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Kultury in vitro i in vivo roslin z gatunku Iris pseudacorus
zrédtem zwigzkdéw biologicznie czynnych.

Streszczenie

Rosliny to przedstawiciele organizméw eukariotycznych, pozbawionych mozliwosci
aktywnego przemieszczania sie. Na drodze ewolucji wyksztatcity wiec mechanizmy
chemicznej interakcji z otoczeniem w postaci metabolitow wtornych, ktére umozliwiajg im
przetrwanie w trudnych, zmiennych warunkach srodowiska, jak réwniez prowadzenie interakcji
z innymi organizmami. Metabolity wtorne wytwarzane w tkankach roslinnych wykazujg
szerokie spektrum aktywnosci biologicznych, dzieki czemu rosliny moga, m.in: wabi¢ owady,
odstraszac roslinozercéw, 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 substanciji leczniczych.

W niniejszej pracy doktorskiej podjeto analize mozliwosci wykorzystania szeroko
rozpowszechnionego gatunku roslin Iris pseudacorus (kosaciec zétty) 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 ktgczy |.
pseudacorus wykazujg dziatanie przeciwbakteryjne w zakresie od 1,25 do 50 mg suchej masy
tkanki/mL w stosunku do bakterii z gatunkoéw: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli, zaréwno szczepow referencyjnych, jak
réwniez wrazliwych i opornych izolatéw klinicznych. Wykazano, ze ekstrakt pozyskany z ktgczy
I. pseudacorus, w stezeniu tylko ok. 2,5-krotnie wyzszym niz w przypadku bakterii hodowanych
w Kkulturze planktonicznej, jest skuteczny w zwalczaniu biofilmu S. aureus.

Analizy aktywnos$ci przeciwbakteryjnej ekstraktow z kosacca zottego poszerzono o
badania ich interakcji z przeciwbakteryjnymi nanoczgstkami srebra (AgNPs). Badania te miaty
dostarczy¢ informacji, czy mozliwe jest zmniejszenie dawek obu czynnikow
przeciwbakteryjnych, przy jednoczesnym zwigkszeniu ich aktywnosci biologicznej
(oddziatywanie synergistyczne). t.gczenie réznych substancji przeciwbakteryjnych ma na celu
skuteczniejszg walke z drobnoustrojami i ograniczenie nabywania przez nie opornosci.
Przeprowadzone badania wykazaty aktywnos¢ bliskg synergii, po zastosowaniu ekstraktéw
z kosacca zoéttego i AgNPs, wzgledem P. aeruginosa oraz antagonizm w dziataniu przeciwko
S. aureus.

Badania wykazaly réwniez aktywnos¢ cytotoksyczng ekstraktéw metanolowych z
kigczy |. pseudacorus wzgledem ludzkich komérek nowotworowych linii: HeLa (szyjki macicy),
HCT-116 (okreznicy), MCF-7 (piersi) oraz nienowotworowej MCF-10A (nabtonkowe gruczotu
piersiowego). Najwyzszg skutecznos¢ cytotoksyczng uzyskano w wyniku zastosowania
ekstraktu wobec komérek linii MCF-7 (ICso = 11,75 £ 0,7 pyg suchej masy ekstraktu/mL).
Uzyskany wynik wskazat na ok. 3,7-krotnie wyzszg aktywnos¢ cytotoksyczng w stosunku do
komorek nowotworowych w porownaniu do komorek z nienowotworowej linii kontrolnej
MCF-10A (ICso = 44 £ 1 ug suchej masy ekstraktu/mL).



W ramach realizacji pracy doktorskiej opracowano rowniez metode mikrorozmnazania
I. pseudacorus przez stymulacje hipokotyli oraz model kultury tkankowej korzeni
anatomicznych. Wykazano, ze kultury korzeni kosacca zoitego syntetyzujg zwigzki fenolowe
z grupy izoflawonéw, w tym przeciwbakteryjng iristektorigenine B i niezidentyfikowany,
przeciwbakteryjny  dimetoksy-dihydroksy-izoflawon.  Ponadto, dzieki zastosowaniu
chromatografii cienkowarstwowej (TLC) oraz bioautografii technikg agaru gérnego wykazano
obecnos¢ zwigzkow aktywnych w stosunku do S. aureus w pozywce po hodowli in vitro korzeni
anatomicznych |. pseudacorus. Podjeto réwniez dziatania prowadzgce do uzyskania kultur
korzeni wtodnikowatych z wykorzystaniem transformaciji rodliny za posrednictwem bakterii
Rhizobium rhizogenes. Uzyskano rosline transformowang (teratom), co zostato potwierdzone
na poziomie molekularnym, ale tkanki irysa nie wytwarzaty korzeni wtosnikowatych.

Szczegbétowe analizy skladu metabolicznego ekstraktéw  przeprowadzone
z wykorzystaniem TLC oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcjg diodowa
oraz okresleniem masy czgstek z jonizacjg za pomocg elektrorozpylania (HPLC-DAD-ESI-MS)
wykazaty obecnos¢ licznych zwigzkoéw fenolowych, w tym tanin i izoflawonéw. Wsréd nich
zidentyfikowano genisteing, daidzeine oraz iristektorigeniny B, a takze zidentyfikowano
zwigzek dziatajgcy przeciwbakteryjnie: galokatechine.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg na potencjat gatunku |. pseudacorus jako
zrédfa cennych zwigzkdéw o aktywnosci biologicznej.



