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a) tytut osiagni¢cia naukowego:

»Wykorzystanie potencjalu produkcyjnego organéw i komorek wybranych gatunkéw
roslin  z  kultur in vitro do pozyskiwania zwigzkéw o wlasciwosciach
przeciwnowoetworowych i przeciwdrobnoustrojowych”
Zgtoszona do postgpowania habilitacyjnego tematyka obejmuje cyk] siedmiu publikacji.
Ponadte wyniki prowadzonych badan nad zastosowaniem ciektego perfluorozwiazku do

ekstrakeji in sitw metabolitow wtornych. zostaly objete zgioszeniem patentowym.

b) wykaz publikacji:

Punktacja

Lp. Publikacja
IF KBN/MNiSW

Syklowska-Baranek K., Pietrosiuk A., Kokoszka A,
Furmanowa M. (2009). Enhancement of taxane production in

hairy root culture of Taxis x media var. Hicksii. Journal of Plant
Physiology 166, 1950 — 1954,

2,300 32

Meaj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu
koncepcji  pracy, zaplanowaniv  badavr  eksperymentalnych,
wykonaniv  wigkszosei  hodowli  korzeni i analiz HPLC,
wspoludziale w  przygotowaniu  manuskrvpty oraz  korekcie
edvtorskicj. Moj udzial szacuje na 78%.

5 Exposito O., Syklowska-Baranek K., Moyano E., Onrubia M.,
' Bonfill M., Palazon I, Cusido R. M. (2010). Metabolic
responses of Taxus media transformed cell cultures to the
addition of methyl jasmonate. Biotechnology Progress, 26 (4):
1145 - 1153.

2,178 32

Mdj wkind w powstanic tef pracy polegal na otrzvmaniu
komorek = whudowanym genem svntazy taksadienowej oraz na
wspdtudziale w prevgotowaniv meanuskrypty. Moj ud=ial szacuje
na 13%.

Graitkou K., S. Baranek K., Pietrosiuk A., Damianakos H.,
Jeziorek M., Chinou [. (2011). Chemical analysis of
Lithospernum canescens (Michx.) Lehm. hairy roots through
TLC, CC. GC-MS, ESI-MS and NMR  methods. Acta
Chromatographica, 23 (2); 353 - 363,

0,760 20

Moj whiad v powstanie tef prucy polegal na prowadzeniu
hodowli korzeni transformowanvehr oraz na  preyvgotowaniu
eksirakiaw - uzvskamego materiafu rostinnego. Ponadia hratam
vczial w provegorowaniv manuskreptn, Maj udzial scacuje na
17%.
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Syllowska-Baranek K, Pietrosiuk A., Gawron A., Kawiak A.,
Lojkowska E., Jeziorek M., Chinou [. {2012). Enhanced
production of antitumour naphthoguinones in transgenic hairy
root lines of Lithospermum canescens. Plant Cell, Tissue and
Organ Cultures, 108: 213 - 219.

Mdj whlad w powstanie tej pracy polegal ra opracowaniu
koncepcji  pracy, zaplanowaniv  badant  eksperymentalnych,
wykonanin  wiekszosci  hodowli  korzeni | analiz HPLC,
wspofudziale w  preygotowaniu manuskryptu  oraz  korekele
edviorskiej. Moj udzial scacufe na 69%.
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Svklowska-Baranek K., Pietrosiuk A, Naliwajski MR,
Kawiak A.. leziorek M.. Wyderska S.. Lojkowska E.. Chinou [.
(2012). Effect of L-phenvlalanine on PAL activity and
production of naphthoquinone pigments in suspension cultures
of Arnebia cuchroma (Royle) Jolmst. /n Virrg Cellular and
Developmental Biology — Plant, 48: 555 — 564.

Moj whiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu
koncepcji  pracy, zaplanowaniu  badan  eksperymentainyeh,
wvkonawnn wigkszosci hodowli zawiesinowvech i analiz HPLC,
wspdludziale w  preygotowaniv manuskryptu  oraz  korekeie
edviorskiej. Moj udzial szacuje na 39%.

1,139

20

Damianakos H., Kretschmer N., Syklowska-Baranek K.,
Pietrosiuk A., Bauer R., Chinou I. (2012). Antimicrobial and
cytotoxic isohexenylnaphthazarins from  Arwebic euchroma
(Royle) Jonst. (Boraginaceae) callus and cell suspension culture.
Molecules, 17: 14310 — 14322,

Maj whlad w powstanie tej pracy polegol na prowadzeniy
hodowli zawiesinowych, przygotowaniu ekstraktow roslinmych
oraz na wspoludziale w przygotowaniv manuskrypty. Moj udzial
szacuje na 1 7%.

2,428

Syklowska-Baranek K., Pilarek M., Cichosz M., Pietrosiuk A.
Liquid perfluorodecalin application for in situ extraction and
enhanced naphthoquinones production in Arnebia evchroma cell
suspension culiures. Apphied Biochemistry and Biotechnology,
DO1 10.1007/512010-013-0701-5.

Maj whkiad w powstanie tef pracy polegal na przygolowaniu
koncepcji badan,  wykonaniv  badann chromatograficzmych
technikg HPLC, w tym analizy chiralnej, opracowaniu wynikow
araz proyvgotowanin manuskryptu §okorekcie edylorskiej. Moj
uclzial szacuje na 40%.

1,893
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Syklowska-Baranek K., Pilarek M., Pictrosiuk A. Zgloszenie
patentowe P.404726 zdnia 16.07.2013 pt.: ,Zastosowanie
perfluorozwiazkdw do ekstrakeji metabolitow roslinnveh™,

Moj whklad w provgotowanie gloszenia palentowego winiosl
30% 0 donvesyl wspdludzialy w opracowanin koncepcii
wyrnialazku, wykonaniu badert chromatograficzayeh i hodowli in
vitro araz w provgotowanin opisu wynalazku.

Lacznie:

14,531

179




Wyniki badafn opublikowane w wymienionych pracach uzyskalam przy finansowym
wsparciu z grantéw KBN 3499/B/P01/2007/3:3, MNISW N N405 362537 oraz prac statutowych
WUM. -

¢} omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania:

Celem podjetych przeze mnie badan, opisanych w pracach zgloszonych w postepowaniu
habilitacyjnym, bylo zwickszenie metodami biotechnologicznymi wytwarzania taksanow,
a wérdd nich paklitakselu — zwiazku o ugruntowanej pozycji w leczeniu wielu nowotwordw,
oraz barwnych pochodnych alkaniny/szikoniny, zwigzkéw wykazujgcych wielokierunkowg
aktywnos¢  biologiczna  m.in.  przeciwzapalng, przyspieszajaca  gojenie  ran  oraz
przeciwdrobnoustrojows.

Material do badan stanowily korzenie transformowane Taxus x media var. Hicksii
(Taxaceae), komdrki w hodowli zawiesinowej z wprowadzonym dodatkowym genem syntazy
taksadienowej {(genem ixs) Taxus x media, korzenie transformowane Lithospermum canescens
(Boraginaceae), tkanka kalusowa i komérki w hodowli zawiesinowej Armebia euchroma
{Boraginaceace).

Ponadto celem mojej pracy bylo okreslenie profilu chemicznego korzeni
transformowanych  Lithospermum canescens, tkanki kalusowej 1 komorek z hodowli
zawiesinowe] Arnebia euchroma oraz zbadanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
i przeciwnowotworowej otrzymanych z nich ekstraktéw i wyizolowanych zwigzkow.

Wybtane do badan biotechnologicznych rosliny nalezg do gatunkow chronionych (cisy)
lub tez zagrozonych wyginieciem na skutek nadmiernej eksploatacji ich stanowisk naturalnych
{Arnebia euchroma, Lithospermum canescens).

Korzenie transformowane T x media var. Hicksii, otrzymalam w czasie wykonywania
pracy doktorskiej, w wyniku transformacji przeprowadzone] z wykorzystaniem szczepu LBA
9402 Agrobacterium rhizogenes (Furmanowa et Syktowska-Baranek, 2000).

Badania nad wytwarzaniem taksanéw w hodowli zawiesinowe] komorek z wprowadzonym
dodatkowym genem rxs zostaly zapoczatkowane i wykonane we wspdtpracy z prof. Mercedes
Bonfill z Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu w Barcelonie.

Korzenie i tkanki ciséw zmienione genetycznie stanowig unikatowy material roslinny ze
wzgledu na niska podatnosé roslin nagozalgzkowych na transtormacje genetyczna.

Natomiast korzenmie transformowane L. canescens otrzymatam po transformacji szczepem
A. rhizogenes ATCC 15834, a badania nad osmioma liniami tych korzeni stanowity czgs¢ pracy
habilitacyjnej dr hab. n. farm. Agnieszki Pietrosiuk (Pietrosiuk et al., 2006). Kultury korzeni
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transformowanych tego gatunku sg  alternatywnym  Zrodlem  barwnych  zwigzkéw
naftochinonowych, w stosunku do szeroko opisywanego w pismiennictwie L. erythrorhizon.
Tkanke kalusows 4. enchroma, wykorzystang w moich badaniach otrzymano dzigki uprzejmosci -

dr Urmantsevej z Rosyjskiej Akademii Nauk (Pietrosiuk et al., 1999).

Wprowadzenie w tematvke badawczg publikacji zgloszonych w postepowaniu habilitacyinym

Rosliny stanowig bardzo liczng grupe organizmow, do tej pory opisano ponad 250 tys.
gatunkdw, a ocenia sig, ze istnigje ich przynajmniej 500 tys. Wsrod te) grupy wyizolowano
i zidentyfikowano ponad 100 tys. metabolitow wtdmych. a szacuje sig. ze co roku
identyftkowanych jest ok. 4 tys. nowych zwigzkow (Oksman-Caldentey et Inzé, 2004).

ZwigzKi te sg produktami wyspecjalizowanej przemiany materit roslin o bardzo roznorodnym
charakterze chemicznym i najczesciej stanowia konicowe produkty procesdw biosyntezy.

Nie przypisuje si¢ im podstawowej funkcji w zyciu roéliny, moga natoiniast petni¢ specyficzng
role w jej fizjologii, np. sa: hormonami roglinnymi — reguluja procesy wzrostu i réznicowania;
fitoaleksynami — zwigzkami o wlasciwosciach obronnych i antybiotycznych (ogrywajg istotng
role w odpornosci czynnej roslin); fitoncydami lub mogg petni¢ funkeje ekologiczng (na drodze
allelopatii). Zwiazki te mogg gromadzi¢ si¢ w calej roslinie lub tylko w okreslonych jej
czesciach.

Zainteresowanie metabolitami wtérmnymi znacznie wzroslo, glowme z uwagi na ich
wiasciwoscei biologiczne 1 farmakologiczne. W wigkszosci sa one substancjami o bardzo
zlozonej budowie. ich synteza chemiczna jest niezwvkle trudna 1 kosztowna, co w ostatecznym
rozrachunku czyni ja nieoptacalna. W warunkach naturalnych biosynteza przebiega powoli 1 na
ogdl z bardzo mala wydajnoscig. Réwniez dostgpnos¢ materialu roslinnego moze by¢
ograniczona, co moze wynika¢ ze specyficznych wymagan klimatycznych {(np. Arnebia
euchroma wystepuje w Himalajach na wysokosci 3700-4200 m n.p.m.). scistej ochrony
niektorych gatunkéw (np. cisy w Polsce), bardzo powolnego wzrostu rostin (np. Cinchona sp.—~
chinowiec — kore mozna pozyskiwaé dopiere z 10-letnich drzew), uwarunkowan politycznych
(np. rzad Chin blokowat dostep do roélin Artemisia annua 1 zwigzkéw z nich 1zolowanych do
wezesnych lat osiemdziesigtych XX wicku) oraz z trudnosci izolacji zwigzkow z materiatu
roslinnego.

Dlatego tez produkcja metabolitow wiérnych na duzg skale z uzyciem kultur komorkowych,
tkankowvch lub organdw roslinnych wydaje sie by¢ uzasadnionym i atrakcyvjnym rozwiazaniem.
Tym bardziej. ze roslinne kultury in vitro wykorzystywane sg jako systemy do poznawania
metabolicznych szlakow biosyntezy metabolitow wtornych. Znajomosé tych szlakow pozwala na

zastosowanie metod inzynierti metabolicznej w cetu ich modyfikacji 1 uzyskania syntezy
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pozadanych zwigzkéw. Do zalet metody roslinnych kultur tkankowych zaliczyé mozna scisty
kontrole ioptymalizacje proceséw biosyntezy, ktdéra przyspiesza 1 zwigksza produkeje
metabolitdw oraz ulatwia ich izolacj¢ i uniezaleznia od-wymagan klimatycznych. Ponadto, nie
obowigzujg w tym przypadku ograniczenia wynikajace z ochrony roslin oraz mozliwy jest wybdr
organdéw lub tkanek bezposrednio zwigzanych z biosyntezg metabolitdw (Kolewe et al., 2008;
Shilpa et al., 2010; Vijaya Sree et al., 2010).

Pierwszym metabolitern  wtornym, wdrozonym w1983 r. do produkeji metodami
biotechnologicznymi, byta szikonina (ok. 4500 USD/kg) produkowana w kulturze zawiesinowej
Lithospermum ervthrorhizon (Mitsul Petrochemical, Japonia) (Papageorgiou et al. 1999).

Do tej pory, poza szikonina, na skale przemyslowa metodami biotechnologicznymi wytwarza
sie kilka metabolitow wtornych, np.. berberyne (Copris japonica), polisacharydy (Lchinacea
purpurea), winkaming (Vinca minor), saponiny i biomase Zen-szenia (Panax ginseng). kwas
rozmarynowy (Coleus blumei), geraniol (Geranium sp.), purpuryng (Rubia sp.), skopolamine
(Duboisia spp.) (Grajek, 2001; Kolewe et al., 2008) oraz paklitaksel (7axus sp.) (Frense, 2007).
Wymienione metabolity produkowane sg w hodowlach zawiesinowych z zastosowaniem
bioreaktorow. Istotnym problemem, z Kktorego wynika ograniczona liczba zwigzkow
pozyskiwanych do celéw leczniczych metodami biotechnologicznymi, jest niska wydajnosé
roslinnych kultur in vitro. Wynika ona, m. in. z faktu, ze metabolity wtdrne nie s3 wytwarzane
lub wytwarzane w bardzo niewielkim stopniu przez niezréznicowane tkanki, tj. kalus 1 hodowle
zawiesinowe. Ponadto, wiele z tych zwigzkow akumulowanych jest w okreslonych organach,
a ich biosynteza zachodzi w niektorych organellach komérkowych, np. plastydach 1 moze by¢
dcisle zwigzana z ontogeneza rosliny. Jednakze hodowle roslin lub ich organdéw wymagaja
zastosowania innego rodzaju bioreaktorow niz hodowle zawiesinowe co ogranicza ich
zastosowanie na skale przemystowa.

Zwiekszenie wydajnosci metabolitow wtornych w hodowlach komérek, tkanek iorgandw
roslinnych in virro mozna uzyskaé przez stosowanie hodowli dwuetapowych, selekcje
wysokowydajnych linii komérkowych, elicytacje, suplementacje prekursorami. immobilizacie,
ekstrakcje in sirtu czy tez transformacje genetvezng (Kolewe et al., 2008; Shilpa et al., 2010,

Vijaya Sree et al., 2010; Wilson et Roberts, 2012).



Badania opublikowane w pracach zgloszonych do postgpowania habilitacyjnego

obejmowaty trzy obszary tematyczne:

1) zastosowanie metod biotechnologicznych  do intensyfikacji wytwarzania taksandw
oraz pochodnych szikoniny w kulturach korzeni transformowanych Taxus x media
i Lithospermum canescens oraz hodowlach zawiesinowych Taxus x media 1 Arnebia
euchroma,

2) analize fitochemiczna materialu rodlinnego gatunkéw L. canescens 1 A euchroma
otrzymanego ix viiro,

3) badania biologiczne ekstraktow przygotowanych z komorek i tkanek roslinnych L. canescens
i A euchroma uzyskanych metodami biotechnologicznymi, oraz pochodnych alkaniny

i szikoniny wyizolowanych z rosnacych w zawiesinie komoérek 4. euchroma.

Badania biotechnologiczne

Taksany

Pierwsza grupa zwigzkow pochodzenia roslinnego, ktdrej zwigkszenie wytwarzania bylto
przedmiotem moich badan przedstawionych w postepowaniu habilitacyjnym, a stanowiacych
kontynuacje mojej pracy doktorskiej, byly taksany.

Taksany to zwiazki obecne w roznych tkankach i organach gatunkow z rodzaju Taxus.
Sposréd ponad 350 wyizolowanych taksanow (Baloglu et Kingston, 1999; Parmar et al., 1999),
paklitaksel (zwany pierwotnie taksolem) posiada ugruntowang pozycjc w leczeniu wielu
nowotworow. Paklitaksel ijego polsyntetyczny analog — docetaksel stosowane sg w leczeniu
raka piersi i jajnikéw, niedrobnokomérkowego raka ptuc, migsaka Kapoisego, nowotwordw
glowy i szyi, raka zoladka (FDA, EMA, 2010), a takze w terapii skojarzonej z innymi
cytostatykami np. doksyrubicyna, cyklofosfamidem, karboplatyng (Yared et Tkaczuk, 2012;
Czernek et al., 2009; Szydlowska-Pazera et al., 2004). Ponadio znalazly zastosowanie w terapii
neoadiuwantowej iadiuwantowej (Tabaczar et al, 2010). Paklitaksel wykazuje réwniez
skuteczno$¢ w  leczeniu: wielotorbielowato$ci nerek (PKD), stwardnienia rozsianego,
reumatoidalnego zapalenia stawéw (RZS, RA), w chorobic Alzheimera, w tuszczycy
(Standridge, 2006; Kurose et al., 2001; Ehrlich et al., 2004; Zhang et al., 2005). Stosowany jest
takze w kardiologii interwencyjnej, w zapobieganiu restenozie (Park et al. 2003; Krecki et al.,
2009; Wozakowska-Kapton et al., 2009).

Rosngce zapotrzebowanie na paklitaksel i inne taksany, wykorzystywane m. in. do
poszukiwania jego analogdw o wigksze] skutecznod$ci 1 przyswajalnosci, uzasadnia

kontynuowanie prac nad zwiekszenicm jego wytwarzania w kulturach tkankowych cisow.
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Jedng ze strategii zwigkszenia wytwarzania metabolitow wtérnych w  kulturach
roslinnych jest stosowanie podiozy uzupehianych elicytorami, zwigzkami stymulujacymi
odpowiedz obronng rodlin ma czynnik stresowy poniewaz produkcja metabolitdéw wtornych jest
w wielu przypadkach zwiazana z reakcjg roslin na czynniki stresowe (Szpitter et Krélicka, 2010;
Shilpa et al., 2010). Korzystny wplyw na produkcje metabolitdéw wtérnych ma réwniez dodatek
do kultur prekursordw danego zwigzku w szlaku biosyntezy.

Kolejnym sposobem intensyfikacji biosyntezy zwiazkéw w materiale rodlinnym jest
wigczanie do genomu komdrki roslinnej fragmentu obcego DNA.

Aby uzyskac¢ stabilng ekspresje wprowadzonego genu stosuje sig najczescie] techniki
wektorowe, oparte o zjawisko naturalnej zdolnosci przenoszenia DNA do komorek rostinnych
przez bakterie glebowe z rodzaju Agrobacterium. Zdolnos¢ do transformacji komdrek przez
A tumefaciens 1 A. rhizogenes zwigzana jest z przeniesieniem fragmentu bakteryjnego
T-DNA, odpowiednio z plazmiddéw Ti lab Ri. Istotng cecha T-DNA bakteryjnego jest to, ze
zaden ze znajdujgcych sie w jego obrebie gendw nie jest niezbedny do jego przenoszenia. Dla
procesu przenoszenia niezbedne sa 25 nukleotydowe sekwencje graniczne znajdujace sie z obu
stron T-DNA. W zwigzku z tym, mozliwe jest zastapienie calego fragmentu zawartego miedzy
sekwencjami granicznymi dowolnym odcinkiem DNA i przeniesienie go do komérki roslinnej.
W ten sposob mozna do komorki wprowadzic jeden lub wigce] gendéw funkcjonujgcych
w szlakach metabolizmu wtdmego. Geny te moga pochodzi¢ z roznych, nieraz odleghych
taksonomicznie organizmow. zardwno roslin, jak i drobnoustrojow, a nawet zwierzgt. W efekcie

mozna uzyska¢ wyzszag biosynteze dotychczasowych produktow, np. w wyniku zwiekszonej

- dostepnosci prekursordw, jak réwniez biosynteze nowych zwigzkow (Wasilewska et Krélicka,

2005; Guillon et al., 2006a; Guillon et al., 2006b; Wilson et Roberts, 2012; Georgiev et al.,
2012).

Korzenie transformowane, otrzymywane w wyniku transformacji A. rhizogenes,

‘charakteryzuja si¢ znacznym potencjalem syntetycznym, wigksza stabilnoscia genetyczng oraz

zdolnoscia do sekrecji produktdéw, mogg stanowié wartosciowe zrodlo zwigzkéw rostinnyeh
(Wysokinska et Chmiel, 2006; Zhou et al.,, 2011; Chandra et Chandra, 2011; Georgiev et al.,
2012).

W czasie badan oceniatam wplyw dwadch prekursoréw: L-fenyloalaniny (FEN) oraz
kwasu p-aminobenzoesowego {(PAB), stosowanych osobno lub w polgczeniu z elicyvtorem —
jasmonianem metylu (IM), na wytwarzanie bakkatyny IIl, 10-deacetylobakkatyny III (10-DAB
III) 1 paklitakselu w kulturze korzeni transformowanych 7. x media var. Hicksii (Publikacja 1).
FEN w dawce | uM zwiekszala ponad 8-krotnie akumulacje paklitakselu po 4 tygodniach

kuitury (z 40.3 pg/l do 335.6 ng/l). Roéwnoczednie korzenie zaczely wytwarzaé 10-DAB 111,
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ktorej nie wykryto w hodowli kontrolnej, a jej najwyzsza zawartos¢ (422,7 pg/l) zanotowano po
4 tygodniach hodowli. Laczne zastosowanie 100 pM FEN 1 100 nM JM spowodowato
najwyzsza wydajnosé paklitakselu (568,2 pg/l), spos$rod wszystkich badanych modyfikacji
pozywek.
W przeciwienstwie do hodowli uzupetnionych FEN, pakhtaksel 1 10-DAB III wytwarzane byly
w korzeniach rosnacych we wszystkich modyfikacjach podlozy zawierajacych PAB. Wyjatek
stanowila pozywka zawierajaca i uM PAB 1 100 uM MJ. w ktdrej nie zanotowano obecnosc
zadnego z badanych taksanow.
Najwyzszg akumulacje paklitakselu (221,8 pg/l) zaobserwowano pod wplywem jednoczesnego
uzycia 100 pM PAB i 100 uM MJ. 10-DAB I w najwieksze] ilosci (4113 pg/l) wytwarzana
bvia pod wplywem 100 pM PAB po 4 tygodniach hodowli.
W karzeniach rosngcych w badanych modyfikacjach pozywek nie wystepowala bakkatyna III.
Zaprezentowane wyniki wskazujg na skuteczno$é zastosowanej strategii suplementac)i
podlozy prekursorami i elicytorem w celu zwigkszenia wytwarzania wybranych taksanow

w kulturze korzeni transformowanych 7. x media var. Hicksii.

W dalszym etapiec pracy pordwnywalam wytwarzanie taksanow w  hodowlach
zawiesinowych dwoch linii komorek, zatozonych z tkanki kalusowe] odréznicowanej z korzeni
transformowanych oraz w hodowli zawiesinowej ziozone] z komérek nietransformowanych
{kontrola) (Publikacja 2).

Poréwnywane byty dwa rodzaje hodowli zawiesinowych komérek transformowanych. Pierwsza
zostala zalozona z kalusa powstatego z korzeni transformowanych uzyskanych po transformacji
roslin Taxus x media szczepem LBA9402 Agrobacterium rhizogenes. Te linig komérek
oznaczono jako RolC. Drugg linie komodrek zalozono z kalusa powstalego zkorzem
transformowanych, do ktérych wprowadzono dodatkowy gen syntazy taksadienowe] (1xs). Te
hodowlg oznaczono jako TXS. 'Wprowadzenia genu rvs dokonano z zastosowaniem szczepu
A, tumefaciens C58C1 zawierajacego plazmid RiA4 z A. rhizogenes oraz binarmy plazmid pCA-
TXS-His z sekwencjg genu fxs. Gen #xs pochodzit z 7. baccata. Plazmid zawieral promotor
wirusa mozaiki kalafiora 358 CaMV 1 gen fosfotransferazy hygromycyny (hptfl) jako marker
Opornosci.

Gen vy koduje enzym - syntaze taksadienowg, ktora katalizuje cvklizacje difosforanu
geranylogeranylu (GGPP) z wytworzeniem taksa-(4,5).(11,12)-dienu (powstajgcym w 94%).
Produktem ubocznym jest taksa-(4,20),(11,12)-dien stanowiacy 6% wszystkich produktow

(Williams et al., 2000).



Stosowano hodowle dwuetapowa. W pierwszym etapie hodowle zawiesinowe
prowadzono w pozywce stymulujgcej przyrosty biomasy komorek. Etap ten trwat 12 dni,
w czasie ktorych hodowle osiagaty faze stacjonarng wzrostu. W 12 dniu, zmieniano pozywke
z promujacej przyrosty biomasy. na stymulujacg produkcje taksanéw. Hodowla w podiozu
produkcyjnym trwala 28 dni. Badano takze wplyw clicytora — jasmonianu metyla (M, 100 uM),
dodawanego do pozywki produkcyinej, na wysokosé akumulacji taksanow w analizowanych
hodowlach zawiesinowych.

Obecnos¢ genodow rol, ags, aux 1 mas pochodzacych z A. rhizogenes. w obu typach
hodowanych komdérek transformowanych, potwierdzono technikg PCR.

Ponadto w komorkach linii TXS. stwierdzono wbudowanic do genomu komorek genu ixs
pochodzacego z T. baccata. W obydwu lintach Komorek transformowanych obecny byt takze
endogenny gen fxs.

W hodowlach komérek nietransformowanych i transformowanych rosnaeych w pozywcee
wzrostowej, zawartos¢ taksanow byta niska i wynosita od 0,5 do 0,6 mg/l.

Po przeniesieniu do pozywki produkcyjnej obserwowano znaczace zwiekszenie akumulacji
badanych taksandéw, z najwyzsza ich iloscig (2.2 mg/l} oznaczong w kontroli w dniu 28.
Najwickszy wplyw na wydajnos¢ badanych hodowli zawiesinowych mial IM dodany do podtoza
produkcyjnego. Pod jego wplywem zawartos¢ taksanéw wyniosla, w 28 dniu hodowli, 8,8 mg/l,
15,0 mg/l 1 23,3 mg/l odpowiednio w kontroli i hodowlach komdrek RolC oraz TXS.
Wydzielanie taksanéw do podioza hodowlanego, w pierwszym etapie hodowli (pozywka
promujgca wzrost), bylo na poziomie ponizej 30% w hodowlach wszystkich analizowanych linii
komorkowych. Zmiana pozywki na produkcyjng, w hodowli linii RolC, spowodowata wzrost
akumulacji tych zwigzkow w podiozu o 57%. Zaleznosci takiej nie obserwowano w hodowli
komdrek linii TXS, w ktorej wydzielanie taksandow bylo i pozostato na poziomie 15%. Odwrotny
efekt wywarl JM. pod wphlywem Ktorego wydzielanie taksandw w hodowli linit TXS wzrosto
0 54%, a w hodowli RolC nie zmienilo sig.

W podiozu  produkcyinvm. sposréd  pigciu . poszukiwanych  taksanow:  10-
deacactylobakkatyny I1I (10-DAB 1HI), bakkatyny III, 10-deacetylotaksolu, paklitakselu
icefalomanniny. w wszystkich badanych liniach komodrek najwiecej bylo cefalomanniny.
Stanowita ona 40%. 37% i 66% sumy wszystkich taksanow. odpowiednio w kontroli oraz liniach
komorek RolC i TXS. W kontroli pakiitaksel stanowil jedynie 5% lgcznej zawartodci ww.
taksandw. a drugim co do ilosci zwiazkiem byla bakkatyna Il — 24%. W komorkach linii RolC
udziat paklitakselu w calkowitej zawartosci oznaczanyveh taksandw wynidst 42%. a bakkatyny
Il jedynie 6%. W komérkach linii TXS paklitaksel stanowil 5% calkowitej zawartosci

taksandw. a bakkatyna I11 - 13%.
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Dodanie elicytora spowodowato wzrost udzialu cefalomanniny w catkowitej zawartosci
taksanéw do 70%, 79% i 95%. odpowiednio w kontroli, komoérkach linii RotC i TXS. W tej

- modyfikacji pezywki najwiecej paklitakselu, 20% catkowitej zawartosci taksanéw, akumulowaty
komaorki linit RolC.

Jasmonian metylu znaczaco zwickszat ekspresje genu fxs. W takich warunkach hodowlh
najwyzszy. i jednoczesénie dwukrotnie wyzszy niz w komorkach linii TXS, poziom ekspresji
genu 7vs zanotowano w komérkach linii RolC. Byl on réwniez ponad 54-krotme wyzszy
w komdrkach linii RelC niz w kontroli. Natomtast w komorkach limii TXS wzrost poziomu
transkrypeji genu fxs byt jedynie 12-krotnie wyzszy w stosunku do kontroli.

Badano rowniez aktywno$é enzymu — syntazy taksadienowej. ktéra w komdrkach
wszystkich trzech linii hodowanych w pozywkach stymulujgcych wzrost i wytwarzanie
taksanow ale nieelicytowanych, byta bardzo niska. Korelowato to z niskg akumulacja taksanow
w tych hodowlach. Elicytor (jasmonian metylu) znaczaco zwigkszal aktywnos¢ syntazy
taksadienowej, kidra byla, odpowiednio w kontroli oraz w komorkach linii RolC 1 TXS, 23-, 17-
i 46-krotnie wyzsza niz w pozywkach bez dodatku elicytora. Poréwnujac aktywnos¢ tego
enzymu w komoérkach linii transformowanych stwierdzono. ze byla ona o 37% wyzsza
w komorkach linit RolC w stosunku do komérek linii TXS, co odpowiada podebnie wyzsze]
ekspresji genu fxs w tych komorkach.

Zaprezentowane wyzej wyniki wskazuja na korzystny wplyw jednoczesnego
wprowadzenia do komorek roslinnych bakteryjnych genéw rol oraz transgenu f#xs na
wytwarzanie taksandw. Skutkowalo to zwigkszeniem o 170% akumulacji taksanow
w hodowlach zawiesinowych komoérek linii TXS w stosunku do hodowli komorek linii RolC,

a w stosunku do hodowli komorek nietransformowanych 0 265%.

Nafiochinony

Naftochinony - barwne pochodne alkaniny/szikoniny byty druga grupg metabolitow
wtornych. ktére badalam w celu zwigkszenia ich wytwarzania w roslinnych kulturach in vitro
(Publikacja 41 5).

Naftochinony to pochodne naftalenu, zazwyczaj 1.4- lub 1,2-naftochinony (Babula et al.,
2009).  Prekursorami  tych  zwiazkéw w  komorkach  rodlinnych  sa:  kwas
p-hydroksybenzoesowy (PHB). wywodzacy sie ze szlaku szikimowego oraz pirofosforan
geranvlu (GPP), pochodzgcy ze szlaku izoprenoidowego. PHB jest produktem transformacyi L-
fenyloalaniny. ktara poprzez przeksztalcenie w kwas cynamonowy. a nastgpnic kwas kumarowy

daje ostatecznie PHB (Okamoto et al., 1995).
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Szeroko opisanymi w pi$miennictwie naftochinonami, wystgpujgcymi W rodzinie
Boraginaceae, sg alkanina i szikonina, odpowiednio S i R enancjomery oraz ich pochodne. Para
chiralna alkanina/szikonina ma takie same wiasciwosci biologiczne (Papageorgiou et al.,, 1999,
Papageorgiou et al. 2006). Autorzy (l.c.) wymieniajg 42 zwigzki, pochodne alkaniny/szikoniny.
Wystepujg one w korzeniach co najmniej 150 gatunkéw z rodziny Boraginaceae. Enancjomery
alkanina i szikonina oraz ich pochodne, sg tworzone jednoczesnie podczas biogenezy
w korzeniach tych samych roslin i w ich kulturach tkankowych, ale w roznych proporcjach.
Zalezy to od miejsca pochodzenia roslin (Papageorgiou et al., 2000).

Barwne pochodne naftochinonu wykazujg wielokierunkowg aktywnosé farmakologiczna,

szeroko opisang w pracach przegladowych Papageorgiou et al. (1999; 2006). Dziatajg one
przeciwzapalnie oraz przyspieszajg gojenie ran i sg wykorzystywane do leczenia cigzkich
owrzodzen, oparzen skéry, obrzekéw oraz odlezyn (Papageorgiou et al., 1999). Szikonina ije
pochodne wykazuja tez aktywnod¢ antybakteryjna, przeciwgrzybicza (Honda et al., 1988; Shen
et al., 2002; Sasaki et al., 2002; Pietrosiuk et al., 2003; Karyagina et al., 2001), przeciwwirusowa
wobec wirusa zapalenia watroby HCV (Ho et al., 2003) a szikonina dziala supresyjne wobec
wirusa HIV-1 (Chen et al, 2003). Niektére naftochinony wykazujg skutecznosé wobec
pierwotniakow pasozymiczych, takich jak: Toxoplasma gonidii, Trypanosoma cruzi, Leishmania
chagasi oraz Plasmodium sp. (Ferreira et al., 2002).
Wykazano réwniez przeciwnowotworowe whasciwosci szikoniny 1 jej pochodnych (Gao et al.
2002). Zwiazki te hamuja takze angiogenezg nowotworowa (Hisa et al., 1998; Pietrosiuk et al.,
2004a), dzia{eijq przeciwzakrzepowo, antyoksydacyjne imajg zdolno$¢ wymiatania wolnych
rodnikéw (Gao et al., 2000). Sg tez inhibitorami ludzkiej acetylotransferazy cholesterolowej
hACAT i moga przyczyniaé sie do ograniczenia rozwoju miazdzycy (An et al., 2007). Szikonina
stymuluje rowniez wychwyt glukozy, z wykorzystaniem szlaku zaleznego od kinazy
tyrozynowej, w komérkach ttuszezowych 3T3-L1 (Kamei et al., 2002). Barwne pochodne
szikoniny wykazujg takze zdoinos¢ pochtaniania, szkodliwego dla skory, promieniowania UVA
iUVB (Feng et al, 2007; Ishida et Sakaguchi, 2007). Wykazuja réwniez dziatanie
immunomodulujace — w matych dawkach pochodne szikoniny stymulujg, natomiast w duzych
dziataja supresyjnie na ukfad odpornosciowy (Pietrosiuk et al., 2004b).

Lecznicze dziatanie korzeni Lithospermum erythrorhizon 1 Alkanna  tinctoria
zawierajacych alkanine/szikoning i ich pochodne, bylo znane 1 wykorzystywane juz
w starozytne] medycynie europejskiej itradycyjnej medycynie chifskiej. Ponadto ekstrakty
przygotowywane z korzeni tych ros’,l‘_il_n stosowane byly i sg do barwienia tkanin (Papageorgiou et
al. 1999). Preparaty zawierajace pochodne alkaniny/szikoniny nadal stosuje si¢ w celach

leczniczych w Chinach, Korei i Japonii. Co wigcej, obecnie opatentowano wiele preparatow
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zawierajacych  alkaning/szikonine  lub  ekstrakty —z  korzemi L. erythrovhizon
i A. tinctoria. Wchodza one m.in. w sktad kosmetykow do pielegnacji jamy ustnej i chronigcych
skére przed dzialaniem promieni UV, preparatéw stosowanych w chorobach skornych

i masciach gojacych (Papageorgiou et al., 2006).

W publikacjach przedstawionych w ninigjszym  postgpowaniu habilitacyjnym,
prowadzitam badania nad zwigkszeniem wytwarzania szikoniny, acetyloszikoniny (ACS) oraz
izobutyryloszikoniny (IBS) w kulturze trzech linii korzeni transformowanych Lithospermum
canescens (Publikacja 4). Zastosowano strategi¢ wymiany pozywki wzrostowej na produkeyjna
w réznych fazach wzrostu kultur oraz ich suplementacje jasmonianem metylu (JM; 160 uM).
Przeanalizowano przebieg przyrostéw biomasy korzeni i akumulacji pochodnych szikoniny
w kulturach korzeni hodowanych w pozywce LS (Linsmaier et Skoog, 1965) bez regulatoréw
wzrostu przez 42 dni (pozywka wzrostowa). Material badawczy stanowity linie korzeni
transformowanych Lcl A, LelD 1 LelG.

Najwyzsze przyrosty suchej biomasy w hodowlach korzeni linii LelA, LelD i LelG wyntosty
odpowiednio 10,4 g/, 3,2 g/ 14,8 g/l w32, 361 42 dniu hodowli.

Badania fitochemiczne wykazaty, ze gtéwnym naftochinonem wytwarzanym w analizowanych
hodowlach korzeni byta ACS. Szikoniny nie wykryto w Zadnej z linii korzeni anl w zadnej ze
stosowanych modyfikacji pozywek, w ktérej rosty.

Najwyzsza catkowitg zawartos¢ ACS 1 IBS w pozywcee LS (oznaczong w korzeniach i podiozach
pohodowlanych) zanotowano w hodowli korzeni linii LelG — 31,27 mg/l w 36 dniu hodowli,
w kulturze korzeni linii Le1A — 24,32 mg/l w dniu 25. Natomiast w kulturze korzeni linii LelD -
21,92 mg/l w 32 dniu hodowli.

W kolejnym etapie badan, korzenie przenoszono do pozywki produkeyjnej M9 opracowanej
w celu intensyfikacji produkcji szikoniny w kulturach zawiesinowych L. erythrorhizon (Fujita et
al., 1981).

Poniewaz wytwarzanie badanych metabolitow korelowalo z przebiegiem przyrostow suche)
biomasy korzeni, zmiany podioza hodowlanego dokonywano w 25 lub 32 dniu hodowl
i hodowano przez kolejne trzy tygodnie w pozywce M9. Zmiana podioza na pozywke M9
spowodowata znaczny wzrost wytwarzania ACS i IBS w kulturach badanych linii korzeni.
Korzystniej na wydajno§¢ hodowli korzeni wplyngta wymiana podloza LS na M9
przeprowadzana w 32 dniu hodowli. Najwyzszg calkowita zawartos¢ ACS i IBS stwierdzono
w kulturze korzeni linii Le1D — 182.01 mg/] po trzech tygodniach hodowli w pozywece M9. Byt
to oémiokrotny wzrost wytwarzania tych zwigzkow w stosunku do poziomu ich akumulacji

w pozywce LS.



Wyzsze wydzielanie ACS i IBS do podtoza hodowlanego obserwowano w hodowli, w ktdre;]
korzenie przenoszono do pozywki M9 w 25 dniu pasazu niz w tej, W ktore; dokonywano
wymiany w 32 dniu, jakkolwiek wysokos¢ ekskrecji nigdy nie byla wyzsza niz 31% (dla linit
Lcl1G) catkowitej zawarto$ci oznaczanych naftochinondw.
Jednoczesne zastosowanie pozywki M9 i elicytora JM spowodowalo zahamowanie biosyntezy
badanych pochodnych szikoniny we wszystkich badanych liniach korzeni, niezaleznie od dnia
wymiany podioza LS na M9.
Badano takze aktywnos$é cytotoksyczng ekstraktow przygotowanych z korzeni hodowanych
w pozywee M9 przez 3 tygodnie, a przeniesionych do niej w 32 dniu pasazu. Wykazano ich
znaczna cytotoksycznosé w hodowli komorek HL-60 (ICso = 4 + 0,3 ug/mi). Natomiast
w hodowlach komérek Hel.a i HaCaT byta ona znacznie nizsza i wyniosta odpowiednio ICsp =
20 = 1,2 pg/ml oraz 45 + 2,5 pg/mi.

Analiza przyrostow biomasy korzeni i akumulacji pochodnych szikoniny pozwolita
okresli¢ optymalny, dla zwickszenia ich wytwarzania, dzief wymiany podioza z wzrostowego na
produkcyjne. Opracowana strategia intensylikacji wytwarzania naftochinonéw pozwolita na 8-

krotny wzrost wydajnosci badanych hodowli korzeni transformowanych L. canescens.

Arnebia euchroma byl kolejnym gatunkiem z rodziny Boraginaceae, w kulturach in
vitro ktérego badatam mozliwosci zwigkszenia potencjatu produkcyjnego komorek (Publikacja
5).

W celu zwickszenia wytwarzania ACS i IBS w kulturze zawiesinowej 4. euchroma stosowano
pozywke MSA (Davydenkov et al, 1991) uzupehione L-fenyloalaning (FEN) w trzech
stezeniach: 0,01, 0,1 i | mM. L-fenyloalanina jest prekursorem w szlaku biosyntezy szikoniny.
Najwyzszg laczng zawartos¢ ACS i IBS stwierdzono w 32 dniu hodowli kontrolnej — 9,5
mg/kolbe (tj. 50 ml pozywki MSA w 250 ml kolbie Erlenmeyera). Uzupelnienie pozywek FEN
skutkowato zmniejszeniem wytwarzania ACS 1 IBS w stosunku do hodowli kontrolnej.

W hodowlach prowadzonych w obecnosci FEN, najwyzsza zawartosc badanych zwigzkow
wykryto takze w 32 dniu hodowli. Sposrod zastosowanych stezen FEN, najkorzystniejsze dla
akumulacji naftochinonéw okazaty sie stgzenia 0,01 1 | mM, w obecnosei ktérych taczna
zawarto$é ACS i IBS wyniosta, odpowiednio 1,0 1 0,8 mg/kolbe.

Gléwnym zwiazkiem wykrytym w ekstraktach pochodzacych z kultur in vitro byla ACS.
Wystepowanie szikoniny odnotowano jedynie w podlozach po 32 dniu, w hodowlach

suplementowanych 0,01 10,1 mm FEN.
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ACS i IBS wydzielane byly do podtoza hodowlanego z rozng intensywnoscig zaleznie od
modyfikacji pozywki. Najwiecej ACS 1 IBS stwierdzono w podiozu pohodowlanym z hodowl
kontrolnej, odpowiednio 0,5 i 0,25 mg/kolbg w 32 i 28 dniu pasazu.

Jednoczeénie z badaniem wytwarzania naftochinonéw przeprowadzono analizg
aktywno$ci amoniakoliazy fenyloalaninowej (PAL), enzymu biorgcego udzial w biosyntezie
szikoniny i jej pochodnych na drodze szlaku szikimowego.

W badanych hodowlach zawiesinowych nie obserwowano bezposrednie] korelacji pomiedzy
aktywnoscig PAL a wysokoscig akumulacji pochodnych szikoniny. Jednakze wyzsza aktywnos¢
PAL zanotowano w hodowli kontrolnej w poréwnaniu do hodowli uzupetnionych FEN.

Badania aktywnosci cytotoksycznej ekstraktéw z komorek z hodowli kontrolnej oraz
hodowli prowadzonych z dodatkiem FEN wobec komorek biataczki HL-60, raka szyjki macicy
Hel.a oraz raka piersi MCF-7 wykazaly, ze najwyzsza aktywnoscig charakteryzowaly sig
ekstrakty pochodzace z hodowli kontrolnej. Aktywnosé cytotoksyczna tych ekstraktéw wynosifa,
odpowiednio [Csp =4 = 0,02 pg/ml, ICso =13 -+ 0,9 ng/ml oraz ICso = 8 + 0,6 ug/ml.

Podsumowujac przeprowadzone badania mozna stwierdzic, ze W warunkach
przeprowadzonych do$wiadczen suplementacja pozywki hodowlanej prekursorem w szlaku
biosyntezy szikoniny i jej pochodnych ~ L-fenyloalaning, w stezeniach 0,01, 0,1, 1 1 mM, nie
sprzyjala zwiekszeniu akumulacji pochodnych szikoniny w hodowlach zawiesinowych
A. euchroma.

Natomiast zastosowanie ekstrakcji in situ z  wykorzystaniem perfluorozwiazku
- perfluorodekaliny (PFD) pozwolilo na zwickszenie wytwarzania alkaniny/szikoniny o 50%
w stosunku do kontroli w hodowli zawiesinowej A. euchroma (Publikacja 7).

Analizowano wplyw PFD odgazowanej, nasycanej powietrzem lub etylenem na wzrost komorek
w hodowli zawiesinowej oraz przebieg akumulacji i wydzielania do podiozy pohodowlanych
alkaniny/szikdniny i ich pochodnych. Kontrole stanowita hodowla bez dodatku PFD.

Ciekle perfluorozwigzki to syntetyczne pochodne alifatycznych lub cyklicznych weglowodorow,
w ktérych wigkszoé¢é lub wszystkie atomy wodoru zostaly zastapione podstawnikami
fluorkowymi. Ciekle perfluorozwiazki nie mieszaja si¢ z mediami hodowlanymi i pozywkami
oraz charakteryzuja sie wysoka stabilnodcig termiczna, chemiczng i biologiczna (Pilarek et
Szewczyk, 2005; 2008). W biotechnologii roslin ciekle perfluorozwigzki byly dotychczas
stosowane jedynie jako no$niki gazéw oddechowych oraz innych niepolarnych gazdw.
Niniejsze opracowanie jest pierwszym wykorzystujacym ciekly perfluorozwiazek nie tylko jako
nosnik gazéw ale takze jako ekstrahent in sifu.

Perfluorodekalina, stosowana w przeprowadzonych doswiadczeniach, jest pochodng

dwupierscieniowego weglowodoru nasyconego - dekaliny i powstala w wyniku wysycenia
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szkieletu weglowego podstawnikami fluorkowymi. Jest bezbarwna i bezzapachowa cieczg
0 gestoéci prawie dwukrotnie wickszej od gestosel wody a po dodaniu do ukladu hodowlanego,
nie mieszata sie z ciekta pozywka tworzac na dnie naczynia odrgbng warstwe perfluorowang.
W kontroli oraz wariantach hodowli z PFD odgazowana i napowietrzana uzyskano podobne
wskazniki przyrostu $wiezej i suchej biomasy (7-krotne 1 4-krotne). Wyjatek stanowila hodowla
uzupetniana PFD nasycang etylenem, w ktérej wskaznik przyrostu byt 5-krotny.
Technikg HPLC-UV-DAD analizowano zawartos$¢ barwnych naftochinonéw w ekstraktach
przygotowanych z komdrek, fazy wodnej - pozywek oraz fazy perfluorowanej. W ekstraktach
tych stwierdzono obecno$é od trzech do osmiu pochodnych alkaniny/szikoniny. W najwigkszej
ilogci wystgpowata prawdopodobnie acetyloszikonina ale analiza ilo$ciowa tg technikg nie byta
mozliwa. Przyczyna bylo pojawienie si¢ zwiazku o takim samym czasie retencpl ¢o
acetyloszikonina ale o odmiennym widmie UV. Dlatego tez wykonano hydrolize zasadowa
przygotowanych ekstraktow a zawartosé alkaniny/szikoniny zbadano spektrofotometrycznie.
Ponadto przeprowadzono takze analizg chiralna, ktora pozwolita stwierdzenie wystgpowania
zardwno alkaniny, jak i szikoniny w ekstraktach.
Najwyzsza calkowita zawartos¢ alkaniny/szikoniny (tj. lacznie w suchej masie komorek,
warstwie wodnej i perfluorowanej) zanotowano w hodowli uzupetnianej napowietrzang PFD —
23,23 mg/kolbe i byta ona o 50% wyzsza niz w kontroli. Ponadto w wariantach hodowli z PFD
odgazowana i napowietrzang wigksze ilosci barwnych naftochinonéw byly wydzielane do
podtozy niz akumulowane przez komorki, przy czym do trzeciego tygodnia hodowli wigce]
badanych zwiazkow stwierdzano w fazie perfluorowanej niz wodnej.
Wystepowaly roznice we wzajemaych proporcjach w zawartosci alkaniny 1 szikoniny
w poszezegélnych wariantach hodowli. W komoérkach z hodowli kontrolnej zanotowano
8-razy wiecej alkaniny niz szikoniny, natomiast w fazie wodnej pozywki przewazata szikonina.
W hodowlach uzupelnionych PFD napowietizang 1 nasycana etylenem dominujgcym
enancjomerem byla alkanina, w tym ostatnim przypadku jej ilosé byla 26-krotnie wyzsza niz
szikoniny. W wariancie z PFD napowietrzang alkanina i szikonina byly wykrywane
w komoérkach i fazie PFD w rownych ilosciach. Natomiast w fazie wodnej pozywki alkanina 6-
krotnie przewyzszata zawartos¢ alkaniny.

Zastosowanie fazy perfluorowanej jako nosnika gazéw i ekstrahenta in sifu, okazato sie
niezwykle skutecznym podejsciem pozwalajacym na 50% zwiekszenie akumulacji barwnych
naftochinonéw w hodowlach zawiesinowych A. euchroma bez zahamowania w przyrostow

biomasy komérek.
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Prowadzone badania dotyczace zwickszenia wytwarzania metabolitdéw wtérnych
w kulturach komorek 1 tkanek roslinnych in vitro zaowocowaly przygotowaniem zgloszenia
patentowego nr P.404726.
Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie perfluorozwigzkéw do ekstrakeji in sifu roslinnych
metabolitow z hodowli biomasy roslinnej prowadzonej w warunkach in vifro.
Ekstrakcja in situ stosowana jest w celu usuwania nagromadzonego w medium hodowlanym
produktu (lub produktéw) metabolizmu komorek. Bezposrednie usuwanie metabolitow w trakcie
prowadzenia hodowli wymaga zastosowania jako ekstrahentéw inertnych zwigzkow
chemicznych, ktére nie powodujg zmian patologicznych w fizjologii oraz morfologii
hodowanych komérek, tkanek, organéw rolinnych czy tez catych roslin.

Zgodnie ze zgloszeniem patentowym w charakterze medium do ekstrakeji stosuje si¢ ciekle
perfluorozwigzki, ktore dodaje si¢ do ukladu hodowlanego na poczatku hodowli i nastepnie
prowadzi sie hodowle znanymi metodami. Mozliwe jest takze dodanie perfluorozwigzku
w dowolnym momencie trwania hodowh.

Inertne biologicznie perfluorozwiazki nie majg zadnego negatywnego wplywu na komoérki
hodowanej biomasy roslinnej. Zwazywszy ze skladniki medium hodowlanego nie rozZpuszezaja
sie w perfluorozwigzkach, ich dodatek do uktadu hodowlanego nie wptywa na ilosciowy sklad
medium hodowlanego. Usytuowanie fazy perfluorowanej na dnie naczynia hodowlanego nie
ogranicza wymiany masy pomiedzy pozywky a faza gazows obecng w naczyniu hodowlanym
nad pozywka. PFC sa stabilne w pelnym zakresie temperatur wykorzystywanych w hodowlach

in vitro roslinnego materiatu biologicznego.

Badania fitochemiczne i biologiczne

Ekstrakty n-heksanowe uzyskane z hodowanych in vifro trzech linii korzeni
transformowanych L. canescens analizowano stosujgc techniki chromatograficzne i spektralne:
GC-MS, ESI-MS oraz NMR (Publikacja 3). Ekstrakty przygotowano z korzeni rosngcych
w pozywkach LS (0,604 g) i M9 (0,425 g).

7 ekstraktow tych wyizolowano pochodne alkaniny: izobutyryloalkanine, B,p-dimetylo-
akryloalkanine, acetyloalkanina, P-hydroksyizowaleryloalkanine, dwa zwigzki sterolowe:
stigmasterol i sitosterol, mieszaning szikonofurandw C 1 D oraz estry metylowe kwasu

palmitynowego i oleinowego.

Okreslenie struktury wyizolowanych pochodnych alkaniny wykonano metoda NMR (COSY,
HMQC, HMBC i NOESY).
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Przedstawione badania wykazaly, po raz pierwszy, obecnos¢ sigma- 1 sitosterolu oraz estrow
metylowych kwasow oleinowego i palmitynowego w materiale rodlinnym jakim byly korzenie
transformowane L. canescens.

Po raz pierwszy wykazano réwniez obecnodé, w ekstraktach z korzeni transformowanych
L. canescens, pochodnych alkaniny: acetyloalkaniny, B,B-dimetyloakryloalkaniny oraz
szikonofuranéw C i D. Do tej pory zwigzki te wykrywano i identyfikowano tylko w korzeniach
L. erythrorhizon. Rowniez, wykryta  w analizowanych  ekstraktach B-hydroksy-
izowaleryloalkanina, byta dotychczas opisywana jako skladnik korzeni Arnebia euchroma
iA. hispidissima.

7 tkanki kalusowej oraz hodowli zawiesinowych 4. euchroma in vitro otrzymano
ekstrakty n-heksanowe (Publikacja 5), odpowiednio 0,59 g i 0,91 g Wyizolowano
i zidentyfikowano zwiazki wystgpujgce ww. ekstraktach. Przeprowadzono badania aktywnosci
cytotoksycznej i przeciwdrobnoustrojowej wyodrgbnionych zwigzkéw (Publikacja 6).

7 ekstraktow uzyskanych z hodowli zawiesinowych wyizolowano: deoksyalkaning, linolan
metylu, 2"-(S)-o-metylobutyryloalkaning, mieszaning trojglicerydow kwasow thuszczowych,
wtym palmitynowego, stearynowego i 8-Z- lub 9-Z- lub 11-Z lub 9-£-oktadekanowego,
izobutyryloalkanine, propionyloalkaning, acetyloalkaning, kwas linolenowy, p-sitosterol,
jasmonianu  metylu,  terakryloalkaning B-hydroksyizowaleryloalkaning, — mieszaning
1-monoglicerydéw (w jej sktad wehodzily kwasy: palmitynowy (73,8%), stearynowy (17,3%)
i oleinowy (8,9%).

7 tkanki kalusowej wyodrebniono: deoksyalkaning, izobutyryloalkaning, 2"-(S)-o-
metylobutyryloalkanine, acetyloszikoning, kwas linolenowy i B-sitosterol.

Identyfikacje wymienionych zwigzkéw wykonano metoda NMR (COSY, HMQC, HMBC
i NOESY) oraz GC-MS.

Alkanine, acetyloalkaning, izobutyryloalkaning, B-hydroksyizowaleryloalkanine,
2"-(S)-a-metylobutyryloalkaning, propionyloalkaning i terakryloalkanine wyizolowano po raz
pierwszy z komorek A. euchroma hodowanych in vitro. Natomiast [-hydroksy-
izowaleryloalkanina i terakryloalkanina zostaly po raz pierwszy stwierdzone wsréd metabolitow
gatunkow nalezacych do rodzaju Arnebia.

Poréwnano aktywno$é przeciwdrobnoustrojowa ekstraktow przygotowanych z kalusa
i komérek z hodowli zawiesinowej oraz wyizolowanych z nich naftochinonow. Ich aktywnosé
badano wobec nastepujacych szezepdw bakteril gramdodatnich: Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) oraz gramujemnych: Escherichia coll
(ATCC 25922), Emterobacter cloacae (ATCC 13047), Klebsiella prneumoniae (ATCC 13883)
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i Pseudomonas aeruginosa (ATCC 227853). Ponadto wobec patogennych grzybéw: Candida
albicans (ATCC 10231), C. tropicalis (ATCC 13801) 1 C. glabrata (ATCC 28838).

Obydwa rodzaje ekstraktow roslinnych wykazywatly bardzo szerokie spektrum dziatania
przeciwbakieryjnego i przeciwgrzybiczego. Sposréd  wyizolowanych zwigzkéw najbardzie)
aktywne byty, zgodnie z przedstawiong kolejnoscis, alkanina, acetyloszikonina, B-hydroksy-
izowaleryloalkanina i izobutyryloalkanina. Interesujacym jest, ze acetyloszikonina byla znaczne
bardziej aktywna w przeprowadzonych testach, niz jej enancjomer — acetyloalkanina.

Wykonano réwniez badania aktywnoscei cytotoksycznej wyizolowanych zwigzkow w hodowlach
komoérek  biataczki  (CCRF-CEM), nowotworu  piersi (MDA-MB-231), glejaka
wielopostaciowego (U251) oraz raka jelita grubego (HCT 116). Sposroéd dziewigeiu
przebadanych zwiazkéw, najwyzszg aktywnosé we wszystkich hodowlach komérkowych
wykazywata 2"-(S)-a-metylobutyryloalkanina. Byta ona nawet bardziej aktywna niz alkanina,
ktéra jest uwazana za pajbardziej cytotoksyczng wéréd tej grupy zwigzkéow. Rowniez
acetyloalkanina i izobutyryloalkanina wykazywaly wyzsza aktywnos¢ cytotoksyczng niz
alkanina. Natomiast deoksyalkanina, B-hydroksyizowaleryloalkanina, propionyloalkanina
i acetyloszikonina charakteryzowaty si¢ podobng cytotoksycznoscia w badanych hodowlach
komorek nowotworowych. Aczkolwiek —propionyloalkanina nie dzialata cytotoksycznie

na komorki glejaka wielopostaciowego.

Podsumowanie

Osiagnieciem naukowym zaprezentowanym w ninjejszym opracowaniu bylo znaczne
zwickszenie wydajnosci metabolitow wtornych w kulturach in vitro komorek 1 organow
rodlinnych poprzez zastosowanie roznych strategi intensyfikacji ich wytwarzania.

Uzyskano 8-krotne zwigkszenie wytwarzania pochodnych szikoniny w hodowli korzeni
transformowanych L. canescens w wyniku okreslenia optymalnego dnia wymiany pozywki, ze
stymulujgcej przyrosty biomasy na pozywke produkcying.

Otrzymano 2-krotnie wyzsza wydajnosé alkaniny/szikoniny w hodowlach zawiesinowych
A. euchroma dzieki zastosowaniu perfluorozwiazku - perfluorodekaliny, jako nosnika gazéw
i ekstrahenta in situ.

Jednoczesne uzycie prekursora biosyntezy taksandw (L-fenyloalaniny) oraz elicytora
(jasmonianu metylu) pozwolio na 14-krotne zwickszenie akumulacji paklitakselu w hodowli
korzemi transformowanych 7. x media var. Hicksii, Natomiast w przypadku hodowli

zawiesinowych 4. euchroma, w warunkach przeprowadzonych do$wiadczen, uzupeinienie
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podioza prekursorem biosyntezy alkaniny/szikoniny iich pochodnych (L-fenyloalaning) nie
powodowato zwigkszenia akumulacji tych zwiazkow.

[stotnym osiggnicciem bylo wprowadzenie po raz pierwszy fransgenu syntazy
taksadienowej (genu fxs) do komérek 7. x media. Wykazano, ze jednoczesna obecnos¢ gendw
rol i genu #xs skutkuje najwyzsza wydajnoscia taksandw w hodowli zawiesinowe], prowadzonej
w pozywee produkcyjnej 1 w obecnodei jasmonianu metylu.

Ponadto z korzeni transformowanych L. canescens wyizolowano zwigzki, ktore
dotychczas opisywano jedynie w korzeniach naturalnych gatunku L. erythrorhizon, np.
acetyloalkaning, B,p-dimetyloakryloalkaning oraz szikonofurany C i D. Oznaczono takze

zwiazki opisane po raz pierwszy wsréd metabolitdw  rodzaju Arnebia,  np.

B-hydroksyizowaleryloalkaning czy terakryloalkaning.

Wykazano takze dzialanie przeciwdrobnoustrojowe 1 przeciwnowotworowe
wyizolowanych zwiazkow naftochinonowych.

Zaprezentowane badania pozwolity na okreslenie wplywu roznych parametréw, np.
aktywnosci dodatkowo wprowadzonego genu szlaku biosyntezy taksanow, ekstrakeji in sify, na
poziom wytwarzania pozadanych metabolitow w badanych rodzajach roslinnych kultur in vitro.
Uzyskane w niniejszej pracy wyniki badaf istotnie poszerzyly aktualny stan wiedzy na temat
wytwarzania taksanéw i barwnych pochodnych alkaniny/szikoniny w rodlinnych kulturach in
vitro oraz zaowocowaly przygotowaniem zgloszenia pateniowego dotyczacego zastosowania

perfluorozwiazkow do ekstrakeji in situ.
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5. Omdéwienie pozostalych osiagnieé nankowo-badawezych

Moja cata droga zawodowa zwiazana jest z biotechnologia rosln leczniczych.
Zajmowatam si¢ badaniami nad wykorzystaniem };otencja%u komérek, tkanek i organow
roslinnych hodowanych in vitro, do wytwarzania metabolitéw wtornych nalezgeych do réznych

grup chemicznych.

5.1 Dzialalnoéé naukowo-badaweza przed uzyskaniem stopnia doktora

Wraz z rozpoczeciem pracy w zespole Pani prof. dr hab. dr h.c. Mirostawy Furmanowej,
zoslalam zaangazowana w prowadzenie badan nad otrzymywaniem hodowli komarek, tkanek
i organdw dwoch odmian cisa Taxus x media.

W rezultacie prowadzonych prac uzyskalam hodowle tkanki kalusowe] nierdznicujacej
i réznicujacej korzenie, hodowle zawiesinowe w kolbach 1 bioreaktorze oraz hodowle jednej linii
korzeni transformowanych (linia KT). Jest to jedyna linia korzeni transformowanych gatunku
7. x media opisywana dotychczas w dostepnych publikacjach naukowych. Otrzymanie tej linit
bylo jednym z najtrudniejszych etapéw mojej pracy, co wynika z malej podatnosci rosiin
nagozalazkowych na transformacj¢ za pomoca A. rhizogenes.

Wyniki tych badan stanowity tres¢ mojej pracy doktorskiej, ktorg obronitam 20.06.2001 r.,
i ktora uzyskata wyréznienie decyzjg Rady Wydziatu Farmaceutycznego AM.

W czasie realizacji badan zwigzanych z praca doktorska. odbylam staz na Wolnym
Uniwersytecie w Brukseli pod kierunkiem prof. Mondhera Jaziriego. Zapoznatam  si¢
7 zastosowaniem immunochemicznego testu ELISA do wykrywania 10-deacetylobakkatyny I
w tkankach ciséw. Jednoczeénie, pod kierunkiem dr Gregorego Laskarisa, w The Natural
Products Laboratory of the IBL (Institute Biology Leiden), nabylam umiejgtnosel detekeji
taksandw technika HPLC.

Ukonczytam réwniez kurs dotyczacy techniki wysokosprawne} chromatografii cicczowej HPLC
zorganizowany przez Akademi¢ Medyczng w Lublinie oraz kurs embriologii eksperymentalne)
roslin na Uniwersytecie im. A. Mickiewicza w Poznaniu,

Ponadto zapoznalam sie technikg PCR na kursie zorganizowanym przez firmg DNA-Gdansk
i Katedre Mikrobiologii Politechniki Gdanskiej we wspdtpracy z A & A Biotechnology.

W 1998 r. bratam udziat przygotowaniu i obsludze migdzynarodowego seminarium pt:
_Seminar on taxoids” zorganizowanego przez nasza Katedre. Ponadto w 2005 r. bralam udzial
przygotowaniu i obstudze migdzynarodowego seminarium pt: “International Symposium on
Polish-German Cooperation in Natural Drug Research™ organizowanego przez Komitet Teraptl

i Nauk 0 Leku Polskiej Akademii Nauk.




5.2. Dzialalno$é naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych kontynuowatam prace nad
zastosowaniem metod biotechnologicznych do pozyskiwania taksanéw w kulturze korzeni
transformowanych  Taxus x media var. Hicksii linii KT. Podjglam réwniez badania nad
wytwarzaniem naftochinonéw w kulturach korzeni transformowanych Lithospermum canescens
oraz w hodowli tkanki kalusowej i hodowli zawicsinowej Arnebia euchroma z rodziny
Boraginaceae.

Prace te zaowocowaly publikacjami przedstawionymi do ninigjszego postgpowania
habilitacyjnego.

Ponadto zajmowatam sie opracowaniem warunkdw mikrorozmnazania gatunkow: Onosma
paniculatum,  Lithospermum  canescens, Rindera graeca. Wyniki tych badan zostaty
opublikowane lub tez byly prezentowane na krajowych izagranicznych konferencjach
naukowych.

Otrzymalam réwniez hodowle korzeni naturalnych, naturalnych regenerowanych z tkanki
kalusowej oraz transformowanych R. graeca. Sa one przedmiotem intensywnych badan
fitochemicznych, ktorych celem jest opracowanie ich profilu chemicznego.

W roslinach R graeca rozmnazanych in vitro oraz w korzeniach tego gatunku roznego
pochodzenia, okreslatam zawartos¢ kwaséw fenolowych: rozmarynowego, litospermowego
i litospermowego B. Te ostatnie badania stanowily tematyke dwoch prac magisterskich, ktorych
byfam naukowym opiekunem.

W celu poszerzenia tematyki moich prac badawczych o techniki biologii molekularnej,
ukonczylam szereg kurséw organizowanych przez Katedre Genetyki i Ogélnej Hodowli
Zwierzat SGGW i wspdtfinansowanych ze srodkow Unii Europejskiej w ramach Europejskiego
Funduszu Spofecznego ,Kapital Ludzki, Narodowa Strategia Spdjnosci”, przez Instytut
Zoologii w Warszawie oraz CMKP w Warszawie. Zapoznatam si¢ takze z technikg western blot
na kursie przeprowadzonym w CMKP w Warszawie.

Korzystajac ze $rodkéw grantu (N N405 362537), ktérego jestem kierownikiem.
przystapitam takze do organizowania pracowni biotechnologii molekularnej w Zakladzie

Biologii Fanmaceutycznej i Biotechnologii Roslin Leczniczych WUM.

5.3. Projekty badawcze

1. N N405 362537. Kierownik projektu ze wspolwykonawca zagranicznym: dr Katarzyna
Svkiowska-Baranek. Tytul projektu: ,.Wytwarzanie taksandw i innych zwigzkéw w organach
transforowanych Taxus x media var. Hicksii z hodowli in vitro™ (2009-2014);
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[§S]

 Nr 3499/B/P01/2007/33. Kierownik projektu ze wspGtwykonawca zagranicznym: dr hab.
Agnieszka Pietrosiuk. Tyt projektu: ,,Wybrane rosliny lecznicze z rodziny Boraginaceae
jako zrédto naftochinonéw — badania biotechnologiczne, fitochemiczne i biologiczne™ (2007-

2013) — gléwny wykonawca;

3. Nr PBZ-KBN-092/P05/2003. Kierownik projektu: prof. dr hab. Mirostawa Furmanowa. Tytut
projektu: .. Poszukiwanie nowych Zrodet produktéw naturalnych o aktywnosci biologicznej:
przeciwdrobnoustrojowej,  przeciwzapalnej.  przeciwutleniajace] | cytostatyczne]  —
pozyskiwanych z wybranych gatunkéw roélin z hodowli in vive 1 in vitro, z wykorzystaniem

metod biotechnologicznych®™ (2003-2006) — wykonawca;

4. Nr 4 POSF 028 18. Kierownik projektu: dr Agnieszka Pietrosiuk. Tytut projektu:
"Poszukiwanie  zwiazkéw  barwnych - pochodnych  naftochinondw  ialkaloidow
pirolizydynowych w roslinach i kulturach in vitro trzech gatunkdw: Lithospermunt canescens,

Onosma paniculatum i Arnebia euchroma”. (2000-2003) — wykonawcea;

5. N PO5F02812. Kierownik projektu: dr Olga Olszowska. Tytut projektu: ., Wykorzystanie
réznych metod biotechnologii roslinngj do otrzymywania paklitakselu 1 jego pochodnych -

hodowla tkankowa, i badania analityczne” (1997-200]) - wykonawea;

6. 01.01.-31.12.1997 — indywidualna subwencja dzialalno$ci statutowej S/137: "The
influence of medium composition and elicitors feeding on production of 10-deacetylbaccatin

IM1 and paclitaxel in tissue culture of two vaneties of Taxus x media Rehd.";

7. 01.10.1995 - 30.09.1996 — indywidualna subwencja dzialainesci statutowej S/59: “In vitro
culture of two varieties of Taxus x media: T. x media var. Hicksii and Taxus. x media var.

Harfieldii”;

8. Nr 6 P206 003 05. Kierownik projektu: prof. dr hab. Mirostawa Furmanowa. Tytul projektu:
. Wykorzystanie metod biotechnologii rodlinnej do otrzymywania taksolu i jego pochodnych™

(1993 -1995) — wykonawca.

5.4. Szkolenia

1. 10-11.04.2014r. — Kurs: ,.PCR czasu rzeczywistego — zastosowania w biologii i medycynie —
kurs praktyczny™. Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego. Warszawa.
2. 1=03.10.2013 r. — Kurs: “Charakterystyka bialek: elektroforeza SDS PAGE 1 .western

blotting™. Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego. Warszawa.



. 26-28.09.2013 r. — Kurs: ,, Tradycyjny i digital Real Time PCR”. Muzeum i Instytut Zoologii,
Warszawa.
. 14-16.01.2011 r. — Kurs: . Metody wykrywania mutacji punktowych”. SGGW, szkelenie
zorganizowane w ramach projektu ,,Nowoczesne metody ochrony zasobéw genowych oraz
aplikacja technik molekulamych w naukach przyrodniczych —  cykl szkolen™
wspotfinansowanego ze $rodkéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu
Spolecznego , Kapitat Ludzki, Narodowa Strategia Spojnosci™.
. 11-13.06.2010 1. — Kurs: “Bezposérednie sekwencjonowanie produktu PCR™. SGGW,
szkolenie zorganizowane w ramach projektu . Nowoczesne metody ochrony zasobow
genowych oraz aplikacja technik molekularnych w naukach przyrodniczych — cykl szkolen™
wspétfinansowanego ze $rodkow Unii Europejskicj w ramach Europejskiego Funduszu
Spotecznego ,,Kapital Ludzki, Narodowa Strategia Spojnosci™.
C19-21.03.2010 r. — Kurs: ,,Wykorzystanie programu MS EXCEL w opracowaniu wynikéw
badan przyrodniczych”. SGGW, szkolenie zorganizowane w ramach projektu ,,Nowoczesne
metody ochrony zascbéw genowych oraz aplikacja technik molekularnych w naukach
przyrodniczych — cykl szkolen” wspotfinansowanego ze srodkéw Unii Europejskie] w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego , Kapitat Ludzki, Narodowa Strategia Spojnosei”.
. 5-7.03.2010 r. — Kurs: *Metody izolacji DNA oraz polimorfizm STR w genotypowaniu™.
SGGW, szkolenie zorganizowane w ramach projektu ,,Nowoczesne metody ochrony zasobdw
genowych oraz aplikacja technik molekularnych w naukach przyrodniczych — cykl szkolen™
wspoHfinansowanego ze Srodkow Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu
Spotecznego . Kapitat Ludzki, Narodowa Strategia Spojnosei™.
. 29-30.01.2010 r. - Kurs: .Real-Time PCR reakcja PCR z analiza przyrostu ilosci produktu
w czasie rzeczywistym”. SGGW, szkolenie zorganizowane w ramach projektu ,,Nowoczesne
metody ochrony zasobow genowych oraz aplikacja technik molekularnych w naukach
przyrodniczych — cykl szkolen™ wspdtfinansowanego ze $rodkdw Unii Europejskicj w ramach
Europejskicgo Funduszu Spotecznego . .Kapital Ludzki, Narodowa Strategia Spojnosci™.
. 3-5.02.1999 r. - Kurs "Technika PCR (Polymerase Chain Reaction) 1 jej zastosowania’
DNA-Gdansk i Katedra Mikeobiologii Politechniki Gdanskiej we wspolpracy z A& A
Biotechnology.

2-6.06.1997 r. - Kurs .Wysokosprawna Chromatografia Cieczowa (HPLC) - teoria.
metodyka | metody optymalizacji warunkow analizy”. Katedra Chemii Nieorganiczne)

i Analityczne] Wydziatu Farmaceutycznego AM w Lublinie.



11. 23-28.09.1994 r. - Kurs , Embriclogia Eksperymentalna Roslin”. Zakiad Botaniki Ogolnej
Instytutu Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu

- w programie Tempus IEP 2349-92. =

5.5. Staze zagraniczne

7.09 - 4.10.1997 r. — pobyt majgcy na celu szkolenie w zakresie wykorzystania metody ELISA
(Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay) do oznaczania zwigzkéw naturalnych, odbyte pod
kierunkiem prof. dr M. Jaziriego, w Laboratory of Plant Morphology and Biotechnology Free
University of Brussels.

Réwnoczesnie, w dniach 19-21.09.1997 r., pod kierunkiem dr Gregorego Laskarisa, w the
Natural Products Laboratory of the IBL (Institute Biology Leiden) kierowanym przez prof. Roba
Verpoorte, odbylam szkolenie w zakresie ekstrakcji, oczyszczania technikg SPE oraz analizy

HPLC UV-DAD prébek przygotowywanych z réznych organow i tkanek ciséw.

5.6. Czlonkostwo towarzystw naukowych:

1. Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne,
2. Society for Medicinal Plant Researcli (Gesselschaft tlir Arzneiptlanzen Forschung),

3. The Federation of European Societies of Plant Biology (FESPB).

5.7. Dzialalnoé¢ edukacyjna i popularyzatorska
Dziatalnosc edukacy)na:

1. Prowadzenie éwiczeit 1 seminariow z dwdch przedmiotdw: biologii z genetyka oraz botaniki
farmaceutycznej z podstawami biotechnologii roslin, dla studentéw [ roku Wydzialu

Farmaceutycznego Kierunkua Farmacja;

S

Kierownik ¢wiczen z przedmiotu ,,Botanika farmaceutyezna” w latach 2008-2013;

3. Czlonek Rady Pedagogicznej | roku Wydzialu Farmaceutycznego Kierunku Farmacja (2008-
2013);

4. Prowadzenie wyktadow i ¢wiczen w bloku fakultatywnym ..Biotechnologia w ochronie
zdrowia” dla studentdw 1V roku Wydzialu Farmaceutycznego:

5. Prowadzenie ¢wiczen dotyczacych kuftur komorek, tkanek i organdéw roslin in wvitro
organizowanych dla studentow Il roku Miedzywydzialowego Centrum Biotechnologii
Politechniki Warszawskiej;

6. Opiekun naukowy oémiu prac magisterskich na Kierunku Farmacja oraz dwdch na Kierunku

Biotechnologia Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej,
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7. Promotor pomocniczy pracy doktorskiej mgr farm. Marty Grech-Baran pt.:
_Biotransformacja glikozydéw fenolowych w kulturach korzeniowych Rhodiola kirilowii

(RegelyRegel et Maximowicz”, promotor dr. hab. Agnieszka Pietrosiuk.

Dziatalno$¢ popularyzatorska:

1) —wyktad pt.: ,Biotechnological methods applied for taxanes production in Taxus x media
cells and organs” wygtoszony na posiedzeniu Komitetn Terapii i Nauk o Leku PAN,
Warszawa (13.10.2010). Autorzy: K. Syklowska-Baranek, M. Bonfill, A. Pietrosiuk,

M.Furmanowa;

[
—

- wyklad pt.: “Inzvnieria metaboliczna w pozyskiwaniu zwigzkéw naturalnych pochodzenia
roslinnego” wygloszony na  posiedzeniu referatowym  Polskiego  Towarzystwa
Farmaceutycznego O/Warszawa (13.01.2009);

3) komunikat ustny pt. ,,Wplyw jasmonianu metylu na wytwarzanie taksanow w kulturach
zawiesinowych transformowanych i niezmienionych genetycznie komorek Taxus x media” —
3-cia Konferencja Naukowa Wydziatu Farmaceutycznego, Warszawa, 17.12.2010;

4) wspolautorstwo 48 plakatéw  prezentowanych na  konferencjach krajowych

i miedzynarodowych (Zatacznik 5). .

5.7.1. Dzialalnos¢ organizacyjna

Zaangazowana jestem w prace organizacyjne na rtzecz WUM oraz Wydziatu

Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej WUM.

Jestem cztonkiem nastgpujgcych komisji lub zespoldw:

1) Komisja Dyscyplinarna dla Doktorantéw WUM: w latach 2008 - 2012 r.,

2) Komisja Stypendialna dla Doktorantéw WUM : od 2009 r. - obecnie,

3) Wydzialowego Zespotu ds. Jakosci Ksztalcenia: w  latach 2011 — 2012 oraz zostalam
powolana na kadencje w Jatach 2012-2016. Ponadto bratam udzial w pracach Uczeinianego
zespolu  ds.  Jakosei  Ksztatcenia, w Zespole roboczym  ds.  systemu
E-sylabus: w 2013 .,

4) Komisji Rekrutacyjnej Wydziatu Farmaceutycznego: od 2009 r. - obecnie,

5) Komisji Uczelnianego Egzaminu Wstgpnego na studia — od 2005 r. — obecnie.

Ponadto uzyskatam uprawnienia egzaminatora maturalnego z przedmiotu biclogia (OKE

w Warszawie) i biore udzial w sprawdzaniu egzaminu wstepnego na studia w Warszawskim

Uniwersytecie Medycznym.



5.8. Recenzje

W czasopismach:

" - International Journal of Biotechnology — 1

- Applied Microbiology and Biotechnology — 3

- Engineering in Life Sciences — 1

- New Biotechnology -1

- Critical Reviews in Biotechnology — 1

- Journal of Agricultural Science and Technology — 1

- Acta Physiologiae Plantarum - 1

- British Biotechnology Journal - |

- Biologia Plantarum — 1.

5.9. Otrzymane nagrody

Nagrody Rektora Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego:

1.

28.10.2013 r. nagroda zespotowa naukowa drugiego stopnia za wspétautorstwo cykiu prac

dotyczacych badan fitochemicznych i biclogicznych pochodnych naftochinonu w kulturach

'\iiybranychm gatﬁhkéw z rbdzin& Bofaginaceac;

28.10.2013 r. nagroda organizacyjna trzeciego stopnia za efektywng pracg przy wdrozeniu
programéw ksztatcenia dla kierunku Farmacja oraz kierunku Analityka Medyczna na rok
akademicki 2012-2013;

24.10.2011 r. nagroda zespolowa naukowa trzeciego stopnia za wspotautorstwo cyklu
publikacji dotyczacych biotechnologii rodlin leczniczych;

29.10.2007 r. nagroda zespotowa naukowa drugiego stopnia publikacje z dziedziny
biotechnologii rostin leczniczych;

09.10.2006 r. nagroda zespolowa naukowa trzeciego stopnia za wspOtautorstwo cyklu
publikacji dotyczgcych biotechnologii roslin leczniczych;

20.06.2005 r. nagroda zespolowa naukowa drugiego stopnia za wspdfautorstwo publikacji
dotyczacych biotechnologii roslin leczniczych:

08.11.2004 r. nagroda zespolowa naukowa pierwszego stopnia za wspdlautorstwo cyklu
publikacji anglojezycznych dotyczgcych biotechnologii rostinne;;

6.11.2002 r. nagroda zespolowa dydaktyczna pierwszego stopnia za o0siggnigcia
dydaktyczne;

12.11.200% r. nagroda zespolowa naukowa drugiego stopnia za osiggnigcia w zakresic

biotechnologicznvch badan trzech gatunkow cisdw hodowanych w Polsce;
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10. 25.10.1999 r. nagroda zespotowa naukowa drugiego stopnia za cykl prac poswigconych

11.

biotechnologii roglin leczniczych gamnkéw: Rhodiola rosea, Taxus x media var. Hicksii
i Withania somnifera; - : -

26.10.1998 r. nagroda naukowa zespotowa drugiego stopnia za publikacje: ,Effect of
picloram and methyl jasmonate on growth and taxane accumulation in callus culture of
Taxus x media var. Hatfieldii” oraz “Camptothecin and 10-hydroxycamtothecin in catlus

and plantlets of Campltotheca acuminata™.

6. Wspolpraca naukowa

I. Naukowa wspdtpraca migdzynarodowa:

1)

z prof. Mercedes Bonfill i jej wspolpracownikami z Laboratorium Fizjologii Roslin
Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu w Barcelonie (Hiszpania). Wynikiem te]
wspdlpracy jest wspolna publikacja i prezentacje plakatowe dotyczace hodowli korzeni
i tkanek transformowanych ciséw.

z prof. Toanng Chinou i jej wspolpracownikami z Zaktadu Farmakognozji Wydziatu
Farmaceutycznego Umwersvtetu w Atenach (Grecja). Wynikiem tej Wspo%pracy sg wspolne
publikacje 1 prezentac;e p}akatowe dotyczace badan nad barwnymi naftochinonami

pochodnymi naftazaryny.

I1. Naukowa wspotpraca krajowa:

1)

3)

z dr Maciejem Pilarkiem z Zakladu Biotechnologii i Inzynierii Bioprocesowej Wydzial
Inzynierii Chemicznej i Procesowej Politechniki Warszawskiej. Wynikiem tej wspotpracy
jest wspdlna publikacja i zgloszenie patentowe dotyczace badai nad wykorzystaniem
cicklych perfluorozwiazkéw w biotechnologii roélin leczniczych.

z prof. Ewa Lojkowska i dr Anng Kawiak z Katedry Biotechnologii, Zakladu Ochrony
i Biotechnologii Roélin, Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii  UG-GUMed.
Wynikiem tej wspoipracy sa wspolne publikacje i prezentacje plakatowe dotyczace badan
nad aktywnoscia barwnych naftochinonéw pochodnych naftazaryny.

z dr Lukaszem Kuzma z Zakladu Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Katedry Biologi
i Biotechnologii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Wynikiem  te]
wspolpracy sa wspdlne prezentacje plakatowe dotyczace badan nad hodowiami korzens

transformowanych w bioreaktorach.
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4) z dr Marcinem Naliwajskim Katedry Fizjologii i Biochemii Roslin Uniwersytetu Lédzkiego.
Wynikiem tej wspétpracy jest wspdlna publikacja i prezentacja posterowa dotyczace badaf

nad aktywnoscia amoniakoliazy fenyloalaninowej (PAL).

7. Podsumowanie osiggnie¢ naukowo-badawcezych
Méj dorobek naukowo-badawczy obejmuje tgcznie:

1) Oryginalne petnotekstowe prace naukowe: 16, IF = 24,262; 299 pkt. MNiISW/KBN; 122,73
pkt. IC oraz 3 prace z fisty MNiSW (6 pkt.).

2) Jedng prace pogladowa i jedng popularnonaukows.

3} 48 wystapien na miedzynarodowych i krajowych zjazdach: 32 komunikatow na zjazdach
miedzynarodowych, 16 na krajowych.

4) Drziesigé recenzji publikacji w czasopismach z IF oraz jedng w czasopismie bez [F.

5} Udzial w realizacji 6 grantow badawczych finansowanych przez KBN/MNiSW/NCN oraz
dwaoch wlasnych projektéw badawczych finansowanych ze srodkéw WUM (dawniej AM
w Warszawie).

6) Eaczna liczba punktéw MNiSW, jaka uzyskaty prace z moim udziatem wynosi 305,
laczny IF = 24,262, liczba cytowan = 74 (bez autocytowaii), indeks Hirscha h = 5.

Koko poufuo g\kfow Lo aouelc
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