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1. Informacje podstawowe

1.1 Imie i nazwisko

AGNIESZKA SZOPA

NAZWISKO RODOWE — KUS

Dane kontaktowe

Adres e dom Maciejowice 76, 32-010 Kocmyrzow, woj. matopolskie

e praca Katedra i Zaktad Botaniki Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny,
Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum
ul. Medyczna 9, 30-688 Krakow, woj. matopolskie

Kontakt e telefon +48-504-954-177

e-mail a.szopa@uj.edu.pl; szopa.a@wp.pl

Dane personalne

. Data i miejsce urodzenia 27 wrzesnia 1984, Proszowice
o PESEL 84092712629
o Numer dowodu osobistego ARW316636

o Stan cywilny; dzieci mezatka; syn



1.2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

e 25.02.2013. Doktor Nauk Farmaceutycznych

temat: ,,Badania nad akumulacja wybranych grup biologicznie aktywnych metabolitow
wtornych w kulturach in vitro Schisandra chinensis (Turcz.) Baill.”

rozprawa doktorska o tematyce biotechnologicznej obroniona z wyréznieniem

Katedra i Zaktad Botaniki Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet
Jagiellonski, Collegium Medicum, Krakow

promotor: dr hab. Halina Ekiert, Prof. UJ

praca zgloszona do ,,Nagrody Ministra Zdrowia za osiagniecia bedace podstawa nadania

stopnia naukowego doktora, doktora nauk farmaceutycznych”, 2014 r.

e 31.01.2009. Magister Farmacji

temat: ,,Akumulacja kwasow fenolowych w kulturach in vitro Ruta graveolens L.”

praca magisterska o tematyce biotechnologicznej

Katedra i Zaklad Botaniki Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet
Jagiellonski, Collegium Medicum, Krakéw

promotor: dr hab. Halina Ekiert

I miejsce w konkursie na najlepsza prace magisterskg - Wydzial Farmaceutyczny,
Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum

udziat w III edycji Ogolnopolskiego Konkursu na Najlepsze Prace Magisterskie z Zakresu

Farmacji Przemystowej - Fundacja Hasco-Lek, Wroctaw 2009



1.3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu

1.10.13. - obecnie

1.02.10.-30.09.13.

1.07.10.-30.09.11.

15.12.09.-31.01.10.

1.02.09.-31.01.10.

Adiunkt, Katedra i Zaklad Botaniki Farmaceutycznej, Wydzial

Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum, Krakow

Asystent, Katedra i Zaklad Botaniki Farmaceutycznej, Wydzial

Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum, Krakow

Magister farmacji, Apteka mgr Anna Kowalska, mgr Bogdan Kowalski, Krakow

Magister farmacji, Apteka ,,Nad Dtubnig” mgr Krystian Moranda, Batowice

Magister farmacji, Apteka mgr Regina Gawel, Kocmyrzow



2. Wskazanie osiggniecia naukowego, wynikajacego z art. 16 ust. 2 Ustawy z dnia 14.03.2003r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

2.1. Tytul osiagniecia naukowego

Kultury in vitro Schisandra chinensis oraz S. chinensis cv. Sadova jako model do badan

biotechnologicznych ze szczegélnym uwzglednieniem akumulaciji

lignanow dibenzocyklooktadienowych

e Podstawe pracy habilitacyjnej stanowi powigzany tematycznie cykl osmiu publikacji
oryginalnych [1H-8H], oraz jedna publikacja pogladowa [9H] powstate w latach 2015-2018.

e We wszystkich publikacjach stanowigcych podstawe habilitacji jestem pierwszym autorem oraz
autorem korespondencyjnym.

e Moj $redni udzial % w publikacjach cyklu monotematycznego wynosi 74,44 %.

e Sumaryczny Impact Factor (IF) prac stanowiacych podstawe habilitacji [LH-9H] wynosi 21,548;
taczna suma punktéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) wynosi 265.

e Wyniki badan opublikowane w pracach [H1-H9] uzyskalam przy finansowym wsparciu
funduszy Programéw Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego: ,,Dotacja celowa dla
mlodych naukowcow oraz uczestnikow studiow doktoranckich do 35 roku zycia”
(K/DSC/000029, lata 2011-2013; K/DSC/001950, lata 2014-2016; K/DSC/004297 od 2017 r.),
oraz ,Dotacja na utrzymanie potencjalu badawczego Wydziatow UJ CM, tzw. ,,Projekty
statutowe” (K/ZDS/003312, lata 2012-2014; K/ZDS/005614 lata 2015-2017) (pkt. 3.4

Autoreferatu).

e Publikacje zgloszone do postepowania habilitacyjnego powstaly we wspotpracy z: prof. dr hab.
Marig Luczkiewicz, dr Adamem Kokotkiewiczem i mgr Agata Krol z Katedry Farmakognozji
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego; prof. dr hab. Adamem Bucinskim i dr Urszulag Marzec-
Wréblewska z Katedry 1 Zaktadu Biofarmacji Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu,
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy; dr Anng Maslankg z Katedry
Chemii Nieorganicznej Uniwersytetu Jagiellonskiego, Collegium Medicum; oraz dr Radostawem
Ekiertem z Krakowskich Zaktadoéw Zielarskich ,,Herbapol” w Krakowie.



2.2.  Wykaz publikacji bedacych podstawa rozprawy habilitacyjnej (autor/autorzy, tytul/tytuly
publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

Impact factor (IF) oraz punktacje Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) publikacji
naukowych podano zgodnie z rokiem ich opublikowania

1H. Szopa A, Ekiert H. 2015, Production of schisantherin A and gomisin G in in vitro cultures of Schisandra
chinensis.  Phytochemistry  Letters, 11. 440-444, DOI:10.1016/j.phytol.2014.12.022.
IF=1,353; MNiSW=20 pkt
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na udziale w zaprojektowaniu pomystu badan,
wspotudziale w.: przeprowadzeniu doswiadczen z zakresu hodowli in vitro, analiz
chromatograficznych, ich interpretacji i obliczen, interpretacji uzyskanych wynikéw badan,

wspotudziale w napisaniu manuskryptu, przegladzie literatury, koordynowaniu drogi edytorskiej
manuskryptu jako autor korespondencyjny. Moj udziat procentowy szacuje na 85%.

2H. Szopa A, Kokotkiewicz A, Marzec-Wrdblewska U, Bucinski A, Luczkiewicz M, Ekiert H. 2016,
Accumulation of dibenzocyclooctadiene lignans in agar cultures and in stationary and agitated liquid
cultures of Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. Applied Microbiology and Biotechnology,
100(9):3965-3977. DOI: 10.1007/s00253-015-7230-9.

IF=3,420; MNiSW=35
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w zaprojektowaniu koncepcji i metodyki badan,
koordynowaniu oraz przeprowadzeniu doswiadczen z zakresu hodowli in vitro, przeprowadzeniu
czesci analiz chromatograficznych, ich interpretacji i obliczen, interpretacji uzyskanych wynikow
badan, przeprowadzeniu obliczen statystycznych, napisaniu manuskryptu, przeglgdzie literatury,

koordynowaniu drogi edytorskiej manuskryptu jako autor korespondencyjny. Mdj udzial procentowy
szacuje na 60%.

3H. Szopa A, Ekiert H. 2016, The importance of applied light quality on the production of lignans and
phenolic acids in Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. cultures in vitro. Plant Cell, Tissue & Organ
Culture, 127: 115-121. DOI: 10.1007/s11240-016-1034-1.
IF=2,002; MNiSW=30pkt

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na zaprojektowaniu koncepcji i metodyki badan,
koordynowaniu oraz przeprowadzeniu doswiadczen z zakresu hodowli in vitro, przeprowadzeniu
analiz chromatograficznych, ich interpretacji i obliczen, interpretacji uzyskanych wynikow badan,
przeprowadzeniu obliczen statystycznych, nha udziale W napisaniu manuskryptu, przeglgdzie
literatury, koordynowaniu drogi edytorskiej manuskryptu jako autor korespondencyjny. Moj udziat
procentowy szacuje na 85%.



4H. Szopa A, Kokotkiewicz A, Krol A, Luczkiewicz M, Ekiert H. 2018, Improved production of
dibenzocyclooctadiene lignans in the elicited microshoot cultures of Schisandra chinensis (Chinese
magnolia vine). Applied Microbiology and Biotechnology, 102(2): 945-959. DOI: 10.1007/s00253-
017-8640-7,
IF=3,420; MNiSW=35 pkt
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w zaprojektowaniu koncepcji i metodyki badan,
koordynowaniu  doswiadczenn z zakresu hodowli in vitro, przeprowadzeniu analiz
chromatograficznych, ich interpretacji i obliczen, interpretacji uzyskanych wynikéw badan,
przeprowadzeniu obliczen  statystycznych, napisaniu manuskryptu, przeglgdzie literatury,

koordynowaniu drogi edytorskiej manuskryptu jako autor korespondencyjny. Moj udziat procentowy
szacuje na 70%.

5H. Szopa A, Kokotkiewicz A, Luczkiewicz M, Ekiert H. 2017, Schisandra lignans production regulated by
different bioreactor type. Journal of Biotechnology, 14 (247): 11-17.
DOI:10.1016/j.jbiotec.2017.02.007.
IF=2,599; MNiSW=30 pkt

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w zaprojektowaniu koncepcji i metodyki badan,
koordynowaniu  doswiadczen z zakresu hodowli in vitro, przeprowadzeniu analiz
chromatograficznych, ich interpretacji i obliczen, interpretacji uzyskanych wynikow badan,
przeprowadzeniu obliczen statystycznych, napisaniu manuskryptu, przeglgdzie literatury,
koordynowaniu drogi edytorskiej manuskryptu jako autor korespondencyjny. Moj udziat procentowy
szacuje na 70%.

6H. Szopa A, Kokotkiewicz A, Bednarz M, Luczkiewicz M, Ekiert H. 2017, Studies on the accumulation of
phenolic acids and flavonoids in different in vitro culture systems of Schisandra chinensis (Turcz.) Baill.
using a DAD-HPLC method. Phytochemistry Letters: 20: 306-308.
DOI: 10.1016/j.phytol.2016.10.016.
IF=1,418; MNiSW=20 pkt
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w zaprojektowaniu koncepcji i metodyki badan,
koordynowaniu oraz przeprowadzeniu doswiadczen z zakresu hodowli in vitro, przeprowadzeniu
analiz chromatograficznych, ich interpretacji i obliczen, interpretacji uzyskanych wynikéw badan,
przeprowadzeniu obliczen statystycznych, napisaniu manuskryptu, przeglgdzie literatury,

koordynowaniu drogi edytorskiej manuskryptu jako autor korespondencyjny. Moj udziat procentowy
szacuje na 70%.



7TH. Szopa A, Kwiecien I, Ekiert H. 2017, Biotransformation of hydroquinone and 4-hydroxybenzoic acid in
Schisandra chinensis (Chinese magnolia vine) in vitro cultures. Acta Scientiarum Polonorum
Hortorum Cultus, 16(6), 53-62. DOI: 10.24326/asphc.2017.6.5.
IF=0,523; MNiSW=20 pkt
Moj wkitad w powstanie tej pracy polegat na udziale w zaprojektowaniu pomystu badan, udziale w:
przeprowadzeniu dosSwiadczen z zakresu hodowli in vitro, analiz chromatograficznych, ich
interpretacji i obliczen, interpretacji uzyskanych wynikow badan, napisaniu manuskryptu,

przeglgdzie literatury, oraz koordynowaniu drogi edytorskiej manuskryptu jako autor
korespondencyjny. Moj udziat procentowy szacuje na 75%.

8H. Szopa A, Klimek-Szczykutowicz M, Kokotkiewicz A, Maslanka A, Luczkiewicz M, Ekiert H. 2018,
Phytochemical and biotechnological studies on Schisandra chinensis cultivar Sadova No. 1 - a high
utility medicinal plant. Applied Microbiology and Biotechnology, DOI: 10.1007/s00253-018-8981-x.
IF=3,420, MNiSW=35 pkt

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na zaprojektowaniu koncepcji i metodyki badan,
przeprowadzeniu czesci doswiadczen z zakresu hodowli in vitro, przeprowadzeniu analiz
chromatograficznych, ich interpretacji i obliczen, interpretacji uzyskanych wynikow badan,

przeprowadzeniu obliczen  statystycznych, napisaniu manuskryptu, przeglgdzie literatury,

koordynowaniu drogi edytorskiej manuskryptu jako autor korespondencyjny. Moj udziat procentowy
szacuje na 70%.

9H. Szopa A, Ekiert R, Ekiert H. 2017, Current knowledge of Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. (Chinese
magnolia vine) as a medicinal plant species - a review on the bioactive components, pharmacological
properties, analytical and biotechnological studies. Phytochemistry Reviews, 16(2): 195-218. DOI:
10.1007/s11101-016-9470-4. (publikacja pogladowa)
IF=3,393; MNiSW=40 pkt
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w zaprojektowaniu koncepcji pracy, przeglgdzie

i ewaluacji literatury, napisaniu manuskryptu, koordynowaniu drogi edytorskiej manuskryptu jako
autor korespondencyjny. Moj udzial procentowy szacuje na 85%.



Whyniki badan wchodzace w sktad ww. cyklu zaprezentowatam réwniez na konferencjach naukowych

zagranicznych i krajowych w formie wyktadoéw oraz prezentacji posterowych:

Wygloszone referaty na miedzynarodowych w kraju i krajowych konferencjach tematycznych

Konferencje miedzynarodowe W kraju:

1.

Szopa A, Klimek-Szczykutowicz M, Ekiert H: Accumulation of schisandra lignans in agar microshoot
cultures of Schisandra chinensis cv. Sadova. 4™ International Conference of Cell Biology, Krakow,
11-12.05.2018, Book of abstracts p. 41 (wystapienie ustne w jezyku angielskim)

Szopa A, Kokotkiewicz A, Krél A, Luczkiewicz M, Ekiert H: Improved production
of dibenzocyclooctadiene lignans in elicited microshoot cultures of Schisandra chinensis.
6" Central European Congress of Life Sciences Eurobiotech, Krakow, 11-14.09.2017, Abstracts
book, p. 77 (wystapienie ustne w jezyku angielskim)

. Szopa A, Kokotkiewicz A, Luczkiewicz M, Ekiert H: Trials of Schisandra lignans production for

pharmaceutical purpose in the different types of bioreactors.
17" European Congress on Biotechnology, Krakéw, 3-6.07.2016, New Biotechnology (Book
of abstracts), 33, 2016, supl. S45-S46 (wystapienie ustne w jezyku angielskim)

Konferencje krajowe:

4.

Szopa A, Kokotkiewicz A, Luczkiewicz M, Ekiert H: The influence of medium supplementation with
permeabilizing agent and elicitors on accumulation of dibenzocyclooctadiene lignans in agitated
microshoot cultures of Schisandra chinensis. (Wplyw suplementacji mikropedéw Schisandra
chinensis  czynnikami  permeabilizujgcymi i elicytorami na  akumulacj¢  lignanow
dibenzocyklooktadienowych w warunkach in vitro.)

X Conference In vitro Cultures In Plant Physiology, Krakow, 7-9.12.2016, Abstract in: Acta
Biologica Cracoviensia Series Botanica, 2016, 58(2), 32. (wystapienie ustne w jezyku polskim)
Szopa A, Ekiert H: Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. in vitro cultures as an attractive source of
dibenzocyclooctadiene lignans. (Kultury in vitro Schisandra chinensis (turcz.) Baill. jako atrakcyjne
zrédlo pozyskiwania lignanow dibenzocyklooktadienowych.)

IX National Conference In vitro Cultures In Plant Physiology, Krakow, 4-6.12.2013, Abstracts in:
Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica, 2013, 55 (2), 28. (wystapienie ustne w jezyku polskim)

Konferencja zagraniczna:

6.

Szopa A., Kubica P., Ekiert H., In vitro cultures of Aronia and Schisandra species as a rich source of
antioxidants - a review of biotechnological studies. Le Studium, Loire Institute for Advanced Studies,
Conference "Modern aspects of plant in vitro technology"” Tours, France, 27.06.2018. (planowane

wystapienie ustne w jezyku angielskim na zaproszenie organizatoréw)
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Prezentacje posterowe na zagranicznych, miedzynarodowych w Kkraju, oraz krajowych

konferencjach naukowych

Konferencje zagraniczne:

1.

Szopa A, Klimek M, Ekiert H: Bioactive Schisandra lignans in microshoot cultures of Schisandra
chinensis cv. Sadova No. 1 — perspective for phytotheraphy. 21 International Congress
PHYTOPHARM 2017 and 10" Anniversary of the TCM Research Center, Graz (Austria), 2-
5.07.2017, Abstracts of the Congress, Reviews on clinical pharmacology and drug therapy (O630psr
MO KJIMHUYIECKOM (hapMaKkoJOTHH U JieKapCcTBeHHOU Tepanuu) supp. 1, 15 (15), 2017, 66.

Szopa A, Kokotkiewicz A, Luczkiewicz M, Ekiert H: Schisandra lignans — the possibility of
production in the different types of bioreactors. The 19" International Congress PHY TOPHARM
2015, Bonn (Niemcy), 21-24.07.2015, Abstracts Book, Reviews on clinical pharmacology and drug
therapy (OG630pbI 0 KIIMHUYECKOH (hapMaKoIOTuH U JekapcTBeHHo# Tepamun) 13 (supl.), 2015, 27-
28.

Szopa A, Ekiert H: Schisandra chinensis in vitro cultures as a good potential source of therapeutically
important lignans: schizantherin A and gomisin G. 62" International Congress and Annual Meeting
of the Society for Medicinal Plant and Natural Product Research — GA Guimaries (Portugalia),
31.08-4.09.2014, Book of Abstracts, Planta Medica, 16 (80), 2014, 415.

Konferencje migdzynarodowe w kraju:

4.

Szopa A, Klimek-Szczykutowicz M, Ekiert H: Production of phenolic acids in agitated microshoot
cultures of Schisandra chinensis cv. Sadova. 4™ International Conference of Cell Biology, Krakow,
11-12.05.2018, Book of abstracts p. 89.

Szopa A, Kokotkiewicz A, Luczkiewicz M, Ekiert H: Studies on accumulation of phenolic acids and
flavonoids in different in vitro culture systems of Schisandra chinensis with use of RP-HPLC-DAD
method. 10" International Symposium On Chromatography Of Natural Products. The
application of analytical methods for the development of natural products, Lublin 6-9.06.2016,
Book of abstracts, p.178.

Szopa A, Kokotkiewicz A, Sobczak M, Luczkiewicz M, Ekiert H: Accumulation of phenolic acids
in Schisandra chinensis in vitro cultures cultivated in the different types of bioreactors.
4" International Conference and Workshop. Plant — the source of research material, Lublin,
20-23.09.2015, Book of abstracts, p. 198.

Szopa A, Kwiecien I, Ekiert H: Studies of hydroquinone conversion into arbutin in Schisandra
chinensis shoot cultures using an HPLC method. 9" International Symposium on Chromatography
of Natural Products, Lublin, 26-29.05.2014, Book of abstracts, p. 190.

Ekiert R, Szopa A, Ekiert H: Chromatographic methods in analysis of lignans from Schisandra
chinensis. A review. 9™ International Symposium on Chromatography of Natural Products,
Lublin, 26-29.05.2014, Book of abstracts, p. 191.
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Konferencje krajowe:
9. Szopa A, Klimek M, Ekiert H: Wytrzasane pedowe kultury in vitro Schisandra chinensis Sadova No.

1 jako potencjalne zrédlo lignanéw o cennych wilasciwosciach kosmetycznych. Nowoczesna

Kosmetologia — od Nauki do Biznesu, Krakow, 28.05.2016 Ksigzka abstraktow, p. 49.

Ponadto z tematyka osiagnig¢cia naukowego bedacego podstawag habilitacji zwigzane sa prace opublikowane
w czasopismach z listy B MNiSZW:

= Szopa A, Ekiert H. 2017, Cytryniec chinski — mato znany i niedoceniany w Polsce. Gazeta
Farmaceutyczna, 26 (9/10), 18-20. MNiSW=3 pkt [4P]

= Szopa A, Klimek M, Ekiert H. 2016, Cytryniec chinski (Schisandra chinensis) — znaczenie lecznicze
i kosmetyczne. Chinese magnolia vine (Schisandra chinensis) — therapeutic and cosmetic importance.
Polish Journal of Cosmetology, 19(4), 274-284. MNiSW= 7 pkt [5P]
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2.3.0méwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z omoéwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

WPROWADZENIE W TEMATYKE BADAWCZA

Schisandra chinensis (Schizandra chinensis, Chinese magnolia vine) (Turczaninow) Baillion —

Cytryniec chinski, to dwupienne pnacze nalezace do rodziny Schisandraceae (Cytryncowate). Surowcem sg
owoce typu jagod, koloru czerwonego, zebrane w gronoksztattne owocostany.
Naturalne stanowiska wystepowania S. chinensis znajduja si¢ w poétnocno-wschodnich Chinach, w Korei
i Japonii, jak rowniez we wschodniej czgéci Rosji, w Primorsku, na Wyspach Kurylskich, w potudniowe;j
czesci wyspy Sachalin. Gatunek ten wystepuje zazwyczaj na peryferiach lasow mieszanych czesto przy
potokach. Preferuje stanowiska o umiarkowanej wilgotno$ci i naswietleniu, ostonigte od wiatru, a takze gleby
bogate w wilgotny humus [9H,4P,11P] (Saunders 2000; Ekiert 2005; Wyk and Wink 2008).

W rejonach naturalnego wystepowania, owoce cytrynca sa cenionym surowcem leczniczym.
Pierwszy opis tego gatunku mozna odnalezé w najcenniejszym dziele starozytnej medycyny chinskiej,
autorstwa Li Shih-Chena — ,,Pén T'shao Kang Mu” z 1596 roku. Stosowany od tysiecy lat w tradycyjnej
medycynie chinskiej (TCM), owoc cytrynca chinskiego; chin. Bei-Wuweizi; BBEKF, nazywany jest
,owocem o pigciu smakach” (Wu et al. 2008). Poszczegolne jego czgsci charakteryzujg si¢ smakiem:
stodkim, stonym, kwasnym, gorzkim i ,.cierpkim” (,,$ciagajacym”). Wierzono, iz smak stony i kwasny
odpowiadajg za poprawe funkcjonowania watroby i gonad meskich, smak gorzki i cierpki wptywajg na serce
i pluca, natomiast smak stodki na zotadek. Owoc cytrynca znany jest rowniez w tradycyjnej medycynie
rosyjskiej, gdzie opisywany jest jako Srodek tonizujacy, zmniejszajacy glod, pragnienie 1 zmgczenie
(Panossian and Wikman 2008).

Ze wzgledu na cenne wlasciwosci S. chinensis jest uprawiany w Chinach, Korei i Rosji. Wtasnie
z tych obszarow prowadzony jest import surowca na potrzeby przemystu farmaceutycznego
i kosmetycznego. Uprawa cytrynca chinskiego w Europie, jak rowniez na terenie Ameryki Péinocnej jest
dos¢ trudna. Gatunek ten najczesciej sadzony jest jako roslina ozdobna w parkach, oraz w przydomowych
i przyklasztornych ogrodkach [9H,4P,11P] (Hancke et al. 1999; Panossian and Wikman 2008). W Europie,
w tym w Polsce jedynym dystrybutorem pnaczy z rodzaju Schisandra jest prywatna szkotka Clematis -
Zrodto Dobrych Pnaczy Spotka z 0.0 z siedziba w Pruszkowie, zatozona przez dr inz. nauk rolniczych
Szczepana Marczynskiego, absolwenta Wydziatu Ogrodniczego SGGW w Warszawie, z ktorag wspolpracuje
w sferze badan naukowych.

Gatunek S. chinensis zaledwie przed dziesigciu laty zostat wprowadzony do oficjalnego lecznictwa
europejskiego, w tym polskiego. Opis surowca, ktorym jest owoc cytrynca - Schisandrae chinensis fructus,
pojawit sie po raz pierwszy w 2008 roku w Suplemencie 6.3 do Farmakopei Europejskiej 6 (European
Directorate for the Quality of Medicines 2008). W réwnocennym Suplemencie do VIII wydania Farmakopei

Polskiej monografia ta ukazata sie w 2009 roku (Urzad Rejestracji Produktéw Leczniczych Wyrobow
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Medycznych i Produktéw Biobdjczych. Rzeczpospolita Polska 2009). W najnowszym 9 wydaniu
Farmakopei Europejskiej (European Directorate for the Quality of Medicines 2017), oraz w Farmakopei
Polskiej XI (Urzad Rejestracji Produktow Leczniczych Wyrobow Medycznych i Produktow Biobdjczych
2018) monografia figuruje w niezmienionej formie. Surowiec od wielu lat wykorzystywany jest w oficjalnym
lecznictwie krajow azjatyckich, gtdwnie: Japonii (Committee of the Japanese Pharmacopoeia Evaluation and
Licensing Division Pharmaceuticals and Food Safety 2006), Korei (Central Pharmaceutical Affairs Council
of Korea 2002) i Chinach (Chinese Pharmacopoeia Commission 2005). Znany jest rowniez w Ameryce
Péinocnej, gdzie od 1999 roku figuruje w American Herbal Pharmacopoeia (Upton et al. 2011). Od 2007
roku posiada takze swojag monografi¢ w Mi¢dzynarodowej Farmakopei wydawanej przez WHO (World
Health Organization 2007).

W ostatnim czasie na Ukrainie zostata wyselekcjonowana, przez Iwana Szajtana (1914-2002) —
pracownika Narodowego Ogrodu Botanicznego im. Mikotaja Mikotajewicza Gryszko w Kijowie
(ros. HarmonasbHbiii 60tannveckuii cax um.H.H.I'pumko, ang. M. M. Gryshko National Botanic Garden),
odmiana hodowlana cytrynca chinskiego — S. chinensis cv. Sadova No 1. Odmiana ta r6zni si¢ od gatunku
macierzystego gtdéwnie cechami owocow; owoce S. chinensis cv. Sadova No 1 sa wigksze, i matowe. Ponadto
gatunek ten charakteryzuje si¢ ich wigksza produktywnoscig. Co wazne, w odréznieniu do S. chinensis, jego
odmiana hodowlana jest gatunkiem jednopiennym, samopylnym i bardziej odpornym na zmiany
klimatyczne (Saunders 2000; Shaitan 2005)[8H]. W ramach cyklu prac bedacych podstawa rozprawy
habilitacyjnej, jako dodatkowy obickt badawczy wybratam réwniez t¢ odmiang hodowlang. W ramach
wykonanego przegladu dostepnego pismiennictwa naukowego nie odnalaztam informacji na temat analiz
fitochemicznych, czy tez badan biotechnologicznych odmiany S. chinensis cv. Sadova. Prace dotyczace tej
odmiany sg zatem nowatorskie.

O zainteresowaniach terapeutycznymi walorami owocoéw S. chinensis w naszym kraju $wiadcza
dostepne w polskich aptekach suplementy diety, reklamowane gldwnie, jako dziatajace adaptogenne,
energogennie oraz hepatoprotekcyjnie (np. Hepa balans, Swanson Schizandra, Ulgix ochrona watroby), oraz
na razie pojedyncze preparaty lecznicze (Hugan, Penigra) [4P]. Pojawiajg si¢ tez coraz bardziej liczne
preparaty kosmetyczne bazujgce na owocach cytrynca [5P]. Wszystkie wymienione grupy produktéw bazuja
na surowcu pochodzenia naturalnego — na ekstraktach z owocow. Glownym Zrodiem tego surowca w Polsce
jest import z Azji Potudniowo-Wschodniej, przede wszystkim z Chin. Teoretycznie mozliwa synteza
chemiczna lignandéw cytrynca jest wieloetapowa i bardzo skomplikowana. Dotychczas dostepny jest tylko
jeden lek syntetyczny, DDB (bifendate, dimethyl diphenyl bicarboxylate) - pochodna schizandryny C
(produkowany w Chinach) wykorzystywana w lecznictwie, jako preparat o dziataniu hepatoprotekcyjnym
(Wang 2008). Surowiec pochodzenia naturalnego — owoce cytrynca pozostaja niezastagpione. Alternatywnym
zrodtem pozyskiwania lignanow dibenzocyklooktadienowych moga by¢ kultury in vitro.

Wiasciwosei lecznicze owocow cytrynca chinskiego, znane z ich tradycyjnego wykorzystania,
zostaly potwierdzone licznymi badaniami naukowymi. Ponadto wspotczesne wyniki badan dokumentuja

nowe kierunki ich aktywnos$ci. Udowodniono silne dziatanie hepatoregenerujace, hepatoprotekcyjne, a takze

14



antyoksydacyjne ekstraktow z owocOéw oraz wyizolowanych zwigzkéw, m. in. gomisyny A,
deoksyschizandryny czy schizandryny C. Z dziataniem hepatoregenerujacym wigze si¢ ugruntowana juz
pozycja S. chinensis, w leczeniu choréb watroby m.in.: chordb zakaznych i autoimmunologicznych, a takze
zapalenia, sttuszczenia czy tez marskosci watroby (Ip et al. 1996; Cheng et al. 2013; Jiang et al. 2015).
Najnowsze badania wskazuja na dzialanie przeciwnowotworowe w raku jelita grubego, oraz pobudzenie
apoptozy komorek nowotworowych biataczki, raka skory, jelita grubego, jajnikow i watroby (Smejkal et al.
2010; Hwang et al. 2011; Waiwut et al. 2012; Hou et al. 2015). Wykazano roéwniez aktywno$¢
immunostymulujacg oraz immunomodulujacg polisacharydéw wyizolowanych z owocow cytrynca (Zhao et
al. 2013). Ekstrakty z owocoéw majg pozytywny wptyw na uktad nerwowy; chronig przed neuronalng $miercig
komorki, a takze podnosza stezenie neuroprzekaznikow w centralnym systemie nerwowym, dlatego moga
by¢ stosowane, jako $rodek pomocniczy w chorobie Alzheimera lub Parkinsona. Ponadto poprawiajg
koncentracje, uwage, zdolnosci uczenia si¢ i zapamigtywania. Wykazuja dzialanie przeciwdepresyjne bez
wywotywania niekorzystnej sennos$ci. Dzialaja adaptogennie, wspomagajac odporno$¢ organizmu na stres
i traumatyczne przezycia, stosowane sg w stanach wyczerpania i niepokoju [9H]. Udowodniono dziatanie
hamujgce namnazanie wirusa HIV (Xu et al. 2015). Ekstrakty z owocOw wywieraja rowniez pozytywny
wplyw na uktad sercowo-naczyniowy przeciwdzialajac zawatom serca oraz regulujac podwyzszone cisnienie
krwi. Wplywaja na zachowanie prawidlowej masy ciata przeciwdziatajac otytosci (Hancke et al. 1999;
Opletal et al. 2004). Wykazuja dziatanie przeciwastmatyczne zmniejszajac nadreaktywnos$é oskrzeli.
Dzialaja przeciwosteoporotycznie pobudzajac namnazanie osteoblastow, oraz przeciwwrzodowo,
zabliZniajgc rany wrzodowe w obrebie zotgdka i dwunastnicy (Hancke et al. 1999). Ponadto owoce cytrynca
chinskiego wykazujg silne wlasciwosci antyoksydacyjne i przeciwzapalne [9H] (Hwang et al. 2009; Mocan
et al. 2014; Zhao et al. 2014).
Wilasciwosciami biologicznymi owocow cytrynca zainteresowaty si¢ firmy kosmetyczne wprowadzajac
ekstrakt zowocdw do produkcji roznych kosmetykdéw. Cenne z kosmetycznego punktu widzenia wlasciwosci
ekstraktow z owocdéw to dziatanie przeciwutleniajace, promieniochronne, tzw. przeciwstarzeniowe,
rozjasniajace skore, tagodzace i przeciwalergiczne [5P] (Henry et al. 2012). Ostatnio udowodniono tez,
silniejsze niz owocow, wlasciwosci antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze
ekstraktow z lisci i pedow cytrynca (Mocan et al. 2014)

Cenne wlasciwosci biologiczne i wynikajace z nich aplikacje terapeutyczne uwarunkowane
s unikalnym sktadem chemicznym S. chinensis [9H] (Hancke et al. 1999). Gléwna, specyficzng dla tego
gatunku, grupa metabolitéw wtornych sg lignany dibenzocyklooktadienowe (Hegnauer 1962; Wichtl 2004;
Opletal et al. 2004). Ze wzgledu na charakterystyczng, bardzo skomplikowang struktur¢ chemiczng tych
zwiazkow, a takze wystepowanie tylko w gatunkach rodzaju Schisandra, nawet w profesjonalnych
opracowaniach okreslane sa jako ,lignany cytrynca” lub ,lignany typu schisandra”. Na tej grupie
metabolitow skupita si¢ wigkszo§¢ prowadzonych przeze mnie badan naukowych.
Na zawarto$¢ lignandéw w owocach ma wplyw stopien ich dojrzatosci, czas zbioru, miejsce wystgpowania

ro$lin, oraz ich siedlisko. Zawarto$¢ ta waha si¢ w szerokich granicach, od 4 do 19 % s.m.. Dane z 2007 roku
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podawane w monografii WHO moéwity o wystgpowaniu w owocach S. chinensis trzydziestu zwigzkow z tej
grupy, jednak liczba nowo zidentyfikowanych struktur ciggle wzrasta (Chang et al. 2005; World Health
Organization 2007). Ponadto zwiagzki te posiadaja liczne synonimowe nazwy, co utrudnia swobodng
wymiang wiedzy naukowej. Najwcze$niej poznanymi, jednocze$nie wystgpujacymi w najwigkszych
ilosciach w owocach lignanami sa: schizandryna (syn. schizandrol A, wuweizichun A), gomisyna A
(syn. schizandrol B, wuweizisu B, wuweizichun B, wuweizi alcohol B), deoksyschizandryna
(syn. dimethylgomisyna J, schizandryna A, wuweizisu A), oraz schizandryna B (syn. gomisyna N)
i schizandryna C (syn. wuweizisu C), y-schizandyna (syn. wuweizisu B), schizanthenol (syn. (+)-gomisyna
K3) oraz schizantheryna A (syn. gomisyna C, schizandrer A, wuweizi ester A) i schizantheryna B
(syn. gomisyna B, schizandrer B, wuweizi ester B) (Rycina 1) [9H] (Opletal et al. 2004; Shi et al. 2009).
Owoce cytrynca wg. wymogoéw stawianych przez farmakopee europejska, musza by¢ standaryzowane
na zawarto$¢ schizandyny, ktorej st¢zenie w wysuszonym surowcu nie moze by¢ mniejsze niz 0,4%

(European Directorate for the Quality of Medicines 2017).

Schisandrin Gomisin A Deoxyschisandrin

Rycina 1. Struktura chemiczna wybranych lignanéw dibenzocyklooktadienowych [9H] (Opletal et al. 2004).
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Fakt obecnosci lignanéw dibenzocyklooktadienowych, ktorych biogeneza nie jest jeszcze doktadnie
poznana, ale s znane jej wstepne etapy - droga kwasu szikimowego, charakterystyczna takze dla biogenezy
zwigzkow polifenolowych; takich jak m.in. kwasy fenolowe i flawonoidy, sktonit mnie do podjecia analizy
takze tych dwoch grup zwigzkéw, zar6wno w hodowanej in vitro biomasie, jak i w organach rosliny
macierzystej (Gottlieb 1972; Ganem 1978; Umezawa 2003).

Wymienione grupy zwiazkow posiadaja rowniez bardzo liczne, cenne wiasciwosci lecznicze i kosmetyczne.
Kwasy fenolowe - zaréwno liczne pochodne kwasu cynamonowego, jak i benzoesowego, oraz depsydy,
to atrakcyjna farmakologicznie grupa roslinnych metabolitow, ze wzgledu na liczne, cenne wlasciwosci
lecznicze m.in., przeciwnowotworowe, zolciopedne, rozkurczowe, hipolipemiczne, przeciwzakrzepowe,
immunostymulujace, jak rowniez silne wlasciwosci przeciwzapalne i antyoksydacyjne (Rice-Evans et al.
1996; Croft 1998; Santos-Gomes et al. 2002; Matkowski 2008; Khadem and Marles 2010; Ekiert et al. 2013a;
Heleno et al. 2015).

Flawonoidy (zaréwno aglikony, jak i glikozydy flawonoidowe), to takze niezwykle cenna z punktu dziatania
leczniczego grupa roslinnych metabolitow wtérnych. Na uwage zastuguje ich silna aktywnos¢
antyoksydacyjna, przeciwzapalna, przeciwnowotworowa, diuretyczna, przeciwwrzodowa oraz zdolno$¢
uszczelniania $cian naczyn kapilarnych (Rice-Evans et al. 1996; Croft 1998; Nijveldt et al. 2001,
Le Marchand 2002; Prochazkova et al. 2011; Kumar and Pandey 2013; Kumar et al. 2014).

W  ramach prowadzonych ecksperymentéw, zdecydowano réwniez zbada¢ potencjat
biotransformacyjny komorek z kultur in vitro do przeksztalcania (biokonwersji) prostych zwigzkow
fenolowych (hydrochinon, kwas 4-hydroksybenzoesowy) w arbutyne. Arbutyna (B-D-glukozyd
hydrochinonu), to glikozyd fenolowy o cennych, wykorzystywanych w lecznictwie i kosmetologii
wilasciwosciach:  dezynfekcji  drég moczowych, antyoksydacyjnych, przeciwnowotoworowych,
przeciwzapalnych, oraz wiasciwosciach wybielajacych (inhibicja biosyntezy melaniny) (Ekiert et al. 2013b;
Migas and Krauze-Baranowska 2015).

Biotechnologia ro$lin jest jednym z preznie rozwijajacych si¢ dziatdw biotechnologii -
nowoczesnego kierunku badan naukowych, ktérego zadaniem jest ulepszenie dotychczas stosowanych
proceséw przemystowych polegajacych na wykorzystaniu organizmow zywych. Badania prowadzone w
ramach biotechnologii roslin maja na celu jak najlepsze wykorzystanie potencjatu biochemicznego oraz
morfologicznego komorek roslinnych. W badaniach mozna stosowa¢ rézne typy roslinnych kultur in vitro:
kultury kalusowe (bezpostaciowa masa niezréznicowanych komorek), kultury zawiesinowe (zawiesina
komorek roslinnych w ptynnym podtozu), kultury organéw (pedow lub korzeni), ko-kultury (prowadzone w
jednym naczyniu hodowlanym kultury dwoch gatunkéw lub dwa typy kultur jednego gatunku) (Hammond
et al. 2000; Kayser et al. 2003; Halford 2006; Ekiert 2009; Malepszy 2009). Biotechnologia roslin obejmuje
kilka kierunkéw badawczych, z ktorych wigkszos¢ koncentruje si¢ na jak najlepszym wykorzystaniu
potencjalu  morfologicznego 1 biosyntetycznego ro$lin. Badania przeprowadzane dla przemystu

farmaceutycznego koncentrujg si¢ gldwnie na zwigkszeniu mozliwosci produkcyjnych roslin, zaréwno
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metabolitow wtornych w nich wystepujacych, jak i innych substancji, np. hemoglobiny, przeciwciat
monoklonalnych, czy szczepionek roslinnych (Verpoorte et al. 2002; Walsh 2002; Mason et al. 2002;
Wysokinska and Chmiel 2006; Hefferon 2010).

Roélinne kultury in vitro, oraz mozliwos¢ kontroli i zwigkszania endogennej produkcji metabolitow

wtornych oferowana przez rozne techniki stosowane w biotechnologii roslin, stwarzaja mozliwos¢ ich
aplikacji w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym i spozywczym. Do cenionych strategii
stosowanych w celu zwigkszania endogennej produkcji zwigzkéw czynnych wykorzystywane sa m.in. takie
zabiegi jak: selekcja wysokoproduktywnych linii komorkowych, optymalizacja warunkéw prowadzenia
hodowli (dobor podstawowego sktadu podtoza hodowlanego, kompozycja regulatorow wzrostu i rozwoju
roslin), stopien zroznicowania biomasy (kultury kalusowe, pedowe, korzeniowe), typ prowadzonych hodowli
(agarowe, ptynne stacjonarne, wytrzasane, hodowane w bioreaktorach), warunki $wietlne (natezenie
o$wietlenia, fotoperiod, brak $wiatta), oraz temperatura, zastosowanie elicytorow czy transformacje
genetyczne (Wysokinka 2000; Verpoorte et al. 2002; Szpitter and Krolicka 2005; Pietrosiuk and Furmanowa
2006; Wysokinska and Chmiel 2006; Ekiert 2009; Ramirez-Estrada et al. 2016; Deepthi and Satheeshkumar
2017). Ponadto mozliwo$¢ zabezpieczenia przemystu w cenne surowce na wigksza skale stwarza
zastosowanie specjalnych bioreaktorow hodowlanych (Walsh 2003; Schneider et al. 2013; Georgiev et al.
2014).
Odmiennym kierunkiem badawczym, rowniez istotnym z farmaceutycznego punktu widzenia sa procesy
biotransformacyjne (Giri et al. 2001; Wysokinska and Chmiel 2006; Malepszy 2009). Z udziatem enzymow
z komorek roslinnych hodowanych in vitro moga zachodzi¢ rozne reakcje, m.in. utleniania, redukcji, syntezy.
Komorki roslin sg zdolne do przeksztatcania podanych egzogennie substratow w oczekiwane produkty.
Prowadzone w tym zakresie badania sg bardzo istotne ze wzgledu na regio- i stereospecyficznos¢ reakcji
przeprowadzanych przez enzymy roslinnych komorek. Stosunkowo tatwo zachodza z udziatem roslinnych
komorek reakcje glukozylacji; przykladem jest reakcja P-D-glukozylacji hydrochinonu w arbutyng
(B-D-glukozyd hydrochinonu). W badaniach prowadzonych w tym kierunku wykorzystuje si¢ nawet kultury
in vitro gatunkow roslin, ktére w naturalnych warunkach nie syntetyzujg arbutyny. Mozliwos¢ taka wynika
z powszechno$ci wystepowania enzymow z grupy B-glukozylaz w $wiecie roslin oraz braku specyficznosci
substratowej tych enzyméw (Rycina 3) (Ekiert 2009; Ekiert et al. 2013b; Migas and Krauze-Baranowska
2015).
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Rycina 2. Mozliwe szklaki biosyntetyczne arbutyny w roslinnych kulturach in vitro [7H].

Kultury in vitro S. chinensis sa niezwykle atrakcyjnym obiektem badan biotechnologicznych.
Dotychczas badania z tego zakresu realizowane byty jedynie w pojedynczych osrodkach naukowych krajow
wschodnioazjatyckich: Chinach, Japonii i Korei Poludniowej. W Europie problematyke te, w ostatnim czasie
podejmowaty tylko dwie placowki czeskie z Brna. Wigkszos¢ dotychczas przeprowadzonych badan byta
skoncentrowana na opracowaniu metod mikrorozmnazania S. chinensis gtownie na drodze somatycznej
embriogenezy.

Mikrorozmnazanie (mikropropagacja), czyli mnozenie roslin w kulturach in vitro ma na celu otrzymane
genetycznie jednorodnych ro$lin, nadajacych si¢ do dalszego wzrostu w gruncie. Mikropropagacja jest

mozliwa dzigki zdolnosci tkanek roslinnych do regeneracji roslin w kulturach in vitro. Mikrorozmnazanie
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nie jest tylko technikg stuzaca do namnazania roslin niezaleznie od warunkéw klimatycznych na duza skale,
ale tez metodg pozwalajacg na selekcjonowanie linii roélin o odpowiednim fenotypie, czy réznej liczbie
chromosomoéw, oraz stuzacym ochronie gatunkoéw zagrozonych (lvan et al. 2010; Madesis et al. 2011).
Zespol naukowcow z Zaktadu Botaniki i Fizjologii Roslin, Wydziatu Rolno - Lesnego, Uniwersytetu Mendla
z Brna (Department of Botany and Plant Physiology, Mendel University of Agriculture and Forestry)
opracowal metode mikrorozmnazania S. chinensis na drodze somatycznej embriogenezy z zygotycznych
embrionow (uzyskanych z nasion tego gatunku) (Smiskova et al. 2005). Inny zespot naukowcow, z Korei
Potudniowej, z Laboratorium Les$nych Zasobow Genetycznych, Szkoty Zasobdéw Lesnych, Narodowego
Uniwersytetu Rolniczego w Chungbuku (Lab of Forest Genetic Resources, School of Forest Resources,
College of Agriculture, Chungbuk National University) rowniez opracowal protokét mikrorozmnazania z
zygotycznych zarodkow wyizolowanych z dojrzatych nasion S. chinensis. W pierwszym etapie na podtozu
Merkla i Sommera, zawierajacym regulatory wzrostu irozwoju ro$lin: 2,4-D (kwas 2,4-
dichlorofenoksyoctowy) i zeatyng, rozwingt si¢ kalus. Kolejny etap przeprowadzono na podiozu
wg Murashige i Skoog (MS) (Murashige and Skoog 1962) (zawierajacym 2,4-D i BA
(6-benzyloaminopuryna)), na ktéorym udato si¢ uzyska¢ somatyczng embriogeneze z wydajno$cia procesu
rowna 67 % (Kim et al. 2005). Przedmiotem badan zespotu z Kluczowego Laboratorium Poprawy Zasobow
Lesnych i Biotechnologii Ministerstwa Edukacji Polnocno-Wschodniego Uniwersytetu Lesniczego, (Key
Laboratory of Forest Improvement and Biotechnology, Ministry of Education, Northeast Forestry
University) z Harbin w Chinach i z Instytutu Naukowego Bioherb, Narodowego Uniwersytetu Kangwon
(Bioherb Research Institute, Kangwon National University) z Chuncheon w Korei Potudniowej byto
zwiekszenie efektywnos$ci procesu embriogenezy z kietkujacych zarodkow. W tym celu testowano rézne
stezenia sacharozy, oraz regulatory wzrostu i rozwoju roslin: GAs (kwas giberelinowy) i BA, w pozywce
MS. Wykazano, ze optymalny sktad podtoza dla tego procesu (wydajnos¢ rowna 90%) to: 1% sacharozy
i 0,5 mg/l BA (Chen et al. 2010). Opracowana zostala, takze metoda mikrorozmnazania S. chinensis
Z nierozwinietych pakéw kwiatowych okazow zenskich. W tym celu wykorzystano podtoze MS z roznymi
stezeniami 2,4-D i GAs, za§ w pozniejszym etapie doprowadzono do rozwoju somatycznych zarodkow
i rozwoju sadzonek. Badania przeprowadzit zespdt naukowcow z dwoch laboratoriow badawczych
z Pénocno - Wschodniego Uniwersytetu Le$niczego z Harbin i z Centrum Badan Molekularnych i Rozwoju
Biologii, Kluczowego Laboratorium Fotosyntezy i Fizjologii Molekularnej Srodowiska, Instytutu Botaniki
z Beijing z Chin (Research Center for Molecular Developmental Biology, Key Lab of Photosynthesis and
Environmental Molecular Physiology, Institute of Botany) (Yang et al. 2011).

Oprécz badan dotyczacych opracowania protokotdéw mikrorozmnazania, W ostatnich latach
opublikowane zostaty tez pojedyncze prace skupiajace si¢ na endogennej akumulacji najwazniejszej grupy
aktywnych biologicznie metabolitow wtérnych S. chinensis - lignanéw dibenzocyklooktadienowych.
Mozliwos$ci biotechnologicznej produkcji wybranych lignanow cytrynca zostaty udokumentowane, poza
pracami wiasnymi, przez zespoty z Republiki Czeskiej i Japonii. Pierwsze badania dotyczace endogennej

akumulacji lignandéw cytrynca zostaly przeprowadzone przez zespol badawczy z osrodkéw akademickich
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z Brna (Zaktad Biologii Roslin, Wydziatu Rolno - Le$nego, Uniwersytetu Mendla (Department of Plant
Biology, Mendel University of Agriculture and Forestry) i Zaktad Biochemii, Wydziatu Medycznego
Uniwersytetu Masaryka (Department of Biochemistry, Medical Faculty of Masaryk University)). W ramach
tych badan przeprowadzono jedynie analizg jakosciowa tylko trzech zwiazkéw: deoksyschizandryny,
y-schizandryny i schizanteryny A (Havel et al. 2008). Ten sam zespo6t w roku 2009 rozszerzyt problematyke
badawczg. Przeprowadzone zostaly badania na réznych liniach komérkowych S. chinensis: trzech liniach
kultur agarowych hodowanych w ciemnosci oraz pigciu liniach kultur zawiesinowych hodowanych
z zachowaniem fotoperiodu (Biezinova et al. 2010). Wszystkie linie komorkowe hodowano na pozywce
Westvaco (WV5) zawierajacej: 2% sacharozy, 2 mM glutaminy oraz rézne stezenia BA i 2,4-D.
W hodowlach agarowych stwierdzono obecno$¢ szesciu lignandw: gomisyny A, gomisyny N,
deoksyschizandryny, schizandryny, schizandryny C i y-schizandryny. W pieciu liniach komoérkowych
hodowli wytrzasanych takze stwierdzono obecnos¢ wszystkich szeSciu badanych zwigzkdéw; niektore z nich
wystepowaty jednak w sladowych ilosciach. Dominujacym ilosciowo zwigzkiem w kulturach wytrzasanych
byta y-schizandryna (maks. 0,550 mg/g s.m.), zas§ w kulturach agarowych gomisyna N (maks. 0,547 mg/g
s.m.). W celach poréwnawczych przebadano, takze zawartos¢ lignanéw w lisciach i nasionach rosliny
rosngcej w warunkach naturalnych. Glownymi lignanami wystepujacymi w ekstraktach z lisci byly:
gomisyna A (0,77 mg/g s.m.) i schizandryna (0,64 mg/g s.m.), za§ w ekstraktach z nasion: schizandryna
(6,41 mg/g s.m.) i deoksyschizandryna (4,43 mg/g s.m.) (Bifezinova et al. 2010). W 2012 roku pojawita
si¢ kolejna (trzecia i ostatnia, poza pracami wlasnymi) praca dotyczaca endogennej akumulacji lignanéw
dibenzocyklooktadienowych (Kohda et al. 2012). Badania zostaty przeprowadzone w ramach wspotpracy
trzech roznych japonskich osrodkow badawczych z Hiroszimy: Zaktadu Farmakognozji Uniwersytetu
Yasuda (Department of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy), Stacji Do$§wiadczalnej Roslin Leczniczych
(The Experimental Station of Medicinal Plants) oraz Zaktadu Medycyny Sadowej, Szkoty Wyzszej Nauk
Biomedycznych (Department of Forensic Medicine, Graduate School of Biomedical Sciences). Prace miaty
na celu zbadanie mozliwosci produkcji tylko dwoch lignadow: gomisyny A i gomisyny F, w kulturach
kalusowych S. chinensis hodowanych na podtozach MS (1962) oraz Woody Plant (WP) zawierajacych rozne
stezenia: 2,4-D, BA, IBA (kwas indolilomastowy) i KIN (kinetyna). Najwicksze zawarto$ci tych zwigzkow,
uzyskane w kulturach in vitro wynosity odpowiednio: 0,05 i 0,04 g% i byly wyzsze niz w analizowanych w
celach poréwnawczych lisciach (oba zwigzki 0,01 g%) i owocach (odpowiednio 0,04 1 0,01 g%) (Kohda et
al. 2012).

W opisanych powyzej pracach uzyskane wydajnosci produkcji lignanow dibenzocyklooktadienowych
byty bardzo niskie w pordwnaniu z wynikami uzyskanymi w ramach realizacji mojego, wtasnego programu
badawczego nad optymalizacjg produkcji lignandéw typu schisandra w kulturach S. chinensis.

W $wietle nielicznych $wiatowych badan biotechnologicznych nad gatunkiem S. chinensis moje
badania maja znaczenie aplikacyjne.
W ramach prac tworzacych osiggnigcie naukowe po raz pierwszy przeprowadzitam badania

biotechnologiczne na kulturach mikropedowych gatunku S. chinensis, jak rowniez na jego odmianie

21



hodowlanej — S. chinensis cv. Sadova (Rycina 3). Przeprowadzone badania biotechnologiczne oraz
fitochemiczne obejmujgce analiz¢ zawartosci lignanow dibenzocyklooktadienowych oraz innych zwiagzkow
- kwasow fenolowych, flawonoidow, a takze badania dotyczace mozliwosci produkeji arbutyny na drodze

biotransformacji w kulturach in vitro, rowniez sa w pelni innowacyjne.

a) b)
Rycina 3. Kultury mikropgdowe hodowane na agarowym podtozu wg. Murashige i Skoog (MS)
zawierajacym 3 mg/l BA (6-benzyloaminopuryny) i 1 mg/l NAA (kwasu 1-naftylooctowego);
a) Schisandra chinensis; b) Schisandra chinensis cv Sadova.

Swoja prace nad kulturami S. chinensis rozpoczetam w czasie realizacji pracy doktorskiej pt: ,,Badania
nad akumulacja wybranych grup biologicznie aktywnych metabolitow wtornych w kulturach in vitro
Schisandra chinensis (Turcz.) Baill.”. Wyniki uzyskane w ramach realizacji doktoratu zostaty opublikowane
w postaci publikacji oryginalnych: trzech opublikowanych przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora
[130,150,170] i jednej po uzyskaniu stopnia doktora [80], ponadto jednej publikacji pogladowej [11P],

oraz anglojezycznej monografii ksiagzkowej [1M]:

80. Szopa A, Kisiel W, Ekiert H, Szewczyk A 2015, Isolation of three dibenzocyclooctadiene lignans from
in vitro cultures of Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. — the first report. Pharmazie, 70: 337-339.
IF=1,264; MNiSW= 15 pkt (publikacja oryginalna opublikowana po obronie doktoratu)

130. Szopa A, Ekiert H. 2013, Production of deoxyschizandrin and y-schizandrin in shoot-differentiating
and undifferentiating callus cultures of Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. (Chinese magnolia vine).
Journal of Biotechnology 165: 209-213. DOI:10.1016/j.jbiotec.2013.03.010. 1F=3,183; MNiSW=30
pkt (publikacja oryginalna)

150. Szopa A, Ekiert H. 2012, In vitro cultures of Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. (Chinese magnolia
vine) - a potential biotechnological rich source of therapeutically important phenolic acids. Applied
Biochemistry and Biotechnology 166: 1941-1948. DOI:10.1007/s12010-012-9622-y. 1F=1,893;
MNiSW=25 pkt (publikacja oryginalna)
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170. Szopa A, Ekiert H. 2011, Lignans in Schisandra chinensis in vitro cultures. Pharmazie 66: 633-634,
DOI: 10.1691/ph.2011.1520. IF=0,962; MNiSW=15 pkt (publikacja oryginalna)

11P. Szopa A., Ekiert R., Ekiert H. 2012, Cytryniec chinski (Schisandra chinensis) — nowy farmakopealny
gatunek: badania chemiczne, biologiczna aktywno$¢, znaczenie lecznicze, walory kosmetyczne, metody
analityczne oraz badania biotechnologiczne. Farmacja Polska 68 (12): 832-843. (MNiSW=3)
(publikacja pogladowa)

1M. Szopa A, Ekiert H. 2014, Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. (Chinese magnolia vine) in vitro cultures
In: Recent Progress in Medicinal Plants. Biotechnology and Genetic Engineering Il (Vol. 39), J.N.
Govil (ed.), (Vol. ISBN: 1-933699-99-X; Series ISBN: 0-9656038-5-7) Studium Press LLC, USA,
V/0l.39 (16), pp. 405-434. (rozdzial monografii zagranicznej)

W ramach mojej pracy doktorskiej z pakow lisciowych zefiskich okazéw S. chinensis pochodzacych
z Arboretum SGGW w Rogowie, z powodzeniem zatozytam kultury in vitro o r6znym stopniu dyferencjacji
— zréznicowane kultury kalusowo-pgdowe 1 niezréznicowane kultury kalusowe. W nastepnym etapie badan
optymalizowatam warunki prowadzenia kultur testujac rozne warianty podtozy hodowlanych wg Murashige
i Skoog (MS) (Murashige and Skoog 1962) roznigce si¢ zawartoscig wybranych regulatoréw wzrostu
i rozwoju roslin, BA (6-benzyloaminopuryna) — cytokinina i NAA (kwas 1-naftylooctowy) — auksyna,
w zakresie stezen od 0,1 do 3 mg/l oraz rézne typy kultur in vitro — kultury agarowe (kalusowo-pedowe
i kalusowe) oraz ptynne wytrzasane (pgdowe i zawiesinowe). Nastepnie przeprowadzitam jakosciowa
i ilosciowa analize¢ (metodami UV-HPLC) czterech gtownych lignandéw cytrynca chinskiego oraz jedenastu
kwaséw fenolowych, pochodnych kwasu cynamonowego oraz benzoesowego, a takze macierzystego
zwigzku jednej z podgrup kwaséw fenolowych — kwasu cynamonowego. Oznaczytam wolne kwasy
fenolowe, oraz catkowita zawartos¢ kwasow fenolowych, wolnych i1 zwigzanych (po hydrolizie
w srodowisku kwasnym).

Zatozone kultury  kalusowo-pedowe charakteryzowaly si¢ wyrazng zdolnoscig  produkcji
deoksyschizandryny. W znacznych ilosciach produkowaty tez schizandryng i gomisyne A, w mniejszych
v-schizandryne. Wykazatam wyrazny wptyw stezen testowanych regulatoréw wzrostu i rozwoju roslin
w podtozach hodowlanych na produkcje lignanéw. Ponadto stwierdzitam, ze kultury o wigkszym stopniu
zrdznicowania produkuja wielokrotnie wigksze ilosci tych zwigzkow niz niezréznicowane kultury kalusowe.
Maksymalne zawartosci lignandw réwne odpowiednio: 308,51 mg/100 g s.m. - deoksyschizandryna,
86,41 mg/100 g s.m. - gomisyna A, 75,54 mg/100 g s.m. - schizandryna i 22,09 mg/100 g s.m.
- y-schizandryna, uzyskatam w agarowych kulturach kalusowo-pedowych. W niezréznicowanych kulturach
kalusowych maksymalne zawartosci tych zwiazkow byly réwne odpowiednio: 18,75 mg/100 g s.m.,
2,66 mg/100 g s.m., 2,16 mg/100 g s.m. i 1,03 mg/100 g s.m.. W wytrzgsanych kulturach pedowych

maksymalne zawartosci lignanéw byly tez interesujace z praktycznego punktu widzenia, rowne
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odpowiednio: 92,37 mg/100 g s.m., 50,69 mg/100 g s.m., 48,16 mg/100 g s.m. i 15,77 mg/100 g s.m..
Natomiast w kulturach zawiesinowych maksymalne uzyskane zawartosci lignanow byly innego rzedu, rowne
odpowiednio: 21,75 mg/100 g s.m., 5,54 mg/100 g s.m., 4,07 mg/100 g s.m. oraz 9,42 mg/100 g s.m..
Maksymalna catkowita zawartos¢ lignandw, uzyskana w agarowych kulturach kalusowo-pedowych, réwna
486,78 mg/100 g s.m. byla odpowiednio 1,3- oraz 3,8-krotnie wyzsza niz w ekstraktach z owocow i lisci
rosliny macierzystej analizowanych w celach porownawczych [130,170,1M].

W ramach pracy doktorskiej, ponadto z biomasy kultur kalusowo-pgedowych po raz pierwszy
wyizolowatam trzy lignany: schizandryng, gomisyne A i deoksyschizandryng. Ich tozsamos$¢ zostata
potwierdzona metodami spektralnymi (widma *H NMR, UV), ponadto polarymetrycznie oznaczono ich
skrecalnos$¢ wlasciwa (wspotpraca z prof. dr hab. Wanda Kisiel, Zaktad Fitochemii, Instytut Farmakologii
PAN). Wymienione lignany nie byly wezes$niej wyizolowane z kultur in vitro tego gatunku. Z biomasy kultur
wyizolowatam réwniez B-sitosterol [80].

W ramach przeprowadzonych badan nad akumulacja lignanoéw dibenzocyklooktadienowych
stwierdzitam, ze zatozone rozne typy kultur in vitro mogg by¢ potencjalnym, biotechnologicznym zroédtem
pozyskiwania czterech badanych lignanow (schizandryny, gomisyny A, deoksyschizandryny
i y-schizandryny) [80,130,170,1M].

Analize kwasoéw fenolowych, zwiazkéw dotychczas niebadanych w cytryncu chinskim, podjetam
uwzgledniajac wspolne z biogeneza lignandéw poczatkowe etapy ich biogenezy — droge kwasu szikimowego.
Argumentem do podjecia badan w tym kierunku byt ponadto szeroki wachlarz zasygnalizowanych wcze$nigj
cennych wlasciwosci biologicznych tych zwigzkow; m.in. dzialanie antyagregacyjne, antyoksydacyjne,
immunostymulujgce i przeciwnowotworowe (Rice-Evans et al. 1996; Croft 1998; Santos-Gomes et al. 2002;
Matkowski 2008; Khadem and Marles 2010; Ekiert et al. 2013a; Heleno et al. 2015).

Wykazatam wplyw stezen regulatorow wzrostu w testowanych podtozach MS réwniez na produkcje tej
grupy zwigzkoéw. Stwierdzitam ponadto, ze wolne kwasy fenolowe produkowane sg w najwickszych
ilosciach w agarowych, niezroznicowanych kulturach kalusowych (maksymalna catkowita zawartos¢ — 78,24
mg/100 g s.m.). W agarowych kulturach kalusowo-pedowych maksymalna catkowita zawarto§¢ wolnych
kwasow fenolowych byta nieco mniejsza, rowna 60,05 mg/100 g s.m.. W wytrzasanych kulturach p¢dowych
zawartos$ci tych zwigzkow byly wyzsze (75,57 mg/100 g s.m.) niz w kulturach zawiesinowych, o nizszym
stopniu zréznicowania (38,40 mg/100 g s.m.). Maksymalna catkowita zawarto$¢ wolnych kwasow
fenolowych uzyskana w biomasie z kultur in vitro, rowna 78,24 mg/100 g s.m. (agarowe kultury kalusowe)
byta odpowiednio 1,4- oraz 17,2-krotnie wigksza niz w ekstraktach z owocow 1 lisci rosliny macierzystej.
Maksymalna uzyskana zawarto$¢ kwasow fenolowych uzyskanych po hydrolizie kwasnej, réwna 213,62
mg/100 g s.m. (kultury zawiesinowe) byta odpowiednio 1,77- oraz 15,1-krotnie wyzsza niz w ekstraktach
z analizowanych organow ro$liny. Gtéwnymi produkowanymi in vitro kwasami fenolowymi byty: kwas
chlorogenowy (maks. zawarto$¢ 82,10 mg/100 g s.m., agarowe kultury kalusowe), kwas protokatechowy
(maks. zawarto$¢ 120,16 mg/100 g s.m. - kultury zawiesinowe) i kwas syryngowy (maks. zawartos¢ 40,50

mg/100 g s.m. - kultury zawiesinowe). Wykazano, ze zatozone kultury in vitro S. chinensis moga by¢
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roOwniez potencjalnym, biotechnologicznym zréodlem pozyskiwania wybranych kwaséw fenolowych
[150,1M].

Wyniki mojej pracy doktorskiej udowodnity, ze kultury in vitro S. chinensis moga stanowi¢ bogate,
potencjalne, niezalezne od por roku, warunkéw klimatycznych etc., zrodto pozyskiwania cennych
w lecznictwie metabolitow: lignanéw dibenzocyklooktadienowych i kwasoéw fenolowych. W ramach pracy
doktorskiej po raz pierwszy wykonatam analize kwasow fenolowych w organach roslin gruntowych (owoce
i liscie), oraz izolacj¢ wybranych lignanow z biomasy kultur in vitro S. chinensis. Wyniki miaty nie tylko
charakter poznawczy, ale wyraznie aplikacyjny; stworzyly bogate perspektywy dalszych badan, stad
w ramach mojej pdzniejszej pracy naukowej entuzjastycznie kontynuowatam realizacje powzigtych celow

badawczych.

Moje prace skupione zostaty gtdwnie na produkcji lignanow dibenzocyklooktadienowych, kwaséw
fenolowych oraz flawonoidow w kulturach in vitro S. chinensis. Prace nad endogenng akumulacja
metabolitow wtornych zostaly znacznie rozszerzone. W ramach funduszy badan wilasnych oraz badan
statutowych zakupione zostaly nowe wzorce: lignanéw (zwigkszenie liczby standardow z 4 do 9 zwigzkéw,
oraz wstepna identyfikacja 5 struktur technikg LC-DAD-ESI-MS) i kwasow fenolowych (zwigkszenie liczby
standardow z 11 do 20 zwigzkéw), ponadto badania rozszerzytam o flawonoidy (11 zwiagzkéw). Badania
przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej, oraz pézniejsze prace opisane w publikacji [H1], udowodnity,
ze kultury niezr6znicowane — kalusowe i zawiesinowe, akumuluja wielokrotnie nizsze ilo$ci 0znaczanych
metabolitow, dlatego moje dalsze prace skupily si¢ na kulturach o wyzszym stopniu organogenezy.
W wyniku optymalizacji sktadu podtoza hodowlanego (MS) w oparciu o zawarto$¢ regulatoréw wzrostu
i rozwoju ro$lin, wytypowatam wariant ,,optymalny” dla wzrostu i produkcji metabolitow — zawierajgcy
3 mg/l BA i 1 mg/l NAA. Na tym podtozu w kolejnych pasazach ustabilizowane zostaty kultury
mikropedowe, ktore byly obiektem moich dalszych do§wiadczen biotechnologicznych.

W ramach pracy habilitacyjnej przeprowadzitam badania z zakresu optymalizacji warunkow
prowadzenia hodowli - dobor systemu hodowli, czasu trwania cyklu hodowlanego, warunkéw $wietlnych
oraz roznego rodzaju elicytorow [1H-4H]. Ponadto, zoptymalizowatam proces hodowli kultur
mikropedowych S. chinensis w réznego typu bioreaktorach [5H]. Uzyskiwane wyniki zawartosci lignanéw
w biomasie hodowanej in vitro byty znaczne, zblizone do zawartosci tych zwiazkéw w materiale roslinnym
rosnacym in vivo. W ramach przeprowadzonych doswiadczen biotechnologicznych przetestowatam rowniez
mozliwo$¢ przeprowadzenia proceséw biotransformacyjnych w kulturach mikropedowych S. chinensis [7H].
Badaniami udowodnitam mozliwos$¢ biosyntezy arbutyny, w komorkach S. chinensis hodowanych in vitro.
Waznym aspektem przeprowadzonych przeze mnie prac sg do§wiadczenia na kulturach mikropedowych
odmiany hodowlanej S. chinensis cv. Sadova No 1. W ramach prac nad odmiang hodowlang réwniez
przeprowadzitam szeroko zakrojong, pelng optymalizacj¢ procesu hodowlanego wraz z zastosowaniem
elicytacji i hodowli wielkolaboratoryjnej w bioreaktorach [8H].

Szczegotowe cele i uzyskane wyniki prac przedstawiam ponize;.
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GLOWNE CELE BADAWCZE ZREALIZOWANE W _RAMACH PRZEDSTAWIONEGO
DO OCENY OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

e Optymalizacja warunkoéw prowadzenia kultur in vitro S. chinensis 0 réznym stopniu organogenezy

(kultury kalusowe, kultury mikropedowe) [H1]

e Optymalizacja warunkéw prowadzenia kultur mikropgdowych S. chinensis w zakresie typu hodowli

(hodowle: agarowe, ptynne stacjonarne, wytrzasane), oraz czasu trwania hodowli [H2]

e Zbadanie wptywu warunkow $wietlnych prowadzenia hodowli kultur S. chinensis na akumulacje

lighanéw dibenzocyklooktadienowych, kwasow fenolowych i flawonoidow [H3]

e Opracowanie wydajnych metod elicytacji dla kultur mikropedowych S. chinensis w celu uzyskania

wysokiej produkeji lignanéw dibenzocyklooktadieniowych [H4]
o Optymalizacja prowadzenia kultur in vitro S. chinensis w réznego typu ro$linnych bioreaktorach [H5]
o Walidacja metody LC-DAD oznaczania lignanéw dibenzocyklooktadienowych [H8]

o Oznaczenie jakosciowe i ilosciowe zwigzkow polifenolowych — kwaséw fenolowych oraz flawonoidow

w ekstraktach z biomasy kultur in vitro oraz z lisci i owocow S. chinensis [HE]
o Ocena potencjatu biotransformacyjnego kultur in vitro S. chinensis [H7]

e Optymalizacja prowadzenia agarowych i wytrzasanych mikropedowych kultur odmiany hodowanej
gatunku S. chinensis - S. chinensis cv. Sadova w oparciu o dobdr, oraz zawartos¢ regulatorow wzrostu

i rozwoju roslin w podtozu hodowlanym i czasu trwania cyklu hodowlanego [H8]

e Optymalizacja hodowli, oraz przeprowadzenie procesu elicytacji w mikropedowych kulturach odmiany
hodowanej gatunku S. chinensis - S. chinensis cv. Sadova w bioreaktorze okresowo-zalewowym
(Plantform) [H8]

¢ Ocena mozliwosci biosyntetycznych mikropedowych kultur odmiany hodowanej gatunku S. chinensis -

S. chinensis cv. Sadova pod wzgledem akumulacji lignanéw dibenzocyklooktadienowych [H2-H8]
¢ Biotechnologiczna ocena uzyskanych wynikéw [H1-H9]

e Popularyzacja wiedzy na temat wlasciwosci leczniczych, kosmetycznych oraz badan z zakresu

biotechnologii roslin gatunku S. chinensis [4P,5P]
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WYNIKI BADAN ZWIAZANYCH Z OSIAGNIECIEM NAUKOWYM W _POSTEPOWANIU
HABILITACYJIJNYM

1H. Szopa A, Ekiert H. 2015, Production of schisantherin A and gomisin G in in vitro cultures of Schisandra
chinensis. Phytochemistry Letters, 11: 440-444, DOI:10.1016/j.phytol.2014.12.022. 1F=1,353;
MNiSW=20 pkt

W ramach pracy przetestowano wpltyw kompozycji regulatorow wzrostu i rozwoju ro$lin:
6-benzyloaminopuryny (cytokinina, BA) oraz kwasu 1l-naftylooctowego (auksyna, NAA), w podiozu
hodowlanym wg. Murashige i Skoog (MS) (Murashige and Skoog 1962), oraz typu agarowych kultur in vitro
S. chinensis o réznym stopniu organogenezy — kalusowe i kalusowo-pgdowe, na zawarto$¢ dwoch lignandw
dibenzocyklooktadienowych: schizantheryny A i gomisiny G. Podczas poczatkowych badan, w ramach pracy
doktorskiej, dysponowatam tylko czteroma wzorcami lignanéw dibenzocyklooktadienowych: schizandryny,
gomisyny A, deoksyschizandryny i vy-schizandryny (zakupione w firmie Chromadex). W celu
przeprowadzania szerszych analiz chromatograficznych udato mi si¢ zakupi¢ w Niemczech (firma PhytoLab)
kolejne standardy: schizantheryng A i gomisyn¢ G.

Kultury kalusowo-pedowe hodowane byly na sze$ciu wariantach podtoza MS zawierajacych nastepujace
stezenia (mg/1): 0,112,0;0,512,0;2,010,5;2,011,0;2,012,0; 3,01 1,0; odpowiednio BA oraz NAA. Z kolei
kultury kalusowe hodowano na wariantach podtoza MS zawierajacych: 2,0 i 2,0 oraz 3,0 i 1,0 mg/Il,
odpowiednio BA i NAA. Pojedynczy cykl hodowlany trwat 4-tygodnie.

W ekstraktach metanolowych technika LC-DAD (metoda wg Zhang i in. (Zhang et al. 2009)) oznaczono
zawarto$¢ badanych zwigzkow. Stwierdzono wyrazng zalezno$¢ stopnia akumulacji lignanow, od zawartosci
regulatorOw wzrostu i rozwoju roslin w podtozu hodowlanym, oraz od stopnia zréznicowania hodowanej
in vitro biomasy. Najwyzsze przyrosty biomasy, oraz zawartosci lignanow stwierdzono w ekstraktach
z kultur kalusowo-pgdowych hodowanych na podtozu MS zawierajacym 3 mg/l BA oraz 1 mg/l NAA.
Stwierdzono tez, ze kultury o niskim stopniu organogenezy — kultury kalusowe, akumulujg lignany
dibenzocyklooktadienowe w bardzo matych ilosciach (maks. 0,08 mg/100 g s.m. — schizantheryna A; maks.
1,2 mg/100 g s.m. — gomisyna G, na podtozu MS zawierajagcym 3 mg/l BA i 1 mg/l NAA). W kulturach
0 Wyzszym stopniu organogenezy, kalusowo-pedowych, maksymalna zawarto$¢ schizantheryny A wynosita
- 33,45 mg/100 g s.m., a gomisyny G - 21,89 mg/100 g s.m.. Byty one wielokrotnie wyzsze niz w kulturach
kalusowych.

W ramach przeprowadzonych oznaczen porownawczych, stwierdzono tez 1,3-krotnie wigcej schizantheryny
A w ekstraktach z kultur kalusowo-pgdowych niz w ekstraktach z lisci czy owocow roslin macierzystych.

W ramach wstepnych prac przeprowadzonych w zakresie pracy doktorskiej, oraz przeprowadzonych
w ramach tej pracy, wytypowatam optymalny sktad podtoza hodowlanego, oraz typ kultur S. chinensis do
dalszych badan. Kultury o wyzszym stopniu organogenezy, na podtozu MS zawierajacym 3 mg/l BA oraz

1 mg/l NAA, charakteryzowaly si¢ wyraznie wyzszymi przyrostami biomasy, oraz wyzsza produkcja
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lignandéw dibenzocyklooktadienowych. Stad kolejne etapy prac prowadzitam na kulturach hodowanych
na tym podlozu. W kolejnych pasazach na tym optymalnym; ,uniwersalnym” podtozu, zaréwno
mprodukcyjnym” i ,,wzrostowym”, kultury kalusowo-p¢dowe zaczgly rosngé w formie mikropedow

pozbawionych kalusa.

2H. Szopa A, Kokotkiewicz A, Marzec-Wrdblewska U, Bucinski A, Luczkiewicz M, Ekiert H. 2016,
Accumulation of dibenzocyclooctadiene lignans in agar cultures and in stationary and agitated liquid
cultures of Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. Applied Microbiology and Biotechnology,
100(9):3965-3977. DOI: 10.1007/s00253-015-7230-9. 1F=3,420; MNiSW=35 pkt

Celem pracy byta optymalizacja warunkow prowadzenia Kultur mikropedowych S. chinensis
dotyczaca typu hodowli: kultury agarowe, ptynne - stacjonarne oraz wytrzasane, w celu uzyskania wysokiej
produkcji lignanéw dibenzocyklooktadienowych oraz satysfakcjonujacych przyrostow biomasy (wspotpraca
z prof. dr hab. Marig Luczkiewicz, dr Adamem Kokotkiewiczem z Katedry Farmakognozji GUMed) Kultury
in vitro hodowane byty na wytypowanym w ramach badan wstgpnych przeprowadzonych w ramach pracy
doktorskiej, podtozu ,,produkcyjnym” - MS zawierajacym 3 mg/l BA oraz 1 mg/l NAA [1H]. Testowano
ciggte cykle hodowlane: 30 oraz 60 — dniowe, ponadto przetestowano tzw. hodowle potciagte (biomasa
dokarmiana porcjg swiezego podtoza hodowlanego po 30 dniach, przy 60-dniowych cyklach hodowlanych).
Zawarto$¢  lignanow  dibenzocyklooktadienowych  oznaczono w  ekstraktach  metanolowych
ze zliofilizowanej biomasy kultur in vitro, pozywek hodowlanych, oraz w celach poréwnawczych
w materiale roslinnym (owoce i liScie roslin macierzystych) przy uzyciu nowoczesnych technik LC-DAD
oraz LC-DAD-ESI-MS (wspotpraca z prof. dr hab. Adamem Bucinskim i dr Urszulg Marzec-Wroblewska
z Katedry i Zaktadu Biofarmacji Collegium Medicum UMK w Bydgoszczy).

Na tym etapie badan liczba testowanych substancji wzorcowych wzrosta do 9. W celu
przeprowadzania szerszych analiz chromatograficznych udato mi si¢ zakupi¢ kolejne standardy w Chinach
(firma Chemfaces): schizantheryng B, schizanthenol oraz schizandryng C. Dzigki temu, w ramach
doswiadczen opisanych w tej pracy, z zastosowaniem techniki LC-DAD-ESI-MS, wykonatam potwierdzenie
tozsamos$ci wszystkich dziewigciu lignanow. Ponadto, co wazne, technikg LC-DAD-ESI-MS udato mi si¢
wstepnie zidentyfikowac, na podstawie poréwnania z danymi pismienniczymi, pi¢¢ dodatkowych lignanow
dibenzocyklooktadienowych: schizandryng B, benzoylgomisyne P, angeloyl-/tigloylgomising H, angeloyl-
ftigloylgomising Q, oraz schizantheryng D (lub jej stereoizomer: benzoylgomisine O lub benzoylysogomisine
O). Zawarto$¢ wstepnie zidentyfikowanych zwiazkow przeliczona zostala wg krzywej wzorcowej
schizandryny (glownego lignanu tej grupy, na ktory wg wymogoéw farmakopealnych standaryzowany jest

surowiec).
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Lacznie w ramach tej pracy, we wszystkich analizowanych ekstraktach, stwierdzono obecno$¢
czternastu lignanow. Dominujacymi pod wzgledem iloSciowym byty: schizandryna (maks. 65,62 mg/100 g
s.m.), angeloyl-/tigloylgomisyna Q (maks. 49,73 mg/100 g s.m.), deoksyschisandryna (maks. 43,65 mg/100
gs.m.) i gomisina A (maks. 34,36 mg/100 g s.m.). Najwyzsza zawartos¢ lignanéw stwierdzono w ekstraktach
z biomasy z kultur stacjonarnych po 30-dniowych okresach hodowli; dla kultur agarowych — 237,86 mg/100
g s.m., dla kultur ptynnych stacjonarnych — 274,65 mg/100 g s.m.. W ekstraktach z kultur wytrzasanych
najwyzsza calkowita zawarto$¢ lignanow — 244,80 mg/100 g s.m., stwierdzono w biomasie hodowanych
w systemie potciggltym (30/60 dni). Nie stwierdzono obecnosci lignanéw w podtozach hodowlanych.

W ramach pracy po raz pierwszy wykonano analizg lignanoéw dibenzocyklooktadienowych technika
LC-DAD-ESI-MS w ekstraktach z hodowanych w r6znych systemach, mikropedowych kultur S. chinensis.
Poza lignanami stwierdzonymi w ramach wczesniejszych prac wiasnych [D1-D6,H1]: schizandryna,
gomisyna A i G, schizantheryna A, deoksyschizandryna i y-schizandryna, oznaczono schizantheryne B,
schizanthenol i schizandryne C, oraz wstepnie oznaczono: schizandryne B, benzoylgomisyne P, angeloyl-
/tigloylgomising H, angeloyl-/tigloylgomising Q i schizantheryng D. Badania obj¢ty nie tylko biomase
roznych typéw hodowli in vitro, ale tez materiat roslinny — owoce i liScie rosliny macierzystej. Na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzono, ze kultury in vitro sa bogatym zZrodtem lignanow typu schisandra,
szczegolnie: schizandryny, gomisyny B i deoksyschizandryny, ktorych zawartos$¢ byta poréwnywalna z ich
zawartoscig w ekstraktach z lisci ro$liny macierzystej.

Uzyskane, pozytywne wyniki przydatnosci testowanych ptynnych systemow hodowlanych, stworzyty
dobrze rokujace mozliwosci do dalszych eksperymentow biotechnologicznych majacych na celu zwigkszenie

produkcji lignandéw typu schisandra m.in. w hodowlach w bioreaktorach i opartych o proces elicytacji.

3H. Szopa A, Ekiert H. 2016, The importance of applied light quality on the production of lignans and
phenolic acids in Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. cultures in vitro. Plant Cell, Tissue & Organ
Culture, 127: 115-121. DOI: 10.1007/s11240-016-1034-1. 1F=2,002; MNiSW=30pkt

Celem pracy byto zbadanie wptywu warunkéw $wietlnych prowadzonych kultur in vitro na akumulacje
lignanéw dibenzocyklooktadienowych i kwasow fenolowych. Agarowe Kultury mikropedowe S. chinensis
hodowane byly na podtozu ,,uniwersalnym” - MS zawierajagcym 3 mg/l BA oraz 1 mg/l NAA, w obecnosci
monochromatycznego swiatta fluorescencyjnego: w dalekiej podczerwieni, $wietle czerwonym, $wietle
niebieskim oraz w obecnosci promieniowania UV-A. Ponadto prowadzono rowniez hodowle w warunkach
cigglej ciemnos$ci oraz w $wietle bialym, jako warunkach kontrolnych. Okres hodowlany trwat 30 dni.
W  metanolowych ekstraktach z biomasy oznaczono metoda LC-DAD zawartos¢ lignanow

dibenzocyklooktadienowych (czternascie zwigzkdéw) (Zhang et al. 2009) oraz kwasow fenolowych (siedem
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zwigzkow) (Ellnain-Wojtaszek and Zgorka 1999; Sutkowska-Ziaja et al. 2017). Catkowita zawarto$¢
badanych grup zwigzkéw wzrastata odpowiednio 1,71- i 1,98- krotnie, w zalezno$ci od zastosowanych
warunkow $wietlnych. Najbardziej sprzyjajacym akumulacji metabolitow wtornych okazato si¢ $wiatto
niebieskie - catkowita zawarto$¢ lignanow wynosita 376,41 mg/100 g s.m., a kwaséw fenolowych - 46,57
mg/100 g s.m.. Zawartosci te byly: 1,31- i 1,37-krotnie wyzsze niz w ekstraktach z biomasy hodowanej
w Swietle biatym. Zawartos$ci poszczegdlnych zwigzkdéw wzrastala wyraznie w zaleznos$ci od zastosowanych
warunkow $wietlnych; od 1,51- do 1,37-krotnie dla lignanow, oraz od 1,74- do 2,72-krotnie dla kwasow
fenolowych.

Dominujacymi ilo$ciowo metabolitami byly: schizandryna (67,70 mg/100 g s.m.), deoksyschizandryna
(55,19 mg/100 g s.m.), gomisina A (36,97 mg/100 g s.m.), oraz kwas chlorogenowy (15,33 mg/100 g s.m.)
i kwas protokatechowy (13,11 mg/100 g s.m.).

W publikacji po raz pierwszy opisano wptyw warunkow swietnych, w tym $wiatta monochromatycznego,
na akumulacje lignanow dibenzocyklooktadienowych i kwasow fenolowych w kulturach in vitro S.

chinensis.

4H. Szopa A, Kokotkiewicz A, Krol A, Luczkiewicz M, Ekiert H. 2018, Improved production
of dibenzocyclooctadiene lignans in the elicited microshoot cultures of Schisandra chinensis (Chinese
magnolia vine). Applied Microbiology and Biotechnology, DOI: 10.1007/s00253-017-8640-7, 102(2):
945-959. 1F=3,420; MNiSW=35 pkt

Koncepcjg pracy byto opracowanie wydajnych metod elicytacji kultur mikropedowych S. chinensis
w celu uzyskania wysokiej produkcji lignandéw dibenzocyklooktadieniowych (wspdtpraca z prof. dr hab.
Marig Luczkiewicz, dr Adamem Kokotkiewiczem i mgr Agata Krél z Katedry Farmakognozji GUMed).
W ramach pracy przetestowano rézne st¢zenia oraz rézny czas suplementacji podtozy MS (zawierajagcym
3 mg/l BA oraz 1 mg/l NAA) czterema elicytorami: chlorkiem kadmu (CdCl,), chitozanem (Ch),
jasmonianem metylu (MeJa) i ekstraktem drozdzowym (YeE), oraz czynnikiem permeabilizujacym —
dimetylosulfotlenkiem (DMSO). Pojedynczy cykl hodowlany trwal 30 dni. Oznaczenia przeprowadzono
w ekstraktach metanolowych ze zliofilizowanej biomasy i z pozywek hodowlanych, technika LC-DAD.
Stwierdzono istotny wplyw zastosowanych czynnikdw na akumulacje¢ lignanéw w biomasie. W ekstraktach
z podtozy hodowlanych stwierdzono jedynie $ladowe ilosci lignanow (< 5 mg/l). W wyniku elicytacji CdClI
uzyskano 2-krotny wzrost akumulacji lignanow (maks. ok. 730 mg/100 g s.m. po aplikacji 1000 uM CdCl:
w 10 dniu cyklu hodowlanego) w poréwnaniu do kultur kontrolnych (nieelicytowanych). W wyniku
elicytacji Ch uzyskano 1,35-krotny wzrost zawarto$ci lignanéw (maks. ok. 500 mg/100 g s.m.)
po suplementacji 50 mg/l w pierwszym dniu hodowli, oraz 200 mg/l w 10 dniu cyklu hodowlanego).

Po zastosowaniu elicytacji YeE réwniez stwierdzono znaczny wzrost produkcji lignanow. Po suplementacji
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5000 mg/l w pierwszym dniu hodowli, oraz 1000 and 3000 mg/l w 20 dniu hodowli uzyskano podobny, 1,8-
krotny wzrost zawarto$ci lignanéw w hodowanej biomasie. Suplementacja 1000 mg/l YeE w 20 dniu cyklu
hodowlanego zostata wytypowana jako optymalna dla testowanych kultur i zostata zastosowana dla hodowli
S. chinensis prowadzonych w bioreaktorach okresowo-zalewowych — ‘Plantform’ (dostgpne komercyjnie).
Uzyskana po elicytacji catkowita produkcja lignanéw byta rowna 831,6 mg/100 g s.m.. Zawarto$¢ lignandw
uzyskana po elicytacji byta 0 10% wyzsza niz w ekstraktach z owocow i 0 39% wyzsza niz w ekstraktach z
lisci rosliny macierzystej, analizowanych w celach poréwnawczych.

W ramach pracy po raz pierwszy przeprowadzono szeroko zakrojone do§wiadczenia z zakresu elicytacji w
kulturach in vitro S. chinensis. Pomyslne efekty zastosowania techniki elicytacji w hodowli w bioreaktorach

sa wyraznie nowatorskim i aplikacyjnym aspektem pracy.

5H. Szopa A, Kokotkiewicz A, Luczkiewicz M, Ekiert H. 2017, Schisandra lignans production regulated by
different bioreactor type. Journal of Biotechnology, 14 (247): 11-17.
DOI:10.1016/j.jbiotec.2017.02.007. 1F=2,599; MNiSW=30 pkt

W ramach pracy zoptymalizowano warunki prowadzenia kultur in vitro S. chinensis w réznego typu
ro§linnych bioreaktorach (wspdlpraca z prof. dr hab. Marig Luczkiewicz, dr Adamem Kokotkiewiczem
z Katedry Farmakognozji GUMed). Celem pracy bylo wytypowanie konstrukcji wielkolaboratoryjnej
najbardziej sprzyjajacej wzrostowi mikropedéw oraz produkcji lignanoéw dibenzocyklooktadienowych.
Kultury hodowane byly na wybranym na podstawie poprzednich badan podtozu ,,produkcyjnym” - MS
zawierajacym 3 mg/l BA oraz 1 mg/l NAA. Testowano roézny czas trwania cykli hodowlanych: 30 oraz 60-
dni. W ramach pracy przetestowano pie¢ roznych konstrukcji bioreaktoréw. Trzy prototypy bioreaktorow
skonstruowane w Katedrze Farmakognozji Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego: bioraktory balonowe
(baloon-type bioreactors), bioreaktory kolumnowe z systemem immobilizacji pedow (bubble-column
bioreactors with biomass immobilization) i bioreaktory natryskowe (gas-phase spray bioreactors). Ponadto
dwie konstrukcje dostepne komercyjnie, tzw. bioreaktory okresowo zalewowe: RITA® i Plantform (Rycina
4). W ekstraktach metanolowych z wyhodowanej biomasy technikg LC-DAD oraz LC-DAD-ESI-MS
oznaczono zawarto$¢ 14 lignanow typu schisandra. Sposrod testowanych bioreaktoréw, najlepsze przyrosty
biomasy uzyskano dla kultur hodowanych w systemach RITA® - 17,86 g s.m./l przez 60 dni. Z kolei
najwyzsza produkcje lignanow stwierdzono w ekstraktach z mikropedéw hodowanych przez 30 dni w
bioreaktorach Plantform — catkowita zawarto$¢ lignandw wynosita 546.98 mg/100 g s.m.. Zawarto$¢ ta byta
1,69-krotnie wyzsza niz w ekstraktach z lisci i tylko 1,38-krotnie nizsza niz w ekstraktach z owocow roslin
macierzystych analizowanych w celach pordéwnawczych. Dominujacymi ilo§ciowo lignanami w ekstraktach
byty schizandryna (maks. 118,59 mg/100 g s.m.), deoksyschizandryna (maks. 77,66 mg/100 g s.m.)
i gomisina A (maks. 67,86 mg/100 g s.m.).
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Uzyskane wyniki optymalizacji prowadzenia hodowli kultur in vitro S. chinensis w bioreaktorach okresowo-
zalewowych Planform majg nowatorski i aplikacyjny charakter. Systemy Plantform, oprocz tego, ze sg tanie
itatwe w obstudze, dzigki mozliwosci ich szeregowego taczenia, moga by¢ stosowane na skalg przemystows.
Takie rozwigzanie moze zapewni¢ mozliwo$¢ szerokiej produkcji biomasy mikropedow S. chinensis bogatej
w lignany.

W pracy po raz pierwszy przeprowadzono szeroko zakrojone doswiadczenia z zakresu optymalizacji
prowadzenia hodowli kultur in vitro S. chinensis w pigciu, réznego typu, bioreaktorach. Udowodniono
rowniez wysoka produkcje lignanow dibenzocyklooktadienowych w mikropedach hodowanych szczegodlnie

w bioreaktorach okresowo zalewowych Plantform.

Rycina 4. Roézne systemy hodowli kultur mikropedowych S. chinensis: a) kultury wytrzasane;
b) bioreaktor kolumnowy z systemem immobilizacji pedow (BCB); c) bioreaktor balonowy (BB); d)
bioreaktor natryskowy (SB); e) bioreaktor RITA®; f) bioreaktor Plantform.
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6H. Szopa A, Kokotkiewicz A, Bednarz M, Luczkiewicz M, Ekiert H. 2017, Studies on the accumulation
of phenolic acids and flavonoids in different in vitro culture systems of Schisandra chinensis (Turcz.)
Baill. using a DAD-HPLC method. Phytochemistry Letters: 20: 306-308. DOI:
10.1016/j.phytol.2016.10.016. 1F=1,418; MNiSW=20 pkt

W ramach pracy dokonano oceny zawartosci dwoch grup zwiazkéw polifenolowych: kwasow
fenolowych i flawonoidéw w ekstraktach z biomasy, oraz z podtozy hodowlanych, z réznych typéw kultur
in vitro oraz w materiale ro§linnym S. chinensis (wspoétpraca z prof. dr hab. Marig Luczkiewicz, dr Adamem
Kokotkiewiczem z Katedry Farmakognozji GUMed). Kultury mikrop¢dowe hodowane byly na podtozu
»produkcyjnym” - MS zawierajacym 3 mg/l BA oraz 1 mg/l NAA, w cyklach hodowlanych trwajgcych
30 i 60 dni. Testowano kultury agarowe, ptynne stacjonarne oraz wytrzasane. Oznaczenia przeprowadzono
wg. zwalidowanej w naszym laboratorium, we wspotpracy z dr Anng Maslankg z Katedry Chemii
Nieorganicznej UJ CM, metody LC-DAD (Ellnain-Wojtaszek and Zgorka 1999; Sutkowska-Ziaja et al.
2017). Sposréd dwudziestu analizowanych kwasow fenolowych w badanych ekstraktach stwierdzono
obecnos¢ siedmiu zwigzkéw: depsydu - kwasu chlorogenowego, oraz szeSciu pochodnych kwasu
benzoesowego: kwasu galusowego, kwasu p-hydroksybenzoesowego, kwasu protokatechowego, kwasu
salicylowego, kwasu syryngowego oraz kwasu wanilinowego. Sposrod jedenastu flawonoidow oznaczono:
jeden aglikon — kemferol, oraz dwa glikozydy — kwercytryng i rutozyd. Najwyzsza catkowita zawarto$¢
kwasow fenolowych (71,48 mg/100 g s.m.) oraz flawonoidow (29,36 mg/100 g s.m.) stwierdzono
w ekstraktach z biomasy kultur agarowych hodowanych w systemie 30-dniowym. Zwigzkami dominujgcymi
iloéciowo byly: kwas protokatechowy (maks. 35,69 mg/100 g s.m.), kwas chlorogenowy (maks. 13,05
mg/100 g s.m.), oraz kwercytryna (maks. 27,43 mg/100 g s.m.).

Maksymalna catkowita zawarto$¢ kwasow fenolowych w ekstraktach z kultur agarowych byta 1,5-krotnie
wyzsza niz w ekstraktach z owocow, oraz 1,35-krotnie nizsza niz w ekstraktach z liSci roslin macierzystych.
Oznaczenia flawonoidow w materiale roslinnym wykazatly ich brak w ekstraktach z owocdéw oraz wysoka
zawarto$¢ w ekstraktach z liSci; poréwnywalng do zawartosci w kulturach in vitro. Stwierdzono jednak
roznice jakosciowe — brak kemferolu, oraz obecno$¢ mirycetyny i kwercetyny w ekstraktach z lisci.
Badania udowodnity konkurencyjnos$é¢, pod wzgledem produkcji badanych zwigzkéw polifenolowych,
biomasy hodowanej in vitro w stosunku do ro$lin rosnacych w warunkach in vivo.

W pracy po raz pierwszy oznaczono zawartos$¢ flawonoidow w ekstraktach z biomasy réznych typow kultur
in vitro S. chinensis. Rozszerzono rowniez analizy przeprowadzone w oparciu o pracg w ramach doktoratu
[150] o nowe kwasy fenolowe; sposrod nowo zakupionych wzorcow oznaczono: kwas galusowy

i wanilinowy (poza kwasami: chlorogenowym, p-hydroksybenzoesowym, protokatechowym, salicylowym

i syryngowym).
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7H. Szopa A, Kwiecien I, Ekiert H. 2017, Biotransformation of hydroquinone and 4-hydroxybenzoic acid
in Schisandra chinensis (Chinese magnolia vine) in vitro cultures. Acta Scientiarum Polonorum
Hortorum Cultus, 16(6), 53-62, DOI: 10.24326/asphc.2017. IF=0,523; MNiSW=20 pkt

Celem pracy byta ocena potencjatu biotransformacyjnego kultur in vitro S. chinensis. W ramach pracy
przeprowadzono  optymalizacj¢ ~ procesu  biotransformacji hydrochinonu oraz kwasu
4-hydroksybenzoesowego do arbutyny (B-D-glukozydu hydrochinonu) - zwiazku o znanych wtasciwosciach
farmakologicznych (dezynfekcja drog moczowych, dziatanie antyoksydacyjne, przeciwnowotoworowe,
przeciwzapalne) i kosmetologicznych (dziatanie wybielajace skorg) (Migas and Krauze-Baranowska 2015)
[12P]. Dos$wiadczenie przeprowadzono z wytrzasanymi kulturami pedowymi hodowanymi na podiozu
,produkcyjnym” (MS, 3 mg/l BA i 1 mg/l NAA). W ramach optymalizacji procesu przetestowano rézne
stezenia dodawanych prekursorow: 96, 144, 192, 288, and 384 mg/l pozywki, oraz sposoby ich
suplementacji: w 14 dniu cyklu hodowlanego w dawce pojedynczej, lub w dawkach podzielonych na 2 i 3
porcje podawanych w odstepie 24 godzin. Po 24 godzinach od podania ostatniej dawki zbierano biomasg
oraz pozywki hodowlane. Oznaczenia arbutyny porzeprowadzoo w ekstraktach metanolowych z wysuszonej
biomasy, oraz zliofilizowanych podtozy technika LC-DAD wg. Stambergova i in. (Stambergova et al. 1985).
W wyniku przeprowadzonej optymalizacji procesu biotransformacji z zastosowaniem hydrochinonu,
stwierdzono 2,26-krotny wzrost akumulacji arbutyny, zalezny od zastosowanego schematu doswiadczenia.
Najwyzsza zawarto$¢ arbutyny (3,9 mg/g s.m.) stwierdzono po zastosowaniu suplementacji 384 mg/I
hydrochinonu w dwoch dawkach. Arbutyna akumulowana byta gléwnie w biomasie hodowanych kultur
(85.2-98.6%).

W wyniku reakcji biotransformacji z zastosowaniem kwasu p-hydroksybenzoesowego, uzyskano inne
zwiazki: 4-O-B-glukopiranozyd kwasu 4-hydroksybenzoesowego oraz -glukopiranozyloester kwasu
4-hydroksybenzoesowego. Tozsamos¢ tych zwiazkdw, jak rowniez arbutyny zostata potwierdzona technika
H-NMR.

W ramach pracy po raz pierwszy przeprowadzono szeroka optymalizacj¢ procesu biotransformacji kwasu
4-hydroksybenzoesowego w kulturach S. chinensis. Wyniki prac udowodnity potencjat biotransformacyjny

kultur in vitro S. chinensis, i majg cenne znaczenie poznawcze.
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8H. Szopa A, Klimek-Szczykutowicz M, Kokotkiewicz A, Maslanka A, Luczkiewicz M, Ekiert H. 2018,
Phytochemical and biotechnological studies on Schisandra chinensis cultivar Sadova No. 1 - a high utility
medicinal plant. Applied Microbiology and Biotechnology, DOI: 10.1007/s00253-018-8981-x.
IF=3,420, MNiSW=35 pkt.

Przedmiotem pracy byla szeroka optymalizacja warunkéw prowadzenia, oraz ocena mozliwosci
biosyntetycznych, mikropedowych kultur odmiany hodowanej gatunku Schisandra chinensis - S. chinensis
cv. Sadova. W ramach pracy zainicjowano kultury in vitro S. chinensis cv. Sadova z pgkow lisciowych roslin
macierzystych pozyskanych, w ramach wspotpracy, ze szkotki firmy CLEMATIS Zrodto Dobrych Pnaczy
Spoétka z o.0. z Pruszkowa. W ramach optymalizacji hodowli in vitro przetestowano: rézne typy hodowli:
kultury agarowe, wytrzasane, oraz hodowane w bioreaktorach okresowo-zalewowych Plantform (Rycina 5)
(wspotpraca z prof. dr hab. Marig Luczkiewicz, dr Adamem Kokotkiewiczem i mgr Agata Krol z Katedry
Farmakognozji GUMed), wptyw réznych czaséw trwania hodowli: 10, 20, 30 40, 50 i 60-dniowe okresy
hodowlane, oraz rdzne st¢zenia regulatorow wzrostu i rozwoju roslin: BA/NAA (mg/l): 0,1/2; 0,5/ 2; 2/0,5;
2/1; 2/2; 3/1 i 0/0-kontrola w podtozu hodowlanym MS. Ponadto w biomasie hodowanej w bioreaktorze
na podtozu MS zawierajacym 3 mg/l BA i 1 mg/l NAA przeprowadzono réwniez proces elicytacji
z zastosowaniem ekstraktu drozdzowego (YeE) w stezeniu 1000 mg/l w 20 dniu, trzydziestodniowego okresu
hodowlanego. W ekstraktach z biomasy kultur in vitro, jak rowniez w materiale ro$linnym — ekstraktach
z owocOw 1 lisci, po raz pierwszy oznaczono zawarto$¢ lignanéw dibenzocyklooktadienowych.
W ekstraktach metodami LC-DAD, oraz LC-DAD-ESI-MS stwierdzono obecno$¢ czternastu lignanow.
Dominujgcymi  pod wzgledem ilosciowym byly: schizandryna (maks. 176,31 mg/100 g s.m.),
angeloylogomisyna Q (maks. 85,10 mg/100 g s.m.), gomisyna A (maks. 71,43 mg/100 g s.m.)
i angeloylogomisyna H (maks. 67,00 mg/100 g s.m). Najwyzsza calkowita zawarto$¢ lignanéw (490,25
mg/100 g s.m.) stwierdzono w ekstraktach z biomasy z kultur agarowych hodowanych 30 dni na wariancie
podtoza MS zawierajacym 3 mg/l BA i 1 mg/l NAA. Byla ona 1,32- krotnie nizsza niz w ekstraktach
z owocow (645,95 mg/100 g s.m.), oraz 2,04-krotnie wyzsza niz w ekstraktach z lisci (240,65 mg/100 g s.m.)
rosliny macierzystej, analizowanych w celach porownawczych.

Dodatkowo w ramach pracy opisano proces walidacji stosowanej w badaniach metody LC-DAD oznaczania
zawartosci lignanéw dibenzocyklooktadienowych w ekstraktach metanolowych (wspoétpraca z dr Anng
Maslankg z Katedry Chemii Nieorganicznej U] CM).

Uzyskane wyniki optymalizacji procesu biotechnologicznego wykazaty wysoka przydatno$¢ kultur in vitro
odmiany hodowlanej S. chinensis cv. Sadova, jako alternatywnego, w stosunku do S. chinensis, zrodta
pozyskiwania lignanéw dibenzocyklooktadienowych.

W ramach pracy dokonano szerokiego poréwnania mozliwos$ci biosyntetycznych S. chinensis oraz odmiany
hodowlanej S. chinensis cv. Sadova. Ponadto dokonano po raz pierwszy oceny zawartosci lignanow typu

schisandra w owocach i lisciach odmiany hodowlanej. Stwierdzono, Zze sktad jakoSciowy testowanych
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lignan6w jest taki sam, jednak roznice iloSciowe poszczegdlnych zwigzkow sa znaczace. Wyniki badan w

petni majg charakter innowacyjny.

a) b) ©)
Rycina 5. Mikropedowe kultury S. chinensis cv. Sadova (podtoze MS zawierajace 3 mg/l BA i 1 mg/l NAA,
30 dzien hodowli): a) kultury agarowe; b) kultury wytrzasane ¢) kultury hodowane w bioreaktorze
Plantform.

9H. Szopa A, Ekiert R, Ekiert H. Current knowledge of Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. (Chinese
magnolia vine) as a medicinal plant species - a review on the bioactive components, pharmacological
properties, analytical and biotechnological studies. Phytochemistry Reviews, 2017; 16(2): 195-218.
DOI: 10.1007/s11101-016-9470-4. (publikacja pogladowa) IF= 3,393; MNiSW=40 pkt

W pracy pogladowej dokonano przegladu najnowszego pismiennictwa naukowego dotyczacego
roznych aspektow badan nad gatunkiem S. chinensis oraz lignanami dibenzocyklooktadienowymi
(wspotpraca z dr Radostawem Ekiertem z KZZ ,Herbapol” w Krakowie). Praca opisuje aktywnosc
biologiczng ekstraktow z owocow i/lub pedow S. chinensis, oraz poszczegdlnych lignanéw. Co wazne, praca
oparta jest w duzej czeSci na wynikach badan wiasnych — fitochemicznych i biotechnologicznych
nad gatunkiem S. chinensis.

Publikacja podsumowuje przeprowadzone przeze mnie badania i poglgbia wiedz¢ na temat gatunku

S. chinensis oraz lignandéw typu schisandra.
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PODSUMOWANIE

Na podstawie wynikow badan, ktorych rezultatem jest osiagniecie naukowe, bedace podstawa
ubiegania si¢ 0 nadanie stopnia doktora habilitowanego, zrealizowany zostal peten cykl badan
biotechnologicznych nad gatunkiem S. chinensis. Przeprowadzone do$wiadczenia dotyczyly endogennej
akumulacji metabolitow wtornych waznych w lecznictwie: lignanéw dibenzocyklooktadienowych [1H-6H],

kwasow fenolowych oraz flawonoidéw [3H,6H].

Szczegoblng uwage poswigcono lignanom dibenzocykloktadienowym — metabolitom specyficznym
nie tylko ze wzglgdu na cenne wiasciwosci biologiczne, ale i ich unikatowo$¢ strukturalng, oraz
wystepowanie tylko w gatunkach rodzaju Schisandra [9H]. Dla lignanéw typu schisandra proces
biotechnologiczny zostat zoptymalizowany w oparciu o testowanie réznych strategii, takich jak: dobér typu
kultury [1H,2H], czasu hodowli [2H-5H], roznych warunkéw $wietlnych wzrostu kultur [3H]

oraz zastosowanie elicytorow [4H].

W ramach cyklu prac opracowano proces ,,up-stream” dla odmiany hodowlanej - S. chinensis cv.
Sadova [8H]. Proces obejmowat zainicjowanie kultur in vitro, opracowanie i optymalizacj¢ sktadu podtoza
hodowlanego, badanie dynamiki wzrostu, warunkow hodowli w zakresie suplementacji podtoza elicytorami.
Co wazne W ramach prac badawczych zostal opracowany rowniez wydajny pod wzgledem produkcji
lignanéw dibenzocyklooktadienowych, proces hodowli mikropedéw S. chinensis [5H] oraz S. chinensis
cv. Sadova w bioreaktorach [8H].

Poréwnanie maksymalnych zawarto$ci lignanéw, oznaczonych walidowang metoda LC-DAD [8H],
zidentyfikowanych metoda LC-DAD-ESI-MS [2H], uzyskanych w ramach doswiadczen z kulturami in vitro
S. chinensis i S. chinensis cv. Sadova opisanych w pracach [1H], [2H], [4H], [5H] i [8H] przedstawiono
w Tabeli 1.
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Tabela 1. Porownanie maksymalnych zawarto$ci (mg/100 g s.m.) lignanéw dibenzocyklooktadienowych
uzyskanych W ekstraktach z biomasy kultur mikropgedowych
S. chinensis i S. chinensis cv. Sadova (podtoze MS zawierajace 3 mg/l BA i 1 mg/l NAA, czas hodowli-
30 dni).

S. chinensis S. chinensis cv. Sadova
Lignany ) )
kultury kultury bioreactor kultury kultury bioreactor
agarowe wytrzasane Plantform agarowe wytrzasane Plantform
Schisandrin 52,96 37,98 118,59 99,01 112,31 115,34
Gomisin A 25,90 24,37 67,86 49,55 71,43 27,85
_ Angeloyl- 26,66 22,00 53,47 54,32 44,83 30,03
[tigloylgomisin H
_ Angeloyl- 51,24 34,58 100,13 67,68 30,62 18,27
ftigloylgomisin Q
Gomisin G 1,44 1,42 2,73 10,70 6,49 9,48
Schisantherin A 0,42 3,05 2,97 7,99 7,50 4,07
Schisantherin B 0,80 3,37 9,85 33,83 29,87 35,64
Schisanthenol 0,51 0,96 1,26 2,21 8,36 1,05
Deoxyschisandrin 30,27 27,64 77,66 34,02 21,49 9,56
Schisandrin B 14,45 13,56 39,69 22,38 0,38 9,06
v-Schisandrin 8,04 7,63 22,43 16,75 5,69 2,27
Benzoylgomisin P 17,50 13,68 37,19 26,97 8,99 12,26
Schisandrin C 2,35 1,95 5,02 12,42 4,89 16,64
Schisantherin D 5,31 2,97 8,15 52,43 22,25 22,00
Total content 237,86 195,15 546,98 574,42 375,11 313,51

W ramach prac przeprowadzano po raz pierwszy analiz¢ LC-DAD zawartosci kwaséw fenolowych
oraz flawonoidéw w ekstraktach z biomasy réznych typow kultur S. chinensis [6H], oraz zbadano wplyw
warunkow §wietnych prowadzenia hodowli na ich endogenna akumulacj¢ [3H]. Ponadto po raz pierwszy
przeprowadzono oznaczenia zwigzkow polifenolowych w ekstraktach z owocow i lisci roslin rosnacych
w Polsce [6H].

Interesujagcym aspektem przeprowadzonych prac, byto rowniez wykazanie mozliwosci

przeprowadzania proceséw biotransformacyjnych w badanych kulturach in vitro S. chinensis [7H].

Wyniki zrealizowanych prac z zakresu biotechnologii roslin ktorych rezultatem jest osiggniecie
naukowe, bedace podstawa ubiegania, o nadanie stopnia doktora habilitowanego, majg charakter nowatorki.
Prace zostaly opublikowane na tamach wiodacych czasopism w dziedzinie biotechnologii roslin,
oraz zaprezentowane w formie komunikatéw ustnych i posterow na konferencjach naukowych w kraju

1 za granica.
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Badania udowodnity wysoka konkurencyjno$¢ badanych kultur in vitro w stosunku do surowca
farmakopealnego — owocow, jak rowniez lisci S. chinensis oraz S. chinensis cv. Sadova, oraz wykazaty ich
potencjalng  uzyteczno$¢, jako alternatywnego, bogatego zroédta  pozyskiwania  lignanow

dibenzocyklooktadienowych.

W ramach zrealizowanych prac zostat poznany sktad chemiczny roslin uprawianych w Polsce. Wyniki
pozytywnie odpowiedziaty na pytanie dotyczace mozliwosci wykorzystania kultur in vitro S. chinensis oraz

S. chinensis cv. Sadova, jako alternatywy dla surowca ex vivo.

Uzyskane wyniki przyczynily si¢ do poszerzenia wiedzy na temat wschodnioazjatyckiego, pnacza —
S. chinensis, oraz jego odmiany hodowlanej - S. chinensis cv. Sadova. W ramach mojej dziatalnosci
napisalam anglojezyczng prace pogladowa [9H], oraz dwie prace popularnonaukowe opisujace wtasciwosci

lecznicze [4P] oraz kosmetyczne [5P] gatunku.

PERSPEKTYWY DALSZYCH BADAN

Ze zrealizowang tematyka badawcza wiazg szerokie, dalsze perspektywy dla swojej aktywnosci
naukowej. Wysoce aplikacyjne wyniki prac sktaniaja do ich kontynuowania. Niezwykle atrakcyjnymi
obiektami badawczymi sg inne gatunki rodzaju Schisandra jak: S. rubriflora, S. henryi czy
S. sphenanthera. O stabym poznaniu tych gatunkow $wiadczy fakt niewielkiej liczby publikacji z listy
czasopism punktowanych bazy Journal Citation Reports. Dost¢pna literatura zawgza sie glownie
do nielicznych prac zespotéw badawczych z Chin. Z dostepnych danych wynika, ze gatunki te rowniez
obfituja w lignany dibenzocyklooktadienowe (lu et al. 2009; Mu et al. 2011; Song et al. 2013). Brak badan
biotechnologicznych, nieliczne badania fitochemiczne, oraz przestanki o konkurencyjnosci innych gatunkow
rodzaju Schisandra w stosunku do S. chinensis wydaja si¢ by¢ niezwykle atrakcyjng perspektywa dla moich
badan.

Uzyskane przeze mnie w 2017 roku wsparcie finansowe Narodowego Centrum Nauki - Sonata dla
projektu pt. ,,Badania fitochemiczne, biotechnologiczne oraz ocena aktywnosci biologicznej gatunku
Schisandra rubriflora - cytryniec czerwonokwiatowy” Nr 2016/23/D/NZ7/01316, oraz rozpoczgty projekt
badawczy Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,,.Dotacja celowa dla mtodych naukowcoéw oraz
uczestnikow studiow doktoranckich do 35 roku zycia” pt.: ”Kultury in vitro gatunkéw rodzaju Schisandra
jako potencjalne zrodto farmakologicznie czynnych metabolitow wtornych” Nr K/DSC/004297, pozwalaja

mi na sukcesywna realizacj¢ badan.
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3. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

3.1. Aktywno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

W czasie studiow farmaceutycznych na Wydziale Farmaceutycznym Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego zainteresowatam si¢ farmaceutycznymi aspektami badan nad ro$linami
leczniczymi. Szczegodlnie interesujagcym dla mnie kierunkiem byta biotechnologia roslin. Dlatego na IV roku
studiow zaczelam aktywnie uczestniczy¢ w pracach badawczych Studenckiego Kota Naukowego
zwiagzanych z tg tematyka dziatajagcym przy Katedrze i Zakladzie Botaniki Farmaceutycznej UJ CM.
Juz w tym czasie zdobylam gruntowna wiedz¢ teoretyczng oraz praktyczng na temat technik i metod
stosowanych w biotechnologii roslin. Z Katedrag zwiazatem réwniez swoje dalsze plany naukowe w
kontekscie przygotowania pracy magisterskiej. Moja praca zwigzana byta z badaniami nad kulturami in vitro
Ruta graveolens (6wczesne badania statutowe Zaktadu Botaniki Farmaceutycznej). Tematem mojej pracy
magisterskiej byta: ,,Akumulacja kwaséw fenolowych w kulturach in vitro Ruta graveolens L.” (Kus$ 2008).
W czasie obowigzkowego, 6-miesiecznego stazu w aptece, wcigz zwigzana bytam naukowo z Zaktadem
Botaniki Farmaceutycznej UJ CM, albowiem moja praca wytypowana zostata do Wydziatowego Konkursu
Prac Magisterskich, na ktorym zajeta I miejsce (2009 r.). Moja praca magisterska zostala réwniez
wytypowana do udziatu w III edycji Ogolnopolskiego Konkursu na Najlepsze Prace Magisterskie z Zakresu
Farmacji Przemystowe]j organizowanym przez Fundacj¢ Hasco-Lek. Ponadto wyniki uzyskane w ramach
pracy magisterskiej zostaty opublikowane w czasopi$mie Die Pharmazie [180]. Najciekawszymi wynikami
pracy byta optymalizacja prowadzenia kultur in vitro R. graveolenes na podtozach wg. Linsmaier i Skoog
(LS) (Linsmaier and Skoog 1965) o réznej zawartosci regulatoréw wzrostu i rozwoju roslin (BA i NAA),
w wyniku ktorej uzyskatam wysokie zawartosci kwasow fenolowych, kwasu: p-kumarowego,
protokatechowego, wanilinowego i syryngowego (oznaczenia metodg LC-UV). Ponadto, dominujgcy
pod wzgledem ilosciowym kwas protokatechowy (maks. 93,24 mg/100 g s.m.) zostal wyizolowany technikg
chromatografii kolumnowej i preparatywnej TLC oraz oczyszczony metodg HP-TLC. Jego struktura zostata
potwierdzona analiza spektralng *H-NMR i ESI-MS. Byla to pierwsza izolacja tego zwigzku z biomasy
hodowanej in vitro [180].

W pozniejszym okresie pracowatam na pelnym etacie w aptekach ogdlnodostepnych zdobywajac
praktyczng wiedze aptekarska (do 31.01.2010 r.), potem roéwnolegle z praca na uczelni; na pot etatu
(od 1.07.2010 do 30.09.2011r.).

W lutym 2010 roku zostalam zatrudniona na pelen etat na stanowisku asystenta w Katedrze
i Zaktadzie Botaniki Farmaceutycznej UJ CM. Poczatkowo moje zainteresowania naukowe skupiaty si¢ na
kontynuowaniu prac zwigzanych z badaniami nad akumulacja kwasow fenolowych, oraz dodatkowo
furanokumaryn linearnych w kulturach in vitro R. graveolens oraz R. graveolens ssp. divaricata. W ramach
prowadzonych do$wiadczen testowatam wpltyw warunkéw §wietlnych ($wiatto monochromatyczne; $wiatto

niebieskie, §wiatlo czerwone, daleka czerwien, promieniowanie UV-A, oraz brak $wiatta) prowadzenia
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kultur na akumulacje badanych grup zwigzkéw (wspotpraca z prof. dr hab. Anng Bach, Katedra Roslin
Ozdobnych UR Krakow). Uzyskane maksymalne catkowite zawartosci kwaséw fenolowych
i furanokumaryn linearnych (Ellnain-Wojtaszek and Zgorka 1999) wynosity odpowiednio: 106,50 i 1276,74
mg/100 g s.m. (R. graveolens), oraz 106,97 i 262,54 mg/100 g s.m.(R. graveolens ssp. divaricata), oraz
wzrastaly od 2,6 do 6,7-krotnie w zaleznos$ci od warunkow $wietlnych prowadzenia hodowli. W ramach
badan wykazano stymulujacy wpltyw $wiatla niebieskiego na endogenng produkcj¢ kwasoéw fenolowych
w kulturach R. graveolens oraz jej podgatunku. Akumulacji furanokumaryn w biomasie kultur

R. graveolenes sprzyjato $wiatto niebieskie, a w R. graveolens ssp. divaricata — brak $wiatta [160].

Roéwnolegle z pracami realizowanymi w ramach programu badan statutowych zaczetam prowadzié¢
badania wlasne. Jako moj obiekt badawczy wytypowane zostaly nastepujace gatunki roslin leczniczych:
Schisandra chinensis, Aronia melanocarpa oraz Anethum graveolens. Pierwszym etapem prac bylta inicjacja
kultur in vitro tych gatunkéw, oraz wstepna optymalizacja prowadzenia hodowli dotyczaca akumulacji
kwasow fenolowych. Intensywne prace zaowocowaty otwarciem przewodu doktorskiego w grudniu 2010 r.
Obiektem mojej pracy doktorskiej zostaty kultury in vitro S. chinensis. Na kulturach in vitro tego gatunku
skupita si¢ moja szczegdlna aktywno$¢ naukowa. Prace przeprowadzone w ramach doktoratu szczegotowo
przedstawitam w czesci ,,Wprowadzenie w tematyk¢ badawcza” w rozdziale 2.3 Autoreferatu
[80,130,150,170,1M,11P]. Pracg¢ doktorska pt. ,,.Badania nad akumulacja wybranych grup biologicznie
aktywnych metabolitow wtornych w kulturach in vitro Schisandra chinensis (Turcz.) Baill.” obronitam
w lutym 2013 r. z wyr6znieniem (Szopa 2013). Ponadto moja praca doktorska zostata zgtoszona do konkursu
0 Nagrode¢ Ministra Zdrowia za osiggni¢cia bedace podstawa nadania stopnia naukowego doktora, doktora
nauk farmaceutycznych (2014 r.).

W ramach prac nad S. chinensis realizowanych w ramach wspotpracy z dr Radostawem Ekiertem (Katedra
Chemii Nieorganicznej UJ CM) dokonano oznaczen lignanow (schizandryny i gomisyny A) w ekstraktach
z biomasy kultur in vitro, owocow rosliny macierzystej, jak rowniez w wybranych preparatach komercyjnych
metodg HP-TLC z detekcja densytometryczng. W ramach pracy zostata rowniez przeprowadzona walidacja

opracowanej metody [120].

Niezaleznie od prac zwigzanych z realizacjg pracy doktorskiej, w ramach mojej aktywnoSci
naukowej prowadzitam rownolegle badania nad kulturami in vitro A. melanocarpa oraz A. graveolenes.

Szczegdlng uwage poswigcitam badaniom z kulturami kalusowymi oraz pgdowymi A. melanocarpa.
Badania obejmowaty dwa kierunki biotechnologii roslin — endogenna akumulacj¢ metabolitow wtornych
[140] oraz procesy biotransformacyjne [110]. W ramach pracy [140] udowodnitam wplyw zawartosci
regulatorow wzrostu i rozwoju roslin w podtozu hodowlanym LS na endogenng akumulacje kwasow
fenolowych w kulturach kalusowych i pedowych A. melanocarpa. Maksymalne catkowite zawartosci
zwigzkéw w badanych ekstraktach metanolowych z biomasy Kkultur in vitro wzrastalty odpowiednio:
od 103,05 do 150,95 mg/100 g s.m. oraz od 50,23 do 81,56 mg/100 g s.m., i byly wyzsze niz w ekstraktach
z owocow rosliny macierzystej (32,43 mg/100 g s.m.) [140].
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W ramach badan zaprezentowanych w publikacji [110] udowodniono po raz pierwszy mozliwos¢
endogennej biotransformacji hydrochinonu do jego B-D-glukozydu — arbutyny w kulturach pedowych
A. melanocarpa. Na uwage zastuguje wysoka wydajnos¢ (73,80%) przeprowadzonego procesu, oraz ilosé
uzyskanej arbutyny (8,27 g/100 g s.m.) [110].

W okresie pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora bytam kierownikiem
programu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,.Dotacja celowa dla mtodych naukowcow oraz
uczestnikow studiow doktoranckich do 35 roku zycia” pt. ,,Akumulacja biologicznie aktywnych zwiazkoéw
w kulturach in vitro wybranych gatunkéw roslin leczniczych” (2011-2013 r.), oraz wspotwykonawcg badan
statutowych pt. ,,Badania nad mozliwos$ciami biotechnologicznego pozyskiwania terapeutycznie waznych
zwigzkow z roslinnych kultur in vitro” (2010-2011 r.). Swoja wiedze biotechnologiczng oraz fitochemiczna
doskonalitam przez udziat w licznych zjazdach naukowych, szkoleniach oraz stazach naukowych. W okresie
przed obrong doktoratu wyniki swoich badan zaprezentowatam w formie 14 komunikatow na zjazdach
migdzynarodowych w kraju (Gdansk, Lublin) i zagranicznych (Dortmund, Diisseldorf, Graz) oraz
5 komunikatéw na zjazdach krajowych (Gdansk, £.6dz, Lublin).

W tym czasie pod opieka prof. dr hab. Haliny Ekiert poszerzaltam swoja wiedz¢ i warsztat naukowo-
badawczy przygotowujac publikacje pogladowe [11P, 12P]. Ponadto wrazenia ze swojej pierwszej
konferencji zagranicznej — ,,BioTrends 2010, New Biotrends in green chemistry” w Dortmundzie, wraz
z kolezankg z pracy (dr Inga Kwiecien), opisatam w formie artykutu - sprawozdania na tamach Farmacji
Polskiej [13P].

W okresie 2012-2013 r. dwukrotnie zostatam wyr6zniona nagrodg Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego
za osiagniecia naukowe.

Poza aktywno$cig naukowa, jako asystent, aktywnie uczestniczytam w dziatalno$ci dydaktycznej (w tym

w opiece nad pracami magisterskimi), Katedry i Zaktadu Botaniki Farmaceutycznej UJ CM.
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3.2. Aktywnos$¢ haukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych, moja dziatalno§¢ naukowa zwigzana byla
przede wszystkim z badaniami z zakresu biotechnologii roélin leczniczych.

Moim obiektem badan byly kultury in vitro nastgpujacych gatunkéw: Aronia melanocarpa, Aronia
arbutifolia, Aronia x prunifolia, Anethum graveolens, Cistus x incanus, Verbena officinalis, Punica
granatum, P. granatum var. nana, Sideritis hyssopifolia, Citrus limon, Nasturtium officinale oraz Salvia
hispanica.

Prace badawcze byty realizowane w ramach statutowych oraz wlasnych programow badawczych. W latach
2014-2016 bytam kierownikiem projektu ,,Ro$linne kultury in vitro zrédtem farmakologicznie czynnych
metabolitow wtornych” (K/DSC/001950). Ponadto bytam wspotwykonaweg badan statutowych ,,Roslinne
kultury in vitro, owocniki grzybéw wielkoowocowych i kultury mycelialene jako zrédto pozyskiwania
waznych terapeutycznie zwigzkow fenolowych” (kierownik: prof. dr hab. Halina Ekiert; K/ZDS/003312;
od 2012 do 2014 roku), oraz ,,Kultury in vitro wybranych gatunkéw roslin leczniczych jako potencjalne,
biotechnologiczne zrodto pozyskiwania terapeutycznie waznych zwigzkdéw na drodze endogennej biosyntezy
i biotransformacji egzogennych substratow” (kierownik: prof. dr hab. Halina Ekiert; K/ZDS/005614; 0od 2015
do 2017 roku). Jako promotor pomocniczy nadzoruje i wspotwykonuje zadania badawcze programu ,,Kultury
in vitro wybranych gatunkéw roélin leczniczych jako bogate, alternatywne zrodto pozyskiwania zwigzkow
bioaktywnych wykorzystywanych w terapii i kosmetyce” (kierownik: mgr Pawet Kubica; K/DSC/003506;
od 2016 do 2018 roku).

W ostatnim czasie szczegélnie waznym obiektem moich badan, zaréwno biotechnologicznych, jak
i fitochemicznych sg inne, egzotyczne, endemiczne i mato poznane gatunki z rodzaju Schisandra: S. henryi,
S. sphenanthera oraz S. rubriflora. Od 2017 roku kieruj¢ projektem ,,Kultury in vitro gatunkéw rodzaju
Schisandra jako potencjalne Zrodlo farmakologicznie czynnych metabolitow wtornych” (K/DSC/004297).
W tym samym roku moj projekt badawczy pt. ,Badania fitochemiczne, biotechnologiczne oraz ocena
aktywnosci biologicznej gatunku Schisandra rubriflora - cytryniec czerwonokwiatowy”, zdobyt uznanie
i finansowanie w ramach programu Sonata przyznawanego przez Narodowe Centrum Nauki
(2016/23/D/NZ7/01316; 4.08.2017 - 3.08.2020 r.).

Szczegolnie waznym z farmaceutycznego punktu widzenia oraz aplikacyjno$ci badan, kierunkiem

badawczym biotechnologii roslin, jest endogenna akumulacja metabolitow wtornych, oraz procesy
biotransformacyjne. Moje prace badawcze dotycza tej tematyki.
Techniki biotechnologii roslin sa z leczniczego punktu widzenia niezwykle wazng alternatywa
dla pozyskiwania roslinnych, biologicznie aktywnych zwigzkéw. Produkcja tych zwigzkéw w kulturach in
vitro odbywa si¢ niezaleznie od warunkéw edaficznych, klimatycznych, oraz co jest niezwykle wazne, moze
by¢ kontrolowana oraz efektywnie stymulowana.

Opublikowany, oraz prezentowany na licznych konferencjach tematycznych, cykl prac badawczych

nad gatunkami Aronia: A. melanocarpa, A. arbutifolia i A. x prunifolia przedstawia droge optymalizacji
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procesu biotechnologicznego od inicjacji kultur in vitro po zastosowanie réznych technik zwigkszania
produkcji metabolitow wtornych, oraz biosynteze arbutyny na drodze biotransformacji. Badania nad
A. melanocarpa rozpoczetam przed uzyskaniem stopnia doktora, potem zainicjowatam dodatkowo kultury
in vitro A. arbutifolia i A. x prunifolia. Obrany temat badawczy kontynuuje do chwili obecnej. Z zakresu
tych badan opublikowatam prace oryginalne opisujace optymalizacje produkcji kwaséw fenolowych (w tym
depsydow) i flawonoidow w agarowych kulturach pedowych, oraz kalusowych gatunku A. melanocarpa,
oraz A. arbutifolia i 4. x prunifolia. Optymalizacja dotyczyla doboru jako$ciowego oraz ilosciowego
regulatorow wzrostu i rozwoju, roslin oraz czasu trwania cyklu hodowlanego.

W pracy [100] przeprowadzono po raz pierwszy szeroka optymalizacj¢ zawarto$ci regulatorow
wzrostu i rozwoju roslin (BA i NAA) w agarowym podtozu hodowlanym wg. Murashige i Skoog (MS)
w celu uzyskania wysokiej produkcji kwasow fenolowych w kulturach kalusowych i pg¢dowych
A. melanocarpa. Maksymalne catkowite zawartoéci zwiagzkow w badanych ekstraktach z biomasy kultur
in vitro zmieniaty si¢ odpowiednio: od 93,52 do 217,00 mg/100 g s.m. oraz od 47,11 to 83,83 mg/100 g s.m.,
i byly wyzsze niz ich w ekstraktach z owocow rosliny macierzystej (32,43 mg/100 g s.m.). Dominujacymi
ilosciowo, oznaczonymi metoda LC-DAD (Ellnain-Wojtaszek and Zgorka 1999), kwasami fenolowymi
byly: kwas salicylowy (maks. 91,86 mg/100 g s.m.), p-kumarowy (maks. 62,39 mg/100 g s.m.)
i p-hydroksybenzoesowy (maks. 50,66 mg/100 g s.m.) [L0O]. Wyniki przedstawione w pracy [100] korelujg
z wynikami przedstawionymi w pracy [140]. Porownujac zawarto$ci metabolitow wtornych uzyskane na
roznych wariantach podtoza LS [140] oraz podtoza MS [100], jako podtoze optymalne dla kultur Aronia
sp., na ktorym zawartosci badanych kwasow fenolowych byly wyzsze, wytypowano podtoze MS.

W ramach prac nad optymalizacja kalusowych i pedowych kultur in vitro A. arbutifolia

i A. x prunifolia przetestowano dziesi¢¢ wariantow agarowego podtoza MS rdznigcych sie zawartoscig
regulatorow wzrostu i rozwoju roslin (BA i NAA; w zakresie 0,1-3 mg/l). W metanolowych ekstraktach ze
zliofilizowanej biomasy, metoda LC-DAD (ElInain-Wojtaszek and Zgorka 1999), oznaczono szes¢ sposrod
dwudziestu analizowanych kwasoéw fenolowych. Maksymalne catkowite zawartosci kwasow fenolowych
wynosity odpowiednio okoto 200 i 600 mg/100 g s.m.. Dominujacymi ilosciowo byly depsydy, kwas:
chlorogenowy, rozmarynowy i neochlorogenowy, ktérych maksymalne ilosci w kulturach A. arbutifolia
wynosity odpowiednio - 91,94, 77,03, 32,57 mg/100 g s.m., a w kulturach 4. x prunifolia - 131,82, 206,62
i 257,39 mg/100 g s.m. [20].
W ramach wyzej opisanych prac po raz pierwszy przeprowadzono doswiadczenia biotechnologiczne
z kulturami in vitro A. melanocarpa, A. arbutifolia i A. x prunifolia - hybrydzie tych dwoch gatunkow.
Ponadto, uzyskane w ekstraktach z kultur pedowych A. x prunifolia, wysokie zawarto$ci cennych
z terapeutycznego punktu widzenia depsydow, maja charakter potencjalnie aplikacyjny [20,100].

Kolejnym etapem prac byty dos§wiadczenia na wytrzasanych kulturach pedowych A. arbutifolia
I A. x prunifolia. W tym typie Kultur przeprowadzitam réwniez proces optymalizacji produkcji metabolitow
wtornych, oraz udowodnitam mozliwo$¢ przeprowadzania przez komérki ww. roslin w warunkach in vitro

procesu biotransformacji egzogennie podanych substratow: hydrochinonu i kwasu 4-hydroksybenzoesowego
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w arbutyne [2E] (praca po pozytywnej recenzji). Wyniki uzyskane w toku prowadzenia tych do$wiadczen
wykazaty, duzy biosyntetyczny potencjat kultur. W ramach pracy metoda LC-DAD oznaczono zawartos¢
kwasow fenolowych oraz flawonoidéw w ekstraktach z biomasy oraz z podtozy hodowlanych. Stwierdzono
wplyw testowanych wariantow podtoza MS r6znigcych si¢ zawarto$cig regulatorow wzrostu i rozwoju roslin
na zawarto§¢ metabolitow W biomasie. Maksymalna calkowita zawarto§¢ kwasow fenolowych
i flawonoidéw w kulturach A. arbutifolia i 4. x prunifolia wynosita odpowiednio 360,80 i 65,26 mg/100 g
s.m., oraz 659,51 i 78,34 mg/100 g s.m.. Dominujacymi ilosciowo zwigzkami byly depsydy: kwas
chlorogenowy i kwas rozmarynowy, oraz kwercetyna (odpowiednio: 175,94, 147,98 i 41,14 mg/100 g s.m.,
oraz 260,34, 225,26 and 78,34 mg/100 g s.m.). Maksymalna zawarto$¢ arbutyny uzyskana w wyniku
biotransformacji hydrochinonu wynosita odpowiednio 83,55 and 73,62 mg/g s.m.. Praca po raz pierwszy
przedstawita kompleksowe badania nad akumulacja kwasow fenolowych, flawonoidéw oraz wykazata
mozliwos$¢ przeprowadzania proceséw biotransformacyjnych w komoérkach pedowych kultur wytrzasanych
A. arbutifolia i 4. x prunifolia.

Dodatkowo interesujacym aspektem prac nad badaniem czynnikow wptywajacych na przyrosty
biomasy oraz akumulacj¢ zwigzkéw czynnych w kulturach in vitro Aronia sp. byty doswiadczenia z zakresu
wptywu warunkéw swietlnych (hodowle prowadzone byly w laboratorium biotechnologii Katedry Roslin
Ozdobnych w ramach wspolpracy z dr hab. Bozeng Pawlowska). Testowatam wplyw $wiatla
monochromatycznego: $wiatto niebieskie, Swiatlo czerwone, daleka czerwien, promieniowanie UV-A, oraz
braku $wiatta na akumulacj¢ wymienionych grup zwigzkow. Empirycznie po raz pierwszy udowodnitam
stymulujacy wpltyw $wiatta niebieskiego na wzrost i produkcj¢ kwaséw fenolowych oraz flawonoidéw
w agarowych kulturach pedowych A. melanocarpa, A. arbutifolia i A. x prunifolia [30]. W wyniku
przeprowadzonych prac uzyskano szczegdlnie wysokie zawarto$ci depsyddéw, kwasow: chlorogenowego,
rozmarynowego i neochlorogenowego (maks. odpowiednio: 418,83, 644,68, 548,86 mg/100 g s.m.) oraz
kwercetyny (maks. 165,88 mg/100 g s.m.) w ekstraktach z biomasy kultur 4. x prunifolia [30]. Uzyskane
wyniki majg charakter poznawczy i aplikacyjny.

W zakresie prac nad gatunkami A. melanocarpa i A. arbutifolia oraz hybryda - A. % prunifolia
przeprowadzitam rowniez szerokie, poréwnawcze badania fitochemiczne [60]. Badania obejmowaty analize
kwasow fenolowych, flawonoidow i antocyjanow metodami chromatograficznymi: LC-DAD i LC-DAD-
ESI-MS (wspotpraca z prof. dr hab. Adamem Bucinskim, dr Urszulg Marzec-Wroblewska, mgr Anng Badura
z Katedry i Zakladu Biofarmacji Collegium Medicum UMK w Bydgoszczy, oraz dr Adamem
Kokotkiewiczem, prof. dr hab. Marig Luczkiewicz z Katedry Farmakognozji GUMed), ponadto oznaczanie
calkowitej zawartosci polifenoli metoda spektrofotometryczna z odczynnikiem Folina-Ciocalteu'a, oraz
badania biologiczne - analiza aktywnosci antyoksydacyjnej metodami FRAP i DPPH (wspolpraca z dr hab.
Mirostawem Kro$niakiem, mgr Agnieszka Wojtanowska-Krosniak i dr hab. Pawlem Zagrodzkim z Zakladu
Bromatologii UJ CM). Analiza byly poddane ekstrakty z owocow oraz lisci zbieranych w roznych okresach
wegetacyjnych A. melanocarpa, A. arbutifolia i 4. x prunifolia w Arboretum SGGW w Rogowie

(wspolpraca z dr Piotrem Banaszczakiem z Le$nego Zakladu Doswiadczalnego Arboretum SGGW
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w Rogowie). Owoce badanych aronii zawieraty duze ilosci 3-O-galaktozydu cyjanidyny (4,31 - 323,17
mg/100 g s.m.) i depsydow - kwasu chlorogenowego (16,27 - 273,45 mg/100 g s.m.) i kwasu
neochlorogenowego (92,26 - 212,56 mg/100 g s.m.). Ekstrakty z lisci zawieraly duze iloéci flawonoli:
kwercetyny, kwercytryny i rutyny (62,14 - 366,98 mg/100 g s.m.) oraz depsydow: kwasu chlorogenowego,
kwasu neochlorogenowego i kwasu rozmarynowowego (maks. odpowiednio: 724,22, 482,70, 154,66 mg/100
g s.m.). Liscie A. arbutifolia charakteryzowaly si¢ najwyzszg calkowita zawartos$cig polifenoli, wyrazong
jako ekwiwalent kwasu galusowego (918,22 gal. ac. Eq./100 g s.m.) i wykazywaly najwyzsza aktywno$¢
przeciwutleniajaca w testach DPPH i FRAP. Wyniki wykazaty, ze owoce A. arbutifolia i 4. x prunifolia
sa bogatym zrédlem antyoksydantow i moga by¢ stosowane jako surowce roslinne, alternatywnie do owocow
A. melanocarpa. Liscie badanych gatunkéw majg potencjalne znaczenie terapeutyczne i dietetyczne
ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ flawonoli i depsydow. Praca jest pierwsza praca fitochemiczng
porownujacg zawarto$¢ wybranych zwigzkow polifenolowych oraz potencjat antyoksydacyjny owocéw oraz
lisci: A. melanocarpa, A. arbutifolia i 4. x prunifolia [60].

W ramach szeroko zakrojonych prac biotechnologicznych i fitochemicznych nad rodzajem Aronia
opublikowana zostata rowniez praca pogladowa, w duzej mierze oparta na wynikach badan wtasnych [2P].
W pracy opisane zostaly najnowsze badania naukowe nad gatunkiem A. melanocarpa, oraz zostaty
scharakteryzowane mato znane w Polsce rosliny: A. arbutifolia i 4. x prunifolia. Publikacja powinna
przyczyni¢ si¢ do promocji prozdrowotnego dziatania badanych aronii w srodowisku farmaceutycznym.
Ponadto praca zdobyta uznanie wsérdd przetworcoéw aronii w Polsce (wspotpraca z Krajowym Zrzeszeniem

Plantatoréw Aronii ,,Aronia Polska”).

W ramach prac nad optymalizacja produkcji metabolitow wtornych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem kwaséw fenolowych oraz grupy zwigzkow — furanokumaryn linearnych, skupitam sie¢
badaniach z zatozonymi kulturami kalusowymi Anethum graveolenes [70]. W ramach prac
biotechnologicznych przetestowatam wptyw zawartosci regulatoréw wzrostu i rozwoju roslin i podstawowy
sktad podtoza hodowlanego (LS i MS) na endogenng akumulacje kwaséw fenolowych oraz furanokumaryn
w kulturach kalusowych A. graveolenes. Najwyzsze zawarto$ci (LC-DAD) badanych metabolitoéw uzyskano
na wariancie podtoza MS zawierajacym 0,5 mg/l BA i 2 mg/l NAA. Maksymalna catkowita zawarto$§¢
kwasow fenolowych wynosita 99,66 mg/100 g s.m., a furanokumaryn 24,26 mg/100 g s.m.. Dominujacymi
ilosciowo metabolitami byty: kwas salicylowy (maks. 57,88 mg/100 g s.m.), kwas 4-hydroksybenzoesowy
(maks. 36,27 mg/100 g s.m.), oraz bergapten (maks. 15,01 mg/100 g s.m.) i marmezyna (maks. 8,12 mg/100
g s.m.). Catkowita zawarto$¢ kwasoéw fenolowych byta porownywalna, a furanokumaryn 1,8-krotnie wyzsza
niz w ekstraktach z owocow roslin macierzystych analizowanych w celach poréwnawczych [60].

Z Doktorantem Katedry Botaniki Farmaceutycznej UJ CM - mgr. Pawlem Kubica, wspotpracuje
od 2014 r. (opiekun pracy magisterskiej) w zakresie realizowanych przez Niego tematow badawczych.
Od 30.01.2017 roku jestem promotorem pomocniczym w Jego przewodzie doktorskim. Rezultatem

wspolnych prac eksperymentalnych jest szereg doniesien zjazdowych oraz publikacji oryginalnych
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i pogladowych. Naszym obiektem badawczym sag kultury in vitro gatunkéw: C. X incanus, P. granatum,
P. granatum var nana, oraz szczeg6lnie V. officinalis - jako gtéwny obiekt pracy doktorskie;j.

W ramach dotychczas opublikowanych prac nad gatunkiem C. x incanus, przeprowadzona zostata
optymalizacja prowadzenia hodowli dla kultur pedowych - agarowych oraz wytrzasanych, w zakresie
produkcji kwasoéw fenolowych oraz katechiny i jej pochodnych [40]. Uzyskane wyniki zawarto$ci gtownych
metabolitow: katechiny, galusanu epikatechiny, kwercytryny i kwasu galusowego w ekstraktach z kultur
agarowych hodowanych na podtozu MS zawierajacym 3 mg/l BA i 1 mg/l NAA byly odpowiednio
24,6-, 6,8-, 2,8- i 33,6-razy wyzsze niz w ekstraktach z ziela roslin rosngcych in vivo [40].

W ramach prac nad C. x incanus powstata rdwniez praca pogladowa (wspotpraca z dr Radostawem Ekiertem
z KZZ ,Herbapol” w Krakowie) opisujaca badania fitochemiczne, biologiczne i biotechnologiczne tego
gatunku i innych gatunkéw rodzaju Cistus [6P].

W kulturach kalusowych V. officinalis zbadana zostata produkcja kwasow fenolowych, oraz
metabolitow specyficznych dla tego gatunku — werbaskozydu i izowerbaskozydu w ekstraktach z biomasy
hodowanej na 12 wariantach podtoza MS, zawierajacych rozne regulatory wzrostu i rozwoju ro$lin
(BA, Kin, NAA, IBA; od 0,5 do 3,0 mg/l) w warunkach ciaglego sztucznego oswietlenia oraz w ciemnos$ci
[50]. Oznaczenia przeprowadzone w ekstraktach metanolowych ze zliofilizowanej biomasy kultur, metoda
LC-DAD, wykazaty ekstremalnie wysoka produkcj¢ werbaskozydu (maks. 2454,12 mg/100 g s.m.);
3,3-krotnie wyzsza niz jego zawarto$¢ w ekstraktach z ziela roslin macierzystych. Analiza kwasow
fenolowych wykazata wysoka ich zawartos¢ w ekstraktach z biomasy poddawanych hydrolizie kwasnej
(maks. catkowita zawartos¢ 141,05 mg/100 g s.m.).

Obecnie w recenzji jest praca oryginalna [5E] opisujagca wpltyw warunkow $wietlnych - $wiatta diod
elektroluminescencyjnych (LED): czerwonego, niebieskiego, czerwonego z niebieskim (70/30%),
na endogenng akumulacje: glikozydow fenylopropanoidowych i kwasdéw fenolowych, oraz zawarto$é
barwnikéw fotosyntetycznych (chlorofile a, b i karotenoidy) w biomasie kultur kalusowych V. officinalis
(wspotpraca z dr hab. Bozeng Pawlowska i mgr Barbarg Prokopiuk z Katedry Roslin Ozdobnych UR
Krakow).

Ponadto, powstala praca pogladowa obejmujacg przeglad badan fitochemicznych, biologicznych
i biotechnologicznych gatunku V. officinalis [8E] (praca w recenzji).

Od 2016 r. wspotpracuje z mgr Martg Klimek-Szczykutowicz, moja byta Magistrantka i podopieczna
w ramach pracy doktorskiej. Realizujemy cykl prac biotechnologicznych nad zainicjowanymi kulturami in
vitro S. hyssopifolia, C. limon, oraz N. officinale. Prace doswiadczalne dotycza optymalizacji warunkow
endogennej akumulacji metabolitow wtornych ze szczegolnym uwzglednieniem ich przydatnosci w farmac;ji
i kosmetologii. W przypadku kultur in vitro S. hyssopifolia i C. limon sa one skoncentrowane na akumulacji
kwaséw fenolowych i flawonoidow. Prace badawcze nad kulturami pedowymi N. officinale sa rozszerzone
o0 specyficzne dla tego gatunku glukozynolaty oraz doswiadczenia z zakresu bioakumulacji pierwiastkow

prozdrowotnych. Prace dotyczace akumulacji metabolitow wtornych w biomasie kultur in vitro N. officinalis
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maja charakter nowatorski. Wyniki prac dos$wiadczalnych sg na biezgco prezentowane na zjazdach
tematycznych, nie zostaty jeszcze opublikowane.

W ramach wspotpracy z Doktorantka powstaty prace pogladowe dotyczace gatunkéow: C. limon [3P]
oraz N. officinale [7E] (praca angloj¢zyczna po pozytywnej recenzji). Ponadto Doktoranta jest wspotautorka
prac dotyczacych gatunku S. chinensis i S. chinensis cv. Sadova [8H] i [5P].

W ramach prac nad kulturami pedowymi Salvia hispanica, prowadzonych wspoélnie ze Studentka
Katarzyng Koc, ze Studenckiego Kota Naukowego dziatajagcego przy Katedrze Botaniki Farmaceutycznej UJ
CM, wykonana zostata wstgpna optymalizacja warunkoéw hodowli w oparciu o dobor regulatoréw wzrostu
i rozwoju roslin. Wyniki prac do§wiadczanych zaprezentowane byty na konferencjach naukowych. Ponadto

Studentka jest wspdtautorem pracy pogladowej o charakterze popularnonaukowym [1P].

W ostatnim czasie ukazata si¢ praca zrealizowana w ramach mojej wspotpracy z prof. Hosamem
Elansary z Floriculture, Ornamental Horticulture and Garden Design Department Faculty of Agriculture
Alexandria University (Egipt) [1O]. W pracy odpowiedzialna bytam za realizacj¢ analiz zawarto$ci metoda
LC-DAD: kwasow fenolowych, flawonoidow, kumaryn oraz katechin, w ekstraktach z wybranych,
endemicznych ro$lin stosowanych w tradycyjnym lecznictwie w Aleksandrii (Egipt) [10].

Druga wspélna praca [4E] obecnie jest w recenzji, dotyczy analiz fitochemicznych (kwasy fenolowe
i zwigzki katechinowe), oraz badan aktywnosci biologicznej, ekstraktow z kory trzech gatunkow rodzaju

Quecus: Q. acutissima, Q. macrocarpa i Q. robur.

W ramach mojej dodatkowej aktywnosci naukowej, w ramach wspotpracy z dr hab. Bozeng
Muszynska i dr Katarzyng Sutkowska-Zaja z mojej macierzystej Katedry oraz dr Anng Maslanka i prof. dr
hab. Wtodzimierzem Opoka z Katedry Chemii Nieorganicznej UJ CM uczestniczytam w opracowaniu oraz
walidacji metody TLC z detekcja densytometryczng oznaczania zwigzkow indolowych: 5-metylotryptaminy,
L-tryptofanu, 5-hydriksy-L-tryptofanu i melatoniny w ekstraktach z Allium sativum [90].

W ramach dziatalno$ci popularnonaukowej po obronie doktoratu uczestniczylam réwniez
w powstawaniu pracy pogladowej dotyczacej mozliwosci produkcji kwasu rozmarynowego w ro$linnych
kulturach in vitro [7P], oraz pracy popularno-naukowej dotyczacej Nagrody Nobla przyznanej za badania
nad artemisyna w 2015 r [9P]. Ponadto jestem wspoétautorem prac popularyzujacych dziatalno$é badawczo-
naukowg Katedry Botaniki Farmaceutycznej UJ CM [8P, 10P].

W ostatnim czasie moje prace badawcze koncentrujag si¢ na badaniach fitochemicznych
i Dbiotechnologicznym rzadkich, wystgpujacych endemicznie w roznych rejonach Chin, gatunkow
Schisandra: S. henryi, S. sphenanthera i S. rubriflora. W ramach prac biotechnologicznych z powodzeniem
udato mi sie zainicjowa¢ kultury in vitro tych gatunkéw. Przeprowadzitam rowniez wstepng optymalizacje
warunkéw ich hodowli. Realizacja zadan projektow: NCN - Sonata i Programu Ministerstwa Nauki

i Szkolnictwa Wyzszego - ,,Dotacja celowa dla miodych naukowcow oraz uczestnikow studiow

52



doktoranckich do 35 roku zycia” pt. ,,Kultury in vitro gatunkow rodzaju Schisandra jako potencjalne zrédto
farmakologicznie czynnych metabolitow wtérnych”, bedzie priorytetem mojej aktywno$ci naukowej
na najblizsze lata. W chwili obecnej w recenzji jest praca pogladowa opisujaca stan wiedzy na temat

wybranych gatunkéw Schisandra [6E].

3.3. Wspélpraca z jednostkami naukowymi w kraju i za granica
a) Wspoélpraca z jednostkami z osSrodkow zagranicznych

o Floriculture, Ornamental Horticulture and Garden Design Department, Faculty of
Agriculture, Alexandria University, Alexandria, Egipt (prof. Hosam O. Elansary)

— Badania zawarto$ci kwasow fenolowych, flawonoidéw, kumaryn oraz katechin metoda DAD-LC w
ramach projektu prof. Hosama O. Elansarego ‘“Natural products in medicinal plants and their
bioactivities as antioxidant, antibacterial, anticancer and antifungal agents”. Wynikiem
dotychczasowej wspotpracy publikacje oryginalne; jedna opublikowana [10] i w druga recenzji
[4E].

e Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Technische Universitit Braunschweig, Niemcy (prof.
Ludger Beerhues, dr Benye Liu) (wspolpraca nawigzana przez prof. dr hab. Haling Ekiert w 2008
roku)

— Badania nad szlakami biosyntetycznymi lignanow dibenzocyklooktadienowych oraz szkolenia z
zakresu technik biologii molekularnej.

- W ramach wspoélpracy trojkrotnie odbywatam staze naukowo-badawcze w ww. jednostce:

1) od 12.09.16. do 16.09.16. — staz z zakresu biologii molekularnej ,,Aspekty biosyntetyczne benzoylo-
pochodnych lignanéw typu Schisandra”,

I1) od 15.05.17. do 19.05.17. — staz z zakresu biologii molekularnej oraz technik biochemicznych, ze
szczegolnym uwzglednieniem szlakow biogenetycznych lignandéw dibenzocyklooktadienowych
(program ERASMUS+, Moblinos¢ z krajami programu (KA103) wyjazdy pracownikéw uczelni w
celach szkoleniowych),

) od 15.09.17. do 15.10.17. - stypendium DAAD (Deutscher Akademischer Austauschdienst)
Research Stays for University Academics and Scientists — staz z zakresu biologii molekularnej oraz
technik enzymatycznych i biochemicznych ukierunkowanych na poznanie szlakow biogenetycznych
lignandéw dibenzocyklooktadienowych.

- z wspolpraca wigzg si¢ perspektywy wspdlnych publikacji w najblizszej przysztosci.

e Dipartimento di Scienze Chimiche, Biologiche, Farmaceutiche ed Ambientali, University of
Messina, Wlochy (dr Natalizia Miceli) (wspotpraca nawigzana przez prof. dr hab. Haling Ekiert w
2017 roku)
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- Wspolpraca dotyczy realizacji wspolnych projektow badawczych. Obecnie trwajg prace nad
oznaczeniami  aktywno$ci  antyoksydacyjnej, antyproliferacyjnej, przeciwbakteryjnej i
przeciwgrzybiczej w ww. Jednostce na ekstraktach z gatunkow: V. officinalis, oraz S. chinensis i S.
rubriflora. W ramach wspétpracy planowana jest wymiana osobowa migedzy Jednostkami i wspolne

publikacje oryginalne.

b) Wspolpraca z jednostkami z o§rodkow krajowych
Osrodki w Polsce:

e Gdanski Uniwersytet Medyczny, Katedra i Zaklad Farmakognozji, Gdansk (prof. dr hab. Maria
Luczkiewicz, dr Adam Kokotkiewicz, mgr Agata Krol) (wspotpraca nawigzana przez prof. dr hab.
Haline Ekiert w 2013 roku)

- W ramach wspoélpracy naukowej w ww. jednostce odbylam dwa staze naukowe: od 23.06.14.
do 27.06.14. — techniki prowadzenia roslinnych kultur in vitro o charakterze wielkolaboratoryjnym,
oraz od 27.06.13. do 28.06.13. — techniki prowadzenia eksperymentow biotechnologicznych
w instalacjach wielkoskalowych (bioreaktorach), oraz techniki prowadzenia kultur korzeni
transformowanych. Wspotpraca z ww. jednostka obejmuje przede wszystkim wspolng realizacje
projektow badawczych ze szczegélnym uwzglednieniem badan nad kulturami in vitro gatunkéw

rodzaju Schisandra. Jej owocami sg publikacje oryginalne [1H,2H,3H,4H,7H,60].

e Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy, Wydzial Farmaceutyczny, Katedra i Zaklad Biofarmacji, Bydgoszcz (prof. dr.
hab. Adam Bucinski, dr Urszula Marzec-Wroblewska, mgr Anna Badura) (wspotpraca nawigzana
przez prof. dr hab. Mari¢ Luczkiewicz)

- Wspolpraca obejmuje wykonywanie oznaczen chromatograficznych m.in. lignandéw i antocyjanow,

aparaturg LC-DAD-ESI-MS w ww. jednostce. Jej owocami sg publikacje oryginalne [7H,60].

e Szkola Gléowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Le$ny Zaklad Doswiadczalny,
Arboretum, ul. Le$na 1, 95-063 Rogoéw (mgr inz. Piotr Banaszczak)

- Wspolpraca obejmuje wspolng realizacj¢ projektéw badawczych. Z ww. Arboretum pozyskany byt
materiat roslinny do inicjacji kultur in vitro Aronia sp. Wynikiem wspotpracy sa wspolne doniesienia

zjazdowe oraz publikacja oryginalna [60].
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Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, Katedra i Zaklad Botaniki
Farmaceutycznej i Biotechnologii Roslin, Poznan (dr Matgorzata Kikowska, dr. hab. Barbara

Thiem, prof. UM) (wspodtpraca nawigzana przez prof. dr hab. Haling Ekiert w 2017 roku)

- Wspolpraca obejmuje realizacje projektu badawczego dotyczacego analizy zawartosci polifenoli

w kulturach in vitro Eryngium alpinum (publikacja w przygotowaniu). Z zainicjowana wspotpraca

wiaza si¢ perspektywy wspolnych publikacji.

Miedzyuczelniany Wydzial Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, Katedra Biotechnologii, Pracownia Badania Zwigzkoéw
Biologicznie Czynnych, Gdansk (dr hab. Aleksandra Krolicka, prof. UG) (wspdlpraca nawigzana
przez prof. dr hab. Haling Ekiert w 2007 roku)

- W ww. jednostce od 24.06.15. do 26.06.15. odbytam szkolenie z zakresu technik inzynierii genetycznej

w roslinnych kulturach in vitro. Nawigzatam roéwniez wspotprace naukowg z perspektywa wspolnej

realizacji projektow badawczych dotyczgcych m.in. transformacji genetycznej S. chinensis.

Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Collegium Pharmaceuticum, Zaklad Chemii Analitycznej,
Lublin (dr Eliza Blicharska)

- Wspolpraca dotyczy wspolnej realizacji projektu nad mozliwosciami bioakumulacji pierwiastkow w

kulturach in vitro. Obecnie realizowany projekt dotyczy akumulacji pierwiastkow prozdrowotnych
w biomasie kultur pgedowych Nasturtium officinale. Z zainicjowang wspolpraca wiaza si¢

perspektywy wspolnych publikacji.

Szkola Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydzial Nauk o Zywnosci, Katedra
Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnosci, Zaklad Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci (prof. dr hab. Matgorzata Gniewosz, dr inz. Alicja Synowiec)

- Wspdlpraca dotyczy przeprowadzania ww. Jednostce oznaczen aktywnosci przeciwbakteryjnej.

7 zainicjowana wspotpracg wiazg si¢ perspektywy wspolnych publikacji.

Osrodki w Krakowie:

Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kollatajaw Krakowie, Wydzial Biotechnologii
i Ogrodnictwa, Katedra Sadownictwa i Pszczelnictwa (dr hab. Ewa Dziedzic, mgr lzabela

Sachryn)

- W ramach wspoélpracy realizuje oznaczenia chromatograficzne zwigzkéw polifenolowych

w ekstraktach z réznego materiatu roslinnego oraz biomasy kultur in vitro. Obecnie realizowany

projekt badawczy dotyczy gatunku Chaenomeles japonica (publikacja w przygotowaniu)
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e Uniwersytet Rolniczyim. Hugona Kolatajaw Krakowie, Wydzial Biotechnologii

i Ogrodnictwa, Katedra Ogrodnictwa (prof. dr hab. Anna Bach, dr hab. Bozena Pawtowska, mgr
Barbara Prokopiuk) (wspotpraca nawigzana przez prof. dr hab. Haling Ekiert w 2011 roku)

- Wspotpraca dotyczy mozliwosci korzystania z pracowni biotechnologii w ww. Jednostce — mozliwosé¢

przeprowadzania do$§wiadczen z zakresu wplywu $wiata monochromatycznego na akumulacje

metabolitow wtornych w kulturach in vitro [3H, 30, 160].

Zaklad Cytologii i Embriologii, Instytut Botaniki, Uniwersytet Jagiellonski (dr hab. Halina
Slesak, mgr Katarzyna Dziedzic) (wspétpraca nawigzana przez prof. dr hab. Haling Ekiert w 2017
roku)

- W ramach wspolpracy realizuje oznaczenia chromatograficzne zwiazkoéw polifenolowych

w ekstraktach z réznego materiatu roslinnego oraz biomasy kultur in vitro. Obecnie realizowany

projekt badawczy dotyczy gatunku Rumex thyrsiflorus (publikacja w przygotowaniu).

Instytut Fizjologii Roslin Polskiej Akademii Nauk im. F. Gérskiego w Krakowie, Zaklad
Biologii Rozwoju, (dr Michat Dziurka, prof. dr. hab. Jadwiga Biesaga-Koscielniak)

- W ramach wspotpracy z ww. jednostka odbytam szkolenie z instrumentalnych technik analitycznych

oraz metod badania potencjatu antyoksydacyjnego metodami CUPRAC i QUENCHER-CUPRAC
(od 3.10.16. do 31.10.16.). Ponadto nawigzatam wspotprace w zakresie wspolnej realizacji
projektow badawczych. Wspdlna publikacja oryginalna dotyczaca oznaczania potencjatu
antyoksydacyjnego jest w recenzji [1E]. Obecnie dr Michat Dziurka jest wspotwykonawca w moim
projekcie NCN — Sonata, dotyczacym gatunku Schisandra rubriflora. Z zainicjowana wspotpraca

wiaza si¢ perspektywy kolejnych wspdlnych publikacji.

Polska Akademia Nauk, Instytut Farmakologii, Zaklad Fitochemii (dr hab. Klaudia Michalska,
prof. dr hab. Wanda Kisiel) (wspotpraca nawigzana przez prof. dr hab. Haling Ekiert w 2008 roku)

- Wspolpraca dotyczyla pomocy w interpretacji wynikow analiz spektralnych EI-MS i H NMR.

Jej owocem jest m.in. publikacja oryginalna [80].

Wspolpraca z Jednostkami w obrebie Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum

Zaklad Chemii Nieorganicznej (dr Anna Maslanka, dr Radosaw Ekiert, prof. dr hab. Jan Krzek,
prof. dr hab. Wtodzimierz Opoka) (wspotpraca nawigzana przez prof. dr hab. Haling Ekiert w 2014

roku)

- Wspotpraca z dr Radostawem Ekiertem i prof. dr hab. Janem Krzekiem dotyczyla opracowania oraz

walidacji  metody HP-TLC z detekcja  densytometryczng  oznaczania  lignandw
dibenzocyklooktadienowych; efektem jest publikacja [120].
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-Wspdtpraca z dr Anng Maslankg oraz prof. dr hab. Wtodzimierz Opoka dotyczyta opracowania oraz

walidacji metody TLC z detekcja densytometryczng oznaczania zwigzkow idolowych w gatunku

Allium sativum; efektem jest publikacja [90].

- Wspétpraca z dr Anng Maslanka obejmowata pomoc w opracowaniu walidacji metody oznaczania

ilosciowego lignanow technika HPLC. Wynikiem wspotpracy jest wspolna publikacja [8H].

Zaklad Bromatologii (dr hab. Mirostaw Kro$niak, mgr Agnieszka Wojtanowska-Kros$niak, dr hab.
Pawet Zagrodzki) (wspotpraca nawigzana przez prof. dr hab. Haling Ekiert w 2016 roku)

- Wspolpraca dotyczy wspodlnej realizacji projektow badawczych, szczeg6lnie oznaczen caltkowitej

zawartosci polifenoli oraz analiz aktywnos$ci antyoksydacyjnej. Wynikiem sa wspdlne doniesienia
konferencyjne i publikacja oryginalna [60]. Ponadto wspolnie realizujemy inny projekt dotyczacy
analizy zwigzkow polifenolowych i1 antocyjanow w owocach réznych odmian hodowlanych gatunku

Vaccinium corymbosum.

Zaklad Biochemii Toksykologicznej (prof. Bogustawa Budziszewska, dr Bartosz Pomierny)

(wspotpraca nawigzana przez prof. dr hab. Haling Ekiert w 2017 roku)

- Wspotpraca obejmuje wspdlng realizacje badan aktywnosci neuroprotekcyjnej ekstraktow z materiatu

d)

roslinnego, oraz z biomasy kultur in vitro gtéwnie gatunkéw rodzaju Schisandra. Z zainicjowana

wspoOtpraca wigza si¢ perspektywy wspolnych publikacji.

Wspélpraca z organizacjami komercyjnymi

Clematis — Zrédlo Dobrych Pnaczy Spétka z o.0., ul. Duchnicka 27, 05-800 Pruszkoéw
(dr. Szczepan Marczynski, inz. Andrzej Gruszczynski)

- Wspotpraca ,,Nauki z Biznesem”

- Firma Clematis jest dystrybutorem réznych gatunkow rodzaju Schisandra. Prowadzona wspotpraca

dotyczy pozyskiwania materiatu do badan, oraz wymiany doswiadczen.

Krakowskie Zaklady Zielarskie ,,Herbapol” w Krakowie S.A. ul Chalupnika 14, 31-464 Krakow
(dr Radostaw Ekiert)

- Wspolpraca ,,Nauki z Biznesem”

- Wspdlne publikacje pogladowe propagujace prozdrowotne dziatanie surowcoéw roslinnych m.in.
Cistus sp. [6P] i Schisandra sp.[9H], oraz zainicjowanie wspotpracy z Krajowym Zrzeszeniem

Plantatoréw Aronii "Aronia Polska”
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Krajowe Zrzeszenie Plantatorow Aronii "Aronia Polska™, ul. Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100
Skierniewice

- w perspektywie wsparcie funkcjonowania Zrzeszenia przez naukowg popularyzacje wiedzy
na temat prozdrowotnych waloréw aronii, oraz udziat w Sympozjum Aroniowym w Skierniewicach
w 2017 r.

AERO-BW K. Domagala Spétka Jawna, ul. Metalowcow 1, 32-500 Chrzanoéw

- Opracowanie wspolnego projektu badawczo - rozwojowego dotyczacego pozyskiwania biomasy,
oraz komoérek macierzystych z kultur in vitro na potrzeby przemystu kosmetycznego
pt. ,,Opracowanie innowacyjnych produktow kosmetycznych z wykorzystaniem komorek
macierzystych”, oraz zgloszenie projektu do konkursu Regionalnego Programu Operacyjnego
Wojewddztwa Matopolskiego na lata 2014-2020, numer wniosku: RPMP.01.02.01-12-0513/17

(2018 r.; zaakceptowany do realizacji).

3.4. Kierowanie miedzynarodowymi i krajowymi projektami badawczymi oraz udzial w takich

projektach

KIEROWNIK PROGRAMOW BADAWCZYCH:

o  Grant Narodowego Centrum Nauki

1.

Program SONATA — Narodowe Centrum Nauki (NCN)

,,Badania fitochemiczne, biotechnologiczne oraz ocena aktywnosci biologicznej gatunku Schisandra
rubriflora - cytryniec czerwonokwiatowy”
Numer programu: 2016/23/D/NZ7/01316 (od 4.08.2017 do 3.08.2020 r.)

e  Program Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,,Dotacja celowa dla mlodych naukowcow

oraz uczestnikow studiow doktoranckich do 35 roku zycia”

1.

,,Kultury in vitro gatunkéw rodzaju Schisandra jako potencjalne zroédto farmakologicznie czynnych
metabolitow wtornych”

Numer programu: K/DSC/004297 (od 2017 do 2019 .)

,»Roslinne kultury in vitro zrédtem farmakologicznie czynnych metabolitow wtornych”

Numer programu: K/DSC/001950 (od 2014 do 2016 r.)

,»2Akumulacja biologicznie aktywnych zwigzkow w kulturach in vitro wybranych gatunkow roslin
leczniczych”

Numer programu: K/DSC/000029 (od 2011 do 2013r.)
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WSPOLWYKONAWCA W PROGRAMACH BADAWCZYCH:
e Program Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,,Dotacja na utrzymanie potencjalu
badawczego Wydzialow UJ CM, tzw. ,,Projekty statutowe”
1. ,,Kultury in vitro ro$lin leczniczych jako potencjalne biotechnologiczne Zrodto pozyskiwania cennych
w lecznictwie i kosmetologii antyoksydantow”
Kierownik: prof. dr hab. Halina Ekiert
Numer programu: K/ZDS/007803 (od 2018 do 2020 roku)

2., Kultury in vitro wybranych gatunkéw roslin leczniczych jako potencjalne, biotechnologiczne zrodto
pozyskiwania terapeutycznie waznych zwigzkoéw na drodze endogennej biosyntezy i biotransformacji
egzogennych substratow”

Kierownik: prof. dr hab. Halina Ekiert
Numer programu: K/ZDS/005614 (od 2015 do 2017 roku)
3. ,,Roslinne kultury in vitro, owocniki grzybow wielkoowocowych i kultury mycelialne jako Zrodto
pozyskiwania waznych terapeutycznie zwiazkow fenolowych”
Kierownik: prof. dr hab. Halina Ekiert
Numer programu: K/ZDS/003312 (od 2012 do 2014 roku)
4. ,Badania nad mozliwo$ciami biotechnologicznego pozyskiwania terapeutycznie waznych zwiazkow
z ro$linnych kultur in vitro”
Kierownik: prof. dr hab. Halina Ekiert
Numer programu: K/ZDS/000952 (od 2010 do 2011 roku)

e Program Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,,Dotacja celowa dla mlodych
naukowcow oraz uczestnikow studiow doktoranckich do 35 roku zycia”
1. ,Kultury in vitro wybranych gatunkéw roslin leczniczych jako bogate, alternatywne zrodto
pozyskiwania zwigzkow bioaktywnych wykorzystywanych w terapii i kosmetyce”
Kierownik: mgr Pawel Kubica
Numer programu: K/DSC/003506 (od 2016 do 2018 roku)

wspotuczestnictwo jako promotor pomocniczy
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3.5. Miedzynarodowe i krajowe nagrody oraz odznaczenia zwigzane z dzialalno$cia naukowa

= Nagroda za najlepszy poster (Il miejsce) na konferencji: International Conference of Natural and
Medical Science: Young Scientists, PhD Students and Students, Lublin, 1-3 grudzien 2017.
pt.: “Schisandra rubriflora as an alternative source of dibenzocyclooctadiene lignans, compounds with

high importance in medicine and cosmetology — preliminary results.”

= Agricell Report. Publisher: Agritech Consultants, Inc. — wyrdznienie prac badawczych, doniesien
zjazdowych oraz publikacji opublikowanych w JCR z tematyki biotechnologicznej na skalg
ogolnoswiatowa:
e “Various bioreactors tested for production of secondary metabolites”, Agricell Report 68(4), 2017
o “Effect of light quality on production of lignans and phenolic acids”, Agricell Report 67(2), 2016
¢ “Production of secondary metabolites by in vitro plant cultures — production of phenolic acids by

in vitro black chokeberry”, Agricell Report 61(2), 2014

e “Pharmaceutical product from in vitro plant cultures — high yields of deoxyschisandrin and phenolic

acids from Chinese magnolia vine”, Agricell Report 61(5), 2013

= Praca doktorska zgloszona do Nagrody Ministra Zdrowia za osiggniecia bedace podstawa nadania

stopnia naukowego doktora, doktora nauk farmaceutycznych, 2014 r.

» Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum — wyréznienie za prace
doktorska; Krakow 2013

= Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum — nagroda Dziekana

Wydzialu Farmaceutycznego za osiggniecia naukowe w 2013 roku

= Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum — nagroda Dziekana

Wydzialu Farmaceutycznego za osiggniecia naukowe w 2012 roku

= Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum -
Il miejsce w Wydzialowym Konkursie Prac Magisterskich: ,,Akumulacja kwasow fenolowych w
kulturach in vitro Ruta graveolens L.”, promotor: dr hab. Halina Ekiert, praca z zakresu biotechnologii
roslin, Krakéw 2009

= Fundacja Hasco-Lek —udziat w IT edycji Ogdlnopolskiego Konkursu na Najlepsze Prace Magisterskie

z Zakresu Farmacji Przemystowej; Wroctaw 2009.
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3.6.Recenzowanie projektow miedzynarodowych i krajowych, oraz publikacji w czasopismach

miedzynarodowych i krajowych

¢  Recenzowanie projektow miedzynarodowych

1) Czech Science Foundation — external referee of Committee of Agricultural and
Biological/Environmental Sciences (2013 r.), Project ID: 14-27289P. “Schisandra

chinensis: source of biologically valuable dibenzocyclooctadiene-type lignans”.

Ing. Martina Carneckd, Ph.D.

e Recenzowanie publikacji w czasopismach
(lata 2013-2018)
CZASOPISMA Z LISTY A MNIiSZW:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Acta Physiologiae Plantarum — 11 recenzji

Plant Cell Tissue and Organ Culture — 6 recenzji
Molecules — 6 recenzji

Natural Product Research — 3 recenzje
Pharmaceutical Biology — 2 recenzje

3 Biotech - 2 recenzje

Biotechnology Letters — 1 recenzja

Nutrients — 1 recenzja

Phytochemistry Letters — 1 recenzja

10) Plos One — 1 recenzja

miedzynarodowych i  krajowych

11) Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry — 1 recenzja

12) International Journal of Molecular Sciences — 1 recenzja

13) Separation Science Plus — 1 recenzja

14) American Journal of Research in Medical Sciences — 1 recenzja

15) Archives of Agronomy and Soil Science — 1 recenzja

16) Journal of Separation Science — 1 recenzja

17) International Journal of Environmental Analytical Chemistry — 1 recenzja

18) African Journal of Biotechnology — 1 recenzja

19) African Journal of Microbiology Research — 1 recenzja
MONOGRAFIE KSIAZKOWE:
1) Studies in Natural Products Chemistry (Bioactive Natural Products) Editor: F.R.S.

Atta-ur-Rahman, Wydawnictwo: Elsevier

— 3 recenzje w 2017 r.

Science Publishers, Amsterdam
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3.7.Staze w zagranicznych lub krajowych osrodkach naukowych lub akademickich

ZAGRANICZNE STAZE SZKOLENIOWE, STYPENDIA | KONSULTACJE NAUKOWE

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

15.01.18.-19.01.18. - Lehrstuhl fur Technische Biochemie, FK Bio- und Chemieingenieurwesen,

Technische Universitit Dortmund, Niemcy

- Program ERASMUS+, Moblinos¢ z krajami programu (KA103) wyjazdy pracownikow uczelni
w celach szkoleniowych — szkolenie z zakresu technik analitycznych (HPLC-MS) oraz technik
inzynierii chemicznej i biochemicznej w biotechnologii roslin

15.05.17.-19.05.17. - Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Technische Universitit Braunschweig,

Niemcy
- Program ERASMUS+, Moblinos¢ z krajami programu (KA103) wyjazdy pracownikow uczelni

w celach szkoleniowych - szkolenie z zakresu technik biologii molekularnej stosowanych
W biotechnologii roslin ze szczegdlnym uwzglednieniem szlakéw biogenetycznych lignanow
dibenzocklooktadienowych

15.09.17.-15.10.17. - Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Technische Universitidt Braunschweig,
Niemcy

— stypendium DAAD (Deutscher Akademischer Austauschdienst) Research Stays for University

Academics and Scientists

e staz naukowy z zakresu biologii molekularnej oraz technik enzymatycznych i biochemicznych
ukierunkowanych na poznanie szlakéw biogenetycznych lignanow dibenzocyklooktadienowych

12.09.16-16.09.16. - Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Technische Universitdt Braunschweig,

Niemcy
— staz naukowy z zakresu biologii molekularnej ,,Aspekty biosyntetyczne benzoylo-pochodnych

lignanéw typu Schisandra”. Staz w ramach funduszy wilasnych Katedry i Zakladu Botaniki
Farmaceutycznej UJ CM
19.01.15.-23.01.15. - Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Universitit Bonn, Niemcy

- staz naukowy z zakresu biotechnologii roslin realizowany w ramach pobytu ERASMUS PLUS -
krétkoterminowe wyjazdy kadry akademickiej (STA) w celach dydaktycznych
12.05.14.-16.05.14. - Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Universitit Bonn, Niemcy

- staz naukowy z zakresu roznych technik stosowanych w roslinnych kulturach tkankowych, oraz
zaznajomienie z projektem ,,Biosynthesis and structural modifications of the selective Gq protein
inhibitor FR900359 in Ardisia crenata” realizowany w ramach pobytu LLP — ERASMUS -
krotkoterminowe wyjazdy kadry akademickiej (STA) w celach dydaktycznych

13.05.14. — Lehrstuhl fiir Technische Biochemie, FK Bio- und Chemieingenieurwesen, Technische

Universitiat Dortmund, Niemcy

- konsultacje naukowe z zakresu biotechnologii roslin ze szczegdlnym uwzglgdnieniem aspektow

inzynierii biotechnologiczne;j.
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KRAJOWE STAZE I KONSULTACJE NAUKOWE

e STAZE Z ZAKRESU BIOTECHNOLOGII

1. 16.10.17. — Pilotowa Stacja Biotechnologii przy Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnos$ci,

Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

konsultacje z =zakresu hodowli mikroorganizméw i tkanek roslinnych w bioreaktorach
wielkolaboratoryjnych i przemystowych

2. 17.10.17. Labo Baza i Centrum Biotechnologii Poznanskiego Parku Naukowo-Technologicznego

Fundacji Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza, Poznan

strategie optymalizacji procesow hodowlanych w bioreaktorach. Warsztaty naukowe.
3. 23.02.16. — Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Warszawskiego

Uniwersytetu Medycznego, Zaktad Biologii Farmaceutycznej i Biotechnologii Ro$lin Leczniczych,

konsultacje naukowe dotyczace prowadzenia hodowli komoérek i organow roslinnych w bioreaktorach
laboratoryjnych
4. 24.06.15.-26.06.15. - Miedzyuczelniany Wydzial Biotechnologii i Uniwersytetu Gdanskiego

i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, Katedra Biotechnologii, Pracownia Badania Zwigzkéw

Biologicznie Czynnych

staz dotyczacy zapoznania si¢ z biotechnologicznymi technikami transformacji genetycznej roslin

5. 23.06.14.-27.06.14. - Gdanski Uniwersytet Medyczny, Katedra i Zaktad Farmakognozji

staz z zakresu technik prowadzenia roslinnych kultur in vitro o charakterze wielkolaboratoryjnym
6. 27.06.13.-28.06.13. - Gdanski Uniwersytet Medyczny, Katedra i Zaktad Farmakognozji

staz z zakresu technik prowadzenia eksperymentéw biotechnologicznych w instalacjach

wielkoskalowych (bioreaktorach), oraz techniki prowadzenia kultur korzeni transformowanych.

e STAZE Z ZAKRESU BIOLOGII MOLEKULARNEJ
1. 6.02.17.-8.02.17. Blirt S.A., dziat DNA-Gdansk

- kurs ,,Real-Time PCR bez tajemnic — podstawy techniki, optymalizacja reakcji oraz rozwigzywanie

najczestszych problemow”

2. 27.06.13.-28.06.13. - Gdanski Uniwersytet Medyczny, Katedra i Zaklad Biologii i Botaniki

Farmaceutycznej

- konsultacje naukowe, zapoznanie si¢ z technikami biologii molekularnej

o SZKOLY ZIMOWE I INNE WARSZTATY NAUKOWE
1. 10.01.17.-13.01.17. - XXXIV Szkota Zimowa Instytutu Farmakologii PAN, Krakéw, ,,Od natury

do struktury”

2. 28.11.16. — Program Biopharmaceuticals; Le Studium, Loire Institute for Advanced Studies (Orléans,

France)
- Polish-French Scientific Workshop On Life Sciences, Krakow

63



- Warsztaty naukowe; poznanie profilu naukowego prowadzonego przez stron¢ francuska
i perspektywy wspotpracy z prof. Nathalie Guivarc’h z Uniwersytetu w Tours (Institiue

of Biomolecule and Plant Biotechnology), Francja

3. 6.03.14. — Laboratorium Medycyny Naturalnejf BONIMED w Zywecu. Staz naukowy

- zapoznanie si¢ zasadami funkcjonowania firmy farmaceutyczne;j

e STAZE Z ZAKRESU TECHNIK ANALITYCZNYCH
1. 16.10.17. — Instytut Widkien Naturalnych i Ro$lin Zielarskich w Poznaniu

zapoznanie si¢ z dziatalno$cig naukowa Instytutu oraz technikami badan mikrobiologicznych surowcow
ro$linnych
2. 3.10.16.-31.10.16. — Zaktad Biologii Rozwoju, Instytut Fizjologii Roslin PAN im. F. Gorskiego

w Krakowie

staz z zakresu instrumentalnych technik analitycznych oraz metod badania potencjatu antyoksydacyjnego
(metody CUPRAC, QUENCHER-CUPRAC)
3. 23.09.15. Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Instytut Biologii i Biochemii, Lublin.

“From seed to isolated bioactive compounds”. Warsztaty naukowe z zakresu zastosowania techniki

elektroforezy kapilarnej w fitochemii.

o SEMINARIA - SZKOLENIA NAUKOWE z ZAKRESU TECHNIK
CHROMATOGRAFICZNYCH | SPEKTROMETRYCZNYCH

1. 20.02.18. — Firma Sciex Ltd. - Seminarium naukowe ,,Wysokorozdzielcza spektrometria mas w analizie
biatek LC-MS/MS i CESI-MS”, Krakow

2. 14.04.14. - Firma SHIM-POL A.M. Borzymowski — Seminarium naukowe ,,Technologia w stuzbie
spoteczenstwu. Nowe oblicze spektrometrii mas LC-MS\MS”, Krakéw

3. 5.11.13. - Firma SHIM-POL A.M. Borzymowski — Seminarium naukowe ,,Technika GC-MS/MS — luksus
czy koniecznos¢", Krakow

4. 14.09.13. - Firma SHIM-POL A.M. Borzymowski — Seminarium ,,Optymalizacja warunkoéw analizy w
pracy z HPLC i UHPLC oraz spektrometrami mas”

5. 20.10.10. - Firma SHIM-POL A.M. Borzymowski, Seminarium - ,,Nowoczesne rozwigzania w analizie

instrumentalnej”

INNE KRAJOWE KURSY SZKOLENIOWE | WARSZTATY NAUKOWE

1. 14.02.17.; 21-22.02.17. - VIl Warsztaty statystyczne — Analiza wariancji, analiza zmiennych

jakosciowych, regresja logistyczna. Zaktad Bioinformatyki i Telemedycyny Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum, Krakow. Szkolenie w ramach $rodkéow z programu KNOW -

Krajowego Naukowego Osrodka Wiodacego na lata 2012-2017, przyznanego dla Konsorcjum
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Naukowego Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum i Instytutu
Farmakologii PAN

2. 19-20.09.16. — Szkolenie ,,Prawidtowe realizowanie projektéw naukowych finansowanych ze zrddet

zewnetrznych. Praktyczne warsztaty zespotowe — Edycja 111”7
- Uniwersytet Jagiellonski, Medyczne Centrum Ksztalcenia podyplomowego Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakow

3. 26.02.16. — Szkolenie ,,Prawidlowe realizowanie projektéw naukowych finansowanych ze zZrddet

zewnetrznych. Edycja 11

- Uniwersytet Jagiellonski, Medyczne Centrum Ksztalcenia podyplomowego Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakow

4. 16, 23.02.11. Kurs - Kompetencje i umiejetnosci informacyjne

¢ Projekt ,,Pro bono Collegii Medici Universitatis Jagiellonicae”
5. 1.03.10 —30.06.10. Kurs - Jezyk angielski specjalistyczny

¢ Projekt ,,Pro bono Collegii Medici Universitatis Jagiellonicae”

3.8. Czlonkostwo w miedzynarodowych i krajowych organizacjach oraz towarzystwach naukowych

KRAJOWE TOWARZYSTWA NAUKOWE:
e Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne (PTFarm) — od grudnia 2010 r.
e Polskie Towarzystwo Botaniczne, Oddzial Krakowski, przynaleznos¢ do sekcji PTB: Fizjologii i

Biochemii Ro$lin, Kultur Tkankowych, Struktury i Rozwoju Roslin — od lutego 2018 r.

MIEDZYNARODOWE TOWARZYSTWA NAUKOWE:
e Society for Medicinal Plant and Natural Product Research - Gesellschaft fiir Arzneipflanzen- und
Naturstoff-Forschung (GA) — od listopada 2015 .
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3.9. Dzialalno$¢ organizacyjna

1. Doposazenie laboratorium biotechnologii roslin macierzystej jednostki - Zaktadu Botaniki
Farmaceutycznej (zakup aparatury i sprzetu laboratoryjnego) w ramach srodkéw na zakup aparatury
przyznanych przez Narodowe Centrum Nauki — Program Sonata; Numer programu:
2016/23/D/INZ7/01316

2. Czynny udziat w Festiwalu Nauki w Krakowie (lata: 2010, 2013-2018)

3. Czynny udzial w Nocy Naukowcow (2016 1.)

4. Wspodtudziat w prowadzeniu kota naukowego dziatajacego przy Katedrze Botaniki Farmaceutyczne;j
z zakresu biotechnologii ro$lin leczniczych

5. Opieka nad gosciem Katedry Botaniki Farmaceutycznej, oraz Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM:
prof. dr hab. Gabriele M. Ko6nig z Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Universitit Bonn (Niemcy).
Cel wizyty - nawigzanie kontaktow i rozmowy o mozliwosciach wspotpracy migdzy Wydziatami
(20177r)

6. Opicka merytoryczna nad stazem naukowym dr Natalizii Miceli z Dipartimento di Scienze Chimiche,
Biologiche, Farmaceutiche ed Ambientali, University of Messina (Wtochy). Cel wizyty - nawiazanie
kontaktow i rozmowy o mozliwosciach wspolpracy migdzy Wydziatami, ze szczegdlnym
uwzglednieniem Katedry Botaniki Farmaceutycznej UJ CM (2017 1)

7. Opieka nad gosciem Katedry Botaniki Farmaceutycznej, oraz Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM -
prof. dr hab. Olivierem Kayserem, dziekanem Lehrstuhl fiir Technische Biochemie, FK Bio- und
Chemieingenieurwesen, Technische Universitit Dortmund (Niemcy). Cel wizyty - nawigzanie
kontaktow i rozmowy o mozliwoSciach wspélpracy migdzy Wydziatami, ze szczegdlnym
uwzglednieniem Katedry Botaniki Farmaceutycznej UJ CM. (2016 1)

8. Wyklad w Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Universitdt Bonn, Germany (Niemcy), w ramach
programu ERASMUS PLUS pt.: ,,Cracow - one of the most beautiful cities in Europe. Jagiellonian
University and Pharmacy studies” (22.01.15.)

9. Wpyklad w Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Universitidt Bonn, Germany (Niemcy) w ramach
program LLP — ERASMUS pt.: “Studies at the Faculty of Pharmacy in Cracow” - The educational
process of pharmacy students at the Jagiellonian University” (14.05.14.)
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3.10.

1)

2)

3)

4)

Promotorstwo i opieka nad naukowymi pracami studenckimi

Pelnienie funkcji promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim
Doktorant: mgr Pawet Kubica (od 2015 1.)
Promotor: prof. dr hab. Halina Ekiert
Temat rozprawy doktorskiej: ,,Kultury in vitro Verbena officinalis L. jako model do badan nad
akumulacja zwigzkow bioaktywnych oraz potencjalne, biotechnologiczne zrédlo ich
pozyskiwania”.
Wszczecie przewodu doktorskiego: 30.01.2017. (oficjalne powotlanie do roli promotora

pomocniczego)
Opieka nad doktorantem (potencjalne promotorstwo pomochnicze)
Doktorant: mgr Marta Klimek-Szczykutowicz (od 2017 r.)

Potencjalny promotor: prof. dr hab. Halina Ekiert

Opieka nad studentami Studenckiego Kota Naukowego dziatajacego przy Katedrze i Zaktadzie
Botaniki Farmaceutycznej UJ CM

Opiekun i pomoc w opiece nad Magistrantami Katedry i Zaktadu Botaniki Farmaceutycznej UJ

CM (realizacja prac z zakresu biotechnologii roslin)
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4. Bibliometryczne podsumowanie osiaggni¢¢ naukowych

M6j dorobek naukowo-badawcezy (na dzief 18.05.2018) obejmuje:

e l.gczna liczba publikacji: 40
o publikacje znajdujace si¢ w bazie Journal Citation Reports: 26
e publikacje oryginalne: 25 (w tym: w 20 pracach jestem pierwszym autorem.
w 5 pracach jestem drugim autorem; w 21 pracach = jestem autorem
korespondencyjnym)
¢ publikacje pogladowe: 1 (jako pierwszy autor i autor korespondencyjny)
o pozostale publikacje: 14 (w tym; w 5 pracach jestem pierwszym autorem 1 autorem
korespondencyjnym)
¢ Liczba monografii ksigzkowych: 1
e Laczny impact factor (IF): 54,004
e Laczna liczba punktow MNiSW: 763
o Liczba cytowan publikacji wedlug bazy Web of Science: 256
e Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science: 10
e Liczba projektow badawczych: 9, w tym:
o kierownik projektu: 4
e Narodowe Centrum Nauki (NCN) - Program SONATA: 1
o  Program Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,.Dotacja celowa dla mtodych
naukowcow oraz uczestnikow studiow doktoranckich do 35 roku zycia™: 3
o wykonawca: 5 |
o Program Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,,Dotacja na utrzymanie
potencjatu badawczego Wydzialow UJ CM., tzw. ,,Projekty statutowe™: 4
e Program Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ..Dotacja celowa dla
mtodych naukowcow oraz uczestnikow studiow doktoranckich do 35 roku zycia™: 1
e Laczna ilos¢ streszezen ze zjazdow: 83
o miedzynarodowych za granica: 21
o miedzynarodowych w kraju: 36 (w tym 3 wystapienia ustne)
o krajowych: 26 (w tym 3 wystapienia ustne)

¢ Laczna ilos¢ wykonanych recenzji: 47
/i/?m'es 2ha 5zofcx
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