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Streszczenie

Temat przedstawionej pracy doktorskiej obejmuje badania nad opracowaniem
réznorodnych technik biotechnologicznych ukierunkowanych na intensyfikacje wytwarzania
w kulturach in vitro korzeni Rindera graeca (A. DC.) Boiss. & Heldr. z rodziny Boraginaceae,
metabolitbw z grupy barwnych naftochinonow, wykazujacych aktywnosé biologiczng.
W badaniach skupiono sie przede wszystkim na zastosowaniu zréznicowanych konstruktéw
materialowych w celu immobilizacji biomasy korzeni réznego pochodzenia oraz ekstrakcji in
situ. Ponadto, celem bylo zbadanie mechanizmu aktywnosci cytotoksycznej rinderolu, nowej
pochodnej naftochinonu zidentyfikowanej w profilu chemicznym badanego gatunku na
podstawie wyrdzniajacej cytotoksycznosci wzgledem komorek nowotworowych, w zakresie
indukowania procesu apoptozy.

W wyniku przeprowadzonych badarfi opracowana zostala nowa technika izolacji in situ
metabolitdw wyspecjalizowanych z grupy barwnych pochodnych naftochinonu, w tym
rinderolu oraz deoksyszikoniny, z uzyciem innowacyjnych materialéw w postaci kserozeli
krzemoorganicznych oraz pianki poliuretanowej. Ponadto, w badaniach biologicznych na
modelu in vitro komorek nowotworowych HeLa, wykazana zostala proapoptotyczna
aktywnosc rinderolu.

W prowadzonych pracach badawczych wykonano serie hodowli in vitro korzeni
R. graeca w rdznorodnych ukiadach hodowlanych, modyfikowanych przez zastosowanie
wybranych wariantéw kserozeli krzemoorganicznych oraz konstruktéw 2z pianki
poliuretanowej. Eksperymentalnie zweryfikowano wptyw na wzrost korzeni i produktywnosé
analizowanych ukladéw hodowlanych nastepujgcych wiasciwosci kserozeli: postaci kserozelu
(aerozel zdezintegrowany lub monolityczny konstrukt), wielkosci poréw (kserozele
mezoporowate, makroporowate oraz precypitaty kserozelu) oraz funkcjonalizacje powierzchni
grupami funkcyjnymi (hydroksylowa, metylowa, karboksylowa i aminowa). Badaniom
wstepnym poddane zostaly korzenie anatomiczne, regenerowane z tkanki kalusowej oraz dwie
linie korzeni transgenicznych. Nastepnie, do badan z uzyciem kserozeli wybrano lini¢ RgTRI17
korzeni transgenicznych, chrakteryzujgca si¢ najwyzszym potencjatu biosyntezy rinderolu
i deoksyszikoniny. Hodowle tej linii prowadzono przez 28 do 42 dni (w zaleznosci od
eksperymentu) w pozywce plynnej DCR (Gupta & Durzan, 1985). W trakcie badan
w poszczegdlnych wariantach hodowlanych przeprowadzano oznaczenia przyrostu swiezej
i suchej biomasy, zawartosci badanych pochodnych naftochinonu we wszystkich fazach
ukladéw hodowlanych (metoda chromatograficzng HPLC-DAD-UV-VIS) oraz kinetyki



zuzycia cukrow przez biomasg. Dokonano rowniez szczegolowej charakterystyki
opracowanych materialéw kseroZzelowych,

Ponadto, wykazano, ze u podstaw cytotoksycznosci rinderolu lezy jego zdolno$é do
wywolywania apoptozy, depolaryzacji mitochondridw oraz morfologicznych zmian
swiadczacych o indukeji programowanej §mierci komérkowej na modelu in vitro raka szyjki
macicy (linia komérek HeLa).

Analiza uzyskanych wynikow wykazata najwyzszg produktywnosc¢, w stosunku do
biosyntezy rinderolu oraz deoksyszikoniny, uktadéw hodowlanych uzupetnionych kserozelami
funkcjonalizowanymi grupami metylowymi zastosowanymi w formie zdezintegrowanej.
Podobnie korzystng odpowiedz zaobserwowano w przypadku funkcjonalizacji kserozeli
grupami hydroksylowymi. Zdecydowanie negatywny wplyw na proliferacj¢ korzeni R. graeca
odnotowano w ukladach hodowlanych suplementowanych kserozelami z grupami
karboksylowymi i aminowymi, ktore spowodowaty catkowite zahamowanie wzrostu biomasy.
Efekt ten okazal sie by¢ skutkiem znaczacego wplywu tych grup na pH medium hodowlanego.
Poréwnanie wplywu porowatosci kserozeli na efektywnos¢ adsorpcji metabolitéw wtérnych
pozwolila zaobserwowac¢ wyzsze wyniki dla kserozeli mezoporowatych, cechujacych sig
najmniejszg z badanych srednica poréw. Zastosowanie kserozeli w formie monolitycznych
konstruktéw miato ograniczony wplyw na przyrost biomasy oraz wytwarzanie pochodnych
naftochinonu w poréwnaniu do formy zdezintegrowanej, co stanowilo bezposrednia
konsekwencje znaczaco mniejszej powierzchni aktywnej odpowiadajgcej za adsorpcje
i oddzialywanie z tkankg korzenia. Drugi z badanych materialdéw, konstrukt z pianki
poliuretanowej, zastosowano w eksperymentalnych ukladach hodowlanych do symultanicznej
immobilizacji biomasy oraz izolacji in situ metabolitéw wyspecjalizowanych. Pianki
poliuretanowe wykazaty silnie intensyfikujgcy wplyw na wytwarzanie rinderolu, jednak
znaczgco ograniczaly przyrost korzeni.

Badania nad aktywnoscig biologiczng rinderolu wykazaly jego umiarkowanie wysoki
cytotoksyczny wplyw na wykorzystane do badan komorki nowotworowe HeLa. Wyniki
przeprowadzonych oznaczen nad mechanizmem tej aktywnosci sugeruja indukujacy wplyw
rinderolu na programowang $mier¢ komodrkowa, na co wskazuje proporcjonalny do dawki
i czasu inkubacji wzrost frakcji komérek apoptotycznych, depolaryzacja blony mitochondriéw
oraz zmiany morfologiczne komorek widoczne w analizie mikroskopowej.

Podsumowujac, w toku przeprowadzonych badan opracowano i scharakteryzowano
optymalne warunki intensyfikacji biosyntezy barwnych pochodnych naftochinondw

w hodowlach in vitro korzeni R. graeca. Cel ten zostal osiagniety przez zastosowanie techniki
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izolacji in situ badanych metabolitéw wyspecjalizowanych z uzyciem kserozeli
krzemoorganicznych. Eksperymentalnie okreslone zostaly korzysine wilasciwosci aerozeli
w postaci preferencyjnie najmniejszej srednicy pordw, funkcjonalizacji materiatdw za pomoca
grup metylowych powodujgcych wzrost lipofilowosci oraz mozliwie najwigkszej dezintegraciji
materialu i jego rozproszenia w ukladzie hodowlanym. W ukiadach hodowlanych z piankg
poliuretanowa, odnotowano poréwnywalng wydajnosé biosyntezy rinderolu, okupiong jednak
zahamowaniem przyrostu biomasy. Dla wyizolowanego rinderolu okreslono umiarkowanie

wysoka cytotoksycznosé i aktywnosc proapoptotyczng.
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