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TNF-a — czynnik martwicy nowotwordw o

Wp — wspotczynnik przyrostu masy

WP — podtoze dla roélin drzewiastych (ang. Woody Plant Medium) (Lloyd i McCown, 1981)



I. WPROWADZENIE

W Polsce schorzenia reumatyczne, zaliczane do chordb spolecznych, stanowia jedna
z gtownych przyczyn absencji chorobowych w pracy 1 ubiegania si¢ o rent¢ inwalidzka (Jedryka-
Goral i Lastowiecka, 2003). Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) dotyka ok. 1% populacji
dorostych, dwukrotnie czg¢sciej kobiety niz mezczyzn. Niniejsza choroba przewlekta, o podtozu
autoimmunologicznym, jest diagnozowana zazwyczaj u 0sob migdzy 40. a 50. rokiem zycia, cho¢
moze ujawni¢ si¢ takze wczesniej, juz u dwudziestolatkow (Jura-Pottorak i Olczyk, 2011; Kilak
iin., 2016). Szacuje si¢, ze po uptywie dziesieciu lat od wystgpienia RZS, tylko potowa pacjentow
pozostaje zdolna do pracy (Ktak i in., 2016). Postepujaca degradacja chrzastki stawowej i kosci
oraz wspolistniejagce zmiany patologiczne poza ukladem ruchu (m.in. zapalenie migsnia
sercowego 1 wiloknienie pluc) prowadza do niepelnosprawnosci, obnizenia jakosci zycia
1 problem6éw emocjonalnych (Baczyk, 2008; Bryl i Witkowski, 2008). Nie bez znaczenia jest
takze negatywny wplyw postepowania terapeutycznego, o niepelnej skutecznosci, obarczonego
rowniez powaznymi dzialaniami niepozadanymi, na funkcjonowanie chorych (Baczyk, 2008)
(Ryc. 1). Aktywnos$¢ szerokiego spektrum farmaceutykow, stosowanych dotychczas w terapii
RZS (niesteroidowe leki przeciwzapalne, syntetyczne i biologiczne leki modyfikujace przebieg
choroby oraz glikokortykosteroidy), ogranicza si¢ bowiem do zmniejszania juz istniejagcego stanu
zapalnego i1 spowolnienia progresji choroby, bez oddziatywania na jej wcigz nie do konca poznana

etiologi¢ (Kumar i in., 2016).

Caynniki srodowiskowe
a b Czynniki epigenetyczne
< Geny podatnogci
Niesteroidowe leld Kwas acetylosalicylowy Inhibicja COX-1i Choroba wrzodowa. s—
przeciwzapalne COX2 zawal serca, biegunka, nudnosci, %’
(NLPZ) Celekoksyb pokrzywka, astma, zaburzenia stuchu, 4
Tbuprofen krwawienia z przewodn pokarm owego
Diklofenak
Leki modyfikujgee Metotreksat mmunosupresja Wysypka. hepatotoksycznosc.
przebieg choroby nefrotoksycznosé
28 ) Azatiopryna Immunosupresja Nudnosci, maloplvtkowosé, zapalenie
trzustki. zastoj zolci
Sulfasalazyna Inhibicja NF-KB Bol glowy 1 brzucha, geraczka, rumien
Chondrocyty  Osteokdasty  Komérki i
Etanercept Inhibicja TNF-a Zakazenia, reakcje alergicme, goraczka (- { 3 w L_ Q %
Anakinra Antagonizm Bal gtowy, nudnosci, biegunka, zakazenia Fibroblasty s
receptoréw TL-1 smowialne  KomdrkiNK  Limfoeyty T Makrofagi  Neutrofile
Glikokonvkosteroidy Del on L esja, Zatrzymanie wody, nadcisnienie tetnicze, Q% @ (:) @ @
(GSK) = hamowanie ostabienie miesniowe, osteoporoza,
Meeylopes diitzelon uwalniania cytokin choroba wrzodowa, zaniki skary

Leki roglinne Giycyrrhiza glabra Dziatanie Nadcisnienie temicze. hipokaliemia
przeciwzapalne |

TNF-u, TGF-f, TFN-y,
L1, IL-6, [1-12, TL-21, IL-23

Mangifera indica Brak

Ryec. 1. a) Wspotczesne metody farmakoterapii RZS oraz ich skutki uboczne (Kumar i in., 2016; Yang i in.,

2013); b) schemat patogenezy RZS (rycina zmodyfikowana, Mellado i in., 2015).
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Wzigwszy pod uwage, dalekg od satysfakcjonujacej, efektywnos¢ lekow syntetycznych
w leczeniu RZS, alternatywa wydaja si¢ by¢ preparaty roslinne, charakteryzujace si¢ znacznie
szerszym profilem bezpieczenstwa, potwierdzonym przez wielowiekowa tradycj¢ stosowania
w medycynie ludowej, przy jednoczesnej wysokiej aktywnosci biologicznej, czesto
udokumentowanej wspdiczesnymi badaniami naukowymi (Yang i in., 2013). Potencjalnych lekow
przeciwreumatycznych poszukuje si¢ zwlaszcza wsrdd substancji pochodzenia roslinnego,
o zdolnosci modulowania ekspresji sygnalow prozapalnych, takich jak polifenole (wsrod nich
bioflawonoidy), chinony, czy tez terpeny (Laev i Salakhutdinov, 2015). W przeciwienstwie
do lekow syntetycznych, wplywajacych wybiorczo na poszczegdlne komoérki lub mediatory
zapalenia, mieszaniny zwigzkéw naturalnych zawarte w ros$linach dzialaja na przebieg choroby
kompleksowo i wielokierunkowo (Kumar i in., 2016).

Sposrod wielu surowcoéw o ugruntowanym tradycja zastosowaniu w leczeniu schorzen
reumatycznych (ostryz dlugi, imbir lekarski, janowiec barwierski, lukrecja gtadka, pokrzywa
zwyczajna) (Laev i Salakhutdinov, 2015; Yang i in., 2013), na uwage zastuguje bagno zwyczajne,
Rhododendron tomentosum Harmaja, przed 1990 r. klasyfikowane jako Ledum palustre L.
(Ryc. 2), nieprzebadane szczegdtowo w tym wzgledzie (Dampc i Luczkiewicz, 2013, IV.1). Ten
zimozielony krzew, o charakterystycznych skoérzastych, waskolancetowatych, pokrytych od spodu
rdzawym kutnerem, liSciach i bialych pieciokrotnych kwiatach zebranych w baldachy, wystepuje
w borach bagiennych i na torfowiskach wysokich oraz przejsciowych poétkuli pétnocnej (Ryc. 3)
(Snowarski, 2002). W Europie i w Azji bagno zwyczajne przez wiele wiekow stanowilo
remedium na reumatyzm, choroby pluc, infekcje bakteryjne i dolegliwosci trawienne, a jego
wiasciwosci repelentne byty znane juz od czasow $redniowiecza (Dampc i Luczkiewicz, 2013,
IV.1). W Ameryce Potnocnej do tej pory przygotowuje sie, wywodzacy si¢ z tradycji rdzennej
ludnosci, tonizujacy napar z R. tomentosum, R. groenlandicum i R. neoglandulosum, znany jako
,,Labrador tea” (Dampc i Luczkiewicz, 2015, IV.2).

Wspotczesne badania naukowe, weryfikujac etniczne przestanki odno$nie stosowania
bagna zwyczajnego w chorobach stawdw, potwierdzaja jego aktywno$¢ przeciwzapalng
(Baananou i in., 2015; Black i in., 2011; Tunon i in., 1995), przeciwbolowa (Zhang i in., 2010),
przeciwdrobnoustrojowa (Fokina i in., 1991; Kim i Nam, 2006) i antyoksydacyjng (Black i in.,
2011; Fraser i in., 2007), co wskazuje na obiecujacy potencjat omawianej rosliny w leczeniu RZS.
Obok zwiazkéw flawonoidowych 1 kwasu ursolowego, za wlasciwosci farmakologiczne
R. tomentosum odpowiada przede wszystkim olejek eteryczny, bogaty w monoterpeny (p-cymen,
sabinen, limonen, f-myrcen, y-terpineol) oraz seskwiterpeny o szkielecie aromadendranu (ledol,
palustrol) (Dampc i Luczkiewicz, 2013, IV.1; Jesionek i in., 2019, V.6). Mechanizm jego

dzialania nie zostat jednak do tej pory doktadnie rozpoznany.
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a < Krolestwo: Plantae Haeckel (1866) (Roéliny) C
% Podkrolestwo:  Firidiplantae Cavalier-Smith (1981) (Rosliny zielone)
% Infrakrolestwo: Streptophyta Jeffrey (1967) (Rosliny ladowe)
+ Nadgromada: Embiryophyta Endlicher (1836) (Rosliny zarodkowe)
“ Gromada: Tracheophyta Sinnott (1933) ex Cavalier — Smith (1998) (Rosliny naczyniowe)
“ Podgromada:  Magnoliophyta Takhtajan (1964) (Okrytonasienne)
% Klasa Magnoliopsida Brongn. (1843) (Dwuliscierme)
“ Nadrzad: Asteranae Takht (1967) {Astrowce)
+ Rzad: Ericales Bercht. & I Presl (1820) (Wrzosowce)
< Rodzina: Ericaceae Juss. (1789) (Wrzosowate)
% Rodzaj- Rhododendron L. (1753) (Rozanecznik)
* Gatunek: R. tomentosum Harmaja (1990). syn. Ledum palustre L. (1753) (Bagno zwyczajne)
b Nazwy zwyczajowe i obcojezyczne:
bagno pospolite, bagniak, swinskie bagno, dziki rozmaryn, rozmaryn lesny (pl.); }:na:sh}rm marsh I:‘abradm tea, e o sl . g
northern Labrador tea, wild rosemary (ang.); suopursu (fin.); Sumpfporst (niem.); Barvmraux 0 cnotssi (ros.)

Ryc. 2. a) Stanowisko systematyczne*, b) nazwy zwyczajowe 1 obcojezyczne®™* oraz c) morfologia

Rhododendron tomentosum***,
* ITIS: https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search value=894434#null (dostep maj 2018)

** pl. - po polsku, ang. - po angielsku, fin. - po finsku, niem. - po niemiecku, ros. - po rosyjsku
*** Thomé, O.W., Flora von Deutschland Osterreich und der Schweiz, Tafeln, vol. 4: t. 466 (1885)

Ladum palustre complex

/54 subsp, palustrs 7 ;‘__
/A subsp. decumbsns

27 subsp. diversipilasum
== subsp.grosnlandicurm

‘77 L glendulosum
;

Ryc. 3. a) Stanowisko naturalne w Polnocnej Finlandii* oraz b) zasieg wystepowania Rhododendron

tomentosum (dawniej Ledum palustre) na §wiecie**.

* Fot. Anna Jesionek
** http://linnaeus.nrm.se/flora/di/erica/rhodo/rhodtomv.jpg (dostep maj 2018)

W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, iz duza zmienno$¢ skladu chemicznego frakcji lotnej
z bagna zwyczajnego, ktora obserwuje si¢ w zaleznosci nie tylko od miejsca i czasu zbioru,
ale takze od fazy okresu wegetacyjnego, genotypu, wieku czy cze¢sci morfologicznej rosliny
(Belousova i in., 1990; Butkiene i in., 2008; Butkiene i Mockute, 2011; Gretsusnikova i in., 2010;
Jesionek i in., 2019, V.6; Judzentiene i in., 2012; Zhang i in., 2017), moze prowadzi¢ do braku

powtarzalnych 1 wiarygodnych wynikéw badan biologicznych nad opisywanym surowcem, jak
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rowniez uniemozliwi¢ stosowanie wyciaggu z R. fomentosum w nowoczesnej fitoterapii np.
schorzen reumatoidalnych. Co wigcej, na skutek nadmiernego osuszania zasiedlonych m.in. przez
R. tomentosum terené6w podmoktych dla celow rolniczych, niniejszy gatunek w Polsce zostal
objety ochrong cze$ciowa (poz. 2271 wg Rozporzadzenia Ministra Srodowiska z dnia
9 pazdziernika 2014 r. w sprawie ochrony gatunkowej roslin). Fakt ten uniemozliwia zbior,
na potrzeby przemystu farmaceutycznego oraz do badan naukowych, materiatu roslinnego
ze srodowiska naturalnego, z uwagi na ryzyko naruszenia biordznorodnosci.

Ze wzgledu na powyzsze, metoda z wyboru do otrzymywania biomas R. tomentosum,
syntezujacych aktywne biologicznie frakcje lotne, przeznaczone do prowadzenia zakrojonych
na szersza skalg badan fitochemicznych oraz farmakologicznych, ktorych ostatecznym celem jest
otrzymanie nowego i bezpiecznego leku przeciw RZS, wydaja si¢ by¢ kultury in vitro. Juz
od konca lat 60. ubieglego wieku stanowig one obiecujace zrodlo roslinnych metabolitow
wtornych, cennych dla przemystu farmaceutycznego i spozywczego, gwarantujac ciagly dostgp
do biomasy, niezaleznie od warunkow srodowiskowych, geograficznych i sezonowych (Bourgaud
1 in., 2001). Jednoczesnie zapewniaja powtarzalng jako$¢ materiatu roslinnego pod wzgledem
zawarto$ci substancji czynnych, czestokro¢ przekraczajacej produktywno$¢ roslin macierzystych
(Rao i1 Ravishankar, 2002). Dotychczas nie prowadzono badan biotechnologicznych nad bagnem
zwyczajnym. Otrzymanie kultur in vitro R. tomentosum, zoptymalizowanych pod wzgledem
intensywnego wzrostu oraz produktywnosci w zakresie wybranej grupy wtdérnych metabolitow,
pozwolitoby uzyska¢ alternatywne zrédto stabilnego chemicznie olejku eterycznego,
zawierajacego zespot zwigzkow terpenowych o potencjalnym dziataniu przeciwzapalnym.
Opisane strategie stworzytyby perspektywy na doktadne okreslenie profilu aktywnosci
biologicznej rosliny, a w nastepstwie umozliwityby praktyczne zastosowanie powyzszego
surowca w nowoczesnym lecznictwie. Oboczng korzy$¢ z badan biotechnologicznych,
przeprowadzonych rowniez w zakresie mikrorozmnazania, stanowitaby mozliwos¢ reintrodukcji

R. tomentosum, gatunku zagrozonego wyginigciem, do srodowiska naturalnego.
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II. CEL PRACY

W $wietle przedstawionej we wstepie problematyki oraz zakresu wiedzy, sformutowano
podstawowy cel pracy doktorskiej, ktorym byto otrzymanie, w oparciu o gatunek Rhododendron
tomentosum Harmaja (Ledum palustre L.) stabilnego, pod wzgledem parametrow wzrostowych
i poziomu biosyntezowanych lotnych metabolitow wtornych, niezaleznego od warunkéw
srodowiskowych, ro§linnego systemu in vitro, zdolnego do ciagtej produkcji olejku eterycznego,
wykazujagcego m.in. aktywnos$¢ przeciwzapalng, 1 tym samym mogacego znalez¢ zastosowanie
w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow.

Podstawowy cel projektu realizowano na poziomie up- i downstream, w trzech obszarach

badawczych: biotechnologicznym, fitochemicznym oraz biologicznym.

W ramach obszaru biotechnologicznego zamierzano:
— wyprowadzi¢ z cz¢sci wegetatywnych R. tomentosum kultury in vitro o zréznicowanym stopniu
morfogenezy (kalus, pedy, korzenie: transgeniczne oraz de novo),
— zaadaptowa¢ wybrane biomasy, zdolne do biosyntezy lotnych terpenéw, do wzrostu w systemie
cigglym (otrzymanie kultur kolekcyjnych), z zastosowaniem zmiennych warunkéw
eksperymentalnych (zréznicowany sklad pozywek i oswietlenie) oraz typow doswiadczen in vitro
(kultury stacjonarne: agarowe i ptynne oraz wytrzasane: ptynne),
— zwigkszy¢ skale kultywacji wysokoprodukcyjnych biomas bagna zwyczajnego
z wykorzystaniem bioreaktorow komercyjnych i prototypowych, skonstruowanych w Katedrze
i Zakladzie Farmakognozji Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, uwzgledniajac wplyw
konstrukcji naczyn hodowlanych na wzrost oraz produktywnos$¢ kultur in vitro (opracowanie
procedur upstream),
— zwigkszy¢ poziom akumulacji olejku eterycznego w wybranych biomasach R. tomentosum,
stosujgc strategi¢ stresu Srodowiskowego — elicytacja biotyczna 1 abiotyczna (opracowanie
wysokoprodukcyjnego roslinnego systemu in vitro),
— opracowa¢ kompletny protokét mikrorozmnazania bagna zwyczajnego jako gatunku

chronionego — reintrodukcja rosliny do srodowiska naturalnego (ochrona bior6znorodnosci).

W ramach obszaru fitochemicznego postanowiono:
— okresli¢ optymalne warunki suszenia materialu gruntowego i biomas in vitro R. tomentosum
z uwagi na ograniczong trwalo$¢ zwigzkéw terpenowych we frakcjach lotnych (I etap procedur

downstream),

14



— zoptymalizowa¢ metode izolacji olejku eterycznego z badanych surowcéw oraz ustalic
zawarto$¢ frakcji lotnych w poszczegdlnych matrycach ro$linnych — wykorzystanie techniki
destylacji z para wodng oraz symultanicznej destylacji z para wodng oraz ekstrakcji
do organicznego ptynu receptorowego, w skali wielkolaboratoryjnej (I etap procedur
downstream),

— okresli¢ sktad chemiczny olejkéw eterycznych z materiatu gruntowego i z kultur in vitro bagna
zwyczajnego (analiza jakosciowa i ilosciowa), z wykorzystaniem technik chromatografii gazowej
sprzgzonej ze spektrometriag mas (GC/MS) oraz wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej (HPTLC) z detekcja densytometryczng, po uprzednim opracowaniu warunkow
rozdzielenia frakcji lotnych,

— przeprowadzi¢ testy skryningowe materiatu gruntowego R. fomentosum, zebranego z réznych
stanowisk, oraz biomas otrzymywanych na poszczegdlnych etapach doswiadczen in vitro,
w zakresie zawartosci w olejkach eterycznych zwigzkéw terpenowych o przewidywanej
aktywnos$ci przeciwzapalnej, za pomoca zoptymalizowanej w toku badan metody HPTLC,

poddanej walidacji.

W ramach obszaru biologicznego zamierzano:
— okresli¢ wstepnie wybrane kierunki aktywnosci frakcji lotnych z badanych matryc roslinnych
za pomoca bezposredniej bioautografii metoda TLC (dziatanie antyoksydacyjne oraz inhibicja
oksydazy ksantynowej),
— oceni¢ wstepnie aktywno$¢ proapoptotyczng olejkow eterycznych z materiatu gruntowego
i z kultur in vitro R. tomentosum w obrebie ludzkich limfocytow T oraz wobec ludzkich

synowiocytow, z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;j.

Podsumowujac, zrealizowanie wymienionych powyzej zadan badawczych, mieszczacych
si¢ w trzech obszarach przedstawionego projektu, powinno umozliwi¢ realizacj¢ podstawowego
celu naukowego, ktorym bylo opracowanie ro$linnego systemu in vitro (procedury up-
i downstream), bedacego stabilnym i niezaleznym od $rodowiska zroédtem lotnych terpendéw
z przeznaczeniem do szczegdétowych badan farmakologicznych, w zakresie aktywnosci

biologicznych wyznaczonych w toku doktoratu.
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III. KOMENTARZ DO UZYSKANYCH WYNIKOW

I11.1. Inicjacja kultur in vitro Rhododendron tomentosum oraz ich adaptacja

do wzrostu w warunkach ciaglych

Zgodnie z celem pracy doktorskiej, pierwszy etap doswiadczen biotechnologicznych,
zawartych w opisywanym projekcie, stanowito wyprowadzenie kultur in vitro Rhododendron
tomentosum, a nastepnie adaptacja otrzymanych biomas do wzrostu w warunkach ciagtych
(zalozenie kultury kolekcyjnej). Dotychczas bagna zwyczajnego nie badano w tym zakresie.
Szczegolowa kwerenda literaturowa wykazata, ze R. tomentosum Harmaja, dawniej Ledum
palustre L., charakteryzuje wysoka zawarto$¢ olejku eterycznego, bogatego w specyficzne
potaczenia terpenowe, w tym ledol oraz palustrol, wyrdzniajace si¢ wielokierunkowg i unikatowsg
aktywnoscig biologiczna, co tacznie z dtuga tradycja stosowania rosliny w medycynie ludowej
(leczenie stanow zapalnych oraz bolowych w przebiegu schorzen reumatoidalnych) plasuje
niniejszy gatunek jako potencjalny fitoterapeutyk (Baananou i in., 2015; Black i in., 2011; Dampc
i Luczkiewicz, 2013, IV.1, Tunon i in., 1995; Zhang i in., 2010). W tym miejscu nalezy jednak
zaznaczy¢, ze sktad jako$ciowy oraz ilosciowy frakcji lotnej w omawianym surowcu jest zmienny
i zalezy bezposrednio od warunkow sSrodowiskowych oraz fazy wzrostu roéliny, co
przypuszczalnie uniemozliwia otrzymanie, na bazie olejku eterycznego z R. tomentosum, leku
spetniajacego standardy dla nowoczesnego preparatu allopatycznego. Ponadto, jak juz
wspomniano we wstepie, zbidr bagna zwyczajnego ze stanowisk naturalnych jest problematyczny,
z uwagi na objecie gatunku ochrong czesciowg (Jesionek i in., 2016, V.1), za$ kontrolowane
uprawy omawianego surowca sg trudne w prowadzeniu ze wzglgdu na specyficzne wymagania
srodowiskowe rosliny (kwasne i wilgotne gleby torfowe, duze zacienienie) (Dampc i Luczkiewicz,
2013, IV.1). Chemiczna synteza unikatowych dla bagna zwyczajnego potaczen terpenowych
o przewidywanym dziataniu leczniczym, uwzgledniajaca ich struktury stereoizomeryczne, sktada
si¢ z wielu etapow (Gijsen 1 in., 1995; Tran 1 Cramer, 2014) i moze okazaé si¢ nieoptacalna,
a laboratoryjne odtworzenie olejku eterycznego o sktadzie identycznym jak w surowcu
naturalnym jest niemozliwe. Wobec powyzszego, opracowanie ros$linnego systemu wzrostowego,
na bazie kultur R. tomentosum w warunkach in vitro, wydaje si¢ by¢ jedynym sposobem
pozyskiwania biomas niniejszego gatunku na wigksza skale, z uwzglednieniem wydajnej
oraz stabilnej produkcji frakcji lotnej, jak i poszczegolnych jej komponentow, z przeznaczeniem
do badan biomedycznych nad ich zastosowaniem w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow

(RZS).
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Na wstgpnych etapach badan biotechnologicznych  postanowiono otrzymac
z R. tomentosum biomasy o réznym stopniu zréznicowania morfogenicznego. Jako ze olejki
eteryczne s3 syntezowane, a nastgpnie magazynowane w wyspecjalizowanych strukturach
komoérkowych (Mulder-Krieger i in., 1988), zlokalizowanych w przypadku omawianego gatunku
w czg$ciach nadziemnych rosliny (Dampc 1 Luczkiewicz, 2013, IV.1), skoncentrowano si¢ przede
wszystkim na wyprowadzeniu biomas mikropedowych. Dodatkowo, podjeto probg otrzymania
tkanki przyrannej oraz korzeni odcigtych i transgenicznych celem okreslenia petnego potencjatu
metabolicznego kultur in vitro bagna zwyczajnego w zakresie biosyntezy frakcji lotne;.
Szczegb6lny nacisk potozono na wyprowadzenie biomas korzeni wlo$nikowatych, ktéore moga
wydajnie produkowa¢ zwigzki naturalne wystepujace nie tylko w czesciach podziemnych roslin
macierzystych, ale réwniez w pedach badanych gatunkéw (Kuzovkina i in., 2009; Rao
i Ravishankar, 2002; Santos i in., 2002).

Kwerenda literaturowa wykazata, ze dotychczas nie prowadzono eksperymentow
zwigzanych z kulturami in vitro R. tomentosum. Stad w realizowanym projekcie konieczny byt
empiryczny dobor inoculum ro$linnego oraz podltoza doswiadczalnego, pozwalajgcego
na uzyskanie juwenilnych biomas inicjalnych o szybkim przyroscie (Jesionek i in., 2016, V.1).

Biorgc pod uwagg opisane cele badawcze, jako eksplantaty inicjalne zastosowano czesci
organow wegetatywnych dziko rosnagcego bagna zwyczajnego, tj.: liSci 1 weztow z fragmentami
lodyg (pobrane z pedow wieloletnich, aby zminimalizowa¢ ryzyko zakazenia eksplantatow)
oraz paczkow szczytowych (Ryc. 4 ab). Nie postuzono si¢ natomiast materiatem nasiennym,
ktory cho¢ tatwiejszy do wyjatowienia, mogltby prowadzi¢, ze wzglgdu na generatywny charakter,
do wystgpienia niepozadanych zmian genetycznych w otrzymanych biomasach, a nastgpnie
w zregenerowanych roslinach, uniemozliwiajac prawidlowe przeprowadzenie procesu
mikrorozmnazania oraz uzyskanie materiatu in vitro o potencjale produkcyjnym, w zakresie
frakcji lotnej, charakterystycznym dla R. fomentosum. Zbioru surowca gruntowego dokonano
w czerwecu 2014 r., ze stanowiska w Miszewku, niedaleko Gdanska, po uzyskaniu zezwolenia
Regionalnego Dyrektora Ochrony Srodowiska (RDOS-Gd-PNII.6400.19.2014.MS.1).

W wykonywanych do$wiadczeniach przetestowano trzy podstawowe pozywki wzrostowe,
réznigce si¢ zawartoscig soli mineralnych (m.in. azotanoéw i fosforandéw), weglowodanow,
aminokwasow oraz witamin. Postuzono si¢ podlozem Andersona (A) (Anderson, 1978),
stosowanym uprzednio w kulturach in vitro rodzaju Rhododendron, pozywka Woody Plant
Medium (WP), przeznaczong dla roslin drzewiastych (Lloyd i McCown, 1981), oraz medium
Schenk-Hildebrandta (SH) (Schenk i Hildebrandt, 1972), ktéore wykorzystano w przypadku
eksperymentow biotechnologicznych nad Vaccinium corymbosum (Ericaceae), gatunkiem

spokrewnionym z bagnem zwyczajnym, badanym w Katedrze 1 Zaktadzie Farmakognozji
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Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (Dembinska-Migas 1 in., 1998). Zasadnicza role
w determinowaniu kierunku procesOw morfogenezy w otrzymanych biomasach inicjalnych
petily zmienne kompozycje regulatorow wzrostu z klasy cytokinin oraz auksyn (m.in. 2-
izopentenyloadenina — 2iP, adenina — AD, tidiazuron — TDZ, kwas indolilo-3-mastowy — IBA,
kwas indolilo-3-octowy — IAA, kwas naftylo-1-octowy — NAA, kwas 24-
dichlorofenoksyoctowy — 2,4-D) (Jesionek i in., 2016, V.1).

Ryec. 4. Rhododendron tomentosum®: a) ro$lina macierzysta rosngca na terenie podmoktym w Miszewku,

niedaleko Gdanska **; b) lisciowe eksplantaty inicjalne (pozywka SH z 9,84 uM 2iP i 1,00 uM TDZ); ¢) i d)
stacjonarne kultury pedowe (pozywki odpowiednio SH z 9,84 uM 2iP i 1,00 uM TDZ oraz SH z 24,60 pM

2iP); e) wytrzasane kultury pedowe (pozywka SH z 24,60 uM 2iP i 592,02 uM AD); f) wytrzgsane kultury

korzeniowe (pozywka SH z 9,84 uM IBA, w ciemnosci); g) fragmenty mikropedoéw, poddane transformacji

szczepem Agrobacterium rhizogenes GFP 105 (pozywka SH bez fitohormonow, z dodatkiem 250 mg/I

karbenicyliny i 250 mg/l cefotaksymu, w ciemnosci); h) kultury kalusowe (pozywka SH z 2,27 uM 2,4-D

12,85 uM 1AA).

* Jezeli nie wskazano inaczej, eksperymenty prowadzono w temp. 23 + 1°C i o§wietleniu 88 = 8 mol-m2-s™!

** Fot. Wiktor Jesionek

Ostatecznie, z fragmentéw lisci bagna zwyczajnego (Ryc. 4 a,b), wysterylizowanych

za pomocg chlorku rteci (II), wyprowadzono inicjalne kultury pedowe (9,84 uM 2iP i 1,00 uM
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TDZ; Jesionek i in., 2016, V.1) i kalusowe (2,27 uM 2,4-D 1 2,85 uM TAA; dane niepublikowane)
(Ryc. 4 c,h), jedynie na medium SH nalezagcym do tzw. pozywek bogatych w Zrédta azotu i wegla
oraz znaczng zawarto$¢ mio-inozytolu (500 mg) (Malepszy, 2012). O ile biomasy kalusowe
wykazywaly tendencje do stopniowego zamierania, niezaleznie od zastosowanej kompozycji
fitohormondw, o tyle mikropedy, stymulowane dodatkiem 2iP oraz TDZ, okazaty si¢ by¢ zdolne
do intensywnego wzrostu, o czym $wiadczyt zadowalajacy wspotczynnik przyrostu masy (Wp)
wynoszacy 343,72%, tworzenie wielu nowych primordiow pedowych na eksplantatach
inicjalnych oraz morfologia powstalych pedow zblizona do rosliny macierzystej (Ryc. 4).
Z przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze zgodnie ze specyfikg fizjologiczng omawianego
gatunku (przynalezno$¢ do rodziny Ericaceae, preferencja gleb torfowych), kultury in vitro bagna
zwyczajnego wykazaly duze zapotrzebowanie na azotany i fosforany (pozywka SH)
oraz wymagaly zastosowania silnych cytokinin do wystapienia pedogenezy (Migas i in., 2006;
Smolczynski i Orzechowski, 2009; Sapek, 2014).

Dalsze eksperymenty biotechnologiczne polegaty na uzyskaniu wytrzasanych kultur
korzeni odcigtych R. tomentosum, regenerowanych bezposrednio z matryc pedowych
ukorzenionych na stacjonarnym (0,6% w/v agaru) podtozu SH, wzbogaconym 9,84 uM IBA (Ryc.
4 ). W celu indukcji ryzogenezy, obok pozywek modyfikowanych regulatorami wzrostu,
wykorzystano zmienne warunki o$wietleniowe. Eksperymenty prowadzono w ciemnos$ci badz
przy dostepie $wiatta (88 £ 8 mol-m?s!) oraz bez lub z zastosowaniem filtra czerwonego (106
primary red, Lee Filters, Wielka Brytania), zalecanego w danych literaturowych jako czynnik
stymulujacy powstawanie korzeni (Rout i in., 2000). Niestety, eksplantaty korzeniowe nie
wydtuzaty si¢ oraz nie wykazywaty przyrostu wtornego, w przypadku wszystkich testowanych
pozywek 1 warunkow wzrostowych, ulegajac stopniowej nekrozie (ujemny Wp; dane
niepublikowane).

Podjeto réwniez kilkukrotnie probe otrzymania korzeni wlosnikowatych R. tomentosum,
z wykorzystaniem bakterii Agrobacterium rhizogenes, znajdujacych si¢ w kolekcji prof. dr hab.
inz. Aleksandry Kroélickiej z Katedry Biotechnologii Migdzyuczelnianego Wydzialu
Biotechnologii UG i GUMed. Agresywna metoda transformacji, polegajaca na wstrzykiwaniu
wirulentnych szczepow bakteryjnych (ATCC 15834, A4 i GFP 105) bezposrednio do zmg¢zniatych
tkanek mikropedowych badanego gatunku, nie przyniosta jednak oczekiwanych rezultatow.
Na eksplantatach nie zaobserwowano indukcji primordidow korzeniowych (Ryc. 4 g) (dane
niepublikowane), co moze $wiadczy¢ o braku podatnosci bagna zwyczajnego na agroinfekcje
(Hnatuszko-Konka i in., 2009). Ostatecznie, w wyniku przeprowadzonych do§wiadczen, uzyskano

jedynie juwenilne mikropgdy badanego gatunku.
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Jak wspomniano na wstepie, kolejnym, po inicjacji kultur in vitro R. tomentosum, etapem
doswiadczen biotechnologicznych byto opracowanie warunkéw do ich namnazania w sposob
ciagly, warunkujacy pozyskanie stabilnej kolekcji matryc roslinnych do prowadzenia
zaawansowanych eksperymentéw, zmierzajagcych do otrzymania systemu wzrostowego,
biosyntezujacego olejek eteryczny o cennych wiasno$ciach biologicznych. Zalozenia
eksperymentalne realizowano w obrgbie pierwotnej, stacjonarnej kultury pedéw bagna
zwyczajnego. Wprawdzie podtoze SH wzbogacone 9,84 puM 2iP i 1,0 uM TDZ, skuteczne
na etapie inicjacji mikropedow, zapewniato wystarczajaca, do zachowania puli genetycznej
badanej rosliny, ilo$¢ struktur primordialnych, jednak uzyskane mikroroslinki osiagaty zaledwie
jednocentymetrowg dtugos¢ (Jesionek i in., 2016, V.1). Biorac pod uwage konieczno$¢ powstania
w kulturze jak najwiekszej ilosci zroznicowanych histologicznie struktur, zdolnych do biosyntezy
oraz magazynowania olejkéw eterycznych (przeznaczenie biomas w projekcie), oraz dalsza
adaptacj¢ mikropedow do wzrostu w pozywkach ptynnych (kolejno kultury wytrzasane
oraz bioreaktorowe), a takze uwzgledniajac efektywne wykorzystanie catej objetosci naczynia
hodowlanego, za cel opisywanego doswiadczenia postawiono nie tylko uzyskanie mikropeddéw
o wysokim Wp, ale takze maksymalne wydtuzenie struktur primordialnych (Jesionek i in., 2017,
V.2). Zatozenie badawcze postanowiono osiggnaé, modyfikujac media wzrostowe w zakresie
stosowanych regulatoréw wzrostu (2iP, IBA) i ich stezen (Jesionek i in., 2017, V.2).

Sposréd testowanych wariantow podtozy eksperymentalnych (Jesionek i in., 2016, V.1),
najwicksza ilo§¢ mikropedow bagna zwyczajnego, przypadajaca na jeden eksplantat,
przy jednoczesnej ich elongacji do ponad 2 cm, zaobserwowano na agarowej pozywce SH,
bez dodatku TDZ i z ponad dwukrotnie zwigkszonym st¢zeniem cytokininy 2iP, w stosunku
do medium inicjalnego (Ryc. 4 d). Otrzymane matryce ros$linne odznaczaty si¢ ponadto mniejsza
tendencja do szklenia oraz redukcja tkanki przyrannej przy podstawie kultury, w poréwnaniu
z mikropgdami pierwotnymi (Jesionek 1 in., 2016, V.1). Zmiany te mozna tlumaczy¢ rezygnacja
z zastosowania w medium wzrostowym TDZ, cytokininy silnie stymulujacej proliferacje
mikropedow roslin drzewiastych, ale hamujacej ich wydtluzanie (Huetteman i Preece, 1998).
Z kolei, zaobserwowany korzystny wpltyw 2iP na przyrost (Wp = 205,77%) i elongacj¢ kultur
pedowych bagna zwyczajnego potwierdza zasadnos¢ stosowania niniejszego regulatora wzrostu
w kulturach in vitro gatunkdéw z rodziny Ericaceae (Norton i Norton, 1985).

W dalszym toku eksperymentdw biotechnologicznych, mikropedy R. tomentosum,
namnazane na stacjonarnym (0,6% w/v agaru) podtozu SH, suplementowanym 24,6 uM 2iP,
przystosowano do wzrostu w warunkach ptynnych kultur wytrzasanych, ktore, wedlug danych
literaturowych, zapewniajg lepsze natlenienie biomas i efektywniejszy, bardziej rownomierny

przeptyw sktadnikéw odzywczych w systemie. Ponadto, stanowig one etap przygotowawczy
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do wprowadzenia materiatu roslinnego do instalacji o charakterze bioreaktorow (Grzegorczyk
1 Wysokinska, 2008; Watt, 2012). W opisywanych do$wiadczeniach zastosowano dwanascie
wariantow medium SH, wzbogaconego nie tylko réznymi, pod wzgledem jakoSciowym
oraz iloSciowym, zestawami fitohormondéw z grupy auksyn i cytokinin (IBA, 2iP, AD, TDZ,
triakontanol, zeatyna), ale takze przesaczem z torfu, bedacym Zrédlem blizej niezdefiniowanych
sktadnikow mineralnych oraz mikroflory grzybowo-bakteryjnej i produktow jej metabolizmu,
wystepujacych specyficznie w rejonie pozyskania rosliny macierzystej. Dodatkowo, obnizono pH
pozywki wzrostowej oraz ograniczono zakres $wiatta dziennego poprzez uzycie niebieskiego
filtra (116 dark blue, Lee Filters, Wielka Brytania), w celu imitacji warunkdéw panujacych
w $rodowisku naturalnym bagna zwyczajnego (Jesionek i in., 2017, V.2). Wpltyw dokonanych
modyfikacji na przyrost kultury in vitro bagna zwyczajnego oceniono na podstawie parametrow
wzrostowych oraz morfologii otrzymanych mikropedow. W nastepnej kolejnosci,
dla wytrzasanych kultur pgdowych, rosngcych w zoptymalizowanych warunkach ciagtych,
opracowano profil wzrostowy, wykreslony w oparciu o wartosci Wp oraz swiezej (FW) i suchej
(DW) masy, mierzone w trakcie 63-dniowego eksperymentu, co siedem dni, uzyskujagc w ten
sposob indywidualng charakterystyke badanych tkanek w zakresie pierwotnego metabolizmu
(Jesionek i in., 2017, V.2).

W wyniku przeprowadzonych badan, za podloze ptynne, optymalne do prowadzenia
wytrzasanej kultury pedowej R. tomentosum, uznano pozywke SH suplementowang 24,6 uM
2iP, 592,02 uM adeniny (AD) i 30 g I' sacharozy. Warunkowata ona uzyskanie biomasy
o wysokim Wp (323,64%), podobnie jak w przypadku kultur stacjonarnych (inicjalne 343,72%,
wydtuzone 205,77%), przy roéwnoczesnym braku powstawania tkanki przyrannej. Profil
wzrostowy mikropedow bagna zwyczajnego charakteryzowata obecno$¢ fazy wzrostu
logarytmicznego (0 — 14 dzien) i liniowego (14 — 28 dzien), plateau (28 — 49 dzien)
oraz obumierania (49 — 63 dzien) (Jesionek 1 in., 2017, V.2). Jak wskazujg dane literaturowe
(Malepszy, 2012) oraz doswiadczenie wlasne, otrzymana kultura wykazuje $rednie tempo
przyrostu. Ponadto, cechuje ja dos¢ dobre wykorzystanie podtoza (Malepszy, 2012), co zapewnia
stosunkowo szybkie (28 dni) osiggnigcie maksimum produkcji biomasy roslinnej (FW = 272,52
g I'l; Wp = 323,64%; DW = 18,34 g I'!). Nalezy wspomnie¢, ze dodatek AD do medium
eksperymentalnego zredukowat ilo$¢ witryfikujacych mikropedéw oraz wyraznie poprawit ich
morfologie, w poréwnaniu z kulturami namnazanymi na pozywce z innymi kompozycjami
regulatorow wzrostu (Ryc. 4 e) (Jesionek i in., 2017, V.2). Chociaz zastosowanie, jako sktadnika
podloza, przesaczu z torfu poprawilo parametry wzrostowe mikropedow R. tomentosum o ok. 7%,
to obserwowane roznice byly nieistotne statystycznie (Jesionek i in., 2017, V.2). Zrezygnowano

wiec z niniejszej strategii doswiadczalnej z powodu spodziewanych probleméw z uzyskaniem
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statego sktadu dodawanego przesaczu w trakcie wieloletniej kultywacji biomas in vitro
w systemie cigghym.

Na podstawie uzyskanych wynikow, nalezy stwierdzi¢, ze mozliwe jest przeniesienie
mikropeddéw R. tomentosum z podtoza stacjonarnego do warunkow kultur ptynnych, a narazenie
biomas na stres mechaniczny, spowodowany napowietrzaniem medium poprzez wytrzgsanie

naczynia wzrostowego, nie wptywa znaczaco na zywotno$¢ materiatu roslinnego.

Podsumowujac, zgodnie z celem pracy, do dalszych eksperymentow biotechnologicznych,
na poziomie kultur bioreaktorowych, wyselekcjonowano, w oparciu o opisane powyzej rezultaty,
mikropedy R. tomentosum, namnazane na agarowym podtozu SH (0,6% w/v) z 9,84 uM 2iP i 1,0
uM TDZ badz z 24,6 uM 2iP, oraz biomasy wytrzasane w medium plynnym SH z dodatkiem 24,6
uM 2iP 1 592,02 uM AD. Jak wskazaty przeprowadzone badania fitochemiczne, obok znacznej
juwenilno$ci, zachowaty one zdolno$¢ do biosyntezy olejku eterycznego (Rozdz. I11.2; Jesionek
iin., 2016, V.1, Jesionek i in., 2017, V.2). Tym samym, byly odpowiednie jako tkanki inokularne
do opracowania roslinnego systemu wzrostowego in vitro z przeznaczeniem do produkcji frakeji
lotnej zawierajacej terpeny o okre$lonej lub spodziewanej aktywnosci przeciwzapalnej

1 przeciwbolowe;j.
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III.2. Dobér metody otrzymywania oraz analizy chromatograficznej
olejkow eterycznych z biomas Rhododendron tomentosum wraz
z wykorzystaniem opracowanych procedur w porownawczych badaniach

frakcji lotnych izolowanych z matryc roslinnych

Integralng cze$¢ projektu doktorskiego, obok doswiadczen biotechnologicznych,
stanowita analiza fitochemiczna olejkéw eterycznych, uzyskanych z materialu gruntowego
oraz z kultur in vitro Rhododendron tomentosum. Ze wzglgdu na brak doniesien literaturowych
dotyczacych wplywu procedur badawczych na oceniang zawartos¢ i sktad chemiczny frakcji
lotnej z bagna zwyczajnego, na pierwszym etapie eksperymentow postanowiono okresli¢
optymalne warunki suszenia omawianego surowca oraz najbardziej korzystny sposob izolacji
z matryc roslinnych olejku eterycznego, bioragc pod uwage lotnos¢ i réznag trwalos¢ zawartych
w nim zwiazkéw terpenowych. Nastgpnie zoptymalizowano warunki chromatografowania
(GC/MS — chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometriag mas oraz HPTLC -
wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa), pozwalajace na analize jakosciowa
oraz ilosciowg sktadu chemicznego frakcji lotnych z R. tomentosum. Opracowane procedury
badawcze wykorzystano finalnie do przeprowadzenia testow skryningowych zaréwno materiatu
gruntowego z bagna zwyczajnego, zebranego z rdéznych stanowisk, jak i biomas otrzymanych
w trakcie dos$wiadczen biotechnologicznych, w zakresie zawarto$ci olejku eterycznego
oraz obecnosci we frakcjach lotnych potaczen terpenowych o przewidywanej aktywnosci
przeciwzapalnej. W przypadku HPTLC, zoptymalizowang metod¢ chromatografowania poddano
walidacji.

Jak wspomniano powyzej, w ramach podjetych eksperymentéw fitochemicznych,
okreslono po raz pierwszy wplyw warunkéw suszenia pedow R. fomentosum, zebranych latem
w Lubichowie, oraz mikropedéw bagna zwyczajnego rosnacych jako kultura kolekcyjna
na agarowym (0,6% w/v) podtozu SH z 24,60 uM 2iP, na ilo$¢ i sktad chemiczny frakcji lotnych,
pozyskanych z analizowanych surowcow (Jesionek i in., 2019, V.5; dane niepublikowane).
Przeprowadzenie optymalizacji procesu suszenia jest dla roslin olejkowych szczegdlnie istotne,
poniewaz stosowanie zbyt wysokiej lub niskiej temperatury, cis$nienia oraz przedtuzajacej sig
procedury usuwania wody moze doprowadzi¢ do rozktadu lub ulotnienia si¢ szeregu zwigzkoéw
terpenowych. Pozostawiona w surowcu woda moze przyczyni¢ si¢ natomiast do rozpadu
hydrolitycznego sktadnikow olejku eterycznego, m.in. o charakterze estrow (Rahimmalek i Goli,
2013; Sarosi i in., 2012). Jak wykazata analiza GC/MS, w przypadku bagna zwyczajnego

nie doszlo do znaczacych zmian w sktadzie chemicznym badanych frakcji lotnych, niezaleznie
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od testowanego sposobu suszenia (temp. pokojowa 24 + 2°C — w przewiewnym miejscu, temp.
30°C — w suszarce z wymuszonym obiegiem powietrza, bagdz po zamrozeniu w temp. -10°C —
liofilizacja przy zastosowaniu prézni 1 x 10"! mbar; Jesionek i in., 2019, V.5). Zawarto$¢ olejkow
eterycznych w matrycach roslinnych R. tomentosum, poddanych wyzej omoéwionym procedurom
usuwania wody, takze nie podlegata istotnym wahaniom (po hydrodestylacji w aparacie Derynga:
ok. 2000 pl 100 g! DW — ro$lina gruntowa; ok. 100 ul 100 g DW — kultury in vitro). Uzyskane
rezultaty byly prawdopodobnie efektem zastosowania, na wszystkich etapach eksperymentu,
niskich temperatur, nieprzekraczajacych 30°C, oraz krotkiego okresu liofilizacji. Ze wzgledu
na mozliwo$¢ szybkiego catkowitego usunigcia wilgoci z biomas (trzy dni), za najbardziej
korzystny wariant suszenia matryc R. tomentosum uznano umieszczenie surowca w suszarce
z wymuszonym obiegiem powietrza. W tym wypadku, w przeciwienstwie do suszenia
proézniowego, nie obserwowano rowniez ubytku ilosciowego charakterystycznych dla badanego
gatunku terpenow, takich jak ledol czy palustrol.

Kwerenda literaturowa dotyczaca zawartosci frakcji lotnej w czgéciach nadziemnych
bagna zwyczajnego, pochodzacego z rdéznych stanowisk geograficznych (rejony Eurazji),
wykazala znaczng zmienno$¢ poszczegélnych surowcow zardéwno w zakresie stezenia
syntezowanych olejkow eterycznych, jak i1 ich sktadu. Obserwowane zréznicowanie, niezwykle
istotne ze wzgledu na wykorzystanie terapeutyczne R. tomentosum, wynika prawdopodobnie,
w duzej mierze, z rozmieszczenia roslin w charakterystycznym biotopie, ale rowniez moze by¢
zwigzane z niejednorodnymi procedurami pozyskiwania frakcji lotnych. Dotychczas brak
jednolitego podejscia badaczy do kwestii izolacji olejku eterycznego z omawianego gatunku
(Baananou i in., 2015; Gretsusnikova i in., 2010; Jesionek i in., 2016, V.1; Judzentiene i in., 2012;
Raal i in., 2014). Z tego wzgledu w dalszych pracach fitochemicznych, stanowigcych istotny
element projektu doktorskiego, postanowiono zaproponowaé optymalng metode otrzymywania
frakcji lotnych z biomas R. tomentosum. W eksperymencie zastosowano technike hydrodestylacji,
najbardziej powszechnie wykorzystywang w badaniach nad olejkiem eterycznym z bagna
zwyczajnego (Baananou i in., 2015; Butkiene i in., 2008; Judzentiene i in., 2012). W celu
pozyskania frakcji lotnych, w do$wiadczeniach postuzono si¢ klasycznym aparatem Clevengera
(wg FP X) oraz jego modyfikacja (aparat Derynga — wg FP VI). Do prac badawczych wiaczono
ponadto aparat Likens-Nickersona, umozliwiajacy hydrodestylacj¢ olejku eterycznego z surowca
wraz z jednoczesna ekstrakcja destylatu do cieczy receptorowej (SDE), w tym przypadku
dichlorometanu (Jesionek i in., 2019, V.5). Powyzsze urzadzenie, pozwalajace na m.in. wydajne
pozyskiwanie frakcji lotnych z surowcow o niewielkiej ich zawartosci, wydato si¢ odpowiednie
do fitochemicznych badan skryningowych kultur in vitro bagna zwyczajnego, mogacych,

w réznych wariantach pozywek wzrostowych, wykazywac niskie, zmienne stezenia olejku
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eterycznego. Skuteczno$¢ testowanej metody izolacji frakcji lotnych z biomas roslinnych
oceniano na podstawie ilosci pozyskanego olejku eterycznego oraz jego sktadu jakosciowego
i 1losciowego (GC/MS) w zakresie poszczeg6Olnych terpenow, ze szczegdlnym uwzglednieniem
polaczen dominujacych, wykazujacych okreslong aktywnos¢ biologiczng. Eksperymenty
przeprowadzono w oparciu o czgsci nadziemne bagna zwyczajnego, zebrane jesienia
w Lubichowie (Jesionek i in., 2019, V.5). Ze wzglgdu na dysponowanie niewystarczajacg iloscig
biomas badanego gatunku z kultur in vitro, nie wiaczono ich do badan na etapie optymalizacji
procedur izolacyjnych, lecz jedynie potwierdzono przydatnos$¢ ostatecznie wybranej metody
do pozyskiwania frakcji lotnych z mikropedéw bagna. Przeprowadzone doswiadczenie wykazato,
ze obydwie farmakopealne metody hydrodestylacji (w aparacie Derynga oraz Clevengera
z dodatkiem ksylenu) prowadzity do otrzymania podobnej objetosci olejku eterycznego z pedow
ro$liny gruntowej R. tomentosum (ok. 1000 pl 100 g' DW), w przeciwienstwie do SDE,
w aparacie Likens-Nickersona, w ktorym pozyskano znacznie nizsza ilos¢ frakcji lotnej (ok.
790 ul 100 g!' DW). Skfad otrzymanych olejkow eterycznych byt rowniez zblizony, choé
w przypadku zastosowania aparatu Clevengera zaobserwowano w destylacie wzrost zawartosci p-
cymenu (o 50%) oraz y-terpineolu (o 20%), tj. zwigzkow decydujacych, jak wykazano w dalszych
badaniach, o chemotypie rosliny (Jesionek i in., 2019, V.6). Obserwowanemu zjawisku
towarzyszylto jednoczesne nieznaczne zmniejszenie poziomu innych badanych terpendéw, w tym
ledolu i palustrolu. Wspomniane roéznice mogty by¢ czgsciowo skutkiem zastosowania podczas
hydrodestylacji, w aparacie Clevengera, dodatku ksylenu (zalecenie FP X). Ostatecznie, w celu
uzyskania z bagna zwyczajnego olejku eterycznego o stabilnym sktadzie, mozna polecié
przeprowadzenie hydrodestylacji biomas roslinnych w aparacie Derynga (3 h), bez uzycia
dodatkowych rozpuszczalnikow.

Zoptymalizowang metode otrzymywania frakcji lotnych z R. tomentosum wykorzystano
do oznaczenia ich zawarto$§ci w badanych matrycach roslinnych, jak réwniez do prowadzenia
w tym zakresie analiz poréwnawczych biomas pochodzacych =ze stanu naturalnego
oraz ze wszystkich etapéw eksperymentow biotechnologicznych (Jesionek i in., 2016, V.1; 2017,
V.2; 2018, V.3, V.4; 2019, V.5, V.6). Ocenie poddano stezenia olejku eterycznego w pedach
bagna zwyczajnego rosngcego na wybranych stanowiskach w wojewodztwie pomorskim, tj.
na torfowisku nad jeziorem w Miszewku oraz na terenie podmoklym niedaleko Lubichowa,
wczesnym latem i jesienig (Ryc. 5 a) (Jesionek i in., 2019, V.5). Najbardziej efektywnym
producentem frakcji lotnej (tzw. ,,superproducentem’) okazal si¢ materiat gruntowy z Miszewka,
zebrany w czerwcu (ok. 3500 ul 100 g' DW), co potwierdzito zasadno$¢ wyboru surowca
z niniejszego stanowiska jako biomasy wyjsciowej do inicjacji kultur in vitro, z przeznaczeniem

do wydajnej biosyntezy olejku eterycznego (Rozdz. III.1.).
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Ryc. 5. Zawarto$¢ olejku eterycznego z Rhododendron tomentosum: a) w pedach roslin gruntowych
(wieloletnie 1 mlode razem), rosnagcych w Miszewku i w Lubichowie, w wojewddztwie pomorskim,
zebranych w czerwcu (V1) oraz w listopadzie (XI) 2016 r. (Jesionek i in., 2019, V.5); b) w kulturach pedowych
in vitro: inicjalnych, na agarowym (0,6% w/v) podtozu SH z 9,84 uM 2iP i 1,00 uM TDZ; wydtuzonych,
na agarowym (0,6% w/v) podtozu SH z 24,60 uM 2iP; wytrzasanych, w ptynnym podtozu SH z 24,60 uM
2iP i 592,02 uM AD; w bioreaktorze okresowo-zalewowym RITA®, w ptynnym podtozu SH z 24,60 uM
2iP 1 592,02 uM AD; w ro$linie macierzystej* (pedy wieloletnie, zebrane w Miszewku w czerwcu 2014 r.)
(Jesionek i in., 2016, V.1; 2017, V.2).

* inoculum, materiat referencyjny

OE - olejek eteryczny

W  wyniku przeprowadzonych badan fitochemicznych, stwierdzono, ze otrzymane
mikropedy bagna zwyczajnego zachowaty zdolno$¢ do produkcji frakcji lotnej, charakteryzowaly
si¢ natomiast mniejsza wydajnos$cia w tym zakresie niz rosliny macierzyste. Nalezy przy tym
zaznaczy¢, ze stezenie olejku eterycznego w  biomasach pozyskanych metodami
biotechnologicznymi zalezato od stopnia cytodyferencjacji tkanek oraz typu kultury (Ryc. 5 b)
(Jesionek i in., 2016, V.1; 2017, V.2). Zgodnie z powyzszym, wydtuzenie primordiow pgdowych
skutkowato dwukrotnym zwigkszeniem zawartos$ci frakcji lotnej w kulturze wzgledem biomasy
inicjalnej (ok. 100 pl 100 g' DW vs ok. 50 pl 100 g' DW), podobnie jak zmiana systemu
wzrostowego ze stacjonarnego na wytrzgsany (ok. 50 pl 100 g ' DW vs ok. 80 ul 100 g! DW).
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Najwyzsza zawarto$§¢ olejku eterycznego oznaczono w mikropedach kultywowanych
w bioreaktorze (Rozdz. 1I1.3). Zwigkszenie skali eksperymentu spowodowato az dziesigciokrotny
wzrost akumulacji terpenow w tkankach (ok. 500 pl 100 g DW) (Ryc. 5 b). Cho¢ nizszy poziom
biosyntezy frakcji lotnej w mikropedach w poréwnaniu do czg¢éci nadziemnych materiatu
gruntowego zwraca uwage, wedlug danych literaturowych jest to zjawisko czgsto spotykane
w przypadku kultur in vitro ro$lin olejkowych (Gounaris, 2010). Nie wyklucza ono
wykorzystywania biomas otrzymanych metodami biotechnologicznymi do pozyskiwania olejku
eterycznego, gdyz ich szybki wzrost kompensuje mniejszag produktywnos¢ tkanek. Uzyskane
status quo uznano ponadto jako wyjsciowe do prowadzenia zaawansowanych doswiadczen
w kulturach in vitro, ktérych celem byta intensyfikacja produkcji frakcji lotnych w opracowanych
roslinnych systemach wzrostowych (Rozdz. III.3).

W celu rozpoznania pelnego profilu metabolicznego badanych matryc roslinnych
w zakresie lotnych potaczen terpenowych, przeprowadzono analiz¢ jakosciowa i ilosciowa
olejkow eterycznych, wyizolowanych z roslin gruntowych oraz z biomas in vitro R. tomentosum,
za pomoca chromatografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas (GC/MS). GC/MS, metoda
z wyboru do oznaczania skladu mieszanin substancji lotnych, umozliwia separacje zwigzkoéw
terpenowych, ich identyfikacj¢ na podstawie poréwnania widm masowych i indekséw retencji
Kovatsa z bibliotekami danych oraz wyznaczenie zawartosci procentowej poszczegdlnych
metabolitéw roslinnych podczas jednego rozdzielenia chromatograficznego (Marriott i in., 2001;
Rubiolo i in., 2010). Powyzszy etap badan realizowano we wspolpracy z prof. dr hab. inz. Bozeng
Zabiegatag, w Katedrze Chemii Analitycznej Politechniki Gdanskiej, gdzie zoptymalizowano
metod¢ GC/MS do analizy olejku eterycznego z biomas bagna zwyczajnego poprzez dobor
rodzaju kolumny (DB-5ms 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) oraz parametrow chromatografowania,
takich jak: predko$¢ przeptywu gazu nosnego (hel, 1,1 ml min™') oraz programu temperaturowego
(50 — 280°C, 7°C min') (Jesionek i in., 2016, V.1; 2017, V.2; 2018, V.4; 2019, V.5).
Przeprowadzone prace badawcze umozliwity okreslenie wptywu warunkow Srodowiskowych,
w przypadku materialu gruntowego, oraz procedur biotechnologicznych, przeprowadzanych
w kulturach in vitro, na sktad chemiczny frakcji lotnych z bagna zwyczajnego, co omowiono
doktadnie w poszczegdlnych publikacjach (Jesionek i in., 2016, V.1; 2017, V.2; 2018, V.3, V.4;
2019, V.5, V.6). Ponizej zasygnalizowano jedynie podstawowe roznice w kompozycjach olejkow

eterycznych, pozyskanych z materiatu gruntowego oraz z mikropeddéw R. tomentosum (Ryc. 6 a,b).
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(-)-alloaromadendren tlenek ledenu (II)

Ryc. 6. Chromatogramy GC/MS olejkow eterycznych z Rhododendron tomentosum: a) z mtodych pedow

ros§lin gruntowych, rosnacych w Miszewku, oraz b) z kultur pedowych in vitro, kultywowanych
w bioreaktorze RITA® przez 28 dni; c¢) chromatogram HPTLC olejkéw eterycznych z surowcow
gruntowych (1-3) oraz z pedowych kultur in vitro R. tomentosum (4-8) — analiza jako$ciowa (faza
stacjonarna: HPTLC Platten Kieselgel 60, faza ruchoma: heksan : octan etylu 9:1 v/v, odczynnik derywatyzujacy:
aldehyd anyzowy w kwasie siarkowym (VI); olejki eteryczne: 1, 2 — odpowiednio z jednorocznych
i wieloletnich pedéw z Miszewka; 3 — z peddéw z Lubichowa; 4 — z pedowych kultur stacjonarnych (0,6% w/v
agaru) rosngcych na podiozu SH z 24,60 uM 2iP; 5, 6, 7 — z pedowych kultur namnazanych w bioreaktorach
okresowo-zalewowych: RITA® (5), Plantform (7), prototypowym szklanym (6); 8 — z pedowych kultur
namnazanych w pojemniku Magenta™); d) wybrane zwiazki o szkielecie aromadendranu, znajdujace si¢

w olejkach eterycznych z R. tomentosum (L — ledol, P — palustrol, A — alloaromadendren, LO — tlenek ledenu

D).

Wyniki oznaczen chromatograficznych metoda GC/MS frakcji lotnych z pgdow bagna
zwyczajnego, zebranych z kilku wybranych stanowisk (Polska: Miszewko i Lubichowo, Finlandia:
Turku, Kazachstan: produkt komercyjny — ,Kazanak bagulnik”, Zerde-Fito, Szymkent,
39654522-08-2010), w odmiennej fazie okresu wegetacyjnego (czerwiec, listopad)
oraz rdznigcych si¢ wiekiem morfologicznym (jednoroczne, wieloletnie) (Jesionek i in., 2016, V.1;
2018, V.3; 2019, V.5) potwierdzity doniesienia literaturowe na temat znacznego zréznicowania

sktadu chemicznego olejkéw eterycznych z omawianego surowca, tak pod wzgledem
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jakosciowym, jak i ilosciowym (Belousova i in., 1990; Butkiene i in., 2008; Butkiene i Mockute,
2011; Gretsusnikova i in., 2010; Judzentiene i in., 2012; Zhang i in., 2017). Zaobserwowano,
ze biotop wplywa w sposob istotny na zawarto$¢ gtownych zwigzkow terpenowych w badanym
zespole metabolitow wtornych: p-cymenu, y-terpineolu, palustrolu oraz ledolu, stanowiacych
o chemotypie R. tomentosum (Jesionek 1 in., 2019, V.6). Podstawowym sktadnikiem frakcji lotnej
z bagna zwyczajnego, pozyskanego ze stanowisk pomorskich, byt y-terpineol (11,8-22,2% —
Lubichowo i 8,5-9,1% — Miszewko), podobnie jak w przypadku pedéow zebranych w Estonii (Raal
i in, 2014), przy czym stwierdzono, ze ilo$¢ powyzszego metabolitu zalezata od wieku rosliny
(Jesionek i in., 2016, V.1). Seskwiterpeny o szkielecie aromadendranu (Ryc. 6 d), specyficzne
dla europejskiego chemotypu omawianego gatunku, stanowity takze istotny sktadnik testowanych
olejkow eterycznych (ledol: 2,3-3,5% — Lubichowo i 8,1-14,4% — Miszewko; palustrol: 0,8-
3,8% — Lubichowo 1 6,9-13,0% — Miszewko; alloaromadendren: 1,3-1,8% — Lubichowo 1 2,0% —
Miszewko; Ryc. 6 a), cho¢ ich zawarto$¢ byta duzo nizsza niz, przyktadowo, w surowcu
pochodzacym z Finlandii (Jesionek i in., 2018, V.3). Ponadto, podlegata ona fluktuacjom
w zaleznosci od pory roku (Jesionek i in., 2019, V.5).

Znaczne zrdznicowanie stezen gltownych komponentéw frakeji lotnych z bagna
zwyczajnego, pochodzacego z rdznych biotopow, potwierdzita takze statystyczna analiza
porownawcza, przeprowadzona we wspotpracy z prof. dr hab. Adamem Bucinskim, kierownikiem
Katedry i Zaktadu Biofarmacji Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy.
Obejmowata ona dane literaturowe i wyniki badan wiasnych, dotyczace surowcow zebranych
tacznie z 54 stanowisk w Europie i Agzji, odmiennych pod wzgledem wspotrzednych
geograficznych, warunkow srodowiskowych i czynnikéw klimatotworczych (Jesionek i in., 2019,
V.6). Za pomoca hierarchicznej analizy klastréw wykazano istnienie az dziesigciu chemotypow
R. tomentosum. Uogolniajac, rosliny pochodzace z Europy charakteryzowaly si¢ duza zawartoscia
ledolu i palustrolu. Na terenie Rosji przewazaty osobniki bogate w p-cymen i limonen, podczas
gdy chinskie odmiany cechowal wysoki poziom sabinenu (Ryc. 7) (Jesionek i in., 2019, V.6).
Niejednorodny sktad chemiczny olejkow eterycznych z cze$ci nadziemnych R. tomentosum
wskazuje na konieczno$¢ kazdorazowego rozpoznawania ich profilu metabolicznego przy zbiorze
ro$lin przeznaczonych do badan oraz ewentualnego zastosowania terapeutycznego, ze wzgledu
na mozliwe rozbieznosci w wykazywanej aktywnosci biologicznej, warunkowanej obecnoscig
poszczegbdlnych zwigzkéw terpenowych oraz ich iloscig. Rozwigzaniem prowadzacym
do uzyskania przewidywalnej zawartosci substancji czynnych we frakcjach lotnych z bagna
zwyczajnego wydaja si¢ by¢ pedowe kultury in vitro omawianego gatunku, syntezujace pozadane

polaczenia chemiczne na statym poziomie, niezaleznie od warunkéw Srodowiskowych.
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z R. tomentosum zebranego z rd6znych stanowisk w Europie 1 Azji; b) dendrogram otrzymany na podstawie
hierarchicznej analizy klastrow, b¢dacy podstawag do wyrdznienia dziesigciu chemotypdw R. tomentosum

ze wzgledu na sktad chemiczny frakcji lotnej (Jesionek i in., 2019, V.6).

Na podstawie przeprowadzonej analizy GC/MS stwierdzono, ze kultury in vitro
wyprowadzone z fragmentdéw lisci R. tomentosum (Rozdz. 111.1) roéznily si¢ istotnie od rosliny
macierzystej w zakresie kompozycji syntezowanego olejku eterycznego (Jesionek i in., 2016, V.1;
2017, V.2; 2018, V.3; 2019, V.5). W mikropedach bagna zwyczajnego nie odnotowano obecnosci
ledolu, alkoholu seskwiterpenowego charakterystycznego dla materiatu gruntowego. W kulturach
in vitro pojawila si¢ natomiast jego pochodna, tlenek ledenu (II) (Ryc. 6 d), przypuszczalnie
stanowigca etap posredni szlaku metabolicznego przemiany alloaromadendrenu w palustrol
(Jesionek 1 in., 2018, V.3). Obserwowane zjawisko moze wigza¢ si¢ z innym wykorzystaniem
wczesnych prekursorow terpenowych przez szlaki metaboliczne obecne w mikropedach
R. tomentosum (konkurencja réwnoleglych szlakow biochemicznych wobec substratow; Gijsen
11in., 1995). Poziom alloaromadendrenu, ktory we frakcjach lotnych z pedow bagna zwyczajnego
nie przekraczal 2,5%, w biomasach in vitro wzrost nawet czterokrotnie (Ryc. 6 b). Z kolei,
w odrdéznieniu od rosliny macierzystej, w mikropedach stwierdzono jedynie $ladowe ilosci

palustrolu 1 y-terpineolu, a gltéwnymi skladnikami olejku eterycznego byty, oprocz
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alloaromadendrenu i tlenku ledenu (II), p-cymen, sziobunon, 6-episziobunon i ewerninan metylu,
ktory nie zostat zidentyfikowany w materiale gruntowym z R. tomentosum. W przypadku
mikropedow pozyskanych na réznych etapach doswiadczen biotechnologicznych (biomasy
inicjalne, wydluzone primordia pe¢dowe, kultury wytrzagsane, mikropedy kultywowane
w bioreaktorach; Rozdz. III.3) zmienno$¢ matryc ros$linnych w zakresie sktadu chemicznego
frakcji lotnych byta niewielka i dotyczyla przede wszystkim réznic ilosciowych. Specyfika profilu
metabolicznego olejkéw eterycznych w biomasach in vitro R. tomentosum wydaje si¢ by¢
interesujgca ze wzgledu na podobienstwo do rosliny macierzystej, pod katem obecnosci terpenow
o wlasciwos$ciach przeciwzapalnych i1 przeciwbolowych, takich jak: p-cymen (Bonjardim 1 in.,
2012; Santana i in., 2011; Xie i in., 2012), 0-2-karen (Miguel, 2010), sabinen (Valente 1 in., 2013),
octan citronelylu (Rios i in., 2013), przeciwnowotworowych: alloaromadendren (Mah i in., 2013),
y-terpineol (Wu 1 in., 2014) oraz repelentnych: 4-terpineol (Guo i in. 2016), 0-2-karen (Chu i in.,
2011), sziobunon (Chen i in., 2015). Ponadto, z uwagi na obecno$¢ unikatowych, réznigcych sie¢
od roslin gruntowych, szlakow biochemicznych (zmienny sklad frakcji lotnej), mikropgdowy
system wzrostowy R. fomentosum mozna uzna¢ za calkiem nowy material ros$linny
o nieprzebadanym i obiecujacym potencjale biotechnologicznym.

Jak stwierdzono, zastosowana metoda GC/MS pozwolita na precyzyjne rozpoznanie
sktadu chemicznego olejkow eterycznych z omawianych surowcow R. tomentosum, jej
mankamentem jednak jest wysoki koszt pojedynczej analizy oraz mozliwo$¢ przebadania
w trakcie eksperymentu tylko jednej matrycy biologicznej. Do wielu probek, otrzymywanych
w toku prac biotechnologicznych, jak réwniez podczas doswiadczen majacych na celu okreslenie
chemotypu surowca lub zawartosci w nim zwigzkow terpenowych o wybranych wtasciwosciach
farmakologicznych badz toksycznych, potrzebna jest analiza prosta w wykonaniu, szybka i tania,
a zarazem umozliwiajagca jednoczesne oznaczenie jak najwigkszej ilosci frakcji lotnych,
bez dysponowania specjalistyczng aparaturg. Powyzsze zalozenia spelnia chromatografia
cienkowarstwowa (TLC), ktéra wydaje si¢ by¢ efektywnym narzedziem do prowadzenia testow
skryningowych materialow roslinnych, takze w zakresie olejkow eterycznych. Pomimo ze
technika ta uwazana jest za wstepny sposob separacji i oznaczania analitow, moze réwniez
stanowi¢ samodzielne Zrodlo informacji na temat ich tozsamosci, a takze pozwoli¢ na sprawne
wytypowanie surowca o wysokim potencjale w zakresie biosyntezy zwigzkow terpenowych
(Attimarad i in., 2011).

W zwiazku z powyzszym, w toku doswiadczen fitochemicznych, realizowanych w ramach
projektu doktorskiego, przeprowadzono optymalizacje warunkow rozdzielenia
chromatograficznego sktadnikéw frakcji lotnych z roslin gruntowych oraz mikropedow bagna

zwyczajnego za pomocg TLC, w celu analizy jako$ciowej badanych probek, ze szczegdlnym
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uwzglednieniem identyfikacji zwiazkéw o szkielecie aromadendranu (kochromatografia
z substancjami wzorcowymi; Jesionek i in., 2018, V.3). Nastgpnie opracowano metode
ilosciowego oznaczania ledolu i alloaromadendrenu, tj. gléwnych komponentow olejkoéw
eterycznych z ro$lin gruntowych i z kultur in vitro R. tomentosum, korzystajac z wysokosprawnej
chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC) 2z detekcjag densytometryczng. Ostatecznie,
zoptymalizowana metode¢ chromatografowania poddano walidacji, w celu matematycznego
potwierdzenia jej przydatnosci pod katem powtarzalnych i doktadnych analiz skryningowych
biomas bagna zwyczajnego, ukierunkowanych na oceng zawartosci w matrycach roslinnych
omawianych zwigzkoéw terpenowych (Jesionek i in., 2018, V.3).

Przeprowadzona, metodg prob i btedow, optymalizacja warunkéw rozdzielenia olejkow
eterycznych z R. tomentosum za pomoca TLC obejmowata dobor fazy stacjonarnej (ptytki TLC
i1 HPTLC z zZelem krzemionkowym) i ruchomej (12 wariantdow mieszanin rozpuszczalnikow
o odmiennej sile elucji), dystansu migracji analitow (4 — 7 cm), sposobu rozwijania
chromatograméw (prekondycjonowanie ptytek, rozny stopien nasycenia komory fazg ruchoma)
oraz derywatyzacji rozdzielonych terpenéw celem ich wizualizacji (5 odczynnikow
kompleksujacych, z uwzglgdnieniem obserwacji w $wietle VIS 1 UV). Modyfikowano réwniez
sposob wywotywania chromatograméw, stosujac technike spryskiwania lub zanurzania ptytek
w mieszaninie derywatyzujacej. Uzyskane podczas powyzszych eksperymentéw rozdzielenia
chromatograficzne wraz ze szczegétowym opisem wynikOw analiz zawarto w suplemencie
do manuskryptu opublikowanego w Journal of Chromatography B (Jesionek 1 in., 2018, V.3).
Najbardziej optymalng separacj¢ analizowanych frakcji lotnych na ok. 14 pasm,
charakteryzujacych  sie  dobrg  koncentracjag oraz  symetrycznym  rozmieszczeniem
na chromatogramie, odnotowano na wysokosprawnych plytkach zelowych, przy uzyciu
mieszaniny heksan : octan etylu (9:1 v/v) jako fazy ruchomej i dystansie migracji wynoszacym
5 cm, stosujagc 10-minutowag saturacj¢ komory bez prekondycjonowania ptytek. Z kolei,
odczynnik anyzowy (aldehyd anyzowy rozpuszczony w mieszaninie kwasu siarkowego (VI)
i octowego) (Borkowski, 1973), wyselekcjonowany do wywotywania terpenéw metoda
spryskiwania, warunkowal pojawienie si¢ pasm badanych zwigzkow o najbardziej
zréznicowanych barwach, co ulatwialo analize jakosciowa metabolitow ros$linnych w $wietle
widzialnym (A=520 nm; Ryc. 6 c¢). Na otrzymanych chromatogramach zaobserwowano
niejednakowa intensywnos¢ pasm poszczegdlnych analitow w probkach, co $wiadczyto
o zmiennych stezeniach terpenowych sktadnikow w olejkach eterycznych z bagna zwyczajnego
w zaleznos$ci od miejsca zbioru surowca gruntowego oraz jego wieku, a takze, w przypadku kultur
in vitro, od zastosowanego systemu wzrostowego. Dodatkowo, wyniki analiz HPTLC wykazaly

znaczng roznice jakosciowg miedzy frakcjami lotnymi pozyskanymi z kultur in vitro a olejkami
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wyizolowanymi z ro§liny macierzystej. W tkankach mikropgedow R. tomentosum przewazaly
zwigzki terpenowe o wigkszej polarnosci (Rf > 0,5), a ponadto, w omawianym przypadku,
pojawito sie charakterystyczne, nowe, niezidentyfikowane potgczenie o intensywnie
pomaranczowej barwie (Rf = 0,6; Ryc. 6 c).

Jak wspomniano, oznaczeniom iloSciowym za pomoca metody HPTLC z detekcja
densytometryczng poddano, w matrycach ro$linnych, ledol i alloaromadendren. Szybkie
okreslenie zawartosci gtownych sktadnikéw olejkow eterycznych w badanym materiale
gruntowym 1 biomasach mikropedowych R. tomentosum z poszczegdlnych etapow
eksperymentow biotechnologicznych w  zatozeniu mogloby utatwi¢ okres§lenie potencjalu
produkcyjnego roslinnych systemoé6w wzrostowych w zakresie frakcji lotnych oraz pozwolitoby
na ustalenie skutecznosci przeprowadzonych doswiadczen in vitro. Nalezy réwniez zaznaczyc,
ze ledol, dawniej stosowany w medycynie tradycyjnej jako czynnik przeciwkaszlowy, dzi§ ma
przede wszystkim znaczenie toksykologiczne, ze uwagi na swoje wtasciwosci odurzajace (Dampc
i Luczkiewicz, 2013, IV.1). Z tego wzgledu monitorowanie stezenia niniejszych metabolitow
w surowcach przeznaczonych do stosowania terapeutycznego ma znaczenie kluczowe.

Jako ze w uktadzie chromatografowania, zaproponowanym do analizy jako$ciowej frakcji
lotnych z R. tomentosum, alloaromadendren migrowat z czotem fazy ruchomej (Rf = 1,0) (Ryc. 6
¢), do oznaczen ilosciowych niniejszego terpenu zmieniono warunki rozdzielenia, stosujac 20-
minutowe prekondycjonowanie plytek, 4-centymetrowy dystans rozwijania oraz, na etapie
wizualizacji, zanurzenie chromatogramoéw w odczynniku wanilinowym (wanilinie rozpuszczonej
w kwasie o-fosforowym) (Waksmundzka-Hajos i in., 2008). Zmienione warunki analizy
umozliwity obnizenie wspotczynnika Rf dla omawianego metabolitu (Rf = 0,8), a jednoczesnie
zapewnily dobra integracje pasm, reprezentujacych badane terpeny. Po dobraniu odpowiednich
parametréw detekcji densytometrycznej, zoptymalizowang metode oznaczania ledolu
i alloaromadendrenu technika HPTLC poddano kompletnej walidacji, obejmujgcej wyznaczenie
selektywnos$ci, limitu oznaczalno$ci i1 detekcji, zakresu liniowosci, powtarzalnosci, precyzji
wewnatrz- 1 miedzygrupowej, dokladnosci oraz odpornosci (Jesionek 1 in., 2018, V.3).
Opracowane warunki chromatografowania wykorzystano do przeprowadzenia testow
skryningowych badanych matryc roslinnych z gruntu oraz z kultur in vitro w zakresie niniejszych
metabolitow. Potwierdzily one poczynione wczesniej, na podstawie wynikow GC/MS, obserwacje,
na temat duzego zrdéznicowania zawartosci ledolu w surowcu gruntowym, w zaleznos$ci od jego
wieku i pochodzenia, a takze stwierdzenie braku obecnosci w mikropedach R. tomentosum
powyzszego polaczenia przy jednoczesnej wysokiej zawartosci alloaromadendrenu. Zbieznosé
wynikow analiz poréwnawczych (GC/MS 1 HPTLC), dotyczacych sktadu ilosciowego

podstawowych terpenow w olejkach eterycznych z bagna zwyczajnego (Jesionek i in., 2018, V.3),
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wykazata skuteczno$é¢, zoptymalizowanej w toku prac eksperymentalnych, metody HPTLC
z detekcja densytometryczng w fitochemicznych badaniach skryningowych biomas

R. tomentosum, w zakresie frakcji lotnych.

Podsumowujac, w  wyniku przeprowadzonych do$wiadczen fitochemicznych
zoptymalizowano procedury suszenia matryc roslinnych z bagna zwyczajnego oraz pozyskiwania
z nich olejku eterycznego technika hydrodestylacji. Miaty one charakter ochronny w stosunku
do terpenowych sktadnikéw badanych frakcji lotnych i umozliwiaty jednoetapowe otrzymywanie
czystego olejku eterycznego wraz z oznaczeniem jego zawartosci w biomasach. Ponadto,
wykonano jakosciowe oraz ilosciowe analizy chromatograficzne frakcji lotnych z bagna
zwyczajnego za pomocg dwoch metod: GC/MS i HPTLC =z detekcja densytometryczna.
W warunkach opracowanych w toku prowadzonych badan stwierdzono, ze chromatografia
gazowa, dedykowana do ustalania sktadu jakosciowego oraz iloSciowego mieszanin terpenow,
powinna by¢ stosowana do precyzyjnego okreslania profilu chemicznego olejkow eterycznych
izolowanych z biomas R. fomentosum, podczas gdy chromatografia cienkowarstwowa,
umozliwiajaca pordwnanie wielu probek w tym samym czasie, moze by¢, jak wykazaty obliczone
parametry walidacji, z powodzeniem wykorzystana do przeprowadzenia rutynowych, szybkich
testow skryningowych badanego materiatu roslinnego pod katem zwigzkéw dominujacych.
W zwiazku z tym, w toku zaawansowanych eksperymentow biotechnologicznych, ciagly
monitoring skutecznosci zabiegow doswiadczalnych, majacych na celu podwyzszenie poziomu
biosyntezy olejku eterycznego w namnazanych matrycach bagna zwyczajnego, prowadzono
metodg HPTLC, za$ szczegotowe profilowanie metaboliczne wysokoprodukcyjnych roslinnych
systemOw in vitro (analizy jako$ciowe i iloSciowe olejkéw eterycznych) wykonywano technika

GC/MS.

34



IIL.3. Kultury pedow Rhododendron  tomentosum  prowadzone
w bioreaktorach jako zrodlo aktywnych biologicznie zwigzkow

terpenowych

Po zoptymalizowaniu procedur analitycznych, umozliwiajacych monitorowanie
zawarto$ci 1 sktadu chemicznego olejku eterycznego w biomasach R. tomentosum, przystapiono
do dalszych badan biotechnologicznych, majacych na celu opracowanie roslinnego systemu
wzrostowego z przeznaczeniem do produkcji lotnych terpendéw aktywnych biologicznie. Jak
wspomniano uprzednio, kultury in vitro bagna zwyczajnego, podobnie jak rosliny gruntowe
niniejszego gatunku, charakteryzuje stosunkowo niewielkie st¢zenie frakcji lotnej (ok. 50-100 pl
100 g'' DW) (Rozdz. II1.2; Jesionek i in., 2016, V.1). By umozliwi¢ pozyskanie mierzalnej
objetosci olejku eterycznego z matryc roslinnych metoda hydrodestylacji, konieczne jest wiec
dostarczenie duzej ilosci surowca, czego nie zapewnia eksperyment biotechnologiczny
wykonywany w standardowej, 250 ml kolbie Erlenmeyera, wykorzystywanej powszechnie
do prowadzenia kultur ptynnych wytrzasanych. Z tego wzgledu postanowiono zwigkszy¢ skale
kultywacji mikropeddéw bagna zwyczajnego z wykorzystaniem instalacji wielkolaboratoryjnych.
Przeniesienie biomas roslinnych do bioreaktoréw stanowi ponadto koncowy etap opracowywania
procedur biotechnologicznego otrzymywania produktow pochodzenia naturalnego (Bourgaud i in.,
2001). Warto w tym miejscu wspomnie¢ o udanym wdrozeniu produkcji, w warunkach in vitro,
na skale przemystowa, nastg¢pujacych roslinnych metabolitow wtornych o dziataniu leczniczym:
szikoniny (Lithospermum erythrorhizon, zawiesina komorkowa), paklitakselu (7axus spp.,
zawiesina komodrkowa) oraz ginsenozydow (Panax ginseng, zawiesina komorkowa i korzenie
odciete) (Bourgaud 1 in., 2001; Ruffoni i in., 2010; Verpoorte i in., 1999). Doniesien dotyczacych
pozyskiwania olejkow eterycznych z kultur pedéw, namnazanych w bioreaktorach, odnotowano
jednak do tej pory niewiele (Fulzele i in., 1995; Hilton i in., 1995; Tisserat i Vaughn, 2008). By¢
moze jest to spowodowane obnizong produktywnos$cig biomas w zakresie lotnych potaczen
terpenowych, wynikajacg z braku naturalnych czynnikow stresogennych w kulturach in vitro,
zapoczatkowujacych biosynteze olejkow eterycznych (Gorelick i Bernstein, 2014). Zgodnie zatem
z zatozeniem pracy doktorskiej, w dalszej kolejnosci podjeto réwniez probe stymulacji akumulacji
aktywnej farmakologicznie frakcji lotnej w mikropedach R. tomentosum, rosnagcych w wybranym
typie bioreaktora, stosujac stres srodowiskowy w postaci elicytorow biotycznych i abiotycznych,
dodanych do podtozy wzrostowych.

W  celu efektywnego zwickszenia skali kultywacji pedéw bagna zwyczajnego
w warunkach in vitro, zbadano wptyw konstrukeji pieciu typoéw naczyn hodowlanych na przyrost

biomas oraz zawarto$¢ i sktad chemiczny wyizolowanych z nich olejkow eterycznych (Jesionek
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iin., 2017, V.2). Wedlug danych literaturowych, do namnazania mikropedéw nie sg wskazane
instalacje z wymuszonym mieszaniem mechanicznym, w ktorych moze doj$¢ do rozerwania,
pod wplywem sit tngcych, struktur tkankowych, a tym samym do ich nekrozy. Lepszym
rozwigzaniem w omawianym przypadku wydaje si¢ by¢ napowietrzanie i mieszanie kultury
na drodze pneumatycznej lub natryskowej (Malepszy, 2012). Ze wzgledu na specyfike bagna
zwyczajnego, preferujacego glebe podmokta, do badan wiaczono przede wszystkim systemy
okresowo-zalewowe, zapewniajace mikropedom warunki najbardziej zblizone do naturalnych
(Georgiev i in., 2014). Wykorzystano zaré6wno bioreaktory komercyjne, z tworzywa sztucznego,
wyposazone w wewnetrzny rezerwuar pozywki (RITA®, Vitropic, Francja; PLANTFORM, Plant
Form AB, Irlandia), jak i prototypowa instalacj¢ szklang z zewngtrznym zbiornikiem podioza
wzrostowego. Dodatkowo, przetestowano takze szklany bioreaktor natryskowy oraz pojemnik
Magenta™ (Sigma-Aldrich, US-MO), reprezentujacy system zalewowy, zaopatrzony w, stuzaca
do immobilizacji biomasy, siatk¢ ze stali nierdzewnej. Wykorzystane w eksperymencie
bioreaktory szklane zostaly skonstruowane w Katedrze i Zaktadzie Farmakognozji Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, w grupie badawczej prof. dr hab. Marii Luczkiewicz, przez
dr. Adama Kokotkiewicza (Jesionek i in., 2017, V.2). We wszystkich wariantach
doswiadczalnych zastosowano ptynne medium SH z dodatkiem 24,60 uM 2iP i 592,02 uM AD,
zapewniajace najlepszy przyrost biomasy R. fomentosum na etapie kultur wytrzasanych (Rozdz.
I1.1; Jesionek i in., 2017, V.2). Na podstawie oceny parametrow wzrostowych (FW, DW, Wp)
oraz makroskopowej obserwacji morfologii namnazanych mikropgdow, a takze oznaczonej ilosci
i sktadu chemicznego zawartych w nich olejkow eterycznych, dokonano wyboru roslinnego
systemu in vitro, zdolnego do wydajnej i ciagtej produkcji frakeji lotnej, charakterystycznej
dla badanego gatunku (Jesionek i in., 2017, V.2).

W wyniku przeprowadzonej serii do§wiadczen, stwierdzono istotny wptyw konstrukcji
naczynia wzrostowego zardéwno na metabolizm pierwotny, jak 1 wtorny kultury pedowej bagna
zwyczajnego (Jesionek i in., 2017, V.2). Uwzgledniajac otrzymane rezultaty, wybrano bioreaktor
RITA® (Ryc. 8 a) jako instalacje warunkujgcg najwyzszy przyrost mikropedow (Wp = 280%, DW
= 19,98 g I'") oraz duzg zywotno$¢ biomas (Ryc. 8 b), w ktorych stwierdzono zintensyfikowang
biosynteze olejku eterycznego (ok. 500 ul 100 g DW). Uzyskane w omawianym przypadku
stezenie frakcji lotnej w matrycach roslinnych przewyzszalo pigciokrotnie zawartosci olejku
w kulturach stacjonarnych i wytrzasanych bagna zwyczajnego (Jesionek i in., 2016, V.1; Jesionek
iin., 2017, V.2), dorownujac w tym wzgledzie roslinom gruntowym (Ryc. 5). Na tej podstawie
uznano, ze dwufazowy okresowo-zalewowy system kultywacji RITA®, pozwalajgcy na stopniowe
osuszanie zroszonych pozywka mikropedéw w fazie gazowej, a tym samym umozliwiajacy

unikniecie efektu podtapiania 1 hipoksji tkanek, wraz z umiarkowanym stresem mechanicznym
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zwigzanym z cyklicznym, intensywnym napowietrzaniem oraz mieszaniem pneumatycznym,
a takze wysoka wilgotno$¢ powietrza, generowana obecnosciag wewnetrznego zbiornika pozywki,
sa korzystne dla optymalnego wzrostu i produktywno$ci kultur pgedowych R. tomentosum.
Do zalet omawianego bioreaktora nalezy takze zaliczy¢ mozliwo$¢ zwigkszenia skali
eksperymentu poprzez szeregowe potaczenie wielu pojemnikow RITA® (Ryc. 8 a), a tym samym
potencjalnego uzyskania duzej ilosci biomasy w czasie trwania pojedynczego doswiadczenia, co,
jak wspomniano, jest szczegélnie istotne w przypadku badan nad bagnem zwyczajnym,

gatunkiem syntezujacym stosunkowo niewielkie ilosci olejku eterycznego.

M Roslina gruntowa Mikropedy

Zawartos¢ w OE (%)

II |I||| |I||||‘I ol
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Ryec. 8. a) 28-dniowe mikropedy Rhododendron tomentosum w, potaczonych szeregowo, bioreaktorach
okresowo-zalewowych RITA®; b) morfologia mikropedow bagna zwyczajnego, kultywowanych
w instalacjach wielkolaboratoryjnych; ¢) zawarto$¢ procentowa* gtownych zwigzkow terpenowych (> 1%)
w olejkach eterycznych wyizolowanych z ro§liny gruntowej, zebranej w czerwcu ze stanowiska
w Miszewku, oraz z mikropeddéw R. tomentosum, kultywowanych w bioreaktorach RITA® w podtozu SH
7 24,60 uM 2iP i1 592,02 uM AD, przez 28 dni (1 — sabinen; 2 — f-myrcen; 3 — d-2-karen; 4 — p-cymen; 5 —
limonen; 6 — y-terpinen; 7 — linalol; 8 — terpinen-4-ol; 9 — y-terpineol; 10 — octan bornylu; 11 — octan geranylu;
12 — alloaromadendren; 13 — 6-episziobunon; 14 — sziobunon; 15 — d-kadinen; 16 — palustrol; 17 — germakren D-

4-o0l; 18 — ewerninan metylu; 19 — ledol; 20 — tlenek ledenu (II); 21 — dehydroksy-izokalamendiol; 22 — 1-kadinol;
23 — a-kadinol).

* dane stanowig srednie arytmetyczne z dwoch oznaczen olejkow metoda GC/MS; OE - olejek eteryczny
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Analizujac sktad chemiczny frakcji lotnych wyizolowanych z mikropedéw R. tomentosum,
rosnagcych w roznych bioreaktorach, mozna zauwazy¢, ze profil zwigzkow terpenowych
w biomasach namnazanych w poszczegdlnych instalacjach okresowo-zalewowych byt bardzo
zblizony 1 charakteryzowat si¢ niewielkimi réznicami ilosciowymi w grupie badanych
metabolitow. Z kolei, kultury pochodzace z systemow: zalewowego 1 natryskowego wyrozniaty
si¢ olejkami eterycznymi wyraznie ubozszymi pod wzgledem wystepujacych w nich sktadnikow
terpenowych, co mogto sugerowa¢ negatywny wptyw konstrukcji bioreaktora na kompozycje
frakcji lotnych (Jesionek i in., 2017, V.2). W olejkach otrzymanych z mikropedow R. tomentosum,
namnazanych w systemie RITA®, zapewniajagcym najbardziej korzystne warunki do wzrostu
badanych kultur, zidentyfikowano ok. 43 zwiazki terpenowe, wystepujace rowniez w roslinach
macierzystych, cho¢ w nieco innych proporcjach ilosciowych (Ryc. 8 ¢). Ponadto, w biomasach
pozyskanych z instalacji wielkolaboratoryjnych, podobnie jak w kulturach stacjonarnych czy
wytrzasanych, pojawily si¢ nowe polaczenia, nieobecne w warunkach gruntowych, takie jak:
ewerninan metylu oraz tlenek ledenu (II), przy jednoczesnym braku ledolu, limonenu czy linalolu,
zidentyfikowanych w pedach ros$liny macierzystej, zebranych z okolic Miszewka (Ryc. 8 c).
Obserwowane zjawisko moze wskazywa¢ na odmienny przebieg lub aktywnos$¢, w warunkach
in vitro, niektorych szlakow biochemicznych dotyczacych biosyntezy lotnych terpendw, ktore
zdawaly si¢ by¢ w wigkszym stopniu ukierunkowane na biosynteze seskwiterpenow
niz zwigzkow monoterpenowych, w odroznieniu od materialu roslinnego zebranego ze stanu
naturalnego.

Zwazywszy na to, ze bioreaktor RITA® okazal sie najbardziej odpowiedni do realizacji
zatozen badawczych, w ramach niniejszej instalacji, postanowiono okres§li¢ pelny profil
wzrostowy oraz produkcyjny mikropedow R. tomentosum z uwagi na zawartos¢ lotnych terpenow
(Jesionek i in., 2017, V.2). Ustalenie potencjalu biosyntetycznego kultur in vitro bagna
zwyczajnego w zakresie produkcji olejku eterycznego, charakteryzujacego si¢ specyficzna
aktywnoscig biologiczna, jest szczegOlnie istotne z perspektywy pozniejszego wykorzystania
opracowanego systemu roslinnego w celach komercyjnych. Okreslenie parametrow wzrostowych
biomasy (FW, DW, Wp), podczas 63-dniowego okresu kultywacji, pozwolito na wyznaczenie
przedziatow czasowych, w ktorych nastepowaty poszczegolne stadia rozwojowe pedow, takich
jak: faza spoczynkowa (0 — 7 dni), wzrostu logarytmicznego (7 — 21 dni) i liniowego (21 — 28 dni),
plateau (28 — 56 dni) oraz stabo zaznaczona faza obumierania (56 — 63 dni). Ponadto, stwierdzono,
ze juz po czterech tygodniach inkubacji matryc ro$linnych w bioreaktorze mozna otrzymacé
kulture syntezujacg olejek na wysokim poziomie (ok. 500 pl 100 g DW). Uzyskana zawarto$¢
frakcji lotnej w tkankach utrzymywata si¢ w tym samym zakresie przez kolejny miesigc

eksperymentu. Ze wzgledu na powyzsze wydaje si¢, ze roslinny system wzrostowy opracowany
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dla biomas bagna zwyczajnego stwarza podstawy do dalszych badan nad jego wykorzystaniem
na skale techniczng. Warto rowniez zaznaczy¢, ze cho¢ zawartos¢ glownych zwigzkow
terpenowych w tkankach podlegata niewielkim fluktuacjom w trakcie trwania eksperymentu,
to ogolny profil jakosciowy frakcji lotnej z mikropedow R. tomentosum pozostal niezmieniony
(Jesionek i in., 2017, V.2).

Zgodnie z zalozeniami projektu (Rozdz. II), kolejne strategie biotechnologiczne, majace
na celu stymulacj¢ produkcji olejku eterycznego w mikropgdach bagna zwyczajnego, testowano
na biomasach kultywowanych w bioreaktorze RITA®, traktowanym jako docelowa instalacja
wielkolaboratoryjna.

Jak juz wcze$niej wspomniano, w toku dalszych doswiadczen, z zakresu kultur in vitro,
w celu podwyzszenia zawartosci frakcji lotnej w pedach R. tomentosum, zastosowano technike
elicytacji. Pomimo wielu lat badan, nie wyjasniono ostatecznie mechanizméw molekularnych
dotyczacych relacji migdzy stresem $rodowiskowym a biosynteza fitofarmaceutykéw w kulturach
in vitro (Zhao i in., 2005) (Ryc. 9 b). Liczni biotechnolodzy wskazuja natomiast na znaczng
skuteczno$¢ stosowania szeroko rozumianej elicytacji w celu indukceji badz zwigkszenia poziomu
biosyntezy wtornych metabolitow, uczestniczacych w odpowiedziach obronnych testowanych
gatunkow (Giri 1 Zaheer, 2016; Gorelick i Bernstein, 2014; Ramirez-Estrada i in., 2016).
Jednoczesnie, w modelach eksperymentalnych, obejmujacych roézne rosliny i typy kultur (in vitro,
gruntowe oraz hydroponiczne), a takze odmienne czynniki stresogenne (biotyczne i abiotyczne),
przeprowadzone procedury, w wigkszosci przypadkéw, okazywaty sie efektywne w kontekscie
stymulacji akumulacji terpenowych sktadnikéw olejkow eterycznych, prowadzac nawet
do kilkukrotnego wzrostu, w badanych matrycach, zawarto$ci procentowej frakcji lotnej
(Deschamps i in., 2008; Dolatabadi i in., 2011; Fard i in., 2012; Ghanati i in, 2014; Ztotek i in.,
2016).

Do przeprowadzenia elicytacji mikropedéw R. fomentosum, kultywowanych
w bioreaktorze RITA® (Ryc. 9 a), wykorzystano jasmonian metylu, czynnik stresogenny
najczesciej stosowany w kulturach in vitro (Giri 1 Zaheer, 2016). Ponadto, postuzono si¢
wybranymi elicytorami abiotycznymi, takimi jak: sole miedzi i niklu, oraz biotycznymi, tj.:
chitosanem, ergosterolem, lizatami patogendéw roslinnych oraz ludzkich: Candida albicans,
Escherichia coli, Enterobacter sakazaki, Pectobacterium carotovorum 1 Dickeya dadanti,
przygotowanymi we wspOlpracy z prof. dr hab. inz. Aleksandra Krolicka z Katedry
Biotechnologii Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii  Uniwersytetu = Gdanskiego
i GUMed. Do eksperymentu witaczono rowniez nie testowany wczesniej etanolowy ekstrakt
z mszyc (Aphididae), ktory wzieto pod uwage ze wzgledu na dobrze udokumentowane

wlasciwosci repelentne bagna zwyczajnego (Ignatowicz 1 Wesotowska, 1996; Jaenson i in., 2005,
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2006; Kuusik i in., 1995). W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze zgodnie z wiedzg autorow, do tej
pory, w doswiadczeniach in vitro, nie stosowano nigdy elicytorow zawierajacych biatka oraz
weglowodany pochodzenia owadziego. Z tego wzgledu opisywang strategi¢ traktowano jako
priorytetowa. Substancje majace wywota¢ reakcj¢ obronng biomas roslinnych dodawano
do pozywki pltynnej SH z 24,60 uM 2iP i 592,02 uM AD w 21. dniu eksperymentu, w fazie
intensywnego wzrostu, w stezeniach dobranych na podstawie dostgpnych danych literaturowych
(Jesionek 1 in., 2018, V.4). Po trwajacej 7 dni kokultywacji mikropedéw z elicytorami, kultury
zbierano w 28. dniu cyklu wzrostowego, w ktorym stwierdzono uprzednio najwyzszy poziom
akumulacji frakcji lotnej (ok. 500 pl 100 g! DW; Jesionek i in., 2017, V.2). Szczegoty dotyczace
przebiegu do$wiadczen z zakresu elicytacji, w tym dobor rozpuszczalnikow dla czynnikoéw
stresogennych oraz stosowane proby kontrolne omoéwiono szczegdétowo w manuskrypcie

opublikowanym w Industrial Crops & Products (Jesionek i in., 2018, V.4).
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Ryec. 9. Schemat a) dodawania elicytora do podtoza ptynnego, znajdujacego si¢ w zbiorniku wewngtrznym
bioreaktora RITA®, zawierajacego mikropedy Rhododendron tomentosum (Jesionek i in., 2018, V.4); b)
aktywacji mechanizméw obronnych w komoérce ro$linnej, w odpowiedzi na elicytor (rycina
zmodyfikowana, Ramirez-Estrada i in., 2016).

R — receptor; PL — fosfolipaza; MAPK — kinazy biatkowe aktywowane mitogenami; ROS — reaktywne formy tlenu; RNS —
reaktywne formy azotu; TF — czynniki transkrypcyjne
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Wyniki eksperymentu wykazaly, ze na metabolizm pierwotny kultur pgdowych
R. tomentosum wptynely znaczaco jedynie lizaty patogendéw oraz ekstrakt z mszyc, spowalniajac
przyrost tkanek (Wp = ok. 180%) w porownaniu z grupg kontrolng (Wp = 270%), przy czym
tylko dodatek C. albicans obnizyt DW w sposob istotny (o 15%; Jesionek i in., 2018, V.4).
W przypadku metabolizmu wtérnego, zaobserwowano, ze ekstrakt z mszyc oraz lizat
z P. carotovorum zwigkszyly st¢zenie olejku eterycznego w mikropedach badanego gatunku
0 14% (ok. 570 pul 100 g' DW), podczas gdy sole niklu i ergosterol przyczynity si¢ do wzrostu
akumulacji frakcji lotnej 0 8% (ok. 540 ul 100 g! DW). Dziatanie pozostatych elicytorow nie byto
istotne statystycznie. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze w przypadku zastosowania
dimetylosulfotlenku (DMSO), jako rozpuszczalnika jasmonianu metylu, stwierdzono znaczny
spadek zawartosci zwigzkow terpenowych w mikropedach, by¢ moze na skutek permeabilizacji
tkanek (Meravy 1 in., 1988). Z uwagi na powyzsze, podobnie jak dla szeregu innych czynnikoéw
stresogennych (ergosterol, ekstrakt z mszyc), do przygotowania niniejszego elicytora postuzono
si¢ alkoholem etylowym (Jesionek i in., 2018, V.4).

Przedstawione wyniki wskazuja, ze, w stosowanym zakresie stezef, bardzo zréznicowane
czynniki stresogenne przyczynily si¢ jedynie w niewielkim stopniu do zwigkszenia produkcji
olejku eterycznego w kulturach pedow R. tomentosum. Ze wzgledu na brak w projekcie
zaawansowanych badan molekularnych, trudno wyjasni¢ natur¢ obserwowanego zjawiska
na danym etapie do§wiadczen. Uzyskane pozytywne wyniki w przypadku elicytora pochodzenia
owadziego oraz bakteryjnego (P. carotovorum) zachecaja, w dalszej perspektywie, do kontynuacji
prac eksperymentalnych, zawg¢zonych do powyzszych elicytorow, stosujac je w szerokim zakresie
stezen oraz w zroznicowanych przedziatach czasowych.

Wptyw badanych elicytoréw na kompozycje olejku eterycznego pozyskanego z biomas
in vitro R. tomentosum zaznaczyt si¢ w szczego6lnosci w przypadku monoterpendw. Dodatek,
do pozywki wzrostowej, soli metali skutkowat znacznym, prawie czterokrotnym, zwigkszeniem
we frakcji lotnej poziomu p-cymenu i sabinenu. Produkcja zwiazkéw monoterpenowych
w tkankach byla stymulowana takze przez ekstrakt z mszyc i lizaty z patogenow. Z kolei,
w badanym zespole wtornych metabolitow, niemal nie zauwazono réznicy w zawartoSci
procentowej seskwiterpendw o szkielecie aromadendranu, niezaleznie od zastosowanego
czynnika stresogennego. Szczegotowa analize zmian ilosciowych, zachodzacych pod wptywem
elicytacji, w sktadzie chemicznym frakcji lotnej z bagna zwyczajnego, z uwzglednieniem
22 gtownych terpendw, przedstawiono w publikacji wydrukowanej w Industrial Crops
& Products (Jesionek i in., 2018, V.4). Uzyskane wyniki wskazuja, ze dodatek elicytora

do namnazanych mikropedéw R. tomentosum moze by¢ skuteczng strategia biotechnologiczna,
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majacg na celu zwickszenie biosyntezy wybranego zwigzku naturalnego w zespole, pozadanego

ze wzgledu na cenne wlasciwosci biologiczne.

Podsumowujac, w wyniku cyklu eksperymentéw biotechnologicznych, przeprowadzonych
na mikropedach bagna zwyczajnego, kultywowanych w bioreaktorach, stwierdzono istotny
wptyw konstrukcji instalacji wielkolaboratoryjnej na pierwotny oraz wtdérny metabolizm
omawianej kultury in vitro. Na podstawie zadowalajacych parametrow wzrostowych
i produkcyjnych, do ciagglego namnazania biomasy oraz do przeprowadzenia procedur
elicytacyjnych wybrano bioreaktor okresowo-zalewowy typu RITA®, gwarantujacy stabilng
akumulacj¢ frakcji lotnej w mikropgdach R. tomentosum, na poziomie zblizonym do zawartosci
olejku w wieloletnich pedach rosliny gruntowej. Ponadto, szerokie spektrum zastosowanych
w doswiadczeniu czynnikow elicytujacych, zardbwno nieorganicznych (sole miedzi i niklu), jak
1 organicznych (jasmonian metylu), pochodzenia bakteryjnego, stawonogowego, a takze
grzybowego, pozwolito na oceng¢ mozliwosci zintensyfikowania, w wyniku wywotania reakcji
obronnej ros$liny, metabolizmu wtornego kultury pedow bagna zwyczajnego, z uwagi
na produkcje lotnych terpendw. Ze wzgledu na specyficzng kompozycje olejku eterycznego,
otrzymanego Ww zaproponowanym systemie wzrostowym, oraz potencjalne wilasciwosci
biologiczne (przeciwzapalne, przeciwbolowe, antyoksydacyjne 1 przeciwdrobnoustrojowe)
poszczegdlnych sktadnikéw zespotu, dalsze badania zostaly ukierunkowane na okreslenie,
w testach in vitro, wybranych kierunkéw dziatania farmakologicznego matryc roslinnych

(mikropedy oraz czesci nadziemne R. tomentosum, zebrane ze stanu naturalnego).
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II1.4. Mikrorozmnazanie Rhododendron tomentosum Harmaja — gatunku

zagrozonego wyginieciem

Obocznym, lecz roéwniez istotnym, zamierzeniem prowadzonych eksperymentow
biotechnologicznych bylo opracowanie kompletnego protokotu mikrorozmnazania bagna
zwyczajnego. W Polsce, badany gatunek od 1983 r. pozostaje pod ustawowa ochrona,
poczatkowo czesciowa (poz. 5.5, Rozporzadzenie Ministra Lesnictwa i Przemystu Drzewnego
z dnia 30 kwietnia 1983 r. w sprawie wprowadzenia gatunkowej ochrony roslin), nastepnie $cista
(poz. 1.330, Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 9 lipca 2004 r. w sprawie gatunkow
dziko wystepujacych roslin objetych ochrong), a od 2014 r. ponownie czg¢sciowa (poz. 2.271,
Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 9 pazdziernika 2014 r. w sprawie ochrony
gatunkowej roslin), ze wzgledu na wysychanie oraz przeksztalcanie, w wyniku dziatalnosci
rolniczej cztowieka, terendow podmoktych 1 torfowisk, stanowigcych naturalne siedlisko
R. tomentosum, a takze nadmierny zbiér omawianego surowca, stosowanego tradycyjnie jako
repelent (Dampc i1 Luczkiewicz, 2013, IV.1).

Jednym ze sposobow ochrony ex situ gatunkéw zagrozonych wyginigciem, a tym samym
zachowania ich puli genetycznej, jest mikropropagacja w warunkach in vitro, ktéra prowadzi
do pelnej regeneracji ro$liny nawet z niewielkiego fragmentu tkanki, a ponadto umozliwia
szybkie namnazanie biomasy niezaleznie od warunkow srodowiskowych (Pietrosiuk i Furmanowa,
2016), co jest szczegolnie istotne dla surowcéw olejkowych z uwagi na niewielkg zawartosé
frakcji lotnych w materiale roslinnym. Opracowanie metody wegetatywnego rozmnazania bagna
zwyczajnego w warunkach in vitro wydaje si¢ by¢ zatem uzasadnione, zarowno ze wzgledu
na szeroko pojeta ochrong¢ biordznorodnosci, jak i1 pozyskanie alternatywnego zrodla olejku
eterycznego, cechujgcego si¢ powtarzalnym sktadem chemicznym, z przeznaczeniem
do eksperymentéw biologicznych. Nalezy przy tym podkresli¢, ze, jak wykazata kwerenda
literaturowa, dotychczas nie podejmowano niniejszego problemu badawczego.

W wyniku zastosowanych procedur doswiadczalnych, zaproponowano kompletny
protokot mikrorozmnazania R. fomentosum, obejmujacy nastgpujace etapy: inicjacje
primordialnych kultur pedowych in vitro, multiplikacje biomasy primordialnej w celu uzyskania
odpowiedniej ilosci surowca, przygotowanie mikropedow do kultywacji in vivo (elongacja,
ukorzenienie i hartowanie) (Ryc. 10 a) oraz adaptacj¢ otrzymanych sadzonek do wzrostu
w warunkéw gruntowych (Ryc. 10 b). Ponadto, podjeto takze wstgpng probe reintrodukceji
zregenerowanych roslin do S$rodowiska naturalnego (Ryc. 10 c¢), jednak ze wzgledu
na ograniczone ramy czasowe projektu doktorskiego nie ukonczono badan w tym zakresie.

W prowadzonych réwnolegle eksperymentach fitochemicznych, oceniono zawarto$¢ i sktad
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chemiczny olejku eterycznego z bagna zwyczajnego, pochodzacego z poszczegdlnych stadiow
mikropropagacji. Ostatecznie, we wspOlpracy z Katedrg 1 Zakladem Biologii 1 Botaniki
Farmaceutycznej GUMed (dr Natalia Filipowicz, dr Adam Bogdan, prof. dr hab. J. Renata
Ochocka), poréwnano genomy rosliny macierzystej i potomnej za pomoca metody RAPD
(polimorfizm losowo powielonych fragmentow DNA), celem oceny skutecznos$ci

zaproponowanych procedur mikrorozmnazania (Jesionek i in., 2016, V.1).

Ryc. 10. a) Sadzonka Rhododendron tomentosum uzyskana w procesie mikrorozmnazania, na etapie
wzmacniania, na podlozu SH bez dodatku regulatorow wzrostu; b) zregenerowane bagno zwyczajne
podczas aklimatyzacji do warunkéw ex vitro, prowadzonej w doniczkach; c) R. fomentosum
reintrodukowane do $rodowiska naturalnego (torfowisko w Miszewku), trzy miesigce po wysadzeniu

(listopad 2016 1.).

Surowiec gruntowy do prowadzenia prac biotechnologicznych zebrano w czerwcu 2014 r.,
ze stanowiska w Miszewku niedaleko Gdanska, po uzyskaniu zezwolenia Regionalnego
Dyrektora Ochrony Srodowiska (RDOS-Gd-PNIL6400.19.2014.MS.1). Procedury dotyczace
trzech pierwszych etapow mikrorozmnazania, tj. wyprowadzenie primordialnych kultur pedowych
R. tomentosum, ich ciagle namnazanie oraz wydtuzanie, realizowanych na drodze modyfikacji

podtozy wzrostowych w zakresie skladnikow mineralnych oraz regulatoréw wzrostu, z klasy
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auksyn 1 cytokinin (23 warianty eksperymentalne), opisano szczegétowo w rozdziale III.1.
Za pozywke umozliwiajagcg rozwdj tkanki inicjalnej z fragmentow lisci, a jednocze$nie
zapewniajacg optymalna, ciagly proliferacje powstalych primordiow pgdowych, uznano medium
SH (0,6% w/v agaru), wzbogacone 9,84 uM 2iP i 1,0 uM TDZ (FW biomas = 276,28 g I''; Wp =
343,72%). Jednoczesnie wykazano, ze na stacjonarnym podtozu SH (0,6% w/v agaru) z 24,60 uM
2iP, po usunigciu pochodnej mocznika, ponad 75% mikropedéw ulegato elongacji, zachowujac
przy tym morfologi¢ charakterystyczna dla roslin macierzystych, bez cech szklenia (FW = 243,18
g I'l; Wp = 205,77%) (Jesionek i in., 2016, V.1). Uzyskane wyniki wskazuja, ze cytokininy
z grupy pochodnych adeniny oraz mocznika (2iP 1 TDZ), stosowane czgsto w mikropropagacji
zardwno gatunkow z rodzaju Rhododendron (Eeckhaut i in., 2010), jak i1 innych reprezentantow
rodziny Ericaceae (Debnath, 2007), rowniez wywieraja korzystny wplyw na parametry
wzrostowe oraz morfologi¢ namnozonych w warunkach in vitro pedow bagna zwyczajnego
(Jesionek i in., 2016, V.1). W tym miejscu nalezy zwrécic¢ szczegdlng uwage na tidiazuron, ktory
w przypadku badanego gatunku wptywal bezposrednio na ilo$¢ powstajacych primordiow
pedowych, przyczyniajac sie, w niskich stezeniach, do zwickszenia wydajnosci kultury w zakresie
ilosci mikroroslinek uzyskanych z jednego eksplantatu. Rownocze$nie, jedynie rezygnacja
z dodatku auksyn w pozywce, na etapie indukcji biomas primordialnych, warunkowata brak
obecnosci w kulturze struktur kalusowych, niekorzystnych w przypadku opisywanego
dos$wiadczenia.

Wydluzone mikropedy bagna zwyczajnego poddano procesowi ukorzeniania,
wykorzystujac, zgodnie z doniesieniami literaturowymi odno$nie mikrorozmnazania roslin
z rodzaju Rhododendron (Bojarczuk, 1989; Briggs i in., 1994), podtoza wzrostowe o rdznej
zawartosci sktadnikow mineralnych (SH, WP, A) oraz sacharozy, zestalone agarem lub ptynne
(nasaczajace warstwe perlitu), bez regulatoréw wzrostu badz jedynie z dodatkiem auksyn
(Jesionek 1 in., 2016, V.1). Najwyzszy procent ryzogenezy (100%) mikropedéow badanego
gatunku odnotowano na pozywce WP, opracowanej dla krzewow i roslin drzewiastych (Lloyd
i McCown, 1981), zawierajacej 4,92 uM IBA, z dwukrotnie zmniejszonym stezeniem soli
mineralnych i1 sacharozy wzgledem standardowego sktadu medium. Zaobserwowano wowczas
indukcj¢ $rednio ok. dziesigciu korzeni, u wszystkich badanych sadzonek (Jesionek i in., 2016,
V.1). Dodatkowo ustalono, ze na wspomnianym podtozu az 83% mikroroslinek ulegto dalszej
elongacji, przekraczajac wysokos¢ 20 mm, dzicki czemu wydawaly si¢ bardziej odporne
na uszkodzenia mechaniczne podczas dalszych etapéw mikropropagacji. Zastosowanie perlitu,
substratu wzmagajacego ryzogenezg, oraz zmiana typu medium ze statego na ptynne skutkowato

zwigkszeniem o 25% liczby korzeni przypadajacych na jeden eksplantat, wskazujac na zasadnosé
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ujecia niniejszej modyfikacji w protokole mikrorozmnazania R. tomentosum (Jesionek i in., 2016,
V.1).

Jako kolejng faz¢ mikropropagacji bagna zwyczajnego, zaproponowano wzmocnienie
roslin potomnych poprzez ich dwutygodniowa kultywacje na pozywce SH pozbawionej
regulatorow wzrostu, gdyz, jak zaobserwowano, warunkowata ona wigksza wysokos$¢ sadzonek
niz podloze WP (Ryc. 10 a). Znaczne wydluzenie ro$lin ($rednio z 36 do 54 mm) mogto
przypuszczalnie zwigkszy¢ szans¢ ich przetrwania w $rodowisku naturalnym. Poziom
przezywalnosci otrzymanych sadzonek, podczas aklimatyzacji w warunkach ex vitro,
przy zapewnieniu wysokiej wilgotnosci powietrza i zastosowaniu mieszaniny torfu, perlitu i Zzwiru
jako podtoza (3:1:1) (Debnath, 2007), wynosit blisko 100% (Ryc. 10 b), Swiadczac o wysokiej
skutecznos$ci opracowanego protokotu mikrorozmnazania.

Przeprowadzona, we wspoOtlpracy z Katedra 1 Zakltadem Biologii 1 Botaniki
Farmaceutycznej GUMed, analiza sekwencji DNA ro$liny macierzystej (program BLAST),
stanowigcej zrodio tkanek inicjalnych shuzacych do wyprowadzenia kultur mikropedowych,
wykazata 99% podobienstwa materialu gruntowego, zebranego w Miszewku, do R. tomentosum,
pozyskanego na potudniu Syberii, w Rosji, i R. hypoleucum z Japonii, tj. gatunkdéw siostrzanych
(Goetsch i in., 2005), potwierdzajac tym samym prawidtowa identyfikacje bagna zwyczajnego.
Za pomocg analizy RAPD oszacowano réwniez genetyczne podobienstwo rosliny macierzystej
1 zregenerowanych sadzonek, ktore okreslono, w oparciu o indeks podobienstwa Jaccarda, jako
wysokie (Jesionek 1 in., 2016, V.I). Niewielkie zro6znicowanie genetyczne, stwierdzone
na podstawie obecnosci kilku polimorficznych prazkéw, moze by¢ traktowane jako zmienno$é
somaklonalna, powstata podczas procedury mikropropagacji przez czynniki takie jak regulatory
wzrostu, sktadniki odzywcze czy stres (Guo i in., 2006).

Po kilku miesigcach kultywacji zregenerowanych roslin w doniczkach, w temperaturze
pokojowej, po uzyskaniu zezwolenia Regionalnego Dyrektora Ochrony Srodowiska (RDOS-Gd-
PNIIL.6400.36.2016.A0L.1), w sierpniu 2016 r. podjeto probe reintrodukcji badanego gatunku
do siedliska naturalnego bagna zwyczajnego (tereny bagienne w okolicy Miszewka). Po trzech
miesigcach od wysadzenia trzech egzemplarzy o wysokosci ok. 20 cm, stwierdzono, ze dwie
sadzonki zachowaty zywotno$¢, charakteryzujac si¢ zielonym ulistnieniem i czerwonawym
zabarwieniem todyg (Ryc. 10 c), jedna za§ obumarta. By¢ moze wybor innej pory roku, np.
poczatku okresu wegetacyjnego, na wprowadzenie do srodowiska naturalnego zregenerowanego
R. tomentosum przyniostby bardziej spektakularne rezultaty. Nie kontynuowano jednak opisanego
doswiadczenia ze wzglgdu na ograniczenia czasowe projektu doktorskiego.

Analiza fitochemiczna biomas R. fomentosum wykazala zalezno$¢ zawartosci frakcji

lotnej i jej sktadu chemicznego od wieku rosliny gruntowej oraz statusu morfogenicznego
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mikropedéw pochodzacych z réznych etapéw mikropropagacji (Jesionek i in., 2016, V.1).
Najbogatsze zrodlo olejku eterycznego w warunkach naturalnych stanowily jednoroczne pedy
bagna zwyczajnego (2400 pl 100 g! DW), co potwierdzito w tym wzgledzie doniesienia
literaturowe (Butkiene i in., 2008). W wieloletnim materiale roslinnym st¢zenie frakcji lotnej byto
niemal o$miokrotnie nizsze (306 pl 100 g' DW). Podczas mikrorozmnazania zawarto$¢ olejku
eterycznego wzrastata wraz z wydluzaniem si¢ mikropedow oraz coraz wigkszym
zroznicowaniem morfologicznym biomas, od ok. 50 ul 100 g' DW w przypadku struktur
primordialnych, do ponad 700 pl 100 g! DW w zregenerowanych sadzonkach, co przewyzszato
dwukrotnie stezenie frakcji lotnej w wieloletnich pegdach rosliny macierzystej. Obserwowane
zjawisko moze wskazywa¢ na znaczny potencjal opracowanej metody mikropropagacji
w pozyskaniu odmiany bagna zwyczajnego wydajnej pod wzglegdem biosyntezy lotnych
metabolitow wtornych.

Jak stwierdzono, w wyniku analizy GC/MS, sktad chemiczny olejku eterycznego
otrzymanego ze zregenerowanych osobnikoOw R. tomentosum, z uwagi na przewazajacy w nim
udziat alloaromadendrenu (8,5%), nieznaczne stezenie palustrolu i y-terpineolu (odpowiednio 0,3
i 1,9%) oraz brak ledolu, okazal si¢ bardziej zblizony do kompozycji frakcji lotnych z kultur
in vitro niz z ro$lin macierzystych (Jesionek i in., 2016, V.1). Powodem opisywanych rdznic
mogly by¢ odmienne warunki kultywacji (szklarniowe vs panujagce w $rodowisku naturalnym)
(Thiem i in., 2011). Mozna takze przypuszczaé, iz w trakcie procesu mikrorozmnazania nastapito
zatrzymanie szlaku metabolicznego, prowadzacego do biosyntezy seskwiterpendéw o szkielecie
aromadendranu, na jednym z etapéw posrednich (Jesionek i in., 2018, V.3). Uwage zwraca
ponadto obecno$¢ w regeneratach ewerninanu metylu, zwiazku niewystepujacego w roslinach
gruntowych R. tomentosum, a pojawiajacego si¢ w kulturach in vitro, ktoérego zawarto$¢
w badanych olejkach eterycznych maleje wraz ze wzrostem zrdéznicowania morfotycznego
sadzonek (od 7,6% do 0,7%). Z kolei, st¢zenie y-terpineolu i octanu bornylu wyraznie zwigkszato
sic¢ w mikropedach na dalszych etapach mikropropagacji, co sugeruje S$cisla zaleznos¢
wystepowania niniejszych potaczen terpenowych w matrycach roslinnych od stopnia

organogenezy mikropedow bagna zwyczajnego.

Podsumowujac, w wyniku przeprowadzonych badan podano, po raz pierwszy, kompletny
protokot mikrorozmnazania R. fomentosum, w ktorego sktad wchodzily nastgpujace etapy:
inicjacja oraz ciggle namnazanie primordiow pegdow, elongacja i ukorzenianie mikropedow,
wzmacnianie mikroros§linek i adaptacja pojedynczych sadzonek do warunkow gruntowych.
Opisana procedura moze znalez¢ zastosowanie nie tylko w ochronie puli genetycznej gatunku

zagrozonego wyginieciem, lecz réwniez w pozyskiwaniu nowych odmian rosliny, wydajnych
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pod wzgledem produkcji zwiazkéw terpenowych. Ponadto, mikropropagacja umozliwia
otrzymywanie, w stosunkowo krotkim czasie 1 niezaleznie od sezonu, duzej ilosci surowca, tj.
bagna zwyczajnego, bedacego zrodtem olejku eterycznego w stgzeniach pozwalajacych
na prowadzenie szeroko rozumianych badan biologicznych, majacych na celu okreslenie wartosci

terapeutycznej wspomnianej frakcji lotne;.
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ITL.5. Aktywnos¢ biologiczna frakcji lotnych z Rhododendron tomentosum —
bezposrednia bioautografia metoda TLC oraz badanie aktywnoSci

proapoptotycznej w obrebie limfocytow i synowiocytow ludzkich

Ostatni cel szczegotowy doswiadczen prowadzonych w ramach projektu doktorskiego
stanowito wstepne okreslenie potencjalnie korzystnych, w leczeniu RZS, kierunkow aktywnosci
biologicznej olejkéw eterycznych z materiatu gruntowego i z kultur in vitro R. tomentosum.
Chociaz wspolczesne badania wskazuja na wlasciwosci przeciwzapalne zarowno pedow z bagna
zwyczajnego (Black i in., 2011; Tunon i in., 1995), jak i wyizolowanej z nich frakcji lotnej
(Baananou i in., 2015) oraz poszczegdlnych jej sktadnikow (Ryc. 11 a), potwierdzajac zasadnos¢
tradycyjnego zastosowania surowca w chorobach reumatycznych (Ryc. 11 b), to doktadny
mechanizm opisywanego dzialania wcigz pozostaje nieznany. Co wiecej, dane dotyczace
aktywno$ci  biologicznej  zwigzkéw  terpenowych o  szkielecie = aromadendranu,
charakterystycznych dla gatunku (ledol, palustrol, tlenek ledenu (II), alloaromadendren), sa
bardzo ograniczone lub niedost¢pne (Ryc. 11 a).

a b

y-terpineol przeciwnowotworowa wobec komorek m
Indzkiego watrobiaka [Wu 1 in.. 2014]
przeciwnowotworowa wobec ludzkich
limfoblastoidalnych komérek Raji przeziebienie

Spiridonov i in., 2005

przeciwgrzybicza wobec Coriolus ronatits i choroby pluc
Cladosporiunt cucumerinuni

[Duran-Pena i in.. 2015]

przeciwbolowa
[Bonjardim i in.. 2012: Santana i in.. 2011]

FEymen. przeciwzapalna (inhibicja migracji
leukocytéw [Bonjardim i in., 2012] oraz
produkcji cytokin prozapalnych: TNF-o.,

IL-1B i IL-6: inaktywacja NF-xB i MAPK
[Xieiin., 2012])

przeciwzapalna (inhibicja produkcji NO

sabinen [Valente i in.. 2013])

f-myrcen przeciwzapalna (inhibicja produkcji NO.
IFN-y 1IL-4 [Souza i in.. 2003])
antyoksydacyjna [Ciftci iin., 2011]

sziobunon owadobojcza [Chen i in.. 2015]
palustrol, wysypka
tlenek ledenu 5 3
(m biegunka

allecaromadendren,
8-2-karen

Ryc. 11. a) Aktywnos$¢ biologiczna wybranych terpenéw wchodzacych w sktad olejkow eterycznych
z materialu gruntowego 1 kultur in vitro R. tomentosum, potwierdzona we wspotczesnych badaniach;
b) zastosowanie pedow bagna zwyczajnego w medycynie tradycyjnej (Dampc i Luczkiewicz, 2013, IV.1;

rycina Paula Hogartha ,,Woman Herbalist”, z pot. XX w., po modyfikacji).
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Ze wzgledu na wieloczynnikowa patogenez¢ RZS (Ryc. 12) (Zampeli i in., 2015), olejki
eteryczne moga hamowac proces zapalny w obrebie stawow, oddziatujagc na rézne jego sktadowe
(Miguel, 2010). Bioragc pod uwage fakt, ze podejmowano juz proby okreslenia wpltywu
R. tomentosum na szlaki sygnalowe cytokin (Black i in., 2011) oraz na inhibicj¢ prostaglandyn,
syntezowanych przez cyklooksygenaze typu 2 (Tunon i in., 1995), w projekcie doktorskim
skupiono si¢ na dotychczas niebadanych mechanizmach aktywnos$ci przeciwreumatycznej frakcji
lotnych, tj. dziataniu proapoptotycznym (ludzkie limfocyty T 1 synowiocyty), hamujacym
oksydaze ksantynowa, a takze efekcie antyoksydacyjnym (Ryc. 12).

Znaczenie limfocytow T w patogenezie RZS nie zostalo do konca rozpoznane, cho¢ ich
udziat w procesie zapalnym oraz naciekaniu btony maziowej nie ulega watpliwosci (Mellado i in.,
2015). Wiadomo, ze aktywowane antygenem komorki CD4+ wykazuja zdolnos¢ do roznicowania
si¢ w wyspecjalizowane komorki efektorowe (Th1, Th2), regulujace miejscowy stan zapalny (Ryc.
12 a). Z kolei, limfocyty CD8+ moga przyczynia¢ si¢ do uszkodzenia tkanek i wysokiej produkcji
cytokin, takich jak TNF-a i IFN-y (Skapenko i in., 2005; Pawlowska i in., 2009). Dotychczasowe
terapie, majace na celu zredukowanie liczby 1 aktywnos$ci limfocytow T (drenaz przewodu
piersiowego, napromienianie tkanki limfatycznej, leki immunosupresyjne), prowadza do poprawy
stanu chorych na RZS, niestety czesto krotkotrwatej (Ponchel i in., 2012; Skapenko i in., 2005).
W ramach projektu doktorskiego, we wspotpracy z Katedra i Zakladem Fizjopatologii
oraz Zaktadem Patologii i Reumatologii Doswiadczalnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego,
kierowanymi przez prof. dr hab. Jacka Witkowskiego i prof. dr hab. Ew¢ Bryl, przeprowadzono
badanie dotyczace dziatania antyproliferacyjnego olejkow eterycznych z R. tomentosum,
pozyskanych z roslin gruntowych, zebranych w Miszewku (Polska) i w Turku (Finlandia),
oraz z finalnej, wysokoprodukcyjnej, biomasy in vitro, kultywowanej w bioreaktorze RITA®,
wobec subpopulacji CD4+ i CD8+ limfocytow T, wyizolowanych z krwi zdrowych ochotnikoéw
(6 0sob), z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej (Jesionek i in., 2019, V.6). W oparciu
o uzyskane wyniki ustalono, ze wszystkie badane frakcje lotne spowodowaly wzrost apoptozy
ludzkich limfocytow T, niezaleznie od chemotypu materialu roslinnego. Ponadto stwierdzono,
ze testowane olejki eteryczne w wigkszosci wykazywaly podobne dziatanie supresyjne zaréwno
wobec komoérek CD4+, jak i CD8+. Najsilniejsza aktywnoscig charakteryzowat si¢ zespot lotnych
terpenéw pochodzacy z materiatu roslinnego zebranego w Miszewku, pod wptywem ktorego ilos¢
podzielonych komorek w populacji CD4+ zmniejszyta si¢ z ok. 70% (grupa kontrolna) do 10%
po 72 h 1 5% po 120 h, oraz do 8% w populacji komoérek CD8+ (72 1 120 h), przy zastosowaniu
rozcienczenia 1: 400 (Jesionek i in., 2019, V.6). Olejek eteryczny z kultur in vitro, w omawianym
stezeniu, takze wykazywatl istotne statystycznie dziatanie antyproliferacyjne we wszystkich

wariantach doswiadczalnych, nieznacznie tylko stabsze od rosliny macierzystej. Wstepnie,
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uzyskane rezultaty wskazuja na wysoki potencjat frakcji lotnych z bagna zwyczajnego
w ograniczaniu proliferacji limfocytow T, w przebiegu RZS, a tym samym mozliwos¢

zahamowania postepu choroby.
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Ryec. 12. a) Proces zapalny w synowium (rycina zmodyfikowana, Cutolo i in., 2001); b) Stres oksydacyjny
podczas degradacji chrzastki stawowej (rycina zmodyfikowana, Phull i in., 2018); 1-4 testowana aktywno$¢
olejkow eterycznych z z materialu gruntowego i z kultur in vitro R. tomentosum: 1 — proapoptotyczna
w obrebie ludzkich synowiocytéw, 2 — proapoptotyczna w obrebie ludzkich limfocytow T, 3 — hamujgca
oksydaze ksantynowa, przeksztatcajaca hipoksantyne / ksantyne w kwas moczowy, 4 — antyoksydacyjna;

— miejsce blokowania przez substancje aktywne

COX-2 — cyklooksygenaza-2, GM-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow, HLA — ludzki
antygen leukocytarny, IFN-y — interferon-y, IL(1-12) — interleukiny (1-12), MCP-1- biatko chemotaktyczne monocytow-1,

MIF — czynnik hamujacy migracje makrofagow, MMP — metaloproteinazy, TGFp — transformujacy czynnik wzrostu J,

TNFa — czynnik martwicy nowotworow o

51



Kluczowa rola synowiocytow, zwlaszcza fibroblastycznych, w etiologii RZS, zostata
dostrzezona dopiero na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat (Bottini i Firestein, 2013; Mor i in.,
2005; Neumann i in., 2010; Zampeli i in., 2015). Stwierdzono, Zze niniejsze komorki, niegdys
uwazane za biernego uczestnika procesu zapalnego istniejacego w stawach, same wykazuja
wysoki potencjat prozapalny, angiogenny 1 inwazyjny, m.in. dzigki niekontrolowanej proliferac;ji
(Ryc. 12 a) (Li 1 Wan, 2013). Sugeruje si¢, ze zastosowanie w RZS leku, celujacego
w synowiocyty fibroblastyczne, moze mie¢ hamujacy wpltyw zar6wno na nadmierng aktywacje
uktadu immunologicznego, jak i zapalenie btony maziowej oraz niszczenie tkanki chrzestnej (Mor
i in., 2005; Neumann i in., 2010; Zampeli i in., 2015). Wobec powyzszego, we wspolpracy
z Katedra i Zaktadem Fizjopatologii GUMed, Zakladem Patologii i Reumatologii Doswiadczalne;j
GUMed oraz II Klinikg Ortopedii i Traumatologii Narzgdu Ruchu GUMed podjeto badania,
majace na celu okreslenie aktywnosci proapoptotycznej wybranych olejkow eterycznych
z R. tomentosum w obrgbie synowiocytow fibroblastycznych, limfocytow oraz monocytow
1 makrofagow, wyizolowanych od pacjentow chorych na RZS, ktorzy zostali poddani zabiegowi
synowektomii stawu r¢ki (3 osoby; Jesionek i in., 2019, V.6). Analiza przeprowadzona za pomoca
cytometrii przeptywowe] wykazata, ze wszystkie frakcje lotne, w testowanych stezeniach,
zwigkszaty ilo$¢ pdzno-apoptycznych limfocytow T, co bylo widoczne zwlaszcza w przypadku
olejkow eterycznych z bagna zwyczajnego pozyskanego ze stanowiska naturalnego w Polsce
(Miszewko) i z kultur in vitro (odpowiednio o ok. 60% i 70%; Jesionek i in., 2019, V.6). Moze to
wskazywaé, ze wlasnie poprzez wywieranie efektu proapoptycznego, frakcje lotne
z R. tomentosum dzialajg antyproliferacyjnie wobec subpopulacji CD4+ 1 CD8+ limfocytow T,
co stwierdzono w poprzednio opisanym eksperymencie. Podobny rezultat zaobserwowano takze
wobec populacji CD14+ monocytow / makrofagow (wzrost ilosci pdzno-apoptycznych komorek
0 20-60%) (Jesionek i in., 2019, V.6). Z kolei, wysokie st¢zenia olejkéw eterycznych z bagna
zwyczajnego (1:400) prowadzily do nekrozy znacznych ilosci synowiocytéw fibroblastycznych
(ok. 60%) (Jesionek i in., 2019, V.6). Powyzsze wyniki, wskazujagce na zrdéznicowany
1 kompleksowy mechanizm dziatania zespotu terpenoidow z R. fomentosum na nadmiernie
proliferujace komorki w synowium dotknietym RZS, cho¢ obiecujace, wymagaja potwierdzenia
na szerszej grupie badanych pacjentow.

Kolejne, wybrane kierunki dziatania olejkow eterycznych z R. tomentosum oceniono
za pomoca bezposredniej bioautografii, taczacej testy aktywnosci biologicznej z technikami
separacyjnymi, metodg TLC (Jesionek i in., 2018, V.3). Omawiane narzedzie analityczne
umozliwia szybkie, wzglednie tanie i jednoczesne poroéwnanie licznych probek, zawierajacych
nawet niewielkie ilosci ztozonych mieszanin potaczen naturalnych, oraz jest z powodzeniem

stosowane do okre$lania ich efektu antyoksydacyjnego, przeciwbakteryjnego i hamujacego liczne
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enzymy, w tym acetylocholinoesteraze, glukozydazg czy oksydaze ksantynowa (Bram i Wolfram,
2016; Marston, 2011). Wedtug danych literaturowych, u pacjentow z RZS stwierdza si¢, w ptynie
maziowym, podwyzszony poziom oksydazy ksantynowej (Hanachi i in., 2009). Wydaje si¢ zatem,
ze inhibicja tego enzymu, prowadzaca do zmniejszonej biosyntezy kwasu moczowego,
odktadajacego si¢ w stawach, oraz wywotujaca redukcje¢ wytwarzania reaktywnych form tlenu,
mogtaby przynies¢ ulge nie tylko w dnie moczanowej, ale takze w RZS (Ryc. 12 b) (Pacher i in.,
2006). Wobec skutkow ubocznych allopurynolu (wysypka, reakcje nadwrazliwosci), najczgsciej
stosowanego obecnie, w dnie moczanowej, inhibitora oksydazy ksantynowej, zasadne jest
poszukiwanie nowych lekow o podobnych wtasciwosciach i1 nizszej toksycznosci (Bram
i Wolfram, 2016). Eksperyment, w ktorym wykorzystano wcze$niej opracowany system
chromatografowania (Rozdz. II1.2; metoda zanurzeniowa), przeprowadzono w zaproponowanym
przez Ramallo i in. (2006) uktadzie (oksydaza ksantynowa — blekit nitrotetrazolowy — ksantyna).
Niestety, wyniki testu $wiadczyty jednoznacznie o braku dzialania hamujgcego badanych olejkow
eterycznych z R. tomentosum oraz ich skladnikow o szkielecie aromadendranu na oksydazeg
ksantynowa (Jesionek 1 in., 2018, V.3). Moze to sugerowa¢, ze redukcja poziomu kwasu
moczowego Uu pacjentow z dng moczanowa, obserwowana pod wplywem wyciagu
z R. tomentosum przez Ahmad 1 in. (2013), wynikata z obecno$ci w surowcu innej grupy potaczen
naturalnych, np. polifenoli. Frakcja lotna z bagna zwyczajnego wykazuje prawdopodobnie inny
mechanizm ograniczania procesu zapalnego.

W kolejnym dos$wiadczeniu, za pomoca bezposredniej bioautografii metoda TLC,
przetestowano wilasciwosci przeciwutleniajace olejkow eterycznych z réznych biomas
R. tomentosum (Jesionek i in., 2018, V.3). W szeregu badan stwierdzono, ze stres oksydacyjny
wywolany nadmiernym generowaniem reaktywnych form tlenu aktywuje szlaki sygnatowe,
odgrywajace istotng rolg¢ w powstawaniu reakcji zapalnych, w patofizjologii RZS (Phull i in.,
2018; Quinonez-Flores 1 in., 2016). Ponadto, wolne rodniki tlenowe poprzez utlenianie
i nitrozylacj¢ powoduja strukturalne i funkcjonalne modyfikacje bialek komorkowych oraz
sktadnikow zewnatrzkomoérkowych, takich jak kolagen i proteoglikany, co moze przyczyniaé si¢
do degradacji chrzastki i jednocze$nie nasila¢ odpowiedz zapalng (Ryc. 12 b) (Phull i in., 2018).
Ze wzgledu na to, ze leki stosowane w leczeniu RZS jedynie w ograniczony sposob zapobiegaja
skutkom niszczenia stawow, prowadzi si¢ badania nad skuteczno$cig roéznych substancji
przeciwutleniajacych we wspomaganiu terapii (Khojah i in., 2016; Phull i in., 2018). W olejkach
eterycznych z bagna zwyczajnego, testy TLC, przeprowadzone z uzyciem odczynnika DPPH (1,1-
difenylo-2-pikrylohydrazyl) oraz w ukladzie ryboflawina — $wiattlo — blekit nitrotetrazolowy,
W opracowanym wczesniej systemie chromatografowania (Rozdz. I11.2; metoda zanurzeniowa),

ujawnity obecno$¢ pigciu terpendw o potencjalnej aktywnosci antyoksydacyjnej, w tym dwa
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wystepujace jedynie we frakcjach lotnych z kultur in vitro (Jesionek i in., 2018, V.3). Niestety,
na niniejszym etapie badan, brak mozliwosci poroOwnania wytypowanych na chromatogramie
pasm z odpowiednimi substancjami referencyjnymi uniemozliwil ich identyfikacjg.
Co interesujace, nie zaobserwowano wlasciwosci przeciwutleniajacych ledolu i palustrolu,
zwigzkow specyficznych dla bagna zwyczajnego. Najwyzszym potencjalem antyoksydacyjnym
sposrod badanych probek charakteryzowat si¢ material roslinny zebrany ze stanu naturalnego
w Kazachstanie (produkt komercyjny), w przeciwienstwie do R. tomentosum pochodzacego
z Turku w Finlandii, w ktorym ledol i palustrol stanowity ponad 50% wszystkich sktadnikow
olejku eterycznego (Jesionek i in., 2018, V.3). Warto zaznaczy¢, ze dziatanie antyoksydacyjne
frakcji lotnych z kultur in vitro bagna zwyczajnego wzrosto ponad dwukrotnie w poréwnaniu
z rosling macierzysta (Jesionek i in., 2018, V.3). Wedhug danych literaturowych, aktywnos¢
przeciwutleniajaca zostata rowniez stwierdzona w przypadku olejku eterycznego z bagna
zwyczajnego pozyskanego z Korei, w ktorego frakcji lotnej przewazatl sabinen (Kim i Nam, 2006).
Swiadczy to o silnej zaleznosci whasciwosci antyoksydacyjnych R. tomentosum od chemotypu

rosliny.

Wstepne badania biologiczne, przeprowadzone w ramach projektu doktorskiego,
wykazaty, ze bagno zwyczajne moze charakteryzowaé¢ si¢ interesujaca aktywnosScig
przeciwreumatyczng ze wzgledu na mnogos¢ punktow uchwytu dziatania zwigzkoéw terpenowych.
Potencjat przeciwzapalny olejkow eterycznych z R. tomentosum, stwierdzony zaréwno
w eksperymentach biologicznych w obrebie limfocytow 1 synowiocytow ludzkich, jak réwniez
w testach bioautograficznych, udowadnia zasadno$¢ stosowania omawianego surowca
w lecznictwie ludowym. Jednakze jednym z warunkow, ktory material roslinny musialby spetiac
jako kandydat do sporzadzenia leku dla chorych na RZS, jest stato$¢ sktadu chemicznego frakcji
lotnej, zapewniajaca skuteczno$¢, powtarzalno$¢ 1 bezpieczenstwo jej stosowania. W obliczu
wplywu na kompozycje olejkow eterycznych w surowcu tak wielu czynnikéw $srodowiskowych,
jak: miejsce 1 czas zbioru materialu ros§linnego oraz jego zmienno$¢ genetyczna, niniejszy
problem moga rozwigzywac kultury in vitro R. tomentosum, bgdace nie tylko stalym zrodtem
biomasy, ale takze gwarantujgce stabilno$¢ sktadu chemicznego frakcji lotnej, zachowujacej

aktywnos$¢ biologiczng ro§liny macierzyste;.
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IV. WNIOSKI

Przedstawiona rozprawa doktorska stanowi spojny tematycznie zbidr publikacii,

dotyczacych otrzymania na bazie mikropedow Rhododendron tomentosum (Ledum palustre)

stabilnego oraz niezaleznego od warunkéw S$rodowiskowych roslinnego systemu in vitro,

zdolnego do ciaglej produkcji lotnych zwiazkéw terpenowych o aktywnos$ci przeciwzapalnej,

mogacych znalez¢ zastosowanie w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawdw. Zatozony cel

badawczy zostal zrealizowany w ramach doswiadczen biotechnologicznych, fitochemicznych

oraz biologicznych. Uzyskane wyniki umozliwily sformutowanie nast¢pujacych wnioskow:

Badania biotechnologiczne:

7
°

Zgodnie ze specyfika rodziny Ericaceae oraz wymaganiami badanego gatunku, w celu
wyprowadzenia kultur in vitro mikropedéw R. fomentosum wymagane jest zastosowanie
eksplantatow lisciowych rosliny gruntowej, a takze pozywki wzrostowej bogatej w azotany
1 fosforany (SH) oraz silne cytokininy, pochodne adeniny (2iP) i fenylomocznika (TDZ), bez
udziatlu auksyn, warunkujacych powstawanie tkanki przyrannej. Po okresie stabilizacji
biomas inicjalnych, w trakcie kolejnych pasazy, do zapewnienia wysokiej wydajno$ci
mikropedow, namnazanych w systemie ciagglym jako kultura kolekcyjna, zachowujacych
morfologi¢ rosliny macierzystej, wystarczy dodatek do podtoza eksperymentalnego tylko

jednego fitohormonu — 2iP, stosowanego w wysokim st¢zeniu.

Klasyczne modyfikacje pozywek wzrostowych w zakresie podstawowego sktadu soli
mineralnych, aminokwasoéw, witamin, oraz stosowanie zmiennych regulatoréw wzrostu
w kompozycjach zaproponowanych w projekcie nie umozliwia wyprowadzenia kultur

korzeni odcietych oraz kalusow z fragmentow wegetatywnych badanego gatunku.

Bagno zwyczajne mozna zaliczy¢ do gatunkow opornych na transformacje genetyczne,
przy zastosowaniu wysoce wirulentnych szczepow Agrobacterium rhizogenes (ATCC 15834,
A4 1 GFP 105), w warunkach wykorzystanych w prowadzonym cyklu prac
eksperymentalnych.

Otrzymane agarowe kultury pedoéw R. tomentosum wykazuja zdolnos¢ do biosyntezy olejku
eterycznego, jednakze jego profil chemiczny rézni si¢ od frakcji lotnej wyizolowanej
z rosliny macierzystej. Prawdopodobnie w warunkach in vitro nastgpuje zatrzymanie szlaku
metabolicznego, prowadzacego do biosyntezy seskwiterpenéw o szkielecie aromadendranu

(ledol, palustrol), na jednym z etapoéw posrednich.
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Zastosowanie pozywki SH z 24,60 uM 2iP i 592,02 uM AD umozliwia przystosowanie
mikropgedow R. tomentosum do namnazania w warunkach ptynnych kultur wytrzasanych.
Na podstawie wyznaczonego profilu wzrostowego o klasycznym przebiegu, mozna
stwierdzi¢, iz opisywana biomasa charakteryzuje si¢ srednim tempem przyrostu (28-dniowy
cykl hodowlany), dobrym wykorzystaniem medium (Wpmax = 323,64%) oraz akumulacja
olejku eterycznego na poziomie 80 ul 100 g'' DW (po 28 dniach kultywaciji).

Kultury pedowe bagna zwyczajnego dobrze adaptuja si¢ do wzrostu w instalacjach
wielkolaboratoryjnych o charakterze bioreaktorow zalewowych, okresowo-zalewowych oraz
natryskowych. Duzy stopien wilgotnosci w zbiorniku eksperymentalnym, okresowy dostep
do plynnego podloza oraz intensywne napowietrzanie mikropedéw wywieraja korzystny
wplyw na metabolizm pierwotny (ilo$¢ uzyskanych pgdow) i wtorny (biosynteza olejku
eterycznego) badanej biomasy, prowadzac do uzyskania w systemie wzrostowym wysokiej
zawarto$ci frakcji lotnej, dorownujacej wieloletniej rodlinie macierzystej (ok. 500 ul 100g™!
w bioreaktorze RITA®). W zwigzku z ochrong gatunkowa bagna zwyczajnego, opracowany
system in vitro, dostarczajacy w sposob ciagly znacznych ilo$ci materiatu ros$linnego
(Wp = 280%, DW = 19,98 g I''), moze stanowi¢ alternatywne i niezalezne od $rodowiska
zrodto pedow, stuzace do pozyskiwania na skale komercyjng lotnych zwigzkéw terpenowych,

interesujacych pod wzgledem farmakologicznym.

Staba odpowiedz metaboliczna (poziom biosyntezy olejku eterycznego) mikropedow
R. tomentosum mna szerokie spektrum zastosowanych czynnikoéw stresogennych
(nieorganicznych, organicznych, pochodzenia bakteryjnego, stawonogowego i grzybowego)
sugeruje opornos¢ omawianego gatunku na klasyczne (jasmonian metylu, sole miedzi i niklu,
chitosan, ergosterol, lizaty patogendow roslinnych i ludzkich) oraz nowatorskie (etanolowy
ekstrakt z mszyc) techniki elicytacyjne, ktorych celem jest uzyskanie wzmozonej produkcji
frakcji lotnej w systemie wzrostowym. By¢ moze badane metabolity terpenowe uczestnicza
jedynie w reakcji obronnej bagna zwyczajnego na bardzo specyficzne, dotychczas
nieokreslone, czynniki srodowiskowe, badz biosynteza zwiazkéw lotnych na oznaczonym
wyj$ciowo poziomie jest wystarczajaca do skutecznej ,,obrony”, a tym samym przetrwania,
gatunku. W oparciu o powyzsze, otrzymane wyniki, zwlaszcza uzyskane pod wptywem,
stosowanego po raz pierwszy w Kulturach in vitro, wyciggu etanolowego z mszyc, zachgcaja

do kontynuowania eksperymentow w tym zakresie.

Empiryczny dobor podtoza wzrostowego w zakresie soli mineralnych, aminokwasow,
weglowodandéw oraz regulatorow wzrostu wraz z selekcja eksplantatéw wegetatywnych

badanego gatunku umozliwit po raz pierwszy opracowanie skutecznego protokotu

56



mikrorozmnazania R. tomentosum. Opisana w projekcie wieloetapowa strategia rozmnazania
wegetatywnego in vitro, ztozona z: pozyskiwania struktur primordialnych (pozywka SH
z 9,84 uM 2iP i 1,0 uM TDZ), ich elongacji (pozywka SH z 24,60 uM 2iP), ukorzeniania
mikroro$linek (pozywka WP z dwukrotnie zmniejszonym st¢zeniem soli mineralnych
1 sacharozy wzgledem standardowego sktadu medium, z dodatkiem 4,92 uM IBA) oraz ich
adaptacji do wzrostu w naturalnym habitacie (wzmocnienie mikroroslinek na podtozu SH
bez regulatorOw wzrostu, a nast¢pnie zastosowanie mieszanki odkwaszonego torfu, perlitu
1 zwiru w proporcji 3:1:1 w warunkach in vivo), pozwala na ochrone puli genetycznej
1 odnowe populacji gatunku zagrozonego wyginigciem. Wydaje si¢, ze w $wietle trudnosci
z wyprowadzeniem kultur korzeniowych bagna zwyczajnego, dla powodzenia
mikropropagacji rosliny kluczowy jest etap ryzogenezy na podtozu zubozonym w sktadniki
mineralne i sacharoze oraz suplementowanym auksyna, co umozliwia otrzymanie sadzonek

o cechach morfologicznych wtasciwych dla badanego gatunku.

Badania fitochemiczne:

7
0‘0

.
£ X4

Zoptymalizowana, w toku prac badawczych, metoda pozyskiwania frakcji lotnej z matryc
ro$linnych bagna zwyczajnego, zebranego z warunkéw naturalnych (czg$ci nadziemne)
oraz namnozonego w kulturach in vitro, polegajaca na suszeniu surowcOw Ww suszarce
z wymuszonym obiegiem powietrza, w temp. 30°C, oraz ich ekstrakcji w aparacie Derynga
przez 3 h, pozwala na najbardziej wydajne otrzymanie olejkéw eterycznych o statym,
pod wzgledem jakosciowym oraz ilosciowym, skladzie zwigzkow terpenowych,
charakterystycznych dla wyjsciowych biomas. Zaproponowana procedura jest odpowiednia
do prowadzenia badah poréwnawczych kultur in vitro R. tomentosum, pochodzacych
z r16znych etapow doswiadczen biotechnologicznych (kontrola skuteczno$ci strategii
eksperymentalnych w zakresie zwigkszenia akumulacji frakcji lotnej) oraz jako etap
procesOw downstream podczas biotechnologicznego otrzymywania olejku eterycznego,

w skomercjalizowanym systemie roslinnym.

Zastosowanie metody hydrodestylacji w aparacie Derynga lub Clevengera do otrzymywania
frakcji lotnych z matryc ros$linnych, w przeciwienstwie do procedury symultanicznej
destylacji oraz ekstrakcji z uzyciem organicznej cieczy receptorowe] (aparat Likens-
Nickersona), pozwala na iloSciowe oznaczenie zawartosci olejku eterycznego w biomasach

bagna zwyczajnego na etapie ich pozyskiwania.

Zastosowana metoda chromatograficzna GC/MS umozliwia catkowita separacje, precyzyjna

identyfikacje (poréwnanie widm masowych i indeksow retencji Kovatsa metabolitow
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z bibliotekami danych) oraz oznaczenie zawartosci procentowej zwigzkow terpenowych
we frakcjach lotnych z biomas R. tomentosum. Tym samym, moze ona stuzy¢ do szerokiego
i doktadnego rozpoznania profilu metabolicznego olejkow eterycznych z bagna zwyczajnego,
pochodzacego zardwno ze stanowisk naturalnych, jak 1 otrzymanego metodami

biotechnologicznymi.

Zoptymalizowana, po raz pierwszy, metoda analizy HPTLC, z detekcja densytometryczna,
dotyczaca sktadu chemicznego frakcji lotnych, pozyskanych z matryc R. tomentosum (faza

stacjonarna: zel krzemionkowy HPTLC 60, faza ruchoma: heksan : octan etylu — 9:1 v/,
odczynnik wywolujacy: aldehyd anyzowy badz wanilina w kwasie fosforowym) jest
odpowiednia do prowadzenia badan jakosciowych zwigzkéw terpenowych, wystepujacych
w olejkach eterycznych, syntezowanych w pedach bagna zwyczajnego, pochodzacych
ze stanu naturalnego oraz kultur in vitro (okreslenie ogélnego profilu metabolicznego rosliny).
Ponadto, moze by¢, na rowni z technika GC/MS, dedykowana do oznaczania ilo$ciowej
zawartosci ledolu i alloaromadendrenu, czyli gléwnych komponentow frakcji lotnych,
obecnych w badanych biomasach. Obliczone parametry walidacyjne potwierdzaja
skuteczno$¢ opracowanej metody i wskazuja na jej przydatnos¢ do stosowania w szybkich
testach skryningowych materialu roslinnego z bagna zwyczajnego z uwagi na obecnos¢
powyzszych seskwiterpenéw, majac na wzgledzie okreslenie toksycznosci oraz aktywnosci
biologicznej surowca, a takze oceng aplikacyjnej wartosci uzyskanych systemow roslinnych

in vitro.

Zoptymalizowana metoda analizy HPTLC olejkow eterycznych z R. tomentosum jest
odpowiednia do prowadzenia testow z zakresu bioautografii bezposredniej, majacych na celu
wstepne okreslenie aktywnos$ci antyoksydacyjnej oraz hamujacej oksydaze ksantynowa
frakcji lotnych badanych surowcéw, pochodzacych z kultur in vitro oraz ze stanowisk

naturalnych.

Analiza statystyczna (hierarchiczna analiza klastrow) czgsci nadziemnych bagna
zwyczajnego, pochodzacych z roznych stanowisk, w zakresie sktadu chemicznego olejkow
eterycznych (dane pochodzace z fitochemicznych badan wlasnych oraz kwerendy
literaturowej), pozwolita na wyrdznienie, po raz pierwszy, dziesigciu chemotypow

R. tomentosum w obrebie populacji europejsko-azjatyckich.

Potwierdzone statystycznie zroznicowanie bagna zwyczajnego, pochodzacego z réznych
habitatow, w zakresie skladu jakosciowego i iloSciowego frakcji lotnych, uzasadnia
koniecznos¢ dysponowania do celéw farmaceutycznych surowcem o statej zawartosci olejku

eterycznego, co umozliwiajg metody biotechnologiczne.
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Badania biologiczne:

Wstepna ocena aktywnos$ci proapoptotycznej olejkow eterycznych z roslin gruntowych
i z kultur in vitro R. tomentosum w obrgbie limfocytow T oraz synowiocytéw ludzkich,
przeprowadzona za pomocg cytometrii przeplywowej, wskazuje na wysoki potencjat
badanego zespotu polaczen terpenowych w terapii RZS. Frakcje lotne z bagna zwyczajnego,
dzigki dzialaniu ograniczajagcemu nadmierng, niekontrolowang proliferacje wyzej
wymienionych komorek, moga hamowa¢ nadmierng aktywacje uktadu immunologicznego,

zapalenie blony maziowej oraz proces niszczenia tkanki chrzgstne;.

Bezposrednia bioautografia metoda TLC jest narzedziem przydatnym do szybkiego
i jednoczesnego poréwnywania olejkow eterycznych pochodzacych z réznych matryc
R. tomentosum w zakresie wybranych aktywnosci biologicznych. Stwierdzenie wlasciwos$ci
antyoksydacyjnych oraz braku inhibicji oksydazy ksantynowej przez testowane frakcje lotne
wyznacza kierunki dalszych badan biomedycznych nad profilem dziatania przeciwzapalnego

bagna zwyczajnego.
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STRESZCZENIE

Bagno zwyczajne (Rhododendron tomentosum Harmaja, dawniej Ledum palustre L.),
zimozielony krzew rosngcy w Europie, Azji i Ameryce Potnocnej, stosowano w medycynie
ludowej w leczeniu chordb ptuc, infekcji bakteryjnych oraz schorzefi reumatycznych. Wyniki
wspotczesnych badan biologicznych potwierdzaja zasadnos¢ tradycyjnej aplikacji R. tomentosum,
wskazujac na istotng role olejku eterycznego w determinowaniu dziatania przeciwzapalnego,
przeciwbolowego, przeciwdrobnoustrojowego oraz repelentnego surowca. Ze wzgledu
na powyzsze, zespot lotnych zwigzkow terpenowych wystepujacych w bagnie zwyczajnym
wydaje si¢ by¢ odpowiedni do prowadzenia badan nad potencjalnym preparatem, mogacym
znalez¢ zastosowanie w terapii reumatoidalnego zapalenia stawoéw (RZS), stanowigc alternatywe
wobec dotychczas wykorzystywanych, lecz nie w petni skutecznych i obarczonych wieloma
dzialaniami niepozadanymi, lekoéw syntetycznych. Pozyskiwanie frakcji lotnej z materiatu
gruntowego R. tomentosum, do szczegotowych badan farmakologicznych, majacych na celu
ustalenie dziatania olejku eterycznego, wraz z precyzyjnym okresleniem mechanizmow jego
aktywnosci biologicznej, jest jednak problematyczne, z uwagi na objgcie omawianego gatunku
ochrong. Z tego wzgledu oraz w zwigzku z niemozno$cig pozyskiwania bagna zwyczajnego
z upraw polowych, metoda z wyboru do otrzymywania biomas R. tomentosum, bedacych zrodlem
lotnych metabolitow terpenowych, wykazujacych dziatanie przeciwzapalne oraz naprawcze
w obrebie stawow zmienionych w toku procesu chorobowego zwigzanego z RZS, wydaja si¢ by¢
roslinne kultury in vitro.

Wobec powyzszego, za glowny cel projektu doktorskiego przyjeto otrzymanie, w oparciu
0 R. tomentosum, ro$linnego systemu in vitro, stabilnego pod wzglgdem parametrow wzrostowych,
zdolnego do ciagtej produkcji lotnych terpenéw, wykazujacych m.in. dziatanie przeciwzapalne
1 mogacych tym samym znalez¢ zastosowanie w leczeniu RZS. Przedstawiony cel realizowano
w obszarze badan biotechnologicznych, fitochemicznych oraz biologicznych.

Eksperymenty biotechnologiczne, zawarte w projekcie doktorskim, dotyczyty
wprowadzenia bagna zwyczajnego do kultur in vitro, zoptymalizowania warunkéw do ciggltego
wzrostu otrzymanych biomas oraz ocen¢ ich morfologii, tempa przyrostu i zdolnosci w zakresie
biosyntezy olejku eterycznego. Nastepnie, prace badawcze ukierunkowano na zwigkszenie skali
kultywacji mikropedéw R. tomentosum, jedynej z pozyskanych biomas, charakteryzujacej si¢
wysokim potencjatem produkcyjnym w zakresie frakcji lotnej, wykorzystujac w tym celu
wybrane naczynia hodowlane oraz instalacje bioreaktorowe, komercyjne i prototypowe,
skonstruowane w Katedrze i Zaktadzie Farmakognozji Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Ponadto, stosujac strategie elicytacji, podjeto si¢ proby zintensyfikowania produkcji lotnych
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zwigzkow terpenowych w kulturach namnazanych w skali wielkolaboratoryjnej. Ze wzgledu
na objecie w Polsce R. fomentosum ochrong gatunkowa, zdecydowano si¢ takze na opracowanie
procedury mikrorozmnazania niniejszej rosliny.

W ramach badan biotechnologicznych, po raz pierwszy, stosujac szereg podtozy
inicjalnych, podjeto probe wyprowadzenia z eksplantatow lisciowych, pochodzacych z czgsci
nadziemnych bagna zwyczajnego, wysterylizowanych za pomoca chlorku rteci (II), kultur in vitro
o roznym stopniu zréznicowania morfogenicznego, tj. biomas kalusowych, korzeniowych
(korzenie odcigte i1 transformowane) oraz pedowych. Z powodu niskiej zywotnosci otrzymane;j
tkanki przyrannej oraz korzeni odcigtych (brak odpowiedzi tkanek na transformacje wektorami
bakteryjnymi), w dalszych pracach badawczych skupiono si¢ na mikropgdach, charakteryzujacych
si¢ korzystng morfologig oraz intensywnym przyrostem, uzyskanych na agarowym (0,6% w/v)
podtozu Schenka-Hildebrandta (SH) z dodatkiem 9,84 uM 2-izopentenyloadeniny (2iP), 1,00 uM
tidiazuronu (TDZ) i sacharozy (30 g I''). Modyfikujgc warunki eksperymentu (o$wietlenie) i sktad
pozywek doswiadczalnych w zakresie regulatorow wzrostu oraz pH (ok. 20 wariantdw), uzyskano
zarOwno stacjonarne, jak 1 wytrzasane, ptynne kultury mikropedow R. tomentosum, zdolne
do wzrostu i biosyntezy olejku eterycznego w systemie cigglym. Otrzymane biomasy zostaty
nastgpnie adaptowane do kultywacji w komercyjnych i prototypowych bioreaktorach (instalacje
zalewowe, okresowo-zalewowe oraz natryskowe), w skali wielkolaboratoryjnej. Na podstawie
obliczonych parametrow wzrostowych oraz makroskopowej obserwacji morfologii namnazanych
mikropedow, a takze oznaczonej w nich zawartosci i sktadu chemicznego frakcji lotnych,
za najbardziej odpowiedni do realizacji zalozen badawczych uznano komercyjny bioreaktor
okresowo-zalewowy RITA®. Przy zastosowaniu medium SH z 24,60 uM 2iP, 592,02 uM adeniny
oraz 30 g I'' sacharozy, niniejsza instalacja warunkowala najwyzszy przyrost tkankowy
(Wpmax = 280%) oraz duza zywotno$¢ namnazanych mikropedow. Ponadto, w opisanych
biomasach stwierdzono zintensyfikowang biosynteze olejku eterycznego (ok. 500 ul 100 g'!
suchej masy — DW), zblizong do produktywnosci w tym wzgledzie wieloletnich czg$ci
nadziemnych ro$liny macierzystej (ok. 300 ul 100 g! DW). Profil wzrostowy oraz produkcyjny
kultury pedowej R. tomentosum, okreslony w ramach niniejszej instalacji, charakteryzowata,
w kolejnych pasazach, zadowalajaca powtarzalno$¢. Co najistotniejsze, opracowany system
ro$linny stosunkowo szybko osiggat maksimum biosyntezy frakcji lotnej (w 28 dniu 500 ul 100g™!
DW), co moze $wiadczy¢ o jego optacalnosci ekonomicznej i stwarza podstawy do kontynuacji
badan w zakresie wykorzystania kultur mikropedéw bagna zwyczajnego na skal¢ komercyjna.
Na kolejnym etapie doswiadczen biotechnologicznych, w celu podwyzszenia zawartosci olejku
eterycznego w biomasach R. fomentosum, rosngcych w bioreaktorach RITA®, zastosowano

strategie generowania warunkow stresowych za pomocag jasmonianu metylu oraz wybranych
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elicytoréw abiotycznych i biotycznych (pochodzenia bakteryjnego, stawonogowego
1 grzybowego). W odpowiedzi na stres, akumulacja frakcji lotnej w badanych kulturach wzrosta
0 14% pod wptywem ekstraktu z mszyc oraz lizatu z Pectobacterium carotovorum, wynoszac ok.
570 ul 100 g'' DW, oraz o 8% po poddaniu tkanek dziataniu soli niklu i ergosterolu (ok. 540 ul
100 g'! DW). Ostatni etap eksperymentoéw biotechnologicznych polegat na opracowaniu, po raz
pierwszy, petnego protokotu mikrorozmnazania R. tomentosum, obejmujacego inicjacj¢ (pozywka
SH z 9,84 uM 2iP i 1,0 uM TDZ), multiplikacje¢ (pozywka SH z 9,84 uM 2iP i 1,0 uM TDZ),
elongacje (pozywka SH z 24,60 uM 2iP), ukorzenienie (pozywka Woody Plant Medium
z dwukrotnie zmniejszonym stezeniem soli mineralnych i sacharozy wzgledem standardowego
sktadu podtoza, z 4,92 uM kwasu indolilo-3-mastowego — IBA) i hartowanie (pozywka SH
bez regulatoréw wzrostu) mikropedéw badanego gatunku, a takze adaptacje otrzymanych
sadzonek do warunkéw ex vitro (zastosowanie mieszanki odkwaszonego torfu, perlitu i zwiru
w proporcji 3:1:1), w celu czynnej ochrony bagna zwyczajnego, zagrozonego wyginigciem
na skutek zmniejszania si¢ powierzchni torfowisk, stanowigcych jego srodowisko naturalne.
Integralng cze$¢ projektu doktorskiego stanowita analiza fitochemiczna olejkow
eterycznych pozyskanych z kultur in vitro oraz roslin gruntowych R. tomentosum. W ramach
prowadzonych badan postanowiono wyznaczy¢ optymalne warunki suszenia surowcoOw (warunki
naturalne: temp. 24 + 2°C, suszarka: temp. 30°C oraz liofilizacja: po zamrozeniu w temp. -10°C,
przy zastosowaniu prézni 1 x 10! mbar) oraz ustali¢ metode izolacji frakcji lotnej z biomas
(hydrodestylacja: aparat Derynga lub Clevengera oraz jednoczesna destylacja z parg wodna
i ekstrakcja do organicznej cieczy receptorowej: aparat Likens-Nickersona), w celu uzyskania
z matryc roslinnych jak najwiekszej ilosci olejku eterycznego o niezmienionym, pod wplywem
zastosowanych procedur fitochemicznych, sktadzie chemicznym. W nastepnej kolejnosci,
zamierzano zoptymalizowa¢ warunki analizy chromatograficznej (chromatografia gazowa
sprzezona ze spektrometrig mas — GC/MS 1 wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa —
HPTLC), umozliwiajace ocen¢ jakosciowa oraz ilo$ciowg skladu chemicznego olejkoéw
eterycznych z biomas bagna zwyczajnego. Ostatni etap eksperymentéw fitochemicznych polegat
na przeprowadzeniu testow skryningowych materiatu gruntowego, zebranego z roznych stanowisk,
oraz biomas R. tomentosum, pochodzacych z poszczegdlnych etapéw doswiadczen
biotechnologicznych, w zakresie zawartosci wybranych lotnych zwiazkéw terpenowych,
za pomocg zoptymalizowanej metody HPTLC, poddanej w toku badan walidacji. Dodatkowo,
postanowiono przeprowadzi¢ statystyczng analiz¢ poréwnawczg (hierarchiczna analiza klastrow)
zawartos$ci gtéwnych potaczen terpenowych w olejkach eterycznych z R. tomentosum, obejmujaca
dane z fitochemicznych badan wlasnych oraz pochodzace z kwerendy literaturowej. Omawiane

prace analityczne dotyczyly bagna zwyczajnego rosnacego na 54 stanowiskach w Europie
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oraz Azji, i pozwolily na oceng, w obrebie omawianego gatunku, zréznicowania chemicznego
surowcow, rosngcych w roznych habitatach.

7 uwagi na ograniczong trwalo$¢ lotnych terpenow, wystepujacych w R. tomentosum,
za optymalne uznano suszenie badanych surowcOéw w suszarce z wymuszonym obiegiem
powietrza, w temp. 30°C, co, w przeciwienstwie do liofilizacji, ograniczato ubytek
poszczegbdlnych metabolitow z olejkow eterycznych. Zastosowanie klasycznej hydrodestylacji
matryc roslinnych w aparacie Derynga (3 h) okazalo si¢ najbardziej wydajng metoda ekstrakc;ji
frakcji lotnych z biomas bagna zwyczajnego oraz, w przeciwienstwie do systemu Likens-
Nickersona, umozliwilo precyzyjne okreslenie zawartosci olejkow eterycznych w poszczegdlnych
surowcach ros$linnych na etapie prowadzonych prac izolacyjnych. Dodatkowo, w wyniku
zastosowanej procedury uzyskiwano frakcje lotne o stalym, pod wzgledem jakosciowym
i ilosciowym, sktadzie w zakresie potaczen terpenowych. Za pomoca GC/MS, metody z wyboru
do oznaczania sktadu chemicznego mieszanin zwigzkow lotnych, rozpoznano precyzyjnie profile
metaboliczne olejkow eterycznych z badanych matryc R. fomentosum. Na podstawie
przeprowadzonych analiz jakoSciowych 1 ilosciowych okreslono wplyw warunkow
srodowiskowych (w przypadku materialu gruntowego) oraz procedur biotechnologicznych (dla
kultur in vitro) na zawartos¢ oraz sklad frakcji lotnych w biomasach bagna zwyczajnego.
W zespotach metabolitow terpenowych, wyizolowanych z roslin zebranych ze stanowisk
naturalnych na terenie Pomorza i stuzacych do wyprowadzenia kultur in vitro R. tomentosum,
dominowat p-terpineol (8,5% — 11,8%), a w dalszej kolejnosci ledol (2,3% — 8,1%), palustrol
(0,8% — 6,9%) i p-cymen (4,0% — 5,3%). Z kolei, w mikropgdach badanego gatunku
podstawowym sktadnikiem olejku eterycznego byt tlenek ledenu (I1) (13,0%), sziobunon (8,2%),
p-cymen (6,9%) i alloaromadendren (5,5%). Nie odnotowano natomiast w omawianym przypadku
obecnosci ledolu, stwierdzajac w roslinnym systemie in vitro wysoki poziom jego pochodne;j,
tlenku ledenu (II), oraz alloaromadendrenu, zwigzkéw powstajacych przypuszczalnie na etapie
posrednim szlaku metabolicznego seskwiterpenow o szkielecie aromadendranu.

W toku prowadzonych badan fitochemicznych, zoptymalizowano warunki rozdzielenia
sktadnikow olejkow eterycznych, otrzymanych z pedéw oraz mikropedow bagna zwyczajnego,
za pomocg HPTLC (faza stacjonarna: zel krzemionkowy HPTLC 60, faza ruchoma: heksan :
octan etylu — 9:1 wvA, dystans migracji: 5 cm, 10-minutowa saturacja komory
bez prekondycjonowania, odczynnik wywotujacy: aldehyd anyzowy w kwasie siarkowym (VI)),
uzyskujac narzedzie do szybkiej analizy jakosSciowej lotnych terpenow, umozliwiajgce
jednoczesne oznaczenie wielu probek matryc roslinnych. Po zmodyfikowaniu parametrow
analitycznych (dystans migracji: 4 cm, 20-minutowe prekondycjonowanie ptytek, odczynnik

wywotujacy: wanilina w kwasie o-fosforowym), opracowana metode HPTLC, z detekcja
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densytometryczng, poddano walidacji (wyznaczenie selektywnosci, limitu oznaczalnosci
i detekcji, zakresu liniowos$ci, powtarzalno$ci, precyzji wewnatrz- i miedzygrupowej, doktadnosci
oraz odpornosci) i ustalono jej przydatnos¢ pod katem powtarzalnego i doktadnego okreslenia
zawartosci  iloSciowej wybranych zwigzkow terpenowych (ledol, alloaromadendren),
wystepujacych  we  frakcjach lotnych R.  fomentosum. Zoptymalizowane metody
chromatografowania (GC/MS 1 HPTLC) wykorzystano do testow skryningowych biomas z kultur
in vitro w zakresie zawarto$ci 1 skladu olejkow eterycznych, okreslajac skutecznosé
zastosowanych strategii biotechnologicznych, zmierzajacych do uzyskania mikropedéw bagna
zwyczajnego, bedacych bogatym Zrédlem frakcji lotnych. Dodatkowo, wyzej opisang metode
HPTLC przeznaczono do przeprowadzenia wybranych testow 2z zakresu bioautografii
bezposredniej (aktywno$¢ przeciwzapalna i antyoksydacyjna) dla wyselekcjonowanych biomas
badanego gatunku.

W wyniku statystycznej analizy porownawczej bagna zwyczajnego z kontynentu
euroazjatyckiego (dane pochodzace z badan wtasnych oraz kwerendy literaturowej), stwierdzono,
ze otrzymany dendrogram moze stanowi¢ podstaw¢ do wyrdznienia dziesigciu chemotypow
R. tomentosum, ze wzgledu na sktad chemiczny olejku eterycznego. Fakt ten potwierdza trudnos¢
w bezposrednim wykorzystaniu omawianej rosliny do celow leczniczych.

Istotng czg$¢ projektu doktorskiego stanowily doswiadczenia dotyczace okreslenia
aktywnos$ci biologicznej wybranych frakcji lotnych, pochodzacych z roslin macierzystych
oraz z kultur in vitro R. tomentosum, ze szczeg6dlnym uwzglednieniem mechanizméw dziatania
olejkow eterycznych, mogacych ogranicza¢ proces zapalny. Po raz pierwszy dokonano oceny
wlasciwosci proapoptotycznych frakcji lotnych z bagna zwyczajnego wzglgdem limfocytow T
1 synowiocytéw ludzkich, nadmiernie proliferujacych u chorych na RZS. Dodatkowo, za pomoca
bezposredniej bioautografii metodg TLC, przeprowadzono wstgpne rozpoznanie olejkoéw
eterycznych z biomas R. tomentosum w zakresie ich aktywnos$ci antyoksydacyjnej oraz hamujace;j
oksydaze ksantynowa.

W toku badan biologicznych, stwierdzono, ze wszystkie analizowane frakcje lotne z roslin
gruntowych 1 z kultur in vitro bagna zwyczajnego przyczynily si¢ do ograniczenia proliferacji
ludzkich limfocytow T poprzez wzrost ich apoptozy, niezaleznie od chemotypu materialu
roslinnego, wykazujac dziatanie supresyjne zar6wno wobec komorek CD4+, jak i CD8+. Z kolei,
zastosowanie wysokich stezen (1:400) olejkow eterycznych z R. tomentosum prowadzito
do znacznej nekrozy synowiocytow fibroblastycznych. Frakcje lotne z kultur in vitro bagna
zwyczajnego charakteryzowal podobny do rosliny macierzystej profil dziatania wobec badanych
komoérek. Ponadto, za pomocg bezposredniej bioautografii metoda TLC, potwierdzono

wlasciwosci antyoksydacyjne olejkdw eterycznych z R. tomentosum (wyzsza aktywnos$¢
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mikropedéw w pordwnaniu z materiatem gruntowym), a takze wykluczono udzial inhibicji
oksydazy ksantynowej w mechanizmie ograniczania zapalenia, wykazywanym przez badane

metabolity terpenowe.

Podsumowujac, badania  biotechnologiczne, fitochemiczne oraz  biologiczne,
przeprowadzone w ramach projektu doktorskiego, umozliwity realizacj¢ celu pracy, ktorym byto
otrzymanie, w oparciu o gatunek R. fomentosum, stabilnego oraz niezaleznego od warunkow
srodowiskowych systemu roslinnego in vitro, zdolnego do ciaglej produkcji zwigzkow
terpenowych, wykazujacych aktywnos$¢ przeciwzapalng.

Mikropedy bagna zwyczajnego, rosngce w bioreaktorze okresowo-zalewowym RITA®
(etap upstream), w pozywce Schenka-Hildebrandta z 24,60 uM 2-izopentenyloadeniny,
592,02 uM adeniny oraz 30 g I'' sacharozy, zdolne sg do produkcji olejku eterycznego w iloéci ok.
500 pl 100 g'! DW, osiagganej po 28 dniach kultywacji. Tym samym, uzyskano w biomasie 67%
wzrost zawarto$ci lotnych terpendw w stosunku do wieloletniej rosliny macierzystej (ok. 300 pl
100 g DW). Glownymi sktadnikami otrzymanych frakcji lotnych byt tlenek ledenu (1) (ok. 13%),
sziobunon (ok. 8%), p-cymen (ok. 7%) oraz alloaromadendren (ok. 6%). Wysoka produktywnos¢
niniejszego systemu, utrzymujaca si¢ na poziomie 0,36 ml olejku eterycznego/l/dzien, wiaze sig¢
z ciagla oraz stabilng biosynteza lotnych metabolitow wtérnych z przeznaczeniem do badan
farmakologicznych, a w przysztosci takze do wykorzystania w celach terapeutycznych.

Wyniki projektu doktorskiego zostaly w catosci opublikowane w dwoch pracach
pogladowych 1 szesciu eksperymentalnych o sumarycznym wspotczynniku oddziatywania
IF=16,669. Ponadto, przedstawiono je w formie zagranicznych doniesien konferencyjnych jako
referaty ustne (2) 1 posterowe (4). Z inspiracji prowadzonych badan powstal artykut
popularnonaukowy, nagrodzony w konkursie ,,Skomplikowane i proste. Mtodzi uczeni o swoich
badaniach”, organizowanym przez miesi¢cznik ,,Forum Akademickie” pod honorowym

patronatem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
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SUMMARY

Rhododendron tomentosum Harmaja (marsh tea, formerly Ledum palustre L.),
the evergreen shrub growing in Europe, Asia and North America, has been used in folk medicine
to treat lung diseases, bacterial infections and rheumatism. The results of modern biological
research confirm the validity of the traditional application of R. fomentosum, indicating
an important role of the essential oil in determining anti-inflammatory, analgesic, antimicrobial
and repellent properties of the plant material. Due to the above, volatile terpenoids from marsh tea
seem to be suitable for the development of a potential medicine that can be used in the treatment
of rheumatoid arthritis (RA) as an alternative to the previously used, but not fully effective
synthetic drugs with many side effects. However, the essential oil obtainment from R. tomentosum
ground material for specific pharmacological studies, which aimed at determining the action
of essential oil together with a precise defining of the mechanisms of its biological activity, is
problematic because of the fact that this endangered species is protected. Therefore and due to
the inability to obtain marsh tea from field crops, the plant in vitro cultures can be considered as
the method of choice for receiving the biomass of R. fomentosum, which is presumably
the complex source of volatile terpenoids showing anti-inflammatory and therapeutic activity
towards the joints destroyed in the course of the RA related disease process.

The main objective of the doctoral thesis is to obtain the stable, in terms of growth
parameters, in vitro plant system based on R. tomentosum species, which produces continuously
volatile terpene compounds with i.a. anti-inflammatory activity, thereby suitable for RA treatment.
The goal was pursued in the biotechnological, phytochemical and biological research area.

The biotechnological experiments, contained in the doctoral thesis, included
the introduction of marsh tea to in vitro cultures, optimization of the conditions for continuous
growth of the obtained biomass and assessment of its morphology, growth rate and capacity
of the essential oil biosynthesis. Next, the study was directed at increasing the scale of cultivation
of R. tomentosum shoot cultures, the only received biomass characterized by high production
potential in the field of volatile fraction, using for this purpose the selected culture vessels
and bioreactor installations, commercial as well as prototype ones, constructed at the Department
of Pharmacognosy of the Medical University of Gdansk. Moreover, by applying the elicitation
strategy, it was an attempt to intensify the production of volatile terpene compounds in in vitro
cultures grown on a large laboratory scale. In addition, due to the fact that R. fomentosum is
an endangered species in Poland, it was decided to develop a micropropagation procedure for this

plant.
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As part of biotechnological research, for the first time, using a number of initial media,
in vitro cultures were initiated, with varying degrees of morphogenesis, including callus, root
(excised and transformed) and shoot biomass, from leaf explants of aboveground parts of marsh
tea, sterilized with mercury chloride (II). Due to the low viability of the obtained callus tissue
and excised roots (lack of plant response to transformation with bacterial vectors), further research
focused on microshoots characterized by favorable morphology and intensive growth, obtained
on agar (0.6% w/v) Schenk-Hildebrand (SH) medium with the addition of 9.84 uM 2-
isopentenyloadenine (2iP), 1.00 uM thidiazuron (TDZ) and 30 g I' saccharose. Then,
after modifying the cultivation conditions (lighting) and the composition of experimental media
in the scope of growth regulators and pH (approx. 20 variants), both stationary and shaken liquid
shoot cultures of R. tomentosum, capable of continuous growth and biosynthesis of essential oil,
were obtained. The studied microshoots were subsequently adapted for large laboratory scale
cultivation in commercial and prototype bioreactors (immersion, temporary immersion and spray
systems). On the basis of the calculated growth parameters and the macroscopic observation
of the propagated microshoots’ morphology as well as the determined content and chemical
composition of volatile fraction, the commercial RITA® temporary immersion bioreactor was
considered as the most suitable for realizing the research objective. The above plant system, using
SH medium with 24.60 uM 2iP, 592.02 uM adenine and 30 g I'' saccharose, provided the highest
tissue growth (Gimax = 280%) and the great vitality of the propagated microshoots. In addition,
the intensified biosynthesis of essential oil (approx. 500 ul 100 g! dry weight — DW) was found
in the described biomass, close in this respect to the productivity of the perennial aerial parts
of the mother plant (approx. 300 ul 100 g' DW). The growth and production profiles
of the R. fomentosum shoot culture, which were defined within the aforementioned installation,
were characterized in subsequent passages by satisfactory repeatability. Most importantly,
the developed plant system relatively quickly reached the maximum level of the volatile fraction
biosynthesis (on 28 day, 500 ul 100 g' DW), which may be evidence of its economic viability
and thus creates the basis for continuing research in the use of microshoot cultures of marsh tea
on a commercial scale. In the course of further biotechnological experiments, in order to improve
the essential oil content in the R. tomentosum biomass, growing in RITA® bioreactors, strategy
for generating stress conditions with methyl jasmonate and selected abiotic and biotic elicitors
(of bacterial, arthropod and fungal origin) was applied. In response to stress, the volatile fraction
accumulation in the studied in vitro cultures increased by 14% under the influence of the aphid
extract and the Pectobacterium carotovorum lysate (approx. 570 pl 100 g! DW), and by 8%
after treatment with nickel salt and ergosterol (approx. 540 pl 100 g'' DW). The last stage

of biotechnological experiments was to develop, for the first time, the full protocol
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for R. tomentosum micropropagation, including initiation (SH medium with 9,84 uM 2iP
and 1,0 uM TDZ), multiplication (SH medium with 9,84 uM 2iP and 1,0 uM TDZ), elongation
(SH medium with 24,60 uM 2iP), rooting (Woody Plant Medium with the twice reduced
concentration of mineral salts and saccharose relative to the standard composition of the medium,
with 4,92 uM indole-3-butyric acid — IBA) and hardening (SH medium without growth regulators)
of microshoots of the studied species, as well as adaptation of the obtained seedlings to ex vitro
conditions (mixture of deacidified peat, perlite and gravel in a 3: 1: 1 ratio), for active protection
of marsh tea, which is endangered due to the loss of its natural habitat as a result of peatland area
degradation.

An integral part of the doctoral thesis was the phytochemical analysis of the essential oils
obtained from R. tomentosum in vitro cultures and ground plants. As part of the research, it was
decided to choose the optimal conditions for drying the plant material (natural conditions:
24°C =+ 2°C, the drying chamber with forced convection: 30°C and freeze drying: after freezing
at -10°C, using a vacuum of 1 x 10-' mbar) and to determine the method of isolating the volatile
fraction from biomass (hydrodistillation: Deryng or Clevenger apparatus and simultaneous
distillation and extraction into organic receptor liquid: Likens-Nickerson apparatus), in order to
obtain from plant matrices as much of the essential oil as possible, characterized with unchanged,
under the influence of phytochemical procedures, chemical composition. Next, it was intended
to optimize the conditions of chromatographic analysis (gas chromatography coupled with mass
spectrometry — GC/MS and high performance thin layer chromatography — HPTLC), enabling
qualitative and quantitative assessment of the chemical composition of the volatile fractions
from marsh tea biomass. The last stage of phytochemical experiments consisted in conducting
screening tests of ground plant material, collected from various habitats, and R. tomentosum
biomass, from individual stages of biotechnology experiments, in the range of the content
of the selected volatile terpene compounds, using the optimized and validated HPTLC method.
Moreover, it was decided to carry out a statistical comparative analysis (hierarchical cluster
analysis) of the contents of the main terpenes in the R. tomentosum essential oils, including data
from own phytochemical research and found in a literature. The discussed analytical publications
concerned marsh tea growing in 54 sites in Europe and Asia, and allowed for the assessment
of the chemical diversity within the studied species, among plants growing in various habitats.

Taking into account the limited stability of volatile terpenes in R. tomentosum, drying
of plant material in a forced air oven at 30°C, which, in contrast to freeze-drying, limited the loss
of individual metabolites from essential oils, was proposed as the optimal analytical procedure.
The application of classical hydrodistillation of plant matrices in the Deryng apparatus (3 h)

turned out to be the most efficient method of extracting volatile fractions from marsh tea biomass
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and, in contrast to the Likens-Nickerson system, enabled precise determination of the essential
oils’ content in all studied plant materials at the stage of isolation. In addition, as a result
of the used procedure, volatile fractions with consistent qualitative and quantitative composition,
in the field of terpene compounds, were obtained. By GC/MS, which is the method of choice
for defining the chemical composition of mixtures of volatiles, the metabolic profiles
of the essential oils from the tested R. tomentosum matrices were recognized precisely.
On the basis of the obtained qualitative and quantitative results, the influence of environmental
conditions (in the case of ground material) as well as biotechnological procedures (for in vitro
cultures) on the content and constitution of the volatile fractions in marsh tea biomass was
determined. Among terpene compounds, isolated from plants collected from natural habitats
in Pomerania, which served for R. tomentosum in vitro cultures initiation, y-terpineol (8.5% —
11.8%) predominated, followed by ledol (2.3% — 8.1%), palustrol (0.8% — 6.9%) and p-cymene
(4.0% — 5.3%). On the other hand, in the microshoots of the studied species, the prevalent
constituents of the essential oil were ledene oxide (II) (13.0%), shyobunone (8.2%), p-cymene
(6.9%) and alloaromadendrene (5.5%). However, in the discussed case, no presence of ledol was
noted, but a high level of its derivative, ledene oxide (II), and alloaromadendrene was stated
in the in vitro plant system, the compounds that presumably formed at the intermediate stage
of the metabolic pathway of sesquiterpenes containing the aromadendrane skeleton.

In the course of phytochemical research, the conditions for HPTLC separation of essential
oils’ constituents from shoots and microshoots of marsh tea were optimized (stationary phase:
HPTLC Silica gel 60, mobile phase: hexane : ethyl acetate — 9:1 v/v, migration distance: 5 cm, 10-
minute chamber saturation without preconditioning, derivatization agent: anisic aldehyde
in sulfuric acid (VI)), obtaining a tool for rapid qualitative analysis of volatile terpenes, enabling
the simultaneous determination of multiple samples of plant matrices. After modifying
the analytical parameters (migration distance: 4 cm, 20-minute preconditioning of plates,
derivatization agent: vanillin in o-phosphoric acid), the developed HPTLC method
with densitometric detection was subjected to validation studies (determination of selectivity,
limit of quantification and detection, range of linearity, repeatability, intra- and intergroup
precision, accuracy and resistance) in order to evaluate its suitability for repeatable and accurate
quantification of the selected terpene compounds (ledol, alloaromadendrene) in the R. tomentosum
volatile fractions. Optimized chromatographic methods (GC/MS and HPTLC) were used
for screening tests of biomass from in vitro cultures in the field of the essential oils’ content
and composition, determining the effectiveness of the biotechnological strategies used to obtain

marsh tea microshoots, which would be a rich source of volatile fractions. In addition, the HPTLC
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method described above was designed to perform selected tests with direct bioautography (anti-
inflammatory and antioxidant activity) for biomass of the studied species.

As a result of the statistical comparative analysis of marsh tea from the Eurasian continent
(data derived from own research and literature sources), it was found that the obtained
dendrogram may be the basis for distinguishing ten chemotypes of R. tomentosum, due
to the chemical composition of the essential oil. This fact confirms the difficulty in using
the studied plant for medicinal purposes directly.

An important part of the doctoral thesis were experiments aimed at determining
the biological activity of the selected volatile fractions from ground plants and in vitro cultures
of R. tomentosum, with particular attention to the mechanisms of action of the essential oils that
may limit the inflammatory process. For the first time, it was decided to evaluate the pro-
apoptotic properties of the marsh tea volatile fractions targeting human T lymphocytes
and synoviocytes, which excessively proliferate in patients with RA. Additionally, by means
of TLC-direct bioautography, an initial assessment of antioxidant and xanthine oxidase inhibitory
activities of the essential oils from R. tomentosum biomass was performed.

In the course of biological tests, it was stated that all analyzed volatile fractions,
from ground plants and in vitro cultures, contributed to limiting the proliferation of human
T lymphocytes by increasing their apoptosis, regardless of the plant material chemotype,
and showed a similar suppressive effect on both CD4+ and CD8+ cells. In turn, the application
of high concentrations (1:400) of R. tomentosum essential oils led to the significant necrosis
of fibroblast synoviocytes. The volatile fractions from in vitro cultures of marsh tea were
characterized by the similar to the mother plant activity profile against the tested cells. In addition,
using TLC-direct bioautography, the antioxidant properties of the R. tomentosum essential oils
were confirmed (higher activity of microshoots compared to ground material),
and the contribution of xanthine oxidase inhibition to the mechanism of inflammation reduction,

exhibited by the studied terpene metabolites, was excluded.

To sum up, biotechnological, phytochemical and biological research, carried out as part
of the doctoral project, enabled the achievement of the objective of the work, that is to obtain,
based on the species R. tomentosum, the stable in vitro plant system, which is independent
of environmental conditions and capable of continuous production of terpene compounds,
exhibiting anti-inflammatory activity.

The R. tomentosum microshoots growing in the RITA® temporary immersion bioreactor,
in Schenk-Hildebrandt medium with 24.60 uM 2-isopentenyloadenine, 592.02 uM adenine and 30

g I'! saccharose, are capable of producing the essential oil in the amount of approx. 500 pul 100 g!
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DW, achieved after 28 days of cultivation. Thus, a 67% increase in the content of volatile terpenes
was obtained in the biomass compared to the perennial mother plant (approx. 300 pl 100 g DW).
The main components of the obtained volatile fractions were ledene oxide (II) (approx. 13%),
shyobunone (approx. 8%), p-cymene (approx. 7%) and alloaromadendrene (approx. 6%).
The high productivity of the plant system, maintained at the level of 0.36 ml of essential oil / 1/
day, is associated with the continuous and stable biosynthesis of volatile secondary metabolites,
intended for pharmacological research, and in the future also for therapeutic purposes.

The results of the doctoral project have been fully published in two review articles and six
experimental papers with a total impact factor IF=16.669. In addition, they were presented
at international conferences as oral (2) and poster (4) reports. The popular science article, inspired
by the research, was awarded in the competition ,,Complicated and Simple. Young scholars about
their research”, organized by the monthly ,,Forum Akademickie”, under the honorary patronage

of the Minister of Science and Higher Education.
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