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Dane personalne:
Imie i nazwisko - Tomasz Kowalczyk
Posiadane dyplomy oraz stopnie naukowe:

2013r. Studia podyplomowe w zakresie zarzadzania badaniami
naukowymi i komercjalizacji wynikow badan
Wydziat Ekonomiczno-Socjologiczny, Uniwersytet £ 6dzki

2012r. Stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk biologicznych
w zakresie biologii
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £.ddzki
Rozprawa doktorska pt. ,,Konstrukcja kaset ekspresyjnych genu
kodujagcego  biatko  fuzyjne  ELP-AcGFP1  wyposazone
W samowycinajacy sie system intein podzielonych”

2007r. Magister biologii, specjalnos$¢: biotechnologia drobnoustrojow
i roslin
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet +.6dzki praca
magisterska pt. ,,Ekspresja transgenu kodujacego fuzyjne biatko
ELP-GUSplus w kulturach zawiesinowych Nicotiana tabacum”

Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.04.2012 - obecnie adiunkt naukowo-dydaktyczny
Katedra Biotechnologii Molekularnej i Genetyki
Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet + 6dzki
Omowienie osiggnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pézn. zm.).

4.1.  Tytut osiggniecia naukowego

»Roélinne kultury in vitro jako Zrédto wybranych metabolitow wtérnych
0 potencjalnym znaczeniu medycznym”

Osiaggniecie naukowe stanowi spéjny tematycznie cykl szesciu publikacji (P1-P6).
Os$wiadczenia wspoétautoréw publikacji sktadajgcych sie na osiggniecie naukowe oraz kopie

tych publikacji zostaty umieszczone w odrebnych zatgcznikach: o$wiadczenia wspotautorow

(zatacznik 5), kopie publikacji (zatgcznik s6).
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Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

Kowalczyk, T., Merecz-Sadowska, A., Picot, L.; Brci¢ Karaconji, I., Wieczfinska, J.,
Sliwinski, T., Sitarek, P. (2022). Genetic manipulation and bioreactor culture of plants as
a tool for industry and its applications. Molecules, 27, 795

Punkty 1F2021 Liczba
MNiSW 2021 CytOWﬂﬁScopus
140 4,927 3

Kowalczyk, T., Sitarek, P., Skata, E., Toma, M., Wielanek, M., Pytel, D., Wieczfinska, J.,

Szemraj, J., Sliwinski, T. (2019). Induction of apoptosis by in vitro and in vivo plant extracts

derived from Menyanthes trifoliata L. in human cancer cells. Cytotechnology 71, 165-180
Punkty MNiSW2o01¢ Liczba cytowan

1F2019

40 1.777 28
Kowalczyk, T., Sitarek, P., Skata, E., Rijo, P., Andrade, J. M., Synowiec, E., Szemraj, J.,
Krajewska, U., Sliwinski, T. (2019). An evaluation of the DNA-protective effects of
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longevity, 165784

Punkty IF2010 Liczba
MNiSW 2019 cytowan
100 5.076 6

Kowalczyk, T., Sitarek, P., Toma, M., Picot, L., Wielanek, M., Skata, E., SliwiAski, T. (2020).
An extract of transgenic Senna obtusifolia L. hairy roots with overexpression of PgSSI gene in

combination with chemotherapeutic agent induces apoptosis in the leukemia cell
line. Biomolecules, 10 (4):510
Punkty 1F2020 Liczba
MNiSW 2020 cytowan
100 4.879 12

Kowalczyk, T., Sitarek, P., Toma, M., Rijo, P., Dommguez-Martrn, E., Falcd, I., Sanchez, G.,
Sliwinski, T. (2021). Enhanced accumulation of betulinic acid in transgenic hairy roots of
Senna obtusifolia growing in the sprinkle bioreactor and evaluation of their biological
properties in various biological models. Chemistry & biodiversity, 18 (8), €2100455

Punkty 1F2020 Liczba
MNiSW 2020 cytowarn
70 2.745 6

Kowalczyk, T., Sitarek, P., Merecz-Sadowska, A., Szyposzyriska, M., Sptawska, A.,
Gorniak, L., Bijak, M., Sliwinski, T. (2021). Methyl jasmonate effect on betulinic acid
content and biological properties of extract from Senna obtusifolia transgenic hairy
roots. Molecules, 26 (20):6208

Punkty 1F2021 Liczba
MNiSW 2021 cytowan
140 4927 2
590 24.331 57
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4.3. Wstep

Produkty pochodzenia naturalnego od zawsze stanowity niezwykle wazny element
w zyciu cztlowieka. Zwigzki biologicznie czynne produkowane przez bakterie, grzyby,
zwierzeta czy rosliny byty i sa waznym komponentem diety oraz podstawg wielu suplementéw
lub preparatow leczniczych (Devi i wsp. 2020; Pham i wsp. 2019; Santos i wsp. 2020; Sung
i wsp. 2021; Thomford i wsp. 2018). Wsrod tych licznych i réznorodnych zrodet cennych
zwigzkow o szerokim zastosowaniu rosliny zajmujg szczegblnie wazne miejsce. Od
niepamietnych czasow przekazywana przez kolejne pokolenia wiedza o leczniczym dziataniu
roslin byta podstawg terapii wielu chordb ludzi na catym Swiecie. Najstarsze znane dowody
medycznego wykorzystania roélin pochodza z sumeryjskiej ptyty z Nagpur sprzed okoto 5000
lat, gdzie utrwalono przepisy wykorzystujace 250 roznych zi6t leczniczych (Bhardwaj S. i wsp.
2018). Chinskie zrodta takie jak ksiega ,,Pen T'Sao”, autorstwa cesarza Shen Nunga powstata
okoto 2500 roku p.n.e., indyjskie Swiete ksiegi Wedy, czy Papirus Ebersa, napisany ok. 1550
r. p.n.e., to zbiory opisujgce istotny udziat roslin takich jak m.in. aloes, czosnek, jatowiec czy
cebula w terapii szerokiego spektrum schorzen (Kumar Srivastava, 2018). Obecnie, rowniez
wiele stosowanych powszechnie suplementdéw i lekow bazuje na zwigzkach pochodzenia
roslinnego, sg to m.in. paklitaksel (z Taxus brevifolia), winblastyna i winkrystyna
(z Catharanthus roseus) czy atropina (z Atropa belladonna) wykorzystywane rutynowo
w leczeniu choréb nowotworowych, premedykacji przed znieczuleniem ogélnym czy
w okulistyce (Nobre i wsp. 2019; Wright i wsp. 2019; Zhang i wsp. 2014). Oczywiste jest, ze
uzywany w celach medycznych materiat roslinny pochodzit pierwotnie z naturalnych
stanowisk, ajego zbior prowadzony byt najczesciej w sposéb niekontrolowany. Dziatanie takie
doprowadzito w wielu przypadkach do niebezpiecznego zubozenia zasobow Srodowiskowych.
Ogromny wzrost zapotrzebowania na produkty pochodzenia ro$linnego w naturalny sposob
wymusit prace zwigzane z zapewnieniem alternatywnego do Srodowiska naturalnego zrodta
roslinnych zwiazkéw biologicznie czynnych. Potezne mozliwosci dzisiejszej biotechnologii
roslin bazujace na opracowaniu wydajnych technik ich rozmnazania w warunkach in vitro,
optymalizacji hodowli nawet w bardzo duzej skali oraz wprowadzaniem okreSlonych
modyfikacji do ich genomu pozwolity znaczgco zwiekszy¢ ilos¢ materiatu roslinnego, oraz
w wielu przypadkach podwyzszy¢ jego produktywnos$¢ lub nadawaé¢ nowe pozadane
wiasciwosci bez ingerencji w S$rodowisko naturalne. Dzisiejsze strategie utrzymywania
cennych z medycznego punktu widzenia komorek i tkanek roslin w warunkach in vitro na

sztucznych podtozach w sposob znaczacy poszerzajg wachlarz mozliwych ich zastosowan
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(Espinosa-Leal i wsp. 2018; Isah i wsp. 2018). Kultury takie, bazujace na totipotencji komorki
roslinnej i prowadzone w okreslonych warunkach sg dzis punktem wyjscia dla masowej
produkcji m.in. roslinnych metabolitow wtérnych o pozadanych wasciwosciach. Dodatkowo
mozliwo$¢ stosowania tu szerokiego spektrum dostepnych narzedzi inzynierii genetycznej
w pofaczeniu z wydajnymi metodami transgenezy otwiera dzi$ catkowicie nowe mozliwosci
otrzymywania kultur roslinnych o zupeilnie nowym potencjale. Skuteczna ingerencja
w wybrane szlaki metaboliczne prowadzi¢ moze do otrzymywania nowych wysokowydajnych
kultur roslinnych, ktére z powodzeniem wypierajg tradycyjnie stosowany niemodyfikowany
materiat roslinny jako zrodto zwigzkow biologicznie czynnych stosowanych w roznych
gateziach przemystu (Fuentes i wsp. 2018; Guerriero i wsp. 2018; Marchev i wsp. 2020).
Wsrod rutynowo wykorzystywanych dzis m.in. zawiesinowych kultur komérkowych, kultur
kalusa, zregenerowanych transgenicznych roslin czy kultur korzeni wiosSnikowatych, te
ostatnie wyrozniajg sie szczegolnie interesujgcym potencjatem.

Korzenie te pojawiajg sie na tkance roslinnej w wyniku jej infekcji przez gram-ujemna bakterie
glebowg Rhizobium rhizogenes, ktéra posiada naturalng zdolno$¢ przenoszenia informacji
genetycznej zawartej w plazmidzie Ri do komérki roslinnej w ztozonym wieloetapowym
procesie (Guo i wsp. 2019). Finalnie dochodzi do intensywnego rozrostu Kkorzeni
wiosnikowatych odznaczajacych sie specyficznymi cechami takimi jak: szybki przyrost
biomasy niezalezny od regulatorow wzrostu, plagiotropizm, bogato rozgateziona struktura
korzeni bocznych czy brak geotropizmu. Nie bez znaczenia pozostaje tu rowniez wysoka
stabilnos¢ genetyczna w porownaniu np. do tkanki kalusowej (Gutierrez-Valdes i wsp. 2020).
Te pozadane wiasciwosci opisanych korzeni czynigje szczeg6lnie czesto wykorzystywanym
modelem dla produkcji rekombinowanych biatek czy cennych z punktu widzenia cztowieka
metabolitow wtdrnych. Transgeniczne korzenie wiosSnikowate posiadajg interesujgcy
potencjat, poniewaz mozliwos¢ wprowadzania do ich genomu dodatkowych genéw moze
skutkowa¢ modyfikacjami istniejacych w nich naturalnych szlakéw metabolicznych
i w konsekwencji prowadzi¢ do wydajniejszego wytwarzania uzytecznych zwigzkow
0 konkretnym zastosowaniu. To wiasnie wykorzystanie tzw. inzynierii metabolicznej lezy
obecnie u podstaw tworzenia nowoczesnych wysokowydajnych roslinnych kultur in vitro
wychodzacych naprzeciw ogromnemu zapotrzebowaniu réznych gatezi przemystu na cenne
fitozwigzki. W literaturze dostepnych jest wiele wynikdw badar potwierdzajgcych mozliwos¢
znacznego zwiekszania produktywnosci opisywanych kultur przy zastosowaniu réznych
strategii biotechnologicznych. Przyktadem moze by¢ praca Fu i wsp. w ktorej autorzy,

wprowadzajac do genomu korzeni wiosnikowatych Salvia miltiorrhiza dwa geny (kodujgce
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syntaze kwasu rozmarynowego RAS oraz monoksygenaze zalezng od cytochromu P450
CYP98A14) i doprowadzajac do ich nadekspresji, uzyskali produkcje nawet trzykrotnie
wiekszej ilosci kwasow fenolowych w liniach transgenicznych korzeni w pordéwnaniu
z korzeniami nietransgenicznymi, co potwierdzono badaniem zdolnosci antyoksydacyjnej
w teScie DPPH. Ekstrakty pochodzace ze zmodyfikowanych korzeni wiosnikowatych
wykazywalty silniejsze dziatanie przeciwutleniajgce i przeciwbakteryjne niz ekstrakty z korzeni
nietransgenicznych oraz silniejsze dziatanie przeciwbakteryjne w poréwnaniu z liniami
kontrolnymi (Fu i wsp. 2020). Takze Luo i wsp. (Luo i wsp. 2020) udowodnili, ze nadekspresja
czynnika transkrypcyjnego TrMYB4 moze wptywac na znaczne podwyzszenie produkcji
flawonoidow i rutyny w transgenicznych korzeniach wtosnikowatych Fagopyrum cymosum.
Oba przedstawione powyzej przyktady wraz z wieloma innymi potwierdzajg mozliwosc¢
wyprowadzenia wydajnych kultur roslinnych bedgcych doskonatg, optacalng oraz ekologiczng
alternatywg w porownaniu z naturalnie wystepujgcymi w Srodowisku naturalnym roslinami.
Dodatkowo mozliwos¢ jednoczesnego taczenia wielu strategii biotechnologicznych takich jak
hodowla kultur korzeni wtosnikowatych w duzej skali w specjalnie opracowanych w tym celu
bioreaktorach wraz z zastosowaniem odpowiednich elicytoréw dodatkowo moze zwigkszac
mozliwosci opisywanych uktadéw biologicznych w tak pozadanych sektorach, jak przemyst
farmaceutyczny czy spozywczy (Eibl i wsp. 2018; Sabater-Jara i wsp. 2010).

Roslinne metabolity wtérne ze wzgledu na wiele wiasciwosci biologicznych od
dtuzszego juz czasu koncentrujg na sobie duzg uwage badaczy. Ta grupa zwigzkdéw
organicznych, chociaz nie jest bezposrednio zaangazowana we wzrost i rozwoj organizmu,
petni w nim niezwykle wazna role. Produkowane sg one m.in. w odpowiedzi na niekorzystne
warunki $Srodowiska, atak patogendéw czy jako repelenty dla roslinozercéw bedac réwniez
atraktantami dla owaddw lub odgrywajagc wazng role w interakcjach miedzy innymi

symbiontami (Piasecka i wsp. 2015).

Ogromnym wyzwaniem dzisiejszej nauki oprocz proby uzyskania wysokowydajnych
systemdw roslinnych pozostaje poznanie wiasciwosci biologicznych ponad 100 ooo znanych
obecnie roslinnych metabolitow wtérnych i w konsekwencji wskazanie oraz potwierdzenie ich
potencjalnej przydatnosci m.in. w nowoczesnych formach terapii choréb cztowieka.
Opisywane zwigzki dzieli sie najczesciej na: fenole, alkaloidy, terpenoidy czy steroidy.
Dla przedstawicieli kazdej z tych klas istniejg potwierdzone wiasciwosci biologiczne

uzasadniajgce mozliwos¢ potencjalnego ich uzycia w terapii lub prewencji wielu schorzen
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(Avato and Tava, 2021; Debnath i wsp. 2018; Dziato i wsp. 2016; Koczurkiewicz i wsp. 2019;
Sajadimajd i wsp. 2019).

Wsrdd licznych klas cennych dla cztowieka roslinnych metabolitow wtornych szerokie
zastosowanie znalazty terpeny. Zwiazki te nazywane réwniez izoterpenoidami uwazane sg za
najliczniejszg i najbardziej zroznicowang grupe fitozwigzkéw (Singh and Sharma, 2015).
W organizmach roslinnych odpowiedzialne sg najczesciej za ich wybarwienie, zapach czy
charakterystyczny smak. Rosliny zawierajgce terpeny wykorzystywane byty przez cztowieka
juz bardzo dawno temu w leczeniu r6znych chorob. Przyktadem moze by¢ zastosowanie zywicy
pochodzacej z pistacji terpentynowej (Pistachia terebinthus), ktérej bogata w terpeny zywica
znalazta szerokie zastosowanie wsrdéd mieszkancow Bliskiego Wschodu w terapii wielu
schorzen. Zreszta sama nazwa tej grupy zwigzkdéw pochodzi od greckiej nazwy wspomnianej
rosliny. Wiele wynikow badan potwierdza mozliwo$¢ zastosowania zwigzkow nalezgcych do
grupy terpenéw jako czynnikébw o aktywnosci m.in. antybakteryjnej, przeciwwirusowej,
przeciwnowotworowej czy przeciwcukrzycowej (Petrovska, 2012; Pichersky and Raguso,
2018). Ogolnie klasyfikuje sie je bioragc pod uwage liczbe i organizacje budujgcych jednostek
izoprenowych o wzorze czagsteczkowym CsHs. Na podstawie wielkosci czasteczki klasyfikuje
sie terpeny jako: C5 (hemiterpeny), C10 (monoterpeny), C15 (seskwiterpeny), C20 (diterpeny),
C25 (sesterpeny), C30 (triterpeny), C40 (tetraterpeny), >C40 (politerpeny) (Singh and Sharma,
2015). Pierwszy etap ich biosyntezy polega na wytworzeniu jednostki C5 (difosforan
izopentenylu-I1PP lub difosforan dimetyloallilu - DMAPP), ktorej powstawanie moze zachodzic¢
w szlaku mewalonianu i fosforanu metyloerytrytolu (MEP). Pierwsza reakcja zachodzi

w cytozolu, druga w plastydach roslin.

Triterpeny stanowig co najmniej 50% wszystkich zidentyfikowanych dotychczas terpenow,
wsrod nich natomiast znaczna cze$¢ to triterpeny pentacykliczne. Jest to jeden z powodow
opisania w tej grupie duzej iloSci zwigzkdéw o charakterze leczniczym (Hordyjewska i wsp.
2019). Przyktadami moga byc: kwas oleanolowy, lukrecjowy czy korozolowy, azjatykozyd,
lupeol czy kwas betulinowy (Algahtani i wsp. 2013). Ten ostatni bedacy pentacyklicznym
triterpenem typu lupanu znany jest od 1788 roku, kiedy to Johann Tobias Lowitz wyizolowat
zredukowang jego forme z roslin, okreslajac réwniez, ze jest on znaczacym skiadnikiem
zewnetrznej kory brzozy nadajgcym jej charakterystyczny kolor. Oprécz roslin z rodzaju Betula
mozna go réwniez znalez¢ w wielu innych takich jak m.in.: gtozyna omszona (Zizyphus
mauritiana), eukaliptus kamadulski (Eucalyptus camaldulensis), zawilec (Anemone raddeana),

bobrek trojlistkowy (Menyanthes trifoliata) czy Senna obtusifolia znany jako senes tepolistny
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lub straczyniec tepolistny. Wykazano, ze wiele roslin produkujacych kwas betulinowy posiada
wiasciwosci przeciwnowotworowe, ale ze wzgledu na ograniczong jego naturalng produkcje
intensywnie poszukiwane sg strategie pozwalajgce na uzyskanie wysokowydajnych systemow
roslinnych produkujacych ten cenny metabolit. W syntezie tego zwigzku w ukiadach
biologicznych wyroznia sie dwa podstawowe etapy, w ktérych pierwszy obejmuje kondensacje
difosforanu izopentenylu (IPP) i difosforanu dimetyloallilu (DMAPP) pod wptywem syntazy
difosforanu farnezylu (FPS) do czasteczki difosforanu farnezylu (FPP) ktorego dwie czasteczki
sg kondensowane nastepnie do skwalenu w reakcji katalizowanej przez syntaze skwalenu
(SQS). Nastepnie zwigzek ten przeksztatcany jest do oksydoskwalenu w reakcji
przeprowadzanej z udziatem eopksydazy skwalenu (SQE) dajac 2,3-oksydoskwalen. Drugi etap
syntezy polega na przeksztatceniu tego wyjsciowego zwigzku do lupeolu pod wptywem syntazy
lupeolu a finalnie do kwasu betulinowego z udziatem enzymow cytochromu P450 (CYP) (An
i wsp. 2020).

ipp

DMAPP

lupeol

Kwas betulinowy

Ryc. 1. Og6lny i uproszczony schemat syntezy kwasu betulinowego u roslin

Obecnie, wielopoziomowa ingerencja w coraz lepiej poznawane szlaki metaboliczne
w pofaczeniu z rozmaitymi rozwigzaniami technicznymi pozwalajgcymi na hodowle komorek
i tkanek roslinnych w kontrolowanych warunkach in vitro staje sie podstawg dla pozyskiwania
szerokiej gamy zwigzkow biologicznie czynnych. Dodatkowo wiele czynnikéw o charakterze
elicytorbw w znaczny spos6b podwyzsza wydajnos¢ takich ukitaddéw. Te ekonomiczne
i ekologiczne rozwigzania sg juz wykorzystywane na szerokag skale a wiele zalet, ktére
posiadajg sprawia, ze coraz czesciej beda stawaty sie podstawowym Zrédiem atrakcyjnych

i pozadanych komponentow leczniczych.
4.4. Cel naukowy osiagniecia

Gtownym celem moich badan, bedacych podstawg przedstawionego osiggniecia
naukowego, byta préba uzyskania roslinnych kultur in vitro oraz transformacja genetyczna
wybranych z nich w celu zmiany zawartosci wybranych metabolitow wtornych ze szczegélnym

uwzglednieniem kwasu betulinowego poprzez uzyskanie nadekspresji genu dla wybranego



Tomasz Kowalczyk ZALACZNIK 2. AUTOREFERAT

enzymu biorgcego udziat w szlaku jego biosyntezy. W prezentowanych pracach skupitem sie
na okresleniu wasciwosci biologicznych ekstraktow roslinnych pochodzgcych z Menyanthes
trifoliata hodowanego w réznych warunkach oraz Senna obtusifolia, czyli roslin majacych
zdolno$¢ syntezy tego metabolitu. Dodatkowo w przypadku S. obtusifolia otrzymatem
transgeniczne korzenie wiosnikowate wykazujgce nadekspresje genu syntazy skwalenu, ktore
hodowatem nastepnie w specjalnie przez siebie zaprojektowanym i wykonanym 10-litrowym
bioreaktorze zraszanym, finalnie z zastosowaniem elicytora w postaci jasmonianu metylu.
W cyklu prac wykazatem antynowotworowe i ochronne wiasciwosci ekstraktow roslinnych
odpowiednio w stosunku do komdérek nowotworowych i prawidtowych. Przeprowadzone
badania, wykorzystujgce wiele rdznych strategii, metod i technik pozwolity na potwierdzenie,
ze transformacja genetyczna oraz zastosowanie hodowli transgenicznych tkanek roslinnych na
wiekszg skale w bioreaktorze zraszanym przy odpowiedniej elicytacji moze prowadzi¢ do
zwiekszenia zawartosci kwasu betulinowego.

» Czes¢ biotechnologiczna prowadzonych badan obejmowata wyprowadzenie kultur in
vitro M. trifoliata oraz S. obtusifolia a takze ich mikropropagacje oraz hodowle w celu
uzyskania materiatu roslinnego do badan biologicznych. W przypadku S. obtusifolia
uzyskany materiat wykorzystano rowniez do transformacji genetycznej w celu indukcji
korzeni wiosnikowatych drogg agroinfekcji bez/oraz z konstruktem genetycznym
bedacym podstawg do uzyskania nadekspresji genu syntazy skwalenu - jednego
z enzymOw biorgcych udziat w syntezie triterpendw pentacyklicznych.

Badania obejmowaty réwniez:

» Charakterystyke otrzymanego materiatu roslinnego pod katem wybranych metabolitéw
wtornych m.in. polifenoli, antrachinonow oraz triterpenu pentacyklicznego w postaci
kwasu betulinowego.

* W przypadku ekstraktow r6znego pochodzenia otrzymanych z M. trifoliata zbadano ich
cytotoksycznos¢ w stosunku do prawidtowych astrocytéw ludzkich oraz komorek
glejaka. Okreslono rowniez wptyw ekstraktow na indukcje zjawiska apoptozy
w roznych liniach komorek nowotworowych. W tym zakresie zbadano rdznice
w poziomie ekspresji gendw i biatek zaangazowanych w to zjawisko, a takze zmiany
potencjatu btony mitochondrialnej. Dodatkowo sprawdzono oddziatywanie ekstraktow
na prawidtowe ludzkie komorki Srodbtonka zyty pepowinowej (HUVEC) poprzez
badanie ekspresji genow zwigzanych ze stresem oksydacyjnym i reakcjg zapalna.
Wykonano takze analize wptywu ekstraktow na uszkodzenia jadrowego

i mitochondrialnego DNA, a takze poziom ROS w cytoplazmie i mitochondriach
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komorek, rozszczepienie polimerazy poli(ADP-rybozy) i fosforylacje histonu H2AX.
Dodatkowo przetestowano wptyw tych ekstraktow na wybrane bakterie i grzyby
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans oraz Saccharomyces cerevisiae).
W przypadku S. obtusifolia badano ekstrakty pochodzace z transgenicznych korzeni
wiosnikowatych tej rosliny pod wzgledem cytotoksycznosci w stosunku do komorek
biataczkowych (NALM®6) w potgczeniu z chemoterapeutykiem, glejakowych (U87TMG)
takze raka ptuca (A549) i prostaty (DU-145). W przeprowadzonych badaniach
przetestowano ekstrakty pod katem ich wptywu na indukcje apoptozy. Zbadano réwniez
wptyw ekstraktow na zmiany poziomu ekspresji biatek zwigzanych z apoptoza, zmiane
potencjatu bton mitochondrialnych, wykonano test klonalnosci komoérek, analize
fragmentacji chromosomalnego DNA oraz mozliwo$¢ inhibicji topoizomerazy |.
Ponadto uzyskane ekstrakty sprawdzono takze pod katem  dziatania
przeciwdrobnoustrojowego wobec Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans oraz Saccharomyces
cerevisiae, a takze przeciwwirusowego wobec Kkaliciwirusa kotow bedacego
substytutem ludzkiego norowirusa.
4.5.0mowienie wynikow

Wstepem do cyklu prac skiadajacych sie na niniejsze osiggniecie naukowe jest artykut
przegladowy przedstawiajgcy mozliwosci dzisiejszej zielonej biotechnologii  zwigzanej
z manipulacjg genetyczng oraz hodowlg transgenicznych kultur ro$linnych w rdznego typu
bioreaktorach w wiekszej skali. W artykule tym przedstawiono krotkg historie otrzymywania
transgenicznych roslinnych kultur in vitro, mozliwosci prowadzenia takich kultur w roéznego
rodzaju bioreaktorach pozwalajgcych na optymalizacje i zwiekszenie skali catej hodowli oraz
zastosowania inzynierii metabolicznej jako jednej ze strategii pozyskiwania cennych zwigzkow
biologicznie czynnych i rekombinowanych biatek. Dodatkowo, przedstawiono tu przykiady
patentow zwigzanych z réznymi rodzajami bioreaktorow i rozwigzan technicznych mogacych mie¢

zastosowanie w hodowli roslinnych kultur in vitro na wiekszg skale (Publikacja P1).

Otrzymanie kultur in vitro oraz ex vitro Menyanthes trifoliata
Pierwszy etap moich badan polegat na uzyskaniu aksenicznych kultur in vitro roslin

syntetyzujacych wybrane cenne metabolity wtérne ze szczegolnym uwzglednieniem kwasu
betulinowego. Jako pierwszg z roslin wykorzystatem bobrek trojlistkowy (Menyanthes

trifoliata). Kultury in vitro tej rosliny uzyskano z nasion, ktdre poddano standardowej
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procedurze sterylizacji powierzchniowej z zastosowaniem jako czynnikow sterylizujgcych 70%
alkohol etylowy oraz komercyjnie dostepny wybielacz zawierajgcy podchloryn sodu. Po
przeprowadzonej procedurze sterylizacji nasiona bobrka tréjlistkowego przeniesione zostaty na
podtoze SH (Schenk i Hildebrandt) zestalone 0.8% agarem i suplementowane kwasem
giberelinowym w stezeniu 50 mg/L oraz kinetyng w stezeniu 0.02 mg/L. Miode siewki
przenoszone byty na zestalone agarem podtoze SH i utrzymywane w hodowli z intensywnym
oSwietleniem w temp. 260C (fotoperiod 16/8 dzien/noc). Kolejnym etapem byla
mikropropagacja roslin z wykorzystaniem otrzymanych wierzchotkow pedéw umieszczonych
w statym podtozu (agar 0.8%) zawierajgcym 0.5 mg/L kwasu indolilooctowego oraz 1 mg/L
6-benzyloaminopuryny. Po 30-dniowej inkubacji materiat roslinny przeniesiono na podtoze SH
zestalone agarem z dodatkiem 0.5 mg/L BAP, a nastepnie 1-2 cm wierzchotki umieszczano
rowniez w podtozu SH uzupetnionym o 0.5 mg/L IAA w celu ich ukorzenienia. Ukorzenione

pedy przenoszono nastepnie do ptynnego podtoza SH do dalszego wzrostu.

Réwnolegle do zaktadania kultur in vitro bobrka tréjlistkowego, zainicjowatem jego hodowle
ex vitro poprzez wysianie nasion do wysterylizowanej wczesniej mieszanki gleby, torfu i piasku
w stosunku objetoSciowym odpowiednio 3:1:1 i hodowano w warunkach szklarniowych
w 260C z fotoperiodem 16/8 (dzien/noc) (Publikacja P2).

Identyfikacja oraz ilosciowe oznaczanie wybranych metabolitow wtérnych obecnych

w ekstraktach roslinnych

W celu dokonania analizy jakoSciowej i iloSciowej wybranych metabolitow wtornych
z grupy fenoli, oraz terpendéw (kwasu betulinowego), ekstrakty pochodzace z M. trifoliata
hodowanych w warunkach in vitro i ex vitro poddano badaniu z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Do analiz fitochemicznych wykorzystano cztery
rozne ekstrakty pochodzace z roslin hodowanych w warunkach in vitro z podziatem na czes¢
nadziemng (MtAPV) oraz korzenie (MtRV) oraz analogicznym podziatem dla roslin
pochodzacych z hodowli w glebie (odpowiednio MtAPS i MtRS). Uzyskane wyniki wykazaty
najwyzsza zawarto$¢ kwasu betulinowego (5437.15 ~g/g s.m.) w ekstraktach MtRV
w porownaniu do MtAPV (395.31 ~g/g s.m.), MtRS (3938.95 "g/g s.m.) oraz MtAPS
(390.00 ~g/g s.m.). Co wiecej wsrod zidentyfikowanych zwigzkow fenolowych we
wszystkich ekstraktach wykazano najwyzsze zawartoSci: kwasu synapinowego,
elagowego, chlorogenowego oraz rutyny. Dodatkowo w ekstraktach MtRV i MtRS

wykazano wyzszg w stosunku do innych zwigzkéw obecno$¢ kwasu syringowego
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(Publikacja P2).

Badanie wptywu ekstraktow z M. trifoliata na przezywalnos¢ ludzkich komorek

nowotworowych i prawidtowych

Przeprowadzone badanie przezywalnosci (test MTT oparty na zdolnosSci enzymu-
dehydrogenazy mitochondrialnej do przeksztatcania rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej
(bromek  3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy) do  nierozpuszczalnego
ciemnoniebieskiego formazanu, ktérego intensywno$¢ zabarwienia mierzona jest
spektrofotometrycznie) linii komérek nowotworowych glejaka (w IV stadium zaawansowania
choroby) oraz prawidtowych astrocytow (NHA) pod wptywem zastosowanych ekstraktow
wykazato, ze mogg one wywotywac efekt cytotoksyczny w komorkach nowotworowych.
W przypadku linii glejaka silniejszy efekt cytotoksyczny wykazano dla ekstraktow
przygotowanych z korzeni (MtRV i MtRS) niz z czesci nadziemnej rosliny (MtAPV
i MtAPS). Badania wykazaty, ze najsilniejszy wptyw na zywotno$¢ komérek wykazywat
ekstrakt MtRV. W przypadku badania zywotnos$ci ludzkich astrocytow, ekstrakty nie

wykazywaty znacznego wptywu cytotoksycznego (Publikacja P2).
Badanie wptywu ekstraktow M. trifoliata na cykl komorkowy komorek nowotworowych

Ze wzgledu na fakt, ze badanie cytotoksycznosci wykazato najsilniejszy wpltyw ekstraktu
MtRV na komorki nowotworowe, do dalszych badan biologicznych uzyto wiasnie tego

ekstraktu.

Wyniki badan cyklu komérkowego z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej
w komaorkach poddanych dziataniu ekstraktu przez 24-godziny w zakresie stezen 0.25-1.5
mg/mL wykazaty najwiekszy wzrost puli komdrek w fazie G2/M po zastosowaniu 1.5
mg/mL ekstraktu z jednoczesnym wzrostem komdrek apoptotycznych do 40%
(Publikacja P2).

Analiza zmiany ekspresji gendéw oraz poziomu biatek zwigzanych z apoptozg

w komadrkach glejaka

W celu zbadania potencjalnego wptywu testowanego ekstraktu na ekspresje genow zwigzanych
z apoptozg w komorkach nowotworowych, analizowano poziomy mRNA dla genow Bcl-2,
Bax, Cas-3 oraz TP53 po 24-godzinnej inkubacji komorek z tym ekstraktem w wybranym

wczesniej stezeniu 1.5 mg/mL ekstraktu MtRV (Publikacja P2).

Uzyskane wyniki wykazaty wzrost poziomu ekspresji gendw Bax, Cas-3 oraz TP53 oraz spadek

ekspresji genu Bcl-2. Dodatkowo ocena poziomu biatek kodowanych przez te geny wykonana
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zostata metodg Western-blot, a jej wyniki potwierdzity réwniez wzrost poziomu biatek Bax,
Cas-3 oraz p53 (Publikacja P2).

Badanie zmian potencjatu bton mitochondrialnych w komdrkach nowotworowych

Komorki nowotworowe poddane zostaty takze badaniu w kierunku zmian potencjatu btony
mitochondrialnej po 24-godzinnym dziataniu testowanego ekstraktu (MtRV). Test ten
wykonano z zastosowaniem jodku 5,5,,6,6’-tetrachloro-1,1,,3,3’-tetraetylobenzimidazo-
karbocyjaniny (JC-1), ktory w przypadku wysokiego potencjatu elektrycznego btony (A¥m)
tworzy agregaty emitujgce fluorescencje czerwong. Gdy dochodzi do depolaryzacji btony
mitochondrialnej (spadku potencjatu A¥m) barwnik ten na skutek przemieszczenia do
cytoplazmy przechodzi w forme monomeryczng emitujac zielong fluorescencje. Otrzymane
wyniki wykazaty znaczacy spadek tego potencjatu w poréwnaniu do komorek
kontrolnych co moze potwierdza¢ indukcje wewnatrzpochodnej apoptozy w tych
komarkach (Publikacja P2).

W celu bardziej kompleksowej oceny wiasciwosci biologicznych ekstraktow M. trifoliata
kolejnym etapem badan byto okresSlenie ich potencjalnych zdolnoSci ochronnych
w stosunku do ludzkich komorek Srodbtonka zyty pepowinowej (HUVEC).

Aby okresli¢ wiasciwosci protekcyjne ekstraktow wytypowanych do dalszych badan na
podstawie najwyzszej zawartosci kwasu betulinowego, wykorzystano je w celu sprawdzenia
ich wptywu na przezywalnos¢ komorek, ekspresje genow zwigzanych ze stanem zapalnym
i stresem oksydacyjnym, uszkodzenia mitochondrialnego i jadrowego DNA, generowanie
reaktywnych form tlenu, rozszczepienie polimerazy poli(ADP-rybozy), a takze fosforylacje
histonu H2A.X w komorkach prawidtowych poddanych dziataniu lipopolisacharydu (LPS)
oraz nadtlenku wodoru (H202). Na tym etapie prac przeprowadzono dodatkowo réwniez
badanie wptywu tych ekstraktow na wybrane bakterie i grzyby (Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans oraz
Saccharomyces cerevisiae).

Ocena wptywu ekstraktow MtRV i MtAPV pochodzgcych z M. trifoliata na przezywalnos¢
prawidtowych komoérek liniit HUVEC

W celu oceny wptywu badanych ekstraktow na przezywalno$¢ komarek $rodbtonka zyly
pepowinowej (HUVEC) przeprowadzono badanie ich cytotoksycznosci w tescie MTT.
Wykonany test nie wykazat cytotoksycznego efektu w stosunku do badanych komoérek po 24

godzinach inkubacji z ekstraktem.
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W celu dalszego badania ochronnego potencjatu ekstraktow komorki poddano dziataniu
1 |ig/mL LPS lub 50 [iM H202 celem wywotania odpowiednio stanu zapalnego lub stresu
oksydacyjnego. W badaniach wykonano rowniez test przezywalnosci komorek poddanych
dziataniu samymi ekstraktami oraz ekstraktami w potgczeniu z LPS lub H202 a wyniki

wykazaty brak znaczacego wptywu na ich zywotno$¢ (Publikacja P3).

Ocena wpltywu ekstraktow MtRV i MtAPV na poziom ekspresji gendw zwigzanych ze
stresem oksydacyjnym oraz stanem zapalnym

Aby oceni¢ wpltyw ekstraktbw na poziom ekspresji gendw zwigzanych ze stresem
oksydacyjnym wykonano badania metodg Real-time PCR (RT-PCR). Analizowano tu poziom
MRNA dla genow HO-1, NQO1, NRF2, kKAEP1 oraz GCLC a uzyskane wyniki wykazaty, ze
zastosowanie ekstraktow w stezeniu 1 mg/mL przez 24 godziny wptywa na poziom ekspresji
analizowanych gendéw zwigzanych ze stresem oksydacyjnym w komérkach HUVEC
poddanych dziataniu nadtlenku wodoru w poréwnaniu do komérek kontrolnych. Analogiczny
efekt zaobserwowano w przypadku badania wptywu ekstraktow na poziom ekspresji genow
zwigzanych ze stanem zapalnym (IL-1a, IL-1fi, IL-6, TNF-a oraz TNF-y) po indukcji
lipopolisacharydem.

W obu badaniach wykazano, ze silniejszy efekt wywierat ekstrakt MtRV w poréwnaniu
do MtAPV (Publikacja P3).

Ocena ochronnego wplywy ekstraktow na uszkodzenia DNA jgdrowego oraz
mitochondrialnego generowane nadtlenkiem wodoru (H202) oraz wptyw na poziom
cytoplazmatycznych i mitochondrialnych reaktywnych form tlenu (ROS)

W celu okres$lenia efektu ochronnego ekstraktéw polegajacego na ograniczaniu uszkodzen
powstajgcych w mitochondrialnym (mtDNA) oraz jadrowym (nDNA) materiale genetycznym,
przeprowadzono analize metodg SLR-qRT-PCR. Do badan wykorzystano materiat genetyczny
wyizolowany z komdrek inkubowanych z ekstraktem MtRV lub MTAPV przez 24 godziny,
a nastepnie poddanych inkubacji z 50 |iM H202. Wyniki wykazaty znaczacy spadek liczby
uszkodzen w obrebie analizowanych genéw mitochondrialnych ND1 i ND5 (ok. 5 uszkodzen
na 10 kb DNA). Podobng tendencje zaobserwowano w przypadku analizy uszkodzen rejonéw
genéw jadrowych HPRT1 oraz TP53. Wyniki te Swiadczg o wasciwosciach protekcyjnych
zastosowanych ekstraktow (Publikacja P3).

Dodatkowo zbadano tu poziomu ROS w cytoplazmie z wykorzystaniem 2’,7’-dioctanu

dichlorofluoresceiny (DCFDA), bedacego barwnikiem fluorogennym, pozwalajgcym wykazac
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aktywnos¢ ROS w komorce. Barwnik ten jest deacetylowany przez esterazy komdrkowe
i przeksztatcany do zwigzku niewykazujacego fluorescencji. Zwigzek ten utleniany jest
nastepnie przez ROS do 2’, 7°-dichlorofluoresceiny (DCF), ktéry wykazuje silng fluorescencje
mozliwg do wykrycia za pomocg spektrofluorymetrii. Poziom mitochondrialnych ROS badano
natomiast z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej MitoSOX. W badanych komorkach
wykazano ich spadek po inkubacji z ekstraktami roslinnymi w poréwnaniu do komoérek

kontrolnych, co dodatkowo potwierdza efekt ochronny MtRV oraz MtAPV (Publikacja P3).

Analiza poziomu rozszczepionej polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP) oraz fosforylacji
histonu H2A.X z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;j

Aby dodatkowo potwierdzi¢ ochronne wiasciwosci ekstraktow roslinnych wykonano analize
poziomu rozszczepionych PARP-1 oraz ufosforylowanych histondw H2A.X. Wykazano, ze
komorki HUVEC inkubowane z 50 |iM H202 po 24-godzinnym dziataniu badanymi
ekstraktami wykazywaty nizszy poziom rozszczepionych PARP-1 oraz fosforylowanych
histondbw w poréwnaniu do komérek niepoddanych dziataniu ekstraktéw. Przeprowadzone

analizy wykazaty, ze silniejszy efekt ochronny wykazywat ekstrakt MtRV (Publikacja P3).

Badanie przeciwbakteryjnego i przeciwgrzybiczego dziatania ekstraktow M. trifoliata

W celu sprawdzenia aktywnosci badanych ekstraktow w stosunku do bakterii i grzybow,
dodatkowo wykonano badanie dla wyznaczenia minimalnego stezenia hamujgcego - MIC oraz
minimalnego stezenia bakteriobdjczego/grzybobdjczego - MBC/MFC w stosunku do
mikroorganizmow takich jak: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Enterococcus faecalis, Saccharomyces cerevisiae, oraz Candida albicans. Badania te
wykazaty umiarkowang aktywno$¢ obu ekstraktow w stosunku do badanych szczepdw bakterii
i grzybow (MIC 150-925 |ig/mL oraz MBC/MFC 500-2500 |ig/mL). Pomimo umiarkowanej
aktywnosci, ekstrakt MtRV wykazywat silniejszg aktywno$¢ w poréwnaniu z ekstraktem
MtAPV w stosunku do P. aeruginosa oraz E. faecalis (MIC 150 |ig/mL), a takze silniejsze
dziatanie na C. albicans oraz S. cerevisiae (odpowiednio MIC 625 |ig/mL i 725 |ig/mL oraz
MFC 625 |ig/mL i 1500 |ig/mL) (Publikacja P3).

Kolejnym etapem prowadzonych badan byto wyprowadzenie kultur in vitro strgczynca

tepolistnego (Senna obtusifolia)

Kultury in vitro S. obtusifolia otrzymano z nasion poddanych powierzchniowej sterylizacji 70%
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etanolem oraz 3% podchlorynem sodu. Po procedurze sterylizacji nasiona kietkowano na
statym podtozu MS (Murashige i Skoog) zawierajagcym 15 g/L glukozy zestalonym 0,8%
agarem. Nasiona kietkowano w 260C w warunkach fotoperiodu 16/8 (dzien/noc) (Publikacja
P4).

Konstrukcja roslinnych wektoréw wykorzystanych do transformacji genetycznej

W toku prac nad prébg uzyskania transgenicznych korzeni wiosnikowatych skonstruowano
kasete ekspresyjng dla genu kodujacego syntaze skwalenu pochodzacg z zenszenia
koreanskiego (Panax ginseng), w ktorej znajdowat sie pod kontrolg konstytutywnego
promotora wirusa mozaiki kalafiora (CaMV 35S) oraz zawierajgcg 5'-liderowg sekwencje
(nazywang Omega) wirusa mozaiki tytoniu (TMV) majacg za zadanie wzmacnianie procesu
translacji. Finalna wersja wektora roslinnego zostata przygotowana na drodze klonowania
molekularnego z wykorzystaniem endonukleaz Sacl orazXbal pozwalajacych najednoetapows
rekombinacje pomiedzy wektorem pUCS57 zawierajacym sekwencje kodujgcg syntaze
skwalenu oraz wektorem docelowym pGFPGUSPIus. Skonstruowany wektor oprocz opisanej
kasety ekspresyjnej zawierat rowniez kasety dla gendéw hpt i gusA kodujace odpowiednio
fosfotransferaze higromycyny oraz P-glukuronidaze bedacg biatkiem reporterowym.
Poprawnos$¢ konstrukcji wektora roslinnego sprawdzono za pomocg ponownej hydrolizy
endonukleazami uzytymi do jego konstrukcji oraz z wykorzystaniem reakcji tancuchowej
polimerazy (PCR) =z zastosowaniem starterow komplementarnych do sekwencji

wprowadzanego genu (Publikacja P4).

Ryc. 2. Schematy wektorow wykorzystanych do transformacji genetycznej S. obtusifolia.
A- oryginalny wektor pPGFPGUSPIus, B- rekombinowany wektor zawierajgcy kasete ekspresyjng dla
genu PgSS1
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Transformacja genetyczna ro$lin

Transformacji genetycznej S. obtusifolia dokonano w warunkach in vitro z wykorzystaniem
metody agroinfekcji. Proces ten poprzedzony byt wprowadzeniem rekombinowanego wektora
pGFPGUSPIlus-PgSS1 do kompetentnych komorek bakteryjnych Rhizobium rhizogenes A4
przygotowanych metodg przeptukiwania buforem TE. Komorki bakteryjne transformowano
genetycznie wektorami wykorzystujagc metode szoku termicznego a nastepnie dokonano
selekcji transformantow z wykorzystaniem czynnika selekcyjnego w postaci antybiotyku

kanamycyny na ktdrg gen opornosci jest obecny w wektorze pGFPGUSPIlus (Publikacja P4).

W toku transformacji genetycznej siewek S. obtusifolia wykorzystano dwa rézne wektory,
wsrdd ktorych byt oryginalny niemodyfikowany wektor pPGFPGUSPIlus oraz rekombinowany
wektor pGFPGUSPIlus-PgSS1. Do transformacji uzyto rowniez niemodyfikowanych szczepow
R. rhizogenes A4 w celu indukcji korzeni transformowanych bez dodatkowego transgenu
(Publikacja P4).

Na tym etapie prac kazdy wariant bakterii (z wektorami i bez nich) hodowany byt na podtozu
YMB w 28cC z intensywnym wytrzgsaniem z tg roznicg, ze transgeniczne komorki niosgce
plazmid hodowano z dodatkiem 50 mg/L kanamycyny w celu ciagtej selekcji transgenicznych
komorek. Hodowle bakteryjne o odpowiedniej gestosci optycznej (OD600=0.7) wirowano,
a powstaty osad zawieszano w identycznej objetosci ptynnego podtoza MS. Na tym etapie
pochodzace z hodowli in vitro 14-dniowe siewki przecinano w miejscu hipokotyli a powstate
powierzchnie zranienia inokulowano otrzymang wczesniej zawiesing bakterii, ktorej nadmiaru
pozbywano sie sterylnym papierem a nastepnie tak zainokulowane siewki uktadano na podtozu
/' MS zraniong czescig do gory i kokultywowano przez okres 3 dni w ciemnos$ci w temperaturze
260C. Po tym czasie siewki przenoszono na zestalone 0.8% agarem podtoze MS uzupeinione
cefotaksymem w stezeniu 250 mg/L i hodowano w 250C z zastosowaniem fotoperiodu 16/8

(dzien/noc). Pasazowania dokonywano co 7 dni na $wieze podtoze.

Opisana procedura transformacji skutkowata pojawieniem sie pierwszych korzeni
wiosnikowatych na materiale roslinnym po 10 dniach od rozpoczecia kokultywacji
(Publikacja P4).

Uzyskane wyniki wydajnosci  indukcji  korzeni  wiosSnikowatych  wykazaty
najefektywniejsze zachodzenie tego procesu w przypadku inokulacji bakteriami
nieniosgcymi wektora (92%) a nieznacznie nizszy w przypadku transformacji bakteriami
posiadajacymi oryginalny niemodyfikowany wektor oraz rekombinowany wektor
pPGFPGUSPIlus-PgSS1 (odpowiednio 87% i80%) (Publikacja P4).
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Odpowiednio wyselekcjonowane korzenie transgeniczne z zastosowaniem jako czynnika
selekcyjnego higromycyny B byty finalnie hodowane w podtozu ptynnym MS w 250C

z intensywnym wytrzgsaniem.

Na tym etapie wyselekcjonowano 7 linii korzeni witos$nikowatych z przeniesionym
transgenem zawierajacym gen kodujacy syntaze skwalenu (SOPSS1-7), 3 linie korzeni
indukowanych R. rhizogenes niosgcymi oryginalny niemodyfikowany wektor (SOGFP
1-3) oraz 2 linie indukowane nietransgenicznymi bakteriami R. rhizogenes A4 (SOA4 1-2)
(Publikacja P4).

Potwierdzenie transformacji korzeni wto$nikowatych

W celu potwierdzenia integracji transgenu z genomem wygenerowanych linii korzeni
wiosnikowatych przeprowadzono izolacje genomowego DNA z kazdej linii korzeni oraz
przeprowadzono reakcje PCR z uzyciem starterow komplementarnych do sekwencji kodujacej
PgSS1 (wariant SOPSS1) oraz sekwencji komplementarnej do gendéw rolB i rolC (wariant
SOA41). Uzyskane wyniki potwierdzity obecno$¢ w badanych genomach poszukiwanych
gendw co potwierdza wystepowanie amplikonéw o wielkosci 557pz, 386pz oraz 582pz
odpowiednio dla gendéw PgSS1, rolB i rolC rozdzielonych i wizualizowanych w zelu
agarozowym. Transgeniczny charakter linii korzeni SOGFP potwierdzono wykazujac ich
fluorescencje w Swietle ultrafioletowym pochodzacg od produkowanego biatka GFP.
Dodatkowo, transgeniczny charakter korzeni linii SOPSS oraz SOGFP potwierdzono testem
histochemicznym pozwalajgcym wykaza¢ aktywno$¢ enzymu P-glukuronidazy (GUS)
z wykorzystaniem specyficznego substratu 5-bromo-4-chloro-3-indolylo-P-d-glukuronidu
przeksztatcanego pod wptywem GUS do nierozpuszczalnego ciemnoniebieskiego produktu
(5,5'-dibromo-4,4'-dichloro-indygo). Uzyskane w tym etapie badan wyniki potwierdzity
zarowno indukcje transgenicznych korzeni wiosnikowatych jak i korzeni transformowanych

nietransgenicznymi bakteriami (Publikacja P4 i P5).
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Ryc.3. A - Korzenie wiosnikowate S. obtusifolia linii SOGFP, B - Korzenie wtosnikowate S.

obtusifolia linii SOPSS w Swietle ultrafioletowym.

C

Ryc.4. Wynik testu histochemicznego wykrywajgcego aktywno$¢ P- glukuronidazy
przeprowadzony na korzeniach wio$nikowatych linii: A - SOPSS, B - SOA4, C - SOGFP.

Ocena zawartosci kwasu betulinowego w uzyskanych liniach korzeni wtosnikowatych

S. obtusifolia

Poniewaz jednym z gtownych celow catosci prac nad roslinnymi kulturami in vitro byta proba
wzmocnienia produkcji kwasu betuliniowego w materiale roslinnym, ekstrakty pochodzace
z zaindukowanych i wyselekcjonowanych linii réznych wariantow korzeni wio$nikowatych

S. obtusifolia poddano analizie HPLC w celu okreslenia zawartoSci tego metabolitu.

Wyniki analizy wykazaty 2.78 mg/g s.m. oraz 1.94 mg/g s.m. kwasu betulinowego w liniach
korzeni pochodzacych z transformacji nietransgenicznymi bakteriami (odpowiednio linia

SOAA41 i SOA42), natomiast trzy linie pochodzace z transformacji genetycznej bakteriami
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niosgcymi niemodyfikowany wektor pPGFPGUSPIlus zawieraty: linia SOGFP1- 4.08 mg/g
s.m.; SOPGF2- 4.73 mg/g s.m oraz SOGFP3 -3.98 mg/g s.m. Wyniki analiz wykazaty, ze
najwyzsze zawartosci kwasu betulinowego ws$rdod analizowanych linii  korzeni
wiosnikowatych  zanotowano dla wariantow transformowanych  konstruktem
genetycznym zawierajgcym kasete ekspresyjng dla genu syntazy skwalenu. Zawartos$¢ ta
w badanych ekstraktach pochodzacych z siedmiu linii korzeni wynosita od 5.99 mg/g s.m
do 22.71 mg/g s.m z najwyzszg zawartoscig oznaczong dla linii SOPSS1 (15.75 mg/g s.m)
oraz SOPSS2 (22.7 mg/g s.m); (Publikacja P4).

Ze wzgledu na najwyzszg zawarto$¢ kwasu betulinowego w dwdéch transgenicznych liniach
korzeni wiosnikowatych ekstrakty z nich pozyskane wykorzystane zostaty do dalszych badan
biologicznych zwigzanych z okreslaniem ich potencjatu antynowotworowego oraz
w potgczeniu z chemoterapeutykiem (doksorubicyng) w stosunku do linii komorek
biataczkowych (NALMS6).

Pierwszym etapem przeprowadzonych badan biologicznych byta ocena cytotoksycznego
wptywu ekstraktow z transgenicznych linii korzeni wiosnikowatych (SOPSS1 i SOPSS2)
na komorki NALM6

Cytotoksyczno$¢ badana w tescie MTT z zastosowaniem obu ekstraktow w zakresie stezen
0.015-2 mg/mL wykazata ich zdolno$¢ do obnizania zywotnosci badanych komorek
biataczkowych z silniejszym efektem obserwowanym dla ekstraktu SOPSS2. Wartosci 1Cso dla
ekstraktu SOPSS1 oraz SOPSS2 wynosita odpowiednio 0.23 mg/mL oraz 0.08 mg/mL dla
SOPSS1, oraz SOPSS2 (Publikacja P4).

Na tej podstawie okresSlono stezenia ekstraktow uzyte do dalszych badan biologicznych (0.08
i 0.23 mg/mL).

Analiza wptywu badanych ekstraktow oraz kombinacji ekstrakt-doksorubicyna

na ekspresje gendéw zwigzanych z apoptozg w linii komorek biataczkowych (NALM®6)

W celu sprawdzenia wptywu wytypowanych wczesniej ekstraktow S. obtusifolia na komorki
biataczkowe, komdrki poddawano inkubacji przez 24 godziny ze stezeniami wyznaczonymi
jako ICso. Dodatkowo dokonano analogicznej analizy z wykorzystaniem potgczenia ekstrakt-
chemoterapeutyk (250nM doksorubicyna). Analizy RT-PCR pod katem zmiany poziomu
ekspresji genow TP53, PUMA, NOXA oraz BAX wykazata wzrost we wszystkich badanych
uktadach w poréwnaniu do komorek kontrolnych. Najsilniejszy efekt zanotowano

w komérkach traktowanych wariantami zawierajgcymi sam ekstrakt SOPSS2 lub jego
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potaczenie z chemoterapeutykiem (Publikacja P4).

Analiza wptywu ekstraktow SOPSS1 i SOPSS2 oraz potgczenia ich z doksorubicyng na
indukcje apoptozy w linii komorek biataczkowych (NALM6)

Wplyw badanych ekstraktow oraz ich potgczenia z doksorubicyng na indukcje apoptozy badano
z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Zwiekszony odsetek komorek apoptotycznych
obserwowano po zastosowaniu badanych ekstraktow w stezeniach 1Cso w poréwnaniu do
komorek kontrolnych po 24-godzinnej inkubacji. Dodatkowo, zastosowanie potgczenia
ekstraktow z chemoterapeutykiem zwiekszyto ilos¢ komdrek apoptotycznych. Wykazano, ze
silniejszy efekt wywierat ekstrakt SOPSS2 sam lub w potaczeniu z doksorubicyng (Publikacja
P4).

Dodatkowo przeprowadzona analiza zmian w cyklu komoérkowym linii NALM6 po
zastosowaniu badanych ekstraktow wykazaty zwiekszenie frakcji komorek w fazie cyklu
sub-GO/G1 w poréwnaniu do komérek nietraktowanych (27% wzrost liczby komdrek
znajdujacych sie w fazie sub-G0/G1 cyklu po zastosowaniu wyznaczonego wczesniej stezenia
ICs0 ekstraktu SOPSS1 oraz 39% wzrost komorek w przypadku ekstraktu SOPSS2 vs. 12%
wzrost komorek kontrolnych). Podobng tendencje zauwazono w przypadku potaczenia
ekstraktow

z doksorubicyng, dla ktérych otrzymano wyniki: 53% wzrost dla ekstraktu SOPSS1 oraz 70%
wzrost dla ekstraktu SOPSS2 (Publikacja P4).

Ostatnim etapem badan ekstraktow wykazujgcych najwyzszy poziom produkcji kwasu
betulinowego byta ocena ich wptywu na potencjat btony mitochondrialnej badanych komorek
nowotworowych. Uzyskane wyniki pokazaty, ze traktowanie komorek NALMG6 ekstraktami
SOPSS1 lub SOPSS2 oraz potgczeniem ekstraktu z doksorubicyng powoduje spadek potencjatu
bton mitochondrialnych co moze Swiadczy¢ o indukcji apoptozy komoérek nowotworowych
(Publikacja P4). Na podstawie uzyskanych przeze mnie w toku badan wynikow wykazatem,
ze ekstrakt SOPSS2 zawierajacy wyzszg zawarto$¢ kwasu betulinowego posiada silniejszy
efekt cytotoksyczny sam i w potgczeniu z chemoterapeutykiem i sugeruje, ze moze indukowac
apoptoze w komorkach biataczkowych poprzez zmiane poziomu gendéw zwigzanych
Z apoptoza, zmiane potencjatu bton mitochondrialnych oraz zahamowanie cyklu komorkowego

w fazie sub-G0/G1.

Kolejnym etapem prac nad préba poszukiwania wysokowydajnych roslinnych kultur
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in vitro dla produkcji kwasu betulinowego byta hodowla wyselekcjonowanych wczesniej
korzeni wiosnikowatych S. obtusifolia w wiekszej skali. W tym celu zaprojektowatem
i wykonatem autorski bioreaktor zraszany pozwalajagcy na zamknietg hodowle
aksenicznych kultur korzeni wiosnikowatych w celu optymalizacji warunkéw wzrostu
i w konsekwencji sprawdzenie wptywu takiej hodowli na zawartos¢ kwasu betulinowego.
Opisywany bioreaktor sktadat sie z 10 litrowej okragtodennej kolby reakcyjnej z dopasowang
pokrywg posiadajgcg otwory ze szlifem. Wszystkie elementy bioreaktora wykonane byty ze
szkta borokrzemowego, silikonu oraz odpowiedniej stali co pozwalato na autoklawowanie
catego uktadu przed inicjacjg hodowli. Obieg medium wymuszony by} to pompg perystaltyczng

sterowang elektronicznie.

Ryc. 5. 10- litrowy bioreaktor zraszany do hodowli korzeni wto$nikowatych
Hodowla korzeni wiosnikowatych w bioreaktorze zraszanym

W celu przetestowania mozliwosci hodowli uzyskanych korzeni wioSnikowatych w wiekszej
skali oraz zbadania wptywu warunkéw prowadzonej kultury na poziom syntezy wybranych
metabolitbw wtdrnych podjatem probe hodowli korzeni w 10-litrowym bioreaktorze.
W wysterylizowanym w autoklawie bioreaktor wypetniony podtozem ptynnym MS (2 litry)
inokulowano korzeniami wtosnikowatymi pochodzacymi z 2-tygodniowej hodowli w kolbach
Erlenmeyera poprzez umieszczenie ich w specjalnym koszu ze stali nierdzewnej wyposazonym
w platforme do hodowli. Cykl zraszania korzeni medium hodowlanym napedzanym przez
pompe perystaltyczng polegat na 30-sekundowym podawaniu pozywki oraz 180-sekundowej

przerwie. Podczas jednego cyklu do korzeni dostarczano ok 60 mL medium. W toku prac
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potwierdzitem po raz pierwszy, ze taki zamkniety system hodowli in vitro moze z powodzeniem

by¢ wykorzystany do optymalizacji warunkow wzrostu korzeni wio$nikowatych S. obtusifolia.

Tom 18, numer 8 (sierpien 2021r.) Chemistry & Biodiversity, w ktorym zostat opublikowany

powyzszy artykut dodatkowo posiada zaprojektowang i wykonang przeze mnie oktadke.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze hodowla korzeni w tak zaprojektowanym uktadzie
prowadzita do zwiekszonego przyrostu biomasy korzeni (25-krotnie wigksza ilosci Swiezej
masy dla SOA41 i SOPSS2 w odniesieniu do materiatu wyjSciowego) w porownaniu
z hodowlg prowadzong w 50 mL podtozaw kolbach Erlenmeyera (19-i 17-krotny przyrost
Swiezej masy w odniesieniu do materiatu wyjsciowego odpowiednio dla klonu SOA41 oraz
SOPSS2) (Publikacja P5).

W toku dalszych badan analizowano hodowane w bioreaktorze zraszanym korzenie
wiosnikowate SOPSS2 pod katem ekspresji genu PgSSI wobec przyjetych tu jako korzeni
kontrolnych linii SOA41 (niezawierajgcej konstruktu genetycznego). Wyniki analiz wykazaty
wysoki poziom ekspresji analizowanego genu syntazy skwalenu w poréwnaniu do kontroli

negatywnej (Publikacja 5).

Ryc. 6. Korzenie wtosnikowate S. obtusifolia linii SOPSS hodowane w: A-kolbie Erlenmeyera,

B- 10- litrowym bioreaktorze zraszanym.

Analiza zawartosci kwasu betulinowego w korzeniach witosnikowatych S. obtusifolia

rosnagcych w bioreaktorze zraszanym

Analiza ekstraktow roslinnych z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
wykazata roznice w zawartosci kwasu betulinowego w korzeniach hodowanych w bioreaktorze

zraszanym. Kultury hodowane w bioreaktorze byty zdolne do produkcji 38.12 mg/g s.m.
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kwasu betulinowego w porownaniu z kulturami hodowanymi na mniejszg skale w kolbach
(22.71 mg/g s.m. w przypadku korzeni linii SOPSS2 oraz 4.21 mg/g s.m. dla linii SOA41).
Dodatkowo w pracy oznaczono rowniez zawartos¢ wybranych antrachinonow, ktore

wystepowaty w mniejszej ilosci w porownaniu z kwasem betulinowyn (Publikacja P5).

Ocena cytotoksycznego efektu ekstraktow z korzeni hodowanych w bioreaktorze

w stosunku do komarek glejaka linii U-87MG

Wptyw badanych ekstraktow na przezywalno$¢ komorek glejaka linii  U-87MG
przeprowadzono testem MTT z zastosowaniem zakresu stezen 0.125-2 mg/mL. Wyniki
pozwolity wyznaczy¢ wartos¢ 1Cso dla obu ekstraktow, ktéra wynosita 0.36 mg/mL oraz
0.7 mg/mL odpowiednio dla SOPSS2 oraz SOA41, co po raz kolejny konsekwentnie wykazato
silniejsze dziatanie ekstraktu pochodzgcego z korzeni transformowanych konstruktem z genem

syntazy skwalenu w poréwnaniu do komérek bez takiego transgenu.

Test klonogennosci (efekt antyproliferacyjny) komérek nowotworowych linii glejaka

(U-87MG)

W celu dalszego przetestowania aktywnosci przeciwnowotworowej badanych ekstraktow
wykonano test klonogennosci, pozwalajagcy na ocene ewentualnej inhibicji tworzenia kolonii
przez komdrki nowotworowe traktowane ekstraktami. Wyniki badania wykazaty hamujacy
wptyw na tworzenie kolonii komérek nowotworowych w zaleznosci od stezenia. Ekstrakty
badane z zastosowaniem stezen 1C3o wykazaty inhibicje proliferacji komoérek do okoto 70%
oraz okoto 40% odpowiednio w przypadku testowania ekstraktow SOA41, oraz SOPSS2.
W przypadku badania ekstraktow w tym teScie z zastosowaniem stezenia ICso wykazaty
proliferacje na poziomie 20% (SOA41) oraz 5% (SOPSS2) w poréwnaniu do komorek
kontrolnych, co potwierdzito silniejszy hamujacy wptyw na komorki glejaka wywotywany
ekstraktem SOPSS2 (Publikacja P5).

Badanie poziomu ekspresji gendw zwigzanych z apoptozg w komaorkach nowotworowych
poddanych dziataniu ekstraktow SOA4 oraz SOPSS2

W celu zbadania mechanizmu indukcji apoptozy w komorkach glejaka przez badane ekstrakty
zbadano w nich zmiany poziomu biatek zwigzanych z procesem apoptozy (BAX, PUMA,
NOXA oraz p53). Wykazano, ze inkubacja komérek nowotworowych z badanymi ekstraktami
zastosowanymi w wyznaczonym stezeniu 1Cso przez 24 godziny spowodowata wzrost poziomu

badanych biatek po zastosowaniu obu ekstraktow z wyrazniejszym silniejszym efektem
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obserwowanym dla ekstraktu SOPSS2 (z wyjatkiem biatka PUMA); (Publikacja P5).

Analiza przeciwbakteryjnego, przeciwgrzybiczego i antywirusowego dziatania badanych

ekstraktow

W celu zbadania przeciwbakteryjnego, przeciwgrzybiczego oraz przeciwwirusowego dziatania
badanych ekstraktow wykonano testy z uzyciem gram-dodatnich (Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus) oraz gram-ujemnych (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa)
bakterii, a takze grzybéw Candida albicans oraz Saccharomyces cerevisiae. Dodatkowo
wykonano test na aktywno$¢ antywirusowa na kaliciwirusie kotow (FCV) bedacym czesto

stosowanym jako surogat ludzkiego norowirusa.

Wyniki wykazaty, ze w przypadku badan mikrobiologicznych oba ekstrakty wykazywaty
umiarkowane dziatanie od 62.5 do 625 ~g/mL (warto$ci MIC) oraz 500-5000 ~g/mL
(wartosci MBC/MFC). Najsilniejsze dziatanie zanotowano dla ekstraktu SOPSS2
w stosunku do E.faecalis. W przypadku badania antywirusowego ekstraktéw wykazano,
ze oba ekstrakty obnizaty miano wirusa FCV w sposob zalezny od stezenia w poréwnaniu
do kontroli. Wykazano, ze po zastosowaniu obu ekstraktow w stezeniu 5 mg/mL silniejsza

redukcje miana wirusa uzyskano dla ekstraktu SOPSS2 (publikacja P5).

Ostatnim etapem na drodze uzyskiwania bardziej produktywnych roslinnych kultur
in vitro Senna obtusifolia byto potgczenie strategii opartej na hodowli korzeni wiosnikowatych

w bioreaktorze z zastosowaniem elicytora w postaci jasmonianu metylu.

W tym celu wyprowadzone w toku wcze$niejszych prac korzenie wiosnikowate testowano
dodatkowo pod katem dalszej optymalizacji warunkéw ich wzrostu. Prowadzono ich hodowle
w bioreaktorze zraszanym z zastosowaniem réznych czasOw zraszania oraz przerwy pomiedzy
podawaniem pozywki. Przetestowano nastepujace ukfady: 15-, 30- oraz 45-sekundowe
zraszanie z zastosowaniem roznych przerw w postaci 30, 90 oraz 180 sekund. Dodatkowo
sprawdzono réwniez sposob dostarczania medium do rosngcych korzeni poprzez zastosowanie

dyszy spryskujacej ponad oraz pod rosngcymi w stalowym koszu korzeniami.

Wyniki wykazaty, ze najbardziej efektywne okazato sie zastosowanie dyszy spryskujacej
nad hodowanymi korzeniami, co zapewniato najlepsza penetracje dostarczanego medium
do gestej masy korzeni oraz spryskiwanie ich przez 45 sekund z 90-sekundowg przerwag
(Publikacja P5).

Jako elicytor zostat w hodowli zastosowany jasmonian metylu (MeJA) w stezeniu 100 |iM.
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W tym celu hodowle korzeni prowadzono w bioreaktorze zraszanym przez 25 dni a nastepnie

podtoze hodowlane uzupetniano elicytorem. Hodowle z elicytorem prowadzono przez 10 dni.

Na tym etapie prac wykazano obnizenie przyrostu biomasy korzeni w poréwnaniu do
hodowli bez zastosowania elicytora. Srednia masa korzeni po 35-dniowej hodowli
z elicytorem wynosita 221 gramdOw i byla nizsza w porownaniu z masg korzeni
hodowanych w bioreaktorze bez elicytacji (2479); (Publikacja P5). Uzyskane na tej drodze
kultury korzeni wiosnikowatych wykorzystano do przygotowania ekstraktdw, a nastepnie

do badan biologicznych.

W toku przeprowadzonych badan dodatkowo wstepnie oceniono profil biatkowy korzeni

wiosnikowatych rosnacych w obecnosci elicytora oraz bez jego zastosowania.

Analiza ta wykazata roznice w iloSci biatek, ktdére wymagajg dalszej identyfikacji (Publikacja
P6).

Analiza zawartoSci kwasu betulinowego po zastosowaniu elicytora oraz hodowli korzeni

w bioreaktorze

W celu sprawdzenia zmian w zawartosci kwasu betulinowego w korzeniach wtosnikowatych

hodowanych z zastosowaniem elicytora, ekstrakty poddano analizie HPLC.

Wyniki wykazatly zawarto$¢ analizowanego zwigzku na poziomie 48 mg/g s.m., co jest
wartoscig wyzszag w porownaniu z korzeniami hodowanymi bez elicytacji (38.12 mg/g
s.m.) (Publikacja P6).

Ze wzgledu na najwyzszg zawarto$¢ kwasu betulinowego w analizowanych dotychczas
korzeniach uzyskano dla linii transgenicznej SOPSS2 hodowanej z zastosowaniem elicytora,

ekstrakty z tych korzeni uzyto do dalszych badan biologicznych.

Ocena efektu cytotoksycznego ekstraktow pochodzacych z hodowli Kkorzeni

w bioreaktorze z zastosowaniem elicytacji na liniach nowotworowych

Oceny cytotoksycznego dziatania uzyskanego ekstraktu dokonano na trzech liniach komdérek
nowotworowych: U-87MG (glejak), DU-145 (rak prostaty) oraz A549 (rak ptuca).

Otrzymane w teScie MTT wyniki wykazaty cytotoksyczne dziatanie na badane komorki
z wyznaczeniem wartosci ICso rébwnej odpowiednio: 250 ~g/mL, 550 ~g/mL oraz 920
Ag/mL. Wyniki te potwierdzity, ze linia komorek glejaka jest najbardziej wrazliwa na

dziatanie badanego ekstraktu.

Ze wzgledu na najsilniejsze dziatanie badanego ekstraktu w stosunku do linii komarek
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glejaka, ta linia zostata wybrana do dalszych analiz.
Analiza indukcji apoptozy w liniach komorek nowotworowych

Analiza indukcji apoptozy przez ekstrakty korzeni witoSnikowatych uzyskanych z hodowli
w bioreaktorze z zastosowaniem elicytacji przy wykorzystaniu cytometrii przeptywowej
wykazata, ze badany ekstrakt stosowany w stezeniu 1Cso znaczgco redukowat liczbe zywych
komoérek oraz zwigkszat liczbe komérek apoptotycznych w poréwnaniu do komodrek
kontrolnych. Ekstrakt ten najsilniej dziatat na komaorki linii U87-MG doprowadzajgc do

wzrostu liczby komorek apoptotycznych do poziomu 68% (Publikacja P6).

Zmiana potencjatu btony mitochondrialnej komorek nowotworowych w wyniku dziatania
ekstraktu korzeni wilosnikowatych S. obtusifolia hodowanych w bioreaktorze

z zastosowaniem elicytora

Zastosowanie badanego ekstraktu w stezeniu 1Cso w komorkach U-87MG powodowato silne
obnizenie potencjatu btonowego mitochondriow w poréwnaniu do komarek nietraktowanych

ekstraktem.

Uzyskane wyniki wykazaly znaczgce obnizenie potencjatu bton mitochondrialnych
w testowanych komorkach w porownaniu do komérek nietraktowanych ekstraktem.
(Publikacja P6).

Analiza fragmentacji chromosomalnego DNA komorek nowotworowych pod wpltywem

badanego ekstraktu

W celu zbadania zachodzenia zjawiska fragmentacji jadrowego DNA komorek
nowotworowych pod wptywem ekstraktu wykonany zostat ,,test drabinkowy”. Analiza obrazu
po rozdziale elektroforetycznym izolowanego z komérek nowotworowych DNA wykazata
fragmentacje jgdrowego materiatu genetycznego. Dziatanie ekstraktu w stezeniu ICso przez
24 godziny doprowadzito do dezintegracji DNA w porownaniu z integralnym DNA komdrek

kontrolnych.

Uzyskany wynik potwierdza zachodzenie apoptozy w analizowanych komérkach (Publikacja
P6).
Dodatkowo, przeprowadzenie testu kometowego na materiale genetycznym wykazato

uszkodzenia ze Srednig zawartoscig DNA w ogonie komety na poziomie 45% (Publikacja P6).

Okreslenie aktywnosci kaspaz 3/7 w badanych komdérkach nowotworowych w odpowiedzi

na dziatanie badanego ekstraktu
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W celu sprawdzenia aktywacji kaspaz 3 i 7 w komodrkach nowotworowych wykorzystano
zestaw Caspase-Glo 3/7. Te wykonawcze kaspazy wytwarzane sg jako prokaspazy
nieposiadajgce aktywnosci, a ich aktywacja odbywa sie droga proteolizy za posrednictwem

kaspaz inicjatorowych. Aktywacja kaspaz 3 i 7 uwidacznia zachodzenie procesu apoptozy.

Zastosowanie w badanych komorkach ekstraktu w stezeniu ICso wykazato znaczacy

wzrost aktywacji kaspazy 3/7 w poréwnaniu do komérek kontrolnych (Publikacja P6).
Test inhibicji topoizomerazy |

Ze wzgledu na fakt, ze lekooporno$¢ komorek nowotworowych jest jednym z gtownych
probleméw w chemioterapii, uzasadnione jest poszukiwanie nowych alternatywnych form
terapii. W wielu badanych komorkach nowotworowych udokumentowano opornos¢ na rézne
inhibitory topoizomerazy | i Il. Przeprowadzony test inhibicji aktywnosci topoizomerazy | na
superhelikalnej formie plazmidowego DNA potwierdzit zdolnoS¢ badanego ekstraktu do takiej
aktywnosci (Publikacja P6).

4.6. Podsumowanie i perspektywy dalszych badan

Podsumowujgc wyniki niniejszego osiggniecia naukowego, w toku realizacji przedstawionych

prac:

e Po raz pierwszy poddano ocenie fitochemicznej materiat roslinny M. trifoliata
pochodzacy z hodowli in vitro i ex vitro z uwzglednieniem pochodzenia z czesci

nadziemnej oraz podziemnej roslin.

» Po raz pierwszy wykazano szerokie wiasciwosci biologiczne uzyskanych ekstraktow
M. trifoliata z uwzglednieniem dziatania antynowotworowego, ochronnego,

przeciwzapalnego, antyoksydacyjnego oraz przeciwdrobnoustrojowego.

» Po raz pierwszy otrzymano transgeniczne korzenie witosnikowate Senna obtusifolia

z nadekspresja genu syntazy skwalenu.

» Po raz pierwszy wykazano, ze mozliwe jest opracowanie wydajnych pod wzgledem
produktywnosci kwasu betulinowego roslinnych kultur in vitro Senna obtusifolia przy

zastosowaniu roznych strategii biotechnologicznych.

» Skonstruowano 10-litrowy bioreaktor zraszany do hodowli transgenicznych korzeni
wiosnikowatych S. obtusifolia i po raz pierwszy prowadzono hodowle tych korzeni

w wiekszej skali.

 Po raz pierwszy wykazano, ze strategia oparta o transgeneze w liniach Kkorzeni
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wiosnikowatych z potwierdzong nadekspresja genu syntazy skwalenu oraz hodowle
korzeni wtosnikowatych w optymalnych warunkach w wiekszej skali moze prowadzi¢

do zwigkszenia produktywnosci roslinnych kultur in vitro.

e Po raz pierwszy zbadano potencjat ekstraktow otrzymanych z wyprowadzonych
transgenicznych kultur S. obtusifolia pod katem wiasciwosci antynowotworowych,

przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybiczych czy antywirusowych.

» Po raz pierwszy potwierdzono, ze nadekspresja genu syntazy skwalenu w korzeniach
wiosnikowatych S. obtusifolia wptywajgca na biosynteze kwasu betulinowego we
wszystkich prowadzonych badaniach konsekwentnie wplywata na silniejsze
wiasciwosci  biologiczne badanych ekstraktéw w poréwnaniu z ekstraktami
pochodzacymi z korzeni wtosnikowatych niewykazujacych takiej nadekspresji.

Perspektywa dalszych badan obejmuje prébe uzyskania kolejnych linii transgenicznych korzeni
wiosnikowatych wykazujacych nadekspresje innych wybranych enzymow biorgcych udziat
w biosyntezie cennych metabolitéw wtérnych, a takze innych czynnikdw zaangazowanych
w kluczowe etapy szlakow metabolicznych. Planowane jest rowniez podjecie innych dziatan
prowadzacych do zwiekszania produktywnosci réznych roslinnych kultur in vitro. Dodatkowo,
planowany jest rozszerzenie badan zwigzanych z wiasciwosciami uzyskanych kultur
roslinnych, a takze prdéba przetestowania réznych systemow ekspresyjnych do produkcji
szerokiej gamy rekombinowanych biatek.
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Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnosScig naukowg albo artystyczng realizowang
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegd6lnosci
zagranicznej.

Bardzo istotnym elementem mojej dziatalnosci zawodowej jest wspotpraca z wieloma
o$rodkami naukowymi, czego efektem sg liczne publikacje w czasopismach z listy JCR.
Wspétpraca naukowa dotyczaca roslinnych kultur in vitro, ich transformacji genetycznej oraz
badania wiasciwosci biologicznych ekstraktow z nich pozyskanych, a takze okreSlaniem
aktywnos$ci rekombinowanych biatek prowadzona byta w miedzynarodowych zespotach
badawczych w wielu jednostkach krajowych i zagranicznych, co zawsze stwarzato optymalne
warunki dla realizacji wszystkich zaplanowanych zadan.

Prowadzone badania realizowane byty we wspotpracy z:

o Jednostki krajowe:
Prof. dr hab. Haling Wysokinska, dr hab. Przemystawem Sitarkiem oraz dr hab. Ewa
Skatg z Zakiadu Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w todzi,
Prof. dr hab. Januszem Szemrajem z Zakladu Biochemii Medycznej Uniwersytetu
Medycznego w todzi, dr hab. Maciejem Radkiem z Kliniki Neurochirurgii, Chirurgii
Kregostupa i Nerwdéw Obwodowych Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. WAM -
Centralnego Szpitala Weteranow w todzi,
Prof. dr hab. Janing Grzegorczyk i pracownikami Zaktadu Mikrobiologii i Laboratoryjnej
Immunologii Medycznej Uniwersytetu Medycznego w todzi, dr Monikg Szyposzynska
i dr Aleksandrg Sptawska z Wojskowego Instytut Chemii i Radiometrii w Warszawie,
dr hab. Michatem Bijakiem i pracownikami Centrum Zapobiegania Zagrozeniom
Biologicznym  Uniwersytetu todzkiego, dr hab. Joanng Wieczfinskg z Zakiadu
Immunopatologii Uniwersytetu Medycznego w todzi

» Jednostki zagraniczne:
Prof. Patricig Rijo ijej wspotpracownikami z CBIOS - Universidade Luséfona's Research
Center for Biosciences and Health Technologies, Lisboa, Portugal; Research Institute for
Medicines (iMed.ULisboa), Faculty of Pharmacy, University of Lisbon (ULisboa), Rome, Italy,
Prof. Laurentem Picot z UMRi CNRS 7266 LIENSs, University of La Rochelle, France,
Prof. dr hab. Tomaszem Skorskim ijego wspdtpracownikami z Department of Microbiology
and Immunology, Fels Institute for Cancer Research and Molecular Biology, Temple
University, School of Medicine, Philadelphia, PA, USA, dr. Dariuszem Pytlem z Department
of Biochemistry and Molecular Biology, Medical University of South Carolina, Hollings

Cancer Center, USA , Prof. Glorig Sanchez i jej wspoOtpracownikami z Departament
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of Biotechnology, Institute of Agrochemistry and Food Technology (IATA-CSIC), Valencia,
Spain oraz dr hab. Ireng Brci¢ Karaconji z Institute for Medical Research and Occupational
Health, Zagreb, Croatia
6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych nauke
lub sztuke.

6.1. Funkcja promotora pomocniczego w przewodach doktorskich

10.2015 - obecnie Opieka naukowa nad doktorantka mgr Eweling tojewska, tytut

rozprawy doktorskiej: ,,Wykorzystanie roznych systemow

ekspresyjnych  do  produkcji  rekombinowanych  biatek
o0 charakterze przeciwbakteryjnym”

6.2. Funkcja promotora prac magisterskich oraz licencjackich

W okresie od 2012 do 2022 roku petnitem funkcje promotora 7 prac magisterskich oraz 15 prac
licencjackich.
6.3. Prowadzone zajecia dydaktyczne
W okresie od 2012 do 2022 roku prowadzitem nastepujace zajecia dydaktyczne na studiach
| i 1l stopnia: Biotechnologia roslin, Inzynieria genetyczna, Inzynieria genetyczna roslin,
Pracownia magisterska, Pracownia specjalistyczna, Pracownia metodyczna, Seminarium
licencjackie, Seminarium magisterskie, Biologia molekularna roslin, Roslinne bioreaktory,
Biotechnologia, Podstawy biotechnologii, Inzynieria genetyczna roslin oraz Metody
rekultywacji w obszarach rolniczych na studiach I i Il stopnia.
Wielokrotnie otrzymywatem najwyzszg mozliwg ocene (5.0) w wynikach ankiet
studenckich oceniajgcych mojg dziatalnos¢ dydaktyczng, m.in.:
2016/2017 - Inzynieria genetyczna roslin - ocena 5.0
2017/2018 - Roslinne bioreaktory - 5.0
6.4. Organizacja oraz udziat w przedsiewzieciach popularyzujgcych nauke
e 2013/2014 - wspoOtorganizator i wspOtprowadzacy warsztatow ,lzolacja
i elektroforeza DNA” organizowanych dla uczniow liceow
e 2014- Udziat w audycji radiowej ,Szkietko i oko” (Radio £0dZ) na temat
genetycznie modyfikowanych roslin
» 2014 - wspdtorganizator i wspotprowadzacy warsztatow ,,lzolacja i elektroforeza
DNA” organizowanych dla uczniéw liceow
e 2014 - Prelekcja na temat terapeutycznego dziatania roslin w Filii nr 32 Biblioteki

Miejskiej
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» 2015- Wyktad o organizmach modyfikowanych genetycznie w ramach akcji
Uniwersytet Zawsze Otwarty

e 2015 - Wpykiad o organizmach modyfikowanych genetycznie w ramach
Uniwersytety Trzeciego Wieku w Aleksandrowie £.6dzkim

e 2015- Wyklad ,,Roslinne fabryki lekéw” w ramach Festiwalu Nauki Techniki
i Sztuki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Ut

» 2015- wspdtorganizator i wspotprowadzacy warsztatow ,,Izolacja i elektroforeza
DNA” organizowanych dla uczniéw licedw

« 2016- wspétorganizator spotkania warsztatowego na Wydziale BiOS UL z uczniami
klas Il profilu biologiczno-chemicznego (I LO im. Bolestawa Chrobrego
z Piotrkowa Trybunalskiego, w ramach ktérego wygtoszono wyktad ,,Sekrety
wspotczesnej biotechnologii roslin,, w ramach promocji kierunku Biotechnologia
(spec. Biotechnologia roslinna)

e 2016- wyktad ,,Nowoczesne rosliny - wyzwania i mozliwosci” oraz pokaz
»-Roslinny kawior”

e 2016- wyktad ,,Przez chorobe do zdrowia, czyli tajemnice biotechnologii roslin”
w ramach Festiwalu Nauki Techniki i Sztuki, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, Ut

* 2016- Wyktad ,,RoSliny jakich nie znaliSmy - wspotczesne wyzwania i mozliwosci”
w ramach Uniwersytet Trzeciego Wieku, Zgierz

» 2016- Wywiad dla telewizji Centrum dot. genetycznych modyfikacji roslin

» 2016- Wyktad ,,Nieznany potencjat roslin - szansa czy zagrozenia?” zorganizowany
dla uczniow XVIII L.O. w Lodzi

e 2017 - Wykiad ,,Nowoczesna ochrona przyrody” - w ramach Festiwalu Nauki
Techniki i Sztuki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Ut

e 2017/2018 - WspoOtprowadzenie warsztatow ,,Jak ujarzmi¢ DNA- izolacja DNA
z ro$lin” w ramach Instytutu Kreatywnej Biologii UL

e 2018- Wyktad ,,Ochrona przyrody - potgczenie tradycji z nowoczesnoscia”
w ramach Festiwalu Nauki Techniki i Sztuki, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, Ut

« 2018/2019 oraz 2020/2021- Udziat w programie Ut ,Dobry Uczen Swietny
Student” jako opiekun trojga uczestnikow

e 2017 - sprawowanie funkcji opiekuna podczas realizacji badan w ramach

Studenckich Grantow Badawczych Uniwersytetu £6dzkiego - realizacja projektu
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»-Roslinne systemy ekspresyjne jako zrédto peptydow przeciwbakteryjnych”.

2018 - wyktad ,,Ochrona przyrody - potaczenie tradycji z nowoczesnoscig”
w ramach Festiwalu Nauki Techniki i Sztuki, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, Ut

2022 - Laboratorium zielonej biotechnologii, warsztaty w ramach ogolnoSwiatowej
akcji fascynujacego dnia roslin

2022 - Bakteryjne DNA i molekularne nozyczki, czyli podstawowe narzedzia
inzyniera genetycznego, warsztaty w ramach Instytutu Kreatywnej Biologii
organizowanego na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu

Lodzkiego

7. Inne osiggniecia

7.1.Nagrody i wyrdznienia

Nagroda Dydaktyczna Il stopnia Dziekana Wydziatu Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu tddzkiego za osiagniecia dydaktyczne istotne dla
zapewnienia wysokiego poziomu procesu dydaktycznego i jakosci ksztatcenia
w roku 2021/2022

Nagroda Naukowa Zespotowa za  wyrdzniajagce sie  osiagniecia
w miedzynarodowej wspoétpracy naukowej J.M. Rektora Uniwersytetu
Medycznego w todzi za cykl publikacji pt. ,,Medicinal plants as a source of
bioactive compounds in biological research” 2022

Nagroda Naukowa Zespotowa IIl stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu
Medycznego w £odzi za publikacje naukowa pt.: ,, The Anti-inflammatory Potential
of Selected Plant-derived Compounds in Respiratory Diseases” 2020

Nagroda Naukowa Zespotowa IIl stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu
Medycznego w todzi za publikacje pt.. "Caffeoylquinic acids with potential
biological activity from plant in vitro cultures as alternative sources of valuable
natural products” 2020

Nagroda Naukowa Zespotowa | stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu
Medycznego w todzi za cykl publikacji pt. ,,Medicinal plants - The potential
mechanism of action in various diseases™ 2020

Nagroda Naukowa Zespotowa IIl stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu
Medycznego w todzi za cykl publikacji pt. ,, Wasciwosci biologiczne ekstraktow

z Leonurus sibiricus L.”’2019
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7.2.

Nagroda Naukowa Zespotowa Il stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu
Medycznego w todzi za cykl publikacji pt. ,,Estimation of biological properties of
plant extracts in various cell models’” 2019

Nagroda Naukowa Zespotowa | stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu
Medycznego w todzi za cykl publikacji pt. ,,Biological properties of root extract
from Leonurus sibiricus L. with overexpression of AtPAP1 transcriptional factor’’
2018

Nagroda Naukowa Zespotowa | stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu
Medycznego w todzi za cykl publikacji pt. "Rhaponticum carthamoides
transformed root extract has potent anticancer activity in human leukemia and lung
adenocarcinoma cell lines" 2018

Nagroda Naukowa Zespotowa |11l stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu
Medycznego w todzi za cykl publikacji pt. ,,Analysis of Short-Term Smoking
Effects in PBMC of Healthy Subjects—Preliminary Study” 2018

Nagroda Naukowa Zespotowa | stopnia J.M. Rektora Uniwersytetu
Medycznego w todzi za cykl publikacji pt. ,WiasSciwosci przeciwzapalne,
przeciwbakteryjne i przeciwutleniajgce olejku eterycznego z  korzeni
transformowanych Rhaponticum carthamoides oraz wiasciwosci
przeciwnowotworowe wobec komorek glejaka ludzkiego ekstraktu z tych korzeni*"
2017

Nagroda dla pracownikow naukowo-dydaktycznych posiadajacych najwieksze
osiggniecia w roku 2014 w zakresie dorobku publikacyjnego na Wydziale Biologii
i Ochrony Srodowiska Ut (najwyzej punktowany pracownicy pomocniczy
z Instytutu Biologii Eksperymentalnej)

Nagroda Dziekana Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
t.odzkiego za wkiad publikacyjny w ocene parametryczng dziatalnosci Wydziatu
w latach 2013-2016 dotyczacy 600 najwyzej punktowanych publikacji Wydziatu
z lat 2013-2016

Kursy i szkolenia

2022 - Szkolenie ,,ABC pomagania dla specjalistow i nauczycieli w pracy
z dzie¢mi i miodziezg ukrainskg w obliczu wojny”

2022 - Szkolenie ,,Jak podnies¢ jakosC i skuteczno$¢ swojej pracy dzieki metodom
coachingowym?”

2022 - Szkolenie ,Swiadomo$é niepetnosprawnosci” realizowane w ramach
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projektu (Nie)Petnosprawny Student UL

» 2022 - Szkolenie z ,kompetencji emocjonalnych z empatia” organizowane przez
Uniwersytet £.6dzki w ramach projektu ,,(Nie) Petnosprawny Student UL”

» 2022 - Szkolenie ,,Jak uczyc¢, zeby nauczyc? Nauczyciel przysztosci - mentor”

» 2022 - Szkolenie ,,Ksztattowanie optymizmu poznawczego”

e 2022 - Szkolenie ,,By¢ spetnionym nauczycielem”

» 2022 - Szkolenie ,,Praca z uczniem ze spektrum autyzmu - jak siedo niej dobrze

przygotowac?”

» 2022 - Szkolenie ,,Jak odkrywac i pielegnowac talenty uczniow”

* 2022 - Szkolenie ,,Uczen z niezgodnoscig ptciowg w systemie szkolnym”

e 2022 - Szkolenie ,,Indywidualizacja pracy z uczniem z afazjg”

e 2022 - Szkolenie ,Jak efektywnie pracowaé z klasg bedacg zbiorem
indywidualnosci o réznych mozliwosciach i preferencjach?”

e 2022 - Szkolenie "Jak ksztattowac swoj profesjonalny wizerunek i budowac marke
osobistg nauczyciela w Srodowisku lokalnym i internecie?”

* 2020 - Kurs doskonalacy ,,Wybrane zagadnienia z molekularnych podstaw
onkogenezy”  organizowany przez  Centrum  Medyczne  Ksztalcenia
Podyplomowego, Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej

e 2020- Kurs ,Efektywne prezentowanie treSci dydaktycznych” realizowane
w ramach projektu ,,Jak projektowac zajecia mieszane” wspéHinansowanego przez
Unie Europejska ze $rodkéw EFS w ramach Programu Operacyjnego Wiedza
Edukacja Rozwoj

e 2020- Kurs ,,Profesjonalne bazy danych- zarzgdzanie informacjg” realizowane
w ramach projektu ,,Doskonato$¢ naukowa kluczem do doskonato$ci ksztatcenia”
wspotfinansowanego przez Unie Europejskg ze srodkéw EFS w ramach Programu
Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwoj

e 2020- Kurs ,Efektywne prezentowanie tresci dydaktycznych” realizowane
w ramach projektu ,,Doskonatos¢ naukowa kluczem do doskonatosci ksztatcenia”
wspotfinansowanego przez Unie Europejskg ze srodkéw EFS w ramach Programu
Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwoj

e 2019-Kurs doskonalagcy ,Elektroforeza dwukierunkowa 2-DE metoda i
zastosowanie”  organizowany przez  Centrum  Medyczne  Ksztatcenia

Podyplomowego, Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej

38



Tomasz Kowalczyk ZALACZNIK 2. AUTOREFERAT

8.

2019 - Kurs doskonalgcy ,,Podstawy techniki immunoenzymatycznej ELISA”
organizowany przez Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, Zaktad
Biochemii i Biologii Molekularnej

2019 - Szkolenie ,Przygotowywanie materiatow dydaktycznych i metodyka
ksztatcenia w jezyku obcym” realizowane w ramach projektu ,,Budowanie
kompetencji kadry akademickiej i administracyjnej oraz podnoszenie zdolnosci
instytucjonalnej w zakresie umiedzynarodowienia Uniwersytetu £.6dzkiego”

2019 - Szkolenie ,,Zarzadzanie wielokulturowoscig” realizowane w ramach
projektu ,,Budowanie kompetencji kadry akademickiej i administracyjnej oraz
podnoszenie zdolnoSci instytucjonalnej w zakresie umiedzynarodowienia
Uniwersytetu £.6dzkiego”

2018 - Kurs doskonalacy ,,Klonowanie molekularne” organizowany przez Centrum
Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego

2018 - Kurs doskonalgcy ,,Rola mikroRNA w procesie nowotworzenia”
organizowany przez Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, Zakiad
Biochemii i Biologii Molekularnej

2018 - Szkolenie medyczne z zakresu BLS- Basic Life Support przeprowadzone na
podstawie wytycznych Polskiej Rady Resuscytacji, rozszerzone o pierwszg pomoc
przedmedyczng

2015 - Uczestnictwo w Regionalnym Forum Tutoringu w £odzi zorganizowanym
przez Collegium Wratislaviense

2012 - Szkolenie z metodyki zarzadzania projektem PRINCE2 zakonczone
egzaminem i uzyskaniem miedzynarodowego certyfikatu PRINCE2 Foundation
Examination (nr rejestracyjny:P2R/899548, nr certyfikatu:02612794-01-PNYG)
2010 - Kurs ,,Manager Projektow Badawczych” organizowany przez Uniwersytet

L6dzki oraz Centrum Transferu Technologii

Inna aktywnos¢

Cztonek Kolegium Elektorow Uniwersytetu t.6dzkiego na kadencje 2016-2020
oraz 2020-2024
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9. Podsumowanie danych bibliometrycznych (dla publikacji po uzyskaniu stopnia
doktora)
Prace stanowigce podstawe osiggniecia naukowego (P1-P6)
Sumaryczna warto$¢ IF zgodnie z rokiem publikacji: 24.331
Sumaryczna liczba punktéw MEIN: 590

Pozostate prace
Sumaryczna warto$¢ IF zgodnie z rokiem publikacji: 166.544

Sumaryczna liczba punktéw MEIN: 3010
Catos¢ dorobku publikacyjnego tacznie:
Sumaryczna warto$¢ IF zgodnie z rokiem publikacji: 190.875

Sumaryczna liczba punktéw MEiN: 3600

1. Web ofScience Core Collection:

Liczba cytowan: 585

Liczba cytowan bez autocytowan: 479

Indeks Hirsha: 13

2. Scopus:

Liczba cytowan: 644

Indeks Hirsha: 14

Liczba cytowan bez autocytowan wszystkich autorow: 499
Indeks Hirsha bez autocytowan wszystkich autoréw 11
Liczba cytowan bez autocytowan autora: 535

Indeks Hirsha bez autocytowan autora: 12
3. Publish orPerish (Google Scholar):

Liczba cytowan: 968

Indeks Hirsha: 16

(podpis wnioskodawcy)
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