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1. IMIE I NAZWISKO Ewa Dagmara Skata

2. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE - z podaniem nazwy, miejsca

i roku ich uzyskania oraz tytul rozprawy doktorskiej

2016 - dyplom ukonczenia studiéw podyplomowych Biologia sadowa, Uniwersytet
Lodzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska. Praca koncowa "Zabdjca
w kapeluszu. Zatrucie muchomorem sromotnikowym".
Promotor - Prof. dr hab. B. Bukowska

2009 - stopien doktora nauk farmaceutycznych (z wyrdznieniem) nadany 29 maja 2009
uchwatg Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w f.odzi na
podstawie rozprawy doktorskiej "Salvia przewalskii Maxim. w Kkulturze
in vitro - mikrorozmnazanie, wytwarzanie tanszinondw i olejku eterycznego"
wykonanej w Zakladzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej UM w Lodzi.
Promotor - Prof. dr hab. H. Wysokinska. Recenzenci - Prof. dr hab. M. Sktodowska
(Uniwersytet tLodzki), dr hab. B. Thiem, Prof. UM w Poznaniu (Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu)

1999 - tytul magistra biologii uzyskany 24 czerwca 1999 roku, na Uniwersytecie L.odzkim,
Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi (studia dzienne), kierunek - biologia,
specjalnos¢ - fizjolog-genetyk. Tytul pracy magisterskiej "Badanie potencjalnej
mutagenicznosci oczyszczonych ekstraktow z zakwitu fitoplanktonu w Zbiorniku
Jeziorsko testem aberracji chromosomowych Vicia in vivo".
Promotor - Prof. dr hab. R. Osiecka

3. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU

2015 - do chwili obecnej  adiunkt, Zaktad Biologii i Botaniki Farmaceutycznej, Wydziat

Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny w Lodzi

2009 - 2015 asystent, Zaktad Biologii i Botaniki Farmaceutycznej, Wydzial

Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny w Lodzi
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2001 - 2009 starszy referent techniczny, Zaklad Biologii 1 Botaniki
Farmaceutycznej, =~ Wydzial  Farmaceutyczny, = Akademia
Medyczna w L.odzi, a od 2002 Uniwersytet Medyczny w Lodzi

1999 - 2001 starszy referent inzynieryjno-techniczny, Zaklad Biologii
i Botaniki Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny,
Akademia Medyczna w Lodzi

4. PREZENTACJA OSIAGNIEC STANOWIACYCH PODSTAWE HABILITACJI
(wynikajacych z art. 16, ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
I tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (DZ.U. nr 65, poz. 595,

zezm.)

4.1. Tytul osiggni¢cia naukowego

""Rhaponticum carthamoides w kulturze in vitro, potencjalne Zrédlo pochodnych kwasow

kawoilochinowych i olejku eterycznego oraz wlasciwosci biologiczne tego gatunku"

Osiagniecie naukowe stanowigce podstawe ubiegania si¢ o stopien doktora
habilitowanego obejmuje cykl 8 publikacji oryginalnych opublikowanych w latach
2015-2019, o tacznym wspotczynniku oddziatywania Impact Factor (IF) rownym 24,329
i warto$ci punktacyjnej MNiSW 215.

4.2. Wykaz publikacji stanowigcych podstawe habilitacji

P.1. Skala E.”, Kicel A., Olszewska M.A., Kiss A.K., Wysokinska H., 2015, Establishment of
hairy root cultures of Rhaponticum carthamoides (Willd.) Iljin for the production of
biomass and caffeic acid derivatives, BioMed Research International, Volume 2015,
article 1D181098, 11 pages. https://dx.doi.org/10.1155/2015/181098

IF=2,134; punktacja MNiSW=20

P.2. Skala E.*, Grabkowska R., Sitarek P., Kuzma L., Blauz A., Wysokinska H., 2015,

Rhaponticum carthamoides regeneration through direct and indirect organogenesis,
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molecular profiles and secondary metabolite production, Plant Cell Tissue and Organ
Culture, 123: 83-98. doi: 10.1007/s11240-015-0816-1

IF=2,39; punktacja MNiSW 30

P.3. Skala E.*, Sitarek P., Toma M., Szemraj J., Radek M., Nieborowska-Skorska M., Skorski
T., Wysokinska H., Sliwiniski T., 2016, Inhibition of human glioma cell proliferation by
altered Bax/Bcl-2-p53 expression and apoptosis induction by Rhaponticum carthamoides
extracts from transformed and normal roots, Journal of Pharmacy and Pharmacology, 68:
1454-1464. doi: 10.1111/jphp.12619

IF=2,405; punktacja MNiSW 25

P.4. Skala E.*, Rijo P., Garcia C., Sitarek P., Kalemba D., Toma M., Szemraj J., Pytel D.,
Wysokinska H., Sliwinski T., 2016, The essential oils of Rhaponticum carthamoides
hairy roots and roots of soil grown-plants: chemical composition and antimicrobial, anti-
inflammatory, and antioxidant activities, Oxidative Medicine and Cellular Longevity,
Volume 2016, article ID 8505384, 10 pages. http://dx.doi.org/10.1155/2016/8505384

IF=4,593; punktacja MNiSW=30

P.5. Skala E.*, Kowalczyk T., Toma M., Szemraj J., Radek M., Pytel D., Wieczfinska J.,
Wysokinska H., Sliwinski T., Sitarek P., 2018, Induction of apoptosis in human glioma
cell lines of various grades through the ROS-mediated mitochondrial pathway and
caspase activation by Rhaponticum carthamoides transformed root extract, Molecular
and Cellular Biochemistry, 445: 89-97. https://doi.org/10.1007/s11010-017-3254-z

IF=2,561; punktacja MNiSW=20,

P.6. Skala E.", Toma M., Kowalczyk T., Sliwinski T., Sitarek P., 2018, Rhaponticum
carthamoides transformed root extract inhibits human glioma cells viability, induces
double strand DNA damage, H2A.X phosphorylation, and PARP1 cleavage,
Cytotechnology, 70: 1585-1594. https://doi.org/10.1007/s10616-018-0251-3

IF=1,461; punktacja MNiSW=20,

P.7. Skala E.”, Synowiec E., Kowalczyk T., Sliwinski T., Sitarek P., 2018, Rhaponticum

carthamoides transformed root extract has potent anticancer activity in human leukemia
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and lung adenocarcinoma cell lines, Oxidative Medicine and Cellular Longevity, Volume

2018, article ID 8198652, 8 pages. https://doi.org/10.1155/2018/8198652

IF=4,936; punktacja MNiSW=30

P.8. Skala E.", Picot L., Bijak M., Saluk-Bijak J., Szemraj J., Kicel A., Olszewska M.A.,
Sitarek P., 2019, An efficient plant regeneration from Rhaponticum carthamoides
transformed roots, enhanced caffeoylquinic acid derivatives production in pRi-
transformed plants and their biological activity, Industrial Crops & Products, 129: 327-
338. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2018.12.020

IF=3,849; punktacja MNiSW=40
* - prace, w ktérych wystgpowatam w roli autora korespondencyjnego

Kopie publikacji wchodzacych w  sklad przedstawionego postgpowania
habilitacyjnego (P.1.-P.8.) zamieS$citam w Zalgczniku nr 6. Opis mojego indywidualnego
wktadu w powstanie kazdej z wieloautorskich publikacji znajduje si¢ w Zalgczniku nr 8.
Oswiadczenia wspdlautoréw opisujagce ich indywidualny wkilad w powstanie prac
przedstawionych, jako osiggniecie naukowe stanowigce podstawe habilitacji, zestawilam

W Zatgczniku nr 7.

Wyzej wymienione publikacje powstaty dzigki finansowaniu ze srodkow statutowych
Zaktadu Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (503/3-012-
01/503-31-001). Publikacje P.1. i P.8. byly cze$ciowo finansowane ze Srodkow statutowych
Zaktadu Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego w t.odzi (503/3-022-01/503-31-001) oraz
publikacja P.8. z grantu Uniwersytetu Lodzkiego 506/1136 i "The French Cancer League
(Comité 17)".

Poza publikacjami P.1.-P.8. stanowigcymi podstawe¢ ubiegania si¢ o stopien doktora
habilitowanego wyniki moich prac badawczych zostaly zaprezentowane takze w formie
komunikatéow zjazdowych (Zafgcznik nr 8, pozycje K.13.-K.14., K.17.-K.18., K.22., K27.,
K.38., K.43.) na krajowych i migdzynarodowych konferencjach tematycznych.
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4.3. Omowienie celu naukowego i osiggnietych wynikow
4.3.1. Wprowadzenie

Rhaponticum carthamoides (Wild.) Ilijn. - szczodrak krokoszowaty, jest
jednym z przedstawicieli rodziny Asteraceae. Jest to bylina rosngca w stanie dzikim na
Syberii (Gory Sajanskie, Altaj), w pdtnocnej Mongolii oraz w Kazachstanie (Kokoska
1 Janovska, 2009). Jest gatunkiem rzadkim i zagrozonym wygini¢ciem. Ze wzgledu na cenne
wlasciwosci lecznicze, gatunek ten jest uprawiany w Rumunii, Stowacji, a takze w Polsce
(Zawislak, 2010). Surowcem stosowanym w rosyjskiej medycyny oficjalnej jest korzen
i klacze (Rhizoma et radix Rhapontici, Leuzeae rhizoma et radix, Rhapontici radix, Leuzeae
radix) zbierane w trzecim roku uprawy (Zawislak, 2010). Surowiec ten jest standaryzowany
na obecnos¢ 20-hydroksyekdysonu, ktorego zawarto$¢ nie moze by¢ mniejsza niz 0,1%
(Timofeev 1 wsp., 2006). Gléwnymi metabolitami odpowiedzialnymi za lecznicze dziatanie
R. carthamoides sa ekdysteroidy, kwasy fenolowe i flawonoidy. Ponadto, w szczodraku
krokoszowatym wystepujg sterole, laktony seskwiterpenowe, antocyjany, glikozydy
triterpenowe, poliacetyleny, kwas askorbinowy, lipidy, lignany, garbniki, zywice oraz olejek
eteryczny (Kokoska i Janovska, 2009). R. carthamoides stosowany jest od wickoéw
w tradycyjnej medycynie chinskiej, mongolskiej i1 tybetanskiej. Wykazuje dziatanie
adaptogenne 1 stosowany byl, jako $rodek wspomagajacy rekonwalescencje, w stanie
przemeczenia po przebytych chorobach, a takze w przemeczeniu psychicznym czy
zwalczaniu stresu. Ponadto, poprawia zdolno$¢ koncentracji i uczenia si¢. Stosowany jest
rowniez przez sportowcOw 1 kulturystow w celu zwigkszenia masy migsniowej, sily
1 wytrzymatos$ci, podniesienia wydolnosci fizycznej 1 szybkiej regeneracji po wyczerpujacych
treningach. Ekstrakty i preparaty ze szczodraka krokoszowatego wykazuja takze m.in.
dziatanie przeciwutleniajace, immunomodulujace, przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne
wobec np. Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis, Bacteroides fragilis i Staphylococcus
aureus, przeciwgrzybicze przeciwko Aspergillus fumigatus, Candida glabrata, oraz
Trichophyton mentagrophytes, czy przeciwpasozytnicze - stosowane w leczeniu mi.in. ostrej
i przewlektej giardiozy (Kokoska i Janovska, 2009). Obecne w R. carthamoides ekdysteroidy
oraz flawonoidy wykazujg pozytywny wptyw na uktad sercowo-naczyniowy. W badaniach na
zwierzetach wykazano wspomagajacy wplyw przy miazdzycy tetnic, cukrzycy, zawale
mieg$nia sercowego, a takze zapaleniu watroby (Kokoska 1 Janovska, 2009). Ponadto,
ekdysteroidy stymuluja erytropoeze, powodujac zwigkszenie poziomu krwinek czerwonych
1 hemoglobiny we krwi (Syrov i wsp., 1997), a takze obnizaja poziom glukozy we krwi na

skutek pobudzania trzustkowych wysepek Langerhansa 1 wplywaja na wewnatrzwatrobowe

9
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przemiany glukozy (Kokoska i Janovska, 2009). Petkov i wsp. (1984) wykazali, ze wodno-
alkoholowy ekstrakt z korzeni R. carthamoides nie wykazywal toksycznego dziatania
u samcoéw myszy albinosowych, nawet w duzych dawkach (do 40 g/kg), siedem dni po

podaniu.

Roélinne kultury in vitro wykorzystywane sg m.in. do pozyskiwania metabolitow
wtornych majacych zastosowanie, jako leki, naturalne barwniki i substancje zapachowe
w lecznictwie, przemysle spozywczym czy kosmetycznym, Przeszkoda w ich pozyskiwaniu
metodami konwencjonalnymi jest m.in. powolny wzrost roslin oraz ich niska zawarto$¢
w roslinie. Ponadto, pozyskiwanie ich ze stanowisk naturalnych przyczynia si¢ do niszczenia
naturalnych siedlisk roslin, co grozi wyginigciem niektorych gatunkéw o cennych
wilasciwosciach leczniczych. Kultury in vitro prowadzi si¢ w S$cisle kontrolowanych
warunkach. Mozna prowadzi¢ je na duzg skalg, w bioreaktorach. Niewatpliwymi zaletami
roslinnych kultur in vitro jest m.in. uniezaleznienie od pory roku, czy klimatu, jak rowniez
krotszy czas otrzymania metabolitow wtornych. Dlatego tez, wybor roslinnych kultur in vitro
do pozyskiwania metabolitow wtdrnych wydaje si¢ by¢, jak najbardziej stuszne. Do produkcji
metabolitow wtornych wykorzystuje si¢ najczeséciej kultury zawiesinowe oraz kultury
organow, glownie korzeni transformowanych otrzymanych po transformacji genetycznej przy
uzyciu bakterii glebowej Agrobacterium rhizogenes (Vanisree i wsp., 2004; Srivastava i wsp.,
2018). Korzenie transformowane moga stanowi¢ alternatywng droge do pozyskiwania
cennych metabolitow wtornych 1 dla uprawy ros§lin w glebie, zwlaszcza gdy surowcem sg
korzenie. Pozwala to na uniknigcie zniszczenia catej rosliny i plantacji roslin. Ponadto,
korzenie transformowane charakteryzujg si¢ stabilnoscig genetyczng, Szybkim wzrostem
w podlozach bez regulatorow wzrostu, wysokim przyrostem biomasy w krotkim czasie
1 umozliwiajg otrzymanie metabolitow wtdrnych na poziomie podobnym lub czesto wyzszym
niz ten wystepujacy w korzeniach roslin uprawianych czy rosnacych w warunkach
naturalnych. Moga rowniez syntetyzowaé nowe zwiazki nieobecne w macierzystej roslinie,
a takze mogg gromadzi¢ metabolity wtorne, ktore zazwyczaj wystepuja w nadziemnych
czesciach.

Korzenie transformowane mozna réwniez wykorzystaé do regeneracji catych
transgenicznych roslin, ktére czgsto wytwarzaja metabolity wtoérne na poziomie wyzszym niz
roslina macierzysta oraz mogg wykazywa¢ wigksza biomase, zwlaszcza ich korzenie

(Roychowdhury i wsp., 2013).

10
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4.3.2. Cel i zakres przeprowadzonych badan

Gtownym celem naukowym przedstawionego do oceny postepowania habilitacyjnego

byto wprowadzenie do kultury in vitro endemicznego, zagrozonego wyginieciem gatunku

z rodziny Asteraceae, Rhaponticum carthamoides - szczodrak krokoszowaty, i uzyskanie

r6znymi metodami biotechnologicznymi materiatu roslinnego, ktéry mogltby by¢ alternatywa

do pozyskiwania surowca z tego gatunku.

Badania biotechnologiczne obejmowaty mikrorozmnazanie tego gatunku poprzez
organogeneze¢ posrednia i bezposrednia, otrzymanie kultur korzeni transformowanych
poprzez transformacj¢ genetyczng przy uzyciu Agrobacterium rhizogenes oraz
selekcje linii uzyskanych korzeni wykazujacej najwyzsze przyrosty biomasy, a takze

regeneracje pedow z korzeni transformowanych i uzyskanie z nich catych roslin.

Ponadto, badania obejmowaty:

identyfikacje i okreslenie zawartosci niektorych metabolitow wtornych
(pochodnych kwasow kawoilochinowych, flawonoidow oraz 20-hydroksyekdysonu)
w uzyskanym in vitro materiale roslinnym (roslinach zregenerowanych na drodze
organogenezy, korzeniach transformowanych i zregenerowanych z nich roslinach)
oraz izolacje z Kkorzeni transformowanych szczodraka krokoszowatego olejku
eterycznego i identyfikacje jego skladnikow.

ocen¢ aktywnosci biologicznej wodno-metanolowych ekstraktéw z materiatu
roslinnego uzyskanego metodami biotechnologicznymi. Byla to ocena aktywnosci
cytotoksycznej ekstraktu z korzeni transformowanych wobec réznych ludzkich
komorek nowotworowych, takich, jak komorki ludzkiego glejaka w stadium II-1V,
pochodzacych od pacjentéw oraz komorek glejaka US7MG, a takze wobec dwoéch linii
komorkowych ludzkiej biataczki limfoblastycznej CCRF-CEM i szpikowej K562 oraz
komorek nablonkowych niedrobnokomoérkowego raka ptuc A549. Ponadto, badania
biologiczne obejmowaty oceng tego ekstraktu pod katem mechanizmu jego dziatania
w tych liniach komorkowych tj. indukowanie apoptozy, zbadanie poziomu
reaktywnych form tlenu (ROS) i potencjalu blony mitochondrialnej, poziomu
ekspresji niektorych genow zwigzanych z procesem apoptozy lub poziomu ich biatek
(Bax, Bcl-2, Tp53, kaspaza 3 i kasapaza 9), oszacowanie poziomu komorek
z przetamanym PARPI1 i ufosforylowanym histonem H2A.X, ktore sa markerami

zwigzanymi z uszkodzeniami DNA. Okre$lono takze poziom uszkodzen
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mitochondrialnego DNA w genach ND1 i ND5 oraz jadrowego DNA w genach TP53
I HPRTL1. Celem niniejszych badan bylo réwniez okre§lenie aktywnosci
cytotoksycznej wobec komoérek czerniaka ludzkiego A2058 ekstraktow z korzeni
1 czesci nadziemnych roslin transformowanych szczodraka krokoszowatego.
Okreslitam takze aktywnos¢ antyoksydacyjng na plazmie krwi ludzkiej
ekstraktow z korzeni i1 cze$ci nadziemnych roslin transformowanych tego gatunku.
Olejek wyizolowany z korzeni transformowanych zostal zbadany w kierunku
aktywnos$ci antyoksydacyjnej, przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej, jak rowniez

przeciwzapalnej.

Jako materiat poréwnawczy, w badaniach fitochemicznych i biologicznych zostaty
uzyte korzenie 3-letnich rodlin uprawianych w gruncie, w Ogrodzie Roslin Leczniczych
Zaktadu Farmakognozji Uniwersytetu Medycznego w Lodzi lub korzenie i czgsci nadziemne
pochodzace z 3-miesiecznych ro$lin rosngcych w szklarni, wyhodowanych metoda
konwencjonalng, z nasion pochodzacych z tego samego zbioru, co nasiona wykorzystane

do zapoczatkowania kultur in vitro.

4.3.3. Omowienie wynikow przeprowadzonych badan

4.3.3.1. Badania biotechnologiczne

4.3.3.1.1. Mikrorozmnazanie R. carthamoides poprzez organogeneze posrednig
i bezposredniq (publikacja P.2., komunikat zjazdowy K.14.)

W  pierwszym etapie badan sprawdzitam zdolnosci rdéznych eksplantatow,
pozyskanych z 3-tygodniowych, aseptycznie wyhodowanych siewek (liscienie, hypokotyl,
korzenie), jak i 5-tygodniowych wyhodowanych in vitro pedow (liscie), do regeneracji pakow
i pedow przybyszowych R. carthamoides.

Eksplanty z siewek umies$citam na agarowym (0,7%) podtozu MS (Murashige and
Skooga) (Murashige 1 Skoog, 1962) wuzupelnionym auksyng: 2,4-D  (kwas
2,4-dichlorofenoksyoctowy), NAA (kwas naftylooctowy) lub IBA (kwas indolilo-3-mastowy)
w polaczeniu z cytokining BA (benzyladenina). Regulatory wzrostu zastosowalam
w stezeniach 0,2 lub 0,5 mg L. Stosunek cytokininy do auksyny w podtozach wynosit 2,5:1
lub 1:2,5. Wybdr regulatorow wzrostu zastosowanych w tym do$wiadczeniu opierat si¢ na
moich wstgpnych badaniach i1 badaniach innych autoré6w na tym gatunku (Li i wsp., 2013;

Zand i wsp., 2014). Pedy R. cartahmoides z eksplantatow z siewek otrzymatam na drodze
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organogenezy posredniej, z tkanki kalusowej. Zand i wsp. (2014) najwyzsza odpowiedz
uzyskali na podtozu MS wzbogaconym 2,4-D (0,25 mg L) i BA (1,5 mg L™). W tych
warunkach 89% eksplantatow lisciowych bylo zdolnych do regenerowania pedoéw. Jednak
w moich badaniach po zastosowaniu 2,4-D w stezeniu 0,2 lub 0,5 mg L* w potaczeniu z BA
w stezeniu 0,2 lub 0,5 mg L7 obserwowalam jedynie indukcje nieorganogennej tkanki
kalusowej lub tkanki kalusowej regenerujacej korzenie. Regeneracja pedow R. carthamoides
byta mozliwa, gdy kalus hodowatam w obecnosci NAA lub IBA, jako auksyny i BA, jako
cytokininy. W tych warunkach, po 5 tygodniach hodowli wigkszo$¢ eksplantatow z siewek
tworzyta zwarty, zielony lub zo6tto-zielony kalus regenerujacy paki i pedy przybyszowe.
Sposréd dwoch zastosowanych auksyn, NAA byla bardziej efektywna dla regeneracji pedoéw
przybyszowych niz IBA. Maksymalna liczb¢ pakéw/pedow (prawie 4 na kalus)
i najwyzszy procent kultur regenerujacych paki/pedy (92%) uzyskalam dla kaluséw
pochodzacych z liScieni, hodowanych na pozywce MS zawierajacej 0,5 mg L NAA
i 0,2 mg L1 BA. Ponadto, zaobserwowatam, ze z kazdym kolejnym pasazem tkanki kalusowe
tracity zdolno$¢ do indukcji pakoéw/peddéw, a jedynie kalusy zapoczatkowane z korzeni
siewek hodowane przez 1 rok na podlozu MS zawierajacym NAA i BA zachowaty zdolno$¢
tworzenia pedow. Pedy uzyskane w ten sposob wykorzystatam nastepnie do ukorzeniania.
Pedy szczodraka krokoszowatego otrzymatam takze na drodze organogenezy
bezposredniej z eksplantatow lisciowych tj. blaszek 1 ogonkéw pochodzacych
z 5-tygodniowych wyhodowanych in vitro pedéw. Eksplantaty umiescitam na agarowym
(0,7%) podlozu MS bez regulatorow wzrostu lub uzupetnionym BA w stgzeniu
0,2 lub 0,5 mg L lub w potaczeniu z auksyna IBA, NAA lub 2,4-D (0,2 lub 0,5 mg L™Y).
Stosunek cytokininy do auksyny w podlozach wynosit 2,5:1 lub 1:2,5. Podobnie, jak w
przypadku eksplantatow pochodzacych z siewek, eksplantaty liSciowe hodowane na podiozu
MS zawierajacym 2,4-D (0,2 lub 0,5 mg L) i BA (0,2 lub 0,5 mg L?) nie wykazywaty
zdolno$ci regenerujacych pedy. Paki/pedy nie tworzyly sie¢ roéwniez na eksplantatach
hodowanych na podtozu bez regulatorow wzrostu. Eksplantaty liSciowe wykazywaty wysoka
zdolno$¢ do indukcji pedéw, po 5 tygodniach hodowli, 83-100% eksplantatow regenerowato
3-4,5 pakéw/pedow na eksplantat, zarowno, na podlozu uzupelionym samym BA
lub w potaczeniu z NAA lub IBA. Maksymalng liczbe pakow/pedow (okolo 4,5 na
eksplantat) uzyskalam na podlozu MS uzupelionym 0,2 mg L BA i 0,5 mg L NAA.
W tych warunkach 93,5-100% eksplantatow bylo zdolnych do indukcji pakow/pedow.
Pedy zregenerowane na drodze organogenezy posredniej i bezposredniej ukorzeniatam

na agarowym (0,7%) podtozu MS o zredukowanej do potowy iloSci makro-
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i mikroelementow (:MS) bez regulatorow wzrostu lub uzupelnionym auksyna IBA
w stezeniach 0,2; 0,5; 1,0; 1,5 lub 2,0 mg L™ Pedy ukorzeniane na podlozu 1MS

wzbogaconym IBA wytwarzaty wigcej korzeni na pedzie (do 4,3) niz te hodowane bez
auksyny (1,4/ped), ale korzenie te byly krotsze (1,5-4,1 vs. 5,4 cm). Po zastosowaniu
0,5 mg L IBA, 97% pedéw byto zdolnych do tworzenia korzeni i byto to dwukrotnie wigcej
niz dla pedow ukorzenianych bez auksyny (maksymalnie 47%). Zaobserwowatam, ze sposob
regeneracji pedow, posrednio z tkanki kalusowej 1 bezposrednio z eksplantatow lisciowych
ma wplyw na czas tworzenia korzeni, efektywno$¢ ukorzeniania, liczbe i dtugo$¢ korzeni.
W przypadku pedéw uzyskanych poprzez organogenez¢ posrednia obecnos¢ IBA byla
konieczna do ich ukorzeniania.

Ukorzenione pedy nastepnie hodowalam w doniczkach zawierajacych mieszaning
ziemi, piasku, torfu i perlitu (4:3:3:3 v/v/IvIv), w szKlarni, przez 3 miesigce. Po 3 miesigcach
aklimatyzacji przezyly wszystkie ros§liny uzyskane na drodze organogenezy bezposredniej
I tylko 44% ros$lin otrzymanych na drodze organogenezy posredniej. Rosliny uzyskane
poprzez organogenez¢ bezposrednig byly wyzsze, mialy wigcej liSci roznigcych sie
morfologicznie od liSci rodlin otrzymanych poprzez organogeneze posrednig, ich korzenie
byty dtuzsze i liczniejsze, a $§wieza masa roslin byta prawie dwa razy wyzsza niz roslin
otrzymanych poprzez organogenez¢ posrednig. Nie zaobserwowalam znaczacych roznic
morfologicznych miedzy ros$linami uzyskanymi poprzez bezposrednig organogeneze, a tymi
rozmnazanymi z nasion, ktore byty w tym samym wieku i rosty w identycznych warunkach,

jak rosliny zregenerowane in vitro (publikacja P.2.).

4.3.3.1.2. Badania molekularne roslin uzyskanych na drodze organogenezy posredniej
i bezposredniej (metoda RAPD i ISSR) oraz zastosowanie cytometrii przeplywowej do
oznaczenia zawartosci DNA w roslinach zregenerowanych in vitro (publikacja P.2)

Poniewaz ro$liny otrzymane na drodze organogenezy posredniej 1 bezposredniej
roznity si¢ morfologicznie, chcialam sprawdzi¢, czy ro$liny te wykazuja podobienstwo
genetyczne miedzy soba i migdzy roslinami macierzystymi, uzyskanymi z nasion
pochodzacych z tego samego zbioru, co nasiona wykorzystane do zapoczatkowania kultur
in vitro. W tym celu zastosowatam metody ISSR-PCR i RAPD-PCR pozwalajace na
okreslenie stabilno$ci genetycznej zregenerowanych in vitro roslin. Analiz¢ podobienstwa

genetycznego przeprowadzitam z uzyciem 9 starterow RAPD (OPA 1-4, OPA 8-10, OPA 13
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1 OPA 17) i 8 starterow ISSR (UBC 807, UBC 811-813, UBC 830 i UBC 834-836). Wielkos¢
otrzymanych fragmentéw RAPD wynosita od 100 do 2500 pz, a liczba zamplifikowanych
fragmentéw wahata si¢ od 5 (OPA 13) do 14 (OPA 9). Ogoétem otrzymatam 77 fragmentow
RAPD, a s$rednio pojedynczy starter generowal 8,5 fragmentow. Wsrod otrzymanych 77
fragmentow, 19 bylo polimorficznych ze $rednig liczbg polimorficznych fragmentéw na
starter, 2,1. Najwigksza liczbe (3) polimorficznych fragmentdw otrzymatam dla starteréw
OPA 1, OPA 10 i OPA 17, a najnizsza (0) dla starteréw OPA 4 1 OPA 13. Wspotczynnik
podobienstwa Jaccarda dla roslin zregenerowanych bezposrednio z eksplantatow lisciowych
1 roslin macierzystych byt wysoki i wynosit 0,941, za§ w przypadku roslin zregenerowanych
z tkanki kalusowej wynosit ok. 0,7.

W przypadku ISSR-PCR, wielko$¢ otrzymanych fragmentow wynosita, podobnie jak
w przypadku RAPD-PCR, od 100 do 2500 pz. Najwiecej fragmentow (12) uzyskatam
w przypadku startera UBC 807, a najnizsza liczbe fragmentow (5) dla startera UBC 835.
Osiem wybranych starteréw ISSR wygenerowato tacznie 65 fragmentoéw. Srednio pojedynczy
starter ISSR generowal 8,1 fragmentow. Sposrdd 65 fragmentéw uzyskanych ze starterow
ISSR, 42 byly monomorficzne, a 23 polimorficzne ze $rednig liczbg fragmentow
polimorficznych 2,9 na starter. Starter UBC 834 dawal najwigekszg liczbe polimorficznych
prazkow (4), podczas gdy UBC 835 dawal najnizsza (0). Wspotczynnik podobienstwa
Jaccarda wykazal, ze tozsamos$¢ genetyczna roslin uzyskanych na drodze organogenezy
bezposredniej z ro§linami macierzystymi byta bardzo wysoka, podobnie, jak podczas analizy
RAPD-PCR, i wynosita 0,947. Natomiast, rosliny zregenerowane na drodze organogenezy
posredniej wykazywaty wysokie podobienstwo genetyczne do tkanki kalusowej, z ktorej
zostaly zregenerowane (0,824).

W badaniach zastosowatam takze cytometri¢ przeplywowa w celu oszacowania
zawartoSci DNA w roslinach zregenerowanych na drodze organogenezy posredniej
1 bezposredniej. Cytometria przeptywowa zapewnia szybki 1 dokladny pomiar zawartosci
jadrowego DNA 1 od lat jest najbardziej popularng metoda do tego celu stosowang. Zawarto$¢
DNA w ro$linach zregenerowanych bezposrednio z eksplantatow lisciowych (2,38 pg/2C)
byta podobna do tej uzyskanej dla ros$lin macierzystych (2,27 pg/2C), za§ ro$liny
zregenerowane poprzez posrednig organogeneze wykazaly wyzsza zawarto$¢ jadrowego

DNA (2,47 pg/2C) niz roslina macierzysta.
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4.3.3.1.3. Otrzymanie i wzrost korzeni transformowanych R. carthamoides (publikacja P.1.,
komunikat zjazdowy K.13.)

W celu otrzymania korzeni transformowanych R. carthamoides przeprowadzitam
transformacje genetyczng tego gatunku przy uzyciu bakterii glebowej Agrobacterium
rhizogenes. Jako eksplantaty zastosowatam liscie 4-tygodniowych wyhodowanych in vitro
pedow. W pracy wykorzystatam dwa szczepy agropinowe A. rhizogenes, A4 i ATCC15834,
ktorymi zakazane byly liscie w §rodkowa cze$¢ ogonka lub u podstawy blaszki liSciowej
poprzez naktuwanie. Stwierdzitam, ze miejsce infekcji nie miato istotnego wpltywu na
czesto$¢ powstawania korzeni na eksplantatach. Natomiast, zaobserwowalam rdznice
w czestosci powstawania korzeni w zalezno$ci od zastosowanego szczepu. Najwyzsza
czestos¢ indukowania korzeni odnotowatam dla szczepu A4. Po 5 tygodniach hodowli na
agarowym (0,7%) podtozu MS uzupetnionym acetosyringonem (200 uM), 43% eksplantatow
zakazanych w blaszke liSciowa tworzylo korzenie, ktore nastgpnie hodowalam w ptynnym
podtozu Gamborga (B5) (Gamborg i wsp., 1968) o zredukowanej do polowy makro-

i mikroelementow (v B5). W pracy otrzymatam 8 klonow korzeni transformowanych, a do

dalszych badan wybratam jeden z nich (RC3) charakteryzujacy si¢ najwyzszym przyrostem
biomasy po 5 tygodniach hodowli. Transformacje korzeni potwierdzitam metoda PCR.
W analizowanym materiale DNA stwierdzitam obecnos¢ 4 genéw tj. rolA (107 bp), rolB (386
bp), rolC (582 bp) i auxl (500 bp). W celu okreslenia optymalnych warunkoéw wzrostu
korzeni transformowanych R. carthamoides, korzenie hodowatam w roéznych ptynnych
podtozach: B5, Schenk i Hildebrandt (SH) (Schenk i Hildebrandt, 1972) i Woody Plant
Medium (WPM) (Lloyd i McCown, 1980) z pelng i zredukowang do potowy zawartoscia
mikro- i makroelementow, w ciemnosci i na $wietle (fotoperiod 16h oswietlenie/8h ciemnosé,
lampy fluorescencyjne o natezeniu 40 umol-m?-s?). Korzenie rosnace w podtozach z petna
zawarto$cig mikro- i makroelementéw wykazywaly wyzsza biomase (Swieza 1 sucha masa)
niz korzenie hodowane w podlozach o obnizonej o potowe zawartosci mikro-
I makroelementéw. Ponadto, stwierdzitam, ze swiatto wptywato korzystnie na wzrost korzeni
transformowanych R. carthamoides, za wyjatkiem korzeni hodowanych w pozywkach SH

i »SH. Po 35 dniach hodowli najwyzsze przyrosty biomasy, $wieza (93 g L) i sucha

masa (12 g L), osiagaly korzenie rosnace w podlozu WPM, na S$wietle. Korzenie
hodowane w tym samym podlozu, ale w ciemno$ci osiggaty, odpowiednio, 83 g L%

i 7,59 L%, $wiezej i suchej masy.
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4.3.3.1.4. Regeneracja pedow z korzeni transformowanych R. carthamoides i otrzymanie
Z nich calych roslin (publikacja P.8., komunikat zjazdowy K.43.)

Zaobserwowatam, ze korzenie transformowane byly zdolne do spontanicznej
regeneracji pagkow 1 pedow podczas hodowli w réznych ptynnych podtozach (SH i BS z peing
i obnizong do potowy zawarto$cig makro- i mikroelementéw), bez regulatorow wzrostu
w ciemnosci lub na §wietle (16h fotoperiod). Do regeneracji pagkéw i pedéw nie byty zdolne
jedynie korzenie transformowane hodowane w podtozu WPM z pelng zawartoscig makro-
1 mikroelementéw rosngce zarowno w ciemnosci, jak 1 na $wietle. W optymalnych
warunkach, w podtozu SH lub BS5, ponad 90% kultur korzeni rosngcych na $wietle
regenerowato paki i pedy; jednak otrzymane paki i pedy wykazywaty zjawisko szklistosci.
Paki i pedy powstawaty bezposrednio z korzeni, bez tworzenia tkanki kalusowe;j.

Kolejnym etapem badan bylo uzyskanie pedow z korzeni transformowanych
R. carthamoides oraz okreslenie odpowiedniego podtoza do ich regeneracji. W tym celu 1 cm
fragmenty korzeni transformowanych hodowatam na szalkach Petriego, na agarowym (0,7%)
podtozu SH lub MS bez regulatorow wzrostu lub wzbogaconym tylko cytokining BA
w stezeniu 0,2 lub 0,5 mg L™ lub w polaczeniu z auksyng, kwasem indolilo-3-octowym (IAA)
w stezeniu 0,1 mg L, przez okres 5 tygodni. Stwierdzitam, ze rodzaj podtoza i zastosowanie
regulatorow wzrostu wplywaja na zdolnos$ci regeneracyjne korzeni transformowanych.
Podloze MS byto lepsze do regeneracji pedow niz podtoze SH, zwlaszcza gdy uzupetnione
byto regulatorami wzrostu. Na podtozu MS, 17-99% transformowanych korzeni wytwarzato
srednig liczbe pakow i pedow od dwoch do siedmiu, podczas, gdy na podtozu SH, 13-53%
eksplantatow wytwarzato 2-3 paki i pedy. Gdy pozywki nie byly uzupeinione regulatorami
wzrostu, tylko 13-17% eksplantow bylto w stanie regenerowac paki i pedy.

Zdolnosci regeneracyjne korzeni transformowanych do indukcji pedow mozna bylo
zwickszyé, gdy korzenie byty hodowane w obecnosci BA (0,2 mg L* lub 0,5 mg L™Y).
Bardziej efektywna regeneracje pedow (85%) obserwowalam przy wyzszym stezeniu
cytokininy w podtozu MS. Optymalnym podtozem do regeneracji pakow i peddéw byto
podtoze MS wzbogacone BA w stezeniu 0,5 mg L i IAA w stezeniu 0,1 mg L. W tych
warunkach 99% korzeni transformowanych regenerowato okolo 7 pakoéw i pedéw na
eksplantat. Z kolei na podtozu SH, w tych samych warunkach, tylko 53% eksplantatow
regenerowato 2,6 pakéw 1 pedow. W celu namnozenia zregenerowanych pedow
R. carthamoides, pedy odcinalam od korzeni transformowanych i przenositam pojedynczo na
agarowe (0,7%) podtoze MS uzupetione 0,1 mg L IAA i 0,2 mg L BA. Aby uzyska¢

ustabilizowang kultur¢ pedow transformowanych, pedy hodowatam przez 12,
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5-tygodniowych, pasazy. Po 5 tygodniach $rednia liczba pakéw 1 pedow na eksplantat
wyniosta 3. Pedy osiggaty 2,4 g/probowke $wiezej masy i 0,4 g/probéwke suchej masy.
Ponadto zaobserwowatam, ze nieliczne pedy tworzyly korzenie. Nastepnie transformowane
pedy ukorzenialam na agarowym (0,7%) podlozu MS, zawierajacym potowe makro-
1 mikroelemenréw, bez regulatorow wzrostu. W tych warunkach po 5 tygodniach wzrostu,
100% pedoéw tworzyto liczne korzenie 0 dtugosci ok. 7 cm.

Ukorzenione pedy byly aklimatyzowane w doniczkach, w szklarni. Po trzech
miesigcach wzrostu w warunkach ex vitro przezyto 47% transformowanych roslin. Po okresie
aklimatyzacji poréwnatam morfologi¢ transformowanych roslin z 3-miesi¢cznymi roslinami
wyhodowanymi z nasion rosngcymi w identycznych warunkach. Transformowane rosliny
byly nizsze niz rosliny wyhodowane z nasion i osiggaty ok. 7 cm (vs. 20 cm). Ponadto, rosliny
transformowane charakteryzowaly si¢ mniejszg $rednig liczbg lisci na rosling (12 vs. 18).
Dodatkowo zaobserwowalam typowa dla transformowanych roslin morfologi¢ lisci, ktore
byly mate i waskie. Ponadto, liScie roslin transformowanych nie miaty powcinanej blaszki
lisSciowej, jak to obserwowatam dla rodlinach wyhodowanych z nasion. Rosliny
transformowane wykazywaty ponad 1,5-krotnie wyzszg catkowita §wiezg biomasg, obliczong
jako taczna masa lisci 1 korzeni (30,9 g) niz rosliny wyhodowane z nasion (18,4 g). Rosliny
transformowane wykazywaty okolo 7,5-krotnie wyzsza Swieza mas¢ korzeni (27,3 g) niz
mas¢ lisci (3,6 g), podczas gdy rosliny wyhodowane z nasion wykazywaly 1,5 razy nizsza
swiezg mas¢ korzeni niz mas¢ lisci. Te zmiany w biomasie ro$lin transformowanych wigzaty
si¢ z tym, ze system korzeniowy ro$lin transformowanych byl silniej rozwinigty, a korzenie

posiadaty dtuzsze 1 liczne odgalezienia boczne.

4.3.3.1.4.1. Potwierdzenie transformacji roslin metodg PCR i hybrydyzacja Southern
(publikacja P.8.)

Analiza PCR genomowego DNA wyizolowanego z roslin transformowanych

potwierdzita obecno$é 3 genow z plazmidu A. rhizogenes: rolB (386 bp), rolC (582 bp) i aux1

(500 bp). Transformacja roslin zostata rowniez potwierdzona poprzez hybrydyzacje Southern

dla genu rolB.
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4.3.3.2. Identyfikacja i okreslenie zawartosci niektorych metabolitow wtérnych

W uzyskanym in vitro materiale roslinnym oraz izolacja z Kkorzeni

transformowanych szczodraka krokoszowatego olejku eterycznego, identyfikacja

jego skladnikow i okreslenie ich zawartosci

Materiat uzyskany z kultur in vitro tj. rosliny otrzymane na drodze organogenezy
posredniej i bezposredniej, a takze korzenie transformowane i zregenerowane z nich rosliny
poddatam analizie fitochemicznej pod katem obecnosci kwasow fenolowych (kwasow
kawoilochinowych i ich pochodnych) lub flawonoidow i jednego
ekdysteroidu - 20-hydroksyekdysonu. Identyfikacji metabolitow wtérnych dokonatam na
podstawie analizy UPLC-PDA-ESI-MS® wodno-metanolowych (80% v/v) ekstraktow
roslinnych oraz na podstawie porownania czaséw retencji i widm UV metabolitow
w badanych ekstraktach z tymi dla zwigzkow wzorcowych wykorzystujac metodg
UHPLC-DAD. Warto podkreslié, ze niektore z tych zwigzkow t.  kwas
1,3-di-O-kawoilochinowy, kwas 1,5-di-O-kawoilochinowy, kwas 3,4-di-O-kawoilochinowy,
kwas 3,5-di-O-kawoilochinowy, kwas 4,5-di-O-kawoilochinowy i kwas
1,4,5-tri-O-kawoilochinowy zostaly zidentyfikowane w R. carthamoides po raz pierwszy.
Zawarto$¢ metabolitow wtoérnych w  analizowanym materiale roSlinnym zostata
przeprowadzona w oparciu o metod¢ HPLC-PDA (publikacje P.1. i P.8.) oraz UHPLC-DAD
(publikacja P.2.). Opis zastosowanych metod, identyfikacja, a takze ilo§ciowe oznaczenia
metabolitow wtdrnych w badanym materiale ros$linnym zostalo przedstawione w publikacjach
P.1., P.2. i P.8.. Ponadto, z korzeni transformowanych wyizolowatam olejek eteryczny
1 dokonatam identyfikacji jego sktadnikow na podstawie poréwnania ich czasoéw retencji
i widm MS z tymi zgromadzonymi w bazach komputerowych (NIST 98.1, Wiley 8th Ed., and
MassFinder 4.1.) oraz na podstawie danych literaturowych, a takze podatam procentowg
zawarto$¢ zidentyfikowanych w olejku eterycznym sktadnikow. Metodyka 1 wyniki uzyskane
z tej czesci badan zostaty przedstawione w publikacji P.5..

Jako material porownawczy w badaniach fitochemicznych zastosowatam rosliny
R. carthamoides wyhodowane nasion pochodzacych z tego samego zbioru, CO nasiona

wykorzystane do zapoczatkowania kultur in vitro.

4.3.3.2.1. Metabolity wtorne roslin otrzymanych na drodze organogenezy (publikacja P.2.,
komunikat zjazdowy K.14.)
Metoda UHPLC-DAD oznaczylam ilo$ciowo kwas chlorogenowy

I 20-hydroksyekdyson w wodno-metanolowych ekstraktach z lisci i korzeni 3-miesi¢gcznych
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ros§lin szczodraka krokoszowatego zregenerowanych in vitro na drodze organogenezy
bezposredniej i1 posredniej. Ich zawarto$¢ zostata porownana z zawartoscig w ekstraktach
z lisci 1 korzeni 3-miesi¢gcznych roslin otrzymanych z nasion, rosnagcych w tych samych
warunkach, w szklarni, co ro$liny otrzymane in vitro. Zawartos¢ kwasu chlorogenowego byta
rozna w zalezno$ci od pochodzenia ro$lin, jak i rodzaju materiatu (korzenie i liscie).
Najwyzsze stezenie kwasu chlorogenowego stwierdzitam w lisciach ro$lin zregenerowanych
bezposrednio z eksplantatow lisciowych (12,2 mg g* suchej masy (s.m.)) i byto to 13-krotnie
wyzsza zawarto$¢ niz w lisciach roélin zregenerowanych z tkanki kalusowej (0,9 mg g s.m.).
W korzeniach tych ostatnich roslin zawartos¢ kwasu chlorogenowego bylta 1,5-krotnie wyzsza
(3,9 mg g s.m.) niz w korzeniach roélin uzyskanych na drodze organogenezy bezposrednie;
(25mgg?tsm.).

Inng klasg metabolitow wtornych R carthamoides sg ekdysteroidy z dominujacym
wsérod  nich  20-hydroksyekdysonem  (Kokoska i Janovska, 2009). Zawarto$¢
20-hydroksyekdysonu w lisciach i korzeniach roslin otrzymanych na drodze organogenezy
posredniej byta 3- i 1,5-krotnie wyzsza niz w lisciach i korzeniach roslin otrzymanych na
drodze organogenezy bezposredniej (odpowiednio, 7,4 mg g! s.m. i 3,04 mg g?! sm.
w porownaniu z 2,5 mg gt s.m. i 2,1 mg gt s.m.).

W pordéwnaniu do roslin pochodzacych z nasion, rosliny zregenerowane bezposrednio
z eksplantatow lisciowych wykazywaly podobny poziom zaréwno kwasu chlorogenowego,
jak i 20-hydroksyekdysonu. Istotng réznice (p<0,05) zaobserwowatam jedynie w odniesieniu
do zawartosci kwasu chlorogenowego w korzeniach tych roslin, ktora byta o 33% wyzsza
w korzeniach roslin wyprowadzonych z nasion. LiScie 1 korzenie roslin zregenerowane
z tkanki kalusowej zawieraly znacznie wyzsze ilosci 20-hydroksyekdysonu niz rosliny
zregenerowane bezposrednio z eksplantatow oraz rosliny pochodzace z nasion. W odniesieniu
do kwasu chlorogenowego rosliny zregenerowane na drodze organogenezy bezposredniej
zawieraly podobne st¢zenie tego kwasu, jak rosliny wyprowadzone z nasion tj. w korzeniach
ok. 3 mg gti w lisciach ok. 12 mg g?'s.m.. Natomiast liscie ro$lin otrzymanych na drodze
organogenezy posredniej gromadzity tylko ok. 1 mg g s.m. tego zwiazku i byto to 10-krotnie
mniej niz w liSciach roslin pochodzacych z nasion, podczas gdy korzenie obu tych roslin
zawieraty podobny poziom pochodnej kwasu kawowego.

Podsumowujac, najwyzszy poziom kwasu chlorogenowego (12 mg g s.m.)
stwierdzilam w liSciach roslin uzyskanych bezposrednio z eksplantatow liSciowych,
podczas gdy liScie ro$lin zregenerowanych z tkanki kalusowej gromadzily najwyzsze

ilo$ci 20-hydroksyekdysonu (7,4 mg g* s.m.).
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4.3.3.2.2. Metabolity wtorne korzeni transformowanych (publikacja P.1.)

W korzeniach transformowanych R. carthamoides hodowanych w podtozu WPM,
w ktorym korzenie wykazywaly najwyzsze przyrosty biomasy, zidentyfikowano metoda
UPLC-PDA-ESI-MS3, 3 kwasy mono-kawoilochinowe (kwas 3-O-kawoilochinowy; kwas
4-O-kawoilochinowy; kwas 5-O-kawoilochinowy), 5 kwasow di-kawoilochinowych (kwas
1,3-di-O-kawoilochinowy; kwas 1,5-di-O-kawoilochinowy; kwas 3,4-di-O-kawoilochinowy;
kwas 3,5-di-O-kawoilochinowy; kwas 4,5-di-O-kawoilochinowy), 1 kwas tri-kawoilochinowy
(kwas  1,4,5-tri-O-kawoilochinowy) 1 2 niezidentyfikowane pochodne kwasow
tri-kawoilochinowych. Analizie poddano wodno-metanolowe ekstrakty z  korzeni
transformowanych rosngcych na $wietle (16h fotoperiod) i w ciemnosci. Zawarto$¢
zidentyfikowanych metabolitow wtérnych (analiza HPLC-PDA) poréwnano z ich zawartoscia
w ekstraktach z korzeni 3-letnich ro$lin R. carthamoides rosnacych w glebie. W moich
badaniach stwierdzilam, ze $wiattlo ma pozytywny wplyw na biosynteze metabolitow
wtornych w korzeniach transformowanych R. carthamoides. Swiatlo takze wptywato
korzystnie na zawarto$¢ kwasow kawoilochinowych w korzeniach transformowanych innych
gatunkéw z rodziny Asteraceae takich jak, Echinacea purpurea (Abbasi i wsp., 2007) czy
Cichorium intybus (Malarz i wsp., 2013). Wyniki moich badan wykazaly, ze calkowite
stezenie kwasow kawaloilochinowych i ich pochodnych bylo okolo 2-krotnie wyzsze
w korzeniach hodowanych na $wietle (19,08 mg g suchej masy (s.m.) niz rosngcych
w ciemnosci (11,45 mg g* s.m.), a dominujaca frakcja w obu kulturach byly pochodne
kwasow tri-kawoilochinowych (8,01 mg g s.m. w Korzeniach hodowanych na $wietle
i 589 mg g! s.m. w korzeniach hodowanych w ciemnosci) z niezidentyfikowana ich
pochodng, ktora stanowila 75% kwasow tri-kawoilochinowych. Ponadto, pochodna ta
byta glownym zwigzkiem wérod wszystkich zidentyfikowanych kwasow kawoilochinowych
w korzeniach transformowanych (5,97 mg g* s.m. w korzeniach hodowanych na $wietle
i 4,34 mg g s.m. w korzeniach hodowanych w ciemnosci). Kwasy tri-kawoilochinowe i ich
pochodne wystepujg rzadziej w roslinach niz mono- i di-kawoilochinowe pochodne
(Park, 2010). Kwas 5-O-kawoilochinowy (kwas chlorogenowy) byt gldéwnym metabolitem
wtornym pochodnych kwasow mono-kawoilochinowych w korzeniach transformowanych
szczodraka krokoszowatego, ktorego zawarto$¢ wahata sie od 1,96 mg g! sm.
do 5,12 mg g* s.m. i byla wyzsza w korzeniach hodowanych na $wietle. Sposrod 5
zidentyfikowanych kwasow di-kawoilochinowych, w najwyzszych ilosciach w obu kulturach
wystepowat kwas 3,5-di-O-kawoilochinowy (3,08 mg g* s.m. w korzeniach hodowanych na

$wietle i 1,92 mg g s.m. w korzeniach hodowanych w ciemnosci). Ponadto, stwierdzitam,
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ze jedynie korzenie hodowane na Swietle byly zdolne do syntezy glikozydow
flawonoidow (heksozyd kwercytyny, heksozyd luteoliny i heksozyd patuletyny), ktorych
calkowite stezenie wynosilo 2,93 mg g s.m.. W poréwnaniu do korzeni 3-letnich ro$lin
R. carthamoides uprawianych w gruncie produkcja kwasow kawaloilochinowych i ich
pochodnych byta 2-3-krotnie wyzsza w tych korzeniach niz w korzeniach transformowanych,
a gtéwnym metabolitem byt kwas chlorogenowy (18,26 mg g* s.m.). Ponadto, zawarto§¢
niezidentyfikowanej pochodnej kwasu tri-kawoilochinowego (dominujgcego metabolitu
korzeni transformowanych) byta 17 1 23 razy nizsza niz w korzeniach transformowanych.
Dodatkowo, nie zidentyfikowatam w Kkorzeniach roslin rosngcych w gruncie kwasu
1,4,5-tri-O-kawoilochinowego, ktory byt obecny korzeniach transformowanych. Z drugiej
strony, korzenie transformowane nie syntetyzowaty 20-hydroksyekdysonu, ktorego stezenie

w korzeniach ro$lin hodowanych w gruncie wynosito 5,6 mg g s.m..

4.3.3.2.3. Metabolity wtorne roslin zregenerowanych 7 korzeni transformowanych
(publikacja P.8., komunikat zjazdowy K.43.)

Transformacja przy uzyciu A. rhizogenes znaczaco zwigkszyta produkcje metabolitow
wtornych w roslinach transformowanych R. carthamoides zregenerowanych z korzeni
transformowanych. Profile fitochemiczne ekstraktow z roslin transformowanych i ro$lin
wyhodowanych z nasion, zaréwno tych pochodzacych z lisci, jak 1 korzeni porownywatam za
pomoca UPLC-PDA-ESI-MS? i HPLC-PDA zgodnie z metoda z poprzedniej publikacji P.1.,
w ktorej oznaczono kwasy kawoilochinowe 1 ich pochodne oraz flawonoidy
I 20-hydroksyekdyson. Badania jakosciowe i ilosciowe wykazaly dominacje pochodnych
kwasow kawaloilochinowych we wszystkich ekstraktach, z niska zawarto$ciag lub brakiem
flawonoidow 1 20-hydroksyekdysonu. Niemniej jednak, zaobserwowalam jako$ciowe
1 ilo$ciowe roznice pomiedzy ekstraktami z roslin transformowanych i roslin wyhodowanych
z nasion. Ro$liny transformowane byty szczeg6lnie bogate w pochodne kwasow
kawaloilochinowych, ktorych catkowita zawarto$¢ w korzeniach (33,5 mg g s.m.) i liciach
(15,5 mg g* s.m.) byla znaczaco wyzsza niz ta w korzeniach (11,3 mg g s.m.) i lisciach
(116 mg g! sm) roslin wyhodowanych z nasion. Gléwnymi zwigzkami
zidentyfikowanymi w korzeniach roslin transformowanych (materialem roslinnym,
w ktorym okreSlono najwyzsza zawartos¢ metabolitow wtornych) byl kwas
chlorogenowy (10,6 mg ¢! sm.), niezidentyfikowana pochodna kwasu
tri-kawoilochinowego (7,3 mg g* s.m.), kwas 3,5-di-O-kawoilochinowy (5,5 mg g* s.m.)

i kwas 4,5-di-O-kawoilochinowy (3,7 mg g*! s.m.); w poréwnaniu z korzeniami roslin
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wyhodowanych z nasion, ich odpowiednie zawartosci byty 1,8-, 74-, 2- i 4,6-krotnie wyzsze.
Rosliny transformowane i ro$liny wyhodowane z nasion roznity si¢ takze wzglednymi
proporcjami miedzy pochodnymi kwaséw mono-, di- i tri-kawoilochinowych. W ekstraktach
roslin wyhodowanych z nasion, zaréwno pochodzacych z korzeni, jak 1 z lisci, dominujgcymi
sktadnikami byly izomeryczne kwasy mono-kawoilochinowe. W korzeniach roslin
transformowanych udziat procentowy pochodnych kwasow
mono-, di- i tri-kawoilochinowych byl podobny, podczas gdy, w liSciach roslin
transformowanych dominowaly pochodne kwasow tri-kawoilochinowych. Ponadto
stwierdzitam, ze liScie ro$lin transformowanych akumulowaty wyzsze stezenie pochodnych
kwasow di- i tri-kawoilochinowych niz liscie ro§lin wyhodowanych z nasion.

Jakosciowy profil wszystkich ekstraktow ro$lin transformowanych 1 roélin
wyhodowanych z nasion byt podobny, ale warto zauwazy¢, ze kwas 3-O-kawoilochinowy
I kwas 1,4,5-tri-O-kawoilochinowy nie zostaly wykryte, odpowiednio, w lisciach roslin
transformowanych oraz w korzeniach ros$lin wyhodowanych z nasion. Poza tym
korzenie roslin wyhodowanych z nasion réznily si¢ od pozostalych ekstraktow
obecnoscig 20-hydroksyekdysonu (4,25 mg g s.m.).

Z dostepnej literatury wiadomo, ze transformacja za pomoca A. rhizogenes wzmocnita
produkcje niektorych kwasow kawoilochinowych, takich jak kwas chlorogenowy, kwas
3,5-di-O-kawoilochinowy lub 4,5-di-O-kawoilochinowy réwniez w transformowanych
kalusach Rubia cordifolia, karczocha czy transformowanych pedach Hypericum perforatum,
co0 moze by¢ spowodowane obecno$cig wprowadzonych gendéw rol (Shkryl i wsp., 2008;
Vereshchagina i wsp., 2014; Tusevski i wsp., 2014).

4.3.3.2.4. 1zolacja olejku eterycznego z korzeni transformowanych R. carthamoides
i 7 korzeni roslin rosngcych w gruncie, identyfikacja ich sktadnikow oraz okreslenie ich
zawartosci (publikacja P.4., komunikat zjazdowy K.22.)

Olejek eteryczny wyizolowatam z korzeni transformowanych R. carthamoides
hodowanych na $wietle (16h fotoperiod) i1 z korzeni roslin rosngcych w gruncie
zastosowaniem pary wodnej, z uzyciem aparatu Derynga. Badania wykazaty, ze profil
chemiczny obu olejkow byt réozny. W olejku eterycznym pozyskanym z korzeni
transformowanych i korzeni rosélin rosnagcych w gruncie zidentyfikowatam, odpowiednio,
44 1 41 zwiazkéw. W obu olejkach eterycznych dominowaty seskwiterpeny, w szczegdlnosci
weglowodory seskwiterpenow (54,7-62,2%). W olejku eterycznym z Kkorzeni roslin

rosnacych w gruncie glownymi skladnikami byt aplotaksen
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(all-cis-heptadeca-1,8,11,14-tetraen) (27,3%), nardosina-1(10),11-dien (20,7%) oraz
dauca-4(11),8-dien (10,2%). Ponadto, olejek ten zawieral w znacznych iloéciach petasiten
(4,3%) i trans-a-bergamoten (4,2%). Z kolei, olejek eteryczny wyizolowany z korzeni
transformowanych charakteryzowal sie obecnoscig cyperenu (18,2%0),
13-norcypera-1(5,11(12)-dienu (15,3%) i kadalenu (7,2%). Ilo$¢ tych zwigzkéw byta
znacznie wyzsza (odpowiednio 7-, 11- i 12-krotne) niz w olejku eterycznym z korzeni ro$lin
rosngcych w gruncie. Gtowne zwiazki zidentyfikowane w olejku eterycznym z korzeni roslin
rosngcych w gruncie, takie jak nardosina-1(10),11-dien i dauca-4(11),8-dien, petasiten
I trans-a-bergamoten nie zostaly wykryte w olejku eterycznym pochodzacym z Korzeni

transformowanych, a aplotaksen obecny byl jedynie w ilosciach §ladowych.

4.3.3.3. Ocena aktywnosci biologicznej

W pierwszym etapie badan sprawdzitam efekt cytotoksyczny wodno-metanolowych
ekstraktow z korzeni roslin uprawianych w gruncie oraz z korzeni transformowanych
R. carthamoides wobec komorek prawidtowych. Wyniki moich badan wykazaty, ze ekstrakty
te nie byly cytotoksyczne wobec prawidtowych ludzkich astrocytow w badanym zakresie
stezen (0,1-1,5 mg mL™Y), po 24 godzinnym traktowaniu (publikacje P.3. i P.5.).

Przezywalnos¢ komorek w tym przypadku wynosita ponad 80%.

4.3.3.3.1. Cytotoksycznos¢ wodno-metanolowych ekstraktow z korzeni transformowanych
(publikacja P.3., P.5.-P.7. oraz komunikat zjazdowy K.17., K.27., K.38.) oraz z czesci
nadziemnych i korzeni roslin transformowanych zregenerowanych z korzeni
transformowanych R. carthamoides (publikacja P.8., komunikat zjazdowy K.43.) wobec
komorek roznych linii nowotworowych
W cyklu badan sprawdzitam cytotoksyczng aktywnos¢ (testem MTT)
wodno-metanolowych ekstrakow z korzeni transformowanych R. carthamoides wobec
komorek glejaka ludzkiego w II, III (publikacja P.5.) oraz IV stadium (publikacja P.3.)
zaawansowania uzyskane z guzow pacjentow oraz komercyjnej linii glejaka U887MG
(w IV stadium zaawansowania) (publikacja P.6.). Kancerogenno$¢ komorek pobranych od
pacjenta zostala potwierdzona odpowiednimi markerami (D10S1709, D10S1172 i D22S283)
(publikacja P.3.).

Test MTT wykazal cytotoksyczny efekt wodno-metanolowych ekstrakéw z korzeni
transformowanych R. carthamoides wobec komorek glejaka ludzkiego w II, III (publikacja

P.5.) oraz IV stadium (publikacja P.3.) zaawansowania uzyskane z guzoéw pacjentOw oraz
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komercyjnej linii glejaka U87TMG (w IV stadium zaawansowania) (publikacja P.6.)
w zalezno$ci od zastosowanego stezenia ekstraktu (0,5-3 mg mL™). Przezywalno$¢ komorek
glejaka zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem stezenia ekstraktu (publikacja P.3., P.5. i P.6.).
Ponadto, badania przeprowadzone z uzyciem ekstraktow z korzeni roslin R. carthamoides
rosngcych w gruncie wykazaly, ze ekstrakt ten byl mniej cytotoksyczny wobec komorek
glejaka (IV stadium zaawansowania) niz ekstrakt z korzeni transformowanych (publikacja
P.3.). Przezywalno$¢ komoérek po zastosowaniu 0,5-3 mg mL? ekstraktu z Kkorzeni
transformowanych obnizata si¢ do 60-10% w zaleznosci od badanej linii komdrkowej glejaka
ludzkiego réznigcej sie stopniem zaawansowania (publikacja P.3., P.5. i P.6.). Ekstrakt ten
wykazywat najwyzsza cytotoksyczno§¢ wobec komorek glejaka w II stopniu zaawansowania.
Wartos$¢ ICso wynosita 0,75 mg mL? (publikacja P.5.). Dla komoérek glejaka w 111 oraz IV
stopniu zaawansowania, zardwno pochodzacych od pacjenta, jak 1 linii komercyjnej US7MQG,
ICso=1 mg mL? (publikacja P.5. i P.6.). Ponadto, stwierdzilam, ze ekstrakt z korzeni
transformowanych szczodraka krokoszowatego w stezeniu 0,75-1,5 mg mL* hamowat takze
proliferacje komorek i tworzenie kolonii komodrek glejaka ludzkiego w II 1 III stadium
zaawansowania (publikacja P.5.).

Kolejnym etapem badan bylo sprawdzenie efektu cytotoksycznego ekstraktow
z korzeni transformowanych R. carthamoides i korzeni ro$lin rosngcych w gruncie
(w stezeniu 0,019-5 mg mL™) na trzech innych liniach nowotworowych: ludzkiej biataczki
szpikowej (K562) i limfoblastycznej (CCRF-CEM) oraz komoérek nabtonkowych
niedrobnokomoérkowego raka ptuc (A549) (publikacja P.7.). Stwierdzitam, ze oba ekstrakty
hamowaly po 24 godzinnym traktowaniu przezywalno$¢ komoérek wszystkich testowanych
linii komorkowych wraz ze wzrostem stezenia, a ekstrakt z korzeni transformowanych
posiadal silniejsze wlasciwosci. Ponadto, obie linie komérkowe bialaczki (CCRF-CEM
I K-562) byly bardziej wrazliwe na dzialanie tego ekstraktu niz komoérki nablonkowe
niedrobnokomorkowego raka pluc A549. W przypadku obu testowanych linii
komorkowych biataczki ekstrakt wykazywat podobng cytotoksycznos¢é. Wartos¢ ICso
wynosita dla tych linii komorkowych 0,313 mg mL™. W przypadku komoérek linii A549,
dwukrotnie wyzsze stezenie ekstraktu powodowato zahamowanie przezywalnosci komoérek
w 50%.

W moich badaniach okreslitam réwniez cytotoksyczne dziatanie wobec komorek
ludzkiego czerniaka A2058 ekstraktow otrzymanych z 3-miesigcznych ro$lin
transformowanych R. carthamoides rosngcych ex vitro w szklarni, ktore zostaty

zregenerowane z korzeni transformowanych tego gatunku oraz 3-miesigcznych ro$lin
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wyprowadzonych z nasion rosngcych w tych samych warunkach, co rosliny transformowane
(publikacja P.8.). Ekstrakty ro$linne, pochodzace zaréwno z roslin wyprowadzonych
Z nasion, jak 1 ro$lin transformowanych hamowaly wzrost komorek czerniaka A2058
po 72 godzinnym traktowaniu (4,2-55%), w zastosowanym zakresie stezen (2,5-40 pg mL™).

Podsumowujac, ekstrakty ze szczodraka krokoszowatego wykazywaly rozny
stopien cytotoksycznosci wobec r6znych linii nowotworowych. Najbardziej wrazliwe na
dzialanie ekstraktéow roslinnych byly komérki czerniaka ludzkiego A2058. Ekstrakty
z roslin transformowanych zregenerowane z korzeni transformowanych R. carthamoides
hamowaly wzrost tych komorek do ok. 50% juz po zastosowaniu 40 pg/mL tego
ekstraktu, po 72 godzinnym traktowaniu (publikacja P.8.). W przypadku ekstraktu
z korzeni transformowanych R. carthamoides wyzsze jego stezenia byly potrzebne do
zahamowania wzrostu komoérek w 50%, dla komoérek bialaczki linii CCRF-CEM i K-562
(0,313 mg mL™) i komoérek nablonkowych niedrobnokomoérkowego raka pluc A549
(0,625 mg mL™), po 24 godzinach inkubacji (publikacja P.7.). Efekt cytotoksyczny
ekstraktow z korzeni transformowanych szczodraka wobec ludzkich komorek glejaka byt
obserwowany przy wyzszych jego stezeniach. Warto§¢ ICso wynosita 0,75 m mL™* dla
komorek glejaka w II stadium zaawansowania i 1 mg mL? dla komoérek glejaka
w III i IV stadium zaawansowania, zarowno dla komorek wyizolowanych od pacjenta,
jak i linii komercyjnej U87MG (publikacja P.3., P.5. 1 P.6.).

Dziatanie cytotoksyczne ekstraktow z R. carthamoides moze by¢ zwigzane z wysoka
zawarto$cig pochodnych kwaséw kawaloilochinowych obecnych w tych ekstraktach
poniewaz liczne, wczesniejsze badania wykazaly, ze pochodne te wykazujg dziatanie
przeciwnowotworowe wobec komorek roznych linii nowotworowych (Kurata i wsp., 2007;

Puangpraphant i wsp., 2011; Gouthamchandra i wsp., 2017).

4.3.3.3.2. Indukcja apoptozy przez wodno-metanolowe ekstrakty z korzeni
transformowanych R. carthamoides w komorkach réznych linii nowotworowych
(publikacja P.3., P.5.-P.7. oraz komunikaty zjazdowe K.17., K.27., K.38.)

Poniewaz ekstrakty z korzeni transformowanych szczodraka krokoszowatego
wykazywaly efekt cytotoksyczny poprzez hamowanie przezywalnosci komorek réznych linii
nowotworowych (komorki glejaka ludzkiego w réznym stadium zaawansowania - Il, 111 IV,
oraz komorki ludzkiej biataczki linii CCRF-CEM i K-562 i komoérki nabtonkowe
niedrobnokomoérkowego raka ptuc A549) kolejnym etapem badan byla proba okreslenia

mechanizmu jego dziatania.
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Analiza cyklu komorkowego metoda cytometrii przeptywowej wykazata,
ze w komorkach glejaka ludzkiego w IV stadium zaawansowania, po 24 godzinnym
traktowaniu ekstraktem z korzeni transformowanych (i dla poréwnania z korzeni roslin
rosngcych w gruncie) w stezeniu 0,25-0,75 mg mL™ nastepuje zatrzymanie cyklu
komoérkowego w fazie S i G2/M. Procent komodrek w fazie S nie traktowanych ekstraktami
wynosit 7%, natomiast po inkubacji z ekstraktami ro$linnymi wzrost do 17% 1 26%,
w zaleznoéci od badanego ekstraktu (0,75 mg mL™). Procent komoérek w fazie G2/M wzrastat
do 46% i 59% z 21%, przy czym procent komoérek w fazie G2/M byt wyzszy po zastosowaniu
ekstraktu z korzeni transformowanych (publikacja P.3.).

W  kolejnym badaniu z zastosowaniem cytometrii przeptywowej wykazatam,
ze ekstrakt z korzeni transformowanych szczodraka krokoszowatego indukowal apoptoze
1 procent komorek apoptotycznych (wczesna i1 pdzna apoptoza) wzrastat z 3,5-10%
(dla komorek kontrolnych nie traktowanych ekstraktem, w zaleznosci od stadium
zaawansowania) do ok. 30% w przypadku komorek glejaka ludzkiego w III i IV stadium
zaawansowania 1 do ponad 40% w przypadku komorek glejaka ludzkiego w II stadium
zaawansowania, po 24 godzinnym traktowaniu ekstraktem z korzeni transformowanych
w stezeniu 0,75 mg mL™? (publikacja P.3. i P.5.). Po zastosowaniu ekstraktu w wyzszym
stezeniu, tj. 1 mg mL?, procent komorek wzrastat, do ok. 50% i 60%, odpowiednio,
dla komorek w III i IT stadium zaawansowania (publikacja P.5.).

Apoptoza jest procesem zaprogramowanej $mierci komorki, charakteryzujacym sie
m.in. kondensacjg chromatyny, fragmentacja jadra, tworzeniem si¢ ciatek apoptotycznych,
czy wzrostem poziomu ROS oraz aktywacjg kaspaz (Steinbach i1 Weller, 2004;
Forbes-Hernandez i wsp., 2014). Apoptoza moze zachodzi¢ poprzez dwie drogi: droge
zewnatrzpochodng (receptora $mierci) 1 wewnatrzpochodng (mitochondrialny szlak
apoptotyczny) (Forbes-Hernandez i wsp,. 2014). W szlaku zewnatrzpochodnym wigzanie
ligandéw z blonowymi receptorami $mierci prowadzi do aktywacji kaspazy-8
(Li i wsp., 2015). Mitochondrialny szlak apoptotyczny jest regulowany przez biatka rodziny
Bcl-2 z biatkami pro- i anty-apoptotycznymi (Steinbach i Weller, 2004) i charakteryzuje si¢
zmiang przepuszczalnosci blon mitochondrialnych (Forbes-Hernandez i wsp., 2014). Wyniki
moich badan wykazaly, ze ekstrakt z korzeni transformowanych R. carthamoides
po 24 godzinnym traktowaniu komoérek powodowal ok. 3-krotny wzrost st¢zenia ROS
w komorkach glejaka ludzkiego (IT i III stadium) w porownaniu do komorek kontrolnych,
ktore nie byly traktowane ekstraktem (publikacja P.5.). Ponadto, ekstrakt ten obnizat

potencjal blony mitochondrialnej w komorkach glejaka ludzkiego, 2-2,5-krotnie
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w komorkach w 11 1 III stadium zaawansowania (publikacja P.5.) i ok. 5-krotnie w komoérkach
glejaka w 1V stadium zaawansowania (publikacja P.3.).

Z literatury wiadomo, ze ROS hamuje ekspresje Bcl-2 1 zwigksza ekspresje Bax
(Jung i wsp., 2016). Aktywacja Bax z kolei indukuje uwalnianie cytochromu c
z mitochondriow do cytosolu, w wyniku czego powstaje apoptosom i aktywuje kaspaze
inicjacyjna, kaspaze-9 (Chen i Wang, 2002; Furnari i wsp., 2015). Z kolei kaspaza-9 moze
aktywowa¢ inne kaspazy, efektorowe lub egzekucyjne, w tym kaspaze-3, -6 lub -7 (Steinbach
i Weller, 2004; Kuno i wsp., 2012). Aktywowana kaspaza-8 jest zdolna do aktywacji
efektorowych Kkaspaz, tj. kaspazy-3 lub kaspazy-7, ktore inicjuja $mier¢ komorki
(Kuno i wsp., 2012). Wyniki moich badan wykazaty, ze ekstrakt z korzeni transformowanych
R. carthamoides, po 24 godzinnym traktowaniu komoérek, indukowat apoptoze w komorkach
glejaka ludzkiego (w stadium II-1V) zwigkszajac ekspresje pro-apoptotycznego genu Bax
i jednoczesnie obnizajac ekspresj¢ anty-apoptotycznego genu Bcl-2 (publikacja P.3. i P.5.),
a takze zwigkszal poziom ekspresji kaspazay-3 i kaspazy-9 w komorkach glejaka ludzkiego
w stadium I1i 11 (publikacja P.5.) oraz Tp53 w komorkach glejaka we wszystkich badanych
stadiach zaawansowania (publikacja P.3. i P.5.). Wyniki te sugeruja, ze apoptoza zachodzaca
w badanych komorkach glejaka ludzkiego (II-1V stadium) po traktowaniu ekstraktem
z korzeni transformowanych R. carthamoides moze by¢ indukowana na drodze
mitochondrialnej i/lub poprzez kombinacj¢ szlakéw apoptozy zaréwno mitochondrialnego,
jak 1 receptora $mierci.

Kolejnym celem badan byta ch¢é¢ odpowiedzenia na pytanie, czy 24 godzinne
traktowanie ekstraktem z korzeni transformowanych R. carthamoides komorek glejaka
w stadium IV zaawansowania, pochodzacych od pacjenta i linii komercyjnej US7MG moze
indukowac¢ apoptoze tych komorek przez indukcje¢ uszkodzen DNA w tescie kometowym,
oraz zwigkszenie liczby komoérek z przetamanym PARP1 (polimeraza poli(ADP-rybozy))
(cleaved PARP1-positive cells) i ufosforylowanym histonem H2A.X (y-H2A.X-positive cells)
(marker dwuniciowych peknig¢ DNA). W moich badaniach ocenitam takze poziom ekspresji
dwoch genow UHRF1 (ang. ubiquitin-like with PHD and ring finger protein 1) i DNMT1
(metylotransferaza DNA) w tych liniach komoérkowych (publikacja P.6.). PARPL, jest
zaleznym od jadra enzymem zaleznym od NAD®* aktywowanym w odpowiedzi na
uszkodzenie DNA, ktoére odgrywa role w przenoszeniu ADP-rybozy (Gobeil i wsp., 2001;
Kim i wsp., 2005). PARP1 odpowiada za naprawg DNA, stabilnos¢ DNA i regulacje
transkrypcji (Los i wsp., 2002). W odpowiedzi na aktywacje¢ kaspaz, biatko PARP1 o masie

116 kDa jest ciete na fragment o wielkosci 85 kDa, co wskazuje na apoptoze komorki
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(Bhouri i wsp., 2012; Finco i wsp., 2016; Esposito i wsp., 2017). Ekstrakt z korzeni
transformowanych szczodraka krokoszowatego (w stezeniu 0,75 mg mL™) powodowat
zwigkszenie liczby komoérek z przetamanym PARP1 w obu badanych liniach w poréwnaniu
do komorek kontrolnych, nie traktowanych ekstraktem, przy czym poziom tych komoérek byt
dla obu linii podobny (55%). Ponadto, ekstrakt ten indukowat takze w teScie kometowym
uszkodzenia DNA (podwojne peknigcia DNA). Procent uszkodzen DNA wzrastal wraz ze
stezeniem ekstraktu roslinnego i w najwyzszym badanym stezeniu (1,5 mg mL™?) indukowat
wiecej uszkodzen DNA w komorkach glejaka otrzymanych od pacjenta niz w komodrkach
U8B7MG (41% vs. 34%). Poniewaz poziom dwuniciowych peknie¢ DNA jest skorelowany
z poziomem ufosforylowanego histonu H2.AX, w moich badaniach z zastosowaniem
cytometrii przeptywowej okreslitam poziom y-H2A.X-pozytywnych komorek i stwierdzitam,
ze procent komorek wykazujacych ekspresje y-H2A.X wzrastal w obu testowanych liniach
komorek glejaka po traktowaniu ekstraktem z korzeni transformowanych szczodraka
w porodwnaniu z komoérkami kontrolnymi nie traktowanymi ekstraktem i byt znaczaco wyzszy
dla komoérek US7MG (okolo 83%) w poréwnaniu z komorkami glejaka pochodzacymi od
pacjenta (okoto 70%). Poziom y-H2A.X zmierzono rowniez za pomocg testu Elisa, a wyniKki
tego badania potwierdzity wzrost poziomu y-H2A.X w obu badanych liniach glejaka.
Okreslitam réwniez poziom ekspresji mRNA dwoch genow, UHRF1 i DNMTL1, ktore sa
markerami epigenetycznymi DNA. Biatko UHRF1 pojawia si¢ w miejscach uszkodzenh DNA
(Tien i wsp., 2011) i bezposrednio rekrutuyje DNMT1 do hemimetylowanego DNA
(Sidhu and Capalash, 2017). Obnizenie poziomu UHRF1 w komoérkach nowotworowych
powoduje wzrost uszkodzen DNA 1 hamowanie proliferacji tych komorek, a takze
zatrzymanie cyklu komorkowego i apoptozg zalezng od kaspazy-8 (Tien i wsp., 2011).
Ponadto, Tien i in. (2011) zaobserwowali podniesiony poziom y-H2A.X i przetamanego
PARP1 w komorkach wykazujacych obnizony poziom UHRF1. Wyniki moich badan
wykazaty, ze poziom mRNA UHRF1 i1 DNMTI1 byl obnizony po zastosowaniu ekstraktu
z korzeni transformowanych R. carthamoides w obu badanych liniach glejaka, przy czym
istotne réznice pomig¢dzy liniami glejaka obserwowatam w poziomie ekspresji genu UHRF1.
W odniesieniu do cytotoksycznego efektu ekstraktu z korzeni transformowanych
R. carthamoides transformowanych (st¢zeniec ICso) wobec komorek biataczki linii
CCRF-CEM i K-562 i komorek nabtonkowych niedrobnokomoérkowego raka ptuc A549,
po 24 godzinach inkubacji ocenitam takze potencjal btony mitochondrialnej w komorkach
tych linii nowotworowych, poziom uszkodzen mitochondrialnego DNA (mtDNA) w genach

ND1 oraz ND5 kodujacych, odpowiednio, dehydrogenaz¢ NADH 1 i 5 oraz jadrowego DNA
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(nDNA) w genach TP53 kodujgcym biatko p53 i HPRT1 kodujacym fosforybozylotransferaze
hipoksantynowa 1 (metoda SLR-qRT-PCR) oraz liczb¢ kopii mtDNA (qRT-PCR) (publikacja
P.7.). Jako material poréwnawczy zastosowatam ekstrakt z korzeni roslin rosnacych
w gruncie. Zaobserwowatam, ze oba ekstrakty roslinne obnizajg potencjal mitochondrialny
we wszystkich trzech testowanych liniach komoérkowych w poréwnaniu z komoérkami
kontrolnymi, nie traktowanymi ekstraktami. Ponadto, warto podkresli¢, ze ekstrakt z korzeni
transformowanych wykazywal silniejsze wlasciwosci 1 obnizal potencjat blony
mitochondrialnej okoto 2,5-krotnic w komoérkach ludzkiej biataczki K-562 i 1,2-krotnie
w komodrkach CCRF-CEM i A549.

W komoérkach nowotworowych mutacje mtDNA moga by¢ indukowane przez ROS
i reaktywne aldehydy, co powoduje zmiany w kodowanych biatkach potrzebnych do
funkcjonowania mitochondriow (Barrera i wsp., 2016). Ekstrakty z korzeni
transformowanych 1 korzeni roslin rosnagcych w gruncie wykazywaty dziatanie
genotoksyczne, zwigkszajac poziom uszkodzen mtDNA w regionie ND1 w komdrkach
wszystkich trzech badanych linii nowotworowych (K-562, CCRF-CEM i A549) i w regionie
ND5 tylko w komorkach ludzkiej biataczki (K-562 i CCRF-CEM). Poziom uszkodzen
w komorkach linii K-562 w regionie ND1 wynosit 3,6 uszkodzen na 10 kb DNA
po traktowaniu ekstraktem z korzeni roslin rosngcych w gruncie 1 4,7 uszkodzen na 10 kb
DNA po traktowaniu ekstraktem z korzeni transformowanych. Ponadto, ekstrakt z korzeni
transformowanych indukowal réwniez wigcej uszkodzen w komodrkach linii CCRF-CEM
w regionie ND1 w porownaniu z ekstraktem z korzeni ro$lin rosngcych w gruncie:
4,1 uszkodzen na 10 kb DNA w pordéwnaniu z 2,8 uszkodzen na 10 kb DNA. Z kolei, dla
komorek linii A549: ok. 5 uszkodzen na 10 kb DNA po traktowaniu ekstraktem z korzeni
ros$lin rosngcych w gruncie i 5,5 uszkodzen na 10 kb DNA po traktowaniu ekstraktem
z korzeni transformowanych (bez réznic istotnych statystycznie) (publikacja P.7.).

Zwigkszony poziom uszkodzen mtDNA w regionie ND5 obserwowalam tylko
w liniach komorkowych ludzkiej biataczki: 2,9 uszkodzen na 10 kb DNA (ekstrakt z korzeni
ro$lin rosngcych w gruncie) i 4,0 uszkodzen na 10 kb DNA (ekstrakt z korzeni
transformowanych) w komorkach linii K-562 i 4,3 uszkodzen na 10 kb DNA (ekstrakt
Z korzeni roslin rosngcych w gruncie) i 4,6 uszkodzen na 10 kb DNA (ekstrakt z korzeni
transformowanych) w komorkach linii CCRF-CEM. Nie stwierdzitam istotnych réznic
w poziomie uszkodzen w regionie ND5 pomig¢dzy badanymi ekstraktami roslinnymi dla

komoérek CCRF-CEM (publikacja P.7.).
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Dodatkowo, okreslitam takze poziom uszkodzen nDNA w regionie TP53 i HPRT1
w komorkach ludzkiej biataczki K-562 i CCRF-CEM i komorkach nablonkowych
niedrobnokomorkowego raka ptuc A549, po 24 godzinach inkubacji z ekstraktami z korzeni
transformowanych i korzeni roslin rosngcych w gruncie (publikacja P.7.). Ekstrakty z korzeni
wykazywaty aktywnos$¢ genotoksyczng poprzez zwigkszenie uszkodzen nDNA w regionie
TP53 w liniach komoérkowych ludzkiej biataczki (K-562 i CCRF-CEM), ale nie stwierdzitam
istotnych roéznic miedzy badanymi ekstraktami. W komorkach linii K-562 ekstrakty roslinne
zwiekszyty uszkodzenia nDNA do ok. 3,5 uszkodzen na 10 kb, a w komorkach CCRF-CEM
do ok. 4,5 uszkodzen na 10 kb. Ponadto, oba ekstrakty roslinne nie powodowaty indukcji
uszkodzen w regionie HPRT1 w zadnej z testowanej linii komorkowe;.

W kolejnym badaniu okreslitam réwniez liczbe kopii mtDNA w komorkach linii
K-562, CCRF-CEM i A549 po ich 24 godzinnym traktowaniu ekstraktami z korzeni
transformowanych szczodraka krokoszowatego i korzeni roslin rosnagcych w gruncie
(publikacja P.7.). Stwierdzitam, ze liczba kopii mtDNA byla nieznacznie podwyzszona po
traktowaniu tymi ekstraktami ro$linnymi we wszystkich testowanych liniach komérkowych,
ale bez znaczacych roznic statystycznych (p<0,05) w pordwnaniu z komoérkami kontrolnymi
(nie traktowanymi ekstraktami). Obnizona, jak i podwyzszona liczba kopii mtDNA moze
zwigksza¢ ryzyko powstawania nowotworu (van Gisbergen i wsp., 2015; Barrera i wsp.,
2016), a niska liczba kopii w komoérkach nowotworowych moze by¢ odpowiedzialna za
progresje nowotworu (van Gisbergen i1 wsp., 2015) lub oporno$¢ na chemioterapi¢
(van Osch 1 wsp., 2015). Stwierdzono réwniez, ze zmniejszenie liczby kopii mtDNA
zwigksza ekspresj¢ genu opornosci wielolekowej 1 (MDRI1), z wyzszg tolerancja na $rodki
przeciwnowotworowe w ludzkich komoérkach 143B osteosarkoma, komérkach HCT-8 raka
okreznicy 1 komodrkach watrobiaka (Hsu 1 wsp., 2016). Z kolei Mei 1 wsp. (2015) sugeruja,
ze nizsza liczba kopii mtDNA moze powodowaé wzrost poziomu ROS w komorkach
nowotworowych 1 zwigksza¢ wrazliwos¢ na leki chemioterapeutyczne poprzez indukcje

apoptozy.
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4.3.3.3.3. Aktywnos¢ antyoksydacyjna wodno-metanolowych ekstraktow 7 czesci
nadziemnych i korzeni roslin zregenerowanych 7 korzeni transformowanych
R. carthamoides (publikacja P.8., komunikat zjazdowy K.43.) w modelach biologicznych
oraz aktywnosé antyoksydacyjna olejkow eterycznych wyizolowanych z korzeni
transformowanych i korzeni roslin rosngcych w gruncie (publikacja P.4., komunikat
zjazdowy K.22.)

Kwasy fenolowe, ktore powszechnie wystepuja w diecie czlowieka, wykazujg
wysokie dzialanie antyoksydacyjne i moga zapobiega¢ chorobom zwigzanym ze stresem
oksydacyjnym, jak na przyklad choroba niedokrwienna serca, miazdzyca, czy nadci$nienie
(Kotodziejezyk-Czepas i wsp., 2013). Wzrost produkcji wolnych rodnikéw i spadek
aktywno$ci antyoksydacyjnej powoduje zachwianie rdéwnowagi miedzy utleniaczami
1 przeciwutleniaczami co prowadzi do stresu oksydacyjnego. Korzenie 1 klacza
R. carthamoides, ktore sg stosowane w preparatach nutraceutycznych i suplementach diety
bogate s3 w kwasy fenolowe (Kokoska i Janovska, 2009; publikacja P.1.). Aktywnos¢
antyoksydacyjna R. carthamoides zostatla wykazana wczesniej w prostych modelach
chemicznych in vitro, m.in. w testach DPPH, ABTS i FRAP (Milauskas i wsp., 2004; Biskup
i Lojkowska, 2009; Kokoska i Janovska, 2009). W $wietle mojej wiedzy brak jest doniesien
dotyczacych badan antyoksydacyjnych ekstraktéw z tego gatunku w modelach biologicznych.
W publikacji P.8. wykazatam, po raz pierwszy, ze ekstrakty z Kkorzeni i lisci
3-miesiecznych roslin transformowanych R. carthamoides rosnacych ex vitro w szklarni,
ktore zostaly zregenerowane z korzeni transformowanych tego gatunku oraz
3-miesiecznych roslin wyprowadzonych z nasion wykazuja dzialanie antyoksydacyjne na
ludzkie osocze krwi w testach DPPH, ABTS i FRAP i moga chroni¢ skladniki osocza
przed stresem oksydacyjnym. Wyniki testow DPPH i ABTS wykazaly, ze ekstrakty
pochodzace z ro$lin transformowanych, zaré6wno z lisci, jak 1 korzeni, w stgzeniach
25 i 50 pg mL? wykazywaly istotnie (p<0,01) wyzsza aktywno$é wychwytywania wolnych
rodnikéw w ludzkim osoczu krwi niz ekstrakty z roslin wyprowadzonych z nasion. Ponadto,
ekstrakty z korzeni wykazywaty silniejsze dziatanie antyoksydacyjne niz ekstrakty z lisci.
Ekstrakt z korzeni roslin transformowanych (50 pg/mL) wykazywal najwyzsza zdolno$¢
wychwytywania wolnych rodnikow zarowno w testach ABTS, jak i DPPH: odpowiednio
5,1 mM Troloxu 1 2,1 mM Troloxu. W tescie FRAP statystycznie istotne (p<0,01)
zwigkszenie potencjatu redukcyjnego osocza obserwowatam przy stg¢zeniu wynoszacym

50 ug mL* dla wszystkich ekstraktow, za wyjatkiem ekstraktu z lisci ro$lin wyprowadzonych
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z nasion. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna ekstraktow z roslin transformowanych (korzeni i lisci)
I Z korzeni ro$lin wyprowadzonych z nasion byly porownywalne.

Wiasciwosci antyoksydacyjne wykazywal ponadto, olejek eteryczny wyizolowany
z korzeni transformowanych R. carthamoides hodowanych w plynnym podlozu WPM,
na Swietle (16h fotoperiod) i korzeni roslin rosnacych w gruncie (w stezeniu
100 pg mL?Y) powodujac obnizenie poziomu reaktywnych form tlenu (ROS)
ok. 1,5-krotnie w ludzkich astrocytach traktowanych lipopolisacharydem (LPS) (publikacja
P.4). Pomiar poziomu ROS okre§lono za pomocg pomiaru fluorescencji

2,7-dichlorofluoresceiny (DCF).

4.3.3.3.4. Aktywnosé przeciwzapalna olejkow eterycznych wyizolowanych 7 korzeni
transformowanych i korzeni roslin R. carthamoides rosngcych w gruncie (publikacja
P.4., komunikat zjazdowy K.22.)

W pracy okres§litam réwniez wlasciwosci przeciwzapalne olejku eterycznego
wyizolowanego z korzeni transformowanych R. carthamoides rosngcych na $wietle
(16h fotoperiod), w plynnym podiozu WPM oraz korzeni ro$lin rosnagcych w gruncie.
W badaniu tym, jako czynnik indukujacy proces zapalny w ludzkich astrocytach
zastosowatam lipopolisacharyd (LPS). LPS jest gtéwnym skladnikiem zewnegtrznej blony
bakterii Gram-ujemnych i jest znany jako induktor stanu zapalnego w réznych komorkach,
w tym takze astrocytow (Bellaver i wsp., 2015). LPS jest rozpoznawany przez receptor
4 Toll-podobny (TLR4) astrocytow i traktowanie astrocytow LPS aktywuje czynnik
transkrypcyjny (NF-xB) i kinazg biatlkowa aktywowang mitogenami (MAPK), ktore
prowadza do uwolnienia mediatoréw stanu zapalnego, takich jak pro- i przeciwzapalne
cytokiny lub czynnika martwicy nowotworéw (TNF-a) czy tez nadprodukcje reaktywnych
form tlenu (ROS) (Bellaver i wsp., 2015). Wtasciwosci przeciwzapalne olejkow okreslitam na
podstawie pomiaru poziomu IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a i GM-CSF metodg ELISA
I RT-PCR. W pierwszym etapic badan wykazatam, ze oba olejki eteryczne wyizolowane
z korzeni transformowanych oraz korzeni roslin rosnagcych w gruncie nie byty cytotoksyczne
wobec ludzkich astrocytow (przezywalno$s¢ komorek ponad 80%) w zakresie stezen
100-400 pg mL™t. Przezywalno$¢ komorek spadata ponizej 60% po zastosowaniu wyzszych
stezen olejkow eterycznych tj. 1600 i 3200 pg mL™. Olejki eteryczne z korzeni
transformowanych i korzeni roslin rosnacych w gruncie obnizaly poziom IL-1p, IL-6
I TNF-a, ale nie IL-8, IL-10, czy GM-CSF wraz ze wzrastajacym steZeniem
(25,501 100 pg mL*) w ludzkich astrocytach stymulowanych LPS.
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4.3.3.3.5. Wlasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze olejkow eterycznych
wyizolowanych 7 korzeni transformowanych i korzeni roslin R. carthamoides rosngcych
w gruncie (publikacja P.4., komunikat zjazdowy K.22.)

Olejki eteryczne wyizolowane z korzeni transformowanych R. carthamoides oraz
korzeni ro$lin rosnacych w gruncie sprawdzitam takze pod katem aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych (Staphyloccocus
aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) oraz grzybow
(Saccharomyces cerevisiae i Candida albicans) poprzez oznaczanie minimalnego st¢zenia
hamujacego (MIC), minimalnego st¢zenia bakteriobdjczego (MBC) i minimalnego stezenia
grzybobojczego (MFC). Stwierdzitam, ze olejki eteryczne, zarowno wyizolowane z korzeni
transformowanych oraz korzeni roslin rosngcych w gruncie wykazywaty silniejsza aktywnos¢
przeciwbakteryjng  (MIC=125-250 pg mL?) niz aktywno$¢ przeciwgrzybicza
(MIC=625-1250 pg mL1). Najwyzsza aktywno$¢ przeciwbakteryjna olejkéw eterycznych
z warto$cig MIC wynoszacg 125 pg mL* zaobserwowalam w przypadku Enterococcus
faecalis i Pseudomonas aeruginosa. Nie stwierdzitam istotnej roéznicy we wrazliwosci
pomigdzy bakteriami Gram-dodatnimi i bakteriami Gram-ujemnymi po dziataniu olejkow
eterycznych. W celu oszacowania bakteriostatycznych i bakteriobojczych wihasciwosci obu
olejkow eterycznych oceniono rowniez wartosci MBC. Wartosci te byly nie wigcej niz cztero-

krotnie wyzsze niz warto$ci MIC.

4.3.4. Podsumowanie osiagnie¢ stanowigcych podstawe habilitacji

1. Zregenerowatam pedy R. carthamoides poprzez organogeneze posrednia (z eksplantatow
pozyskanych z 3-tygodniowych aseptycznie wyhodowanych siewek) i organogeneze
bezposrednia (z lisci 5-tygodniowych wyhodowanych in vitro pedow). Zregenerowane pedy
nastepnie ukorzenitam i przeprowadzitam ich aklimatyzacje w szklarni.

2. Rosliny uzyskane na drodze organogenezy posredniej roznity sie morfologicznie
i genetycznie od roslin otrzymanych na drodze organogenezy bezposredniej. Wspotczynnik
podobienstwa Jaccarda w analizie RAPD-PCR i ISSR-PCR dla roslin zregenerowanych
bezposrednio z eksplantatow lisciowych 1 roslin macierzystych byl wysoki i wynosit 0,94.
W przypadku ro$lin zregenerowanych poprzez organogenez¢ posrednia w analizie
RAPD-PCR wspoétczynnik Jaccarda wynosit ok. 0,7. Rosliny te w analizie ISSR-PCR
wykazywaly wysokie podobienstwo genetyczne do tkanki kalusowej, z ktorej zostaty

zregenerowane (0,82).

34



dr E. Skata Zatgcznik nr 3. Autoreferat

3. Rosliny zregenerowane na drodze organogenezy wytwarzaly kwas chlorogenowy
oraz 20-hydroksyekdyson. Najwyzszy poziom kwasu chlorogenowego (12 mg g? s.m.)
stwierdzitam w lisciach roslin uzyskanych bezposrednio z eksplantatéw lisciowych, podczas
gdy liscie ro$lin zregenerowanych z tkanki kalusowej gromadzily najwyzsze ilosci
20-hydroksyekdysonu (7,4 mg g s.m.).

4. Uzyskalam korzenie transformowane poprzez transformacje genetyczng przy uzyciu
Agrobacterium rhizogenes oraz wyselekcjonowatam lini¢ korzeni wykazujacych najwyzsze
przyrosty biomasy. Po 35 dniach hodowli, najwyzsze przyrosty biomasy, $wieza (93 g L)
i sucha masa (12 g L™), osiggaly korzenie rosngce w podtozu WPM, na S$wietle
(16h fotoperiod).

5. Z korzeni transformowanych po raz pierwszy zregenerowatam cate rosliny, ktore
wykazywaly typowa dla transformowanych roslin morfologie lisci, ktére byty mate 1 waskie.
Rosliny transformowane wykazywaly wyzszg catkowita Swiezg biomase (30,9 g) niz rosliny
wyhodowane z nasion (18,4 g). Ponadto, ro$liny transformowane wykazywaly okoto

7,5-krotnie wyzsza Swieza mase¢ korzeni (27,3 g) niz mase lisci (3,6 g).

6. Korzenie transformowane oraz zregenerowane z nich rosliny sa cennym zrodtem kwasow
kawoilochinowych 1 ich pochodnych. Niektore z kwasow kawoilochinowych, takich jak
kwas 1,3-di-O-kawoilochinowy, kwas 1,5-di-O-kawoilochinowy, kwas
3,4-di-O-kawoilochinowy, kwas 3,5-di-O-kawoilochinowy, kwas 4,5-di-O-kawoilochinowy
i kwas 1,4,5-tri-O-kawoilochinowy zostaly zidentyfikowane w R. carthamoides po raz

pierwszy.

7. Swiatto ma pozytywny wplyw na biosynteze metabolitow wtornych w korzeniach
transformowanych. Catkowite st¢zenie kwasow kawaloilochinowych i ich pochodnych bylo
okoto 2-krotnie wyzsze w korzeniach hodowanych na $wietle (19 mg g suchej masy (s.m.)
niz rosnacych w ciemnosci (11,5 mg g s.m.) a dominujaca frakcja w obu kulturach byty
pochodne kwasow tri-kawoilochinowych. Ponadto, niezidentyfikowana pochodna kwaséw
tri-kawoilochinowych byla glownym zwiazkiem wsréd wszystkich zidentyfikowanych
kwasow kawoilochinowych zarowno w korzeniach transformowanych rosnacych na $wietle,
jak i w ciemnosci (odpowiednio, 6 mg gt s.m. i 4 mg g* s.m.). Korzenie hodowane na
Swietle byty zdolne do syntezy glikozydow flawonoidéw (heksozyd kwercytyny, heksozyd
luteoliny i heksozyd patuletyny).
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8. Roéliny transformowane s3a takze bogate w pochodne kwasow kawaloilochinowych,
ktorych catkowita zawarto§¢ w korzeniach (33,5 mg g s.m.) i liéciach (15,5 mg g s.m.)
byta znaczaco wyzsza niz ta w korzeniach (11 mg g™ s.m.) i lisciach (12 mg g s.m.) roslin
wyhodowanych z nasion. Glownymi zwigzkami zidentyfikowanymi w korzeniach roslin
transformowanych, w ktorych stwierdzono najwyzsza zawarto$¢ metabolitow wtornych, byt
kwas chlorogenowy (11 mg g! sm.), niezidentyfikowana pochodna kwasu
tri-kawoilochinowego (7 mg g* s.m.), kwas 3,5-di-O-kawoilochinowy (5,5 mg g* s.m.)

i kwas 4,5-di-O-kawoilochinowy (4 mg g s.m.).

9. Ekstrakty z korzeni i lisci 3-miesigcznych ro$lin transformowanych rosnacych ex vitro
w szklarni, ktore zostaly zregenerowane z korzeni transformowanych wykazywaty dziatanie

antyoksydacyjne na ludzkie osocze krwi w testach DPPH, ABTS i FRAP.

10. Ekstrakty ze szczodraka krokoszowatego wykazywaly rdzny stopien cytotoksycznosci
wobec komoérek réznych linii nowotworowych. Najbardziej wrazliwe na dziatanie
ekstraktow roslinnych byly komorki czerniaka ludzkiego A2058. Ekstrakty z roslin
transformowanych hamowaty wzrost tych komérek do ok. 50% po zastosowaniu 40 g mL*
tego ekstraktu, po 72 godzinnym traktowaniu. W przypadku ekstraktu z korzeni
transformowanych wyzsze jego stgezenia byty potrzebne do zahamowania wzrostu komoérek
w 50%, dla komorek ludzkiej biataczki linii CCRF-CEM i K-562 (0,313 mg mL™)
i komérek nablonkowych niedrobnokomérkowego raka ptuc A549 (0,625 mg mL™),
po 24 godzinach inkubacji. Efekt cytotoksyczny ekstraktow z korzeni transformowanych
wobec ludzkich komorek glejaka byt obserwowany przy wyzszych jego stezeniach. Wartos¢
ICs0 wynosita 0,75 m mL™? dla komérek glejaka w 11 stadium zaawansowania i 1 mg mL™*
dla komorek glejaka w III 1 IV stadium zaawansowania, zarowno dla komorek

wyizolowanych od pacjenta, jak i linii komercyjnej US7TMG.

11. Ekstrakt z korzeni transformowanych wykazal zdolnos¢ do indukcji apoptozy poprzez
zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie S 1 G2/M, wzrost stezenia reaktywnych form tlenu
1 obnizenie potencjalu btony mitochondrialnej, zmian¢ poziomu ekspresji genow
zaangazowanych w apoptoze (Bax, Bcl-2, Tp53, kaspaza 3 i kaspaza 9) oraz wzrost
uszkodzen DNA, zmian¢ poziomu komorek z przetamanym PARPI i ufosforylowanym
H2A.X oraz obnizenie poziomu ekspresji genow DNMT1 i UHRF1 w komorkach glejaka
ludzkiego. W komorkach ludzkiej biataczki linii CCRF-CEM i K-562 oraz komorkach

nabtonkowych niedrobnokomoérkowego raka pluic A549 ekstrakt =z  korzeni
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transformowanych indukowat apoptoz¢ poprzez zmniejszenie potencjalu  blony
mitochondrialnej oraz wykazywal aktywnos$¢ genotoksyczng poprzez zwigkszenie

uszkodzen mtDNA w regionie ND1 i ND5 oraz nDNA w regionie TP53.

12. Olejki eteryczne wyizolowane z korzeni transformowanych i korzeni roslin rosngcych
w gruncie wykazaty rozny profil chemiczny. W obu olejkach eterycznych dominowaty
seskwiterpeny, w szczeg6lnosci weglowodory seskwiterpenow (54,7-62,2%). W olejku
eterycznym z korzeni ro$lin rosngcych w gruncie gtéwnymi sktadnikami byl aplotaksen
(all-cis-heptadeca-1,8,11,14-tetraen) (27,3%), nardosina-1(10),11-dien (20,7%) oraz dauca-
4(11),8-dien (10,2%). Z kolei, olejek eteryczny wyizolowany z korzeni transformowanych
charakteryzowat si¢ obecno$cig cyperenu (18,2%), 13-norcypera-1(5,11(12)-dienu (15,3%)
I kadalenu (7,2%).

13. Olejki eteryczne z korzeni transformowanych i korzeni ro$lin rosngcych w gruncie
obnizaly poziom IL-1p, IL-6 i TNF-a, ale nie IL-8, IL-10, czy GM-CSF w ludzkich
astrocytach stymulowanych LPS oraz wykazywaly wtasciwosci antyoksydacyjne powodujac
obnizenie poziomu ROS w tych komoérkach. Oba olejki eteryczne wykazywaty takze
aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Najwyzsza aktywno$¢ przeciwbakteryjng z wartoscia
MIC=125 pg mL* zaobserwowatam w przypadku Enterococcus faecalis i Pseudomonas

aeruginosa.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH
5.1. Oméwienie dzialalnosci naukowo-badawczej przed uzyskaniem stopnia doktora
Biotechnologig roslin zajmuje si¢ od roku 1999 kiedy zaraz po studiach zostatam
zatrudniona w Zaktadzie Biologii 1 Botaniki Farmaceutycznej, Akademii Medycznej w todzi
(obecnie Uniwersytet Medyczny) na etacie starszego referenta inzynieryjno-technicznego.
Pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. Haliny Wysokinskiej zglebiatam tajniki $wiata roslin,
a zwlaszcza biotechnologii. Od samego poczatku pracy fascynowata mnie praca naukowo-
badawcza. Poczatkowo, przedmiotem moich badan byly cztery gatunki szatwii z rodziny
Lamiaceae (Jasnotowate). Byly to Salvia nemorosa, S. splendens, S. sclarea i S. przewalskii.
Badania biotechnologiczne na tych gatunkach obejmowaty m.in. opracowanie metody ich
mikrorozmnazania zarowno z tkanek merystematycznych, jak i poprzez organogenezg.
Wyniki uzyskanych badan zostaty opublikowane w 4 pracach (Zafacznik nr 8, publikacje
A.1-A4) i zaprezentowane w postaci komunikatow zjazdowych na 12 konferencjach
krajowych i1 migedzynarodowych (Zafgcznik nr 8, pozycje K.1.-K.12.). S. przewalskii byt
przedmiotem moich dalszych badan w pracy doktorskiej zatytulowanej "Salvia przewalskii
Maxim. w kulturze in vitro - mikrorozmnazanie, wytwarzanie tanszinonéw i olejku
eterycznego" wykonane] w Zaktadzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytet
Medyczny w Lodzi, wykonanej pod kierunkiem Prof. dr hab. H. Wysokinska. Przy uzyciu

wybranych technik biotechnologicznych otrzymatam roznego typu kultury in vitro tego
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gatunku (kultury kalusowe, zawiesinowe, kultury pedow oraz korzeni transformowanych),
opracowalam metod¢ przechowywania pakéw szczytowych 1 bocznych w  postaci
somatycznych nasion i zregenerowatam cale rosliny. Otrzymany material poddatam badaniom
fitochemicznym (pod katem wytwarzania tanszinonéw 1 olejku eterycznego) oraz
biologicznym (oznaczanie aktywnosci przeciwbakteryjnej i cytotoksycznej wyizolowanych

olejkow).

5.2. Omowienie dzialalnosci naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora w 2009 roku zostatam zatrudniona na etacie asystenta,
a w 2015 na etacie adiunkta w Zakladzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytet
Medyczny w Lodzi, gdzie kontynuowalam prace zwigzang z biotechnologia roslin. Jako
zakonczenie badan zwigzanych z Salvia przewalskii, gatunkiem szalwii, ktory byt
przedmiotem badan mojej pracy doktorskiej i jednocze$nie stanowitl przedmiot badan
w ramach grantu NCN (NN 405 678040, we wspotpracy z Instytutem Wiokien i Roslin
Leczniczych w Poznaniu wykonawca cze$ci projektu) zostata opublikowana praca dotyczaca
wzrostu kultur kalusowych 1 zawiesinowych tego gatunku, jak réwniez produkcji
4 tanszinondw przez te kultury oraz przez kultury pedow (Zalgcznik nr 8, publikacja A.5.,
komunikaty zjazdowe K.7. 1 K.9.).

Od roku 2012 zajetam si¢ nowa tematyka naukowo-badawcza, ktéra dotyczyta
molekularnych aspektoéw w biotechnologii roslin. Rozpoczecie tej tematyki wymagalo ode
mnie poznania podstawowych technik wykorzystywanych w analizie molekularnej roslin.
We wspotpracy z dr Piotrem Szymczykiem z Zakladu Biotechnologii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi rozpoczetam prace zwigzane z klonowaniem w Salvia
miltiorrhiza promotorow reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A i syntazy
di-fosforanu kopalylu, genéw o kluczowym znaczeniu dla biosyntezy tanszinonéw. Wyniki
uzyskane z tych badan zostaty opublikowane w 2 pracach (Zalgcznik nr 8, publikacje A.11.
i A.14.).

Dzigki poznaniu metod wykorzystywanych w analizie molekularnej ro$lin
potwierdzitam metodg PCR transformacje¢ genetyczna korzeni lub zregenerowanych z nich
ro$lin transformowanych r6znych gatunkéw roslin m.in. Rehmania glutinosa, Dracocephalum
moldavica i Salvia viridis (Zatgcznik nr 8, publikacja A.6., A.10., A.16.).

Ponadto, od roku 2012 zajetam si¢ badaniami biotechnologicznymi zwigzanymi
z dwoma, nowymi gatunkami, jeden nalezacy do rodziny Asteraceae (Astrowate),

Rhaponticum carthamoides, szczodrak krokoszowaty, drugi do rodziny Campanulaceae
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(Dzwonkowate), Codonopsis pilosula. W chwili obecnej prowadze kilka ustabilizowanych,
ro$linnych kultur in vitro R. carthamoides, gatunku o cennych wtasciwosciach biologicznych.
Wyniki badan zwigzane z tym gatunkiem stanowig cykl publikacji zgltoszonych do oceny
przedstawionego postepowania habilitacyjnego (publikacje P.1.-P.8., Zalgcznik nr 6, oraz
doniesienia zjazdowe K.13.-.14, K.17.-18., K.22., K27., K.38., K.43., Zalgcznik nr 8).
W swoich badaniach, dodatkowo wykazalam, ze wstepne traktowanie komorek jajnika
chomika chinskiego ekstraktem z korzeni transformowanych R. carthamides mialo efekt
naprawczy uszkodzen DNA oraz ochronny DNA przed uszkodzeniami oksydacyjnymi
i skutkowalo obnizeniem oksydacyjnych uszkodzen DNA (publikacja A.9., doniesienie
zjazdowe K.18., Zafgcznik nr 8).

Otrzymatam réwniez kulture pedow z wierzchotkowych czesci siewek oraz korzenie
transformowane C. pilosula, gatunku obcego naszej florze, wystepujacego w stanie
naturalnym na terenie Chin. W Chinskiej Farmakopei wysuszone korzenie réznych gatunkow
z rodzaju Codonopsis, wsrod nich C. pilosula, figurujg jako surowiec Codonopsis radix.
Surowiec ten jest alternatywny dla korzeni Panax ginseng i znany jest jako “zen-szen dla
ubogich”. W badaniu z moim udzialem okreslitam takze zdolnosci regeneracyjne
eksplantatow z siewek tego gatunku. Wyniki z tych badan zostatly przedstawione, jako
doniesienie zjazdowe (pozycja K.44., Zalgcznik nr 8).

Od roku 2013 zaczetam wspoéltprace z dr Przemystawem Sitarkiem z macierzystego
Zaktadu Biologii 1 Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w todzi
1 uczestniczytam w wyprowadzeniu r6znego rodzaju kultur in vitro innego gatunku z rodziny
Lamiaceae (Jasnotowate), o cennych wiasciwosciach biologicznych, Leonurus sibiricus. Byty
to kultury korzeni transformowanych oraz kultury pedow, z ktorych otrzymano cale roslin.
Uczestniczylam takze w hodowli korzeni transgenicznych tego gatunku wykazujacych
nadekspresje AtPAP1 (gen kodujacy czynnik transkrypcyjny AtPAP1 pochodzacy
z Arabidopsis thaliana znajdujacy sie¢ pod kontrolg konstytutywnego promotora wirusa
mozaiki kalafiora (CaMV 35S)) w 5L bioreaktorze rozpytlowym (publikacje A.7.-A.8., A.15.,
A.19., Zalgcznik nr 8).

Bratam rowniez udziat w cyklu badan zwigzanych z wlasciwosciami biologicznymi
ekstraktow z materialu pozyskanego z kultur in vitro Leonurus sibiricus oraz Menyathes
trifoliata. Byly to m.in. badania okreslajace efekt ochronny i naprawczy DNA ekstraktow
oraz wiasciwosci anytoksydacyjne, cytotoksyczne, jak réwniez zdolnos¢ indukowania
apoptozy poprzez zatrzymanie cyklu komorkowego, zmiang potencjatu mitochondrialnego

czy ekspresji gendw zwigzanych z apoptozg oraz indukcje uszkodzenh DNA. Uczestniczylam
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takze w izolacji olejku eterycznego z korzeni transformowanych i nietransformowanych
L. sibiricus. Wyniki uzyskane z tych badan zostaly przedstawione w kilku publikacjach
1 doniesieniach zjazdowych krajowych i miedzynarodowych (wspotautor) (Zalgcznik nr 8,
publikacje A.7., A.8, A.12.-13., A.15. A.17, A.19.-A.21; doniesienie zjazdowe K.15.-16.,
K.19-21, K.28., K.33., K.39., K.42.).

W ramach badan Studenckiego Kota Naukowego dziatajacego przy Zakladzie Biologii
1 Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi wyprowadzitam kultury
korzeni transformowanych Salvia miltiorrhiza, gatunku nalezacego do rodziny Lamiaceae.
Ponadto, w cyklu badan we wspolpracy ze studentami dziatajacymi w Kole Naukowym zostat
okreslony efekt ochronny i naprawczy DNA wodno-metanolowego ekstraktu z korzeni
transformowanych tego gatunku na ludzkie limfocyty krwi obwodowej poddane dziataniu
nadtlenku wodoru a takze poziom ekspresji genow antyoksydacyjnych i cytokin zapalnych na
ludzkie komorki indukowane nadtlenkiem i LPS po dziataniu tego ekstraktu. Wykazano
rowniez, ze ekstrakt z korzeni transformowanych szatwii czerwonokorzeniowej indukcje
apoptoz¢ w komorkach glejaka ludzkiego. Wyniki tych badan zostaly przedstawione
W postaci komunikatow zjazdowych (Zafgcznik nr 8, pozycja K.23.-24., K.30., K.34.).

Inne badania prowadzone z moim udzialem dotyczyly okreslenia wihasciwosci
cytotoksycznych oraz indukowania apoptozy w réznych liniach nowotworowych (A549
i CCRF-CEM) poprzez zmiang potencjalu blony mitochondrialnej oraz indukowanie
uszkodzen mitochondrialnego i1 jadrowego DNA przez diterpeny wyizolowane z roslin
z rodzaju Plectranthus. Wyniki tych badan zostaly zaprezentowane, jako komunikaty
zjazdowe na 7 migdzynarodowych konferencjach (Zafgcznik nr 8, pozycja K.31.-32.,
K.35.-K.37., K.40.-41.).

Zaangazowana bylam takZze w projekcie badan dotyczacych wplywu palenia tytoniu
przez krotki okres czasu na zmiany zachodzace w uktadzie krwiono$nym i oddechowym
wplywajac na ekspresje genow (TGF-S, TIMP-1, SOD1, arginaza 1) odpowiedzialnych za
przebudowe drég oddechowych 1 rownowage oksydacyjng w komorkach krwi, co prowadzi¢
moze do rozwoju przewleklej obturacyjnej choroby phluc. Traktowanie jednojadrzastych
komorek krwi obwodowej sktadnikami dymu papierosowego, jak na przyklad nikotyna,
1-nitrozodimetyloaming, N-nitro-pirolidynem, chlorkiem winylu, czy akroleing indukuje
ekspresje¢ TGF-8 1 TIMP-1. Z wynikow tych badan powstata jedna praca (Zafgcznik nr 8,
publikacja A.18.).
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5.3. Projekty badawcze

2002-2004, 2010-2018 projekt badawczy finansowany ze S$rodkow statutowych Zaktadu
Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytet Medyczny w Lodzi,
nr 503/3-012-01/503-31-001, ,,Hodowla in vitro roslin leczniczych; wytwarzanie

metabolitow wtdrnych”, wykonawca czesci projektu

2011-2014 grant NCN (NN 405 678040) we wspolpracy z Instytutem Widkien i Roslin
Leczniczych ~w  Poznaniu, "Porownawcze  badania  aktywnosci
przeciwalkoholowej wyciggow otrzymanych z szatwii czerwonokorzeniowe;j
(Salvia miltiorrhiza) oraz szalwii przewalskiego (Salvia przewalskii)
z surowcow pochodzacych z upraw polowych i hodowli in vitro", wykonawca
czesci projektu

2005-2007 badania wtasne, Uniwersytet Medyczny w Lodzi, nr 502-13-329, kierownik

projektu Prof. dr hab. Halina Wysokinska, "Badanie skladu i aktywnosci
cytotoksycznej olejku eterycznego otrzymanego z kultur in vitro i roslin in vivo
Salvia przewalskii", wykonawca projektu

2003 -2006 grant MNiSW/KBN (nr PBZ-KBN-092/P05/2003), ,,Poszukiwanie nowych
zrodet produktow naturalnych 0 aktywnosci biologicznej:
przeciwdrobnoustrojowej, przeciwzapalnej, przeciwutleniajacej i cytostatycznej
pozyskiwanych z wybranych gatunkéw roslin z hodowli in vivo i in vitro,
z wykorzystaniem metod biotechnologicznych”, wykonawca czgéci projektu

2002-2005 badania wtasne, Uniwersytet Medyczny w Lodzi, nr 502-13-842(189), kierownik

projektu Prof. dr hab. Halina Wysokinska, "Diterpeny w transgenicznych
korzeniach i zregenerowanych in vitro roslinach Salvia przewalskii*, wykonawca

projektu

5.4. Szkolenia
e W 2001 roku odbytam kurs "Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) -
teoria, metodyka i metody optymalizacji warunkéw analizy” organizowany przez
Katedr¢ Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Wydzialu Farmaceutycznego,
Akademii Medycznej w Lublinie.
e W latach 2016-2017 odbytam kurs "Metodyka Nauczania w Dyscyplinach

Biomedycznych", zorganizowany przez Uniwersytet Medyczny w Lodzi, a od 2017
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roku uczestnicz¢ w kursach w ramach projektu "Ready to Teach" organizowanego

przez Uniwersytet Medyczny w Lodzi.

5.5. Czlonkowstwo w towarzystwach naukowych

od 2016 Polskie Towarzystwo Genetyczne

od 2016 Polskie Towarzystwo Biochemiczne

5.6. Dzialalnos¢ dydaktyczna i popularyzatorska

5.6.1. Dzialalno$¢ dydaktyczna

2017 rok - wspotudziat w przygotowaniu i prowadzenie kursu "Etiologia, obraz
kliniczny i diagnostyka zarazen pasozytniczych" na Wydziale Farmaceutycznym UM
w Lodzi, zorganizowanego przez Odziat Ksztalcenia Podyplomowego UM w Lodzi
2005 rok - wspotudzial w przygotowaniu i prowadzenie kursu zielarsko-medycznego,
na Wydziale Farmaceutycznym UM w Lodzi, zorganizowanego przez Katedre
Farmakognozji UM w Lodzi

od 2012 roku koordynator przedmiotu "Biologia i genetyka" dla studentéw I roku
Wydziatu Farmaceutycznego UM w Lodzi, Kierunek Farmacja

Prowadzenie wyktadoéw i1 ¢wiczen z przedmiotu "Biologia i genetyka" dla studentow
I roku Wydziatu Farmaceutycznego UM w Lodzi, Kierunek Farmacja

Prowadzenie wyktadéw 1 seminariow z przedmiotu "Biologia 1 genetyka" dla
studentow I roku Wydzialu Farmaceutycznego UM w Lodzi, Kierunek Kosmetologia
(studia stacjonarne i niestacjonarne)

Prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu "Biologia i genetyka" (obecnie "Biologia
medyczna") dla studentow I roku Wydzialu Farmaceutycznego UM w Lodzi,
Kierunek Odzial Medycyny Laboratoryjnej

Wspoétudzial w przygotowaniu programu nauczania i prowadzenie wyktadow,
seminariow 1 ¢wiczen z przedmiotu "Diagnostyka parazytologiczna" dla studentéw
II roku Wydziatlu Farmaceutycznego UM w Lodzi, Kierunek Odzial Medycyny
Laboratoryjnej (2017/2018)

Prowadzenie ¢wiczen z przedmiotu "Botanika farmaceutyczna" dla studentow I roku
Wydzialu Farmaceutycznego UM w Lodzi, Kierunek Farmacja

Przygotowanie i prowadzenie zaje¢ z systematyki ros$lin w terenie dla studentow

I roku Wydzialu Farmaceutycznego UM w Lodzi, Kierunek Farmacja
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e Przygotowanie i prowadzenie seminariow na zajeciach fakultatywnych "Rosliny, jako
alergeny 1 remedium w schorzeniach alergicznych" dla studentow II roku Wydziatu
Farmaceutycznego UM w Lodzi, Kierunek Farmacja

e Przygotowanie 1 prowadzenie seminaribw na zajgciach  fakultatywnych
"Biotechnologia ro$lin — nowoczesne metody otrzymywania naturalnych lekow
1 kosmetykow" dla studentow IV roku Wydziatu Farmaceutycznego UM w Lodzi,
Kierunek Farmacja

e Przygotowanie i prowadzenie seminariow na zaje¢ciach fakultatywnych "Zieloni
zabojcy, trujace ro$liny krajowe i1 zagraniczne" dla studentéw I roku Wydziatu
Farmaceutycznego UM w Lodzi, Kierunek Odzial Medycyny Laboratoryjnej

e Przygotowanie i prowadzenie ¢wiczen z biotechnologii roslin leczniczych dla
studentéw IV roku Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci Politechniki £.odzkiej
w latach 2003/2004 i 2004/2005

e Uczestniczenie w egzaminach z przedmiotu "Biologia i genetyka" oraz "Botanika
farmaceutyczna" dla I roku Wydzialu Farmaceutycznego UM w Lodzi, Kierunek
Farmacja, z przedmiotu "Biologia 1 genetyka" dla studentow I roku Wydziatu
Farmaceutycznego UM w Lodzi, Kierunek Kosmetologia, z przedmiotu “Biologia
1 genetyka" (obecnie "Biologia medyczna") dla studentow I roku Wydziatu
Farmaceutycznego UM w Lodzi, Kierunek Odziat Medycyny Laboratoryjne;j

e Opieckun naukowy Studenckiego Kota Naukowego dziatajacego przy Zakladzie
Biologii i Botaniki Farmaceutycznej UM w Lodzi w latach 2003 - 2006

e Wspotpraca ze studentami Mtodej Farmacji w organizowaniu Drzwi Otwartych na
Wydziale Farmacji UM w Lodzi

e Opiekun naukowy 12 prac magisterskich na Wydziale Farmaceutycznym
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, Kierunek Farmacja, promotor 1 pracy
magisterskiej na Wydziale Farmaceutycznym UM w Lodzi, Kierunek Farmacja oraz
promotor jednej pracy licencjackiej na Wydziale Farmaceutycznym UM w Lodzi,
Kierunek Kosmetologia

e Recenzent 2 prac magisterskich na Wydziale Farmaceutycznym UM w Lodzi,
Kierunek Farmacja, jednej pracy magisterskiej oraz dwoch prac licencjackich na

Wydziale Farmaceutycznym UM w todzi, Kierunek Kosmetologia
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5.6.2. Dzialalno$¢ popularyzatorska

e 22.03.2012 wyktad "Roslinne kultury in vitro" wygloszony z okazji jubileuszu
Uniwersytetu Medycznego w L.odzi

e 2009 - zajecia w terenie w Lodzkim Ogrodzie Botanicznym ze stypendystami
Fundacji ,,Dzieto Nowego Tysiaclecia”

e udzial w 44 krajowych i miedzynarodowych konferencjach, zjazdach i sympozjach
(Zatgcznik 8)

5.7. Recenzje prac haukowych

W latach 2014-2018 recenzowalam prace w nastgpujacych czasopismach: Acta
Physiologiae Plantarum (2), Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry (1), Applied
Biochemistry and Biotechnology (1), Journal of Agricultural Science and Technology (1),
Molecular and Cellular Biochemistry (1), Scientific Reports (1), OncoTargets and Therapy
(1), BMC Complementary and Alternative Medicine (1), Industrial Crops and Products (1).

5.8. Nagrody

2017

e nagroda | stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi dla pierwszego autora za
cykl publikacji "Wtasciwosci przeciwzapalne, przeciwbakteryjne i przeciwutleniajace
olejku eterycznego z korzeni transformowanych Rhaponticum carthamoides oraz
wlasciwosci przeciwnowotworowe wobec komorek glejaka ludzkiego ekstraktu z tych
korzeni"

e nagroda Il stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi za wspotautorstwo cyklu
publikacji "Leonurus sibiricus - wlasciwosci przeciwutleniajace i przeciwnowotworowe

olejkéw z korzeni transformowanych"

2016

e nagroda | stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi dla pierwszego autora za
cykl publikacji "Wlasciwosci przeciwutleniajace 1 przeciwnowotworowe korzeni
transformowanych Rhaponticum carthamoides”

e nagroda | stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi za wspoétautorstwo cyklu
publikacji "Leonurus sibiricus - wlasciwosci przeciwutleniajace i przeciwnowotworowe

korzeni transformowanych”
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e nagroda Il stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi za wspotautorstwo
publikacji "ldentyfikacja i oznaczanie kwasu rozmarynowego oraz salwianolowego B
w korzeniach transformowanych Dracocephalum forestii*

e nagroda Il stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi za wspotautorstwo cyklu
publikacji "Produkcja glikozydéw irydoidowych 1 fenyloetanoidowych w korzeniach
wlosnikowatych Rehmania glutinosa Libosch. po elicytacji jasmonianem metylu oraz
w roslinach zregenerowanych na korzeniach wlosnikowatych"

2015

e nagroda Il stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi dla pierwszego autora za
cykl publikacji "Salvia przewalskii i Rhaponticum carthamoides w kulturze in vitro"

2008, 2006 i 2004 - nagroda II stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi za
osiggnigcia w pracy zawodowej dla pracownikow niebedacych nauczycielami

akademickimi

2001 - nagroda II stopnia Rektora Akademii Medycznej w Lodzi za osiggnigcia w pracy

zawodowej dla pracownikéw niebedacych nauczycielami akademickimi

5.9. Wspolpraca naukowa
Prace stanowigce podstawe ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego powstaty
we wspolpracy z:
e Z dr Przemystawem Sitarkiem, dr hab. Lukaszem Kuzmg i dr Renata Grabkowska
z zespotu macierzystego Zaktadu Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi
e Z Prof. dr hab. Tomaszem Sliwinskim i jego wspotpracownikami z Laboratorium
Genetyki Medycznej Uniwersytetu Lodzkiego
e Z Prof. dr hab. Januszem Szemrajem z Zakladu Biochemii Medycznej Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi
e Z dr hab. Maciejem Radkiem, Prof. Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, z Kliniki
Neurochirurgii, Chirurgii Kregostupa i Nerwow Obwodowych Uniwersyteckiego
Szpitala Klinicznego im. WAM — Centralny Szpital Weteranow w Lodzi
e Z dr hab. Monikg Olszewska, Prof. Uniwersytetu Medycznego w Lodzi,
i z dr Agnieszka Kicel z Zaktadu Farmakognozji, Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
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Z Prof. dr hab. Anng K. Kiss z Katedry Farmakognozji i Molekularnych Podstaw
Fitoterapii, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Z Prof. dr hab. Danutg Kalembg z Instytutu Podstaw Chemii Zywnosci Politechniki
Lodzkiej

Z Prof. Patricia Rijo i jej wspotpracownikami z Instituto de Investigac,”ao do
Medicamento (iMed.ULisboa), Faculdade de Farm’acia, Universidade de Lisboa,
Portugal oraz Center for Research in Biosciences & Health Technologies (CBIOS),
Universidade Lus ofona de Humanidades e Tecnologias, Lisboa, Portugal

Z dr hab. Laurentem Picotem z UMRiI CNRS 7266 LIENSs, University
of La Rochelle, France

Z Prof. dr hab. Tomaszem Skorskim i jego wspodlpracownikami z Department
of Microbiology and Immunology, Fels Institute for Cancer Research and Molecular
Biology, Temple University, School of Medicine, Philadelphia, PA, USA

Z dr Dariuszem Pytlem z Department of Biochemistry and Molecular Biology,
Medical University of South Carolina, Hollings Cancer Center, USA

Z dr hab. Michatem Bijakiem i dr hab. Joanng Saluk-Bijak, Prof. Uniwersytetu
Lodzkiego, z Katedry Biochemii Ogolnej Uniwersytetu £.odzkiego

Z dr Andrzejem Btauzem z Pracowni Cytometrii, Katedra Biofizyki Molekularnej
Uniwersytetu Lodzkiego

Z dr Tomaszem Kowalczykiem z Katedry Genetyki Ogoélnej, Biologii Molekularnej
1 Biotechnologii Roslin Uniwersytetu £.6dzkiego

Z dr Joanng Wieczfinskg z Zaktadu Immunopatologii Uniwersytetu Medycznego

w Lodzi

5.10. Podsumowanie osiagnie¢ naukowo-badawczych

prace oryginalne opublikowane w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports - 28 (w tym jako pierwszy autor 13); przed uzyskaniem stopnia
naukowego doktora - 3 (pierwszy autor); po uzyskaniu stopnia naukowego
doktora - 25 (w tym jako pierwszy autor 10)

1 publikacja naukowa z listy MNiSW, bez IF (przed uzyskaniem stopnia doktora)
(2 pkt)

1 monografia zagraniczna - wspotautor (4 pkt)

rozdzial w ksigzce - wspotautor
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e 44 komunikaty zjazdowe zaprezentowanych na krajowych (17) i migdzynarodowych
(27, w tym 17 zagranicznych) konferencjach tematycznych

e udzial w realizacji 2 grantéow badawczych finansowanych przez MNiSW/KBN oraz
NCN, 2 projektow badawczych finansowanych z funduszu Prace wlasne oraz jednego
projektu badawczego finansowanego z funduszy statutowych Zakladu Biologii
i Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

e sumaryczny IF wszystkich publikacji wedtug listy Journal Citation Reports (zgodnie
z rokiem ich opublikowania) wynosi 72,761. Sumaryczny IF publikacji, w ktérych
jestem pierwszym autorem 31,396.

e suma punktow MNiSW wszystkich prac 707. Suma punktéw MNiSW prac, w ktorych
jestem pierwszym autorem wynosi 292.

e calkowita liczba cytowan wg bazy IS Web of Science Core Collection (2019): 121;
wg bazy Scopus (2019): 165

e indeks Hirscha (h-index) wg IST Web of Science Core Collection (2019): 7; wg bazy
Scopus (2019): 8

e ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1139-6840
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