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Anemone alpina L. - lekarstwo i trucizna.

Smakosz A!

'Wydziat Farmaceutyczny z 0.A.M.; Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich we
Wroclawiu;

Autor korespondujacy: aleksander.smakosz@gmail.com

Jedna z najbardziej charakterystycznych roslin pietra subalpejskiego i alpejskiego
Sudetdw jest znajdujacy sie pod ochrona przedstawiciel rodziny jaskrowatych
(Ranunculaceae) sasanka alpejska (Anemone alpina L., 1753) [1].

Jej cecha charakterystyczna jest $niezniobiaty niezréznicowany na kielich i korone
Kwiat, osiggajacy 2-5 cm S$rednicy, oraz intensywnie zielona, jedwabiscie owtosiona
todyga, z ktdérej wyrastaja 3 listki [2]. Do najwazniejszych zwiazkow aktywnych, ktore
zawiera ten gatunek naleza: glikozydy delfinidyny i pelargonidyny, saponiny
(hederagonina), ranunkulina, triterpeny i p-sitosterol [3]. Jak wykazuja badania do
najbardziej charakterystycznych substancji dla tego taksonu naleza toksyczne laktony
anemonina i protoanemonina [4]. Badania wykazaty, iz LDso dla szczura ekstraktu z
A.alpina wynosi miedzy 100 a 500 mg/kg m.c., co odpowiada dawce $miertelnej dla
cztowieka ok. 30g [5].

Zastosowanie surowcow roslinnych z rodzaju Anemone L. (syn. Pulsatilla Mill.) ma
bardzo dtuga historie, siegajaca nawet 11 w. n.e. [6]. Do najwazniejszych surowcédw
stosowanych w lecznictwie nalezato ziele oraz korzen, stosowanych w postaci
odwardw, nalewek, oraz ekstraktow [6-8].

Ponadto badania wykazaty wtasciwosci przeciwgoraczkowe, oraz uspokajajace ziela
A.alpina, oraz rozkurczajace, bakteriobdjcze i przeciwbolowe A.vulgaris [3,4,5,7,8].
Gatunek stosowany w tradycyjnej medycynie chinskiej A.chinensis Bunge w
badaniach klinicznych wykazuje dziatanie w dolegliwosciach takich jak: zatrucia
pokarmowe wywotane przez G- beztlenowe pateczki (Salmonella, Shigella), oraz
Entamoeba histolytica, béle zebow, czy zapalenia skory [6].
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Woyciagi i zwiazki izolowane z owocéw Hippophaé rhamnoides oraz
ich wptyw na uwalnianie cytokin przez ludzkie neutrofile
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Wiasciwosci lecznicze rokitnika zwyczajnego (Hippophaé rhamnoides L.) sa znane w
medycynie tradycyjnej. Jest stosowany gtéownie w leczeniu wrzodéw zotadka, chorob
skory, choroby wienicowej serca, indukowanych promieniowaniem uszkodzen,
zakrzepicy, agregacji ptytek krwi oraz pomaga w gojeniu si¢ ran [1]. Istnieje niewiele
danych dotyczacych sktadu chemicznego i aktywnosci biologicznej wyciagow z
owocow rokitnika zwyczajnego (HR) z rodziny oliwnikowatych (Elaeagnaceae).

Cel: Celem czesci fitochemicznej pracy byta identyfikacja zwiazkéw zawartych w
wyciagach wodnych i etanolowych owocéw HR oraz poréwnanie ich sktadu
chemicznego. Celem czesci biologicznej pracy byto sprawdzenie potencjalnych
wtasciwosci przeciwzapalnych wyciagéw oraz wyizolowanych zwigzkéw na modelu
ludzkich neutrofili.

Metody: Sktad wyciagéw z owocow rokitnika byt analizowany za pomoca metod
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem mas oraz
matrycg diodowa (HPLC-DAD-MS). Rozdziat chromatograficzny zwiazkéw byt
prowadzony za pomoca chromatografii kolumnowej, preparatywnego HPLC oraz
chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Wyizolowane zwiazki zidentyfikowano na
podstawie  widm  magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR). Testy
immunoenzymatyczne zostaty wykorzystane do badania sekrecji cytokin, takich jak
TNF-¢, IL-8, IL-15, przez ludzkie neutrofile. Kontrola pozytywna byt deksametazon
(0,25 -1 pM). Wiasciwosci cytotoksyczne wyciagow (5 - 100 pg/ml) oraz zwigzkow
izolowanych (5 - 25 pM) sprawdzono na drodze barwienia jodkiem propidyny za
pomoca cytometru przeptywowego.

Wyniki: W wyciagach wodnym i etanolowym gtéwnymi sktadnikami byty zwigzki
flawonoidowe. W wyniku rozdziatu chromatograficznego wyizolowano trzy zwiazki,
pochodne izoramnetyny, m.in. 3-O-D-glukozyd izoramnetyny, 3-O-D-ramnoglukozyd
izoramnetyny. Badane wyciagi i zwiazki wyizolowane z owocdw HR nie hamowaty
wydzielania IL-8, w najwyzszych stezeniach hamowaty sekrecje TNF-¢, ale



stymulowaty wuydzielanie IL-14. Wyciagi wodne, etanolowe oraz wyizolowane
zwiazki nie wykazaty dziatania cytotoksycznego w badanym zakresie stezen.

Whioski: Wyciagi z owocow rokitnika sa zrodtem zwiazkow flawonoidowych, ktore
wptywaja na wydzielanie niektérych cytokin przez neutrofile, co moze uzasadniac
tradycyjne zastosowanie tej substancji roslinnej w schorzeniach o podtozu zapalnym.

Literatura:
[1] Saggu S i wsp., Food Chem Toxicol., 2007; 45: 609-617.



Wstepna analiza sktadu Galii aparini herba
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Przytulia czepna, Galium aparine L., jest szeroko rozpowszechnionym chwastem
nalezacym do rodziny marzanowatych (Rubiaceae). Czescig stosowana w lecznictwie
jest ziele. W lecznictwie ludowym stosowana jest wewnetrznie, w postaci naparu do
zmniejszenia obrzekoéw, infekcji (zapalenie migdatkéw i mononukleoza zakazna),
stanow zapalnych, w zakazeniach drog moczowych oraz kamicy nerkowej, a takze w
wielu schorzeniach skérnych np. tojotoku, egzemie, tuszczycy, wypryskach i
owrzodzeniach oraz do zatrzymania krwawienia z ran. [1,2]

Cel: Wstepna analiza sktadu ziela przytulii czepnej zebranej na Podkarpaciu oraz
izolacja i potwierdzenie struktury wyizolowanych zwiazkow.

Metody: Przygotowano, na ciepto, wyciggi: wodny, etanolowo-wodny 70% (v/v) i
acetonowo-metanolowo-wodny  3:1:1  (v/v/v). Przeprowadzono frakcjonowanie
wstepne wyciagu acetonowo-metanolowo-wodnego przy uzyciu dichlorometanu,
eteru naftowego, octanu etylu i 1-butanolu. Rozpuszczalniki odparowano, pozostatosci
rozpuszczono w wodzie i zliofilizowano. Sktad otrzymanych wyciagéow i frakgji
zbadano przy uzyciu metody HPLC-DAD-MSna fazach odwréconych.

Izolacje zwiazkéw z wyciagu etanolowego przeprowadzono metoda preparatywnego
HPLC na fazach odwréconych, przy uzyciu gradientu 2-23% B, 0-45 minut, gdzie (A) to
0,1% FA (kwas fosforowy) w wodzie, a (B) to 0,1% FA w acetonitrylu.

Wyniki: W wyniku przeprowadzonej analizy wyizolowano cztery zwiazki, z czego
struktury trzech potwierdzono metodami MS i NMR. Wyizolowane zwiazki to 3-
rutynozyd Kkwercetyny (rutyna), kwas 3-O-kawoilochinowy (kwas chlorogenowy),
triglikozyd kwercetyny oraz kwas dikawoilochinowy, ktorego struktury nie
potwierdzono metoda NMR ze wzgledu na zbyt mata ilos¢ wyizolowanego zwiazku.
Whioski: Istniejg nieliczne badania dotyczace sktadu Galium aparine [4]. Podczas
badan udato sie wyizolowac 4 zwiazki z czego jeden, triglikozyd kwercetyny, zostat
wyizolowany po raz pierwszy z gatunku Galium aparine.


mailto:dominikapilsnik@gmail.com

Literatura:
[1] CABI, 2018. Invasive Species Compendium, wwuw.cabi.org/isc/datasheet/24772 (dostep

24.04.2019). )
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Wplyw wyciagéw z owocéw wybranych gatunkow Cornus na
aktywnos¢ enzymow trawiennych
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Gatunki nalezace do rodziny dereniowatych (Cornaceae) od dawna wykorzystywane
sa w medycynie tradycyjnej do leczenia réznego rodzaju schorzen. Owoce derenia
biatego (Cornus alba, CA) maja dziatanie przeciwzapalne, hemostatyczne oraz
moczopedne [1]. Owoce derenia Swidwy (Cornus sanguinea, CS) wykazuja dziatanie
przeciwutleniajace [2]. Aktywnos$¢ wyciagéow z owocow derenia Kwiecistego (Cornus
florida, CF) nie zostata do tej pory opisana.

Cel: Celem badan byto okreslenie zdolnosci wyciagéw wodno-etanolowych z owocow
derenia biatego, Swidwy oraz kwiecistego do hamowania enzymow trawiennych,
takich jak:a-amylaza, lipaza trzustkowa oraz a-glukozydaza, a takze izolacja zwiazkéw z
materiatu roslinnego o najwiekszej aktywnosci.

Metody: Testy enzymatyczne zostalty przeprowadzone przy uzyciu metod
spektrofotometrycznej (a-glukozydaza) i fluorescencyjnych (a-amylaza, lipaza) w
warunkach in vitro. Do izolacji wykorzystano chromatografie kolumnowa oraz
preparatywne HPLC, a frakcje taczono na podstawie wynikéw chromatografii
cienkowarstwowej TLC. Wyizolowane zwiazki zostaty zidentyfikowane na podstawie
widm UV-Vis, MS i TH NMR.

Wyniki: Dla wyciagéw wodno-etanolowych z owocéw CA, CS i CF wyznaczono
wartosci 1Cso (Tabela 1.). Z owocow derenia biatego (metanol-aceton-woda, 3:1:1, v/v/v)
wyizolowano 11 zwigzkow - pochodnych kwaséw fenolowych (kwas chlorogenowy,
kwas 5-O-kwaoilochinowy) oraz flawonoidéw (ester metylowy 3-O-glukuronidu
kemferolu).

Tabela 1. Wartosci 1C50 + SD [pg/ml] wyciggéw z owocow réznych gatunkéw derenia hamujacych aktywnosc¢
enzymow trawiennych.

Wyciag wodno-etanolowy z a-amylaza a-glukozydaza lipaza
owocow trzustkowa
C. alba 115,20 + 14,31 50,38 £ 14,05 5608,50 + 7,66
C. sanguinea 651,44 + 12,99 70,07 £ 16,62 -

C. florida 5018,43 £ 14,70 38,87 £ 2,65



mailto:asia.truba@gmail.com

Whioski: Najwyzsza aktywnoscia charakteryzuje sie wyciag z CA, z ktorego
wyizolowano zwiazki fenolowe o potencjalnej aktywnosci. Nalezy poddac je dalszym
badaniom w celu ustalenia ich zdolnosci hamowania aktywnos$ci enzymodw.

Podzigkowania: Projekt byt czesciowo finansowany ze srodkdw mini-grantu
studenckiego WUM o numerze FW25/NM2/18.

Literatura:
1. Park K.H. i wsp.: Molecules, 2016; 21(2):137.
2. Yousfbeyk F. i wsp.: ] Med Plants, 2014; 1(49):69-74.
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Ktacze  wezownika to farmakopealna substancja roslinna  pozyskiwana
z Persicaria bistorta. Wykazuje wtasciwosci Sciagajace, przeciwbiegunkowe,
przeciwzapalne.  Ekstrakty  wodne sa  stosowane  gtownie  zewnetrznie
ze wzgledu na wysoka zawartos$¢ garbnikow.

Cel: Celem badania byto wyizolowanie i zidentyfikowanie gtéwnych zwiazkow
z wodnego ekstraktu z ktacza wezownika i ocena aktywnosci przeciwzapalnej.

Metody i wyniki: Wyciag sporzadzono przy uzyciu goracej wody, poniewaz materiat
roslinny jest stosowany w odwarach. Z ekstraktu wyizolowano i zidentyfikowano 30
zwiazkow, ktorych struktury ustalono za pomoca 1D/2D NMR i MS". Otrzymane
zwiazki  sklasyfikowano jako pochodne kwasu galusowego i flawan-3-olu,
a takze pochodne innych kwaséw fenolowych. Gtéwnymi sktadnikami byty kwas
chlorogenowy i procyjanidyna B3. Ekstrakt i niektore wyizolowane substancje
zbadano pod katem wptywu na produkgcje IL-8, IL-1p i TNF-a przez ludzkie neutrofile
stymulowane za pomoca lipopolisacharydu.

Whioski: Obecne wyniki sg pierwszym raportem z kompleksowych badan sktadu
chemicznego i dziatania przeciwzapalnego ktacza wezownika.



Kultury in vitro chronionego gatunku Linnea borealis L.
Alternatywnym Zrédtem metabolitéw wtérnych
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Metody kultur tkankowych i biotechnologii roslin sa obecnie podstawowym
narzedziem do wykorzystywania w strategii ochrony zasobéw genowych flory Polski.
Technika kultur in vitro, ktéora do zainicjowania wymaga niewielkich fragmentow
tkanek rosliny, jest pomocna w probach zachowania roslinnych zasobéw. Konserwacja
in vitro polega na wieloletnim utrzymywaniu materiatu roslinnego w sterylnych
warunkach, odnawianych poprzez cykliczne pasaze na nowe podtoza i tworzeniu
kolekgji kultur in vitro. Nasze badania nad zastosowaniem technologii in vitro do
ochrony roslin zagrozonych wyginieciem, koncentruja sie na rozmnazaniu tego
taksonu na skale laboratoryjna (kultury pedowe, kalus) ze wzgledna szybkie
wytwarzanie biomasy zdolnej do biosyntezy aktywnych metabolitow. Biotechnologia
roslin umozliwia przeprowadzanie badan fitochemicznych namnozonych organéw lub
kultur komérkowych rzadkich i chronionych gatunkéw, bez uszczuplania ich
naturalnych stanowisk. Kultury in vitro chronionych gatunkoéw przyczyniaja sie

réwniez do zachowania bioréznorodnosci flory i ochrony zasobow genowych.

Zimoziot potnocny (Linnaea borealis L) jest gatunkiem nalezacym do rodziny
Linnaeaceae (wczesniej Caprifoliaceae). Wystepuje na potkuli pétnocnej na terenach
okotobiegunowych, powszechnie rosnie w tundrze i tajdze. W niektérych krajach
Europy, w tym w Polsce, zimozio6t jest chroniony jako relikt polodowcowy. Jest to
mata, petzajgca, wieloletnia roslina, wiecznie zielona krzewinka. Zimoziét posiada
unikalny kwiatostan, ktéry sktada si¢ z dwoch dzwonkowatych, biatych lub rézowo-
biatych kwiatow rosnacych na todydze w ksztatcie litery Y. W krajach

skandynawskich ziele stosowano w lecznictwie ludowym, gtéwnie na choroby skorne



[1,2]. PisSmiennictwo na temat gatunku jest bardzo skromne; sktad chemiczny jest stabo

poznany [3].

Celem pracy byto otrzymanie réznych systemow wzrostowych in vitro i
przeprowadzenie wstepnych analiz fitochemicznych na obecnos¢ gtéwnych
metabolitéw wtérnych w uzyskanych surowcach. Metoda kultur in vitro namnozono
klonalnie rosliny, kultury pedow oraz zatozono kultury kalusa i kulture komdérkowa,
bedace alternatywa dla niedostepnych surowcéw tego taksonu.

Hodowle in vitro zapoczatkowano z pakéw bocznych wyizolowanych z pedéw roslin
zebranych ze stanowiska naturalnego w Wolinskim Parku Narodowym, po
otrzymaniu specjalnego pozwolenia z Ministerstwa Srodowiska i Dyrekcji Parku.
Wprowadzenie rosliny do warunkow in vitro byto czasochtonne z uwagi na trudnosci
w pouwierzchniowej sterylizacji paczkéw. Kulture pedéw namnazano na pozywce
MS uzupetnionej BAP i IAA, a w celu wydtuzenia pedéw, podtoze wzbogacano w
GAs. Zaobserwowano tworzenie sie 9-12 nowych pedéw z 1 eksplantatu. Namnozone
pedy ukorzeniano na pozywce MS z dodatkiem 2 auksyn (IAA i IBA). Kalus
indukowano z listkow na réznych podtozach. Najwyzszym wskaznikiem przyrostu
oraz luzna, sypka budowa charakteryzowat sie¢ kalus rosnacy na pozywce MS z
dodatkiem pikloramu, z ktérego zatozono kulture komdrkowa w ptynnej pozywce.
Otrzymane biomasy postuzyty do badan fitochemicznych. Metanolowe ekstrakty
analizowano wstepnie metoda chromatografii cienkowarstwowej 1 i 2-kierunkowej, na
obecnos$¢ gtownych grup chemicznych: kwaséw fenolowych i flawonoidow, ktére
podaje  pismiennictwo [2]. Analizy jakoSciowe przeprowadzone metoda
HPLC MS/MS wykazaty obecnos¢ dwunastu kwaséw fenolowych, dziesieciu
zwiazkow flawonoidowych, a takze osmiu zwigzkéw sekoirydoidowych, nowych dla
tego taksonu. Ponadto, dla L. borealis opracowano procedure produkcji somatycznych

nasion oraz ich przechowywania krétko- i srednioterminowego.

Podziekowania dla mgr. Dariusza Kruszki za wykonanie analiz HPLC MS/MS ( Instytut

Genetyki Roslin PAN w Poznaniu).
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Rézeniec gorski (Rhiodiola rosea L) jest rodling zielng nalezaca do rodziny
gruboszowatych (Crassulaceae) [1]. Zastuguje na uwage ze wzgledu na szerokie
zastosowanie lecznicze. Wystepuje na terenach pdtnocnej Azji, gorskich regionach
Europy oraz subarktycznych rejonach Ameryki Poétnocnej. W Polsce natomiast jest
spotykany na terenach parkéw narodowych w Sudetach i Karpatach [2].

Surowiec farmaceutyczny stanowia bulwiasto zgrubiate ktacza i korzenie, ktére sa
zbierane w okresie kwitnienia rosliny [3]. todyga jest gestoulistnioniona, przez
wyrastajace skretolegle, srebnozielone i miesiste liscie [4]. Kwiaty, barwy zottej,
tworza baldachoksztattne kwiatostany [5].

Jako adaptogen prowadzi do zwiekszenia koncentracji, wytrzymatosci podczas wysitku
oraz redukgji stresu wywotanego zaburzeniami uktadu hormonalnego czy nerwowego
[1]. Redukcja stresu, wywotywana jest przez wptyw na o$ HPA oraz adrenergiczny
uktad przywspdtczulny [6]. Usprawnia niespecyficzna odpornos¢ na stres poprzez
wzrost stezenia serotoniny w podwzgorzu, wzrost poziomu beta-endorfin w osoczu
oraz tagodzenie uwalniania opioidow w reakcji na stres [7].

tacznie wyizolowano okoto 140 zwigzkdw z korzeni i ktaczy R. rosea L [8]. Decydujace
znaczenie w dziataniu adaptogennym maja pochodne alkoholu cynamonowego:
fenylopropanoidy m.in. rozawina, rozyna, rozatyna, ktore sa charakterystycznymi
zwiazkami dla tego gatunku i stuza jako wskazniki do jego identyfikacji [1]. Duze
znaczenie maja rowniez zwiazki fenolowe - salidrozyd z p-tyrozolem [2].

Na podstawie badan wykazano dziatanie uspakajajace, immunostymulujace,
antydepresyjne oraz poprawiajace sprawnosc¢ fizyczna i umystowa wyciagéw z ktacza
i korzenia R. rosea L. [9,10,11]. Ponadto surowiec ten wptywa korzystnie na miesien
sercowy, dziata przeciwnowotworowo, przeciwutleniajgco na poziomie komdérkowym
i hepatoprotekcyjnie [9,12].
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Owoce kolcowoju szkartatnego (Lycium barbarum, Solanaceae) znanego jako jagody
Goji (Lycii fructus) znane byty ze swych prozdrowotnych wtasciwosci juz w czasach
starozytnych. Obecnie sg powszechnie stosowane w dietetyce [1].

Cel. Przeglad literatury (1034 artykutow) w zakresie sktadu chemicznego oraz
kierunkow dziatania zwiazkéw bioaktywnych w celu przeprowadzenia wstepnej
analizy fitochemicznej wyciagu wodnego i wodno-etanolowego z Lycii fructus.
Metody: Narzedziem do przegladu literatury byta baza czasopism Scopus.

Wyniki: W tradycyjnej medycynie chinskiej jagody Goji stosowane byty w leczeniu
nieptodnosci, cukrzycy oraz choréb wieku starczego, a takze jako srodek pobudzajacy,
opozniajacy starzenie si¢, majacy korzystny wpltyw na narzad wzroku, nerki,
watrobe, odpornosc i krazenie [2].

Whioski: Kierunki dziatania przypisuje sie obecnosci polisacharydéw, polifenoli,
nienasyconych kwaséw ttuszczowych, karotenoidéw, a takze flawonoidéw i kumaryn
w analizowanej substancji roslinnej [3].
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Salvia cadmica jest bylina z rodziny Lamiaceae (Jasnotowate) wystepujaca
endemicznie w Anatolii w Turcji. Ten cenny gatunek wykazuje wtasciwosci
przeciwutleniajace, przeciwzapalne na btony Sluzowe i skére oraz
przeciwdrobnoustrojowe. W zielu i/lub korzeniu S. cadmica obecne sa: olejek
eteryczny (1,8- cyneol, a-pinen, kamfora, limonen), kwasy fenolowe (kwas
chlorogenowy, kwas kawowy, kwas rozmarynowy, kwas p-kumarowy) i flawonoidy
(hesperydyna, luteolina, apigenina) [1, 2] .

Celem pracy byta indukcja korzeni wtosnikowatych S. cadmica za pomoca bakterii
Agrobacterium rhizogenes (szczep A4) oraz poréwnanie efektywnosci dwdéch metod
zakazania: naktuwania i kokultywacji w potaczeniu z ultradzwigkami.

Jako eksplantatow do transformacji uzyto lisci S. cadmica pochodzacych z 4-
tygodniowej aseptycznej Kkultury pedéw hodowanej na agarowym podtozu
Murashige i Skooga (MS) [3] z dodatkiem rybozydu 6-benzyloamino puryny (RBAP)
w stezeniu 1 mg/l oraz kwasu indolilo-3-octowego (IAA) w stezeniu 0,1 mg/l. Liscie
transformowano jedna z dwdch metod: poprzez naktuwanie igta zanurzona w
zawiesinie bakteryjnej lub przez kokultywacje potaczona z ultradzwiekami (30 Hz, 15
min). Zakazone eksplantaty wyktadano do stoikéw z agarowym podtozem MS bez
regulatoréw wzrostu. Przez 4 tygodnie (w 7-dniowych odstepach) okreslano procent
eksplantatéw tworzacych korzenie, ich $rednig liczbe na eksplantacie oraz ich Srednig
dtugos¢ (mm). Odcigte od eksplantatow pojedyncze korzenie hodowano przez 4
tygodnie w kolbach Erlenmeyera z podtozem Woody Plant (WPM) [4] bez
regulatorow wzrostu z ampicyling (500 mg/L) w 7-dniowych pasazach, stopniowo
zmniejszajac stezenie antybiotyku w podtozu.

W wyniku transformacji lisci metoda kokultywacji w potaczeniu z ultradzwiekami
uzyskano 24 klony korzeni wtosnikowatych tego gatunku. Korzenie podjety wzrost
po przeniesieniu na ptynne podtoze WP z antybiotykiem. Po transformacji metoda
naktuwania nie powstawaty korzenie wtosnikowate.
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D. ruyschiana (Lamiaceae) jest gatunkiem leczniczym wykorzystywanym w Agzji [1].
Ziele rosliny wykazuje m.in. dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwzapalne, a
stosowane jest w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow i choroby wrzodowe;j
zotadka [1, 2]. Za dziatanie lecznicze rosliny odpowiadaja liczne, nalezace do réznych
grup chemicznych metabolity tj. olejek eteryczny, kwasy fenolowe m.in. kwas
kawowy i jego pochodne oraz flawonoidy np. apigenina czy luteolina [1, 2, 3]. Na
wtasciwosci lecznicze pszczelnika moga wptywac takze triterpeny, ktére wykazuja
dziatanie przeciwutleniajace oraz cytotoksyczne [4].
Celem pracy byto otrzymanie kultur korzeni transformowanych D. ruyschiana.
W procesie transformacji wykorzystano bakterie Agrobacterium rhizogenes, szczep A4
z plazmidem pRiA4. Bakterie hodowano na podtozu YMB [5] w nastepujacych
wariantach:

A) podtoze zestalone agarem bez oraz z dodatkiem 200 pmol/l

acetosyringonu
B)podtoze ptynne bez oraz z dodatkiem 200 pmol/l acetosyringonu
Jako zrédto eksplantatow wykorzystano 4 tyg. pedy rosnace na podtozu

Murashige i Skooga (MS) [6] bez regulatorow wzrostu. Eksplantaty stanowity wezty
(ok. 1 cm dt) oraz miedzywezla (ok. 2 cm dt). W celu otrzymania korzeni
wtosnikowatych zastosowano metode bezposredniego naktuwania eksplantatéw
sterylna igta zanurzona w zawiesinie bakteryjnej badz ich kokultywacje w zawiesinie
bakteryjnej przez 15 min na wytrzasarce rotacyjnej lub z uzyciem sonifikatora.
Zakazone eksplantaty umieszczono na agarowym (0,7%) podtozu MS bez regulatoréw
wzrostu, w fitotronie, w ciemnosci, w temp. 26 °C i wilgotnosci 80-90 %. Czas hodowli

wynosit 5 tygodni. Obserwacje prowadzono w odstepach tygodniowych.



W  wyniku doswiadczenia stwierdzono, ze indukcja korzeni transformowanych
nastgpuje zarowno przez bezposrednie nakluwanie jak i kokultywacje pedow w
zawiesinie bakteryjnej. Na czestos¢ transformacji wptyw miaty zaréwno rodzaj
uzytego eksplantatu, metoda zakazania, jak i obecnos$¢ acetosyringonu w podtozu
wzrostowym dla bakterii. Najwyzsza czestos¢ powstawania korzeni na eksplantatach
zaobserwowano na miedzywezlach (87,18%), po kokultywacji na wytrzasarce w
zawiesinie A. rhizogenes wyhodowanej na podtozu ptynnym YMB z dodatkiem 200
pmol/l acetosyringonu. Réwniez ta metoda zakazania oraz sposéb hodowli bakterii byt
najbardziej wydajny dla sredniej liczby korzeni uzyskanych na eksplantatach. Ich
najwiegksza ilos¢, czyli 6,7/eksplantat uzyskano na miedzywiezlach. Po 5 tyg. hodowli
okreslono tez $rednia dtugos¢ korzeni.
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Arnika Gorska (Arnica montana L) to roslina lecznicza, wystepujaca m. in. na terenie
Karkonoskiego Parku Narodowego, rosnie w takich miejscach jak Jaworowa taka [1].
Jest rosling chroniona, nalezaca do rodziny astrowatych (Asteraceae). Kwiatostany to
koszyczki o s$rednicy 2-5 cm. Wystepuja tu dwa charakterystyczne rodzaje kwiatéw:
brzezne- jezyczkowe ciemnozottego koloru oraz centralne- rurkowate, o wiele
liczniejsze. Owoce to nietupki opatrzone puchem kielichowym [2]. Jej lecznicze
wtasciwosci znane juz byty w Xl wieku, a przez miejscowa ludnos¢ zwana jest
niekiedy pomornikiem [3]. Jako surowiec leczniczy wykorzystywane sa koszyczki.
Musza one zawiera¢ nie mniej niz 0,4% sumy laktondw seskwiterpenowych [4].
Substancjami czynnymi sa glownie flawonoidy: kwercytyna o dziataniu
zmniejszajacym przepuszczalno$s¢ naczyn krwionosnych, przeciwhistaminowym czy
kemferol i jego pochodne, majacy wtasciwosci przeciwzapalne, przeciwalergiczne i
przeciwgrzybicze, a takze: arnikolidy, laktony seskwiterpenowe typu gwajanu 0,2-
0,8%, kwasy fenolowe, cholina, ksantofile, olejek eteryczny. Wyciagi z arniki okazaty
sie mato toksyczne przy oznaczaniu LD50 na myszach, szczurach i krélikach, jednak
podczas jej stosowania nalezy zachowac rozwage. Surowiec pozyskiwany z tej rosliny,
najczesciej jest sktadnikiem masci lub nalewek [5].
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Eryngium alpinum L. z Apiaceae jest wysokogorska bylina charakterystyczng dla
alpejskiej flory. Na terenie catej Europy takson ten objety jest ochrona prawna. W
ostatniej dekadzie zaobserwowano spadek liczebnosci populacji mikotajka alpejskiego,
ograniczenie zasiegu wystepowania i zmiane jakosci siedlisk [1]. Ze wzgledu na status
ochrony tego taksonu jego sktad fitochemiczny jest stabo poznany [2,3]. Celem badan
byto zatozenie réznych systemow wzrostowych in vitro i przeprowadzenie wstepnych
analiz fitochemicznych. Metoda Kkultur in vitro namnozono rosliny. Najwydajniejsza
pozywka namnazajaca byta MS + BAP 1,0 mg/l, IAA 1,0 mg/l i GAs 0,5 mg/l, na ktdrej
otrzymano ok. 25 nowych pedéw z pojedynczego eksplantatu. Ponadto, otrzymano
kalus na réznych pozywkach indukcyjnych i wyselekcjonowano lini¢ kalusa
organogennego wzrastajacego na poz. MS + 2,4-D 1,0 mg/l i TDZ 1,0 mg/I oraz kalusa
homogennego utrzymywanego na poz. MS + 2,4-D 1,0 mg/l i BAP 1,0 mg/l. Z kalusa
organogennego zregenerowano nowe pedy a z ustabilizowanego kalusa homogennego
zatozono kulture zawiesinowa, ktorej warunki hodowli wymagaja optymalizacji.
Analizy TLC biomasy wykazalty obecnos¢ kompleksu saponin triterpenowych i
fenolokwaséow w pedach namnozonych metoda pobudzania do rozwoju pakéw
bocznych, pedach zregenerowanych droga organogenezy posredniej, kalusie i
zawiesinie komorkowej oraz flawonoidéw - gtéwnie pochodnych kemferolu i
Kkwercetyny w pedach.

Rozmnazane klonalnie rosliny, regeneranty z kalusa oraz sam kalus moga stanowic
alternatywne  zrodto  metabolitow  wtdrnych o  aktywnosci  biologiczne;j.
Biotechnologiczne otrzymywanie biomasy roslin chronionych umozliwia prowadzenie
badan fitochemicznych i biologicznych, bez niszczenia ich naturalnych stanowisk.
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Rehmannia elata N.E. Brown ex Prain (Orobanchaceae) i inne gatunki z rodzaju
Rehmannia wystepuja w stanie naturalnym w niektorych chinskich prowincjach lub
sa uprawiane na plantacjach w Japonii i Korei [1]. Surowiec farmakopealny
(Rehmanniae Radix), pochodzacy z R. glutinosa, jest stosowany w leczeniu réznych
schorzen w tradycyjnej i oficjalnej medycynie chinskiej. Surowiec ten wykorzystuje sie
w postaci $wiezej, suszonej lub gotowanej. Swiezy korzen jest uzywany jako $rodek
antydiuretyczny w przypadku choréb przebiegajacych z wysoka goraczka. Stosuje sie
go przy krwawieniach z nosa, bdlach gardta, w leczeniu wysypek i wykwitow
skornych [2]. Po ugotowaniu na parze wodnej lub w winie ryzowym stosuje sie go
jako srodek uspokajajacy [3]. Suszony Korzen jest uzywany w chorobach nerek,
cukrzycy, w zaparciach, krwiomoczu oraz podczas rekonwalescencji po zabiegach
chirurgicznych. Za lecznicze dziatanie surowca odpowiadaja m.in: glikozydy
irydoidowe (aukubina, Kkatalpol, harpagid, harpagozyd) oraz fenyloetanoidowe
(akteozyd i izoakteozyd) [2]. Celem pracy byto zbadanie wptywu stezenia sacharozy w
podtozu hodowlanym na biomase korzeni wtosnikowatych R. elata oraz na produkcje
wybranego glikozydu fenyloetanoidowego - akteozydu. Materiatem
wykorzystywanym do badan byty Korzenie transformowane R. elata (klon S1),
hodowane w kolbach Erlenmeyera w ptynnym podtozu Woody Plant (WPM) [4] bez
regulatorow wzrostu, z réznymi stezeniami sacharozy (20, 30, 40 lub 50 g/l). W
wyjatowionej pozywce zostaly umieszczone inokulaty o Sredniej Swiezej masie 0,3-0,5
g (sucha masa 0,036-0,058 g). Kolby z korzeniami byty hodowane na wytrzasarce
rotacyjnej (70 obr/min) w ciemnosci, w temperaturze 26+2°C i 80-90% wilgotnosci
powietrza. Po 28 dniach hodowli, na podstawie przyrostow Swiezej i suchej masy,
analizowano wzrost korzeni. W dalszej czesci badan oznaczono za pomoca Ultra High
Pressure Liquid Chromatography (UHPLC) ilosciowa zawartos$¢ (w mg/g suchej masy)
akteozydu w metanolowych ekstraktach z liofilizowanych korzeni wtosnikowatych R.
elata hodowanych w podtozu z ré6znymi stezeniami sacharozy (20, 30 lub 40 mg/l).

Ekstrakty wykonano wedtug metody opisanej przez Sesterhenn i wsp. [5] z
niewielkimi modyfikacjami. Do analizy UHPLC zastosowano warunki rozdziatu
opisane wczesniej przez Piatczak i wsp. [6]. Po 28 dniach hodowli Kkorzeni

wtosnikowatych R. elata w podtozu WPM z réznymi stezeniami sacharozy (20, 30, 40
lub 50 g/l) najwyzsze przyrosty swiezej masy (ok. 6,4 g/kolbe) stwierdzono dla korzeni
rosnacych w podtozach zawierajacych 20 g/l lub 30 g/l sacharozy, bez istotnej
statystycznie réznicy (p<0,05). Najnizsza natomiast wartosc sredniej Swiezej masy (5,4
g/kolbe) stwierdzono dla najwyzszego badanego stezenia sacharozy (50 g/l). Z kolei



najnizsza wartos¢ sredniej suchej masy (0,62 g/kolbe) stwierdzono w korzeniach
hodowanych w podtozu wzbogaconym o najnizsze ze stosowanych stezen sacharozy
(20 g/l). W podtozach zawierajacych wyzsze stezenia sacharozy (30-50 g/l) sSrednia
sucha masa korzeni byta statystycznie wyzsza i wahata si¢ w granicach 0,73-0,80
g/kolbe. Najwyzsza zawartos¢ akteozydu (13,7-15,1 mg/g suchej masy) stwierdzono w
ekstraktach pochodzacych z korzeni wtosnikowatych rosnacych w podtozach z 30-40
g/l sacharozy (bez statystycznie istotnej roznicy przy p<0,05). Stwierdzono, ze stezenie
sacharozy w podtozu hodowlanym ma wptyw zaré6wno na wzrost jak i na produkcje
akteozydu w korzeniach transformowanych R. elata.
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Czarny bez (Sambucus nigra L) jest krzewem z rodziny pizmaczkowatych
wystepujacym powszechnie na terytorium Polski. W lecznictwie wykorzystuje sie
dziatanie napotne i przeciwgoraczkowe jego owocoéw i kwiatow w tagodzeniu
objawow przeziebienia i grypy. Niewiele jednak wiadomo o wtasciwosciach lisci
czarnego bzu, ktore w dawnej medycynie ludowej stosowane byty zewnetrznie w
leczeniu ran, oparzen i owrzodzen skory. [1, 2]

Cel: Celem przeprowadzonych badan byta analiza in vitro wptywu wyciggéow na
wymiatanie reaktywnych form tlenu oraz uwalnianie mediatorow stanu zapalnego,
zaangazowanych w proces regeneracji uszkodzonej skory.

Metody: Przygotowano wodne i 70% (v/v) etanolowe wyciagi w temperaturze
pokojowej metoda maceracji oraz w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika.
Wiasciwosci przeciwutleniajace wyciagéw analizowano w uktadach bezkomoérkowych.
Zbadano wptyw ekstraktdéw na wymiatanie rodnika DPPH, nadtlenku wodoru oraz
tlenku azotu odpowiednio metodami kolorymetrii, chemiluminescencji i fluorescencji.
Wiasciwosci przeciwzapalne wyciagdw badano poprzez ich wplyw na wydzielanie
cytokin prozapalnych (interleukiny 8, interleukiny 1p i czynnika martwicy
nowotworéw a) przez neutrofile izolowane z krwi obwodowej zdrowych dawcow za
pomocg immunoenzymatycznych testow ELISA. Dodatkowo w ekstraktach oznaczono
spektrofotometrycznie zawartos¢ zwiazkéw polifenolowych z odczynnikiem Folin'a -
Ciocalteu.

Wyniki i wnioski: W badaniach potwierdzono wtasciwosci antyoksydacyjne
badanych ekstraktow. Wartosci SCso wynosity od 1 do 8 pg/mL dla NO i od 60 do 120
pg/mL dla DPPH i H:0. Statystycznie istotnie silniejsza zdolnos$¢ wymiatania
rodnikéw posiadaty wyciagi etanolowe, dla ktérych oznaczona zawarto$¢ zwigzkéw
fenolowych byta wyzsza (8-9%), niz w ekstraktach wodnych (6-8%). Badane wyciagi
nie hamowaty wydzielania cytokin, jedynie ekstrakty etanolowe w stezeniu
100 pg/mL istotnie obnizaty wydzielanie TN F-a.
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Do rodzaju Lamium L. (jasnota) nalezacego do rodziny Lamiaceae zaliczanych jest
okoto 40 gatunkow [1]. Zwiazkom spotykanym w ziotach lub Kkwiatach jasnoty
przypisuje sie wtasciwosci przeciwzapalne, antyseptyczne, mukolityczne [2].

Cel: Analiza jakosciowa sktadu chemicznego wyciagéw wodno-metanolowych
przygotowanych z ziot rodzaju Lamium oraz poréwnanie sktadu jakosciowego w
gatunkach Lamium album (jasnota biata, LA), Lamium galeobdolon (gajowiec z6tty,
LG), Lamium maculatum (jasnota plamista, LM), Lamium orvala (jasnota
wielkokwiatowa, LO), Lamium purpureum (jasnota purpurowa, LP) w celu ustalenia
zmiennos$ci chemotaksonomicznej w obrebie rodzaju, a takze w poszukiwaniu zrodet
zwiazkéw chemicznych o potencjalnym znaczeniu biologicznym.

Metody: Analize fitochemiczng metoda HPLC-DAD-MS" przeprowadzono w systemie
UHPLC-3000 RS z detekcja DAD i spektrometrem mas z putapka jonowg AmaZon SL z
interfejsem ESI. Rozdziat przeprowadzono na kolumnie Zorbax SB-Cis (150 x 2,1 mm,
1,9 pm). Do wstepnej analizy fitochemicznej faza ruchoma (A) byt 0,1% HCOOH w
wodzie, a fazg ruchoma (B) byt 0,1% HCOOH w acetonitrylu.

Whyniki: Analiza jakosciowa pozwolita zidentyfikowac¢ zwiazki z grup irydoidow
(lamalbid, karioptozyd), fenylopropanoidéw (werbaskozyd), flawonoidéw (rutyna)
oraz kwasow fenolowych (kwas chlorogenowy, pochodne kwasu p-kumarowego) w
wyciagach  wodno-metanolowych z ziét wybranych gatunkéw  Lamium.
Charakterystycznym sktadnikiem wyciagu LA jest lamalbid. W wyciagach LA i LO
stwierdzono obecnos$¢ Karioptozydu. Charakterystyczna dla wyciagéow LM, LP oraz LO
byta obecnos¢ pochodnych kwasu p-kumarowego, a dla LA i LP - chlorogenowego.
Whioski: Wstepne analizy wykazaty znaczng réznorodnos¢ chemotaksonomiczng
rodzaju Lamium. Dominujacymi sktadnikami obok zwiazkéw irydoidowych sa
fenylopropanoidy i kwasy fenolowe, ktére wuystepuja we wszystkich badanych
wyciagach.
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