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Izabela Grzegorczyk-Karolak (do 17.09.2011 rokié&ta Grzegorczyk)
Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniemvynamiejsca i roku ich

uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

Dyplom magistra farmacji uzyskany 8 wrzaia 2000 roku na podstawie pracy
magisterskiej pt.: ,Badanie receptora dla kwasuotodilowego u gronkowcow”
wykonane] w Zaktadzie Mikrobiologii Farmaceutycznékademii Medycznej
w todzi. Promotorem pracy byt prof. dr hab. Jerzikiuki, a opiekunem mgr Piotr
Wysocki.

Stopien doktora nauk farmaceutycznych nadany 15 grudnia 2006 roku uchwvat
Rady Woydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medggon w todzi
na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej p¥ietabolity wtérne
0 wiasciwosciach przeciwutlenigeych w kulturachin vitro Salvia officinalisL.”
wykonanej w Zaktadzie Biologii i Botaniki Farmacgctnej. Promotor: Prof. dr
hab. Halina Wysokiska, recenzenci: Prof. dr hab. Ewa tojkowska, Pdofhab.
Olga Olszowska. Praca doktorska zostata wyina przez Rad Wydziatu
Uniwersytetu Medycznego w todzi. £& rowniez w roku 2007 trzecie miejsce
w kategorii rozprawy doktorskiej w organizowanymzge Fundagj Hasco-Lek

konkursie na najlepsze prace doktorskie z zakr@asudcji przemystowe).

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jestkach naukowych

od 26.08.2008 do chwili obecngjna stanowisku adiunkta w Zakladzie Biologii

I Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Medyczneghodzi

4. Wskazanie osgnigcia wynikapcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r

o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U6Br poz. 595 ze zm.):

a) tytut osggnigcia naukowego

~Wykorzystanie kultur in vitro oraz roslin Scutellaria alpina i S. altissima
do pozyskiwania zwazkéw polifenolowych; ocena aktywnéci antyoksydacyjnej

i antyglikacyjnej in vitro.”



Zgtoszona do pogpowania tematyka obejmuje cykdroiu publikacii.

b) autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wyda, nazwa wydawnictwa

H1. Grzegorczyk-Karolak 1.*, Kazma L., Wysokhska H. The use of long-ter8cutellaria
altissimacallus cultures for shoot regeneration, productiérbioactive metabolites and
micropropagation. Journal of Medicinal Plants Resea2013,7: 3003-3313.

M6] wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplaaaiu koncepcji pracy,
wykonaniu czci eksperymentalnej (zapatkowanie kultur kalusa organogennego,
hodowla kultur, aklimatyzacja uzyskanychslig izolacja DNA z uzyskanychegdw,
okreslenie stabilngci genetycznej uzyskanego materiatdlinmego przy udziale metody
ISSR-PCR, przygotowanie ekstraktow do analizicibove]), na zebraniu i opracowaniu
wynikéw oraz na udziale w przygotowaniu manuskrgpisupcego uzyskane wyniki. Mgj

udziat procentowy szagupa 75%.

H2. Grzegorczyk-Karolak I*, Kama t., Wysokhska H. Study on the chemical
composition and antioxidant activity of extractsrr shoot culture and regenerated plants
of Scutellaria altissimaL. Acta Physiol. Plant. 2015, 37: 1736-174&-1,563, 25 pkt
MNiSW)

Mé] wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplaaoiu dowiadczé,
wykonaniu czsci eksperymentalnej (zapatkowanie kultury pdéw, hodowla kultur,
mikrorozmnaanie z dyciem wierzchotkow qaldw, przygotowanie ekstraktéw do analiz
fitochemicznych i biologicznych, oznaczenie -cahlewi zawartgci polifenoli
i flawonoidow w uzyskanych ekstraktach, wykonaestotv oceniajcych aktywné’
antyoksydacyj badanych ekstraktéw), na zebraniu i opracowaniunildw oraz
na udziale w przygotowaniu manuskryptu opisego uzyskane wyniki. Mo6j udziat

procentowy szacgjna 80%.

H3. Grzegorczyk-Karolak 1.*, Wysokska H., Olas B. Studies on the antioxidant
properties of extracts from the roots and shootsvofScutellariaspecies in human blood
plasma. Acta Biochimica Polonica. 2015, 62:253-288.1,187, 15 pktMNiSW)



Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplaaiu czsci doswiadczalnej,
hodowli i zbiorze materialu ®tinnego, przygotowaniu ekstraktow do analizy
fitochemicznej i badabiologicznych, wykonaniu oznagéziésciowych, zebraniu, analizie
I opracowaniu wynikbw oraz na udziale w przygotowamanuskryptu opisugego

uzyskane wyniki. M6j udziat procentowy szaag 70%.

H4. Grzegorczyk-Karolak 1.*, Kama t., Wysokhaska H. The effect of cytokinins on shoot
proliferation, secondary metabolite production amtioxidant potential in shoot cultures
of Scutellaria alpinaPlant Cell Tissue and Organ Culture PCTOC 2013;699-708. kF-
2,39 30 pktMNiSW)

Mo6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na sforowdniu koncepcji pracy
i wykonaniu cgsci eksperymentalnej (zapatkowanie kultury pdéw, hodowla kultur,
przygotowanie ekstraktéw do analiz fitochemicznidtiologicznych, wykonanie bada
okreslajgcych aktywné’ przeciwutleniajcg ekstraktéw), na zebraniu i analizie wynikow
oraz na udziale w przygotowaniu manuskryptu opgo uzyskane wyniki. MQj udziat

procentowy szacgjna 80%.

H5. Grzegorczyk-Karolak I.*, Kama L., Wysokhska H.In vitro cultures ofScutellaria
alpina as a source of pharmacologically active metatmliéeta Physiol. Plant. 2016, 38:
7-15. (F-1,563 25 pktMNiSW)

Mé6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaplaaaiu ddwiadcze i wykonaniu
czesci eksperymentalnej (zapatkowanie kultur kalusowej i zawiesinowej, hodowla
kultur zr&nicowanych i niezrnicowanych, okrédenie kinetyki wzrostu kalusa
i zawiesiny, regeneracja §tn z kultury pddw, przygotowanie ekstraktow do bada
fitochemicznych), na zebraniu i analizie wynikbwazoma udziale w przygotowaniu

manuskryptu opisygego uzyskane wyniki. Méj udziat procentowy szataj80%.

H6. Grzegorczyk-Karolak I.*, Ggb K., Gburek J., Wysokska H., Matkowski A.
Inhibition of advanced glycation end-product forrmatand antioxidant activity by extracts
and polyphenols fronscutellaria alpinal. andS. altissimal. Molecules. 2016, 21: 739-
748. (F 2,465, 30 pktMNiSW)



Méj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wyzeadz koncepcji bada
i wykonaniu cgsci eksperymentalnej (hodowla i zbiér materiatu slmnego,
przygotowanie ekstraktow do badabiologicznych, wykonanie badlabiologicznych
okreslajgcych aktywné’ antyoksydacyp badanych ekstraktow, oznaczanie catkowitej
zawartagci flawonoidéw w ekstraktach), na zebraniu i intetacji wynikdw oraz
na udziale w przygotowaniu manuskryptu opisago uzyskane wyniki. Mo6j udziat

procentowy szacgjna 70%.

H7. Grzegorczyk-Karolak I*, Rytczal, BieleckiS, Wysokhaska H. The influence of
liquid systems for shoot multiplication, secondametabolite production and plant
regeneration oBcutellaria alpinaPlant Cell Tissue and Organ Culture PCTOC 2018; 12
479-486 [F- 2,39 30 pktMNiSW)

Méj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wyzeadz koncepcji bada
i wykonaniu cgsci eksperymentalnej (hodowla kultureddw na statych, potstatych,
ptynnych podieach oraz w bioreaktorze, ocena wzrostu kultur, emaafitochemiczna),
na zebraniu i interpretacji wynikbw oraz na udziale przygotowaniu manuskryptu

opisujcego uzyskane wyniki. Moj udziat procentowy szataj85%.

H8. Grzegorczyk-Karolak 1.*, Kama L., Wysokaska H. The influence of cytokinins on
proliferation and polyphenol accumulation in sheottures ofScutellaria altissimal.
Phytochem. Lett. 2017, doi: 10.1016/j.phytol.2026029. (F-1,353 20 pktMNiISW)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na sforowdniu koncepcji pracy
I wykonaniu cgsci eksperymentalnej (hodowla kultur, ocena wzrostultur,
przygotowanie ekstraktéw do analiz fitochemicznyeh)zebraniu i analizie wynikdéw oraz
na udziale w przygotowaniu manuskryptu opisego uzyskane wyniki. Mo6j udziat

procentowy szacgjna 80%.

* - prace w ktorych wyspowatam w roli autora korespondencyjnego

Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania Impact Fact@F) publikaciji
wytypowanych do cyklu w pogbowaniu habilitacyjnym wynosi 12,911, punkty MNiSW
- 175



c) oméwienie celu naukowego ww. prac i aginietych wynikdw wraz z omoOwieniem

ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

W ciggu ostatnich dwudziestu lat obserwujemy wyna wzrost zainteresowania
surowcami rélinnymi i powrot do ich szerokiego stosowania w nfiacji, dietetyce
i kosmetologii. Szacuje i ze ponad 30000, czyli okoto 80% obecnych na rynku
surowcOw naturalnych jest pochodzeniglirmego (Rao i Ravishankar 2002). Jest to
spowodowane tatyv dostpncicia szeroko pajtych lekow rdlinnych, przekonaniem
pacjentow o ich bezpiecastwie i skuteczngi. Coraz mniej réin funkcjonuje na rynku
na zasadzie tradycyjnego stosowania, a corgicief mamy do czynienia z popart
licznymi badaniami wiedgzo surowcach rdinnych — ich widciwosciach i mechanizmach
dziatania. Dzisiejsze standardy narzgcayykorzystywanie w lecznictwie surowcow
zwalidowanych, wysokiej jakwoi, o jak najprecyzyjniej ok&onym skiladzie
I potwierdzonych wiéciwosciach biologicznych. Argumenty naukowe w corazkszym
zakresie przekonygj takze sceptycznie nastawione do lekéwslimnych srodowisko
lekarskie. Dodatkowo wraz z zainteresowaniem suapw@ochodzenia &innego rénie
dazenie do pozyskiwania materiatu skonego produkujcego bioaktywne metabolity
Z wysoky wydajnGcig. S to wymagania jak najbardziej uzasadnione pod gadsgh
ekonomicznym, bo naturalna biosynteza metabolitd@rnych niejednokrotnie zachodzi
w roslinach na niskim poziomie. Jednoéme ze wzgidu na due zapotrzebowanie wiele
jest gatunkow, ktorych populacje na skutek intenmjweksploatacji zostaly silnie
zredukowane i grozi im wygiecie. Innym czynnikiem silnie wptywagym na plonowanie
jest podatn& roslin na choroby infekcyjne i paggtnicze, a take niekorzystne warunki
srodowiska. Otrzymanie w tradycyjny sposob bardzpepduktywnych, odpornych na
patogeny odmian wymaga kilku lub nawet kilkunastu ¥ drugiej jednak strony synteza
chemiczna substancji aktywnych o skomplikowanepuldtrze, ktora mogtaby gy
rozpatrywana jako ich alternatywa, jest procesemdzma ztonym i kosztownym.
W s$wietle tych probleméw uzasadnionym okazalp si¢gniecie po osigniccia z zakresu
biotechnologii rélin, czyli roslinnych kulturin vitro obejmugcych hodowle protoplastéw,
komorek, tkanek czy organdéw prowadzonych na path oscisle okr&glonym sktadzie
w sterylnych dokfadnie zdefiniowanych i kontrolowah warunkach. Jedrz ich zalet jest

mozliwos¢ pozyskania materiatu §linnego w znacznie krétszym czasiez nest to



mozliwe w warunkach naturalnych. Jednogze metoda pozwala uniezafe¢ sic od
warunkow srodowiskowych, klimatycznych i geograficznych czy zyonikéw
wynikajacych z wieku oraz fazy wzrostustmy (Zhou i Wu 2006). Regulg¢ warunki
fizyczne i chemiczne kultury oraz wykorzysiojselekcje linii wysokoproduktywnych
mozna zweksz& produkcg metabolitéw rélinnych (Fett-Neto i wsp. 1994; Collin 2001,
Rao i Ravishankar 2002). Wzrost wydajoioprodukcji mana take osjgngé stosugc
kultury dwufazowe, immobilizagj komorek, elicytag czy transformaej genetyczn
(Collin 2001; Rao i Ravishankar 2002; Shilpa i wgp10).Scisle kontrolupc warunki
hodowli otrzymujemy surowiec o oldlenej jakaci ze stad wydajndcia (Hussain i wsp.
2012). Znane sliczne przypadki, kiedy zédmicowane i niezrénicowane kultury oraz
zregenerowana vitro rosliny produkowaty nie tylko podobne, ale niejednakiie nawet
dwo wyzsze ilgci zwigzkdéw aktywnych w poréwnaniu do hodowli prowadzonych
metodami tradycyjnymi (Ulbrich i wsp. 1985; Fujit&88; Hippolyte i wsp. 1992; Ddring
I Petersen, 2014). Opisywane $akze przypadki biosyntezy w kulturach nowych
produktow, niestwierdzonych wcgeej w raslinach gruntowych danego gatunku (Vijaya
i wsp. 2010).

Poza kontrolowan produkcy aktywnych farmakologicznie metabolitow, stegu;
metody biotechnologiczne mima uzyska cate raliny (proces mikrorozmnaania). Jest to
mozliwe dzieki zdolnasci roslin do regeneracji z obecnych na eksplantatach sbemyow
oraz przez wytwarzanie merystemoéw przybyszowyctiukeg tworzenia nowych ¢gdow
wzbudza s poprzez uzupetnianie §nnych podiay wzrostowych odpowiednimi
regulatorami wzrostu (cytokininy, auksyny) (Col@®01). Procedura mikrorozmiania
obejmuje etap mnmnia pkow/pedow, a nasipnie ich ukorzeniania i aklimatyzacj
uzyskanych rdin. Jest to metoda €mie wykorzystywana w ogrodnictwie, ale rpea
zastosowanie tak w innych galziach bazujcych na surowcach ¢bnnych i ich
produktach. Daje midiwos¢ otrzymania dgej liczby ralin w krétkim czasie i ma
szczegblne znaczenie w przypadku gatunkéw chroshlony trudnodosipnych,
niewytwarzagcych nasion lub wymaggych specyficznych warunkow klimatycznych
orazsrodowiskowych.

Waznymi gatunkami w lecznictwie tradycyjnym, zwitaszaalekowschodnimas
rosliny nalezace do rodzaju Scutellaria (rodzina Lamiaceae). Jednym z bardzo
szczegotowo przebadanych zwilaszcza w okresie agtatlwudziestu lat pod wzglem
skladu i widciwosci jest Scutellaria baicalensis— tarczyca bajkalska, wygtujgca

w okolicach jeziora Bajkat, ale ta& na terenie Chin, Japonii i Korei. W tradycyjnej



chinskiej i japmskiej medycynie korzenie §liny s przede wszystkim wykorzystywane
jako srodek przeciwzapalny i przeciwalergiczny (Koda 19&urowiec poprawia kgenie
I jest stosowany w chorobach sercowo-naczyniowytiag i wsp. 2005). Na zachodzie
inny gatunekS. lateriflora, tarczye bocznokwiatow, zwarny tez tarczyg amerykaska
wykorzystuje st jako lek w dysfunkcjach ze strony ukfadu nerwowedekach,
nadpobudliwéci, bezsenngzi czy stresie (Award i wsp. 2003). Do rodz&autellaria
przynaley jednak dao wiecej, bo ponad 300 gatunkéw. Badania ostatnich {&taaup,
ze wiele z nich produkuje te same metabolity, cazygra bajkalska i posiada szerokie
spektrum aktywngei farmakologicznych. Niektére byly igsstosowane lokalnie w
medycynie ludowej na terenach ich wysiwania. Gatunki nakgce do rodzaju
Scutellaria to zazwyczaj rédiny wieloletnie wysépujace w Azji, Europie i Stanach
Zjednoczonych Ameryki (Joshee et al. 2002). Bogatairozmaicona aktywrig
biologiczna tarczyc zwrana jest z ogromanliczbg syntetyzowanych przez nie aktywnych
metabolitow. J# w 2002 roku Malikov i Yuldashev opisali ponad 2@Wigzkdw
fenolowych wyizolowanych z #&in nalezacych do tego rodzaju. Jednak bardzo
intensywnie prowadzone badania fitochemiczne dopdaity do identyfikacji w krotkim
czasie wielu kolejnych skfadnikow. Murch i wsp. (20 szacuyj, ze obecnie z tarczyc
wyizolowano ju ponad 2000 metabolitéw. Mpa tu wymient zwigzki zaliczane do
flawonoiddéw, fenyloetanoidéw, irydoidéw, diterpengtsitependw, alkaloidéw, sktadniki
olejow eterycznych (Sheng i wsp. 2010). Najlicznreprezentowan grup, ktorej
przypisuje s} najwickszy udziat w aktywngi terapeutycznej surowcowy slawonoidy.
Tylko z podziemnych i nadziemnychgszi tarczycy bajkalskiej wyizolowano ich ponad
100. Najbardziej charakterystyczne dla rodz§autellaria s3 bajkaleina, wogonina,
skutelareina, oroksylina A oraz ich cukrowe poctadrajkalina, wogonozyd, skutelaryna
i oroksylozyd. Liczne badania dokumentdgarmakologiczg aktywna¢ tych zwihzkow,
daleko wykraczajca ponad tradycyjne zastosowanie surowcow je zavgeyah.
Stwierdzono dziatanie przeciwnowotworowe bajkalinyjej aglikonu oparte
na indukcji apoptozy w komorkach nowotworowych ordamowaniu ich cyklu
komoérkowego. Udowodnionae przez obriienie pod wptywem bajkaliny poziomu kinaz
i cyklin regulupcych cykl komdérkowy dochodzito do jego blokowania etapie fazy
syntezy DNA (faza S) w linii komérkowej ludzkiegoowotworu ptuc. Jednocgeie
flawon ten zaburzat syntezbiatek antyapoptotycznych Bcli2tym samym indukowat
apoptoz (Leung i wsp. 2007). Ekstrakty zawiegeg okoto 20% bajkaliny hamowaty

rozrost komoérek biataczki limfatycznej, szpiczakachitoniaka, a take inicjowaly



programowan $mier¢ wszystkich badanych linii komorkowych. Mechaniznegad
dziatania opierat gina obnteniu aktywnéci biatek cyklu komoérkowego takich jak Bcl
czy p27 oraz uszkodzeniu mitochondriéw (Kumagaspw2007). Zarowno bajkalina jak
i bajkaleina indukowaty programowardmierc komorek ludzkiego nowotworu prostaty,
chat efekt dziatania tego drugiego zwku byt dwukrotnie silniejszy (Chen i wsp. 2001).
Shieh i wsp. (2006) udokumentowali indukcapoptozy ranych biataczkowych linii
komoérkowych bazujcag na zahamowaniu przez bajkaliprodukcji biatka Bcl-2, ale bez
widocznego wptywu tego flawonoidu na synidratek proapoptotycznych — p 53 i Bax.
Badania wskazgj ze rownie w przypadku wogoniny jedn z drog aktywnéci
przeciwnowotworowej tego zwiku jest pobudzenie komérek do ich programowanej
smieci. Flawon ten dziala mulzy innymi na zasadzie hamowanigrowego czynnika
transkrypcji (NFxB), ktéry odpowiada za regulacpenow kodujcych biatka blokujce
apoptoz (Baumann i wsp. 2008). Jednofaie w badaniach na liniach komérkowych
ludzkiego raka prostaty i odinicy stwierdzono,ze wogonina pobudza ekspresj
nowotworowego biatka supresorowego p53, ktére rggultranskrype gendw
odpowiedzialnych za blokadcyklu komérkowego oraz inicjuje apoptoflLee i wsp.
2008). Dodatkowo Baumann i wsp. (2008) dowpdze wogonina stosowana
w zaburzeniach hematologicznych o padtonowotworowym powodowata selektyan
indukcje smierci patologicznych komorek T, bez wptywu na nahne limfocyty T. Byto
to najprawdopodobniej wynikiem aktywacji fosfoligag/lko w komorkach zmienionych
nowotworowo, ktore charakteryzowatyesintensywn produkcy rodnika Q. Trwaj
badania dotycxe wptywu wogoniny na cykl komérkowy. Efektem ekzpgi linii
komoérkowych ludzkiego nowotworu piersi na ten gzek byto zablokowanie cyklu
komorkowego na przetomie fazo/&; (Li-Weber 2009). Wgkszas¢ prac poréwnawczych
wskazuje jednak na silniegzndukcg apoptozy w badanych nowotworowych liniach
komorkowych przez bajkaleinoraz bajkalig niz wogonire (Parajuli i wsp. 2009).
Z drugiej strony ten ostatni flawonoid charaktefgzsie najprawdopodobnie] wgzy
aktywnaicig antyproliferacyja.

W licznych ddwiadczeniachin vitro i in vivo udokumentowano dziatanie
przeciwzapalne bajkaliny i jej aglikonu. Obydwa zmki hamowaty ekspresjgenow
kodujgcych  enzymy nadaktywne w stanach zapalnych. Poprzeptyw
na cyklooksygenazi lipooksygenag bajkaleina blokowata biosynteprostaglandyny E
(PGE) i leukotrienu (Schapoval i wsp. 1998). Warto wmtymiejscu zauwayc,
ze nadekspresja COX-2 w tkankach jestgzana nie tylko z rozwijagcym sg stanem



zapalnym, ale i z rozwojem choréb nowotworowychnd@io oba flawonoidy hamowaty
indukowara lipopolisacharydem (LPS) ekspresjppiatek i produke tlenku azotu

w makrofagach (Woo i wsp. 2006). Zahe od dawki hamowanie produkcji
prostaglandyny Estwierdzono take w przypadku wogoniny (Wakabayashi i wsp. 2000).
Ponadto odnotowano zmniejszenie pod wplywem teg@zkw poziomu metabolitéw
prozapalnego szlaku lipooksygenazy i wzrost pozidomsyntezy prostaglandyny ;D
bedacej mediatorem przeciwzapalnym (Park i wsp. 2004).

Dziatanie hepatoochronne preparatow z korzenezyardyto wykorzystywane ju
od wiekdw w medycynie ludowej w Chinach. Baviadomo # jest to przede wszystkim
efekt dziatania przeciwzapalnego i przeciwwolnoi&dwego. Wedtug Wan i wsp. (2008)
ma tu znaczenie aktywi® bajkaliny wynikagca z hamowania produkcji induktora
apoptozy hepatocytow we wczesnej fazie zapaleniaz orzynnika prowadzego
do nekrozy hepatocytow i uszkodzenia tkankjtrabowej. Tymczasem w zatruciach
wysokimi dawkami paracetamolu u myszy, bajkalinenbavata aktywnéci cytochromu
P450 CYP2E1l przez, co blokowata powstawanie hepeggtznego metabolitu tego
zwigzku (Jang i wsp. 2003). Wogonina okazata bi¢ inhibitorem innej odmiany
cytochromu P 450 - CYP1A2 odpowiedzialnej za meiabo watrobowy wielu lekéw
(Kim i wsp. 2002). Budowa chemiczna flawondw obexiny tarczycach sprawiae s
one silnymi przeciwutleniaczami. Wolne protony wigach fenolowych vgizg i usuwaj
metale a¢zkie oraz wchodg w reakcje z wolnymi rodnikami. Wytworzone w warack
stresu reaktywne rodniki tlenowe wywaiugzereg patologicznych zmian w organizmie
cztowieka. Reagygjone medzy innymi z produkowanym wendotheliumtlenkiem azotu,
co skutkuje zaburzeniem jego funkcji i prowadzi dweeczenia naczi, zwickszonej
agregaciji ptytek krwi, powstawania zakrzepow oradan morfologicznych w naczyniach
krwionosnych w wyniku proliferacji komorek. Wykazyj tez dziatanie utleniajce
w stosunku do DNA, lipidow i biatek. Antyoksydacgjmvtasciwosci bajkaleiny i bajkaliny
majg wiec odniesienie nie tylko do komorelkgtroby, ale take do funkcjonowania uktadu
krazenia. Skutkiem ich dziatania jest obamie cénienia krwi, hamowanie wapnienia
tetnic, zapobieganie agregacji ptytek krwi, profitgkd miazdzycy, hamowanie procesow
zapalnych wscianach naczy krwionosnych (Machha 2007). Z prac opublikowanych
w ciggu ostatnich kilkunastu lat wynikae flawonoidy tarczycy majdziatanie ochronne
na komorki nerwowe i skutecznie ogranigzgpwstawanie chordb neurodegeneracyjnych,
CcoO maze mig potencjalne znaczenie terapeutyczne w przypadiaeiea demencji starczej

spowodowanej chronicznym zaburzeniemzknia moézgowego (Choi i wsp. 2002; Zhang
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I wsp. 2006; He i wsp. 2009). Bajkalina wykazujd&zta charakter neuroprotekcyjny
przeciwko czynnikowi MPTP powodigemu zmiany w neuronach dopaminergicznych,
ktore mog si¢ przekltada na zaistnienie choroby Parkinsona (Cheng i ws@820
Dodatkowo, bajkaleina, bajkalina i wogonina popragryw na receptor GABA-ergiczny
wywotuja efekt anksjolityczny. Badania przeprowadzone pi&mg i wsp. (2008) oraz
Hui i wsp. (2002) dowiodtyze wptyw ten ogranicza @ido dziatania przeciwkowego
pozbawionego efektdow miorelaksacji i sedaciji.

Kolejna grupa badezwigzana jest z aktywricig przeciwwirusovy metabolitow
tarczyc. Stwierdzonoze bajkaleina i jej glukuronoid poprzez inhilicpktywngci
odwrotnej transkryptazy hamujreplikacg wirusa HIV-1. Ponadto poprzez wptyw
na interakaj miedzy receptorami komorkowymi i biatkami otoczki wsawej, bajkalina
wykazuje zdolné¢ do hamowania wnikania wirusa HIV-1 do komérek gmrza (Li
i wsp. 2000). Wiéciwosci przeciwwirusowe bajkaliny stwierdzono rowaie/ stosunku
do wirusa HTLV-1 fiuman T-cell leukemia virug}dpowiedzialnego za rozwdj swoistej
biataczki (Li-Weber 2009). Poprzez hamowanie odneptranskryptazy tego retrowirusa
bajkalina hamowata replikacjirusa HTLV-1 w zakaonych limfocytach B i T. Bajkalina
i bajkaleina wykazuj réwniez aktywna¢ przeciwko wirusowi HBV (wirusowi zapalenia
watroby typu B). Jednale w tym wypadku sita ich dziatania jest stabszaaxdp/naniu
z wogonip. W badaniach zaobserwowana, ten ostatni flawon skutecznie obai
poziom wirusa HBV we krwi oraz strobie myszy i kaczek nim zainfekowanych zale
od zastosowanej dawki (Guo i wsp. 2007). Potwiendziakze dziatanie przeciwwirusowe
wogoniny i wys¢pujacego w tarczycach innego flawonoidu - oroksylinywAbec wirusa
RSV odpowiedzialnego za ostre stany zaeadrég oddechowych u noworodkéw i dzieci
(Ma i wsp. 2002).

Tarczyce mog by¢ stosowane jako surowce przeciwbakteryjne. Potwrd
zahamowanie wzrostuVibrio coma oraz Staphylococcus aureugpod wptywem
flawonoidéw, zwtaszcza wogoniny. Wygi z gatunkow rodzajiscutellariadziatap tez
przeciwbakteryjnie  wobec  bakterii  dyfterytu, pakmwca hemolitycznego,
pneumokokow, tyfusu i paratyfusischerichia colioraz spirochetow i leptospirozy (Hsu
1954). Ponadto zaobserwowano hamowanie przezagiyzitarczyc wzrostu niektérych
bakterii patogennych rozwiggych s¢ w jamie ustnej, co nix@ mie znaczenie w leczeniu
chorob przyzbia (Tsao i wsp. 1982). Btaszczyk i wsp. (2000)wpetdzili aktywnaé
przeciwgrzybicza ekstraktow z tarczycy wobec takich gatunkow jélspergillus

fumigatus, Candida albicans, Geotrichum candidtayRhodotorula rubra
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Jednym z flawonoidéw powszechnie wystjagcym u ralin jest luteolina. Nie jest
wi¢c zaskakujce iz zostata ona wyizolowana réwaie niektorych gatunkoéw z rodzaju
Scutellaria(Zgoérka 2006). Zwgzek wystpuje w postaci aglikonu lub pmizen z cukrami,
zwtaszcza glukaz Jednym z nich jest @-glukozyd luteoliny. Mimo wysokiej estasci
wystepowania luteolina od lat jest w ¢gu zainteresowania badaczy ze wdgl na jej
stosunkowo nisk zawarté¢ w roslinach przy jednoczesnym szerokim spektrum
aktywnaici biologicznej. Badania wykazatye dieta zawiergfa luteoli zmniejsza
ryzyko schorzé zwigzanych z ukladem naczyniowo-sercowym (Marniemi pw2a005),
obniza cinienie (Ichimura i wsp. 2006), poziom cholester@adrikopoulos i wsp. 2002)

I poziom cukru we krwi (Zarzuelo i wsp. 1996). Doérudokumentowana aktywsto
przeciwutleniagca Iluteoliny oraz jej glikozydow zwrana jest z ich zdoldoig
~-wymiatania” wolnych rodnikéw (Cai i wsp. 1997), elatowaniem jonéw metali (Mira
i wsp. 2002), hamowaniem aktywdmd enzymoOw prooksydacyjnych (Hu i Kitts 2004)
i pobudzaniem szlakow antyoksydacyjnych w organgznfWruck i wsp. 2007).
Stwierdzono, ze luteolina hamuje czynnik transkrypcyjny NF-kB, Okt pobudza
powstawanie cytokin, chemokin i enzymow prozapdaingrzez co dziata przeciwzapalnie
(Kim i Jobin 2005). Dodatkowo kilka raportow potwdeito inhibicje lipooksygenaz
(LOX) i cyklooksygenazy-2 (COX-2) przez lutegfi(Gutierrez-Venegas i wsp. 2006;
Harris i wsp. 2006). Flawon ten ma ztewtasciwosci antyalergiczne wplywag
na zahamowanie produkcji histaminy (Kimata i ws@0@. Bardzo liczne badania
donosza o aktywndci przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybicznej, przecinwgowej

i przeciwpierwotniakowej luteoliny i jej glikozydoMittra i wsp. 2000; Xu i Lee 2001,
Sartori i wsp. 2003; Liu i wsp. 2008). W @aadczeniachn vitro i in vivo potwierdzono
ochronne dziatanie luteoliny w przypadku schareewotworowych (Ueda i wsp. 2003;
Manju i Nalini 2007; Gates i wsp. 2007), jak i dgtksyczny efekt tego flawonoidu
w stosunku do licznych linii komérek nowotworowydhkich jak ludzki nowotwoér
prostaty (Chiu i Lin 2001), nowotwor piersi (Du sp. 2008), rak szyjki macicy (Horinaka
I wsp. 2005) czy nowotwor trzustki (Lee i wsp. 2RORV powyzszych badaniach
stwierdzono,ze mechanizm dziatania luteoliny ma wiele punktovhwygtu takich jak
ochrona przed stresem oksydacyjnym, indukcja apgpiahibicja topoizomeraz. Flawon
ten uwraliwia komérki nowotworowe na mediatory zygiane z programowarsmiercig
komorki 1 zwicksza efektywn& chemioterapeutykow takich jak cisplatyna czy

bleomycyna (Shi i wsp. 2007).
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Jednym ze zwikoéw wyizolowanych z kilku gatunkéw tarczyc, niedhcym
flawonoidem, jest werbaskozyd zwanyz tekteozydem. Ten naigcy do glikozydow
fenylopropanoidowych zwrek charakteryzuje i szerokim spektrum aktywlo
biologicznych. Surowce bogate w werbaskozyd w meudligc ludowej byly przede
wszystkim stosowane jakérodki przeciwzapalne oraz przeciwbakteryjne. $iaosci
przeciwzapalne zwrku opierag sic na selektywnym hamowaniu enzyméw kaskady
kwasu arachidonowego takich jak COX-2 i 5-lipooksygza, co skutkuje hamowaniem
tworzenia prozapalnych prostaglandyn (Lee i wsp06&). Efekt przeciwbdlowy
werbaskozydu jest silniejszy mipodanego w podobnej dawce ibuprofenu (Backhouse
I wsp. 2008). Wiéciwosci przeciwzapalne zwrku zwhgzane § tez z jego aktywnécia
antyoksydacyjy. Raporty podaj ze werbaskozyd hamowat peroksydadjpidéw
w komorkach wtroby szczuréw (Quanbo i wsp. 1998), chronit prasdkodzeniami DNA
(Zhao i wsp. 2005) czy powstawaniem w mézgu zmiamwrodegeneracyjnych (Lee i wsp.
2006b). Mechanizm tej aktywdad zwigzany jest zarbwno z ,wzaniem” wolnych
rodnikéw, zdolnécig chelatowania jondw metali, jak i naprawszkodzonych struktur,
w tym DNA (Zzhao i wsp. 2005). Zaobserwowano rownieaktywna¢
przeciwnowotworow werbaskozydu. Zwrek ten hamowat proliferagj linii
komérkowych w przypadku ludzkich komérek gruczolakédka czy ludzkich komérek
nowotworowych szyjki macicy (Abe i wsp. 2002) oramukowat apoptog komorek
nowotworowych, co miato miejsce w przypadku liniL480 biataczki promielocytarnej
(Lee i wsp. 2007). Przypuszcza,sie aktywnd¢ akteozydu mge tez by¢ zwigzana z jego
wptywem na szlak telomerazy (Zhang 2002). Liczneldoga potwierdzaj aktywnac¢
przeciwdrobnoustrojow werbaskozydu. Przyktadowo, hamuje on akty$¢ndiIV-1
integrazy, enzymu odpowiedzialnego za replikagjrusa w komérkach gospodarza (Kim
I wsp. 2001). Stwierdzono jego dziatanie bakterjob® wobec takich bakterii jak
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Enterobasgpr,Proteus mirabilis, P. vulgaris
czy Pseudomonas aeruginogaigzane najprawdopodobniej z zahamowaniem biosyntezy
bakteryjnych biatek (Senatore i wsp. 2007).

Ta krétka charakterystyka kluczowych metabolitdveanych w gatunkach rodzaju
Scutellariapozwala zauway¢, ze w wielu aspektach dziatania biologiczne flawodeid
takich jak bajkaleina, wogonina, luteolina i ictkkoowych pochodnych oraz werbaskozydu
pokrywap sie, co mae skutkowa synergizmem i silnym dzialaniem surowcow je

zawierajcych.
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Gléwne zalgenia przedstawionego do ocenyaosiiccia haukoweqo:

Celem bada opisanych w pracach zgtoszonych w ppstvaniu habilitacyjnym byta
ocena maliwosci wykorzystania metod biotechnologicznych do  wytzeaia
farmakologicznie aktywnych zwizkdéw polifenolowych o wielokierunkowej aktyws#
biologicznej takich jak bajkalina, wogonozyd czy rbdeskozyd w dwodch gatunkach
z rodzaju Scutellaria S. alpina (tarczyca alpejska) 8. altissima(tarczyca wyniosta).
Materiat do bada stanowity tkanka kalusowa, komorki z hodowli zaswewej, kultury

pedOw i zregenerowania vitro rosliny tarczyc.

Przeprowadzone przez mnie badania obejmowaty:

e otrzymanie kulturin vitro i opracowanie metod mikrorozmiemia S. alpina
I S. altissimaaby otrzyma rosliny zdolne do wzrostu w warunkach polowych

» identyfikacg biologicznie czynnych zwrkow polifenolowych i okréenie ich
zawartdci w pozyskanym metodami biotechnologicznymi maiteri Metabolitami,
na ktérych skupitam gi w badaniach byty: bajkalina, wogonozyd, luteolina,
7-O-glukozyd luteoliny oraz werbazkozyd (Ryc. 1-4).

e ocere aktywnaci biologicznej (whaciwosci antyoksydacyjne i antyglikacyjne)

ekstraktow pozyskanych z gatunk&walpina i S. altissima

Wybrane do badabiotechnologicznych gatunki ®bce polskiej florze. Obie §bny
byty wykorzystywane w medycynie ludowej na przykhadTurcji (Davis 1982). W obu
tych gatunkach stwierdzono obeéaoflawonoidéw takich jak bajkalina, bajkaleina,
wogonozyd, wogonina, skutelaryna czy skutelareiBhefig i wsp. 2010). Zaréwno
tarczye alpejslk jak i wyniosh mazna spotka w potudniowej Europie, ale ich dephas¢
jest ograniczona. W fmiennictwie nie ma danych na temat hodowli vitro oraz

wiasciwosci biologicznych tych gatunkow.
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Ryc. 1. Wz06r strukturalny bajkaliny

-OGIcUA —glukuronian

Ryc. 2 Wz0r strukturalny wogonozydu

-OGIcUA —glukuronian

Ryc. 3 Wz0r strukturalny luteoliny i jej 7-O-glukygdu

R —H: luteolina

R —glukoza:7-O-glukozyd luteoliny
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Ryc 4. Wz06r strukturalny werbaskozydu

OH HO
O O OH
O
HO
Yo OH
H5;C @] @)
HO
HO OH
OH

Otrzymanie kultur in vitro i zregenerowanych rdlin S. alpina

i S. altisssma

Kultury niezré znicowane

Kultury kalusoweS. alpina zapocatkowatam z fragmentéw {cienie, hypokotyle,
korzenie) 3-tygodniowych aseptycznie wyhodowanyielwsk (ublikacja H5). Sparod
kilku podtazy zastosowanych w badaniach ggstych dla indukcji i wzrostu tkanki
kalusowej tarczycy alpejskiej najkorzystniejszynao&to s¢ podtaze MS zawierajce 0,54
UM NAA i 0,9 uM TDZ, a najlepszymi eksplantatamhypokotyle. Po kilku pagach
pochodaca z hypokotylu tkanka kalusowa rosta bardzo intemse i w chagu 2 tygodni
stwierdzatam okoto 17 —krotny przyrastiezej masy (3,6 g na probowk25 ml podtaa).
Z tkanki kalusowej tarczycy alpejskiej zapegtk@mwatam kultug zawiesinowy. Zawiesina
rosta w ptynnym podku MS z tymi samymi regulatorami wzrostu co kaludyta
pasaowana co 2 tygodnie. Po ustabilizowaniu kultury mgezatam jej dynamékwzrostu
podczas 24-dniowego cyklu. Maksymaldwieza mas kultura osigneta w 18 dniu
hodowli (16,2 g/kolb; 50 ml podtaa), z& suchy w dniu 15 (0,7 g/kol®), co odpowiadato,
17-krotnemu i 13-krotnemu przyrostowi, odpowiednwiezej i suchej masypublikacja
H5).

W toku eksperymentow nie udato migsotrzyma& niezr&nicowanych kultur

kalusowych S. altissma. Kalusy tego gatunku charakteryzowahe sidolngcia do
roznicowania pkow, ktora utrzymywata giprzez ponad 4 lata przebywania w warunkach

in vitro.
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Kultury p edéw i mikrorozmnaznie

W publikacjach H4, H5, H7 opisatam procedgr mikrorozmnaania S. alpina
Z pakdw szczytowych poprzez indukgpakow i pedow bocznych. Kultuy pedow tarczycy
alpejskiej otrzymatam z wierzchotkowych eéei siewek, ktére wykietkowaty
z wysterylizowanych nasion na poéio agarowym (0,7%) MS uzupetnionym kinedyn
(0,1 uM) i kwasem giberelinowym (2,9 uM). Patkowo hodow¢ pedéw prowadzitam
na statym podtau MS uzupetnionym IAA (kwasem indolilooctowym) weseniu 0,57 uM
oraz BAP (benzyloaminopuryna) wegéniu 2,2 UM publikacja H5).

Po uzyskaniu kultur gglowych sprawdzitam wptyw cytokinin i zmiany konssst;ji
podiaza MS na wspoétczynnik mrenia gdow. Aby okrdli¢ efekt rodzaju i stzenia
cytokininy, kultury prowadzitam na agarowym po#lioMS zawierajcym 0,57 uM IAA
i jedrg z czterech cytokinin: BAP, zeatyrkinetyre (w stzeniach 1, 2, 4, 8 uM) lub TDZ
(tidiazuron) (w sgzeniu 0,2, 0,5, 1 pM)publikacja H4). Najwyzszy wspoétczynnik
mnazenia, wynosgcy 25 pkoéw/peddw na eksplantat, egjngtam w obecnéci BAP
w stzeniu 2 uM. W tych warunkach uzyskatam rownb@ardzo wysoki przyrosiwiezej
I suchej masy (okoto 65-krotny wagu 5 tygodni). Jeszcze lepsze wyniki w odniesieniu
do produkcji biomasy (okoto 75-krotny przyroswviezej masy w cigu 5 tygodni)
osiagretam, kiedy s§zenie benzyloaminopuryny w podio byto wyzsze (4 uM).

Wykorzystupc optymalm dla proliferacji gdoéw kombinagj regulatorow wzrostu
(0,57 uM 1AA i 2 uM BAP) podjtam préolz namnaania gdow S. alpinaw kulturze
ptynnej (podiae bez agaru), a otrzymane wyniki poréwnatam z tysiignictymi podczas
hodowli na podtau stalym (zestalonym agarem 0,7%) i poOistatym @esym agarem
0,35%) (publikacja H7). Wykorzystanie ptynnej pgwki obniza koszty hodowli,
a w wielu przypadkach skutkuje tak wzrostem wspotczynnika mienia (Russowski
I wsp. 2006; Pati i wsp. 2011; Cavallaro i wsp. 201Pierwsze eksperymenty z kulur
pedow S. alpinaw ptynnym podtau zaréwno w warunkach wytrganych (na wytegsarce
rotacyjnej; 100 rpm) jak i stacjonarnych (bez wysania) zakaczyly sk
niepowodzeniem; eksplantaty nie podejmowaty wzrostobumieraty. Wynikato to
najprawdopodobniej z calkowitego zanurzenia wieodabw pedow w paywce
I zwigzanej z tym ograniczonej mlovosci wymiany gazowej i/lub stresu. Aby unikh
catkowitego zanurzenia zastosowatam materialy pompe w postaci bakteryjnej
nanocelulozy (Instytut Biochemii Technicznej Palhaiki +to6dzkiej) i pianki
poliuretanowej (EuroFoam, Zgierz), na ktorych umzstam eksplantatypublikacja

H7). Takie rozwjzanie pozwolito nie tylko na zwkszenie wspoiczynnika maenia
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i wyzszy przyrost biomasy uzyskanychdgw tarczycy alpejskiej, ale taé na obnienie
kosztow hodowli poprzez uswgie z niej agaru. W przypadku zastosowania jako
materialu podporowego celulozy wagu 5 tygodni z jednego eksplantatu uzyskatam
ponad 36 nowych gkoéw/pedow bocznych. Byto to okoto 50% wdej niz w przypadku
kultur prowadzonych na podtach agarowych (statych i poistatych). Jednéoie
otrzymywane w ten sposolgay byty dobrej jakéci, a procent szklistei byt bardzo niski
(0,6%).

Uzyskanie korzystnych wynikéw w kulturze ptynnejnzateriatem podporowym
zainspirowato mnie do zwkszenia skali i prowadzenia hodowlieddw S. alpina
w 5 litrowym bioreaktorze rozpytowym. Aby uniié catkowitego zanurzenia, eksplantaty
byly umieszczane na siatce ze stali nierdzewneylkot czasowo byty spryskiwane
ptynnym podtaem wzrostowym MS z 0,57 uM IAA i 2 uM BAP (w cykdiDs rozpylania
podiaza i 2-minutowa przerwa w rozpylanigublikacja H7). W ten sposob z inokulatu
liczacego 15 wierzchotkow guow po 5 tygodniach otrzymywatam okoto 45§k@w lub
pedow bocznych, co wskazujeze wspoiczynnik mnezenia gdow w bioreaktorze
rozpytlowym wynosit prawie 30 i byt #$zy w poréwnaniu z kultgr prowadzon
w podiazu ptynnym z wykorzystaniem nanocelulozy, ale zégy niz w hodowli
na podigu statym i poistatym. Korzystny byt réwriewysoki przyrost biomasy,
najwyzszy spérod wszystkich zastosowanych systeméw dla hodogddw S. alping co
pozwolito na uzyskanie w gju jednego cyklu pracy bioreaktora przy wykorzyatan
1 L podiaza duzej ilosci materiatu rélinnego (ponad 18 gwiezej i 1,64 g suchej masy)
do bada fitochemicznych gublikacja H7).

Namnaone na statym, poistatym i w ptynnym pogiopedy S. alpinaukorzeniatam
w ciggu 4 tygodni na agarowym podto %2 MS (podtae MS ze zredukowando potowy
zawartdciag makro-i mikroelementéw) bez regulatoréw wzrospulflikacja H5, H7).
Stwierdzitam,ze zdolnd¢ do tworzenia korzeni zatata od konsystencji podta uzytego
dla proliferacji gdéw. Rdy namnaane na podteach agarowych (podie state i potstate)
ukorzenialy s w ponad 90%. W przypadkuegidw pozyskanych z podig ptynnych,
procent ukorzeniania byt z8zy i wynosit 72 lub 84%, w zataosci od zastosowanego
w podizu do namnzania materiatu podporowego (pianka poliuretanovemoreluloza).
Ukorzenione pdy tarczycy alpejskiej przenositam do doniczek zawiegeych
wysterylizowan mieszanig piasku, torfu i ziemi ogrodniczej i umieszczatanszklarni.
Rosliny bardzo dobrze siaklimatyzowatly. Na tym etapie nie obserwowatam fj&znic

w przeywalnasci  roslin - pochodacych z rgnych systeméw hodowlanych.
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Po 12 tygodniach wzrostu w glebie wspétczynnik pymealncsci roslin wynosit 95-98%.
Otrzymane réliny przenoszono do uprawy w warunkach polowych r@fdg RGlin
Leczniczych), gdzie zakwitaty w drugim roku wegéitpublikacja H5, H7).

W przypadku drugiego badanego przeze mnie gatuBkaltisssma, opracowatam
procedu¢ mikrorozmnaania poprzez indukejpakow bocznych oraz dragorganogenezy
poprzez indukej pakdéw przybyszowych zregenerowanych z tkanki kalugdmeblikacja
H1, H2).

W celu otrzymania organogennego kalusa eksplamiathodace ze sterylnych
siewek (lécienie, hypokotyle, korzenie) wyktadatam na agard&%) podiéa MS i SH
(Schenka i Hildebrandta 1972) uzupetnionengdni kombinacjami regulatoréw wzrostu.
Spasrod stosowanych w dwiadczeniu wariantow pgwek do dalszych badavybratam
dwie: MS z 0,54 uM NAA (kwas naftylo-1-octoywy 0,9 uM TDZ oraz SH z 0,54 uM
NAA, 0,89 uM BAP i 2,26 uM 2,4-D (kwas 2,4-dichléemoksyoctowy) ffublikacja
H1). Najlepsa odpowied w postaci formowania intensywnie r@sego, regeneragego
paki kalusa uzyskatam na eksplantatach pochogzh z hypokotyli. Szczegolnie
intensywna indukcja gkoéw zachodzita na kalusach hodowanych na padi&H.
W tych warunkach podczas pojedynczego 6-tygodniowaegsau uzyskiwatamsrednio
13 nowych pddéw. Na podtau MS w tym czasie na kalusie powstawato okotoc8Gv.
Proliferacja pdow na podieu SH odbywata si jednak kosztem wzrostu kalusa. Aby
zapobiec catkowitej redukcji tkanki kalusowej i eamic ciggtos¢ hodowli, kultue
prowadzitam w ciemnii. W tych warunkach obserwowatam intensywny wzicdtisa
bez obntenia wspoiczynnika indukcji gdw, chocia proces rozwoju gkow byt
wolniejszy. Okres hodowli trzeba bytlo wydi¢ z 6 do 8 tygodni, aby uzyskanedy
osiggrety dtugas¢ i morfologie odpowiedna do ukorzeniania. ¢ely rosmce w ciemnéci
byly wyjatkowo cienkie, wiotkie, miaty bardzo drobnegsio etiolowane ficie i wymagaty
przeniesienia néwiatto, aby odzyskapokrdj typowy dla pdéw S. altissima

Obie otrzymane linie kalusowe (ta hodowana na padiSH oraz ta rogga
na podtau MS) byly zdolne do indukcjiguiéw przez ponad 4 lata i utrzymywaty wysoki
wspotczynnik mneenia. Jak wiadomo dtugo pasavane kultury hodowane na podéxh
z dodatkiem regulatorow wzrostu mplgy¢ podatne na zmiany na poziomie genetycznym
I epigenetycznym okétane zmienngcia somaklonalg (Larkin i Snowcroft 1981). Z tego
wzgledu po okresie 2 lat postanowitam ocgestabilng¢ genetycza peddw S. altissima
pozyskiwanych z kalusa na obu pagtoh (MS, SH). Jako materiat kontrolnygytam
siewki wyhodowane z nasion w doniczkach w warunkszklarniowych. W badaniach
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wykorzystatam analiz molekularn ISSR ¢ublikacja H1). Do analizy zastosowatam
8 primerdw stosowanych wceej w badaniach z gmymi innymi gatunkamBcutellaria
Dawaly one po reakcji PCR z wyizolowanym z materiabslinnego DNA dobrze
widoczne, policzalne ptki nazelu agarozowym. Catkowita #6 prazkdw w zalenaosci
od zastosowanego primera wahatg sd 1 do 10. Wielk& odpowiadajcych im
produktow amplifikacji wynosita od 300 do 1100 paasad. Obraz ptkéw (ich liczba
i potozenie) otrzymany w przypadku wszystkich primerow mé@nit sic dla DNA
wyizolowanego z @doéw zregenerowanych z dwuletnich kultur kalusowy@ii
hodowanej na podim MS z 0,54 pM NAA i 0,9 uM TDZ oraz linii z podta SH
z 0,54 uM NAA, 0,89 uM BAP i 2,26 uM 2,4-D) i dlaNA siewek, co oznaczage pdy
przybyszowe zregenerowane z tkanki kalusowej bylentyczne z rdinami
otrzymywanymi z nasion, a kalus przez dtugi okreasc charakteryzowatesiwysolky
stabilngcia genetyczn (publikacja H1).

Dla mikrorozmnaania S. altissimawykorzystywatam réwnie paki boczne. Ich
proliferacg prowadzitam na statym (0,7% agar) padidS uzupetnionym auksyn(IAA
w sizeniu 0,57 uM) oraz ymi cytokininami: zeatyq kinetyrs, BAP (w stzeniach
1, 2, 4, 8 uM) oraz TDZ (w steniu 0,2, 0,5, 1 puM) publikacja H8). Tak jak
w przypadku tarczycy alpejskiej do nmmemia gdow przy udziale istniggych
merysteméw optymalne okazal@ giodiaze z dodatkiem BAP (2 -8 uM), ale w przypadku
tego gatunku wspotczynnik maenia byt znacznie nszy (6 nowych pdow/pkow
bocznych w ¢jgu 5 tygodni). Kultura ¢gdéw hodowana na podtach zawierajcych BAP
w wyzszych s¢zeniach (4, 8 uM) dawata tal najwysze przyrosty biomasy, chogiav
przypadku tego ostatniego parametru podobne wymighgnetam na podieach
uzupetnianych TDZ w steniu 0,51 1 uM gublikacja H8).

Uzyskane na drodze nanmamia gdy boczne i przybyszoweS. altissima
przenositam bezpoedniodo doniczek zawieragych wysterylizowas mieszanig piasku,
torfu i ziemi ogrodniczej i ukorzeniatamx vitro w szklarni publikacja H1, H2, H8).
Rosliny bardzo dobrze si aklimatyzowaly. Po 12 tygodniach wzrostu w glebie,
przezywato 90% rélin pochodacych z gddow przybyszowych indukowanych na kalusie
hodowanym na podim SH oraz 95% ¢udéw przybyszowych uzyskanych
z organogennego kalusa rgsago na podiau MS oraz pdéw bocznych otrzymanych
z istniepcych merysteméw. Otrzymane sliay po okresie aklimatyzaciji przenositam
do uprawy w warunkach polowych (OgroddRo Leczniczych), gdzie osgaty dojrzatdé

I zakwitaty.
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Identyfikacja  biologicznie  czynnych  zwizkdéw  polifenolowych

I okreslenie ich zawartaci

Otrzymany metodami biotechnologicznymi materiat $lirmy analizowatam
fitochemicznie w odniesieniu do zawaitdo wybranych zwizkow polifenolowych.
W metanolowo-wodnych ekstraktacB. alpinai S. altissimawykorzystupc meto@d
UHPLC (ang. Ultra High Pressure Liquid Chromatodmgp stwierdzitam obecr$o
werbaskozydu, bajkaliny, wogonozydu, luteoliny oraz-O-glukozydu luteoliny.
Identyfikacji zwgzkéw dokonywatam na podstawie porownania czaséenofit widm
UV i widm masowych metabolitbw w badanych probkazhtymi dla zwjzkow
wzorcowych. Doktadny opis analizy ekstraktow i itidikacji obecnych w nich zvgzkow
przedstawitam wpublikacjach H1, H2, H5, H8.

Zawartg¢ analizowanych metabolitow w materiale uzyskanymozowli in vitro
(kultury kalusowe, kultura zawiesinowa, kulturgddw, zregenerowani vitro rosliny)
S. alpinai S. altissimaporéwnywatam z ich poziomem w korzeniach ¢dach rdlin
rosmcych w glebie i otrzymanych z nasion pochgmyzh z tego samegdrodia,

co nasiona dla zapagtkowania kulturin vitro.

Zwiazki polifenolowe w kulturach in vitro S. alpina

Wytwarzanie metabolitow badatam w niean@owanej morfologicznie kulturze
kalusowej i zawiesinowe$. alpinahodowanych, odpowiednio, na statym lub w ptynnym
podiczu MS uzupetnionym 0,54 uM NAA i 0,9 uM TDZp(blikacja H5), a take
w kulturze gdoéw prowadzonej w obeckd réznych cytokinin na statym (0,7% agar)
podiazu MS (ublikacja H4, H5) oraz po zmianie konsystencji pogéona ptynne (bez
agaru) i potptynne (0,35% agapublikacja H7).

Kultury kalusowe i zawiesinowe

Zapocatkowana z hypokotylu tkanka kalusowa hodowana nallgga MS
uzupetnionym 0,54 uM NAA i 0,9 uM TDZ charakteryzat s¢ wysokim poziomem
metabolitow (werbaskozyd, bajkalina, wogonozydedlina), wéréd ktorych dominowata
bajkalina publikacja H5). Aby ocené dynamile akumulacji metabolitéw w trakcie cyklu
wzrostu kultury i ustaéi czas optymalny dla ich biosyntezy, oznaczenia ras@
zwigzkow aktywnych prowadzitam co 5 dni wagu 25 dni hodowli. Stwierdzitam,
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ze zawarté¢ wszystkich analizowanych metabolitow w tkance &aluej zmieniata si
w podobny sposob, agjajgc maksimum w 15 dniu hodowli, czyli w czasie kiddytura
wchodzita w faz stacjonarg i biomasa byla najwgsza. W tym czasie zawaéto
werbaskozydu (9 mg/g s.m.) i luteoliny (3,9 mgim.3.w kalusie byty wysze, z& poziom
bajkaliny (16,9 mg/g s.m.) i wogonozydu (10,4 mglgn.) tylko nieco riszy od tych
stwierdzonych w korzeniach otrzymanych konwencjoalz nasion) rdin S. alpina

Aby ocent stabilng¢ uzyskanej kultury kalusowej, badatam rownjak zmieniata
sie zawartd¢ flawonoidéw i werbaskozydu z wiekiem kalusa. Ngjgze ranice
w poziomie metabolitbw obserwowatam na pgka hodowli w miodej kulturze
kalusowe] m¢dzy 10 i 20 pasem (kady trwapcy 14 dni); przyktadowo kalus
po 20 paszach (kultura 10-miestzna) wytwarzat 40% wcej bajkaliny ni kalus
po 10 paszach (kultura 5-miestzna) (21,4 mg/g s.nvs. 15,4 mg/g s.m.). Badania
wykazaly, ze najwecej metabolitdw zawierata 1,5-letnia tkanka kalugopo 40
pasaach); w tym kalusie zawado werbaskozydu, bajkaliny, wogonozydu i luteoliny
wynosity: 10,5, 26,3, 14 i 4,5 mg/g s.m. W kolejhypasaach zmiany w steniu
metabolitow byly niewielkie (maksymalnie 20%:znice) i zalealy od analizowanego
zwigzku. Ta wysoko produktywna tkanka kaluso®aalpinacharakteryzowata sitakze
wysokim przyrostem biomasy (17-krotny wagu 2 tygodni), co pozwolito uzidaja
za dobre i stabilnerodto badanych metabolitéypblikacja H5).

Otrzymana z kalusa i rogra na podtou o tym samym skiladzie (MS z 0,54 uM
NAA i 0,9 uM TD2Z), kultura zawiesinowa tarczycy ajpkiej produkowata tale znaczne
ilosci analizowanych zvwgzkow, ale w odniesieniu do flawondw bytly to pozio2vkrotnie
nizsze nk w kalusie. Z drugiej strony zawastowerbaskozydu w zawiesinie ggata
wartas¢ 36,4 mg/g s.m., czyli byta 5 razy wsza ni w korzeniach i ponad 11 razy wsza
niz w pedach dwuletnich otrzymanych z nasiorslio S. alpina (publikacja H3, H5).
Poziom zwjzkoéw w kulturze zmieniat gipodczas cyklu wzrostu, aleddy z nich osigat
maksimum w czasie fazy stacjonarnej (od 12 do 1li&)dpublikacja H5). Biorac pod
uwag wiek kultury, najwysze zawarteci metabolitow stwierdzitam w komorkach
rosmcych przez 20-25 pada (9-12 miesjcy w kulturzein vitro). Wydajna¢ tej kultury
po 2 tygodniach wzrostu w przeliczeniu na 1 litrdjmaa wynosita: ponad 500 mg
werbaskozydu, 250 mg bajkaliny, 160 mg wogonozydtawie 60 mg luteoliny. Po roku
hodowli poziom flawonoidow w zawiesinie obgi sie (0 12-25%), podczas gdy
zawartd¢ werbaskozydu caly czas utrzymywala sia statym wysokim poziomie
(publikacja H5).
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Kultury peddéw

Zawartdci zwigzkdéw biologicznie czynnych w ekstraktach zdpw S. alpina
oznaczatam podczas ich kilkuletniej hodowli (por@adpét roku) na statym podioi MS
uzupetnionym 0,57 uM IAA oraz 2,2 uM BAP. Najasze poziomy flawonoidow
stwierdzitam w péttorarocznej kulturaa vitro. Wynosity one dla bajkaliny: 11,7 mg/g
s.m., dla wogonozydu: 3,2 mg/g s.m., a dla lutgol$y35 mg/g s.m. Po kolejnym roku
zawarté¢ tych zwpzkow w pmdach wyranie obniyta se (0 okoto 35-50%).
W odniesieniu do werbaskozydu najegj tego fenyloetanoidu wytwarzaty miodedy,
po 6 paszach (ponad 8 mg/g s.m.); w starszych kulturach@uziego zwizku byt nawet
0 25% nkszy publikacja H5).

Aby zwickszy¢ biosyntez metabolitéw, kultury pdéw S. alpina prowadzitam
na agarowym podiu MS z 0,57 uM IAA uzupetnianym zaymi cytokininami (BAP,
kinetyna, zeatyna, TDZ) w #a@ych stzeniach publikacja H4). Dla wytwarzania
luteoliny i jej glukozydu najefektywniejsze okazalkic podiaze zawierajce BAP
w skzeniu 2 uM. Hodowane na tym podto pcdy wytwarzaty 3,35 mg/g s.m. luteoliny
i 1,68 mg/g s.m. D-glukozydu luteoliny. W przypadku pozostatych melabao
najlepsze wyniki uzyskatam na podéoMS uzupetnionym tidiazuronem. Po 5 tygodniach
wzrostu w obecn@i 0,5 uM TDZ zawartéci bajkaliny, wogonozydu i werbaskozydu
w pedach wynosity, odpowiednio, 18,79 mg/g s.m., 7,0¢/grs.m. oraz 9,76 mg/g s.m
i byty 1,5-9 razy wysze ni w pedach kontrolnych hodowanych na padiaz dodatkiem
samej auksyny (0,57 uM IAAp(blikacja H4).

W publikacji H7 opisatam wptyw konsystencji podi@ na wytwarzanie wtornych
metabolitow w kulturze gddéw. W daéwiadczeniach zastosowatam patHo state (agar
0,7%), potstate (0,35%) i ptynne (bez agaru). Abyooic eksplantaty przed catkowitym
zanurzeniem w ptynnym podita stosowatam materiaty podporowe (nanocelulozajkaia
poliuretanowa). Bdy S. alpinarosmce w systemie ptynnym wykorzystgym jako
podpoe bionanocelulog wytwarzaty 1,5-2 razy wicej badanych zwzkow w poréwnaniu
do pdow rosmacych na statym podim MS o tym samym sktadzie regulatorow wzrostu.
Ponadto kultura ggdow w ptynniej paywce charakteryzowata ¢si4-krotnie wy:szym
przyrostem biomasy w poréwnaniu z pagion statym, co pozwolito na uzyskanie
wyzszych ilgci metabolitow podczas cyklu wzrostu (5 tygodni).

Obserwacje dotygze wzrostu kultury gdow i produkcji metabolitow w systemach
ptynnych utatwity mi ustalenie warunkéw odpowiedmidla zwekszenia skali hodowli.

W daswiadczeniach zastosowatam bioreaktor aeroponicanitorym materiat rélinny
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umieszcza sgi na siatce ze stali nierdzewnej i okresowo spryskynnym podtaem.
Zawartg¢ bajkaliny (15,18 mg/g s.m.), wogonozydu (4,08 mg/gn.) i luteoliny (5,15
mg/g s.m.) w pdach rosacych w bioreaktorze byta zkbna do tej stwierdzonej wedach
hodowanych w ptynnej pgwce 2z bionanocelulaz Z drugiej strony poziomy
werbaskozydu (6,95 mg/g s.m.) i glukozydu luteolifd;45 mg/g s,m,) w quach

z bioreaktora byly risze, porownywalne do tych w kulturach statych.uRaglkdnieniu
przyrostu biomasy (ponad 18 g wa@iul 5 tygodni) produkcja metabolitow w bioreaktorze
(w mg/L podi@a) osggata warté¢: 11,4 dla werbaskozydu, 24,9 dla bajkaliny,
6,7 dla wogonozydu, 8,45 dla luteoliny i 2,4 dl®®lukozydu luteoliny. Wysoki przyrost
biomasy i prawidtowa morfologia uzyskanyctdpw pozwalaj przypuszczég ze maliwe
bedzie dalsze zwkszenie produkcji metabolitow w ¢gach tarczycy alpejskiej
hodowanych w bioreaktorze aeroponicznym poprzeynoglizacg wielkosci inokulatu
czy kontaktu pomidzy materiatem rdinnym i podiazem wzrostowym (czas i i$0

aplikowanej paywki).

Zregenerowan vitro rosliny

Z namnaonych i ukorzenionych w warunkaéh vitro pedéw otrzymatam réiny
S. alpina w ktérych po dwoch latach hodowli w warunkachgweych okrélatam (osobno
w pedach i korzeniach) zawasid badanych metabolitowp(blikacja H5). Stwierdzitam,
ze korzenie byty lepszynrddiem bajkaliny (ponad 20 mg/g s.m) i wogonozyda,68
mg/g s.m) ni czesci pedowe (po 1,29 mg/g s.m. obu z&koéw). Te ostatnie wytwarzaty
natomiast wgcej werbaskozydu (9,71 mg/g s.ws. 7,16 mg/g s.m)publikacja H5).

Zawartg¢ metabolitow w organach ¢dy korzenie) zregenerowanyehvitro roslin
poréownywatam z 4 uzyskam dla ralin tarczycy alpejskiej wyhodowanych z nasion
I rosmcych w tych samych warunkach, co §lmy otrzymane w wyniku
mikrorozmnaania. Wszystkie analizowanesliny byty zbierane w stadium kwitnienia.
Zaobserwowatam istotne Zdice w zawartéci werbaskozydu, ktérego poziom
w ekstraktach z &#ci nadziemnych zregenerowanyéh vitro roslin byto 3-krotnie
wyzszy ni w raslinach macierzystych. gy otrzymanych z nasion din S. alpina
charakteryzowaly siniska zawartdcia bajkaliny i wogonozydu (ok. 4 mg/g s.m.), ale ich
poziom w tym materiale sinnym byt wyzszy niz w czsciach nadziemnych gbn
uzyskanych na drodze mikrorozniaaia (ok. 1,3 mg/g s.m.). Nie stwierdzitam natornias
wyraznych r&nic w wytwarzaniu zwjzkdéw w korzeniach r@din S. alpinarozmnaanych

Z nasion i pochodgzych z hodowlin vitro. (publikacja H3, H5).
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Zwiazki polifenolowe w kulturach in vitro S. altissima

Zawart@g¢ metabolitbw oceniatam w dwoch kaulogennych linidcalusowych
S. altissimahodowanych na statych podech SH z 0,54 uM NAA, 0,89 uM BAP
i 2,26 UM 2,4-D oraz MS uzupetnionym 0,54 uM NAA,B uM TDZ publikacja H1),
a talkze w kulturze pdéw bocznych prowadzonej w obeéoioroznych cytokinin na statym
podtazu MS (0,7% agar)publikacja H2, H8).

Kultury kalusowe

Zawarté¢ metabolitbw oceniatam w dwdéch organogennych kaluspo roku
i dwoch latach przebywania w warunkaichvitro. Najwigcej flawonoidow stwierdzitam
w 2-letniej linii kalusowej hodowanej na podtoSH z 0,54 uM NAA, 0,89 uM BAP oraz
2,26 UM 2,4-D fublikacja H1); tkanka zawierata okoto 32 mg/g s.m. bajkalimyd mg/g
s.m. wogonozydu. Byly to poziomy znacznie 28%e ni w korzeniach réin
macierzystych pochodeych z 2-letniej uprawy. W przypadku werbaskozydardaiej
wydajm linig byt kalus rospcy na podtau MS uzupetnionym 0,54 uM NAA i 0,9 uM
TDZ, ktory wytwarzat 2-krotnie wicej tego zwizku w poréwnaniu z lini hodowan
na podtau SH publikacja H1).

Kultury peddéw

Przedmiotem bada fitochemicznych byta réwnie kultura gdoéw S. altissima
zapocatkowana z wierzchotkowych ¢gci siewek i prowadzona przez 4 lata na statym
podiazu MS uzupetnionym 0,57 pM IAA | 2,2 uM BAP. Wytwanzie bioaktywnych
metabolitow zachodzito najefektywniej w kulturzedpw po okresie okoto péttora roku
przebywania w warunkacim vitro. W tym czasie poziom werbaskozydu wdpch
dochodzit prawie do 5 mg/g s.m. i byt dwukrotniezas®y niz w korzeniach i 3-krotnie
wyzszy ni w czsciach nadziemnych rogoych w gruncie dwuletnich gbn. Kultura
pedow S. altissima wytwarzata take luteolie (ok 3,5 mg/g s.m.), bajkakn
(do 3 mg/g s.m.) i wogonozyd (do 1 mg/g s.m.), Wtér poziomy byly wysze nk
w czsciach nadziemnych otrzymanych z nasioklinohodowanych przez okres 2 lat
w glebie, jednak w przypadku bajkaliny i wogonozythacznie nisze nk w korzeniach
tych ralin (publikacja H2). Warto take podkréli¢, ze biosynteza metabolitow wtornych
w kulturze pdow S. altissimautrzymywata sj na statym poziomie w ggu prawie 4 lat.

W kolejnych badaniach oceniatam wptywzngch stzen i typow cytokinin

na biosyntez polifenoli w kulturze pdoéw tarczycy wyniostejdublikacja H8). Sparod
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czterech zastosowanych cytokinin (BAP, kinetynaatyea, TDZ), ktore dodawatam
do podiza MS zestalonego agarem i uzupetnionego 0,57 uM, IA&korzystniejsz
okazat s TDZ. W obecnéci tej cytokininy w s¢zeniu 1 uM gtdwnym metabolitem byta
bajkalina; jej zawart® zwickszyta s¢ 3-krotnie w porownaniu z golami hodowanymi
na podtau kontrolnym (podiee MS uzupetnione tylko auksyn (6,99 mg/g s.mvs
2,22 mg/g s.m.). TDZ zwkszat réwnie széciokrotnie poziom werbaskozydu
(6,2 mg/g s.mvs 1,03 mg/g s.m. na podio z dodatkiem samej auksynyjubplikacja
H8).

Zregenerowanm vitro rosliny

Do bada fitochemicznych wykorzystatam ¢xi nadziemne i podziemne
zregenerowanycln vitro rosmcych w glebie rélin S. altissimazebranych w stadium
kwitnienia. Gtéwnym miejscem akumulacji flawonéwptwych dla rodzajuScutellaria
okazaly s¢ korzenie tych rdin, w ktérych stwierdzitam 22,15 mg/g s.m. bajkgli
I 6,92 mg/g s.m. wogonozydu, podczas gdy ekstraktyzsci nadziemnych zawieraty
te zwhzki jedynie w ilgci po 0,3 mg/g s.m. W tych ekstraktach domacymi
metabolitami byta luteolina (2,1 mg/g s.m.) i jeukpzyd (3,1 mg/g s.m.). Analiza
porownawcza ekstraktow z korzeni gddw raslin zregenerowanychin vitro i tych
wyprowadzonych z nasion nie wykazata istotnychni® w zawartéci poszczegoélnych

zwigzkow polifenolowych ublikacja H2).

Ocena aktywndci biologicznej ekstraktow pozyskanych z gatunkow

S. alpinai S. altissima

W  pracach okrdalam rownie aktywngé przeciwutleniajag oraz
przeciwglikacyjra ekstraktow uzyskanych z obu badanych przeze matiengow tarczyc
(publikacja H2, H3, H4, H6).

Aktywno §¢ antyoksydacyjna ekstraktéw zS. alpina

Potencjat przeciwutleniajacy ekstraktow gdpw S. alpinaoceniatam stosg¢ dwa
testy bazujce na mechanizmie SET (single electron transfest ERAP (wedtug Pulido
i wsp. 2000) okréajacy zdolng¢ ekstraktdéw do hamowania redukcji jongelaza i test

zobogtniania wolnych rodnikow ABTS (2,2-azynobis(3etydmizotiazolino-6-sulfonian))
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wedtug metody Re i wsp. (1999 ublikacja H4). Badane ekstrakty pochodzity zdow
hodowanych na podio MS uzupetnionym rnymi cytokininami (BAP, kinetyna,
zeatyna, TDZ). Dla ekstraktow z tarczycy alpejskadjtywnaé ,zmiatania” wolnych
rodnikow wyraona jako warté¢ EGso (Stzenie ekstraktu, przy ktorym zawaséonvolnego
rodnika zmniejszyta gio potowe) zawierata s w granicach od 28,3 do 118,6 pg/mL,
a zdolnd¢ redukcji jonow zelaza wynosita pormadzy 265,7 i 775,6 uM Fe(ll)/g s.m.
ekstraktu. Na podstawie wynikOw obu testow stwigatz, iz najwyzszy potencjat
antyoksydacyjny wykazywat ekstrakt zdow hodowanych w obeckd 0,5 uM TDZ jako
cytokininy, ktory charakteryzowat ¢sitakze najwy:szym poziomem analizowanych
metabolitow. Najstabsze wdeiwosci przeciwutleniajce obserwowatam w odniesieniu
do ekstraktow z ¢@dédw hodowanych na podto kontrolnym (bez cytokinin) oraz
podiazach jako cytokinia zawieragcych zeatya w sezeniu 2 i 4 uM. Przeprowadzona
przez mnie analiza korelacji wykazatla, siltaleznos¢ pomedzy zawartécia oznaczanych
przeze mnie w ekstraktach metabolitéw i wynikansitd& antyoksydacyjnych (r = -0,93
dla testu ABTS oraz r = 0,97 dla testu FRAP). gakiem, ktérego zawar§é w pedach
najsilniej wigzata s¢ z aktywndcia przeciwutleniajca ekstraktow byta bajkalina (r = -0,93
dla testu ABTS i r = 0,95 dla testu FRARublikacja H4). W publikacji H6 oceniatam
aktywnai¢ antyoksydacyjm ekstraktow z korzeni i ¢&ci nadziemnych r@din tarczycy
alpejskiej zapocgkowanych z nasion. W tych badaniach zastosowaksh RRAP, test
oparty na zobetnianiu wolnych rodnikdbw DPPH (2,2-difenylo-1-pikopydrazyl)
(Brand-Williams i wsp. 1995) oraz test zahamowa@eoksydacji lipidéw TBARS (Choi
I wsp. 2002), bazggy na mechanizmie HAT (hydrogen atom transfer),lepsg)
odnoszcy sk do uktadéw biologicznych. Stwierdzitame ekstrakt z korzens. alpina
bedacy dobrymzrédiem analizowanych metabolitéw, zwlaszcza bajkaliwogonozydu,
charakteryzowat giszczegolnie wysokim potencjatem przeciwutlegggin; jego zdolné¢
redukcji jondwzelaza wynosita 718 uM Fe(ll)/g s.m. ekstraktu, s#miatania” rodnika
DPPH wyraona jako wart& EGy 69 pg/mL, a zdolng do zahamowania utleniania
kwasu linolowego przy steniu ekstrakt 250 pug/L 60%iblikacja H6).

Otrzymane z gdow i korzeni 2-letnich rdin S. alpinaekstrakty badatam rownie
w zakresie mgiwosci ich zastosowania dla ochrony skladnikéw osoceai kudzkiej
przez skutkami stresu oksydacyjnegulflikacja H3). Czynnikami indukujcymi stres
oksydacyjny aytymi w daswiadczeniu byt nadtlenek wodoru oraz mieszaninaleakiu
wodoru zzelazem. Aktywné& antyoksydacyjg ekstraktow ocenialam na podstawie ich

zdolnagici do hamowania tworzenia anionorodnika nadtlenlggw@O, ) (Ando i Steiner
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1973) oraz obuienia poziomu powstggych reaktywnych produktow rozpadu kwasow
ttuszczowych, bdacych biomarkerami peroksydacji lipidow, ktore gflbprwne pajczenia
z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) (Rice-Evans i wspP91). Badane ekstrakty
w skzeniu 50 pg/mL w istotny sposéb hamowaly peroksyddigjidow w osoczu.
Dla wyciagu z korzeni tarczycy alpejskiej przy zastosowanidadu HO,+F&* jako
induktora, poziom powstawania produktéw utlenialiidéw spadat prawie o 60%.
W przypadku ekstraktu z i nadziemnych wartg ta byta nisza i wynosita ok. 45%.
Oba ekstrakty charakteryzowatye siowniez wysoky zdolngcia hamowania utleniania
grup tiolowych w biatkach. Liczba wolnych grup telych w probkach po wywotaniu
indukowanego stresu oksydacyjnego w obéchakstraktow z tarczycy alpejskiej
wzrastata 4-krotnie w poréwnaniu z kontolktorg stanowito osocze z czynnikiem
indukujacym stres (HO, lub H,O,+ FE™) bez ekstraktdwpublikacja H3).

Aktywno §¢ antyoksydacyjna ekstraktéw zS. altissima

W publikacji H2 okreslatam potencjat antyoksydacyjny ekstraktow pozyskan
Z kultur pdow, czsci naziemnych i podziemnych dlm zregenerowanycln vitro oraz
zapocatkowanych z nasion. Do tego celu wykorzystatam testy: ,,zmiatania” wolnych
rodnikbw ABTS, redukcji jonowzelaza oraz zahamowania peroksydacji lipidow.
Roéwnoczénie wykorzystuygc meto@d spektrofotometryczn w ekstraktach oznaczatam
catkowity zawartd¢ flawonoidéw i polifenoli publikacja H2). Najsilniejsz aktywna¢
we wszystkich testach wykazywat ekstrakt z korzeslin zregenerowanychn vitro,
bedacy rowniez spagrod badanych ekstraktow najlepszyirodiem flawonoidéw. Jego
zdolna¢ redukcji jonow zelaza wynosita ponad 500 uM Fe(ll)/g s.m. ekstralsita
.Zmiatania” rodnika ABTS wyrzona jako warté¢ EGCso 30,2 pg/mL, a zdolrig
do zahamowania utleniania kwasu linolowego 30%gkiekstrakt zastosowano waéniu
100 pg/mL oraz 50% przy ¢geniu ekstraktu 250 pg/mL. Wielké® wspétczynnika
korelacji wskazuje na istnienie silnej korelacjinmiodzy catkowit zawart@cia polifenol
w ekstraktacl®. altissima ich aktywndcig przeciwutleniajca okreslong metodami FRAP
i ABTS (odpowiednio, r = 0,90 i r = 0,93) oraz roestabsz dla testu peroksydacji lipidow
(r = 0,64) publikacja H2).

Dalsze badania dotyczyly zahamowania reakcji wdleiai przebiegagych w osoczu
ludzkim pod wpltywem stresu oksydacyjnego przez raksgf z korzeni i pdow
wyhodowanych z nasion ¢kin tarczycy wyniostej jpublikacja H3). Oba ekstrakty

w stzeniu 50 pg/mL charakteryzowahgeszblizonym poziomem zahamowania utleniania
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lipidow, ktory przy czynniku wyzwalapym w postaci HO»+Fe* wynosit 44-47%.
Jednoczénie obserwowatam trzykrotnie w§zy poziom w surowicy wolnych
nieutlenionych grup tiolowych stanaygych mierzalny biomarker zahamowania
powstawania anionorodnika nadtlenkowego w ob&crekstraktu z dow i czterokrotnie
wyzszy w przypadku ekstraktu z korzeni w poréwnankontrol (osocze z czynnikiem
indukujgcym stres bez ekstraktéwgublikacja H3).

Przedstawione wyniki dotygze bada aktywndci antyoksydacyjnej obu gatunkow
rodzaju Scutellaria wskazug, iz mog one stanowi dobre zrédio naturalnych
antyoksydantow i w zwiku z tym mog by¢ wykorzystywane w profilaktyce chorob
ukladu kgzenia, choréb nowotworowych czy neurodegeneracyjnydie zauwaytam
wyraznych r@nic w dziataniu przeciwutlenigiym ekstraktow z ¢gddéw i korzeni rélin,
chocia czsci podziemne akumulgjbajkalire i wogonozyd w znacznie vigzej ilgci.
Porownanie catkowitej zawadd flawonoidow i polifenoli w ekstraktach z gxi
podziemnych i nadziemnych dla obu gatunkéw sugebgidstotny udziat w aktywniei
antyoksydacyjnej magmiec takze inne polifenole obecne w ekstraktach. Z drudigrny
wykazatam wyrane r&nice w aktywnéci przeciwutleniajcej ekstraktowS. alpina
i S. altissima Wyzszy potencjat antyoksydacyjny ekstraktow z tarczyaipejskie;

niewatpliwie ma zwazek z wy:sz zawartdcig w nich zwigzkdéw polifenolowych.

Aktywno§¢ antyglikacyjna

Dane pimiennictwa donosg ze surowce 0 wikxiwosciach przeciwutleniajacych
mog przeciwdziatd dtugoterminowym powiktaniom cukrzycy (Sero i wsg013;
Matsuda i wsp. 2003). Przewlekta hiperglikemia jelsbwiem medzy innymi
odpowiedzialna za nadprodukopolnych rodnikow i zwgzany z tym stres oksydacyjny
oraz nasilone wytwarzanie koowych produktéw zaawansowanej glikacji biatek (AGE
Glikacja jest nieenzymatyczmeakcy tworzenia palczer pomidzy grupami aminowymi
biatek i karbonylowymi cukrow redukagych takich jak glukoza. Pogtkowo g to uktady
mato stabilne i odwracalne, ale ostatecznie powstsjigzki trwate, ktére prowadgz
do strukturalnych i funkcjonalnych modyfikacji w atkach. Glikacja pobudza #e
powstawanie reaktywnych form tlenu, ktére indukuwitlenianie lipidéw, fragmentagj
kwasow nukleinowych i jeszcze bardziej nagilsgm proces glikacji (Sero i wsp. 2013).
Przewlektymi nasfpstwami powstawania glikowanego kolagenu jest bme
sprzystasci scian naczy krwionosnych, co nie tylko przyspiesza rozw¢j zmian

miazdzycowych, ale take prowadzi do takich powiktajak retinopatia, zana, nefropatia
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czy neuropatia cukrzycowa. Ponadto wysoki poziomEA®e krwi podwysza ryzyko
wystgpienia niektérych nowotwordw i przyspiesza stareesty organizméw. Od wiekow
niektore gatunki rédin sg stosowane jako surowce obapce poziom cukru we Kkrwi.
Prowadzone w ostatnich latach badania dowiogky skuteczn& surowcow rélinnych
w ich walce z nagpstwami cukrzycy mze by tez oparta na aktywrigi
przeciwutleniagcej i udziale w redukcji stresu oksydacyjnego orez bezpé&ednim
zahamowaniu powstawania lub neutralizowaniu powsyah kacowych produktéw
zaawansowanej glikacji biatek. Ze wedl na wsfpne doniesieniaziniektore flawonoidy
wykazupce aktywné¢ antyoksydacyjs, hamowaty rownig tworzenie s AGE (Matsuda

I wsp. 2003), a badane przeze mnie surowce chayakigata silna aktywnad
przeciwutleniajaca, w kolejnych éleiadczeniach skupitam ¢ina okréleniu potencjatu
antyglikacyjnego ekstraktow zg@dw i korzeni rélin S. alpinai S. altissima(publikacja
H6). W badaniach wykorzystatam tek obecne w ekstraktach bioaktywne metabolity
z grupy polifenoli: bajkalin, wogonozyd, luteoligy 7-O-glikozyd luteoliny i werbaskozyd.
Do oznaczé zastosowatam bogatw albuminy surowi¢ wotowg, a jako czynnik
inicjujacy glikaci mieszanig cukréw redukujcych w postaci glukozy i fruktozy. Poziom
tworzenia s¢ produktow zaawansowanej glikacji monitorowatamyptrdziale metody
fluorescencyjnej wykorzystagej fale o maksimum wzbudzenia i emisji, odpowiedni
335 nm i 385 nm. Spadek fluorescencji &kamy w procentach wskazywat
na zahamowanie tworzenia AGE w obem@&kstraktu/zwgzku w poroéwnaniu z kontrg)
ktorg stanowita mieszanina samej surowicy i cukrow reghdych. Badane ekstrakty
wykazywaly istotne, zalae od dawki wigciwosci antyglikacyjne. Aktywnéc ekstraktow
otrzymanych zS. alpina byta 2,5-3 krotnie wgsza nt analogicznych ekstraktow
z S. altissima W skzeniu 100 pg/mL ekstrakty ze@dw i korzeni tarczycy alpejskiej
hamowaty tworzenie AGE w 70%, a ich wapICso (wskazujce na sizenie ekstraktu
przy jakim zachodzito 50%-owe zahamowanie glikagggledem probki kontrolnej)
wynosity 57,9 pg/mL w przypadkue@gdéw oraz 61,4 pg/mL dla korzeni. Spad
zZwigzkdw wytych w analizach najsilniejgz aktywna¢ antyglikacyjry stwierdzitam
dla bajkaliny (90% dla stenia 100 pg/mL) i luteoliny (85% dlaggenia 100 pg/mL).
Silnym dziataniem odznaczat esiréwniez werbaskozyd (76%), ktory hamowat
powstawanie kacowych produktéw glikacji w takim samym stopniu, @minoguanidyna,
znana ze swoich wdaiwosci antyglikacyjnych i zastosowana w moich badanigdo
kontrola pozytywna. Dwa pozostate awki czynne (wogonozyd, glukozyd luteoliny)
rowniez w istotny sposéb hamowaty powstawanie AGE (ok. BD&stzenia 100 pg/mL).
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Analizy wykazaly take bardzo silga korelacg pomkdzy catkowit zawartdcia
flawonoidéw w badanych ekstraktach igsich dziatania antyglikacyjnego (r = 0,99).
Istotny byt rownie zwigzek pom¢dzy hamowaniem tworzenia produktéw glikacii,

a zawartéciag werbaskozydu w ekstraktach (r = 0, {Blblikacja H6).

Najwazniejsze osigniecie prowadzonych przeze mnie prac:

Przedstawione w pracach zgtoszonych w ¢gmswvaniu habilitacyjnym wyniki
dotyczy biotechnologii dwéch gatunkow din z rodzaju Scutellaria: S. alpina
I S. altissimabada fitochemicznych w odniesieniu do identyfikacji naizy ilosciowej
metabolitow z grupy polifenoli oraz oldlenia metodamiin vitro aktywndgci
antyoksydacyjnej i przeciwglikacyjnej uzyskanyctyeh ralin ekstraktow. $ to pierwsze

tak kompleksowe badania tych gatunkéw tarczyc.

Do gtownych osagnieé¢ w zakresie biotechnologii mana zaliczye:

. uzyskanie morfologicznie niezmicowanych kultur kalusowych i zawiesinowych
tarczycy alpejskiej charakteryzgych s¢ wysokim przyrostem biomasy (17-krotnym
w ciggu 2 tygodni)

. opracowanie metody mikrorozmiremia tarczycy alpejskiej zapdw szczytowych

i otrzymanie zdolnych do wzrostu w warunkach pololwyrglin; cykl obejmowat
namnaanie gddéw (5 tygodni) i ich ukorzenianie (4 tygodnie)

. ustalenieze wspotczynnik mnieenia gdow S. alpina,a tym samym efektywro
mikrorozmnaania, mana istotnie zwikszy¢ przez dobdér odpowiedniego typu estnia
cytokininy oraz zmiag konsystencji podica MS. Najwyszy wspotczynnik mngenia
(36 mkow/peddw w chgu 5 tygodni) uzyskatam prowagtz kulture w podtazu ptynnym

Z zastosowaniem nanocelulozy jako materiatu podpego oraz IAA (0,57 uM) i BAP
(2 uM) jako regulatoréw wzrostu; po 3 migsach z pojedynczego eksplantatuzme byto
uzyska prawie 1000 réin

. ustalenieze maliwe jest namnzanie gdéw S. alpinana dug skak w 5-litrowym
aeroponicznym bioreaktorze rozpytlowym z wykorzystamptynnego podtea MS z 0,57
UM IAA i 2 uM BAP; z inokulatu licacego 15 wierzchotkdw guow po 5 tygodniach
otrzymatam 446 gkéw/peddw bocznych o catkowitéwiezej masie ponad 18 g.
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. opracowanie procedury regeneracgliotarczycy wyniostej z gkéw szczytowych
pochodacych z wierzchotkowych e#ci peddéw oraz z pkow przybyszowych
pochodzacych z tkanki kalusowej. Najwgzy wspotczynnik mngenia gddéw wynoszcy

13 uzyskatam w ggu 8 tygodni z pochodeego z hypokotylu kalusa hodowanego
na podiagu SH z 0,54 uM NAA, 0,89 uM BAP oraz 2,26 uM 2,4-Diykazatam
stabilng¢ kalusa w zakresie zdolém do regeneracji guéw podczas 4-letniej hodowli,
a metod molekularna (ISSR) potwierdzitam brak zmiengm somaklonalnej w ¢gach
regenerowanych po ponad 2 letniej hodowli w warehken vitro. Namnaone gdy
boczne i przybyszowe fatwo tworzyly korzenex vitro (90-95%), co pozwolito

wyeliminowa etap ukorzeniania i skrd@cczas otrzymywania étin.

Przeprowadzona metod UHPLC analiza zawartosci metabolitbw z grupy polifenol
(bajkalina, wogonozyd, luteolina, 70©-glukozyd luteoliny, werbaskozyd) wykazataze:

. modyfikujac typ kultury (kalusowa, zawiesinowagddw), warunki wzrostu (rodzaj
podiaza, jego konsystencja, rodzaj ge&nie cytokininy), czas hodowli i jej wiek raoa
uzyska kultury in vitro S. alpinai S. altissimao podobnym lub wiszym potencjale
biosyntetycznym rii rosrace w gruncie réliny macierzyste

. sparod badanych kultur najlepszydrodiem bajkaliny okazat siorganogenny
kalus S. altissimahodowany na podimn SH z 0,54 uM NAA, 0,89 uM BAP i 2,26 uM
2,4-D (poziom tego flawonu po 8 tygodniach hodowyinosit ok. 32 mg/g s.m i byt 30%
wyzszy niz w korzeniach 2-letnich rogoych w glebie rélin) i niezr&nicowany kalus
S. alpinarosrycy na podtau MS z 0,54 uM NAA i 0,9 uM TDZ wytwarzagy bajkalire
w ilosci 26,3 mg/g s.m. ju po 2 tygodniach hodowli. W tym drugim materiale
stwierdzitam te najwyzszy poziom wogonozydu; jego zawakiow tkance kalusowej
po 2 tygodniach wzrostu wynosita ok. 15 mg/g s.twta o 40% wysza ni w korzeniach
dwuletnich r@lin wyhodowanych z nasion

. najwigcej luteoliny (5 mg/g s.m) i jej ©-glukozydu (3 mg/g s.m) produkowaty
pedy S. alpinarosmce w podtau ptynnym MS uzupetnionym 0,57 uM IAA i 2 uM BAP
Zz nanoceluloz jako materiatem podporowym. fHa te bylty 1,5-3 razy wisze ni
w korzeniach i pdach rglin uzyskanych z nasion po dwoch latach uprawy ebg

. dla biosyntezy werbaskozydu najkorzystniejsza diazg kultura zawiesinowa
tarczycy alpejskiej hodowana w podtoMS z 0,54 uM NAA i 0,9 uM TDZ; osgnicta po
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2 tygodniach wzrost maksymalna zawééttego zwizku (36 mg/g s.m.) byta 5-11-krotnie
wyzsza nk w czesciach nadziemnych i podziemnych 2-letnichliomacierzystych

. otrzymane w wyniku mikrorozmeaania rgliny S. alpina wytwarzaly wegksze
ilosci  zwigzkdw biologicznie aktywnych @i rosliny S. altissima, a korzenie
zregenerowanych ¢bn okazaly s¢ lepszymzrodiem flawonoidéw charakterystycznych
dla rodzajuScutallaria(bajkaliny i wogonozydu) odgaow tych ralin

. poziom badanych metabolitow w korzeniach iesczach nadziemnych $bn
otrzymanych w wyniku mikrorozmgania i tych pozyskanych z nasion i hodowanych
w glebie byt zblkony; tylko w przypadku gdow zregenerowanyadh vitro roslin S. alpina
stwierdzitam wysze zawartéci werbaskozydu i nieco #8ze bajkaliny i wogonozydu

w porownaniu z rélinami otrzymanymi metagkonwencjonalg

Uzyskany materiat roslinny S. alpinai S. altissma poddatam badaniom biologicznym
oceniajacym ich potencjat przeciwutleniajacy i zdolnéd¢ do zahamowania tworzenia
AGE.

. Stwierdzitam,ze badane przeze mnie ekstrakty tarczyc wykazywaagowosci
przeciwutleniagce we wszystkich zastosowanych przeze mnie tedtacukcji jonéw
metali, zobojtniania wolnych rodnikéw, ochrony grup tiolowych tiatkach przed
utlenianiem i zahamowania peroksydacji lipidéw) zorstotnie hamowaty tworzenie
koncowych produktéw glikacji. Na tej podstawie ama stwierdz, ze uzasadnionym jest
stosowanie badanych surowcow w schorzeniach o ogtiolzwigzanej ze stresem
oksydacyjnym takich jak choroby ukiaduakenia, choroby nowotworowe, choroby
neurodegeneracyjne czy cukrzyca.

. Silniejszz aktywna¢ antyoksydacyjam i antyglikacyjry wykazywaly ekstrakty
S. alpina ktére charakteryzowaly siwyzsza zawartdciag zwigzkow polifenolowych ni
te pozyskane 3. altissima

. Zaobserwowatam wyrag korelacg pomkdzy catkowita zawarkeia polifenoli,
a wiaciwosciami przeciwutleniajacymi i antyglikacyjnymi badeh ekstraktow oraz
pomicdzy potencjatem przeciwutlenigym ekstraktow i ich zdolr$gia do hamowania

tworzenia AGE.

Wyniki bada opublikowanych w pracach zostaly sfinansowane se@dkOw

statutowych Zaktadu Biologii i Botaniki Farmaceutyej Uniwersytetu Medycznego
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w todzi (Projekt ,Hodowlain vitro roslin leczniczych; wytwarzanie metabolitow
wtornych.” Nr 503/3-012-01/503-31-001) (lata 2002L3).
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5. Oméwienie pozostalych agnie¢ naukowo-badawczych

Moja praca naukowa zwiana jest z biotechnolagiroslin. Przede wszystkim
zajmug sie hodowh in vitro gatunkow leczniczych. Opracowuj metody
mikrorozmnaania rdélin oraz prowadg analiz jakaosciows i ilosciowg metabolitow
wytwarzanych w pozyskanym z kultur materialélirmym. Podejmuj préby modyfikacji
warunkéw hodowli majce na celu zwkszenie produkcji bioaktywnych zyakow.
Ponadto prowadzbadania z zakresu oceny aktywaiobiologicznej, przede wszystkim

o charakterze przeciwutlenaglym, ekstraktow i zwizkOw pochodzenia &innego.

a) dziatalné¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Badania z zakresu biotechnologiislio rozpocztam w roku 2002 w ramach
studiéw doktoranckich w Zakladzie Biologii i Bot&hiFarmaceutycznej Uniwersytetu
Medycznego w todzi. Gatunkiem, ktorym zajmowatamng & ramach mojej pracy
doktorskiej bytaSalvia officinalis W toku prowadzonych bafilanajpierw uzyskatam
kultury zr@nicowane (pddéw, korzeni transformowanych) i niezricowane (kalusowe
i zawiesinowe) szalwii lekarskiej, a ngshie oznaczatam w nich produkanetabolitow
znanych ze swoich wdaiwosci przeciwutleniajacych takich jak: kwas rozmaryryokwas
karnozolowy i karnozol. Wyniki badastanowity tré¢ mojej rozprawy doktorskiej pod
tytutem ,Metabolity wtorne o wigiwosciach przeciwutlenigicych w kulturachin vitro
Salvia officinalisL.”, ktora obronitam w 2006 roku. Zostaty one takopisane w kilku
publikacjach publikacje D1-D5) i przedstawione na 4 konferencjach naukowych
(konferencje K1-K4).

W roku 2005 w trakcie moich studidw doktoranckignzesztam szkolenie
z zakresu analizy aktywdci przeciwutleniajcej ekstraktow rdinnych u doktora,
a obecnie prof. dr hab. Adama Matkowskiego w ZakiadBiologii i Botaniki
Farmaceutycznej éwczesnej Akademii Medycznej (olgetimiwersytet Medyczny) we

Wroctawiu.

b) dziatalné¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia naukowekmdo

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam @ramslinnymi kulturamiin vitro

szalwii lekarskie] w Zaktadzie Biologii i Botanilkiarmaceutycznej UM w todzi. Badania
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dotyczyty okrdélania aktywndci przeciwulteniajcej otrzymanych kultur szatwii lekarskiej
(publikacja D6). Podgtam tez préby zwikszenia produkcji metabolitbw z grupy
diterpendw i polifenoli w kulturach goléw i korzeni transformowanych na drodze
elicytacji (publikacja D8, konferencja K5). Dazytam do zwgkszenia skali hodowli kultur
szalwii poprzez prowadzenie ich najpierw w pattgptynnym w naczyniach Magenta
(publikacja D7), a nasfpnie w bioreaktorze rozpytowym pgblikacja D10).
Opracowatam meted zamykania wierzchotkow goldw szatwii w postaci kapsutek
alginianowych, ktére mogty léyprzechowywane i naginie wykorzystane do namrania
wysokoproduktywnego materiatpyblikacja D11, konferencja K7).

Jednoczéie od roku 2009 pogiam badania nad kulturanScutellaria altissima
i S. alping ktore zaowocowaly mdzy innymi publikacjami przedstawionymi
do niniejszego pogpowania habilitacyjnegop(blikacje H1-H8 oraz publikacja D9,
konferencje K6, K8-K10, K12-K13). W celu poszerzenia tematyki moich prac
I uzyskania umiejtnosci oceny ewentualnej zmiensw w prowadzonych kulturach,
zapoznatam giz metod izolacji DNA i technik PCR.

Ponadto zgfam sk oceny aktywnaci przeciwulteniajcej innych gatunkéw &in.
Analizowatam wiaciwosci antyoksydacyjne produkigych kwas rozmarynowy korzeni
transformowanych oraz kultur niezricowanych (kalus, zawiesindPracocephalum
moldavica (publikacja D12, D23, konferencja K14. Oznaczytam te catkowity
zawartd¢ polifenoli w badanych ekstraktach pszczelnika rawiskiego i wykazatam
zaleznos¢ pomkdzy zawartécia tej grupy zwizkOw oraz zawarkeia kwasu
rozmarynowego
I aktywnascig antyoksydacyja ekstraktow. Ocenialam potencjat przeciwultesig)
ekstraktow z Kci i korzeni wyhodowanychin vitro oraz in vivo (z nasion) rélin
Rehmannia glutinosaDznaczatam catkowgtzawartd¢ polifenoli i flawonoidéw w tych
ekstraktach oraz okfitam zaleznos¢ pomiedzy produkcy tych metabolitow,
a aktywndcia biologiczrg (publikacja D14). Badatam potencjat antyoksydacyjny oraz
zawartd¢ polifenoli i flawonoidow w ekstraktach z nadzienchycz$ci roslin Ballota
nigra roznigcych sg¢  wiekiem, stadium wegetacji i sposobem otrzymania
(mikrorozmnaanie, propagacja z nasionpuplikacja D17). Moje badania dotyczyty
rébwniez oceny dziatania przeciwutleniajacego ekstraktowembriogennego kalusa,
pozyskanych z niegoe¢dow i nadziemnych e#ci rosmgcych w polu rélin Panax
quinquefolium Analizowatam zaleno$¢ pomidzy &3 aktywndacig i obecnymi w badanych

ekstraktach zen-szenia amerykeskiego ginsenozydami i polifenolanpublikacja D18).
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Prowadzone przeze mnie badania $edaosci antyoksydacyjnych dotyczyly réwrie
kultur kalusowychHarpagophytum procumben$®V ekstraktach z hakadsio rozestanej
oznaczatam catkowjt zawartdci polifenoli, flawonoidéw oraz antocyjanéw, aby
skorelow#& je ze stwierdzan aktywndacig biologiczry (publikacja D21, konferencja
K11). W analizach antyoksydacyjnych postugiwatam lesikoma testamiin vitro. Byty
to testy oceniage: ,zmiatanie” wolnych rodnikbw ABTS oraz DPPHdukcg jondw
metali:zelaza i molibdenu oraz test zahamowania peroksyijadow.

Od 2012 roku prowadzbadania nad kulturanin vitro dwoch gatunkéw szatwii:
Salvia viridis (szalwia zielona) iS. bulleyana Pierwszy z nich to gatunek wyptijacy
gtdwnie w rejonie srodziemnomorskim. Dla tego gatunku stasuj techniki
biotechnologiczne uzyskatam kulturyedow i kultury kalusowe. Przy udziale bakterii
Agrobacterium rhizogenesdato mi s¢ uzysk& 5 charakteryzagych sg intensywnym
wzrostem klonéw korzeni transformowanych. Przepdzilam analiz jakosciows,
a w przypadku dominggych metabolitow z grupy polifenoli réwrie ilosciows
w hodowanym na tych podigach i w r@nych warunkach materiale donym.
Uzyskane do tej pory wyniki dotygze pracy nad szalwizielory zostaty przedstawione
na konferencji Konferencja K8). Publikacja opisuca metodyk uzyskania korzeni
wiosnikowych, potwierdzajca metodami biologii molekularnej ich transformgacj
omawiapca selekg uzyskanych klonow, ich hodogiha r&nych podigach i zwgzane
z tym r&nice we wzrécie i produkcji metabolitow z grupy polifenoli jesta etapie
przygotowania. Drugi gatunek szatwii, ktoryme¢ sobecnie zajmgj S. bulleyana,
nie wystpuje w Europie. Naturalnym jego siedliskiemmGhiny, a przede wszystkim ich
potnocno-zachodnia prowincja Yunnan, gdzie surowjest od wiekOw stosowany
w medycynie ludowej jako zamiennik dla znanej i ioeBj w lecznictwie
dalekowschodnim, ale dzi réwniez zachodnim, szalwii czerwonokorzeniowej
(S. miltiorrhizg. W moich badaniach uzyskatam kulturgdpw tego gatunku. dely
namnaatam na podizach w obecn&i réznych kombinacji auksyn i cytokinin w celu
uzyskania wysokiego wspotczynnika nieaia oraz wysokiej produkcji metabolitow
wtornych. Wysoki wspotczynnik mienia gdoéw uzyskatam taie na drodze
bezpdredniej organogenezy wykorzysigj jako materiat wyjciowy liscie peddéw
z hodowliin vitro. Po ukorzenieniu i aklimatyzacji udato m¢ giozyska zregenerowane
rosliny S. bulleyana ktore pocztkowo rosty w szklarni, a naginie zostaly te
przeniesione do uprawy polowej. Wychadz eksplantatow siewkowych otrzymatam te

kultury kalusoweS. bulleyana W dalszych badaniach udato mie¢ sprzeprowad#
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efektywry transformagj pedow i lisci przy wyciu bakterii Agrobacterium rhizogenes
i uzysk& kultury transformowanych korzeni iggdw tego gatunkukpnferencja K15).
Obecnie jestem na etapie potwierdzania transfoipsatgkcji uzyskanych klonéw i oceny
ich przydatnéci pod wzgédem produkcji bioaktywnych metabolitéw. Potrzebaealalsze
badania zwlaszcza dotyge szczegotowych analiz fitochemicznych, aby uzgskayniki
dotyczceS. bulleyananogty zosté opublikowanego.

6. Wspoipraca naukowa

W1. wspotpraca z prof. Adamem Matkowskim z ZakiladBiologii i Botaniki
Farmaceutycznej, Uniwersytetu Medycznego we Wroctaw zakresie analizy
aktywnaici biologicznej wycagow raslinnych

W?2. wspétpraca z dr Ireneuszem Bilichowskim oraaf pir hab. Etbiety Mikiciuk-Olasik
z Zaktadu Chemii Lekéw Uniwersytetu Medycznego wdiiow zakresie analiz
fitochemicznych ekstraktow z szatwii lekarskiej

W3. wspotpraca z dr Krzysztofem Gbtem i dr hab. Jakubem Gburkiem z Katedry
Biochemii Uniwersytet Medycznego we Wroctawiu w #die analiz wiciwosci
antyglikacyjnych wycigébw ralinnych Scutellaria i wystepujacych w tych
ekstraktach polifenoli

W4. wspoétpraca z dr hab. AleksandiKrélicka z Migedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG i GUMed w zakresie potwierdzemansformacji korzeni szatwii
lekarskiej

WS5. wspoétpraca z prof. BepOlas i dr Bogdanem Kontkiem z Katedry BiochemiidDg)
Uniwersytetu todzkiego w zakresie wykorzystania tedgow ralinnych
w doswiadczeniach dotyegzych stresu oksydacyjnego

W6. wspotpraca dr Markiem Kotodziejczykiem, dr Rmstawem Rytczakiem
I prof. dr hab. Stanistawem Bieleckim z Instytutio@&emii Technicznej Politechniki
Lodzkiej w zakresie produkcji bionanocelulozyywanej jako materiat podporowy
w kulturach ptynnych rdin z rodzajuScutellaria

W7. wspoilpraca z dr By Kochan z Zaktadu Biotechnologii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego w todzi w zakresie analizwasciwosci

przeciwutleniagcych ekstraktéw zen-szenia
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WS8. wspétpraca z dr hab. AaiKiss z Zakltadu Farmakognozji Uniwersytetu Medy@me
w Warszawie w zakresie analizy LC-MS/MS ekstrakiiorzeni transformowanych

I pedow Salvia viridis

7. Udziat w projektach badawczych

Grant MNiISW/KBN Nr PBZ-KBN-092/P05/2003. Tytut gektu: ,Poszukiwanie
nowych  zrodet produktow naturalnych o] aktywdoo biologicznej:
przeciwdrobnoustrojowej, przeciwzapalnej, przeclemibjgcej | cytostatycznej
pozyskiwanych z wybranych gatunkéw $lin z hodowli in vivo i in vitro,
z wykorzystaniem metod biotechnologicznych” (20@®@). Udziat: wykonawca.

Projekt badawczy finansowany z funduszy statutdwgektadu Biologii i Botaniki
Farmaceutycznej UM w todzi (Nr 503/3-012-01/503€&1t) ,Hodowlain vitro roslin
leczniczych; wytwarzanie metabolitow wtornych” (80R015). Udziat: wykonawca.

8. Nagrody i stypendia za dzialakionaukowve

2007 — nagroda Fundacji Hasco-Lek za rozpralektorslky (3 miejsce) w konkursie
na najlepsze rozprawy z zakresu farmacji przemysgow

2015 - nagroda naukowa zespotowa Il stopnia prayama przez JM Rekotora UM
w todzi za wspoétautorstwo cyklu publikacji ,Wykorzianie metod biotechnologicznych
dla mikrorozmnaania i produkcji metabolitow wtérnych wdmach leczniczych”

2016 - nagroda naukowa zespotowa Il stopnia prayana przez JM Rekotora UM
w todzi dla pierwszego autora cyklu publikacji ,Bukcja metabolitow wtérnych

I aktywnas¢ biologiczna gatunkéw z rodzaficutellarid.

9. Kursy i szkolenia

. Szkolenie z zakresu analizy aktywgobprzeciwutleniggcej ekstraktow rdinnych.
Akademia Medyczna we Wroctawiu w roku 2005

. Kurs jezyka angielskiego dla kadry naukowej organizowamyep Uniwersytet
Medyczny w todzi w roku akademickim 2010/2011
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. Szkolenie ,Podstawy metodyki nauczania dyscypliontedycznych” z zakresu
nowoczesnej metodyki nauczania i metod ocenianigarozowane przez
Uniwersytet Medyczny w todzi w 2011 roku

. Warsztaty z zakresu olgtania wiaciwosci przeciwgrzybicznych ekstraktow
roslinnych prowadzone przez prof. Fernanlaric Leal Santos z Uniwersytetu

Tras-os-Montes i Alto Douro, w Vila Real w Portugalroku 2016

10. Cztonkostwo w towarzystwach naukowych

Cztonek Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego
Czionek Okegowej Izby Aptekarskiej w Lodzi

11. Dziatalndg¢ organizacyjna

Kadencja 2016 — 2020 delegat pracownikéw naukowdaktycznych nietdacych

pracownikami samodzielnymi w Radzie Wydziatu.

12. Recenzje prac naukowych

W latach 2009-2017 wygtowatam w roli recenzenta 24 prac naukowych
ztozonych do publikacji w czasopismach o zgsi midzynarodowym: Journal of Plant
Interactions, Applied Microbiology and Biotechnojpd-ood Chemistry, Molecules, ABC
Botanica, The Scientific World Journal, Plant Bisgyns, Natural Product Research,

Cytotechnology i Acta Physiologiae Plantarum.

13. Podsumowanie ogjnie¢ naukowo-badawczych:

M¢j dorobek naukowo-badawczy obejmuje:

«23 oryginalne petnotekstowe prace opublikowane wasopismach, w tym 20
w czasopismach znajdgych s¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). W 17 prhca
jestem pierwszym autorem

*6 prac przegldowych, ktérych jestem pierwszym autorem

1 monograf¢, ktorej jestem pierwszym autorem

1 prag popularnonaukow ktérej jestem pierwszym autorem

*15 streszcae z doniesié@ zjazdowych prezentowanych na ogolnopolskich (6)
I migdzynarodowych (9) konferencjach naukowych
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eudziat w 1 projekcie badawczym finansowanych piZi&iSW/KBN

esumaryczny wspotczynnik Impact Factor wedtug lisfCR zgodnie z rokiem
opublikowania: 25,122 taczna punktacja MNiISW#462 pkt (w tym na 8 publikacji
wchodzcych w skiad pogpowania habiltacyjnego przypada IF12,911oraz 175 pkt
MNiSW)

eliczba wszystkich cytowapublikacji wedtug bazy Web of Science TM Core €dlion:
191, wg bazy Scopu23

eliczba cytowa (bez autocytowd wedtug bazy Web of Science TM Core Collectibfi,
wg bazy Scopust97

sindex Hirsha (h-index) wedtug Web of Science TM€Gollection i wg bazy Scopus:

i C i ol <
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