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1.Imie i nazwisko:

Ewa Agnieszka Kochan

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

a) Dyplom magistra biologii uzyskany 24 czerwca 1994 roku

Praca magisterska pt.:,Wplyw kwasu salicylowego i zakazen Botrytis cinerea na
zawartos¢ fenoli i aktywno$¢ peroksydazy w lisciach truskawki namnazanych technikg
in vitro” zostala wykonana w Zakladzie Fizjologii i Biochemii Ro$lin Wydziatu Biologii
i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Lodzkiego w Lodzi. Promotor pracy: prof. dr hab. Henryk
Urbanek

b) Stopien doktora nauk farmaceutycznych nadany 27 wrzesnia 2004 roku uchwalg
Rady Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Rozprawa
doktorska pt.: ,Hodowla in vitro i badania fitochemiczne Panax quinquefolium” zostata
wykonana w Zakladzie Biosyntezy Srodkéw Leczniczych (obecnie Zaklad
Biotechnologii Farmaceutycznej). Promotor rozprawy: prof. dr hab. Aleksander Chmiel

¢) Swiadectwo ukoficzenia Studiéw Podyplomowych Komercjalizacji Nauki i
Technologii Uniwersytetu Lodzkiego, uzyskane 14 kwietnia 2014 roku, wraz z
certyfikatem Uniwersytetu Teksanskiego w Austin z dnia 9 listopada 2013 roku. Praca

korficowa w postaci biznes planu pt: “Nowoczesna formuta leku przeciwzapalnego”.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2.01.1996 —30.09.2012  asystent Samodzielnej Pracowni Biosyntezy Srodkéw
Leczniczych/Zaktadu Biosyntezy Srodkéw Leczniczych
obecnie Zakladu Biotechnologii Farmaceutycznej

1.10. 2012 — obecnie adiunkt Zakladu Biotechnologii Farmaceutyczne;j



4. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca

2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):
a) tytul osiagniecia naukowego

»Optymalizacja warunkow hodowli i biosyntezy ginsenozydow w kulturach korzeni
transformowanych Zerszenia polnocnoamerykanskiego, prowadzonych w kolbach

wstrzgsanych i bioreaktorze rozpytowym.”

Zgloszony do postgpowania habilitacyjnego cykl prac obejmuje 7 publikacji naukowych

b) autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

H1. Kochan Ewa, Krolicka Aleksandra, Chmiel Aleksander. Growth and ginsenoside
production in Panax quinguefolium hairy roots cultivated in flasks and nutrient sprinkle
bioreactor. Acta Physiol Plant 2012, 34, 1513-1518

impact factor 1.305; KBN/MNiSW 25.000

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu koncepcji pracy,
wykonaniu  czeSci  eksperymentalnej (zapoczgtkowanie  kultur ~ korzeni
transformowanych, hodowla kultur w kolbach wstrzgsanych i bioreaktorze rozpytowym,
wyznaczenie krzywej wzrostu i biosyntezy ginsenozydow, izolacji badanych metabolitéw
z materiatu ro§linnego i udziale w oznaczaniu saponin metodq HPLC), na zebraniu i
opracowaniu wynikéw oraz przygotowaniu manuskryptu opisujgcego uzyskane wyniki.

Moj udziat procentowy szacuje na 85%.

H2. Kochan Ewa, Szymanska Grazyna, Szymczyk Piotr. Effect of sugar concentration
on ginsenoside biosynthesis in hairy root cultures of Panax quinquefolium cultivated in
shake flasks and nutrient sprinkle bioreactor Acta Physiol Plant 2014, 36, 3, 613-619

impact factor1.584; KBN/MNiSW 25.000

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu doswiadczen,
wykonaniu czesSci eksperymentalnej (utrzymywanie kultur korzeni transformowanych,
prowadzenie kultur na podfozach z réinymi stgzeniami sacharozy w malej i

powigkszonej skali, przygotowanie ekstraktow do analiz fitochemicznych, udziat w
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oznaczaniu saponin metodg HPLC), na zebraniu i opracowaniu wynikéw oraz
przygotowaniu manuskryptu opisujgcego uzyskane wyniki. Moj udzial procentowy

szacuje na 85%.

H3. Kochan Ewa, Szymczyk Piotr, Kuzma Lukasz, Szymanska Grazyna. Nitrogen and
phosphorus as the factors affecting ginsenoside production in hairy root cultures of
Panax quinquefolium cultivated in shake flasks and nutrient sprinkle bioreactor. Acta
Physiol Plant 2016, 38, 6, 149

impact factor 1.364; KBN/MNiSW 25.000

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu czesci
doswiadczalnej (hodowli i zbiorze materiatu roslinnego rosngcego na podiozach z
roinymi stgzeniami azotu i fosforu w malej i powigkszonej skali, przygotowaniu
ekstraktow do analizy fitochemicznej, wspotudziale w wykonaniu oznaczeh
ilosciowych), zebraniu, analizie i opracowaniu wynikéw oraz w przygotowaniu

manuskryptu opisujgcego uzyskane wyniki. Moj udzial procentowy szacuje na 80%.

H4. Kochan Ewa, Szymczyk Piotr, Kuzma Lukasz, Lipert Anna, Szymanska Grazyna.
Yeast extract stimulates ginsenoside production in hairy root cultures of American
ginseng cultivated in shake flasks and nutrient sprinkle bioreactors. Molecules 2017, 22,
6, E880

impact factor 3.098; KBN/MNiSW 30.000

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na sformudowaniu koncepcji pracy i
wykonaniu czgsci eksperymentalnej (hodowli i zbiorze materialu roslinnego
hodowanego na podlozach z réznymi stezeniami ekstraktu droidsowego w malej i
powigkszonej skali, przygotowaniu wyciggéw roslinnych do analizy fitochemicznej,
wspotudziale w wykonaniu oznaczen ilosciowych) zebraniu, analizie i opracowaniu
wynikéw oraz w przygotowaniu manuskryptu, opisujgcego uzyskane wyniki. Moj udziat

procentowy szacuje na 80%.

H5. Kochan Ewa, Szymczyk Piotr, Kuzma FPukasz, Szymanska Grazyna, Wajs-
Bonikowska Anna , Bonikowski Radostaw, Sienkiewicz Monika. The increase of
triterpene saponin production by frans-anethole in hairy root cultures of Panax
quinquefolium. Molecules 2018, 23, 2674

impact factor 3.098; KBN/MNiSW 30.000



Moéj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu doswiadczen i
wykonaniu czesci eksperymentalnej (hodowli i zbiorze korzeni transformowanych na
podiozach z réznymi stezeniami trans-anetolu, przygotowaniu ekstraktow do analizy
fitochemicznej, wspotudziale w wykonaniu oznaczen ilosciowych, zebraniu, analizie i
opracowaniu wynikow oraz w przygotowaniu manuskryptu opisujgcego uzyskane

wyniki. Moj udzial procentowy szacuje na 70%.

H6. Kochan Ewa, Balcerczak Ewa, Lipert Anna, Szymanska Grazyna, Szymczyk Piotr.
Methyl jasmonate as a control factor of the synthase squalene gene promoter and
ginsenoside production in American ginseng hairy root cultured in shake flasks and a
nutrient sprinkle bioreactor. Ind Crops Prod 2018, 115, 182-193

impact factor 3.849; KBN/MNiSW 40.000

Moéj wktad w powstanie tej pracy polegal na wyznaczeniu koncepcji badan i
wykonaniu czegsci eksperymentalnej (hodowli i zbiorze korzeni transformowanych na
podlozach z réozinymi stezeniami jasmonianu metylu w malej i powigkszonej skali,
przygotowaniu wyciggow roslinnych do analizy fitochemicznej, izolacji genomowego
DNA, charakterystyce in silico uzyskanego promotora, wspétudziale w wykonaniu
oznaczen ilosciowych) zebraniu, analizie i opracowaniu wynikéw oraz w przygotowaniu

manuskryptu, opisujgcego uzyskane wyniki. MOoj udzial procentowy szacujg na 75%.

H7. Kochan Ewa, Balcerczak Ewa, Szymczyk Piotr, Sienkiewicz Monika, Zielinska-
Blizniewska Hanna, Szymanska. Grazyna. Abscisic acid regulates the 3-hydroxy-3-
methylglutaryl CoA reductase gene promoter and ginsenoside production in Panax
quinguefolium hairy root cultures. Int ] Mol Sci 2019, 20, 1310

impact factor 3.687; KBN/MNiSW 30.000

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegal na wyznaczeniu koncepcji badar: i
wykonaniu czesci eksperymentalnej (hodowli i zbiorze korzeni transformowanych na
podlozach z roinymi stezeniami kwasu abscysynowego, przygotowaniu wyciggow
roslinnych do analizy fitochemicznej, izolacji genomowego DNA, charakterystyce in
silico uzyskanego promotora, wspotudziale w wykonaniu oznaczern ilosciowych)
zebraniu, analizie i opracowaniu wynikéw oraz w przygotowaniu manuskryptu,

opisujgcego uzyskane wyniki. Moj udzial procentowy szacujg na 70%.



We wszystkich powyzszych pracach wystgpowatam w roli autora korespondencyjnego.

Sumaryczny wspélczynnik oddziatywania Impact Factor (IF) publikacji wytypowanych
do cyklu w postepowaniu habilitacyjnym wynosi 17,96, punkty MNiSW — 205

¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggni¢tych wynikéw wraz z

omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie w tematyke badawcza publikacji zgloszonych w_postepowaniu
habilitacyinym

Wiasciwosci lecznicze roslin od wiekéw wykorzystywane byly w medycynie i
ludowych praktykach zielarskich. Jednym z gatunkéw, stosowanych w celach
terapeutycznych od setek lat jest zefiszen pigciolistny, zwany zefiszeniem
amerykanskim, Panax quinquefolium (L.) Aiph.Wood (syn. Panax quinquefolius (L.),
Aralia quinquefolia (L.) Decne. & Planch., Ginseng quinquefolium (L.) Alph.Wood,
Panax americanus (Raf.) Raf., Panax cuneatus Raf.). Naturalnym siedliskiem tej
rosliny sg lasy liSciaste na wschodzie USA i Kanady (Pengelly i Bennet 2011). Zenszen
amerykanski nalezy do rodzaju Panax. Rodzaj ten obejmuje 14 gatunkéw, sposréd
ktérych kilka naturalnie wystgpuje w Azji, a najbardziej znany jest Panax ginseng -
zefiszen wlasciwy, koreanski lub azjatycki. Nazwa rodzajowa wywodzi si¢ od greckiego
stowa, oznaczajacego ,,wszystko leczacy”, co zapewne zwigzane jest z przypisywaniem
gatunkom, nalezagcym to tego taksonu, prawie nieograniczonych wlhasciwosci

leczniczych. Surowcem farmakopealnym tej byliny jest korzen.

Triterpenowe saponiny jako gléwne zwiazki czynne zefiszenia

W ostatnim 50-leciu znaczenie farmakologiczne i kliniczne Zefiszenia znacznie
wzrosto. W duzym stopniu przyczynily si¢ do tego badania fitochemiczne, dzigki
ktérym wykryto w tej roslinie ponad 200 substancji aktywnych biologicznie. Niezwykle
cennymi zwigzkami czynnymi surowca s saponiny triterpenowe - ginsenozydy, inaczej

zwane panaksozydami, ktére s3 odpowiedzialne za wigkszo$¢ dzialan



farmakologicznych. Z chemicznego punktu widzenia ginsenozydy sa zwigzkami
glikozydowymi skladajagcymi si¢ z czgéci niecukrowej — aglikonu oraz taficucha lub
fancuchéw cukrowych.
W budowie chemicznej ginsenozydéw mozna wyréznié trzy typy aglikonéw:
— aglikony tertacyklicznego typu dammaranu (do najwazniejszych naleza
pochodne 20(S)-protopanaksadiolu i 20(S)-protopanaksatriolu),
— aglikony pentacyklicznego typu kwasu oleanolowego, oraz

— aglikony tetracyklicznego typu ocotilolu

W sklad czesci cukrowej saponin wchodza najczesciej heksozy (glukoza,
galaktoza), 6-deoksyheksozy (furanoza, ramnoza), pentozy (arabinoza, ksyloza) oraz
kwasy uronowe (kwas glukuronowy). Zazwyczaj wystepuja one w formie cyklicznej i
tworzg wigzania polacetalowe z aglikonem.

W  wigkszosci ginsenozydy sg glikozydowymi pochodnymi damaranu
skladajacego si¢ z 17 atomdéw wegla w strukturze czteropierscieniowej z réznymi
resztami cukrowymi przylaczonymi do pozycji C-3 i C-20. (Ryc. 1). Ginsenozydy sa
nazywane "Rx", gdzie "R" oznacza korzen, a "x" opisuje, w alfabetycznej kolejnosci,
polarnos$¢ zwigzku zgodnie z wartoscia Rf na rozdziale chromatograficznym. Na
przyklad metabolit Ra jest najmniej polarnym zwiazkiem, a Rb jest bardziej polarnym
niz Ra. Zidentyfikowano ponad 30 tzw. gléwnych ginsenozydéw, ktére podzielono na
dwa rodzaje: pochodne 20 (S) -protopanoksadiolu (PPD) i pochodne 20 (S)
-protopanoksatriolu (PPT). Do pochodnych PPD naleza takie metabolity jak: Rbl, Rb2,
Rb3, Re, Rd, Rg3, Rh2, Rsl. Sa one okreslane jako ginsenozydy grupy Rb. Natomiast
do pochodnych PPT zalicza si¢ panaksozydy Re, Rf, Rgl, Rg2, Rhl, Fl, F3. Dla
odmiany te zwiazki sg okreslane jako ginsenozydy grupy Rg (Leung i Wang 2010).
Ponadto zidentyfikowano kilka rzadkich ginsenozyddw, takich jak saponina ocotilolowa
F11 (24-R-pseudoginsenozyd) i pentacykliczna saponina oleananowa Ro (Leung i Wang

2010).
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Rye.1. Struktury wybranych ginsenozydéw, pochodnych protopanaskadiolu i protopanaskatriolu.

Biosynteza ginsenozyd 6w

Ginsenozydy powstaja w cytozolu poprzez szlak mewalonianu (MVA). Ich
biosynteza obejmuje wigcej niz 20 enzymatycznych etapéw (Ryc. 2), w ktérych
uczestniczg: reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A (HMGR), syntaza
pirofosforanu farnezylu (FPS), syntaza skwalenu (SS), syntaza dammarenediolu-II
(DS), syntaza B-amyryny (AS), cytochrom P450 (CYP450) i UDP-glikozylotransferaza
(UGT). Calg $ciezk¢ mozna podzieli¢ na trzy etapy. W pierwszym powstajg prekursory

zenszeniowych saponin - difosforan izopentenylowy (IPP) i jego izomer



dimetylalodifosforan (DMAPP). Nastepnie IPP i DMAPP sg przeksztalcane w 2,3-
oksydoskwalen. Ostatni etap biosyntezy zenszeniowych saponin obejmuje proces
cyklizacji, hydroksylacji i glikozylacji.
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Ryc. 2. Schematyczne przedstawienie szlaku biosyntezy ginsenozydéw w zef-szeniu (wedhug Cao i
wsp. 2015)

AACT, transferaza acetoacetylo-CoA; CAS, syntaza cykloartenolu; DDS, syntaza dammarenediolowa;
DMAPP, difosforan dimetylowy; FPP, difosforan farnezylu; FPS, syntaza difosforanu farnezylu; GGPPS,
syntaza difosoranu geranylgeranylu; GGPP, difosoran geranylgeranylu; GPP, difosforan geranylu; GPS,
syntaza difosforanu geranylu, GT, glukosylotransferaza; HMGR, reduktaza HMG-CoA (reduktaza 3-
hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA); HMGS, syntaza HMG-CoA; IDI, izomeraza delta izopentenylo-
difosforanu; IPP, difosforan izopentenylu; LS, syntaza lanosterolu; LUS, syntaza lupeolu; MVA, kwas
mewalonowy; MVAP, fosforan mewalonianu; MVAPP, difosforan mewalonianu; MDD, dekarboksylaza
difosforanu mewalonianu; PMK, kinaza fosfomewalonianowa; P450, cytochrom P450; SE, epoksydaza

skwalenu; SS, syntaza skwalenu; B-AS, syntaza B-amyryny; UGT, UDP- glukosylotransferaza
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Reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A (HMGR) jest uznawana
za pierwszy enzym limitujacy szlak mewalonianu. Katalizuje ona zalezng od NAD(P)H
redukcj¢  3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (HMG-CoA) do mewalonianu -
prekursora wszystkich zwigzkéw izoprenoidowych. Jak pokazuje schemat (Ryc. 2, 3)
HMGR moze regulowa¢ biosynteze ginsenozydéw poprzez regulacje syntezy IPP i
DMAPP.

O

)
J\/\)\ /\/NY\/NY\I/\ ! - '_.__‘_'

2 NADPH 2 NADP(+)
(S)-3-hydroxy-3-methyighitaryl-CoA +2 H(+) +CoA

Ryc. 3 Schemat reakeji, w ktérej uczestniczy reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA

W kolejnym etapie biosyntezy zenszeniowych saponin syntaza pirofosforanu
farnezylu (FPS) przeprowadza konwersj¢ difosforanu geranylu do difosforanu farnezylu
(FPP). Jest on substratem dla syntazy skwalenu (SSq), ktéra kondensuje dwie czasteczki
FPP w wyniku czego powstaje skwalen — kluczowy prekursor w biosyntezie fitosteroli i
triterpendw (Ryc. 2, 4)

oPP

FPP

Squalene

Ryc. 4 Schemat reakceji, w ktorej uczestniczy syntaza skwalenu

W dalszej kolejnosci epoksydaza skwalenu katalizuje utlenianie podwéjnego
wigzania skwalenu w celem uzyskania 2,3-oksydoskwalenu. Zwiazek ten pod wplywem
syntazy dammarenediolu-II i syntazy [-amaryny (AS) moze by¢ przeksztalcony

11



odpowiednio do ginsenozydéw typu dammaranu i typu oleananu. Syntaza
dammarenediolu-II doprowadza do powstania dammarenediolu, ktéry ulega nastepnie
utlenianiu i hydroksylacji dzigki cytochromom P450. Ostatnim etapem biosyntezy
ginsenozydéw jest glikozylacja przeprowadzana przez glikozylotransferazy UDP
(UGTs). UGTs przenosza reszty glikozylowe z aktywowanych cukréw na aglikony
ginsenozyddw, regulujac w ten sposdb powstawanie poszczegdlnych metabolitow,

rézniacych si¢ bioaktywnoscia, rozpuszcezalnoseia i stabilnoscia.

Farmakologia zeniszenia

Wplyw P. quinquefolium i zawartych w nich ginsenozydéw na zdrowie
cztowieka zostal wnikliwie przebadany. Eksperymenty, przeprowadzone in vitro jak i in
vivo, potwierdzily, ze zefiszen amerykanski korzystnie oddziatluje na metabolizm
organizmu i jego wydolnos¢ psychofizyczna. Dziata przeciwstresowo i adaptogennie
poprzez przywrécenie homeostazy (Liao i wsp. 2018). Wywiera korzystny wplyw na
poziomie komoérkowym na funkcje organéw i uktadéw (nerwowego, hormonalnego,
sercowo-naczyniowego, odpornosciowego, trawiennego). Saponiny zawarte w
zenszeniu reguluja przepuszczalno$¢ blon komérkowych. Reagujac ze specyficznymi
bialkami blon komérkowych modyfikujg ich strukturg, tym samym mogg oddzialywaé
na aktywnos¢ blonowych receptordw, enzyméw i kanatéw jonowych (Qi i wsp. 2011).
Podanie zenszenia wywiera wplyw na uklad nerwowy w postaci tagodzenia objawow
choroby Alzheimera, zapobieganiu uszkodzeniom neuronalnym w przebiegu udaru
niedokrwiennego i poprawie funkcji poznawczych (utatwienie proceséw uczenia sie i
zapamigtywania). Antyamnezyjne dzialanie saponin zenszeniowych wigze si¢ z
inhibicyjnym dzialaniem ginsenozydéw na peptydy B-amyloidowe. Peptydy te
selektywnie likwidujag uwalnianie cholinergicznych neurotransmiterow w obrebie
hipokampa i kory mézgowej przez co przyczyniaja si¢ do dysfunkcji i degeneracji
neurondéw (Radad i wsp. 2011, Liu i wsp. 2011, Kim i wsp. 2013). Szerokie badania
kliniczne wykazaly, ze ginsenozydy, nalezace do grupy Rg stymuluja osrodkowy ukiad
nerwowy, podwyzszaja aktywno$¢ motoryczng, przeciwdziatajg zmeczeniu, poprawiajg
zdolnos¢ koncentracji, przyspieszaja odruchy warunkowe. Ginsenozydy grupy Rb

wyciszaja OUN, dzialaja przeciwboélowo i przeciwdrgawkowo.
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Dobroczynny wplyw Zenszenia na uklad sercowo-naczyniowy przejawia sie¢ w
regulacji rytmu serca w przypadkach zaburzen jego czynnosci spowodowanych
dysfunkcjg elektrolityczna lub bodZcami nerwowymi. Wplywa on rowniez na wlasciwe
funkcjonowanie naczyn krwionos$nych, hamuje agregacje plytek krwi, dziala
przeciwmiazdzycowo, reguluje poziom lipidéw we krwi. (Xu i wsp. 2013, Lee i Kim
2014)

Stwierdzono takze, ze zefiszen moduluje dzialanie ukfadu immunologicznego.
Pod wplywem ginsenozydéw nastepuje stymulacja makrofagéw, wzrost wytwarzania
limfocytéw typu T, komérek zwanych naturalnymi zabdjcami (NK), interleukiny 1 i 6
(Kim i wsp. 2017).

W obrebie uktadu pokarmowego lagodzi uszkodzenia przetyku, wywolane przez
refluks, zapobiega powstawaniu wrzodéw zoladka. Dziata przeciwcukrzycowo
(zwigksza wrazliwos¢ tkanek na insuling) i przeciw otylosci (posrednio przez obnizenie
wchlaniania thuszczu z diety).

Ponadto  zefiszen  wykazuje  wladciwoéci  przeciwdrobnoustrojowe,
antyoksydacyjne i przeciwnowotworowe (odpowiada za apoptoze komorek
nowotworowych, zmniejsza skutki uboczne dzialania chemoterapeutykow) (Qi i wsp.
2011). Literatura donosi o jego dziataniu odmfadzajacym i regeneracyjnym na skére
(Shin i wsp. 2017).

Zrédla pozyskania biomasy zenszeniowej

Poczatkowo surowiec do produkcji leczniczych preparatéw zefiszeniowych
pozyskiwano ze stanowisk naturalnych lecz ze wzglgdu na wyczerpywanie si¢ tych
zasobéw podjgto préby uprawy zenszenia, najpierw w warunkach naturalnego
wystgpowania, a nastgpnie w warunkach polowych. Obecnie duze zapotrzebowanie i
wysokie ceny (od 20 do 1105 dolaréw za kilogram) osiggane za korzen zenszenia, a
takze brak mozliwosci pozyskania surowca ze stanu naturalnego (od 1972 roku zenszen
wpisano do ,,Czerwonej Ksiggi Gingcych Gatunkéw™) spowodowaly, ze w ostatnim
czasie znacznie zwigkszono powierzchnig uprawy polowej zefiszenia. Uprawy gruntowe
tej rosliny sa bardzo pracochlonne, charakteryzuja si¢ diugim okresem (minimum 3-4

lata) potrzebnym do ofrzymania wartosciowego surowca, wysokimi kosztami
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zwigzanymi z agrotechnika i stosowaniem profilaktycznych zabiegéw ochrony roslin
(zefiszen jest rodling niezwykle podatng na choroby grzybowe, a takze chetnie
atakowanga przez szkodniki (Cruse-Sandersi wsp. 2004, Jia i wsp. 2009, Proctor i wsp.
2013). Szansg na szybsze otrzymanie w wystandaryzowanych warunkach, bogatego w
sktadniki biologicznie czynne surowca sg kultury in vitro. Od wielu lat w §wiatowych
laboratoriach prowadzone s3 badania nad mozliwo$cig wykorzystania roslinnych kultur
in vitro jako zrédta substancji leczniczych. Uniezaleznilyby one przemyst
farmaceutyczny i kosmetyczny od surowcéw pozyskiwanych z uprawy lub stanu
naturalnego. Obiecujagce w tym zakresie wydaja si¢ byé bioreaktorowe hodowle
zawiesin i korzeni transformowanych. Pod koniec lat 80 ubieglego wieku zostata
wdrozona przez firm¢ Nitto Denko Electric Industrial Corporation przemystowa
produkcja ginsenozydéw, uzyskanych w kulturach zawiesinowych P. ginseng w
bioreaktorach mieszadlowych (Hikino H 1991). W wyniku doskonalenia opisanej
technologii opracowano proces kilkuetapowego namnazania biomasy, stopniowo
dochodzac do fazy produkcyjnej w bioreaktorach mieszadlowych o pojemnosci 25 m?.
W stabilnym i powtarzalnym procesie uzyskano plon biomasy 20 g suchej masy na litr
podloza w ciagu 4 tygodni. Sklad chemiczny i wlasciwosci biomasy zenszeniowej
otrzymane]j w bioreaktorze byly takie same jak z upraw polowych (Hibbino i Ushiyama
1998). Jak dotad nie opracowano wydajnej technologii pozyskania ginsenozydéw z

kultur korzeni transformowanych ktéregokolwiek gatunku zeniszenia.

Korzenie transformowane — otrzymywanie, charakterystyka

W ostatnich latach pojawily si¢ liczne doniesienia literaturowe, po$wigcone
kulturom korzeni wlosnikowatych (hairy root cultures, HR cultures) (Mishra i Ranjan
R. 2008, Pistelli i wsp. 2010, Talanoi wsp. 2012, Rangslangi wsp. 2018, Khan i wsp.
2018). Zainteresowanie hodowlami tego typu korzeni wzrasta, albowiem moga sta¢ si¢
alternatywnym sposobem pozyskania cennych metabolitéw wtérnych wobec upraw
polowych czy kultur zawiesin komoérkowych. Kultury korzeni wlosnikowatych
charakteryzuja si¢ zaletami, ktérych czg¢sto nie posiadaja kultury komérkowe
(Smetanska 2008). Cechujg si¢ szybkim wzrostem bez koniecznoéci stosowania
dodatkowych hormonéw, co daje mozliwo$¢ wytworzenia duzej iloSci biomasy w

stosunkowo krétkim czasie, sa stabilne genetycznie, nie zaobserwowano drastycznego
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spadku akumulacji metabolitéw w miarg starzenia si¢ linii korzeni. Wyrdzniajg si¢
plagiatropizmem i brakiem geotropizmu, wytwarzaniem licznych korzeni bocznych ze
zwigkszona strefs wlosnikowa, zréznicowana budowa komoérkows i strukturalng
integracja tkanek, co odgrywa duza rol¢ w prawidlowym przebiegu procesdw
metabolicznych, zwlaszcza, ze niektére metabolity sg syntetyzowane jedynie w
wyspecjalizowanych organach i zazwyczaj wystepuja tylko w nadziemnych cze$ciach
roslin. Ich cenna zaletg jest rowniez relatywna tatwo$¢ zmiany skali produkcji, co
dodatkowo podnosi ich wartosé, jako potencjalnych ,producentéw” pozadanych
zwigzkéw (Mehrotra i wsp. 2016).

Kultury korzeni transgenicznych uzyskuje si¢ poprzez transformacje genetyczng
z udzialem szczepow Agrobacterium rhizogenes. Sa to Gram-ujemne bakterie glebowe z
rodziny Rhizobiaceae, zdolne do wywolywania choroby zwanej ,.chorobg
wlosnikowatosci” u réznych gatunkéw roslin, szczegélnie dwulisciennych (Georgiev i
wsp. 2008, Chandra 2012). Fitopatogen indukuje tworzenie cienkich, wielokrotnie
rozgalezionych korzeni przybyszowych w miejscu zranienia infekowanej rosliny
poprzez przeniesienie do komoérki roslinnej, a nastepnie zintegrowanie z jej aparatem
genetycznym odpowiedniego fragmentu plazmidowego DNA, zwanego T-DNA. Jest on
zlokalizowany na duzym plazmidzie oznaczonym jako pRi (roots inducing plasmid) ze
wzgledu na fakt, ze odpowiada za wywolywanie transformacji i powstanie korzeni
wlosnikowatych. Plazmid pRi moze zawiera¢ wigcej niz jeden fragment T-DNA (Chen i
Otten 2017). Fragment T-DNA otaczaja dwie wysoce homologiczne sekwencje
graniczne o dlugosci 25 pz, okreslane jako LB (ang. left border) i RB (ang. right
border). Ramiona te pozwalaja na skuteczne wyciecie T-DNA z plazmidu pRi, a
nastgpnie zintegrowanie go z chromosomem komoérki roélinnej. W zaleznoséci od
szczepu bakteryjnego T-DNA moze by¢ pojedynczy Iub podzielony na dwa odcinki
prawy (TR-DNA) i lewy (TL-DNA). Odcinki te oddzielnie integrujg sie z genomem
ro$liny. Na TL -DNA zidentyfikowano loci czterech genéw (tzw. rol gendéw): rol4, rolB,
rolC, rolD. Dla indukcji korzeni w petni udokumentowana zostata rola ekspresji genu

rol B (Altamatura i wsp. 2004, Pistelli i wsp. 2010).
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Rycina 5. Budowa plazmidu Ri nalezacego do Agrobacterium rhizogenes (wedtug Chandra 2012).

TR-DNA zawiera dwa typy gendw: onkogeny (iaaM, iaaH, ipt) i geny odpowiedzialne
za wytwarzanie opin. Te pierwsze koduja enzymy =zaangazowane w synteze¢
fitohormonéw regulujacych wzrost rosliny tj.: auksyn (iaaH koduje hydrolaze
indoloacetamidows i iaaM — monooksygenaz¢ tryptofanu) oraz cytokin (ipt koduje
transferaz¢ izoprenylowa). Ekspresja tych genéw prowadzi do akumulacji
wymienionych zwigzkéw 1 zaklécenia fizjologicznej réwnowagi hormonalnej, co
skutkuje niekontrolowang proliferacja komoérek z wytworzeniem korzeni. Drugi typ
gendéw warunkuje syntez¢ opin, czyli produktow kondensacji aminokwaséw i cukréw,
stanowigcych skladniki odzywcze wykorzystywane jako Zrédlo azotu i wegla przez
Agrobacterium. Na podstawie rodzaju opin zuzywanych przez bakterie, szczepy
Agrobacterium rhizogenes mozna podzieli€ na nastgpujgce grupy: agropinowe,
mannopinowe, mikimppinowe, kukumopinowe (Georgiev i wsp 2008)

Na plasmidzie Ri, oprécz T-DNA, znajduje si¢ réwniez region wirulencji (tzw. vir
region), kodujacy bialka, ulatwiajgce proces przeniesienia T-DNA do komorki roslinne;j,
oraz geny odpowiedzialne za katabolizm opin. Te regiony nie sa przenoszone do
komoérki docelowej, mimo iz biorg udzial w oddzialywaniu bakteria-roslina. Region vir
zawiera okoto 35 genéw wirulencji, zgrupowanych w co najmniej osiem operonéw
(virA, virB, virC, virD, virE, virG, virF i virH). Kodowane przez nie biatka wirulencji
kontrolujg przeniesienie fragmentu T i jego wigczenie do chromosomu rosliny. Inny

region tworza geny odpowiedzialne za wchtanianie i metabolizm opin.
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Proces transferu gendéw z A. rhizogenes do komorek roslinnych obejmuje kilka
podstawowych etapéw: kolonizacje bakterii, indukcj¢ bakteryjnego systemu wirulencji,
powstanie kompleksu T-DNA, przeniesienie T-DNA oraz jego integracje do genomu
gospodarza. Fitopatogeny A. rhizogenes rozpoznaja w swoim otoczeniu czgstki
sygnalowe wydzielane przez zranione tkanki roélinne. Naleza do nich: zwigzki
fenolowe (m.in. AS — acetosyringon, DDF — dimetyloester dehydrodiferulowy, MMCP
— 1-hydroksymetylo-2-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)-cyklopropan), monosacharydy
(kwas D-glukuronowy, D-glukoza, L-arabinoza) oraz niskie stezenie fosforanéw.
(Chandran i Potty 2011) Waznym czynnikiem jest tez odpowiednie pH otoczenia. W
wyniku chemotaksji bakterie ulegaja kolonizacji na powierzchni komérek roslinnych.
Srodowiskowe bodZce chemiczne uczynniaja uklad wirulencji Agrobacterium
poczawszy od biatka VirA, ktére w dalszej kolejnosci fosforyluje biatko VirG. Bialko
VirG indukuje za$ ekspresj¢ pozostatych gendw tworzgcych region vir, a te biorg udzial
w generowaniu jednoniciowej czasteczki T-DNA. Kluczowa rolg w tym kroku
odgrywaja biatka VirD1 i VirD2 czyli endonukleazy, odpowiadajace za wycinanie
fragmentu T w obszarze sekwencji granicznych LB i RB. Nastepnie biatka VirD2 i
VirE2 zostaja zwigzane z konicem 5’ jednoniciowego DNA wskutek czego powstaje
biatkowo-nukleinowy kompleks. Kompleks T-DNA przenoszony jest z Agrobacterium
do cytoplazmy komorki roslinnej przez kanat transferowy utworzony z protein
kodowanych przez operon virB i virD4. Biatka VirE2 i VirD2, ulatwiajg kierowanie
kompleksu T do jadra komérkowego, gdzie T-DNA ulega integracji z chromosomem
ros§linnym (Georgiev i wsp 2008).

W procesie transformacji biorag udziat réwniez geny chv4, chvA B, chvE, ktore
zostaly zlokalizowane na chromosomie bakteryjnym. Geny chv4, chvB koduja biatka
odpowiedzialne za polaczenie bakterii z komorka roélinng. Natomiast produkty chvE
biora udzial w aktywacji gendéw vir (Pistelli i wsp. 2012). W wyniku transformacji za
pomoca A. rhizogenes pochodzacy z plazmidu bakteryjnego Ri transferowy DNA (T-
DNA) ulega trwalemu wbudowaniu w genom roslinny. Efektem tego procesu jest
wzrost korzeni wlosnikowatych w miejscu infekcji bakteriami. Po oddzieleniu od
eksplantatu i eliminacji bakterii, korzenie transformowane moga rosna¢ na stalym lub
plynnym podiozu. Kazdy uzyskany w miejscu zakazenia korzeri daje poczatek jednej

linii. Klony korzeni mogg si¢ r6zni¢ morfologia, przyrostem biomasy i zdolnoscig do
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syntezy metabolitdéw wtérnych. Dlatego tez kolejnym etapem po uzyskaniu kultury jest
selekcja linii, ktéra charakteryzuje si¢ wysokim przyrostem biomasy i wydajng synteza
zwigzkow czynnych.

Celem zwigkszenia produktywnosci hodowli korzeni transformowanych
optymalizuje si¢ warunki dla wzrostu i akumulacji cennych metabolitéw. Jednym z
zabiegéw do tego prowadzacych jest badanie wptywu skladnikéw podioza na obydwa
parametry. Wiele doniesien wskazuje, ze dobranie odpowiedniego st¢zenia cukréw w
pozywce odgrywa istotng rolg. Najczesciej wykorzystywanym zZrédtem wegla w
kulturach in vitro jest sacharoza. Jej poczatkowa zawarto$¢ w podlozu moze wplywaé
na ilo$¢ biomasy jak i produkcje wielu metabolitéw. Na przykiad 10% zawartos¢
sacharozy w podlozu najbardziej stymulowala wzrost i produkcje kwasu
rozmarynowego w kulturach korzeni transformowanych hyzopa lekarskiego (Kochan i
wsp. 1999). Zjawisko zwigkszenia stgzenia sacharozy w pozywce sprzyjalo réwniez
natgzeniu biosyntezy hioscjaminy, antrachinonéw, zwigzkéw fenolowych i
flawonoidowych w korzeniach wlosnikowatych Datura stramonium oraz korzeniach
przybyszowych Morinda citrifolia (Pavlow i wsp. 2009, Baque i wsp. 2012). Ilo$¢
cukréw w podlozu regulowala takze akumulacje innych metabolitéw takich jak: tiofen,
izoflawonoidy, sennozydy A i B, kwas gymnemowy odpowiednio w kulturach korzeni
wlosnikowatych: Tagetes laxa, Pueraria phaseoloides, Senna alata czy Gymnema
sylvestre (Rodriguez Talou i Giulietti 1995, Liang i wsp. 2004, He i wsp. 2005, Putalun i
wsp. 2006, Nagella i wsp. 2013).

Do waznych czynnikéw, wplywajacych na produkcj¢ biomasy i metabolitow
wtornych, nalezy réwniez zrédlo azotu. Wigkszo$¢ podléz wykorzystywanych do
hodowli in vitro zawiera zar6wno jony azotanowe jak i amonowe. Publikowane dane
wskazujg, ze na produkcje cennych zwigzkéw istotny wplyw wywiera zar6wno forma
azotu, jego stezenie, jak i wzajemne proporcje jonéw, ktore zawierajg azot. Bensadek i
wsp. (2001, 2008) stwierdzili, ze obnizenie zawartosci zar6wno jonu azotanowego jak i
amonowego znacznie sprzyjalo biosyntezie alkaloidow tropanowych w kulturach
korzeni transformowanych Atropa belladonna. Autorzy ci, zaobserwowali réwniez, ze
zwigkszenie poziomu NOs; negatywnie wplyn¢lo na akumulacje tych zwigzkdw.
Natomiast Liu i wsp. (2013) pokazal, ze w korzeniach wlosnikowatych Anisodus

acutangulus zawarto§¢ alkaloidéw tropanowych rosnie wraz z podwyzszeniem stezenia
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NH,". Calkowicie odmienne obserwacje uzyskano dla korzeni przybyszowych
Eleutherococcus koreanum, ktore efektywniej syntetyzowaly aktywne skladniki, gdy
stezenie jondw NOj;™ zostalo zwigkszone, a st¢zenie jondw amonowych zmniejszone.

Fosfor odgrywa istotng role w szeregu proceséw, w tym: w wytwarzaniu
energii, syntezie kwasu nukleinowego, fotosyntezie, glikolizie, oddychaniu, syntezie i
stabilnosci bton cytoplazmatycznych czy regulacji aktywnoéci enzyméw. W podiozach
stosowanych w rosélinnych hodowlach in vitro wystepuje zwykle w postaci fosforanéw.
Ich poziom decyduje o intensywnosci wzrostu biomasy jak réwniez moze by¢
czynnikiem regulujagcym syntez¢ metabolitéw wtérnych.

Wyzsze st¢zenia fosforandw z reguly pobudzajg wzrost komorek, natomiast
negatywnie wplywaja na akumulacj¢ zwigzkéw czynnych. Obnizenie zawartosci PO,*
w pozywce zwigkszyto wytwarzanie ajmalicyny i zwigzkéw fenolowych w hodowlach
zawiesinowych Catharanthus roseus oraz flawonoidéow i kwasu lukrecjowego w
hodowlach korzeni przybyszowych  Glycyrrhiza uralensis (Ramachandra Rao i
Ravishankar 2002, Yin i wsp. 2014). W przeciwienstwie do tych badan, zwickszenie
ilosci jonéw fosforanowych stymulowalo synteze digitoksyny w kulturach Digitalis
purpurea, jak rdéwniez betacjaniny w hodowlach komoérkowych Chenopodium rubrum i
Phytolacca americana (Ramachandra Rao i Ravishankar 2002).

Obok optymalnego stgzenia cukréw, azotu czy fosforu w podlozu, na
zwigkszenie produkcji metabolitéw w kulturach in vitro majg wplyw réwniez zabiegi
technologiczne. Jednym z najczesciej stosowanych jest proces elicytacji. Polega on na
poddaniu kultury in vitro dzialaniu elicytora.

Nazwa elicytor odnosi si¢ do zwigzkéw chemicznych pochodzacych z réznych
zrodel, ktére moga wywolaé u roélin reakcje obronne, prowadzace do nagromadzenie
si¢ metabolitow wtérnych. Tym samym zastosowanie elicytorow moze by¢ bardzo
skuteczng metodg do zwigkszenia wydajnosci produkcji metabolitow wtérnych
(Ramirez-Esterada i wsp 2016)

Elicytory zostaly sklasyfikowane na podstawie ich "charakteru": na biotyczne i
abiotyczne lub na podstawie ich "pochodzenia": na egzogenne i endogenne.

Elicitory biotyczne sg pochodzenia biologicznego, moga pochodzi¢ od patogenu
(tzw. zewngtrzne elicytory) lub od samej rosliny (czasami nazywane sg endogennymi

elicytorami). Do elicytoréw biotycznych zaliczane sa: polisacharydy pochodzace ze
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$ciany komorkowej ro$lin (pektyny, celuloza) lub bakterii (chityna, glukany),
glikoproteiny, biatka G i biatka wewnatrzkomérkowe. Jako elicytory biotyczne stosuje
si¢ zlozone preparaty biologiczne, gdzie nieznana jest struktura czgsteczkowa
skladnikéw np. ekstrakt drozdzowy oraz preparaty zawierajace elementy S$ciany
komoérkowej bakterii oraz preparaty, ktorych strukture czasteczkows udato sig¢ ustalié,
np. polisacharydy, oligosacharydy, glikoproteiny, bialka oraz kwasy tluszczowe
(Vasconsuelo i wsp. 2007). Elicytory abiotyczne nie maja pochodzenia biologicznego,
nalezg do nich: promieniowanie UV, stosowanie cykli zamrazania i rozmrazania, metale
ci¢zkie oraz zwigzki chemiczne zdolne do uszkodzenia DNA i blony komérkowej:
detergenty, fungicydy i herbicydy (Murthy i wsp. 2014).

Dokladny mechanizm molekularny oddziatywania elicytoréw na metabolizm
komérki jest wcigz przedmiotem badan wielu osrodkéw naukowych. Wedlug jednej z
wysunietych hipotez, w pierwszej kolejnosci elicytor laczy si¢ z receptorem
zlokalizowanym na powierzchni komorki, za pomocg ktérego, komérka rozpoznaje
rodzaj sygnahu i generuje odpowiedz. Receptor sklada si¢ gléwnie z biatka roslinnego R
odpowiedzialnego za ekspresj¢ gendéw avr i transmembranowego receptora kinaz
bialkowych. Geny avr wplywaja na produkcj¢ czasteczek dzialajacych jako czynnik
wyzwalajacy, dlatego nie wszystkie rosliny reaguja na wszystkie rodzaje elicytora. Po
odebraniu sygnalu w komoérce nastgpuje szereg zmian nastgpujacych kolejno po sobie:
odwracalna fosforylacja i defosforylacja biatek zwiazanych z membrana, cytozolem i
kanatem jonowym Ca®, zewnatrzkomérkowa alkalizacja i zakwaszenie cytoplazmy,
aktywacja wtérnych przekaznikéw-fosfolipazy (PLC), 14,5 trifosforanu (IP3),
diacyloglicerolu (DAG), cAMP i kinazy aktywowanej mitogenem (MAPK).
Wytwarzane sg takze reaktywne formy tlenu (ROS) np. anion ponadtlenkowy i H,O0; 0
aktywnosci przeciwbakteryjnej. ROS zaangazowane sa w sieciowanie bialek obecnych
w Scianie komorkowej i indukujg geny zwigzane z obronnoscig roslin. W
przekazywaniu sygnalu w komorce uczestniczg réwniez biatka G. Nastgpuje produkcja
Jasmonianéw, ekspresja gendw pdznej odpowiedzi obronnej i akumulacja wtérnych
metabolitow. Mechanizm procesu elicytacji przedstawia rycina 6 (Ramirez-Esterada i
wsp 2016).

20



R - receptor
fL - fosfolipaza

MAPKs - kinazy biatkowe
aktywowane mitogenami

RFT - reaktywne formy tlenu
RFA - reaktywne formy azotu

CT - czynniki transkrypcyjne

Jadro komorkowe

Komdrka rodlinna

Rye. 6 Schemat przedstawiajacy prawdopodobny mechanizm dzialania elicytora (Ramirez-
Esterada i wsp. 2016).

Skutecznos¢ procesu elicytacji zalezy przede wszystkim od interakcji pomigdzy
komérka roslinng, a elicytorem. Dane literaturowe wskazuja, ze parametry takie jak
rodzaj i stezenie elicytora, czas trwania elicytacji, wiek kultury i jej typ, dodatek
regulatoréw wzrostu, sklad pozywki i warunki hodowli maja wplyw na dziatanie
elicytora (Vasconsuelo i wsp. 2007).

Poszczegdlne rodzaje elicytoréw nie dzialaja specyficznie. Ten sam elicytor moze
stymulowaé wydzielanie metabolitéw wtérnych u kilku réznych gatunkéw roslin. Na
przyklad jasmonian metylu (MeJe) wplywa na zwiekszenie syntezy metabolitow
wtornych w korzeniach wlosnikowatych Ambrosia maritima, Datura stramonium,
Hyoscyamus muticus i Solanum tuberosum (Vasconsuelo i wsp. 2007). Z drugiej strony
ten sam gatunek roéliny moze byé¢ wrazliwy na dziatanie réznych elicytoréw.
Przykladem ilustrujacym ten fakt moze by¢é zwigkszenie produkcji kwasu
rozmarynowego w korzeniach Ocimum basilicum pod wplywem kwasu salicylowego,
kwasu jasmonowego czy chitozanu (Goel i wsp. 2011).

Stezenie elicytora jest czynnikiem majacym istotny wplyw na produkcje metabolitéw
wtornych. Dla kazdego gatunku ro$liny optymalny jego poziom moze by¢ inny
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(Vasconsuelo 1 wsp. 2007). Najodpowiedniejszym stg¢zeniem jasmonianu metylu (MeJa)
dla zwigkszenia produkcji gossypolu i jego metylowych pochodnych w korzeniach
wlosnikowatych Gossypium barbadense okazato si¢ 100 pM (Frankfater i wsp. 2009).
Najwyzszy poziom lignanéw w kulturach Linum tauricum odnotowano, gdy
zastosowano 150 pM Mela (Inkova 2009), a wydajnos$¢ syntezy hyperycyny w
bioreaktorowych kulturach nietransformowanych korzeni Hypericum perforatum
osiggnela szczyt przy uzyciu 350 pM MeJa (Wu i wsp. 2014). Zwiekszenie stezenia
elicytora w pewnych granicach powoduje wzrost produkcji metabolitéw wtérych,
jednak zbyt wysoki jego poziom moze doprowadzi¢ do zmniejszenia wydajnosci
syntezy. Kultury komérkowe Catharanthus roseus poddane dziataniu 5% elicytora
grzybowego wykazywaly wzrost poziomu ajmalicyny, jednakze podwyzszenie stezenia
powyzej 10% hamowalo produkcje tego metabolitu (Namdeo 2007).

Dane literaturowe wskazuja, ze czas trwania elicytacji wplywa na odpowiedz
komérkowa i decyduje o wyniku dzialania elicytora. Siedmiodniowa elicytacja byla
najbardziej odpowiednia dla wydajnej produkcji kwasu walerianowego w kulturach
korzeni transformowanych Valeriana officinalis (Torkamani i wsp. 2014), a 4 i 6
dniowa dla akumulacji madekasozydu i azjatykozydu
w kulturach komérkowych Centella asiatica (James i wsp. 2013). Inne obserwacje
przytacza Namedo (2007) wskazujac, ze poziom ajmalicyny w kulturze zawiesinowej
Catharanthus roseus osiagnal maksimum po dwudniowej ekspozycji na elicytor.

Analizujagc  doniesienia réznych autorow nalezy wskazaé, ze proces
optymalizacji warunkéw dla wzrostu i akumulacji metabolitw wtérnych jest kluczowy
w uzyskaniu kultur o wysokiej wydajnosci i powinien byé przeprowadzany
indywidualnie dla danej hodowli.

Korzenie wlosnikowe s3 chgtnie stosowane do uzyskiwania cennych
metabolitdéw, a znaczacy postep w pelniejszym wykorzystaniu ich potencjatu dokonat
si¢ w latach 90 ubieglego wieku. Bylo to mozliwe w wyniku lepszego poznania
molekularnych mechanizméw transferu T-DNA do roélin i zwigzang z tym moznoscig
wprowadzania do tych organizméw nowych genéw, takze w wyniku zdobycia
pelniejszej wiedzy na temat przebiegu i regulacji wybranych szlak6w metabolicznych

(Talano i wsp. 2012).
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Omowienie celu naukowego prac objetych postgpowaniem habilitacyjnym i

osiggnietych wynikow wraz 7 omowieniem ich ewentualnego wykorzystania
Gléwnym celem badan ujgtych w cyklu prac byto otrzymanie kultur korzeni
wlosnikowatych  zefiszenia péinocnoamerykanskiego P quinquefolium  oraz
optymalizacja warunkéw wzrostu i biosyntezy ginsenozydéw w tych kulturach., W
pracach zgtoszonych do postgpowania habilitacyjnego jako osiggnigcie (Publikacje HI-
H7) wykorzystatam metody biotechnologiczne, molekularne i fitochemiczne.
Przeprowadzone badania obejmowaty:
1. uzyskanie korzeni transformowanych zenszenia piecciolistnego Panax
quinquefolium
2. charakterystyke wzrostu powyzszych kultur, hodowanych w kolbach oraz
zoptymalizowanie skladu podtoza dla uzyskania najwyzszego plonu biomasy
3. identyfikacje¢ i okreslenie zawartosci ginsenozydéw oraz optymalizacje
warunkéw dla ich wydajnej biosyntezy
4. izolacje i charakterystyke¢ promotoréw wybranych genéw kodujacych kluczowe
enzymy, uczestniczace w biosyntezie ginsenozydow
5. prace nad zwickszeniem zawartosSci badanych zwigzkéw w kulturze korzeni
wlosnikowatych poprzez elicytacje
6. opracowanie warunkow dla powigkszenia skali procesu hodowli korzeni

wilosnikowatych P. quinquefolium i biosyntezy ginsenozydéw w bioreaktorze

rozpylowym

Otrzymywanie  korzeni  transformowanych  Zeriszenia  pigciolistnego Panax
quinquefolium

Materialem wyjsciowym do otrzymania korzeni transformowanych byly siewki,
ktére uzyskano z upraw polowych Akademii Rolniczej (obecnie Uniwersytet
Przyrodniczy) w Lublinie. Zostalty one odkazone, oplukane w sterylnej wodzie i
podzielone na fragmenty, ktore infekowalam szczepem Agrobacterium rhizogenes
ATCC 15834 (Publikacja H1). Po o$miu tygodniach na 15% zakazonych eksplantatow
tworzyly si¢ korzenie. Po 4-tygodniowej hodowli, mierzace okoto 1,5 cm diugosci

korzenie przenosilam pojedynczo na pltynne podioze MS (Murashige-Skooge 1962),
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uzupetnione ampicyling (300-500 mg L™). Celem uzyskania lepszego wzrostu kultury te
nastgpnie umiescitam w podlozu B-5 (Gamborg i wsp. 1968). Po eliminacji bakterii z
zastosowaniem antybiotyku otrzymaltam 5 sterylnych linii korzeni transformowanych.
Dalszy wzrost podjely trzy klony oznaczone jako A, B, G. Transformacja uzyskanych
korzeni zostala potwierdzona metoda PCR (publikacja H1). Przeprowadzona analiza
genetyczna wykazala obecno$¢ genow rolB (423 pz) i rolC (626 pz), pochodzacych z
plazmidu Ri bakterii, co $wiadczy o trwalym ich wbudowaniu w genom uzyskanych
korzeni. Jednoczesnie stwierdzitam, ze badane linie korzeni byly wolne od bakterii, na
co wskazywala obecnos¢ produktu genu virG jedynie w probie pochodzacej z A.
rhizogenes. Na podstawie morfologii korzeni, przyrostu §wiezej i suchej masy, a takze

wstepnych analiz zawartosci saponin do dalszych badan wybratam linig A.

Charakterystyka i optymalizacja warunkéw wzrostu korzeni transformowanych
Zenszenia pigciolistnego Panax quinquefolium

Dla linii A korzeni transformowanych P. quinquefolium zbadalam dynamike
przyrostu biomasy. Podczas 50-dniowego cyklu wzrostu, co 5 dni pobieratam préby,
ktére poshuzyly do oceny badanego parametru. Przebieg zmian biomasy kultury miat
charakter sigmoidalny. W ciggu pierwszych 5 dni obserwowatam lag faz¢, podczas
ktérej waga korzeni zmieniala si¢ nieznacznie w stosunku do inokulatu. Nastepnie
odnotowalam szybki przyrost biomasy (do 20 dnia hodowli). Po 20 dniu hodowli
hodowli przyrost suchej masy byl juz wolniejszy — kultura osiagneta faze powolnego
wzrostu, a nastepnie faze stacjonarng. Maksymalny plon $wiezej i suchej biomasy byt
odpowiednio 10- i 7,5- krotnie wyzszy w stosunku do inokulum (Publikacja H1).

Kolejnym etapem prac byla optymalizacja warunkéw dla wzrostu korzeni.
Analiza danych literaturowych (Kochan i wsp. 1999, Petrova i wsp. 2015, Xu i wsp.
2009) wskazuje, ze do najwazniejszych czynnikéw, wptywajacych na przyrost biomasy
korzeni transformowanych nalezy wiasciwy dobor stezenia cukru w pozywce. Aby
okresli¢ odpowiednia jego ilo$¢ zastosowalam siedem stezen sacharozy 10, 20, 30, 50,
70, 100, 120 g L. Najwyzszy plon $wiezej biomasy uzyskatam przy zastosowaniu w
podiozu 30 g L' sacharozy. Dla tego wariantu odnotowatam 18-krotny przyrost tego
parametru w poréwnaniu do inokulum. Nieco inne wyniki otrzymatam badajac wplyw

stezenia cukru w podiozu na poziom suchej masy korzeni. Optymalnym steZeniem
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sacharozy okazato si¢ 50 g L, dla ktérego zaobserwowalam, az 37-krotny przyrost w
odniesieniu do inokulum (Publikacja H2).

Z przeprowadzonych przeze mnie doswiadczeni wynika réwniez, Zze nie tylko
poziom cukréw moze mie¢ znaczenie W procesie optymalizowania warunkéw dla
wzrostu korzeni transformowanych. Innym czynnikiem moggcym wplywaé na przyrost
biomasy jest ilo$¢ azotu w podlozu i Zrédla jego pozyskania. Ponizsza tabela pokazuje
zastosowane warianty podloza B-5 rézniace si¢ poziomem N catkowitego i stezeniem

jonéw NO;y i NH,".

Tablal. Stgzenie jonéw, bedacych Zrédlem azotu w standardowym i zmodyfikowanym podiozu

Gamborga, w ktérym prowadzono hodowle transformowanych kultur korzeni P. quinguefolium

stezenie [mM]

KNO; NOs 0 124 1875 248 248 248 248 248 495
(NH4),S0, NH,” 1 1 1 0 0.5 0.8 1’ 2 1
Calkowity N 1 13.3 1975 248 253 256 258 268 50

Otrzymane wyniki wykazaly, ze dla wzrostu korzeni wiosnikowatych P.
quinquefolium ma znaczenie obecno$¢ obydwu zrédel azotu w podlozu, natomiast
ogolna zawarto$¢ tego pierwiastka w podlozu jest mniej istotna. Przy eliminacji jonu
NO; Ilub NH," obserwowatam drastyczng redukcje wzrostu  korzeni.
Najkorzystniejszymi warunkami okazaly si¢ warianty podiéz, w ktérych stosunek
jonéw azotanowych do amonowych wynidst 24,8. Jest on zachowany przy
standardowym skladzie pozywki B-5 lub gdy ilo$¢ obydwu jonéw jest obnizona do
polowy (Publikacja H3).

Stwierdzilam takze, ze szczegdlna role we wzroscie kultury odgrywa fosfor. W
podlozach stosowanych dla kultur in vitro najczesciej wystepuje on w postaci
fosforanéw. Sposrod pieciu badanych stezen PO (0,55; 0,83; 1,1; 1,65; 2,21 mM)
najodpowiedniejszym dla pozyskania biomasy korzeni transformowanych zefiszenia
amerykanskiego bylo stezenie 1.65 mM PO,”. Jednakze réznice miedzy S$rednimi
wartos$ciami suchej masy uzyskane przy tym wariancie podloza i wariantach z 0,83 lub

1,1mM fosforanéw, okazaty si¢ nieznaczne i statystycznie nieistotne. Najnizsza ilo$é
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PO, sposréd zastosowanych w podlozu B-5 (0,55 mM) wyraznie hamowata wzrost
badanej kultury (Publikacja H3).

Identyfikacja i okreslenie zawartosci ginsenozydow w uzyskanych kulturach oraz
optymalizacja warunkow dla wydajnej ich biosyntezy

W uzyskanych hodowlach korzeni wiosnikowatych zidentyfikowatam i
okreslitam iloSciowo zaréwno pochodne protopanaksadiolu, jaki protopanaksatriolu.
Dla ustalenia zawartosci poszczegolnych metabolitéw wykorzystatam metod¢ HPLC.

W kulturach korzeni transformowanych, dla ktérych okreslono dynamike
wzrostu, zbadatam réwniez dynamike produkeji saponin. W ciagu 50-dniowego okresu
hodowli stwierdzitam obecnos¢ szesciu badanych ginsenozydéw (Rbl, Rb2, Rc, Rd,
Re, Rgl). Suma wszystkich oznaczanych zwiazkéw stopniowo wzrastala do 30 dnia
hodowli. Miedzy 30 a 45 dniem kultury zaobserwowatam nieznaczne wahania ich ilosci
wzgledem maksymalnego poziomu (3,09 - 3,57 mgg” s.m.). Po 45 dniu hodowli
zawarto$¢ saponin zaczela sig obnizaé. Analizujac biosynteze badanych ginsenozydéw
(rozumiang jako sumaryczng zawarto$¢ 6 zwigzkdéw) na tle krzywej wzrostu korzeni
mozna stwierdzi¢ duza zgodno$é dynamiki obu proceséw. Fazie wzrostu towarzyszyla
produkcja saponin. Od 30 dnia hodowli odnotowalam niewielkie wahania sumarycznej
zawartosci badanych metabolitow. W tym czasie takze zmiany suchej masy byly
nieznaczne. Dla poszczegblnych zwigzkéw ich maksymalny poziom byt osiagany w
réznym czasie trwania hodowli. W 30 dniu cyklu oznaczono najwyzsza produkcje
ginsenozydéw Rc, Rd i Rgl. Trzydziesty piaty dzien najbardziej sprzyjat syntezie
saponiny Rbl i Rb2, natomiast 5 dni poézniej ilosciowo dominowal metabolit —
ginsenozyd Re (Publikacja H1).

Analizujgc zawartoéci saponin w kilku kolejnych pasazach zauwazylam
tendencje do stopniowego zwigkszania sig¢ ich poziomu. Po ustabilizowaniu si¢ ilo$ci
oznaczanych metabolitéw zajetam si¢ optymalizacjg warunkéw dla wydajnej biosyntezy
ginsenozydéw w badanych kulturach. Podobnie jak w przypadku biomasy zbadatam
wplyw kilku stezeri sacharozy (10, 20, 30, 50, 70, 100, 120 gL™') w podlozu na
zawarto$¢ zenszeniowych saponin. Ich maksymalng ilo§é, wyrazong jako suma
metabolitbw Rbl, Rb2, Rc, Rd Rgl i Re (9 mg g’ s.m.), odnotowatam przy

zastosowaniu cukru w ilosci 30 gL*. Ten wariant réwniez najbardziej sprzyjat
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akumulacji pojedynczych zwiagzkéw takich jak: Rbl, Re, Rgl i Re. Poziom tych
ginsenozydéw byt dwukrotnie wyzszy w poréwnaniu do oznaczonego w podiozu
uzupelionym 2 czy 5% sacharozy. Pozostale testowane warianty stezefi cukrow jeszcze
bardziej obnizaly ilo$¢ tych zwiazkéw. Zaskakujagcym wynikiem byl profil zmian
poziomu saponiny Rb2, okazalo si¢, ze byt zalezny od poczatkowej ilosci cukrow w
podlozu. Syntezie tego zwigzku sprzyjalo bowiem stezenie 20 i 70 gL' sacharozy.
Niezaleznie od zastosowanego st¢zenia sacharozy ilo$ciowo dominowat metabolit Rb1
wsréd pochodnych protopanaksadiolu i Re wsréd pochodnych protopanaksatriolu.
Zawartos¢ metabolitu Rd byla najnizsza, a jego ilo$¢ nie ulegata zmianie w zaleznosci
od zastosowanego stezenia cukru. Uzyskane rezultaty wskazaly, ze optymalnym
stezeniem sacharozy dla wydajnej biosyntezy wigkszosci badanych saponin w kulturach
korzeni transformowanych P. quinquefolium hodowanych w kolbach bylo stezenie 30
gL' (Publikacja H2). Uzyskana ilo§¢ ginsenozydéw byla wyzsza niz w 6-letnich
korzeniach gtéwnych P. ginseng, pozyskanych z gruntu (Kang i Kim 2016).
Przeprowadzone przez mnie badania pokazaly, ze odpowiednie stezenie jonéw
-amonowych i azotanowych istotnie wplywa na biosynteze ginsenozydéw w badanych
kulturach. Zmniejszanie stgzenia azotanéw przy jednoczesnym pozostawieniu na statym
poziomie jonéw amonowych wywotywalo wzrost akumulacji pochodnych
protopanaksatriolu (Rgl+Re). Natomiast zawarto$¢ pochodnych protopanaksadiolu
(Rb1+Rb2+Rc+Rd) zmieniata si¢ nieznacznie. Catkowite usuniecie jonéw azotanowych
wyraznie obnizalo zdolnos¢ akumulacji badanych zwigzkow. Uzyskane rezultaty
wskazaly réwniez, ze optymalnym stezeniem dla uzyskania najbardziej wydajnej
biosyntezy saponin okazato si¢ podloze ze zmniejszong do polowy zawartoécig jondw
NO;” w stosunku do standardowego podloza B-5. Podobne obserwacje odnotowatam
przy stopniowym zmniejszaniu st¢zenia jonéw amonowych i pozostawieniu na statym
poziomie st¢zenia jondw azotanowych. W tym przypadku zaréwno saponiny z grupy Rb
jak i ginsenozydy nalezace do grupy Rg wykazywaly tendencje wzrostows. Catkowite
usuni¢cie jonéw amonowych nie wywotalo znaczacej redukcji zawartosci oznaczanych
metabolitéw, cho¢ wyraznie hamowalo przyrost biomasy. Analiza powyzszych
rezultatdéw wskazuje, ze obnizenie zawartosci NOs™ i NH," do polowy ich ilosci co w
standardowym podlozu B-5 najbardziej sprzyja wydajnej syntezie ginsenozydow

(sumaryczna zawarto$¢: 11,15 mg g s.m.) i nie wplywa negatywnie na wzrost kultur.
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Rezultaty dotyczace zawartosci poszczegdlnych metabolitéw rowniez potwierdzity, ze
powyzszy wariant podloza Gamborga znacznie stymuluje ich akumulacj¢ w poréwnaniu
do standardowego podloza B-5. Iloé¢ ginsenozydéw Rbl, Rc i Re zwigkszyla si¢
dwukrotnie, ilos¢ saponiny Rb2 az 13,5 krotnie, natomiast poziom ginsenozydéw Rd i
Rgl wzrést 0 20% (Publikacja H3).

Kolejnym etapem optymalizowania warunkow biosyntezy ginsenozydéw w
kulturach korzeni transformowanych byl dobdr odpowiedniego ste¢zenia jonéw
fosforanowych. Zastosowatam te same warianty stezen PO, jak w do$wiadczeniach
dotyczacych biomasy tj. 0,55; 0,83; 1,1; 1,65; 2,21 mM. Najwyzsza zawarto$¢ sumy 6
oznaczanych zwigzkéw tj. 8,83 mg g’ s.m. uzyskalam na podlozu zawierajacym 0,83
mM jonéw fosforanowych. Ilos¢ ta przekroczyla o 20 % poziom produkeji
ginsenozydéw, otrzymanych w kulturach korzeni rosnacych na kontrolnym podlozu B-
5, zawierajacym standardowe iloéci poszczegélnych skladnikow. Stezenie 0,83 mM
PO, sprzyjalo akumulacji zaréwno pochodnych protopanaksadiolu, jak i
protopanaksatriolu, cho¢ w tym ostatnim przypadku podobny poziom uzyskano dla
stezenia 1,1 mM PO, Wyzsze stezenia jonow fosforanowych niz 1,1mM powodowaty
znaczny spadek zawartosci saponin grupy Rg. Optymalne stezenia fosforanow dla
akumulacji poszczegodlnych ginsenozyddw byly rozne. Najwyzszy poziom Rbl, Rc i Re
uzyskano przy zastosowaniu 0,83 mM PO,*. Maksymalng ilo$¢ metabolitow Rb2, Rg1 i
Rd odnotowatam odpowiednio przy uzyciu 0,55; 1,1 12,21 mM PO, w podiozu.

W kolejnych doswiadczeniach zmodyfikowatam sklad podloza zgodnie z
wariantami z najefektywniejsza biosyntezg badanych zwigzkéw. Zmiany w skladzie
podioza objety obnizenie do polowy zawartoéci jondw amonowych i azotanowych oraz
zmniejszenie do 0,83 mM zawartosci jondéw fosforanowych w stosunku do
standardowego (kontrolnego) podioza Gamborga. W efekcie uzyskalam sumaryczng
zawarto$¢ sze$ciu badanych saponin na poziomie 12,45 mg g? s.m., co bylo wartoscig
dwukrotnie wyzsza w stosunku do kontroli (standardowy sklad podloza B-5).
Modyfikacja ilosci NOy, NHs* i PO w podiozu miala najkorzystniejszy wptyw na
zawarto$¢ saponin Rbl (3-krotny wzrost zawartoéci), Rb2 (ponad 14-krotny wzrost
zawartosci) i Re (ponad 3-krotny wzrost zawartosci). Poziom Rc i Rgl podnidst sie

odpowiednio 1,78 razy i 1,45 razy. Ilo$¢ Rd pozostala bez zmian (Publikacja H3).
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Wzrost korzeni transformowanych P. quinquefolium hodowanych w bioreaktorze
rozpylowym

Czgs¢ prowadzonych przeze mnie badan poswigcitam powigkszaniu skali
hodowli korzeni transformowanych P. quinquefolium przechodzgc od hodowli w
kolbach Erlenmeyera do hodowli w bioreaktorze rozpylowym o pojemnosci 10 dm?.
Zabieg taki wiaze si¢ z przeniesieniem kultur w zupelnie odmienne warunki. We
wnetrzu bioreaktora kultury korzeni wzrastajg osadzone na stalowej siatce i s3 czasowo
zraszane rozpylong pozywka. W cyklu hodowalanym okres dostarczania podloza trwat
30 sekund, po czym nastgpowala 60 sekundowa przerwa. Po 30-dniowej hodowli
odnotowalam 5-krotny przyrost suchej masy korzeni. Osiggnigty plon biomasy byl
nizszy od uzyskanego w kolbach wstrzasanych (Publikacja H1).

Podobnie jak w przypadku hodowli, prowadzonych w kolbach, takze dla
hodowli bioreaktorowych wyznaczalam optymalne st¢zenie cukru w podlozu celem
pozyskania najintensywniejszego wzrostu badanych kultur. Korzystajac z rezultatéw
uzyskanych w badaniach w matej skali (kolby), ktére wyraznie pokazaty, ze stgzenia
sacharozy ponizej 20 gL' i powyzej 70 g L™ znacznie hamuja wzrost korzeni, do badan
w bioreaktorze wybralam zakres stezeni cukru pomiedzy 20 a 70 gL, Najwyzsza
$rednig warto$¢ swiezej biomasy (89,59 gL™') uzyskalam przy zastosowaniu 30 g L™
sacharozy w podtozu, natomiast dla suchej masy korzystne okazaly si¢ dwa stezenia
cukru 30 i 50 gL' (odpowiednio uzyskatam 11,19 i 11,53 gL7's.m.), przy czym nie
odnotowatam migdzy nimi réznic istotnych statystycznie. Uzyskane dane wskazaty, ze
przyrost biomasy korzeni transformowanych w bioreaktorze jest nizszy w poréwnaniu

do hodowli prowadzonych w kolbach (Publikacja H2).

Produkcja ginsenozydoéw w kulturach korzeni transformowanych P. quinquefolium
hodowanych w bioreaktorze rozpylowym

Mimo nizszego przyrostu biomasy odnotowanego po 30 dniowej hodowli w
bioreaktorze zawarto§é¢ sumy oznaczanych ginsenozydéw (6,47 mgg’ s.m.) byla
dwukrotnie wyZzsza w poréwnaniu do otrzymanej w korzeniach hodowanych w kolbach,
dla ktérych okre§lono dynamike produkeji saponin. Poziom poszczegdlnych
metabolitow byl rowniez wyzszy w ekstraktach korzeni, pochodzacych z kultur

bioreaktorowych. Podobnie jak w kulturach prowadzonych w skali laboratoryjne;j,
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spos$réd pochodnych protopanaksadiolu ilosciowo dominowata saponina Rb1l (1,99
mgg™ s.m.), natomiast wéréd pochodnych protopanaksatriolu metabolit Re (1,77 mgg™”
s.m.) (Publikacja H1).

Réwnolegle z poszukiwaniem najbardziej korzystnego stezenia sacharozy dla
wzrostu korzeni w bioreaktorze podjelam analizy, pozwalajace stwierdzi¢ jak poziom
cukru w pozywce (w stezeniach: 20, 30 , 50 i 70 gL") moze wplyngé na proces
biosyntezy ginsenozydéw w hodowlach pochodzacych z powigkszonej skali. Calkowita
zawarto$¢ badanych zwigzkéw nieznacznie wahata si¢ w zaleznosci od zastosowanego
stezenia cukréw (5,99 - 6,65 mgg’ s.m.). Podobnie jak w przypadku korzeni
hodowanych w kolbach ilo§ciowo dominowal metabolit Rbl wsréd pochodnych
protopanaksadioli. Akumulacji tego zwiazku sprzyjaty nizsze stezenia sacharozy (20 lub
30 gL™). Inaczej niz w kulturach prowadzonych w kolbach ilo§¢ metabolitu Rc nie
zmieniata si¢ w zaleznosci od poziomu cukru. Spostrzezenia dotyczace ginsenozydu Rd
byly podobne w hodowlach bioreaktorowych i w kolbach; byl on syntetyzowany w
najmniejszej ilosci i jego poziom nie zmieniat si¢ w zaleznosci od wariantu podloza.
Dla pochodnych protopanaksatriolu zaobserwowano odmienng obserwacje w
poréwnaniu do kultur hodowanych w matej skali (kolby) — wyzszym stezeniom cukru w
podlozu towarzyszyla wyzsza zawarto$¢ ginsenozydéow Rgl i Re (Publikacja H2).

Korzystajac z doswiadczen przeprowadzonych w matej skali, do hodowli kultur
korzeni w bioreaktorze rozpylowym zastosowalam standardowe podloze Gamborga i
jego zmodyfikowana wersje (obnizenie do polowy zawarto$ci joné6w amonowych i
azotanowych oraz zmnigjszenie do 0,83 mM zawartoSci jonow fosforanowych w
stosunku do standardowego podtoza Gamborga). W efekcie uzyskatam 12,78 mgg™ s.m.
ginsenozydéw w korzeniach rosnacych na podtozu kontrolnym i 2,75-krotny przyrost
zawarto$ci sumy saponin osiggajac 35,12 mg g™ s.m. na zmodyfikowanym podtozu B-5.
W przypadku poszczegdlnych saponin réwniez odnotowatam znaczne zwigkszenie ich
zawartosci: najwigksze, ponad 5-krotne dla metabolitu Rd, blisko 4-krotne dla Rbl,
okoto 3-krotne dla Rb2 i Rc oraz okolo 2-krotne dla Rgl i Re.
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Izolacja i charakterystyka promotoréw wybranych genow kodujgcych kluczowe
enzymy w biosyntezie ginsenozydow

Zapoznanie si¢ z technikami biologii molekularnej (tj. izolacja genomowego i
plazmidowego DNA, nabycie umiej¢tnosci projektowania starteréw czy dobierania
odpowiednich warunkéw dla przebiegu wydajnej reakcji PCR) pozwolilo mi na
podjecie badan z zakresu genetyki, dotyczacych promotoréw wybranych genéw,
kodujacych kluczowe enzymy w biosyntezie ginsenozydéw. Uzyskane kultury korzeni
transformowanych staly si¢ materialem do wyizolowania, zsekwencjonowania i
scharakteryzowania promotoréw dwéch gendw, kodujacych 2 kluczowe enzymy
reduktaze 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A (HMGR) oraz syntaze skwalenu
(SSq), ktore biorg udzial w biosyntezie Zzenszeniowych saponin. HMGR moze
regulowaé biosyntez¢ ginsenozydéw poprzez regulacje syntezy mewalonianu -
prekursora wszystkich zwigzkéw izoprenoidowych. Natomiast syntaza skwalenu (SSq),
bezposrednio przyczynia si¢ do utworzenia skwalenu — gléwnego prekursora w
biosyntezie triterpendw (Ryc. 2). Zainteresowanie promotorami genéw tych enzyméw
wynika ze znaczenia ich wlasciwosci, oraz chgci poznania czynnikéw, wplywajacych na
regulacje aktywnosci promotora, a tym samym na regulacje ekspresji genu. Z kolei
poziom ekspresji genéw koreluje z iloscia syntetyzowanego enzymu, co moze
oddziatywa¢ na efektywnos$¢ przebiegu danej reakcji, w nastgpstwie czego dany etap
biosyntezy moze by¢ intensyfikowany lub hamowany. To ostatecznie wplywa na
poziom produktu danej biosyntezy.

Prace dotyczace tej czgsci badan rozpoczetam od izolacji genomowego DNA z
korzeni transformowanych P. quinquefolium. Uzyskany material genetyczny
charakteryzowal si¢ wysokg czystosciag i odpowiednim st¢zeniem DNA. Nastepnie
zaprojektowatam startery wlasciwe dla genéw kodujacych reduktaze 3-hydroksy-3-
metyloglutarylo-koenzymu A (HMGR) oraz syntaze skwalenu (Ssq). Zaréwno
genomowe DNA jak i startery wykorzystalam do przeprowadzenia reakcji PCR. Dobér
odpowiednich warunkéw reakcji PCR pozwolit na uzyskanie fragmentéw DNA, ktdre
nastepnie wbudowatam do odpowiedniego wektora i sklonowatam, a po wyizolowaniu,
strawieniu i oczyszczeniu poddalam sekwencjonowaniu. Efektem tych prac bylo
zgloszenie sekwencji nuklotydowej promotoréw genéw HMGR i Ssq do GenBanku,
gdzie zostaly zdeponowane pod numerami KT869137.1 i KT869136.1. Charakterystyke
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promotora genu Ssq i HMGR, wynikajaca z analizy in silico zamiescitam odpowiednio
w publikacji H6 i H7. Obydwa wyizolowane fragmenty genomowego DNA (741 pz)
byly tej samej dlugosci i obejmujg proksymalny promotor, 5'UTR i 5'CDS fragment
regionu kodujacego genu SSq i HMGR. W obrgbie proksymalnego promotora genu SSy,
migdzy -28 i -21 bp znajduje si¢ kaseta TATA-box. Natomiast w promotorze genu
HMGR jest ona zlokalizowana mig¢dzy —35 and —28 bp w odniesieniu do potencjalnego
miejsca startu transkrypcji (TSS). Badane promotory nie posiadaly powtdrzen
tandemowych i wysp CpG/CpNpG, co sugeruje potencjalny brak hamowania ekspresji
genéw z powodu metylacji cytozyny. Celem sprawdzenia, czy w obrgbie badanych
promotoréw sa obecne sekwencje regulatorowe wrazliwe na dzialanie elicytorow,
skorzystaam z bazy danych PlantCARE. W obydwu badanych promotorach
zidentyfikowalam kilka czynnikéw cis o dlugosci miedzy 5 a 10 bp, ktére s3
homologiczne z cis-elementami, wystepujacymi u innych roélin.

W promotorze genu syntazy skwalenu wsrdd nich byly: CGTCA element, ktory
jest zaangazowany w odpowiedz ro§liny na dzialaniec MeJa, a takze motywy, mogace
by¢ aktywowane w odpowiedz na $wiatlo (ACE-element, G-box element i GTI-
element), stres cieplny (HSE element) lub susz¢ (MBS element) (Publikacja H6).

W obrebie promotora genu HMGR znalazly si¢: element ABRE (TACGTG),
bioracy udzial w modulowaniu odpowiedzi rosliny na dziatanie kwasu abscysynowego,
dwa elementy cis uczestniczace w odpowiedzi na dzialanie §wiatla (BOX 4 (ATTAAT),
G-BOX (TACGTG)), oraz TCA-element prawdopodobnie wlgczony w generowanie
odpowiedzi rosliny na dzialanie kwasu salicylowego (Publikacja H7).

Uzyskane wyniki wskazujg, ze MeJA i kwas abscysynowy moglyby by¢
zastosowane jako potencjalne regulatory ekspresji odpowiednio genu syntazy skwalenu
i reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A, co moze w efekcie koficowym
mie¢ wplyw na zawarto§¢ ginsenozydow w badanych kulturach korzeni

transformowanych.

32



Eksperymentalna weryfikacja wplywu MeJa i kwasu abscysynowego na ekspresje
genow kodujgcych syntaze skwalenu i reduktaze 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-
koenzymu A metodg RT-PCR

Analiza RT-PCR potwierdzila, ze jasmonian metylu reguluje ekspresj¢ genu
SSq, a proces ten zalezy od stezenia elicytora. Najwyzsza ekspresj¢ badanego genu ( w
pordwnaniu do nietraktowanych prob 24354 krotnie wyzsza) uzyskalam po
zastosowaniu stezenia 250 pM MeJa. Wraz ze zmniejszaniem si¢ dawki jasmonianu
metylu zmniejszal si¢ poziom ekspresji genu kodujacego syntaze skwalenu. Okazalo si¢
réwniez, ze odpowiedZz na poziomie molekularnym na dzialanie jasmonianu jest
stosunkowo szybka - maksymalna ekspresj¢ genu odnotowatam po 12 godzinach, po
czym znacznie si¢ ona obnizala (24h i 48h) (Publikacja H6).

Obecnos¢ elementu ABRE w promotorze genu HMGR wskazala, ze potencjalnie
moze on by¢ wrazliwy na dziatanie kwasu abscysynowego (ABA) i braé¢ udzial w
modulowaniu odpowiedzi rosliny na ten zwiazek. Jak dotad wptyw ABA na ekspresje
genu HMGR nie byt badany w zadnym typie kultur in vitro zadnego z gatunkéw
zenszenia. Wykorzystujac metod¢ RT-PCR doswiadczalnie potwierdzitam, ze kwas
abscysynowy reguluje ekspresje genu PgHMGR w zalezno$ci od stezenia (0,1; 0,25;
0,5mgL™") i czasu ekspozycji (6, 12 i 24 godziny) (Publikacja H7). Zaobserwowatam
podwyzszona transkrypcje genu kodujgcego reduktaze 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-
koenzymu A juz po 6 godzinach od podania 0,1 mgL™' ABA. Jednakze najwyzszy
poziom ekspresji tego genu (9,4- krotny wzrost ekspresji w stosunku do kontroli)
odnotowatam po 12 godzinach dziatania 0,25 mgL™! kwasu abscysynowego na badane
tkanki.

Proby zwigkszania zawartosci ginsenozydow w kulturze korzeni wlosnikowatych P.
quinquefolium poprzez zastosowanie elicytacji

Jak nadmienilam we wprowadzeniu elicytacja jest zabiegiem, majacym wywotaé
reakcje obronng rosliny na réznego rodzaju warunki stresowe. Podstawowym bodzcem
sg elicytory, dzialajace jako czasteczki wzbudzajace transdukcje sygnaléw w komorce
rodlinnej, co w efekcie stymuluje szereg reakcji biochemicznych, prowadzacych do
powstania wielu grup metabolitow wtérnych. Ze wzgledu na fakt, Zze proces elicytacji

zalezy od takich czynnikéw jak: rodzaj, stgzenie elicytora, czy czas ekspozycji na
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elicytor, warunki podania egzogennych elicytorow w kulturach in vitro musza by¢
odpowiednio dobrane do kazdej kultury i typu uzyskiwanych metabolitow. Wyniki
eksperymentéw poswigconych elicytacji kultur korzeni wlosnikowatych P
quinquefolium zostaly opisane w publikacjach H4-H7. Jako elicytory wybratam
jasmonian metylu (MeJa) (Publikacja H6), kwas abscysynowy (Publikacja H7),
ekstrakt drozdzowy (Publikacja H4, Konferencja KH2) i frans-anetol (Publikacja
HS5, Konferencja KH3). Wytypowanie jasmonianu metylu i kwasu abscysynowego
bylo powigzane z wynikami analiz in silico promotoréw gendéw Kkodujacych
powstawanie syntazy skwalenu i reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A,
oraz wynikami analizy RT-PCR, potwierdzajacej oddziatywanie obu zwigzkéw na
badane geny. Zar6wno MelJa, jak i ABA, oraz ekstrakt drozdzowy wczesniej stosowano
w kulturach in vifro celem zwigkszenia produkcji cennych zwigzkéw (Luczkiewicz i
Kokotkiewicz 2005, Zhang i wsp. 2015, Lenka i wsp. 2015, Wawrosch i wsp. 2014).
Trans-anetol jako potencjalny elicytor zostal uzyty po raz pierwszy. W dostgpnym
piSmiennictwie nie odnalaztam doniesien o prébach elicytacji zwigzkami nalezgcymi do
metabolitéw wtdérnych roslin, wchodzacymi w sklad olejkdw eterycznych. Uzyty przeze
mnie jako elicytor — frans-anetol wystgpuje w roslinach z rodziny Apiaceae takich jak
anyz i koper wloski, a takze anyz mirtowy. Wykazuje wla$ciwosci antybakteryjne i
przeciwgrzybowe (Huang i wsp. 2010, Diao i wsp. 2014, Kwiatkowski i wsp. 2017). Ze
wzgledu na wysoka aktywno$¢ biologiczng mozna byto przypuszczaé, ze podany do
podloza w kulturach in vifro moze wywolaé reakcje stresowa, ktérej wynikiem byloby
wzmozenie biosyntezy ginsenozyddéw.

We wszystkich przeprowadzonych doswiadczeniach elicytory aplikowalam
zanim poszczegllne saponiny osiggaly swoj maksymalny poziom. W przypadku ABA
zastosowatam, takze wariant z podaniem elicytora juz w dniu inokulacji. Okazalo sie, ze
istotne znaczenie dla uzyskania wysokiej produkcji saponin miat czas ekspozycji na
elicytor i jego stezenie.

Podobnie jak w innych kulturach (Namdeo 2007, James i wsp. 2013) rowniez i
dla korzeni transformowanych P. quinquefolium stwierdzilam, ze kazdy z
zastosowanych elicytor6w wymaga innego czasu oddzialywania na kulture, aby
wywota¢ wydajng akumulacje badanych zwigzkdw: trams-anetol 24 godziny, ekstrakt

drozdzowy trzy dni, jasmonianu metylu siedem dni, a kwas abscysynowy az 28 dni.
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Najwyzszy przyrost calkowitej zawartosci ginsenozydéw (wyrazonych jako
suma poszczegblnych badanych zwigzkéw) uzyskalam po zastosowaniu Mela
(trzykrotnie wigcej w poréwnaniu do kontroli), a najodpowiedniejszym st¢zeniem
sposrod 5, 50, 100, 250, 500 pM okazalo si¢ 250 pM. Zaobserwowalam réwniez, ze
wraz ze zwigkszajacym si¢ stezeniem jasmonianu metylu, w granicach 5-250 pM,
wzrastala sumaryczna zawartos¢ ginsenozydéow. Uzycie 500 pM jasmonianu metylu
wyraznie hamowato synteze triterpenowych saponin. Dhuzsza elicytacja (7 dni) i 250
UM Mela w podlozu sprzyjaly wydajnej biosyntezie wiekszosci poszczegdlnych
metabolitéw, poza saponinami Rc i Rgl. W przypadku ginzenozydu Rbl w tych
warunkach odnotowano 5,6- krotny przyrost jego ilosci w poréwnaniu do kontroli
(Publikacja H6).

Dwukrotny wzrost sumarycznej zawartosci ginsenozydéw odnotowatam, gdy

elicytorem byt frans-anetol. Ze wzgledu na brak jakichkolwiek danych, dotyczacych
poziomu trans-anetolu, ktéry moglby oddzialywaé na metabolizm badanych kultur
zastosowalam 12 stezen tego zwigzku w szerokim przedziale: 0,01; 0,1; 1; 2,5; 5 ; 10;
25; 50;100; 250; 500; 1000 uM. Poczatkowo zaplanowalam do$wiadczenia z czasem
ekspozycji trwajacym 3 i 7 dni, jak dla MeJA i YE. Jednakze pilotazowe badania
wskazaly wyrazne zahamowanie produkcji saponin po 7 dniach elicytacji (dane nie
publikowane). Stad tez ostatecznie czas ekspozycji kultur korzeniowych na trans-anetol
skrécitam do 1 i 3 dni. Poszerzylam réwniez ilo$é oznaczanych zwigzkéw, co stato sie
mozliwe dzigki pojawieniu si¢ w ofercie handlowej kolejnych standardéw saponin
(Rb3, Rg2).
Uzyskane przeze mnie wyniki wskazaly, ze najwyzsza sumaryczng zawarto$¢ saponin
otrzymalam po zastosowaniu 1 uM framns-anetolu i 1 dniowej elicytacji. Warunki te byly
najkorzystniejsze réwniez dla akumulacji pochodnych protopanaksadiolu: metabolitow
Rc, Rbl, Rb2, Rb3 i Rd. Nieco inny profil zmian zawartosci w zaleznosci od stezenia
trans-anetolu prezentowaly pochodne protopanaksatriolu. Ginsenozyd Rgl maksymalna
zawarto$¢ osiagnal przy zastosowaniu 10 pM, a Re przy stezeniu 2,5 pM frans-anetolu
w podiozu (Publikacja HS).

Ekstrakt drozdzowy (YE) jest przykladem typowego biotycznego elicytora,
uzyskiwanego w wyniku autolizy komorek drozdzowych. Jest mieszaning wielu

substancji rozpuszczalnych w wodzie, np. aminokwasow, peptydéw, weglowodandw,
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mineratéw i witamin gléwnie z grupy B. Do swych badan uzylam 7 stezen ekstraktu
drozdzowego w zakresie 50-2000 mgL™ (czas ekspozycji trwal 3 i 7 dni jak w
przypadku MeJa). Najkorzystniejszymi warunkami dla pozyskania saponin okazato si¢
zastosowanie 50 mgL™' ekstraktu drozdzowego i trzydniowa elicytacja. Poziom sumy
oznaczanych saponin byl 1,57 razy wyzszy w poréwnaniu z prébami kontrolnymi
(Publikacja H4). Powyzsze warunki elicytacji powodowaly znaczny wzrost poziomu
metabolitéw Rbl, Rb2, Rc i Rd (odpowiednio o 93%, 65% 33% i 45%). Przyrost
zawartosci ginsenozydéw Rgl i Re (odpowiednio o okoto 48% i 37%) odnotowano
zaréwno przy stezeniu 50 mgL™ YE jak i nieco wyzszych stezeniach YE (np. 100, 250
mgL™) (Publikacja H4).

W doswiadczeniach dotyczacych elicytacji korzeni transformowanych P
quinquefolium zastosowalam takze kwas abscysynowy podany w 4 st¢zeniach (0,1;
0,25; 0,5; 1 mgL™) (Publikacja H7). Opierajgc si¢ na danych literaturowych
(Luczkiewicz i Kokotkiewicz 2005, Liang i wsp. 2013) wybralam trzy czasy ekspozycji
na dzialanie tego zwiazku: 28 dni (ABA podane w dniu inokulacji), 3 dni oraz 24
godziny. Uzyskane wyniki pokazaly, ze krétszy czas elicytacji (1 lub 3 dni) nie wplynal
na catkowita zawarto§¢ badanych metabolitow. Jednakze zastosowanie 28-dniowej
elicytacji i wyzszych stezef kwasu abscysynowego (0,5 i 1 mgL™) spowodowalo wzrost
produkcji saponin o 14-16,25 %. Poziom pochodnych protopanaksadiolu (suma
Rb1+Rb2+Rb3+Rc+Rd) byla nieco mniejsza lub poréwnywalna z kontrolg dla krotszej
elicytacji, a dluzszy czas ekspozycji na ABA spowodowal obnizenie ilosci tych saponin,
szczegélnie przy zastosowaniu 0.5 i 1 mgL™! ABA. Odmienne obserwacje odnotowalam
dla pochodnych protopanaksatriolu. Ich ilos¢ stopniowo zwigkszala si¢ wraz ze
zwigkszajacym si¢ stezeniem kwasu abscysynowego. Tendencja taka byla zauwazalna
po 3 dniach elicytacji, a wyraznie widoczna po 28 dniowej elicytacji. Najdluzszy czas
elicytacji najbardziej sprzyjat akumulacji metabolitu Rg2, ktérego poziom wzrdst 17,38

razy w stosunku do kontroli, gdy zastosowatam 1 mgL™' ABA.
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Elicytacja kultur bioreaktorowych korzeni transformowanych P. quinquefolium

Proces elicytacji przeprowadzitam réwniez w kulturach korzeni wlosnikowatych
hodowanych w bioreaktorze. W tych do§wiadczeniach wykorzystatam warianty podiéz
ze stezeniami jasmonianu metylu i ekstraktu drozdzowego, ktére okazaly sie
najefektywniejsze dla produkcji saponin w korzeniach hodowanych w kolbach. Dla
MelJa byto to 250 pM. Podobnie jak w przypadku hodowli w malej skali (kolby) dtuzsza
ekspozycja na MelJa okazala si¢ bardziej korzystna dla produkcji saponin. Ich zawartos¢
byla 1,87 razy wyzsza od poziomu saponin oznaczonych w kolbach i poréwnywalna do
zawartosci w 3- i 4-letnich korzeniach gruntowych P. quinquefolium (Ko i wsp. 2009,
Searels i wsp. 2013, Kotodziej i wsp. 2013). Najwyzszy przyrost w stosunku do kontroli
odnotowalam dla saponiny Rbl. W przypadku pochodnych protopanaksatriolu
(metabolity Rgl i Re) zauwazylam spadek ich zawarto$ci po potraktowaniu korzeni
jasmonianem metylu. Byla to odmienna obserwacja w stosunku do rezultatow
otrzymanych w kolbach. W hodowlach prowadzonych w mniejszej skali poziom tych
zwigzkéw byl wyzszy niz w kontroli niezaleznie od czasu elicytacji (Publikacja H6).

Elicytacja ekstraktem drozdzowym w stezeniu 50 mgL™’ przez 3 i 7 dni
pokazala, ze trzydniowy czas ekspozycji korzeni na ten elicytor jest korzystniejszy.
Wyniki te pokryly si¢ z uzyskanymi w matlej skali. Zawarto$¢ saponin w korzeniach z
hodowli bioreaktorowych byla 1,56 razy wyzsza niz oznaczona w kolbach.
Odnotowalam réwniez wzrost zawarto$ci wszystkich badanych zwigzkéw, przy czym
przyrost ilosci metabolitéw, bedacych pochodnymi protopanaksadiolu byl wigkszy
(2,95-3,8 krotny w zaleznosci od metabolitu) niz pochodnych protopanaksatriolu (1,4- i
1,5- krotny odpowiednio dla Rgl i Re) (Publikacja H4, Konferencja KH2).

d) Najwazniejsze osiagniecia

Przeprowadzone przeze mnie badania doprowadzily do uzyskania kultur korzeni
transformowanych zenszenia pétnocnoamerykaniskiego P. quinquefolium. Kultury te
akumuluja ginzenozydy, na podobnym poziome jak trzyletnie korzenie gruntowe tej
rosliny, a czas ich hodowli w warunkach in vitro zajmuje jedynie 4 tygodnie
Zoptymalizowatam sklad podloza dla uzyskania najwyzszego plonu biomasy oraz

wydajnej biosyntezy ginsenozydéw w badanych kulturach.
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Po raz pierwszy wyizolowalam i scharakteryzowalam promotory genéw, kodujacych
reduktazg 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A oraz syntaze skwalenu
kluczowych enzymow, uczestniczacych w biosyntezie ginsenozydow.

Udalo mi si¢ powigkszy¢ skale procesu hodowli korzeni wlosnikowatych P,
quinquefolium i biosyntezy ginsenozyddéw, uzyskujac wyzszg produkcje zenszeniowych
saponin w 10 dm’ bioreaktorze rozpylowym w poréwnaniu z kulturami prowadzonymi
w kolbach.

Po raz pierwszy zastosowatam frans-anetol — produkt metabolizmu wtérnego roslin jako
elicytor uzyskujgc dwukrotne zwiekszenie produkcji ginsenozydéw przy najkrétszym
czasie ekspozycji kultury na dzialanie elicytora sposrdd wszystkich uzytych przeze

mnie elicytorow.

Perspektywy dalszych badan

W dalszych badaniach dotyczacych korzeni transformowanych P. quinquefolium planuje
szczegdlowe okreslenie wihasciwosci biologicznych otrzymanych kultur. Zamierzam
oceni¢ potencjal antyoksydacyjny i poszerzyé charakterystyke aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej szeregu ekstraktow pozyskanych z kultur korzeni
wlosnikowatych  Zenszenia polnocnoamerykanskiego, hodowanych w  réznych
warunkach, a takze oceni¢ ich cyto- i genotoksycznos¢. Tego typu charakterystyka
ekstraktow z korzeni, obok znajomosci ich zdolnosci do biosyntezy cennych
metabolitéw, bylaby niezb¢dna dla ewentualnej komercjalizacji. Wydaje si¢ to realne
zwazywszy na fakt, zainteresowania rezultatami moich badan belgijskiej firmy
Green2chem oraz szwajcarskiej firmy biotechnologicznej DXC RT AG, ktére zajmuja
si¢ przemyslowym uzyskiwaniem masy roslinnej oraz warto$ciowych metabolitow z
wykorzystaniem kultur in vitro, w szczegdlnosci korzeni transformowanych, na rynek

kosmetyczny, spozywczy i farmaceutyczny.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Moja praca naukowa zwiazana jest przede wszystkim z biotechnologia roélin
leczniczych. Poczatkowo koncentrowatam si¢ nad uzyskaniem i prowadzeniem réznych
rodzajéw kultur in vitro kilku wybranych gatunkéw roslin leczniczych, w tym:
Hyssopus officinalis, Panax quinquefolium, Polemonium caeruleum. Opracowalam
warunki hodowli kultur kalusowych i zawiesinowych Hyssopus officinalis oraz Panax
quinquefolium. Podjetam udane préby mikrorozmnazania wielosita blekitnego
(Polemonium caeruleum) z pakéw wierzchotkowych i zenszenia pigciolistnego (Panax
quinguefolium) na drodze embriogenezy posredniej. Wsrdd prowadzonych przeze mnie
rolinnych kultur in vitro byly réwniez hodowle korzeni wlosnikowatych, uzyskane na
drodze genetycznej transformacji przy uzyciu bakterii glebowych Agrobacterium
rhizogenes (np. gatunki Paulownia tomentosa, Hyssopus officinalis). Byly to hodowle w
matej — laboratoryjnej, jak i w powigkszonej skali — w bioreaktorze rozpylowym. Zakres
moich badan obejmowal takze analize jakosciowa i iloSciowg metabolitow
wytwarzanych w kulturach in vitro jak i ro§linach macierzystych.

Opracowalam optymalne warunki dla wydajnej biosyntezy zwigzkéow
farmakologicznie czynnych, izolowanych z materialu roélinnego pozyskanego
metodami biotechnologicznymi z kultur korzeni transformowanych Hyssopus
officinalis oraz z kultury zawiesinowej Panax quinquefolium. Ponadto zajetam si¢
okreslaniem wlasciwosci biologicznych ekstraktéw, pozyskanych z zefszenia
pigciolistnego, pochodzacego z upraw polowych i hodowli in vitro. Skupitam si¢ na
oszacowaniu potencjatu antyoksydacyjnego i przeciwdrobnoustrojowego badanych
wyciagéw. Wlaczylam si¢ rowniez w prace poswiecone antybakteryjnej aktywnosci
wybranych olejkéw eterycznych i ich pojedynczych skladnikéw wobec izolatow

klinicznych bakterii: Actinetobacter baumanii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
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Enterobacter cloacae czy Staphylococcus aureus. Kolejnym etapem tych badan byla
analiza aktywnosci przeciwbakteryjnej potaczen olejkéw eterycznych z referencyjnymi
zwigzkami o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym.

Rozwinigcie warsztatu badawczego o eksperymenty molekularne i genetyczne,
pozwolilo mi na poszerzenie moich prac w kierunku izolacji i charakterystyki
promotoréw genoéw, kodujacych kluczowe enzymy dla biosyntezy zwigzkow
biologicznie czynnych wybranych roslin leczniczych. Obok powyzszych badafi, w
ramach wspolpracy z Wydzialem Wojskowo-Lekarskim i Wydzialem Nauk o Zdrowiu
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, zajetam si¢ problematyks dotyczacg zdrowego

stylu zycia oraz aktywnosci fizycznej sportowcoéw i amatorow.

a) dzialalnos¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Moje zainteresowania biotechnologia roélin siggaja okresu studiéw, juz wtedy
zajmowalam si¢ roslinnymi hodowlami in vitro. W swojej pracy magisterskiej, ktorag
wykonywalam pod kierunkiem profesora Henryka Urbanka w Zakladzie Fizjologii i
Biochemii Roslin Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu L6dzkiego, badalam
wplyw czynnikéw biotycznych i abiotycznych na produkcje fenoli u truskawki
prowadzonej metoda in vitro, a takze oceniatam aktywno$¢ peroksydazy w surowcu
ros$linnym.

Znajomos¢ tajnikéw pracy z materialem roslinnym, a takze moje doswiadczenie
w prowadzeniu hodowli metoda ir vitro pozwolily mi na szybkie wdrozenie si¢ w cykl
prac, ktére rozpoczglam wraz z zatrudnieniem na Uniwersytecie Medycznym w Lodzi
w Samodzielnej Pracowni Biosyntezy Srodkéw Leczniczych (Zaktad Biosyntezy
Srodkéw  Leczniczych/obecnie  Zaklad Biotechnologii Farmaceutycznej) pod
kierunkiem profesora Aleksandra Chmiela. W ramach wspétpracy z Zakladem Biologii i
Botaniki Farmaceutycznej kierowanym przez profesor Haling Wysokinska podjetam
badania nad hodowlami in vitro hyzopu lekarskiego (Hyssopus officinalis) z rodziny
Jasnotowatych (Lamiaceae) oraz nad izolacja i identyfikacja wybranych metabolitéw
wtornych tej rosliny leczniczej. Opracowalam warunki hodowli niezréznicowanych
kultur kalusowych i zawiesinowych oraz kultur organdéw: pedéw 1 korzeni
transformowanych. Oprécz analizy przyrostu biomasy, w wymienionych Kkulturach

oznaczylam zawartos¢ olejkéw eterycznych metoda chromatografii gazowej i kwasu
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rozmarynowego przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC. Efekty

prac nad tym gatunkiem zostaly opublikowane w 3 artykulach, w tym jeden w

czasopi$mie o zasiggu miegdzynarodowym oraz zaprezentowane na konferencjach

polskich i migdzynarodowych (3 polskie i 4 zagraniczne).
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Ewa Kochan, Barbara Grabias, Halina Wysokiiiska, Aleksander Chmiel. Phenolic acids in hairy
root cultures of Hyssopus officinalis. W: 45th Annual Congress of the Society of Medical Plant
Research September 7th-12th, 1997 Regensburg - Germany : program and abstracts / eds.:
Gerhard Franz, Ulrike Vieweger. Adres wydawniczy: Regensburg, 1997, L02, bibliogr. 4 poz.
Barbara Grabias, Ewa Kochan, Halina Wysokifiska. Aleksander Chmiel. Rosmarinic acid in

hairy root cultures of Hyssopus officinalis. W: 46th Annual Congress Society for Medicinal Plant

46



Research "Quality of medicinal plants and herbal medicinal products" August 31st - September

4th, 1998 Vienna, Austria :abstracts. Adres wydawniczy: Vienna. 1998, C22

Obok badan prowadzonych w skali laboratoryjnej wlaczylam si¢ réwniez w
prace poswigcone hodowlom kultur in vitro w powigkszonej skali. Byly to pionierskie
doswiadczenia z zastosowaniem bioreaktora rozpylowego o pojemnosci 5 i 10 dm?.
Proponowana konstrukcja bioreaktora (zaprojektowana i wykonana z udzialem prof. A.
Chmiela, kierownika Samodzielnej Pracowni Biosyntezy Srodkéw Leczniczych AM w
Yodzi/Zaktadu Biotechnologii Farmaceutycznej UM w Lodzi oraz firmy P.P.U. Vortex
w Lodzi) pozwala na wzrost korzeni transformowanych (lub innych organéw np.
pedéw), zawieszonych w przestrzeni bioreaktora w atmosferze powietrza, przy
okresowym dostarczaniu skladnikéw odzywczych w postaci strumienia mgty, stad
réwniez nazwa bioreaktor mglowy lub rozpylowy (mist bioreactor). Nasz Zaklad, jako
pierwszy w Polsce, rozpoczal badania z wykorzystaniem tego typu urzadzenia. Zakres
tych nowatorskich prac rozpoczat si¢ od testowania pracy bioreaktora o pojemnosci 5
dm’. Na kanwie pierwszych doswiadczen w naszym zespole modyfikowaliémy
konstrukcje urzadzenia, aby zoptymalizowa¢ warunki wzrostu dla rosngcych w nim
korzeni (mozliwo$¢ zmiany polozenia dyszy rozpylajacej podloze). Zostal takze
zaprojektowany nowy bioreaktor o pojemno$ci zwigkszonej do 10 dm® i o nieco
zmienionej budowie. Pierwsza faza doswiadczen wigzala si¢ z dopracowaniem
rozwigzaf technicznych z jednoczesnymi prébami hodowli korzeni wlosnikowatych w
powigkszonej skali. Méj udzial w tych eksperymentach polegal gléwnie na
przygotowaniu materialu do hodowli i dopracowywaniu metod sterylnej inokulacji
materialu roslinnego do hodowli w bioreaktorze. Badania jakie prowadzitam wraz z
zespolem macierzystego Zakladu oraz z dr inz. Beatg Pawlowskg z Katedry Inzynierii
Bioprocesowej Politechniki 1.6dzkiej nad kulturami uprawianymi w bioreaktorze
obejmowaly hodowle korzeni transformowanych Paulownia tomentosa, Hyssopus
officinalis i Arnica montana. Rezultaty prac z moim udzialem, dotyczace produkcji
biomasy korzeni w powickszonej skali zostaly opublikowane w 2 artykulach i

zaprezentowane na 1 konferencji.

Publikacje
1. Aleksander Chmiel, Beata Pawlowska. Ewa Kochan. Bioreaktor rozpylowy do kultur korzeni
transformowanych . Zesz. Nauk. PL, Inzynieria Chemiczna i Procesowa, 26. 265-270
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2. Aleksander Chmiel, Beata Pawlowska, Ewa Kochan, Stanislaw Ledakowicz. Kultury korzeni
transformowanych Pauvlownia tomentosa Steudt. w kolbach wstrzasanych i bioreaktorze
rozpytowym. Ann. UMCS Sec. EEE 2001, 9 suppl.. 287-293

Konferencje

1. Aleksander Chmiel, Beata Pawlowska, Ewa Kochan. Bioreaktor rozpylowy do kultur korzeni
transformowanych. VII Konferencja Naukowa Postepy Inzynierii Bioreaktorowej, 1 Krajowy
Kongres Biotechnologii, Wroclaw 20-25 wrzesnia 1999

2. Beata Pawlowska, Ewa Kochan, Aleksander Chmiel. Kinetyka wzrostu Kkorzeni
transformowanych Paulownia tomentosa w kolbach wstrzasanych. W: XXXVII Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego Torun 10-14 wrzesnia 2001: streszczenia. Adres wydawniczy:
Torun, 2001, 174-175.B

Odrgbnym kierunkiem prowadzonej przeze mnie dzialalnosci naukowej byly
badania fitochemiczne roslin gruntowych Zenszenia pigciolistnego, ktére odbywaly si¢
w ramach wspdtpracy z Katedra Roélin Przemystowych i Leczniczych Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie. W tym czasie dopracowatam metod¢ wydajnej izolacji
saponin triterpenowych. Poczatkowo do wyodrebniania metabolitéw zastosowalam
metode farmakopealng DAB10 oraz z uzyciem aparatu Soxleta. Uzyskane frakcje
dodatkowo oczyszczalam mieszaning n-butanolu, 0,1N kwasu solnego i chloroformu
lub nanositam na kolumienki Extrelut NT3. W uzyskanych ekstraktach oznaczatam
zefiszeniowe saponiny zardwno jakosciowo, metoda chromatografii cienkowarstwowej,
jak i ilosciowo stosujgc metode spektrofotometryczng oraz metoda HPLC.
Analizowanym przeze mnie materialem roslinnym byly korzenie, liscie, lodygi i
nasiona 1, 2, 3 i 4 letnich P. quinquefolium. Badane roéliny rosty na réznych typach
gleb. Podczas uprawy poddawano je rozmaitym zabiegom agrotechnicznym, na
przyklad stosowano nawozy rézniace si¢ zawartoscig fosforu, potasu, magnezu czy
traktowano regulatorami wzrostu (kinetyna, daminozyd, IP-1, miesznina GA3 i KNNA)
w wielu kombinacjach i dawkach. Wyniki analiz ilo§ciowych prowadzonych z moim

udzialem zostaly upowszechnione w 2 publikacjach.

1. Barbara Kolodziej, Ewa Kochan, Jerzy Kazmierczak, Aleksander Chmiel. The effect of growth
regulators on guality parameters and ginsenosides accumulation in Panax quinquefolim 1.. Roots.
Plant Growth Regul. 2006, 48, 1, 13-19

2. Ewa Kochan, Barbara Kolodziej, Grazyna Gadomska, Aleksander Chmiel. Content of
ginsenosides in Panax quinquefolium from field cultivation. Herba Pol 2004, 50, 1. 20-27

48



Rownolegle z oméwionymi powyzej badaniami podjetam prace nad
wprowadzeniem Zeniszenia pigciolistnego Panax quinquefolium (syn. Panax
quinquefolius, Aralia quiquefolia) w poczet roslin hodowanych metodami in vitro.
Analiza o6wczesnej swiatowej literatury wskazywata, ze otrzymywanie saponin
triterpenowych metoda biotechnologiczng nie zostato jeszcze dokladnie dopracowane,
stad tez ta tematyka stala si¢ przedmiotem mojej pracy doktorskiej. W wyniku
pierwszych doswiadczen uzyskatam niezréznicowane kultury kalusowe, pochodzace z
roznych eksplantatéw oraz réznigce si¢ warunkami wzrostu. Otrzymatam réwniez linie
kaluséw embriogennych i tworzacych korzenie. W kolejnym etapie wyprowadzitam
kilka linii zawiesinowych, sposréd ktorych jedna, charakteryzujgca si¢ wysokim
przyrostem biomasy i najwyzsza produktywnoscia saponin, zostala przeze mnie
wybrana do dalszych badan, w tym do oznaczenia dynamiki przyrostu biomasy i
poziomu produkeji - akumulacji metabolitow wtérnych w trakcie cyklu hodowlanego.
Podjetam udane proby uzyskania kultur pedowych na drodze embriogenezy posrednie;.
We wszystkich badanych kulturach oznaczytam produkcje saponin triterpenowych,
gléwnych zwiazkéw biologicznie czynnych zefiszenia. Ws$rdd nich znalazty sie
pochodne protopanaksadiolu (metabolity Rbl, Rb2, Rc, Rd) i pochodne
protopanaksatriolu (Rgl i Re). Ttem do oceny zawartosci uzyskanych metabolitow w
wyzej wymienionych kulturach byl poziom saponin w materiale, pochodzacym z
gruntu. Wyniki powyzszych badan zostaly szczegélowo opisane w mojej rozprawie
doktorskiej pod tytulem ,Hodowla in vifro i badania fitochemiczne Panax
quinquefolium”. Zostaty one takze zamieszczone w 6 publikacjach i przedstawione na

12 konferencjach naukowych.

10.2478/biolet-2013-0002
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Grazyna Szymanska. Ewa Kochan, Piotr Szymczyk. Field cultivation and in vifro cultures, root-
forming callus cultures and adventitious root cultures, of Punux quinguefoliuvm as a source of
ginsenosides. Z Naturforsch C 2013, 68, 11-12, 482-488

Ewa Kochan, Aleksander Chmiel. Dynamics of ginsenoside biosynthesis in suspension culture
of Panax quinguefolium. Acta Physiol Plant 2011, 33, 911- 915

Ewa Kochan, Barbara Kolodziej, Grazyna Gadomska, Aleksander Chmiel. Ginsenoside
contents in Panax gquinquefolium organs from field cultivation. Z. Naturforsch. C 2008, 63, 172,
91-95

Ewa Kochan, Aleksander Chmiel. Callus of American ginseng (Panax quinquefolius) as a
source of ginsenosides - medicinal secondary metabolites. Biol Lett 2013, 50(1), 27-34 DOL:

10.2478/biolet-2013-0002 Adres url: http:/www.degruyter.com/view/j/biolet

Konferencje

1.

Ewa Kochan, Halina Wysokiriska, Aleksander Chmiel. Hodowla in vitro Panax quinguefolium.
W: XVII Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego "Farmacja w perspektywie
XXI w." Krakéw, 10-13.09.1998 Adres wydawniczy: Krakow, 1998, 282

Ewa Kochan, Stanistaw Berbe¢, Barbara Klimek, Halina Wysokifiska, Aleksander Chmiel.
Saponin contents in roots of Panax quinguefolium cultivated in Poland and in its in vitro
cultures. W: Saponins in food feedstuffs and medicinal plants Putawy, Poland 6-8 September
1999, book of abstracts. Adres wydawniczy: Pulawy, 1999, 25

Ewa Kochan, Halina Wysokinska, Beata Pawlowska, Aleksander Chmiel. Dynamika kultury
zawiesinowej Panax quinguefolivm. W: XVII Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego "Farmacja w XXI wieku" Poznan, 19-22 wrzesnia 2001: streszczenia. T. 1.
Adres wydawniczy: Poznan, 2001

Ewa Kochan, Halina Wysokinska, Grazyna Gadomska, Aleksander Chmiel. In vitro culture of
Panax quinquefolium for biomass and ginsenosides production. W: International Symposium on
Promotion of International cooperation in Eestern and Southern Europe in the field of medicinal
biotechnology Lodz, Poland October 12-15, 2002 : book of abstracts. Adres wydawniczy: Lodz,
2002. 35

Ewa Kochan, Halina Wysokinska. Aleksander Chiniel. Morfogeneza w kulturze in vitro Panax
quinguefolium. W: Sympozjum Sekcji Hodowli i Nasiennictwa PTNO "Hodowla i nasiennictwo
rodlin ogrodniczych" 5. Ogdlnopolska Konferencja "Zastosowanie kultur in vitro w fizjologii
roélin" Krakéw. 21-2 maja 2002. Adres wydawniczy: Krakow, 2002, 79-80

Ewa Kochan, Grazyna Gadomska, Halina Wysokinska, Aleksander Chmiel. Zawartosé
ginzenozydéw w kulturach komoérkowych Pawnax quinquefolium. W: X Ogblnoplolska
Konferencja Kultur /i Fifro i Biotechnologii Roélin 15-17 wrzesnia 2003 r. Bydgoszcz
Biotechnologia roslinna w biclogii, farmacji i rolnictwie.Adres wydawniczy: Bydgoszcz, 2003,
98

Ewa Kochan, Grazyna Gadomska, Halina Wysokinska, Aleksander Chmiel. Ginsenozydy w
kulturach komérkowych Panax quinguefolium. W: 11 Krajowy Kongres Biotechnologii Lodz,
23-27 czerwea 2003 r. : materialy konferencyjne. Adres wydawniczy: Lodz, 2003, 140

Aleksander Chmiel, Beata Pawlowska, Ewa Kochan. Dynamika wzrostu biomasy i biosyntezy
metabolitdow w wybranych kulturach roslin leczniczych. W: XIX Naukowy Zjazd Polskiego
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Towarzystwa Farmaceutycznego Farmacja - tradycja i nowoczesnoé¢ Wroclaw 22-24 wrzesnia
2004 : streszczenia. T. 1.Adres wydawniczy: Wroctaw, 2004, §9

9. Ewa Kochan, Aleksander Chmiel. Biosynteza ginsenozydéw w kulturach in vitro Panax
uinguefolium. W: XIX Naukowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego Farmacja -
tradycja i nowoczesno$¢ Wroctaw 22-24 wrzesnia 2004 : streszczenia. T. |.Adres wydawniczy:
Wroctaw. 2004, 88-89

10. Ewa Kochan, Sylwia Caban, Grazyna Gadomska, Aleksander Chmiel. Biosynteza
ginsenozyddéw w kulturach in vitro Panax quinguefolium. W: X1 Ogdlnopolska Konferencja
Kultur in vitro 1 Biotechnologii Roélin Kultury in vitro podstawa biotechnologii roslin 6-9
wrzesnia 2006 roku Miedzyzdroje. Adres wydawniczy: Miedzyzdroje, 2006, 66

11. Ewa Kochan. Grazyna Gadomska, Sylwia Caban, Aleksander Chmiel. Analiza zawartosci
ginsenozydéw Rgl I Rbl w zen-szeniu Panux quinguefolium. W: VI Konferencja
Chromatograficzna Chromatografia i techniki pokrewne a zdrowie czlowieka Bialystok 10-13
X 2006. Adres wydawniczy: Biatystok, 2006.128

12. Ewa Kochan, Aleksander Chmiel. Kultury in vifro Panax quinguefolivm do biosyntezy
ginsenozydéw. W: Bio-Forum VII' Srodkowoeuropejskie Targi Biotechnologii i Biobiznesu
15016 maja 2008 L6dz, Poland. Adres wydawniczy: Lodz, 2008, 184

b) dzialalnos$¢ naukowo-badaweza po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Tematyka naukowa, ktora zajmowatam sie¢ po uzyskaniu stopnia doktora nauk
farmaceutycznych dotyczyla kilku kierunkéw.

Nadal prowadzitam badania z wykorzystaniem ro§linnych kultur in vitro,
zarobwno w malej, jak i w powigkszonej skali. Wyprowadzitam kultury korzeni
zwyklych Panax quinquefolium, a takze zapoczatkowatam nowg lini¢ zawiesinows. Ze
wzgledu na obiecujace rezultaty przyrostéw biomasy kultury komérkowej w kolbach
wstrzagsanych oznaczylam w nich zawartos¢ triterpenowych saponin, a nastepnie
podjelam préby zwickszenia wydajnosci ich produkcji stosujgc zabiegi elicytacji. Dla
zwigkszenia skali procesu uzyskania zenszeniowej biomasy, kultury te hodowatam
réwniez w bioreaktorze mieszadlowym.

Jednoczesnie kontynuowatam prace z wykorzystaniem bioreaktora rozpytowego
prowadzac hodowle korzeni transformowanych: Agastache rugosa, Rehmannia elata,
R glutinosa oraz pedéw zwyklych Dracocephalum forrestii i peddéw
transformowanych: Rehmannia elata i R glutinosa, bedgcych bogatym zrodlem

zwigzkéw fenolowych. Czes¢ rezultatbw powyzszych badan zostata juz
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upowszechniona w ponizszych artykulach i zaprezentowana na konferencjach

naukowych. Kolejne wyniki prac sa w trakcie przygotowywania do publikacji.

Publikacje

Grazyna Szymanska, Ewa Kochan, Piotr Szymczyk. Field cultivation and i» vifro cultures, root-
forming callus cultures and adventitious root cultures, of Panax quinguefolium as a source of

ginsenosides. Z Naturforsch C, 2013, 68. 11-12, 482-488 DOI: 10.1515/zne-2013-11-1207.

Ewa Kochan, Sylwia Caban, Grazyna Szymanska, Piotr Szymczyk, Anna Lipert, Pawel
Kwiatkowski, Monika Sienkiewicz. Ginsenoside content in suspension cultures of Parax
quinguefolium L. cultivated in shake flasks and stirred-tank bioreactor Ann UMCS Sect C 2017,
72, 1, 15-26 DOL: 10.17951/¢.2016.72.1.15-26.

Ewa Kochan, Sylwia Caban, Grazyna Szymanska. Piotr Szymczyk, Anna Lipert. Pawel
Kwiatkowski, Monika Sienkiewicz. Influence of methyl jasmonate on ginsenoside biosynthesis
in suspension cultures of Panax quinguefolium 1.. Ann UMCS Sect C Biologia 2017, LXXIL 1,

27-35 DOI: 10.17951/¢.2016.72.1.27-35

Izabela Weremczuk-Jezyna, Ewa Kochan, Lukasz KuZma, Pawel Lisiecki,Izabela Grzegorczyk-

Karolak. The antioxidant and antimicrobial properties of phenol-rich extracts of Dracocephalum

Jforrestii W. W. Smith shoot cultures grown in the nutrient sprinkle bioreactor. Phytochemistry

Letters 2019, 30, 254-260

Konferencja

1.

Izabela Weremczuk-Jezyna, Ewa Kochan, Piotr Szymczyk, Lukasz Kuzma, Izabela
Grzegorczyk-Karolak. Rosmarinic acid and salvianolic acid B in shoot of Dracocephalum
forrestii W. W. Smith cultured in the nutrient sprinkle bioreactor. W: 11th International
Symposium on Chrematography of Natural Products Lublin (Poland) June 4th-7th, 2018. Book
of abstracts Adres wydawniczy: Lublin : Medical University of Lublin, 2018, 188 P-124.
Konferencja: Medical University of Lublin, Polish Academy of Sciences, Austrian Drug
Screening Insitute, Department of Pharmacognosy with Medicinal Plant Unit, Lublin,

2018.06.04

Do dalszych badan wykorzystaltam réwniez material rodlinny uzyskany w

doswiadczeniach opisanych w doktoracie. Mojg uwage skupitam na badaniach

fitochemicznych oraz okresleniu potencjalu biologicznego badanych ekstraktow. Z racji

waloru nowosci dotyczylo to kultur pedowych, pozyskanych w na drodze embriogenezy

posredniej. W wyciagach z tych kultur oraz kultur embrioidéw oznaczylam catkowitg

zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych oraz ich wlasciwosci antyoksydacyjne. Badania te

zaprezentowalam w ponizszym artykule.
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10.1007/s11627-015-9730-9

Nowym kierunkiem moich zainteresowan, rozwijanym po obronie pracy
doktorskiej, byto badanie przeciwdrobnoustrojowego dziatania zwigzkéw naturalnych
pochodzenia roslinnego. Poszukiwanie tego typu fitoskladnikéw wydaje si¢ byé
koniecznoscia w dobie szerzacego si¢ problemu opornosci drobnoustrojéw na
antybiofyki. Z jednej strony metabolity te powinny by¢ skuteczne i bezpieczne dla
pacjenta, ale jednoczesnie nie powinny indukowaé opornosci wéréd drobnoustrojow.
Jak wskazuja doniesienia literaturowe wyciagi z olejkami eterycznymi posiadajg
aktywnos¢ bakteriostatyczng i bakteriobdjcza, a takze immunostymulujaca oraz
przeciwzapalng i moglyby staé si¢ alternatywa lub dodatkiem dla terapii referencyjnymi
lekami przeciwdrobnoustrojowymi. Stad tez wlaczylam si¢ w do$wiadczenia, ktére
pozwolily oceni¢ wlasciwosci przeciwbakteryjne, a takze zwickszajace aktywno$é
referencyjnych lekoéw przeciwdrobnoustrojowych szeregu wybranych olejkow
eterycznych  (bazyliowego,  cynamonowego,  geraniowego,  gozdzikowego,
lawendowego, pelargoniowego, rozmarynowego, szalwiowego, tymiankowego) lub ich
skladnikéw (frans-anetol) wobec wielolekoopornych szczepéw klinicznych bakterii
nalezagcych do gatunkdw: Acinefobacter baumanii, Enterobacter cloacae,
Entercoccocus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus. Do realizacji powyzszych badaf musialam zaznajomi¢ si¢ z metodami
pozwalajacymi oceni¢ aktywnosé przeciwdrobnoustrojowa roslinnych metabolitéw. Do
wrazliwosci szczepéw wykorzystatam metode dyfuzyjno-krgzkows wedtug EUCAST
oraz referencyjng metode mikrorozcieficzerr w podtozu ptynnym i metode rozcieficzen
w podlozu agarowym. Dla okreslenia rodzaju oddzialywania uzytego olejku i
referencyjnego antybiotyku zastosowalam metode dyfuzyjno-krazkowa oraz metode
szachownicy. Ocenie efektywnosci przeciwbakteryjnej poddatam réwiez wyciagi
korzeni transformowanych P. quinquefolium, a takze ekstrakty, pochodzace z organéw
rosliny gruntowej. Efekty powyzszych prac zostaly opublikowane w 8 artykutach, w
tym w czterech z Listy Filadelfijskiej i zaprezentowane w 3 doniesieniach

konferencyjnych.
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DOF: 10.17951/¢.2016.71.2.41.
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Producing Klebsiella pneumoniae isolates. Microb Drug Resist 2018, 24(9), 1368-1375 DOL
10.1089/mdr.2018.0051.

Monika Sienkiewicz, Hanna Zielinska-Blizniewska, Jurek Olszewski, Pawel Kwiatkowski, Ewa

Kochan. Aktywnos¢ olejkdéw  eterycznych  przeciwko  lekoopornym  patogenom
odpowiedzialnym za zakazenia dermatologiczne. W: Mikrobiologia medyczna i srodowiskowa -
wybrane zagadnienia Praca zbiorowa pod redakcja Moniki Maciag i Kamila Macigga, Lublin:
Wydawnictwo Naukowe Tygiel, 2017

Ewa Kochan, Grazyna Szymanska, Pawel Kwiatkowski, Monika Sienkiewicz. Panax
quinquefolium hairy root extracts and their effect in connection with antibiotics against pathogenic
bacteria — preliminary study. Annales (w druku)

Pawet Kwiatkowski, Barttomiej Grygorcewicz, Agata Pruss, Bartosz Wojciuk, Stefania Giedrys-
Kalemba, Barbara Dolegowska, Hanna Zielinska-Blizniewska, Jurek Olszewski, Monika
Sienkiewicz. Ewa Kochan. Prevention of the Staphyiococcus aureus biofilm formation by
synergistic effect of fennel essential oil and hydrogen peroxide. Advances in Dermatology and
Allergology (w druku)
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Monika Sienkiewicz, Ewa Kochan, Malgorzata Wasiela. ,,Aktywnosc przeciwdrobnoustrojowa
ginsenozydéw obecnych w korzeniach transformowanych American Ginseng, Panax
quinquefolivm™. - XXVII Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw ,.Drobnoustroje bez
granic”, Lublin, 5-8 wrzesnia 2012

Monika Sienkiewicz, Hanna Zielinska-Blizniewska, Jurek Olszewski, Pawel Kwiatkowski,

AnnaWajs-Bonikowska, Radoslaw Bonikowski, Grazyna Szymanska, Ewa Kochan. Badania
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aktywnosci przeciwbakteryjnej polaczen olejkéw eterycznych z referencyjnymi zwiazkami
przeciwbakteryjnymi. VII Sympozjum .Naturalne i syntetyczne produkty zapachowe i
kosmetyczne™ 2-4 lipca, L6dZ 2018, Instytut Podstaw Chemii Zywnosci Wydzial Biotechnologii
i Nauk o Zywnosci Politechnika L.odzka

3. Pawel Kwiatkowski, Bartlomiej Grygorcewicz, Agata Pruss, Maciej Kaczmarek. Bartosz
Wojciuk, Stefania Giedrys-Kalemba, Barbara Dolegowska, Ewa Kochan, Monika Sienkiewicz.
Wplyw frans- anetolu na aktywnos¢ przeciwbakteryjna mupirocyny wobec szczepéw
Staphylococcus aureus. VII Sympozjum . Naturalne i syntetyczne produkty zapachowe i
kosmetyczne™ 2-4 lipca, Lodz 2018. Instytut Podstaw Chemii Zywnosci Wydzial Biotechnologii
i Nauk o Zywnosci Politechnika Lédzka

4. Pawel Kwiatkowski, Bartlomiej Grygorcewicz, Agata Pruss. Bartosz Wojciuk. Stefania Giedrys-
Kalemba, Barbara Dotegowska. Ewa Kochan, Monika Sienkiewicz. Wplyw olejku z kopru
wiloskiego i wody utlenionej na aktywnos¢ antybiofilmowa Stapinlococcus aureus. VII
Sympozjum ..Naturalne i syntetyczne produkty zapachowe i kosmetyczne™ 2-4 lipca, LédZ 2018.
Instytut Podstaw Chemii Zywnosci Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechnika
Lédzka

Wpisujac si¢ w nowe nurty badann prowadzonych w wielu polskich i
zagranicznych jednostkach naukowych zdecydowalam sie¢ na podjecie ciekawej dla
mnie tematyki badan molekularno-genetycznych. Do swojego warsztatu naukowego
wlaczylam metodg izolacji DNA, RNA, technike tancuchowej reakcji polimerazy - PCR
oraz metod¢ klonowania gendéw przy pomocy wektorow ekspresyjnych w
kompetentnych komorkach Escherichia coli. Nabylam umiejetno$é Korzystania z
platform bioinformatycznych (np. PlantPAN, PlantPAN 2.0, PlantCARE, TSSP software
oraz RegSite Plant DB), dostarczajagcych informacji do wykrywania czynnikéw
transkrypcji (TFs) i miejsc ich wigzania (TFBS), oraz innych waznych elementéw
regulatorowych (wyspy CpG i powtdrzenia tandemowe ) w promotorze lub zestawie
promotoréw w roslinach. Podjecie powyzszych badan wiazato si¢ rowniez z zdobyciem
bieglosci w postugiwaniu si¢ programami czy aplikacjami komputerowymi,
wykorzystywanymi w badaniach molekularnych (tj. Serial Cloner, Oligocalc,
Sequence Scanner Software 2, Snap Gene Viewer 4.2.1 i nowsze wersje). Opanowanie
powyzszych technik i obeznanie si¢ z bioinformatycznymi zasobami jest niezbedne do
wyodrebnienia, zsekwencjonowania i charakterystyki promotoréw genéw kodujacych
kluczowe enzymy w szlakach biosyntezy biologicznie czynnych metabolitow.

Rezultatem moich badafi bylo uzyskanie promotoréw reduktazy 3-hydroksy-3-

55



metylglutarylo-koenzymu A oraz syntazy 2,4-cyklodifosforano-2-C-metylo-D-
erytritolu, biorgcych udziat w biosyntezie tanszinonéw w  Salvia miltiorrhiza.
Wynikiem moich prac molekularno-genetycznych byla réwniez izolacja promotoréw 4
genoéw kodujacych enzymy: syntaz¢ stryktozydyny, B-glukozydaze stryktozydyny, 4-
hydroksylaze desacetoksywindoliny, 16-hydroksylazg tabersoniny - ktére uczestnicza w
syntezie alkaloidéw idolowych barwinka rézowego Catharanthus roseus. Poznanie
sekwencji promotoréw pozwala w nastgpnej kolejnosci na przeanalizowanie ich pod
katem wystepowania wysp CpG, powtdrzen tandemowych czy obecnosci cis i trans
czynnikéw wplywajacych na regulacje ekspresji promotora, a przez to regulacje
ekspresji odpowiedniego genu. Tego typu analizy wykonalam metodsg in silico,
korzystajac z baz danych zdeponowanych na platformach bioinformatycznych
PlantPAN, PlantPAN 2.0, PlantCARE, TSSP software oraz RegSite Plant DB.
Doniosto$¢ tych badan ma zwiagzek z mozliwoscig indukowania lub inhibowania
aktywnosci enzymoéw, biorgcych udzial w szlakach metabolicznych, a tym samym
regulacji biosyntezy metabolitéw wtémych na poziomie genetycznym. Efektem
przeprowadzonych przeze mnie prac sa zgloszenia do GenBanku (baza NCBI)
sekwencji promotoréw kilku genéw, kodujacych wybrane enzymy szlakéw biosyntezy
tanszinonéw i alkaloidéw idolowych metabolitéw roslinnych, wystepujacych w szatwii
czerwonokorzeniowej 1 barwinku rézowym. Czes$¢ wynikéw zaprezentowatam réwniez

na konferencji w Warszawie.

Zgloszenie do bazy NCBI sekwencji DNA promotoréw:

1. GenBank KT921337.1." Sulvia miltiorrhiz« HMGR4 (HMGR4) gene, promoter region and
partial cds.” Szymczyk Piotr, Grabkowska Renata . Kochan Ewa, Szymanska Grazyna

2. GenBank KT935425 “Sahia miltiorrhiza 2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate
synthase gene. promoter region and partial cds.”™ Szymczyk Piotr , Grabkowska Renata , Kochan

Ewa, Szymanska Grazyna
3. GenBank: KU214864.1" Catharanthus roseus strictosidine synthase gene, promoter region and

partial cds” Szymanska Grazyna, Kochan Ewa, Szymczyk Piotr
4. GenBank: KU214863.1 Catharanthus roseus tabersonine 16-hydroxylase gene, promoter region

and partial cds Szymanska Grazyna, Kochan Ewa, Szymczyk Piotr
5. GenBank: KU214862.1 Catharanthus roseus strictosidine beta-glucosidase gene, promoter

region and partial cds Szymanska Grazyna, Kochan Ewa, Szymczyk Piotr

6. GenBank: KX534080.1 Catharanthus roseus desacetoxyvindoline 4-hydroxylase-like (CRSD4H)
gene, partial sequence Szymanska Grazyna. Kochan Ewa, Szymczyk Piotr

56



Konferencje

Malgorzata Majewska, Ewa Kochan, Grazyna Szymanska, Halina Wysokifiska, Piotr Szymczyk.
Struktura i klonowanie promotora genu 4 reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A z szatwii
czerwonokorzeniowej - Salvia miltiorrhiza (SmHMGR4) W: 1 Biotechnologiczna Konferencja Naukowa
"Biotechnologia roslin-perspektywy 1 wyzwania", poswiecona pamieci profesor Mirostawy
Goleniewskiej-Furmanowej. Warszawa 9 czerwcza 2017r. : materialy konferencyjne. Adres wydawniczy:
Warszawa : Wydawnictwo Uniwersytetu Medcznego Warszawie, 2017, poz. P16 Konferencja: Zaktad
Biologii Farmaceutycznej i Biotechnologii Roslin Leczniczych WF WUM. Komitet Terapii i Nauk o
Leku PAN. Komisja Leku Naturalnego i Biotechnologii PAN., Warszawa, 09.06.2017r
https://konfbiotechnologia.wum.edu.pl/sites/konfbiotechnolovia.wum.edu.pl/files/materialv_konferencyin

e.pdf

Od 2014 roku zaangazowalam si¢ w prace badawcze prowadzone na Wydziale
Wojskowo-Lekarskim oraz na Wydziale Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi. Stalo si¢ to mozliwe dzigki nawigzaniu nowych kontaktéw i realizacji wspdlnych
projektdw w ramach studiéw podyplomowych. Udane przedsigwzigcia z tego okresu
zaowocowaly propozycja podjecia dalszych zespolowych dziatan. Wiaczylam si¢ w
prowadzenie badafh ankietowych, dotyczacych: aktywnosci fizycznej sportowcodw,
wystepowania urazéw zwiazanych z uprawiang dyscypling oraz rehabilitacji w procesie
dochodzenia do zdrowia i formy sportowej. Réwnoleglym nurtem prac badawczych,
podjetych w wyniku powyzszego wspodldziatania, byla analiza znaczenia suplementéw
diety w diecie sportowcdéw oraz amatoréw, podejmujacych aktywnos$é fizyczng.
Efektem przeprowadzonych badan sondazowych sa 2 doniesienia z konferencji
American Congress of Rehabilitation Medicine, ktéra odbyta si¢ w Dallas. Zebrane
dane pozwolily na przygotowanie 3 publikacji, ktére obecnie sa w trakcie procedowania
w redakcjach.

1. Anrma Lipert, Malgorzata Stepieni, Ewa Kochan. Characteristic of Injuries and Rehabilitation to
Professional Rugby Players. Arch Phys Med Rehabil 2015. 96 (10), e19-e20 Konferencja:
American Congress of Rehabilitation Medicine. Dallas, 2015.10.25 ISSN: 0003-9993 17/32

2. Anna Lipert, Ewelina Mroczkowska, Ewa Kochan. Injuries and rehabilitation to professional
players of team sports. Arch Phys Med Rehabil. 2015, 96 (10}, e. 18 Konferencja: American
Congress of Rehabilitation Medicine, Dallas. 2015.10.25 ISSN: 0003-9993
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6. Wspoélpraca naukowa

1.

wspblpraca z dr inz. Beata Pawlowska z Katedry Inzynierii Bioprocesowe;j
Politechniki Lodzkiej w zakresie hodowli bioreaktorowych korzeni
transformowanych réznych gatunkéow leczniczych (Paulownia tomentosa,
Hyssopus officinalis, Arnica montana)

wspolpraca z prof. dr hab. Stanistawem Berbeciem i prof. dr hab. Barbara
Kolodziej z Katedry Ro$lin Przemystowych i Leczniczych Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie w zakresie uzyskania materiatu do badan i dotyczaca
oznaczetn zawartosci saponin triterpenowych w korzeniach gruntowych
zenszenia pénocnoamerykanskiego

wspolpraca z dr hab. inz. Aleksandrg Krélickg z Migdzyuczelnianego Wydzialu
Biotechnologii UG i GUMed w zakresie potwierdzenia transformacji korzeni
zefiszenia P. quinquefolium

wspolpraca z dr hab. Anng Wajs-Bonikowska oraz z dr hab. Radoslawem
Bonikowskim z Instytutu Podstaw Chemii Zywnosci Politechniki Eodzkiej
dotyczaca mozliwosci zastosowania zwiazkéw naturalnych w elicytacji kultur
korzeni transformowanych oraz skladu olejku eterycznego produkowanego w
korzeniach transformowanych Zefiszenia pigciolistnego

wspolpraca z dr hab. Adriang Nowak z Zakladu Mikrobiologii Technicznej
Politechniki L.6dzkiej, w zakresie badan cyto- i genotoksycznosci wyciagow z
korzeni transformowanych P. quinquefolium oraz ich wptywu na apoptoze
wybranych linii komérkowych

wspélpraca z mgr inz. Pawlem Kwiatkowskim z Katedry Mikrobiologii,
Immunologii i Medycyny Laboratoryjnej Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie, w zakresie prowadzenia badafi mikrobiologicznych,
dotyczacych aktywnosci metabolitéw roslinnych

wspolpraca z  prof. dr hab. Halina Wysokifiska z Zakladu Botaniki
Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w  zakresie
wielokierunkowych badan kultur hyzopu lekarskiego (Hyssopus officinalis), w
tym kultur kalusowych, zawiesinowych, pedéw i korzeni transformowanych, z

dr hab. Izabelg Grzegorczy-Karolak z Zakladu Botaniki Farmaceutycznej
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10.

11.

12.

13.

Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w zakresie analizy wlasciwosci
przeciwutleniajgcych ekstraktéw z Zenszenia oraz z dr hab. Lukaszem Kuzmg z
Zakladu Biologii i Botaniki Farmaceutycznej w zakresie udostepnienia aparatu
HPLC do wykonania oznaczeti metabolitéw wtérnych

wspolpraca z prof. dr hab. Barbarg Klimek, Zaktad Farmakognozji Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi dotyczaca sposobow izolacji saponin triterpenowych
wspolpraca z prof. dr hab. Ewa Balcerczak z Zakladu Biochemii
Farmaceutycznej i1 Diagnostyki Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w
Y.odzi w zakresie badan ekspresji genow

wspdlpraca z dr Anng Lipert z Zakladu Medycyny Sportowej Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi w zakresic badan aktywnosci fizycznej, procesow
rehabilitacji i opisu statystycznego uzyskanych wynikéw

wspolpraca z dr hab. Monika Sienkiewicz z Zakladu Alergologii i Rehabilitacji
Oddechowej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w zakresie badan wilasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych roslinnych metabolitbw wtérnych oraz olejkéw
eterycznych i ich skiadnikéw

wspélpraca z prof. dr hab. Edwardem Kowalczykiem, dr hab. Anng
Wiktorowska-Owczarek, oraz dr Martg Jozwiak-Bebenista z Zakladu
Farmakologii i Toksykologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w zakresie
badan cytotoksycznosci wybranych metabolitéw wtérnych roélin leczniczych
wspotpraca z mgr Dominikg Kulczycka-Wojdalg z Centralnego Laboratorium
Naukowego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (CoreLab) w zakresie

sekwencjonowania wyizolowanych promotoréw.

7. Udzial w projektach badawczych

1.

Grant MNiSW/KBN NR 3P05F01523 ,Badania kultur in vitro Panax
quinguefolium” - wykonwca (2002-2004)

Badania fitochemiczne zenszenia Panax quinquefolium z upraw polowych 502-
13-754 — wykonawca

Biosynteza ginsenozydéw w kulturach korzeni transformowanych Panax

quinquefolium 502-13-771 kierownik (2008-2010)
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4.

Projekty badawcze finansowane z funduszy statutowych Zakladu Biotechnologii
Farmaceutycznej UM w Lodzi (503/3-012-02/503-31, 503/3-012-02/503-31-
1/2/3/4 (2014-2018) — wykonawca

8. Nagrody i stypendia za dzialalno$¢ naukowa

1.

2013r - Wizyta studyjna w Szwecji za wyr6zZniajace si¢ wyniki osiggnigte na

studiach podyplomowych ,,Komercjalizacja nauki i technologii”.

Za osiagnigcia w 2015r - nagroda naukowa zespotowa III stopnia przyznawana
przez JM Rektora UM w Lodzi za wspoétautorstwo cyklu publikacji ,,Aktywnosé

przeciwdrobnoustrojowa metabolitow roslinnych”.

. Za osiagnigcia w 2016r — nagroda naukowa zespotowa III stopnia przyznawana

przez JM Rektora UM w Lodzi za wspétautorstwo cyklu publikacji ,,Wplyw
sktadnikéw podloza na zawarto§¢ ginsenzydéow w kulturach korzeni

transformowanych Panax quinquefolium”.

Za osiagnigcia w 2017r - nagroda naukowa zespotowa III stopnia przyznawana
przez JM Rektora UM w Lodzi za publikacje: “Yeast extract stimulates
ginsenoside production in hairy root cultures of American ginseng cultivated in

shake flasks and nutrient sprinkle bioreactors™.

Za osiagniecia w 2017r - nagroda naukowa zespolowa III stopnia przyznawana
przez JM Rektora UM w Lodzi za wspolautorstwo cyklu publikacji ,,Wptyw
olejkow eterycznych na zwigkszenie aktywnosci antybiotykow”.

9. Kursy i szkolenia

Kurs “Interherba 2006 ,,Wino w medycynie — tradycja i wspdtczesnos¢”
Akademia Medyczna im. Karola Marcinkiewicza w Poznaniu w roku 2006
Intensywny kurs jezyka angielskiego dla kadry naukowej organizowany przez
Uniwersytet Medyczny w Lodzi, rok 2010
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e Podstawy metodyki nauczania dyscyplin biomedycznych organizowany przez
Uniwersytet Medyczny w Lodzi, rok 2010

* uczestnictwo w projekcie ,,Menager BioTechScience — studia podyplomowe w
zakresie zarzadzania projektami badawczymi i komercjalizacji ich wynikéw”,
16.10.2012-9.11.2013

e Szkolenie ,,Zarzadzanie innowacjami w nanotechnologii”, 11-12 marca 2016

e Metodyka Nauczania w Dyscyplinach Biomedycznych, 2017/2018

e uczestnictwo w projekcie ,Ready to Teach! Innowacyjny Program Rozwoju
Kadry Dydaktycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.” (POWR.03.04.00-
00-D039/16) wspélfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej, z Europejskiego
Funduszu Spolecznego, w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja
Rozwdj.

e Prezentacje i wystapienia publiczne -2017-11-15, 2017-11-24, 2018-02-09,
szkolenie z projektu Ready to Teach.

e Aktywizacja studentéw metoda SCL szkolenie z projektu Ready to Teach.

e Zasady przygotowywania sylabuséw 2018-06-25 szkolenie z projektu Ready to
Teach.

e Techniki prowadzenia zaje¢ szkolenie z projektu Ready to Teach.

e Koncentracja - skuteczny trening skupiania uwagi. 2017-12-05 - Akademia
Rozwoju Talentéw Uniwersytetu Medycznego.

e Kreatywne metody edukacyjne 2017-12-06 - Akademia Rozwoju Talentéw
Uniwersytetu Medycznego.

e Are you talking to me? - czyli o informacji zwrotnej stéw kilka. 2017-12-05 -
Akademia Rozwoju Talentéw Uniwersytetu Medycznego.

e Typy spod ciemnej gwiazdy”— czyli jak dogadaé si¢ z innymi na podstawie
diagnozy typow osobowosci. 2017-12-06 - Akademia Rozwoju Talentow
Uniwersytetu Medycznego.

e Konferencja UMED - Profilaktyka raka piersi i raka szyjki macicy 2018-01-23

10. Czlonkostwo w towarzystwach naukowych
0d 2016 r jestem Cztonkiem Polskiego Towarzystwa Botanicznego.
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11. Dzialalno$¢ organizacyjna

Pelni¢ funkcj¢ koordynatora w programie Wirtualnej Uczelni UXP od poczatku jego

wprowadzenia na naszej Uczelni.

12. Recenzje prac naukowych

Wystgpowalam w roli recenzenta prac naukowych zlozonych do publikacji w

czasopismach o zasiggu mi¢dzynarodowym tj.

Protoplasma

Studies in Natural Products Chemistry
Industrial Crops and Products

Plant Physiology and Biochemistry
Burns

Plant Gene

Applied Microbiology and Biotechnology
Plant Cell Reports

13. Podsumowanie osiggni¢é naukowo-badawczych:

Moj dorobek naukowo-badawczy obejmuje:

*29 oryginalnych pelnotekstowych prac opublikowanych w czasopismach, w tym 19 w

czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). W 18 pracach

jestem pierwszym autorem

1 pracg przegladowa, ktérej jestem pierwszym autorem

1 monografie, ktérej jestem pierwszym autorem

29 streszczen z doniesien zjazdowych prezentowanych na ogdlnopolskich
i migdzynarodowych konferencjach naukowych

udzial w 1 projekcie badawczym finansowanych przez MNiSW/KBN
sumaryczny wspolczynnik Impact Factor wedlug listy JCR zgodnie z rokiem
opublikowania: 32,825; laczna punktacja MNiSW: 479 (w tym na 7 publikacji
wchodzacych w sklad postepowania habiltacyjnego przypada IF — 17,985 oraz
205 pkt MNiSW)
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liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science TM Core Collection: 84,
wg bazy Scopus: 96

index Hirsha (h-index) wedtug Web of Science TM Core Collection 6 i wg bazy
Scopus: 6

14. Dzialalnos$¢ dydaktyczna

L. Przygotowywalam i prowadzilam nastgpujace zajecia dydaktyczne:

1.

A

¥ »® N &a

Cwiczenia laboratoryjne z przedmiotu: Biotechnologia farmaceutyczna, III rok
Farmacji

Seminaria magisterskie, IV rok Dietetyka

Cwiczenia specjalistyczne i metodologia badar, V rok Farmacji

Seminarium z biotechnologii molekularnej, V rok Farmacji

Seminarium z biotechnologii farmaceutycznej - zajecia fakultatywne, IV rok
Farmacji

Biotechnologia dla zdrowia i urody — zaj¢cia fakultatywne, IV rok Farmacji
Biotechnologia zywnosci - zajecia fakultatywne, I'V rok Farmacji

Lek biotechnologiczny - zaj¢cia fakultatywne, V rok Farmacji

Procesy otrzymywania biolekéw i ich walidacja - zajecia fakultatywne, V rok

Farmacji

10. Pelni¢ funkcje opickuna  naukowego Studenckiego Kola Naukowego,

dzialajacego przy Zakladzie Biotechnologii Farmaceutycznej

I1. Ponadto

1.

Bylam opickunem naukowym 20 prac magisterskich na Wydziale
Farmaceutycznym, Kierunku Farmacja Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
Bylam promotorem 20 prac magisterskich (w tym 9 na Wydziale Farmacji, 9 na
Wydziale Wojskowo-Lekarskim (Kierunek: Fizjoterapia) i 2 na Wydziale Nauk o
Zdrowiu Kierunek: Ratownictwo Medyczne, Dietetyka) i 2 prac licencjackich
(Wydziat Nauk o Zdrowiu, kierunek Fizjoterapia i Ratownictwo Medyczne)

3. Ogoélem zrecenzowatam 46 prac magisterskich i 8 prac licencjackich.

Uczestniczytam w 94 egzaminach dyplomowych, w tym w 54 w roli recenzenta,

w 20 jako opiekun pracy i w 22 jako promotor.
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5. Pelnilam rol¢ promotora pomocniczego w zakoficzonym przewodzie doktorskim
lek. med. Michata Dabrowskiego, rozprawa doktorska pt. ,,Ocena lekoopornosci
oraz wrazliwosci na wybrane olejki eteryczne szczepow bakterii Escherichia
coli uzyskanych od pacjentow z przewleklym zakazeniem ukladu moczowego”,
promotor dr hab. Monika Sienkiewicz. Praca doktorska zostala zlozona,

planowany termin obrony — 20 maj 2019.

AP

/
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