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1. Wstep i cel pracy

Melittis melissophyllum L. — Miodownik melisowaty z rodziny Lamiaceae (Labiatae) jest
byling wystepujaca w Europie. W Polsce spotyka si¢ ten gatunek w rozproszonych
stanowiskach na nizu po dolny regiel gorski. Ziele miodownika (Herba Melittidis) ma
réznorodne zastosowanie w medycynie ludowej m.in. jako S$rodek przeciwzapalny,
moczopedny, przeciwskurczowy, uspokajajacy i nasenny. Dotychczas skiad chemiczny
miodownika zostat jedynie czg¢sciowo poznany. Analiza dotyczyla frakcji etanolowej lub
metanolowej (glukozydy irydoidowe, kwasy fenolowe, flawonoidy) oraz olejku eterycznego,
uzyskanego z ziela za pomoca destylacji z parg wodna.

W literaturze nie znaleziono informacji na temat prowadzenia kultur kalusowych Melittis
melissophyllum L. oraz izolacji i badania frakcji polisacharydowej z ziela rosliny gruntowe;j
tego gatunku.

Obserwuje sie ciagly wzrost zainteresowania polisacharydami otrzymywanymi gléwnie
z grzybdéw, a takze z licznych gatunkéw roélin wyzszych. Moga one wykazywaé cenne
i r6znorodne wilasciwosci farmakologiczne np. immunostymulujace, przeciwnowotworowe,
przeciwzapalne, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, hipoglikemiczne, hipotensyjne.

Kultury in vitro moga by¢ rowniez zrédlem zwigzkéw polisacharydowych o takim dziataniu.

W Katedrze i Zakladzie Botaniki Farmaceutycznej CM UJ w Krakowie od wielu lat sg
prowadzone badania nad polisacharydami grzybow, roslin wyzszych i ich kultur in vitro.
Efektem tych prac bylo m.in. wyizolowanie i okreslenie struktury tylopilanu — homoglukanu
z gatunku Tylopilus felleus (Bull.: Fr.) P.Karst. o aktywnosci immunomodulujacej

1 przeciwnowotworowej.

Celem niniejszej pracy bylo:

e opracowanie optymalnych warunkéw prowadzenia kultur kalusowych Melittis
melissophyllum L. w celu uzyskania materiatu do izolacji polisacharydow,

e wyizolowanie, oczyszczenie i okreélenie struktury rozpuszczalnych w wodzie

polisacharydéw z ziela i kultur kalusowych miodownika melisowatego.




2. Czes¢ ogodlna

2.1 Wiadomosci farmakobotaniczne dotyczace gatunku
Melittis melissophyllum L.

2.1.1 Systematyka i wystepowanie

Rodzaj Melittis nalezy do rodziny Lamiaceae (Labiatae). Jest reprezentowany przez
jeden gatunek’ Melittis melissophyllum L."” — miodownik melisowaty (Tutin et al., 1972) -
zdj.1. Roslina jest bardzo zmienna pod wzgl¢dem wielkosci, ksztaltu i zabkowania lisci,
ogruczolenia kielicha, szypulek i gérnej czg¢sci todygi oraz zabarwienia kwiatéw (Pawlowski,
1967; Tutin et al., 1972). Na podstawie tych rdznic (Tab. 1) wyodrebniono trzy podgatunki
(Tutin et al., 1972):

— Melittis melissophyllum subsp. melissophyllum - rosnacy w Europie Zachodniej

i Srodkowej,

—  Melittis melissophyllum subsp. carpatica (Klokov) — wystepujacy w Europie Srodkowo-

Wschodniej,

—  Melittis melissophyllum subsp. albida (Guss.) — spotykany na potudniu Wioch, na Sycylii

i Pétwyspie Balkanskim.

Miodownik melisowaty wystgpuje tylko w Europie (Hegi, 1964; Ryc. 1.). Na poioc sigga po
Irlandi¢, poludniowa czgs¢ Wielkiej Brytanii, pdinocna Francje i Belgig, Niemcy, Polske.
Na wschdod jego wystepowanie rozciaga si¢ po Litwe (do Wilna) i zachodnig Ukraine.
Poludniowy zasigg miodownika stanowi Grecja, poludniowe Wtochy, Sycylia, Korsyka,
wschodnia i srodkowa Hiszpania oraz péinocna cze$é Portugalii.

Melittis melissophyllum L. ro$nie na nizinach i w niiszych potozeniach gorskich, zwykle
do wysokosci 1400 m n.p.m. Wystgpuje na stanowiskach zacienionych, w lisciastych lasach
i zaroslach, czesto na cieptych, zalesionych zboczach (Hegi, 1964; Pawlowski, 1967; Tutin et

al., 1972) — zdj.2. Jest gatunkiem wapieniolubnym (Broda, Mowszowicz, 1985).

" W 1957 r. Kiokow wyréznit w obrebie rodzaju Melittis 9 gatunkéw zebranych w 3 serie. Nowo opisane gatunki rozmily sig
tylko nielicznymi drobnymi cechami i wystgpowato migdzy nimi wiele form przejsciowych. Takie ujgcie budzito powazne
watpliwosci i dlatego Séo i Borsos w 1962 r. podjgli si¢ badan, w wyniku ktérych wyodrgbnili tylko dwa gatunki: Melirtis
melissophyllum L. — potudniowo i zachodnioeuropejski oraz M. grandiflora Sm. emend. S60. Wedlug Pancer-Kotejowej
caly zbadany materiat zielnikowy z obszaru Polski nalezy do gatunku M. grandiflora (Pawlowski, 1967). W 1971 r.
zostaly podjete kolejne badania, na podstawie ktorych Ball (Tutin et al., 1972) wyrdznit w rodzaju Melittis tylko jeden
gatunek Melittis melissophyllum L: Takie stanowisko jest obecnie uznawane przez botanikéw (Tutin et al., 1972; Szafer et
al., 1988; Mirek et al., 1995; Rutkowski, 1998).

** = Melittis grandiflora Sm., = Melissa sylvestris Lam. (Hegi, 1964)




W Polsce rosnie w rozproszonych stanowiskach, gléwnie w poludniowej i wschodniej
czesei kraju (Ryc. 2). Na péinoc sigga po Pojezierze Mazurskie (okolice Lubawy, Mragowa,
Elku). Linia Sieradz-Wielun-Opole stanowi — poza jednym wyjatkiem — zachodnia granice
wystgpowania tego gatunku w Polsce. Miodownik spotykany jest gtéwnie na nizu, w gdrach
rzadziej, si¢ga tam po regiel dolny: Tatry po 1160 m n.p.m., Pieniny, Gorce po 380 m n.p.m.,
Sadecczyzna po 550 m n.p.m.

W pracach z lat pigédziesiatych i szes¢dziesiatych podano kilka stanowisk miodownika
w Wielkopolsce potudniowej (Szulczewski, 1951; Pawlowski, 1967). Ostatnie badania
prowadzone w latach dziewig¢édziesiatych ich nie potwierdzaja (Ryc. 2). Jedynie Celka (1998)
podaje jedno nowe stanowisko miodownika w Wielkopolsce, na terenie $redniowiecznego
grodziska (nie uwzglednione na mapie — Ryc. 2.).

Melittis melissophyllum L. znalazl si¢ na czerwonej liscie roélin naczyniowych jako
gatunek narazony (na terenie Wielkopolski), a takze bezposrednio zagrozony wymarciem (na
Pomorzu Zachodnim) (Zukowski, Jackowiak, 1995). W wojewodztwie krakowskim (obecnie
matopolskie) w czasie badan w latach 1993-97 odnaleziono szereg nowych stanowisk
miodownika, ale wiele wczesniejszych danych uznano za historyczne (Ryc. 3.). Rowniez na
tym terenie uznano Melittis melissophyllum L. za gatunek rzadki i narazony na wymarcie
(Zajac, Zajac, 1998).

Tab. 1. Cechy morfologiczne Melittis melissophyllum L. - réznice miedzy podgatunkami (Tutin et al., 1972)

Podgatunek Melittis melissophyllum Melittis melissophyllum Melittis melissophyllum
subsp. melissophyllum subsp. carpatica (Klokov) subsp. albida (Guss.)
Lodyga rzadko ogruczolona lub bez wloskow gruczotowych gesto pokryta matymi
wloskami gruczolowymi
Dhlugos¢ najwigkszych lisci 5-7cm 7-15cm 6—-15cm
(max 9 cm) (min 6 ¢cm)
Liczba duzych zabkéw po 10-20 20-32 20-30
kazdej stronie brzegu (max 22)
blaszki li§ciowej
Korona kwiatu biala, r6zowa, purpurowa zwykle biala, czasami zré- | biala, czgsto z rézowymi lub
lub pstra zowymi lub purpurowymi purpurowymi plamkami na
plamkami na dolnej wardze | dolnej wardze, rzadko purpu-
rowa
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Ryc. 1. Wystgpowanie miodownika melisowatego w Europie — bez uwzglednienia podgatunkéw (Meusel, 1978)
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Ryc. 2. Rozmieszczenie stanowisk Melittis melissophyllum L. na terenie Polski - wedtug danych

na rok 1998 (Zajac, Zajac, manuskrypt).
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Ryc. 3. Rozmieszczenie Melittis melissophyllum L. na terenie dawnego woj. krakowskiego (Zajac, Zajac, 1998)
e stanowiska aktualne
x  stanowiska historyczne
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2.1.2 Charakterystyka botaniczna gatunku Melittis melissophyllum L.
z terenu Polski

Miodownik melisowaty (zdj.3., 4.) jest byling o silnym, przyjemnym, cytrynowym
zapachu. Ma dos$¢ krotkie klacze z licznymi sznurowatymi korzeniami. Lodyga jest
pojedyncza, wysokosci 30-50 cm (max 80 cm), dos¢ gesto owlosiona bialymi, sztywnymi
wloskami. Liscie sa dlugie na 5-10 cm (max 16 cm), owlosione, najczesciej eliptyczne lub
szeroko eliptyczne (rzadko eliptycznie lancetowate), na wierzchotku zwykle zaostrzone,
karbowane lub zabkowane. Najnizsza para lisci jest wyraznie zmniejszona. Kwiaty sg zebrane
po 2-6 w nibyokétki w katach gormych i srodkowych lisci. Kielich (10-20 mm) jest szeroko
dzwonkowaty, dwuwargowy, o zabkach szeroko tréjkatnie jajowatych. Zwykle kielich i
szypulka sa niezbyt obficie ogruczolone. Korona bialawozélta z ciemnymi plamkami i
fioletowordzowa Srodkowq klapa wargi dolnej jest dluga na 3-5 cm, o rurce prostej,
wystajacej z kielicha. Warga géma jest slabo sklepiona. Owocem jest roztupka dtuga na 3,5-5
mm, jajowato trojgraniasta, na szczycie zaokraglona. Roslina kwitnie w maju i czerwcu
(Pawlowski, 1967; Broda, Mowszowicz, 1985; Szafer et al., 1988). Gatunek Melittis
melissophyllum L. zostal szczegélowo opisany pod wzglgdem morfologicznym i

anatomicznym przez Chybowskiego (1979).

2.1.3 Sklad chemiczny

Sktad chemiczny gatunku Melittis melissophyllum L. zostal dotychczas jedynie
czgSciowo poznany.

Salgues (1942) badat zawarto$¢ kumaryny (wzér I) w lisciach miodownika
melisowatego. W materiale krajowym — w zielu zabranym w okolicach Majdanu (k. Lublina)
potwierdzono jej obecno$é (Swiatek, Chybowski, 1982). Zwiazek wyizolowano w postaci
krystalicznego osadu, okreslono temperature¢ topnienia i potwierdzono tozsamo$¢ metoda
spektrofotometryczng w nadfiolecie.

W latach szesédziesiatych i siedemdziesiatych w Katedrze Chemii Organicznej
Uniwersytetu w Rzymie ze $wiezego ziela Melittis melissophyllum L. wyodrebniono
glukozydy irydoidowe: harpagid, octan harpagidu (Scarpati et al., 1965), melitozyd (Scarpati,
Esposito, 1967a), monomelitozyd (Scarpati, Esposito, 1967b), ajugol, ajugozyd (Guiso et al.,
1974) — wzory II, III, IV. Okreslono struktur¢ i konfiguracj¢ tych zwigzkéw metodami
spektralnymi ("*C NMR, UV, IR) i chemicznymi. Swiatek i Chybowski (1982) potwierdzili
za pomocg chromatografii bibulowej dwukierunkowej obecno$¢ wyzej wymienionych

glukozydéow irydoidowych w materiale krajowym. Dodatkowo stwierdzono obecnos¢

~-12-



czterech niezidentyfikowanych skladnikéw dajacych reakcje barwne wiasciwe irydoidom.
Badano frakcje wyizolowane z lisci, kwiatow, czesci podziemnych i owocdw. We wszystkich
tych organach stwierdzono identyczny sklad jakosciowy zwiazkéw irydoidowych. Kooiman
(1972) uzyskat podobne wyniki. Badal zawartos¢ zwiazkéw irydoidowych w owocach
Melittis melissophyllum L. i stwierdzit obecnos¢ harpagidu, octanu harpagidu, melitozydu,
monomelitozydu.

Swiatek i Chybowski (1982) wyodrebnili z ziela Melittis melissophyllum L. frakcje
kwasow fenolowych i frakcje flawonoidows. Stwierdzono (za pomoca chromatografii
bibutowe;j dwukierunkowej)  obecno$é  nastgpujacych  kwasow  fenolowych:
p-hydroksybenzoesowego, wanilinowego, syryngowego, o-kumarowego, p-kumarowego,
kawowego, ferulowego i melilotowego (wzory V, VI, VII) oraz siedmiu innych niezidenty-
fikowanych. Wystepowanie kwasu o-kumarowego i melilotowego potwierdzono metoda
spektrofotometryczna w nadfiolecie. Kwasy fenolowe wystepuja w zielu zarbwno w stanie
wolnym, jak i zwiazanym, poniewaz wykryto je w ekstrakcie przed i po przeprowadzonej
hydrolizie. Badania przeprowadzone na materiale zebranym we Francji przez Lamaisona
iinnych (1991) wskazuja, ze kwiaty miodownika melisowatego nie zawieraja kwasu
rozmarynowego, a calkowita zawarto$¢ pochodnych kwasu hydroksycynamonowego wynosi
0,7 % suchej masy surowca.

Stwierdzono obecnosé dwoch flawonéw: luteoliny i 7-O-glukozydu luteoliny (wzor VIII)
oraz pieciu innych nierozpoznanych substancji o charakterze flawonoidéw (Swiatek,
Chybowski, 1982).

Z ziela Melittis melissophyllum L. subsp. albida Guss. zebranego w Grecji z terenu
Peloponezu uzyskano olejek eteryczny za pomoca.destylacji z para wodna (Skaltsa-
Diamantidis et al., 1991). Przeprowadzono jego analiz¢ stosujac kapilarna chromatografie

gazowa 1 spektrometri¢ masowa. Zidentyfikowano 40 zwiazkéw. Gléwnymi skladnikami

olejku sa:

®  Q-terPINEOl ..cc.oeevieiieciiieeecreec e 17,81 %
e octan chryzantenylu...........cccccovevvrveenrnnenennenne. 12,33 %
o tlenek kariofylenu........coccocvnviiiininiiiiiiininiinnnn 10,83 %
e 6,10,14-trimetylopentadekan-2-on............cc........ 6,88 %
o S-terpineol......ccooevvivininiciiininci e 3,67%
® KamIOTa......ccoveeiiieeieeeiiieesrirecrie e csree e sseeas 3,61 %
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W wyciagu etanolowym z miodownika melisowatego stwierdzono obecnos$¢ cukréw pro-
stych: glukozy i fruktozy (Chybowski, 1979).
W literaturze nie znaleziono zadnych informacji na temat badania frakcji polisa-

charydowych Melittis melissophyllum L.

I Kumaryna

II Octan harpagidu (R=Ac, R,=glukoza),
harpagid (R=H, R,;=glukoza)

OH

III Monomelitozyd (R=H, R,=glukoza)
melitozyd (R=R,=glukoza)

IV Ajugozyd (R=Ac, R\=glukoza)
ajugol (R=H, R,=glukoza)
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CH=—CH— COOH

R3
R,
Rl

V Kwas kawowy (R,=R,=OH, Ry=H)
kwas p-kumarowy (R,=OH, R,=R;=H)
kwas o-kumarowy (R;=R,=H, R;=0OH)
kwas ferulowy (R,=OH, R,=0OCH,;, R;=H)

R‘
R:\@ R,

COOH

VI Kwas p-hydroksy-benzoesowy (R=0OH, R,=R;=H)
kwas wanilinowy (R,=OH, R,=OCH,, R;=H)
kwas syryngowy (R,=OH, R,=R;=0CH,)

g

CH,-CH,-COOH

VII Kwas melilotowy
OH

RO OH

OH )

VIII Luteolina (R=H); 7-O-glukozyd luteoliny (R=glukoza)
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2.1.4 Zastosowanie w lecznictwie

Pierwsze wzmianki dotyczace miodownika pochodza od Pliniusza i Dioskuridesa.
W roku 1542 Melittis zostal po raz pierwszy opisany jako roslina lecznicza przez Leonarda
Fuchsa pod nazwa Melissa lub Melissophyllon (Hegi, 1964).

Ziele miodownika (Herba Melittidis) znajduje zastosowanie w medycynie ludowe;j.
W pismiennictwie mozna znalezé informacje o stosowaniu tego surowca w wielu
réznorodnych schorzeniach.

Madaus (1938) — cytujac Leclerca — podaje dzialanie rozkurczowe miodownika
(zwigzane z obecnoscia kumaryny) u pacjentéw, ktdérzy nie mogag stosowaé silniej
dzialajacych srodkow. Napar 5% daje dobre rezultaty w leczeniu bezsennosci u dzieci i 0s6b
starszych. Przyjety po positku ulatwia trawienie i dziala uspokajajaco, zwlaszcza u chorych
skarzacych si¢ rowniez na zawroty glowy i stany lekowe. Surowiec zwigksza diureze i
powoduje, ze mocz staje si¢ klarowny. Leclerc wysnuwa z tego wniosek, ze ro$lina ma tez
wlasciwosci antyseptyczne.

Fournier (1948) podaje, ze miodownik wykazuje podobne dzialanie jak inne rosliny
zawierajace kumaryne (np. Asperula odorata, czy Melilotus officinalis), a takze jak Melissa
officinalis. W medycynie ludowej stosowany jest jako: antispasmodicum, antidiarrhoicum,
digestivum, diureticum, depurativum, emmenagogum, hypnoticum. Ze wzglgdu na dzialanie
przeciwzapalne i antyseptyczne zewngtrznie stosowany jest do ptukania gardta i do oktadow
na rany. Roslina zwigksza wydzielanie moczu. Takie dziatanie wykazuja szczegdlnie kwiaty.
Miodownik stosowany jest najczesciej w postaci 5% naparu, 3 razy dziennie po jednej
szklance. Odwary przygotowywane sg z 50-100g surowca na 1 litr wody.

Hegi (1964) podaje, ze Melittis melissophyllum uZme jest w medycynie ludowej w
podobnych zastosowaniach jak melisa, czy majeranek. Uwaza sig, ze przyspiesza gojenie ran,
dziala moczope¢dnie i ,,czyszczaco” na krew. Stosowany jest rowniez w niezytach gémych
drég oddechowych. Podawany jest zwykle jako napar, a czasem jako napdj winopodobny.

Jurkiewicz i Miszenin (1974) podaja, ze ziele miodownika stosowane jest w leczeniu
chor6b wrzodowych przewodu pokarmowego oraz jako s$rodek przeciwzapalny
i moczope¢dny.

W artykule ,,Secrets et vertus des plantes medicinales” (1977) podano zastosowanie ziela
Melittis melissophyllum jako: antisepticum, diureticum, emmenagogum, sedativum do
leczenia niezytu wiosennego spojowek, dny moczanowej, zaburzen miesiaczkowania, stanow

niepokoju, zaburzen snu i rownowagi.
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Turowska i Cyunel (1989), a takze Broda i Mowszowicz (1985) wspominajg o
zastosowaniu ziela miodownika melisowatego jako hypotonicum.

Stwierdzono za pomoca testu chemicznego, ze kwiaty Melittis melissophyllum wykazuja
wlasciwo$ci przeciwutleniajace (Lamaison et al., 1991).

Ziele miodownika nie jest obecnie surowcem farmakopealnym, ale Imbesi (1964) oraz
Penso (1983) wymieniaja Melittis melissophyllum L. jako ro$line znajdujaca sie we

wczesniejszych wydaniach Farmakopei Francuskie;j.
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Zdj. 2. Melittis melissophyllum L. — roslina na stanowisku naturalnym w lesie w Tyncu k.. Krakowa

Zdj. 3. Melittis melissophyllum L. zebrany ze stanu
naturalnego

Zdj. 4. Melittis melissophyllum L.
naturalnego

zebrany ze stanu
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2.2 Biosynteza metabolitow wtérnych w kulturach in vitro
roslin wyzszych
(Furmanowa, 1987; Balandrin, Klocke, 1988; Berlin, 1988; Endress, 1994)

W ciagu ostatnich dwudziestu lat obserwuje si¢ rosnace zainteresowanie wykorzystaniem
mozliwos$ci produkcji metabolitéw wtérmych przez tkanki roslinne hodowane w warunkach
kultur in vitro. Badania w tym zakresie dotycza przede wszystkim zwiazkéw czynnych
farmakologicznie. Kultury tkankowe moga stanowi¢ alternatywne — w stosunku do roslin
gruntowych — zrédlo metabolitow wtérnych. Hodowle in vitro posiadaja wiele zalet.
Umozliwiaja prowadzenie badan w $cisle kontrolowanych warunkach, niezaleznych od pory
roku, czynnikéw klimatycznych i geograficznych. Metoda hodowli in vitro umozliwia
otrzymywanie zwiazkow z roslin niedostgpnych (np. egzotycznych, chronionych itp.) lub
rzadko wystepujacych na danym terenie. Zdarza sig, ze w kulturach tkankowych wytwarzane
sa zwiazki nie wystgpujace w roslinie macierzystej, czasem nawet pojawiaja si¢ zupelnie
nowe substancje, nie znane w innych gatunkach (Tab. 2).

Biosynteza metabolitow wtérnych moze zaleze¢ od stopnia zréznicowania tkanki.
Kultury niezr6znicowane (kalusowe, zawiesinowe) moga wytwarza¢ inne substancje (lub
takie same, ale w innych ilosciach) niz kultury organow (np. korzeniowe, pedowe) uzyskane
zte] samej rosliny. Tworzenie si¢ niektérych zwiazkdéw zwigzane jest z pewnym
ukierunkowanym réznicowaniem si¢ tkanki. Formowanie si¢ paczkéw pedowych i peddw
indukuje np. biosyntez¢ kardenolidéw w kulturach kalusowych Digitalis lanata Ehrh. oraz
monoterpenowych skladnikéw olejkdw lotnych w kulturach Mentha piperita L., Lavandula
angustifolia Mill., Rosmarinus officinalis L. Tworzenie si¢ korzeni jest konieczne do
biosyntezy w kulturach in vitro np. alkaloidow tropanowych (dla Atropa belladonna L.,
Hyoscyamus niger L., Scopolia parviflora), forskoliny (dla Coleus forskohlii Briq.), czy
olejkéw czosnkowych (dla Allium cepa L.).

W kulturach tkankowych moga by¢ wytwarzane wszystkie typy zwiazkéw wystepujace
w swiecie roslinnym. Na ogotl jednak hodowle in vitro produkuja metabolity wtérme w ilosci
mniejsze) niz rosliny gruntowe. Zwigkszenie wydajnosci probuje si¢ osiagna¢ m.in. przez:

— optymalizacje¢ skladu pozywki i warunkéw hodowli,
— aktywacj¢ i modyfikacje drog biosyntezy pozadanych metabolitow (dodatek prekursorow,
elicitordéw itp.),

— selekcj¢ wysokowydajnych szczepéw.
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Tego typu dzialania przynosza efekty i niektére zwigzki wytwarzane sa w kulturach
tkankowych w ilosci réwnej, a czasem wielokrotnie przewyzszajacej ich zawarto§é w roslinie
macierzystej (Tab. 3). Przyklady dotycza biosyntezy metabolitéw wtomych na skalg
laboratoryjna. Przy przechodzeniu na skalg¢ przemystowa pojawiaja sie jednak réznorodne
problemy m.in. natury technologicznej i ekonomicznej (optacalno$é produkeji). W wigkszosci
przypadkéw nie zostaly one rozwigzane i dlatego — jak dotychczas — jest tylko kilka
przykladéow przemyslowego wykorzystywania kultur in vifro do pozyskiwania zwigzkow
czynnych. Wymieni¢ tu trzeba produkcje szikoniny, kwasu rozmarynowego i berberyny. Sa
rowniez doniesienia na temat pozyskiwania immunologicznie aktywnych polisacharydow

z kultur zawiesinowych Echinacea purpurea (L.) Moench. (Wagner et al., 1989).

W kulturach tkankowych roélin z rodziny Lamiaceae wytwarzane sa metabolity wtéme
nalezace do r6znych grup chemicznych (Skrzypczak-Pietraszek, Grzybek, 1997):
monoterpeny, pochodne fenylopropanu, diterpeny (np. forskolina, sklareol, tanszinony,
ferruginol), depsydy (np. kwas rozmarynowy), estry enolowe kwasu kawowego, flawonoidy,

antocyjany, fitoekdysteroidy, polisacharydy.

Tab. 2. Przyktady nowych zwiqzkoéw znalezionych w kulturach in vitro, ktére nie sq
wytwarzane w tkankach odpowiednich gatunkow roslin gruntowych (wg.: Berlin, 1988)

Zwigzek Kultura tkankowa wyprowadzona z gatunku:
Epchrozyna Ochrosia elliptica

Panikulid A Andrographis paniculata Nees.
Pericyna Picralima nitida Stapf.

Rutakulina Ruta graveolens L.

Tarenozyd Gardenia jasminoides Ellis.
Woafryna AiB Voacanga africana Stapf.

Tab. 3. Wybrane przykiady metabolitéw widrnych wytwarzanych w kulturach thankowych
w ilosciach réwnych lub wiekszych niz w roslinie gruntowej (wg.: Endress, 1994 —

zmodyfikowane)

Zwigzek Gatunek rofliny ZK:ZR'

Ajmalicyna Catharanthus roseus (L.) G.Don 3,0

Antrachinony Cassia tora L. 10,0
Galium aparine L. 13,5-20,0
Morinda citrifolia L. 8,0
Rubia fruticosa 8,0

Berberyna Coptis japonica Mak. 1,7

Diosgenina Dioscorea deltoidea Wall. 3,9

Ginsenozydy Panax ginseng C.A. Meyer 6

Kofeina Coffea arabica L. 1

Kwas rozmarynowy Coleus blumei Benth. 5,0(7,5)
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Zwiazek Gatunek roliny ZK:ZR'
Nikotyna Nicotiana tabacum L. 3,6
Serpentyna Catharanthus roseus (L.) G.Don 1,6
Szikonina Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc. 9,0 (15,0)
Tryptolid Trypterygium wilfordii 50,0
Ubichinon-10 Nicotiana tabacum L. 63,0
Wisnadyna Ammi visnaga Lamarck 10

zawarto$¢ zwiazku w przeliczeniu na sucha masg:
Zg — w kulturze tkankowe;j
Zy — w roslinie gruntowe;j

2.3 Polisacharydy

2.3.1 Pochodzenie biogenetyczne

Substancje naturalne obecne w roslinach dzielimy na pierwotne i wtédrne. Wedlug
definicji Kohlmiinzera (1998):
., Substancje podstawowe, czyli pierwotne, majq charakter metabolitéw, ktére
w zasadzie sq spotykane w kazdej roSlinie, spelniajq podstawowe funkcje
fizjologiczne, stanowiqc substancje energetyczne, budulcowe lub zapasowe. Sq to
cukry proste, skrobia, Huszcze, chlorofil, aminokwasy, biatka, kwasy nukleinowe.
Substancje te sq niezbedne do Zycia rosliny. Substancje wtérne sq wytworem
wyspecjalizowanej przemiany materii i nie mozna im przypisaé podstawowej
Sfunkcji w Zyciu rosliny. Ich wystepowanie jest ograniczone do niektorych
mniejszych lub wigkszych grup systematycznych swiata roslinnego.”
Endress (1994) okresla metabolizm wtérmy jako synteze, metabolizm i katabolizm
endogennych zwiazkéw przez wyspecjalizowane biatka — enzymy. Rezultatem tych procesow
sa substancje nazywane metabolitami wtérnymi. Réznicowanie komérek jest podstawowym
elementem regulacji metabolizmu u roslin wyzszych. Biosynteza metabolitbw wtoérnych
zwykle prowadzona jest przez wyspecjalizowane komoérki i zachodzi tylko w okreslonym
stadium rozwoju rosliny.

Precyzyjny podzial na substancje pierwotne i wtérne nie zawsze jest mozliwy, gdyz np.
niekiedy metabolity wtdérme odgrywaja jaka$ fizjologiczna rolg¢ w roslinie (Kohlmiinzer,
1998). Nie mozna jednoznacznie okresli¢, czy polisacharydy — jako cala grupa zwiazkow — sa
produktami pierwotnego, czy wtérnego metabolizmu. Tylko niektdre z nich: np. podstawowe
materialy budulcowe komoérek ro$linnych (celuloza, hemiceluloza), czy materialy

energetyczne i zapasowe (skrobia, inulina) mozna bez Zadnych watpliwosci zaliczy¢ do
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metabolitow pierwotnych. Inne liczne polisacharydy (np. $luzy roslinne) — o skomplikowanej
budowie, czesto charakterystyczne tylko dla okreslonej grupy systematycznej, bez wyraznej
roli fizjologicznej w roslinie — maja cechy metabolitéw wtémych.

Polisacharydy biogenetycznie wywodza si¢ z metabolizmu podstawowego cukroéw
prostych. Istotna role w ich biosyntezie odgrywaja aktywowane formy cukréw prostych w
postaci odpowiednich nukleotydodifosforanow: urydynodifosforanu (UDP),
guanidynodifosforanu (GDP) lub adenozynodifosforanu (ADP), rzadziej w postaci
tymidynodifosforanu (TDP) i dezoksyurydynodifosforanu (dUDP). Za posrednictwem tych
polaczen i przy udziale odpowiednich enzyméw zachodzi tworzenie polimeréw -

polisacharydéw (Kohlmiinzer, 1998).

2.3.2 Budowa, nomenklatura, wlasciwosci fizykochemiczne

(Aspinall, 1970; Harborme, 1973, Bojarski, 1989; Kohlmiinzer, 1998)

Polisacharydy, czyli wielocukry, stanowia spolimeryzowane czasteczki zlozone z co
najmniej 10 cukréw prostych (najczgsciej heksoz lub pentoz). Zwykle sa to zwiazki o bardzo
duzej masie czasteczkowej, o budowie liniowej, rozgal¢zionej lub pierscieniowe;.
Poszczegdlne czasteczki cukréow sg polaczone wigzaniami a- lub B-glikozydowymi. Przy
tworzeniu takiego wiazania czasteczka jednego cukru laczy si¢ polacetalowa grupa
hydroksylowa (przy weglu C;) z dowolng grupa alkoholowa (przy C,, Cs, C4 lub C¢) drugiego
cukru; powstaly dwucukier laczy si¢ grupa poélacetalowa z grupa alkoholowa nastepnego
cukru itd. Przy tej reakcji wydziela si¢ czasteczka wody. W czasie polimeryzacji niektdre
cukry mogg by¢ podstawione w dwdch pozycjach, tworzac w ten sposéb rozgal¢ziong
strukture lanicucha. Wigzanie moze mie¢ konfiguracje a lub B, w zaleznosci od budowy
stereochemicznej cukréw prostych i oba typy wiazan moga wystgpowaé w tej samej
czasteczce.

Najbardziej ogélny wzor sumaryczny polisacharydéw jako przedstawicieli weglowoda-
néw jest nastepujacy:

Co(HO)m, n>m
Zdarza sig, ze niektore zwigzki zawieraja w czasteczce wodor i tlen w troche innym stosunku
niz w czasteczce wody, a takze nieraz inne pierwiastki np. azot lub siarke.

Wigkszo§¢  polisacharydéw posiada na jednym koncu redukujaca grupe
monosacharydowa (aldehydowa lub ketonowa). Wraz ze wzrostem masy czasteczkowe;j
zanikaja jednak wlasciwosci redukcyjne. Istnieja rdwniez zwiazki polisacharydowe

o budowie pierscieniowej, ktore nie posiadaja zadnej grupy redukujace;.

-22 -



Ze wzgledu na budowe chemiczna polisacharydy dzielimy na:
e homopolisacharydy — skladajace si¢ z jednego rodzaju cukréw prostych np.
— zczasteczek glukozy — glukany (np. skrobia, glikogen, celuloza),
— z czasteczek fruktozy — fruktany (np. imulina),
— z czasteczek arabinozy, ksylozy, mannozy, galaktozy itd. odpowiednio arabany, ksylany,
mannany, galaktany,
o heteropolisacharydy — zbudowane z czasteczek réznych cukréw prostych
Najprostszym przykladem homopolisacharydow o budowie linfowej jest celuloza.
U polisacharydéw o budowie rozgalezionej boczne tancuchy moga tworzy¢ rézne struktury
np. grzebieniowate (I) lub drzewiaste (II) — Ryc. 4. W przypadku polisacharydéw
(szczegolnie heteroglikandw) o bardzo rozgalezionym tancuchu trudno jest ustali¢ kompletna
sekwencje¢ cukrow prostych. Czesto tylko okresla si¢ z jakich powtarzajacych sie
podjednostek oligosacharydowych sktada si¢ makroczasteczka.

EEREERERY

1l - drzewiasta
. \</{ s&\ )

O czasteczka zawierajaca grupe redukujaca

@ czasteczka nie zawierajaca grupy redukujacej

Ryc. 4. Struktury tworzone przez polisacharydy (wg.: Aspinall, 1970)

Nazwy heteropolisacharydow o skomplikowanej budowie zlozonych z licznych
monosacharydéw mozemy tworzy¢ od nazw cukréw prostych, wymieniajac je w porzadku
alfabetycznym np. arabinogalaktoglukoksylan. Aby jednak uniknaé tak skomplikowanego
nazewnictwa, dla bardzo zlozonych polisacharydéw czesto stosujemy nazwy utworzone od
gatunku rosliny, z ktérej wyizolowano zwiazek. Inng mozliwoscig — czesto stosowang — jest
wymienienie tylko jednego lub dwdch cukréw prostych wystepujacych w najwigkszej ilosci

w polisacharydzie.
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W sklad polisacharydéw oprocz cukrow prostych (pentoz i heksoz) moga wchodzic¢
pochodne heksoz, takie jak:
— kwasy uronowe (np. galakturonowy, glukuronowy),

dezoksyheksozy,

— heksozaminy,

— pochodne metylowe.

Polisacharydy mogg mieé¢ charakter obojetny lub kwasny (gdy w ich sklad wchodza reszty

kwasowe np. SO4>" lub kwasy uronowe).

Aspinall (1970) podaje definicj¢ polisacharydow jako polimeréw cukrowych
zbudowanych z periodycznie powtarzajacych sig, $cisle okreslonych jednostek strukturalnych,
w ktorych dominujacymi, ale nie wylacznymi sa wigzania O-glikozydowe.

Zgodnie z ta definicja do polisacharydéw zaliczymy réwniez:

— proteoglikany — w ktérych periodycznie powtarzajace si¢ sekwencje reszt cukrowych
tworza polisacharydowe podjednostki zwiazane z bialkami za pomoca réznych typow
wiazan chemicznych,

— peptydoglikany — posiadaja tanicuchy polisacharydowe kowalencyjnie zwigzane mostkami
peptydowymi,

— lipopolisacharydy — maja taficuchy polisacharydowe kowalencyjnie polaczone z jedno-
stkami lipidowymi,

— polaczenia z grupy kwasu tejchonowego.

Ogolna reakcjgq barwng wskazujaca na obecnosé polisacharydow jest reakcja Molischa: do

badanej probki dodajemy alkoholowy roztwor a-naftolu lub tymolu i kilka kropli stezonego

kwasu siarkowego. W obecnosci zwiazkéw weglowodanowych pojawia si¢ zabarwienie
czerwone lub czerwonofioletowe.

Wiasciwosci fizykochemiczne wielocukrow réznia si¢ znacznie od wlasciwos$ci mono- 1
oligosacharydow: wraz ze wzrostem masy czasteczkowe) polisacharydow maleje ich
rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz zanika stodki smak.

Polisacharydy nie tworza roztworéw wlasciwych, niektére mogg tworzy¢ roztwory
koloidalne. Ogrzewanie wodnego roztworu powoduje depolimeryzacj¢ zwiazkéw i — na
skutek tego — zmniejszenie jego lepkosci.

Réwniez pod wplywem hydrolizy kwasnej lub enzymatycznej zachodzi rozklad
polisacharydéw na cukry prostsze o mniejszej czasteczce, czasem dwucukry. Drastyczne

warunki hydrolizy prowadza do uzyskania cukréw prostych. Hydroliza enzymatyczna czgsto
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zachodzi w organizmach Zzywych: w organach roslinnych i narzadach zwierz¢cych. Dzieki

temu polisacharydy zapasowe moga by¢ wykorzystane jako zrédlo energii.
2.3.3 Rozpowszechnienie w Swiecie roslinnym

(Aspinall, 1970; Harborne, 1973; Franz, 1991)

Polisacharydy sg bardzo rozpowszechnionymi naturalnymi zwiazkami organicznymi.

Najbardziej znanymi wielocukrami roslinnymi sa:

— celuloza — podstawowy material budulcowy $ciany komadrkowe;j,

— skrobia — podstawowy materiat zapasowy i energetyczny.

W $wiecie roslinnym wystepuja powszechnie liczne inne typy polisacharydow, przedstawione
w Tab. 4. Niektore wielocukry sg charakterystyczne dla okreslonej grupy systematyczne;.
Materialem zapasowym roslin z rodziny Asteraceae i Campanulaceae jest inulina. Natomiast
roéliny nizsze, np. grzyby, zawieraja glikogen zamiast skrobi.

W skiad $ciany komdrkowej oprocz celulozy wchodza m.in. hemicelulozy, ktére mozemy
podzieli¢ na trzy glowne typy: ksylany, glukomannany i arabinogalaktany. Struktura ich jest
bardzo ztozona i mozna wsrdd nich znalez¢é réwniez inne typy polisacharydéw. Hemicelulozy
wystepujace W rodzinie Poaceae zawieraja duze ilosci ksylozy i mniejsze — arabinozy,
galaktozy i kwaséw uronowych, podczas gdy w rodzinie Fabaceae podstawowymi
sktadnikami tej frakcji sa: kwasy uronowe, galaktoza i arabinoza, a ksyloza wystepuje
w ilosciach sladowych.

Glony nalezace do trzech gromad: Chlorophyta, Phaeophyta i Rhodophyta bardzo r6znia
si¢ migdzy soba skladem frakcji polisacharydowe;j (Tab. 4).

Tab. 4. Podstawowe klasy polisacharydow wystepujace w roslinach wyzszych, glonach i grzybach (wg.: Harborne, 1973)

Nazwa Sklad: monosacharydy Wiazanie Wystepowanie w $wiecie
roélinnym
Rosliny wyisze
celuloza glukoza p1—4 powszechne — podstawowy
material budulcowy $ciany
komoérkowej
skrobia — amyloza glukoza al-4 powszechne — podstawowy
material zapasowy
skrobia — amylopektyna glukoza olod,alo6 powszechne — podstawowy
materiat zapasowy
inulina — fruktan fruktoza B2—1 material zapasowy w rodzinie
(niewielka ilo$é glukozy) Asteraceae, Campanulaceae
ksylan ksyloza B 14 szeroko rozpowszechnione,
(niewielka ilo$¢ arabinozy np. u traw

i kwaséw uronowych)

glukomannan glukoza, mannoza B 14 szeroko rozpowszechnione,
ale szczegoblnie u Pinatae
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Nazwa Skiad: monosacharydy Wiazanie Wyst¢powanie w $wiecie
roélinnym
arabinogalaktan arabinoza, galaktoza 153,156 szeroko rozpowszechnione,
ale szczegoblnie u Pinatae

pektyna kwas galakturonowy a 14 szeroko rozpowszechnione

(i kilka innych cukrow)
galaktomannan mannoza, galaktoza Blod,al16 jako $luz w nasionach
guma arabinoza, ramnoza, silnie rozgalgzione w rodzaju Acacia

galaktoza, kwas glukuronowy i Astragalus

Glony

laminaran glukoza 13 Phaeophyta
polisacharydy z grupami fukoza (i inne cukry) - Phaeophyta
siarczanowymi
kwas alginowy kwas mannuronowy - Phaeophyta

i guluronowy
amylopektyna glukoza alod,al-o6 Rhodophyta
galaktan galaktoza 153,154 Rhodophyta
skrobia glukoza al-4,a1-6 Chlorophyta
polisacharydy z grupami ramnoza, ksyloza, kwas - Chlorophyta
siarczanowymi glukuronowy

Grzyby

chityna N-acetyloglukozamina B1o4 szeroko rozpowszechnione
chitozan glukozamina B1o4 u Zygomycetes
B-glukan glukoza B1-3,B16 szeroko rozpowszechnione
o-glukan glukoza al-3, 154 szeroko rozpowszechnione
mannan mannoza o152, 156,153 gléwnie u Ascomycetes

2.3.4 Wlasciwosci biologiczne

Polisacharydy majq bardzo réznorodne zastosowania w farmacji:

— jako srodki odzywcze (nutrientia) i dietetyczne (diaetetica) np. skrobia, inulina;

jako srodki pomocnicze w technologii postaci leku:

e substancje wypelniajace lub spgczniajace przy produkeji np. tabletek;

e substancje chlonace, ochronne, tagodzace, przeciwzapalne w zasypkach, pudrach,

masciach;

jako srodki zastepcze krwi (np. dekstrany);

jako substancje przeciwzakrzepowe — mukopolisacharydy (heparyna).

Polisacharydy o charakterze $luzéw sa naturalnymi koloidami, tworzacymi z woda
galaretowate zele i geste, kleiste zole. W lecznictwie $luzy uzywane sa jako s$rodki
powlekajace, ochronne i zmigkczajace (emollientia). Dzialanie to jest wylacznie miejscowe.

Stosowane sa w stanach zapalnych przewodu pokarmowego (pomocniczo — w chorobie
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wrzodowej zotadka), drog oddechowych (antibechica, expectorantia) oraz zewngtrznie — na
skore. Ze wzgledu na zdolno$é do pecznienia podawane sa jako Srodki przeczyszczajace
(laxantia), a takze maja zastosowanie w leczeniu otylosci (Ozarowski, 1980; Kohlmiinzer,
1998).

Stwierdzono, ze surowce polisacharydowe moga wykazywaé réznorodng aktywnos$é
biologiczna, nie zwiazana z ich wlasciwosciami powlekajacymi, czy zdolnoscig do

pecznienia. Tym zagadnieniom jest poswigcona dalsza czg$¢ niniejszego rozdziahu.

2.3.4.1 Polisacharydy grzybow
(Whistler et al., 1976; Wagner, Proksch, 1985; Franz, 1987; Kohlmiinzer, 1988; Franz, 1989;
Grzybek, 1992)

Intensywne badania w celu znalezienia nietoksycznych substancji przeciwnowo-
tworowych wykazaly, ze wyciagi wodne z niektdrych grzybow z klasy Basidiomycetes
dzialaja hamujaco na rozwdj pewnych przeszczepialnych nowotwordéw. Substancjami
aktywnymi okazaly si¢ polisacharydy (Tab. 5). Dalszymi badaniami objeto liczne inne
gatunki grzybéw, réwniez zklasy Ascomycetes. Z niektéorych z nich wyizolowano
polisacharydy, ktére takze wykazywaly dziatanie przeciwnowotworowe. Aktywne zwiazki sa
zwykle glukanami, posiadajagcymi rézne typy polaczen migdzy czasteczkami
monosacharydow. Najczg¢éciej w gléownym tancuchu wystepuja wiazania B(1-3), a
rozgalezienia sa tworzone poprzez wiazanie (1—6). Szczegdlnie aktywne sa polisacharydy o
budowie liniowej, bez dlugich tancuchow bocznych, o duzej czasteczce (np. Lentinan — ok.
500 kDa), rozpuszczalne w wodzie. Wazna jest tez struktura przestrzenna zwiazkow.
Polisacharydy nie wykazywaly aktywnosci cytotoksycznej lub cytostatycznej w testach in
vitro w stosunku do komérek nowotworowych. Przyjeto flipotezq, ze zwigzki te moga dziataé
posrednio — poprzez organizm gospodarza (tzw. host mediated action) — aktywujac uklad
immunologiczny. Badania potwierdzily te teorig. Stwierdzono, ze polisacharydy dziataja
immunostymulujaco, powodujac zwigkszenie naturalnej niespecyficznej odpornosci
immunologicznej. Zwiazki izolowano zaréwno zowocnikéw grzybéw, jak i z kultur
mycelialnych.

Obecnie w klinicznym uzyciu (gléwnie w Japonii) sa trzy polisacharydy pochodzenia
grzybowego: Schizophyllan, Lentinan, Krestin. Zwiazki te sa stosowane w leczeniu m.in.
nowotworéw ptuc, przewodu pokarmowego, piersi, macicy. Polisacharydy podawane sa
oddzielnie lub w polaczeniu z chemio- i/lub radioterapia, najczgéciej po chirurgicznym

usunigciu pierwotnego guza. W rezultacie poprawiaja si¢ parametry immunologiczne
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Polisacharyd Struktura chemiczna Pochodzenie

B-(1-4); B-(1-3); B-(1—6) glukan
+ kompleks biatkowy (25-38%)

KS-2 o-mannan Lentinus edodes (Berk.) Sing.
Grifolan B-(1-3); p-(1—6) glukan Grifola frondosa (Dick.: Fr.) S.F. Gray
HA B-(1-3); a-(1-4) glukan Pleurotus ostreatus (Fr.) Quel.
Tylopilan B-(1-3); B-(1-6) glukan Tylopilus felleus (Bull. ex Fr.) P.Karst.

Klasa: Ascomycetes

Zymozan heteroglukan: Saccharomyces cerevisiae Meyen
glownie B-(1-3) glukan

Mannozym glukomannan Saccharomyces cerevisiae Meyen

Skleroglukan B-(1-3); B-(1—6) glukan Sclerotium gluconicum

YPS glukomannan Candida utilis (Henneberg) Rodden et

Kreyervan Rey

A, Glukan B-(1-3); B-(1—-6) glukan Phytophthora parasitica

PS 1426 B-(1-»3); B-(1-6) glukan Pseudoplectania nigrella

— heteroglukan: Peziza vesiculosa Bull.: Fr.

B-(1-3); a~(1-4) glukan + biatko

2.3.4.2 Polisacharydy glonéw i porostéow

Glukany o wigzaniach (1—>3), (1—4), izolowane z porostéw (np. lichenan, izolichenan)
wykazuja aktywno$¢ immunologiczng i przeciwnowotworowa (test na Sarcoma 180) -
analogicznie jak zwiazki o podobnej budowie uzyskane z grzybéw. Pustulan - (1—6) glukan
— jest mato aktywny. Czgsciowa O-acetylacja tego zwiazku wyraznie zwigksza jego
aktywnos¢ przeciwnowotworowa.

Zwiazki izolowane z glonow majg bardzo réznorodng budowe i aktywno$é biologiczng
(Tab.6). Laminarin i laminaran, wyizolowane z Laminarfa sp. sa B(1—3); p(1—>6) glukanami
i wykazuja dzialanie immunostymulujace.

Polisacharydy zawierajace grupy siarczanowe (np. karagen, fukoidan lub fukan) otrzy-
mane z glonéw morskich, mogg wykazywac aktywnosé antykoagulacyjng i antytrombotyczng
(Franz et al., 1998).

Polisacharydy wyizolowane z glonéw czgsto zbudowane sa gléwnie z czasteczek
galaktozy lub mannozy, potaczonych grupa OH odpowiednio przy Cs lub C;. Do galaktozy
zwykle przylaczona jest grupa siarczanowa (Wagner, Proksch, 1985).

Ksylomannan wyizolowany z glonu Nothogenia fastiginata posiada lafncuch glowny
zbudowany z czasteczek a-(1—3)-D-mannozy, do ktdrych w pozycji 2 i 6 przylaczone sa

grupy siarczanowe (Kolender et al., 1997). Lanicuchy boczne stanowia pojedyncze czasteczki

-29



B-(1>2)-D-ksylozy. Stwierdzono, ze zwiazek ten wykazuje aktywnos$¢ przeciwwirusowa

i nie przejawia dzialania antykoagulacyjnego.

Galaktan wyizolowany z Grateloupia doryphora oraz arabinogalaktan z Codium fragile,

zawierajace grupy siarczanowe, wykazuja dzialanie antyproliferacyjne.

Tab.6. Budowa i wtasciwosci biologiczne polisacharydéw wyizolowanych z glondw i porostow — przyktady.

Gatunek Rodzina Polisacharyd Aktywno$¢ biologiczna PiSmiennictwo
Ascophyllum nodosum | Fucaceae fukan (a-(1,2) i a(1,3) 4- | - antykoagulacyjna Chaubet, 1998
(L.) Le Jolis sulfurylofukoza)
Cetraria islandica (L.) | Parmeliaceae galaktomannan — Gorin, lacomini, 1984
Ach.
- immunostymulujaca Ingolfsdottir et al.,
1994
- immunomodulujaca Olafsdottir et al., 1997
lichenan: - przeciwnowotworowa Whistler et al., 1976
B(1-3);B(14) ~ immunostymulujaca Ingolfsdottir et al.,
D-glukan 1994
izolichenan: - immunomodulujaca Whistler et al., 1976
a (1-23); a (1-4) - antykomplementarna Olafsdottir et al., 1998
D-glukan - przeciwnowotworowa
Chondrus crispus (L.) | Gigartinaceae karagen (kwasny - antykoagulacyjna Franz et al., 1998
Stackh. galaktan — grupy - antytrombotyczna
siarczanowe)
Codium fragile Codiaceae kwaséne arabinogalaktany | - antyproliferacyjna Murano et al., 1998a
(grupy siarczanowe)
FEvernia prunastri (L.) | Usneaceae lichenan: - przeciwnowotworowa Whistler et al., 1976
Ach. B(1-3);p(1-4) - immunostymulujaca
D-glukan
Gigartina mamillosa | Gigartinaceae karagen (kwasny - antykoagulacyjna Franz et al., 1998
(Good. et Woodw.) galaktan — grupy - antytrombotyczna
Ag. siarczanowe)
Gloiopeltis tenax Endocladiaceae | funoran (kwasny - przeciwnowotworowa Ren et al., 1995
heteroglikan) - immunostymulujaca
- hipotensyjna
Grateloupia doryphora | Grateloupiaceae | kwasny galaktan (grupy | - antyproliferacyjna Murano et al., 1998b
siarczanowe)
Gyrophora esculenta | Umbilicariaceae | pélsyntetyczny - przeciwnowotworowa Whistler et al., 1976
Miyoshi (czgséciowo O- - immunostymulujgca
acetylowany pustulan) B-
(1-6)-D-glukan
Laminaria digitata Laminariaceae Laminarin: - immunostymulujaca Dalmo, 1998
(Huds.) Lamour. B-(1-3); p-(1—6)
glukan
Laminaria hyperborea | Laminariaceae Laminaran: - immunostymulujaca Dalmo, 1998
(Gunn.) Foslie B-(1-3); B-(1-6)
glukan
Nostoc commune Nostocaceae kwasne heteroglikany - antykomplementarna Paulsen et al., 1998
Nothogenia fastigiata kwasne ksylomannany - przeciwwirusowa Kolender et al., 1997

(grupy siarczanowe)
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Gatunek Rodzina Polisacharyd Aktywno$¢ biologiczna PiSmiennictwo
Porphyra subtumens | Bangiaceae — - hamowanie PCR . | Falshaw et al., 1998
J.Ag. ex Laing (potencjalna aktywno$¢
przeciwnowotworowa i
przeciwwirusowa)
Ramalina usnea (L.) Ramalinaceae galaktomannan — Gorin, Iacomini, 1984
R.H. Howe
Schizymenia dubyi Gymnophlaeaceae | kwasny - antykoagulacyjna Alban et al., 1998
glukuronogalaktan - przeciwwirusowa (anty-
(grupy siarczanowe) HIV)
- antykomplementarna
- przeciwnowotworowa

2.3.4.3 Polisacharydy roslin wyzszych

Polisacharydy izolowane z roslin wyzszych sg zwykle heteroglikanami o skomplikowane;j
budowie. Najczgsciej wykazuja dzialanie immunostymulujace lub immunomodulujace
(Tab.7). Zwiazki te moga rowniez przejawia¢ aktywnos$¢é biologiczng innego typu
np. hipoglikemiczna, przeciwnowotworowa, antykoagulacyjna, fibrynolityczna, przeciw-
wirusowa, przeciwzapalna, antymutagenng. W Tab.7 przedstawiono przykiady roznych
polisacharydéw wyizolowanych z roslin wyzszych.

[ N N J

Polisacharydy grzybowe: (1—3)-B-D-glukany oraz (1—3)-fB-D-glukany rozgatezione
w pozycji 6 (np. lentinan, pachymaran) wykazujg aktywno$¢ immunomodulujaca — antykom-
plementarng (zob. rozdz. 2.3.4.1.). Z korzeni Angelica acutiloba Kitagawa wyizolowano
polisacharyd o zupelnie innej budowie, tez wykazujacy taka aktywnos$é. Byt to 3,6-
arabinogalaktan (Yamada et al., 1984). Podj¢to badania majace na celu ustalenie zaleznosci
pomigdzy budowa chemiczng a aktywnoscia antykomplementarna polisacharydéw
izolowanych z roslin wyzszych (Yamada et al., 1985). Testom biologicznym poddano
siedemnascie rozpuszczalnych w wodzie polisacharydow wyizolowanych z réznych
gatunkéw roslin. Zwigzkiem kontrolnym stosowanym w badaniach byl arabinogalaktan
uzyskany z korzeni Angelica acutiloba Kitagawa. Stwierdzono, ze trzy zwiazki wykazuja
wyrazng aktywnos$¢ antykomplementarna:

- arabinan wyizolowany z owocdw Zizyphus jujuba var. inermis (gléwny tancuch
zbudowany z czasteczek a-L-arabinofuranozy polaczonych wigzaniami 1—35; boczne
ancuchy przylaczone wigzaniami 1—2)

- panikulatan wyizolowany z kory Hydrangea paniculata Sieb. (o skomplikowanej

budowie, silnie rozgaleziony, czgsciowo O-acetylowany, kwasny polisacharyd o charak-
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terze $luzu, zbudowany z czasteczek a-L-ramnopiranozy polaczonych wigzaniem 1—2,

boczne lanicuchy zawierajq galaktoze, kwas glukuronowy i galakturonowy),

- polisacharyd o charakterze $luzu wyizolowany z nasion Plantago asiatica L.
(o skomplikowanej budowie, silnie rozgaleziony, czgsciowo O-acetylowany, kwasny
polisacharyd, zbudowany z czasteczek p-D-ksylopiranozy polaczonych wigzaniami 1—4,
boczne lancuchy zawierajq arabinoze, kwas glukuronowy i galakturonowy).

Zwiazki te roznia sie rodzajem cukréw prostych, masa czasteczkowa, skrgcalnoscia optyczna,
zawartoscia grup acetylowych. Cecha wspdlna jest duze rozgalezienie czasteczek.
Stwierdzono, ze panikulatan aktywuje uklad komplementu klasyczna droga, podczas gdy
pozostale dwa zwigzki — zarowno droga klasyczna, jak i alternatywna. Wszystkie trzy
polisacharydy sa dobrze rozpuszczalne w wodzie. W wyniku diugiego przechowywania
panikulatan staje si¢ trudno rozpuszczalny i jednoczesnie obniza si¢ jego aktywnosé. Znane sg
nierozpuszczalne w wodzie polisacharydy o dzialaniu antykomplementarnym (np. lentinan,
pachymaran), z tym, ze aktywuja one uklad komplementu droga alternatywna.

Inne  polisacharydy z rodlin  wyzszych, wykazujace staba  aktywnos$¢
antykomplementarna, maja zwykle faiicuch gléwny zbudowany z (1—2)-a-L-ramnopiranozy
i kwasu (1—4)-a-D-galakturonowego. Glukomannany i pektyny réwniez nie wykazuja
wyraznej aktywnosci (Yamada et al., 1985).

[ N N ]

Z wielu gatunkéw roslin wyizolowano polisacharydy o charakterze arabinogalaktandw,
wykazujace aktywnos¢ immunostymulujaca, w tym — szczegélnie antykomplementarna.
Zwiazki takie uzyskano z wspomnianego juz wczesniej gatunku Angelica acutiloba
Kitagawa, a takze np. z Atractylodes lancea, Calendula officinalis L., Echinacea purpurea
(L.) Moench., Epimedium violaceum, Hibiscus sabdariffa L., Malva verticillata L., Nerium
oleander L., Panax ginseng C.A. Meyer, Plantago major L., Urtica dioica L. i innych
(Tab.7). Arabinogalaktanom wyizolowanym np. z Plantago major L., czy Yucca glauca Nutt.
przypisuje si¢ aktywnos$¢ przeciwnowotworowa. W niektérych przypadkach, np. Malva
verticillata L., obok dzialania antykomplementarnego stwierdzono réwniez aktywnos¢
hipoglikemiczna tych zwiazkéw. Aktywne biologicznie arabinogalaktany izolowano
z roznych organéw roélinnych: z korzeni, klaczy, lisci, ziela, kwiatdéw, owocdéw. Niektore
z polisacharydow zbudowane sg wylacznie z arabinozy i galaktozy, inne zawieraja dodatkowo
inne cukry proste w mniejszej ilosci, czy tez kwas galakturonowy. Czgsto sg to 3,6-

arabinogalaktany. W przypadku Angelica acutiloba Kitagawa gléwny lancuch zbudowany
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jest z czasteczek galaktopiranozy polaczonych wigzaniami (1—6). Arabinoza wystgpuje jako
o-L-furanoza w zakonczeniach bez grupy redukujacej oraz w bocznych lancuchach. Nie
kazdy jednak 3,6-arabinogalaktan wykazuje aktywno$¢ antykomplementarna. Zwiazek
wyizolowany z drewna Larix sp. byl pozbawiony takiego dziatania (Yamada et al., 1985).

Z ziela Echinacea purpurea (L.) Moench. wyizolowano arabinoramnogalaktan o masie
czasteczkowej 450 kDa. Zwiazek ten wykazuje duza aktywnos$é immunostymulujaca.
Z przeprowadzonych testéw biologicznych wynika, Zze polisacharyd silnie stymuluje
fagocytoze oraz aktywuje limfocyty T i B (Wagner, Proksch, 1985). |

Na rynku farmaceutycznym znajduja si¢ rdzne preparaty wytwarzane z Echinacea
purpurea L. o dzialaniu immunostymulujacym. Przyktadem moze byé¢ Echinacin® (firmy
Madaus AG). Jest to stabilizowany etanolem sok wycisnigty ze swiezego ziela E. purpurea.
W preparacie znajduja si¢ réznego rodzaju zwiazki m.in. pochodne kwasu kawowego (kwas
cykoriowy, echinakozyd), flawonoidy, fitosterole, polisacharydy itd. Podjeto szczegdtowe
badania frakcji polisacharydowej. Materialem do analizy byl $wiezy sok wycisnigty z ziela
E. purpurea, a takze gotowy preparat — Echinacin®. Zaréwno w soku, jak i w preparacie
stwierdzono obecno$é réznych heteroglikané6w o masie czasteczkowej ponizej 10 kDa,
inuliny, a takze kwasnego, silnie rozgalezionego arabinogalaktanu o masie czasteczkowe;j
70 kDa. Temu ostatniemu zwigzkowi przypisuje si¢ aktywnos¢ immunomodulujaca (Blaschek
et al., 1998).

[ N N

Stwierdzono (Tomoda et al., 1989), ze polisacharydy o charakterze sluzéw wyizolowane
z trzech gatunkéw z rodzaju Hibiscus (Abelmoschus esculentus Moench = Hibiscus
esculentus L.. owoce, korzenie; Hibiscus moscheutos L.: korzenie i liscie; Hibiscus
syriacus L.: liscie 1 kwiaty) wykazujg zaréwno aktywnos$¢ antykomplementarng, jak
i hipoglikemiczna. Zwiazki wyizolowane z korzeni Abelmoschus esculentus oraz z korzeni
i z lisci Hibiscus moscheutos zbudowane sa z powtarzajacych si¢ elementéw tréjcukrowych,
stanowiacych zasadnicza cze$é glownego lancucha: (1—4)-[O-B-(kwas D-glukopiranozylo-
uronowy)-(1—3)]-O-a-(kwas  D-galaktopiranozylouronowy)-(1—2)-O-o~L-ramnopiranoza,
podczas gdy wyizolowane z lisci i kwiatdw Hibiscus syriacus zawieraja elementy
dwucukrowe: (1—4)-0O-o-(kwas D-galaktopiranozylouronowy)-(1—2)-O-o.-L-ramnopirano-
za. Polisacharydy maja liczne boczne lancuchy, utworzone m.in. z obojg¢tnych cukréw
przylaczonych do ramnozy w pozycji 4. Najsilniejsza aktywnos$¢ antykomplementarng

wykazuja zwiazki wyizolowane z korzeni Abelmoschus esculentus, lisci Hibiscus moscheutos
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oraz lisci i kwiatéw Hibiscus syriacus, co — wedlug autoréw (Tomoda et al., 1989) — moze

byé zwiazane z bardzo rozgaleziong struktura czasteczek. Wszystkie badane polisacharydy

wykazuja aktywnos$¢ hipoglikemiczng z tym, ze w przypadku Hibiscus moscheutos i Hibiscus
syriacus zalezna jest ona od zastosowanej dawki zwiazku. Polisacharyd wyizolowany

z korzeni Abelmoschus esculentus wykazuje szczegdlnie znaczaca aktywnosé. Zaréwno ten

zwiazek, jak i polisacharyd uzyskany z korzeni Hibiscus moscheutos posiadajaq wczesniej juz

wspomniany trdjcukrowy, powtarzajacy si¢ element, tworzacy gltéwny tancuch. Mimo tego
podobienstwa, polisacharyd z Abelmoschus esculentus wykazuje wyraihie wieksza zdolnos¢
do obnizania poziomu cukru we krwi zwierzat doswiadczalnych. Zwiazki réznia si¢ budowsg
lancuchéw bocznych i to moze wplywac na ich aktywnos¢.
[ N N
Stosowanie zwiazkOéw antymutagennych i antykarcynogennych jako dodatkéw do
zywnosci mogloby staé¢ si¢ cenng metoda profilaktyczng w celu zapobiegania chorobom
nowotworowym i genetycznym. Przeprowadzono testy biologiczne majace na celu zbadanie
potencjalnych wlasciwosci antymutagennych polisacharydéw nalezacych do trzech réznych
klas (Hensel, Meier, 1998). Zwiazkami tymi byly:

— fukoidan — silnie kwasny polisacharyd wyizolowany z Fucus vesiculosus L., zbudowany
z czasteczek a(1—3)fukozy, zawierajgcy grupy siarczanowe,

— galaktoksyloglukan — obojetny polisacharyd otrzymany z nasion Tropaeolum majus L.,
glowny lancuch zbudowany z B(1—4)glukozy, tancuchy boczne utworzone z ksylozy i
galaktozy,

— kwasne ramnogalakturoniany — typowe pektyny, szeroko rozpowszechnione w owocach
i warzywach.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze galaktoksyloglukan i ramnogalakturo-

niany wykazuja wyrazne dzialanie antymutagenne, podczas gdy fukoidan jest catkowicie

nicaktywny. Rezultaty te wskazuja, ze codzienne spozywanie bogatych w pektyny warzyw

i owocOw moze by¢ wazna metoda w profilaktyce choréb nowotworowych.

[ N N J
Przeprowadzono test biologiczny majacy na celu ustalenie potencjalnych mozliwosci
stosowania polisacharydéw w celu zapobiegania i leczenia infekcji bakteryjnych

(Guggenbichler et al., 1997). Zdolno$¢ adhezji bakterii do komorek nablonkowych jest

uwazana za gléwny patogenny czynnik indukujacy zakazenie. To zjawisko zostalo dobrze

zbadane w przypadku szczepu Escherichia coli wywolujacego biegunke: bakterie musza

najpierw przyczepié¢ si¢ do powierzchni komdrek nablonka jelit, tam namnazajg si¢ i gdy ich
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toksyny osiagng odpowiednie stgzenie zaczyna si¢ proces chorobowy. Podobny mechanizm
jest w przypadku zakazenn ukladu moczowego. Na powierzchni bakterii sg bialkowe,
wloskopodobne struktury, ktére acza sig¢ z receptorowymi czasteczkami glikoprotein (czesé
cukrowa: 1 cz. glukozy, trzy cz. galaktozy) znajdujacymi si¢ na komdrkach nabtonkowych.

Celem opisywanego badania bylo ustalenie zdolnosci polisacharydéw do blokowania
adhezji bakterii E. coli na komdrkach nablonkowych. Jako modelu testowego uzyto komérek
nablonkowych z ukladu moczowego. Z korzeni marchwi wyizolowano frakcj¢ polisacha-
rydowa, rozdzielono ja na kolumnie. Najbardziej aktywna frakcje poddano hydrolizie
w warunkach analogicznych do tych, jakie panuja w zotadku. Hydrolizat rozdzielono na
kolumnie i uzyskane frakcje poddano testom biologicznym.

Najbardziej aktywna w blokowaniu adhezji bakterii do komérek nablonkowych okazata
si¢ frakcja o najmniejszym ci¢zarze czasteczkowym, zawierajagca 76% kwasu
galakturonowego. Badaniom poddano réwniez inne roslinne polisacharydy, kwas pektynowy
(komercyjnie otrzymywany z jablek), kwas poligalakturonowy (z pomaranczy) oraz kwasy
mono-heksagalakturonowe. Kwasy pektynowy i poligalakturonowy przy st¢zeniu 0,2%
calkowicie blokowaly adhezj¢ komorek bakteryjnych, a kwas poligalakturonowy jeszcze przy
stezeniu 0,005% blokowat ja w 72%.

Kwasy oligogalakturonowe zastosowano w stezeniu 0,005%. Najbardziej aktywny okazal
si¢ kwas trigalakturonowy. Kwasy monogalakturonowe byly calkowicie pozbawione
aktywnosci.

Zupa marchwiowa jest juz od 1908 r. stosowana w leczeniu biegunek, ale dopiero te
ostatnie badania wyjasnily, ktora frakcja jest odpowiedzialna za takie dziatanie.

Kwasy oligogalakturonowe mogg byé pozyskiwane w duzych ilosciach ze zrédet
naturalnych tj. z réznego rodzaju owocdéw i warzyw. Zastosowanie ich jako S$rodkéw
blokujacych adhezje bakterii do komoérek nablonkowych moze sta¢ si¢ uzyteczng metoda
w profilaktyce, a takze dodatkowym sposobem leczenia zakazen bakteryjnych.

[ N N ]

Galaktomannany sg czgsto spotykanym skladnikiem nasion, szczegdlnie w rodzinie
Fabaceae (Aspinall, 1970; Kooiman, 1971). Lancuch gléwny zbudowany jest zwykle
z czasteczek  (1—4)-B-D-mannopiranozy, rozgal¢zienia tworzy o-D-galaktopiranoza.
Stosunek molowy czasteczek galaktozy do mannozy waha si¢ od 1:1,2 do 1:5.
Galaktomannany sa dobrze rozpuszczalne w wodzie, tworza lepkie roztwory. Jest niewiele

doniesien literaturowych na temat aktywnosci biologicznej tych zwiazkow.
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Badano wlasciwosci fibrynolityczne i antykoagulacyjne czterech galaktomannandw oraz
ich siarczanowych pochodnych (Hussein, Helmy, 1998). Polisacharydy wyizolowano z nasion
Leucaena sp., Medicago sativa L., Glycine max (L.) Merr. oraz Phoenix dactylifera L.
Galaktomannany poddano chemicznym modyfikacjom — utworzono ich polialdehydowe
(poprzez utlenianie), a potem (poprzez redukcje) polialkoholowe pochodne. Nast¢pnie do
zwiazkow wyjsciowych i do ich pochodnych przylaczono grupy siarczanowe. Wszystkie
polisacharydy — réwniez te modyfikowane — poddano badaniom biologicznym. Zwiazki
wyizolowane z Leucaena sp. oraz z Phoenix dactylifera wykazywaly wyrazne wlasciwosci
fibrynolityczne i wszystkie zastosowane modyfikacje zwigkszaly t¢ aktywnos¢. Polisacharydy
otrzymane z Glycine max i Medicago sativa dzialaly antykoagulacyjnie. Utworzone pochodne
nie wykazywaly wigkszej aktywnosci.

Z wczesniejszych doniesien (Liping et al., 1994) wynika, ze galaktomannan wyizolowany
z grzyba Pleurotus citrinopileatus (Agaricaceae) dzialal przeciwwirusowo w stosunku do
szczepu wirusa Coxacki BS. Siarczanowe pochodne tego polisacharydu wykazywaly wigksza
aktywnos¢.

Galaktomannan wyizolowany z porostu Cetraria islandica (L.) Ach. (Ingolfsdottir et al.,
1994) dziala immunostymulujaco poprzez pobudzenie fagocytozy. Jest to rozgaleziony
polisacharyd, ktérego gléwny Ilancuch zbudowany jest z czasteczek (1—6)-a-D-
galaktopiranozy.

XX

Polisacharydy zawierajace grupy siarczanowe mogg wykazywaé bardzo réznorodng
aktywnos¢ biologiczng taka jak: antykoagulacyjna, antytrombotyczna, antyangiogeniczna,
przeciwwirusowa, antyarteriosklerotyczna, przeciwnowotworowa, przeciwzapalna i antykom-
plementarna.

Mimo, ze heparyna od ponad 60 lat jest stosowana jako $rodek antykoagulacyjny, jej
struktura nie jest jeszcze w pelni okreslona. Zwigzek czgsto jest nichomogenny, czasem
zawiera pewne zanieczyszczenia, w efekcie czego moga wystepowaé pewne efekty uboczne
w postaci krwawien, czy trombocytopenii. Aby to wyeliminowa¢, podjeto badania w celu
uzyskania zwiazkow o $cile okreslonej strukturze, podobnych do heparyny w dziataniu
i budowie (Schauerte et al.,, 1996). Do polisacharydéw o wczesniej ustalonej juz budowie
(B-1,3-glukan, p-1,4-glukan, o-1,4/1,6-glukan), wyizolowanych z roslin i1 bakterii,
przylaczono grupy siarczanowe. Otrzymane pochodne poddano testom biologicznym

i stwierdzono, ze wykazujg aktywno$é antykoagulacyjna i fibrynolityczna, lecz o réznym
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nasileniu. Dalsze badania w tym zakresie moga przyczyni¢ si¢ do ustalenia optymalne;j
budowy zwiazkow.

Stwierdzono, ze siarczanowe pochodne p-1,3-glukanéw, dzialajace antykoagulacyjnie
i antytrombotycznie, wykazuja jednoczesnie aktywno$¢é przeciwzapalna.

Aby ustali¢ zaleznosci pomiedzy budowa polisacharydu, a aktywnoscig
antykomplementarna, przetestowano siarczanowe pochodne réznych p-1,3-glukanéw (Stibich
et al., 1995). Stwierdzono, ze na dziatanie zwigzku ma wplyw masa czasteczkowa, ilosé¢ grup
siarczanowych 1 miejsce ich przylaczenia do glukozy.

W celu zbadania wlasciwosci siarczanowych pochodnych weglowodandéw zastosowano
rézne modyfikacje testu CAM (na zarodku kurzym) dla B-1,3-glukanu, LAM S5, o dok}adnie
okreslonej budowie, zawierajacego duzo grup siarczanowych (Paper et al., 1998).
Stwierdzono, ze polisacharyd dziala przeciwzapalnie oraz hamuje angiogeneze i efekty te
zalezne s3 od dawki zwiazku. W poréwnaniu ze standardowymi lekami przeciwzapalnymi
w tescie CAM glukan dziala silniej niz fenylobutazon i diklofenak i prawie tak skutecznie jak
hydrokortyzon. Do uzyskania catkowitego zahamowania angiogenezy potrzebne sg wyzsze
dawki polisacharydu i wtedy zaczyna pojawiac si¢ dzialanie embriotoksyczne. Podobne testy
przeprowadzono dla B-1,4-galaktanu oraz réznych wyizolowanych z roslin oligosacharydéw,
ktore przeksztalcono w ich siarczanowe pochodne (Paper et al., 1996; Kisbauer et al., 1998).
Pochodne galaktanu i niektorych z oligosacharydow wykazywaly wyrazne dziatanie
antyangiogenne, ale w tym przypadku nie bylo efektu embriotoksycznego.

[ N N ]

O duzym zainteresowaniu aktywnymi biologicznie polisacharydami $wiadcza
m.in. migdzynarodowe konferencje naukowe poswietone wylacznie temu tematowi.
We wrzesniu roku 1998 w Sundsya (Norwegia) odbyla si¢ konferencja pt. ,Bioactive
carbohydrate polymers” zorganizowana przez Phytochemical Society of Europe. Obejmowata
zagadnienia dotyczace polisacharydéw izolowanych gléwnie z roslin wyzszych i glonow.

Badania nad mozliwym mechanizmem dziatania polisacharydow wykazaly, ze oprdcz
wplywu tych zwiazkéw na kaskad¢ komplementu i indukowanie cytokinin, jako wazny
czynnik trzeba braé¢ pod uwage stymulowanie leukocytéw. Aby wyjasni¢ mechanizm
dzialania potrzebne sa badania farmakologiczne i kliniczne. Wstgpnie, konieczne jest
przeprowadzenie testdw biologicznych. Opracowano metody znakowania polisacharydéw
zwiazkami promieniotworczymi, fluorescencyjnymi, czy ztotem, a takze wytwarzania

poliklonalnych lub monoklonalnych przeciwciat przeciw polisacharydom w celu ulatwienia
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detekcji i oznaczania ilociowego tych zwiazkéw w plynach oraz materiale biologicznym
(Wagner, Kraus, 1998).

Tab.7. Przykiady polisacharydéw wyizolowanych z roslin wyzszych: budowa, aktywnosé biologiczna.

Gatunek Reodzina Polisacharyd Aktywnosé Pi§miennictwo
(material) biologiczna
Klasa: Magnoliatae (Dicotyledoneae)
Annona muricata L. Annonaceae galaktomannan - Kooiman, 1971
(semen)
Angelica acutiloba Apiaceae heteroglikan (gléwnie: arabi- | - antykomplementarna Yamada et al.,, 1984
Kitagawa (radix) noza, galaktoza, ramnoza, - mitogenna Kiyohara et al., 1988
kwas galakturonowy; a-1,5- ) o Kiyohara et al., 1989
arabino-3,6-galaktan) - indukowanie interferonu | Kiyohara, Yamada, 1989
- przeciwnowotworowa Yamada et al., 1990
Bupleurum falcatum L., Apiaceae ramnogalakturonian - przeciwwrzodowa Sakurai et al., 1996
(radix)
- przeciwwrzodowa Yamada, 1998
- mitogenna (stymulowa-
nie blastogenezy limfo-
cytow B)
Pimpinella saxifragal.. | Apiaceae heteroglikan — Janeczko, Podolak, 1998
(radix) '
Nerium oleander L. Apocynaceae glukuronian, kwasény arabino- | - immunostymulujaca Franz, 1991
galaktan
Acanthopanax senticosus | Araliaceae heteroglikan (galaktoza, - immunostymulujaca Ren-sheng et al., 1980
(Rupt et Maxim.) Harms glukoza, arabinoza)
(radix)
kwasny heteroksylan - immunostymulujaca Fang et al., 1985
Eleutherococcus Araliaceae kwasne, rozgalezione hetero- | - immunostymulujaca Wagner et al., 1985a
senticosus Maxim. (radix) glikany Wagner et al., 1985b
- hipoglikemiczna Srivastava, Kulshreshtha,
1989
Panax ginseng C.A. Araliaceae arabinogalaktan, - antykomplementarna Gao et al., 1991
Meyer ramnogalakturonian
(folium) - stymulacja makrofagéw | Yamada, 1998
(radix) panaksan A (a (1-6) glukan) | - hipoglikemiczna Tomoda et al., 1984
Srivastava, Kulshreshtha,
1989
Achyrocline satureioides | Asteraceae kwasne, rozgalgzione - immunostymulujaca Wagner et al,, 1985a
DC. (herba) heteroglikany
Arctium lappa L. (radix) | Asteraceae — - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985
- przeciwnowotworowa Franz, 1991
Arnica montana L. (flos) | Asteraceae kwasne, rozgalezione - immunostymulujaca Wagner et al., 1985a
heteroglikany
Artemisia sp. (herba) Asteraceae ramnogalakturonian - antykoagulacyjna Srivastava, Kulshreshtha,
1989
Artemisia princeps Pamp | Asteraceae heteroglikany - antykomplementarna Yamada et al., 1985
(folium)
Artemisia vulgaris L. Asteraceae - - antykomplementama Barsett et al., 1998
(folium)
Atractylodes japonica Asteraceae atraktany: A-C - hipoglikemiczna Konno et al., 1985
Koidzumi (rhizoma)
Atractylodes lancea Asteraceae arabino-3,6-galaktan - modulowanie jelitowego | Yamada, 1998
(rhizoma) uktadu immunologi-
cznego
Bidens tripartitus L. Asteraceae — - immunostymulujaca Mcisz et al., 1997
(folium)
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Gatunek Rodzina Polisacharyd Aktywno$é Pi$émiennictwo
(material) biologiczna
Calendula officinalis L. Asteraceae ramnoarabinogalaktan, - immunostymulujaca Wagner et al., 1985a
(flos) arabinogalaktan Varljen et al., 1989
Carthamus tinctorius L. Asteraceae heteroglikan - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985
Chamomilla recutita L. Asteraceae kwasne, rozgal¢zione - immunostymulujaca Wagner et al., 1985a
Rauscher (flos) heteroglikany Wagner ct al., 1985b
Echinacea angustifolia Asteraceae kwasne, rozgal¢zione - immunostymulujaca Wagner ct al., 1985a
DC. (herba; radix) heteroglikany
Echinacea purpurea (L.) | Asteraceae kwasne, rozgal¢zione - immunostymulujaca Wagner et al., 1985a
Moench. (herba; radix) heteroglikany Wagner ct al., 1985b
(arabinoramnogalaktan) ) Wagner, Proksch, 1985
(herba) 4-O-metyloglukuronoarabino- | - immunostymulujaca Proksch, Wagner, 1987
ksylan
(herba — succus) kwasny arabinogalaktan - immunomodulujaca Blaschek et al., 1998
Eupatorium cannabinum | Asteraceae kwasne, rozgal¢zione hetero- | - immunostymulujaca Wagner et al., 1985a
L. (herba) glikany (metyloglukuronoksy- Vollmar et al., 1986
lany)
Eupatorium perfoliatum | Asteraceae kwasne, rozgalgzione hetero- | - immunostymulujaca Wagner et al., 1985a
L. (herba) glikany (metyloglukuronoksy- Wagner et al., 1985b
lany) Vollmar et al., 1986
Solidago sp. (herba) Asteraceae B 1,2-fruktan; galakturonian - przeciwnowotworowa Kraus et al., 1986
Franz, 1987
Vernonia kotschyana Sch. | Asteraceae heteroglikan (duzo fruktozy) | - antykomplementama Sognet al., 1998
bip. (radix)
Epimedium violaceum. Berberidaceae arabinogalaktan - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985
Lithospermum Boraginaceae litospermany: A—C - hipoglikemiczna Konno et al., 1985
erythrorhizon Sieb. et heteroglikany
Zucc. (radix)
Gleditschia triacanthos L. | Caesalpiniaceae galaktomannan — Pourrat et al., 1966
(semen)
Convolvulus tricolor L. Convolvulaceae galaktomannan — Kooiman, 1971
(semen)
Bryonia alba L. (radix) Cucurbitaceae — - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985
- przeciwnowotworowa Franz, 1991
Bryonia dioica Jacq. Cucurbitaceae — - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985
(radix) - przeciwnowotworowa Franz, 1991
Trichosanthes kirilowii Cucurbitaceae trichozany: A-E - hipoglikemiczna Hikino et al., 1989
Maxim. (radix) (heteroglikany)
Drosera binata (folium) | Droseraceae kwasne heteroglikany (arabi- — Gowda, 1982
noza, ksyloza, galaktoza, man-
noza, kwas galakturonowy)
Astragalus aitosensis Fabaceae heteroglikan — Ionkova, 1995
Ivann. (radix)
Astragalus gummifer Fabaceae kwasény heteroglikan - immunostymulujaca Ionkova, 1995
Labill. (GT) (radix)
Astragalus Fabaceae astragalan [, II, 11 — hetero - immunostymulujaca lIonkova, 1995
membranaceus var. i homoglikany (I — glukoza,
mongholicus (radix) galaktoza, arabinoza; I1, III -
glukoza)
Astragalus mongholicus | Fabaceae surowa frakcja - przeciwnowotworowa Wang et al., 1994
Bunge (radix)
glukany i heteroglikany - immunostymulujaca Ionkova, 1995
Bapitisia tinctoria (L.) Fabaceae kwasény rozgal¢ziony - immunostymulujaca Wagner et al., 1985a
R.Br. (radix) heteroglikan Wagner, Proksch, 1985
Cassia angustifolia L. Fabaceae kwasny heteroglikan (ramno- | - przeciwnowotworowa Mdller et al., 1989
(folium) za, arabinoza, galaktoza, kwas
galakturonowy)
Coronilla scorpioides L. | Fabaceae heteroglikan (gléwnie — Abougren, Ammer, 1998
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Gatunek Rodzina Polisacharyd Aktywno$é Pi§émiennictwo
(material) biologiczna
(semen) galaktoza, glukoza, mannoza)
Glycine max (L.) Merr. Fabaceae galaktomannan - antykoagulacyjna Hussein, Helmy, 1998
(semen)
Glycyrrhiza uralensis Fabaceae ramnogalakturonian - antykomplementarna Kiyohara et al., 1996
Fisch et DC. (radix) - mitogenna
Medicago sativa L. Fabaceae galaktomannan - antykoagulacyjna Hussein, Helmy, 1998
(semen)
Phaseolus radiatus L. var. | Fabaceae arabinany — Ukai et al., 1978
aurea Prain (semen)
Sophora japonica L. Fabaceae galaktomannan — Kooiman, 1971
(semen)
Trifolium pratense L. Fabaceae — - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985
- przeciwnowotworowa Franz, 1991
Ramonda myconi Gesneriaceae kwasne heteroglikany (arabi- —_ Cafligueral et al., 1994
Reichenb. (folium) noza, galaktoza, ramnoza,
kwas galakturonowy)
Viscum album L. Loranthaceae Edlund et al., 1997
(fructus) arabinogalaktany - immunostymulujaca
(folium) 1,4 galakturonian - immunostymulujaca
Abelmoschus esculentus | Malvaceae kwasne heteroglikany - antykomplementarna Tomoda et al., 1989
Moench (fructus, radix) - hipoglikemiczna
Abelmoschus manihot Malvaceae kwasne heteroglikany - antykomplementama Tomoda et al., 1989
Medicus (radix) - hipoglikemiczna
Alcea rosea L. (folium; Malvaceae kwasne heteroglikany — Classen, Blaschek, 1998
flos) (gléwnie kwas glukuronowy i
galakturonowy, ramnoza,
galaktoza)
Althaea officinalis L. Malvaceae ramnogalakturonian; glukan - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985
Franz, 1991
Hibiscus moscheutos L. Malvaceae kwasne heteroglikany - antykomplementama Tomoda et al., 1989
(folium, radix) - hipoglikemiczna
Hibiscus sabdariffa L. Malvaceae arabinan; arabinogalaktan - immunomodulujaca Muller et al., 1992
(flos)
Hibiscus syriacus L. Malvaceae kwasne heteroglikany - antykomplementama Tomoda et al., 1989
(folium, flos) - hipoglikemiczna
Malva silvestris L. Malvaceae kwasne heteroglikany — Classen, Blaschek, 1998
(folium; flos) (etéwnie kwas glukuronowy i
galakturonowy, ramnoza,
galaktoza)
Malva verticillata L. Malvaceae B-1,3 glukan; a-1,5 arabino- | - antykomplementarna Tomoda et al.,, 1990
(semen) 3,6-galaktan - hipoglikemiczna
Melia azadirachta (L.) Meliaceae arabinoglikan - immunostymulujaca Franz, 1991
Adleb.
Trichilia glabra L. Meliaceae surowa frakcja przeciwwirusowa Benencia et al., 1997
(folium)
Morus alba L. (radix) Moraceae moran A (glikoproteina) - hipoglikemiczna Hikino et al., 1985
Papaver somniferum L. Papaveraceae kwasny heteroglikan — Paulsen et al., 1978
(fructus)
Plantago asiatica L. Plantaginaceae glukuronoarabinoksylan - antykomplementama Yamada et al., 1986
(semen)
Plantago major L. Plantaginaceae pektyna; arabinogalaktan - antykomplementarna Samuelsen et al., 1995
(folium) - przeciwnowotworowa | Samuelsen, 1998
Michaelsen et al., 1998
(semen) heteroksylan - antykomplementarna Samuelsen, 1998
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Gatunek Rodzina Polisacharyd Aktywno$¢é Pi$miennictwo
(material) biologiczna
Rumex acetosella L. Polygonaceae — - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985
- przeciwnowotworowa Franz, 1991
Aconitum carmichaeli Ranunculaceae akonitany: A-D - hipoglikemiczna Konno et al., 1985
Debeaux (radix) (heteroglikany; akonitan A: Tomoda et al., 1986
gléwnie a(1-6)D glukan omocactal,
Zizyphus jujuba var. Rhamnaceae arabinan - antykomplementarna Yamada et al., 1985
inermis (fructus)
Crataegus sp. (folium Rosaceae arabinogalaktan (B(1,3) — Hensel et al,, 1997
cum flore) galaktan, arabinoza — boczne
fancuchy)
Salix alba L. (lignum) Salicaceae glukomannan, a-glukan — Karacsonyi, Pateka, 1975
Hydrangea paniculata Saxifragaceae panikulatan (kwasny - antykomplementarna Yamada et al., 1985
Sieb. (cortex) heteroglikan) Tomoda et al., 1989
Digitalis purpurea L., Scrophulariaceae heteroglikany —_ Hensel, Kreis, 1997
Digitalis lanata Ehrh,
(folium)
Tropaeolum majus L. Tropaeolaceae galaktoksyloglukan - antymutagenna Hensel, Meier, 1998
(semen)
Ulmus glabra Huds. Ulmaceae kwasny heteroglikan (gléwnie: — Barsett, Paulsen, 1985
(cortex) ramnoza, galaktoza, kwas
glukuronowy i
galakturonowy)
Urtica dioica L. Urticaceae glukanogalakturonian, kwasény | - immunostymulujaca Franz, 1991
(rhizoma) arabinogalaktan
glukan - przeciwzapalna Kraus et al., 1997
- immunostymulujaca
Klasa: Liliatae (Monocotyledoneae)
Arenga saccharifera Arecaceae galaktomannan — Kooiman, 1971
Labill.(semen)
Cocos nucifera L. Arecaceae galaktomannan — Kooiman, 1971
(semen)
Phoenix dactylifera L. Arecaceae galaktomannan - fibrynolityczna Hussein, Helmy, 1998
(semen)
Sabal serrulata Roem. et | Arecaceae kwasne rozgalgzione hetero- | - immunostymulujaca Wagner et al., 1985a
Schult. (fructus) glikany (np. kwasny arabino-
galaktan)
Allium sativum L. Liliaceae D-fruktan — Das, Das, 1978
(bulbus)
Aloe arborescens Mill. Liliaceae B-D-mannan - przeciwnowotworowa Yagietal, 1977
var. natalensis Berger (testy na Sarcoma 180)
(folium)
Aloe barbadensis Mill. Liliaceae heteroglikan (gléwnie - antykomplementarna ‘t Hart et al., 1989
(=Aloe vera (L.) Webb. et mannoza, glukoza, galaktoza)
Berth.) (folium)
- stymulowanie makro- Qiuetal., 1998
fagbw
- stymulowanie fibro-
blastéw
Anemarrhena Liliaceae anemarany: A-D - hipoglikemiczna Takahashi et al., 1985
asphodeloides Bunge (heteroglikany)
(rhizoma)
Colchicum autumnale L. | Liliaceae — - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985
- przeciwnowotworowa Franz, 1991
Lilium testaceum (bulbus) | Liliaceae B-1,4-glukomannan — Wozniewski, Franz, 1994
Yucca glauca Nutt. (flos) | Liliaceae arabinogalaktany - przeciwnowotworowa Alietal., 1978
Yucca schidegera Liliaceae — - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985
- przeciwnowotworowa Franz, 1991
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Gatunek Rodzina Polisacharyd Aktywnosé PiSmiennictwo
(material) biologiczna
Avena sativa L. Poaceae —_— - immunostymulujaca Franz, 1989
Hordeum vulgare L. Poaceae (1-3),(1—4) B-D glukany — Woodward et al., 1983
(fructus caryopsis)
Bambusa vulgaris Poaceae —_ - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985
Schrader (folium) - przeciwnowotworowa Franz, 1991
Oryza sativa L. Poaceae — - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985
- przeciwnowotworowa Franz, 1991
Triticum sativum Lam. Poaceae —_ - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985
- przeciwnowotworowa Franz, 1991
Saccharum officinarum L. | Poaceae — - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985

- przeciwnowotworowa

Franz, 1991

sacharan A-F

- immunostymulujaca
- przeciwnowotworowa

- hipoglikemiczna

Srivastava, Kulshreshtha,
1989

Podgromada: Gymnospermae (Coniferophytina)

Ephedra distachya L. Ephedraceae efedrany: A-E; heteroglikany | - hipoglikemiczna Konno et al., 1985
(herba) (ramnoza, fukoza, arabinoza,

ksyloza, mannoza, galaktoza,

glukoza) i
Ginkgo biloba L. (folium) | Ginkgoaceae — - immunostymulujaca Wagner, Proksch, 1985

- przeciwnowotworowa

Franz, 1991

heteroglikan (glukoza,

- mitodepresyjna

Grzybek et al., 1994

ramnoza)

- nie badano aktywnosci biologicznej
- nie okre$lono budowy polisacharyddéw

2.3.5 Biosynteza w kulturach in vitro

W kulturach in vitro roslin wyzszych zachodzi biosynteza polisacharydéw. Przykiady
przedstawione sa w tabeli Tab. 8. W przypadku hodowli zawiesinowych zwiazki te czesto
wydzielane sa do pozywki. Kultury sa filtrowane, oddziela si¢ komorki, a polisacharydy sa
stracane poprzez dodatek etanolu do pozywki.

Najlepiej zbadane sa zwiazki wyizolowane z kultur zawiesinowych Echinacea purpurea
(L.) Moench. W pozywce stwierdzono obecno$¢ dwdch typéw polisacharydéw: obojetnego
fukogalaktoksyloglukanu o masie czasteczkowej od 10 do 25 kDa i kwasnego
arabinogalaktanu o masie czgsteczkowej 75 kDa (Wagner et al., 1988). Przeprowadzono testy
biologiczne, ktore wykazaly, ze oba zwiazki dzialajg immunostymulujaco. Stwierdzono, ze
kwasny arabinogalaktan jest jednym z najbardziej aktywnych polisacharydéw wyizolowanych
z roélin wyzszych w zakresie stymulowania makrofagéw i granulocytéw (Schéllhorn, 1993).
Zwigzek pobudza syntez¢ interferonu i stosowany profilaktycznie u myszy zapobiega
infekcjom wywolanym przez Candida albicans, Leishmania, Listeria (Wagner, 1997).
Gléwny tancuch tego zwiazku zbudowany jest z czasteczek p-D-galaktopiranozy potaczonych

wigzaniami (1—>3), boczne taficuchy utworzone sa z arabinozy, a takze z ramnozy polaczone;j
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z kwasem galakturonowym (Wagner et al., 1988). Podobne, bardzo zlozone polisacharydy
byly wyizolowane np. z roélin takich jak Panax ginseng C.A. Meyer, Viscum album L.,
Hibiscus sp. (Tab. 8). Z ziela Echinacea purpurea (L.) Moench. uzyskano réwniez
arabinogalaktan (dokladniej: arabinoramnogalaktan), ktéry jednak wykazuje tylko niewielkie
podobienstwo do zwiazku otrzymanego z kultur zawiesinowych. Polisacharyd wyizolowany
zrodliny gruntowej ma mas¢ czasteczkowa 450 kDa. Gléowny lancuch zbudowany jest
z ramnozy i galaktozy w stosunku molowym 1:1. Czasteczki ramnozy tacza si¢ z sasiednimi
cukrami poprzez grupe OH przy C, i C,, natomiast czasteczki galaktozy — poprzez grupe OH
przy C; i C4. Zwiazek jest silnie rozgal¢ziony. Lancuchy boczne sa przylaczone poprzez
grupe OH przy C; do prawie co drugiej czasteczki ramnozy. W lancuchach bocznych
wystepuja m.in. czasteczki arabinozy i kwasu glukuronowego (Wagner, Proksch, 1985).
Drugim zwiazkiem wyizolowanym z ziela Echinacea purpurea (L.) Moench. byl
heteroksylan (4-O-metyloglukuronoarabinoksylan — Proksch, Wagner, 1987) — zupelnie
odmienny od fukogalaktoksyloglukanu otrzymanego z kultur zawiesinowych.

Uwaza sie, ze polisacharydy izolowane z kultur tkankowych sg skladnikami pierwotne;j
sciany komorkowej. Zgodnie z ta teoria fukogalaktoksyloglukan bytby wiaczony do warstwy
celulozowej, podczas gdy arabinogalaktan moglby by¢ uwazany za element laczacy
hemicelulozg z czgscia glikoproteinowa (Wagner et al., 1988). Podobne zwigzki jak z hodowli
in vitro E. purpurea uzyskano z kultur zawiesinowych Acer pseudoplatanus L. oraz
Phaseolus vulgaris L.

Ze wzgledu na obecno$¢ bardzo aktywnego immunologicznie arabinogalaktanu kultury
zawiesinowe E. purpurea prowadzone s3 na skal¢ przemystowa w 75.000 litrowych
biofermentorach w firmie Diversa z Hamburga (Wagner et al., 1989).

Z kultur zawiesinowych Nicotiana tabacum L. wyizolowano 2z pozywki
arabinoksyloglukan. Szczegélowe badania strukturalne wykazaly, ze zwiazek ten ma bardzo
podobna budowg¢ do polisacharydu wchodzacego w skiad frakcji hemicelulozowe;j,
wyizolowanego z lisci tego gatunku (Akiyama, Kato, 1982).

Badano zawarto$¢ polisacharydow w kilku gatunkach z rodzaju Astragalus, a takze w
hodowli in vitro (Ionkova, 1995). Prowadzono kultury kalusowe, korzeniowe oraz kultury
korzeni wlosnikowatych. Polisacharydy badano zaréwno w pozywce, jak i w uzyskanej
tkance. Stwierdzono, ze niezréznicowana tkanka kalusowa wytwarza bardzo niewielkie ilosci
tych zwigzkéw. Zauwazono natomiast, ze w kulturach korzeni wlosnikowatych znaczne ilosci
polisacharydow sa wydzielane do pozywki. Stwierdzono duze rdéznice w skladzie

monosacharydowym u polisacharydow wyizolowanych z roslin gruntowych i tkanek
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uzyskanych w warunkach kultur in vitro. Zwiazki otrzymane z roslin gruntowych
charakteryzowaty si¢ wigksza réznorodnoscia cukréw prostych.

Cebule Lilium testaceum zawieraja oprocz skrobi duze ilosci B-1,4-glukomannanéw
(Wozniewski, Franz, 1994). Prowadzono hodowle in vitro tego gatunku: kultury zawiesinowe
i kultury organdéw (cebulek). Polisacharydy izolowano z uzyskanej tkanki. Kultury
zawiesinowe wytwarzaly bardzo mate ilosci tych zwiazkéw. Natomiast w cebulkach
stwierdzono zawarto§¢ ok. 10% (w przeliczeniu na sucha mase) glukomannanéw.
Szczegbélowe badania wykazaly, ze zwiazki te sa identyczne z polisacharydami
wytwarzanymi przez cebule roélin gruntowych.

Dotychczas jest niewiele opublikowanych wynikéw badan poréwnujacych zawartosé
polisacharydéw w roslinach gruntowych i w kulturach in vitro tych samych gatunkéw.
Z przytoczonych wczesniej przykiaddw moze wynikaé, ze biosynteza polisacharydow zalezy
od stopnia zréznicowania tkanki. Zazwyczaj kultury zawiesinowe, czy kalusowe albo
wytwarzaja polisacharydy w bardzo malych ilosciach (np. Lilium testaceum, Astragalus sp.),
albo zwiazki te bardzo réznia si¢ od izolowanych z roslin gruntowych (np. Echinacea
purpurea (L.) Moench.; réwniez — Briutigam, Franz, 1985). Jedynie polisacharydy uzyskane
z kultur zawiesinowych Nicotiana tabacum L. wykazywaty duze podobienistwo do zwiazkow
izolowanych z lisci tego gatunku.

Biosynteza polisacharydow w korzeniach wlo$nikowatych — organach transformowanych
genetycznie za pomocg Agrobacterium rhizogenes — jest odmienna niz w roslinach
gruntowych (np. Astragalus sp.).

Kultury organéw ros$linnych — cebulek — wytwarzaly identyczne zwiazki, jak cebule

roslin gruntowych (np. Lilium testaceum).

W Katedrze i Zakladzie Botaniki Farmaceutycznej CM UJ w Krakowie prowadzono badania
nad polisacharydami wyizolowanymi z tkanek kalusowych Basella alba L., Holarrhena
antidysenterica (Roxb.) Wall., Ginkgo biloba L., Silene vulgaris L. (Tab. 8).

Tab. 8. Biosynteza polisacharydéw w kulturach in vitro roslin wyzszych — przyktady.

Gatunek Rodzina Rodzaj kultury Polisacharyd Pi$miennictwo
in vitro
Acer pseudoplatanus L. | Aceraceae kultura zawiesinowa | ramnogalakturonian Stevenson et al., 1988
fukoksyloglukan, Aspinall et al., 1969
arabinogalaktan (wg. Karécsonyi,

Pateka, 1975)
Paull, Jones, 1978

Polianthes tuberosa L. Agavaceae kultura kalusowa glukuronomannan Honda et al., 1996
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Gatunek Rodzina Rodzaj kultury Polisacharyd Pismiennictwo
in vitro
Daucus carota L. Apiaceae kultura zawiesinowa | pektyny Asamizu et al., 1984
Holarrhena Apocynaceae kultura kalusowa heteroglikany (glukoza, | Ekiert, Kohlmiinzer,
antidysenterica (Roxb.) arabinoza) 1998
Wall,
Echinacea purpurea (L.) | Asteraceae kultura zawiesinowa | fukogalaktoksylogluka- | Wagner et al., 1987
Moench ny, kwasny arabinogala- | Wagner et al., 1988
ktan Wagner et al., 1989
Schéllhom et al., 1993
Basella alba L. Basellaceae kultura kalusowa heteroglikany Cyune] etal., 1995
Symphytum officinale L. | Boraginaceae kultura kalusowa fruktan Abou-Mandour et al.,
1987
Silene vulgaris L. Caryophyllaceae | kultura kalusowa heteroglikany Michalek, 1991
Drosera capensis Droseraceae kultura zawiesinowa | kwasny heteroglikan Hook, Paper, 1996
Astragalus gummifer Fabaceae kultura kalusowa, heteroglikany Ionkova, 1995
Labill. (GT) kultura korzeniowa,
korzenie
wloénikowate
Astragalus membranaceus | Fabaceae korzenie heteroglikany Ionkova, 1995
var. mongholicus wloénikowate
Astragalus mongholicus | Fabaceae korzenie heteroglikany Ionkova, 1995
Bunge wloénikowate
Glycine max. (L.) Merr. | Fabaceae kultura zawiesinowa | ksyloglukan Hayashi, Matsuda, 1981
Phaseolus vulgaris L. Fabaceae kultura zawiesinowa | kwasne heteroglikany Mante, Boll, 1978
Ginkgo biloba L. Ginkgoaceae kultura kalusowa heteroglikany Grzybek et al., 1994
Mentha arvensis L. x Lamiaceae kultura zawiesinowa | kwasne heteroglikany Uchiyama et al., 1993
Mentha spicata L.
Lilium testaceum Liliaceae kultura zawiesinowa | heteroglikan Wozniewski, Franz,
1994
kultura organéw f-1,4-glukomannan
(cebulki)
Althaea officinalis L. Malvaceae korzenie heteroglikan Ionkova, Alfermann,
wloénikowate 1994
Digitalis lanata Ehrh. Scrophulariaceae | kultura zawiesinowa | ksyloglukan, Hensel et al., 1997
arabinogalaktan
Nicotiana tabacum L. Solanaceae kultura zawiesinowa | arabinoksyloglukan Akiyama, Kato, 1982
Edaetal., 1983a
Edaetal., 1983b
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3. Czes¢ doswiadczalna

3.1 Kultury kalusowe Melittis melissophyllum L. —
optymalizacja warunkéw

3.1.1 Material badawczy i jego przygotowanie

Materialem do zapoczatkowania kultury in vitro gatunku Melittis melissophyllum L. byly
owoce (roztupki) pochodzace z europejskich ogrodow botanicznych.
Przygotowanie materialu do badan obejmowato nastepujace etapy:

chlodzenie owocow,

izolowanie nasion,

pecznienie,

sterylizacje.

W celu przerwania stanu spoczynku nasion, cate owoce umieszczano w temp. +4 °C na okres
ok.14 dni. Nast¢pnie izolowano nasiona poprzez usunigcie twardej owocni 1 pozostawiano j‘e
przez 4 godz. w jalowej wodzie destylowanej w temp. 25 °C w celu specznienia. Po tym
czasie nasiona sterylizowano: 70 % (v/v) etanolem przez 30 sekund, a nastg¢pnie 5 % wodnym
roztworem podchlorynu wapnia przez 5 min. Po kilkakrotnym przeptukaniu nasion jalowa
woda destylowana material przenoszono na uprzednio przygotowana sterylna pozywke
zawierajaca kwas giberelinowy (GA3) — 0,5 mg/l i kinetyng (Kin) — 0,25 mg/1 (Tab.9). Po
uptywie 7-10 dni nasiona kietkowaly (50%) i wyrastaly z nich siewki.

Materiatem do zapoczgtkowania kultury kalusowej byly siewki a takze roslinki uzyskane

w wyniku mikrorozmnazania’,
3.1.2 Stosowane pozywki

Do badan stosowano zestalong agarem (0,8 %) pozywke podstawowa wg Murashige
i Skoog’a — MS (Murashige, Skoog, 1962), uzupelniong réznymi roslinnymi substancjami
wzrostowymi (Tab.9.). W pozywkach pH doprowadzano do wartosci 5,7-5,8 przed
autoklawowaniem. Pozywki sterylizowano w autoklawie przez 20 min w temp. 121 °C pod

ci$nieniem 0,2 MPa.

* Metoda mikrorozmnazania Melittis melissophylium L. zostala weze$niej opisana w publikacji (Skrzypczak, Skrzypezak,
1993)
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3.1.3 Warunki hodowli

Kultury kalusowe prowadzono w kolbkach Erlenmeyera (100 ml) lub na szalkach
Petriego zawierajacych odpowiednio 50 i 10 ml podloza. Kolbki i szalki umieszczano
w pokoju hodowlanym wtemp. 25 °C + 1 °C, przy ciaglym o$wietleniu lampami
jarzeniowymi o nat¢zeniu ok. 2000 Ix. Pasazy dokonywano co 4-5 tygodni.

Wszystkie czynnosci zwigzane z zakladaniem kultury in vitro i pasazowaniem materialu

roslinnego przeprowadzano w warunkach sterylnych, w lozy z nawiewem laminamym.

3.1.4 Pomiary wzrostu kultur kalusowych

W celu pomiaru wzrostu kultur kalusowych oznaczano wagowo $wieza mase po
dokladnym oddzieleniu tkanki kalusowej od agarowego podioza. Wskaznik przyrostu (Wp)

obliczano wg wzoru:

M, — masa koncowa [g]; masa kalusa po okreslonym okresie wzrostu (4-5 tygodni),

M, - masa poczatkowa [g]; masa pasazowanego kalusa (masa inokulum).

3.1.5 Wyniki

Eksplantatami byly fragmenty siewek: korzonki, hypokotyle, liscienie, listki, paczki
szczytowe oraz fragmenty ro$linek uzyskanych w wyniku mikrorozmnazania (Skrzypczak,
Skrzypczak, 1993): kawatki korzeni, lisci, todyzek. W celu zapoczatkowania kalusowania
umieszczano je na pozywce MS uzupelnionej zwykle auksyng 2,4-D w réznych stezeniach
(Tab.9.), rébwniez w potaczeniu z innymi regulatorami wzrostu. Po uplywie 1-2 tygodni na
wszystkich wariantach pozywki MS, na wszystkich eksplantatach (szczegélnie na
fragmentach lodyzek i korzonkdéw), zaczynala si¢ tworzy¢ tkanka kalusowa o kolorze
jasnozielonym lub jasnozéitym — zdj.5-8. Najlepiej ten proces zachodzil na pozywkach
uzupetnionych:

e 24-D-0,25mg/li BAP — 1 mg/l (wariant C),

e 24-D-0,5mg/liKin-1mg/l (wariant E).

Tkanke kalusowa pasazowano na $wieze pozywki, takie same jak wyjsciowe. Tkanka
przyrastala powoli, cze$¢ z niej brazowiala i obumierala. Do pasazy wybierano tylko zywe
fragmenty kalusa. Po 4-5 pasazach stwierdzono, ze — poréwnujac z innymi stosowanymi
pozywkami (B-J) — pozywka H zawierajaca 2,4-D — 1mg/l i Kin — 0,1 mg/l jest najodpo-

wiedniejsza do prowadzenia hodowli. Obserwowano tu staty, powolny przyrost jasnozielonej
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lub jasnozéttej, niezréznicowanej tkanki kalusowej — zdj.9. Celem prowadzenia kultur
kalusowych bylo uzyskanie odpowiedniej ilosci materiatlu do izolacji polisacharydéw. Chcac
zoptymalizowa¢ hodowle i zwigkszy¢ przyrost biomasy przetestowano inne warianty
pozywki MS (Tab.9). Po 2-3 pasazach zaobserwowano pozytywne rezultaty — tkanki
przeniesione z pozywek B-J na pozywki K-P zaczely wyraznie lepiej i szybciej rosngé. Czesé
materiatlu z wariantu H pasazowano na taka sama pozywke. Na pozywce uzupelnionej BAP
(1 mg/l), NAA (0,5 mg/l), GA3 (0,25 mg/l) — pozywka P — zaczgla si¢ tworzy¢ szybko rosnaca
tkanka kalusowa — najpierw jasnozielona lub zielonozoéttawa (zdj.10.), potem — po kolejnych
pasazach — ciemnozielona (zdj.11.), o pewnym zréznicowaniu. Jej struktura byla zwarta.
Na powierzchni widoczne byly twory przypominajace paczki pgdowe. Nie zachodzita jednak
calkowita organogeneza. Analiza mikroskopowa wykazala obecnos¢ elementéw tkanki
przewodzacej — naczyn.

W celu poréwnania szybko$ci przyrostu biomasy na pozywkach H oraz K—-P, odwazong
ilos¢ tkanki kalusowej (ok. 0,50 g) wykladano na kazdg z pozywek. Po uptywie 4-5 tygodni
tkanke ponownie wazono i obliczano wskaznik przyrostu Wp (zob. 3.1.4) — zdj.10-13. Dla
kazdej z pozywek przeprowadzono po 5 serii badan: w kazdej serii bylo po 20 kolbek (Tab.

10-Tab. 18). Wszystkie wartosci $rednie wspdtczynnikéw przyrostu tkanki kalusowe;) (Wp)

byly statystycznie znamienne.

Dla wariantéow H, K-P przeprowadzono jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (Tab. 19)
weryfikujac hipotez¢ o réwnosci Srednich poszczegélnych wariantéw [Gren, 1987]. Dla
powyzszej analizy obszar krytyczny, wyznaczony przy poziomie istotnosci a = 0,05
z rozktadu statystyki F' o 6 i 693 stopniach swobody, zawiera wartosci wigksze od wartosci
krytycznej Fose, = 2,11. Obliczona wartos¢ statystyki F =2213,80 , wiec hipoteze o réwnosci
wartosci Srednich nalezy odrzucié, co oznacza, ze z prawdopodobienstwem bledu 0,05 mozna
stwierdzi¢ wyrazne rdznice wplywu pozywek na wartosci wskaznika wzrostu. Ocenami tego
wplywu sa odpowiednie wartosci srednie (Tab. 18, Ryc.5).

Na podstawie uzyskanych wynikéw (Tab.11-Tab. 18) pozywke P uzupelniong BAP,
NAA i GAj3 wybrano jako podloze do namnazania tkanki kalusowej — zdj.14. Stwierdzono, ze
czas prowadzenia kultury nie powinien by¢ krétszy niz jeden miesiac (gdyz przyrost biomasy
bylby zbyt matly), ani dluzszy niz péttora miesigca (ze wzgledu na wyczerpywanie sig
substancji w pozywce znacznie zwigksza si¢ procent obumarlej tkanki). Po uplywie 4-5
tygodni cze$¢ tkanki pasazowano na S$wieza pozywke¢ P, a pozostala cz¢s¢ zbierano,

zamrazano i nastepnie liofilizowano. W wyniku liofilizacji tkanka kalusowa traci ok. 90 %
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swojej pierwotnej masy. Ogolem do grudnia roku 1997 uzyskano ok. 240 g wysuszonego
materialu. Czgé¢ zliofilizowanej tkanki kalusowej postuzyla jako surowiec do izolacji

polisacharydow.
3.1.6 Podsumowanie wynikow, wnioski i dyskusja

Dobo6r wariantéw pozywki podstawowej MS (Tab.9.) prowadzono na podstawie danych
literaturowych (m.in. Wareing, Phillips, 1976; Zenkteler, 1984), a takze wlasnych,
wcezesniejszych doswiadczen z prowadzeniem kultur in vitro roélin leczniczych: Gentiana sp.
(Skrzypczak et al., 1993; Skrzypczak-Pietraszek, 1993), Oenothera sp. (Skrzypczak et. al.,
1994; Thiem, 1994), Exacum affine Balf. f. (Skrzypczak-Pietraszek, Szewczyk, 1996).

W wyniku przeprowadzonych badan (Tab.9.) wybrano najkorzystniejsze warunki do
prowadzenia kultury kalusowej gatunku Melittis melissophyllum L.:

— zapoczatkowanie kalusowania:

eksplantaty:........cccoeevivininieninnneee e fragmenty lodyzek i korzonkow
podloze: modyfikacje pozywki podstawowej MS zawierajgce
2,4-D—0,25mg/l, BAP — 1 mg/l ...ccooovvieiiirerieveeerie e pozywka C
2,4-D-0,5mg/l, Kin = 1 m@/l....cccoeivenrirnririenienineinsisneneeieainens pozywka E

— namnazanie tkanki kalusowe;j:

podtoze: pozywka podstawowa MS uzupetniona

Pozywki C 1 E, ktére byly najbardziej efektywne do inicjowania kalusowania nie okazaty si¢
wlasciwe do namnazania tkanki kalusowe;j.

Dla pozywek L, M i N, b¢dacych modyfikacjami pozywki K (dodatek mezoinozytolu,
kazeiny), $redni wskaznik przyrostu dla serii -V — W ,-») (Tab. 18.) byl wyzszy niz dla
wariantu K.

Wartosé Wp(l-V) dla wariantéw H, K i O byla zblizona, chociaz w poszczegdlnych
seriach (Tab.11, Tab.13, Tab.17) wystgpowaly pewne rdznice.

Warto$é W pu-vy dla pozywki P byla 4-5 krotnie wyzsza niz dla pozostatych wariantow.
Ta rdznica jest znamienna statystycznie.

Tkanka kalusowa uzyskana na pozywce P morfologicznie wyraznie réznila si¢ od

niezr6znicowanych, zoitawych lub jasnozielonych tkanek rosngcych na innych pozywkach.

Byla ciemnozielona, o zwartej strukturze. Obserwowano jej wyraZne zrdznicowanie,
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przejawiajace si¢ obecnoscia uwypuklen na powierzchni tkanki, przypominajacych tworzace
si¢ paczki pedowe. Analiza mikroskopowa wykazala obecno$¢ -elementow tkanki
przewodzacej (naczyn) w preparatach mikroskopowych. Poréwnujac wartosé Wpu_y) dla
roznych wariantow pozywki podstawowej MS (Tab. 18.) mozna wysnu¢ wniosek, ze w
przypadku gatunku Melittis melissophyllum L. pewne zréznicowanie tkanki kalusowej sprzyja

intensyfikacji jej wzrostu.
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Tab. 10. Czas wzrostu tkanki kalusowej

Seria Pasaz Czas wzrostu
[dni]
I piaty 30
II szésty 28
III siédmy 31
v 6smy 30
v dziewiaty 29

Tab.11. Wartosci wskainikéw przyrostu tkanki kalusowej (Wp) na pozywce MS uzupetnionej 2,4-D — 1 mg/l i Kin— 0,1 mg/l

(wariant H) dla serii I-V

Kolbka Seria
I 11 I v \
i 4,50 2,96 4,48 4,07 3,39
2 3,96 3,77 3,76 2,16 3,33
3 4,11 3,66 5,11 2,74 3,12
4 5,01 3,06 3,62 423 4,78
5 4,87 3,81 3,74 3,86 4,69
6 4,31 3,83 4,23 4,62 3,14
7 3,20 3,79 4,16 4,84 4,13
8 5,09 4,41 3,22 4,40 3,88
9 4,61 3,84 4,90 3,64 3,38
10 4,70 4,14 3,47 4,90 3,08
1 4,49 3,44 433 4,63 4,40
12 3,51 4,35 3,42 4,07 4,28
13 3,19 3,73 4,27 4,18 3,90
14 3,29 4,96 4,49 4,55 4,22
15 2,55 3,94 4,46 3,93 47m
16 3,10 4,77 3,62 4,13 4,37
17 4,11 2,30 3,88 3,32 3,12
18 3,10 3,81 4,10 3,76 3,23
19 321 3,72 2,98 5,31 327
20 4,67 4,36 4,64 3,96 2,82
P—V; 3,98 3,83 4,04 4,06 3,76
Ty, 0,77 0,52 0,56 0,78 0,59
t 5,17 7,35 7,17 521 6,33
heafor 2,09 2,09 2,09 2,09 2,09

* warto$é krytyczna odczytana z tablic dla poziomu istotnoéci a = 0,05 i stopni swobody £= 19
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Tab. 12. Wartosci wskaznikéw przyrostu tkanki kalusowej (W,) na pozywce MS uzupetnionej BAP — 1 mg/l, NAA - 0,5 mg/!

i GA; - 0,25 mg/l (wariant P) dla serii I-V

Kolbka Seria
I 11 11 v v

1 21,01 17,52 18,09 17,86 16,12
2 15,79 23,08 15,53 17,07 16,87
3 16,41 19,44 19,76 15,68 22,48
4 20,69 15,31 21,95 20,15 16,37
5 15,41 17,92 19,86 15,26 19,54
6 23,52 18,33 19,28 17,35 23,77
7 20,89 19,25 14,73 16,88 15,89
8 18,30 18,84 17,30 23,42 18,61
9 17,21 18,60 12,24 16,04 20,74
10 14,90 18,51 18,31 16,35 18,56
1 19,11 16,56 17,94 15,50 19,74
12. 16,79 16,30 16,97 18,72 16,29
13 17,81 17,24 15,63 19,24 20,09
14 18,70 19,87 23,98 16,82 19,43
15 17,41 17,35 17,49 18,96 19,37
16 17,21 15,01 15,64 21,28 16,86
17 17,29 19,13 18,32 16,87 16,14
18 16,31 18,37 16,67 19,09 15,56
19 18,80 13,71 18,96 21,95 15,00
20 21,40 17,35 22,74 18,97 16,93
Wp 18,25 17,89 18,07 18,17 18,22
Oy, 2,27 1,88 3,00 2,21 2,43

t 8,03 9,53 6,03 8,22 7,48

bheasa’ 2,09 2,09 2,09 2,09 2,09

* warto$é krytyczna odczytana z tablic dla poziomu istotnosci a = 0,05 i stopni swobody f= 19
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Tab.13. Wartosci wskaznikow przyrostu tkanki kalusowej (Wy) na pozywce MS uzupetnionej 2,4-D — 1 mg/l i Kin~— 0,5 mg/l

(wariant K) dla serii I-V

Kolbka Seria
I Il 1 v \'
1 4,71 3,82 4,15 4,18 4,02
2 5,10 3,99 3,98 4,00 3,68
3 4,61 4,36 4,10 2,93 3,59
4 4,19 4,47 4,16 473 3,52
5 3,40 3,27 4,60 3,58 5,75
6 5.41 4,04 4,62 4,85 4,94
7 4,79 4,95 515 4,85 412
8 4,60 2,12 423 2,66 4,07
9 3,60 4,92 4,00 4,14 4,13
10 3,41 5,00 2,97 3,79 3,60
1 3,59 427 3,24 5,62 4,03
12 3,51 3,66 3,76 4,48 4,70
13 4,87 3,05 3,22 5,39 4,99
14 4,20 4,01 577 3,29 3,26
15 3,21 3,79 4,60 3,20 4,12
16 511 3,61 3,49 3,92 3,22
17 429 437 4,25 3,51 4,12
18 4,91 432 3,01 4,75 3,54
19 5,09 3,80 5,15 438 473
20 423 4,53 3,62 4,79 4,14
L—V; 4,34 4,02 4,10 4,15 411
Ty, 0,68 0,80 0,75 0,88 0,69
t 6,36 5,03 5,46 4,72 5,93
Hegfa® 2,09 2,09 2,09 2,09 2,09

* warto$¢ krytyczna odczytana z tablic dla poziomu istotnosci a = 0,05 i stopni swobody f= 19
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Tab. 14. Wartosci wskaznikow przyrostu thanki kalusowej (W) na pozywce MS uzupetnionej 2,4-D — Img/l, Kin— 0,5 mg/l,
m-in. — 0,5 g/l i kaz. — 0,5 g/l (wariant L) dla serii I-V

Kolbka Seria
I 11 1 v \
1 5,00 3,15 3,27 2,95 3,74
2 3,81 3,29 4,09 3,61 4,16
3 3,30 4,08 3,48 3,51 3,44
4 3,64 3,34 4,91 5,42 5,85
5 4,90 4,52 4,53 4,97 5,41
6 3,70 4,08 3,83 4,09 5,42
7 4,56 3,63 3,89 4,87 3,40
8 4,19 3,56 2,72 3,34 3,89
9 5,70 5,13 5,53 4,35 4,51
10 4,30 4,66 3,75 3,22 5,24
1 4,13 3,81 3,10 3,96 4,80
12 3,60 4,81 4,72 3,11 4,52
13 4,64 3,88 3,65 5,22 4,80
14 3,70 5,10 4,28 4,07 5,62
15 4,60 4,10 4,24 4,56 4,90
16 5,00 4,59 424 5,93 4,39
17 4,08 3,72 3,18 4,60 4,64
18 3,87 3,96 4,36 4,51 4,82
19 3,24 3,19 4,54 2,50 3,47
20 5,43 5,51 3,71 3,11 3,40
Wp 4,27 4,11 4,00 4,10 4,52
Ty, 0,69 0,67 0,76 0,81 0,82
t 6,17 6,15 5,26 5,04 5,53
Hhegja 2,09 2,09 2,09 2,09 2,09

* wartosé krytyczna odczytana z tablic dla poziomu istotnosci a = 0,05 i stopni swobody f= 19

—55-—




Tab.15. Wartosci wskaznikow przyrostu tkanki kalusowej (W,) na pozywce MS uzupetnionej 2,4-D — 1 mg/l, Kin. — 0,5 mg/l i

m-in. — 0,5 g/l (wariant M) dla serii I-V

Kolbka Seria
I 11 111 v \%
1 4,00 2,99 4,05 4,03 5,17
2 3,06 3,86 3,53 3,38 3,55
3 5,90 4,48 4,76 5,74 4,60
4 4,86 4,00 3,49 4,02 5,08
5 5,70 5,10 5,95 5,05 4,76
6 521 511 5,46 2,68. 5,00
7 3,51 4,34 5,07 4,33 3,94
8 4,29 5,99 4,65 3,98 4,67
9 4,61 421 4,63 4,10 4,93
10 5,49 5,65 4,55 2,70 5,64
11 4,30 6,48 4,65 4,38 5,32
12 4,90 4,14 5,56 6,36 5,44
13 5,51 3,86 3,47 2,15 5,63
14 4,39 4,31 3,33 4,52 4,13
15 4,01 3,93 3,89 5,00 421
16 3,90 4,69 3,99 5,21 4,53
17 3,70 3,62 4,44 3,30 5,81
18 2,81 5,31 4,92 3,68 5,41
19 5,42 4,05 3,36 4,11 4,15
20 3,50 4,37 3,74 5,32 3,37
Wp 4,45 4,52 4,37 4,20 4,77
Ty, 0,91 0,95 0,84 1,15 0,63
t 4,92 4,78 5,20 3,64 7,60
heafa 2,09 2,09 2,09 2,09 2,09

* warto$¢ krytyczna odczytana z tablic dla poziomu istotnosci o = 0,05 i stopni swobody f= 19
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Tab.16. Warto$ci wskaznikow przyrostu thanki kalusowej (W) na pozywce MS uzupeinionej 2,4-D— 1 mg/l, Kin. — 0,5 mg/l i

kaz. — 0,5 g/l (wariant N) dla serii I-V

Kolbka Seria
I 11 )| v \%
1 5,19 4,04 5,08 5,06 6,22
2 4,40 4,14 4,33 3,99 4,06
3 4,11 5,41 434 4,05 4,49
4 4,61 4,49 3,89 4,34 4,45
5 5,00 4,41 3,20 4,76 3,39
6 5,31 5,08 5,11 6,47. 3,91
7 5,49 6,86 4,64 4,27 4,54
8 4,61 3,84 4,20 3,87 5,41
9 5,60 4,69 4,60 4,59 5,43
10 4,21 4,16 4,14 5,35 5,23
11 4,00 4,34 3,98 4,29 4,55
12 4,31 4,51 5,27 4,09 5,11
13 4,19 2,64 3,81 5,29 4,87
14 6,31 4,39 4,03 4,18 5,17
15 4,91 5,00 4,99 4,69 5,09
16 4,79 4,94 3,77 4,76 4,37
17 3,70 4,21 5,37 5,85 5,43
18 4,00 3,47 427 3,38 4,06
19 3,21 5,26 4,26 5,05 3,92
20 5,26 3,96 4,33 5,35 4,79
Wp 4,66 4,49 4,38 4,68 4,72
O, 0,74 0,93 0,57 0,72 0,73
t 6,30 4,85 7,68 6,53 6,51
heafa 2,09 2,09 2,09 2,09 2,09

* warto$¢ krytyczna odczytana z tablic dla poziomu istotnoéci a = 0,05 i stopni swobody f= 19
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Tab.17. Wartosci wskaznikow przyrostu tkanki kalusowej (Wp) na pozywce MS uzupeinionej 2,4-D— 0,5 mg/l, BAP — 1 mg/l

(wariant O) dla serii I-V

Kolbka Seria
I I i v %
1 5,49 2,63 3,84 4,98 3,96
2 4,34 3,96 3,18 4,82 5,02
3 4,68 2,84 2,34 4,76 4,01
4 3,48 3,57 4,20 4,02 3,79
5 2,89 5,50 3,82 3,82 4,04
6 3,10 4,65 4,02 4,08 3,56
7 4,20 4,21 3,78 3,28 3,44
8 5,46 4,40 3,68 3,04 3,65
9 2,33 4,37 2,85 4,51 4,04
10 4,99 3,74 5,67 4,01 4,40
1 4,04 3,76 3,09 4,43 4,67
12 3,40 3,74 6,11 3,04 3,83
13 2,91 4,94 4,65 3,55 3,98
14 3,73 3,93 3,83 4,70 4,29
15 3,99 4,18 4,14 2,81 3,86
16 4,03 4,82 4,78 3,57 4,96
17 4,63 4,62 4,81 4,48 4,47
18 4,45 4,88 4,44 3,46 3,37
19 4,41 5,63 4,17 417 3,30
20 4,29 5,66 3,77 4,58 4,60
W, 4,04 4,30 4,06 4,01 4,06
Oy, 0,84 0,76 1,02 0,66 0,43
¢ 4,79 5,66 3,99 6,06 9,45
Leaga1 2,09 2,09 2,09 2,09 2,09

* warto$¢ krytyczna odczytana z tablic dla poziomu istotnoéci a = 0,05 i stopni swobody f=19
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Tab. 18. Poréwnanie przyrostu tkanki kalusowej (W) na pozywkach H, K-P. (Opis pozywek zob. Tab.9)

Warto$¢ $rednia wskaznika przyrostu dla pozywek
Seria H K L M N o P
I 3,98+0,77 | 4,34+0,68 | 4,27+0,69 | 4,45+£0,91 | 4,66+ 0,74 | 4,04+ 0,84 (18,25 +2,27
II 3,83+0,52 | 4,02+0,80 | 4,11+0,67 | 4,52+0,95 | 4,49+0,93 | 4,30+ 0,76 | 17,89+ 1,88
III 4,04%0,56 | 4,10+ 0,75 | 4,00+0,76 | 4,37+0,84 | 4,38+ 0,57 | 4,06+ 1,02 | 18,07 + 3,00
v 4,06+0,78 | 4,15+0,88 | 4,10+ 0,81 | 420+ 1,15 | 4,68+0,72 | 4,01 £0,66 | 18,17 + 2,21
v 3,76+ 0,59 | 4,11+0,69 | 4,52+ 0,82 | 4,77+ 0,63 | 4,72+ 0,73 | 4,06+ 0,43 | 18,22+ 2,43
b vy 3,94 4,15 4,20 4,46 4,59 4,09 18,12
oy " 0,07 0,07 0,08 0,09 0,07 0,07 0,23
Oy, 0,67 0,71 0,77 0,87 0,72 0,75 2,31
Min 95% 2,16 2,74 2,68 2,73 3,17 2,61 13,53
Max 95% 5,31 5,55 5,72 6,19 6,01 5,58 22,71
Liczno$¢ 100 100 100 100 100 100 100
*  jako populacje statystyczng przyjgto wszystkie eksplantaty danego wariantu
**  odchylenie standardowe wartoéci $redniej (blad standardowy)
**+ odchylenie standardowe populacji
Tab. 19. Analiza wariancji wskaznika przyrostu tkanki kalusowej dla pozywek H, K-P
., . . Suma Stopnie Wariancja Krytyczny | Wartosé
Zrédto zmiennosci kwadratéw swog ody z préb; Statystyka F _ poziom krytyczna
istotnosci a Fp_g%
Pomig¢dzy grupami 16544,58 6 2757,43 2213,80 0,00 2,11
W obrgbie grup 863,18 693 1,25 — — —
Razem 17407,76 699 — — — —
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Ryc.5. Poréwnanie wartosci Srednich wskaznika W, dla wariantow pozywek H, K-P

Zdj. 5. Kalusujqce fragmenty korzonkow (1), liscieni (Il) i todyzek (I1I)
na pozywkach:
o MS 24-D—0,25mg/l, BAP— 1 mg/l (I, II)
o MS 24-D— 0,5 mg/l, Kin— Img/l (1II)
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Zdj. 6. Kalusujqce fragmenty korzonkow na pozywce MS 2,4-D — 0,5 mg/l i Kin — 1 mg/l

Zdj. 7. Kalusujqce fragmenty lisci na pozywce Zdj. 8. Kalusujqce fragmenty lisci na pozywce
MS BAP — 1 mg/l, IAA — 1 mg/l MS BAP — I mg/l, NAA — 1 mg/l
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Zdj. 9. Tkanka kalusowa na pozywce MS 2,4-D — 1 mg/l, Kin— 0,1 mg/l

Zdj. 10. Jasnozielona i zielonozottawa thkanka kalusowa na pozywce MS BAP — 1 mg/l, NAA - 0,5 mg/l,
GAjs — 0,25 mg/l po 30-dniowym okresie wzrostu (seria I — piqty pasaz; masa poczqtkowa tkanki 0,5 g)
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Zdj. 11. Ciemnozielona tkanka kalusowa na pozywce MS BAP — 1 mg/l, NAA — 0,5 mg/l, GA3 — 0,25 mg/I po
28-dniowym okresie wzrostu (seria II — szésty pasaz; masa poczqtkowa tkanki 0,5 g)

Zdj. 12. Tkanka kalusowa po 28-dniowym okresie wzrostu na pozywce:
A —MS BAP — 1 mg/l, NAA - 0,5 mg/l, GA3— 0,25 mg/l
B —MS 2,4-D — 1 mg/l, Kin— 0,1 mg/l
(seria Il — szésty pasaz; masa poczqtkowa tkanki 0,5 g)
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Zdj. 13. Tkanka kalusowa na pozywce MS 2,4-D — 1 mg/l, Kin — 0,1 mg/l po 28-dniowym okresie wzrostu
(szosty pasaz; masa poczqtkowa tkanki 0,5 g)

Zdj. 14. Tkanka kalusowa na pozywce MS BAP — 1 mg/l, NAA — 0,5 mg/l, GA3 — 0,25 mg/l (namnazanie tkanki
w celu uzyskania materiatu do izolacji polisacharydéw)
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3.2 Izolacja i okresjanie struktury polisacharydow z ziela i
tkanki kalusowej Melittis melissophyllum L.

3.2.1 Material badawczy

Material do badan stanowity:

ziele Melittis melissophyllum L. zebrane ze stanu naturalnego’ w maju roku 1994 w lesie

w Majdanie k/Lublina i wysuszone w temperaturze pokojowej; egzemplarze zielnikowe sg

przechowywane w Katedrze Botaniki Farmaceutycznej CM UJ w Krakowie,

tkanka kalusowa Melittis melissophyllum L. wyhodowana w warunkach kultury in vitro

(rozdz.3.1) w roku 1997 na pozywce MS uzupelnionej roslinnymi regulatorami wzrostu:
BAP - 1 mg/l, NAA - 0,5 mg/l i GA3 — 0,25 mg/l. Tkanke przemyto woda destylowana,

zamrozono i zliofilizowano.

3.2.2 Aparatura, odczynniki i metody

Aparatura

o Liofilizator
PIOQUCEINE ... coruerreiecreeteereeesssestesieeressessestessesasesasteesassnesesnsesesssersensens Labconco (USA)
LY D eeeetreneensnterareeecereesraesressenessssesssensesassnessseeens Freeze Dry System (Free Zone® 4,5)
TEMPETALUTA. ...ccviiiiiiiiiiit ettt ssbe e as st s saecesbsssbnessbes -50°C
CISNIENIE (PTOZNIA)..cuirureriiriririrnisesieiiniesesisesieseesceseseecsresesasesesseseesessnsressensassases 1,5 Pa

e Chromatograf gazowy
PIOGUCENE......ceneenreeueerircnierererneresseetesesesessessessesssesesssesessensessensessassassaans Hewlett-Packard
EYPeeeeerernreenteereeeraessneessessseseneanes HP 6890 sprze¢zony z selektywnym detektorem masy
temperatura pracy ..................................... 220 °C
BAZ NOSILY ...eecernrrereneerarnerserasssnesasessssnessessssensseesssssssesssssnssenssesans hel (ci$nienie 0,13 MPa)
kwarcowa kolumna Kapilarma ..........ccceccevriereenrenecineercninneesnneeisnenenesenieens HP-225
AHIZOSE KOIUMNY ..ottt et s bs e basbesbsenas 30m
Srednica Wewngtrzna KOIUMNY ........c.vevveeveeereeienrenieenineneeieeseeresesseseesssensesnnes 0,25 mm
pokrycie kolumny.........ccccevvrereerirvriceerrennen film fazy stacjonarmej o grubosci 0,25 pm

o Wiréwka
EY P vereerenrenseeseenrennteseaeseessessnassossesssesessessessesnsnenssnsnssseserssantssesnenensessessasntns MPW 342
PredKOSC ODIOTOWA ....couvenrereeriisiiesesieiseniiisissietsssesssssssassssesessnenssss max 4500 obr/min

* Serdecznie dzigkuje Panu Profesorowi T. Krzaczkowi i Pracownikom Katedry i Zakladu Botaniki Farmaceutycznej

Akademii Medycznej w Lublinie za pomoc w zebraniu surowca.
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o Mikrowiréwka
PTOAUCENL......couiiieiiiieeererieenteeesreeesesntestsneeseestentessesassassaessasasnsansessansessassans Eppendorf
YDt ertinttiii ettt s s e e a e s et s st e aaseaeesate s re e st aanteensbaanstaensres 5416
PIEAKOSE ODIOtOWA ...ccuverieureeeirerieeeiteiteieniectastncrecsesneeeeseesaenseseens max 15000 obr/min

e Piec muflowy
PLOAUCEIL .....cucouiruerrerrecrreieeeensestessesensassessesnesansassesessesesnssesesessasassasen Czylok (Polska)

EY P eereereecreenrerarrarresnesesrosenesessesasessesasesesnteseentessensessensessensaesassteressnensassestansssses FCF-2,5S
TCINPEIALULA PIACY «..vererrrerererserencrenssssserensesssssesesessesesesesestasesesasessnsasssassnsase max 1150 °C

Odczynniki

e Wszystkie stosowane w badaniach odczynniki byly cz.d.a.

e DMSO - bezwodny odczynnik, przechowywany nad sitem molekularnym 4 A.

e KH - ze wzgledu na duza reaktywnos¢ (w srodowisku wodnym nastgpuje samozapalenie
i wybuch) przechowywany jest w postaci 20% zawiesiny w oleju parafinowym.

e Roztwdér NaBHs w DMSO — DMSO osuszano przez 24 godz. nad sitem molekularnym
4 A. Nastepnie 1 g NaBH4 rozpuszczano w 50 ml osuszonego DMSO w temperaturze
100 °C przez 30 min. Po ochlodzeniu odczynnik przechowywano w temperaturze +4 °C.

Metody

e chromatografia kolumnowa jonowymienna

wypelnienie kolumny .........ccovviiniinicnieinnnnennncnne DEAE-Sephacel
(Pharmacia-Biotech)
wysokos$¢ wypelnienia.........cceoeeverieneciiecrenneeieennene 27 cm
srednica kolumny ..........ccceeevirvenneecneenneecneeneecnnnen. 2,7 €M
szybkos¢ wyplywu eluatu (wyplyw grawitacyjny).... 0,4 ml/min
e zelowa chromatografia kolumnowa GPC
wypelnienie kolumny ........c.ccovvevevveniieninininnnicnierennene Sephacryl S-300
(Pharmacia-Biotech)
WysSOKOSE wypelnienia..........cceeveeereevenienenseeneerieciaensaninens 78 cm
Srednica Kolumny ..........cccoeeveeveenennecernecennneneeneeneeneeeiennns 1,7 cm
szybkos¢ wyplywu eluatu..........ccoevveeiicenniininiiinicciecnne 10 ml/godz. = 0,17 ml/min
(wyplyw wymuszony pompa perystaltyczna)
e zageszczanie — wszystkie roztwory zawierajace polisacharydy byly zaggszczane na rota-

cyjnej wyparce proézniowej, przy temperaturze tazni wodnej ponizej 40 °C.
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o calkowita zawarto$¢é polisacharydéw — oznaczana we frakcjach eluowanych z kolumny za
pomoca reakcji barwnej z fenolem i kwasem siarkowym (Dubois et al., 1956): do 0,2 ml
eluatu dodawano 2 ml st¢zonego kwasu siarkowego (98%, cz.d.a.) i 1 ml 2,5 % wodnego
roztworu fenolu. Po zmieszaniu mierzono absorpcje przy A =490 nm.

o dializa — roztwory polisacharydéw wyeluowane z kolumn oczyszczano z soli nieorga-
nicznych za pomocg dializy stosujac blon¢ Spectra Por 3 firmy Serva o MWCO 3,5 kDa.
Dialize prowadzono przez 48 godzin w wodzie destylowanej (ciagle mieszanie,
wielokrotne wymienianie wody) w temp. +4 °C. |

MWCO - (ang. molecular weight cut off) nominalny punkt odcigcia

3.2.3 Izolacja polisacharydéw z badanego materialu

Material sproszkowano i wyczerpujaco ekstrahowano etanolem absolutnym w
temperaturze pokojowej, az do uzyskania bezbarwnego wyciagu (Schemat 1 1 2). Nast¢pnie
surowiec wysuszono (w temperaturze pokojowej) i dwukrotnie ekstrahowano wodg
destylowana w temperaturze 35 °C po 24 godziny. Wyciagi wodne polaczono i zageszczano
na wyparce prézniowej do !/3 pierwotnej objetosci. Zageszczony wyciag wodny dodawano
kroplami do etanolu absolutnego (1 cz. wyciagu : 2 cz. etanolu), ciagle mieszajac, uzyskujac
koncowe stgzenie etanolu ok. 70% (v/v). W celu calkowitego stracenia polisacharydéw,
mieszaning umieszczono na 48 godzin w temperaturze 4 °C. Nastepnie osad odwirowano,
zamrozono 1 zliofilizowano.

Uzyskano nast¢pujace ilosci surowych polisacharydow:
~ zziela 5,378 g (wydajnosé: 1,1%),

— ztkanki kalusowej 1,682 g (wydajnos¢: 2,0%).
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Schemat 1. Izolacja surowej frakceji polisacharydowej z ziela Melittis melissophyllum L. (szczegély w tekscie)

sproszkowane
ziele
(500 g)

ekstrakt etanolowy

1. Ekstrakcja etanolem (30 x) - facznie ok. 60 | etanolu

2. Suszenie surowca

suchy surowiec
(447 g9)

surowiec

1. ekstrakcja woda (2 x) - facznie ok. 23 | wody

2, Zageszczanie

Y

wyciag wodny
(7.0

supernatant

1. Stracanie etanolem

2. Odwirowanie osadu

3. Liofilizacja osadu
\ 4

surowa frakcja
polisacharydowa
(5,378 g)

— 68 —



Schemat 2. Izolacja surowej frakcji polisacharydowej z tkanki kalusowej Melittis melissophyllum L. (szczegoly w tekscie)

sproszkowana
tkanka kalusowa

(84 g)

1. Ekstrakcja etanolem (20 x) - tacznie ok. 10 | etanolu

ekstrakt etanolowy |«

2. Suszenie surowca

suchy surowiec
(68 g)

1. ekstrakcja wodg (2 x) - tacznie ok. 5,5 | wody

surowiec <

2. Zageszczanie

wyciag wodny
(1.5

1. Stracanie etanolem

supernatant ¢ 2. Odwirowanie osadu
3. Liofilizacja osadu

A 4

surowa frakcja
polisacharydowa
(1,628 g)

3.2.4 Oczyszczanie i frakcjonowanie polisacharydow

3.2.4.1 Chromatografia kolumnowa jonowymienna

Nieoczyszczone, surowe polisacharydy w ilosci 1 g rozpuszczono w 100 ml wody desty-
lowanej i naniesiono na kolumng¢ DEAE-Sephacel (rozdz.3.2.2). Kolumne przemywano
najpierw woda, nastepnie buforem fosforanowym (pH = 6,0) o wzrastajacej sile jonowej: 0,1
mol/l; 0,25 mol/l; 0,5 mol/l; 1 mol/l, a potem 0,2 mol/l wodnym roztworem NaOH. Dla
kazdego eluentu zbierano po 60 frakcji (ogotem 360 frakcji) o objetosci po 4,3 ml i badano w
nich obecnos¢ polisacharydow, pobierajac po 0,2 ml eluatu do reakcji barwnej z kwasem siar-
kowym i roztworem fenolu (Dubois et al., 1956). Frakcje zawierajace polisacharydy

odpowiednio 1aczono (Tab. 20), zaggszczano na wyparce prozniowej, dializowano
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i liofilizowano. We frakcjach wyeluowanych buforem 1 mol/l, a potem 0,2 mol/l roztworem

NaOH nie stwierdzono obecnosci polisacharydow.

Polisacharydy wyizolowane z ziela rozdzielono na pigé¢ frakcji (Ryc. 7; Tab. 20): jedng

obojetna i cztery kwasne, a polisacharydy wyizolowane z tkanki kalusowej na siedem frakcji

(Ryc. 7; Tab. 20): dwie obojgtne i pig¢ kwasnych.

Ryc. 6. Profil wymywania z kolumny DEAE Sephacel polisacharydéw wyizolowanych z ziela

3.000 —

2.000 —

absorpcja [dla 490 nm])

1.000 —

0.000

w
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.

0

I 1T T T 1 T 1
100 200 300 400 SO0 600 700 800 900 1000 1100
objgtosé sluatu [mf]
Uzyte eluenty:
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258 - 516 ml : bulor fosforanowy 0.1 mold
516 - 774 ml : bufor fosformnowy 0.25 mol
774 - 1032 m] : bufor fosforanowy 0,5 mol/l

Ryc. 7. Profil wymywania z kolumny DEAE Sephacel polisacharydéw wyizolowanych z tkanki kalusowej
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516 - 774 ml : bufor fosforanowy 0,25 mol
774 - 1032 m) : bufor fosforanowy 0,5 molA
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Tab. 20. Eqczenie frakcji wyeluowanych z kolumny DEAE-Sephacel

Frakcja Numery polaczonych Zebrany eluat Objetosé potaczonych
frakeji od—do frakcji
od —do [ml] [ml]
} fr.1 13-35 51,6 —150,5 98,9
'E fr. 11 76 -91 322,5-3913 68,8
"‘g fr. III 92 -120 391,3-516,0 124,7
g fr. IV 143 - 156 610,6 — 670,8 60,2
& fr.V 207-219 885,8 - 941,7 55,9
— fr. K1 12-23 47,3-98,9 51,6
§ fr. K1I 24 -37 98,9 —159,1 60,2
_—:“‘—‘: fr. KIII 77 -120 326,8 - 516,0 189,2
g fr. K1V 139 - 151 593,4 - 6493 55,9
'g frrKV 152 -169 649,3 — 726,7 77,4
<
E fr. K VI 199 — 220 851,4 —946,0 94,6
& fr. KVII 221-235 946,0 - 1010,5 64,5

Tab. 21. Frakcje uzyskane po rozdziale surowych polisacharydéw na kolumnie DEAE Sephacel

Polisacharydy Frakcje obojgtne Frakcje kwasne wyeluowane buforem fosforanowym Ogolem
bufor 0,1 mol/l bufor 0,25 mol/l bufor 0,5 mol/l
ziele fr. 1 fr. II fr. 111 fr. IV fr.V 551 mg
90 mg 26 mg 187 mg 165 mg 83mg
wydajno$é 9% 2,6% 18,7% 16,5% 8,3% 55,1%
tkanka kalusowa fr.KI fr.KII fr, KIII fr K1V f, KV fr. K VI fr. K VII 463 mg
‘ 68 mg 75 mg 128 mg 65mg 44 mg 60 mg 23 mg
wydajnosé 6,8% 1.5% 12,8% 6,5% 4,4% 6,0% 2,3% 46,3%

3.2.4.2 Zelowa chromatografia kolumnowa GPC (gel-permeation
chromatography)

Dalsze frakcjonowanie polisacharydéw przeprowadzono na kolumnie Sephacryl S-300
(rozdz.3.2.2), na ktora nanoszono oddzielnie po 20 mg kazdej wyizolowanej w poprzednim
etapie frakcji (polisacharydy z ziela — 5 frakcji; polisacharydy z tkanki kalusowej — 7 frakcji).
Przed naniesieniem na kolumne polisacharydy rozpuszczono w 1 ml 0,15 mol/l roztworu

NaCl. Kolumne przemywano 0,15 mol/l roztworem NaCl. Zebrano po 100 kolejnych frakeji
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o objetosci 2 ml kazda i badano w nich obecnosé polisacharydéw, pobierajac po 0,2 ml eluatu

do reakcji barwnej z kwasem siarkowym i roztworem fenolu. Frakcje zawierajace

polisacharydy odpowiednio aczono (Tab. 22, Tab. 23), zageszczano na wyparce prézniowe;j,

dializowano i liofilizowano.

Ostatecznie wyizolowano z ziela 11 jednorodnych frakcji polisacharydowych: 3 obojetne

i 8 kwasnych, a z tkanki kalusowej 9 frakcji: 4 oboje¢tne i 5 kwasnych (Ryc. 8, Ryc. 9,

Schemat 3). W celu uzyskania iloSci oczyszczonych polisacharydéw wystarczajacych do

dalszej analizy, dla kilku frakcji (fr. I, V, K I, K II) powtérzono rozdziat na kolumnie

Sephacryl S-300, nanoszac nowe porcje po 20 mg.

Tab. 22. Lqczenie frakeji wyeluowanych z kolumny Sephacryl S-300 — polisacharydy z ziela.

Frakcja Numery polaczonych frakcji Zebrany eluat objetos¢ polaczonych frakcji
od-do od —do [mi]
[ml]

Ia 3646 70,0 - 92,0 22,0
Ib 47 -56 92,0 - 1120 20,0
Ic 57-63 112,0 - 126,0 14,0
Ila 39-51 76,0 - 102,0 26,0
IIb 52-77 102,0 - 154,0 52,0
MMla 37-53 72,0 - 106,0 34,0
b 54-170 106,0 - 140,0 34,0
IVa 36-50 70,0 - 100,0 30,0
Va 34-45 66,0 — 90,0 24,0
Vb 46 - 55 90,0 ~ 1 10I,0 20,0
Ve 56-63 110,0 - 126,0 16,0

Tab. 23. Lqczenie frakcji polisacharydéw wyeluowanych z kolumny Sephacryl S-300 - polisacharydy z tkanki kalusowej.

Frakcja Numery polaczonych frakcji Zebrany eluat objetosé potaczonych frakeji
od-do od —do [ml]
[ml]
Kla 49 - 63 96,0 - 126,0 30,0
KIb 64-72 126,0 - 144,0 18,0
Klla 50-63 98,0 - 126,0 28,0
KIIb 64-173 126,0 - 146,0 20,0
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Frakcja Numery potaczonych frakeji Zebrany eluat objetosé polaczonych frakcji
od —do od-do [ml]
[mi]

Klla 31-59 60,0 - 118,0 58,0
KIVa 30-59 58,0 - 118,0 60,0
KVa 31-56 60,0 - 112,0 52,0
KVla 31-54 60,0 - 108,0 48,0
KVIla 31-59 60,0 - 118,0 58,0

Ryc. 8. Chromatografia kolumnowa GPC frakcji I, II, IlI, IV, V (polisacharydy wyizolowane z ziela)
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Ryc. 9. Chromatografia kolumnowa GPC frakeji KI, K1I, KII, K1V, KV, K VI, K VI
(polisacharydy wyizolowane z tkanki kalusowej)
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Schemat 3. Frakcjonowanie polisacharydow za pomocq chromatografii kolumnowej jonowymiennej (wypelnienie kolumny —
DEAE-Sephacel) i zelowej chromatografii kolumnowej GPC (wypetnienie kolumny Sephacryl S-300)

Surowe polisacharydy - ziele

DEAE - Sephacel
i
I [ [ I |
1 ] 1] v Vv
-300 S-300 S-300 S-300 S 300

057 0] 0] [ [55) o] () () 5] ) [

Surowe polisacharydy - tkanka kalusowa

DEAE - Sephacel
i
[ | | | | | 1
Kl Kl KIll| KIV|| KV | |KVI| KV
$-300 $-300 s300 | | s300 | | s300 | | s800 | | s-300

[Kia | [Kib | [Kna | [Kub|[kma| [Kiva| [Kva| [Kvia] [Kvia

kolor: czerwony - frakcje obojetne
niebieski - frakcje kwasne wyeluowane z kolumny DEAE-Sephacel buforem fosforanowym 0,1 mol/l
rozowy - frakcje kwasne wyeluowane z kolumny DEAE-Sephacel buforem fosforanowym 0,25 mol/l
zielony - frakcje kwasne wyeluowane z kolumny DEAE-Sephacel buforem fosforanowym 0,5 mol/l

3.2.5 Okreslanie masy czasteczkowej wyizolowanych polisacharydéw

Na kolumng¢ Sephacryl S-300 nanoszono roztwory wzorcowych dekstranéw o znanych
masach czasteczkowych i eluowano ja 0,15 mol/l roztworem NaCl, zachowujac takie same
warunki, jak dla frakcji badanych (rozdz. 3.2.4.2). Wykreslono krzywa wzorcowa (Tab. 24;
Ryc. 10) jako zalezno$¢ wartosci logarytmu z masy czasteczkowej od objetosci eluatu.

Na podstawie krzywej wzorcowej obliczono $rednie masy czasteczkowe wyizolowanych
polisacharydow (Tab. 25, Tab. 26), wykonujac obliczenia dla frakcji o najwyzszym stezeniu

polisacharydow w eluacie.

—T7—



Tab. 24. Frakcje wyeluowane z kolumny Sephacryl S-300 — wzorcowe dekstrany

Dekstran Frakcja o najwyzszym st¢zeniu Masa
polisacharydéw w eluacie czasteczkowa
numer [ml] [kDa]
1 35 70 298,0
2 37 74 162,0
3 39 78 73,5
4 40 80 66,3
5 43 86 39,1
6 59 118 9,0
5.50 —
5.40 —
5,30 —
5.20 —
5.10 —
5.00 —
4.90 —|
g 4.80
= 4101
g
= 480 —
4.50 —|
4.40 —|
4.30 —|
4.20 —
4.10 —|
4,00 —
390 Bl | T T | |
60 70 80 90 100 110 120
V [mi]

Ryc. 10. Wyznaczenie krzywej wzorcowej dla standardowych dekstranéw

Réwnanie regresji liniowej dla krzywej wzorcowej (Ryc. 10) przedstawione jest wzorem:

gdzie:

logM_, =

-22,413-107 .V +6,587

M., — masa czasteczkowa [Da] (M., = MW),

V' — objetosé eluatu [ml].

Wspolczynnik korelacji wartosci zmierzonych i aproksymowanych R?=10,988.
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Tab. 25. Frakcje wyeluowane z kolumny Sephacryl S-300 — polisacharydy z ziela

Frakcje | Frakcja o najwyzszym stg¢zeniu polisacharydéw Wartoé¢ odczytana Srednia masa
w eluacie z krzywej wzorcowej czasteczkowa
numer [mi] log M., [kDa]

Ia 42 84 4,704 50,6
Ib 54 108 4,166 14,7
Ic 58 116 3,987 9,7
Ila 45 90 4,570 37,1
b 61 122 3,853 7,1
IIa 43 86 4,659 45,6
I b 63 126 3,763 5.8
IVa 41 82 4,749 56,1
Va 41 82 4,749 56,1
Vb 53 106 4,211 16,3
Ve 59 118 3,942 8,8

Tab. 26. Frakcje wyeluowane z kolumny Sephacryl S-300 — polisacharydy z tkanki kalusowej

Frakcje | Frakcja o najwyzszym stgzeniu polisacharydow Warto$¢ odczytana $rednia masa
w eluacie z krzywej wzorcowej czasteczkowa
numer [ml] log M, [kDa]
Kla 57 114 4,032 10,8
KIb 67 134 3,584 3,8
Klla 59 118 3,942 8,8
KIIb 67 134 3,584 3,8
Klilla 43 86 4,659 45,6
KIVa 43 86 4,659 45,6
KVa 43 86 4,659 45,6
KVla 43 86 4,659 45,6
KVIla 43 86 4,659 45,6

3.2.6 Oznaczanie zawarto$ci kwasow uronowych we frakcjach kwasnych

Przygotowanie roztworow kwasu galakturonowego do wyznaczenia krzywej wzorcowej

Odwazono 10 mg kwasu galakturonowego cz.d.a., przeniesiono do kolby miarowej

opojemnosci 10 ml i uzupelniono woda destylowana, uzyskujac roztwér podstawowy

o stezeniu 1 mg/ml. Z roztworu podstawowego sporzadzono roztwory o st¢zeniach 0,5 ; 0,25 ;
0,1;0,075; 0,05 ;0,025 ; 0,01 ; 0,005 ; 0,0025 ; 0,001 mg/ml.
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Przygotowanie roztworow badanych frakcji polisacharydowych

Odwazono doktadnie po 4-5 mg kazdej frakcji kwasnej (Tab. 28, Tab. 29), przeniesiono
do kolb miarowych o pojemnosci 10 ml, uzupelniono woda, otrzymujac roztwory o

st¢zeniach 0,4-0,5 mg/ml.
Oznaczanie zawartosci kwasow uronowych (Blumenkrantz, Asboe-Hansen, 1973)

Do probéwek odmierzono po 0,2 ml kazdego z roztworéw wzorcowych i badanych,
dodano po 1,25 ml roztworu czteroboranu sodu (12,5 mmol/l roztwor Na,B4O; w stezonym
H,SO4), zmieszano, wstawiono do wrzacej tazni wodnej na 5 min. Nastgpnie probowki
umieszczono na 10 min w lodzie. Potem dodano po 20 pl roztworu o-hydroksydifenylu
(0,15% roztworu o-hydroksydifenylu w 0,5% NaOH)., zmieszano i pozostawiono w
temperaturze pokojowej przez 30 min. Nastgpnie zmierzono absorpcj¢ przy A =520 nm,
uzywajac jako odnos$nika $lepa probe.

Sporzadzono krzywe wzorcowe (Ryc. 11, Ryc. 12) jako zaleznosé¢ absorpcji od stezenia
roztworu wzorcowego. Z krzywej tej odczytano stgzenie kwaséw uronowych w probkach

w przeliczeniu na kwas galakturonowy, a nastg¢pnie obliczono ich procentowg zawartos¢
w badanych frakcjach (Tab. 28, Tab. 29).

Tab. 27. Wartosci absorpcji dla roznych stezen roztworu wzorcowego kwasu galakturonowego

Stgzenie Absorpcja Absorpcja
pg/ml wartosci dla Rye. 11 warto$ci dla Ryc. 12
1,0 — 0,012
2,5 0,013 0,022
5,0 0,016 0,032
10 0,036 0,051
25 0,121 0,148
50 0,175 0,270
75 0,327 0,430
100 0,468 0,533
250 — 0,950
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Absorpcja [dla 520 nm]

0.1 —

0 20 40 60 80 too

Stezenie [pg/ml]

Ryc. 11. Kwasy uronowe — krzywa wzorcowa (dla frakcji polisacharydowych wyizolowanych z ziela)
Punkty zaznaczone na wykresie odpowiadajg st¢zeniom kwaséw uronowych w badanych
frakcjach.

Absorpcja [dla 520 nm)

o T 1 1 T T T T ¢ |
0 50 100 150 200 250

Stezenie [pug/mi)

Rye. 12. Kwasy uronowe — krzywa wzorcowa (dla frakcji polisacharydowych wyizolowanych z tkanki kalusowej)
Punkty zaznaczone na wykresie odpowiadaja st¢zeniom kwaséw uronowych w badanych
frakcjach.
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Tab. 28. Zawartosé kwasow uronowych we frakcjach kwasnych - polisacharydy wyizolowane z ziela

Frakcja Badana prébka’ Absorpcja Warto$¢ odczytana z Zawarto$¢ kwasow
[mg] krzywej wzorcowej uronowych we frakcji
(ug/ml] [%]

Ila 4,0 0,038 10,4 2,6

IIb 4,1 0,039 10,7 2,6

IlTa 4,6 0,098 20,9 4,6

HIb 43 0,092 19,9 4,6

IVa 4,7 0,253 62,8 13,4

Va 4,0 0,152 394 9,9

Vb 4,3 0,293 69,4 16,1

Ve 43 0,392 86,5 20,1

ilo$¢ polisacharydow rozpuszczona w 10 ml wody destylowanej

Tab. 29. Zawartos¢ kwasow uronowych we frakcjach kwasnych - polisacharydy wyizolowane z tkanki kalusowej

Frakcja Badana prébka’ Absorpcja Warto$¢ odczytana z Zawarto$¢ kwasoéw
[mg] krzywej wzorcowej uronowych we frakcji
[pg/ml] (%]
Kliila 4,0 0,142 24,1 6,0
KIVa 4,2 0,267 49,1 11,8
KVa 48 0,246 45,1 9.4
KVIla 5,0 0,235 428 8,6
KVila 4,4 0,325 58,6 13,3

* ilo¢é polisacharydéw rozpuszezona w 10 ml wody destylowanej

3.2.7 Struktura wyizolowanych polisacharydéw

(Blakeney et al., 1983)

3.2.7.1 Analiza GLC octanéw alditoli’ '

3.2.7.1.1 Hydroliza kwasna polisacharydow

Do szklanych probéwek ze szlifem odwazono po 2-5 mg kazdego z wyizolowanych
polisacharydéw (20 prébek). Dodano po 1 mi 2 M kwasu tréjfluorooctowego (TFA),
zamieszano, probowki zamknieto szklanymi korkami i wstawiono do autoklawu na 1 godzing
(temperatura 121 °C, cinienie 0,2 MPa). Nastepnie do hydrolizatéw dodano po 2 ml wody

i odparowano do sucha na wyparce prézniowej (temperatura fazni wodnej 50 °C). W celu

* Analiz¢ GLC wykonano w Instytucie Biologii Farmaceutycznej Uniwersytetu w Erlangen
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calkowitego usunigcia z probek kwasu TFA, dodawanie wody i odparowywanie powtérzono

jeszcze dwukrotnie.

3.2.7.1.2 Redukcja

Do suchych, zhydrolizowanych prébek dodano po 100 pl 1 M NH3 i 1 ml roztworu
NaBH; w DMSO". Nastepnie zamieszano i zamkniete probéwki wstawiono na 90 minut do
cieplarki o temperaturze 40 °C. Po uplywie tego czasu reakcje przerwano dodajac po 100 pl

lodowatego kwasu octowego.

3.2.7.1.3 Acetylacja

Do prébek dodano po 0,2 ml 1l-metyloimidazolu jako katalizatora oraz po 2 ml
bezwodnika kwasu octowego. Zamieszano i pozostawiono w temperaturze pokojowej przez
20 minut. Nast¢pnie probéwki wstawiono do lodu i dodano po 5 ml wody.

Po ochlodzeniu dodano po 2 ml dichlorometanu, wytrzasano, a naste¢pnie odpipetowanp
dolng organiczna warstwe. Czynnosci te powtérzono jeszcze dwukrotnie uzyskujac po 6 ml
frakcji dichlorometanowej. Nastepnie dodano do niej po 1 ml 0,05 M H,SO,4, zamieszano
i ponownie odpipetowano dolna, organiczna warstwg. Probki pozostawiono do odparowania
na 24 godziny w temperaturze pokojowej. Nastgpnie dosuszono je w strumieniu gazowego

azotu. Probki rozpuszczono w kilku kroplach dichlorometanu i uzyto do analizy GLC.

3.2.7.1.4 Wyniki

Wzorcowe cukry proste poddano redukeji 1 acetylacji. Dla otrzymanych octanéw alditoli
wykonano analiz¢ GLC.

Piki na chromatogramach badanych prébek identyfikowano na podstawie czas6w retencji
poréwnywanych z czasami retencji wzorcowych octanéw alditoli cukréw obojetnych. Aby
uwzgledni¢ zawarto$¢ kwaséw uronowych w czasteczkach polisacharydéw wyniki
przeliczono, wlaczajac wezesniej uzyskane dane (zob. rozdz.3.2.6).

Wiyniki analizy GLC zebrano w tabeli Tab. 30 1 Tab. 31. Chromatogramy zamieszczono

na koncu pracy (zob. rozdz. 7).

) Opis —rozdz. 3.2.2
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Tab. 30. Frakcje polisacharydowe wyizolowane z ziela — stosunki molowe cukréw prostych i kwaséw uronowych (mol %)

Frakcja Ia Ib Ic | Ila | IIb |IIla [IIIb|IVa| Va | Vb | V¢
Sktadnik cukrowy

ramnoza 3,1 | 54| 21 (106 | nb"| 46,8
arabinoza 33,0 | 32,0 | 28,0 | 26,3 | 32,1 | 24,1 | 17,1 | 9,8 | 12,6 [nb."| 12,2
ksyloza 1,2 1,7 |nb.”
mannoza §.” 57 é. nb.”
galaktoza 67,0 | 68,0 | 72,0 | 71,1 | 653 | 68,2 | 63,4 | 74,7 6l;8 nb." | 20,9
glukoza 8L’ 2,6 8L’ 34 |nb."”

kwasy uronowe 2,6 2,6 4,6 46 | 13,4} 99 | 16,1 | 20,1

* §1. = ilogci $ladowe
** nie badano

Tab. 31. Frakcje polisacharydowe wyizolowane z tkanki kalusowej — stosunki molowe cukréw prostych i kwaséw uronowych

(mol %)
Frakcja KIa KIb KIla | KIIb | KIIIa | KIVa | KVa | KVIa | KVIIa
Skladnik cukrowy
ramnoza 4,0 5,0 5,0 4,0 5,0
arabinoza 21,0 16,0 49,0 42,0 30,0 32,0 17,6 8,4 9,7
ksyloza
mannoza
galaktoza 79,0 84,0 51,0 58,0 60,0 51,2 68,0 79,0 72,0
glukoza
kwasy uronowe 6,0 11,8 9,4 8,6 13,3

3.2.7.2 Analiza GLC-MS czg$ciowo zmetylowanych octanéw alditoli -
3.2.7.2.1 Redukcja kwasow uronowych w polisacharydach kwasnych

(Taylor, Conrad, 1972)

Odwazono po 3 mg kazdej frakcji kwasnej, rozpuszczono w 1 ml wody
i doprowadzono pH roztworéw do wartosci 4,75. Nastepnie dodano po 43,2 mg karbodiimidu
i caly czas mieszajac mieszadlami magnetycznymi doprowadzono pH do 4,75, dodajac
kroplami 0,01 M HCI lub 0,01 M NaOH. Aby zaszla laktonizacja, wartos¢ pH = 4,75 musi

** Analiz¢ GLC-MS wykonano w Instytucie Biologii Farmaceutycznej Uniwersytetu w Erlangen
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utrzymywac si¢ bez zmian przez 2 godziny. W zwiazku z tym wartos¢ pH byta kontrolowana
wielokrotnie i roztwory caly czas mieszano.

Nastepnie, w celu przeprowadzenia redukcji, do probek dodawano kroplami 1 ml
2 mol/l roztworu NaBDj, ciagle mieszajac probke i utrzymujac pH = 7. Przez nastgpne
4 godziny nie zmieniano warunkéw reakcji, kontynuujac mieszanie i sprawdzanie wartosci
pH, ktora przez caly czas byla réwna 7. Po uplywie 4 godzin polisacharydy stracono, dodajac
do probek czterokrotng objeto$¢ etanolu absolutnego i pozostawiono w temperaturze 4 °C
przez 24 godziny. Stracone polisacharydy dokladnie przeniesiono do probéwek ze szlifem,
odwirowano, dodano po kilka kropli wody, zamrozono i zliofilizowano. Po liofilizacji

probéwki przeniesiono do eksykatora.

3.2.7.2.2 Otrzymywanie czg$ciowo zmetylowanych octanow alditoli

(Harris et al., 1984; Ryc. 13)
Przygotowanie probek

Do szklanych probéwek ze szlifem odwazono po 2-5 mg kazdego z wyizolowanych
obojetnych polisacharydéw (7 probek) i przechowywano w eksykatorze nad P,Os przez 16
godzin w celu calkowitego osuszenia. Przygotowanie probek polisacharydéw kwasnych

opisano wczesniej (zob. rozdz. 3.2.7.2.1).
Przygotowanie mieszaniny metylujjcej

W celu usunigcia oleju parafinowego, 5 g zawiesiny wodorku potasu (zawierajacej 1 g
KH; zob. rozdz. 3.2.2) przemywano czterokrotnie porcjami po 20 ml heksanu. Za kazdym
razem po sedymentacji KH dekantowano plyn znad osadu. Po ostatnim przemyciu
i dekantacji pozostalos¢ heksanu usunigto strumieniem argonu i szczelnie zamknigta
probéwke z wodorkiem potasu chlodzono w lodzie (ze wzgledu na wysoka reaktywnos¢ KH
— szczegollnie z woda — wszystkie czynnosci wykonywano bardzo ostroznie). Nastgpnie do
probéwki z KH dodawano powoli 13 ml bezwodnego DMSO, ciagle mieszajac i utrzymujac
mieszaning reakcyjna w atmosferze argonu. Po dodaniu catej porcji DMSO mieszaning
pozostawiono przez 30 minut w temperaturze pokojowej, mieszajac strumieniem argonu. Po
tym czasie reakcja byla zakonczona. Uzyskano zielonozoltawy roztwér zawierajacy

karboanion metylosulfinylowy (Dimsyl-K).
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Premetylacja

W celu dobrego rozpuszczenia polisacharydy poddano dwém szybkim, wstepnym
metylacjom. Do wszystkich przygotowanych wczesniej prébek dodano po 200 ml
bezwodnego DMSO, mieszajac je mieszadlami magnetycznymi. Nast¢pnie dodano po 20 pl
roztworu karboanionu metylosulfinylowego (Dimsyl-K), zmieszano, probéwki chlodzono
w lodzie, dodano po 5 pl CH3J (uprzednio oziebionego w lodzie) i znéw zmieszano. Kolejno
dodano po 60 pl roztworu Dimsyl-K, zmieszano, probowki chtodzono w lodzie, dodano po
15 pl CH3J (ozigbionego w wodzie), zmieszano. Tak przygotowane, rozpuszczone probki

poddano wlasciwej metylacji.
Metylacja

Do rozpuszczonych probek dodano po 200 pl roztworu Dimsyl-K, mieszano mieszadtami
magnetycznymi i przepuszczano strumien argonu. Po 30 minutach probéwki umieszczono
w lodzie i dodano po 150 pl ozigbionego w lodzie CHjJ. Pozostawiono na 30 minut
w temperaturze pokojowej, ciagle mieszajac. Nastgpnie dodano po 3 ml mieszaniny
dichlorometan-metanol 2:1 (V/V), zmieszano, potem dodano po 2 ml wody, ponownie
zmieszano. Po rozdzieleniu si¢ faz géme, wodne fazy odpipetowano i usunigto. Przemywanie
woda i odpipetowanie goérmej fazy powtdérzono czterokrotnie, za kazdym razem dodajac do
prébek po 2 ml wody. Nast¢pnie, po usunigciu ostatniej porcji wody, do prébek dodano po 2
ml 2,2-dimetoksypropanu i po 20 pl lodowatego kwasu octowego, zmieszano. Potem
rozpuszczalnik odparowywano na lazni wodnej o temperaturze 90 °C do uzyskania w
probéwkach pozostaloéci o objetosci ok. 200 pl. Resztki rozpuszczalnika usunigto,

przepuszczajac strumien argonu. Pozostatosci w probowkach mialy oleista konsystencje.
Hydroliza

Do probéwek ze zmetylowanymi polisacharydami dodano po 0,5 ml 2M kwasu
tréjfluorooctowego (TFA), zmieszano, probowki zamknigto szklanymi korkami i wstawiono
do autoklawu na 1 godzing (temperatura 121 °C, ciénienie 0,2 MPa). Nastepnie do hydrolizatu
dodano po 2 ml wody i odparowano do sucha na wyparce prozniowej (temperatura lazni
wodnej 40 °C). W celu catkowitego usunig¢cia z probek kwasu TFA, dodawanie wody i

odparowywanie powtorzono jeszcze dwukrotnie.
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Redukcja

Do suchych, zhydrolizowanych prébek dodano po 1 ml §wiezo przygotowanego 0,5 M
roztworu NaBHs w 2 M NHj. Zmieszano i zamkniete probowki wstawiono na 60 minut do
cieplarki o temperaturze 60 °C. Po uptywie tego czasu reakcje zakonczono, dodajac po 0,5 ml
acetonu. Probéwki umieszczono na lazni wodnej o temperaturze 40 °C i rozpuszczalnik

odparowano do sucha w strumieniu gazowego azotu.
Acetylacja

Suchg pozostatos¢ rozpuszczono w 0,2 ml 18 M lodowatego kwasu octowego, dodano po
1 ml octanu etylu, po 3 ml bezwodnika kwasu octowego, po 100 pl kwasu nadchlorowego i
zmieszano. Po 10 minutach probowki wstawiono do lodu, dodano po 10 ml wody, po 200 pl
1-metyloimidazolu, zmieszano i pozostawiono ponownie na 10 minut. Nastepnie dodano po
1 ml dichlorometanu, po 1 ml 0,05 M H,SO; i zmieszano. Po rozdzieleniu si¢ faz
odpipetowano dolna, organiczng warstw¢. Do pozostalej gémej fazy dodawano jeszcze
trzykrotnie po 1 ml CH,Cl, i odpipetowano dolng warstwg, uzyskujac w rezultacie po 4 ml
frakcji dichlorometanowej. CH,Cl, odparowano, pozostawiajac probki na 24 godziny
w temperaturze pokojowej. Nastepnie dosuszono je w strumieniu gazowego azotu. Probki

rozpuszczono w kilku kroplach dichlorometanu i uzyto do analizy GLC-MS.
Wyniki

Piki na chromatogramach GLC czg¢éciowo zmetylowanych octanéw alditoli
identyfikowano na podstawie czasow retencji oraz widm masowych (spektrometr masowy
sprzezony z GLC). Przy interpretacji korzystano z danych zawartych w piSmiennictwie
(Bjomdal et al., 1970; Jansson et al., 1976). |

Wyniki analizy GLC-MS zebrano w tabelach Tab. 32 i Tab. 33. Chromatogramy i widma

masowe zamieszczono na koricu pracy (zob. rozdz. 7).
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Ryc. 13. Otrzymywanie czgsciowo zmetylowanych octandw alditoli (wg. Jansson et al., 1976; zmodyfikowane)
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I

v

Substrat — fragment hipotetycznego, przykladowego heteroglikanu, skladajacy sie¢
z czgsteczki glukozy (A), ksylozy (B) i ramnozy (C)

Substrat po metylacji — wodor we wszystkich grupach hydroksylowych jest zastapiony
grupa CHj

Czgsciowo zmetylowane cukry proste uzyskane w wyniku hydrolizy:
2,3,6—tri-O-metyloglukoza (A’)

3—O-metyloksyloza (B’)

2,3 ,4-tri-O-metyloramnoza (C’)

Czgsciowo zmetylowane octany alditoli analizowane za pomocg GLC
2,3,6-tri—-O-metylo—1,4,5-tri-O-acetyloglucitol (A”)
3-O-metylo-1,2,4,5-tetra—O-acetyloksylitol (B”)
2,3,4—tri-O-metylo—1,5-di—O-acetyloramnitol (C”)

Czgsciowo zmetylowane octany alditoli poddane selektywnej fragmentacji za pomocg
spektrometrii masowej sprzezonej z GLC (zaznaczono tylko masy pierwotnych jonow

fragmentacyjnych)

—_89—



Tab. 32. Frakeje polisacharydowe wyizolowane z tkanki kalusowej — stosunki molowe cukrow prostych i kwasu
galakturonowego (mol %) — z uwzglednieniem typow wiqzan (na podstawie analizy GLC-MS)

Skladnik Typ wigzania | Kla KIb Klla | KIIb | KIlla | KIVa | KVa | KVlIa | KVIla
cukrowy nb.” nb,* nb.”
galaktoza 1- 35 17 15 1
1,3- 8 10 10 9 19
1,4 16 2
1,6 5 2 2 4 44
1,3,6— 18 29 27 23 43 27
1,4,6- 8 2 2 2 5
arabinoza 1- 10 23 22 26 15 3
1,3- 9 3 4 2 3
1,2- 4 3
1,3,5- 1 18 3 2 1
ksyloza 1,2-
ramnoza 1- 4
1,2,4- 5 4 4
glukoza 1,4,6
kwas ga‘laktu- 1-
ronowy
1,4~ 10 12 10 13

* oznaczony jako deuterowane reszty galaktozowe
.

" nie badano
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Tab. 33. Frakcje polisacharydowe wyizolowane z ziela — stosunki molowe cukréw prostych i kwasu galakturonowego (mol
%) — z uwzglednieniem typéw wiqzar: (na podstawie analizy GLC-MS)

Skladnik | Typ wigzania| Ia Ib Ic Ila IIb Ila | IIIb | IVa Va Vb Ve
cukrowy nb” | nb."” nb." | nb.”
galaktoza 1- 6
1,3- 7 3 8 8 6 11 15
1,4 5 7 2 18
1,6~ 11 18 19 6 13 7 6
1,3,6- 47 48 30 60 35 57 42
1,4,6—-
arabinoza 1- 20 18 18 6 10 4 8
1,3- 1 4 4 1 1 2 2
1,2- 9 9 8 4 4
1,3,5- 4 2 3 3
ksyloza 1,2- 1
ramnoza 1- 1 2 4
1,2,4- 5 1 2 7
glukoza 1,4,6 2
kwas 1- 6
gala.k'Euro-
nowy
1,4 3 14 12

* oznaczony jako deuterowane reszty galaktozowe
- .
nie badano

3.2.8 Badanie obecnosci skladnikow niecukrowych we frakcjach
polisacharydowych |

Analizom poddano surowe frakcje polisacharydowe wyizolowane z ziela i tkanki
kalusowej, a takze niektére frakcje uzyskane po oczyszczeniu i frakcjonowaniu surowych
polisacharydéw na kolumnie jonowymiennej DEAE-Sephacel (frakcje: I, III, IV, V oraz K I,
KIL KII, K IV, K VI).

Oznaczenie zawartosci substancji mineralnych

Analiz¢ przeprowadzono metoda wagowa wg FP V (1990).
Do wyprazonych do stalej masy tygli porcelanowych odwazono (z dokladnoscig do
0,1 mg) po 10 mg polisacharydéw z poszczegblnych frakcji i wyprazono je w piecu

muflowym w temperaturze 600 °C do statej masy. Z r6znicy mas nawazek obliczono procent
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zawartoSci popiolu w badanych frakcjach. Zawarto$¢ popiotu dla frakcji surowych
polisacharydéw wyizolowanych z ziela wynosita 6%, a dla wyizolowanych z tkanki
kalusowej 5%. W pozostatych frakcjach substancje mineralne wystepowaly w ilosciach

sladowych — ponizej 1% (ré6znica mas mniejsza niz 0,1 mg).

Oznaczenie jakoSciowe zawartoSci fosforu

Prébki popiolu po mineralizacji polisacharydéw rozpuszczono w kilku kroplach
stezonego kwasu azotowego. Nastgpnie dodano 2-3 krople mieszaniny nasyconych
roztworéw azotanu amonowego i molibdenianu amonu w stosunku 1:1.

W przypadku obecnosci fosforu powstaje 2zolte zabarwienie, potem osad
fosforomolibdenianu amonowego, ktéry krystalizuje w postaci igiel po odparowaniu na tazni
wodne;j.

Wszystkie reakcje byly negatywne.

Oznaczanie jakosSciowe zawartosci azotu

Analize przeprowadzono wg metody Lassaigne’a.

Probki poszczegdlnych frakcji w ilosci ok. 10 mg stopiono z metalicznym sodem
w matych fiolkach w ptomieniu palnika (az do czerwonego zaru). Gorace fiolki wrzucano do
parowniczek zawierajacych ok. 5 cm® wody destylowanej (fiolka powinna pegknaé; jezeli nie
peka, rozbija sie ja szklana bagietka). Przesaczono roztwory powstale z wylugowania woda
pozostalosci po stopieniu i kazdy rozdzielono na dwie czgéci. Do czesci kazdego roztworu
dodano po kilka krysztatkow FeSQy i ogrzewano do wrzenia. Po oziebieniu zakwaszano 25%
kwasem solnym, a nastgpnie dodawano po kilka kropli 1% wodnego roztworu FeCls.

W przypadku obecnosci azotu pojawia si¢ zielononiebieskie zabarwienie, a po chwili
wydziela si¢ osad biekitu pruskiego (cyjanozelazinu zelazowego).

Wszystkie reakcje byly negatywne.

Oznaczenie jakoSciowe zawartosci siarki

Do drugiej czgsci przesaczu (uzyskanego po stopieniu polisacharydéw z metalicznym
sodem) dodano kilka kropli §wiezo przygotowanego 1% roztworu nitroprusydku sodu.

W przypadku obecnosci siarki w badanej probce powstaje zabarwienie
fioletowoczerwone (barwa jest nietrwala).

Wszystkie reakcje byly negatywne.
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Badania jakosciowe obecnosci biatka

e Reakcja ksantoproteinowa

Do prébek frakcji polisacharydéw w parowniczkach dodano kilka kropli stgzonego HNO;
i stezonego amoniaku. W obecno$ci biatka powinno powstac zotte zabarwienie.

e Reakcja biuretowa

Do prébek frakcji w parowniczkach dodano po kilka kropli 5% NaOH oraz po 2-3 krople
0,5% CuSO4. W przypadku obecnosci biatka powstaje fioletowe zabarwienie.

Obie reakcje dla wszystkich badanych frakcji byly negatywne.

Badanie jakoSciowe obecnos$ci wolnych aminokwaséw

Do roztworéw frakcji dodano 0,2% wodny roztwdr ninhydryny. Prébki ogrzewano przez
2 minuty na lazni wodnej. W przypadku obecnosci wolnych aminokwaséw pojawia si¢
czerwono-rézowa barwa.

Wszystkie reakcje byly negatywne.

3.2.9 Oznaczenie zawartosci cukrow we frakcjach polisacharydowych
metoda Dubois’a

(Dubois et al., 1956)

Przygotowanie roztworéw wzorcowych cukréw prostych

do wyznaczenia krzywej wzorcowej

Odwazono 7 mg galaktozy cz.d.a. i 3 mg arabinozy cz.d.a., przeniesiono do kolby
miarowe] o pojemnosci 100 ml, uzupelniono woda destylowana. Otrzymano roztwor
podstawowy wzorcowych cukréw prostych o stg¢zeniu 0,1 mg/ml. Z roztworu podstawowego

sporzadzono roztwory o stezeniach: 0,01 ; 0,02 ; 0,03 ; 0,04 ; 0,05 ; 0,07 mg/ml.

Przygotowanie roztworéw badanych frakcji polisacharydowych

Z kazdej frakcji uzyskanej na roéznych etapach oczyszczania polisacharydéw
wyizolowanych z ziela i tkanki kalusowej odwazono dokladnie po 4-5 mg, przeniesiono do
kolb miarowych o pojemnosci 100 ml, uzupelniono woda destylowana. Otrzymano roztwory
o st¢zeniach 0,04-0,05 mg/ml.

Dla frakeji polisacharydow kwasnych (uzyskanych po rozdziale na kolumnie Sephacryl

S-300) uzyto roztwory tych frakcji pozostale po oznaczaniu kwaséw uronowych
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(zob. rozdz. 3.2.6). W celu uzyskania odpowiednich stezen, roztwory rozcieficzono woda

w stosunku 1:9.

Oznaczanie zawartoS$ci cukrow

Do probéwek odmierzono po 2 ml kazdego z roztworéw wzorcowych i badanych oraz
wode destylowang jako probe slepa. Dodano po 1 ml 5% wodnego roztworu fenolu i
zmieszano. Nastgpnie dodano po 5 ml st¢zonego kwasu siarkowego (98%), zmieszano i
pozostawiono na 10 minut. Potem zmieszano ponownie i probéwki wstawiono na 20 minut do
lazni wodnej o temperaturze 30 °C. Nastepnie zmierzono absorpcjg przy A=490 nm, uzywajac
jako odnosénika slepa probe.

Sporzadzono krzywa wzorcowa (Ryc. 14) jako zaleznos$¢ absorpcji od st¢zenia roztworu
wzorcowego. Z krzywej wzorcowej odczytano stezenie cukréw w probkach w przeliczeniu na

ekwiwalenty galaktozowoarabinozowe, a nast¢gpnie obliczono ich procentowg zawartosé

w badanych frakcjach (Tab. 35, Tab. 36).

0.80 —

0.60 —

0.40 —

absorpcja [dla 490 nm]

0.20 —

0.00 T I T I T [ T I L
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
stezenie [mg/mi]

Ryc. 14. Krzywa wzorcowa — oznaczanie zawartosci cukrow
Roéwnanie linii regresji liniowej jest dane wzorem:
y=6432.x
gdzie:
X — warto$é stezenia [mg/ml],

y — wartos$¢ absorpcji.
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Tab. 34. Wartosci absorpcji dla réinych
Stezen roztworu wzorcowego

Stgzenie Absorpcja
mg/ml
0,01 0,06
0,02 0,13
0,03 0,19
0,04 0,26
0,05 0,32
0,07 0,45
0,10 0,64

Tab. 35. Zawarto$é cukrow we frakcjach polisacharydowych wyizolowanych z ziela

Frakcja Stezenie Absorpcja Warto$¢ odczytana Zawarto$¢ cukrow
[mg/mi] z krzywej wzorcowej we frakeji

{mg/ml] (%]
z” 0,050 0,219 0,0340 68,0
I 0,045 0,285 0,0443 98,4
I 0,049 0,312 0,0485 99,0
v 0,049 0,311 0,0484 98,8
\Y% 0,040 0,253 0,0394 98,5
Ia 0,040 0,257 0,0399 99,8
Ib 0,040 0,254 0,0395 98,8
Ic 0,040 0,255 0,0397 99,3
ITa 0,040 0,256 0,0398 99,5
v 0,041 0,260 0,0405 98,8
Hia 0,046 0,293 0,0456 99,1
HIb 0,043 0,275 0,0427 99,3
IVa 0,047 0,300 0,0466 99,1
Va 0,040 0,254 0,0395 . 988
Vb 0,043 0,275 0,0428 99,5
Ve 0,043 0,273 0,0425 98,8

* przygotowane st¢zenie badanej frakcji
** surowa frakcja polisacharydowa

Tab. 36. Zawarto$é cukrow we frakcjach polisacharydowych wyizolowanych z tkanki kalusowej

Frakcja Stezenie’ Absorpcja Warto$é odczytana Zawarto$¢ cukrow
[mg/mi] z krzywej wzorcowej we frakcji

[mg/ml] [%4]
K" 0,050 0,232 0,0360 72,0
KI 0,040 0,252 0,0392 98,0
KII 0,040 0,255 0,0397 99,3
KIII 0,050 0,316 0,0491 98,2
KIV 0,045 0,289 0,0449 99,8
KV 0,040 0,255 0,0397 99,3
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Frakcja Stezenie” Absorpcja Wartoéé odczytana | Zawartosé cukréw
[mg/ml) z krzywej wzorcowej we frakeji

[mg/ml] [%]
K VI 0,043 0,274 0,0426 99,1
KIla 0,038 0,244 0,0379 99,7
KIb 0,039 0,250 0,0388 99,5
Klla 0,038 0,243 0,0378 99,5
KIIb 0,040 0,255 0,0397 99,3
Kllla 0,040 0,254 0,0395 98,8
KIVa 0,042 0,266 0,0414 98,6
KVa 0,048 0,306 0,0475 99,0
KVIa 0,050 0,319 0,0496 99,2
KVIla 0,044 0,279 0,0434 98,6

* przygotowane stgzenie badanej frakcji
** surowa frakcja polisacharydowa
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4. Podsumowanie wynikow i dyskusja

W wyniku przetestowania licznych wariantéw pozywki Murashige-Skoog’a (zob. rozdz.
3.1) wybrano wariant optymalny dla przyrostu tkanki kalusowej, zawierajacy
benzyloaminopuryn¢ (1 mg/l pozywki), kwas naftalenooctowy (0,5 mg/l) oraz kwas
giberelinowy (0,25 mg/l) — wariant P. Uzyskana tkanka byla ciemnozielona, o zwartej
strukturze. Obserwowano jej wyraZzne zréznicowanie, przejawiajace si¢ obecnoscia
uwypuklefi na powierzchni, przypominajacych tworzace si¢ paczki pedowe. Morfologicznie
wyraznie réznita si¢ od niezréznicowanych z6itawych lub jasnozielonych tkanek rosnacych
na innych wariantach pozywki. Wartos¢ sredniego wskaznika przyrostu (zob. rozdz. 3.1.4) dla
wariantu P byla 4-5 razy wyzsza niz dla pozostatych wariantow.

Frakcj¢ polisacharydowa wyizolowano z ziela i tkanki kalusowej Melittis
melissophyllum L. uzyskanej na wariancie P pozywki MS. Material wstepnie ekstrahowano
etanolem, a nastgpnie woda w temperaturze 35 °C. Zageszczone wyciagi wodne dodawano
kroplami do etanolu absolutnego, uzyskujac stracone brazowawe surowe frakcje
polisacharydowe (SPS) z wydajnoscia 1,1% (z ziela) i 2% (z tkanki kalusowej). Uzyskane
frakcje zawieraty niewielki procent skladnikéw mineralnych (6% — SPS z ziela; 5% — SPS
z tkanki kalusowej; zob. rozdz. 3.2.8) i ok. 70% zwiazkéw cukrowych, oznaczonych metoda
Dubois’a (ziele — 68,0%; tkanka kalusowa — 72,0%; zob. rozdz. 3.2.9). Frakcje nie zawieraly
fosforu, siarki, azotu, skladnika biatkowego, czy wolnych aminokwaséw. Surowe
polisacharydy oczyszczano za pomoca chromatografii kolumnowej jonowymiennej (DEAE-
Sephacel; zob. rozdz. 3.2.4.1), poprzez eluowanie z kolumny najpierw woda, a nast¢pnie
buforem fosforanowym o wzrastajacej sile jonowej. Polisacharydy wyizolowane z ziela
rozdzielono na pigé frakcji (jedna oboj¢tng i cztery kwasne), a polisacharydy wyizolowane z
tkanki kalusowej na siedem frakcji ( dwie obojetne i pigé¢ kwasnych). Wszystkie frakcje
uzyskane po oczyszczeniu na kolumnie DEAE-Sephacel byty barwy biatej, zbudowane w 98—
99% z cukrow (metoda Dubois’a — zob. rozdz. 3.2.9), nie zawieraly skladnikow
niecukrowych (fosforu, siarki, azotu, biatka ani wolnych aminokwaséw — zob. rozdz. 3.2.8).
Frakcje (kazda osobno) byly dalej oczyszczane za pomoca zelowej chromatografii
kolumnowej GPC (zob. rozdz.3.2.4.2; wypekienie kolumny — Sephacryl S-300). Ostatecznie
z ziela uzyskano 11 jednorodnych frakcji polisacharydowych: 3 obojetne i 8 kwasnych,
a z tkanki kalusowej — 9 frakcji: 4 obojg¢tne i 5 kwasnych (zob. Schemat 3 w rozdz.3.2.4.2).
Ziele i tkanka kalusowa najbardziej réznia si¢ iloscia kwasnych frakcji wyeluowanych

buforem fosforanowym 0,1 mol/l: otrzymano cztery takie frakcje z ziela (I a, II b, III a, III b)
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i tylko jedna z tkanki kalusowej (K III a). Wszystkie frakcje uzyskane po oczyszczeniu na
kolumnie Sephacryl S-300 byly barwy bialej i zawieraly 98-99% skladnikow cukrowych
oznaczonych metoda Dubois’a (zob. rozdz. 3.2.9). Wedlug danych literaturowych (Hodge,
Hofreiter, 1962) blad tej metody wynosi £2%. Pomiar absorpcji byt wykonywany dla A=490
nm. Przy tej dlugosci fali maksimum absorpcji wykazuja tylko barwne pochodne heksoz,
adla pentoz i kwasow uronowych maksimum przypada przy A=480 nm. Z wczesniej
przeprowadzonych analiz wynikalo, ze polisacharydy wyizolowane z ziela i tkanki kalusowe;j
sa arabinogalaktanami, a niektére frakcje zawieraja rowniez kwas gélakturonowy. Krzywa
wzorcowg do metody Dubois’a przygotowano dla mieszaniny arabinoza-galaktoza 3:7.
Proporcja ta nie odzwierciedla skladu kazdej z frakcji. To moze byé przyczyna, dlaczego
uzyskano zawartos$¢ cukrow 98-99% a nie 100%.

Na podstawie krzywej wzorcowej dla dekstranéw o znanych masach czasteczkowych
okreslono $rednie masy otrzymanych zwiazkéw: od 6 do 56 kDa dla polisacharydow
wyizolowanych z ziela, od 4 do 46 kDa dla polisacharyddow wyizolowanych z tlcanki
kalusowej (zob. rozdz. 3.2.5). Zauwazono pewne rdéznice pomiedzy frakcjami
wyizolowanymi z ziela, a wyizolowanymi z tkanki kalusowej. Polisacharydy oboj¢tne
uzyskane z ziela maja wyraznie wieksza Srednia mase czasteczkowa (od 10 kDa do 51 kDa)
niz zwigzki otrzymane z tkanki kalusowej (od 4 kDa do 11 kDa). Polisacharydy kwasne
wyizolowane z ziela maja zr6znicowang mase czasteczkowa (od 6 kDa do 56 kDa), podczas
gdy polisacharydy kwasne tkanki kalusowej sa pod tym wzgledem jednorodne (45,6 kDa —
kazda frakcja).

Dla frakcji kwasnych oznaczono zawarto$¢ kwaséw uronowych w przeliczeniu na kwas
galakturonowy. We frakcjach wyizolowanych z ziela wynosi ona od 3% do 20%, a z tkanki
kalusowej od 6% do 13%.

Na podstawie analizy GLC octanéw alditoli stwierdzono, ze gléwnymi monocukrami
budujacymi czasteczki sa galaktoza i arabinoza. W niektérych frakcjach wystepuje
w niewielkich ilos$ciach ksyloza, mannoza lub glukoza. Wszystkie frakcje kwasne zawieraja
dodatkowo ramnoz¢ (od 2 do 50 mol%). Najbardziej zréznicowane pod wzgledem sktadu
monocukrowego sa frakcje III b, IVa, Va, wyizolowane z ziela. Stosunek molowy
arabinozy do galaktozy we frakcjach obojetnych i slabo kwasnych wynosi najczgsciej od 1:1
do 1:2, podczas gdy we frakcjach zawierajacych wigcej kwaséw uronowych wyraznie
zwieksza sie zawarto$é galaktozy i proporcja waha si¢ od 1:4 do 1:8.

Na podstawie wynikéw analizy GLC-MS czgéciowo zmetylowanych octanéw alditoli

mozna stwierdzié, ze wszystkie frakcje wyizolowane z ziela Melittis melissophyllum L.
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skladaja si¢ si¢ z podobnych arabinogalaktanéw, gdzie gldwny taicuch najprawdopodobniej
stanowi 1,3- i 1,3,6-galaktoza, a lancuchy boczne zbudowane sa z przylaczonych do
galaktozy w pozycji 6 takich czasteczek jak: 1-arabinoza, arabinoza(l—3)arabinoza,
ramnoza(l—4)-kwas galakturonowy(1—6)-galaktoza lub ramnoza(l—4)kwas galakturono-
wy. Takie struktury kwasnych arabinogalaktanéw sg podobne do znanych z literatury (zob.
rozdz. 2.3.4.3) arabinogalaktanow typu II izolowanych z roslin wyzszych, posiadajacych
fancuch gtowny ztozony z czasteczek galaktozy potaczonych wigzaniami P, oraz lancuchy
boczne zawierajace arabinoz¢ i ramnoz¢ o wiazaniach o. Mozna wigc przypuszczaé, ze
polisacharydy Melittis melissophyllum L. maja analogiczne wiazania. Potrzebne byltoby
potwierdzenie tych przypuszczen za pomoca analizy '>C NMR. Dla niektérych frakeji istnieja
pewne rdznice w zawartosci cukrow, szczegélnie ramnozy, wystgpujace pomi¢dzy wynikami
analiz GLC i GLC-MS. Ramnoza polaczona bezposrednio z kwasem uronowym tworzy
bardzo stabilne polaczenie (tzw. kwas aldobiuronowy), odporne na hydrolize (Aspinall,
1970). Wiazanie to ulega rozerwaniu tylko w bardzo drastycznych warunkach hydrolizy albo
po redukcji grupy karboksylowej (ta ostatnia sytuacja ma miejsce przy przygotowaniu probek
do analizy GLC-MS).

Analiza GLC-MS frakcji wyizolowanych z tkanki kalusowej wykazuje duze
podobienstwo tych polisacharydéw do zwiazkéw wyizolowanych z ziela. Glowny tancuch
stanowia réwniez czasteczki (1—3) galaktozy, a boczne tancuchy przylaczone sa w pozycji 6.
Jedynie struktura zwigzku we frakcji K VI a jest troch¢ inna. W przeciwienstwie do innych
wyizolowanych polisacharydow zawiera on obok galaktozy o wiazaniach w pozycjach 1,3,6
(0k.30%) duze ilosci czasteczek galaktozy o wigzaniach w pozycjach 1,6 (0k.40%). Sugeruje
to, ze do giownego szkieletu zbudowanego z lafcucha (1>3) galaktozy przylaczone sa
w pozycji 6 taricuchy boczne ztozone glownie z (1—>6) galaktozy.

Autorka juz wczesniej podjela probe izolacji polisacharydéw z ziela i kalusa miodownika
melisowatego (Skrzypczak-Pietraszek, 1997a; Skrzypczak-Pietraszek, 1997b). Izolacje
przeprowadzono metoda Chihary (Chihara et al., 1970). Material ekstrahowano wrzaca woda
i polisacharydy stragcano etanolem absolutnym z zaggszczonego wyciagu. Zwiazki
oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej i dializy. Uzyskane frakcje byly trudno
rozpuszczalne w wodzie. Probowano je zhydrolizowa¢, by okresli¢ ich sktad monocukrowy.
Polisacharydy ulegly hydrolizie dopiero po zastosowaniu bardzo drastycznych warunkow. Na
podstawie analizy chromatograficznej (TLC i PC) hydrolizatéw stwierdzono, Ze sa to

heteropolisacharydy zbudowane prawdopodobnie z reszt galaktozy, ramnozy i arabinozy.
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W celu potwierdzenia tego skladu, a takze wustalenia proporcji miedzy cukrami
przeprowadzono chromatografi¢ gazowg ich sylilowanych pochodnych. Wzorce cukrow
prostych — uzyte w analizie GLC - byly traktowane identycznymi warunkami, jak
analizowane frakcje w czasie hydrolizy. Po sylilacji pojawily si¢ jednak zbyt liczne pochodne.
Z tego powodu nie mozna bylo potwierdzi¢ skladu monosacharydéw, ani — tym bardziej —
ustali¢ proporcji molowych pomigdzy nimi. Analize powtdérzono, z takim samym,
niezadowalajacym rezultatem. Zastosowana w niniejszej pracy metoda izolacji, oczyszczania
i analizy frakeji polisacharydowej (od wielu lat rutynowo stosowana w Instytucie Botaniki
i Biologii Farmaceutycznej Uniwersytetu w Erlangen) data duzo lepsze efekty. Uzyskano
jednorodne, dobrze oczyszczone frakcje polisacharydowe. Sa one dobrze rozpuszczalne w
wodzie, co umozliwia m.in. przekazanie ich do badan farmakologicznych. Potwierdzono
uzyskany weczesniej (Skrzypczak-Pietraszek, 1997a; Skrzypczak-Pietraszek, 1997b)
przypuszczalny podstawowy skiad monocukrowy (galaktoza, arabinoza, ramnoza), uzyskujac
teraz szczegolowe wyniki, dzigki zastosowaniu m.in. analizy GLC i GLC-MS.

Polisacharydy izolowane z kultur in vitro najczesciej bardzo réznia si¢ od zwiazkow
ros$lin gruntowych (zob. rozdz.2.3.5). W przypadku Melittis melissophyllum L., mimo
pewnych oméwionych wczesniej roéznic, budowa polisacharydéw wyizolowanych z ziela i
tkanki kalusowej wykazuje duze podobienstwo. By¢ moze ma to zwiazek z wyraznym

zroznicowaniem tkanki kalusowej lub z zastosowanym sktadem pozywki.
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5. Wnhioski

Optymalnym wariantem pozywki MS (najlepszym sposréd przetestowanych) dla
przyrostu tkanki kalusowej jest wariant P, zawierajacy benzyloaminopuryne (1 mg/l
pozywki), kwas naftalenooctowy (0,5 mg/l), kwas giberelinowy (0,25 mg/1). Uzyskano
tkanke ciemnozielona, o wyraznym zréznicowaniu. Wskaznik przyrostu wynosit 18.

W przypadku gatunku Melittis melissophyllum L. zrdznicowanie tkanki kalusowej sprzyja
intensyfikacji jej wzrostu: warto$é sredniego wskaznika przyrostu dla wariantu P byla 4-5
krotnie wyzsza niz dla pozostatych wariantow, na ktoérych uzyskiwano zéttawa lub
jasnozielong niezréznicowang tkanke kalusowa.

Dominujacymi strukturami znalezionymi we wszystkich frakcjach wyizolowanych
zaréwno z ziela, jak i z tkanki kalusowej sa arabinogalaktany zbudowane z gtéwnego
laicucha galaktozowego o wigzaniach 1—3, z bocznymi taficuchami zawierajacymi
glownie arabinoze i galaktoze. We frakcjach kwasnych dodatkowo wystepuje ramnoza i -
kwas galakturonowy.

Nie znaleziono znaczacych réznic w budowie pomig¢dzy polisacharydami wyizolowanymi
z ziela 1 z tkanki kalusowe;j.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze wyizolowane arabinogalaktany
maja budowe podobna do niektorych polisachafydéw wyizolowanych z roslin wyzszych
(zob. rozdz. 2.3.4.3), wykazujacych stwierdzong aktywno$¢ biologiczng. Celowe bytoby
wyizolowanie z Melittis melissophyllum L. wigkszych iloéci polisacharydéw i przekazanie
ich do testow i1 badan farmakologicznych (np. badania immunologiczne).

Surowe frakcje polisacharydowe wyizolowano z badanego materiatu z wydajnoscia 1,1%
—dla ziela i 2% — dla tkanki kalusowej. Wyniki te wskazuja, ze kultury in vitro Melittis

melissophyllum L. moga by¢ potencjalnym Zrédtem pozyskiwania tych zwigzkow.
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7. Chromatogramy

Ryc. 15. Analiza GLC octanéw alditoli — chromatogramy pochodnych wzorcowych cukréw prostych (dla frakcji
wyizolowanych z ziela)
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Ryc. 16. Analiza GLC octanéw alditoli — chromatogramy dla frakcji wyizolowanych z ziela

Zastosowane skroty:

ARA - pochodna arabinozy
GAL - pochodna galaktozy
GLU — pochodna glukozy
KSY - pochodna ksylozy
MAN - pochodna mannozy
RAM - pochodna ramnozy
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Retention Time Area Area ¥ Ratio %
Total Ion Chromatogram
6.313 2358956 3.739 5.789
7.176 19981148 31.671 49.033
17.633 40750478 64.590 100.000
4
Chromatogram GLC - frakcjal a
Abundance
: 718 -ARA
17.70-GAL
800000
600000
400000
9 | JL
630 L
o T R T T T T T T
Time—> 500 600 700 8.00 9.00 10.00 11.00 12,00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19,00 20.00 21,00 22.00 23.00 24.00
Retention Time Area Area % Ratio %
Total Ion Chromatogram
6.304 2669796 1.841 2.750
7.180 - 45247018 31.206 46.609
17.705 97078095 66.953 100.000
7y

Chromatogram GLC — frakcja I b
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7.18- ARA
100000

631 L
20000 PR

1155 - GAL

L 1923- GLU

O T T T T T T T T T T T T T T T T T T
Lime—> 500 600 7.00 800 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00

Retention Time Area

Area % Ratio %

Total Ion Chromatogram

6.309 349332
7.155 3773731
17.552 9804325
19.233 1373379

2.283 3.563
24.664 38.490
64.077 100.000

8.976 14.008

Chromatogram GLC — frakcjal ¢

Abundance
744- ARA 1459- GAL

100000

80000

60000

40000

63t L

20000 A
e T T T e T o B M B
ime—> 500 600 700 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16,00 17.00 18.00 19,00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00

Retention Time Area

Area % Ratio %

Total Ion Chromatogram

6.308 257302
7.137 3624451
17.591 9712315

1.893 2.650
26.662 37.318
71.445 100.000

Chromatogram GLC — frakcja Il a
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200000

04

1000003 4 64 ﬁ

6.32

18 - ARA

L.

MAN - 16.10 J
A

1764 - GAL

Lz

m"’mw?mmmmm
lime—> 500 600 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18,00 19.00 20.00 21.00 22 00 23.00 24.00

Ratio %

Retention Time Area Area %
Total Ion Chromatogram
4.645 806092 0.953 1.679
6.316 6185828 7.315 12.886
7.178 23685195 28.010 49,341
16.098 2510315 2.969 5.230
17.642 48002756 56.767 100.000
20.876 3370155 3.986 7.021
Chromatogram GLC — frakcja Il b
1465-GAL
500000 7.18 - ARA
400000
300000
1200000
100000 561-RAM
e el Y |
BALSS BARSS LASAN RARAS BASAS SAASLUMSAMMAUNMSSUASAA SASA ASSAL BASAL AASAA AARAUAS AL AASAR AASALMSUMISRA RSEEE |
Mime—> 500 600 700 8.00 900 10.00 11.00 12.00 13.00 14,00 15.00 18.00 17.00 18,00 19.00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00

Retention Time Area

Area ¥ Ratio %
Total Ion Chromatogram

4.560 267468 0.357 0.509
5.614 2334898 3.116 4,444
6.211 504508 0.673 0.960
6.317 721665 0.963 1.374
7.179 18559460 24.771 35.328
17.654 52535395 70.119 100.000

Chromatogram GLC — frakcja IIl a
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100000
455

68.31

RAM
5.60

7.16-ARA

8.80-KSY
A

MAN-16.09

1763 -GAL

L GLU
1923 2086

[eF
me-—> 500 600 7.00 800 900 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 22 00 23.00 24.00

Retention Time Area Area ¥ Ratio %
Total Ion Chromatogram
4.549 400781 0.599 0.946
5.600 773237 1.156 1.825
6.309 3683891 5.509 8.693
7.164 11531091 17.245 27.209
8.797 842475 1.260 1.988
16.092 3887484 5.814 9.173
17.633 42379985 63.379 100.000
19.231 1745061 2.610 4.118
20.860 1623930 2.429 3.832
1 .
Chromatogram GLC — frakcja Il b

1480-GAL

1500000

1000000

717-ARA
500000
RAM
s V8 1500 18.27-GLU
14 j A 16101683 ol :
c’hh'—'I"'"l""l'"'I”_.'_'l"'!l",_"I"”-l'"."—l"'-'l'?_"/l%"ﬁ"'lr"rl'p"'I/'\"_'_l_'"'.l""l""l-""l""
fime—> - 500 600 7.00 8.00 '9.00 10,0011.00 1200"13.00 14,00 15,00 16.00 17.00 18.00 15,00 20,00 21.00 22.00 23,00 24.00

Ret'enltio.n Time . Areéa Area ¥ Ratio %
Total Ion Cﬁoma’to'gramn o | . — . o
4,547 1438372 0.520 0,681
5.602 5938107 2,147 2:811
6.197 ';.656_7.44 0,599 0.784
.6.307 4991606 11.804 2.363
7.172 27598549 9,977 13-.065
15.026 16618058 ©2,392 3.133
16.095 3304370 1.195 1.564
16.925 5237462 ‘1,893 2.479
17.802 . 211240160 76.365 100.000
19.271 8596627 ©3.108. 4,070

4 .
Chromatogram GLC - frakcjalV a
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150000

100000

oL

RAM ARA
5.61 747

631

KSY
8.80

W

U

fo24
' 80

1758-GAL

S o L L i i o B R S I B A R AN E AR E R R pan s nan sy ne
Ll'lmo-> 500 600 700 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00

Retention Time Area Area % Ratio %
Total Ion Chromatogram
5.611 2587498 10.332 17.288
6.307 1602912 6.401 10.709
7.167 3054094 12.195 20.405
8.804 417240 1.666 2.788
17.578 14967314 £9.766 100.000
19.241 1600990 6.393 10.697
20.878 813173 3.247 5.433

Chromatogram GLC — frakcjaV a

R,
5159 - RAM
60000
40000
7.15-ARA
1753 -GAL
20000 '
0 'm17ﬁwﬂwmﬁmwmmm‘mﬁm
fime—> 500 600 7.00 800 900 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 22 00 23.00 24.00

Retention Time Area Area ¥ Ratio %
Total Ion Chromatogram
5.594 2136670 58.573 100.000
7.148 556987 15.269 26.068
17.527 949942 26.158 44.459

Chromatogram GLC - frakcja V ¢
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Ryc. 17. Analiza GLC octanéw alditoli — chromatogramy pochodnych cukréw prostych (dla frakeji
wyizolowanych z tkanki kalusowej): galaktozy, glukozy, mannozy. Pozostale wzorce analogiczne, jak dla frakeji

z ziela.

Abundance

700000
650000

180000

100000

18.35

]

lime—>

LIS S I L B O [N AL B B AR |

500 600 - 700 800 900 10(1) 11(D 12CD 130) 14(1) 15(1) 16.00 17CD 1800 1900

T

™TTT

TTTT T LOILEN S5 I It B 0 B e L B L B L L 0

Abundance
13000
12000

11000

100001

1000

0+
7>

97

145 187

1

(|
LEAS LAALI &)

217

1241,

(18351 min)

361

314 343 | 378396 417436 458 481 508528546 574533

v l""l"”l"”l' LA RARAS SAAS RARAS RALES RARAS LAARS LASAS LRSS AR LRAL) RAL LS RARLs LRSS ERREs RaRRSnARE]

40 60 80 1CD1201401&1&)21)2202402633)3&)32034036)38040)4204404&4805&)52054056)58061)

Chromatogram GLC i widmo masowe — pochodna galaktozy (wzorzec)
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fAbundance

180000

160000

140000

120000+

100000

Time—> S00 600 7.00 8.00 9.Cb 10.0011.0012.0013.0014.00 15.00 16.00 17.00 16.00 18.0020.00 21.0022.00.23,00 24.00

ndance (19.946 min)
180001 115

16000{
145

1ao00]
moo{

10000

217

60 361

0. L < - IR 3814 343 l379397415 439 460 481 5055268 5476687 £92
A e M LA MO A A TP AL A A
Inz—> 40 60 80 100120 140 160 180 200220 240 260 250 300 320 340 360 380 400 420 440 480 480 500520 540 580580 600

Chromatogram GLC i widmo masowe — pochodna glukozy (wzorzec)
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IAbundance
6000001

150000 1

1000001

4L
N S

B e AR AR R R e e oo o e o B o N B S L e o e e e A AR RAASE]
lime—> 500 600 7.00 800 9.00 10.0011.0012.00 13.0014.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 22.00 23,00 24.00

rbundanca (16.641 min)
55000 115

500001

40000 139

217

187

150001 97
239 op9
100001

361

1241.1 | 314332 379896414 438 458 435504624 B53572 595

W u et ||||||—|vu|uu|n| T -r|nu||uqnu[uulunlln|||n;|uu|uu'|n

Q-
- 40 €0 80 1001201401601502002202402632003303203403&380400 4404634805035205405&580&0

Ch:omatogram GLC i widmo masowe — pochodna mannozy (wzorzec)
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Ryc. 18. Analiza GLC octanéw alditoli — chromatogramy dla frakcji wyizolowanych z tkanki kalusowej

Zastosowane skroty:

ARA - pochodna arabinozy KSY - pochodna ksylozy
GAL - pochodna galaktozy MAN - pochodna mannozy
GLU - pochodna glukozy RAM - pochodna ramnozy
Chromatogram GLC — frakcjaKIa
Abundance
728-ARA
o0 18.34 - GAL
200000
200000
100000
s> " 5b0 5 75 8bD 555 1000 1100 1200 1350 1400 1500 1200 1700 18,63 1980 2000 2100 22,05 2960 2405

Retention Time Area Area ¥ Ratlo %
Total Ion Chromatogram

7.260 10421204 21.035 26.638

18.345 39121572 78.965 100.000

Chromatogram GLC - frakcjaK1b

Abundance
18125 - GAL

7@ - ARA

1000

ol
Mme—> 500 600 7.00 8.00 900 10.0011.0012.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 16.00 19.00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00

Retention Time Area Area ¥ Ratio %
Total Ion Chromatogram

7.031 20213 16.029 19.089

18.254 1056893 83.971 100,000

Chromatogram GLC — frakcjaK Il a

Abundance
1500000 7.31-ARA
1000000
500000 18.66- GAL
oS ...,L.,.........,.mrr...p...,,...,....,....,....,.........,,.,,,....,....l....,,..,
Tme=> 500 600 700 8.00 900 1000 11.00 12,00 13.00 14,00 1500 1600 17.00 18.00 49.00 20.00 21.00 2200 23,00 2400
Retention Time Area Area ¥ Ratio %
Total Ion Chromatogram i
7.314 106977836 40.963 95.936
18.661 111509585 ) 51.037 100.000
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Chromatogram GLC — frakcja K I b

Abundancs
1500000
7.27 - ARA
1000000
18.61- GAL
[Feraad]
Bl A AL AU AL AR MM A ML A NSRS NN AL
00 900 1000 11.00 1200 13,00 14.00 1500 18.00 17.00 18.00 19.00 20.00 21,00 22.00 2300 2400

ooy
ime-> 500 600 700 8

Retention Time Area Area ¥ Ratio ¥
Total Ion Chromatogram

7.271 99428603 42,011 72.446

18,614 137245125 57,989 100.000

Chromatogram GLC - frakcja K1l a

Abundance
7j44 - ARA
1500000
1000000
18.48-GAL
500000
572-RAM
°.
Time—> 500 600 7.00 800 800 1000 11,00 1200 13,00 14,00 5.00 16,00 17.00 18.00 19.00 20.00 21,00 2200 230 2400
Retention Time Area Area ¥ Ratio ¥
Total Ion Chromatogram
5.715 15732063 4.255 6.666
7.436 118002272 31.915 50.000
18.452 236004543 63.830 100,000

Chromatogram GLC — frakcjaK IV a

Abundance
745 - ARA
800000
600000
18.52 - GAL
200000 5.75-RAM
O4rrrr T T v v  AARRER G Ra N AR RA AR RARA Ty T AR AR T
Tme-> 500 €00 700 800 S50 1000 11.00 1200 13.00 14.00 1500 16,00 17.00 16.00 18,00 2000 21,00 22,00 23,00 2400
Retention Time Area Area ¥ Ratio %
Total Ion Chromatogram
6.746 1200624 5.669 9.766
7.454 63933696 36.281 62.500
18.523 102293914 58,050 100.000
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Chromatogram GLC - frakcjaK V a

bundancs
150000
731-ARA 18,00 -GAL
10000
8.62-RAM

500
S I S—
Tieno—> 500 600 700 8.00 9,00 10.00 11.00 12,00 1300 1400 15,00 1600 17.00 18.00 18,00 20,00 21,00 2200 23.00 2400

Retention Time Area Area ¥ Ratio'y
Total Ion Chromatogram
5.624 2757283 5.519 7.353
7.310 9705425 19.426 25.882
16.591 374998747 75.055 100.000

Chromatogram GLC — frakcja K VI a

1900 - GAL

me—> 500 600 700 800 900 1000 11.00 12,00 13.00 14.00 15.00 1800 17.00 18.00 19.00 20,00 21.00 22.00 23.00 2400

Retention Time Area Area ¥ Ratio ¥
115,00 amu
5.603 277035 4.377 5.064
7.182 581697 9.190 10.633
18.002 5470672 86,433 100.000

Chromatogram GLC — frakcja K VIl a

Abundance
3000
2500
20000
15000
10000 7,16 - ARA
som 5.61- RAM

18,09 - GAL

o.
[Ome—> 500 60 700 600 800 1000 $1.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 2000 21.00 22.00 23.00 24.00

Retention Time Area Area ¥ Ratio %
Total Ion Chromatogram
5.611 357611 5.767 6.944
7.154 693798 11.188 13,472
18.090 5149923 83.045 100.000
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Tab. 37. Zestawienie czaséw retencji dla analizy GLC czeSciowo zmetylowanych octandw alditoli

(wykorzystane przy inferpretacji chromatograméw (zestawienie przygotowane na podstawie pismiennictwa: Bjérndal et al.,
1970; Jansson et al., 1976 oraz danych z wczesSniejszych analiz zebranych w Instytucie Biologii Farmaceutycznej
Uniwersytetu w Erlangen)

Zwigzek Czas retencji
[min]
Pochodne arabinozy
1,4-di-O-acetylo-2,3,5-tri-O-metyloarabitol 4,217
1,3,5-tri-O-acetylo-2,4-di-O-metyloarabitol ' 6,371
1,2,4-tri-O-acetylo-3,5-di-O-metyloarabitol 7,265
1,3,4,5-tetra-O-acetylo-2-O-metyloarabitol 10,081
Pochodne galaktozy
1,5-di-O-acetylo-2,3,4,6-tetra-O-metylogalakcitol 7,751
1,3,5-tri-O-acetylo-2,4,6-tri-O-metylogalakcitol 11,842
1,4,5-tri-O-acetylo-2,3,6-tri-O-metylogalakcitol 12,290
1,5,6-tri-O-acetylo-2,3,4-tri-O-metylogalakcitol 14,345
1,4,5,6-tetra-O-acetylo-2,3-di-O-metylogalakcitol 18,424
1,3,5,6-tetra-O-acetylo-2,4-di-O-metylogalakcito! 19,459
Pochodne ksylozy
1,2,5-tri-O-acetylo-3,4-di-O-metyloksylitol 7,624
Pochodne ramnozy
1,5-di-O-acetylo-6-dezoksy-2,3,4-tri-O-metyloheksitol 4,883
1,2,4,5-tetra-O-acetylo-6-dezoksy-3-O-metyloheksitol 7,371
Pochodne glukozy
1,3,5-tri-O-acetylo-2,4,6-tri-O-metyloglucitol I 11,620
Pochodne kwasu galakturonowego (jako deuterowane pochodne galaktozy)
1,5-di-O-acetylo-2,3,4,6-tetra-O-metylogalakcitol ( 7,751
1,4,5-tri-O-acetylo-2,3,6-tri-O-metylogalakcitol 12,290
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Ryc. 19. Analiza GLC cze$ciowo zmetylowanych octanéw alditoli — chromatogramy dla frakcji wyizolowanych

z ziela
Abundance
. 19046
100000
17
50000
ag7 726 118e 14% )
. ]ﬁ 6.33' < 1 2_1.79
Dol Nt
Time—>. 6m aoa 1om 12(!) 14!1) 16(!) 1BCD mco 2203 24(!! ZBCD ZBCD mm 32!13 34(!) 36(1) saoo
Retention ‘Time - ..[.Area " Area’ % Ratio $
117,00 amu ' T o ;“_f-;,
4.169 3685810, 85345.q-h19 902
4.325 ©.2730228 6.182 . . 14,001
4.870 2104101 4,764 . 110.791
6.378 . 1,376170. 0.852 .0 -1.929
7.263 3696877 8.371 18.959
11.861 .'3077018 6.967 %5, 780
12.299 ~..2016988-" 4,567 10.344
14.346 4428517 ©10.027 22.711
19.462 19499550 44,151 100.000
21.786 J2550162 o 5.774 +13.078
) — —
Chromatogram GLC — frakcjal a
.Abundance
1446
1 - ‘_- .
100000 .
' 1438~ '

Time—> 600 800 10001200 1400 16001800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3500 3500
Retention Time - Aréa,’ o ~.Area-% = Ratlo. ¥
117.00 amu - N
4.175 '5513215 9,724 . 21.817
4.878 4490641' 7.921 ©17.770
6.381 ,2070934' 3}653 ;.' 8.195
7.268 4971376. 8.769 19,673”
9.544 :3799765 6.702 15,036
11.862 1101472 1,943 " 4,359
14.356 ‘9477542 16,717 “37.504
.19.457 25270482 - 447572 100 000,

,r.

Chromatogram GLC- ﬁ'akéja I b
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18 ‘ 1434

Retention Time - . Area' - T -Area ¥ -

Ratid % .

117.00 ama S R o
4.175 697682 - 12,649 - 41,143
4.881 267447 4.849 7. 15.:772
7.266 . 395699, - ~7.174%..0 23,335
7.756 335966 . ©6.091 . 19,812

‘11,855 304603 ° 5.522 ".: 17,963
12.294 /451283 8.182 ' 26.613
14.343 1046853 18.980 - 61,734
19.414 . 1695744 30.744  100.000
21.780 - 320411 _5;809'j.f18g895
Chromatogram GLC - frakcja Ic
Abundance o
1959
o 1
300000
200000
’ 2184
1oooo0fl? 728 ey | |
el Wl
0 ™ R g A S P
Mme> _ ~ 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

26@ ZBCD aooo 32(!) 3400 38& SBCD

Retention Time . : Area: Area’%¥ ‘Ratio %
117.00 amu . uy N . ' ‘
4.166 . 4634816 ‘3.041 5.948
4.349 13054961 2,005 . '3.920
4.869 1282218 0.841 .- 1.645
6.375 1117375 '0.733 «'1.434
7.264 ‘5028941 3.300 6.453.
7.430 5722768 3.755 . 7.344
10.050 ;. 2672374 1:.754 -2 3.429
10.209 © 2781333 ~1.825 . 3.569
11.872 10062485 .6.603 12.913
12.284 .. 3288596 '2.158 . 4.220
14.363 3194533 2.096 4.099
14.491 4102222 2,692 5.264°
18.511 . 3102350 '2.036 3.981
19.592 77927178 51.136- 100.0Q00-
21.807 . 24418633 .16.024 *31.335

Chromatogram GLC — frakcja Ma

~134-



7. 1435

1944

21.7

183 . "
imes Gk, 800 1000 1200 1D, 1600 1o zooo' '2rzoo R0, 2850 280 :-noo B 20 tare B
Retention Time :Area- Area' % Ratio %
117.00 amu . .
4,157 1611284 4.B67 17.:.715
4.324 1015435 3.067 11.164
4.910 435060 1.314 4,783
6.367 259189 0.783 - 2.:850
7.257. 1055571 3.188 11.606
7.406 394123 1.190 4,333
7.616 1723425 5.205 18,948
10.038 595228 1.798 6,544
11.620 416314 1.257  4.577
11.855 1485997 4.488 16,338
12.298 4763030 14.386  52.367
14.346 13474573 10.495  -38.201
14.894 581446 1;156' 6.393
18.392 656550 -1.983 7.219
19.443 ,9095404 27.472 100.000
21.714 5545452 16 750 " 60

-9

.970

Chromatogram GLC — frakcja IIl b
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Abundance

100000 1947

80000

60000

400 2.7

11231
2000018
727 1
54638 10,09 18,42
0 N N . . ) .
e N R B A A R B I i R B e ol AR RRBAA AR

Mime—> 600 600 1000 1200 1400 1800 1800 2D.00 2200 24.00 2600 2500 3000’ 3200 3400 3800 3800

Retention Time Area Area ¥ Ratio' %
117.00 amu o B
4.176 746595 2,193 4.805
. 5.396 212198 0.623 1.366
- 6.381 275165 | 0.808 1.772
7.272 492829 1.448 3.172
10.056 574049 1.686 3.695
11.873 ‘2917538 8.571 18.779
12.306 3886862 11.419 25.018
14.362 1828913 5.373 11.772
' 14.902 .1029910 3.026 6.629
18.425 1036864’ 3,046 6.674
19,470 15536320 45,643 100,000
21.727 5501765 - 16.163 35,412

Chromatogram GLC — frékcja IVa

abtsf

Time—> 200 2400 2600 28,00 3000 3200 3400 3800 34.00

Retention Time Area Area’t Ratio ¥

117.00 amu ) v T B
5:394 4248566 ©.0.728 - 4.643
6.378 496895 1.455 9:.282
7.030 562390 1.646 10.505
7.268 1461642 4.279° | 27.303
7.409 .. 609185 1.783 . 11.379
7.629 413428 1.210 - -7.723

10.052 1074922 '3.147; 20.079
10.196 11831708 57362 34.216
11.872 3690371 10.803 68.935
11.965 - 3638531 10.651 67.966
12.306 5353437 15,671  100.000
14.359 1169436 3.423 21.845
14.903 2709684 -7.932 '50.616
18.415 - 1635148 4.787 -30.544
19.458 . 4731065 137849 88.374
21.741 4535025 13

.275  '84.712

Chromatogram GLC - frakcja Va
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Ryc. 20. Analiza GLC czesciowo zmetylowanych octanéw alditoli — chromatogramy dla frakcji wyizolowanych z tkanki

kalusowej

Chromatogram GLC — frakcjaKIb

m-: 701
10000
am 1942
o
33
. 1un
o " w
= 1006 K
fme—> 6m A00 100) 1200 1400 1800 1600 000 ZM) 2400 700 00 VL0 LM 4O W WD
Retention Time Area Area ¥ Ratio &
117.00 amu
4.230 504258 10.019 28.230
7.254 188485 3.745 10.555
7.711 1785744 35.401 100,000
10.062 47519 0.944 2,661
11.834 404757 8.042 22,666
12,279 794960 15.795 44.517
16.401 400114 7.950 22.406
19.422 507140 18.024 $0.799
Chromatogram GLC — frakcja K Il a
= "as - B
1a00],
o
non
[ o= "
-0 (k1] 1432
&-J\’&\ X
2m
oA W A A At B —
lome—s 800600 1000 1200 140D 1800 180D 4002 Y o 2o »m
Retention Time Axea Area ¥ Ratilo ¥
117.00 ama
4.221 1251470 22,6599 78.245
6.375 492063 8.925 30.765
7.269 166068 3.012 10.303
10.079 979663 17.769 61,251
11.825 554040 10,049 34.640
12,294 96093 1.743 6.008
14.319 255156 4,628 15.953
19.451 1599425 29.010 100.000

Chromatogram GLC — frakcja K IIl a

19.44

Retention Time Area Area ¥ Ratio ¥
4.204 1241839 22.005 61.455
4.9004 214339 3.798 14.059
6.369 171728 3.043 11.264
7.724 949503 16.825 62,280

10.019 160675 2,847 10,539

11.851 566088 10,031 37.131

12,295 567110 10.049 37.198

14.351 110166 1.952 7.226

18.419 97573 1.729 6.400

19.442 1524571 27.015 100.000
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1.4

Retention Time Area Area ¥ Ratio ¥
4.221 1472550 26,043 100.000
6.357 114726 2.029 7.791
7.374 285262 5.045 19.372
7.754 849102 15.017 57.662

10.031 224755 3.975 15.263

11.836 509002 9.002 34.566

12.301 6800892 12.042 46,239

14.337 115242 2,038 7.6826

18.430 980896 1.749 6.716

19.431 1256934 22.937 88.074

Chromatogram GLC - frakcjaK V a
Randarce 1 g
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10000

Retention Time Area Area ¥ Ratio ¥
4.210 3131670 14.392 34.892
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7.374 837407 3.993 9.331
10,065 424892 2.026 4.734
11.014 3993660 19.042 44.496
12.293 2106687 10.045 23.472
14.351 842514 4.017 9.387
18.319 429738 2.049 4.788
19.425 0975323 42.795  100.000
Chromatogram GLC — frakcjaK VI a
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0 em @ 180 jam 400 DD 3200 D B0 VW
Retention Time Area Azrea ¥ Ratio ¥
4.193 601369 2.8%5 6.578
7.352 837510 4,032 9.161
7.694 202490 0.975 2,215
10.103 625230 3.010 6.839%
12,315 2701664 13,007 29.554
14.364 9142125 44.011 100.000
18.350 1003074 4.829 10.972
19.611 S611436 27.014 61.380
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Ryec. 21. Przyktadowe widma masowe czgsciowo zmetylowanych octandw alditoli
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8. Wykaz rycin, tabel i skrétéw uzytych w
tekscie

Spis rycin

Ryc. 1. Wystepowanie miodownika melisowatego w Europie — bez uwzglednienia podgatunkéw (Meusel, 1978)10
Ryc. 2. Rozmieszczenie stanowisk Melittis melissophyllum L. na terenie Polski - wedlug danych narok 1998

(Zajac, Zajac, MANUSKIYPL). ceiecererrrerercecnarereneesressesessessssssresssesarasesessassesssisasassassesessesssssaseesesssssasarsssnesssns 10
Ryc. 3. Rozmieszczenie Melittis melissophyllum L. na terenie dawnego woj. krakowsklego (Zajac, Zajac, 1998)
o stanowiska aktualne x stanowiska hiStOTYCZIIE ...cue.eeicrrerirniosirersceeserssosssneessoreseesensrossesesssnssesasesssnsens 11
Ryc. 4. Struktury tworzone przez polisacharydy (wg.: Aspinall, 1970) ....c.coccevnivricrecennrernseercnrerensssserenesesenens 23
Ryc.5. Poréwnanie warto$ci $rednich wskaznika W, dla wariantow pozywek H, K-P......coviicrivvvnniniinincnnne. 60
Ryc. 6. Profil wymywania z kolumny DEAE Sephacel polisacharydow wyizolowanych z ziela.......................... 70
Ryec. 7. Profil wymywania z kolumny DEAE Sephacel polisacharydéw wyizolowanych z tkanki kalusowej...... 70
Ryc. 8. Chromatografia kolumnowa GPC frakeji I, I1, III, IV, V (polisacharydy wyizolowane z ziela)............... 73
Ryc. 9. Chromatografia kolumnowa GPC frakcji K I, K II, K III, K IV, K V, K VI, K VII (polisacharydy
wyizolowane z tkanki KalUSOWE])......c.cvurerererirvrrrenrinieseniorensenuenieeeseesesseseasesessaessssensessersosessssnssnssessasesassenes 75
Ryec. 10. Wyznaczenie krzywej wzorcowej dla standardowych dekStranow ...........coeevvrereerercrnreneneesnenenennnereenens 78
Ryec. 11. Kwasy uronowe — krzywa wzorcowa (dla frakcji polisacharydowych wyizolowanych z ziela)............. 81
Ryec. 12. Kwasy uronowe ~ krzywa wzorcowa (dla frakcji polisacharydowych wyizolowanych z tkanki.
KAIUSOWE]) 1ouevrmreriieniierinnresenieinsie st stssestssseseseasenes s et s sosaaa s erbseba st seassat st sse st s s b e asanaa s st e s b ot s st emtase et eas e st emnnen 81
Ryec. 13. Otrzymywanie cze$ciowo zmetylowanych octanéw alditoli (wg. Jansson et al., 1976; zmodyfikowane)88
Ryc. 14. Krzywa wzorcowa — 0znaczanie Zawarto§Ci CUKIOW..........cevrreerrrervrsrsnnrnsessssansressonesesssesesseseessenssensanenns 94
Ryc. 15. Analiza GLC octan6w alditoli — chromatogramy pochodnych wzorcowych cukrow prostych (dla frakeji
WYIZOIOWANYCH Z ZIEIA) ...eeuereiereeeririreensieeenretees et serse e es e et s e e e e e sassesbeebe e s sesanbesasbasans 114
Ryec. 16. Analiza GLC octan6w alditoli — chromatogramy dla frakcji wyizolowanych z ziela ........................... 121

Ryec. 17. Analiza GLC octan6w alditoli — chromatogramy pochodnych cukréw prostych (dla frakcji
wyizolowanych z tkanki kalusowej): galaktozy, glukozy, mannozy. Pozostale wzorce analogiczne, jak
d1a fTAKC)E Z ZIBIA. ...coeereerrcrereererisirecetese st s st eesset e e ena e s e s s s e sas s sbeses et s e sre st et sbeseentanesanasansesestasarenas 126

Ryec. 18. Analiza GLC octandw alditoli — chromatogramy dla frakcji wyizolowanych z tkanki kalusowej........ 129

Rye. 19. Analiza GLC czgéciowo zmetylowanych octanéw alditoli — chromatogramy dla frakcji wyizolowanych

Z ZECNAu.eeirerererreneererernenestesassnareseeseenstre st et ss et sase et sae R et e s e an et ase 1R e R e R e R et e Rt s aeRe g ente b saasaneeresantetes 133
Ryec. 20. Analiza GLC czgéciowo zmetylowanych octanéw alditoli — chromatogramy dla frakcji wyizolowanych

Z tKANK] KAIUSOWE w.vvvericirinniniiiniiisiein it ostsensestesssestsessonsssssesesansevesessssssseanssesesaessnssssen 137
Rye. 21. Przyktadowe widma masowe czg¢§ciowo zmetylowanych octanéw alditoli.......cccececeriercrnrrcreniniriininins 139
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Spis tabel

Tab. 1. Cechy morfologiczne Melittis melissophyllum L. - réznice miedzy podgatunkami (Tutin et al., 1972) ....9
Tab. 2. Przyklady nowych zwiazkéw znalezionych w kulturach in vitro, ktore nie sa wytwarzane w tkankach

odpowiednich gatunkéw roélin gruntowych (wg.: Berlin, 1988) .......cccevvvniicenerrrnenenneseesceseneenns 20
Tab. 3. Wybrane przyklady metabolitow wtérnych wytwarzanych w kulturach tkankowych w ilo$ciach rownych
lub wiekszych niz w ro$linie gruntowej (wg.: Endress, 1994 — zmodyfikowane)..........ccovevevveniecunrennan 20
Tab. 4. Podstawowe klasy polisacharyd6w wystepujace w ro§linach wyzszych, glonach i grzybach (wg.:
HArDOINE, 1973)...cciiciriiicrecieieceeeteneireeesesre e e seeseensssesssssssassastesessssassantessasesssnssssasessenassaessasassesersssnane 25
Tab. 5. Polisacharydy wyizolowane z grzybdw o aktywnos$ci immunostymulujacej i przeciwnowotworowej —
przyktady (wg.: Kohlmilnzer, 1988; Franz, 1989).........ccccccrrininrenienrensecrersesnsnsenenierssessecssessossessessosnens 28
Tab.6. Budowa i wlasciwosci biologiczne polisacharydow wyizolowanych z glonéw i porostéw — przyklady. .. 30
Tab.7. Przyklady polisacharyd6w wyizolowanych z ro$lin wyzszych: budowa, aktywno$¢ biologiczna. ............ 38
Tab. 8. Biosynteza polisacharydéw w kulturach in vitro ro$lin wyzszych — przyktady. ........oocrviererinicrnrercncrennnn, 44
Tab.9. Modyfikacje pozywki podstawowej MS stosowane w kulturze in vitro Melittis melissophyllum L. ........ 51
Tab. 10, Czas Wzrostu tkanki KalUSOWE]......ccvererveerriverieineninererseereeseesesssescsorsrnseressssasssassssenasessnessarssssssssessessosessens 52
Tab.11. Warto$ci wskaznikéw przyrostu tkanki kalusowej (W) na pozywce MS uzupelnionej 2,4-D — 1 mg/l i
Kin - 0,1 mg/l (wariant H) dla Serii I=V .....cccovmmieirieriririeecicnenese st sessesse s se e e s sassaes 52
Tab. 12. Warto$ci wskaznikéw przyrostu tkanki kalusowej (W) na pozywce MS uzupelnionej BAP — 1 mg/l,
NAA - 0,5 mg/l i GA; - 0,25 mg/l (wariant P) dla serii [=V.......cccoviininineecinnnecinesienieiesessnesenons 53
Tab.13. Warto$ci wskaznikoéw przyrostu tkanki kalusowej (W) na pozywce MS uzupelnionej 2,4-D - 1 mg/li
Kin - 0,5 mg/l (wariant K) dla Serii I=V .....cccoirerrririrreireeneeieetntiseseseetesnsreresessesnessessssessesensessssans 54
Tab.14. Warto$ci wskaZznikéw przyrostu tkanki kalusowej (W) na pozywce MS uzupetnionej 2,4-D - 1mg/l,
Kin - 0,5 mg/l, m-in. - 0,5 g/l i kaz. — 0,5 g/l (wariant L) dla serii I-V.......c.coceeverrerrceerincnrennnn R 55
Tab.15. Warto$ci wskaznikéw przyrostu tkanki kalusowej (W;) na pozywce MS uzupetnionej 2,4-D — 1 mg/l,
Kin. - 0,5 mg/li m-in. — 0,5 g/l (wariant M) dla serii I=V ..c.ccoeevevecrrricnrninieereininieenerenieseeseesenenensennes 56
Tab.16. Warto$ci wskaZznikéw przyrostu tkanki kalusowej (W) na pozywce MS uzupelnionej 2,4-D — 1 mg/l,
Kin. - 0,5 mg/li kaz. — 0,5 g/l (wariant N) dla serii I=V ......ccccceeneremnninienirieriienisreeesenessee e sesesene 57
Tab.17. Warto$ci wskaznikow przyrostu tkanki kalusowej (W;) na pozywce MS uzupetnionej 2,4-D - 0,5 mg/l,
BAP - 1 mg/l (wariant O) dla Serii I-V .....ccceivermrininenniisinenoeierosnessmsessesssnssesessnsssssssseresessossssssirns 58
Tab. 18. Poréwnanie przyrostu tkanki kalusowej (W) na pozywkach H, K-P. (Opis pozywek zob. Tab.9) ....... 59
Tab. 19. Analiza wariancji wskazZnika przyrostu tkanki kalusowej dla pozywek H, K—P ......c.ccccoceruevenenrccrennnnnn 59
Tab. 20. Laczenie frakcji wyeluowanych z kolumny DEAE-Sephacel ..........cccvvveveeeeiinericccerneeiereneereeee 7
Tab. 21. Frakcje uzyskane po rozdziale surowych polisacharydéw na kolumnie DEAE Sephacel...................... 71
Tab. 22. Laczenie frakcji wyeluowanych z kolumny Sephacryl S-300 — polisacharydy z ziela..........c.cccvveneneee. 72
Tab. 23. Laczenie frakcji polisacharydéw wyeluowanych z kolumny Sephacryl S-300 — polisacharydy z tkanki
KAIUSOWE]. ...evrrenereeeriesierereticeressansereosenesorenessesenessseserasssssansasassesseserasssssensensensassasensesaesenesstesansessesesenss 72
Tab. 24. Frakcje wyeluowane z kolumny Sephacryl S-300 ~ wzorcowe dekStrany .........c.cvceesevererierercrernrvnserensens 78
Tab. 25. Frakcje wyeluowane z kolumny Sephacryl S-300 — polisacharydy z ziela .........ccocevvrivmnenceriencnnennnnns 79
Tab. 26. Frakcje wyeluowane z kolumny Sephacryl S-300 — polisacharydy z tkanki kalusowej .........c.ccocvevennene 79
Tab. 27. Wartoéci absorpcji dla roznych st¢zen roztworu wzorcowego kwasu galakturonowego ............cccovveeeens 80
Tab. 28. Zawarto$¢ kwasow uronowych we frakcjach kwasnych - polisacharydy wyizolowane z ziela .............. 82
Tab. 29. Zawarto$¢ kwasow uronowych we frakcjach kwasnych - polisacharydy wyizolowane z tkanki
KAIUSOWE] ...c.eveieeeriireeceee et ester st rsr s e e s e vt esresrss e b ee s e s asbasaberasesesesssesesasasntsssnsessasssesssesbassssansessnensssane 82
Tab. 30. Frakcje polisacharydowe wyizolowane z ziela — stosunki molowe cukréw prostych i kwaséw
ULONOWYCH (IN0] %6) ...cueeeeereriitiicsnereerrrerentsenrinesessnesesr ot assesssesssassssssssssnsessasssssssssonsensassossnsensssensosnnssens 84
Tab. 31. Frakcje polisacharydowe wyizolowane z tkanki kalusowej — stosunki molowe cukréw prostych i
kwasOw UronowWych (0] 28) ....c.cocievuiecnreriiriereinenininresesensresensesseesessneseresssessessesssassessanseeseessessassensenssnsas 84
Tab. 32. Frakcje polisacharydowe wyizolowane z tkanki kalusowej — stosunki molowe cukréw prostych i kwasu
galakturonowego (mol %) — z uwzglednieniem typéw wigazan (na podstawie analizy GLC-MS)........... 90
Tab. 33. Frakcje polisacharydowe wyizolowane z ziela — stosunki molowe cukréw prostych i kwasu
galakturonowego (mol %) — z uwzglednieniem typow wiazan (na podstawie analizy GLC-MS) .......... 91
Tab. 34. Wartoéci absorpcji dla réznych StgZemn ToZtWOIrU WZOTCOWEEO ......cveererevererrressnsserecseenesersesessesessessesens 95
Tab. 35. Zawarto$¢ cukréw we frakcjach polisacharydowych wyizolowanych z ziela..........oconviiinncnininenene. 95
Tab. 36. Zawarto$¢ cukréw we frakcjach polisacharydowych wyizolowanych z tkanki kalusowej .......c.c.coe.e... 95
Tab. 37. Zestawienie czaséw retencji dla analizy GLC czgéciowo zmetylowanych octanéw alditoli................. 132
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Spis skrotow

ARA
BAP
2,4-D
Dimsyl-K

GA;
GAL
GLU
IAA
kaz.
Kin
KSY
MAN
m-in.
M,
M
MS
NAA

> ™ Q
lh%l‘ﬁl:i 5%

5

p(I-V)

pochodna arabinozy (analiza GLC octanéw alditoli)

6-benzyloaminopuryna

kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy

karboanion metylosulfinylowy polaczony z kationem potasowym. Wystepuje w mieszaninie
metylujacej (zob. rozdz. 3.2.7.2.2)

kwas giberelinowy

pochodna galaktozy (analiza GLC octandw alditoli)

pochodna glukozy (analiza GLC octanéw alditoli)

kwas indolilooctowy

kazeina

kinetyna

pochodna ksylozy (analiza GLC octanéw alditoli)

pochodna mannozy (analiza GLC octanéw alditoli)

mezoinozytol

masa poczatkowa [g]; masa pasazowanego kalusa (masa inokulum)

masa koficowa [g]; masa kalusa po okre§lonym okresie wzrostu (4—5 tygodni)
poZywka podstawowa wg Murashige i Skoog’a (Murashige, Skoog, 1962)
kwas a-naftalenooctowy

pochodna ramnozy (analiza GLC octandw alditoli)

odchylenie standardowe wielkosci /7,

statystyka ¢-Studenta

warto$§¢ krytyczna statystyki #-Studenta przy poziomie istotnodci a. i liczbie stopni swobody f
warianty pozywki MS - sklad opisany w tabeli Tab.9

wskaZznik przyrostu tkanki kalusowej

$redni wskaznik przyrostu tkanki kalusowe;j

$redni wskaZnik przyrostu tkanki kalusowej dla serii I-V



	ske0001
	ske0002
	ske0003
	ske0004
	ske0005
	ske0006
	ske0007
	ske0008
	ske0009
	ske0010
	ske0011
	ske0012
	ske0013
	ske0014
	ske0015
	ske0016
	ske0017
	ske0018
	ske0019
	ske0020
	ske0021
	ske0022
	ske0023
	ske0024
	ske0025
	ske0026
	ske0028
	ske0029
	ske0030
	ske0031
	ske0032
	ske0033
	ske0034
	ske0035
	ske0036
	ske0037
	ske0038
	ske0039
	ske0040
	ske0041
	ske0042
	ske0043
	ske0044
	ske0045
	ske0046
	ske0047
	ske0048
	ske0049
	ske0050
	ske0051
	ske0052
	ske0053
	ske0054
	ske0055
	ske0056
	ske0057
	ske0058
	ske0059
	ske0060
	ske0061
	ske0062
	ske0063
	ske0064
	ske0065
	ske0066
	ske0067
	ske0068
	ske0069
	ske0070
	ske0071
	ske0072
	ske0073
	ske0074
	ske0075
	ske0076
	ske0077
	ske0078
	ske0079
	ske0080
	ske0081
	ske0082
	ske0083
	ske0084
	ske0085
	ske0086
	ske0087
	ske0088
	ske0089
	ske0090
	ske0091
	ske0092
	ske0093
	ske0094
	ske0095
	ske0096
	ske0097
	ske0098
	ske0099
	ske0100
	ske0101
	ske0102
	ske0103
	ske0104
	ske0105
	ske0106
	ske0107
	ske0108
	ske0109
	ske0110
	ske0111
	ske0112
	ske0113
	ske0114
	ske0115
	ske0116
	ske0117
	ske0118
	ske0119
	ske0120
	ske0121
	ske0122
	ske0123
	ske0124
	ske0125
	ske0126
	ske0127
	ske0128
	ske0129
	ske0130
	ske0131
	ske0132
	ske0133
	ske0134
	ske0135
	ske0136
	ske0137
	ske0138
	ske0139
	ske0140
	ske0141
	ske0142
	ske0143
	ske0144
	ske0145
	ske0146
	ske0147
	ske0148

