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anti-protozoal activity of abietane diterpenes 8alvia
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Preparative Biochemistry and Biotechnology 2016, DO
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Mo6j wktad w powstanie tej pracy polegat na hodokdrzeni
transformowanych w kolbach i aeroponicznym bioreadd,
wykonaniu analiz iléciowych metog UHPLC, wyizolowaniu
oczyszczeniu czterech diterpendw (taksodonu,taksodil 5-
deoksy-fuerstionu i 7-(2’-oksoheksylo)-taksodionuja
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manuskryptu. Moj udziat szaeuja 80%.
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Wprowadzenie w tematygkbadawcz publikacji zgtoszonych w pagtowaniu habilitacyjnym

Kazda ralina przeprowadza dwa rodzaje metabolizmu: podstaw(pierwotny) i
wtorny, ktorych produkty pelai odmienne funkcje. Do metabolitbw podstawowych
zaliczamy zwazki warunkujce podstawowe procesyyciowe raliny takie, jak wzrost,
podzialy komorkowe, oddychanie, czy rozmaaie. Do rdlinnych metabolitéw
podstawowych meemy zaliczy¢: biatka, weglowodany, tluszcze, czy kwasy nukleinowe.
Metabolity wtérne, jakkolwiek zazwyczaj nie baoudziatu w podstawowych procesach
zyciowych raliny, to mog, odgrywa w raslinie inne istotne role, np. ochrona przed atakiem
roslinnych patogendéw, w tym drobnoustrojow, czy udmigkonkurencji mgdzygatunkowej, a
takze ochrona przed promieniowaniem UV, nadmiernym [easem i metalami eizkimi.
Raosliny sg zrédtem bardzo zricowanych pod wzgbem struktury chemicznej i ¢gto
wartagsciowych m.in. dla lecznictwa metabolitow wtornycdWsrdéd nich mana wyr&nic
zwigzki alifatyczne, aromatyczne oraz heterocykliczriérzypuszcza ¢} ze rocznie
identyfikowanych jest okoto 4 tys. nowych fitozagkéw z grupy metabolitéw wtérnych
(Oksman-Caldentey i Inzé 2004). Wymbwanie danej grupy metabolitow wtérnych jest
czesto charakterystyczne dla rodziny, jak rowndla poszczegolnych gatunkéwslia, czy
nawet ich organow. Rbny wytwarzap je w matych ilgciach i gromadgz w specjalnych
strukturach, np. wakuolach, komodrkach olejkowychjrach mlecznych, wioskach
wydzielniczych. Znane gsprzyktady rélin, w ktérych miejscem akumulacji metabolitow
wtérnych g na przyktad korzenie (skopolamina, hioscyjaminaogzinie Solanaceae, czy
niektore diterpeny w rodzinie Lamiaceae) lubcik (kardenolidy w rodzajDigitalis).
Metabolity wtérne mog by¢ pozyskiwane z rdin rosmcych w warunkach glebowych (ze
stanu naturalnego i/lub z upraw). Takiedto pozyskiwania surowcéw leczniczych #eo
napotyk& szereg trudnai zwigzanych ze zmiennymi warunkami Klimatycznymi,

zanieczyszczeniami srodowiska oraz obecdoig patogendéw (szkodniki  &bnne,



mikroorganizmy chorobotworcze dlashm i cziowieka). Problematyczny bywa zteczas
trwania tradycyjnej uprawy, np. korzerien-szenia nadage s¢ dla lecznictwa otrzymuje si
po 5-7 latach prowadzenia plantacji.

Innym zrédtem pozyskiwania metabolitow wtornych moby¢ roslinne kultury in
vitro. Kultury in vitro, to hodowle protoplastow, komorek, tkanek lub odga raslinnych
(peddw, korzeni) na sztucznych podéxh. Kultury organdéw, w poréwnaniu do kultur
komorkowych, cgsto @ lepszym zrodiem pozyskiwania metabolitow wtornych, gdy
biosynteza wielu fitozvgzkow moe wymagé wyspecjalizowanych tkanek i/lub organéw
rosliny, np. korzeni. Ré&linne kultury in vitro prowadzone $ w sterylnych, scisle
kontrolowanych warunkach. Moa je prowadZi niezalenie od por roku, warunkow
klimatycznych i zanieczyszcadrodowiska. Rozwdj kultuin vitro okazat s¢ mazliwy dzieki
zdolnaci pojedynczej komorki somatycznej (lub protoplastio odtworzenia catej sbny
(totipotencja morfologiczna). Odizolowane od orgamii macierzystego komorki dilmne
potrafg tez wytwarza& i/lub akumulowa metabolity wtérne takie same, jak slioa
macierzysta (totipotencja chemiczna) (Skska 2001). Rdinne kultury in vitro mog
stizy¢ do prostego i szybkiego mikrorozniaaia rdélin, czy tez uzyskiwania rélin
genetycznie zmodyfikowanych w celu ich propagagjpokzyskiwania substancji biologicznie
czynnych. Przyktadem genetycznie zmodyfikowanycklimoych kultur in vitro s3 kultury
korzeni transformowanych. Maoa je uzyské&poprzez wektorowtransformagj genetycza z
wykorzystaniem bakterii glebowehgrobacterium rhizogenesvywotujacej u ralin tzw.
,chorole wiosnikowatdgsci” (Petit i wsp., 1986). Przeniesienie gendw mie@zocaryotaa
Eucaryota zachodzi wskutek obecém w komorkach bakteryjnych kolistego
pozachromosowego DNA - plazmidu Ri (Wasilewska oli¢ka, 2005). W tym plazmidzie
znajduje s} fragment transferowy DNA (T-DNA) (10-30 kpz). Peo¢-DNA, na plazmidzie
Ri znajduje sj region wirulencji yir region) oraz geny odpowiedzialne za katabolizrmopi
(Sevon i Oksman-Caldentey 2002). Opiny, to gppénia aminokwasow z kwasami
karboksylowymi. § one wykorzystywane prze&. rhizogenegako zrodio wegla i azotu
(Schell 1987)A. rhizogenesnaze biosyntetyzowarozne opiny. W zwiazku z tym szczepy
tej bakterii dzieli s} na agropinowe, mannopinowe i kukumopinowe (Petisp. 1986; Schell
1987). W zalenosci od szczepu bakteryjnego T-DNA aeoby pojedynczy lub podzielony
na dwa odcinki: prawy (TR-DNA, 19-20 kpz) i lewyL(-DNA, 8-20 kpz). Przyktadowo, u
szczepOw bakteryjnych typu kukumopiny i mannopinysipuje plazmid z pojedynczym
fragmentem T-DNA, natomiast szczepy agropinowe gmBpDNA zbudowane z dwoch
odcinkéw (TL-DNA i TR-DNA) (De Paolis i wsp. 1985Kazdy z nich, niezalenie od siebie,



integruje s¢ z genomem komorki tinnej. Na TL-DNA zidentyfikowano loci co najmniej
czterech genow (tzw. rol genyplA, rolB, rolC i rolD, ktére dziataj synergistycznie, a ich
ekspresja niezfgna jest do utworzenia korzeni Wtokowatych. Palazon i wsp. (1997)
donosz, ze powstawanie korzeni wdnikowatych zaley od ekspresji genowolB, z& geny
rolC warunkug ich wzrost. Na TR-DNA zlokalizowane geny biosyntezy auksyn oraz opin
(Wysokinska 2000 a). Na plazmidzie bakteryjnym wepsie take rejon wirulencji (30-40
kpz). W rejonie tym znajdajsie 24 geny, tzwvir geny zgrupowane w operony (Rakoczy-
Trojanowska 2001). Ekspresja gendwD prowadzi do syntezy enzymu wycigeggo
odcinek T-DNA z bakteryjnego plazmidu Ri. BiatkarD2 nacina T-DNA w miejscu
sekwencji granicznych. Rplgenow virB jest kodowanie biatek blonowych, przez ktére
przechodzi odcinek T-DNA. Wraz z biatkiemrE2 powstaje kompleks z T-DNA zdolny do
przegcia przez btoa jadrowg. W procesie transformacji biprowniez udziat genychvA,
chwB i chvE mapce loci w chromosomie bakteryjnym. GeoiivA i chvB kodup biatka
bedace odpowiedzialne za pmizenie bakterii z komogkroslinng, a genchvk bierze udziat w
aktywacji genowvir (Petersen i wsp. 1989). W wyniku transformacji mamog A.
rhizogenespochodacy z plazmidu bakteryjnego Ri transferowy DNA (T-BN ulega
trwatemu zintegrowaniu z genomem komorkiliimej. Po zakzeniu eksplantatu bakteri.
rhizogenes zazwyczaj z miejsca injekcji zaczyaayyrastg korzenie wignikowate. Po
oddzieleniu od eksplantatu i eliminacji bakterigrkenie transformowane mggosraé na
statym lub w ptynnym podia. W warunkachin vitro kultury korzeni transformowanych
charakteryzuj sie brakiem geotropizmu, plagiotropizmem oraz wytwggdeezne korzenie
boczne ze zwkszony stref wiosnikowg (Sevon i Oksman-Caldentey 2002). W rezultacie
zakaenia z jednego eksplantatu ama otrzyma liczne korzenie winikowate, z ktorych
kazdy daje pocatek jednej linii. Kada z nich mee r&ni¢ sig od pozostatych morfologji
intensywndcig wzrostu oraz zawarfoig metabolitbw wtérnych. Z tych powodow, selekcja
odpowiednich linii jest istotha dla otrzymania kult korzeni transformowanych,
charakteryzujcych wysokim przyrostem biomasy i wysokim poziomemetabolitow
wtérnych. Korzenie winikowate posiadgj szereg korzystnych wdeiwosci. Mianowicie,
charakteryzuj sie stabilngciag genetycza i biochemiczg, wysokim i na ogo6t szybkim
przyrostem biomasy oraz mavoscig prowadzenia hodowli na da skak w bioreaktorach
(Wysokinska, 2000 b). Dodatkowo, korzenie transformowane ogét nie wymagaj
dodawania do podia hodowlanego zwykle drogich regulatoréw wzrostuzacznie obuia
koszty prowadzenia kultury. Nierzadko znamiennyldiezeni transformowanych jest wysoki

potencjat w odniesieniu do biosyntezy metabolitowbnwych w poroéwnaniu do kultur



komdrkowych, a take ralin macierzystych (Wasilewska i Krélicka, 2005). s$kéd
biosyntetyzowanych w kulturach korzeni ihikowatych fitozwazkéw mazna znale¢ nie
tylko te charakterystyczne dla danego gatunku,tateée nowe, dotychczas nie wykryte w
roslinie (co znalazto potwierdzenie tak w moich badaniach). Przyktadeny siewki
Catharanthus roseuspoddane transformacji szczepem 15884 rhizogenes ktére w
korzeniach transformowanych wytwarzajzwigzek: 3,7,11,19,23,27-heksametylo-15-
hydroksymetylenot-octano-5,8,20-triene-B018u-diol-10B-D-glukopiranozyd, nie wykryty
w niezmienionej genetycznie dmie (Chung i wsp., 2007). Najegciej kultury korzeni
transformowanych wykorzystujeesdo produkcji metabolitow wtornych, ktorych miejste
biosyntezy w rélinie s3 korzenie. Znanegsjednak kultury genetycznie zmodyfikowanych
korzeni, ktére wytwarzgj metabolity wtorne syntetyzowane/akumulowane w amy
czesciach raliny. Przyktadem jest artemizyna, nie wy@tijgca w podziemnych ezciach
rosliny Artemisia annuaa wyizolowana z korzeni wdaikowatych tego gatunku (Kim i wsp.,
2002).

Korzenie widnikowate mog by¢ takze wykorzystywane m.in. do przeprowadzania
fitoremediacji. § tez przedmiotem badanad funkcjonowaniem korzeni i ich beZpedniego
sasiedztwa — ryzosfery (Suza i wsp., 2008). Korzew#@snikowate stanovdi rowniez
materiat do badanad interakcjami poradzy raslinami a innymi organizmami, na przykfad
owadami, grzybami, czy nicieniami (Malepszy, 2001).

Jak wczéniej wspomniano, r@diny mog by¢ zrédiem cennych, biologicznie
aktywnych metabolitow wtornych. Jegdz grup takich zwgzkow, wokot ktérej nie stabnie
zainteresowanie wielu badaczy (np. Prof. A. Ulubele Wydziatu Farmaceutycznego,
Istambut, Turcja), s diterpeny. Ogodlnie, ssto zwigzki 0 wzorze sumarycznym o3,
powstate z pajczenia czterech gtioweglowych jednostek izoprenu. €teczki diterpenow
mog by¢ acykliczne, (np. geranylogeraniol, albo fitol) luhacznie cgciej cykliczne. Te
ostatnie mena podziekk na mono- (npa-kamforen), di- (labdany, klerodany), tri- (pimayan
abietany), tetracykliczne (kaureny, bejereny, gbey) oraz diterpeny makrocykliczne
(taksany) (Alvarenga i wsp. 2001). Prekursorem yitezy diterpendw jest pirofosforan 3-
izopentenylu (IPP). Zwzek ten mae powstawé& w cytoplazmie komorkowej (powstaje
wowczas z udziatlem mewalonianu) lub w plastyda@z (dzialu mewalonianu). Biosynteza
diterpenéw przebiega najgriej w cytoplazmie. Powstaly IPP izomeryzuje do
dimetyloallilodifosforanu. W toku dalszych przemidimetyloallilodifosforan, w obecnoi
prenylotransferazy, zostaje potony z trzema resztami pirofosforanu 3-izopentenyl

wyniku czego powstaje geranylo-geranylodifosfordwiagzek ten, w rezultacie dalszych



przemian przeksztatcany jest w diterpeny. Przykhamloz geranylo-geranylodifosforanu, z
udzialem cyklazy geranylo-geranylodifosforanu oragntazy abietadienu, powstaje
kopalilodifosforan, z ktérego, w toku dalszej cgldcji powstaj diterpeny abietadienowe.
Biorgc pod uwag wiasciwosci biologiczne, na szczega@ruwag zastugu diterpeny typu
abietanu. Jest to najliczniejsza grupa gzkdbw (ponad 270) (Hanson, 2004)$rad
diterpenéw wysfpujacych w rodzajuSalvia Typowe abietanowe diterpeny ficykliczne
(Ryc. 1), przy atomie wgla C-13 obecna jest grupa izopropylowa, przy Cdwie grupy

metylowe, a przy C-10 jedna grupa metylowa.
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Ryc. 1. Struktura abietanu
Wsrod abietandw wyrinic mazna take:
- 4,5-seko-20(16-5)abeoabietany, charakteryzage s¢ brakiem wazania m¢dzy C4 i C5;
ten typ abietandéw wyspuje w gtdbwnie w rodzaj@humeriai Salvia(Alvarenga i wsp. 2001);
- 4,5-seko-20(16-5)-friedo-abietany, charakteryzige s¢ obecnéciag podwojnego wjzania
miedzy atomami C-5 a C-10, ktore takwykryto w rodzajBalvia(Alvarenga i wsp. 2001);
- 17(15-16)abeabietany, w ktorych strukturze przy C-13 nie mapgrizopropylowej, tylko
n-propylowa; znaleziono je w kilku rodzajach rodzibgmiaceae w tym w rodzajuSalvia
(Ulubelen i wsp., 1994; Alvarenga i wsp., 2001).
- 19,20-dinorabietany oraz 20-norabietany, chargktgace s¢ brakiem grupy metylowej,
odpowiednio przy 4-tym (C19) i 10-tym atomiegla (C20, p. Ryc. 1); te diterpeny zostaty
rowniez wykryte u przedstawicieli rodzafsalvia
W diterpenach typu abietanu, wgstijacych w rodzajuSalvia kazda pozycja mze by
utleniona z wytkiem atomu wgla C10. Do abietanowych diterpenow rglerdwniez
tanszinony — zwzki po raz pierwszy wykryte w korzeniach szatwieo@onokorzeniowej
(Salvia miltiorrhizg (Kakisawa i wsp., 1968). W szkielecie tych gakiow zwykle wys¢puje

ugrupowanieorto- lub para- naftochinonu oraz piécien furanu.



Do 2008 roku (poctek moich bada nad gatunkienBalvia austriacaw korzeniachSalvia
austriaca rosmcej w gruncie, wykryto dwa diterpeny z grupy abiéta: 7o-
acetoksyrojleanon iofhydroksyrojleanon (Nagy i wsp., 1999). Diterpemyhyty poddane
badaniom pod &em aktywngci biologicznej, z ktdrych wynikaze 7o-acetoksyrojleanon
dziata cytotoksycznie wobec komorek biataczkowyata (Cruz Araujo i wsp., 2006;
Slameaiova i wsp., 2004), komorek raka trzustki (MIAPaQaf2ronza i wsp., 2012; Fronza i
wsp., 2011) i czerniaka z linii komérkowych MV-3 r@Rrza i wsp., 2011). Dla of
hydroksyrojleanonu wykazano dziatanie przeciwbajter wobec niektérych bakterii gram-
dodatnich. Potwierdzono réwrigego aktywné¢ cytotoksyczg wobec komorek raka szyjki
macicy (HelLa) oraz krtani (Hep-2) (Moujir i wsp.996). Wyniki uzyskane przez tych
autorow wskazuce na aktywn& biologiczry diterpenow wykrytych w korzeniacBalvia

austriaca zaclecity mnie do podjcia pracy z korzeniami transgenicznymi teliroy.

C) Cel naukowy ww. prac i aginictych wynikéw:

Podstawowym celem balasktadagcych s¢ na rozpraw habilitacyjy byto otrzymanie
kultury korzeni Salvia austriacaw wyniku transformacji szczepem AAgrobacterium
rhizogenespoznanie ich mdiwosci do wytwarzania diterpenéw abietanowych oraz hada
aktywnaci biologicznej ekstraktow i diterpenow wyizolowany z hodowanychn vitro
kultur.

Badania obejmowaty:

1. Seleka} linii kultury korzeni transformowanyctS. austriaca charakteryzujcej sk
wysokim przyrostem biomasy.

2. lzolacg i identyfikacg diterpendw w kulturze korzeni transformowany&haustriaca

3. Okralenie zawartéci diterpendw w kulturze korzeni transformowany®haustriacaoraz
poréwnanie z zawarfoig tych zwpzkdédw w korzeniach nietransformowanychslnoy
rosmcej w gruncie.

4. Badania aktywnai wyizolowanych z korzer. austriacaditerpenow pod &em dziatania
cytotoksycznego, przeciwbakteryjnego, przeciwpigniakowego i zdolngci do inhibicji

acetylo- i butyrylocholinoesterazy.

Otrzymywanie korzeni transformowany8lalvia austriaca ich wzrost w kulturzen vitro.

Liscie hodowanychin vitro peddéw S. austriacazakaano szczepem A4grobacterium
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rhizogenegpublikacja nr 1). Po 5 tygodniach ok. 50% zakmych eksplantatéw tworzyto
korzenie, ktére przenoszono pojedynczo do pltynmemtiaza 2 B5 (Gamborg i wsp., 1968)
uzupetnionego ampicylin Po eliminacji bakterii otrzymano 7 sterylnychiilikorzeniowych
(C1-C7). Transformagjtych korzeni potwierdzono metpdPCR (publikacja nr 1). Analiza
wykazata obecn@ rolB (423 pz) irolC (626 pz) genow we wszystkich wyizolowanych
liniach korzeniowych. Na podstawie morfologii konzeprzyrostuswiezej i suchej masy, do
dalszych badawybrano ling C7. Celem oggniccia jak najwyszej biomasy, korzenie linii
C7 hodowano w kolbach Erlenmeyera wzmgch ptynnych podizach: z peiln (B5)
(Gamborg i wsp., 1968), WPM (woody plant mediumlpgld i McCown, 1980) i SH (Schenk
i Hildebrandt, 1972)) i zredukowarlo potowy zawartgcia makro- i mikroelementow (%2 B5,
Y% WPM i ¥ SH)(publikacja nr 7). Po 30 dniach hodowli najvtgz $wieza (203,2 g L) i
suchy mas (16,3 g ') oskgaty kultury w podtau SH.

Aby okre&li¢ optymalny czas trwania pasa dla linii C7 wykrglono krzywy wzrostu,
okreslajac w ciggu 50 dni hodowli w odgpach 5-dniowych zmiany w suchej masie korzeni
(publikacja nr 7). Stwierdzono brak lag-fazy w tej kulturze — koreead razu podejmowaty
wzrost, a cykl wzrostu w podia SH trwat 35 dni. Podczas tego okresu sucha masstav
7.4-krotnie i wynosita 15,7 gt przy zastosowaniu inokulatu 2,1 ¢ (publikacja nr 7).
Kolejnym etapem badabytlo zwikszenie skali hodowli korzeni transformowanyé&h
austriaca z kolb Erlenmeyera do bioreaktofpublikacja nr 7). Zastosowano 5-litrowy
aeroponiczny bioreaktor, w ktorym kultura korzenjtab zraszana rozpylonym ptynnym
podiczem SH w czasie 35 sekund, po czym miata miejsceinBtowa przerwa w
dostarczaniu podi@m. Cykl wzrostu wynosit 50 dni. Jednak gumiicte przyrostyswiezej i
suchej masy byty, odpowiednio, 2-krotnie i 1,5-kietnzsze ni dla kultury prowadzonej w

kolbach Erlenmeyergublikacja nr 7).
Izolacja i identyfikacja diterpendéw w kulturze kerd transformowanycB. austriaca

Uzyskane korzenie transformowae austriacapoddano 3-krotnej ekstrakafi-heksanem
poprzez sonikagjz wyciem ta&ni ultradzwiekowej. N-heksanowy ekstrakt zesgczono, a
nastpnie rozdzielano chromatograficznie z wykorzystamipreparatywnej chromatografii
cienkowarstwowej. Rozdziat ekstraktu prowadzono pétkach pokrytych zelem
krzemionkowym (faza normalna - NP) zygiem dwusktadnikowej fazy ruchomep-(
heksan:octan etylu 9:1, v/v). W rezultacie uzyské@masm. Dwa pasma (odpowiednio o=R

0,73 i R = 0,66) rozdzielano dalej na ptytkach (faza nomaglz wtyciem dichlorometanu

11



jako fazy ruchomej, nagtnie na ptytkach RP-18 (faza odwrdcona - RP) w nwdta Trzecie
pasmo z pierwszego rozdziatu chromatograficznego=(®,56) doczyszczane byto przez
preparatywn TLC (faza normalna) zayciem fazy ruchomejn-heksan:octan etylu 9:1 (v/v).
Czwarte pasmo (R= 0,22) doczyszczano techaikpreparatywnej TLC (faza ruchoma:
dichlorometan:octan etylu 9,5:0,5 (v/v)) i RP-TLfaza ruchoma: metanol). §&& pasmo (R

= 0,19) poddawano rechromatografii (preparatywnaC)lz wyciem fazy ruchome;j:
dichlorometan:octan etylu 9,5:0,5, viv (NP-TLC) cetonitryl:woda 9:1, v/iv (RP-TLC).
Wyekstrahowane z piytek chromatograficznie czystaigzki poddawano analizie
spektroskopowej NMR*H-NMR, 2D-NMR i **C-NMR), EIMS oraz skicalndici optycznej
(publikacja nr 1, 2 i 7). W rezultacie przeprowadzonych badstwierdzono,ze korzenie
transformowaneS. austriaca sy zdolne bo biosyntezy abietanowych diterpendw, tj.:
taksodionu, 15-deoksy-fuerstionu i rojleandipublikacja nr 1), taksodonupublikacja nr

7) i 7-(2'-oksoheksylo)-taksodionpublikacja nr 2) (Ryc. 2). Wszystkie wymienione
powyzej zwigzki byty po raz pierwszy wyizolowane z gatunks. austriaca 7-(2'-
oksoheksylo)-taksodion okazat giwigzkiem nowym, dotychczas nie wykrytym w krélestwie

roslin.

OH

- HS
19 18 HO H
Rojleanon 15-deoksy-fuerstion Taksodon

v

Taksodion 7-(2’-oksoheksylo)-taksodion
Ryc. 2. Struktury chemiczne wyizolowanych z korzeansformowanycl$. austriaca

diterpendw.

Wyizolowane z korzeni transformowanych abietanaliterpeny, z wytkiem rojleanonu
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bedacego abietanem z ugrupowanigrara-naftochinonu, posiadajw czsteczce fragment
para-metydo-chinonowy. Jak pokazano na ryc. 2,azkii te charakteryzgjsie obecnécia
fragmentu cykloheksadienowego (B&en C) (Ryc. 3) z grup karbonylow (C-12, p. Ryc.
2) i egzocykliczg grum metylenow (wegle z podwdéjnym wgzaniem, w tym przypadku C-7
i C-8 w piekcieniu B, p. Ryc. 2).

Oznaczanie zawaroi diterpendéw w kulturze korzeni transformowany@haustriaca oraz
poréwnanie z zawarfoig tych zwhzkOw w korzeniach nietransformowanychslnoy

rosrgcej w gruncie.

Oznaczanie zawardoi diterpenéw w kulturze korzeni transformowanychvikorzeniach
rosliny rosmcej w gruncie przeprowadzono w oparciu O opracew@nzeze mnie i
zwalidowarn metod UHPLC dla oznaczania zawastd taksodionu(publikacja nr 4).
Pomimo faktuze taksodion byt ji wczeniej izolowany, np. z nadziemnycheszi Taxodium
distichum czy z korzeniSalvia phlomoidegKupchan i wsp., 1969; Hueso-Rodriguez i wsp.
1983), w pémiennictwie nie bylo dotychczas znanej metody hiisciowego oznaczania tego
diterpenu. W publikacji nr 4 oceniono wydajn& ekstrakcji taksodionu z materiatu
roslinnego przy uayciu réznych rozpuszczalnikow i stwierdzona najbardziej odpowiednim
jest n-heksan.N-heksanowy ekstrakt rozdzielano na UHPLCZzyaiem dwusktadniokowej
fazy ruchomej (acetonitryl i woda, zakwaszone kwasaréwkowym w sjz. 0,1%). W
oparciu o uzyskane parametry walidacji ustalamzaproponowana metoda charakteryzuje
si¢c wysolg precyzf, odzyskiem i powtarzaloig (publikacja nr 4). Z uzyciem tej metody
okreslono zawarté¢ taksodionu w siedmiu liniach korzeni transformowean (C1-C7)
rosrgcych w poditau %2 B5 przez 30 dni. Najwgzy zawart@¢ tego metabolitu odnotowano
w linii C7 (0,7 mg ¢ s.m.). Bioac pod uwag biomasg oraz zawarté taksodionu, linia C7,
jako najbardziej produktywna, zostala wybrana ddszmeh badaA. Zaproponowana w
publikacji nr 4 metoda UHPLC umdiwita takze rozdziat i oznaczanie zawaito w
korzeniach pozostatych diterpendw, tj. taksodonilp-déoksy-fuerstionu oraz 7-(2'-
oksoheksylo)-taksodionu. Z racji braku dgstosci preparatow handlowych, wszystkie
substancje wzorcowe (taksodon, taksodion, 15-deflexgtion i 7-(2'-oksoheksylo)-
taksodion) ayte do kalibracji na potrzeby oznaézmetody UHPLC zostaly wyizolowane z
korzeni transformowanychS. austriaca metod, preparatywnej TLC, co opisano w
publikacjach nr 1, 2 i 7. Badania przeprowadzone z §nC7 korzeni transformowanych

hodowanych w kolbach Erlenmeyera wmgch podtaach z petn (Schenk’a i Hildebrandt'a
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(SH), Gamborga (B5) i woody plant medium (WPM)Yédukowan do potowy zawartecia
makro- i mikroelementow (1/2 SH, 1/2 B5, 1/2 WPMykazaly, ze kultury rosgce we
wszystkich badanych podiach byty zdolne do biosyntezy analizowanych ditegve
(publikacja nr 7). Jednak poziom tych metabolitow bylzny w zalenosci od uwytego
podiaza hodowlanego. Po 30 dniach wzrostu nepej diterpenéw (liczonych jako suma
taksodonu, taksodionu, 15-deoksy-fuerstionu i fGK&8oheksylo)-taksodionu) wytwarzaty
korzenie rosgce w plynnym podiu SH (7,3 mg g s.m.). Niezalznie od rodzaju
zastosowanego podia dominowat taksodon. Stanowit on od 42 do 57% ozaaych
diterpendw, a jego zawakiow korzeniach wahataebd 2,1 (hodowla w podiu %2 B5) do
3,9 mg ¢ s.m. (hodowla w podia SH). Hodowla korzeni w podia SH skutkowata tate
najwyzszy zawartécia taksodionu, ktérego poziom wynosit 1,15 m§ gm. Dla biosyntezy
15-deoksy-fuerstionu, najkorzystniejszymi padtmi byty SH i WPM — w 1 gramie s.m.
korzeni hodowanych w tych warunkach odnotowano,omdgdnio, 2,15 i 2,25 mg tego
zwigzku (publikacja nr 7). Spaérod wszystkich badanych diterpenéw, w najmniejszych
ilosciach biosyntetyzowany byt 7-(2'-oksoheksylo)-takea. Z racji wysokiego przyrostu
biomasy korzenie transformowan&. austriaca rosrgce w pltynnym podiu  SH
charakteryzowaly sitakze najwy:sz produkcy (liczorg jako zawarté w mg diterpenow w
suchej masy w odniesieniu do 1 litra podth Hodowane w tych warunkach korzenie
produkowaty po 30 dniach wzrostu ponad 114 mg piéeéw w 1 litrze kultury.

Badano réwnig zmiany zawarteci diterpenéw (taksodonu, taksodionu, 15-deokswhinu

i 7-(2'-oksoheksylo)-taksodionu) podczas 50-dnicwvegyklu wzrostu w korzeniach
transformowanyclt. austriacahodowanych w ptynnym podia SH (publikacja nr 7). Z
przebiegu krzywej wzrostu korzeni rasych w kolbach Erlenmeyera w ptynnym padio
SH wynika, ze biosynteza diterpendw rozpoczynata wi 20-25 dniu cyklu wzrostu, tj. w
czasie, w ktérym obserwowano spowolnienie wzrostituky. Poziom diterpenéw zekszat
sic w kolejnych dniach i osgat maksimum: dla taksodonu — w 40 dniu hodow8 (#hg g*
s.m.), dla taksodionu — w 45 dniu cyklu wzrostwd(ing g* s.m.). Najwyszy poziom 15-
deoksy-fuerstionu stwierdzono po zakmeniu wzrostu, tj. w 50 dniu hodowli i wynosit on
4,0 mg g s.m. Z poréwnania krzywej wzrostu i krzywej przsi akumulacji diterpenéw w
korzeniach wynikaze istnieje odwrotna korelacja edizy wzrostem korzeni, a biosyniez
diterpendw, poniewanajwyzszy poziom metabolitow wygbowat po zakaczeniu przyrostu
biomasy. To jest esto spotykane w odniesieniu do metabolitow wtérngaddukowanych w
innych ralinnych kulturachin vitro, np. w kulturach korzeni transformowany€ratura

stramonium czy Catharanthus roseugMaldonado-Mendoza i wsp., 1993; Parr i wsp.,8)98
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Putalun i wsp. (2006) sugesyjze wzrost biosyntezy metabolitow wtornych podczazy fa
stacjonarnej mee by spowodowany stresem wynikaym m. in. z wyczerpania sktadnikow
odzywczych w podtau hodowlanym.

Korzenie wignikowate S. austriacawykazywaly stabilné pod wzgédem biosyntezy
abietanowych diterpenéw wagju ponad 6 lat hodowli w warunkaah vitro. W tym okresie
odnotowano tylko nieznaczne wahania w zawaittych zwizkow (publikacja nr 7).
Kolejnym etapem badawczym byta hodowla korzeni dfammowanychS. austriacaw
aeroponicznym bioreaktorze. Jak opisano na strdd hodowli uyto 5-litrowy aeroponiczny
bioreaktor (ohjtos¢ robocza: 4 litry) uzupetniony 1 | ptynnego pozhoSH (publikacja nr

7). Stwierdzono,ze po 50 dniach wzrostu w bioreaktorze korzenie sftamowanesS.
austriaca wytwarzaty diterpeny w mniejszych #ioach niz korzenie rosgce w kolbach.
Zawarta¢ diterpendéw w korzeniach rogrych w bioreaktorze wynosita 5,56 mg diterpendow
w 1 g suchej masy, co stanowito 77% zawanittych metabolitow w korzeniach ragrych w
kolbach. Jeszcze wlsze rénice zaobserwowano w produkcji diterpenéw (61 mifw
bioreaktorzevs 114 mg L* w kolbach). Obriienie poziomu diterpenéw w kulturze korzeni
transformowanych S. austriaca rosrgcych w bioreaktorze w poréwnaniu z kulur
prowadzog w kolbach mana ttumaczy réznymi warunkami hodowli, w tym tade
réznicami w sktadzie fazy gazowej ¢genie tlenu, dwutlenku wggla, etylenu), co
obserwowano w badaniach innych autoréw (ten Hoopesp. 1994; Zheng i wsp. 1998).
Poziom abietanowych diterpenéw w korzeniach tramsfovanych Salvia austriaca
poréwnywano z zawarfoig tych zwigzkow w korzeniach pochodeych z 2-letniej réliny
rosmcej w warunkach glebowych. Stwierdzone, nietransformowane korzenie wytwarzaty
zaledwie 3,6 mg w g s.m. abietanowych diterpen@nstanowito okoto 50% zawa#ai tych
metabolitow w korzeniach transformowanych rgsmeh w kolbach i 64% zawado
osiggnictej przez korzenie wkmikowate hodowane w bioreaktorz@ublikacja nr 7).
Najwicksze ranice obserwowano w odniesieniu do 15-deoksy-fuamsti ktory
transformowane korzenie w kolbach biosyntetyzowatjlosciach powyej 2 mg g s.m.
podczas gdy ten metabolit wygbwat w korzeniach &in rosmcych w gruncie w iléciach
sladowych. W korzeniach z §iny S. austriacarosrgcej w gruncie w ogole nie stwierdzono

obecndci 7-(2'-oksoheksylo)-taksodior{publikacja nr 7).
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Badania biologiczne.

Badania przeprowadzono z ekstraktarkorzeni transformowanych i nietransformowanych
(z 2-letnich ralin rosmcych w gruncie)Salvia austriacaoraz z czterema abietanowymi
diterpenami: taksodonem, taksodionem, 15-deoksssfiomem | 7-(2'-oksoheksylo)-

taksodionem, wyizolowanymi z korzeni transformowamn$. austriaca

Aktywnos¢ cytotoksyczna heksanowego ekstraktu i diterpendomzalowanych z korzeni

transformowanycl$. austriaca

Abietanowym diterpenom egto przypisywana jest aktywfio wobec komorek
nowotworowych. Przyktadowo, rojleanon i taksodiorykazup wysoky cytotoksycznp
(Mouijir i Gutiérrez-Navarro, 1996). Dlatego, poblikacji nr 2 taksodion oraz jego naw
pochoda - 7-(2'-oksoheksylo)-taksodion poddano badaniond patem aktywndci
cytotoksycznej wobec komérek nowotworowych: biakacgzpikowej (HL-60), biataczki
limfoblastycznej (NALM-6), czerniaka (WM-115) or&ammaorek normalnyclrodbtonkazyty
pepowinowej (HUVEC). Stwierdzonoze nowa pochodna taksodionu, wobec wszystkich
testowanych linii komoérek nowotworowych, wykazujdyavnos¢ cytotoksyczgn (ICso= 0,6 -
0,7 uM) 10-krotnie w¥sz niz taksodion (IGy= 6,6 - 7,8 uM). Wykazano tag, ze taksodion
i jego nowa pochodna odznaczaty 3i8-krotnie nkszy cytotoksycznécia wobec komoérek
normalnych (HUVEC) ni wobec komorek nowotworowych. Wyniki uzyskane w peacy
upowaniaja do dalszych badanad dziataniem przeciwnowotworowym 7-(2'-oksohédsy
taksodionu.

Taksodion i ekstrakitp-hensanowe z korzeni wéoikowatych oraz z korzeni 2-letniejdtoy
S. austriacaosrgcej w gruncie poddano tai badaniom na aktywdé cytotoksyczg wobec
linii komorek nowotworowych ptuc A549publikacja nr 5). Aktywnos¢ ekstraktéw z
korzeni transformowanych i nietransformowanych bytaéwnywalna, ale byla ona 8-9,5-
krotnie nizsza nk czystego taksodionu (§¢= 9,1ug mL™Y). Cytotoksycznét taksodionu byta
juz wezeniej badana (Kupchan i wsp., 1969), ale wobec ihrliygi komoérek (komérki raka
nosogardzieli KB) i stwierdzono jego silmktywndé¢ cytotoksyczg (EDsp = 3 pg mL?).
Kupchan i wsp. (1969) stwierdzit rowrieze po potraktowaniu taksodionem zwigrz
doswiadczalnych (szczury) biomasa tkanki nowotworomejsaka (Walker 256) obiata s¢

nawet 13-krotnie wzgtlem kontroli.
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Aktywnos¢ przeciwbakteryjna

Nie od dz§ wiadomo,ze mikroorganizmy, w tym gatunki chorobotworcze, zlolne do
tworzenia biofilméw.Zyjace w takiej formie drobnoustroje wykazuiekooporné¢ nawet
100-1000 razy wisz niz te same mikroorganizmy ragre w zawiesinie. 3t tez zwalczanie
infekcji, zwlaszcza przebiegajych z udzialem biofilmu drobnoustrojéw, przyzyaiu
klasycznej antybiotykoterapii bywa ¢sto nieskuteczne (Hgiby i wsp. 2010). Poszukuje si
zatem nowych substancji przeciwdrobnoustrojowych, tym zwigzkOw pochodzenia
roslinnego, aktywnych réwniewobec struktur biofilmu (Gibbons 2008; Durig i w3010).
Abietanowe diterpeny znaneg sz wysokiej aktywnéci przeciwdrobnoustrojowej.
Przyktadowo, rojleanon i taksodion wykazuyysoky aktywnac¢ przeciwbakteryja (Gaspar-
Marques i wsp., 2006; Yang i wsp., 2001). Miblikacji nr 3, badaniom biologicznym
poddano n-heksanowy ekstrakt, taksodion i jego mowochodm — 7-(2'-oksoheksylo)-
taksodion otrzymane z korzeni transformowany8hlvia austriaca wobec szczepow
referencyjnychStaphylococcus aureuBTCC 29213,Enterococcus faecaliéaTCC 29212,
Escherichia coliNCTC 8196,Pseudomonas aerugino9dCTC 6749, Candida albicans
ATCC 10231 oraz szczepow kliniczny8h aureugA3, A7, D5) iEnterococcus sp138/09,
988/09, 203/06)N-heksanowy ekstrakt wykazywat aktywsdqprzeciwbakteryja w zakresie
stezeh 20 — 40 pg mt. 7-(2'-oksoheksylo)-taksodion szczegélnie silnidakht wobec
bakterii Gram-dodatnich, zwlaszcza wobec metycylparnych szczepoB. aureugMRSA)
(MIC = 1,25 ug mLY). Zwiazek ten dziatat 4-krotnie silniej mitaksodion. Wzrost bakterii
Gram-ujemnych oraz grzybow. albicansnie byt znacaco hamowany przez testowane
zwiazki (MIC > 160,0 pg mL).

Oceniano rownie kinetyke przeciwgronkowcowego dziatania 7-(2'-oksoheksy#isodionu

i taksodionu. Jiipo 4 godzinach ekspozy@i. aureusia zwpzki w sezeniach MIC i %2 MIC
obserwowano znageze hamowanie wzrostu tych bakterii. Po 8 godzirngkdpozycji wzrost
gronkowcow hamowany byt przez oba fitozuki w 90%. Aktywnda¢ tych metabolitow byta
poréwnywalna do dziatania antybiotyku beta-laktaragw — oksacyliny. Bardzo znamienna
byta zdolng¢ 7-(2'-oksoheksylo)-taksodionu do hamowania powatasv biofilmu
bakteryjnego. 24-godzinna ko-inkubacja tego ditego@v stzeniach: ¥ MIC, %2 MIC i MIC)
z bateriami redukowata formowanie biofilmu gronkdwc o 25-30% w poréwnaniu do
biofilmu kontrolnego tworzcego s¢ w podiru bez dodatku tego zgaku. Istotny byt te
fakt, ze traktowanie ja utworzonego biofilmu gronkowcow 7-(2'-oksohekgyiaksodionem

dodawanym w steniach 50-200 pg mt, zmniejszato przgwalnasé drobnoustrojéw a0
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47 — 66%, w zatenosci od wytego stzenia diterpenu(publikacja nr 3). Z danych
literaturowych wiadomogze kompletna eradykacja biofilmu drobnoustrojow, aetvprzy
zastosowaniu klasycznych antybiotykéw/chemiotergpeiw, jest trudna do aginiccia
(Hgiby i wsp. 2010). Zaprezentowane publikacji nr 3 wyniki dotyczce aktywndci
przeciwbakteryjnej, w tym przeciwbiofiimowej, wskaz, ze 7-(2'-oksoheksylo)-taksodion
moze by interesygcym i obiecugcym zwihzkiem pochodzenia naturalnego zdolnym do
zwalczania wybranych antybiotykoopornych patogehakteryjnych.

Pod kgtem aktywndéci przeciwdrobnoustrojowej badany byt tektaksodon oraz 15-deoksy-
fuerstion (publikacja nr 6). Opisano biostatyczny efekt tych dwoch diterpenéabec
Staphylococcus aureyaTCC 29213) iCandida albicangATCC 10213) oraz ich wptyw na
istotne w przebiegu zaken in vivo czynniki wirulencji tych drobnoustrojow, takie jak
adhezja, formowanie biofilmu, aglutynacja w ludzkasoczu, przeywalncs¢ we krwi oraz
(w przypadkuC. albicand tworzeniegerm tubei mycelium. Minimalne stzenie hamujce
(MIC) taksodonu wobe8. aureus C. albicanswynosito, odpowiednio, 31,28g mL™" i 62,5
ng mLt Sezenie, w ktérym taksodon dziatat bakteriobdjczo wolse aureusbyto takie
samo, jak wart&¢ MIC dla tego drobnoustroju , podczas gdy dziatagrieybobodjcze byto
znacznie stabsze (5Q@ mLY). 15-deoksy-fuerstion wykazywat znaczniesz aktywndc.
Minimalne stzenie hamujce wzrostS. aureusi C. albicansdla tego zwazku wynosito,
odpowiednio, 250ug mL* i 500 pg mL™*. Ponadto wykazanase taksodon ma zdolgé
hamowania adhezji i tworzenia biofilmu drobnousim Ko-inkubacjaS. aureusz tym
diterpenem ja@ w stzeniu %2 MIC powodowata hamowanie adhezji gronkowadw1,7 %
oraz formowania biofilmu tych drobnoustrojéow o 85% w porownaniu z kontrgl
drobnoustrojéw nietraktowanych tym fitozwkiem. Podobne obserwacje poczyniono @la
albicans ktore traktowane taksodonem wzsniu ¥2 MIC ulegaly stabszej adhezji (niespetna
59% w stosunku do komdérek kontrolnych), azektabiej tworzyty biofilm (zaledwie ok. 24
% w porownaniu do kontroli). Przeciwadhezyjne iquizvbiofiimowe dziatanie 15-deoksy-
fuerstionu bylo stabsze mitaksodonu (zwltaszcza wobec grzybd&@andidg, cha nadal
istotnie statystyczne w porownaniu do drobnouswojdetraktowanych tym fitozwizkiem.
W pismiennictwie jest niewiele danych o zdodooditerpenow do hamowania bakteryjnego
biofilmu. Przykladowo, w obecgoi frutikuliny A i demetylofrutikuliny A (s¢z. Y2 MIC) -
diterpenéw wyizolowanych z é¢i Salvia corrugata hodowla szczepéw gronkowcowych
formowata biofilm bakteryjny w 30-80% (Schito i ws@011). W przypadku taksodonu
obiecupca jest zdolng tego zwizku do inhibicji formowania nie tylko bakteryjnegale

rowniez grzybowego biofilmu. Wpublikacji nr 6 oceniano take wptyw taksodonu na

18



przezywalnaé¢ S. aureusATCC 29213 w ludzkiej krwi. Wykazanaze zastosowany w
stezeniu %2 MIC taksodon, po 1-, 2- i 3-godzinnej inkapahamowat przeywalngsé¢
gronkowcéw we krwi, odpowiednio, 0 21,3%, 81,7%4i6% w odniesieniu do kontroli. W
stezeniu rownym MIC i ¥2 MIC, taksodon silnie hamowalriiez proces kietkowania i
rozwoj strzpekC. albicans

Uzyskane wyniki dotycxre aktywnéci przeciwdrobnoustrojowej badanych zmkow
roslinnych, zwltaszcza 7-(2'-oksoheksylo)-taksodiomksbdionu i taksodonug ®biecugce i
mog stanowt podstaw dalszych, bardziej szczegdétowych badabejmujcych medzy
innymi ocer synergistycznego dziatania zwkow naturalnych i antybiotykéw wobec

okreslonych drobnoustrojow patogennych.

Aktywnos¢ przeciwpierwotniakowa diterpenow wyizolowanychaeni transformowanych

S. austriaca

Diterpeny wyizolowane z korzeni transformowany@galvia austriaca(taksodon, taksodion,
15-deoxy-fuerstion i 7-(2'-oksoheksylo)-taksodipoddano badanionm vitro na aktywneéc¢
przeciwpierwotniakowy wobec Trypanosoma brucei rhodesiens@&rypanosoma cruzii
Plasmodium falciparunfpublikacja nr 7). DlaT. brucei rhodesiensewigzkiem kontrolnym
byt melarsoprol, dI&. cruzi- benznidazol, a dI®. falciparum- chlorochina. Dla kalego z
diterpendéw zbadano tak& cytotoksyczn& wobec szczurzych komorek ghiniowych L6
celem wyznaczenia indeksu selektywrio(Sl = 1Go dla komérek L6/IGy dla badanych
pasaytow). Jest to wany parametr wskazggy na ile dziatanie badanego awku jest
selektywne wobec testowanych komorek, w tym przigpadkomorek pasgtniczych. Im
wyzsza warté¢ Sl, tym dzialanie badanego zwku jest bardziej ukierunkowane na
pierwotniaki pasgytnicze nz na komorki organizmow wgzych. Badania wykazatye,
wsrod  testowanych diterpendéw, najmggy aktywnadé wobec uwytych do bada
pierwotniakow wykazywat taksodion. Zaviek ten szczegdlnie silnie dziatat wob&c b.
rhodesiensdICso = 0,05uM). Wobec tego gatunku pasga, taksodion odznaczaksiakze
bardzo wysok wartdcig indeksu selektywri@i (SI = 38), najwyszz wsrod badanych
diterpendw(publikacja nr 7). Z wyizolowanymi z korzeni transformowany&h austriaca
diterpenami takie badania zrobiono po raz pierwshgcia, niektére abietanowe diterpeny,
np. sahandol i sahandon wyizolowane z korzZgalvia sahendicdbyty badane wobe®.
falciparum i T. b. rhodesieng&brahimi i wsp., 2013). Jednak z&ki te dziataty stabiej 1z
taksodion (IGy w zakresie 0,8 - 32,dM vs 0,05 uM dla taksodionu). Po uwzglnieniu
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cytotoksycznéci wobec komorek L6, wykazywaly one ftak znacznie rnszy indeks
selektywngci (SI w zakresie 0,1 do 15,8s 38 dla taksodionu). Wobec pierwotniakdw
chorobotwérczych inne abietanowe diterpeny testowedeniej takze Slusarczyk i wsp.
(2011). Wréd wyizolowanych z  korzeniSalvia miltiorrhiza diterpendw najwyszy
aktywnas¢ wobecT. b. rhodesienserykazywat metylenotanszichinon @&= 0,5uM). Byta
ona jednak 10-krotnie #sza n& aktywnad¢ taksodionu wobec tego pierwotniaka.
Metylenotanszichinon odznaczat ¢sitake nizsz niz taksodion wartécia indeksu
selektywndci (S1 = 24). Wysoka selektywlétaksodionu pozwala przypuszézae zwihzek
ten jest bezpieczny dla komorek organizmowzseych, czego potwierdzenieedzie

wymagato dalszych badarzeprowadzonycin vivo.

Ocena zdolngi taksodionu in-heksanowych ekstraktow z korze®i austriacado inhibicji
acetylo- i butyrylocholinoesterazy, wraz z symuapgarametrow biologicznych taksodionu
pod lgtem genotoksyczriai, kardiotoksycznéri, przenikalnéci bariery krew-mézg i
biodystrybucji.

Choroba Alzheimera (ang. Alzheimer's disease, wvo@&rAD), jest to najeistsza posia
otepienia. Jest to choroba neurodegeneracyjna, nigallee i posipujgca w swoim przebiegu,
prowadzaca nieuchronnie démierci pacjenta. Podstawawerapga w tym schorzeniu jest
leczenie objawowe. Mechanizm tego rodzaju terapiega na hamowaniu aktyw§ed
enzymow (acetylo- i butyrylocholinosterazy (AChEBIChE)) przyczyniajcych s¢ do
obnizenia s¢zenia wanych neuroprzekaikdw w przestrzeni mgdzysynaptycznej -
acetylocholiny i  butyrylocholiny.  Podstawowe leki zgrupy inhibitorow
acetylocholinoesterazy (leki | rzutu w AD) nadedo syntetycznych lekéw, np. takryna,
rywastygmina, czy donepezil. Pierwszy znany jestysokiej toksycznéci w stosunku do
komorek wgtroby. Jest to ety powdd ograniczania stosowania takryny w leazehioroby
Alzheimera (Watkins et al., 1994; Meng i wsp., 200iksyczné¢ syntetycznych lekdw, a
takze doniesienia o zdolgoi niektorych zwgzkow naturalnych do inhibicji AChE i BChE
(Perry i wsp., 2000 i 2001), byty powodem badazeprowadzonych i opublikowanych w
pracy nr 5. Badaniom pod &em zdolndéci do inhibicji AChE i BChE poddano wyizolowany
z korzeni transformowanycB. austriacataksodion oram-heksanowe ekstrakty z korzeni
transformowanych i nietransformowanych z 2-letmigjliny rosmcej w gruncie. Badania
przeprowadzono na enzymach wyizolowanych z ludzkieyi pozyskanej w todzkiego

Centrum Krwiodawstwa. Jako substancgferencyja uzyto takryre, jeden z pierwszych

20



lekbw rekomendowanych w leczeniu choroby Alzheimevdsrod wytych do bada
substancji pochodzenia naturalnego, taksodionInegshamowat aktywn& AChE (1Go =
54.84 g mLY). Znacznie nisz aktywnai¢ zwiazek ten wykazywat wobec BChE @€=
195.9ug mL™Y). Aktywnosé ekstraktéw wobec AChE wahata si granicach 139,5 - 1425
mL?, natomiast wobec BChE - 23,6 - 414§ mL*. Testowane ekstrakty oraz taksodion
demonstrowaty znacznie a3iz3 zdolng¢ inhibicji AChE i BChE ni takryna, jednake lek
ten, co warto podkiét¢, znany jest z wysokiej hapatotoksycgcio(Lagadic-Gossmann |
wsp., 1998; Meng i wsp., 2007). Taksodion zostakmiéz po raz pierwszy poddany
symulacjom komputerowym zzyciem programu Percepfpublikacja nr 5). Wykorzystugc
parametry testu Ames'a taksodion poddano symulag@ammaliwg genotoksyczng.
Stwierdzono,ze zwhgzek ten nie wykazywat cech toksyczZobp Stwierdzono take nisly
kardiotoksyczn& taksodionu, a tale jego zdoln& do szybkiego transportu w catym
organizmie. Z uwagi ha potencjalne miejsce dziatdaksodionu (centralny uktad nerwowy),
przeprowadzono take symulag} dla tego zwdzku pod lgtem zdolnéci przenikania bariery
krew-mézg (BBB)(publikacja nr 5). Stwierdzonoze taksodion wykazuje wysgkzdolng¢
przenikania bariery krew-mdozg, co jest istotnegilbstancji stosowanych w leczeniu choroby
Alzheimera. Wykazywat tate wysok warta¢ objetosci biodystrybucji (\i=1,9 | kg"), co
oznacza, ze taksodion w znacznym stopniu 780 wigza Sk ze strukturami
wewngtrzkomorkowymi tkanek. W oparciu o uzyskanepwblikacji nr 5 rezultaty mana
stwierdzt, ze taksodion wykazywal umiarkowanaktywnad¢ hamupca wobec AChE i
BChE. Chocia ten abietanowy diterpen wykazywalzsia aktywnaé niz abietanowe
diterpeny z grupy tanszinonow (dihydrotanszinomyipkotanszinon) wyizolowane z korzeni
Salvia miltiorrhiza (Ren i wsp. 2004), to np. inne diterpeny wyizolowaz nadziemnych
czesci Calceolaria talcanai C. integrifolia (1,10-cyclopropylo-9-epi-ent-izopimarol, czy
1,19u-hydroksy-abietatrien) w ogole nie hamowaty chodisterazy (Cespedes i wsp. 2013).
Taksodion odznaczat ¢siniska genotoksyczrngeia i kardiotoksycznécia, a take wysok
biodystrybucy i przenikalndcig bariery krew-mo6zg. Byly to pierwsze wyniki dotyce
aktywndaici taksodionu wobec enzyméw (AChE i BChE). Sugeue,ze badany zwzek
moze by interesygcym modelem do dalszych bada poszukiwa nowych sciezek

terapeutycznych w odniesieniu do choroby Alzheinf{erezenie skojarzone?).
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Podsumowanie:

1. Po raz pierwszy po transformaggrobacterium rhizogengszczep A4) uzyskano kultr
korzeni transformowanyctBalvia austriaca Korzenie te intensywnie rosty w kolbach
Erlenmeyera w ptynnym podita Schenk'a i Hildebrandt'a (SH).

2. Z korzeni transformowanyc®. austriacgoo raz pierwszy wyizolowano ¢di abietanowych
diterpendw, ktére metodami spektroskopowymi zidftkbyvano jako: rojleanon, taksodon,
taksodion, 15-deoksy-fuerstion i 7-(2'-oksoheksy&Ksodion.

3. Wyizolowany z korzeni transformowany&h austrica7-(2'-oksoheksylo)-taksodion jest
zwigzkiem nowym dotychczas nie wykrytym w krolestwiglim

4. Opracowano i zwalidowano metodJHPLC do rozdziatu i oznaczania zawddio
taksodionu w korzeniach transformowany§h austriaca Metoda ta byta z powodzeniem
zastosowana tak do oznacze ilosciowych innych wyizolowanych z kultur korzeni
wiosnikowatych S. austriaca diterpendéw, tj. taksodonu, 15-deoksy-fuerstionu7-(2'-
oksoheksylo)-taksodionu.

5. Zawarté¢ diterpendw w korzeniach transformowany&h austriacazmienia s¢ w
zalenosci od wyselekcjonowanej linii, zastosowanego pedto typu hodowli. Najlepsze
wyniki uzyskano dla linii C7 hodowanej w ptynnymddozu SH w kolbach Erlenmeyera po
zakaczeniu przyrostu biomasy, tj. w 35 dniu hodowli.

6. Uzyskane kultury korzeni transformowanygh austriacacharakteryzowaty giwysok
stabilnagcig (przyrosty biomasy i zawaré diterpendw pozostaty na statym poziomie nawet
po 6 latach prowadzenia hodowli) i 2-krotnie asy zawartdcig diterpendéw ni w
korzeniach tych rdin rosmcych w gruncie (7,2 mggs.m.vs3,6 mg @ s.m.).

7. Najwyzszy aktywna¢ cytotoksyczp wobec testowanych linii komoérek nowotworowych
wykazywat 7-(2’-oksoheksylo)-taksodion. Byta onaKr@tnie wyzsza ni taksodionu, ktéry
rowniez charakteryzowat si aktywndcia cytotoksyczp. 7-(2'-oksoheksylo)-taksodion i
taksodion 7-8-krotnie stabiej dziataty na komoérkrmalne nt nowotworowe.

8. W&réd badanych diterpenéw (taksodon, taksodion, Xkslefuerstion i 7-(2'-
oksoheksylo)-taksodion), najwgzy aktywna¢ przeciwdrobnoustrojowv wykazywat 7-(2'-
oksoheksylo)-taksodion, szczegolnie wobec antykaipornych szczepowS. aureus
(MRSA) (MIC = 1,25 pug mL). W zakresie stea 50-200 pg mL, zwiazek ten zmniejszat
przezywalnas¢ bakteryjnego biofilmu a0 47 — 66%. Silne dziatanie przeciwbakteryjne i
przeciwgrzybowe wykazywat tak taksodon (MIC= 31.26g mL™t i 62.5ug mL™Y). W jego
obecndci w stzeniu ¥2 MIC gronkowcowy biofilm formowat sitylko w 14,5 % w

poréwnaniu z kontral
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9. Najwyzszg aktywndacig przeciwpierwotniakow charakteryzowat sitaksodion, zwlaszcza
wobec T. brucei rhodesiens@Cso = 0,05 uM). Zwayzek ten posiadat tak bardzo wysoki
indeks selektywngei (S| = 38).

10. Taksodion hamowat aktywéoacetylocholinoesterazy (§= 54.84ug mL™*) w znacznie
wyzszym stopniu ri ekstrakty z korzeni transformowanych i nietransfowanych (z réliny
rosmcej w gruncie)S. austriaca Na podstawie przeprowadzonych symulacji, taksodio
wykazywat take nisky geno- i kardiotoksyczréé oraz bardzo doBrprzenikalngé¢ bariery

krew-mdzg i wysok objetos¢ biodystrybucji.

Najwazniejsze osagniecia i perspektywy dalszych bada:

Badania biotechnologiczne i fitochemiczne doprovilgdzio otrzymania kultur
korzeni transformowanycBalvia austriacaoraz izolacji i identyfikacji piciu abietanowych
diterpendw, tj. rojleanonu, taksodonu, taksodidrtdeoksy-fuerstionu i 7-(2'-oksoheksylo)-
taksodionu. Cztery pierwsze z wymienionych gkibw zostaly wykryte po raz pierwszy w
gatunku S. austriaca a 7-(2'-oksoheksylo)-taksodion jest nowym agkiem nie znanym
dotychczas wwiecie rglinnym. Badania biologiczne wykazatie zwigzek ten odznaczakesi
silng aktywndicia wobec komorek nowotworowych (p. str. 16) oraz vkgsaktywnacia
przeciwdrobnoustrojow (p. str. 17). Wykazanaze zwizek ten jest zdolny do zwalczania
wybranych antybiotykoopornych patogendéw bakteryinyStwierdzono tate, ze 7-(2'-
oksoheksylo)-taksodion jest zdolny do hamowanienfiwania bakteryjnego biofilmu.
Zwigzkiem o znacznej aktywioi biologicznej okazat giréwniez taksodion. Odznaczatesi
on aktywndcig cytotoksyczn wobec komoérek nowotworowych oraz przeciwbakteyyjn
wobec chrobotworczych gronkowcow. Na szczegalwag zastuguje take silne dziatanie
przeciwpierwotniakowe taksodionu, szczegodlnie wobels. rhodesiensgo w podczeniu ze
znaca selektywndcia dziatania daje dobre perspektywy do zakwalifikoisatlego zwazku
do dalszych bada Istotne § rowniez rezultaty przeprowadzonej symulacji komputerovee;,
ktérych wynika, ze taksodion nie wykazuje geno- i kardiotoksycmno Zwigzek ten
odznaczat sitakze wysolg przenikalndcia bariery krew-mdézg i wysakbiodystrybucy.
Znacznie wysza zawart@ taksodionu i innych diterpendéw (taksodonu i 15kige
fuerstionu) w otrzymanych korzeniach whikowatych ni w nietransformowanych
korzeniach 2-letniej rhny S. austriaca swiadczy o tym, ze kultury korzeni
transformowanych tego gatunku mogtanowé alternatywnezrédio biologicznie aktywnych
diterpendw. Tym niemniej potrzebneda dalsze badania nad zkszeniem skali produkcji i

przeniesieniem tej kultury z kolb do bioreaktoraasitbsowany w moich badaniach
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aeroponiczny bioreaktor nie dat zadowadgch wynikow, zaréwno w odniesieniu do

produkcji biomasy, jak i zawaroi analizowanych zvgzkow.
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5. Omoéwienie pozostatych agjnig¢ naukowo-badawczych.

5a. Dzialalné¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Moja naukowasciezka zawodowa od pogiku zwigzana byla z biotechnolagiroslin
leczniczych. W wyhodowanycim vitro kulturach komoérkowych, kulturache@ow i korzeni
transformowanych zajmowatem ¢siizolacp i identyfikach réznego typu biologicznie
czynnych metabolitow wtérnych, gtéwnie z grupy diendw. Z zastosowaniem zmych
technik biotechnologicznychadytem do zwékszenia poziomu metabolitdw wtornych: w
kulturach korzeni transformowanych i kulturach zesimowychS. sclareaoraz kulturach
pedow S. nemorosa Stwierdzitem, ze kultury gddéw S. nemorosabiosyntetyzuyj kwas
rozmarynowy €is i trans), sterole (kampesterol, stigmastefbkitosterol i stigmastanol) oraz
triterpeny (kwas ursolowy i oleanolowy).

W komorkachS. sclarearosmcych w zawiesinie metadGC-MS stwierdzitem obecKo6
steroli (stigmasterol p-sitosterol) oraz kwasu ursolowego i oleanolowdgonadto, metag
chromatografii kolumnowej oraz preparatywnej TLC,badanego materiatlu dlonnego
wyizolowatem dwa diterpeny abietanowe: salwipisoferruginol oraz stwierdzitem w tej
kulturze take obecnéc flawonoidow: apigeniny, luteoliny i 7-O-glukozyd@yigeniny.

Po transformacji szczepem LBA 940A. rhizogenesotrzymatem kultury korzeni
transformowanyclS. sclarea Z tych korzeni wyizolowatem cztery abietanoweedieny:
salwipison, ferruginol, etiopinon i 1-keto-etiopmm@raz kwas &,3a-dihydroksy-urs-12-en-
28-oikowy i 2z,3a,24-trihydroksy-urs-12-en-28-oikowy. MetpdsC-MS stwierdzitem,ze
korzenie transformowane zawieraty kwas ursolowyeianolowy oraz steroles-sitosterol,
stigmasterol i kampesterol.

Zawartag¢ diterpenow (salwipisonu, ferruginolu, etiopinond-keto-etiopinonu) w kulturze

korzeni transformowanyclt. sclareaoznaczalem metgd HPLC. W celu zwgkszenia
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przyrostbw biomasy korzeni i wytwarzania diterpen@mieniatem warunki hodowli
(Swiattlo/ciemn@d¢) oraz s§zenie sacharozy w podio 2 B5. Najwysz biomasg oraz
poziom diterpenow stwierdzitem w korzeniach transfowanychS. sclaregpodczas hodowli
naswietle w ptynnym podtau %2 B5 uzupetnionym 3% sachasoz

Wyizolowane z korzeni transformowanych diterpenglwgison, ferruginol, etiopinon i 1-
keto-etiopinon) oraz frakcje diterpenowe (wyeluowamlichlorometanem 2z kolumny
wypetnionejzelem krzemionkowym) badane byly podtém aktywndci cytotoksycznejn
vitro wobec linii komorek nowotworowych (HL-60 i NALM-6Badana byta tale zdolndg¢
tych zwigzkow do indukcji apoptozy. Stwierdziterme salwipison i etiopinon odznaczagie
najwyzsza cytotoksycznécia wobec testowanych linii. Zwkki te intensywnie indukowaty
apoptoz.

Tematyka zwjzana z kulturami korzeni transformowany&h sclareabyta przedmiotem
mojej pracy doktorskiej, ktgr obronitem z wyranieniem w 2006 roku. Wyniki
przeprowadzonych baflazostaly opublikowane w czasopismach: Herba Potorfk004),
Plant Cell Tissue and Organ Culture (2006) oraztashirift Fir Naturforschung C (2006).

5b. Dziatalné¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznykbntynuowatem badania
biotechnologiczne i biologiczne z kultukorzeni transformowanycl$. sclarea Badatem
zmiany w zawartéci diterpenow podczas cyklu wzrostu korzeni. Poziaiterpenow
oznaczatem metad HPLC i stwierdzitem, ze 30-dniowe korzenie wioikowate
biosyntetyzuj diterpeny w najwikszych ilgciach, w znacznie wygzych nk niezmienione
genetycznie korzenie hodowaire vitro oraz pochodgce z r@lin S. sclarearosmgcych w
gruncie. Wyniki tych bada zostaty opublikowane w Zwitschrift Fir Naturforsety C
(2008). Poziom diterpenéw w kulturze korzeni transfowanychS. sclarearosmcych w
kolbach oraz w aeroponicznym bioreaktorze udagasiotnie zwekszy¢ poprzez elicytag
jasmonianem metylu. Wyniki tych badaostaty opublikowane w Enzyme and Microbial
Technology (2009).

Przedmiotem moich badabyly tak’e kultury gdow S. sclarea Wyizolowany z tego
materiatlu olejek eteryczny byt analizowany j&iowo i ilosciowo i porownywany z
olejkiem eterycznym otrzymanym z @zi nadziemnych 2-letnich gbn S. sclarea
Jakkolwiek, profil chemiczny tych olejkow byt podop to wydajnéé olejku z 2-letnich
roslin byta wyzsza nik wydajngé olejku ze zregenerowanycim vitro pedéw. Olejek

eteryczny z réin otrzymanychin vitro i z raélin pochodzacych z nasion poddawany byt
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badaniom biologicznym podatem aktywndci przeciwdrobnoustrojowej i cytotoksycznej
wobec komorek nowotworowych. Olejek eteryczny patdoy ze zregenerowanych vitro
roslin odznaczat si wyzszy aktywndacia przeciwdrobnoustrojogvniz olejek z 2-letnich rdin

S. sclarea szczegolnie wobeStaphylococcus aureugnterococcus faecalig?’seudomonas
aeruginosaoraz Candida albicans Olejek ten odznaczat ¢sitakze wyzszg aktywnacia
cytotoksyczg wobec nowotworowych komorek NALM-6. Uzyskane wynikostaty
opublikowane w Molecules (2009).

Abietanowe diterpeny (salwipison, ferruginol, etram i 1-keto-etiopinon) oraz frakcje
diterpenowe wyizolowane z korzeni transformowanghsclareabyty badane pod gtem
aktywnaici przeciwbakteryjnej wobe8.aureusS. epidermidisk. faecalis Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa C. albicans Najwyzszz aktywndcia charakteryzowat gi
salwipison, zwlaszcza wobe8. aureusi S. epidermidis Zwigzek ten hamowat take
formowanie biofilmu tych drobnoustrojow. Wyniki tycbada zostalty opublikowane w
Phytomedicine (2007).

Abietanowe diterpeny (salwipison i etiopinon) wylmwane z korzeni wiknikowatych S.
sclareaoceniano rownie pod lgtem ich synergistycznego dziatania z antybiotykambec
chorobotwoérczych antybiotykoopornych szczepéw gowwvdowych §. aureusi S.
epidermidi3. Oba zwizki wykazywaty wyrany synergizm w dziataniu z antybiotykaif
laktamowymi wobec iytych szczepdédw gronkowcowych. Uzyskane wyniki ziysta
opublikowane w Planta Medica (2007). Diterpeny wiaavane z korzeni transformowanych
Salvia sclarea(salwipison, ferruginol, etiopinon i 1-keto-etiopn) byly take badane pod
katem aktywndci przeciwpierwotniakowej wobeécanthamoeba sspVsrod testowanych
diterpenéw najwyszy aktywndacia charakteryzowat giferruginol. Efektem tych badabyta
publikacja w Parasitology Research (2015).

W ramach grantu (Nr 3499/B/P01/2007/33 - wykonawp&wadzitem hodowle kultur
korzeni transformowanycRindera graecaKorzenie te rosty w kolbach wsgsanych, a po
zoptymalizowaniu warunkéw hodowli, taé& w aeroponicznym bioreaktorze. Stwierdzitem,
ze korzenie wiénikowate tej réliny s3 zdolne do regeneracji transgenicznycédqw.
Kultury niezmienionych i zmienionych genetycznieedpw R. graeca po ustaleniu
optymalnych warunkéw hodowli, prowadzitem w aerojpanym bioreaktorze. Z uzyskanych
wynikow przygotowywana jest publikacja.

W ramach grantu (Nr N405 362537 - wykonawca) hodema kultury korzeni
transformowanych Taxus x media var. Hicksiiw kolbach. Podjem tez proby

zoptymalizowania warunkow hodowli tych korzeni wr@®nicznym bioreaktorze. Jednak
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uzyskanie zadowalggych przyrostow biomasy w tych warunkach¢dhe wymagato
dalszych bada

Duzo uwagi pdéwiecitem wykorzystaniu metody UHPLC do rozdziatu i egmania
ilosciowego r@nego typu metabolitow wtornych w kulturaichvitro. Badania dotyczyty:

- oznaczania zawado bajkaliny, wogonozydu i werbaskozydu w kulturkalusowej
Scutellaria altissimapublikacja w Journal of Medicinal Plant Reseaffi13). W kolejnej
publikacji (Acta Physiologiae Plantarum 2015) wtkte gdow S. altissimaoraz w gdach
roslin zregenerowanycln vitro i pochodzcych z nasion, oprécz bajkaliny, wogonozydu i
werbaskozydu, stwierdzitem rowiieobecné¢ 7-O-glukozydu luteoliny i luteoliny. W
kulturze gdow S. alpinasprawdzitem wptyw rénych cytokinin na zawarfé flawondow i
werbaskozydu (praca w Plant Cell Tissue and Orgdtuf@ 2015);

- oznaczania zawado 20-hydroksy-ekdyzonu i kwasu chlorogenowego wdath
Rhaponticum carthamoidestrzymanych metad bezpdredniej i pdredniej organogenezy;
zawartd¢ tych zwpzkédw w kulturzein vitro byta porbwnywana z ich zawaftig w
nadziemnych ggciach zregenerowanydh vitro roslin rosmcych w gruncie. Efektem byta
publikacja w Plant Cell Tissue and Organ Cultui@l&);

- oznaczania zawaro irydoidow (aukubiny, katalpolu, katalpozydu, &gny, harpagidu i
harpagozydu) i glikozydéw fenyloetanoidowych (weska@zydu i izowerbaskozydu) w
organogennych kalusach regenecygh pdy i w rcslinach otrzymanychn vitro (liscie,
korzenie) oraz w rdinach pochodgcych z nasion (§cie, korzenie)Rehmannia glutinosa
Wyniki zostaty opublikowane w Plant Cell Tissue @jan Culture (201%

- oznaczanie zawalo w/w zwigzkow w lisciach i korzeniach 12-miesiznych rdlin
Rehmannia glutinosatrzymanych z nasion. Efektem byta praca opublkosv w Acta
Poloniae Pharmaceutica (2015);

- oznaczania zawaro irydoidow (aukubiny, katalpolu, katalpozydu, &gny, harpagidu i
harpagozydu) i glikozydéw fenyloetanoidowych (weska@zydu i izowerbaskozydu) w
lisciach i korzeniach zmienionych genetycznigimoRehmannia glutinosaregenerowanych
z korzeni transformowanych. Wyniki zostalty opubliikame w Plant Cell Tissue and Organ
Culture (2018);

- oznaczania zawagoi irydoidéw (katalpolu i harpagidu) i glikozydéveriyloetanoidowych
(werbaskozydu i izowerbaskozydu) wedach i korzeniach zregenerowanyah vitro i
otrzymanych z nasion ¢tin Rehmannia elatdN.E. Brown ex Prain oraz w kulturzedbdw
bocznych tej rdiny. Efektem byta praca opublikowana w Acta Phigjae Plantarum
(2015);
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- oznaczanie zawagoi irydoidéw (katalpolu i harpagidu) i glikozydéveriyloetanoidowych
(werbaskozydu i izowerbaskozydu) w kulturze korzéransformowanychRehmannia
glutinosa po elicytacji jasmonianem metylu i kwasem saligyyan. Efektem byta praca
opublikowana w Acta Biologica Cracoviensia Seriesaica (2016);

- oznaczanie ginsenozydow w kulturze korzeni tramsbwanychPanax quinquefolium
Efektem byta praca opublikowana w Acta Physiolodpéentarum (2016);

- oznaczanie zawado kwasu ursolowego i oleanolowego wclach Arctostaphylos uva-
ursi, Vaccinium myrtillus, Vaccinium vitis idae&aultheria procumbendgfektem byta praca
opublikowana w Applied Sciences (2016);

- w ramach obecnie prowadzonej wspoipracy z Profojcidchem Litwhczukiem
(Uniwersytet Rzeszowski), zoptymalizowatem metddHPLC dla oznaczania zawaito
werbaskozydu i izowerbaskozydu wsdiach triploidalnych i tetraploidalnych g
Paulownia tomentosa

Ostatnio, w rezultacie transformacji genetycznegzepem A4A. rhizogenes uzyskatem
kultury korzeni Salvia verticillata Po potwierdzeniu ich transgenicznego charakteru
zamierzam zaf sie izolacp diterpendéw abietanowych z tych korzeni. Dane ditierowe
wskazuj, ze korzenie tej rdiny wytwarzap 7a-hydroksy-rojleanon i d-acetoksy-rojleanon;
- jestem w trakcie opracowania metody rozdziatuznaxzania fenolokwasow techaik

UHPLC w kulturze korzeni transformowanycalvia austriaca S. sclarea

5c. Projekty badawcze
- Praca wlasna miodego naukowca (Nr 502-03/3-0¥2302t34-032, Uniwersytet
Medyczny w todzi). Tytut projektu: ,lzolacja i anaa ilosciowa zwizkdw biologicznie
czynnych w kulturach korzeni transformowanycliliroz rodzajuSalvid (2012-2014).
Udziat: kierownik projektu ;
- Projekt badawczy finansowany z funduszy statutdwyM w todzi (Nr 503/3-012-
01/503-31-001) pt. ,Hodowlan vitro roslin leczniczych; wytwarzanie metabolitéw
wtérnych” (2008-2012, 2015-2016). Udziatykonawcg;
- Grant MNiISW/NCN Nr N405 362537. Tytut projektuMitwarzanie taksandw i innych
zwigzkéw w organach transformowany@haxus x media var. Hicksa hodowliin vitro”
(2009-2014). Udziakvykonawca
- Grant MNiISW/NCN Nr 3499/B/P01/2007/77. Tytut pekju: "Wybrane réliny
lecznicze z rodziny Boraginaceae jakarodio naftochinonébw — badania

biotechnologiczne, fitochemiczne i biologiczne” (262013). Udzialwykonawca
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-Grant MNiISW/KBN Nr PBZ-KBN-092/P05/2003. Tytut gektu: ,Poszukiwanie
nowych  zrodet produktéw naturalnych 0 aktywdud  biologicznej:
przeciwdrobnoustrojowej, przeciwzapalnej, przeclenitgcej i cytostatycznej -
pozyskiwanych z wybranych gatunkéw slin z hodowli in vivo i in vitro, z

wykorzystaniem metod biotechnologicznych” (2003-@00@dziat:wykonawca

5d. Szkolenia.

Kurs chromatografii cieczowej, Akademia Medycznauwblinie 2009

Kurs chromatografii cieczowej HPLC, Akademia Medyazv Lublinie 2010
5e. Stae zagraniczne

5f. Cztonkowstwo towarzystw naukowych:

Polskie Towarzystwo Botaniczne

5g. Recenzje

Journal of Liquid Chromatography & Related Techgads - 1
Molecules — 3

Journal of Pharmacy and Pharmacology — 2

African Journal of Pharmacy and Pharmacology -1

African Journal of Microbiology Research — 1

African Journal of Biotechnology - 1

Process Biochemistry — 1

Annals of Agricultural and Environmental Medicind.—

5h. Otrzymane nagrody

a) Dyplom Dziekana Wydziatu Fizyki i Chemii Uniwgtstu t6dzkiego za wythiajacy sk
poster na V Sesji Posterowej Prac Dyplomowych tétrkSrodowiska Chemicznego. tod
dn. 14. 06. 2002 r.

b) Dyplom uznania za pracmagistersk pt. ,Diterpeny i sterole w kulturach korzeni
transformowanychSalvia sclareal.” zgtoszory do konkursu w ramach Przedu Prac
Dyplomowych Wydziatu Farmaceutycznego 2002 r. 4,Gath. 21.02.2003 r.

c) Nagroda im. Profesora W.J.H. Kunickiego-Goldérg przyznana zespotowi za pgam.
.Biofilm phytotherapy: diterpenoids dbalvia sclareaas potential anti-biofilm agents active
against antibiotic resistant staphylococci”. Koefezja Naukowa Komitetu Mikrobiologii
PAN, Wydziat Biologii Uniwersytetu Warszawskiega.®2.10.2005 r.
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d) Nagroda Naukowa indywidualna Stopnia Drugied. Rektora za pracdoktorsk, £0dz,
dn. 27.12.2007 r.

e) Nagroda Naukowa Zespotowa Stopnia Pierwszego. JR@ktora Uniwersytetu
Medycznego w todzi za cykl publikacji (IF 6,122)Biglogicznie aktywne diterpeny w

kulturze korzeni transformowany@&alvia austriacalacq.”. £od, grudzie 2013 r.

6. Podsumowanie agjnie¢ naukowo-badawczych

a) oryginalne petnotekstowe prace naukowe: 28 kagiji (IF 42,299 MNiISW 566) i 1
publikacja pogidowa (MNiSW 3),

h-index 9 (wg ISI Web of Science oraz Scopus).

b) konferencje: krajowe - 14 i gdzynarodowe 8.

c) recenzje publikacji: 7 w czasopismach z IF i 8assopismach bez IF.

d) udziat w realizacji trzech grantow badawczyckednego projektu badawczego
finansowanego z funduszu dla miodych naukowcow qeainego projektu badawczego
finansowanego z funduszy statutowych UM (p. pkj. 5¢

e) taczna liczba punktdw MNiISW, jakuzyskaty prace z moim udziatem wynosi 56@zhy

IF = 42,299, liczba cytowa= 222 (wg ISI Web od science bez autocytbwa267 (wg
Scopus bez autocytowpg indeks Hirscha h =9

P

N T )
L A A PP O

35



