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Wprowadzenie w tematyke badawcza publikacii  zgloszonych w  postepowaniu

habilitacyjnym

Rosliny lecznicze sa waznym zréddlem metabolitow wtéornych wykorzystywanych do
produkcji lekéw w przemysle farmaceutycznym oraz w innych gateziach medycyny od wielu
lat [Ramachandra Rao i Ravishankar, 2002, Karuppusamy, 2012]. Jedna z takich roslin o
wielokierunkowym dziataniu jest Leonurus sibiricus L. nalezacy do rodziny Lamiaceae
(jasnotowate). Roslina ta pochodzi z kilku regionéow Azji w tym: Chin, Korei, Japonii oraz
Kambodzy gdzie uzywana byla od tysiecy lat w tradycyjnej medycynie ludowej do leczenia
réznych schorzen. Ponadto roslina ta jest cennym zréodlem metabolitow wtornych nalezacych
do takich grup jak zwiazki fenolowe czy diterpeny. Przygotowywane z niej ekstrakty
wykazywaly dziatanie przeciwbdlowe, przeciwzapalne oraz kardioprotekcyjne. Aktualne
badania pokazuja réwniez dzialanie przeciwnowotworowe, antyoksydacyjne czy
przeciwbakteryjne [Abu Sayed 1 wsp. 2016]. Ze wzgledu na szereg wtasciwosci leczniczych
gatunek ten stat si¢ obiektem badan w powyzszej pracy.

W ostatnich latach, medycyna naturalna przezywa swdj renesans przez co stala si¢ tematem o
znaczeniu globalnym. Pomimo, Ze nowoczesna medycyna jest ogolnie dostgpna we
wszystkich krajach rozwinietych, leki ziotlowe (fitofarmaceutyki) od zawsze byty obecne w
zyciu cztowieka zaréwno z powodow historycznych jak i kulturowych [Hussain i wsp., 2012,
Canter i wsp., 2005, Rodney i wsp., 2000]. Dzialanie wielu metabolitow wtornych
produkowanych przez rosliny zostato naukowo potwierdzone pod katem ich skuteczno$ci w
terapii wielu choréb cywilizacyjnych [Weaver, 2014, Bernabeu i wsp., 2016, Velde i wsp.,
2017, Douer, 2017]. Niestety wicle dostepnych dzisiaj na rynku lekow to syntetyczne
modyfikacje lub analogi zwiazkow naturalnie wystepujacych w ro$linach. Jedng z przyczyn
takiej sytuacji jest niestabilno$¢ srodowiska oraz zmiany antropogeniczne ktore przyczyniaja

si¢ do niszczenia naturalnych siedlisk przez co coraz trudniej pozyska¢ naturalny material



roslinny. W tym wtasnie celu alternatywa dla pozyskiwania metabolitow wtornych sg roslinne
kultury in vitro, zapoczatkowane w sterylnych warunkach z takiego materiatu wyjsciowego
jak: liscie, todygi, korzenie czy merystemy. Liczne badania potwierdzaja wigksza akumulacje
metabolitow wtornych w roéznych kulturach in vitro [Skata i wsp., 2015], a ostatnim
kluczowym etapem komercyjnej produkcji metabolitow wtornych na skale przemystowg sa
bioreaktory [Sajc i wsp. 2000]. Wsrod roslinnych kultur in vitro zdolnych do szybkiego
przyrostu biomasy a co za tym idzie réwniez metabolitow wtérnych sg kultury genetycznie
zmodyfikowanych korzeni wlo$nikowatych [Srivastava S i Srivastava AK, 2007, Guillon S i
wsp. 2006, Syklowska-Baranek K i wsp, 2012]. Transformacje wektorowa przeprowadzi¢
mozna za pomoca bakterii glebowej Agrobacterium rhizogenes ktora wywotuje u roslin tzw. ,,
chorobe wilosnikowatosci’’. Korzenie te mogg mie¢ szereg zastosowan wsrod ktérych
wymienia si¢ manipulacje nad szlakami biosyntezy i procesami fizjologicznymi, produkcje
zwigzkéw biologicznie czynnych pochodzenia roslinnego, metabolitow wtoérnych (m.in.
fenoli, alkaloidow czy terpenow), wykorzystanie ich w procesach fitoremediacji (np.
substancji toksycznych) oraz do tworzenia w nich rekombinowanych biatek (np. interferonu,
interleukin) [Georgiev i wsp., 2012, Lucka i wsp., 2015]. W procesie agroinfekcji istotng rolg
odgrywaja sekwencje obecne w trzech regionach. Sa to: T-DNA, w ktorym umieszczane sa
interesujace nas geny majace docelowo trafi¢ do komorek roslinnych, oraz geny
odpowiedzialne za wywotywanie symptomoéw choroby, metabolizm auksyn, cytokin a takze
synteze opin. Innym regionem jest region wirulencji z zespotem gendw vir, ktory podobnie
jak poprzedni zlokalizowany jest w obrebie plazmidu. Trzeci region istotny dla procesu
agroinfekcji to chv, obecny w chromosomie bakteryjnym, odpowiadzialny za adsorpcje
bakterii do powierzchni komorki roslinnej [Lucka i wsp., 2015]. Podstawa klasyfikacji
szczepow A. rhizogenes jest rodzaj kodowanych w nich opin. Ta klasyfikacja obejmuje
szczepy: agropinowe (przedstawiciele to m.in.: A4, 15834, 1855, LBA 9402), indukujace
wytwarzanie agropiny, mannopiny i kwasu atropinowego - ponadto szczepy mannopinowe
oraz kukumopinowe [Bensaddek i wsp. 2008]. Opiny sg to metabolity ktore pojawiajg si¢ w
komorkach roslinnych w wyniku ekspresji gendéw przeniesionych w wyniku infekcji
Agrobacterium. Ponadto nie sg wykorzystywane przez rosling, jednak stanowig zrodto azotu i
wegla dla bakterii [Wang 1 wsp. 2008]. Do tej pory brakuje jednoznacznych danych ktore
pozwolityby wyjasni¢ zwigzek zachodzacy pomigdzy rodzajem wytwarzanej opiny a cechami
poszczegolnych szczepow bakteryjnych. Wydaje si¢ jednak, ze moze t0 mie¢ zwigzek z
poziomem ich zjadliwo$ci [Lewko i Oldham, 2009]. W plazmidach szczepoéw oktopinowych

potwierdzono np. obecnos$¢ genu wirulencji VirF, ktorego sa pozbawione szczepy nopalinowe
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i co moze mie¢ wplyw na zjadliwos¢ bakterii wobec testowanych gatunkéw ro$lin (wyzsza u
oktopinowych) [Petit i wsp., 1986]. Podczas transformacji za pomoca A. rhizogenes
pochodzacy z plazmidu bakteryjnego Ri transferowy DNA (T-DNA) ulega trwatemu
zintegrowaniu z genomem komorki roslinnej [Wasilewska i Krélicka, 2005]. W warunkach in
vitro kultury korzeni transformowanych charakteryzujg si¢ brakiem geotropizmu,
plagiotropizmem, czyli rodzajem ukierunkowanej reakcji na bodzce oraz rozrostem korzeni
bocznych [Sevon i Oksman-Caldentey 2002]. Plagiotropizm podczas prowadzenia tych kultur
wynika z wigkszego napowietrzenia w pozywce plynnej oraz zwigzang z tym szybka
akumulacj¢ biomasy. Ponadto istotng przewaga korzeni wlosnikowatych nad innymi
kulturami jest ich wysoka stabilno$¢ genetyczna, szczegdlnie istotna w warunkach
prowadzenia kultur przez dluzszy czas [Wysokinska, 2000 a]. Zaleta jest tez brak
konieczno$ci dodawania do podtoza hormonow wzrostu w trakcie prowadzonej hodowli i
mozliwos¢ jej utrzymywania w Scisle okreslonych warunkach [Wysokinska, 2000 b]. Jednym
z wielu przykltadow wzrostu poziomu produkcji metabolitow w kulturach korzeni
transformowanych mogg by¢ m.in. kultury Ajuga reptans, w ktorych uzyskano 4 razy wyzsze
stezenie 20-hydroksyekdysteronu ktory zwieksza retencje azotu W organizmie i przyspiesza
tempo syntezy bialek w pordwnaniu do roslin gruntowych. Podobne wyniki zostaty
zaobserwowane w kulturach korzeni dzwonkowca (Codonopsis lanceolata), gdzie wykazano
zwigkszong produkcje saponin triterpenoidowych, zwigzkéw o dziataniu przeciwzapalnym i
przeciwnowotworowym [Matvieieva i wsp. 2012, Tanaka i wsp. 1993, Sun i wsp 2012, Kim i
wsp. 2011]. Innym przyktadem zwigkszenia produkcji metabolitow moze by¢ dodatek do
podtoza réznych elicytorow [Zhao i wsp. 2001]. Moga to by¢ zwigzki zar6wno o charakterze
biotycznym, jak i abiotycznym, ktére indukuja wytwarzanie metabolitow wtornych jako
przejaw reakcji obronnej roslin, w wyniku ekspresji genow zwigzanych ze szlakami syntezy
produktu [Goel i wsp. 2011].

Obecnie stosuje si¢ wiele strategii prowadzacych do ingerencji we wtorny
metabolizm ro$linny w celu uzyskania wigkszych ilosci cennych metabolitow o szerokim
zastosowaniu medycznym. Jednym ze sposobdéw zwiekszania produkceji wybranych grup tych
biologicznie czynnych zwigzkéw jest szeroko rozumiana inzynieria metaboliczna. Zdobyta
na przestrzeni lat wiedza na temat przemian prowadzacych do syntezy cennych metabolitow,
enzymoOw biorgcych udzial w poszczegdlnych etapach ich powstawania, a takze wielu
mechanizmow regulacyjnych w komorce roslinnej stata si¢ punktem wyjscia dla dostepnych
obecnie mozliwosci manipulowania nimi na poziomie molekularnym. Dostgpne obecnie

narzgdzia pozwalajace na ingerencj¢ w material genetyczny zywych organizmoéw otwieraja
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calkiem nowe mozliwo$ci modyfikacji skomplikowanych szlakow metabolicznych w celu
uzyskania nadprodukcji lub akumulacji cennych zwigzkow biologicznie czynnych. W
ostatnich latach pojawito si¢ wiele prac wykazujacych zdolno$ci ingerencji w szlaki
metaboliczne roslin poprzez transformacje genetyczng z wykorzystaniem wczesniej
poznanych i dobrze scharakteryzowanych genow kodujacych enzymy katalizujace kluczowe
etapy w wielu szlakach [Xiang i wsp., 2012, Vasilev i wsp., 2014, Vaccaro i wsp., 2014]. Innymi
stosowanymi w tym celu genami sg te kodujace wybrane czynniki transkrypcyjne wptywajace
na ilo$¢ syntetyzowanego metabolitu [Zuluagai wsp., 2008, Yang i wsp., 2017]. Te ostatnie
reprezentuja liczng 1 zrdznicowang grupe biatek wigzacych DNA, ktore oddzialujg z
regionami promotorowymi docelowych gendéw regulujac inicjacje¢ transkrypcji przez
polimeraz¢ RNA. W literaturze wyrdznia si¢ kilka rodzin czynnikéw transkrypcyjnych
mogacych wptywaé na wtorny metabolizm ro$lin [Yang CQ i wsp., 2012]. Jedna z nich jest
rodzina czynnikow MYB a jej reprezentantem czynnik AtPAP1. Wykazano zZe biatko to
moze wpltywaé na szlaki metabolizmu wtoérnego, zwigkszajac zawarto$¢ m.in kwaséw
fenolowych czy flawonoidow u transgenicznych roslin Salvia miltiorrhiza [Zhang i wsp.,
2014] , Brassica napus [Li i wsp., 2010] oraz Taraxacum brevicorniculatum [Qiu i wsp.,
2014] wykazujacych jego nadekspresje. Analogiczne istnieja rowniez przyktady prob
wplywania na produkcje terpenoidow na drodze transgenezy. Przyktadem moga by¢ tu
transgeniczne korzenie wlosnikowate w ktorych dochodzito do nadprodukcji dwoch enzymow
(SmGGPPS oraz SmDXSII) w efekcie czego uzyskano zwigkszong akumulacje tanszinondw
[Shi i wsp., 2016]. Takze u Nicotiana benthamiana udato si¢ podwyzszy¢ poziom tych
zwigzkow stosujac podejscie wykorzystujace przejsciowa ekspresje syntazy diterpenow
[Bruckner i Tissier., 2013] . Ciekawym przyktadem jest rowniez uzyskanie transformowanych
roslin Artemisia annua do ktorych genomu wprowadzono gen syntazy taksadienu
pochodzacego z cisu w efekcie czego uzyskano zwigkszenie produkcji taksadienu do poziomu

129.7 ng/g suchej masy [Li i wsp., 2015].

Aktualnie prowadzone badania opieraja si¢ na pozyskiwaniu wielu metabolitow wtérnych
nalezacych do r6znych klas zwigzkow. Jedng z ciekawych grup sg zwiazki fenolowe, szeroko
rozpowszechnione w §wiecie roslin. Zréznicowana struktura i mechanizm dziatania wptynat
na gwaltowny wzrost zainteresowania nimi w odniesieniu do terapii réznych zaburzen takich
jak choroby neurologiczne czy nowotwory [Anantharaju i wsp. 2016]. Wigkszos¢ zwigzkow
fenolowych wykazuje silne wlasciwosci przeciwrodnikowe i1 przeciwutleniajgce stanowiac

nieenzymatyczny system obrony anty-oksydacyjnej. Wykazuja takze wlasciwosci



antyproliferacyjne, proapoptyczne i przeciwzapalne przez co sg podstawg do stosowania ich
wspomagajaco w terapii choréb nowotworowych, neurodegeneracyjnych, alergiach, stanach
zapalnych oraz cukrzycy [D’Archivio i wsp. 2008]. Pod wzgledem struktury podstawowego
szkieletu we¢glowego mozna podzieli¢ je na: kwasy fenolowe i1 flawonoidy. Kwasy fenolowe
to zwiazki z grupg hydroksylowa 1 karboksylowa, do ktérych nalezg proste kwasy
cynamonowe, benzoesowe czy tez fenylooctowe. Kolejna grupe stanowiag depsydy, ktore sa
potaczeniem dwoch lub wigcej czasteczek fenolokwasow. Z kolei do fenolokwasow zalicza
si¢ kwasy hydroksycynamonowe, wsrod ktorych wymieni¢ mozna; kwas kawowy,
chlorogenowy, kumarowy, ferulowy i synapinowy. Do najwazniejszych pochodnych kwasu
benzoesowego zaliczamy: kwas salicylowy, kwas p-hydroksybenzoesowy, kwas
protokatechowy oraz kwas galusowy [Mroz i wsp, 2012). W roslinach kwasy fenolowe
wystepuja przewaznie w formie zwigzanej tj. w postaci estrow oraz glikozydow, ktore
wchodza w sktad tanin hydrolizujacych i lignin. Niektore z kwasow hydroksycynamonowych
mogag wystepowaé w potaczeniach estrowych z glukoza lub kwasami karboksylowymi.
Badania pokazuja, ze kwasy fenolowe moga by¢ rowniez komponentami flawonow lub
antocyjanow [Jeszka 1 wsp., 2010], ponadto moga réwniez wystepowaé w potaczeniach z
flawonoidami, sterolami, polimerami $cian komorkowych czy tez kwasami thuszczowymi. W
ostatnich latach uwaga naukowcow skupiona jest wokot testowania kwasow fenolowych w
roznych chorobach nowotworowych. Chociaz wykazano, ze kwasy fenolowe posiadaja
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa, skutecznos¢ ich dziatania jest rézna i wynika z struktury
chemicznej  (udzialu  pierScienia  aromatycznego 1 grup  hydroksylowych).
Przeciwnowotworowy mechanizm dziatania opiera si¢ migdzy innymi na modulowaniu stresu
oksydacyjnego w komorkach rakowych przez co dochodzi do transdukcji sygnatu, aktywac;i
czynnikow transkrypcyjnych oraz ekspresji specyficznych genéw, ktore wpltywaja na
proliferacj¢ komorek i apoptoze [Lee i wsp. 2000, Chen i wsp. 2015]. Ponadto coraz wigcej
dowodéw wskazuje, ze mogg bezposrednio modulowac rézne etapy procesu apoptotycznego
i/lub ekspresje bialek regulatorowych, uwalnianie cytochromu ¢ z pdzniejszg aktywacja
kaspazy-9 i kaspazy-3 [Ho i wsp. 2013, Kassi i wsp. 2014], wzrost poziomu kaspazy-8 i t-
Bid [Lin i wsp 2011]], obnizenie ekspresji Bcl-2 i Bel-XL, wzmocnienie ekspresji Bax i Bak
[Seidel i wsp, 2014 ] oraz modulacj¢ czynnika transkrypcyjnego NF-kB [Wang i wsp. 2010].
Badania przeprowadzone przez Kurate i wsp., 2007 wykazaly, ze kwas kawowy,
chlorogenowy 1 pochodne kwasu chlorogenowego obecne w lisciach stodkiego pomidora
hamuja wzrost komorek raka jelita grubego (DLD-1) oraz biataczki promielocytowej (HL-60)

[Kurata i wsp, 2007]. Wyniki uzyskane dla kwasu ferulowego pokazaly, ze moze on

10



indukowa¢ apoptoze w komoérkach kostniakomiesaka poprzez zwigkszenie poziomu Bax i
obnizenie Bcl-2 [EImore, 2007]. Z kolei kwas 4-hydroksybenzoesowy i kwas prokatechowy
wykazaly efekt cytotoksyczny na komorki raka piersi i prostaty indukujac apoptoze poprzez
obnizenie potencjatu mitochondrialnego oraz fragmentacje DNA [Kassi i wsp ., 2014, Yin i
wsp., 2009]. W przypadku kwasu p-kumarowego wykazano hamowanie wzrostu komorek
raka jelita grubego poprzez wzrost reaktywnych form tlenu (ROS), obnizenie potencjatu
mitochondrialnego i zatrzymanie komorek w fazie sub-G1 cyklu komérkowego [Jaganathan i
wsp., 2013]. Bioragc pod uwage przytoczone powyzej wyniki badan wydaje sie, ze substancje
biologicznie czynne pochodzenia roslinnego o potencjale przeciwnowotworowym moga
stanowi¢ istotne uzupetnienie stosowanych obecnie form terapii. Dodatkowo majac do
dyspozycji wyrafinowane narzgdzia inzynierii genetycznej jesteSmy w stanie wplywacé na
efektywnos¢  produkcji tych metabolitow wtornych. Dzigki temu w przysztosci
fitofarmaceutyki mogg odgrywac istotng rolg obok obecnie stosowanych lekéw syntetycznych
pozwalajac jednoczesnie na obnizenie kosztow oraz zmniejszenie toksyczno$ci stosowanych

obecnie terapii U pacjentow.
C) Cel naukowy ww. prac i osiggnigtych wynikow:

Podstawowym celem badan sktadajacych si¢ na rozprawe habilitacyjna bylo otrzymanie
roslin z pedéw zregenerowanych in vitro oraz korzeni transformowanych Leonurus sibiricus
L. powstatych w wyniku transformacji z uzyciem szczepu A4 Agrobacterium rhizogenes oraz
korzeni transformowanych wykazujacych nadekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego AtPAPI,
analiza zdolnos$ci do wytwarzania wtornych metabolitow (kwasy fenolowe 1 olejki eteryczne)
oraz badania aktywnosci biologicznej ekstraktoéw uzyskanych z materiatu pochodzacego

z kultur in vitro tego gatunku.

Badania obejmowaty:

1. Otrzymanie roslin Leonurus sibiricus L z pedéw zregenerowanych in vitro.
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2. Otrzymanie i selekcje linii kultur korzeni transformowanych L. sibiricus.

3. Otrzymanie i selekcje linii kultur korzeni transformowanych L. sibiricus z nadekspresja
czynnika transkrypcyjnego AtPAP1 charakteryzujacej si¢ wysokim przyrostem biomasy

4. ldentyfikacje 1 okreslenie zawartosci kwasow fenolowych uzyskanych w roznych
kulturach in vitro L. sibiricus.

5. Badania aktywnosci wodno-metanolowych ekstraktow z kultur in vitro L. sibiricus pod
katem  indukcji apoptozy, dziatania  cytotoksycznego, przeciwbakteryjnego,
przeciwgrzybiczego, antyoksydacyjnego, naprawczego i ochronnego na DNA, zmiany
potencjatu mitochondrialnego, zmiany liczby kopii mitochondrialnych a takze oszacowania
uszkodzen mitochondrialnego (mtDNA) oraz jadrowego (nDNA) DNA, zmiany poziomu

ekspresji genow pro i anty apoptotycznych, zmiany cyklu komorkowego.

Pierwszym etapem badan bylo otrzymanie roslin Leonurus sibiricus z pedow

zregenerowanych in vitro.

Otrzymanie roslin Leonurus sibiricus z pedow zregenerowanych in vitro.
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Rosliny L. sibiricus zainicjowano z wierzchotkowych czgéci 5-tygodniowych pedow
(publikacja 1). Eksplantaty o dlugosci okoto 1 cm umieszczono na pozywce agarowej
Murashige i Skoog (MS) [10] (0.7%) uzupetionej 0,1 mg/L kwasu indolo-3-octowego (IAA)
i 0.5 mg/L 6 benzyloaminopuryny (BAP) i hodowano 5 tygodni przez 6 kolejnych pasazy. Do
ukorzeniania, uzyto 5-tygodniowych pedoéw dluzszych niz 1 cm ktére zostaty odcicte i
przenosione pojedynczo na pozywke agarowa MS uzupeliong 0,5 mg/L IAA. Hodowle
utrzymywano na swietle (fotoperiod 16h, 40 umolm-2 s-1) w temperaturze 26° C £+ 2°C w
pomieszczeniu hodowlanym. Po 5 tygodniach ukorzenione pedy przeniesiono do doniczek (o
srednicy 10 cm) zawierajagcych wysterylizowang mieszaning gleby, piasku i torfu (4: 3: 3v/v
/ v) i trzymano w szklarni przez 6 miesiecy. Rosliny L. sibiricus otrzymane z nasion z tego
samego zrodla, co te uzywane do zapoczatkowania Kultury pedow, hodowano roéwniez w
szklarni przez 6 miesiecy. Przezywalno$¢ roslin po 6 miesigcach po przeniesieniu do
warunkow in vivo wynosita okoto 90% (publikacja 1). Uzyskane w ten sposob ro$liny L.
sibiricus, czesci nadziemne (AP) i korzenie (R) zostaly uzyte do oznaczenia zawarto$ci

zwigzkow fenolowych w odniesieniu do roslin wyprowadzonych z nasion (AP i R in vivo).

Identyfikacja i ilosciowe oznaczanie zwigzkow fenolowych wodno-metanolowych ekstraktow z

L. sibiricus

Zwigzki fenolowe zostaly zidentyfikowane we wszystkich badanych wodno-metanolowych
ekstraktach pochodzacych z roslin L. sibiricus wyhodowanych in vitro i pochodzacych z
nasion (AP i R in vitro oraz AP i R in vivo ) przez poréwnanie ich czaséw retencji, widm
absorpcji UV oraz widm masowych w poréwnaniu do wzorcow (pubikacja 1). Wsrod
gtéwnych metabolitow w ekstraktach z czgéci nadziemnej (AP in vitro oraz AP in vivo) L.
sibiricus zidentyfikowano pochodne kwasu hydroksycynamonowego, kwas chlorogenowy (3)
i kwas kawowy (4) oraz flawonol-kwercetyne (8). Kwercetyna wystgpowala rowniez w
postaci glikozydu, jako rutyna (7). Werbaskozyd (9) byt kolejnym glikozylowanym
zwigzkiem zidentyfikowanym w ekstraktach (AP i R in vitro oraz AP i R in vivo) (publikacja
1). Dodatkowo w ekstraktach roslinnych wykryto inne zwigzki takie jak: kwas 4-
hydroksybenzoesowy (1), (+) - kateching (2), kwas p-kumarowy (5) i kwas ferulowy (6)
(publikacja 1). Nastepnie metodg HPLC oznaczono zawarto$¢ zwigzkow w ekstraktach (AP i
R invitro i AP i R in vivo) roslinnych L. sibiricus. Wyniki wykazaly, ze nadziemne AP czgsci
ro$lin in vitro i AP in vivo roznity si¢ zawartoscig zwigzkow niz korzenie (publikacja 1). W

ekstraktach z czesci nadziemnych dominowata frakcja flawonoidow (2.8-9.7 mg/g DW) z
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kwercetyng jako glownym skladnikiem. Z kolei w korzeniach roslin in vitro i in vivo
stwierdzono, ze frakcja dominujaca sa kwasy fenolowe (7.6-12 mg/g DW) przy czym kwas
chlorogenowy i kwas kawowy byty gtéwnymi zwigzkami (4.4 1 6.5 mg/g DW 13.21 5.5 mg/g
DW) (publikacja 1). Z kolei werbaskozyd byt akumulowany w wigkszych ilosciach w
ekstraktach z korzeni (0.26-0.37 mg/g DW), niz w ekstraktach z czesci nadziemnych (0.18-
0.19 mg/g DW). Zawarto$¢ kwercetyny w ekstrakcie roslin AP in vitro (9.7 mg/g DW) byta
okoto 3.5 razy wigksza niz w ekstrakcie roslin AP in vivo (2.8 mg/g DW). Ponadto
stwierdzono, ze zawarto$¢ kwasow fenolowych w ekstrakcie roslin R in vitro (12.1 mg/g DW)

jest 1.5 razy wigksza niz w ekstrakcie roslin R in vivo (7.6 mg/g DW) (publikacja 1).

Wphw wodno-metanolowych ekstraktow roslinnych na przezywalnosé linii komoérek CHO

(jajnika chomika chinskiego).

Badanie testem MTT wykazato, ze wraz ze wzrostem stgzenia (zakres 0-6.25 mg/mL) po 24
h traktowaniu ekstraktami ro§linnymi AP i R in vitro nastepuje zmiana przezywalnosci
komorek prawidlowych CHO (jajnika chomika chinskiego). Wartosci ICso wynosity
odpowiednio 1.7 mg/mL i 2.8 mg/mL dla ekstraktow roslinnych R i AP in vitro L. sibiricus
(publikacja 1). Przezywalno$¢ komorek CHO po traktowaniu ekstraktami roslinnymi R i AP
in vivo byla podobna do tej uzyskanej dla ekstraktow roslinnych R i AP in vitro (dane
niepublikowane). Na podstawie krzywej przezywalnosci do dalszych badan za pomoca testu

kometowego zostaty wybrane nastepujace stezenia; 0.05, 0.1, 1 0.5 mg/mL.

Badanie efektu ochronnego i naprawczego na DNA wodno-metanolowych ekstraktow AP i R

invitro i AP i R in vivo L. sibiricus w komorkach CHO indukowanych H>0x.

W celu sprawdzenia wiasciwosci naprawczych, przed traktowaniem ekstraktami ro§linnymi
komorki eksponowane byly na dziatanie H.O2 w stezeniu 75 uM przez 15 minut w
temperaturze 4°C (publikacja 1). Procent DNA w ogonie komérek CHO inkubowanych z
ekstraktami AP i R in vitro oraz AP i R in vivo (0.05-0.5 mg/mL) w czasie 0, jako po 15, 30,
60 i 120 minutach (publikacja 1). Komoérki CHO traktowane H2O» wykazaty niekompletng
naprawe w ciggu 2 godzin, a okoto 5% DNA znajdowato si¢ w ogonie. Po inkubacji komorki
wstepnie traktowane H2Oz i ekstraktami roslinnymi wykazywaty bardziej wydajng naprawe
niz te poddane dziataniu samego H20, (publikacja 1). Poziom uszkodzen DNA

indukowanego przez H>O> byl mniejszy i proporcjonalny do rosnacych stezen ekstraktow
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roslinnych. Spadek uszkodzen DNA obserwowane podczas inkubacji naprawczej byto istotnie
wyzsze po traktowaniu ekstraktami roslinnymi in vitro. Przy optymalnym stgzeniu (0.5
mg/mL), poziom uszkodzen DNA byt znacznie wyzszy, do 50%, po 15 i 30 minutach czasu
inkubacji naprawczej DNA (publikacja 1). Po 60 minutach inkubacji naprawczej procent
DNA w ogonie wynosit okoto 10%. Réwnocze$nie poziom uszkodzen DNA w komorkach
CHO traktowanych tylko H202 wynosit okoto 25% . Wstepne traktowanie ekstraktami AP i R
in vitro oraz AP i R in vivo L. sibiricus wykazato efekt ochronny DNA w komoérkach CHO,
ktory wzrastal proporcjonalnie do rosngcych stezen ekstraktow (publikacja 1). Ekstrakty AP
i R in vitro mialy znacznie silniejszy efekt ochronny niz ekstrakty AP i R in vivo. Jednak
najsilniejszy efekt zaobserwowany zostat dla ekstraktu R in vitro. Po 15 i 30 minutach czasu
inkubacji naprawczej DNA poziom uszkodzen byt znacznie zwigkszony do 20-30%. Po 60
minutach inkubacji naprawczej procent DNA w ogonie wynosit okoto 5-10%. Komoérki CHO
traktowane H>O: i poddane wstgpnej inkubacji ekstraktem wykazaty catkowita naprawe w

ciggu 2 godzin.

Zmiany ekspresji genow antyoksydacyjnych (SOD2, CAT i GPx) po dziataniu wodno-
metanolowymi ekstraktami AP i R in vitro i AP i R in vivo L. sibiricus w komorkach CHO

indukowanych H>0»

W celu oszacowania zmiany poziomu ekspresji genow antyoksydacyjnych przed
traktowaniem ekstraktami AP i R in vitro oraz AP i R in vivo L. sibiricus w stezeniu 0.5
mg/mL, komoérki eksponowano na dziatanie H202 w stezeniu 75 uM przez 15 min
(publikacja 1). Poziom ekspresji genéw SOD2, CAT i GPx w komoérkach CHO poddanych
dziataniu ekstraktow roslinnych bezposrednio po inkubacji (0 godzin) nie rdznil si¢ istotnie w
poréwnaniu z poziomem obserwowanym w komorkach kontrolnych z PBS (publikacja 1).
Pokazano, ze wszystkie testowane ekstrakty powodowaly zmiane ekspresji genow SOD2,
CAT i GPx okoto 2-5 krotnie po 24-godzinnym inkubacji co $wiadczy o ich wlasciwosciach
antyoksydacyjnych (publikacja 1).

Ze wzgledu na wyzsza zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych oraz lepsze dziatanie biologiczne
ekstraktu z korzeni R in vitro L. sibiricus kolejnym krokiem moich badan bylo

wyprowadzenie kultury korzeni transformowanych L. sibiricus.

Kolejnym  etapem  badan  bylo  otrzymanie  korzeni  transformowanych i

nietransformowanych Leonurus sibiricus.
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Otrzymywanie korzeni transformowanych i nietransformowanych L . sibiricus i ich wzrost w

kulturze in vitro.

W celu uzyskania korzeni transformowanych piecio-tygodniowe pedy L. sibiricus
wyhodowane in vitro (okoto 2 cm) hodowano na podtozu agarowym Murashige i Skoog (MS)
[12] (0.7%) uzupelionym 0,1 mg/L kwasu indolo-3-octowego (IAA) i 0,5 mg/L 6-
benzyloaminopuryny (BAP) a nastepnie zakazono Szczepem A4 Agrobcterium rhizogenes
(publikacja 2). Transformacj¢ przeprowadzono na miedzywezlach todyg poprzez zranienie
ich sterylng igla zanurzong w hodowli bakteryjnej. Korzenie (okoto 1-1.5 cm dlugosci)
powstatle w miejscu zranienia zostaty odcigte i przeniesione pojedynczo na ptynne podioze
Schenk i Hildebrandt (SH) [14] bez regulatorow wzrostu ale z 500 mg/L ampicyliny
niezbednej do eliminacji bakterii. Po kolejnych 4 tygodniach usuni¢to z podtoza ampicyling i
uzyskano aseptyczne korzenie, ktore nastgpnie hodowano w 300 ml kolbie Erlenmeyera
zawierajacej 80 ml pltynnego podtoza SH. Uzyskano 4 klony korzeni a jeden z nich (LS4),
ktory wykazal najszybszy wzrost i zawieral wigcej korzeni bocznych niz pozostate klony
wybrano do dalszych badan (publikacja 2). Kultury korzeni nietransformowanych L.
sibiricus uzyskano przez odcigcie korzeni (okoto 2 cm dlugosci) z 5-tygodniowych roslin
zregenerowanych in vitro i hodowanie w ptynnej pozywce SH uzupetnionej 0,2 m/L kwasu
indolo-3-mastowego (IBA). Hodowle utrzymywano przez 10 pasazy (po 5 tygodni), a
nastgpnie uzywano do badan fitochemicznych i biologicznych. Po 5 tygodniach biomasa z
korzeni transformowanych wynosita 78.9+ 1.8 g (Swieza masa) i 6.9 + 0.2 g (sucha masa) na
litr pozywki hodowlanej. Korzenie nietransformowane wykazywaty stabszy wzrost niz
korzenie transformowane w pozywce SH uzupetnionej 0,2 mg/L IBA. Bylo to okoto 1.5-
krotne zmniejszenie si¢ §wiezej i suchej masy w stosunku do korzeni transformowanych

(odpowiednio 51.3 +1.114.6 + 0.1 g/L pozywki hodowlanej) (publikacja 2).

Potwierdzenie transformacji korzeni L. sibiricus

Transformacje genetyczng korzeni L. sibiricus potwierdzono metoda PCR. Analiza wykazata
obecno$¢ rolB (382 bp) i rolC (582 bp) genow wykrytych w korzeniach transformowanych,
ale nie wykryto ich w korzeniach nietransformowanych ktére postuzyty jako kontrola ujemna

(publikacja 2).
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Identyfikacja i ilosciowe oznaczanie zwigzkéow fenolowych w wodno-metanolowych
ekstraktach z korzeni nietransformowanych (NR) i transformowanych (TR) L. sibiricus

Zwigzki fenolowe obecne w ekstraktach NR i TR L. sibiricus zidentyfikowano przez
poréwnanie ich czaséw retencji, widm absorpcji UV i widm masowych na podstawie
wzorcow (publikacja 2). Wsrod metabolitow obecnych w korzeniach NR i TR L. sibiricus
zidentyfikowano kwasy fenolowe takie jak: (1) kwas elagowy, (2) kwas syringowy, (3) kwas
chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas p-kumarowy, (6) kwas ferulowy oraz flawonoidy:
(7) myricetina, (8) luteolina, (9) hesperydyna i (10) glikozyd fenyloetanoidowy-
werbaskozyd. Zawarto§¢ metabolitow w ekstraktach NR i TR L. sibiricus oznaczono metoda
HPLC. W obu przypadkach w badanych ekstraktach NR i TR L. sibiricus, dominowaty kwasy
fenolowe (odpowiednio 8.14 i 17.44 mg/g suchej masy (DW)) z kwasem chlorogenowym,
kwasem kawowym i kwasem elagowym jako dominujacymi zwigzkami (publikacja 2).
Ponadto zaobserwowano znaczace rdéznice ilosciowe tych zwigzkéw migdzy dwoma
badanymi ekstraktami. Zawarto$¢ kwasu chlorogenowego w ekstrakcie TR byta okoto 2.5
razy wyzsza niz w ekstrakcie NR (10.18 vs. 4.38 mg/g DW) a zawartos¢ kwasu kawowego
byla prawie 3 razy wyzsza w TR ekstrakcie (4.82 vs. 1.72 mg/g DW) niz w NR ekstrakcie. Z
kolei zawarto$¢ werbaskozydu réwniez byta wyzsza w ekstrakcie TR (5.9 mg/g DW) niz w
ekstrakcie NR (4.62 mg/g DW) (publikacja 2).

Efekt cytotoksyczny i indukcja apoptozy w komorkach glejaka ludzkiego (IV stopien) po
dziataniu NR i TR wodno-metanolowych ekstraktow z L. sibiricus

Do przeprowadzenia badan biologicznych zostata uzyta linia glejaka ludzkiego w IV stadium
zaawansowania uzyskana z guza pacjenta i potwierdzona odpowiednimi markerami na
kancerogenos¢ (D10S1709, D10S1172 i D22S283). Test MTT wykazat efekt cytotoksyczny
w stosunku do komorek glejaka w zaleznosci od stgzenia po traktowaniu obydwoma
ekstraktami (publikacja 2), ale znacznie lepsze dziatanie bylo obserwowane dla ekstraktu
TR. ICso bylo osiagnicte dla st¢zenia okoto 2.4 mg/mL. Nastepnie na podstawie krzywej
przezywalnos$ci zostaty wybrane stezenia potrzebne do przeprowadzenia badan ktore miaty na
celu probe wyjasnienia mechanizmu indukcji apoptozy po dziataniu badanych ekstraktow na
komorkach glejaka ludzkiego w IV stadium. Badanie metoda cytometrii przeptywowe;j
komorek glejaka po traktowaniu ré6znymi stezeniami ekstraktow NR i TR (0.85, 1.25,2.012.4
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mg/ml) wykazato, ze procent komorek apoptotycznych wzrost z 1.5% w komorkach
kontrolnych do 14% po traktowaniu ekstraktem NR i do 33% po traktowaniu ekstraktem TR
(publikacja 2). Ponadto badanie cyklu komérkowego wykazato wzrost komorek w fazach S i
G2/M po dziataniu ekstraktami NR i TR w stezeniach 1.25, 2.0 i 2.4 mg/mL po 24 h inkubacji
przy czym lepsze wyniki zaobserwowano dla ekstraktu TR (publikacja 2). Badania
wykazaly, ze hamowanie wzrostu komorek glejaka po dziataniu ekstraktami NR i TR moze
by¢ zwigzane z zatrzymaniem cyklu komérkowego w fazie S i G2/M. Kolejnym krokiem byto
sprawdzenie metodag RT-PCR poziomu ekspresji genow Bax, Bcl-2 i TP53 na poziomie
MRNA zaangazowanych w proces apoptozy. W tym celu na podstawie wczesniejszych
eksperymentdw zostato wybrane najbardziej skuteczne pojedyncze stezenie dla testowanych
ekstraktow NR i TR (2.4 mg/mL). Badania wykazaly, ze inkubacja z ekstraktami NR i TR
komorek glejaka w stezeniu 2.4 mg/mL znaczgco obnizata poziom ekspresji dla genu Bcl-2
(publikacja 2). Ponadto obserwowano wzrost poziomu ekspresji dla genow TP53 i Bax po 24
godzinach. Podobne wyniki zostaty uzyskano na poziomie biatka (Bax, Bcl-2 oraz p53) przy
uzyciu metody Western Blot po wcze$niejszej inkubacji z testowanymi ekstraktami NR i TR
w stezeniu 2.4 mg/mL (publikacja 2). Ostatnim etapem badan byto sprawdzenie fragmentacji
DNA ktore analizowano za pomoca typowego tworzenia si¢ drabiny DNA, uwidocznionego
na zelu agarozowym. Jak pokazano (publikacja 2) 24-godzinne traktowanie ekstraktami NR i
TR komorek glejaka w stezeniu 2.4 mg/mL spowodowato degradacje chromosomalnego
DNA na mate fragmenty internukleosomalne (biochemiczna cecha komoérek przechodzacych
apoptoze). Uzyskane w toku badan wyniki sugeruja, ze indukcja apoptozy w komorkach
glejaka ludzkiego po traktowaniu ekstraktami NR i1 TR moze zachodzi¢ poprzez zmiang
Bax/Bcl-2-p53 przy czym lepsze efekty obserwowano dla ekstraktu TR L . sibiricus.

Nastepnym etapem badan bylo wyizolowanie 1 oznaczenie skladnikéw olejkdw eterycznych
w korzeniach transformowanych i nietransformowanych L. sibiricus i oszacowanie ich
wlasciwosci biologicznych. W tym celu dokonano izolacji olejkow eterycznych z korzeni NR
i TR uzyskanych przez hydrodestylacje prowadzong a aparacie Derynga. Analiza chemiczna

sktadu olejkéw eterycznych zostala przeprowadzona metodag GC-MS.

Sktad chemiczny olejkow eterycznych zawartych w korzeniach NR i TR L. sibiricus.

Olejki eteryczne z korzeni NR i TR otrzymano z wydajnoscig odpowiednio 0.06% i 0.04%.
Zidentyfikowano 85 zwigzkow (publikacja nr 3). Olejki eteryczne z korzeni NR i TR

zawieraly zlozong mieszaning skladajacg si¢ glownie z weglowodorow seskwiterpenowych
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(odpowiednio 60.2% i 64.8%), utlenionych seskwiterpenow (odpowiednio 6.8% i 13.4%) oraz
weglowodorow  monoterpenowych (odpowiednio 6.0% 1 1.5%) (publikacja nr 3).
Dodatkowo zidentyfikowano niskie st¢zenie utlenionych monoterpenéow (odpowiednio 2.1% i
1.9%). Dla olejku z korzeni NR zidentyfikowano siedemdziesigt sktadnikow. Glownym
zwigzkami byly B-selinen (9.9%), selina-4,7-dien (9.7%), (E) -p-kariofylen (7.3%), myli-4
(15)-en (6.4%) i guaia-1 (10),11-dien (5.9 %). W olejku z korzeni TR zidentyfikowano 67
zwigzkow. Glownymi sktadnikami olejku eterycznego z korzeni TR byty : (E) - B-kariofilen
(22.6%), germakren D (19.8%) i a-copaene (5%).

Efekt cytotoksyczny olejkow NR i TR z korzeni L. sibiricus na prawidlowych astrocytach
ludzkich i komorkach glejaka w 1V stadium

Uzyskane w toku analiz wyniki wykazaly, ze olejki eteryczne z korzeni NR i TR maja
dziatanie cytotoksyczne na komorki glejaka w 1V stadium dla ste¢zenia 1Cso Wynoszacego 400
pug/mL, co powodowalo 50% spadku przezywalnosci komorek. Z kolei efekt ten na
prawidtowych astrocytach ludzkich (NHA) dla obu testowanych olejkéw eterycznych po 24
h inkubacji byl podobny z wartoscig 1Cso okoto 1600 pg/mL co pokazuje, ze olejki wykazuja
4 krotnie silniejsze dziatanie na komorki glejaka niz na prawidlowe astrocyty (publikacja nr
3). Nie wykazano z kolei efektu cytotoksycznego po dziataniu LPS (lipopolisacharydu) w
stezeniu 1 pg/mL na prawidlowe astrocyty po 24 h uzytego w celu zaindukowania stanu

zapalnego w komarkach (publikacja nr 3)

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna olejkow eterycznych uzyskanych z korzeni NR i TR L. sibiricus.

Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojows olejkow eterycznych z NR i TR korzeni L. sibiricus
oszacowano za pomocg metod MIC i MBC/MFC. Wartosci MIC i MBC/MFC olejkéw z NR
I TR korzeni L. sibiricus wahaty si¢ w zakresie od 125 do 2500 pg/mL dla MIC i od 500 do
5000 pg/mL dla MBC/MFC (publikacja nr 3). Aktywno$¢ przeciwbakteryjng wykazywaty
obydwa testowane olejki z korzeni L. sibiricus przeciwko wszystkim testowanym szczepom
bakteryjnym (Enterococcus faecalis , Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

i Escherichia coli ) o wartosciach MIC w zakresie 125-250 pg/mL, ale najsilniejsze dziatanie
obserwowano wobec P. aeruginosa (125 pg/ml). Stwierdzono réwniez, ze oba testowane
olejki z korzeni L. sibiricus posiadaja aktywno$¢ przeciwgrzybicza przeciwko S. cerevisiae i

C. albicans z wartosciami MIC wynoszgcymi 1250 i 2500 pg/mL i dla wartosci MFC
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odpowiednio 2500 i 5000 ug/mL (publikacja nr 3). Badania nie wykazaly znaczacych
réznic pomiedzy testowanymi olejkami eterycznymi NR i TR korzeni L. sibiricus.

Aktywnos¢ antyoksydacyjna olejkow eterycznych NR i TR korzeni L. sibiricus.

Aktywnos¢ antyoksydacyjng olejkow eterycznych z NR i TR korzeni L. sibiricus oceniano za
pomoca testow DPPH i ABTS. Nie zaobserwowano znaczacych roznic pomiedzy
testowanymi olejkami eterycznymi. W tescie ABTS, wartos¢ EC50 wyniosta 92.40 + 1.99
ug/mL dla olejku NR i 88.22 + 1.35 ug/mL dla olejku TR. Z kolei dla testu DPPH warto$¢
EC50 wyniosta 500.50 + 1.37 pg/mL dla olejku NR i 489.20 + 1.45 ug/mL dla olejku TR
(publikacja nr 3). Oba testowane olejki wykazaty niskg aktywno$¢ przeciwutleniajaca.

Wphw olejkow eterycznych z korzeni NR i TR L. sibiricus na poziom cytokin.

W badaniu oszacowano wptyw olejkow eterycznych NR i TR z korzeni L. sibiricus na zmiang
poziomu cytokin zapalnych i prozapalnych takich jak ; IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y i TNF-a
w komorkach prawidlowych astrocytow ludzkich stymulowanych LPS w stezeniu 1 pg/mL.
Wyniki pokazaty, ze olejki NR i TR obnizaly poziom stymulowanych LPSem cytokin IL-1,
IL-6, TNF-a i IFN-y w poréwnaniu do kontroli (publikacja nr 3). Efekt ten obserwowano
przy réznych stezeniach (15, 30 1 60 pg/mL) testowanych olejkow eterycznych NR 1 TR.
Ponadto nie zaobserwowano réznic w poziomie IL-2 i IL-4 w odniesieniu do kontroli. Poza
tym nie stwierdzono zadnych istotnych roznic pomigdzy dwoma badanymi olejkami

eterycznymi.

Wptyw olejkow NR i TR L. sibiricus na zmiang poziomu ekspresji genow,; IL-1p, IL-2, IL-4,
IL-6, IFN-y i TNF-a indukowanych LPS.

W celu sprawdzenia zmiany ekspresji genow IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y i TNF prawidlowe
astrocyty ludzkie inkubowano z LPS w stezeniu 1 pg/mL, a nastgpnie z olejkami eterycznymi
NR 1 TR w stgzeniu 60 pg/mL. Badania pokazaty obnizenie poziomu ekspresji genow IL-15,
IL-6, IFN-y i TNF-a w komorkach stymulowanych LPS dla obu testowanych olejkow
eterycznych (publikacja nr 3), przy czym nie zaobserwowano zmian w poziomie ekspresji
dla genow IL-2 i IL-4. Ponadto nie wykazano znaczacych rdéznic pomiedzy testowanymi

olejkami.
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Ostatnim etapem badan bylo otrzymanie Korzeni transformowanych z nadekspresjg

czynnika transkrypcyjnego AtPAP1 w celu zwigkszenia produkcji metabolitow wtornych.

Otrzymywanie korzeni transformowanych z nadekspresjq czynnika transkrypcyjnego AtPAPI

I potwierdzenie transformacji

Ze wzgledu na wyzsza zawarto$¢ kwasow fenolowych w korzeniach transformowanych (TR)
L. sibiricus w poréwnaniu do korzeni nietransformowanych (NR) (publikacja nr 2) oraz
korzeni roslin zregenerowanych in vitro (publikacja nr 1), nastepnym etapem badan byta
proba zwigkszenia produkcji kwaséow  fenolowych w  korzeniach L. sibiricus
z wykorzystaniem narzedzi inzynierii genetycznej poprzez transformacj¢ genetyczng
z wykorzystaniem bakterii A. rhizogenes posiadajacych zmodyfikowany wektor pPCAMBIA
1305.1 niosacy kasete ekspresyjng zawierajaca gen kodujacy czynnik transkrypcyjny
AtPAPI1. Literatura donosi, ze uzyskane w ten sposéb rosliny moga produkowac zwigkszong
ilos¢ kwasow fenolowych poprzez zmiang ekspresji gendw w szklaku fenylopropanoidowym
[Qiu i wsp., 2014]. W tym celu zostal skonstruowany roslinny wektor ekspresyjny w oparciu
0 wektor binarny pPCAMBIA 1305.1. Sekwencja kodujaca AtPAP1 zostala zsyntetyzowana
przez firmg¢ Biomatik Co. (Kanada) i wklonowana do finalnej wersji wektora z
wykorzystaniem miejsc restrykcyjnych rozpoznawanych przez enzymy Ncol i Eco72l do
wektora pCAMBIA 1305.1-AtPAP1 zastepujac gen GUSPlus. Tak przygotowany wektor
uzyto dalej do transformacji.

Do transformacji uzyto 5-tygodniowe wyhodowane in vitro pegdy L. sibiricus. Kaseta
ekspresyjna zawierajaca gen kodujacy czynnik transkrypcyjny AtPAPL (pochodzacy z A.
thaliana) znajdujacy si¢ pod kontrolg konstytutywnego promotora wirusa mozaiki kalafiora
(CaMV 35S) zostata wklonowana do wektora binarnego pCAMBIA 1305.1. Przeniesienie
odpowiedniego fragmentu T-DNA do L. sibiricus nastgpito na drodze transformacji z
wykorzystaniem A. rhizogenes szczepu A4. Pierwsze korzenie zaobserwowano po 2
tygodniach od inokulacji, a na 68.5% eksplantatow korzenie pojawity si¢ po kolejnych 3
tygodniach (publikacja nr 4). Otrzymano cztery klony korzeni transformowanych
z nadekspresja czynnika AtPAP1 (1 do 4) i jeden klon TR korzeni L. sibiricus powstaty po
transformacji A. rhizogenes nie zawierajacy zmodyfikowanego wektora pPCAMBIA 1305.1,
ktore hodowano przez 5 tygodni w ptynnej pozywce SH. Po tym czasie, §wieza masa

pochodzaca ze wszystkich klonow korzeni wzrosta 33-35 razy z 2.5 do 83-87 g/L, a sucha
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masa wzrosta okoto 29-31 razy. Swieza masa TR korzeni bez konstruktu wykazata nizsze
przyrosty biomasy (53 g/L $wiezej masy 1 9.2 g/L suchej masy) (publikacja nr 4).
Potwierdzenie transformacji przeprowadzono metoda PCR przy uzyciu specyficznych
starterow dla fosfotransferazy higromycyny (hptll) dla transgenicznych klonow korzeni 1-4
AtPAP1 L. sibiricus. Powstale amplikony wielkoSci 1026 bp zaobserwowano w probkach
korzeni transgenicznych, ale nie w linii kontrolnej TR. Kolejnym badaniem byto sprawdzenie
ekspresji genu kodujacego czynnik transkrypcyjny AtPAP1 w badanych klonach za pomoca
gRT-PCR (publikacja nr 4). Wyniki pokazaty nadekspresje genu dla AtPAP1 we wszystkich
transgenicznych klonach korzeni L. sibiricus. Nizsza ekspresja byta obserwowana

w korzeniach TR (publikacja nr 4).

Oznaczenie zawartosci kwasow fenolowych w  korzeniach transformownaych (TR) i

korzeniach (1-4) z nadekspresjq czynnika transkrypcyjnego AtPAPI

Wiyniki analizy HPLC pokazaty wigksza akumulacje kwasu kawowego, kwasu ferulowego,
kwasu p-kumarowego i kwasu chlorogenowego w transgenicznych korzeniach 1-4
wykazujacych nadekspresje czynnika AtPAPI niz w korzeniach TR (publikacja nr 4).
Najbardziej produktywnym klonem byt klon 1 AtPAP1 TR L. sibiricus ktéry charakteryzowat
si¢ najwigkszg produkcja wszystkich wyzej wymienionych kwasoéw fenolowych w
porownaniu do korzeni TR. Zawarto$¢ kwasu chlorogenowego w korzeniach klonu 1 AtPAP1
TR L. sibiricus wynosita 19.392 mg/g suchej masy to jest 4.72 razy wigcej niz w korzeniach
TR L. sibiricus (4.104 mg/g suchej masy) (publikacja nr 4). Z kolei kwasu kawowego w
korzeniu klonu 1 AtPAP1 TR L. sibiricus bylo 11.380 mg/g suchej masy, tj. 2.72 razy wiecej
niz w korzeniu TR L. sibiricus (4.176 mg/g suchej masy). Badania wykazaty rowniez, ze
akumulacja kwasu chlorowodorowego, p-kumarowego i kwasu ferulowego jest 2.25, 1.73 i
1.77 razy wigksza w korzeniu klonu 1 AtPAP1 TR L. sibiricus niz w korzeniu TR L. sibiricus.
Z kolei dla klonoéw 2 i 3 AtPAP1 TR L. sibiricus kwas chlorogenowy wzrost do 18.016 mg/g
suchej masy i odpowiednio 98.128 mg/g suchej masy a kwas kawowy do 8.792 mg/g suchej
masy i 6.634 mg/g suchej masy w poréwnaniu z korzeniem TR L. sibiricus. Klon 4 AtPAP1
TR L. sibiricus nie wykazal znaczacych roznic w produkcji kwaséw fenolowych w
poréwnaniu do korzenia TR L. sibiricus .

Z czterech transgenicznych klonéw korzeni L. sibiricus, klon 1 AtPAP1 TR L. sibiricus

wykazal najszybszy wzrost w pozywce SH, najwyzszy poziom ekspresji genu AtPAP1 oraz
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zawieral najwyzsza ilos¢ kwasow fenolowych, dlatego zostat wybrany do dalszych badan

biologicznych.

Przezywalnos¢ komorkach glejaka w IV stadium oraz prawidtowych astrocytow ludzkich po

dziataniu wodno-meatnolowym ekstraktem z klonu 1 korzeni AtPAP1 TR L. sibiricus.

Badanie testem MTT przeprowadzono na komorkach glejaka ludzkiego w IV stadium po
traktowaniu ekstraktem z korzeni klonu 1 AtPAP1 TR L. sibiricus po 24 godzinach. Wyniki
pokazaty, ze badany ekstrakt nic wykazywal dzialania cytotoksycznego na prawidlowe
komorki astrocytow ludzkich w zakresie stezen 0-1 mg/mL po 24 godzinach. Stwierdzono
natomiast, ze ekstrakt ma dziatanie cytotoksyczne na komorki glejaka ludzkiego w IV
stadium przy stezeniu ICso wynoszacym 0.75 mg/mL (publikacja nr 4). Warto zauwazy¢, ze
st¢zenie to jest nizsze niz stezenie dla ekstraktu z korzeni transformowanych TR 1Cs0=2.4

mg/mL prezentowane na tej samej linii glejaka ludzkiego w 1V stadium (publikacja nr 2).

Aktywnosci przeciwdrobnoustrojowa po dziataniu wodno-metanolowego ekstraktu z korzeni
klonu 1 AtPAP1 TR L. sibiricus.

Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa ekstraktu z korzeni klonu 1 AtPAP1 TR L. sibiricus
okreslono ilosciowo przy uzyciu testow MIC i MBC/MFC (publikacja nr 4). Wartosci MIC
i MBC/MFC klonu 1 AtPAP1 TR L. sibiricus wystepowaty w przedziale 125-2500 pg/mL dla
MIC i 500-5000 pg/mL dla MBC/MFC dla wszystkich badanych szczepow. Aktywnos¢
przeciwbakteryjng wykazano przeciwko wszystkim szczepom bakteryjnym (Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli) z wartosciami
MIC w zakresie 125-250 pg/mL. Najlepsze wyniki zaobserwowano w przypadku S. aureus,
P. aeruginosa i E. faecalis przy wartosci MIC =125 pg/mL. Ponadto wykazano, ze ekstrakt
posiada réwniez aktywno$¢ przeciwgrzybicza przeciwko S. cerevisiae i C. albicans z
wartosciami  MIC ~ wynoszacymi 625 pg/mL dla obydwu szczepdéw, oraz
z wartosci MFC odpowiednio 625 1 1250 pg/mL. Uzyskane wyniki pokazuja, ze zar6wno
ekstrakt z korzeni L. sibiricus z nadekspresja czynnika transkrypcyjnego AtPAPI jak i olejki

(publikacja nr 3) posiadajg wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe.

Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie dziatania ekstraktu z korzeni klonu 1 AtPAP1 TR

L. sibiricus na indukcj¢ apoptozy na drodze uszkodzen DNA, zmianie poziomu PARP1 i
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H2A.X oraz zmianie poziomu ekspresji gendéw DNMT1 oraz UHRF1 w komorkach glejaka
ludzkiego w IV stadium oraz w linii komercyjnej glejaka U87MG. Badanie cytotoksycznosci
testem MTT dla linii glejaka US7MG wykazato spadek przezywalnosci po traktowaniu
ekstraktem TR z warto$cig IC50=2.5 mg/mL, a dla AtPAP1 TR z warto$cig okotol.5 mg/mL.

Badanie uszkodzern DNA po dziataniu wodno-metanolowych ekstraktow AtPAP1 TR oraz TR

L. sibirius

Uzyskane wyniki pokazaty wzrost uszkodzen DNA w obu liniach komoérkowych w zaleznosci
od testowanej dawki (publikacja nr 5). Poziom uszkodzen DNA w ogonie wynosit okoto
65% w przypadku najwyzszego uzytego stgzenia w komoérkach U87MG po dziataniu
ekstraktu z korzeni AtPAP1 TR i okoto 50 % w komorkach glejaka ludzkiego w IV stadium
po traktowaniu ekstraktem z korzeni AtPAP1TR. Badania wykazaty, ze ekstrakt z korzeni
AtPAPI1 TR dziata silniej indukujac wigkszg ilo$¢ uszkodzen w komorkach glejaka ludzkiego
w IV stadium oraz w linii komercyjnej glejaka U87MG (publikacja nr 5).

Okreslenie  poziomu  przecigtego PARPL (pPARP1) i poziomu ufosforylowanego
histonu pH2A.X metodg cytometrii przeplywowej w komorkach glejaka ludzkiego w IV
stadium oraz linii komercyjnej glejaka US87MG po dziataniu wodno-metanolowymi
ekstraktami z korzeni AtPAP1 TR oraz TR L. sibiricus.

W celu sprawdzenia markera apoptozy pPARP1, tj. przecictej przez kaspazy PARPL (Poly
ADP-Ribose Polymerase 1), przeprowadzono analiz¢ cytometrii przeptywowej na linii
komorkowej U87MG oraz glejaka w 1V stadium. Po 24-godzinnej inkubacji z analizowanymi
ekstraktami korzeni TR i AtPAP1, procent pPARP1-pozytywnych komorek znaczaco wzrost
w obu testowanych liniach komorkowych (publikacja nr 5). Chociaz oba ekstrakty
powodowaty wzrost liczby komorek apoptotycznych, ekstrakt z korzenia AtPAP1 TR byt
bardziej skuteczny pod tym wzglgdem, podnoszac poziom komoérek pPARPI1-pozytywnych,
w poréwnaniu do ekstraktu z korzenia TR L. sibiricus. W tym samym eksperymencie zostal
réwniez okreslony poziom ufosforylowanego histonu YH2A.X, w celu analizy czy testowane
ekstrakty wywotaty dwuniciowe pgknigcia DNA 1 aktywowaly dziatanie mechanizméw
naprawczych DNA. W linii komérkowej US7MG poziom yH2A.X-pozytywnych komorek nie
roznit sie¢ miedzy testowanymi ekstraktami, ale w komorkach glejaka w IV stadium ekstrakt

AtPAP1 TR powodowal nieznacznie wigksze podniesienie liczby komorek (publikacja nr
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5). Dodatkowo, poziom YH2A.X mierzono za pomoca testu ELISA. Wyniki wykazaly, ze
ekstrakty z korzeni TR i AtPAP1 TR L. sibiricus zwigkszaly poziom yH2A.X w obu
testowanych liniach komoérkowych ale lepsze dziatanie zaobserwowano dla ekstraktu AtPAP1

TR L. sibiricus.

Zmiana ekspresji genow DNMTI oraz UHRF1 w komorkach glejaka ludzkiego w IV stadium
oraz linii komercyjnej glejaka U87MG.

W badaniu okre§lono zmiane poziomu ekspresji genow zwigzanych z apoptozg metoda Real
Time-PCR w komorkach glejaka w IV stadium oraz komorkach U87MG po dziataniu
ekstraktow z korzeni AtPAP1 TR i TR L. sibiricus. Eksperyment pokazat, obnizenie poziomu
ekspresji genow UHRF1 i DNMT1 w obu badanych liniach, ale lepsze wyniki
zaobserwowano dla ekstraktu z korzeni AtPAP1 TR w poréwnaniu z eckstraktem TR

(publikacja nr 5).

Do dalszych analiz wybrano najbardziej produktywny klon korzeni TR ze wzmocniong
ekspresja czynnika transkrypcyjnego AtPAP1 L. sibiricus uzytego do badan biologicznych we
wczesniejszych pracach (publikacja nr 4 i 5) w celu zbadania wydajnosci i zawarto$ci
kwasow fenolowych w réznych objetosciach podtoza (300 mL, 1 L, 3 L, 5L)oraz5L

rozpytlowym bioreaktorze.

Wzrost korzeni AtPAPL TR L. sibiricus w réznych objetosciach pozywki (300 mL , 1 L, 3Li 5
L) i w5 L bioreaktorze.

Do badania uzyto 6 g/L §wiezej masy korzeni AtPAP1 TR L. sibiricus ktére hodowano w
pozywce SH w czterech kolbach Erlenmeyera o rdznej objetosci: 300 ml zawierajacg 80 ml
pozywki, 1-litrowg kolbe zawierajacg 500 ml pozywki, 3-litrowag kolbe zawierajacg 1,5 |
pozywki i 5-litrowa kolbe z 2,5 1 pozywki (bez fitohormonu) (publikacja nr 6). Kultury
korzeni AtPAP1 TR trzymano na obrotowej wytrzasarce przy 75 obrotach na minutg i
inkubowano w 25 £ 2 ° C. Swieza i sucha mase korzeni AtPAP1 TR podano po 30 dniach
hodowli. Uzyskane w toku badan wyniki pokazujg, ze $wieza masa Korzeni miescita si¢ w
zakresie od 71 do 312 g/L dla wszystkich badanych kultur. Najwyzszy przyrost biomasy
uzyskano dla korzeni hodowanych w bioreaktorze czyli 312 g/L , i byt to okoto 50-krotny

wzrost w stosunku do poczatkowego inokulum (6.0 g/L §wiezej masy). Z kolei przyrost
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suchej masy wahat si¢ od 4.5 do 20.8 g/L. Najwyzszy przyrost suchej masy zaobserwowano
dla korzeni hodowanych w 5 L bioreaktorze (20.83 g/L) i w 1 L kolbie (13.2 g/L), wartosci te
byly okoto 34- i 22-razy wigksze niz masy inokulum (0.6 g/L). Z kolei najnizszy przyrost
suchej masy zaobserwowano dla korzeni hodowanych w kolbach o pojemnosci 300 mL, 3 L i
5 L z warto$ciami odpowiednio 4.54, 4.88 i 4.63 g/L (publikacja nr 6).

Zawartos¢ kwasow fenolowych i ich wydajnos¢ w korzeniach AtPAP1 TR L. sibiricus

hodowanych w kolbach i 5 L rozpyfowym bioreaktorze

Za pomoca analizy HPLC (publikacja 6) zostala okreslona zawarto$¢ pigciu kwasow
fenolowych (kwas neochlorogenowy, kwas chlorogenowy, kwas kawowy, kwas p-kumarowy
i kwas ferulowy) w korzeniach AtPAP1 TR L. sibiricus rosngcych w kolbach o roznej
objetosci i 5 L rozpylowym bioreaktorze. Wyniki wykazaty, ze kwas chlorogenowy i kwas
kawowy wystepowaly w najwyzszych ilosciach. Najwyzsza zawarto$¢ Kkwasu
chlorogenowego zaobserwowano w 1-litrowej kolbie (23 mg/g suchej masy) i bioreaktorze
(21.5 mg/g suchej masy) (publikacja nr 6). Kultura korzeni hodowanych w rozpytowym
bioreaktorze zawierata rowniez wyzsze ilosci kwasu kawowego (14.5 mg/g suchej masy) niz
te rosngce w kolbach (9.2-12.1 mg/g suchej masy). Dodatkowo, korzenie hodowane w
bioreaktorze osiagnety wyzsze przyrost masy niz kultury hodowane w kolbach. Najwyzsza
wydajnos¢ (20 g/L suchej masy) zostata oszacowana dla kwasu chlorogenowego i kwasu
kawowego (mg na litr pozywki) z wartosciami (448 i 302 mg/L) dla kultury korzeni
hodowanych w rozpylowym bioreaktorze (publikacja nr 6). Ze wzgledu na najwyzsza
zawartos¢ kwasoéw fenolowych w kulturze korzeni AtPAP1 TR hodowanych w 5 L

bioreaktorze, przygotowany ekstrakt zostata uzyty do badan biologicznych.

Wyzsza zawarto$¢ kwasow fenolowych w kulturze korzeni AtPAP1 TR hodowanych
w rozpytowym bioreaktorze moze by¢ zwigzana ze zmiang poziomu ekspresji genow (PAL,
C4H i 4CL) zaangazowanych w szlak fenylopropanoidowy dlatego tez w kolejnym etapie

badan okreslitem poziom ekspresji tych genow.

Ekspresja genow PAL, C4H i 4CL w korzeniach AtPAPITR i TR

Badania wykazaty wzrost poziomu ekspresji badanych genow C4H, PAL, 4CL w korzeniach

ze wzmocniong ekspresja czynnika transkrypcyjnego AtPAP1 niz w korzeniach TR bez
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czynnika transkrypcyjnego AtPAP1, sugerujac, ze zwigkszona zawarto$¢ kwasow fenolowych
w korzeniach AtPAP1 TR moze powstawa¢ przez manipulacje w  szklaku

fenylopropanoidowym (publikacja nr 6).

Hamowanie wzrostu komorek czerniaka (A-2051) po dziataniu wodno-metanolowych
ekstraktow z korzeni AtPAP1 TR i TR L. sibiricus.

Badania pokazaty hamowanie wzrostu komorek czerniaka linii (A-2051) po 72-godzinnej
inkubacji z ekstraktami z korzeni AtPAP1 TR i TR L. sibiricus w testowanym zakresie stezen
2.5-40 pg/mL. Oba ekstrakty wykazywaly hamowanie wzrostu komorek ale lepsze dziatanie
zaobserwowano dla ekstraktu AtPAP1TR L. sibiricus przy stezeniu 40 pg/mL z warto$cig
53.3%.

Wiasciwosci przeciwutleniajgce po traktowaniu wodno-metanolowymi ekstraktami z korzeni
AtPAP1TR i TR L. sibiricus na osocze ludzkie.

Do sprawdzenia potencjatu antyoksydacyjnego ludzkiego osocza uzyto testéw ABTS, DPPH
oraz FRAP. Testy DPPH i ABTS wykazaty, Zze oba testowane ekstrakty L. sibiricus
zwigkszaty potencjat antyoksydacyjny w badanych stgzeniach (5-50 pg/mL) (publikacja nr
6), jednak lepsze dziatanie zaobserwowano dla ekstraktu z korzeni AtPAP1 TR. Podobne
wyniki uzyskano w tescie FRAP, gdzie rowniez zaobserwowano bardziej skutecznie dziatanie

ekstraktu z korzeni AtPAP1 TR.

W kolejnym etapie badan ze wzgledu na najwyzsza zawartos¢ kwasow fenolowych ekstraktu
uzyskanego z korzeni AtPAP1 TR hodowanych w 5 L bioreaktorze sprawdzono efekt
cytotoksyczny i genotoksyczny na trzech liniach komérkowych (CCRF-CEM , K562 oraz
K549).

Efekt cytotoksyczny wodno-metanolowych ekstraktow z korzeni AtPAP1 TR oraz TR L.
sibiricus na liniach komorkowych CCRF-CEM, K-562 i A549.

Badania wykazaly, ze ekstrakt z korzeni TR miat stabsza cytotoksyczno$¢ niz ekstrakt z
korzeni AtPAP1 TR. W przypadku komorek CCRF-CEM warto$¢ ICso wynosita okoto 0.313
mg/mL dla testowanego ekstraktu ATPAP1 TR, a okoto 1.25 mg/mL dla ekstraktu TR. Z
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kolei dla komorek K-562, 1Cso wynosito 0.625 mg/mL dla AtPAP1 TR, a 1.25 mg/mL dla
ekstraktu TR. Nie wykazano efektu cytotoksycznego obu testowanych ekstraktow dla linii
A549 w testowanym zakresie st¢zen (0.019-5 mg/mL) (publikacja nr 7).

Wptyw wodno-metanolowych ekstraktow z korzeni AtPAPI1 TR i TR z L. sibiricus Na zmiane

potencjatu mitochondrialnego (41¥m) w komorkach K-562 (przewlekta bialaczka szpikowa),
CCRF-CEM ( ostra biataczka limfoblastyczna) 1 A549 (niedrobnokomorkowy rak ptuc).

Badania pokazaly obnizenie potencjalu mitochondrialnego po 24-godzinnym traktowaniu
ekstraktami z korzeni AtPAP1 TR i TR L. sibiricus we wszystkich testowanych liniach
komorkowych (K-562, CCRF-CEM i A549) w poréwnaniu do kontroli. Najwyzsze obnizenie
potencjalu mitochondrialnego byto obserwowane dla linii CCRF-CEM oraz K-562, przy
czym lepsze dziatanie wykazywat ekstrakt AtPAP1 TR (publikacja nr 7).

Oszacowanie uszkodzen mitochondrialnego (mtDNA) i jgdrowego (nDNA) DNA oraz kopii
mitochondrialnych po dzialaniu wodno-metanolowych ekstraktow AtPAPI TR i TR L.

sibiricus.

Uzyskane w toku badan wyniki nie wykazaty zmian liczby kopii mtDNA dla wszystkich
testowanych linii komorkowych (K-562, CRF-CEM i AS549) po dziataniu ekstraktami
AtPAP1 TR oraz TR. Jedynie niewielki wzrost zaobserwowano w liniach K-562 i CCRF-
CEM (publikacja nr 7).

Do sprawdzenia uszkodzen mitochondrialnego DNA (mtDNA) oraz jadrowego DNA (nDNA)
zostata zastosowana metoda SLR-qRT-PCR . W przypadku linii komérkowych CCRF-CEM i
K-562 dla mitochondrialnego DNA (mtDNA) stwierdzono znaczny wzrost uszkodzen w
regionie ND1 w porownaniu do kontroli. Dla komoérek CCRF-CEM z wartoscig 7.8
uszkodzen na 10 kb DNA po dziataniu ekstraktu TR i uszkodzen na 10 kb DNA po inkubacji
z ekstraktem AtPAP1 TR. Z kolei dla komorek K-562 okoto 4 uszkodzen na 10 kb DNA po
traktowaniu ekstraktem TR 1 6 uszkodzen na 10 kb DNA po traktowaniu ekstraktem AtPAP1
TR L. sibiricus. W regionie ND5, dla linii CCRF-CE zaobserwowano okoto 4.5 uszkodzen na
10 kb DNA w komorkach traktowanych ekstraktem TR i 6.2 uszkodzen na 10 kb DNA po
dziataniu ekstraktu AtPAP1 TR. Dla linii K-562 zaobserwowano okoto 4.0 uszkodzen na 10
kb DNA dla ekstraktu TR i 5.3 uszkodzen na 10 kb DNA dla ekstraktu AtPAP1 TR.
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Badania nie wykazaly znaczacych roznic miedzy testowanymi ekstraktami. W przypadku
komorek linii A549 nie stwierdzono réznic migdzy ekstraktami AtPAP1 TR i TR a kontrola w
poziomie uszkodzen mitochondrialnego DNA (MtDNA) w regionie ND1 lub ND5
(publikacja nr 7).

Wyniki uzyskane dla jadrowego DNA (nDNA) pokazujg wzrost uszkodzen w regionie TP53
dla komorek K-562, CCRF-CEM po dziataniu ekstraktami TR i AtPAP1 TR. W przypadku
komorek K-562 zaobserwowano 3.1 uszkodzen na 10 kb DNA po dziataniu ekstraktem TR i
4.2 uszkodzen na 10 kb DNA po inkubacji z ekstraktem AtPAP1 TR. W przypadku komorek
CCRF-CEM stwierdzono 5.6 uszkodzen na 10 kb DNA po traktowaniu ekstraktem TR i 6.9
uszkodzen na 10 kb DNA po ekstrakcie AtPAP1 TR. W przypadku komorek linii A549 nie
stwierdzono réznic miedzy ekstraktami TR i AtPAP1 TR i kontrola w odniesieniu do
poziomu uszkodzen jadrowego DNA (nDNA) w regionie TP53. Z kolei w regionie HPRT1:
nie stwierdzono zadnych istotnych r6znic pomiedzy badanymi ekstraktami AtPAP1 TR i TR
a kontrolg w ilo$ci uszkodzen jadrowego DNA (nDNA) dla komorek K-562, CCRF-CEM i
A549 (publikacja nr 7).

Podsumowanie:

1. Po raz pierwszy uzyskano zregenerowane in vitro rosliny Leonurus sibiricus i
poréwnano ich profil fitochemiczny pod katem zawarto$ci kwasow fenolowych z
ros$linami wyhodowanymi z nasion rosngcych w gruncie.

2. Wykazano po raz pierwszy wilasciwosci antyoksydacyjne dla genow SOD2, CAT i
GPx, a takze efekt ochronny i naprawczy na DNA ekstraktow uzyskanych z czesci
nadziemnej i podziemnej ro$lin in vitro oraz z gruntu na prawidtowe komorki jajnika
chomika chinskiego (CHO) indukowane nadtlenkiem wodoru.

3. Po raz pierwszy po transformacji Agrobacterium rhizogenes (szczep A4) uzyskano
kulture korzeni transformowanych Leonurus sibiricus. Korzenie te intensywnie rosty
w kolbach Erlenmeyera w ptynnym podtozu Schenk'a i Hildebrandt'a (SH).

4. Przygotowany z korzeni transformowanych wodno-metanolowy ekstrakt L. sibiricus
wykazal wysoka zawarto$¢ kwasow fenolowych jak réwniez zdolno$¢ indukcji
apoptozy w komorkach glejaka ludzkiego w 1V stadium poprzez zatrzymanie cyklu

komorkowego w fazie S i G2/M, fragmentacje DNA oraz zmian¢ Bax/Bcl-2-p53.
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10.

11.

Po raz pierwszy oznaczono profil chemiczny olejkéw eterycznych w korzeniach
transformowanych L. sibiricus metoda GC-MS oraz sprawdzono jego wiasciwosci
biologiczne. Wykazano, ze olejki posiadaja wiasciwosci cytotoksyczne na komorki
glejaka w 1V stadium , antybakteryjne i przeciwzapalne.

Po raz pierwszy wyprowadzono kultur¢ korzeni transformowanych L. sibiricus
z nadekspresja czynnika transkrypcyjnego AtPAP1 w celu zwigkszenia produkcji
kwasow fenolowych. Ponadto wykazano, ze korzenie te wykazuja wzrost poziomu
ekspresji genow w szlaku fenylopropanoidowym (PAL, C4H oraz 4CL) w poréwnaniu
do korzeni bez konstruktu.

Uzyskany z korzeni transgenicznych wodno-metanolowy ekstrakt z nadekspresja
czynnika transkrypcyjnego AtPAP1 wykazywal wlasciwosci antybakteryjne oraz
przeciwgrzybicze a takze efekt cytotoksyczny na komorki glejaka w IV stadium. Efekt
ten byl obserwowany w st¢zeniu nizszym niz w przypadku ekstraktu z korzeni
transformowanych bez konstruktu.

Przygotowany z korzeni transgenicznych wodno-metanolowy ekstrakt z nadekspresja
czynnika transkrypcyjnego AtPAP1 wykazat zdolnos$¢ indukcji apoptozy poprzez
wzrost uszkodzen DNA, a takze zmian¢ poziomu PARP1 oraz H2A.X oraz obnizenie
genow DNMT1 i UHRF1 w komorkach glejaka ludzkiego w IV stadium (uzyskanego
od pacjenta) oraz w linii komercyjnej glejaka US7TMG.

Po raz pierwszy okreslono zawarto$¢ kwasow fenolowych metoda HPLC w réznych
objetosciach kolb (300 mL, 1L, 3L, 5L) oraz 5 L rozpylowym bioreaktorze korzeni
transgenicznych z nadekspresja czynnika transkrypcyjnego AtPAPL L. sibiricus .
Wykazano wyzsza zawarto$¢ kwasow fenolowych (kwas chlorogenowy i kwas
kawowy) w 5L bioreaktorze w porownaniu do korzeni hodowanych w kolbach.
Wykazano, ze wodno-metanolowy ekstrakt z nadekspresja czynnika transkrypcyjnego
AtPAP1 7z najwyzszg zawartoscig kwasow fenolowych hodowany w 5L rozpytlowym
bioreaktorze hamowal wzrost komorek czerniaka oraz wykazywal wzrost potencjatu
antyoksydacyjnego na osoczu ludzkim.

Wykazano, ze wodno-metanolowy ekstrakt z korzeni transgenicznych z nadekspresja
czynnika transkrypcyjnego AtPAP1 z 5 L bioreaktora wykazuje efekt cytotoksyczny
na linie komorkowe biataczkowe CCRF-CEM oraz K562. Nie wykazano tego efektu
na linie A549. Ponadto wykazano, ze ekstrakt indukuje apoptoze¢ poprzez zmiang

potencjatu mitochondrialnego a takze wzrost uszkodzen mitochondrialnego mtDNA
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oraz jadrowego nDNA w testowanych regionach gendéw NDI1, ND5 TP53 oraz
HPRTL.

Najwazniejsze osiagniecia i perspektywy dalszych badan:

Badania biotechnologiczne doprowadzity do otrzymania réznych kultur in vitro Leonurus
sibiricus tj. ro$lin zregenerowanych z peddéw, korzeni transformowanych oraz korzeni
transgenicznych z nadekspresjg czynnika transkrypcyjnego AtPAP1. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze wodno-metanolowe ekstrakty wykazuja rézne wihasciwosci biologiczne przy
czym najlepszy efekt obserwowany byt dla korzeni transgenicznych z nadekspresja czynnika
transkrypcyjnego AtPAP1 co moze by¢ zwigzane z wyzszg zawartoscig kwasow fenolowych.
Ponadto wykazatem, ze wodno-metanolowe ekstrakty odznaczaty si¢ zdolnoscig do naprawy
i ochrony DNA, aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowa, a takze indukcja apoptozy
w komorkach nowotworowych (K562, CCRF-CEM, U87MG, glejak IV stadium, czerniaka)
poprzez rozne szlaki apoptotyczne. Ze wzgledu na duzy przyrost biomasy 1 wyzszg zawarto$¢
metabolitow  wtoérnych w  korzeniach transgenicznych z nadekspresja czynnika
transkrypcyjnego AtPAP1 hodowanych w rozpytowym bioreaktorze, kolejnym etapem bedzie
dalsza manipulacja w szlaku metabolicznym poprzez wprowadzanie nowych Konstruktow do
rosliny. Nastepnym krokiem bedzie proba izolacji czystych zwiazkow wystgpujacych w
najwyzszych ilosciach 1 dalsze badania biologiczne w celu sprawdzenia nowych wtasciwosci

leczniczych.
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Na poczatku moja $ciezka naukowa zwigzana byla z genetyka medyczng a konkretnie
z badaniem polimorfizméw genéw zaangazowanych w rozwoj réznych choréb. Tematem
pracy magisterskiej byl ,, Polimorfizm gendéw bioracych udzial w metabolizmie estrogenow
w raku i rozrostach endometrium”’. Celem pracy bylo okreslenie czgsto$ci rozktadow alleli
1 genotypéw oraz ilorazu szans polimorfizmu wybranych gendéw bioragcych udziat
w metabolizmie ksenobiotykow (CYP1B1, ESR1) oraz ich dwugenowych kombinacji
w grupie o0sOb chorych na raka endometrium w stosunku do osoéb, u ktorych nie
zdiagnozowano tego nowotworu. Analiza korelacji pomiedzy polimorfizmem genow CYP1B1
i ESR1 a wystepowaniem raka endometrium dokonano w oparciu o metode RFLP-PCR. Na
podstawie przeprowadzonych eksperymentow udato mi si¢ ustali¢, ze genotyp G/G
polimorfizmu Arg48Gly genu CYP1B1l, moze mie¢ zwiazek z wystgpowaniem raka
endometrium. Polimorfizm Leu432Val genu CYP1B1 nie ma zwiagzku z wyst¢powaniem raka
endmoetrium. Analiza haplotypow polimorfizmu Arg48Gly oraz Leu432Val genu CYP1B1
wykazata zwigzek z wystepowaniem tego nowotworu. Genotyp G/C polimorfizmu G975C
genu ESR1 moze mie¢ zwigzek z wystgpieniem tego nowotworu. Dodatkowo, dwugenowe
kombinacje Argd48Gly oraz G975C wykazaly zwigkszone ryzyko wystapienia raka
endometrium podobnie jak kombinacja Leu432Val i G975C. Z wynikow uzyskanych w pracy
magisterskiej powstal artykul w czasopismie o zasiggu miedzynarodowym pod tytutem,,
Polymorphism of the ER alpha and CYP1B1 genes in endometrial cancer in a Polish
subpopulation”’. The journal of obstetrics and gynaecology research. 2010.

Kolejnym etapem badan na mojej drodze naukowej byla proba wyjasnienia zwiazku
pomiedzy polimorfizmami w genach COX-2, LF, OSF-2 oraz MET a rozwojem polipéow nosa.
Dokonano analizy dwugenowych uktadéw w grupie osob chorych na przewlekle zapalnie
zatok z polipami nosa w stosunku do 0sob, u ktorych nie zdiagnozowano tego schorzenia.
Oceniano réwniez wplyw badanych polimorfizméw genéw MET, LF, COX-2, OSF-2 oraz
ryzyko wystepowania polipéw nosa z uwzglednianiem obecno$ci astmy i alergii W grupie
pacjentow z przewleklym zapaleniem zatok przynosowych. Ostatnim etapem byta analiza
poziomu catkowitej ekspresji MET, LF, COX-2, OSF-2 w grupie pacjentow z przewleklym
zapaleniem zatok przynosowych, u ktoérych wykryto polipy nosa oraz w grupie kontrolnej.
Analize korelacji pomigdzy polimorfizmami genow MET, LF, COX-2, OSF-2, a
wystepowaniem przewlektego zapalenia zatok przynosowych z polipami nosa dokonano w
oparciu 0 metode RFLP-PCR. Poziom catkowitej ekspresji dokonano u oparciu o metod¢ RT-
PCR. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow wykazatem, ze genotypy -765G/C
COX-2, 140A/G LF, -33C/G OSF-2 oraz -14C/G MET moga by¢ zwigzane
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z podwyzszonym ryzykiem wystgpowania przewleklego zapalenia zatok przynosowych z
polipami nosa. Ponadto wykazano, ze genotypy -765G/C COX-2, 140A/G LF, -33C/G OSF-2
oraz -14C/G MET moga by¢ zwigzane z podwyzszonym ryzykiem wystepowania
przewlektego zapalenia zatok przynosowych z polipami nosa z astma, oraz genotypy -765G/C
COX-2, 140A/G LF, -33C/G OSF-2 oraz -14C/G MET mogg by¢ zwigzane z podwyzszonym
ryzykiem wystgpowania przewleklego zapalenia zatok przynosowych z polipami nosa
z alergia. Kombinacje dwugenowych uktadéw badanych genéw COX-2, LF, OSF-2, MET
moga by¢ zwigzane z podwyzszonym ryzykiem wystepowania przewlektego zapalenia zatok
przynosowych z polipami nosa. Znacznie podwyzszona ekspresja badanych genow, a takze
korelacja z wariantami polimorficznymi sugeruje, ze moga mie¢ istotny zwigzek z patogeneza
polipow nosa. Tematyka zwigzana z polimorfizmami gendéw zaangazowanych w rozwoj
polipow nosa w przebiegu przewleklego zaplenia zatok przynosowych byla przedmiotem
mojej dysertacji doktorskiej. Wyniki przeprowadzonych badan zostaty opublikowane w
czasopismach: Otolaryngoloia Polska (2012), DNA and Cell Biology (2012), Molecular
Biology Reports (2012).

5b. Dzialalno$¢é naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych tematyka moich badan skoncentrowata si¢ na
biotechnologii roslin 1 genetyce oraz ich wykorzystaniem w badaniach biologicznych.
Pracujac na korzeniach transformowanych i nietransformowanych L. sibiricus wykazatem, ze
ekstrakt z tychze korzeni indukowal apoptoz¢ w komodrkach glejaka ludzkiego w zaleznoS$ci
od stopnia zaawansowania nowotworu poprzez obnizenie potencjatu mitochondrialnego,
wzrost reaktywnych form tlenu (ROS), zmiang ekspresji genow Bax, Bcl-2, TP53, Cas-3,
Cas-8 i Cas-9 zaangazowanych w zewngtrzny i wewngtrzny szlak apoptotyczny. Wyniki tych
badan zostaty opublikowane w czasopismie Pathology and Oncology Research (2017).

W toku badan dokonatem réwniez oceny zmiennos$ci genetycznej za pomoca metody ISSR i
RAPD w réznych kulturach in vitro nalezacych do trzech gatunkéw tj. Rhaponticum
carthamoides, Harpagophytum procumbens oraz Rehmannia glutinosa. Z uzyskanych
wynikow powstaty 3 publikacje, 2 w czasopi$mie; Plant Cell Tissue and Organ Culture
(2014, 2015) oraz jedna w Acta Physiologiae Plantarum (2014).

Bralem rowniez udzial w cyklu badan dotyczacych oceny wtasciwosci biologicznych
ekstraktow pochodzacych z korzeni transformowanych i nietransformowanych Rhaponticum
carthamoides. Uzyskane w toku badan wyniki wykazaly, ze testowane ekstrakty moga

wplywa¢ ochronnie na prawidlowe komoérki w ktorych indukowano stres oksydacyjny
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nadtlenkiem wodoru migdzy innymi poprzez zmiany poziomu ekspresji genow
antyoksydacyjnych . Powyzsze wyniki zawarto w publikacji Oxidativie Medicine and
Cellular  Longevity (2016). Kolejnym etapem prac byta ocena wlasciwosci
przeciwnowotworowych ekstraktow korzeni transformowanych i nietransformowanych
Rhaponticum carthamoides. Wykazano tu pozytywny wplyw zwigzkéw biologicznie
czynnych zawartych w ekstraktach takich jak pochodne kwasu trikawoilochinowego na
indukcje apoptozy w r6znych liniach komérek nowotworowych poprzez zmiang reaktywnych
form tlenu (ROS), obnizenie potencjalu mitochondrialnego, zmiany w fazach cyklu
komorkowego, wzrost liczby uszkodzen jadrowego i mitochondrialnego DNA, zmiang liczby
kopii mitochondrialnych, zmian¢ poziomu ekspresji genow pro i anty apoptotycznych, a takze
pozytywny antyoksydacyjny wptyw tychze ekstraktow na ludzkie osocze. Wyniki badan
zostaty opublikowane w czasopismach takich jak : Journal of Pharmacy and Pharmacology
(2016), Molecular and Cellular Biochemisty (2017), Cytotechnology (2018), Oxidativie
Medicine and Cellular Longevity (2018) oraz (Industrial Crops and Products 2018).

W toku innej realizowanej pracy z moim udzialem byta ocena toksycznego wpltywu
flawolignanéw wystepujacych miedzy innym w Sylibum marianum na ptytki krwi oraz
komorki nowotworowe. Ustalono, ze trzy gtowne flawonolignany takie jak ; sylibinina,
silychrytyna i silydianina nie wykazywaly dzialania cyto i genotoksycznego na badane
komorki. Wykazano z kolei , ze zwigzki te maja dziatanie ochronne na mitochondria oraz
zmniejszaja spontaniczne uszkodzenia DNA. Z wynikéw uzyskanych w toku badan powstala
publikacja w czasopismie naukowym (Nutrients 2017).

Kolejnym zagadnieniem w realizowanych z moim udzialem pracy bylo okreslenie
wlasciwosci  biologicznych olejkow eterycznych z  korzeni transformowanych 1
nietransformowaych Rhaponticum carthamoides. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
zwigzki w nich zawarte posiadaja wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzapalne i
antyoksydacyjne. Z uzyskanych wynikéw powstala publikacja w czasopismie Oxidative
Medicine and Cellular Longevity (2016).

Bylem rowniez zaangazowany w projekt dotyczacy badan nad przewlekia obturacyjna
choroba ptuc oraz analiza wplywu palenia tytoniu na zmiany zachodzace w uktadzie
oddechowym oraz krwiono$nym. Badania wykazaly, Ze stosunek monocytow do duzych
ptytek krwi moze by¢ wezesnym narzedziem do wykrycia zatorowosci ptucnej u pacjentow z
ostrym zaostrzeniem przewleklej obturacyjnej choroby pluc. Ponadto wykazano, ze
parametry morfometryczne mitochondriow w limfocytach pochodzacych od pacjentéw we

wczesnym okresie ECOPD (zaostrzenia przewlekltej obturacyjnej chorob pluc) wymagajacych
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hospitalizacji zmieniajg si¢ w porownaniu do pacjentow w stabilnym okresie tejze choroby.
Dodatkowo badania pokazaty, ze krotki okres palenia tytoniu wptywa na ekspresje genow i
rownowagg oksydacyjng komoérek krwi, co moze prowadzi¢ do rozwoju powaznych zaburzen,
takich jak POChP (przewlekta obturacyjna choroba pluc). Wyniki niniejszych prac
opublikowano w czasopismach: Oxidative Medicine and Cellular Longevity (2016), Polish
Archives of Internal Medicine (2017), International Journal of CORD (2018), International
Journal of Environmental Research and Public Health (2018).

Dodatkowo wspotpracowalem rowniez przy projekcie majagcym na celu sprawdzenie zwigzku
miedzy ekspresja genow POSTN, IL-4 oraz IL-13 a rozwojem polipow nosa. W toku
przeprowadzonych badan wykazano, ze wzrost poziomu ekspresji tych gendw moze by¢
zwigzany z rozwojem przewlektego zapalenia blony §luzowej nosa i zatok przynosowych
zatok. Z wynikow powstata publikacja w czasopismie DNA and Cell Biology (2015).

Kolejne badania prowadzone przy moim udziale obejmowaty poréwnanie profili ekspres;ji i
metylacji 6 genéw (hOGG1, APEl, MUTYH, NEIL1, PARPl oraz XRCCl)
kodujace biatka biorgce udziat w naprawie DNA. Do tej pory wiadomo, ze nagromadzenia
uszkodzen DNA mogg prowadzi¢ np. do rozwoju choroby Alzheimera. Wyniki pokazaly
istotne statystycznie zmiany w profilach ekspresji genéw u oséb zdrowych oraz z rozwinigta
choroba Alzheimera. Jedynie w przypadku genu XRCCI nie wykazano roznic istotnych
statycznie. Nie znaleziono rowniez zmian w modelu metylacji zadnego z badanych genow.
Uzyskane wyniki opublikowano w Progress in Neuropsychopharmacology and Biological
Psychiatry (2017).

5c. Projekty badawcze
- Praca wtasna mtodego naukowca (Nr 502-03/3-012-01/502-34-054 5, Uniwersytet

Medyczny w Lodzi). Tytut projektu: ,,Otrzymywanie kultur in vitro z roslin wytwarzajacych
diterpeny o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym. Badania fitochemiczne i
biologiczne (2015-2017).

Udziat: kierownik projektu;

- Praca wlasna mtodego naukowca (Nr 502-03/3-012-01/502-34-032, Uniwersytet
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Medyczny w Lodzi). Tytut projektu: ,,Podwyzszenie produkcji kwasow fenolowych poprzez
nadekspresje czynnika transkrypcyjnego AtPAP1 w korzeniach transformowanych Leonurus
sibiricus L i wlasciwosci biologiczne ekstraktow z korzeni transgenicznych’” (2017-2019).

Udziat: kierownik projektu;

5d. Szkolenia.
Uczestnik ,,Healthy Ageing Research Centre’” 2014

Kurs Metodyka Nauczania w Dyscyplinach Biomedycznych 2016/2017
Kurs doszkalajacy dla kadry nauczycielskiej ,,Ready to Teach’” 2018

5e. Staze zagraniczne

5f. Czlonkostwo towarzystw naukowych:

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

Polskie Towarzystwo Genetyczne

50. Recenzje w latach (2014-2018)

Medical Science Monitor-1

Molecules — 5

Saudi Journal of Biological Sciences— 1

World Journal of Surgical Oncology -1

Journal of Etnopharmacology- 1

Pneumologia i Alergologia Polska - 1

International Journal of Molecular Sciences— 1

Tumor Biology- 1

3Biotech -1

International Journal of Nanomedicine-1

African Journal of Traditional, Complementary and Alternative Medicines-1
Journal of Experimental & Clinical Cancer Research-1
Industrial Crops and Products-1

5h. Otrzymane nagrody
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d)

9)

h)

)

K)

Nagroda dydaktyczna dla najlepszego nauczyciela akademickiego Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi w roku akademickim 2015\2016.

Nagroda Naukowa Zespotowa | stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Medycznego za
cykl publikacji ,,Zmienno$¢ genetyczna oraz molekularne uwarunkowania choréob u
ludzi <’ 2012\2013

Nagroda Naukowa Zespotowa Il stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Medycznego za
cykl publikacji ,,Cykl prac poswigcony zagadnieniom patogenezy przewlektych
zapalen nosa, zatok przynosowych 1 krtani’’> 2012/2013

Nagroda Naukowa Zespotowa Il stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Medycznego za
cykl publikacji ,, Badania molekularne u chorych z przewlektym zapaleniem zatok
przynosowych oraz nowotworami gtowy i szyi’” 2014/2015

Nagroda Naukowa Zespotowa Il stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Medycznego za
cykl publikacji ,,Regeneracja roslin Harpagophytum probumbens w kulturze in vitro”’
2014/2015

Nagroda Naukowa Zespotowa Il stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Medycznego za
cykl publikacji ,,The role of mitochondria and Oxidative/Antioxidative Imbalance in
Pathobiology of Chronic Obstructive Pulmonary Disaeases’” 2016/2017

Nagroda Naukowa Zespotowa | stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Medycznego za
cykl publikacji "Wtasciwosci przeciwutleniajagce 1 przeciwnowotworowe korzeni
transformowanych Rhaponticum carthamoides” 2016\2017

Nagroda Naukowa Zespotowa | stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Medycznego za
cykl publikacji za cykl publikacji ,,Leonurus sibiricus - wlasciwosci
przeciwutleniajace i przeciwnowotworowe korzeni transformowanych" 2016/2017
Nagroda Naukowa Zespotowa I stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Medycznego za cykl
publikacji pt.: "Wtasciwosci przeciwzapalne, przeciwbakteryjne i przeciwutleniajace olejku
eterycznego z korzeni transformowanych Rhaponticum carthamoides oraz wilasciwosci
przeciwnowotworowe wobec komorek glejaka ludzkiego ekstraktu z tych korzeni’” 2017.
Nagroda Naukowa Zespotowa I stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Medycznego za cykl
publikacji pt.: ,,Za cykl publikacji pt.: "Rola biatka 53 w rozwoju powiktan cukrzycowych
oraz naprawy DNA przez wycinanie zasad (BER) w patogenezie choroby Alzheimera" 2017
Nagroda Naukowa Zespotowa Il stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu Medycznego za cykl
publikacji pt.: ,,Leonurus sibiricus - wlasciwo$ci przeciwutleniajgce i przeciwnowotworowe

olejkow z korzeni transformowanych" 2017.
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5i. Dzialalnosé¢ dvdaktyczna

1.

Prowadzenie ¢wiczen i przygotowanie wyktadéw z przedmiotu ,, Biologia z
genetyka’’ dla studentow I roku Wydziatu Farmaceutycznego, Kierunku Analityka
Medyczna.

Prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu ,, Biologia z genetyka’ dla studentéw I roku
Wydzialu Farmaceutycznego, Kierunku Farmacja.

Prowadzenie seminariow z przedmiotu ,,Biologia z genetyka ’ dla studentow I
roku Wydziatu Farmaceutycznego, Kierunku Kosmetologia

Prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu ,, Botanika Farmaceutyczna’’ dla studentow I
roku Wydziatu Farmaceutycznego, Kierunku Farmacja.

Prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu ,, Diagnostyka parazytologiczna’ dla
studentow II roku Wydziatu Farmaceutycznego, Kierunku Analityka Medyczna.
Przygotowanie i prowadzenie zaje¢ z systematyki roslin w terenie dla studentow |
roku Wydziatu Farmaceutycznego, Kierunku Farmacja.

Promotor dwoch prac magisterskich i jednej pracy licencjackiej na Wydziale
Farmaceutycznym, Kierunku Kosmetologia Uniwersytetu Medycznego w Lodzi .
Promotor jednej pracy magisterskiej na Wydziale Farmaceutycznym, Kierunku
Farmacja Uniwersytetu Medycznego w t.odzi.

Opiekun naukowy jednej pracy magisterskiej na Wydziale Farmaceutycznym,

Kierunku Farmacja Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

6. Podsumowanie osiagnieé¢ naukowo-badawczych

a) oryginalne petnotekstowe prace naukowe: 27 publikacji (IF; 81,962 i MNiSW=732) i 1
publikacja pogladowa (IF=4.59 and MNiSW =30), h-index 9 (wg ISI Web of Science oraz

Scopus).

b) konferencje: krajowe - 9 i migdzynarodowe 21

c) recenzje publikacji: 16 w czasopismach z IF oraz jedna w czasopi$mie bez IF
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d) udziat w realizacji dwoch projektow badawczych finansowanych z funduszu dla miodych
naukowcow.

e) Laczna liczba punktéw MNiSW, jaka uzyskaly prace z moim udzialem wynosi 763,
fgczny IF = 86.555, liczba cytowan = 115 (wg ISI Web od science) i 155 (wg

Scopus), indeks Hirscha h =9
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