Sposdb otrzymywania ekstraktu z tkanek rosiczki gatunku Drosera gigantea,
ekstrakt z tkanek rosiczki oraz zastosowanie ekstraktu jako srodka biologicznie

czynnego o wysokim potencjale przeciwbakteryjnym

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania ekstraktu z tkanek
hodowanej w warunkach in vifro rosiczki gatunku Drosera gigantea. Wynalazek
obejmuje rowniez sam ekstrakt z tkanek rosiczki w danym rozpuszczalniku oraz
zastosowanie ekstraktu jako srodka biologicznie czynnego o wysokim potencjale

przeciwbakteryjnym

Jak wskazuje Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO, ang. World Health
Organization) w swoim najnowszym raporcie [1] antybiotykooporno$¢ stanowi
powazny problem w ujeciu klinicznym 1 ekonomicznym. Mimo wielu dziatan
prewencyjnych, m. in. zréwnowazonego uzycia substancji stosowanych w
antybiotykoterapii, infekcje bakteryjne sa bezposrednig przyczyng 38 000 zgondéw
rocznie w samych Stanach Zjednoczonych Ameryki [2]. Do szczegdlnie groznych
patogenow bakteryjnych cztowieka naleza te zaklasyfikowane do grupy ESKAPE [3]
ze wzgledu na znaczacy stopien wirulencji oraz wysoka czestotliwos¢ wystepowania
wielolekoopornosci, tj. Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii 1 Klebsiella pneumoniae.

Rosliny miesozerne (dawniej owadozerne) z rodziny Droseraceae, tj. Dionaea
muscipula 1 Drosera spp., stanowig bogate zrodto metabolitow wtémych, z ktorych
jedynie niewielka cze$¢ zostala opisana w literaturze [4]. Najwiecej badan nad
biologiczng aktywnoscia substancji znajdujacych si¢ w tkankach roslin
owadozernych dotyczy zwigzkow z grupy naftochinonow (whasciwie 1,4-
naftochinonow), ze wzgledu na ich wysokie stezenie w tkankach oraz wlasciwosci
przeciwnowotworowe [5]. Wykorzystanie naftochinonéw jako biologicznie
aktywnych zwigzkow w terapiach przeciwko infekcjom bakteryjnym jest jednak
ograniczone ze wzgledu na ich znaczaca cytotoksyczno$s¢ wobec komorek
eukariotycznych [6].

Dzieki dtugoletnim badaniom z Zaktadzie Badania Zwigzkéw Biologicznie
Czynnych (Migdzyuczelniany Wydzial Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego) wyselekcjonowany zostal gatunek rosliny
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owadozerne] — Drosera gigantea (Fig. 1) wytwarzajacy w swoich tkankach sladowe
ilosci naftochinonu tj. ponizej 100 pg zwiazku w 1 g $wiezej masy (FW — ang. fresh
weight) roslinnej. Roslina ta jest endemitem 1 wystepuje w potudniowo-zachodnie;j
Australii. W badaniach wykorzystuje sie tkanki roslin D. gigantea uzyskane za
pomoca standardowych technik mikrorozmnazania w sterylnych warunkach in vitro
na syntetycznym podtozu o pH 5,5, do ktoérego przygotowania podstawe stanowita
znana pozywka Murashige & Skoog opisana w: [7], opracowana przez Toshio
Murashige i Folke Skoog w 1962 roku, ktéra zmodyfikowano w taki sposoéb, ze
zawiera zmniejszone o polowe stezenie makroelementéw (t). KNOs;, KH;POu,
NH4NO;, MgSO,, CaCl;), witaminy (chlorowodorek tiaminy, chlorowodorek
pirydoksyny, kwas nikotynowy, m-inozytol), glicyng, 2% sacharozy, 0,7% agaru
oraz nie zawiera roslinnych regulator6w wzrostu. Rosliny hodowane sa w
temperaturze 22°C w sztucznych warunkach oswietlenia (25 pmol-m™'s™', czas

naswietlania - fotoperiod: 16 godzin $wiatta, 8 godzin ciemnosci).

Celem wynalazku bylo opracowanie sposobu uzyskania ekstraktu rosiczki o
korzystnym profilu metabolitow wtornych znajdujacych zastosowanie jako srodek
przeciwbakteryjny. Dokonano poréwnania z innymi gatunkami rosiczek, co
potwierdzitlo istotne rdéznice w profilu zwigzkéw biologicznie czynnych

przemawiajace na korzys¢ gatunku D. gigantea.

W  przykladach wykonania przedstawione zostaly wyniki badan
potwierdzajace skutecznos¢ przeciwbakteryjnego dziatania mieszaniny metabolitéw
wtérnych uzyskanych z tkanek D. gigantea, ktore w odréznieniu od naftochinonow i
zawierajacych je ekstraktow z tkanek innych gatunkow roslin owadozernych, nie

wykazuja dziatania toksycznego wobec zywych organizméw.
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Przedmiotem wynalazku jest metoda pozyskiwania ekstraktu z tkanek
rosiczki  gatunku D. gigantea, tj. calej rosliny wraz z korzeniami, o unikalnej
kompozycji zwigzkow biologicznie czynnych whasciwych dla gatunku D. gigantea,
ktory posiada wysoki potencjal antybakteryjny, zwlaszcza do zastosowania
farmakologicznego jako leku. Wykorzystany do ekstrakcji gatunek produkuje
sladowe ilosci cytotoksycznego naftochinonu tj. maksymalnie 100 pg plumbaginy w

1 g Swiezej masy (FW, ang. fresh weight) roslinnej.

Wynalazek dotyczy sposobu uzyskiwania ekstraktu w postaci suchej
pozostatosci zawierajgce] metabolity wtorne z catych roslin z gatunku Drosera
gigantea pozyskanych technikg mikrorozmnazania w sterylnych warunkach in vitro,
gdzie  ekstrakt uzyskuje si¢ w rozpuszczalniku stanowiacym 50% roztwoér
tetrahydrofuranu w wodzie. W pierwszym etapie rosling przygotowuje si¢ poprzez
oczyszczenie materiatu roslinnego z pozostalosci pozywki i1 zmrozenie tkanki.
Nastepnie umieszcza si¢ ja w 50% roztworze tetrahydrofuranu w wodzie. Stosuje si¢
stosunek masy rosliny do rozpuszczalnika 1 g $wiezej masy FW w 10 mL 50%

roztworu tetrahydrofuranu w wodzie, a tym samym objetos¢ roztworu dostosowuje
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si¢ do wuzytej masy roslinnej. Tkanke roslinng zanurzong w roztworze
tetrahydrofuranu w wodzie poddaje sie dziataniu ultradzwiekéw, po czym wysala sie
przez dodanie chlorku sodu w celu wydzielenia frakcji wodnej wysyconej chlorkiem
sodu, frakcji organicznej 1 frakcji metabolitéw wtérnych rozpuszczonych w
tetrahydrofuranie. Proces wydzielania frakcji usprawnia si¢ poprzez zwirowanie
mieszaniny przy predkosci 2800 rcf przez 5 minut, a z zebrane] frakcji
tetrahydrofuranowej zawierajace] metabolity wtorne odparowuje si¢ rozpuszczalnik
w celu uzyskania suchej pozostatosci sktadajacej sie z metabolitow wtornych.
Sposob obejmuje uzyskanie suchej pozostatosci zawierajace] metabolity wtorne,
jednakze nie stanowi to ograniczenia, gdyz sucha pozostalo$¢ mozna nastepnie
rozpusci¢ w dowolnym rozpuszczalniku lub dowolne] mieszaninie zawierajacej

rozpuszczalnik uzyskujac ptynny roztwor o pozadanym stezeniu.

Wynalazek obejmuje rowniez kompozycje, tj. ekstrakt z gatunku D). gigantea,
otrzymang opracowana metoda oraz zastosowanie jej jako srodek o dziataniu
antybakteryjnym wobec bakterii Staphylococcus aureus 1 FEscherichia coli.
Efektywnos¢ wobec £. coli jest obserwowana po zastosowaniu zwiekszone] dawki
od 128, tj. 256 mg FW/mL, natomiast wobec S. aureus ponizej 128 tj. 32 mgFW/mL

jak opisano w przyktadzie 1 w Tabeli 2.

Ekstrakt ten to ekstrakt uzyskany w 50% roztworze tetrahydrofuranu. Wedlug
wynalazku stosuje si¢ konkretny wytypowany na podstawie badan ekstrakt

wykazujacy dziatanie.

Ekstrakt uzyskany w 50% roztworze tetrahydrofuranu z masy ro$linnej rosiczki z
gatunku  D. gigantea pozyskanej technika mikrorozmnazania w sterylnych
warunkach in vifro ma zastosowanie jako S$rodek przeciwbakteryjny wobec

Staphylococcus aureus lub Escherichia coli.

Wedtug wynalazku ekstrakt z D. gigantea zawiera sladowe ilosci znanego sktadnika
ekstraktow z tkanek roslin owadozernych (naftochinonu — plumbaginy) tj. zawiera
maksymalnie 100 pg zwiazku w 1 g $wiezej masy roslinnej. Srednie stezenie

naftochinonu w ekstraktach z D. gigantea uzyskanych w 50% roztworze
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tetrahydrofuranu w wodzie jest nawet 38-krotnie nizsze niz w przypadku pozostatych
gatunkdéw roslin owadozernych, co opisano doktadnie w przyktadzie i pokazano w

Tabeli 1.

Wynalazek opisano w przyktadach potwierdzajacych skuteczno$¢ metody oraz

dziatanie wybranych ekstraktow, tj. kompozycji.
Wynalazek zobrazowano na rysunku, na ktérym pokazano jak ponizej.

Fig. 1. Zdjecia przedstawiajace pokrdj roslin z gatunku Drosera gigantea
uzyskanych metodg mikrorozmnazania w hodowlach in vifro w Zakladzie Badania
Zwiazkéw Biologicznie Czynnych na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. A — kultura in
vitro po wyjeciu z naczynia hodowlanego; B — pokrd) pojedynczej rosliny
(podziatka: 1 mm); C — bulwy (podziatka: 1 mm); D — kwiat; E — 1li$¢ ze zwinigtymi
wloskami  gruczotowymi; F — pokro) liscia z rozwinigtymi wloskami

wydzielniczymi.

Fig. 2. Porownanie profili metabolitéw wtérnych w ekstraktach z tkanek wybranych
gatunkow roslin owadozernych uzyskanych w 50% roztworze tetrahydrofuranu w
wodzie. Na rycinie znajduja si¢ chromatogramy dla (od gory): Dionaea muscipula,
Drosera intermedia, Drosera binata, Drosera gigantea 1 wzorca naftochinonu

(plumbaginy).

Fig. 3. Poréwnanie aktywnosci bakteriobojczej ekstraktow uzyskanych w 50%
tetrahydrofuranie w wodzie z tkanek wybranych gatunkéw roslin owadozernych.
Minimalne stezenia bakteriobdjcze (MBC) wyrazono jako stezenie naftochinonu
(NCH) w jednostce objetosci wyznaczone eksperymentalnie dla kazdego ekstraktu za
pomoca techniki HPLC. Aktywno$¢ ustalono wzgledem referencyjnych szczepow
bakterii gram-dodatnich (S. aureus ATCC 25923) i gram-ujemnych (%. coli ATCC
25922).

Fig. 4. Porownanie potencjatu ekstraktow z tkanek roslin owadozernych uzyskanych

w 50% roztworze tetrahydrofuranu w wodzie do hamowania wzrostu gronkowca
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ztocistego (S. aureus ATCC 25923) na podlozu statym. A — murawa bakteryjna
poddana dziataniu kropli 1% gumy ksantanowej zawierajacej 0,5 upg/mL
plumbaginy. B — E reprezentujg wyniki uzyskane dla murawy bakteryjnej poddanej
dziataniu ekstraktow roslinnych w stezeniu znormalizowanym do 0,5 pg plumbaginy
na mL zawieszonych w 1% gumie ksantanowej. B — ekstrakt z D. muscipula, C —

ekstrakt z D. intermedia, D — ekstrakt z D. binata, E — ekstrakt z D. gigantea.

Fig. 5. Porownanie potencjatu ekstraktow z tkanek roslin owadozernych uzyskanych
w 50% roztworze tetrahydrofuranu w wodzie do hamowania wzrostu pateczki
okreznicy (L. coli ATCC 25922) na podlozu stalym. A — murawa bakteryjna
poddana dziataniu kropli 1% gumy ksantanowe] zawierajacej 0,5 pg/mL
plumbaginy. B — E reprezentujg wyniki uzyskane dla murawy bakteryjnej poddanej
dziataniu ekstraktow roslinnych w stezeniu znormalizowanym do 0,5 pg plumbaginy
na mL zawieszonych w 1% gumie ksantanowej. B — ekstrakt z D. muscipula, C —

ekstrakt z D. intermedia, D — ekstrakt z D. binata, E — ekstrakt z D. gigantea.

Fig. 6. Profile metabolitow wtornych zawartych w tkankach D. gigantea
wyizolowanych za pomoca roéznych metod ekstrakecji. Na rycinie znajduja sie
chromatogramy (od gory): ekstraktu etanolowego, ekstraktu metanolowego,
ekstraktu 2-propanolowego, ekstraktu chloroformowego, ekstraktu
tetrahydrofuranowego,-ekstraktu uzyskanego w 50% roztworze tetrahydrofuranu w

wodzie oraz wzorca naftochinonu (plumbaginy).

Fig. 7. Toksycznos¢ ekstraktéw z tkanek wybranych gatunkow roslin owadozernych
uzyskanych w 50% roztworze tetrahydrofuranu w wodzie wobec hodowli nicieni z

gatunku Caenorhabditis elegans.

Przyktad

Materiat roslinny. Jako materiat roslinny w badaniach wykorzystano tkanki czterech
gatunkdw roslin owadozernych, tj. Dionaea muscipula, Drosera intermedia, Drosera

binata 1 Drosera gigantea pozyskane w procesie mikrorozmnazania. Hodowle
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wymienionych gatunkéw roélin zostaty wprowadzone do warunkow in vitro z nasion
pozyskanych do 2000 roku i stanowia obecnie czes¢ kolekcji Zaktadu Badania
Zwiazkéw Biologicznie Czynnych (Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG 1
GUMed). Hodowle roslin prowadzono w kontrolowanych warunkach, tj. w
temperaturze 22°C, przy stalym oswietleniu (25 umol-m—2-s—1, fotoperiod: 16
godzin $wiatta, 8 godzin ciemnosci) na syntetycznym podtozu Murashige & Skoog
zmodyfikowanym w ten sposob, ze zawiera zmniejszone o polowe stezenie
makroelementow (tj. 950 mg/L KNOs, 85 mg/L KH,PO4, 825 mg/L NH4;NO3, 185
mg/L MgSO, - 7H,0, 220 mg/L. CaCl, - 2H;0, 19 mg/LL Na-EDTA, 14 mg/L
FeSO,-7H,0), mikroelementy (tj. 6,2 mg/L H;BOs; 22,3 mg/L MnSO, - 4H,0; 8,6
mg/L ZnSO, - 7H;0; 0,83 mg/L KI; 0,25 mg/l. Na,MoO, - 2H,0; 0,025 mg/L
CuSOy - 5SH,0; 0,025 mg/LL CoCl, - 6H,0), glicyne (2 mg/L), witaminy (tj. 0,1 mg/L
chlorowodorku tiaminy, 0,5 mg/L. chlorowodorku pirydoksyny, 0,5 mg/L kwasu
nikotynowego, 100 mg/L. m-inozytolu), 2% sacharozy oraz 0,7% agaru, a jej pH
wynost 5,5, Mozna stosowa¢ gotowe mieszaniny soli nieorganicznych i
poszczegodlne sktadniki pozywki réznych producentéw np. Sigma Aldrich, Duchefa
Biochemie. Po 6 miesigcach hodowli rosliny wyciagano w calosci z hodowli,
plukano w wodzie dejonizowanej w celu usuniecia pozostatosci pozywki, delikatnie
osuszano, a nastgpnie przechowywano w szczelnie zamknigtych polipropylenowych

woreczkach strunowych w temperaturze -20°C.

Metody ekstrakcji materiatu roslinnego. Jako ekstrahenty w procedurach ekstrakcji
tkanek roslinnych wykorzystano czyste do analizy (Chempur) rozpuszczalniki
organiczne (etanol, metanol, 2-propanol, chloroform, tetrahydrofuran), wode
ultraczysta (system PURELAB Classic, ELGA LabWater) oraz 50% roztwor
tetrahydrofuranu w wodzie. Ekstrakcje z wykorzystaniem etanolu, metanolu,
chloroformu 1 tetrahydrofuranu przeprowadzono za pomoca wspomaganej
ultradzwigkami inkubacji w rozpuszczalniku, poprzedzonej maceracja materiatu
ro$linnego. W procedurze 1 g swieze] masy roslinnej (FW, ang. fresh weight), tj.
zamrozonej tkanki roslin owadozernych, miazdzono w mozdzierzu, a nastgpnie
umieszczano w szczelnie zamykanym szklanym naczyniu zawierajacym 40 mL

danego rozpuszczalnika. Probke poddawano dziataniu ultradzwiekéw (30 Hz, 30
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minut), a nastgpnie filtrowano przez bibule¢ (Whatman I). Rozpuszczalnik
odparowywano, a sucha pozostatos¢ rozpuszczano w 5 mL tego samego
rozpuszczalnika. Przed wykorzystaniem ekstraktow w testach biologicznych, z
ekstraktu odparowywano rozpuszczalnik. Suchg pozostatos¢ rozpuszczano we
wlasciwym medium (pozywce bakteryjnej). Ekstrakcje z wykorzystaniem 50%
roztworu tetrahydrofuranu w wodzie przeprowadzano metoda wspomagana
wysalaniem. W tym celu 1 g zamrozonej tkanki roslinnej (1 g FW) umieszczano w
szklanym pojemniku zawierajacym 10 mL 50% roztworu tetrahydrofuranu w
wodzie. Po zakreceniu pojemnika probke poddawano dziataniu ultradzwiekow (30
Hz, 30 minut), a nastepnie za pomocg pesety usuwano tkanke roslinng. Z kolei
plynna zawartos¢ pojemnika umieszczano w proboéwkach wirowniczych o objetosci
15 mL i dodawano do nich 2 g chlorku sodu (cz.d.a., Chempur). Prébki mieszano
poprzez intensywne potrzasanie 1 wirowano przez 5 minut (4000 rcf). Gérng frakcje
o objetosci okolo 5 mL stanowigca metabolity wtorne rozpuszczone w
tetrahydrofuranie zbierano uzyskujac ostateczny ekstrakt. Przed wykonaniem analiz
biologicznych z ekstraktu odparowywano tetrahydrofuran w strumieniu cieptego
powietrza (50°C) pod wyciagiem laboratoryjnym, a suchg pozostalos¢ rozpuszczano
w stosownej do testow bakteryjnych pozywce. Wszystkie ekstrakty przechowywano
w temperaturze -20°C. Stezenie ekstraktow zostalo wyrazone w gramach FW

(Swiezej masy roslinnej uzytej podczas ekstrakcji) na jednostke objetosci (mL).

Analizy fitochemiczne. W celu zbadania réznic w profilach metabolitow roslin
owadozernych oraz ustalenia st¢zenia plumbaginy, tj. zwigzku z grupy
naftochinonow (NCH) uznawanego za glowny skladnik ekstraktéw z roslin
owadozernych o  aktywno$ci  biologicznej, przeprowadzono analizy z
wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC, ang. High-
Performance Liquid Chromatography). Wykorzystano aparatur¢ Nexera X2 UHPLC
System (Shimadzu) wyposazony w pompe (LC-20AD), autosampler (SIL-20AC
XR), degazer eluentu (DGU-20ASR), termostat kolumn (CTO-10AS VP) oraz
detektor z matrycag diodowa (SPD-M20A 5R). Analizy przeprowadzono w
temperaturze 22°C z wykorzystaniem kolumny Zorbax Eclipse XDB-C18 4.6 x 50

mm oraz fazy mobilne] ztozonej z metanolu z 1% kwasu trifluorooctowego (A) 1
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wody z 1% kwasu trifluorooctowego (B) przeptywajace] przez kolumne z predkoscia
I mL/min. Na kolumne nastrzykiwano objetos¢ ekstraktu odpowiadajaca objetosci
uzyskanej z 0,5 mg FW, tj. swiezej masy ro$linnej. Program elucji przebiegal z
zastosowaniem fazy mobilnej o nastepujacych proporcjach A do B: 1) 10-20% (2
min), ii) 20-40% (1 min), iii) 40 % (10 minut), iv) 40-80% (5 min), v) 80-90% (2
min), vi) 90% (5 min). Detekcji metabolitow wtérmych dokonywano przy dtugosci
fali 254 nm. Stezenie plumbaginy w ekstraktach ustalano za pomoca metody wzorca
zewnetrznego, tj. wyznaczajac krzywa kalibracyjna dla zaleznosci miedzy znanym
stezeniem czystego zwiazku (Sigma Aldrich), a sygnatem detektora dla jego czasu

retencji (Rt ~ 17 min) przy dtugosci fali 254 nm.

Analiza aktywnosci przeciwbakteryjnej. Badania przeprowadzono na nastepujacych
szczepach ludzkich patogenéw bakteryjnych nalezacych do grupy ESKAPE:
Staphylococcus  aureus ATCC 25923, FEnterococcus faecalis ATCC 19433,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 1 Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.
Wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe ekstraktow ustalano za pomoca dwdch metod:
1) metody mikrorozcienczen badanych czynnikow w plynnej pozywce
mikrobiologicznej, 1) zmodyfikowanej] metody dyfuzyjnej Kirby-Bauer’a [9].
Eksperymenty prowadzone metoda mikrorozcienczen pozywki w polistyrenowych
jatowych ptytkach 96-dotkowych wykorzystano w celu ustalenia minimalnych stezen
ekstraktow hamujacych wzrost bakterii (MIC, ang. Minimal Inhibitory
Concentration) oraz minimalnych stezen bakteriobdjczych ekstraktow (MBC, ang.
Minimal Bactericidal Concentration) wedtug wskazowek Clinical and Laboratory
Standards Institute. Ekstrakty rozcienczano w pozywce Mueller-Hinton’a
suplementowanej kationami (CA-MHB, ang. Cation-adjusted Mueller-Hinton Broth;
Beckton Dickinson) do uzyskania nastepujacego gradientu stezen w przeliczeniu na
mg FW ($wiezej masy roslinnej) na 1 mL: 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4. Do dotkow
na ptytce 96-dotkowej zawierajacych po 100 pL pozywki zawierajacej ekstrakt
ros§linny dodawano 10 pL. zawiesiny komorek bakteryjnych w poznej fazie wzrostu
logarytmicznego (hodowla 6-godzinna w pozywce CA-MHB) zawierajacej okoto 1 x

10° JTK (jednostek tworzacych kolonie) w 1 mL (w przypadku wyznaczania stezenia
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MIC) lub okoto 2,5 x 10° JTK/mL (w celu oznaczenia stezenia MBC). Po 24-
godzinnej inkubacji w 37°C ustalano stezenia MIC ekstraktow, tj. najnizsze stezenia
hamujace wzrost bakterii w dotkach plytki polistyrenowej lub stezenie MBC, tj.
najnizsze stezenie redukujace o 99,9% poczatkowa liczbe JTK znajdujacych si¢ w
dotkach ptytki polistyrenowej. Metode dyfuzyjna Kirby-Bauer’a wykorzystano w
celu ustalenia potencjatu ekstraktéw roslinnych do hamowania wzrost bakterii.
Modyfikacja metody polegata na zastapieniu krazkow z antybiotykami kroplami
jatowego zelu z 1% gumy ksantanowej (Sigma Aldrich) zawierajacymi ekstrakty
ros§linne o stezeniu znormalizowanym do stezenia plumbaginy réwnego 0,5 pg/mL.
Na powierzchni pozywki CA-MHB zestalonej przez dodatek 1,5% agaru (Sigma
Aldrich) rozprowadzano zawiesine bakteryjng zawierajaca komorki w pdznej fazie
wzrostu logarytmicznego (hodowle 6-godzinne w pozywce CA-MHB) za pomoca
jatowych wymazowek. Nastepnie centrycznie nanoszono 100 uL. zelu zawierajacego
badany ekstrakt w formie kropli. Szalki Petriego zawierajace tak przygotowana
pozywke inkubowano przez 24 godziny w 37°C. Po tym czasie mierzono wielkos¢

stref zahamowania wzrostu bakterii 1 wykonywano dokumentacje fotograficzng.

Analiza toksycznosci ekstraktéw. W celu wstepnego zbadania bezpieczenstwa
stosowania ekstraktow roslinnych wykorzystano nicienie Caenorhabditis elegans
jako modelowe zywe organizmy. Analizy toksycznosci wykonano z uzyciem
hodowli osobnikéw hermafrodytycznych C. elegans szczepu N2 (Bristol)
pozyskanego z Caenorhabditis Genetic Center (University of Minnesota, Twin
Cities, USA). Kultury w pozywce S complete suplementowane] FEscherichia coli
OP50 zawierajace nicienie w stadium larwalnym L4 uzyskiwano na drodze izolacji
jaj w podchlorynie sodu 1 synchronizacji hodowli. W dotkach jatowych
polistyrenowych ptytek 48-dotkowych umieszczano po 100 pL pozywki zawierajace]
okoto 30 nicieni i dodawano po 100 uL roztworéw ekstraktow w pozywce w
stezeniu odpowiadajgcym MBC wobec S. aureus ATCC 25923. Po 24 godzinach
inkubacji w 25°C w dolkach =zliczano liczb¢ zywych 1 martwych nicieni
wykorzystujac powiekszenie stereomikroskopu (Leica MZ10f) w celu okreslenia ich

przezywalnosci, a tym samym toksycznosci zastosowanych dawek ekstraktow.

Wyniki
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Na Fig. 1. przedstawiono fragmenty oraz pokrdj catych roslin z gatunku
Drosera gigantea uzyskiwanych na drodze mikrorozmnazania w hodowlach in vitro
w Zakladzie Badania Zwiazkow Biologicznie Czynnych na Miedzyuczelnianym
Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Wyglad osobnikéw w hodowli in vitro 1 pokrdj pojedynczej rosliny
przedstawia odpowiednio Fig. 1A 1 1B. Z kolei na Fig. 1C pokazano mikrobulwki
wytwarzane przez D. gigantea, a na Fig. 1D kwiat D. gigantea. Jak wskazano na Fig.
IF gatunek ten posiada wiasciwe dla roslin miesozernych liscie putapkowe z
wloskami gruczotowymi, ktore zwijaja sie w wyniku pojawienia si¢ na ich
powierzchni ofiary (Fig. 1E). W warunkach hodowli in vitro (Fig. 1A) osobniki
gatunku D. gigantea osiggaja rozmiar od okoto 0,5 do 4 cm (Fig. 1B). Jak wskazuja
dotychczasowe analizy fitochemiczne przeprowadzone w Zakladzie Badania
Zwiazkéw Biologicznie Czynnych, MWB UG i GUMed, rosliny z gatunku D.
gigantea znacznie r6znig si¢ od innych gatunkéw roslin migsozernych pod wzgledem
zawartosci metabolitéw wtérnych (Tabela 1, Fig. 2). Tabela 1 przedstawia srednia
zawarto$¢ naftochinonu plumbaginy w ekstraktach z tkanek wybranych gatunkéw
ro$lin migsozernych pozyskanych w 50% roztworze tetrahydrofuranu w wodzie. Z
kolei na Fig. 2 umieszczono chromatogramy reprezentujace profile metabolitow
wtornych wiasciwe dla ekstraktow uzyskanych z badanych gatunkéw roslin
uzyskanych tag wtasnie metoda (Fig. 2), ktorych detekcji dokonano przy dlugosci fali
254 nm w czasie retencji od 0 do 25 minut z wykorzystaniem techniki HPLC. Jak
wskazujg dane w Tabeli 1 w porownaniu do innych ro$lin migsozernych, tj.
mucholéwki amerykanskiej (D. muscipula), wystepujacej w Europie rosiczki
posredniej (D. intermedia) oraz rosnace] w Australii i Nowej Zelandii rosiczki
dwudzielnej (D. binata), rosliny D. gigantea syntetyzuja w swoich tkankach jedynie
niewielkie ilosci naftochinonu, tj. 1 mL ekstraktu wodnego zawiera 14,4 + 6,46 ug
plumbaginy jak wykazano w Tabeli 1. W zwigzku z tym, ze 1 mL ekstraktu
uzyskanego w 50% roztworze tetrahydrofuranu w wodzie zawiera metabolity wtorne
odpowiadajace 200 mg $wiezej tkanki roslinnej, stezenie plumbaginy uzyskane w
przypadku ekstrakcji z wykorzystaniem 50% roztworu tetrahydrofuranu w wodzie
wynosi mniej niz 100 pg zwigzku w przeliczeniu na 1 gram swiezej tkanki roslinnej.

Wynika to z obliczen na podstawie danych zawartych w Tabeli 1. Jak wskazano na
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Fig. 2 ekstrakty uzyskane z tkanek D. giganfea charakteryzuja si¢ odrgbnym od
innych gatunkéw roslin owadozernych profilem metabolitow wtérnych pod
wzgledem jakosciowym (obecno$¢ sygnaléw dla zwiazkow, ktorych brak w
ekstraktach z pozostatych gatunkow) i ilosciowym (nizszy sygnal dla zwiazkow
obecnych w pozostatych gatunkach, np. dla naftochinonu plumbaginy). Srednie
stezenie naftochinonu w ekstraktach z tkanek D. gigantea pozyskanych w 50%
roztworze tetrahydrofuranu w wodzie jest nawet 38-krotnie nizsze w porownaniu do
pozostatych gatunkow roslin co wynika z Tabeli 1. Wynik ten $wiadczy o
efektywnosci wynalazku.

W odniesieniu do $§wieze] masy roslinnej (FW) uzyte] podczas ekstrakcji do
przygotowania ekstraktu w danym rozpuszczalniku aktywnos¢ bakteriobojcza
ekstraktow z tkanek D. gigantea wobec bakterii gram-dodatnich (S. aureus) i gram-
ujemnych (E. coli) jest od 4 do 8 razy nizsza niz aktywno$¢ wyciagow z roslin o
wysokiej zawartosci naftochinonu (Tabela 2). Odniesienie stezenia ekstraktu do
swieze] masy uzytej podczas procedury ekstrakeji jest jednak jednostka relatywna.
Na Fig. 3 umieszczono wyniki analiz wlasciwosci przeciwbakteryjnych ekstraktow
w przeliczeniu na stezenie zawarte] w nich plumbaginy. Bakteriobojcze stezenie
naftochinonu w preparatach uzyskanych z D. giganfea z uzyciem 50% roztworu
tetrahydrofuranu w wodzie jest srednio 10 razy nizsze niz w preparatach z innych
gatunkow roslin migsozernych. Przeprowadzona nastepnie standaryzacja stezen
ekstraktow z badanych gatunkow roslin wzgledem zawartosci naftochinonu
pozwolita ustali¢ rzeczywisty potencjal innych zwiazkow zawartych w badanych
tkankach roslinnych. Fig. 4 1 5 przedstawiaja zdjecia hodowli bakteryjnych
(odpowiednio S. aureus 1 L. coli) w formie murawy na pozywce statej, ktore
poddano dziataniu ekstraktéw zawieszonych w gumie ksantanowej zadanych
centrycznie na powierzchni¢ hodowli. Dla zadnego z badanych ekstraktoéw nie
zaobserwowano wlasciwosci hamujacych wobec patogendow bakteryjnych. Pomimo,
ze wynik ten wskazuje, ze ekstrakt pozyskany z uzyciem rozpuszczalnika jakim jest
50% roztwér tetrahydrofuranu w wodzie nie jest aktywny wobec S. aureus 1 E. coli,
to inne badania potwierdzaja duza skuteczno$¢ wynalazku.

W celu optymalizacji procesu pozyskiwania biologicznie aktywnych substancji

z tkanek D. gigantea przygotowano wyciagi uzyskane wybranymi metodami
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ekstrakcji, a nastepnie poddano je analizie mikrobiologicznej (Tabela 3) 1
fitochemicznej (Fig. 6). Najwyzsza aktywnoscia bakteriobdjcza wobec modelowych
bakterii gram-dodatnich 1 gram-ujemnych charakteryzuja sie ekstrakty uzyskane w
50% tetrahydrofuranie (Tabela 3), tj. ekstrakty uzyskane poprzez umieszczenie 1 g
tkanki w 10 mL 50% roztworu tetrahydrofuranu w wodzie ultraczystej, poddaniu
mieszaniny w szczelnie zamknietym szklanym naczyniu dziataniu ultradzwigkow o
czestotliwosci 30 Hz przez 30 minut, usunigcie tkanki roslinnej, dodanie 2 g chlorku
sodu do uzyskanego roztworu, poddanie go wytrzasaniu w celu rozpuszczenia soli i
usuniecia wody oraz zawieszenia suchej pozostatosci w medium hodowlanym lub w
wodzie.  Pomimo zblizonych profili metabolitéw wtérmych do ekstraktow
uzyskiwanych w 50% tetrahydrofuranie (co wykazaly analizy chromatograticzne
przedstawione na Fig. 6), ekstrakty etanolowe, metanolowe, 2-propanolowe
wykazuja nizsza aktywnosci przeciwbakteryjna (Tabela 3). Ekstrakty uzyskane z
tkanek D. gignatea z wykorzystaniem 50% roztworu tetrahydrofuranu w wodzie
wykazuja najwyzsza aktywnos¢ sposrod badanych ekstraktow, tzn. ich minimalne
stezenie bakteriobdjcze (MBC) wynosi odpowiednio 32 1 256 mg FW/mL jak
wskazano w Tabeli 3. W przypadku zastosowania wobec S. aureus wszystkie
ekstrakty (poza ekstraktem chloroformowym) dziataty bakteriobdjczo wobec tego
patogenu w niskich dawkach, tj. od 32 do 64 mg FW/mL. Najwyzsza aktywnoscia
wobec S. aureus charakteryzowaty sie ekstrakty uzyskane w 50% roztworze
tetrahydrofuranu w wodzie (MBC = 32 mg FW/mL). Ekstrakty chloroformowe
charakteryzujace si¢ znaczng zawarto$cig naftochinonu, nie wykazujg aktywnosci
przeciwbakteryjnej wobec zadnego z badanych patogenow (Tabela 3, Fig. 6), tzn. ich
stezenie MBC bylo wyzsze niz 256 mg FW/mL, co potwierdza znaczenie innych niz
naftochinon zwigzkéw dla obserwowanej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Na
te] podstawie wybrano najbardziej efektywny ekstrakt jako wynalazek. Ze wzgledu
na korzystna aktywnos¢ ekstraktu i najwieksza zawartos¢ naftochinonu ekstrakcja w
50% roztworze tetrahydrofuranu w wodzie jest optymalng procedurg uzyskiwania
metabolitow wtérnych, w tym aktywnych biologicznie substancji z tkanek
D. gigantea. Uzycie zatem ekstraktu uzyskanego w 50% roztworze tetrahydrofuranu
w wodzie jest najlepszym wariantem wynalazku w przypadku pozyskiwania

zwiazkoéw o dziataniu przeciwbakteryjnym i zwigzkéw z grupy naftochinondw.
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Analizy toksycznosci ekstraktow z tkanek roslin owadozernych wobec nicieni
C. elegans potwierdzily wysoki potencjal farmakologiczny ekstraktéw z tkanek D.
gigantea uzyskanych w 50% roztworze tetrahydrofuranu w wodzie (Fig. 7). Jak
pokazuje Fig. 7 przedstawiajaca toksycznos¢ ekstraktow z tkanek czterech gatunkow
ro$lin miesozernych uzyskanych w roztworze 50% tetrahydrofuranu w wodzie,
wytacznie ekstrakty z tkanek D. gigantea nie wykazuja toksycznosci wobec hodowli
nicieni. Unikalna kompozycja zwigzkow zawartych w tkankach D. gigantea
wykazujaca aktywnos$¢ przeciwbakteryjna bakteryjnych patogendéw gram-dodatnich i

gram-ujemnych, nie jest znaczaco toksyczna wobec organizméw zywych.

Tabela 1. Poréwnanie stezenie naftochinonu (NCH) w uzyskiwanych w 50%
roztworze tetrahydrofuranu w wodzie ekstraktach z tkanek wybranych gatunkéw

roslin owadozernych.

Stezenie NCH w ekstrakcie (ug/mL)

Gatunek rosliny AV SD
Dionaea muscipula 556,65 253,39
Drosera intermedia 494 80 269,77
Drosera binata 42933 99,14
Drosera gigantea 14,44 6,46

NCH - naftochinon (plumbagina); AV — wartos¢ $rednia z trzech powtdrzen
biologicznych ekstrakcji; SD — odchylenie standardowe dla trzech powtdrzen

biologicznych ekstrakci.
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Tabela 2. Porownanie aktywnosci przeciwbakteryjnej ekstraktéw uzyskiwanych w
50% roztworze tetrahydrofuranu w wodzie z tkanek wybranych gatunkéw roslin
owadozernych wobec bakterii gram-dodatnich (Staphylococcus aureus) 1 gram-

ujemnych (Lscherichia coli).

Minimalne stezenie bakteriobdjcze (MBC)

ekstraktu (mg FW/mL)
wobec S. aureus™ wobec F. coli**
Dionaea muscipula 8 64
Drosera intermedia 8 32
Drosera binata 8 64
Drosera gigantea 32 256

FW — $wieza masa ro$linna (masa zmrozone] tkanki roslinnej); * — szczep ATCC

25923; ** —szczep ATCC 25922.
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Tabela 3. Porownanie wydajnosci réoznych metod ekstrakcji materiatu roslinnego
gatunku D. gigantea w odniesieniu do stezenia naftochinonu (NCH) oraz aktywno$ci

przeciwbakteryjnej uzyskanych preparatow.

Minimalne  stezenie  bakteriobdjcze

(MBC) ekstraktu (mg FW/mL)

Stezenie NCH

Rozpuszczalnik wobec S. aureus* wobec E. coli**
(ng/mL)
Etanol 6,30 + 3,81 64 >256
Metanol 8,84+272 64 >256
2-propanol 4,53 £ 0,87 64 >256
Chloroform 7,48 £ 2,65 >256 >256
100% tetrahydrofuran 11,14 £ 6,34 64 256
50% tetrahydrofuran 14,44 £ 6,46 32 256

FW — $wieza masa roslinna (masa zmrozonej tkanki roslinnej); NCH — naftochinon
(plumbagina).
* —szczep ATCC 25923; ** — szczep ATCC 25922;



