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Identyfikacja i analiza skladnikéw widékna Inianego

o wlasciwosciach biomedycznych.

Streszczenie

Rosliny Inu (Linum usitatissimum L.), o bogatej tradycji w uprawie w umiarkowanej
strefie klimatycznej, z ktérych pozyskiwane jest widkno oraz nasiona, wykorzystywane sg
gidbwnie w przemysle spozywczym, farbiarskim, papierniczym, tekstylnym oraz
kosmetycznym. Ostatnie lata badan nad sktadnikami produktéw Inianych, gtéwnie oleju oraz
nasion, przyniosty wiele doniesiefl o ich zréznicowanych prozdrowotnych wtasciwosciach.
Pozytywny wptyw na zdrowie odnotowano tez w niedawnych badaniach przedklinicznych
wykorzystania wtdkna Inianego jako opatrunku na trudno gojgce sie rany. Badania te oraz
brak precyzyjnych danych na temat hydrofobowych sktadnikow widkna Inianego i ich
aktywnosci, sktonity do podjecia analiz identyfikacyjnych oraz okreslajgcych wiasciwosci

biologiczne wybranych zwigzkéw hydrofobowych witdkna.

Dzieki zastosowaniu metod chromatograficznych, w ekstrakcie zwigzkéw
hydrofobowych z wtékna Inianego jako gtéwne skfadniki zidentyfikowano szereg kwaséw
ttuszczowych, wtgczajgc wielonienasycone kwasy linolowy oraz linolenowy, oraz réznorodne
zwigzki sterolowe, z gtéwnym przedstawicielem - B-sitosterolem, stanowigcym ponad
potowe steroli wtdkna. Szczegétowe analizy chromatograficzne, spektrofotometryczne oraz
spektroskopii masowej wykazaty rdwniez obecnos¢ w badanym ekstrakcie bardzo ciekawego
i unikalnego zwigzku - kanabidiolu. Dotychczas, podobnie jak w przypadku reszty
kanabinoidéw, jego wystepowanie ograniczano jedynie do roslin konopi, jednakze badania

przeprowadzone w ramach pracy wskazujg na jego obecnos¢ réwniez w roslinach Inu.

Ekstrakt, zawierajgcy wymienione potencjalnie aktywne biologicznie zwigzki, zostat
poddany analizom majgcym na celu okreslenie wptywu sktadnikéw hydrofobowych wtékna

Inianego na procesy zwigzane gtéwnie z leczeniem trudno gojacych sie ran. W badaniach



szczegOlnie uwzglednione byto okreslenie roli kanabidiolu, ze wzgledu na charakterystyczna
aktywnosc biologiczng tego typu zwigzkdw oraz jego unikatowos¢ w swiecie roslin, ale takze
fitosteroli - zwigzkdw o znanych cennych wfasciwosciach biologicznych. Okreslono wptyw
ekstraktu hydrofobowych sktadnikdw witdkna Inianego na potencjat proliferacyjny
fibroblastycznych oraz keratynocytarnych komoérek skory ludzkiej, gdzie jedynie przy
zastosowaniu koricowego stezenia ekstraktu odpowiadajgcego 0,2 ug CBD/ml w przypadku
keratynocytéw odnotowano niewielki spadek zdolnosci proliferacyjnych. W pozostatych
probach zauwazalny byt wzrost potencjatu proliferacyjnego lub brak zmian w badanym
parametrze. Ekstrakt wptywat tez przyspieszajgco na proces porastania rany przez komorki
skérne in vitro, w ktérym najwiekszy udziat ma migracja komorek. Wptyw ten réwniez byt
zwigzany z obecnoscig innych niz kanabidiol sktadnikéw preparatu i wedtug danych
literaturowych zwigzany moze by¢ zaréwno z aktywnoscig steroli, jak i nienasyconych

kwasow ttuszczowych.

Przeprowadzona analiza wptywu badanego ekstraktu na transkryptom komorek
fibroblastowych skéry ludzkiej wykazata, ze prawdopodobnie, pomimo iloSciowej przewagi
kwasow ttuszczowych oraz steroli, gtéwnym sktadnikiem bioaktywnym ekstraktu jest nowo
zidentyfikowany kanabidiol. Wskazuje na to zaréwno analiza ilosciowa, jak i jakosciowa, w
ramach ktdrej zaobserwowano zmiany w poziomie transkrypcji wielu gendéw zwigzanych z
charakterystycznymi dla kanabinoidow szlakami przekazywania sygnatu, a takze ze stanem
zapalnym. Zauwazono réwniez wiele zmian w transkryptomie prawdopodobnie opartych na
dziataniu zwigzkéw sterolowych, gtdwnie zwigzanych z metabolizmem steroidéw, macierzg

zewnatrzkomérkowa oraz regulacja cyklu komdérkowego.

Doktadniejsza analiza ekspresji wybranych gendéw zwigzanych ze stanem zapalnym
oraz macierzg zewngtrzkomérkowg wskazuje na hamowanie reakcji prozapalnych oraz
reorganizacje substancji miedzykomérkowej pod wptywem ekstraktu zwigzkéw
hydrofobowych wtékna Inianego. Za pierwsza z wymienionych aktywnosci gtéwnym
czynnikiem odpowiedzialnym jest wspomniany kanabidiol, ale sterole roslinne moga dziata¢
synergistycznie i byé wspdtodpowiedzialne za cze$¢ zaobserwowanych zmian. Natomiast za
przebudowe macierzy zewngtrzkomdérkowej, oprécz zmian w ekspresji kolagendw,

odpowiadajg inne sktadniki ekstraktu.



Przeprowadzone w ramach pracy doswiadczenia pozwolity rowniez na potwierdzenie
przeciwbakteryjnej aktywnosci ekstraktu, zwigzanej z obecnoscig kanabidiolu. Wykazano
jego hamujacy wptyw na namnazanie bakterii Staphylococcus aureus oraz Pseudomonas
ageurginosa. Stezenia badanego ekstraktu, ktore byly w stanie hamowaé wzrost
wspomnianych gatunkow mikroorganizmoéw byty jednak przynajmniej dwukrotnie wyisze,
niz najwyzsze ze stosowanych w badaniach nad wptywem na ludzkie komérki skérne, nie

mozna wiec wykluczy¢ ich draznigcego efektu wobec tych komoarek.

Odrebnym zagadnieniem poruszonym w pracy jest sama obecnos$¢ kanabidiolu w
ro$linach Inu. Przeprowadzone pomiary potwierdzajg zawartosc¢ tej czasteczki we wszystkich
czesciach rosliny, z wytgczeniem oleju uzyskiwanego z nasion, a takze sugerujg zmiany
poziomu jej produkcji pod wptywem warunkéw stresowych i hormondéw roslinnych.
Zidentyfikowano réwniez potencjalny gen Inianej syntazy kwasu kanabidiolowego, ktérego
sekwencja promotorowa charakteryzuje sie obecnoscia wielu elementdw regulatorowych,
zwigzanych z odpowiedzig na czynniki stresowe takie jak susza, chtdd czy infekcja patogenna,
a takze hormony, gtéwnie gibereliny i kwas abscysynowy. Analiza in silico stanowi posrednie
wyttumaczenie obserwowanych zmian poziomow kanabinoidow w badanych warunkach

stresowych i sugeruje role tych zwigzkéow w reakcji obronnej roslin.

W ramach pracy uzyskano réwniez transgeniczne linie Inu ekspresjonujgce syntaze
kwasu kanabidiolowego z konopi. Linie te charakteryzowaty sie wzrostem zawartosci
kanabidiolu w tkankach zielonych, co Swiadczy o obecnosci aktywnej, podobnej do konopi

drogi syntezy zidentyfikowanego w Inie kanabinoidu.

Uzyskane wyniki $wiadczg o obecnosci we wtdknie Inianym unikalnego, aktywnego
biologicznie kanabidiolu, gtéwnego zwigzku odpowiedzialnego za przeciwzapalne i
przeciwbakteryjne wtasciwosci ekstraktu zwigzkéw hydrofobowych z wtdkna. Synergistyczne
dziatanie innych sktadnikéw ekstraktu, szczegdlnie steroli, ale prawdopodobnie takze
kwaséw ttuszczowych, polegajace na aktywacji proliferacji i migracji komdrek skory, jest
szczegoblnie cenne w aspekcie wykorzystania wtdkna jako opatrunku na trudno gojgce sie
rany. Wstepne badania potwierdzajg rowniez mozliwos¢ manipulacji zawartoscig zwigzkéw
kanabinoidowych poprzez transgeneze, co stanowi¢ moze o cechach uzytkowych roslin, a

takze odpornosci na czynniki stresowe.






