombinacjami regulatoréw wzrostu: (A) 0,22 mg/L TDZ + 2 mg/L 2iP; (B) 0,22 mg/L
TDZ +2 mg/L BAP; (C) 0,3 mg/L NAA + 3 mg/L 2iP + 1 mg/L BAP. Zastosowano dwie
pozywki kontrolne: MS z 0,3% PVP + 30 g/L sacharozy z dodatkiem oraz bez dodatku
SA. Prowadzono regularne obserwacje zmian pojawiajgcych sie na eksplantatach.
Jesli korzenie 1 liscie odrastaty bez zmian w obrebie todygi, obcinano je ponownie.
W zaleznosci od eksplantatu zabieg obciecia wykonywano od 1 do 3 razy.
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Po zaobserwowaniu zgrubienia na podstawie todygi lub tworzenie sie kalusa,
eksplantat przenoszono na pozywke podstawowg z dodatkiem PVP 1 SA, bez
regulatorow wzrostu. Prowadzono obserwacije
1 dokumentacje fotograficzng zachodzgcych zmian

Rysunek 3. Rodzaje eksplantatow wykorzystane do inicjacji kultury pedéw I. pseudacorus.
a. Siewka [. pseudacorus uzyskana w warunkach in vitro. Czerwonymi, przerywanymi liniami
zaznaczono miejsce odciecia liscienia i korzenia celem wyodrebnienia hipokotylu.
b. c. I. pseudacorus hodowany w warunkach in vitro. b. Kropkowana linia wskazuje klon
rosliny przyrastajacy z aktywowanego paczka bocznego na roslinie macierzystej. c. Mtoda
roslina (klon) wykorzystana zostata do wyodrebnienia merystemu wierzchotkowego
uzytego do inicjacji kultury pedow. Czerwone przerywane linie wskazujg miejsce odciecia
lisci i korzeni.

7.1.8. Inicjacja kultury korzeni anatomicznych. Analiza potencjalnych czynnikow
wptywajacych na utrzymywanie sie korzeni / pseudacorusw kulturze n vitro.

Korzenie przybyszowe z cienkimi korzeniami bocznymi odcinano od roslin
macierzystych utrzymywanych w warunkach in witro. Nastepnie dzielono
je sterylnie na ok. 5 cm fragmenty. Tak przygotowane korzenie (5 fragmentéw na
kolbe), umieszczano w 20 mL ptynnej pozywki MS z 0,3% PVP oraz dodatkiem
20,30badz 40 g/L sacharozy. Pozywke zmieniano co 2 tygodnie. Kulture
prowadzono w 250 mL kolbach Erlenmeyer, na wytrzgsarce rotacyjnej,
w fitotronach w warunkach podstawowych (7.1.2), przez 9 tygodni. Po tym czasie
dokonano porownania tempa wzrostu korzeni na podstawie prowadzone]
dokumentacji fotograficzne]. Do dalszych eksperymentow wybrano kombinacje
pozywki z 4% dodatkiem sacharozy, ze wzgledu na najszybszy przyrost biomasy.

Nowg  kulture korzeni zainicjowano w  sposob  analogiczny
do przedstawionego powyzej. Korzenie utrzymywano w pozywce MS z 0,3% PVP
+4% sacharozy. Eksperyment prowadzono w standardowym fotoperiodzie
16/8 godz. a takze w warunkach statego ograniczenia dostepu swiatta. Pozywka
wymieniana byta co 2 tygodnie, a kazda porcja wykorzystanej pozywki po hodlowli

47



byta mrozona w -20°C jako materiat do dalszej analizy. Roznice we wzroscie
korzeni w ciemnosci oraz w standardowych warunkach oswietlenia
porownywano na podstawie serii zdje¢ wykonywanych cyklicznie po kazdym
pasazu do Swieze] pozywki.

7.2. Transformacja roslin z wykorzystaniem bakterii
Rhizobium rhizogenes (Agrobacterium rhizogenes).

7.2.1. Inokulacja roslin bakteriami niosgcymi plazmid Ri

Mtode rosliny I pseudacorus (nie starsze niz pot roku od skietkowania
w warunkach in vitro), inokulowano bakteriami z gatunku R. rhizogenes, w celu
zainicjowania kultury korzeni wtosnikowatych, bgdz transformowanych pedow
(teratomow). W procedurze transformacji wykorzystano trzy szczepy agropinowe,
ktorych charakterystyke przedstawiono w Tabeli 4.

Bakterie hodowane byty w ciemnosci w 26°C na ptytkach z pozywkg YEB
(Tabela 5), suplementowang acetosyringonem w stezeniu 200 uM.
Do transformacji wykorzystano 48-godzinne kultury bakterii. Inokulacji poddano
mitode todyqgi /I pseudacorus z kultur in vitro. Liscie 1 korzenie skrocono tak, aby
nie uszkodzi¢ todygi (Rysunek 4a). Za pomocg sterylnej igty, pobierano pojedyncze
kolonie bakterii 1 nanoszono je na todyge, zadrapujac jg kilkukrotnie w jednej,
pionowej linii (Rysunek 4b). Inokulowane eksplantaty (kokultury) umieszczano
na podstawowej pozywce MS (7.1.1) bez antybiotykéw i utrzymywano w ciemnosci
przez 3 dni, w celu umozliwienia transferu T-DNA z plazmidu bakterii do genomu
rosliny. Nastepnie eksplantaty przenoszono do pozywki MS z antybiotykami:
karbenicyling oraz claforanem w stezeniu 500 mg/L (Tabela 2) kazdy
1 pozostawiano w ciemnosci w fitotronie. Eksplantaty pasazowano co 30 dni na
pozywki z antybiotykami przez okres 6 miesiecy. Po tym czasie rosliny
przeniesiono nastepnie na pozywke MS z PVP 1 20 g/L sacharozy bez dodatku
antybiotykow. Prowadzono 3-miesieczng obserwacje, w oczekiwaniu na wzrost
korzeni witosnikowatych. Po tym czasie, z powodu braku widocznych objawow
transformacji w postaci wzrostu charakterystycznych korzeni, do analizy
materiatu genetycznego pobrano fragmenty lisci i korzeni. Z pobranego materiatu
wyizolowano DNA genomowy (7.2.3) oraz przeprowadzono izolacje DNA
plazmidowego z bakterii 2. rhizogenes (7.2.2), ktory stanowit kontrole pozytywna
w reakcji PCR (7.2.4). Analize przeprowadzono w celu sprawdzenia czy bakterie
zostalty wyeliminowane z kokultury (analiza genu wvirG) oraz czy doszto
do wbudowania do genomu roslin fragmentu T-DNA znajdujgcego sie na
plazmidzie bakterii (analiza genow ro/B rolC, ags i fragmentu Tr). Szczegotowy
protokot opisano w podrozdziale (7.2.4).
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Tabela 4. Charakterystyka oraz pochodzenie szczepdw agropinowych bakterii
R. rhizogenes zastosowanych do transformacji roslin I. pseudacorus

Szczep . Zrédto szczepu Dane literaturowe
(typ plazmidu)

LBA 9402 . o o

~ NCPPB 1855 ?;ef;ie]fjflgggel Bhoggglkl (Payne i in., 1987)
(PR 1885) yezne),

Laboratoire Agronomie et
Environnement, Ecole
Nationale Superieure
ATTC 15834 d’Agronomie et des (Yonemitsuiin., 1990)
Industries Alimentaires,
Nancy, Francja

A4 — ATTC 31798 Pracownia Kultur in vitro
(pArAda, — Ogrdd Botaniczny, (Mooreiin., 1979)
pPATA4b=PR;A4) Wroctaw

Tabela 5. Sktad pozywki YEB (ang. Yeast Extract Beef)

Sktad podstawowy g/L
pepton (BTL) 5,0

ekstrakt drozdzowy (BTL) 1,0
ekstrakt wotowy (BTL) 5,0
sacharoza (POCH) 5,0

agar (BTL) 15,0

jatlowe MgSO.po sterylizacji pozywki 2,0 mM
acetosyringon (Sigma) 200,0 uM
woda demineralizowana do objetosci 1000 mL

Rosliny wolne od bakterii (brak obecnosci virGw analizowanym materiale
genetycznym), przenoszono do ptynnej pozywki MS z 0,3% PVP z 20 g/L sacharozy
bez antybiotykow. Pozywke zmieniano co 4 tygodnie. Po 3 pasazach, ze wzgledu na
szybki wzrost 1 duzy rozmiar roslin przekraczajgcy objetosc¢ kolby, przenoszono je
do szklanych naczyn hodowlanych o pojemnosci 900 mL, zawierajgcych statg
pozywke hodowlang MS o tym samym sktadzie, co pozywka ptynna stosowana
w hodowli z wytrzgsaniem. Ograniczone warunki przestrzenne oraz brak
mozliwosci rozmnozenia klonalnie uzyskanych teratomow wymusit koniecznosc
przeniesienia klonu, u ktérego wykazano obecnos¢ obu fragmentow T-DNA,

do wieksze] przestrzeni hodowlanej. Transformowang rosline oraz rosline
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kontrolng, w podobnym stadium rozwoju, przeniesiono do bioreaktora okresowo-
zalewowego, skonstruowanego na potrzeby utrzymania rosliny, do czasu
osiggniecia biomasy niezbednej do uzyskania ekstraktu do dalszych analiz (7.1.5).

Rysunek 4. Schemat postepowania z I. pseudacorus w procedurze inokulagji
bakteriami R. rhizogenes w celu uzyskania roslin transformowanych;
a. czerwone linie wskazujg miejsca odciecia lisci i korzeni; b. miejsce inokulacji
(zaznaczone czerwona linig).

7.2.2. 1zolacja DNA plazmidoweqo z R. rhizogenes metodg lizy alkalicznej

Z nocnej hodowli ptynnej bakterii R. rhizogenes uzyskanej na podtozu YEB
(Tabela 5) pobrano 2 mlL zawiesiny iwirowano przy predkosci 5tys. rpm
(Eppendorf Centrifuge 5418R, rotor: FA-45-18-11). Ten typ wirdwki wraz
z wymienionym rotorem wykorzystywany byt we wszystkich krokach izolacji
DNA metodg lizy alkalicznej oraz podczas izolacji DNA genomowego roslin (7.2.3).
Uzyskany supernatant wylewano, a pozostaty osad zawieszano w 100 pL roztworu I
(Tabela 6). Zawartos¢ zmieszano na mieszadle typu ,worteks’, inkubowano przez
5 minut w lodzie.

Tabela 6. Sktad roztworu | do izolacji DNA plazmidowego

Sktad Stezenie [mM]
EDTA 10
glukoza 50
Tris-HCI (pH 8,0) 25

Po inkubacji do mieszaniny dodawano 200 uL swiezo przygotowanego
roztworu II — lizujgcego (Tabela 7). Zawartos¢ probowki delikatnie wymieszano,
a nastepnie inkubowano przez 5 min w lodzie.
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Tabela 7. Sktad roztworu Il (lizujacego) do izolacji DNA plazmidowego

Sktad Stezenie
NaOH 02M
SDS 1,0%

Do probéwki dodawano 150 pL. schtodzonego roztworu III (renaturujgcego)
(Tabela 8). Zawartos¢ zmieszano przez delikatne, kilkukrotne obrocenie proboéwki.
Mieszanine inkubowano przez 5 min. w lodzie. Zawartosc zwirowano przez 10 min
w temp. 4°C przy predkosci 13 tys. rpm.

Tabela 8. Sktad roztworu Il (renaturujgcego) do izolacji DNA plazmidowego

Sktad Objetosé [mL]
5M octan sodu 60,0
lodowaty kwas octowy 11,5
woda demineralizowana 28,5

Supernatant przenoszono delikatnie do nowej probowki 1 dodawano gotowg
mieszanine fenol : chloroform : alkohol izoamylowy 25:24:1 (v/v/v) [Sigma] tak, aby
stosunek mieszaniny do supernatantu wynosit 1.1 (v/v). Zawartos¢ probowki
mieszano delikatnie przez 5 min w temp. 4°C. Nastepnie mieszanine wirowano
przez 10 min w temp. 4°C przy predkosci 13 tys. rpm. Gorng, wodng faze
przenoszono do nowej probowki i powtarzano ekstrakcje mieszaning ekstrakcyjna.
Po powtornym zwirowaniu, do frakcji wodnych dodawano schtodzony, 96% alkohol
etylowy [POCh] w stosunku 1:2 (v/v). Zawartos¢ delikatnie mieszano i inkubowano
w lodzie przez 15 min. W celu osadzenia DNA plazmidowego probke wirowano
przez 10 min w temp. 4°C przy predkosci 13 tys. rpm. Supernatant usuwano, a DNA
przemywano dwukrotnie 1 mL schtodzonego 70% alkoholu etylowego,
kazdorazowo wirujgc probke w temp. 4 C przez 5 min przy predkosci 13 tys. rpm.
Pousunieciu supernatantu, DNA dosuszano w temperaturze pokojowe]j
do momentu catkowitego odparowania alkoholu. Osuszone DNA zawieszano
w 50 uL. wody do analiz molekularnych [Sigma)] i poddawano 1 min. inkubacji
w 50°C. Po ostygnieciu DNA inkubowano w 4°C przez 24 godz., a nastepnie
umieszczano w -20°C.
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7.2.3. Izolacja DNA genomowego z tkanek roslinnych

Izolacje DNA genomowego z lisci i korzeni roslin transformowanych
1 nietransformowanej kontroli przeprowadzono w oparciu o metode przedstawiong
przez Bekesiova i in. (1999) z modyfikacjami. Ok. 50 mg kazdej z zamrozonych
tkanek: lisci i korzeni, poddawano homogenizacji w cieklym azocie w 1,5 mL
probéwkach typu Eppendorf. Do zmacerowanej tkanki dodawano 294 uL buforu I
(Tabela 9), 6 uL 0,02 M NaHSO4 oraz 300 pL buforu II (Tabela 9). Probowki
wytrzgsano przez kilka sekund w temperaturze pokojowej na mieszadle typu
,worteks” Nastepnie do mieszaniny dodawano 120 uL 5% N-dodecylosarkozynianu
sodu [Fluka Chemie] i mieszano energicznie. Probki umieszczano w bloku
grzewczym z wytrzgsaniem 1000 rpm [TermoMixer C, Eppendorf] i inkubowano
przez 15 min w 65°C.

Tabela 9. Sktad buforu | oraz Il do izolacji DNA genomowego z roslin

Bufor | Bufor Il
Sktad Stezenie Sktad Stezenie
sorbitol 0,35 M Tris-HClL (pH7,5) 02 M
Tris-HCI 0,10 M EDTA (pH7,5) 50 mM
EDTA 5,00 mM NaCl 2M
Doprowadzono pH do wartosci 7,5 CTAB (w/v) 2%

Po schtodzeniu probek dodawano do nich 700 pL swiezo przygotowanej
mieszaniny ekstrakcyjnej ztozonej z chloroformu i alkoholuizoamylowego
[Sigma], 24:1 (v/v) i mieszano przez obracanie probéwki na mieszadle [Dynal Sample
Mixer] w 4°C. Nastepnie probki wirowano przez 10 min w 4°C, 14 tys. rpm. Gérng
faze (wodng) przenoszono do nowej proboéwki i powtarzano poprzedni krok
z wykorzystaniem mieszaniny ekstrakcyjnej. DNA precypitowano za pomocg
800 ul. mieszaniny ztozonej z 96% alkoholu etylowego i 1 M octanu sodu
zmieszanego w stosunku 41 (v/v). Zawartos¢ delikatnie mieszano przez
kilkukrotne obrocenie probowek. Probki pozostawiano w -20°C do nastepnego dnia.

Po nocnej inkubacji DNA osadzano przez 10 min wirowanie w 4°C,
14 tys. rpm. Supernatant odrzucano a DNA przemywano dwukrotnie 1 mlL,
70% schtodzonego alkoholu etylowego, kazdorazowo osadzajgc DNA przez
wirowanie w 4°C w 14 tys. rpm. Po zebraniu alkoholu osad z DNA pozostawiano
w temp. pokojowej do catkowitego odparowania etanolu. DNA zawieszano w 50 pL
wody do analiz molekularnych [Sigma] i inkubowano 15 min w 50°C. Probéwki
pozostawiano w 4°C przez 24 godz. Po tym czasie DNA przechowywano w -20°C.
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Czystosc oraz ilos¢ DNA oceniano z wykorzystaniem spektrofotometru
NanoDrop 2000 [Thermo Scientific]. Jako préby odpowiedniej jakosci wybrano
te, ktorych stosunek absorbancji zarejestrowany w swietle o dtugosciach fali w nm:
260/230 (zanieczyszczenia  zwigzkami fenolowymi) oraz 260/280
(zanieczyszczenia biatkami) byt wiekszy badz rowny 1,8.

7.2.4. Analiza PCR genomowego DNA wylizolowanego z roslin transformowanych

W celu potwierdzenia czy bakterie z gatunku R rhizogenes zostalty
wyeliminowane z kokultury oraz czy T-DNA zostal zintegrowany z genomem
roslin, przeprowadzono reakcje PCR z uzyciem DNA wyizolowanego z roslin
poddanych transformacji oraz roslin kontrolnych, ktérych nie transformowano.
Jako matryce w kontroli pozytywnej w reakcji zastosowano DNA plazmidowy
wyizolowany z R. rhizogenes. Analiza prowadzona byta w 25 uL standardowej
mieszaniny reakcyjnej PCR, uzupeinionej o dodatkowe sktadniki takie jak PVP oraz
BSA [Sigma). Szczegdétowy skitad mieszaniny przedstawiono w Tabeli 10.
Eliminacje R. rhizogenes z kokultury sprawdzano wykorzystujac startery dla genu
virG(Sidwa-Gorycka i in., 2009) znajdujgcego sie na plazmidzie bakterii w obszarze
genow wirulencji poza fragmentem T-DNA. Nie ulegat wiec on integracji do
genomu rosliny.

Tabela 10. Sktadniki mieszaniny do reakcji PCR prowadzonej w celu potwierdzenia
eliminacji bakterii z kokultury i integracji T-DNA z plazmidu do genomu rosliny.

Skiadniki mieszaniny reakcyjnej” Objeto$¢é w mieszaninie [uL]
10x stezony Bufor Taq z (NH4).SO. 2,50
25 mM MgCl, 3,75
Polimeraza DNA Tag 0,20
1 mM mieszanina dCTP, dTTP, dATP,dGTP 5,00
10% PVP [Sigma] 2,50
H,0 wolna od nukleaz [Sigma] 5,55
10 mg/mL BSA [Sigma] 2,50
10 pM starter poczatkowy 1,00
10 pM starter koncowy 1,00
DNA 1,00

" Wszystkie sktadniki, poza zaznaconymi, zamoéwiono z ThermoScientific

Integracje T-DNA potwierdzano poprzez analize PCR genow obecnych
w lewej sekwencji T-DNA: ro/B, rolC(Krolicka i in., 2001); genu ags znajdujgcego sie
w prawej sekwencji T-DNA oraz catej prawej sekwencji T-DNA (Tr)
(Bandyopadhyay et al, 2007). Sekwencje starterow i lokalizacje genéw na
plazmidzie oraz rozmiar produktow PCR prezentuje Tabela 11. Reakcje PCR
prowadzone byly w termocyklerze [Biorad T100 Thermal Cycler] w warunkach
temperatury, czasu i liczby cykli zaleznych od uzytych starterow (Tabela 12).
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Tabela 11. Sekwencje starterow wykorzystanych do potwierdzenia integracji fragmentu
T-DNA z plazmidu do genomu rosliny oraz eliminacji R. rhizogenes z kokultury

Sekwencje starteréw

(435 pz)

vir G
geny (3;50 pz)

wirulencji ‘

5" ACT GAA TAT CAG GCA ACGCCJ
5'GCG TCA AAGAAATAGCCAGCYT

virG

5 GCT CTT GCAGTGCTAGATTT 3

T0IB 56 A A GGT GCA AGC TAC CTC TC 3’
1 5 CTCCTGACA TCA AACTCGTCS
5'TGC TTC GAG TTA TGG GTA CA 3'
ags 5 GCGCAT CCCGAG GCG ATG S
5' AGG TCT GGC GAT CGC GAG GGA 3’
;5 CGGAAATTG TGG CTC GTT GTG GAC 3

5 ATT CGT TCA GAG AGCGTCCGAAGT T3

Tabela 12. Warunki reakcji PCR (temperatury, czasu trwania oraz liczby cykli) zastosowane
w celu sprawdzenia integracji T-DNA z genomem rosliny oraz wykluczenia obecnosci

bakterii R. rhizogenes w tkankach roslin poddanych transformaciji.

virG®, rolB”, rolC” ags® Tr®
Temp. Czas Temp. Czas Temp. Czas
Poczatkowa 94°C 3min | 94°C 5min | 94°C 5 min
denaturacja
Denaturacja 94°C 1 min 94°C 30s 94°C 30s
Przyfaczanie 65°C Imin | 672°C  30s 65°C 30s
starterow
Wydtuzanie 72°C 1 min 72°C 30s 72°C 90 s
Koncowe 72°C 6min | 72°C 6min | 72°C 6 min
wydtuzanie

Denaturacja, przytaczanie starterow i wydtuzanie powtorzono w cyklach:

a5 razy, "35 razy, °30 razy.

Produkty

reakcji

PCR

analizowane

byly  po

rozdzieleniu ich

elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym [Prona], w 0,5x stezonym buforze TBE

(Tabela 13), wykorzystujac napiecie 90 V. Jako marker wielkosci fragmentéw DNA

wykorzystano GeneRuler 100 - 3000 pz oraz GeneRuler 100 - 1000 pz [Fermentas].

Wizualizacje prowadzono w transluminatorze w swietle UV [ChemiDoc BioRad],

po uprzedniej 10 min inkubacji zelu w roztworze bromku etydyny (0,5 pg/mL)

15 min ptukaniu w wodzie demineralizowane].
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Tabela 13. Skfad buforu TBE 10x stezonego

Skfadniki Stezenie [mM]
Tris 890
Kwas borowy 890
EDTA 20
Bufor doprowadzono do pH 8,3

7.3. Ekstrakcja roslinnych metabolitow wtornych
7.3.1. Materiat roslinny

Kigcza [ pseudacorus zostaly zebrane w Ogrodzie Roslin Leczniczych
Wydzialu Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Tkanki
oczyszczono pod biezgcg, a nastepnie demineralizowang wodg. Osuszone kigcza
pocieto na plastry i1 podzielono na dwie porcje: jedng zamrozono w -80°C, po czym
liofilizowano, drugg tylko mrozono w -20°C (zapas materiatu do dalszych analiz).
Liofilizowane kigcza poddano maceracji w ciektym azocie celem uzyskania
homogennego proszku, ktory wykorzystano nastepnie do ekstrakcji metabolitow
wtornych.

Tkanki roslin z hodowli: in vitro todygi, kigcza 1 korzenie, po optukaniu
biezacg 1 demineralizowang wodg, mrozono -80°C 1 poddawano liofilizaciji,
podobnie jak w przypadku tkanek z hodowli w glebie.

7.3.2. Ekstrakcja metabolitow wtornych z liofilizowanych tkanek

Zliofilizowane 1 roztarte na proszek homogenne tkanki z roslin z hodowli
ogrodowej, jak rowniez z hodowli in vitro, macerowano w 90% metanolu [Chempur].
Macerat przenoszono do szklanych butelek ograniczajgcych dostep swiatta,
po czym poddawano 30 min ekstrakcji w tazni ultradzwiekowej Sonic 5 [Polsonic]
w temperaturze pokojowe]. Na kazde 500 mg tkanki zastosowano 30 mL 90%
metanolu. Uzyskany ekstrakt sgczony byt przez bibute filtracyjng Whatman nr 1.
Rozpuszczalnik odparowywano w prozniowej wyparce rotacyjnej z taznig wodng
[[KA] pod chitodnicg zwrotng pozwalajacg na odzyskiwanie rozpuszczalnika.
Wodng pozostalo$¢ usuwano w stacjonarnej suszarce prozniowej [DZ-1BCII
Vacuum Drying Oven, ChemLand]. Surowy, lekko lepki ekstrakt zawieszano w 5 mL
metanolu na kazde 500 mg tkanki uzytej do ekstrakcji. Przed dalszymi analizami
ekstrakt filtrowany byt przez filtr strzykawkowy HPTFE o srednicy porow 0,22 pm.
W wyniku prowadzonej ekstrakcji uzyskano serie ekstraktow, ktore poddano
analizie aktywnosci przeciwbakteryjnej. Rodzaje ekstraktow 1 przeprowadzonych
testow wyszczegolniono w Tabeli 14 oraz Tabeli 15 Wybrane ekstrakty

przeanalizowano takze pod kgtem catkowitej zawartosci zwigzkow fenolowych
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(7.6.1). Bazowym ekstraktem, dla ktérego wykonano rozszerzong analize
aktywnosci przeciwbakteryjnej 1 przeciwnowtworowe]j, byt ekstrakt z kigczy
[ pseudacorusz hodowli ogrodowej, oznaczony w pracy jako ekstrakt A. Wszystkie
ekstrakty przechowywane byty w -20°C.

Tabela 14. Ekstrakty z tkanek liofilizowanych z kultur in vitro roslin I. pseudacorus
poddanych elicytacji, roslin kontrolnych i roslin transformowanych dla ktérych wykonano
analize aktywnosci przeciwbakteryjnej metoda seryjnych mikrorozciehczern pozywki.

Charakterystyka Zrédta metabolitow / elicytor Rodzaj tkanki
kontrola po 1 tyg.

kwas jasmonowy po 1 tyg.
fenyloalanina po 1 tyg.

lizat Cronobacter sakazakii po1tyg.
kontrola po 2 tyg.

kwas jasmonowy po 2 tyg. korzenie, todyga
fenyloalanina po 2 tyg.

lizat Cronobacter sakazakii po 2 tyg. todyga

kontrola mszyce

ekstrakt z mszycy kigcze

kontrola z etanolem
kontrola

Dickeya dadantii
kontrola

bez NH4NO; todyga
bez KNO; oraz NH4NO3

korzenie, todyga

todyga

7.3.3. Ekstrakcja tanin

Ekstrakcje tanin przeprowadzano z wykorzystaniem 80% acetonu, w oparciu
o metode przedstawiong przez Salminen’a i wspotpracownikow (2018). 20 mg
liofilizowanych ktgczy macerowano w 1,4 mL acetonu [POCH] i pozostawiano przez
noc w clemnosci, w zamkniete] butelce. Nastepnego dnia, rozpuszczalnik
przelewano do osobnej butelki, a tkanke poddawano dalszej, 3-godzinnej ekstrakcji
Swiezg porcjg acetonu (dwukrotnie). Nastepnie wszystkie 3 porcje ekstraktu
lgczono ze sobg 1 sgczono przez bibule filtracyjng Whatman nr 1. Aceton
odparowywano, a pozostatos¢ wodng liofilizowano. Suchg pozostatosc zawieszano
w 5 mL czystego acetonu (ekstrakt B). Przed dalszg analizg ekstrakt filtrowano za
pomocg filtra strzykawkowego PTFE o srednicy porow 0,22 um.
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Tabela 15. Ekstrakty uzyskane z tkanek lub kultur in vitro roslin I. pseudacorus poddane

analizie aktywnosci przeciwbakteryjnej

Oznaczenie

Zrédto

Rozpuszczalnik

Analiza aktywnosci

. s uzyty do - S
ekstraktow metabolitow ekstrakji przeciwbakteryjnej
SR — Wszystkie
} gatunki 1 szczepy
Ekstrakt A {i(oaffliziwanel metanol bakterii (7.4.4)
Biofilm (7.4.5)
Bioautografia (7.7.4)
Ekstrakt B K}ap;e . aceton Bioautografia (7.7.4)
liofilizowane
Frakcja A-E Ekstrakt A eter dietylowy Bioautografia (7.7.4)
Frakcja A-O Ekstrakt A octan etylu Bioautografia (7.7.4)
Frakcja A-W | Ekstrakt A woda Bioautografia (7.7.4)
Pozywka po . . .
Ekstrakt C hodowli Korzent? eter dietylowy Bioautografia (7.7.4)
. SR — S aureus
Korzenie z Newman
Ekstrakt Ck kultury korzem metanol P aeruginosa PAK
anatomicznych,
s (7.4.4)
liofilizowane? . .
Bioautografia (7.7.4)
SR — S aureus
Ekstrakt D Kigcze mrozone! | woda LA aeruginosa
wszystkie szczepy
(7.4.4)
SR — & aureus
Fkstrakt E Korz'eme1 woda 1P aerugmosa
mrozone wszystkie szczepy
(7.4.4)
SR — & aureus
Klacze?- Newman,
Ekstrakt F Plantform metanol P aeruginosa PAK
(7.4.4)
Ekstrakt G ?(?sdl?r?zl miodych metanol SR — R. rhizogenes

' Ogrod Roslin Leczniczych; ? z kultur 7n vitro, SR — seryjne mikrorozcienczenia
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7.3.4. Ekstrakcja metabolitow wtornych z pozywki MS po hodowli korzeni
anatomicznych

Pozywke po hodowli korzeni anatomicznych (7.1.8) poddawano
sukcesywnej ekstrakcji typu ciecz-ciecz z wykorzystaniem eteru dietylowego
[Chempur]. Ekstrakcje prowadzono 3-krotnie dla kazdej porcji pozywki, za kazdym
razem mieszajac jg z eterem w stosunku objetosciowym 11 (v/v). Frakcje
organiczne taczono ze sobg 1 odparowywano do sucha. Wysuszong pozostatosc
zawieszano w metanolu [Chempur] tak, aby stezenie ekstraktu wynosito
ok.4,5mg/mL. Uzyskany ekstrakt (ekstrakt C) analizowano nastepnie
chromatograficznie metodami: TLC (7.7), polaczonej z bioautografig metodg agaru
gérnego (7.7.4) i HPLC (7.7.6), pod kagtem zawartosci zwigzkéw biologicznie
czynnych, w tym zwigzkow o aktywnosci przeciwbakteryjne;.

7.3.5. Ekstrakcja wodna ze swiezej tkanki — z roslin z hodowli w glebie

Rozmrozone plastry ktgczy, korzenie oraz liScie macerowano w mozdzierzu
w wodzie demineralizowanej, przenoszono do butelki szklanej, a nastepnie
poddawano dziataniu mikrofal do czasu rozpoczecia wrzenia cieczy. Na kazde 2,5 g
tkanki uzywano 50 mL wody. Gotowe ekstrakty sgczono przez bibute filtracyjng
Whatman nr 1. Na potrzeby ekologicznej syntezy nanoczgstek srebra (7.8),
ekstraktow nie liofilizowano. Ekstrakty wykorzystane do analizy aktywnosci
przeciwbakteryjnej poddano liofilizacji po zamrozeniu przesgczu w ciektym azocie
w kolbie okraggtodennej o objetosci 500 mL. Suche ekstrakty, w postaci jednolitego
proszku, przechowywano w temperaturze pokojowej, w zamknietych pojemnikach
ograniczajgcych dostep swiatta. Liofilizowane ekstrakty z kigczy (ekstrakt D) oraz
z korzeni (ekstrakt E), przeanalizowano pod kgtem aktywnosci przeciwbakteryjnej
wzgledem wybranych patogenow ludzkich (7.4.4).

7.3.6. Frakcjonowanie ekstraktu metanolowego z kigczy [ pseudacorus

Ekstrakt metanolowy (10 mL) z liofilizowanych kiaczy I pseudacorus
z hodowli ogrodowej (ekstrakt A) odparowywano do sucha i zawieszano w 10 mL
wody demineralizowanej. Ekstrakt przenoszono do szklanego rozdzielacza,
do ktérego dodawano nastepnie 10 mL eteru dietylowego [Chempur]. Rozdzielacz
umieszczano na mieszadle uchylnym 1 mieszano delikatnie przez 20 min.
Nastepnie mieszanine pozostawiano w pozycji pionowe] do czasu oddzielenia sie
fazy organicznej (ok. 30 min). Faze organiczng pobierano delikatnie tak, aby
niewielka warstwa eteru pozostata nadal w rozdzielaczu. Procedure powtarzano
lacznie 10 razy. Ostatnig porcje rozpuszczalnika z ekstraktem pozostawiano nanoc.
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Wszystkie partie frakcji tgczono 1 odparowywano do sucha w temperaturze
pokojowej. Suchg pozostatos¢ zawieszano w metanolu. Pozostatosc eteru w fazie
wodnej odparowywano, a faze wodng poddawano dalszej ekstrakcji z octanem
etylu (tak jak wykonano to z eterem) [Chempur, POCH]. Po ekstrakcji uzyskiwano
trzy frakcje: eterowg (ekstrakt A-E), octanowg (ekstrakt A-O) i pozostatos¢ wodng
(ekstrakt A-W) (Tabela 15).

7.4. Analiza aktywnosci biologicznej ekstraktow
— aktywnosc przeciwbakteryjna

7.4.1. Przygotowanie bakteril — patogenow ludzkich

Wiasciwosci przeciwbakteryjne ekstraktow z tkanek irysow analizowane
byly z wykorzystaniem bakterii patogennych dla cziowieka. Aktywnosc
ekstraktow sprawdzano z wykorzystaniem wybranych szczepow referencyjnych,
a w przypadku ekstraktow A i D (Tabela 15), rowniez z wykorzystaniem izolatow
klinicznych, wykazujgcych wrazliwosc¢ lub opornos¢ na co najmniej dwie rozne
grupy komercyjnie stosowanych antybiotykéw (Tabela 16). Izolaty kliniczne
pozyskano z Laboratorium Mikrobiologii Wojewodzkiego Szpitala Klinicznego
w Gdansku. Wszystkie wykorzystywane szczepy zostalty zdeponowane
w Zaktadzie Badania Zwigzkow Biologicznie Czynnych, Miedzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Szczegotowa charakterystyka wrazliwosci poszczegolnych izolatow
klinicznych przedstawiona zostata w Suplemencie 1.

Tabela 16. Szczepy bakterii  wykorzystane w  eksperymentach  aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowe] ekstraktow

Izolaty kliniczne
Szczepy Wrazliwe Oporne*
referencyjne

Staphylococcus aureus Newman 1521 703/k
Pseudomonas aeruginosa PAK 3926 2721
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 1077 3896
Escherichiacoli ~ ATCC 25922 1285 4162

Enterococcus faecalis ATCC 19433 2609 34CRD

*Oporne na co najmniej dwie rozne grupy komercyjnie stosowanych
antybiotykow

Bakterie hodowano przez noc w 37°C na pozywce mikrobiologicznej BHI
[BD BBL] (Tabela 17), zestalonej agarem (15 g/L) [BTL] w inkubatorze stacjonarnym
[Binder]. Nastepnego dnia do zainokulowania pozywki pobierano z ptytki kilka
kolonii 1 zawieszano w 3 mL ptynnej pozywki BHI. Bakterie hodowano ok. 4-5 godz.
w inkubatorze orbitalnym [New Brunswick Scientific Innova 40] w 37°C, przy
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predkosci 150 rpm, do czasu osiggniecia fazy ich logarytmicznego wzrostu. Bakterie
rozclenczano nastepne w swiezej porcji pozywki BHI tak, aby uzyskac¢ gestosc
optyczng zawiesiny réowng 0,5 w skali McFarlanda [DensiMeter II, EMO, Brno].
Nastepnie bakterie rozcienczano swiezg porcjg pozywki do osiggniecia stezenia
ok. 2,5 —-5x10°CFU/mL.

Tabela 17. Sktad pozywki mikrobiologicznej - bulion mézgowo-sercowy (BHI)

Skiadniki Stezenie g/L
Pepton 10,0
Wycigg z mozgu cielecego 12,5
Wyciag z serc wotowych 5,0
Glukoza 2,0
Chlorek sodu 5,0
Wodorofosforan disodu 2,5

7.4.2. Przygotowanie bakteril 7. rhizogenes

Bakterie hodowano przez 24 godz. w 26°C, w catkowite] ciemnosci
na pozywce mikrobiologicznej YEB (Tabela 5), zestalonej agarem (15 g/L) [BTL],
w inkubatorze stacjonarnym [Binder]. Nastepnego dnia, do zainokulowania ptynnej
pozywki, pobierano z ptytki 2-3 kolonie 1 zawieszano w 3 mL pozywki YEB. Bakterie
hodowano ok. 4-5 godz., w inkubatorze orbitalnym [New Brunswick Scientific
Innova 42] w ciemnosci w 26°C przy predkosci 120 rpm, do czasu osiggniecia fazy
ich logarytminczego wzrostu.

7.4.3. Przygotowanie ekstraktow do analizy aktywnosci przeciwbakteryjnej

Ponizsza procedura zostata zastosowana do wszystkich ekstraktow
metanolowych z tkanek liofilizowanych, niezaleznie od zrodta pochodzenia tkanki
(hodowla w glebie / kultura /n vitro). Od 1 do 2 mL ekstraktu (ekstrakty z tkanek
roslin elicytowanych przedstawione w Tabeli 14 oraz ekstrakt A, Ck F, G
przedstawione w Tabeli 15) zawieszonego w metanolu pozostawiono w sterylnej,
szklanej zlewce, w komorze zlaminarnym przeptywem powietrza, do czasu
catkowitego odparowania rozpuszczalnika. Suchy ekstrakt zawieszano nastepnie
porcjami po 250 uL. w pozywce BHI. W przypadku ekstraktow z kigczy, kontakt
pozywki z ekstraktem powodowat wytrgcanie sie gestego osadu. Kazda porcja
przenoszona byta do probowki typu Eppendorf. L.aczna objetos¢ zastosowanej
pozywki byta rowna objetosci uzytego ekstraktu. Ekstrakt w pozywce mieszano
Intensywnie po czym wirowano przez 5 min w 14 tys. rpm w rotorze GFR-m2.0-12-

b [wiréwka typu VWR MicroStar 12]. Supernatant delikatnie zbierano znad osadu
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1uzywano do przygotowania seryjnych rozcienczen na ptytce 96-dotkowej,
rozpoczynajgc od 100 uL nierozcienczonego esktraktu, a nastepnie mieszajac go 1.1
(v/v) z pozywka w dotkach ptytki. Catkowita objetos¢ mieszaniny w dotku wynosita
100 pL. Ekstrakty testowano w zakresie od 1,25 do 100 mg SM (suchej masy tkanki
uzytej do przygotowania 1 mL aktywnego ekstraktu)/mL.

Zliofilizowane i homogenne ekstrakty ze Swiezych kigczy (ekstrakt D)
1 korzeni (ekstrakt E), uzyskane w ekstrakcji wodg (7.3.5) rozpuszczano w wodzie
uzyskujgc ekstrakty o stezeniu 50 mg/mL. Stezony ekstrakt wykorzystano
do przygotowania seryjnych rozcienczen w dotkach ptytki, w sposob analogiczny
do przedstawionego powyze] dla ekstraktow metanolowych. Ekstrakty
przeanalizowano w zakresie od 0,156 mg/mL do 10 mg/mL. Catkowita objetosc
ekstraktu 1 pozywki w kazdym dotku wynosita 100 uL.

7.4.4. Analiza aktywnoscl przeciwbakteryjnej ekstraktow metanolowych
1 wodnych wobec patogennych bakterii w kulturach planktonicznych

Analize  aktywnosci  przeciwbakteryjnej ekstraktow  prowadzono
z wykorzystaniem metody seryjnych mikrozcienczen pozywki (ang. broth
microdilution method) w celu oznaczania Minimalnego Stezenia Bakteriobojczego
(MBC). Wartos¢ MBC zostata wyznaczona jako najnizsze stezenie substanciji
przeciwbakteryjnej, ktore redukuje inokulum bakteryjne o 99,9% (3 logarytmy
dziesietne) w czasie 24 godz. Rozcienczone bakterie (10 uL) (7.4.1) dodawano
do kazdego z dotkow ptytki z uprzednio przygotowanymi rozcienczeniami
ekstraktow (607.4.3). Nastepnie ptytki inkubowano przez 24 godz. w 37°C. Po tym
czasie okreslano Minimalne Stezenie Hamujgce wzrost mikroroganizméw (MIC),
czyli najnizsze stezenie, przy ktorym nie obserwuje sie juz zmetnienia pozywki
wywotanego wzrostem mikroorganizmow. Zawartos¢ dotkow w  ktorych
nie obserwowano zmetnienia, rozprowadzano w postaci murawy na plytki
z pozywkg BHI. Ptytki inkubowano przez 24 godz., w 37°C. Po tym czasie liczono
kolonie, w celu okreslenia przy ktorym stezeniu wystgpit spadek ilosci bakterii
o 3 logarytmy dziesietne. Wszyskie eksperymenty zostaly wykonane
w przynajmniej trzech powtorzeniach biologicznych 1 trzech powtorzeniach
technicznych.

7.45. Analiza aktywnosci przeciwbiofilmowej ekstraktu metanolowego z kigcza
[ pseudacorus.

Aktywnosc¢ przeciwbakteryjng ekstraktu z kigczy (ekstrakt A), w stosunku
do biofilmu bakteryjnego utworzonego przez S. aureus Newman oraz P. aeruginosa
PAK okreslano dzieki =zastosowaniu komercyjnych ptytek 96-bolcowych
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[Innovotech] i protokotu MBEC (MBEC protocol, 2017). Eksperymenty rozpoczynano
od przygotowania biofilmu. W tym celu bakterie S aureus oraz P. aeruginosa
hodowano zgodnie z opisem (7.4.1) i rozcienczano do uzyskania ich gestosci
optycznej rownej 0,5 McF. Nastepnie bakterie dodawano do ptytek 96-dotkowych
(150 pL/dotek) i umieszczano w nich ptytki z bolcami. W celu uformowania na nich
biofilmu ptytki pozostawiano przez 24 godz. w 37°C w inkubatorze orbitalnym
z wytrzasaniem 150 rpm [New Brunswick Scientific Innova 40].

Po inkubacji, bolce z biofilmem ptukano dwukrotnie w 0,85% roztworze soli
fizjologicznej. Do eksperymentow wykorzystywano ekstrakty z irysow zgodnie
z procedurg (7.4.2) i rozcienczano je seryjnie w pozywce BHI na ptytce 96-dotkowej.
Catkowita objetosc¢ robocza cieczy w dotku wynosita 200 pL. Ekstrakty testowano
w zakresie stezen od 0,39 do 50 mg SM/mL w 6 powtdrzeniach. W ptytce testowej
(z gradientem stezen ekstraktow) umieszczano piytke z bolcami pokrytymi
biofilmem 1 inkubowano przez 24 godz. w 37°C w inkubatorze stacjonarnym
[Binder]. Po tym czasie biofilm przeptukiwano w soli fizjologicznej, po czym bolce
umieszczano w ptytce 96-dotkowe] wypetnionej 200 uL swiezej pozywki BHI. Ptytki
poddawano sonikacji w tazni ultradzwiekowej przez 5 min w celu oderwania
biofilmu bakteryjnego. Odzyskany biofilm analizowano pod wzgledem gestosci
optycznej w czytniku ptytek przy dtugosci fali 600 nm [Wallac 1420 Victor 2, Perkin
Elmer]. Minimalne Stezenie Eradykacji Biofilmu (MBEC — ang. Minimum Biofilm
Eradication Concentration) okreslano jako najnizsze stezenie ekstraktu dla ktérego
ODegoo < 0,1.

7.4.6. Analiza rodzaju interakcji pomiedzy ekstraktami z tkanek [ pseudacorus
a nanoczastkami srebra w stosunku do wybranych patogenow ludzkich

Aby potwierdzi¢, czy mozliwe jest potgczenie ekstraktu z irysa z inng
substancjg o dziataniu przeciwbakteryjnym, w celu obnizenia stezenia dawki
ekstraktu w stosunku do bakterii S. aureusi P. aeruginosa, przeprowadzono analize
interakcji ekstraktu A z nanoczgstkami srebra (AgNPs). W eksperymencie
wykorzystano komercyjnie dostepne nanoczgstki srebra [ProChimia], o wielkosci
ok. 55 nm. AgNPs optaszczone bylty ligandem: HS-(CH2)uN(CHs)s, a ich stezenie
poczgtkowe wynosito 481,78 pg/mL (528 x 10" NPs/mL). Analize prowadzono
z wykorzystaniem metody tzw. szachownicy (ang. Checkerboard Titration Method)
(Thornsberry, 1991). Metoda ta pozwala na utworzenie gradientu krzyzowego
dwoch czynnikow w zakresie ich stezen bakteriobdjczych, rozpoczynajac
od podwojonej wartosci MBC a konczgc na 0,03 MBC. Wartosci MBC dla obu
badanych czynnikow zostaly ustalone wczesnie] w niezaleznych badaniach.
Bakterie zostaty przygotowane w sposob analogiczny, jak miato to miejsce podczas

62



analizy aktywnosci przeciwbakteryjnej pojedynczych ekstraktow w podrozdziale
7.4.4. Jedyng roznicg byto przygotowanie seryjnych rozcienczen poszczegolnych
czynnikow przeciwbakteryjnych, ktore przygotowano w probowkach typu
Eppendorf 1 nanoszono w malejgcym gradiencie stezen: w rzedach od A do H —
ekstrakt z irysa, w kolumnach od 1 do 8 — AgNPs. W ten sposob uzyskano
kombinacje wszystkich mozliwych wzajemnych stezen dwoch czynnikow
przeciwbakteryjnych.

Sposoéb  wzajemnej interakcji wyrazano jako FBCi (ang. Fractional
Bactericidal Concentration index) bedgcy wynikiem rownania:

FBC ekstraktu FBC AgNPs
MBC ekstraktu MBC AgNPs

FBCi = FBC cistrakeu + FBC AgNPs =

Gdzie FBC gxstrakeu OTAZ FBC 44yps 0ZNACZAJ3 Najnizsze stezenie bakteriobojcze
ekstraktu 1 nanoczastek srebra, gdy uzyte sg razem. Jesli FBC; < 0,5 obserwujemy
oddziatywanie synergistyczne. W sytuacji, w ktérej 0,5 < FBC < 1, obserwujemy
oddziatywanie addytywne. Wartos¢ FBCi > 1 wskazuje na oddziatywanie
antagonistyczne. Rodzaj oddziatywan zostat zwizualizowany zgodnie z metodg
izoboli (Berenbaum, 1978).

7.5. Analiza aktywnosci biologicznej ekstraktow
— aktywnosc cytotoksyczna

Analize aktywnosci cytotoksycznej ekstraktu A oraz wzorca -
galokatechiny (zwigzek 4.) ktorego obecnosé¢ potwierdzono w ekstrakcie A
w eksperymentach zwigzanych z identyfikacjg zwigzkéw aktywnych (7.7.7),
wykonata dr Anna Kawiak z MWB UG 1 GUMed, na liniach ludzkich komorek
nowotworowych (American Type Cell Collection, LGC Standards) [CLS, Germany]):
MCF-7 (nowotwor piersi), HeLa (nowotwor macicy), HCT-116 (nowotwor okreznicy)
oraz linii kontrolnej, nienowotworowej MCF-10A (uniesmiertelnione komorki
nabtonka gruczotu piersiowego). Linia MCF-7 hodowana byta w pozywce RPMI
[Sigma-Aldrich], HeLa i HCT-116 w pozywce DMEM [Sigma], natomiast linia
MCF-10A w pozywce DMEM/F12 [Sigma] (Kawiak i in., 2019). Kultury prowadzono
w naczyniach hodowlanych w inkubatorze w 37°C z 5% nasyceniem CO, [Heraceus,
HERACcell].

Aktywnosc¢ cytotoksyczna zostata okreslona za pomocg testu MTT. Komorki
0 zageszczeniu 5 x 10° komorek/dotek umieszczono na ptytce 96-dotkowej, gdzie
pozostawiano je na noc w celu ich przylgniecia do dna i proliferacji. Nastepnie
komorki traktowano ekstraktem w zakresie stezen od 1 do 100 pg/mL przez 72 godz.
Po tym czasie zawartos¢ dotkéw traktowano 1,2 mM roztworem soli MTT (bromku 3-
(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowego) [Sigma)] i inkubowano przez
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3 godz. w 37°C. Nastepnie komorki poddawano lizie przy uzyciu DMSO [Sigma]
1 mierzono absorbancje przy diugosci fali rownej 570 nm w czytniku ptytek
wielodotkowych [Wallac 1420 Victor 2, Perkin Elmer]. Przezywalnos¢ komorek
okreslano w odniesieniu do komorek nie traktowanych ekstraktem. Dla kazdej z linii
wyznaczono wartos¢ ICsy (ang. the half maximal inhibitory concentration), czyli
stezenie badanego zwigzku powodujgce zahamowanie proliferacji 50% komorek.

7.6. Analiza sktadu metabolicznego ekstraktow

7.6.1. Pomiar catkowite] zawartosc zwigzkow fenolowych 1 tanin w kigczach
[ pseudacorus

Catkowitg zawartosc tanin 1 zwigzkow fenolowych w suchej masie kigczy
okreslano za pomocg metody proszku skoérzanego zgodnie z protokotem
przedstawionym w VIII edycji Farmakopei Europejskiej (2014). Analize wykonano
we wspolpracy z dr Adamem Kokotkiewiczem z Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, Wydziatu Farmaceutycznego w Katedrze 1 Zaktadzie Farmakognozji.
W metodzie tej, opartej o reakcje zwigzkow fenolowych z odczynnikiem Folin—
Ciocalteau [Sigma] i wykorzystaniu zdolno$¢ tanin do wigzania sie z proszkiem
skorzanym, mozliwe jest ilosciowe okreslenie zarowno zawartosci wszystkich
reagujacych z odczynnikiem zwigzkow fenolowych, jak rowniez wyodrebnienie
z nich udziatu tanin. Pomiar spektorfotometryczny przed i po zastosowaiu proszku
skorzanego, w oparciu o krzywg kalibracyjng wykonang dla gradientu stezen
wzorca — pirogallolu [Sigma], pozwolit na iloSciowe okreslenie catkowitej
zawartosci tanin i zwigzkow fenolowych w badanej tkance.

7.6.2. Hydroliza ekstraktow w srodowisku kwasowym — okreslenie charakteru
tanin

Analize jakosciowg tanin rozpoczeto od przeprowadzenia kwasowe]
hydrolizy ekstraktéw A i B (7.3.2). Hydrolize wykonat dr Piotr Migas z Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, Wydziatu Farmaceutycznego w Katedrze 1 Zaktadzie
Farmakognozji. Do ekstraktow dodawano 1 M HCl. Mieszanine podgrzewano
w kapieli wodnej pod chtodnicg zwrotng przez 2 godz. Hydrolizat ekstrahowano
trzykrotnie octanem etylu, a uzyskany ekstrakt odparowywano do sucha. Suchg
pozostatos¢ rozpuszczano w metanolu 1 analizowano za pomocg metod
chromatograficznych: TLC (7.7.2) i HPLC—-DAD—-ESI-MS (7.7.6).
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7.6.3. Pomiar catkowitej zawartosci zwigzkow fenolowych w ekstraktach z tkanek
roslin elicytowanych 1 roslin poddanych transformaciji

Catkowita zawartos¢ zwigzkow fenolowych w ekstrakcie z tkanek roslin
poddanych elicytacji, tkanek roslin kontrolnych i z rosliny transformowanej,
oznaczono zgodnie z metodg Folin—Ciocalteu opisang przez (Singh i in., 2015)
z modyfikacjami. Ekstrakty metanolowe (Tabela 14) rozcienczono w wodzie
destylowanej. 8-krotnie w przypadku ekstraktow =z korzeni (z powodu
intensywnego, zielonego koloru) i 3-krotnie w przypadku ekstraktow z todyg.
Nastepnie 25 uL rozcienczonego ekstraktu tgczono z 125 uL odczynnika Folin—
Ciocalteau [Sigma], uprzednio rozcienczonego w wodzie, w stosunku 110 (v/v).
Ekstrakt z odczynnikiem inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowe;.
Potym czasie do mieszaniny dodawano 100 uL. 7,5% roztworu weglanu sodu
[Sigma]. Po dokladnym zmieszaniu, probki inkubowano przez 15 min w 40°C.
Po inkubacji catkowitg objetos¢ mieszaniny (250 uL) przenoszono do dotka ptytki
96-dotkowej celem dokonania pomiaru absorbancji przy dlugosci fali 760 nm,
w czytniku ptytek [EPOCH 2, BioTek]. Catkowitg zawartos¢ zwigzkow fenolowych
wyrazono jako ekwiwalent kwasu galusowego, w oparciu o krzywg kalibracyjng
dla serili rozcienczen przygotowang wczesnie] w identycznych warunkach
eksperymentalnych. Pomiaru dokonano w trzech powtorzeniach.

7.6.4. Analiza statystyczna

Analize statystyczng r1o6znic w zawartosci zwigzkow fenolowych
w tkankach roslin po elicytacji wykonata dr Anna Gwizdek-Wisniewska (Instytut
Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN, Olsztyn). Wykonano jednoczynnikowg
analize warlancji ANOVA. Dla istotnych roznic pomiedzy srednimi zastosowano
test post-hoc — rozsgdniej istotnej roznicy Tukeya (RIR). Analize wykonano przy
pomocy oprogramowania STATISTICA.

7.7. Analiza chromatograficzna ekstraktow — chromatografia
cienkowarstwowa, bioautografia metoda agaru goérnego
oraz wysokosprawna chromatografia cieczowa

7.7.1. Wzorce

W analizie chromatograficznej TLC/HPTLC oraz HPLC wykorzystano
nastepujgce zwigzki wzorcowe: genisteine, daidzeine, galusan epikatechiny,
epigalokatechine, galusan katechiny, gallusan epigalokatechiny kwas elagowy,
kwas galusowy [Extrasynthese, Francjal.
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7.7.2. Jednokierunkowa chromatografia TLC

Szklane ptytki HPTLC Sieo Fase [Merck] wykorzystywano do analizy
ekstraktéw: metanolowego (A) oraz acetonowego (B) z liofilizowanych kigczy
irysow hodowanych w glebie, a takze frakcji A-E, A-O, A-W uzyskanych z ekstraktu
A. W eksperymentach wykorzystano fazy ruchome: (I) kwas octowy—eter
dietylowy:—n-heksan—octan etylu, (20:20:20:40, v/v/v/v) (Farmakopea FPolska,
edycja X1, 2017); oraz (II) n-butanol-kwas octowy—woda (30:15:15, v/v/v) (Muller-
Harvey, 2001). Rozwiniete chromatogramy oglagdano w swietle UV A - 366 nm oraz
w Swietle widzialnym, przed oraz po derywatyzacji: 1% chlorkiem zelaza
w metanolu, odczynnikiem wanilinowym w kwasie siarkowym po podgrzaniu
ptytki do temp. 105°C przez 10 min oraz 2% kwasem solnym w metanolu 1 ogrzaniu
do 105°C przez 10 min. Wszystkie rozpuszczalniki zakupiono z firmy Chempur.

7.7.3. Dwukierunkowa chromatografia TLC

Frakcje A-E (50 puL), A-O (50 uL) oraz A-W (36 uL) uzyskane z ekstraktu A,
analizowano technikg chromatografii dwukierunkowej (2D-TLC) z uzyciem ptytek
10 x 10 cm pokrytych celulozg [Merck]. Jako fazy ruchome zastosowano:
w pierwszym kierunku: (II[) n-butanol-kwas octowy-woda (514, v/v/v),
a w drugim kierunku: (IV) 5% kwas octowy.

Ekstrakt C uzyskany w ekstrakcji z pozywki po hodowli korzeni (kolejno
60 uL oraz 40 uL), analizowano w dwoéch systemach TLC:

1. na szklanych ptytkach HPTLC SisoF2545 x 5 cm w fazach mobilnych, w pierwszym
kierunku: (V) octan etylu—chloroform—kwas mrowkowy, (454510, v/v/v),
a w drugim: (VI) octan etylu;

2. na szklanych ptytkach HPTLC Siey Fzsa 10 x 10 cm w fazach mobilnych,
w pierwszym kierunku: (VII) chloroform—metanol —kwas mrowkowy (93:2:5, v/v/v),
a w drugim kierunku: (VIII) eter naftowy-octan etylu—kwas mrowkowy
(60:30:5, v/v/v). Chromatografie prowadzone byty w komorach typu 7win Trough
Chamber [Camag] wysyconych przez 10 min oparami fazy mobilnej. Rozwiniete
chromatogramy analizowano w swietle UV o dtugosci fali 366 nm oraz 254 nm
przed oraz po derywatyzacji z odczynnikiem NP PEG (ang. natural products and
polyethylenglycol) (Farmakopea FEuropejska wydanie 8 2014). Zestawienie
wszystkich uktadow chromatograficznych wykorzystanych w analizach
przedstawiono w Tabeli 18.
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Tabela 18. Ukfady faz ruchomych wykorzystane w cienkowarstwowej chromatografii TLC

Numer fazy Skitad
(I) kwas octowy—eter dietylowy—n-heksan—octan etylu,
(20:20:20:40, v/v/v/v)
(II) n-butanol-kwas octowy—woda (30:15:15, v/v/V)
(Ill) n-butanol-kwas octowy—woda (5:1:4, v/v/v)
(IV) 5% kwas octowy
(V) octan etylu—chloroform—-kwas mrowkowy (45:45:10, v/v/v)
(V) octan etylu
(VII) chloroform—metanol-kwas mréwkowy (93:2:5, v/v/v)
(VIII) eter naftowy—octan etylu—kwas mréwkowy (60:30:5, v/v/v)

7.7.4. Bioautografia metodg agaru gornego

Bioautografie metodg agaru gornego prowadzono bezposrednio na
chromatogramach uzyskanych dla frakcji A-E, A-O, A-W oraz dla ekstraktu C.
W eksperymentach wykorzystano bakterie S. aureus Newman. Bakterie, podobnie
jak miato to miejsce w eksperymentach opisanych w podrozdziale (7.4.1),
hodowano przez ok. 5 godz. w pozywce BHI (Tabela 17). Bakterie w fazie
logarytmicznego wzrostu rozcienczano do 10°CFU/mL. Nastepnie 5 mL
rozclenczonej zawiesiny bakteryjnej mieszano z 45 mL pozywki BHI zawierajgce]j
6 g/L agaru do hodowli roslin [Duchefa Biochemie] (pozywke ostudzono do
temp. 40°C). Tak przygotowany agar gorny rozprowadzano na powierzchni
chromatogramow celem uzyskania jednolitej warstwy nie przekraczajgcej 2 mm
grubosci. Chromatogramy z bakteriami inkubowano w 37°C przez 24 godz.
Po tym czasie sprawdzano, czy na chromatogramach widoczne sg strefy
zahamowania wzrostu Swiadczgce o obecnosci zwigzkow o aktywnosci
przeciwbakteryjnej. W celu uwidocznienia stref zahamowania, po inkubacji ptytki
spryskiwano wodnym roztworem MTT [Sigma] o stezeniu 1 mg/mL. Po 30 min
inkubacji w 37°C ptytki poddawano obserwacji. Strefy, w ktorych dochodzito do
zahamowania wzrostu bakterii pozostawaty zotte badz bezbarwne. Tylko zywe
1 aktywne metabolicznie bakterie sg w stanie przeksztalcac zottg sol tetrazolowsg
(MTT) do fioletowego formazanu.

7.7.5. Warunki wysokosprawne] chromatografii cieczowe] z detekcjg diodowg
w swietle UV-VIS oraz detekcjg masowag, (ESI-MS)

Analizy HPLC wykonano na Wydziale Farmaceutycznym w Katedrze
1 Zaktadzie Farmakognozji GUMed. Przeprowadzono je z wykorzystaniem systemu
LC (ang. Liquid Chromatography) [Shimadzu Kyoto, Japan] ztozonego z dwodch
pomp LC-20AD, pot-mikro mieszalnika, systemu kontroli CBM-20A, termostatu
kolumny CTO0-20A, podajnika automatycznego SIL 20ACxg, detektora diodowego
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UV-VIS SPD-M20A, detektora masowego LCMS-2020 =z jonizacjg ESI
(ang. Electrospray lonization). Dane zebrano 1 opracowano przy pomocy
oprogramowania LabSolution. Chromatografie prowadzono z wykorzystaniem
kolumny Kinetex C18 (100 x 4.6 mm) [Phenomenex, USA] w uktadzie faz ruchomych,
w programie elucji gradientowej: I (% B w A): 0 min. - 12% B, 10 min. - 20% B, 35 min.
— 43 % B, 60 min. - 100%, 62 min. - 12% B, 72 min. -12% B oraz II, ktory stanowit
modyfikacje programu I poprzez dodanie izokratycznej elucji z wykorzystaniem
100% B od 60 do 64 minuty, a nastepnie kondycjonowanie kolumny przez nastepne
12 minut. A: H,O-HCOOH (100:0,1; v/v), B: ACN-H,0-HCOOH (50:50:0,1; v/v/v): temp.
kolumny 20°C, przeptyw fazy mobilnej 0,8 mL/min, objetos¢ nastrzykiwanej probki:
1uL, detekcja UV przy A — 266 nm.

Widma masowe ESI uzyskano w trybie jondw pozytywnych (PI) oraz
negatywnych (NI) z przeptywem gazu rozpylajacego (azotu) 15 L/min,
w temperaturze linii desolwatacyjnej 250 “C i bloku 200 °C, napieciem interfejsu
4,5kV, napieciem detektora 1,8 kV i przeptywie gazu suszacego (azotu) 16 L/min.
Do monitorowania specyficznych sygnatow wybranych jonow wykorzystano
metode SIM (ang. Selected lon Monitoring).

7.7.6. Analiza chromatograficzna ekstraktow 1 frakcji z wykorzystaniem
wysokosprawne] chromatografii cieczowe]

Analizie chromatograficznej poddano frakcje A-O, ekstrakt C oraz ekstrakt E
(Tabela 15), a takze ekstrakty z korzeni dobrze i stabo rosngcych z kultur korzeni
anatomicznych in vitro i pozywki po hodowli tych korzeni (ekstrakt C). Analize
przeprowadzono we wspotpracy z zespotem prof. dr hab. Mirostawy Krauze-
Baranowskiej] z Katedry i1 Zaktadu Farmakognozji Wydziatu Farmaceutycznego
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. W analizie wykorzystano technike HPLC-
DAD-ESI-MS [Shimadzu] zgodnie z metodg przedstawiong w podrozdziale (7.7.5).

7.7.7.1zolacja 1 identyfikacja zwigzkow aktywnych, w tym zwigzkow
przeciwbakteryjnych, w ekstrakcie z pozywki po hodowli korzeni 7 pseudacorus
(ekstrakt C)

W celu izolacji 1 identyfikacji zwigzkow przeciwbakteryjnych wykrytych
w ekstrakcie C (7.3.4) za pomocg bioautografii metodg agaru goérnego (7.7.4),
przeprowadzono potpreparatywng chromatografie TLC (Sieo F2s4). Na szklane ptytki
TLC o wymiarach 10 x 20 cm natozono ekstrakt C. Ekstrakt naktadano w postaci
18cm paska, o tgcznej objetosci 400 pL. Pasma nanoszono za pomocy
automatycznego aplikatora do TLC [Desaga AS30]. Rozdzielanie prowadzono
nadrodze 8 cm, w komorze chromatograficznej z przegrodg (7win Trough
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Chamber) [Camag] nasycanej parami fazy ruchomej (VIII) (7.7.3), w czasie 10 min.
Chromatogramy analizowano w swietle UV (A — 366 nm). Rozdzielone strefy
zawierajgce zwigzki (1) oraz (3) zdejmowano z ptytki wraz ze zlozem
1ekstrahowano za pomocag 15 mL metanolu, inkubujgc mieszanine w tazni
ultradzwiekowej przez 10 min. Osad z krzemionki oddzielano przez 10 minutowe
wirowanie. Nastepnie 1 mL supernatantu odparowywano w strumieniu azotu.
Suchg pozostatos¢ rozpuszczono w 100 uL metanolu. Wyizolowane zwigzki (1) oraz
(3) identyfikowano z wykorzystaniem metody HPLC-DAD-ESI-MS (7.7.6). Podczas
analizy, na podstawie posiadanych wzorcow oznaczono rowniez zawartosc
genisteiny i daidzeiny.

7.7.8.1zolacja 1 identyfikacja zwigzku przeciwbakteryjnego z ekstraktu z kigczy
[ pseudacorus (frakcji A-O).

Izolacje zwiazku (4), dla ktérego w czasie analizy bioautograficznej (7.7.4)
wykazano aktywnos¢ przeciwbakteryjng, przeprowadzono z uzyciem
polpreparatywnej chromatografii TLC. Frakcje A-O naktadano automatycznie na
ptytke TLC Siso Fass (20 x10 cm) [Merck]. Chromatogramy rozwijano w komorze
wysyconej parami fazy ruchomej (I) (7.7.2). Plamka odpowiadajgca zwigzkowi (4),
zostala zdjeta z ptytki ze ztozem, z ktorego ekstrahowano go poprzez 3-krotne
mieszanie z acetonem w czasie 10 min inkubacji w tazni ultradzwiekowej. W celu
oddzielenia ztoza krzemionkowego, probki wirowano przez 10 min. Uzyskane
ekstrakty tgczono ze sobg 1 odparowywano do sucha. Pozostatos¢ zawieszano
w 2 mL metanolu. Identyfikacje wyizolowanego zwigzku (4) prowadzono
z wykorzystaniem metody HPLC-DAD-ESI-MS (7.7.6).

7.8. Synteza nanoczastek srebra z wykorzystaniem ekstraktow
z tkanek I. pseudacorus. Charakterystyka uzyskanych struktur.

7.8.1. Ekologiczna synteza nanoczgstek srebra z wykorzystaniem ekstraktow
z tkanek [ pseudacorus

Do syntezy biologicznie czynnych nanoczastek srebra (AgNPs)
wykorzystano wodne ekstrakty ze swiezych tkanek: lisci, ktgczy (ekstrakt D) badz
korzeni (ekstrakt E) / pseudacorus, przygotowanych zgodnie z opisem (7.3.5).
Ekstrakcje przeprowadzono w oparciu o procedure przedstawiong przez Banasiuka
1 wspotpracownikéw (2020). Przed syntezg ekstrakty rozcienczano wodg
demineralizowang w stosunku 1:4 (v/v). Mieszanine reakcyjng sporzadzono z 2 mL
PVP o stezeniu 100 mg/mL [Sigma], 0,5 mL wodnego roztworu azotanu(V) srebra
[Merck] o stezeniu 120 mg/mL oraz 47,5 mL wody demineralizowanej. Uzyskang

69



mieszanine tgczono nastepnie z 50 mL rozcienczonego ekstraktu i poddawano
dziataniu mikrofal przez ok. 2 min. Po ostygnieciu, mieszanine zawierajgcg AgNPs
przechowywano w zaciemnionym miejscu. Po ok. dwoch tygodniach, na podstawie
obserwacji powstajgcego osadu Swiadczacego O wytrgcaniu sie nanoczgstek
zroztworu, do dalszych analiz wytypowano probe charakteryzujacg sie
najmniejszym strgceniem, te wykonang na bazie ekstraktu z korzeni. Roztwor
nanoczastek z ekstraktu z korzeni poddano liofilizacji. Do dalszych analiz
przechowywano je w probowce typu Eppendorf, w ciemnosci.

7.8.2. Analiza wielkosci 1 ksztattu nanoczastek z wykorzystaniem Transmisyjnego
Mikroskopu Elektronowego (TEM)

Nanoczgstki srebra uzyskane w wyniku syntezy z wykorzystaniem
ekstraktu wodnego z korzeni (ekstrakt E) I pseudacorus poddano analizie
obrazowej (TEM). Analize wykonata dr hab. Magdalena Narajczyk w Laboratorium
Mikroskopii  Elektronowe] Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego.
Nanoczastki nanoszono na siatke mikroskopu i poddawano analizie bezposrednio
po wyschnieciu, bez napylania dodatkowych powtlok. Zarejestrowany obraz
postuzyt do okreslenia ksztattu 1 rozmiaru uzyskanych nanostruktur

7.8.3. Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR)

Analize FT-IR przeprowadzita dr hab. Agnieszka Chylewska z Uniwersytetu
Gdanskiego, Wydziatu Chemicznego, Katedry Chemii Bionieorganicznej w Zespole
Oddziatywan Miedzyczasteczkowych.  Widma w  podczerwieni (FT-IR)
dla uzyskanych nanoczastek oraz substratow wykorzystanych do ich syntezy: PVP
oraz ekstrakt E, zarejestrowano za pomocg spektrometru Bruker Infrared
Spectrometer w zakresie 399-4433cm’, zarowno przed liofilizacjg, jak
1 po liofilizacji uzyskanych nanoczgstek srebra.

7.8.4. Spektroskopia UV-VIS

Widma tworzenia sie nanoczastek w czasie reakcji ekstraktu z korzeni
zirysa (ekstraktu E) z AgNOs zarejestrowano za pomocg spektrofotometru
Evolution 300 [Thermo Scientific] na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.
Widma rejestrowano w zakresie od 200 do 800 nm w temperaturze pokojowe],
na drodze optycznej rownej 1 cm. Pomiary prowadzono od 4 minuty syntezy
do 24 godziny, w odstepach 3 godzin. Jako kontrole zarejestrowano widma
dla wszystkich substratow wykorzystanych w reakcji: PVP, ekstrakt E, oraz
azotan (V) srebra.
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7.8.5. Analiza dynamicznego rozpraszania swiatta (DLS)

W celu okreslenia rozktadu wielkosci uzyskanych nanoczgstek srebra
przeprowadzono pomiar dynamicznego  rozproszenia  $Swiatla  (DLS)
z wykorzystaniem urzgdzenia Zetasizer Nano ZS [Malvern Panalytical]. W tym celu
2 mL podwojnie demineralizowane] wody dodawano do kuwety wraz z 5 mL
badanych AgNPs. Nastepnie mieszano probke i w temp. 25°C dokonywano pomiaru
z wykorzystaniem lasera He-Ne (633 nm, 4 mW) i kacie odbicia 173°. Dane zostaty
opracowane przy uzyciu oprogramowania Malvern Zetasizer Software w oparciu
o rownanie Smoluchowskiego.

7.8.6. Analiza aktywnosci przeciwbakteryjnej nanoczastek srebra uzyskanych
z wodnego ekstraktu z korzeni / pseudacorus (ekstrakt E)

Zliofilizowane AgNPs wuzyskane w wyniku ekologiczne] syntezy
z wykorzystaniem wodnego ekstraktu z korzeni [ pseudacorus zawieszano
w wodzle demineralizowanej uzyskujac stezenie 2 mg/mL. Nastepnie analizowano
je pod katem aktywnosci przeciwbakteryjne] wykorzystujgc metode seryjnych
mikrorozcienczen, analogicznie jak w stosunku do komercyjnie dostepnych
nanoczastek (7.4.6). Nanoczgstki testowano w zakresie stezen od 1,56 do 200 ug/mL
w stosunku do bakterii S aureus (szczepy: Newman, 1521 oraz 703/k) oraz
P aeruginosa (PAK, 3926 oraz 2721).
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8. Woyniki i dyskusja

8.1. Wprowadzenie roslin I. pseudacorus do kultury in vitro.
Transformacja, inicjacja kultury pedow i kultury korzeni
anatomicznych.

8.1.1. Wprowadzenie roslin / pseudacorus do kultury in vitro

Kultury /n vitroro$lin I pseudacorus zainicjowano z nasion. Swieze nasiona,
przechowywane nie dtuzej niz pot roku od zbioru, rozpoczynaty kietkowanie juz po
9 dniach od przeprowadzenia sterylizacji. Siewki, po przeniesieniu ich na agarowe
podioze podstawowe MS z 0,3% PVP 1 20 g/L sacharozy, rozwijaty sie prawidtowo
formujac rozlegty system korzeniowy w podtozu. Po ok. 10-12 tygodniach rosliny
posiadajgce przynajmniej 6 lisci oraz liczne, zielone Kkorzenie przybyszowe
pasazowane byty zarowno na podtoza agarowe, jak rowniez do pozywki ptynnej
z podwyzszong zawartoscig sacharozy (40 g/L) — warunkow preferowanych przez
[ pseudacorus. Uzyskane siewki postuzyty do inicjacji kultury pedow (8.1.3), a mtode
rosliny do inicjacji kultury korzeni anatomicznych (8.1.4) oraz przeprowadzenia
transformacji z wykorzystaniem bakterii z gatunku R. rhizogenes (8.1.2).

8.1.2. Transformacja roslin I pseudacorus za pomocg bakterii /. rhizogenes

Transformacje roslin I pseudacorus przeprowadzono z wykorzystaniem
3 szczepow agropinowych bakterii 7. rhizogenesposiadajgcych plazmid infekcyjny
Ri (7.2). W wyniku przeprowadzonej transformacji roslin, nie uzyskano wzrostu
typowych korzeni wiosnikowatych, mogacych swiadczy¢ o integracji T-DNA
z plazmidu bakterii do genomu rosliny. Analizie poddano wiec materiat genetyczny
wyizolowany z lisci 1 korzeni anatomicznych roslin poddanych procedurze
transformacji. Analiza PCR genu virG obecnego jedynie na plazmidzie bakterii
wykazata catkowitg eliminacje bakterii z kokultury we wszystkich
21 inokulowanych roslinach. Analiza przeprowadzona dla sekwencji ro/B 1 rolC
zlewej sekwencji T-DNA (T.-DNA) wykazata obecnos¢ co najmniej jednej
z analizowanych sekwencji w genomie 8 z 21 roslin, potwierdzajac tym samym
uzyskanie teratomow — transformowanych pedow. W celu potwierdzenia, czy
dogenomu roslin wbudowal sie rowniez prawy region T-DNA (Tr-DNA),
przeprowadzono analize z wykorzystaniem genu ags oraz starterow
komplementarnych do catej sekwencji Tr Obecnos¢ fragmentu ags i Tr
potwierdzono tylko dla jednej transformowanej rosliny w jej korzeniach
(Rysunek 5a),1rejonu ags w lisciach (Rysunek 5b).
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Rysunek 5. Analiza PCR DNA wyizolowanego z: A. korzeni, B. lisci rosliny
|. pseudacorus transformowanej za pomocag R. rhizogenes szczepu A4.
M. Marker wielkosci fragmentow DNA GeneRulerTM 100-3000 par zasad
[pz]. DNA plazmidowe R. rhizogenes - kontrola pozytywna - linie: 1. virG,
3. rolB 5. rolC 7. ags 9. Tr; DNA wyizolowane z transformowanej rosliny -
linie: 2. virG, 4. rolB 6. rolC 8. ags 10. Tr.
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Transformowang rosline uzyskano w wyniku inokulacji szczepem A4. Pomimo
obecnosci obu fragmentow T-DNA, nie zaobserwowano jednak wzrostu korzeni
wiosnikowatych. Z powodu braku mozliwosci skutecznego mikrorozmnazania
tego gatunku bez ryzyka utraty jedynego, w peini transformowanego osobnika,
rosline utrzymywano w warunkach in vitrodo momentu wyczerpania mozliwosci
hodowlanych wynikajgcych z rozmiaru tej rosliny (7.1.5).

Niniejsza praca jest pierwszym doniesieniem wskazujgcym na mozliwosc
integracji T-DNA z plazmidu bakterii 2. rhizogenes do genomu rosliny z rodzaju 71s.
Dotychczas opisano tylko jeden przyktad transformacji irysow przeprowadzony na
komorkach Iris germanica, ale z wykorzystaniem bakterii Rhizobium radiobacter
(dawniej Agrobacterium tumefaciens) (Jeknic i in., 1999). W literaturze naukowej
nie znaleziono natomiast doniesien na temat kultury korzeni wiosnikowatych ani
teratomow irysow uzyskanych w wyniku inokulacji rosliny bakteriami Rhizobrum
rhizogenes

[ pseudacorus jest rosling jednoliscienng. Rosliny te charakteryzujg sie
nizszg wrazliwoscig lub catkowitg niewrazliwoscig na transformacje
za posrednictwem bakterii Rhizobium (Agrobacterium), w przeciwienstwie
doroslin dwulisciennych (Cleene i Ley, 1981; Porter i Flores, 1991; Tepfer, 1984).
Mechanizm  stojgcy za  wyzszg opornoscig roslin - jednolisciennych
na transformacje nie zostat do konca poznany. Wskazuje sie, ze moze ona wynikac
z roznic: w strukturach komorkowych roslin; chemoatraktantach uwalnianych
z tkanek roslinnych stymulujgcych wirulencje; w receptorach umozliwiajgcych
przyleganie bakterii; w odpowiedzi roslin na zranienie, w tym wydzielanie
zwigzkéw przeciwbakteryjnych (Sood i in., 2011). Skutecznos¢ transformaciji
w warunkach laboratoryjnych moze byc¢ jednak zwiekszana poprzez zastosowanie
odpowiednich szczepéw bakterii, dobdr tkanki inicjalnej poddawanej
transformacji, dobor metody inokulacji czy warunkéw hodowli (Cheng i in., 2004;
Woasilewska i Krolicka, 2005).

W eksperymencie prowadzonym na roslinach /7 pseudacorus wykluczono
wpltyw zwigzkow przeciwbakteryjnych zawartych w ich tkankach, mogacych
wyeliminowac bakterie przed transformacjg. Ekstrakty przygotowane z pedow
miodych irysow (ekstrakt G) z kultury in vitro, nie wykazaty aktywnosci
przeciwbakteryjne] w stosunku do bakteril z gatunku R. rhizogenes w zakresie
od 1,25 do 100 mg SM/mL. Do inokulacji roslin I pseudacorus wybrano wysoko
wirulentne szczepy agropinowe o szerokim zakres gospodarzy (Cleene i Ley, 1981,
Porter 1 Flores, 1991; Tepfer, 1984). Dodatkowo przed transformacjg bakterie
hodowano z dodatkiem acetosyringonu, ktory miat za zadanie doprowadzic¢
do aktywacji ekspresji genow wirulencji (Marimuthu iin., 2014), zwiekszajac tym
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samym szanse na skuteczng transformacje. Szczepy agropinowe posiadajg
plazmid Ri z dwiema sekwencjami T-DNA: T.-DNA 1Tgr-DNA. Sekwencje
te wycinane sg, transportowane i integrowane do genomu rosliny w sposob
niezalezny, przy czym to T.-DNA z genami ro/ wskazywany jest jako kluczowy
dla indukcji wzrostu korzeni witosnikowatych (Nilsson i Olsson 1997; Sevoén
1 Oksman-Caldentey 2002; Phelep i in. 1991). W swoich badaniach Vilaine i Casse-
Delbart (1987) wykazali, ze obie sekwencje niezaleznie sg w stanie wywota¢ wzrost
korzeni witosnikowatych w testowanych przez nich modelach roslinnych, chodz
kluczowg role nadal przypisywano rejonowi T.-DNA. W przytoczonych badaniach,
obecnos¢ Tr-DNA wzmacniata skutecznos¢ transformacji. W badaniach nad
transformantami [/ pseudacorus integracja samego Ti-DNA (potwierdzona
obecnoscig genéw rolB/rolCw 8 roslinach), oraz integracja obu fragmentoéw T-DNA
(potwierdzona dodatkowo analizg ags i Tr, wykazane u jednego osobnika),
nie zakonczyty sie wzrostem korzeni wilosnikowatych. Analiza danych
literaturowych wskazuje jednak, ze brak wzrostu korzeni po skutecznej integracji
T-DNA do genomu roslin jednolisciennych, najprawdopodobniej nie jest
zjawiskiem rzadkim lecz niedoszacowanym, ze wzgledu na rzadko podejmowang
analize genetyczng w przypadku nieobecnosci typowych zmian w fenotypie roslin
(Porter 1Flores, 1991). Pomimo szerokie] wiedzy na temat mechanizmow
wycinania, transferu i integracji T-DNA, sam mechanizm indukcji wzrostu korzeni
nie jest w pelni wyjasniony. Dotychczas wykazano, ze kluczowy wptyw ma
ekspresja genéw rol rolA, rolB rolC (Christey, 2001; Nilsson i Olsson, 1997; Veena
1 Taylor, 2007). Jednakze efekt fenotypowy moze zaleze¢ od liczby zintegrowanych
kopii T-DNA, poziomu ekspresji, stopnia metylacji, czy ekspresji innych genow
spoza ramek odczytu genow ro/ (Christey, 2001; Veena i Taylor, 2007). Kazda
nierownowaga w poziomie ekspresji ktéregokolwiek z genéw moze prowadzic
do zahamowania wzrostu korzeni, czego przyktadem moze byc¢ ekspresja genu
rolB. Zbyt wysoki lub zbyt niski jej poziom uposledza wzrost korzeni
wiosnikowatych (Tanakaiin., 2001).

Nie bez znaczenia dla zatrzymania wzrostu korzeni wtosnikowatych moze
miec tez odpowiedz rosliny na stres jakim byto uszkodzenie mechaniczne podczas
inokulacji oraz regularne przycinanie lisci (ze wzgledu na ograniczong przestrzen
hodowlang). Rosliny do jej regulacji najczesciej wykorzystujg hormony, co moze
wplywac na ekspresje wprowadzonych genow lub kompensowac ich wptyw
innymi regulatorami, w celu przywrocenia rownowagi w organizmie (Bari i Jones,
2009; Tognettiiin., 2012; Vermaiin., 2016).

Pomimo braku wzrostu korzeni wtosnikowatych niewykluczone jest
wykorzystanie transformacji za posrednictwem bakterii z gatunku R. rhizogenes
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douzyskania kultury korzeni transformowanych 7 pseudacorus, dedykowanych do
pozyskiwania zwigzkow biologicznie czynnych. Jak pokazujg wyniki uzyskane
w dalsze] czesci pracy, mozliwe jest bowiem uzyskanie kultury korzeni
anatomicznych [ pseudacorus, ktore podobnie jak korzenie wiosnikowate,
nie wymagajg stosowania zewnetrznych regulatoréw wzrostu do ich utrzymania
w kulturze in vitro (8.1.4). Pozwalajg one rowniez na pozyskiwanie zwigzkow
aktywnych (8.2). Ze wzgledu na fakt, ze kultury korzeni anatomicznych irysa udato
sie zainicjowa¢ po zakonczeniu prac eksperymentalnych zwigzanych
z transformacjg, juz po terminacji hodowli jedynej transformowanej rosliny,
nie byto mozliwe potwierdzenie zasadnosci tej hipotezy.

Wartym zaznaczenia jest fakt, ze w tkankach roslin transformowanych
potwierdzono obecnosc¢ licznych zwigzkow fenolowych. Pomiar 1 obliczenia
przeprowadzone w oparciu o metode z odczynnikiem Folin—Ciocalteu (7.6.3)
wykazaty, ze kigcze rosliny transformowanej zawiera ok. 557 mg/g tkanki
zwigzkow fenolowych, co stanowi okoto 1,8 razy wyzszg zawartosc niz w kigczu
rosliny  nietransformowanej, hodowanej w  podobnych  warunkach
eksperymentalnych.

8.1.3. Inicjacja kultury pedow

Eksperyment zwigzany 2z Inicjacjq kultury pedow [ pseudacorus
przeprowadzono z wykorzystaniem dwoch typow eksplantatow znajdujgcych sie
w warunkach 1n vitro hipokotyli oraz merystemow wierzchotkowych mtodych
klonow roslin (7.1.7). Izolowane hipokotyle oraz merystemy wierzchotkowe irysow
poddano dziataniu regulatorow wzrostu, az do momentu zaobserwowania
fenotypowych zmian u podstawy todygi. Eksplantaty, u ktorych zaobserwowano
zmiany, przenoszono na pozywke bez regulatorow wzrostu, w celu umozliwienia
regeneracji pedow. Zmiany dokumentowano fotograficznie.

Na podstawie prowadzonych obserwacji ustalono, ze sposrod dwoch
wybranych do eksperymentu typow eksplantatow, najlepszym materiatem
inicjalnym do wuzyskania kultury pedow [ pseudacorus sa hipokotyle
(Fotografia 2). Kulture zainicjowano za pomocg dwoch z trzech testowanych
kombinacji regulatorow wzrostu: (A) 0,22 mg/L TDZ + 2 mg/L BAP oraz (B) 0,22 mg/L
TDZ + 2 mg/L 2iP. Wsrdd nich wariant (A) pozwalat na uzyskanie kultury pedow
z najmniejszym udziatem kalusa (Fotografia 2d, 3a, 3b), w czasie krotszym
o ok. miesigc niz w przypadku zastosowania kombinacji (B). W analogicznym
czasie stosujgc kombinacje (B) uzyskano jedynie gestg mase komorek kalusa
z widocznymi, roznicujgcymi sie mtodymi pedami (Fotografia 2e, 3c, 3d).
Zarowno ciecie, jak 1 zastosowanie siarczanu adeniny nie miaty samodzielnego
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wpltywu na inicjacje kultury pedow (Fotografia 2a, 2b). W przypadku kombinacji
(C) 0,3mg/L NAA + 3 mg/L 2iP + 1 mg/L BAP zaobserwowano pojawienie sie
niewielkiej, zbitej masy kalusa 1 1-2 roslin potomnych przyrastajgcych
z aktywowanych paczkow bocznych W czasie prowadzenia eksperymentu
nie zaobserwowano jednak dalszych zmian prowadzacych w kierunku wzrostu
nowych pedéw (Fotografia 2c), jak miato to miejsce w przypadku zastosowania
kombinaciji (A).

Blizsza obserwacja hipokotyli stymulowanych kombinacjg (A) oraz (B)
wskazuje na dwie mozliwosci inicjacji kultury pedow I pseudacorus. bezposrednio
na wzrastajacej todydze, z minimalnym udziatem kalusa (Fotografia 3a, 3b) oraz
poprzez wytworzenie masy organogennego kalusa (Fotografia 3c, 3d).
Ograniczenie udzialu kalusa w procesie organogenezy 1 uzyskiwania roslin
potomnych ma znaczenie w zapewnieniu mozliwie najwyzsze] stabilnosci
genetycznej kultury 1 ograniczenia wystepowania zmiennosci somaklonalnej
(Bairuiin., 2011).

Drugim typem eksplantatu wykorzystanym w eksperymencie inicjacji
kultury pedow byty merystemy wierzchotkowe mtodych klonow wzrastajgcych
z aktywowanych pgczkoéw bocznych roslin utrzymywanych w warunkach in vitro.
Zaobserwowano, ze stymulacja hormonalna potgczona z odcieciem lisci 1 korzeni,
w widoczny sposob wptyneta na morfologie eksplantatow. W przypadku
zastosowania kombinacji (A) oraz (B) (Fotografia 4d i 4e), widoczne byto
formowanie sie zbite], kilkumilimetrowe] masy kalusa. Obserwowano takze
ograniczony (od 1 do 3 sztuk), przyrost nowych pedow, lecz jedynie
z aktywowanych pgkow bocznych, intensywniejszy w przypadku zastosowania
kombinacji (B). Po przeniesieniu eksplantatow na pozywke bez regulatorow
wzrosty, innych zmian nie obserwowano. W przypadku kombinacji (C), podobnie
jak miato to miejsce podczas eksperymentu z uzyciem hipokotyli, obserwowano
jedynie aktywacje paczkow bocznych skutkujgcg przyrostem od 2 do 4 klonow
potomnych (Fotografia 4c). Nie obserwowano natomiast tworzenia sie kalusa.
Obserwacja roslin kontrolnych wskazuje, ze ciecie rosliny nie miato samodzielnego
wpltywu na morfologiczne zmiany w obrebie todygi (Fotografia 4a, 4b).
Zaobserwowano jednak, ze dodatek siarczanu adeniny moze powodowac
intensyfikacje wzrostu korzeni (Fotografia 4b).

Analiza dotychczas opublikowanych badan wskazuje, ze zastosowanie
hipokotyli w potgczeniu ze stymulacjg regulatorami wzrostu nie byta dotad
stosowana do uzyskiwania kultury pedow roslin z rodzaju Irzs. Najczescie]
wybleranym do tego typu kultury eksplantatem byty izolowane zarodki zygotyczne
oraz podstawy lisci (Ascough i in., 2009; Jeveremovic i in., 2013).
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Fotografia 2. Inicjacja kultury peddéw |[. pseudacorus z hipokotyli siewek
skietkowanych w warunkach in vitro. Rosliny hodowano na pozywkach statych z
30 g/L sacharozy. a. z pozywka MS oraz b. z pozywka MS + 80 mg/L SA, stanowigce
kontrole; ¢. MS + 80 mg/L SA + 0,3 mg/L NAA +3 mg/L 2iP + 1 mg/L BAP. Biata
strzatka wskazuje przyrost pojedynczych pedow z aktywowanych paczkdow
bocznych. d. MS + 80 mg/L SA + 0,2 mg/L TDZ + 2 mg/L BAP. Widoczna jest
wzrastajaca kultura pedow; e. MS + 80 mg/L SA + 0,22 mg/L TDZ+2 mg/L 2iP.
Biata strzatka wskazuje miejsce formowania luznej, zielonej masy kalusa. Czerwone
strzatki wskazujg na obszary aktywnej organogenezy.



Fotografia 3. Zmiany morfologiczne w obrebie todyg
wyksztatconych z hipokotyli  stymulowanych regulatorami
wzrostu a. b. kombinacjg MS + 80 mg/L SA + 0,22 mg/L TDZ +
2 mg/L BAP. Przyrost kalusa jest ograniczony. Biate strzatki
wskazujg nowe tworzace sie pedy; c. d. kombinacjg MS +
80 mg/L SA + 0,22 mg/L TDZ+2 mg/L 2iP.

Weczesniejsze doswiadczenia z kulturami in vitro roslin I pseudacorus
wynikajgce z prowadzonych badan w ramach pracy magisterskiej (Michalak, 2016)
wykazaty, ze mozliwa jest inicjacja kultury pedow bezposrednio na eksplantacie.
W wyniku spontanicznej aktywacji, w dwoch niezaleznych przypadkach, doszto
doinicjacji kultury pedow bez wytworzenia kalusa. W pierwszym przypadku
do inicjacji doszto na krotko po skietkowaniu rosliny z nasiona (po ok. miesigcu).
W drugim kultura powstata na mtodym klonie I pserudacorus oderwanym
od rosliny macierzyste] utrzymywane] wczesnie] w pozywce ptynnej MS z 0,3%
PVP 1 2% sacharozy, z dodatkiem 0,5 mg/L NAA + 0,5 mg/L BAP, przeniesionym na
podioze state (Fotografia 5). W obu przypadkach do inicjacji doszto na mtodej,
szybko dzielgcej sie czesci todygi. O ile w przypadku todygi znaczenie moze miec
wczesniejszy wplyw regulatorow wzrostu (szczegélnie BAP), o tyle czynniki
wptywajace na inicjacje kultury z siewki byty niemozliwe do ustalenia.
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Fotografia 4. Inicjacja kultury pedow I. pseudacorus z merystemow wierzchotkowych
uzyskanych z mtodych klonow roslin I. pseudacorus hodowanych w warunkach in vitro.
Rosliny utrzymywano na pozywkach statych z 30 g/L sacharozy. Zdjecia a. na pozywce
MS oraz b. na pozywce MS + 80 mg/L SA, stanowig kontrole w eksperymencie. Zdjecie
C. przedstawia kombinacje MS + 80 mg/L SA + 0,3 mg/L NAA +3 mg/L 2iP + 1 mg/L
BAP. Widoczny jest przyrost roslin potomnych z aktywowanych paczkoéw bocznych.
Zdjecie d. przedstawia wptyw kombinacji MS + 80 mg/L SA + 0,22 mg/L TDZ + 2 mg/L
BAP. Widoczne jest formowanie sie zbitego kalusa (biata strzatka), ale bez widocznej
organogenezy i formowania nowych peddw. Zdjecie e. przedstawia kombinacje MS +
80 mg/L SA + 0,22 mg/L TDZ+2 mg/L 2iP. Widoczne jest formowanie kalusa (biata
strzatka) oraz aktywacje paczkéw bocznych (czerwone strzatki).



W obu przypadkach znaczenie mogto mie¢ jednak uszkodzenie mechaniczne:
w przypadku nasion — podczas skaryfikacji w czasie wprowadzania roslin z nasion
do hodowli in vitro, a w przypadku mtodego klonu — podczas odrywania od rosliny
macierzyste]. Obserwacije te staty sie podstawg do zaprojektowania eksperymentu
zwigzanego z inicjacjg kultury pedow, zaprezentowanego powyzej w niniejsze]
pracy doktorskie.

Wiodgcym regulatorem wzrostu wybranym do eksperymentu byt tidiazuron
(TDZ). Jest on skutecznym zwigzkiem regulujacym, o aktywnosci podobnej
do naturalnych cytokinin. Jest najczescie] wykorzystywany do inicjacji kultury
pedow u wielu gatunkéw roslin (Lu, 1993). Byt rowniez z powodzeniem stosowany
u roslin z gatunku /rzs (Jeveremovic i in., 2013). TDZ jest regulatorem wykazujacym
silniejszg aktywnosc¢ biologiczng niz BAP czy zeatyna, co w przypadku jego
nadmiaru moze prowadzi¢ do zaburzen rozwojowych tkanek (Lu, 1993). Wymusza
to jednak stosowanie go w mozliwie najnizszych skutecznych stezeniach 1 czasie
dziatania, co w rezultacie moze wpltywac na skrocenie czasu uzyskiwania pedow.
Regulator ten moze wykazywac réwniez dziatanie synergistyczne z BAP (Nielsen
iin, 1995), co moze tlumaczy¢ dlaczego ta wtasnie kombinacja byta
najskuteczniejszg z testowanych w czasie inicjacji kultury pedéw z hipokotyli
I pseudacorus.

Fotografia 5. Kultura peddw zainicjowana
spontanicznie z mtodego klonu I. pseudacorus
oddzielonego od rosliny macierzystej
utrzymywanej w pozywce ptynnej MS + 2% sach
+0,3% PVP z dodatkiem 0,5 mg/L NAA i 0,5 mglL
BAP

8.1.4. Autonomiczna kultura /n vitrokorzeni anatomicznych 7 pseudacorus.

Kulture nietransformowanych korzeni anatomicznych zainicjowano
z odcietych korzeni przybyszowych roslin [ pseudacorus utrzymywanych
w warunkach 7n vitro(7.1.8). Na poczgtkowym etapie prowadzenia badan okreslono
optymalne stezenia sacharozy w pozywce hodowlanej pozwalajace na uzyskanie
stabilnego przyrostu biomasy korzeni. Na podstawie 3-miesieczne] obserwacjl
korzeni hodowanych w pozywce ptynnej MS z 03% PVP, w trzech roznych
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warlantach stezenia sacharozy: 20, 30 badz 40 g/L, ustalono, ze najwiekszy przyrost
biomasy uzyskano w pozywece z 4% dodatkiem cukru (Fotografia 6).

Fotografia 6. Wptyw sacharozy na intensywnos¢ wzrostu korzeni anatomicznych
|. pseudacorus po 3 miesigcach hodowli w ptynnej pozywce MS z 0,3% PVP. Zawartosc¢
sacharozy a. 20 g/L; b. 30 g/L; c. 40 g/L.

W drugiej czescl eksperymentu korzenie odciete od roslin macierzystych,
umieszczano w ptynnej pozywce MS z 03% PVP 1 4% sacharozy, w dwoch
warlantach oswietlenia: standardowym 16/8 godz. dnia oraz w clemnoscl
Po 4 tygodniach hodowli obserwowano widoczne roznice w tempie wzrostu
korzenl utrzymywanych na Swietle, w poréwnaniu do korzeni rosngcych
w ciemnosci (Fotografia 7). W zadnej z hodowli nie stosowano regulatorow
wzrostu. Analiza porownawcza wykonana na bazie dokumentacji fotograficzne]
przygotowywanej co 2 tygodnie wykazata, ze po 10 tygodniach hodowli, w 13 z 20
kolb z korzeniami utrzymywanymi z dostepem swiatla, widoczny byt wyrazny
przyrost korzeni na dtugosc oraz wydtuzanie licznych, cienkich korzeni bocznych.
Dwie kolby wyeliminowano =z eksperymentu z powodu kontaminacj
mikrobiologiczne]. Po 12 tygodniach hodowli, w 7 z 18 kolb z korzeniami
obserwowano kompletne pokrycie dna gestg siecig korzeni. W pozostatych,
obserwowany wzrost byt minimalny, widoczny jako kilkucentymetrowy przyrost,
bez dodatkowego rozgateziania sie. Korzenie z kolb w ktérych zajety one catg
powierzchnie dna, rozdzielono delikatnie na 2-3 czesci, w zaleznosci
od zageszczenia kultury. Utrzymywano je w hodowli do 22. tygodnia, kiedy to
zakonczono caty eksperyment. Korzenie hodowane w ciemnosci nie wykazywaty
przyrostu w zadnej z kolb. Utrzymywaty sie one jednak bez objawow zamierania
tkanek przez calty czas prowadzenia eksperymentu. Korzenie uzyskane w kulturze
ptynnej w standardowym oswietleniu charakteryzowaty sie, szybkim wzrostem,
zachowaniem koloru wynikajgcego z obecnosci chlorofilu oraz nie wykazywaty
przyrostu wtornego na grubosc.

Eksperyment zwigzany z inicjacjg kultury korzeni stanowit kontynuacje
badan prowadzonych wczesniej w ramach pracy magisterskiej (Michalak, 2016)
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oraz probe rozwigzania problemow z uzyskaniem kultury korzeni po transformacji
z wykorzystaniem bakterii z gatunku R. rhizogenes (8.1.2). W czasie prowadzenia
wczesniejszych badan zaobserwowano, ze [ pseudacorus utrzymywany
w kulturach in vitro, w standardowym oswietleniu 16/8 godz., po uszkodzeniu
mechanicznym merystemu wierzchotkowego, inicjuje wydtuzanie Kkorzeni
przybyszowych i intensyfikuje wzrostu cienkich korzeni bocznych (Fotografia 8).
Korzenie te, po odcieciu od todygi, utrzymywaty sie 1 wzrastaty w pozywce ptynne]
MS, bez udziatu zewnetrznie dodawanych regulatorow wzrostu.

Eksperyment przedstawiony w niniejsze] pracy pozwolit sprawdzi¢, czy
mozliwe jest uzyskanie podobnej kultury korzeni, wykorzystujgc jako eksplantaty
korzenie odciete od prawidtowo rozwijajacych sie roslin, bez stosowania
suplementacji regulatorami wzrostu. Z analizy dostepnej literatury naukowej
wynika, ze dotychczas nie opisano tego typu kultury dla zadnego z przedstawicieli
roslin rodzaju r1s.

Zjawisko samodzielnego utrzymywania sie korzeni, ich wzrostu, bez udziatu
regulacji hormonalnej, ani bez uprzedniej transformacji z wykorzystaniem bakterii
z gatunku R rhizogenes, jest nie do konca poznane. Z przeprowadzonego
eksperymentu mozna wnioskowac, ze jednym z kluczowych czynnikow majgcych
wpltyw na wzrost korzeni moze byc¢ swiatto, do ktérego w warunkach naturalnych,
korzenie nie majg dostepu. Wzrost korzeni anatomicznych jest zalezny od syntezy
roslinnego hormonu — auksyny, ktory najczescie] transportowany jest z lisci do
korzeni. Dotychczas wykazano, ze synteza 1 dystrybucja auksyn jest zalezna od
Swiatta (Halliday i in., 2009). W sytuacji, w ktorej brak jest jednak lisci, synteza
auksyn, niezbednych do wzrostu korzeni musi zachodzi¢ w innej tkance, w tym
przypadku w korzeniach. Badania przeprowadzone m.n. z wykorzystaniem
roslinnego organizmu modelowego Arabidopsis thaliana wskazujg, ze korzenie
majg mozliwos¢ syntezy auksyn de novo(np. IAA) w merystemie wierzchotkowym
korzenia (Ljung i in., 2005). Moze to tlumaczy¢, dlaczego wzrost korzeni
[ pseudacorus obserwowano tylko w warunkach standardowego oswietlenia,
anie w clemnosci.

Dysproporcja we wzroscie korzeni w poszczegolnych kolbach poczgtkowo
przypisywana byta nierownomiernej dystrybucji nieuszkodzonych
wierzchotkowych stozkow wzrostu korzeni przybyszowych. W celu sprawdzenia
tej hipotezy przeprowadzono powtornie eksperyment zwigzany z inicjacjg kultury
korzeni. Tym razem jednak do kolb rozdzielono albo same koncowe czesci korzeni
ze stozkiem wzrostu albo fragmenty ,Srodkowe” pozbawione stozka

wierzchotkowego ale posiadajgce liczne korzenie boczne.
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Fotografia 8. Wzrost korzeni przybyszowych
i bocznych w pozywce MS bez dodatku
egzogennych regulatoréw wzrostu,

po uszkodzeniu merystemu
wierzchotkowego i zatrzymaniu wzrostu
todygi. Strzatka wskazuje todyge.

Prowadzone obserwacje wykluczajg jednak, ze byt to czynnik wiodacy. Niezaleznie
bowiem od tego, ktére czesci korzeni umieszczono w pozywce, mozliwe byto
uzyskanie kultury cienkich korzeni bocznych. Zaobserwowano natomiast, ze na
ograniczenie wzrostu korzeni w kulturze mogg mie¢ wptyw zwigzki fenolowe
uwalniane z uszkodzonych tkanek, ktére po ich naturalnym utlenieniu sie
W pozywce mogg powodowac zatruwanie eksplantatow 1 inhibicje wzrostu tkanki
(Ahmad i in., 2013; Bhat i Chandel, 1991). Kultury, w ktérych nie obserwowano
clemnienia pozywkl wykazywaty staty przyrost 1 pozostawaty zielone
(Fotografia 9). W warunkach in vitro, w ktérych mozna wykluczy¢ inne zmienne
majgce wplyw na intensywnosc¢ syntezy 1 uwalniania zwigzkow fenolowych,
takich jak infekcje bakteryjne lub wirusowe, czy ochrone przed roslinozercami,
najbardziej prawdopodobnym czynnikiem wptywajgcym na ich biosynteze moze
byc¢ wiek tkanki inicjalne;.

Fotografia 9. Korzenie [ pseudacorus po 18 tygodniach hodowli.
Zdjecie a. przedstawia korzenie, ktdre nie podjety wzrostu przez caty czas
hodowli (korzenie stabo rosngce); Zdjecie b. przedstawia korzenie
intensywnie wzrastajace w hodowli (korzenie dobrze rosnace).
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W dotychczas publikowanych badaniach wykazano pozytywng Kkorelacje
pomiedzy wiekiem tkankiinicjalnej, a iloscig wydzielanych zwigzkow fenolowych.
Irysy, z ktorych pobierano korzenie do inicjacji kultury, byty wréznym wieku
liczonym od czasu skietkowania. Nie byto jednak mozliwe porownanie wieku
roslin pomiedzy poszczegolnymi probami korzeni.

Kultury korzeni, pomimo uzyskania niskie] biomasy tkanki zostaty
wykorzystane w dalsze] czesci pracy zwigzane] z analiza zwigzkow
syntetyzowanych w uzyskanej kulturze. Szczegotowy opis wynikoéw znajduje sie
w podrozdziale (8.2).

8.2. Biosynteza zwigzkdw biologicznie czynnych w kulturze korzeni
anatomicznych I. pseudacorus

W zwigzku z niskg biomasg korzenl anatomicznych [ pseudacorus
uzyskanych w kulturach in vitro (8.1.4), ekstrakcje i izolacje zwigzkow aktywnych
przeprowadzono z pozywki po hodowli wszystkich korzeni. Uzyskany ekstrakt C
(7.3.4) poddano dwukierunkowej analizie chromatograficznej TLC (7.7.3), oraz
bioautografii metodg agaru gornego (7.7.4), celem sprawdzenia obecnosci
zwigzkow aktywnych przeciwbakteryjnie.

We wstepne] analizie obecnosci zwiazkow przeciwbakteryjnych
w ekstrakcie C, do rozdzielenia ekstraktu wykorzystano dwukierunkowy uktad 1.
z fazami ruchomymi (V) oraz (VI) (7.7.3). Obserwacja uzyskanych chromatogramow
prowadzona w Swietle UV A — 254 nm wykazata obecnosc¢ licznych zwigzkow
wygaszajacych fluorescencje ptytki, zwlaszcza w obszarze czota obu
zastosowanych faz ruchomych (Fotografia 10a). Analiza w swietle UV A — 366 nm
pozwolita uwidocznic liczne zwigzki o niebieskiej i fioletowej fluorescenciji, a takze
pojedyncze zwigzki o seledynowej, zotte]j oraz pomaranczowej fluorescencji
(Fotografia 10b). Bioautografia z bakteriami S. aureus Newman, przeprowadzona
bezposrednio na ptytce z uzyskanym chromatogramem (Fotografia 10b),
uwidocznita obecnos¢ zwigzkow przeciwbakteryjnych. Na ptytce, po 24 godz.
inkubacji z bakteriami 1 pozniejsze] 30 min inkubacji po spryskaniu roztworem
MTT, obserwowano zotte strefy zahamowania wzrostu (Fotografia 10c),
wskazujgce na obecnosc¢ zwigzkow o aktywnosci przeciwbakteryjne;.

W celu izolacji 1 identyfikacji obserwowanych zwigzkow aktywnych,
we wspotpracy z dr Piotrem Migasem oraz prof. dr hab. Mirostawg
Krauze-Baranowskg =z Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, Wydziatu
Farmaceutycznego, w Katedrze 1 Zaktadzie Farmakognozji, wykonano dodatkowg
serie chromatografii dwukierunkowych w uktadzie 2. w fazach ruchomych (VII)
oraz (VII) (7.7.3). Zastosowanie uktadu 2. miato na celu poprawe separacji oraz
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Fotografia 10. Dwukierunkowa analiza chromatograficzna TLC ekstraktu C z pozywki po
hodowli korzeni anatomicznych. Analiza wykonana na ptytce szklanej pokrytej ztozem Sieo
Fasa w uktadzie faz ruchomych, w pierwszym kierunku: (V) octan etylu-chloroform-kwas
mrowkowy, (45:45:10, v/v/v), w drugim: (VI) octan etylu. a. Chromatogram analizowany
w Swietle UV A-254 nm, b. Chromatogram analizowany w $wietle UV A-366 nm,
. Bioautografia bezposrednia wykonana na uzyskanym chromatogramie. Biatymi
strzatkami zaznaczono strefy zahamowania wzrostu bakterii S. aureus.

zageszczenia obserwowanych zwigzkow aktywnych. Obserwacja uzyskanych
chromatogramow w swietle UV A — 366 nm potwierdzita obecnosc¢ licznych
zwlgzkow wykazujgcych niebieskg, fioletowg 1 brunatng fluorescencje
(Fotografia 11a). Powtérna bioautografia pozwolita okresli¢ aktualne potozenie
zwigzkow przeciwbakteryjnych (Fotografia 11b). Zwigzki oznaczone kolejno (1), (2)
oraz (3) posiadaty wartosci Rr (VII/VIII) 0,43/0,61; 0,36/0,62 oraz 0,26/0,61. Zwigzki (2)
1(3) w swietle UV A — 366 nm wykazywaty jasno-niebieska fluorescencje, a zwigzek
(1) ciemno-fioletowg fluorescencje (Fotografia 11a). Po derywatyzacji
z wykorzystaniem odczynnika NP PEG (European Pharmacopoeia, Wydanie 8,
2014) tylko zwigzek (1) zmienit swojg fluorescencje z ciemno-fioletowej na zottg
(Fotografia 11c). Fluorescencja oraz zmiana zabarwienia sugerujg, ze analizowane
zwilgzkl moga przynalezec¢ do grupy izoflawonow.

Zwigzki (1) i (3), jako dominujgce w ekstrakcie, zostaly wyizolowane metodg
potpreparatywnej TLC, po rozdzieleniu w fazie mobilnej VIII (7.7). Identyfikacje
zwigzkow przeprowadzono wykorzystujac wysokosprawng chromatografie
cieczowa, sprzezong ze spektrometrig mas (HPLC-DAD-ESI-MS) (7.7.5). Widma UV
(Suplement 2) oraz widma masowe (Suplement 3 i 4) poréwnano z danymi
literaturowymi zwigzkoéw opisanych dotychczas w irysach (Mabry i in., 1970).
Na podstawie analizy porownawcze] ustalono, ze badane metabolity przynaleza
do grupy izoflawonéw. Widma masowe (m/z) dla jonoéw [M+H]*/[M-H] 331%/329
oraz 307/305 odpowiadajg kolejno zwigzkom: (1) rozpoznanego jako dimetoksy-
trihydroksy-izoflawon oraz (3) rozpoznanego jako dimetoksy-dihydroksy-
izoflawon (Tabela 19).
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Fotografia 11. Chromatogramy uzyskane w wyniku rozdzielania ekstraktu C za pomoca
dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej na ztozu krzemionkowym (HPTLC
Siso F2s4) u uktadzie VII/VIII. Na zdjeciu widoczne sg zwigzki aktywne (1), (2), (3). a. 366
nm przed derywatyzacja, b. bioatuografia bezposrednia na chromatogramie. Widoczne
strefy zahamowania wzrostu bakterii S. aureus Newman; c. A - 366 nm po derywatyzacji
z NP. PEG.

Biorgc pod uwage réznice we fluorescencji zwigzku (1) oraz (3) widoczng na
chromatogramach TLC (Fotografia 11), w oparciu o dane literaturowe (Mabry i in,,
1970), mozna przypuszczac, ze zwigzek (1) posiada grupe hydroksylowg w pozycji
C-5, w przeciwienstwie do zwigzku (3), ktory takiej substytuciji nie posiada.

Dane literaturowe wskazujg, ze wsrod izoflawonow dotychczas
izolowanych z tkanek irysow z grupami 2-metoksy oraz 3-hydroksy tylko jeden
posiada grupe hydroksylowg w pozycji C-5 (Mykhailenko i in., 2020). Na podstawie
analizy porownawczej zwigzek (1) zidentyfikowano jako iristektorigenine B
(5,7,4'- trihydroksy-6,3'-dimethoksy- izoflawon) (Michalak i in., 2021).

Dodatkowa analiza HPLC ekstraktu C w oparciu o poréwnanie
z substancjami wzorcowymi (Suplement 5), potwierdzita rowniez obecnosc
innych izoflawondéw o aktywnosci biologicznej: genisteiny i daidzeiny (Tabela 19).
W przypadku pozostatych zwigzkow obserwowanych na chromatogramach, ze
wzgledu na brak literaturowych danych porownawczych oraz niewystarczajgcg
ilos¢ 1 czystos¢ materiatu (ekstraktu C), do przeprowadzenia zaawansowanej
analizy, m.in. z wykorzystaniem metod spektroskopowych, w tym spektroskopii
magnetycznego rezonansu jgdrowego NMR (ang. Nuclear Magnetic Resonance),
dalszej identyfikacji nie prowadzono.

Powtorna inicjacja kultury korzeni anatomicznych, ktorg przeprowadzono
w celu ustalenia potencjalnych czynnikow wptywajacych na autonomiczny wzrost
korzeni w warunkach in wvitro, pozwolita dodatkowo na zaobserwowanie
kluczowych roznic w biosyntezie zwigzkow aktywnych w kulturach stabo
rosnacych (Fotografia 12a) i dobrze rosnacych (Fotografia 12b).
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Tabela 19. Zwigzki aktywne zidentyfikowane w ekstrakcie z pozywki po hodowli korzeni
anatomicznych [. pseudacorus (ekstrakt C)

; ESI-MS
Nl{mer w m/z Zidentyfikowany
zwigzku UV Amax M . .
/wzorzec | I [M+H]*/ zwigzek
[M-H]
Zwigzek 1 18,8 456 263, 290sh, 331%/329 Iristektorigenina B
339sh (5,7,4'- trihydroksy-
6,3'-dimetoksy-
izoflawon)
Zwigzek 3 221 482 255, 282sh, 315%/313" nienznany
335sh dimetoksy-
dihydroksy-
izoflawon
Daidzeina 125 364 248, 256sh, 255%/253 +
300sh
Genisteina 175 44,2 259, 271%/269 +
286sh,332sh

I, Il fazy ruchome (7.7.5); tr — czas retencji, + wykazana obecnosc¢ w oparciu
0 substancje wzorcowe; Amax — maksimum absorbcji

Dzieki dodatkowe] porcji materiatu podjeto dziatania zmierzajace do sprawdzenia,
czy obserwowane wczesnie] zwigzki przeciwbakteryjne, zidentyfikowane
w pozywece po hodowli wszystkich korzeni (ekstrakt C), sg syntetyzowane zarowno
przez korzenie dobrze rosnace, jak 1 te, ktore nie podjety intensywnego wzrostu.
Z materiatu zebranego po 18 tygodniach prowadzenia kultury przygotowano
ekstrakty: z pozywek po hodowli korzeni (7.3.4) oraz z samych korzeni (7.3.2).
Uzyskane ekstrakty przeanalizowano za pomocg chromatografii HPTLC w uktadzie
(VI)/(VII) (7.7.3). Obserwacja chromatogramow prowadzona w Swietle
UV A — 254 nm oraz UV A — 366 nm wykazata obecnosc¢ zwigzkow o analogiczne]j
fluorescenciji i wartosci Re, jak dla zwigzkow (1), (2) i (3) jedynie w ekstrakcie
z korzeni stabo rosnacych (Fotografia 12c), oraz w pozywce po ich hodowli
(Fotografia 12d). W ekstrakcie z korzeni dobrze rosngcych (Fotografia 12e) ani
wpozywce po ich hodowli (Fotografia 12f) wskazanych zwigzkow
nie obserwowano.

W celu potwierdzenia zaobserwowanych roznic w biosyntezie zwigzkow
przeciwbakteryjnych w korzeniach dobrze i stabo rosngcych przeprowadzono
dodatkowg analize ekstraktow z tkanek oraz pozywek po wskazanych wyze]
korzeniach, z wykorzystaniem metody HPLC-DAD-ESI-MS (7.7.6). Analiza
wykazata, ze zwigzki (1) oraz (3), oznaczone wczesniej w ekstrakcie C, nie sg obecne
w ekstrakcie z pozywki po korzeniach dobrze rosngcych, a ich obecnosc
w ekstrakcie z tkanki korzeni dobrze rosngcych jest niska. Stad tez nie byto
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mozliwe wykrycie ich na chromatogramach HPTLC (Fotografia 12d). Wyzsze
stezenia tych zwigzkow zaobserwowano w ekstrakcie z korzeni stabo rosngcych
iw pozywce po ich hodowli, z czego w korzeniach dominowat zwigzek (3),
a w pozywce zwiagzek (1). Co wiecej, analiza ekstraktu z korzeni stabo rosngcych
pozwolita zaobserwowac liczne, dodatkowe zwigzki, nalezgce najprawdopodobniej
do grupy izoflawonow, oznaczone w Tabeli 20 jako zwigzek a, b, ¢ 1d. Ich stezenia
byly wyzsze niz w ekstrakcie z korzeni dobrze rosngcych (Suplement 2). Niepetne
dane z detektora masowego, niewielka objetos¢ posiadanego ekstraktu oraz
niewystarczajgce literaturowe dane porownawecze, nie  pozwolity
na przeprowadzenie peinej identyfikacji zaobserwowanych zwigzkow. Nalezy
jednak zaznaczyc¢, ze uzyskane dane stanowig wazny wkitad 1 wyznaczajg mozliwe
kierunki dalszych badan nad biosyntezg zwigzkéw biologicznie czynnych
w uzyskanym modelu tkankowym roslin 7 pseudacorus.

Prawdopodobng przyczyng niskiego stezenia zwigzkow przeciwbakteryjnych
w tkankach korzeni dobrze rosngcych oraz ich nieobecnos¢ w pozywce po ich
hodowli moze by¢ ukierunkowanie metabolizmu w tkankach na ich intensywny
wzrost. Metabolizm pierwotny 1 wtorny sg bowiem Scisle ze sobg powigzane,
zardGwno na poziomie enzymatycznym, jak i substratowym (Wink, 2010). Wiele
metabolitow wtornych powstaje na bazie produktow lub prekursoréw powstatych
z metabolitow pierwotnych (Aharoni i Galili, 2011). Produkcja substancji obronnych
jest kosztochtonna pod wzgledem energii 1 zasobow. Jesli wiec roslina wydatkuje
je na produkcje substancji obronnych moze to wptywac¢ na ograniczenie jej
wzrostu. Dlatego tez najczescie] zwigzki takie syntetyzowane sg w wyniku
odpowiedzi na czynnik stresowy (Lattanzio i in., 2012). Na podstawie
prowadzonych obserwacji mozna podejrzewac, ze w przypadku stabo rosngcych
korzenl [ pseudacorus utrzymywanych w kulturach in wvitro, wytworzyto sie
sprzezenie zwrotne blokujgce wzrost korzeni, jednoczesnie stymulujgce
je do dalszej syntezy zwigzkow aktywnych. Uszkodzenie tkanki podczas inicjacji
kultury prowadzito do wydzielania zwigzkow biologicznie czynnych do pozywki,
co mogto z kolel prowadzi¢ do zahamowana dalszego wzrostu tkanki 1 stymulacji
biosyntezy substancji obronnych. Ich obecnos¢ w pozywce nie doprowadzata
jednak do smierci tkanek, poniewaz pozywka wymieniana byta regularnie, co dwa
tygodnie. Stezenie zwigzkéw fenolowych nie wzrastato wiec do wartosci
granicznej, mogacej doprowadzi¢ do Smierci tkanki. Przy kazdorazowej zmianie
pozywki, w kolbach, na tkance, pozostawaty jednak sladowe ilosci pozywki, ktore
wcigz zawieraty zwigzki aktywne. Te z kolel mogty by¢ czynnikiem stymulujgcym
do dalszej ich biosyntezy 1 wydzielania ich do Swiezej pozywki.
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Fotografia 12. Analiza porownawcza sktadu metabolicznego ekstraktéw z korzeni stabo
i dobrze rosnacych w kulturach in vitro oraz z pozywek po ich hodowli. a. korzenie stabo
rosnace; b. korzenie dobrze rosnace; c. d. e. f. chromatogramy dwukierunkowe w uktadzie
(2.), Fazach mobilnych VII/VIII wizualizowane w Swietle UV-366 nm. c. ekstrakt z korzeni
stabo rosnacych, e. ekstrakt z pozywki po tych korzeniach, strzatkami zaznaczono
zidentyfikowane zwigzki aktywne; d. ekstrakt z korzeni dobrze rosngcych, f. ekstrakt
Z pozywki po korzeniach dobrze rosnacych. Brak widocznych zwigzkdw aktywnych.
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Tabela 20. Metabolity wtérne zidentyfikowane w ekstrakcie z korzeni stabo rosngcych

tr ESI-MS
Oznaczenie (min) UV Amax m/z Zidentyfikowany
zwigzku nm [M+H]*/ zwigzek
1 [M-H]
Zwigzek a 44,29 261, 2717/269 przypuszczalnie
339sh trihydroksy izoflawon,
m.cz. 270
Zwigzek b 4472 264, 331'/329 przypuszczalnie
288sh, trihydroksy-dimetoksy
343sh izoflawon, m.cz. 330
Zwigzek 1 45,64 263, 3317/329 Iristektorigenina B
292sh, (5,7,4-trihydroksy-6,3"-
339sh dimetoksyisoflawon)
Zwigzek 3 48,22 256, 315/313 nieznany dimetoksy-
283sh, dihydroksy-izoflawon
331sh
Zwigzek ¢ 49,00 255, 285%/283"  przypuszczalnie nieznany
332sh mono-metoksy-
trihydroksy-izoflawon
Zwigzek d 49,26 258, 332 315%/313°  przypuszczalnie nieznany
dimetoksy-dihydroksy
izoflawon

I, Il fazy ruchome (7.7.5), m.cz — masa czgsteczkowa; tg — czas retencji; UV Amax
— maksimum absorbcji

Wiele mono-, di- i tri- metoksy izoflawonow wykryto dotychczas
w korzeniach réznych gatunkow iryséw (Wang i in., 2010), a wsrod nich znalazty
sie zwigzki wykazujgce aktywnosc przeciwbakteryjng, w tym przeciw bakteriom
z gatunku S aureus (Hummelova i in., 2015; Mukne i in., 2011). Zidentyfikowany
w niniejszej pracy zwigzek (1) wykazujacy aktywnos¢ przeciwbakteryjng
w stosunku do bakterii z gatunku S aureus, oznaczony jako iristektorigenina B
(5,7,4'-trihydroksy-6,3'-dimetoksy-izoflawon), wystepuje w wielu gatunkach
irysow, w tym w: [ tectorum (Shu iin., 2010), [ spuria (Farag i in., 2009),
[ carthaliniae (Farag i in., 1999), ale takze w gatunkach spoza tej rodziny, w tym
W Belamcanda chinensis (Li i in., 2009). W literaturze nie znaleziono jednak
doniesien na temat jego aktywnosci przeciwbakteryjne] ani mozliwosci
pozyskiwania tego zwigzku z kultur 7n vitroroslin z rodzaju /rzs. Iristektorigenina B,
poza zidentyfikowang aktywnoscig przeciwbakteryjng, posiada rowniez
udokumentowang aktywnos¢ hipocholesterolemiczng, czyli zmniejszajgcg
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wchtanianie cholesterolu. Badania in witro wykazaty, ze zwigzek ten poprzez
oddziatywanie z watrobowym receptorem X, bedacym = czynnikiem
transkrypcyjnym odpowiedzialnym za metabolizm lipidow i weglowodanow,
prowadzi do regulacji ekspresji kluczowych genow odpowiedzialnych za
rownowage cholesterolowg w makrofagach, bez indukowania akumulacji ttuszczy
w watrobie (Jun iin., 2012). Badania wskazujg rowniez, ze iristektorigenina B moze
hamowac¢ dziatanie SASP (ang. senescence-associated secretory phenotype)
starzejgcych sie komorek o charakterze wydzielniczym. Ich obecnosc¢ i zwigzki
wydzielane przez nie do otoczenia, m.in. czynniki prozapalne, mogg prowadzi¢ do
mikrozapalen w tkankach, a w rezultacie m.in. do zwiekszania szansy rozwoju
nowotworéw lub choréb degeneracyjnych zwigzanych z wiekiem m.in.
reumatyzmu czy cukrzycy (Lim i in., 2017). Iristektorigenina B w tescie Amesa
wykazata rowniez aktywnosc¢ przeciwmutagenng poprzez supresje ekspresji genu
umu systemu SOS bakterii Sa/monella thypimurium TA1535/pSK1002
aktywowanego po traktowaniu bakterii mutagennym furylfuramidem (Miyazawa
1in.,, 2001). Zwazywszy na mnogosc¢ potencjalnych zastosowan tego zwigzkuy,
kultury /n vitrokorzeni I pseudacorus mogg stanowic dodatkowe, nowe zrodto tego
metabolitu do badan 1 zastosowan komercyjnych.

Na dodatkowe podkreslenie zastuguje fakt wykrycia w kulturze korzeni
irysa obecnosci dwoch znanych zwigzkow biologicznie czynnych z grupy
izoflawonow: daidzeiny 1 genisteiny. Sg to zwigzki o aktywnosci estrogenowej,
przeciwutleniajgcej, modulujacej, a takze przeciwnowotworowej (Ganai i Faroodi,
2015; Vitale i in., 2013), bedace przedmiotem licznych badan podstawowych
1 aplikacyjnych. Genisteina, ze wzgledu na swoje szerokie spektrum aktywnosci,
stata sie m.in. przedmiotem zgtoszenia patentowego, w ktorym wskazuje sie
mozliwosc jej zastosowania w leczeniu choroby Alzheimera (Wegrzyn i in., 2018).
Nowe, zrodto roslinne tego zwiazku, podobnie jak w przypadku iristektorigeniny B,
stanowl wazny kierunek w dalszych badaniach nad pozyskiwaniem substancji
aktywnych do zastosowan leczniczych.

8.3. Kitacza I. pseudacorus sa zrodtem zwigzkow o aktywnosci
przeciwbakteryjnej i przeciwbiofilmowej

Ekstrakt A (7.3.2) poddano analizie przeciwbakteryjnej, zarowno przeciw
bakteriom wzrastajgcym w kulturze planktonicznej (7.4.4), jak rowniez przeciw
bakteriom zdolnym do wytwarzania biofilmu (7.4.5). Analiza z wykorzystaniem
seryjnych mikrorozcienczen pozywki wykazata aktywnosc¢ przeciwbakteryjng
ekstraktu w stosunku do wszystkich analizowanych bakterii Gram (+) i Gram (-).
Minimalne Stezenie Bakteriobojcze (MBC), wyrazone w mg suchej masy tkanki
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potrzebnej do przygotowania 1 mL aktywnego ekstraktu, zostaty przedstawione
w Tabela 21. Najwyzsza wrazliwos¢ na ekstrakt A zaobserwowano dla bakterii
z gatunku S aureus, zarowno szczepu referencyjnego Newman, jak 1 izolatow
klinicznych: wrazliwego oraz opornego na co najmniej dwie rdzne grupy
komercyjnie stosowanych antybiotykow. Wartosci MBC wynosity kolejno:
1,256mg SM/mL dla szczepu referencyjnego 1 izolatu opornego 703/k;
2,50 mg SM/mL dla izolatu wrazliwego 1521 (Michalak i in., 2021). Wsrod bakterii
Gram (-) najwyzszg wrazliwos¢ na ekstrakt wykazat szczep referencyjny bakterii
P aeruginosa PAK, dla ktérego wartos¢ MBC wyniosta 10 mg SM/mL
(Michalak iin., 2021).

Aktywnosc przeciwbakteryjna ekstraktow z tkanek 7 pseudacorus nie byta
jak dotgd przedmiotem wnikliwej analizy naukowej. Dotychczasowe doniesienia
sugerowaty jednak, ze tkanki I pseudacorus mogg zawierac zwigzki o aktywnosci
przeciwbakteryjnej. W pracy przedstawione] przez Ramtin 1 wspotpracownikow
(2014), wykazano bowiem, ze olejek eteryczny uzyskany z kigcza kosacéca zottego
moze dziata¢ hamujgco na wzrost wybranych bakteryjnych patogenow ludzkich,
w tym S aureusoraz P. aeruginosa. Olejki, ze wzgledu na metode ich uzyskiwania,
stanowig jedynie wycinek z puli zwigzkow jakie obecne sg w tkankach roslin, aich
hydrofobowy charakter oraz obecnosc czesto lotnych i niestabilnych zwigzkow,
moze utrudniac zarowno ich analize, jak 1 pozniejsze zastosowanie.

Analiza aktywnosci przeciwbakteryjne] wodnych ekstraktéw z mrozonych,
nieliofilizowanych kigczy, potwierdzita, ze w tkance obecne sg zwigzki hydrofilowe
wykazujgce aktywnos¢ przeciwbakteryjng. W analizie z wykorzystaniem
seryjnych mikrorozcienczen wyznaczono bowiem wartosci MBC, zaréwno
w stosunku do Gram (+) szczepow S aureus, jak 1 Gram (-) szczepow bakterii
P aeruginosa (Tabela 22). Podobnie jak w przypadku ekstraktu metanolowego,
bakterie Gram (+) byty bardziej wrazliwe na dziatanie ekstraktu z irysa.

Analiza skiadu metabolicznego tkanek /7 pseudacorus przedstawiona
w dotychczas opublikowanych pracach naukowych wskazuje, ze roslina ta
syntetyzuje zwigzki, ktérych obecnos¢ moze by¢ odpowiedzialna za obserwowang
aktywnosc¢ przeciwbakteryjng. Wykazano obecnos¢ zarowno kwasu ferulowego,
iriliny A i B, kwasu szikimowego, genisteiny czy tektorigeniny (Hanawa i in., 1991,
Kim 1 in., 2012; Kovalev 1 in., 2013; Mykchailenko i1 Kovalyov, 2016; Sary 1 in., 2004;
Tarbeevaiin., 2013). Co ciekawe, jak dotgd w pracach badawczych nie podkreslano,
ze tkanki [ pseudacorus zawierajg wysokie stezenie tanin. Ich dominacje
wykazano wsrod zwigzkow fenolowych w niniejszej pracy doktorskiej (8.4).
W swietle tych danych 7 pseudacorus moze byc¢ dodatkowym zrédiem tych

zwigzkow do roznorakich celow przemystowych.
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Tabela 21. Minimalne Stezenie Bakteriobodjcze ekstraktéw metanolowych z liofilizowanych
ktaczy I. pseudacorus (ekstrakt A) przeciw ludzkim patogenom bakteryjnym: szczepom
referencyjnym i izolatom klinicznym.

Gatunek Szczep MBC (mg SM*/mL)

Staphylococcus aureus Newman 1,25
1521 (w) 2,50
703/k (0) 1,25

Pseudomonas aeruginosa PAK 10,00

3926 (w) 25,00

2721 (o) 25,00

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 50,00

1071 (w) 25,00

3896 (o) 25,00

Escherichia coli ATCC 25922 50,00

1285 (w) 50,00

4162 (0) 50,00

* SM — sucha masa tkanki potrzebna do przygotowania 1 mL aktywnego
ekstraktu; (w) — szczep wrazliwy; (0) — szczep oporny na przynajmniej dwie
rozne grupy komercyjnie stosowanych antybiotykow

Obecnosc¢ tanin zostata zauwazona w czasie przygotowywania ekstraktu A
do analizy aktywnosci przeciwbakteryjne] metodg seryjnych mikrorozcienczen.
Po odparowaniu rozpuszczalnika 1 zawieszeniu ekstraktu w pozywce BHI
obserwowano nagtg, intensywng interakcje ekstraktu z pozywka, skutkujgcg
wytrgceniem sie nierozpuszczalnego osadu oraz utratg rézowo-czerwonego koloru
ekstraktu. Interakcja z biatkami powodujgca ich precypitacje z roztworu jest cechg
charakterystyczng dla tanin skondensowanych (Hagerman i Butler, 1981).
Obecnosc¢ tanin moze miec kluczowe znaczenie w aktywnosci przeciwbakteryjnej
ekstraktow z kigczy I pseudacorus. Sg to bowiem zwigzki o udokumentowanej
aktywnosci biologicznej (Kolodziej i in., 1999; Serrano i in., 2009; Sieniawska i Baj,
2017), 1 dziatajg przeciwdrobnoustrojowo w stosunku do bakterii S aureus
(Akiyamaiin., 2001, Chungiin., 1993).

Tabela 22. Minimalne Stezenie Bakteriobdjcze ekstraktéw wodnych ze Swiezych kfaczy
|. pseudacorus przeciw wybranym ludzkim patogenom bakteryjnym.

Gatunek Szczep MBC (mg*/mL)
Staphylococcus aureus Newman 0,156
1521 (w) 0,312
703/k (0) 0,156
Pseudomonas aeruginosa PAK 1,250
3926 (w) 5,000
2721 (0) 5,000

*mg liofilizowanego ekstraktu; (w) — szczep wrazliwy; (0) — szczep oporny na
przynajmniej dwie rozne grupy komercyjnie stosowanych antybiotykow
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Bakterie, ktorych wrazliwosc na ekstrakt A przeanalizowano w niniejszej
dysertacji, zostalty wybrane z grupy ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, i Enterobacter spp.), charakteryzujacej sie wyzsza
od innych patogenow opornoscig na powszechnie stosowane i dostepne grupy
antybiotykéw, w tym penicyliny, wankomycyne czy karbapenemy. Stanowig one
realne zagrozenie dla skutecznosci terapil przeciwbakteryjnych, zwazywszy
na niskie tempo opracowywania nowych metod zwalczania infekcji bakteryjnych
(Pendleton 1 in., 2013). We wszystkich analizowanych w pracy doktorskiej
przypadkach, wartos¢ MBC ekstraktu nie przekraczata 50 mg SM/mL, zarowno
dla szczepow referencyjnych, jak iizolatow klinicznych, w tym szczepéw opornych
na antybiotyki. Roznica w aktywnosci ekstraktu w stosunku do bakterii Gram (+)
1 Gram (-) moze wynikac¢ z budowy powtok zewnetrznych tych bakterii i obecnosci
dodatkowej btony komoérkowej u bakterii Gram (-), cozapewnia im mniejszg
przepuszczalnosc dla wielu zwigzkow aktywnych.

Bakterie S aureus oraz P aeruginosa to mikroorganizmy zdolne
do tworzenia trudnego do zwalczania biofilmu. Oba gatunki w testach aktywnosci
przeciwbakteryjnej dla bakterii rosnacych w formie planktonu wykazaty
najwyzszg wrazliwosc na dziatanie ekstraktu A. Podjeto wiec analize aktywnosci
ekstraktu rowniez w stosunku do wytwarzanego przez nie biofilmu. Analize
prowadzono z wykorzystaniem seryjnych mikrorozcienczen w zakresie od 1,25
do 100 mg SM/mL (7.4.5). Przeprowadzone badania wykazaty aktywnosc¢ ekstraktu
A przeciwko biofilmowi uformowanemu przez bakterie S aureus Newman,
a Minimalne Stezenie Eradykujace Biofilm wyniosto 3,125 mg SM/mL.

Biofilm to konsorcjum ztozone z bakterii osadzonych w matrycy
polisacharydowej, o zmienionym fenotypie i charakterystyce wzrostu. Czesto,
w wyniku niskie] aktywnosci metabolicznej bakterii w biofilmie, mikroorganizmy
te sg bardzo trudne do zwalczania standardowymi  zwigzkami
przeciwbakteryjnymi, ktore stosuje sie w przypadku zwalczania bakterii w hodowli
planktonicznej. Jak wskazujg badania (Wolcott i Ehrlich, 2008), biofilm moze by¢
trudny do zwalczenia nawet po zastosowaniu 100-1000 razy wyzszego stezenia
zwilgzku przeciwbakteryjnego, pomimo tego, ze kultura planktoniczna tego
gatunku byta hamowana przez stosowany czynnik aktywny. Stezenie ekstraktu A
potrzebne do eradykacji biofilmu S aureus byto tylko 2,5-krotnie wyzsze niz to
zastosowane przeciw S aureus z kultury planktonicznej. Jest to pierwsze
doniesienie wskazujagce na mozliwos¢ zastosowania ekstraktu z tego gatunku

roslin w walce z gronkowcowym biofilmem bakteryjnym.
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8.3.1. Analiza rodzaju interakcji pomiedzy ekstraktami z tkanek / pseudacorus
a nanoczastkami srebra w stosunku do wybranych patogenow ludzkich

Poza analizg aktywnosci przeciwbakteryjnej ekstraktu A, podjeto rowniez
dziatania zmierzajgce do sprawdzenia, czy biologicznie czynny ekstrakt z kigcza
irysa, po potaczeniu z inng substancjg przeciwbakteryjng, pozwoli na obnizenie
efektywnych dawek obu substancji, przy jednoczesnym zachowaniu bgdz wzroscie
ich aktywnosci biologicznej. Do analizy interakcji miedzy komercyjnie dostepnymi
nanoczastkami srebra (AgNPs) (Prochimia) i metanolowym ekstraktem z kigczy
[ pseudacorus (ekstrakt A), wykorzystano tzw. metode szachownicy
(ang. Checkerboard Titration Method) (7.4.6). Analiza wykazala, ze zastosowanie
AgNPs wraz z ekstraktem A, obniza aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowg obu
czynnikow, w stosunku do bakteril S aureus Newman, tym samym wykazujac
dziatanie antagonistyczne (FBCi = 2,125). W przypadku bakterii z gatunku
P. aeruginosa, zastosowanie ekstraktu A 1 AgNPs umozliwito podwyzszenie
aktywnosci czynnikow i obnizenie dawek obu substancji ok. 4-krotnie (FBC; = 0,56)
w stosunku do szczepu referencyjnego PAK oraz ok. 16-krotnie dla ekstraktu
i2-krotnie dla AgNPs (FBCi=0,5) w stosunku do opornego izolatu klinicznego
P aeruginosa. Uzyskano wiec kolejno, oddziatywanie bliskie synergii oraz
oddziatywanie synergistyczne (Wykres 1).
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Wykres 1. Izobologramy obrazujace oddziatywania przeciwbakteryjne miedzy dwoma
czynnikami bakteriobdjczymi: ekstraktem z ktaczy . pseudacorus (ekstrakt A) oraz
nanoczastkami srebra (AgNPs), w stosunku do dwoch szczepow bakterii P. aeruginosa.
Pomaranczowa linia wyznacza granice interakcji pomiedzy dwiema substancjami. Zielona
linia reprezentuje dane eksperymentalne wskazujgce minimalne stezenia bakteriobdjcze
obu substancji w stosunku do badanych szczepdw P. aeruginosa.
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Zmniejszenie dawek obu czynnikow moze miec¢ kluczowe znaczenie dla

unikniecia ewentualnego wptywu cytotoksycznego ekstraktu A oraz AgNPs
na komorki ludzkie, przy jednoczesnym zwiekszeniu ich skutecznosci
przeciwbakteryjnej w stosunku do bakterii z gatunku P. aeruginosa.
Wielotorowe dziatanie w zwalczaniu bakteryjnych patogenow ludzkich jest jedng
ze strategii w terapiach zakazen wywotanych szczepami opornymi (Brooks
1 Brooks, 2014). Zastosowanie dodatkowego czynnika takiego jak ekstrakty roslinne
moze bowiem uwrazliwia¢ bakterie na substancje przeciwbakteryjne, w tym
antybiotyki, na ktére nabyty juz opornosc (Abreuiin., 2012).

Nanoczgstki srebra wykazuja wyzszg skutecznos¢ przeciwbakteryjng
w stosunku do bakterii Gram (-), niz Gram (+) (Banasiuk i in., 2020). Przyczyna
antagonizmu ekstraktu A i nanoczgstek jest jednak trudna do ustalenia 1 wymaga
dodatkowych, wielopoziomowych badan, ktére nie wchodzity w zakres niniejszej
rozprawy doktorskiej. W oparciu o wyniki uzyskane w dalsze] czescl pracy
zwigzanej z analizg skiadu ekstraktu A (8.4) oraz eksperymentow dotyczacych
ekologicznej syntezy nanoczgstek srebra z wykorzystaniem ekstraktow z tkanek
[ pseudacorus (8.8), mozna przypuszczac, ze znaczacg role w obserwowanym
antagonizmie mogty odegrac taniny 1 flawonoidy.

Taniny to zwiagzki, ktore ze wzgledu na liczne grupy hydroksylowe moga
wchodzi¢ w interakcje zarowno z elementami znajdujgcymi sie na powierzchni
bakterii, jak rowniez z nanoczgstkami srebra. Jedng z charakterystycznych dla
tanin cech jest ich wigzanie sie z biatkami powodujgce ich precypitacje z roztworu
(Asquith i Butler, 1986). Wigzanie tanin z biatkami i wywotywanie zmian w ich
strukturze 1 witasciwosciach wykorzystywane bylo miedzy innymi w procesie
garbowania skor zwierzecych (Raji i in., 2019). Proantocyjanidyny (taniny
skondensowane) moga, miedzy innymi, wigzac¢ sie z polimerami na powierzchni
komorek bakterii powodujgc rozlegte formowanie tanncuchow i flokulacje, co miato
miejsce, np. w kulturze Gram (+) bakterii Streptococcus bovis (Jones i in., 1994).
Taniny skondensowane, dzieki posiadaniu licznych ugrupowan di-orto-
fenolowych, mogg rowniez kompleksowac metale (Dixon i in., 2005), co w sytuacji
zwigzania tanin na powierzchni komorek bakterii moze byc¢ putapkg dla
nanoczastek. Wzajemna interakcja na powilerzchni bakterii mogta wiec
doprowadzi¢ do unieczynnienia obu czynnikow przeciwbakteryjnych.

O1ile w przypadku bakterii Gram (+), kluczowg aktywnos¢ przeciwbakteryjng
mozna przypisac¢ katechinom i taninom skondensowanym (8.4.2), a w przypadku
analizowanych szczepow S. aureus, zidentyfikowanej w ekstrakcie galokatechinie
(Michalak i in. 2021), o tyle w przypadku bakterii Gram (-), role w aktywnosci
linterakcji z AgNPs, moga odgrywac obecne w [ pseudacorus flawonoidy
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(Mykchailenko i Kovalyov 2016; Hanawa, Tahara, i Mizutani 1991; Bate-Smith
1 Harborne 1963; Mykhailenko i in. 2020). Katechiny wykazujg bowiem mniejszg
skutecznos¢ w stosunku do bakterii Gram (-), ktérych powierzchnia natadowana
jest ujemnie z powodu obecnosci licznych lipopolisacharydow (Ikigai i in., 1993).
Blokuje to ich oddzialywanie z kateching. Z kolei brak na powierzchni
peptydoglikanu najprawdopodobniej zapobiega agregacji tanin skondensowanych.
W przypadku flawonoidéw, badania wskazujg, ze mogg one wchodzi¢ w interakcje
z dwuwarstwg lipidowg bakterii za posrednictwem dwoch mechanizmow
(Tsuchiya, 2015). Jeden z nich zaktada udziat wiekszej liczby niepolarnych
zwigzkow w hydrofobowym wnetrzu btony komorkowej, podczas gdy drugi bierze
pod uwage tworzenie sie wigzan hydroksylowych pomiedzy polarnymi gtowami
lipidow 1 bardziej hydrofilowymi flawonoidami na styku btony. Niespecyficzne
wigzanie flawonoidow z  fosfolipidami moze wywolywa¢ zmiany
we wiasciwosciach btony, takich jak fluktuacje w btonie czy zmiany grubosci
Sciany. Posrednio moduluje to funkcje 1 dystrybucje biatek btonowych 1 wptywa na
wiasciwosci farmakologiczne samych flawonoidéow (Arora i in, 2000).
Destabilizacja btony moze by¢ drogg do wnikania nanoczgstek srebra do wnetrza
komorek, zwtaszcza jesli nie zostaly schwytane wczesnie] na powierzchni
komorki, jak mogto to mie¢ miejsce w przypadku dziatania ekstraktu i nanoczastek
w stosunku do bakterii S. aureus.

8.4. Analiza sktadu ekstraktow

8.4.1. Catkowita zawartosc zwigzkow fenolowych 1 tanin. Okreslenie charakteru
tanin wystepujacych w ktgczu 7 pseudacorus.

Catkowita zawartos¢ zwigzkow fenolowych i1 tanin w liofilizowanych
kitgczach I pseudacorus zostata okreslona z wykorzystaniem metody proszku
skorzanego i pomiaru spektrofotometrycznego (7.6). Metoda ta wykorzystuje fakt
interakcji tanin z biatkami w proszku skorzanym 1 ich precypitacji. Roznica
w absorbancji przed 1 po zastosowaniu proszku skorzanego, w oparciu o krzywa
kalibracyjng dla pirogalolu, pozwala oszacowac 1 wyroznic, jakg czes¢ wszystkich
zwilgzkow fenolowych stanowig taniny. W wyniku przeprowadzonych pomiarow
ustalono, ze catkowita zawartos¢ zwigzkoéw fenolowych, wyrazona jako
ekwiwalent pirogalolu, wynosi 6,6310,31% (w/w), przy czym 5,38+0,19% (W/w)
stanowig taniny. Analiza wykazata, ze taniny stanowig ponad 80% zwigzkow
fenolowych w ktaczu I pseudacorus.

W  celu potwierdzenia  charakteru  zidentyfikowanych  tanin
przeprowadzono analize chromatograficzng TLC oraz hydrolize w srodowisku
kwasowym. Analizie poddano ekstrakt A (7.3.3), B(7.3.2) oraz frakcje ekstraktu A
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(7.3.6), kolejno A-O (octan etylu), A-E (eter dietylowy) i A-W (woda). Analize TLC
kompleksow tanin przeprowadzono na ptytkach HPTLC ze zlozem
krzemionkowym z wykorzystaniem uktadu ruchomego (I) kwas octowy—eter
dietylowy—n-heksan—octan etylu, (20:20:20:40, v/v/v/v) oraz (II) n-butanol-kwas
octowy—woda (30:1515, v/v/v). Obserwacja rozwinietych chromatogramow
w swietle widzialnym (Fotografia 13a) pozwolita wykry¢ liczne pasma
brunatnych zwigzkoéw, ciemniejgcych po odparowaniu fazy ruchomej ze ztoza.
Obserwacja w swietle UV A — 366 nm (Fotografia 13b), pozwolita zaobserwowac
obecnosc¢ serii pasm o brunatnej fluorescencji w zakresie Rr 0,30-0,50 oraz
fioletowe] fluorescencji w zakresie Rr0,65-0,9, co odpowiada kolejno: taninom
hydrolizujgcym 1 skondensowanym — pochodnym katechiny. Ponadto,
na obecnosc¢ tanin skondensowanych wskazuje czerwono-brunatne zabarwienie
pasm po spryskaniu chromatogramow  odczynnikiem  wanilinowym
(Fotografia 13d), podczas gdy taniny hydrolizujgce zmieniaty swoje zabarwienie
na kolor ciemnoniebieski (Muller-Harvey, 2001). Obecnos¢ tanin jako zwigzkow
polifenolowych w obu ekstraktach potwierdzita takze zmiana zabarwienia pasm po
spryskaniu chromatogramow roztworem FeCls. Wszystkie rozdzielone pasma
zmienity zabarwienie na kolor ciemno-niebieski (Muller-Harvey, 2001)
(Fotografial3e).

W celu potwierdzenia charakteru zidentyfikowanych zwigzkow
przeprowadzono hydrolize kwasowg ekstraktu A oraz B. Produkty hydrolizy
analizowane byty w ko-chromatografii TLC ze zwigzkiem wzorcowym, kwasem
galusowym, w uktadzie (I) oraz w analizie HPLC-DAD-ESI-MS (7.7.5). W obu
przypadkach analizy wykazaty obecnos¢ kwasu galusowego w hydrolizatach
(Tabela 23). Obecnos¢ kwasu galusowego wskazuje, ze analizowane taniny
hydrolizujgce przynalezg do grupy galotanin. Zmiana zabarwienia ekstraktu
z10zZOWEgo na czerwony byta dodatkowym potwierdzeniem obecosci tanin
hydrolizujacych w ktgczach I pseudacorus (Schofield i in., 2001).

W odroznieniu od ekstraktu B, uzyskanego w ekstrakcji 80% acetonem, jako
bardziej selektywnej metody ekstrakcji tanin (Salminen, 2018), na
chromatogramach TLC uzyskanych dla ekstraktu A oraz jego frakcji obserwowano
liczne pasma odpowiadajgce oligomerycznym oraz monomerycznym pochodnym
katechiny (Rr 0,3-0,8). Pasma tych zwigzkéw widoczne byly takze
na chromatogramach uzyskanych dla tych ekstraktow w czasie chromatografii
HPTLC z wykorzystaniem ztoza krzemionkowego w uktadzie faz ruchomych (I):
kwas octowy—eter dietylowy—n-heksan—octan etylu (20:20:20:40, v/v/v/v).
Kompleksy tanin obecne w ekstraktach A, Bi frakcji A-A pozostawaty na linii startu
tych chromatogramow (Rr 0,0).
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Fotografia 13. Chromatogramy HPTLC SiO2 F2s4 rozwiniete w uktadzie faz ruchomych
(I): n-butanol-kwas octowy-woda (30:15:15, v/v/v). Sciezki: 1. Ekstrakt B (acetonowy);
2. Frakcja A-O (octan etylu); 3. Frakcja A-E (eterowa); 4. Frakcja A-W (wodna);
5. Wzorzec - katechina. a. s$wiatto dzienne; b.UV-366 nm; c. UV-254nm;
d. po derywatyzacji waniling w kwasie siarkowym i octowym po ogrzaniu do 105°C przez
10 min; e. derywatyzacja 1% roztworem chlorku zelaza (I1l) w metanolu; f. derywatyzacja
2% kwasem solnym w metanolu i ogrzaniu do 105°C przez 10 min.

Frakcjonowanie ekstraktu A zostalo wprowadzone w odpowiedzl na problem
z separacjg zwigzkow ekstraktu, zarowno w chromatografii TLC/HPTLC jak 1 HPLC.
Problemy z separacjg wywotane byty ztozonoscig ekstraktu 1 obecnoscig tanin
skondensowanych, wigzacych sie silnie ze =zlozami chromatograficznymi,
prowadzgc do maskowania 1 zaburzenia migracji innych zwigzkow zawartych
w ekstraktach.

Taniny reprezentujg grupe metabolitow wtornych roslin o szerokim
spektrum aktywnosci biologicznych, m.in. przeciwutleniajgcych,
przeciwbakteryjnych czy ochronnych dla lipidow przed ich utlenianiem
(Sieniawska i Baj, 2017). Taniny rozpuszczalne w wodzie znajdujg zastosowanie
w przemysle skorzanym do garbowania skor zwierzecych oraz w produkciji klejow
do drewna i materiatdw drewnopochodnych (Pizzi, 2019), ale potencjat ich
zastosowania jest znacznie szerszy. Mozliwos¢ chemiczne] modyfikacji oraz ko-
polimeryzacja z innymi zwigzkami mogg nadawa¢ nowych, unikalnych cech
taninom, co jest juz przedmiotem testow. Modyfikowane taniny moga bowiem
postuzy¢ m.in. do produkcji pianek, zywic, powtok wykonczeniowych do drewna
czy tez plastyfikatoréw (Pizzi, 2019).
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8.4.2. Identyfikacja zwigzkow przeciwbakteryjnych z wykorzystaniem
bioautografii oraz izolacja zwigzku aktywnego z ekstraktu z kigczy 7 pseudacorus
(ekstrakt A).

Analizy przeprowadzone za pomocg dwukierunkowej chromatografii TLC
dla frakcji eter dietylowy (A-E) oraz octan etylu (A-0O), a takze frakcji wodnej (A-W)
z ekstraktu A, prowadzone na ptytkach celulozowych w uktadzie faz ruchomych
(IIT) n-butanol—kwas octowy — woda oraz (IV) 5% kwas octowy, wykazaty, w swietle
UV A — 254 oraz A — 366 nm, obecnos¢ wielu pasm zwigzkoéw wykazujgcych jasno-
niebieskg, ciemno-fioletowg oraz brunatng fluorescencje (Fotografia 14). Brunatna
fluorescencja byta intensywniejsza w przypadku obserwacji chromatogramow
w swietle UV A — 254 nm (Fotografia 14 a, d, g). Uzyskane chromatogramy
wykorzystano do przeprowadzenia bioautografii metodg agaru goérnego
z bakteriami S aureus Newman (7.7.4). 24-godzinna inkubacja ptytek pokrytych
bakteriami, a nastepnie spryskanie ich wodnym roztworem MTT, pozwolita
uwidoczni¢ strefy zahamowania wzrostu bakterii (Fotografia 14c, f, i). Najlepiej
wyodrebniong strefe zahamowania obserwowano dla frakcji octan etylu
(Fotografia 14f). W celu uzyskania lepszej separacji zwigzku odpowiedzialnego
za obserwowang aktywnos¢ przeciwbakteryjng, zastosowano dodatkowy
jednokierunkowy uktad chromatograficzny HPTLC ze ztozem krzemionkowym
w mieszaninie faz ruchomych (I) (7.7.2). Najlepiej wydzielong strefe zahamowania
wzrostu bakterii z gatunku S aureus obserwowano dla frakcji octan etylu
(frakcja A-O) przy wartosci Rr (III/IV) 0,563/0,46 (Fotografia 14f) oraz Rr (I) 0,80
(zwigzek 4)  (Fotografia 14b). Zwigzek ten byt takze widoczny
na chromatogramach ekstraktu A oraz B (Fotografia 15a) jednak jego stezenie byto
za niskie, aby zaobserwowac dla niego strefe zahamowania wzrostu bakterii
(Fotografia 15b).

Ztozonosc ekstraktow A 1 B oraz obecnos¢ w nich zwigzkow balastowych,
pozostajgcych na starcie chromatograméw uniemozliwiata zwiekszenie stezenia
zwigzku na ptytce TLC. Do izolacji zwigzku aktywnego (zwigzek 4) wybrano wiec
frakcje A-O, zawierajgcq jego najwyzsze stezenie oraz najnizsze stezenie substancji
balastowych. Zwigzek (4) zostat wyizolowany za pomocg pot-preparatywnej TLC,
prowadzonej na ztozu krzemionkowym w uktadzie faz ruchomych: n-butanol-
kwas octowy-woda (30:15:15, v/v/v) (II) (Muller-Harvey, 2001) (7.7.3).
Ko-chromatografia TLC z wzorcami, prowadzona na ptytkach HPTLC ze ztozem
krzemionkowym w uktadzie mobilnym (II) wykazata, ze zwigzek (4) posiada
wartos¢ Rr (0,80) zgodng ze wzorcami: epigalokateching oraz galusanem
epigalokatechiny. Derywatyzacja z uzyciem 1% roztworu chlorku zelaza(lll)

spowodowata zmiane zabarwienia zwigzkow na kolor niebieski, co sugeruje, ze
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Fotografia 14. Chromatogramy uzyskane w wyniku dwukierunkowe;j
chromatografia TLC na ptytkach ze ztozem celulozowym bez barwnika
fluorescencyjnego, dla frakgcji eter dietylowy (a-c) octan etylu (d-f), oraz
wodnej pozostatosci (g-i), uzyskanych w wyniku frakcjonowania ekstraktu A.
Chromatogramy wizualizowano w Swietle UV A - 254 nm zdjecia: a, d, g oraz
UV A - 366 nm, zdjecia: b, e, h. Wyniki bioautografii z bakteriami S. aureus
Newman po wybarwieniu wodnym roztworem MTT przedstawiajg zdjecia
¢, f, i. Strzatkami zaznaczono strefy zahamowania wzrostu bakterii. Czerwona
strzatka wskazuje lokalizacje analizowanego zwiazku aktywnego.

zwigzek (4) przynalezy do grupy polifenoli. Wyizolowany zwigzek (4) poddano
analizie HPLC-DAD-ESI-MS (7.7.5). Uzyskane widmo UV (Amax 231sh, 268 nm) oraz
warto$¢ m/z jonow [M+H]*/[M-H] 307*/305 w analizie ESI-MS wykazala,
ze analizowany zwigzek jest pochodng katechiny. W oparciu o czas retencji
zwlgzku 1 porownanie go z czasami retencji 1 kolejnoscig wymywania z kolumny
wzorcow: epigalokatechiny, epikatechiny, katechiny, galusanu epigalokatechiny
(Muller-Harvey, 2001) (Tabela 23), zwigzek (4) zidentyfikowano jako galokatechine.
Dane widm UV oraz dane z detektora masowego uzyskane dla wyizolowanego
zwigzku byty zgodne z dostepng literaturg (Salminen, 2018; Schofield i in., 2001).
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Fotografia 15. Chromatogram uzyskany w wyniku rozdzielenia zwiazkdw
na ptytce HPTLC Siso w uktadzie mobilnym (II) n-butanol-kwas octowy-
woda (30:15:15, v/v/v). a. obserwacja w Swietle UV A - 254nm;
b. bioautografia metoda agaru goérnego z bakteriami S. aureus Newman po
wybarwieniu roztworem MTT. Czerwong strzatkg zaznaczono zwigzek (4).
1. Ekstrakt B 10ul 2. Ekstrakt B 20ul 3. frakcja A-O 10ul, 4. Frakcja A-W
10ul, 5. Ekstrakt A. 10ul

W celu potwierdzenia czy uzyskany zwigzek (4) odpowiada za obserwowang
aktywnosc przeciw S aureus, wykonano analize aktywnosci z wykorzystaniem
seryjnych mikrorozcienczen (7.4.5). Analiza potwierdzita, ze galokatechina
wykazuje dziatanie przeciwbakteryjnie w stosunku do szczepu bakterii S aureus
Newman: MBC = 19 ug/mL oraz P aeruginosa ATCC 27853: MBC = 6,1 ng/mL.
Oba wyniki zblizone sg do uzyskanych przez Zang i wspoétpracownikéw (2013)
dlainnych szczepow tych gatunkow bakterii. Galokatechina moze wiec byc
jednym z gtownych zwigzkow odpowiedzialnych za aktywnosc przeciwbakteryjng
ekstraktu metanolowego z ktgczy I pseudacorus (8.3).

Nie jest to jednak jedyny zwigzek, ktory moze byc¢ odpowiedzialny za
aktywnosc ekstraktu A. Jak wskazujg wyniki biocautografii, w mieszaninie znajdujg
sie rowniez inne zwigzki hamujgce wzrostu bakterii. Sg to najprawdopodobnie]
taniny skondensowane, pozostajgce na starcie chromatogramoéw (Fotografia 14i).
Nie wykluczona jest takze obecnos¢ w ekstraktach przeciwbakteryjnych
izoflawonow, zidentyfikowanych dotychczas w kigczach i korzeniach irysow
(Hanawa i in., 1991; Michalak i in., 2021; Mykchailenko i Kovalyov, 2016; Tarbeeva
1in.,2013b) jednak ze wzgledu naich nizsze stezenie w tkankach, niz stezenie tanin,
moga by¢ one maskowane na chromatogramach oraz w bioautografii.

W czasie analizy HPLC-DAD-ESI-MS ekstraktu A oraz frakcji A-O wykryto
obecnosé 5 sygnatow (tr 1,27; 2,38; 3,37; 5,55; 8,23 min.) o tej samej wartosci m/z dla
jonow [M*H]*/ [MH] 611/609 oraz tych samych widmach UV (Amax 230sh,
271,280sh nm). Porownanie danych z informacjami dostepnymi w literaturze
(Salminen, 2018; Schofield iin, 2001) wskazuje, ze obserwowane zwigzki

105



reprezentujg prodelfinidyny typu B - izomery badz formy dimeryczne
galokatechiny (zwigzki 5-9, Tabela 23). Uzyskane dane sugerujg obecnosc roznych
form flawan-3-oli w kigczach I pseudacorus — zwigzkoéw o udokumentowanej
(Daglia, 2012).

prodeflinidyn typu B moze mie¢ znaczenie dla aktywnosci cytotoksycznej

aktywnosci przeciwbakteryjnej 1 przeciwwirusowe] Obecnosc¢
ekstraktu A, ktorg wykazano w niniejszej pracy (0). Badania wskazuja, ze wsrod
prodelfinidyn typu B wystepujg zwigzki moggace indukowac apoptoze komorek
nowotworu piersi linii MCF-7 (Lin i in., 2004).

Tabela 23. Dane uzyskane w wyniku analizy HPLC-DAD-ESI-MS dla zwigzkdw
wzorcowych oraz zidentyfikowanych w ekstrakcie z ktaczy I. pseudacorus

Numer zwigzku m/z Zidentyfikowany
/wzorzec I I UV A 000 [M+H]*/ zwigzkek
[M-HJ
Zwigzek 4 4.6 - 268 307*/305 Galokatechina
. - 1,27 230sh, 271, 611*/609 Prodelfinidyna B
Zwiazek 5 :
280sh 1zomer
. - 2,38 | 230sh, 271, 611*/609° | Prodelfinidyna B
Zwigzek 6 :
280sh 1zomer
. - 3,37 | 230sh, 271, 611*/609° | Prodelfinidyna B
Zwigzek 7 :
280sh 1zomer
: - 555 | 230sh, 271, 611*/609° | Prodelfinidyna B
Zwigzek 8 :
280sh 1zomer
. - 8,23 | 230sh, 271, 611*/609° | Prodelfinidyna B
Zwigzek 9 :
280sh 1zomer
Kwas galusowy 2,5 - 269 171%/169 +
Daidzeina 125 | 36,4 | 248,256sh, | 255+/253 +
300sh
Genisteina 175 | 44,2 259, 271%/269 +
286sh,332sh
Epigalokatechina 81 - 269 307+/305° -
Katechina 9,8 - 278 291/289° -
Epikatechina 143 - 278 291%/289" -
Galusan 16,8 - 275, 301sh 459*/457 -
epigalokatechiny
24,8 - 252, 300sh, 303*/301 -
Kwas elagowy 365

tr — czas retencji; I oraz II- programy elucji z kolumny Kinetex C-18; + zwigzek
potwierdzony w ekstrakcie, — zwigzek nie potwierdzony w ekstrakcie.
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8.5. Aktywnosc cytotoksyczna ekstraktow z ktgcza 1. pseudacorus
Nna ludzkich liniach komadrkowych

Aktywnos¢ cytotoksyczng ekstraktu A z kigczy I pseudacorus (7.3.2),
okreslono z wykorzystaniem trzech linii ludzkich komorek nowotworowych:
MCF-7 (nowotwor gruczotu piersiowego), HeLa (nowotwor szyjki macicy), HCT-116
(nowotwor okreznicy) oraz nienowotworowej linii: MCF-10A (komorki nabtonkowe
gruczotu piersiowego). Najwyzszg aktywnos¢ cytotoksyczng ekstraktow
zaobserwowano w stosunku do komorek linii MCF-7, uzyskujgc wartosc
ICso = 11,7520,7 pg/mL. Dwu 1 czterokrotnie nizszg aktywnos¢ zaobserwowano
kolejno dla HCT-116 oraz HeLa. Wartosc¢ ICsy dla wszystkich przebadanych linii
komorkowych przedstawiono w Tabeli 24.

Wykazanie najwyzszej aktywnosci ekstraktu A w stosunku do komorek linii
MCF-7 stato sie powodem, dla ktorego jako linie kontrolng, nienowotworows,
wybrano komorki nabtonkowe gruczotu piersiowego: MCF-10A. Wartosc 1Cs dla
badanej linii wyniosta 44 + 1 pg/mL. Wykazano wiec ok. 3,7-krotnie nizszg
wrazliwosc¢ komorek nienowotworowych na dziatanie ekstraktu w poréwnaniu do
efektu jaki obserwowano dla komorek nowotworowych linii MCF-7.

Tabela 24. Aktywno$¢ cytotoksyczna ekstraktéw metanolowych z ktaczy I. pseudacorus na
nowotworowe i nienowotworowg linie komorek ludzkich.

Linia komérkowa | Wartosé ICso'ug/mL
MCF-7 | 11,75+ 0,7
Hela | 475+0,5
HCT-116 | 24+ 1
MCF-10A | 44 +1
*potowa maksymalnego stezenia hamujgcego
(ang. half maximal inhibitory concentration)

Wyniki testow aktywnosci cytotoksycznej uzyskane dla ekstraktu A
wykazujg selektywnos¢ dziatania w stosunku do komorek linii MCF-7. Linia ta
charakteryzuje sie obecnoscig receptorow estrogenowych, z ktorymi oddziatywac
moze nie tylko estrogen, ale rowniez zwigzki o zblizonej do niego strukturze,
m.in. metabolity pochodzenia roslinnego, ktore ze wzgledu na swoje wtasciwosci,
nazywane sg fitoestrogenami (Martin i in, 1978). Komorki linii MCF-10A
nie posiadajg receptorow estrogenowych, a znaczgca roznica w aktywnosci
obserwowane] pomiedzy badanymi liniami komorek gruczotu piersiowego
sugeruje, ze oddziatywanie sktadnikow ekstraktu z tymi receptorami moze miec
kluczowe znaczenie w poszukiwaniu odpowiedzi na pytanie o potencjalny
mechanizm aktywnosci 1 przyczyny selektywnosci ekstraktu z kigczy
[ pseudacorus.
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Analiza dostepnej literatury naukowej wskazuje, ze rosliny z rodzaju /775 sg
zrodtem zwigzkow fenolowych z grupy izoflawonow, w tym genisteiny 1 daidzeiny,
o udokumentowanej aktywnosci estrogenowej (Choudhary i Alam, 2017; Kukula-
Koch i in., 2015). Obecnos¢ genisteiny i daidzeiny zostata réwniez potwierdzona
w tkankach I pseudacorus, zarbwno w ekstraktach z lisci (Ali, 2016), kigczy
(Mykchailenko i Kovalyov, 2016), jak i korzeni (Michalak i in. 2021). Genisteina
1daidzeina to zwigzkl wykazujg powinowactwo do receptorow estrogenowych,
w tym a-estrogenowych obecnych w komorkach linii MCF-7. Poprzez wigzanie
z receptorami mogg wptywac one na sciezki sygnalizacyjne normalnie regulowane
estrogenem. Ich dziatanie jest jednak dwubiegunowe. Z jednej strony, w niskich
stezeniach, ponizej 10 uM, stymulujg proliferacje komorek nowotworowych, takich
jak komorki linii MCF-7. W stezeniach powyze] 10 uM prowadzg natomiast do jej
zahamowania (Hsieh iin., 1998).

Dotychczasowe analizy ekstraktow z I pseudacorus przeprowadzone na tej
same]j linii komorkowe] wykonane zostaty jedynie dla ekstraktow z lisci. Wyniki
uzyskane w pracy przedstawionej przez Ali (2016), wskazujg na odwrotny efekt
dziatania ekstraktow z I pseudacorusniz ten obserwowany dla wyciggow z kigczy.
Ekstrakt polarny z lisci stymulowat proliferacje komorek MCF-7. Ich liczebnosc
wzrosta nawet o 38% w stosunku do liczebnosci poczatkowej przy zastosowaniu
ekstraktu w stezeniach od 0,01 do 100 pg. Ali (2016), pomimo potwierdzenia
w tkance obecnosci genisteiny 1 daidzeiny, nie uwzglednita jednak ich
potencjalnego wptywu na obserwowany efekt zalezny od stezenia. Réznice
w odpowiedzi komorek linii MCF-7 na ekstrakty z tkanek /7 pseudacorus mogg
rowniez wynikac¢ z roznic w profilach metabolicznych tych tkanek, jak rowniez
z10znic w stezeniach zwigzkow aktywnych, w tym genisteiny 1 daidzeiny,
co nie zostato uwzglednione w badaniach. Nie wyklucza sie takze udziatu innych
zwilgzkow, ktore podwyzszajg efekt cytotoksyczny ekstraktu z kigczy w stosunku
do komorek linii MCF-7. Ekstrakty to wysoko ztozone mieszaniny, w ktorych liczne
zwigzkl biologicznie czynne mogg oddziatywac ze sobg synergistycznie.
W rezultacie moze to prowadzi¢ do intensyfikacji dziatania cytotoksycznego.
Wskazujga na to, miedzy innymi, badania prowadzone przez Zu
1 wspotpracownikow (2018), w ktorych wykazano, ze genisteina i daidzeina
w polgczeniu indukujg efekt synergistyczny w stosunku do linii MCF-7, wykazujac
istotnie wyzszg aktywnos¢, niz uzyte osobno. Equol, bioaktywny metabolit
daidzeiny, 1istotnie zwiekszat cytotoksycznos¢ 1 aktywnos¢ apoptotyczng
genisteiny, gdy uzywano ich w razem. Co ciekawe, efekt ten nie byt obserwowany
w przypadku zastosowania genisteiny 1 equolu w stosunku do linii komorek
nowotworowych piersi nie posiadajgcych receptora estrogenowego (Ono1iin., 2017).
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Na selektywnosc¢ dziatania ekstraktu z kigczy na komorki z receptorami
estrogenowymi moze mie¢ rowniez wptyw obecnos¢ tanin (8.4.1). Jak pokazuja
badania prowadzone z wykorzystaniem kwasu taninowego, skuteczniej oddziatuje
on na komorki nowotworowe estrogenozalezne (posiadajgce aktywne receptory
dla estrogenu), niz na estrogenoniezalezne (Booth i in., 2013). Obecnos¢ tanin
w ekstrakcie z I pseudacorus moze wiec byc¢ kolejnym czynnikiem wnoszgacym
wktad w selektywng aktywnos¢ w stosunku do linii MCF-7.

Tkanki I pseudacorus zawierajg liczne metabolity wtorne o potwierdzonej
aktywnosci cytotoksyczne] na innych typach linii ludzkich komorek
nowotworowych. = W  badaniach  przeprowadzonych przez  Tarbeeva
1 wspotpracownikow (2014, 2015), wykazano, ze obecny w tkankach I pseudacorus
5,7-dimetoksy-trans-3-hydroksyflawon moze hamowac proliferacje komorek
nowotworowych jelita grubego linii HT-29. Nie bez znaczenia dla cytotoksycznej
aktywnosci ekstraktow pozostaje rowniez obecnosc iridali. Jak wskazujg badania
Chen i wspotpracownikow (2017), izoiridogermanal oraz iridobelamal A, izolowane
z ktgczy I pseudacorus, wykazujg aktywnosc cytotoksyczng w stosunku do pieciu
roznych linii komorek nowotworowych, w tym linii MCF-7. Izoiridogermanal
wykazywat zahamowanie proliferacji komorek nowotworu piersi na poziomie
ICso = 18,95 uM. Wynik ten wskazuje, ze nie tylko genisteina 1 daidzeina, ale rowniez
izoiridogermanal moze mie¢ wpltyw na obserwowang wysokg aktywnosc
w stosunku do tej linii komorkowej. Nie wyklucza sie wiec wspomnianych wyzej
potencjalnych oddziatywan synergistycznych.

Jednym ze zwigzkow biologicznie czynnych 2z grupy tanin,
zidentyfikowanym w niniejszej pracy doktorskiej w czasie analizy ekstraktu A, jest
galokatechina. Jej potencjalne wtasciwosci cytotoksyczne na nowotworowe
komorki ludzkie, =zostata sprawdzona =z wykorzystaniem linii MCF-7.
Przeprowadzona analiza cytotoksycznosci prowadzona z wykorzystaniem testu
MTT (7.5) nie wykazata jej aktywnosci w stosunku do komoérek nowotworu piersi.
W jej najwyzszym testowanym stezeniu wynoszacym 100 ug/mL, przezywalnosc
komorek wynosita ok. 80% Wyniki wskazujg, ze nie byla ona zwigzkiem
bezposrednio odpowiedzialnym za obserwowang aktywnos¢ cytotoksyczng na
komorki linii MCF-7.

8.6. Analiza aktywnosci przeciwbakteryjnej ekstraktow z tkanek
I. pseudaorus uzyskanych z kultur in vitro

Analize aktywnosci przeciwbakteryjnej ekstraktow z tkanek I pseudacorus
z kultur in witro rozpoczeto od analizy ekstraktow z tkanek roslin poddanych
elicytacji oraz nieelicytowanych kontroli. Na poczgtkowym etapie, ze wzgledu na
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brak kitgczy u tak mtodych roslin, ekstrakty przygotowywano z korzeni. Za pomoca
metody seryjnych mikrorozcienczen (7.4.3), w zakresie od 1,56 do 100 mg SM/mL,
ustalono, ze ekstrakty wuzyskane =z korzeni roslin poddanych jedno-
1dwutygodniowej elicytacji z  wykorzystaniem kwasu jasmonowego,
fenyloalaniny lub lizatu bakteryjnego C sakazakii (7.1.6), nie wykazujg aktywnosci
przeciwbakteryjnej przeciw bakteriom S. aureus Newman oraz P. aeruginosa PAK.
Podjeto wiec decyzje o wykorzystaniu do ekstrakcji niewielkich jeszcze podstaw
todyg, z ktorych na pozniejszym etapie rozwoju rosliny powstaje kigcze. Analiza
ekstraktow z todyg wykazata ich aktywnos¢ hamujgcg wzrost S aureus
na poziomie: MIC = 50 mg SM/mL. Porownanie wartosci MBC dla ekstraktu z todyg
roslin kontrolnych z MBC dla ekstraktow z roslin elicytowanych wykazata brak
roznic w poziomie aktywnosci. Elicytacja nie wptyneta na podwyzszenie
aktywnosci ekstraktow uzyskanych z todyg roslin elicytowanych przez 1 oraz
2 tygodnie z wykorzystaniem fenyloalaniny, kwasu jasmonowego i lizatu bakterii
C. sakazakii Ze wzgledu na ograniczong ilos¢ ekstraktu nie podjeto analizy
aktywnosci ekstraktéw z todyg przeciw bakteriom Gram (-) z gatunku
P. aeruginosa.

Ekstrakty z todyg roslin elicytowanych lizatem bakteryjnym D. dadantii
nie wykazaty aktywnosci przeciw bakteriom S, aureusNewman w zakresie analizy
0d 1,56 do 100 mg SM/mL. Z kolel elicytacja prowadzona ze zmiang zawartosci azotu
w pozywce hodowlanej spowodowata obnizenie aktywnosci ekstraktu z todyg
roslin utrzymywanych w  pozywce bez obu Zrédet azotu (7.1.6)
z MBC = 50 mg SM/mL do MBC = 100 mg SM/mL. Zmiany nie obserwowano, gdy
w pozywce znajdowato sie chociaz jedno ze zrodet azotu.

Ekstrakty z todyg roslin utrzymywanych w hodowli w bioreaktorach
okresowo-zalewowych Plantform (7.1.4), poddanych elicytacji z wykorzystaniem
ekstraktu etanolowego z mszyc, rowniez nie wykazaty podwyzszonej aktywnosci
przeciwbakteryjnej. Zarowno dla kontroli jak i ekstraktow z tkanek po elicytacji,
wartos¢ MBC wynosita 50 mg SM/mL.

Podsumowujgc, zaden z zastosowanych elicytorow nie spowodowat
podniesienia stezenia zwigzkow o aktywnosci przeciwbakteryjnej, w tkankach
[ pseudacorus utrzymywanych w kulturach in vitro, w sposob umozliwiajacy
wykrycie zmiany zastosowang metodg badawcza.

Analizie przeciwdrobnoustrojowej poddano takze ekstrakty z kigcza roslin
zhodowli w bioreaktorze okresowo-zalewowym Plantform. Kigcze uzyskane
po 17-tygodniowej hodowli poddano liofilizacji i ekstrakcji. Analiza aktywnosci
przeciwbakteryjne] wykazata, ze ekstrakty metanolowe s aktywne
przeciwbakteryjnie w stosunku do S aureus Newman osiggajgc wartos¢ MBC
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rowng 10 mg SM/mL. W przypadku P. aeruginosa PAK wartos¢ MBC wynosita
25 mg SM/mL. Warto zaznaczy¢, ze suchy ekstrakt podczas zawieszania go
w pozywce zachowywat sie podobnie jak ekstrakt z kigcza z hodowli w glebie —
powodowat strgcanie sie osadu, co moze sugerowac obecnos¢ zwigzkow
fenolowych z grupy tanin.

Wyniki testow aktywnosci ekstraktu uzyskanego z tkanki hodowanej
w systemie okresowo-zalewowym, w porownaniu do tkanek roslin hodowanych
w kolbach (na potrzeby eksperymentéw zwigzanych z elicytacjg), sugeruja, ze wiek
tkanki oraz warunki hodowli roslin moga miec¢ kluczowe znaczenie dla biosyntezy
zwigzkow przeciwbakteryjnych w kulturach in vitroroslin I pseudacorus. Tak jak
juz wspominano w rozdziale dotyczgcym kultury korzeni anatomicznych
[ pseudacorus (8.1.4), metabolizm oraz wydatkowanie energii w mtodych, szybko
rosngcych tkankach wydajg sie by¢ ukierunkowywane na intensywny wzrost
1rozw(j rosliny. Metabolizm pierwotny jest Scisle powigzany z metabolizmem
wtornym 1 na poczgtkowych etapach prowadzenia kultury, metabolity wtorne
moga nie by¢ obecne w tkankach w ilosciach umozliwiajgcych ich detekcje poprzez
analize aktywnosci ekstraktow. Nie oznacza to jednak, ze zwigzki o aktywnosci
przeciwbakteryjnej nie sg obecne w tkankach w kulturach in witro. W celu
potwierdzenia ich obecnosci oraz zarejestrowania, jak czas hodowli wptywa naich
stezenie, wymagane jest podjecie dodatkowych analiz 1 zastosowanie czutych
metod detekcji w oparciu, m.in. o wysokosprawng chromatografie cieczowa,

8.7. Wptyw elicytacji na zawartosc zwigzkow fenolowych w tkankach
roslin . pseudacorus z kultur in vitro

Catkowitg zawartosc zwigzkow fenolowych w todygach i korzeniach roslin
poddanych elicytacji oraz roslin kontrolnych okreslono na podstawie pomiaru
absorbancji po zastosowaniu odczynnika Folin—Ciocalteu (7.6.3). Zawartos¢
zwigzkow fenolowych w ekstraktach wyrazono jako ekwiwalent kwasu
galusowego, w oparciu o pomiary dla gradientu stezen tego kwasu. Stezenia
zwilgzkow fenolowych wyrazono w miligramach ekwiwalentu kwasu galusowego
na gram suchej masy tkanki.

Porownanie zawartosci zwigzkow fenolowych pomiedzy ekstraktami
zroslin kontrolnych, nie poddanych elicytacji, a ekstraktami 2z roslin
elicytowanych przez tydzien, pozwolito zaocbserwowac istotne réznice w Sredniej
zawartosci tych zwigzkow w ekstraktach z todyg, po zastosowaniu: lizatu
C. sakazakii (wzrost o 0,354 mg/g), kwasu jasmonowego (wzrost o 0,678 mg/g) oraz
fenyloalaniny (spadek o 0,2 mg/q). W przypadku ekstraktu z korzeni istotng réznice
(p<0,05) zaobserwowano jedynie dla fenyloalaniny (spadek 0 0,491 mg/qg). Dla roslin
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poddanych dwutygodniowej elicytacji, istotne roznice w zawartosci zwigzkow
fenolowych w ekstraktach z todyg zanotowano dla lizatu C sakazakii
(spadek o 0,57 mg/qg) oraz fenyloalaniny (spadek o 0,34 mg/g). Zmiana zawartosci
azotu w pozywce hodowlane] pozwolita na zwiekszenie zawartosci zwigzkow
fenolowych jedynie w todygach roslin utrzymywanych na pozywkach bez obu
zrodet azotu (wzrost o 0,213 mg/g). Istotne roznice w zawartosci zwigzkow
fenolowych zaobserwowano rowniez w korzeniach roslin utrzymywanych
w pozywece bez jednego ze zrddet azotu: KNO; (spadek 0,53 mg/g). W przypadku
elicytacji z wykorzystaniem lizatu bakterii D. dadantiinie zaobserwowano zadnych
istotnych zmian.

N
&)1

fenolowych [mg/g SM]
5 & B

Catkowita zawartos¢ zwigzkow
o
€3]

0,0

Kontrola Etanol Ekstrakt z mszyc

Wykres 2. Catkowita zawartos¢ zwigzkéw  fenolowych
w ekstraktach z ktgczy uzyskanych z roslin [. pseudacorus
hodowanych w bioreaktorze Plantform. Wykres przedstawia
wptyw elicytacji na zawartos¢ zwigzkéw  fenolowych po
zastosowaniu etanolowego ekstraktu z mszycy. Zastosowanie
etanolu oraz etanolowego ekstraktu z mszycy istotnie wptywa na
zawartos¢  zwigzkéw  fenolowych w  ekstrakcie z  kfaczy
nie poddanych elicytaciji.

Zastosowanie ekstraktu z mszycy w hodowli prowadzone] w bioreaktorach
okresowo-zalewowych Plantform doprowadzito doistotnego wzrost zawartosci
zwigzkow fenolowych w kigczu roslin poddanych tygodniowe] elicytacji
(Wykres 2). Istotne réznice zaobserwowano zarowno w kontroli traktowanej
etanolem (wzrost o 0,222 mg/g w kigczach), jak 1 probie badawczej
z wykorzystaniem ekstraktu z mszyc (wzrost o 1194 mg/g w kigczach).
W przypadku zastosowania etanolu wzrost byt jednak istotnie mniejszy niz
w przypadku zastosowania etanolowego ekstraktu z mszyc. W przypadku korzeni,

istotne roznice w zawartosci zwigzkow fenolowych zaobserwowano miedzy
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kontrolg a kontrolg z etanolem (wzrost o 0,342 mg/q) oraz kontrolg, a ekstraktem
z mszyc (wzrost o 0,363 mg/g). W tym jednak przypadku to sam etanol moégt mie¢
wpltyw na zwiekszenie ilosci fenoli w analizowanej tkance.

Obserwowane roznice w zawartosci zwigzkow fenolowych w miodych
roslinach hodowanych w kolbach i poddanych elicytacji (pomimo istotnosci
statystycznej), sg zmianami, ktore ze wzgledu na niskg mase tkanki i ograniczong
1los¢ materiatu roslinnego, mogg wynikac z btedow w pomiarach. Niskie zmiany
w stezeniach zwigzkow, po uwzglednieniu naktadu zasobow i pracy, nie wnosza
znaczgcej wartosci praktycznej do zastosowania analizowanych elicytoréw na tym
etapie rozwoju roslin. Watpliwos¢ w uzyskanych wynikach wzbudza przede
wszystkim  obnizenie zawartosci zwigzkow fenolowych w  tkankach
po zastosowaniu fenyloalaniny — zwigzku podstawowego w szlaku biosyntezy
fenoli (Osbourn i Lanzotti, 2009). Z przeprowadzonej analizy dostepnej literatury
wynika, ze jej dodanie powinno wptywac na podwyzszenie zawartosci zwigzkow
fenolowych w tkankach, a nie ich obnizenie. Zwigzek ten jest waznym
prekursorem w szlaku szikimowym prowadzacym do biosyntezy szerokiego
spektrum zwigzkow fenolowych (Davies i Schwinn, 2003; Osbourn i Lanzotti, 20009;
Skrzypczak-Pietraszek i in., 2019). Nie nalezy wykluczac jednak, ze zaobserwowane
obnizenie zawartosci zwigzkow fenolowych pod wplywem fenyloalaniny, jest
mozliwe z powodu wykorzystania tego zwiazku w szlakach metabolizmu
podstawowego, ukierunkowanego na intensywny wzrost.

Dluzszy czas hodowli roslin [ pseudacorus w warunkach in wvitro,
np. w bioreaktorze Plantform (17 tyg. hodowli) pozwolit na uzyskanie w ekstrakcie
ztodyg =zwigzkow wykazujgcych aktywnos¢ przeciwbakteryjng (badania
nie zawarte w niniejszej pracy), a catkowita zawartos¢ zwigzkow fenolowych
w kigczu wynosita 5148 mg/g. Obserwacje te sugerujg, ze wzrost zawartosci
zwigzkow fenolowych oraz zwigzkow o aktywnosci przeciwbakteryjnej jest scisle
powigzany ze stadium rozwojowym 7/ pseudacorus. Elicytacja powinna wiec byc¢
przeprowadzona na pozniejszym etapie, niz miato to miejsce w zaprezentowanych
wyzej eksperymentach. Kluczowym jednak problemem jest rozmiar 7 pseudacorus
1utrzymanie catych, w peini rozwinietych roslin w kulturach in vitro. Uzyskane
kultury pedéw (8.1.3) oraz kultura korzeni anatomicznych (8.1.4) moga jednak
stanowi¢ podstawe do projektowania dalszych badan w tym zakresie.
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8.8. Wykorzystanie ekstraktéw wodnych z tkanek I. pseudacorus
do ekologicznej syntezy przeciwbakteryjnych nanoczastek srebra

8.8.1. Synteza, analiza mikroskopowa (TEM) oraz obserwacja stabilnosci
w roztworze nanoczastek srebra

Do syntezy nanoczgstek srebra wykorzystano trzy rozne ekstrakty wodne:
z lisci, kigczy i korzeni /I pseudacorus, pochodzgcych z hodowli ogrodowej (7.3.5).
Substratami w syntezie byly: wodny ekstrakt roslinny, azotan(V) srebra oraz PVP
(7.8.1). Po zainicjowaniu mikrofalami reakcji pomiedzy azotanem(V) srebra
a sktadnikami ekstraktow w obecnosci PVP obserwowano zmiane zabarwienia
mieszanin reakcyjnych, ktorych poczatkowy kolor zwigzany byt z barwa
ekstraktéw roslinnych zastosowanych do reakcji (Fotografia 16a, b, c).
Po zakonczeniu reakcji mieszaniny z ekstraktem z lisci oraz z korzeni zabarwity sie
na kolor pomaranczowo-brunatny (Fotografia 16d, e), a mieszanina z ekstraktem
z ktgczy na kolor ciemnobrgzowy (Fotografia 16f). Wszystkie trzy roztwory miaty
charakterystyczng, metaliczng poswiate sugerujacg obecnosc metalicznego srebra.
Po zakonczeniu syntezy, nanoczgstki pozostawiono w ciemnosci. Po ok. 14 dniach
zaobserwowano, ze we wszystkich trzech probach doszio do sedymentaci
nanoczastek, a jej stopien zalezny jest od ekstraktu, ktory zostat wykorzystany do
syntezy oraz czasu, jaki uptynat od ich syntezy.

Po ok. dwoch miesigcach zaobserwowano catkowite wytrgcenie sie
nanoczastek z roztworu koloidalnego dla proby uzyskane] z wykorzystaniem
ekstraktu z lisci (Fotografia 16g). Nanoczgstki uzyskane z wykorzystaniem
ekstraktu z kigczy rowniez ulegaty intensywnej sedymentacji (Fotografia 16i),
cho¢ w tym przypadku, AgNPs pozostawaty rowniez w roztworze.

Najwyzszg stabilnos¢ w roztworze wykazaty nanoczastki uzyskane
z wykorzystaniem ekstraktu z korzeni (Fotografia 16h). Z tego tez powodu AgNPs
z ekstraktu z korzeni zostaty wybrane do dalszej, szczegotowej analizy.

Obecnos¢ metalicznych struktur srebra w mieszaninie poreakcyjnej,
potwierdzono z wykorzystaniem Transmisyjnej Mikroskopii Elektronowej (7.8.2).
W uzyskanym obrazie zaobserwowano obecnosc¢ nanostruktur heterogennych pod
wzgledem ksztattu 1 rozmiaru. Na zarejestrowanym obrazie mikroskopowym
(Fotografia 17) obserwowano owalne i okragte struktury o rozmiarach od 0,5 do
ok. 30 nm, z przewazajgcg frakcjg o rozmiarach od 2,5 do 10 nm.

Wykorzystanie ekstraktow roslinnych w ,zielonej syntezie” nanoczgstek
srebra byto juz z powodzeniem stosowane przez innych badaczy. AgNPs byty
syntetyzowane z wykorzystaniem ekstraktow z zielonej herbaty (Rénavari i in,,
2017), magnolii wielkokwiatowej, aloesu, eukaliptusa, geranium (Okafor i in., 2013),
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herbaty chinskiej (Looiin. 2012), roslin owadozernych (Banasiuk i in., 2020) i wielu
innych gatunkow. W reakcjach z azotanem(V) srebra, ekstrakty roslinne petnig
gtownie funkcje reduktora. Samo zastosowanie PVP nie jest w stanie wywotac
reakcji redukcji jonow srebra (Banasiuk i in., 2020). Powstanie nanoczastek srebra
po zastosowaniu ekstraktu z korzeni / pseudacorus sugeruje wiec obecnosc
w tkance zwigzkow o wysokim potencjale redukcyjnym.

.
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r :.)
h .y
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i e

Fotografia 16. ,Zielona synteza” nanoczastek srebra z wykorzystaniem wodnych
ekstraktow z tkanek I. pseudacorus. a, b, ¢, ekstrakty wodne z lisci, korzeni i ktgczy
uzyskane w czasie ekstrakcji wspomagane] mikrofalami, substrat w reakcji syntezy;
d, e, f, mieszanina reakcyjna po syntezie, widoczna zmiana barwy oraz metaliczny
potysk, sugerujg obecnos¢ nanoczastek srebra; g, h, i, mieszaniny poreakcyjne po ok.
2 miesigcach przechowywania. W mieszaninie z lisci g oraz ktgczy iwidoczne
intensywne wtracanie nanoczastek z roztworu.

Stabilnos¢ AgNPs w roztworze, w widoczny sposob zalezy od rodzaju
zastosowanej tkanki, a co za tym idzie, od sktadu metabolicznego ekstraktu. Nie bez
znaczenia dla zachodzenia reakcji 1 stabilizacji nanoczastek moze miec¢ obecnosc
tanin. Moga one petic¢ zarowno funkcje reduktora, jak i stabilizatora nanoczastek
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(Raja i in., 2014). Kluczowy wplyw na stabilnos¢ uzyskanych nanoczgstek moze
miec jednak obecnos¢ flawonoidow. Jest to grupa zwigzkow fenolowych, ktérych
udziat w tworzeniu nanostruktur wskazuje sie w najwiekszej liczbie badan
(Marslin iin., 2018). Klacza i korzenie 7 pseudacorus sg ich bogatym zrodtem (Bate-
Smith 1 Harborne, 1963; Mykchailenko i1 Kovalyov, 2016; Mykhailenko 1 in., 2020;
Tarbeevaiin., 2015, 2014). Wstepne analizy chromatograficzne TLC dla ekstraktow
z ktgczy 1 korzeni sugeruja, ze to korzenie sg ich bogatszym zrodtem. Informacije te
wymagajg jednak potwierdzenia po wyeliminowaniu kluczowego problemu
z rozdzieleniem sktadnikow ekstraktu z kigczy, jakim jest wysokie stezenie tanin.
Zwigzki te, we wszystkich prowadzonych analizach chromatograficznych,
utrudniaty migracje innych metabolitow w kolumnie Ilub na ztozu
cienkowarstwowym, uniemozliwiajgc detekcje zwigzkow znajdujgcych sie
W mieszaninie (8.4.2).

° ..
‘e,
* Fotografia 17. Ksztatt i rozmiar nanoczastek
: x4 zarejestrowany za pomoca Transmisyjnego
Sy Mikroskopu Elektronowego po ekologicznej syntezie
R Bl z wykorzystaniem ekstraktu wodnego z korzeni
|. pseudacorus. Skala 50 nm.

i 50 nm

8.8.2. Analiza UV-VIS nanoczastek srebra

Widmo UV-VIS zarejestrowano w czasle rzeczywistym tworzenia sie
nanoczastek srebra w reakcji z wykorzystaniem ekstraktu z korzeni irysa,
po: 4 min, 1, 3, 6, 9, 12 1 24 godz. Widmo reakcji przedstawiono na Wykresie 3
Od momentu inicjacji syntezy obserwowano zmiane zabarwienia probki.
Zmieniata sie ona z jasnych odcieni pomaranczy do intensywnej pomaranczowo-
brunatnej. Rejestracja widma w czasie pozwolita zaobserwowac tworzenie sie
produktu o maksimum absorbancji przy 420 nm (Wykres 3a) oraz stopniowg
redukcje substratow (Wykres 3b). Widmo UV-VIS zarejestrowane dla nanoczgstek
srebra po 24-godzinach syntezy nie roznito sie znaczgco pod wzgledem maksimum
absorbancji od widma po 12 godzinach. Wynik ten sugeruje, ze rownowaga reakcji
oslggana jest w ciggu 24 godzin od inicjacji syntezy. Szczyt absorbancji przy
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dtugosci fali 420 nm jest charakterystyczny dla nanoczgstek srebra (Banasiuk i in.,
2020).

4,5
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< < 3 PVP
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C c
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2 2 g
2 2
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Wykres 3. Widmo UV-VIS: a. formujacych sie nanoczastek srebra oraz b. substratéw
wykorzystanych w reakcji ich syntezy. Maksimum absorbancji dla nanoczastek
obserwowano przy dtugosci 420 nm.

8.8.3. AnalizaFT-IRi1DLS

Widma FT-IR analizowanych nanoczgstek srebra uzyskanych w reakcji
zwodnym ekstraktem z korzeni irysa wraz z widmami czystych substratow
(ekstraktu, AgNOs;, PVP), prezentuje Wykres 4. Widma FT-IR uzyskane
dla zsyntetyzowanych nanoczastek jednoznacznie potwierdzajg ich obecnosc
w mieszaninie reakcyjnej i widoczne sg jako specyficzne przesuniecie w stosunku
do widm obserwowanych dla substratow uzytych do syntezy. Co wiecej, w niskich
zakresach liczby falowej (550 i 640 cm™) obserwowany jest charakterystyczny
sygnat dla nieoptaszczonych AgNPs.

Analiza FT-IR wykazata rowniez, ze po utworzeniu sie AgNPs, mozliwe jest
ich wigzanie sie z nadmiarem ekstraktu (optaszczanie nanoczgstek) przez
sktadniki ekstraktu, za posrednictwem oddziatywania pomiedzy grupami —OH
1 C=0. Swiadczy¢ moze o tym przesuniecia widm dla —OH i C=0 wynoszace kolejno
1451 83 cm™, podczas gdy inne, gtownie odpowiadajgce drganiom rozciggajacym
alifatycznym i aromatycznym grupom C—H, pozostaty niezmienione.

Szczegotowa analiza FT-IR potwierdzita obecnos¢ niepotaszczonych
nanoczastek srebra 1 jednoznacznie wskazuje na sposob wigzania miedzy
nanoczastkami a nadmiarem ekstraktu. Podobne zachowanie sktadnikow
ekstraktu 1 nanoczastek obserwowano m.in. w syntezie AgNPs z wykorzystaniem
ekstraktow z roslin owadozernych (Banasiuk i in., 2020).
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Wykres 4. Widma FT-IR IR (zalezno$¢ transmitacji [%] od liczby falowej [cm™])
dwdch otrzymanych systemow ekstrakt-nanoczaskti  srebra  (liofilizowanych
i niepoddanych liofilizacji), uzyskanych metodg syntezy z uzyciem mikrofal,
dodatkowo widmo podczerwone po transformacji Fouriera dla ekstraktu z korzeni
I. pseudacorus, AgNO3s oraz PVP jako substraty.

Analiza Dynamicznego Rozproszenia Swiatla, pozwolila zaobserwowac,
ze dominujgcg frakcje w mieszaninie stanowig struktury o promieniu
hydrodynamicznym rownym 62,72 nm (Wykres 5).
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Wykres 5. Analiza dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS - ang. Dynamic Light
Scattering) uzyskanych struktur srebra obrazujgca rozktad wielkosci hydrodynamicznej
nanoczastek.
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8.8.4. Aktywnosc przeciwbakteryjna nanoczgstek srebra uzyskanych w syntezie
z ekstraktem z korzeni [ pseudacorus (ekstrakt E)

W celu sprawdzenia aktywnosci przeciwbakteryjne] nanoczastek srebra
uzyskanych w wyniku syntezy z wykorzystaniem ekstraktu wodnego z korzeni
(ekstrakt E), przeprowadzano analize z wykorzystaniem seryjnych
mikrorozcienczen pozywki (7.8.6). Analize prowadzono z wykorzystaniem dwoch
gatunkow bakterii S, aureus oraz P. aeruginosa, szczepow referencyjnych oraz
1zolatow klinicznych. Badania wykazaty, ze nanoczgstki srebra uzyskane w reakcji
ekologicznej syntezy z ekstraktem z korzeni I pseudacorus wykazujg wiasciwosci
przeciwbakteryjne w stosunku do wszystkich analizowanych szczepow. Wyzszg
aktywnos¢ wykazano w stosunku do bakterii Gram (-) 2. aeruginosa niz Gram (+)
S aureus (Tabela 25).

W celu potwierdzenia czy sam ekstrakt, z ktorego zsyntetyzowano
nanoczastki moze mie¢ wptyw na obserwowang aktywnos¢ przeciwbakteryjng,
przeprowadzono analize aktywnosci przeciwbakteryjne] wodnego ekstraktu E,
poddanego wczesniej liofilizacji. Analiza wykazata, ze ekstrakt jest aktywny
przeciwbakteryjnie w stosunku do S aureus 1 P. aeruginosa. W przeciwienstwie
jednak do AgNPs, aktywnosc ekstraktu byta wyzsza w stosunku do szczepow
S aureus (Tabela 26) niz P aeruginosa. Uzyskane wyniki wskazujg,
ze w przypadku aktywnoscl P. aeruginosa znaczgcy wptyw na aktywnosc¢ miaty
same AgNPs, ktorych stezenie potrzebne do eliminacji bakterii byto 400-krotnie
nizsze, niz samego ekstraktu potrzebnego do eliminacji tych bakterii.
W odniesieniu do S aureusroznica ta byta tylko 1,56-krotna.

Tabela 25. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna nanoczastek srebra uzyskanych w syntezie
Z wykorzystaniem wodnego ekstraktu z korzeni I. pseudacorus

Gatunek Szczep MBC (ug/mL)
Staphylococcus aureus Newman 200
1521 (w) 200
703/k (0) 200
Pseudomonas aeruginosa PAK 12,5
3926 (w) 25
2721 (0) 25/12,5

(w) — szczep wrazliwy; (0) — szczep oporny na przynajmniej dwie rézne grupy komercyjnie
stosowanych antybiotykow.

Kluczowe w tym eksperymencie moze okazac sie uzyskanie odpowiedzi na
dwa pytania: jaka ilosc ekstraktu pozostaje w mieszaninie poreakcyjnej oraz czy w
przypadku aktywnosci uzyskanych nanoczastek nie obserwuje sie dziatania
synergistycznego pomiedzy ekstraktem a AgNPs.
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Bazujagc na obserwacjach poczynionych w trakcie prowadzenia
eksperymentu z komercyjnymi nanoczgstkami srebra oraz ekstraktem
metanolowym z kigczy /[ pseudacorus (ekstrakt A), mozna przypuszczac, ze
obserwowana wysoka aktywnos¢ AgNPs w stosunku do P aeruginosa moze
wynika¢ z oddzialywania synergistycznego pomiedzy powstatymi AgNPs
a sktadnikami ekstraktu (7.4.6). Jak wskazujg wyniki uzyskane w czasie analizy
FT-IR oraz DLS (8.8.3), uzyskane nanoczastki sg czesciowo oplaszczane przez
sktadniki ekstraktu, co moze pozytywnie wptywac na ich wysokg aktywnosc
przeciwbakteryjng

Tabela 26. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna ekstraktu wodnego z korzeni I. pseudacorus

Gatunek Szczep MBC (ug*/mL)
Staphylococcus aureus Newman 312,5
1521 (w) 312,5
703/k (0) 312,5
Pseudomonas aeruginosa PAK 5000
3926 (w) 10 000
2721 (0) 10 000

*ug liofilizowanego ekstraktu; (w) — szczep wrazliwy; (0) — szczep oporny na
przynajmniej dwie rézne grupy komercyjnie stosowanych antybiotykow.
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9. Whnioski

Analiza wynikow uzyskanych w trakcie realizacji pracy doktorskiej pozwolita
na wyciggniecie nastepujacych wnioskow:

1. Ktacza roslin Iris pseudacorus sg zrodtem cennych zwigzkéw biologicznie
czynnych o aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwnowotworowej.

a. Ekstrakty metanolowe z kigczy I pseudacorus hodowanych w glebie
wykazujg aktywnosc przeciwbakteryjng wobec szczepow referencyjnych
1wybranych izolatow klinicznych bakterii z gatunku: Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae 1 Escherichia
coll. Najwyzsza skutecznosc ekstraktow uzyskano wzgledem S aureus,
gdzie minimalne stezenie bakteriobdjcze (MBC) wynosito 1,25 mg suchej
masy tkanki (SM)/mL, a minimalne stezenie eliminujgce biofilm
MBEC = 3,125 mg SM/mL.

b. Ekstrakt metanolowy z kigczy w potaczeniu z komercyjnie dostepnymi
nanoczgstkami srebra optaszczonymi ligandem HS-(CH);N(CHs); dziatajg
synergistycznie w zwalczaniu bakterii 2. aeruginosa.

c. Ekstrakt metanolowy z kigczy irysa hamuje proliferacje komorek
nowotworu szyjki macicy (HeLa), nowotworu okreznicy (HCT-116) oraz
nowotworu piersi (MCF-7). Najwyzszg cytotoksycznos¢ uzyskano wobec
komorek linii MCF-7 (ICso = 11,75 £ 0,7 ug/mL), w poréwnaniu do 3,7-krotne;
nizszej wrazliwoscl uniesmiertelnionych komorek nabtonka gruczotu
piersiowego (MCF-10A), gdzie ICso = 44 + 1 ug/mL.

d. Ekstrakt metanolowy zkigczy zawiera ponad 80% tanin wsrod wszystkich
zwigzkow fenolowych, w tym tanin hydrolizujagcych, pochodnych
katechiny. W kigczu obecne sg taniny skondensowane, a wsrod nich liczne
1zomery prodelfinidyny typu B.

e. Tanina — galokatechina =zawarta w ekstrakcie metanolowym
z [ pseudacorus wykazuje aktywnosc przeciwbakteryjng wobec S aureus
(MBC = 1,9 ng/mL) oraz P. aeruginosa (MBC = 6,1 ug/mL).

2. Kultury n wvitro roslin 1 tkanek [ pseudacorus sa zrodtem zwigzkow
biologicznie czynnych.

a. Stymulacja hipokotyli irysa dodatkiem 80 mg/L siarczanu adeniny,
0,2 mg/L tidiazuronu 1 2 mg/L benzyloaminopuryny inicjuje powstawanie
kultury pedowe;].

b. Transformacja I pseudacorus za pomocg Rhizobium rhizogenes pozwala
na uzyskanie transformowanych pedow irysa — teratomow.

c. Kultury korzeni anatomicznych irysa do wzrostu nie wymagajg dodatku
egzogennych regulatorow wzrostu i sg stymulowane swiattem.
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Kultury korzeni anatomicznych irysa oraz pozywka po ich hodowli

stanowi zrodio zwigzkow biologicznie czynnych: genisteiny, daidzeiny,

niezidentyfikowanych izoflawonow oraz przeciwbakteryjnej

iristektorigeniny B.

Aktywnosc biologiczna ekstraktow uzyskanych z kultur in vitroirysa jest

scisle skorelowana z czasem hodowli 1 wiekiem kultury roslinne;.
Ekstrakty wodne z korzeni I pseudacorus sg czynnikiem redukujgcym
1 stabilizujgcym w ekologiczne] syntezie nanoczastek srebra wykazujgcych
aktywnosc¢ przeciwbakteryjng w stosunku do szczepow referencyjnych
1izolatow klinicznych bakterii P. aeruginosa (MBC = 12,5 — 25 ug/mL) oraz
S aureus (MBC = 200 ug/mL).
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11. Suplement

Suplement 1. Profile antybiotykoopornosci izolatéw klinicznych wykorzystanych w doktoracie

Nr Escherichia coli Gram (-)
Szczepu AMP | AMC | KZ CXM |CTX |CAZ |PIP |TZP |AK |GN SXT |CIP |IPM
i
pochodze-
nie
1285 19 20 18 18 28 26 23 23 20 19 25 27 28
(mocz) |w w w w 4 w w Y Y w Y w w
416&%’)}” 6 |20 [15 [17 |22 |17 |14 |25 |6 |6 |6 |28 |27
ESBL(+) o) w SW [sSw |sw [sw |o w o 0 o \ w
Pseudomonas aeruginosa Gram (-)
NN CFP CTX CAZ PIP TZP AK GN IPM CIP
3926 23 22 20 26 25 26 25 19 28 33
krew) |w w SW w w w w w w w
2721 14 6 6 12 6 6 8 10 28 6
(krew) |sw 0 0 0 ) 0 0 0 w 0
Staphylococcus aureus Gram (+)
CIP OX GN Va SXT E L p TEC AMC
1521 25 19 20 16 29 26 26 13 15 21
krew) |w w w w w w w w w w
703/k 21 6 20 17 27 6 6 6 16 6
(rana) |w 0 w w w 0 0 0 w 0
Klebsiella pneumoniae Gram (-)
AMP | AMC |KZ CXM |CTX |CAZ |PIP |TZP |AK |GN SXT |CIP |IPM
1077 24 24 23 31 27 25 25 20 18 29 29 26
(rana) | w w w w w w w w w w w w
3896 6 12 6 6 6 14 6 17 6 6 6 20 24
(krew),
ESBL(+) o) o) o) o) o o) o) o o o) o sSWo|w
Enterococcus faecalis Gram (+)
AMP IPM CIP GNi20 Va TEC
2609 24 25 24 20 18 17
(rana) |w w w w w w
34CRD |22 21 6 6 18 16
(rana) |w w 0 0 w w

w - wrazliwy, sw - Sredniowrazliwy, 0 - oporny; m-r - ptyn mézgowo-rdzenoowy, ESBL(+) - szczepy
wytwarzajace B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym AK - Amikacyna, AMC - Amoxycylina z

kwasem klawulanowym, AMP - Ampicylina, CAZ - Ceftazydym, CFP - Cefoperazon, CIP - Ciprofloksacin, CTX -
Cefotaksim, CXM - Cefuroksym sodowy, E - Erytromycyna, GN - Gentamycyna, IPM - Imipenem, KZ - Cefazolina,
L - Linkomycyna, NN - Tobramycyna, OX - Oksacylina, P - Penicylina, PIP - Piperacylina, SXT -
Sulfamethoksazol/Trimethoprim, TEC - Teikoplanina, TZP - Piperacylina/Tazobaktam, Va - Wankomycyna,
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Suplement 2. Chromatogramy ekstraktow uzyskanych z a. korzeni stabo rosnacych;
b. pozywki po korzeniach stabo rosnacych; c. korzeni dobrze rosnacych.
Zwigzek (1) 45,64 min, zwiagzek (3) 48,22 min, genisteina 44,2 min, daidzeina 36,4 min.
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Suplement 3. Widma masowe zwigzku (1) w trybie jonéw dodatnich oraz ujemnych.
(Przekreslone 475 to artefakt.)
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Suplement 4. Widma masowe zwigzku (3) w trybie jondéw dodatnich oraz ujemnych.
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Suplement 5. Chromatogram ekstraktu C z pozywki po korzeniach anatomicznych
|. pseudacorus. Zwigzek (1) 45,64 min, zwigzek (3) 48,22 min, genisteina 44,2 min,
daidzeina 36,4 min.
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Reporting Session, 15 grudnia 2017, Gdansk, Polska.

Michalak A., Krychowiak M., Krolicka A.

Prezentacja ustna: Sz/lachetne 1 piekne. Rosliny z gatunku Iris jako zZrodfo
substancji do walki z opornymi szczepami patogennych bakterii.
Miedzyuczelniane Sympozjum Biotechnologiczne - Symbioza,

26—28 maja 2017, Warszawa.

Michalak A, Krolicka A.

Poster: Rhizobium rhizogenes transformation of monocotyledons
Iris pseudacorus plants.

6" Central European Congress of Life Science , Eurobiotech

11-14 wrzesnia 2017, Krakow.

Michalak A., Krychowiak M., Krolicka A.

Poster: Antimicrobial activity of extracts from Iris pseudacorus plants on biofilm
forming Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. 4* edition of
scientific conference Microbiology in Health Care and Environmental Protection -
MIKROBIOT 2017, 19—21 wrzesnia 2017, £.odz.

Michalak A., Krolicka A.

Poster: Antimicrobial potential of secondary metabolites from Iris pseudacorus
plants and their cross-activity with silver nanoparticles.

SEB Annual Meeting - Masters of Biology, 3—6 lipca 2018, Florencja, Wiochy.

Michalak A., Krolicka A.

Poster: Better together. Silvernanoparticles, Iris pseudacorus extracts and their
synergistic interaction acts against human pathogens.

8" Intercollegiate Biotechnology Symposium — Symbioza

17-19 maja 2019, Warszawa.
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Wspétautorstwa wystagpien konferencyjnych

Krolicka A., Krychowiak M., Michalak A., Swigon D., Gidzinska W., Banasiuk R.,
Chylewska A., Zigbka M., Narajczyk M.

Prezentacja ustna (wspotautorstwo): Plants and nanoparticles of metals —
perspectives and challenges.

XV Overall Polish /n vitro Culture and Plant Biotechnology Conference.
Biotechnological utilization of in vztroculture variability.

17-20 wrzesnia 2018, Rogow, Polska.

Krolicka A, Banasiuk R., Swigon D., Tomaszewicz W., Michalak A., Krychowiak M,
Zigbka M., Narajczyk M.

Prezentacja ustna (wspotautorstwo): Rosliny — ekologiczna Synteza nanoczgstek
srebra o aktywnosci biologicznej.

XXIII Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego,

19-21 wrzesnia 2017, Krakow, Polska.

Krychowiak M., Chmielewska K., Grzegorczyk N., Michalak A., Banasiuk R,,
Krolicka A.

Prezentacja ustna (wspotautorstwo): Antimicrobial potential of in vitro cultured
carnivorous plants combined with silver nanoparticles.

Miedzyuczelniane Sympozjum Biotechnologiczne — Symbioza

22-24 kwietnia 2016, Warszawa, Polska.

Granty

,LDiamentowy Grant” - Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego, Projekt nr
0145/DIA/2015/44, pt. Terapeutyczne zastosowanie metabolitow wtornych roslin
rodzaju Iris. Wydajne pozyskiwanie analiza 1 zastosowanie ekstraktow
aktywnych biologicznie.

Grant uzyskany w wyniku Konkursu dla Mtodych Pracownikow Nauki 2017 —
kierownik projektu, pt. Opracowanie metod syntezy nanoczgstek srebra o
dziataniu biologicznie czynnym przy uzyciu Iris pseudacorus jako czynnika
redukujgcego.
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Inne osiggniecia naukowe

Udziat jako ekspert i cztonek grupy roboczej ,media” oraz ambasador ds. promoc;ji 1
edukacji w zakresie odpowiedzialnych badan i innowacji (ang. Responsible
Research and Innovation) w miedzynarodowym projekcie EuroScitizen, COST
Action 17127 Building on scientific literacy in evolution towards scientifically
responsible Europeans (2019-2022).

Publikacja w materiatach pokonferencyjnych

Michalak A., Swigon D., Krolicka A.

In vitro culture of lateral roots of Iris pseudacorus and influence of sucrose
concentration on root growth. Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica Tom 58
suplement 2, 2016, str. 68.

Michalak A., Krychowiak M., Krolicka A.

Antimicrobial activity of extracts from Iris pseudacorus plants on biofilm forming
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. Postepy Mikrobiologii
(Advances in Microbiology) Tom 56, supplement 1, 2017, str. 74-75,

Krolicka A., Krychowiak M., Michalak A., Swigon D., Gidzinska W., Banasiuk R.,
Chylewska A., Zigbka M., Narajczyk M. 2018.

Plants and nanoparticles of metals - perspectives and challenges.
BioTechnologia 99(3): 227.
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Podzickowania




17. Podziekowania

Mam w sobie ocean wdziecznosci, ktorg tak trudno mi ubra¢ w stowa.
Doktorat byt dla mnie nie tylko lekcjg, w jaki sposéb powinna wygladac¢ praca
naukowa. Stat sie podrozg, w ktorej odkrywatam siebie, swoje granice 1 mozliwosci.
Przede wszystkim poznatam jednak dogtebnie wartos¢ pracy zespotowe]
1prawdziwe] przyjazni. Ninlejsza praca to zastuga wielu osob. Bez nich,
w pojedynke, po tylu sztormach, nigdy nie doptynetabym do brzegu.

Z gtebi mojego serca dziekuje najwazniejszej mojej nauczycielce, ,mamie”
dorostego 1 naukowego zycia, Oli Krolickiej, moje] mentorce, promotorce,
oredowniczce, pieknej kobiecie, ktéra wierzy we mnie, podnosita w kryzysach, byta
obok, gdy tylko jej potrzebowatam, towarzyszyta od poczatku naukowej drogi az do
ostatniej kropki w niniejszej pracy. Nie ma takich stow, ktére wyrazityby w peini
jak bardzo jestem Ci za wszystko wdzieczna. Dziekuje!

Moim wspotpracownikom: Marcie, Kubie, Weronice, Michatowi, Gusi,
Rafatowi i wszystkim dobrym duszom z naukowego swiata, ktore wspieraty mnie
w tej] podrozy, zarowno merytorycznie, technicznie jak 1 psychicznie. Szczegolne
podziekowania dla prof. Marii Luczkiewicz, prof. Mirostawy Krauze-Baranowskiej,
dr Piotra Migasa 1 dr Adama Kokotkiweicza za wiedze, wsparcie 1 pomoc
w znalezieniu odpowiedzi dotyczgcych najwazniejszych odkry¢ w pracach
zwigzanych z identyfikacjg zwigzkow aktywnych. Dziekuje!

Moim najwspanialszym rodzicom i siostrze. Kocham Was najmocnie]
1 przepeinia mnie wdziecznos¢ za kazdg minute, w ktore] mozemy oddychac tym
samym powletrzem. Za kazdg otartg mi ize 1 usmiech radosci, za wspolne
Swietowanie sukcesow 1 wstawanie z porazek. Za to, ze tak otwarcie mnie
wspieracie w kazdej decyzji 1 pokazujecie catemu swiatu jak bardzo jestescie ze
mnie dumni. Sama sobie zazdroszcze tego, jakie mam szczescie miec takg rodzine.
Dziekuje!

Mojej rodzinie z wyboru: moim przyjaciotom 1 partnerowi. Najmilszym mi
Eosiom: Annie, Marcie 1 Mikotajowi. Kiedys postawie Wam pomnik za to, ile dobra
1 motywacji wnosicie kazdego dnia do mojego zycia. Daliscie mi site, okryliscie
troska, jak najcieplejszym kocem w chtodne dni, dodaliscie otuchy, byliscie
1 jestescie mi motywacjg 1 najlepszym zespotem wspierajgcym w kazdym aspekcie
naukowym 1 zyciowym, o jakim nawet nie bytam w stanie marzy¢. Trzebunowi,
Natalii, Igorkowi, Darii za wszystkie wspolne wyjazdy, ogrom wiedzy i wsparcie
merytoryczne, setki poprawek, pyszne jedzenie, za ciepto, dobro, troske
1 zainteresowanie, za pomoc, otwartosc 1 wyrozumiatosc¢ dla mnie, za kazde dobre

stowo. Kamilowi, bratu z wyboru, za to bycie obok mnie, przygarniecie mnie pod



swoj dach, rozmowy, pilnowanie, zebym nie umarta z gtodu i chodzita na spacery,
za wiare we mnie 1 kopniaki do dziatania. Bartkowi, za wsparcie mnie
W najgorszych momentach pracy oraz pisania, za kazde dobre stowo i gest. Dziekuje
Wam najpiekniej!

Mojemu Mackowi, za wywrocenie mojego Swiata do gory nogami, wiecej niz
raz. Za rozswietlenie mojego zycia 1 przywrocenie mi sensu we witasciwym czasile
1 miejscu, wsparciu zwtaszcza na tym najtrudniejszym, ostatnim etapie pisania.
Za otuche, wiare, troske, obecnosc 1 walke, za bycie ,moim cztowiekiem”. Dziekuje!

Wszystkim tym nie wymienionym z imienia, ktérzy dotozyli chocby
najmniejsze ziarnko wiedzy, zeby ta praca powstata. Dziekuje z catego serca!
Jestem wdzieczna Wam wszystkim za to, ze nasze drogi spotkaty sie w czasie moje]
doktoranckiej przygody 1 patrze z nadzieja, ze przetng sie jeszcze nie raz.

Thank you Alexandra Elbakyan for making science free for everyone.
Thank you so much for your work and for Sci-Hub.



