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4. Omowienie osiggnie¢, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 .
poz. 478 z pdzn. zm.)

Tytut osiggniecia naukowego bedacego cyklem powigzanych tematycznie artykutéw naukowych:

Biotransformacje i aktywnos¢ biologiczna flawonoidow z chmielu zwyczajnego oraz tarczycy
bajkalskiej

Wykaz publikacji wchodzgcy w sktad cyklu osiggniecia naukowego:

Punkty
L.p. Publikacja IF 2 .
MEiN
Tronina, T*., Strugata, P., Poptonski, J., Wtoch, A., Sordon, S., Bartmanska, A.,
Huszcza, E. (2017). The influence of glycosylation of natural and synthetic 23,098 €30

P1 prenylated flavonoids on binding to human serum albumin and inhibition of . g
cyclooxygenases COX-1 and COX-2. Molecules, 22(7), 1230. DOL: 4,9 140
10.3390/molecules22071230

Tronina, T*., Poptoniski, J., Bartmanska, A. (2020). Flavonoids as phytoestrogenic 24,412 €100
P2 components of hops and beer. Molecules, 25(18), 4201. DOI: . g
10.3390/molecules25184201 4,9 140

Tronina, T*., Mrozowska, M., Bartmanska, A., Poptonski, J., Sordon, S., Huszcza, E.
a [+
(2021). Simple and rapid method for wogonin preparation and its 6,208 140

P3 biotransformation. International Journal of Molecular Sciences, 22(16), 8973. DOI: b 6,2 4140
10.3390/ijms22168973
Tronina, T., Bartmarniska, A*., Poptonski, J., Rychlicka, M., Sordon, S., Filip-Psurska,
B., Milczarek, M., Wietrzyk, J., Huszcza, E. (2023). Prenylated Flavonoids with °5,600 €140
P4 Selective Toxicity against Human Cancers. International Journal of Molecular b6'2 4140

Sciences, 24(8), 7408. DOI: 10.3390/ijms24087408

Tronina, T*., tuzny, M., Dymarska, M., Urbaniak, M., Koztowska, E., Piegza, M.,

Stepien, t., Janeczko, T* (2023). Glycosylation of Quercetin by Selected 25,600 €140
P5 Entomopathogenic Filamentous Fungi and Prediction of Its Products’ Bioactivity. . g

International Journal of Molecular Sciences, 2023, 24, 11857. 6,2 140

https://doi.org/10.3390/ijms241411857

Razem 224,918 €550
b 28,4 4700

@ Impact Factor dla roku opublikowania artykutu, b Impact Factor 5-letni czasopisma, € Punktacja MEiN dla roku
opublikowania artykutu, d Punktacja MEIN w roku 2023 ,* Autor korespondencyjny

Oswiadczenia habilitanta dotyczgce wykonywanych prac wchodzgcych w sktad osiggniecia znajduja
sie w zatgczniku 3.

Oswiadczenia wspotautorow prac wraz z okresleniem indywidualnego wktadu kazdego z nich w
powstanie poszczegdlnych prac znajdujg sie w zatgczniku 5.
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Omowienie celu naukowego osiqgniecia

Flawonoidy to naturalne metabolity wtdrne roslin, ktore wystepujg niemalze w kazdej ich czesci,
gdzie petnig bardzo wazne funkcje biologiczne. Odpowiedzialne sg m.in. za regulacje wzrostu komorek,
majg istotny wptyw na transfer energii, podobnie jak hormony i koenzymy regulujg wiele szlakéw
komdrkowych, chronig przed stresem biotycznym i abiotycznym, nadmiernym promieniowaniem UV,
a takze infekcjami bakteryjnymi i grzybicznymi, neutralizujg reaktywne formy tlenu (ROS), zwiekszajg
tolerancje na susze, ciepto i mrdz, nadajg barwe, przyciggajg owady zapylajace, odpowiedzialne sg
réwniez za wtasciwosci smakowe owocdédw 1. Oprécz waznych funkcji fizjologicznych petnionych w
wytwarzajgcych je roslinach, flawonoidy odgrywajg niezwykle istotng role w jako sktadniki diety ludzi i
zwierzat, wptywajac terapeutycznie zwtaszcza na serce oraz uktad krazenia. Dziatajg one m.in.
przeciwutleniajgco, przeciwzapalnie i przeciwnowotworowo, co przyczynia sie do ogdlnej poprawy
zdrowia i zapobiegania rozwojowi wielu choréb 7. Dlatego zwigzki te sg przedmiotem licznych badan
i cieszg sie niestabngcym zainteresowaniem przemystu spozywczego farmaceutycznego oraz
kosmetycznego.

Pod wzgledem chemicznym, naturalne flawonoidy to polifenole, oparte na pietnastoweglowym
szkielecie (ukfad Cs-C5-C¢), w ktérych dwa pierscienie aromatyczne A i B potgczone s3 ze sobg
trojweglowym tacznikiem, tworzacym najczesciej dodatkowy pierscien heterocykliczny C o réznym
stopniu podstawienia atomow wegla. Ze wzgledu na modyfikacje struktury podstawowej w tym:
obecnos¢ badz brak pierscienia heterocyklicznego C, jego stopien utlenienia, miejsce przytgczenia
pierscienia aromatycznego do tréjweglowego tgcznika (pozycja C2 lub C3) flawonoidy podzielono na
28 klas 8 w tym m.in.: flawany, flawony, flawanony, flawanole, dihydroflawonole, flawan-3-ole,
izoflawony, izoflawanony, antocyjanidyny, chalkony, a,B-dihydrochalkony, aurony i auronole.

W badaniach, ktérych efekty sktadajg sie na osiggniecie naukowe, skupiono sie na flawonoidach
nalezgcych do flawonoli, flawonéw, flanawondw, chalkonéw, a,B-dihydrochalkonéw i aurondw,

ktorych podstawowe struktury przedstawiono ponizej (Rys. 1).

J

flawanol flawon flawanon

2’-OH-chalkon 2’-OH-q,B-dihydrochalkon auron

Rysunek 1. Szkielety flawonoiddw opisanych w publikacjach wchodzgcych w sktad cyklu osiggniecia

naukowego.
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Aktywnosc biologiczna, biodostepnosc oraz metabolizm flawonoidow zalezy w gtéwnej mierze od
budowy szkieletu, liczby i pozycji grup hydroksylowych, obecnosci innych podstawnikdw, takich jak
grupy metoksylowe, prenylowe czy geranylowe oraz od sprzegania z polarnymi czgsteczkami takimi jak
cukry, a takze od stopnia polimeryzacji flawonoidéw °°. Dzieki swojej zréznicowanej budowie,
flawonoidy mogg wykazywacd bardzo wszechstronne i pozgdane dla cztowieka wtasciwosci biologiczne,
przez co uwazane sg za zwigzki o duzym potencjale terapeutycznym. Ze wzgledu na obecnos¢ licznych
niepodstawionych grup hydroksylowych, wykazujg wysokg aktywnos¢ przeciwutleniajgcg, zmiatajac
wolne rodniki oraz chelatujgc kationy metali znaczgco zapobiegajg tworzeniu i akumulacji reaktywnych
form tlenu (ROS), ktére poprzez reakcje utleniania niszczg biomolekuty i struktury komdérkowe °. Liczne
badania dowodzg, 7ze oprdocz przypisywanej flawonoidom wysokiej aktywnosci przeciwutleniajgcej,
zwigzki te wykazujg szereg pozadanych wtasciwosci biologicznych takich jak: przeciwzapalne,
immunomodulujace, kardioprotekcyjne, hepatoprotekcyjne, przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne,
przeciwpasozytnicze, przeciwgrzybicze, przeciwstarzeniowe oraz przeciwnowotworowe b 56 911
Skutecznos¢ terapeutyczna flawonoidéw jest jednak limitowana ich niskg biodostepnoscig, co
zwigzane jest m.in. z ograniczong rozpuszczalnoscig w wodzie. Staba rozpuszczalnosé aglikonéow w
potaczeniu z krétkim czasem przebywania w jelitach, wptywa naich ograniczone wchtanianie, co czesto
stanowi problem dla ich zastosowar leczniczych °. Pomimo wysokiego potencjatu terapeutycznego,
niska przyswajalnos¢ oraz niska zawartos¢ w materiale roslinnym, stanowig ogromne wyzwanie dla
skutecznego wykorzystywania tych zwigzkéw jako potencjalnych lekéw. Dlatego bezustannie
poszukuje sie tanich i efektywnych metod pozyskiwania tych polifenoli poprzez ekstrakcje z roslin,
wykorzystujgc klasyczng synteze chemiczng oraz metody biotechnologiczne z zastosowaniem
mikroorganizméw i enzymodw oraz metody inzynierii genetycznej, metabolicznej oraz biologii
syntetycznej umozliwiajgcej biosynteze flawonoidéw bezposrednio w komaérkach rekombinowanych
organizmoéw %14,

Izolowanie czystych flawonoidéw z matryc roslinnych jest procesem zmudnym i czasochtonnym.
Z uwagi na to, ze zawarto$¢ pozgdanego flawonoidu jest najczesciej niewielka, a sam proces izolowania
jest mato selektywny, zwykle otrzymuje sie mieszanine podobnych strukturalnie pochodnych, co
zdecydowanie utrudnia proces pdzniejszego oczyszczania 2. Totalna synteza chemiczna obejmuje
wiele etapdw, na ktdrych konieczne jest oczyszczanie otrzymanych pétproduktow, by méc je pdiniej
uzyé w kolejnej reakcji ¥*. Wptywa to na niska wydajnosé koficowej syntezy oraz generuje duze ilosci
odpaddéw w postaci zuzytych rozpuszczalnikow organicznych i nierzadko toksycznych katalizatoréw
chemicznych. Bezpieczng alternatywg sg metody biotechnologiczne. Skutecznymi metodami
otrzymywania naturalnych flawonoidéw sg biotransformacje prowadzone z wykorzystaniem kultur
catych komérek mikroorganizméw lub izolowanych, czesto immobilizowanych, enzyméw
pochodzacych z mikroorganizméw, roélin czy zwierzat 4. Procesy te majg zdecydowanie mniejszy
negatywny wptyw na srodowisko w poréwnaniu z metodami klasycznej syntezy chemicznej, poniewaz
sg prowadzone w fagodnych warunkach (przy cisnieniu atmosferycznym, w niskiej, optymalnej dla
dziatania biokataliztora, temperaturze), co znaczgco obniza catkowite zuzycie energii podczas
prowadzenia procesu. Biokatalizatory, w odrdznieniu od katalizatoréw chemicznych, sg catkowicie

biodegradowalne. Oprdécz specyficznosci substratowej, ogromng zaletg wykorzystania enzyméw w
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syntezie jest wysoka selektywnos$¢ dziatania, wynikajgca z chemo-, regio-, stereo- (enancjo-,
diastereo-) selektywnosci enzymoéw. Zmniejsza to nie tylko ilos¢ niepozgdanych produktéw ubocznych,
ale umozliwia otrzymanie zwigzkdéw, ktore czesto sg trudne do uzyskania metodami klasycznej syntezy

chemicznej *°.

Glownym celem badan, ktérych efekty wchodzg w sktad osiggniecia naukowego, byto
wydzielenie i oczyszczenie flawonoidoéw pochodzacych z chmielu zwyczajnego i tarczycy bajkalskiej,
ich biotransformacje w kulturach grzybow strzepkowych oraz okreslenie aktywnosci biologicznej
otrzymanych metabolitow.

Gtéwny cel zrealizowano poprzez nastepujace cele szczegétowe:
Wydzielenie i oczyszczenie flawonoidéw z materiatu roslinnego;
Synteza chemiczna flawonoiddw;

Otrzymanie flawonoidéw na drodze biotransformacji;

o O O O

Okreslenie aktywnosci biologicznej otrzymanych flawonoidéw (m.in. przeciwnowotworowej,
przeciwzapalnej, zdolnosci wigzania do ludzkiej albuminy surowicy krwi, oraz in silico) wraz z

okresleniem wptywu czynnikéw strukturalnych flawonoidow.

Otrzymanie i okres$lenie aktywnosci biologicznej flawonoidow chmielu oraz ich naturalnych i

chemicznych pochodnych

Badania objete powyzszym tematem zostaty opisane w czterech publikacjach sktadajgcych sie na

osiggniecie naukowe:

P1. Tronina, T*., Strugata, P., Poptonski, J., Wioch, A., Sordon, S., Bartmanska, A., Huszcza, E. (2017). The influence of
glycosylation of natural and synthetic prenylated flavonoids on binding to human serum albumin and inhibition of
cyclooxygenases COX-1 and COX-2. Molecules, 22(7), 1230. DOI: 10.3390/molecules22071230

P2. Tronina, T*., Poptonski, J., Bartmariska, A. (2020). Flavonoids as phytoestrogenic components of hops and beer.
Molecules, 25(18), 4201. DOI: 10.3390/molecules25184201

P3. Tronina, T*., Mrozowska, M., Bartmanska, A., Poptonski, J., Sordon, S., Huszcza, E. (2021). Simple and rapid method
for wogonin preparation and its biotransformation. International Journal of Molecular Sciences, 22(16), 8973. DOI:
10.3390/ijms22168973

P4. Tronina, T., Bartmanska, A*., Poptonski, J., Rychlicka, M., Sordon, S., Filip-Psurska, B., Milczarek, M., Wietrzyk, J.,
Huszcza, E. (2023). Prenylated Flavonoids with Selective Toxicity against Human Cancers. International Journal of
Molecular Sciences, 24(8), 7408. DOI: 10.3390/ijms24087408

Chmiel zwyczajny (Humulus lupulus L.) znany jest jako jeden z gtéwnych surowcow piwowarskich.
Roczna produkcja chmielu na $wiecie wynosi okoto 130 tysiecy ton ', z czego az 97% przeznaczone jest
do produkcji piwa . Kwiatostany zeAskie chmielu - szyszki chmielowe s3 bogate w humulony
(a-kwasy) i lupulony (B-kwasy), ktdre nadajg piwu charakterystyczny aromat i gorzki smak, a takze
chronig je przed rozwojem bakterii i plesni. Gruczoty lupulinowe oprécz tzw. gorzkich kwaséw
wydzielajg réwniez prenylowane flawonoidy, ktdre wykazujg szerokie spektrum aktywnosci

biologicznej. Gtéwnym prenylowanym flawonoidem chmielu jest chalkon zwany ksantohumolem (1),
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ktérego zawartos¢ w suchych szyszkach waha sie od 0,1 do 1% i zalezy w duzej mierze od odmiany
chmielu oraz warunkow jego wegetacji. Oprdcz ksantohumolu (1) zywica lupulinowa zawiera réwniez
inne prenylowane flawonoidy, jednak ich zawartos¢ jest od 10- do 100-krotnie nizsza w stosunku do
ksantohumolu (1) ¥°. W ostatnich latach ksantohumol (1) stat sie przedmiotem licznych badan z uwagi
na swojg roznorodng i silng aktywnos¢ biologiczng. Udowodniono bowiem, ze zwigzek ten wykazuje
m.in. wfasciwosci przeciwzapalne, przeciwutleniajgce, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze,
przeciwwirusowe, zapobiega rozwojowi zarodzcéw malarii oraz przeciwdziata otytosci 22 Jednak
najwazniejsze odkrycie ostatnich 20 lat to wykazanie jego dziatania przeciwnowotworowego.
Ksantohumol (1) znaczaco hamuje rozwdj wielu réznych ludzkich komérek nowotworowych in vitro 2
27 zaréwno podczas inicjacji, promocji, jak i progresji kancerogenezy, w zwigzku z czym uznaje sie go
za zwigzek przeciwnowotworowy o szerokim spektrum dziatania °. Niezwykle silng i réznorodna
aktywnos¢ biologiczng ksantohumolu (1) przypisuje sie obecnosci grupy prenylowej w jego strukturze.
Wiadomo, ze prenylacja flawonoidéw zwieksza ich aktywnos¢ przeciwbakteryjng, przeciwzapalng,
przeciwutleniajgca, cytotoksyczng, insektobdjcza i estrogenng flawonoidéw 28. Prenylowy faricuch
boczny moze bowiem zwiekszaé powinowactwo wigzania flawonoidéw do glikoproteiny P, co skutkuje
znaczna poprawg aktywnosci biologicznej 2°, w tym wiasciwoéci przeciwnowotworowych 3°. Ponadto,
w wielu przypadkach prenylowane flawonoidy dziatajg selektywnie, wykazujgc wyzszy efekt
cytotoksyczny wobec komdrek nowotworowych niz w stosunku do komoérek prawidtowych 3.
Obecnos¢ niepolarnej grupy prenylowej w czasteczce flawonoidéw przynosi jednoczesnie niekorzystne
efekty w postaci obnizenia ich rozpuszczalnosci w wodzie, co z kolei wptywa negatywnie na ich
biodostepnos¢ i zmniejsza wchifanianie 28, a w konsekwencji limituje potencjat terapeutyczny tych
cennych biologicznie aktywnych zwigzkdéw.

Badania realizowane w ramach projektu badawczego SONATA 9 (Zat. 3., 11, 9.5.), opublikowane w
pracy P1, dotyczyty wpltywu budowy szkieletu prenylowanych flawonoidéw (chalkonu, a,B-
dihydrochalkonu oraz auronu) oraz obecnosci grupy cukrowej w czgsteczce na aktywnos¢ biologiczng,
w tym przeciwzapalng, wyrazong jako zdolnos¢ do hamowania aktywnosci cyklooksygenazy 1i 2 (COX-
1, COX-2) oraz sity wigzania do ludzkiej albuminy surowicy krwi, co umozliwia okreslenie mozliwosci
transportu substancji aktywnej w organizmie.

Podczas realizacji badan dopracowano wykorzystywang wczesSniej metode otrzymywania
ksantohumolu (1) z wychmielin dodajgc dodatkowy etap oczyszczania. Opracowana wczesniej
metoda®! izolowania ksantohumolu z wychmielin (odpadu przemystowego powstajgcego przy
ekstrakcji kwaséw gorzkich z szyszek chmielowych za pomocg dwutlenku wegla w stanie

nadkrytycznym) polegata na:

1) ekstrakcji wychmielin rozpuszczalnikiem organicznym

2) rozdziale chromatograficznym ekstraktu z wykorzystaniem ztoza Sephadex® LH-20 oraz
metanolu jako eluentu

3) rozdziale chromatograficznym frakcji zawierajgcych ksantohumol (1) z wykorzystaniem zelu

krzemionkowego (silica 60) jako ztoza i mieszaniny metanol:chloroform jako eluentu 3!
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Otrzymany w ten sposob ksantohumol (1) posiadat czystos¢ okoto 93-94% i zawierat sSladowe ilosci

innych trudnych do oddzielenia prenylowanych flawonoidow.

Dopracowanie metody polegato na dodaniu etapu doczyszczania:

4) rozdziat chromatograficzny frakcji zawierajgcych ksantohumol (1) z wykorzystaniem zelu

krzemionkowego (silica 60) jako ztoza oraz mieszaniny chlorek metylenu:eter

dietylowy:heksan:kwas mrowkowy w stosunku objetosciowym (200:40:28:1) jako eluentu

Otrzymany w ten sposéb ksantohumol (1) posiadat czysto$¢ powyzej 98%, a ponadto na tym

etapie izolowano réwniez inne, niedostepne komercyjnie, aktywne biologicznie prenylowane chalkony

chmielu, m.in. ksantohumol C oraz ksantohumol D.

Czysty wyizolowany z wychmielin ksantohumol (1) postuzyt jako materiat wyjsciowy do

otrzymania innych prenylowanych flawonoidéow o budowie a,B-dihydrochalkonu oraz auronu. Na

drodze przeksztatcen chemicznych zsyntezowano a,B-dihydroksantohumol (2) i (2)-6,4’-dihydroksy-4-

metoksy-7-prenyloauron (3), ktére wykorzystano nastepnie jako substraty do biotransformacji.

Schemat tych i dalszych badan przedstawiono na schemacie ponizej.

l

| OH OH
RO OH ‘ RO OH ‘ RO.
(J (I |
0

°<
|

~N ~N

Produkty: 4i5

Produkty: 6i7

/OCENA AKTYWNOSCI \

przeciwzalapalnej

wigzania do ludzkiej
albuminy krwi

() (0] (@)
Produkty: 8i9

QIIETODY BIOTECHNOLOGICZNE (BIOTRANSFORMACIE)

Schemat 1. Otrzymywanie ksantohumolu 1i jego pochodnych 2-9

- 4
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Synteza ao,B-dihydroksantohumolu (2)

OH | OH
HO OH O HO l OH O

O | H,/Pd/C
MeOH, 15 min
O\ (0] O\ (0] 2

Rysunek 2. Synteza a,B-dihydroksantohumolu (2) z ksantohumolu (1)

a,B-Dihydroksantohumol (2) wystepuje naturalnie w chmielu, przy czym jego zawartos$¢ jest na
tyle mata, ze izolowanie go jest nieefektywne. Mimo to przeprowadzone przez nas badania udowodnity
jego silng aktywno$é przeciwnowotworows in vitro 3%33 (zat. 3, Il, 4.5. oraz Zat. 3, Il, 4.19), dlatego
zwigzek ten jest atrakcyjnym przedmiotem badan. Dihydrochalkon 2 mozina otrzymaé poprzez
regioselektywne uwodornienie wigzania a,B-olefinowego w ksantohumolu (1) zaré6wno metodami
biotechnologicznymi, poprzez biotransformacje ksantohumolu (1) w kulturach grzybéw strzepkowych
Fusarium tricinctum AM16 32 (Zat. 3, II, 4.5.) — metoda ta zostata opatentowana (Zat. 3., 111, 3.1.48.) oraz
drozdzy Rodotorula marina AM77 34, jak réwniez chemicznymi z wykorzystaniem palladu na weglu
aktywnym jako katalizatora oraz gazowego H, jako donora atoméw wodoru * (Zat. 3, Il, 4.11.), Metoda

chemiczna jak dotad jest najbardziej wydajnym sposobem otrzymania a,B-dihydroksantohumolu (2).

Synteza (Z)-6,4’-dihydroksy-4-metoksy-7-prenyloauronu (3)

OH
HO OH O HO.
O | Hg(OAc),
———2p

Py, 135°, 2h
O\ (6] 1

Rysunek 3. Synteza (2)-6,4’-dihydroksy-4-metoksy-7-prenyloauronu (3) z ksantohumolu (1)

Aurony stanowig jedng z najmniej rozpowszechnionych w naturze klas flawonoidow i czesto
okreslane sg jako tzw. ,flawonoidy o mniejszym znaczeniu” (ang. minor flavonoids). Zwigzki te, mimo
ze wystepujg tylko w niewielkich ilosciach, posiadajg udowodniong aktywnosé biologiczng, w tym
antynowotworowg 3¢. W publikacje P1 zaproponowano, nowa, nieznang metode wydajnej syntezy
prenylowanego auronu (Z)-6,4’-dihydroksy-4-metoksy-7-prenyloauronu (3) z ksantohumolu (1),
polegajgcy na reakcji cyklizacji typu chalkon-auron, z wykorzystaniem octanu rteci w pirydynie jako
katalizatora. Sposdb otrzymywania tego zwigzku zostat opatentowany (Zat. 3., lll, 3.1.50.). Otrzymany
opisang metoda zwigzek 3 poddano badaniu na aktywnosé przeciwnowotworowa, co opisano w
publikacji P4.
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Wyizolowany z wychmielin chalkon - ksantohumol (1) oraz jego pochodne o strukturze
dihydrochalkonu (2) oraz auronu (3), wykorzystano jako substraty do biotransformacji z
wykorzystaniem kultur grzybéw strzepkowych. Jako katalizatory wybrano grzyby znane ze swoich
zdolnosci do katalizowania regioselektywnej reakcji przytaczania reszt cukrowych do czgsteczek
flawonoidéw. Wybodr tych wtasnie mikroorganizmow/przeksztatcen nie byt przypadkowy. Obecnosé
niepolarnej grupy prenylowej we flawonoidach, pomimo, iz wptywa na zwiekszenie aktywnosci
biologicznej flawonoidéw, zmniejsza ich biodostepnos¢ i wchtanianie z przewodu pokarmowego, co
zwigzane jest gtéwnie z obnizeniem ich rozpuszczalnoéci w wodzie 2. Obecnoé¢ grupy cukrowej w
czasteczce flawonoidéw znaczgco zwieksza rozpuszczalno$é w roztworach wodnych. Przyktadowo,
rozpuszczalnoéé naringiny, bedacej glikozydem naringeniny jest 110-krotnie wyzsza niz naringeniny 3"
38 7z kolei glikozyd kwercetyny — rutyna jest ponad 240-krotnie lepiej rozpuszczalny w wodzie niz jej

39 Obecno$é reszty glukozy w czasteczce niektdrych flawonoidéw znaczaco wptywa na

aglikon
zwiekszenie ich biodostepnosci. Przyktadem moze by¢ wystepujgca m.in. w chmielu, kwercetyna. W
badaniach in vivo przeprowadzonych na psach wykazano, ze przyswajalnos¢ 3-0O-glukozydu kwercetyny
(izokwercetyny), jest 235% wyzsza w pordwnaniu do kwercetyny “°. Badania biologiczne kwercetyny
oraz jej glikozydéw otrzymanych na drodze regioselektywnej glikozylacji z wykorzystaniem grzybéw
entomopatogennych sg przedmiotem badan opisanych we wiaczonej do cyklu publikacji P5.

Badania farmakokinetyczne ksantohumolu (1) pokazujg, ze zwigzek ten jest bardzo stabo
przyswajany z uktadu pokarmowego. Biodostepnos¢ gtéwnego prenylowanego flawonoidu chmielu 1,
po podaniu szczurom w dawkach 40, 100, 200 mg/kg masy ciata wyniosta odpowiednio 1,16%, 0,96%
oraz 0,53% *!, co moze by¢ wynikiem znacznie ograniczonego wchtaniania w jelicie cienkim i szybkiego
metabolizmu ksantohumolu (1) przez mikroorganizmy w okreznicy *°. Tak niska biodostepno$¢ po
podaniu doustnym, moze znaczgco limitowac¢ wysoki potencjat terapeutyczny ksantohumolu (1),
dlatego badanie glukozylowanych pochodnych prenylowanych flawonoidéw, ktdore polepszajg
rozpuszczalno$¢ w wodzie i potencjalnie mogg zwiekszac¢ ich biodostepnos¢ i wchtanianie jest tak
wazne. Chemiczne wprowadzanie reszt cukrowych do flawonoidow jest niezwykle trudne i bardzo
czesto wigze sie z wprowadzaniem fragmentu cukrowego jeszcze przed wytworzeniem szkieletu
flawonoidowego. Koricowym etapem jest odblokowanie grup hydroksylowych, poprzez usuniecie grup
ochronnych w czasteczce cukrowca, co moze prowadzi¢ do degradacji syntezowanego glikozydu. Z
uwagi na rozing reaktywnos¢ grup hydroksylowych, zwigzanych z ich konkretnym potozeniem w
czasteczce, obecnoscig zawad sterycznych, mozliwoscig tworzenia wewnatrzczasteczkowych wigzan
wodorowych, nie ma jednej strategii wprowadzania reszt cukrowych do flawonoidéw metodami
chemicznymi . Z kolei u zywych organizméw, za sprawg enzymow z grupy glikozylotransferaz (GTs),
glikozylacja jest procesem naturalnym i dominujgcy strategig wykorzystywang do regulowania
wiasciwosci fizykochemicznych i biologicznych zaréwno makro-, jak i mikroczasteczek 24, Naturalne
wydaje sie wiec stosowanie metod biotechnologicznych, w tym przede wszystkim procesu
biotransformacji catymi komdrkami dzikich szczepéw mikroorganizméw wykazujgcych zdolnos¢ do
katalizowania regioseletywnych reakcji glikozylacji, do otrzymywania glikozylowanych pochodnych
bioaktywnych zwigzkéw, w tym flawonoidéw. W publikacji P1 opisano proces biotransformacji

prenylowanych flawonoidéw: ksantohumolu (1), a,B-dihydrochalkonu (2) oraz (2)-6,4’-dihydroksy-4-
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metoksy-7-prenyloauronu (3) do ich glukozylowanych pochodnych. Jako biokatalizatory wykorzystano
grzyby strzepkowe znane ze swoich zdolnosci do przytaczania reszt glukopiranozy lub/i 4-O-metylo-
glukopiranozy do czgsteczek flawonoidow. Wsrdd zastosowanych szczepdw byly grzyby nalezace do
rodzaju Absidia: A. coeruela AM93 i A. glauca AM177, grzyby Rhizopus nigricans UPF701 oraz
porazajgce owady grzyby z rodzaju Beauveria: B. bassiana AM278 oraz B. bassiana AMA446,
zdeponowane w kolekcji mikroorganizméw Katedry Chemii Zywnoéci i Biokatalizy Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu. Reakcje regioselektywnej glikozylacji prenylowanych flawonoidéw 1-3

przedstawiono na rysunku 4.
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Rysunek 4. Regioselektywna glikozylacja prenylowanych flawonoidéw 1-3 katalizowana przez (A)
Absidia coeruela AM93, (B) Absidia glauca AM177, (C) Rhizopus nigricans UPF701, (D)
Beauveria bassiana AM278 i (E) Beauveria bassiana AM446.

Wykorzystane do biotransformacji szczepy z rodzaju Absidia oraz Rhizopus katalizowaty reakcje
przytgczenia czgsteczki glukozy, podczas gdy, entomopatogenne grzyby z gatunku Beauveria bassiana,
charakterystyczng dla siebie koniugacje jej pochodnej— 4-O-metylo-glukopiranozy. Czes¢ z tych reakcji
zostata wczesniej opisana ¢ (zatf. 3, I, 4.1., 4.6.). Wszystkie uzyte grzyby prowadzity reakcje O-
glikozylacji regioselektywnie, przytaczajac czgsteczke cukrowca w ekwiwalentnej pozycji flawonoidow
—C4’-OH w przypadku chalkonu 1 i a,B-dihydrochalkonu 2, oraz C6-OH w przypadku auronu 3 (w

obrebie wymienionych klas flawonoiddw stosowana jest rézna numeracja atomow wegla).

Otrzymane w trakcie realizacji badan nowe zwigzki oraz biotechnologiczne metody ich

otrzymywania zostaty opatentowane: glukozyd ksantohumolu (4) — Zat. 3., 1ll, 3.1.60., glukozyd a,B-
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dihydroksantohumolu (6) — Zzat. 3., lll, 3.1.38., glukozyd (Z)-6,4’-dihydroksy-4-metoksy-7-
prenyloauronu (8) — Zat. 3., Illl, 3.1.53., 4”’-O-metyloglukozyd (Z)-6,4’-dihydroksy-4-metoksy-7-
prenyloauronu (9) — Zat. 3., lll, 3.1.52.

Wykorzystane jako substraty prenylowane aglikony 1-3, oraz ich glikozydy 4-9 otrzymane na
drodze biotransformacji uzyte zostaty nastepnie do badan na aktywnos$¢ przeciwzapalng wyrazong jako
zdolnos$¢ hamowania cyklooksygenazy 1i 2 (COX-1, COX-2) oraz zdolno$¢ wigzania do ludzkiej albuminy
surowicy krwi. Odrebnym zadaniem byto okreslenie wptywu rodzaju szkieletu flawonoidowego
(chalkony 1, 4, 5 vs a,B-dihydrochalkony 2, 6, 7 vs aurony 3, 8, 9), obecnosci polarnego fragmentu
cukrowego (aglikony 1-3 vs glikozydy 4-9) oraz rodzaju przytgczonego cukru (glukozydy 4, 6, 8 vs 4-O-
metyloglukozydy 5, 7, 9) na badane aktywnosci.

Badania aktywnosci przeciwzapalnej

Wczesniejsze doniesienia wykazaty, ze ksantohumol (1) jest silnym czynnikiem przeciwzapalnym
4750 Badania przedstawione w publikacji P1 miaty wyjasnié¢ czy zmiana szkieletu chalkonu (1), poprzez
uwodornienie a,B-nienacyconego wigzania olefinowego do a,B-dihydrochalkonu (2) lub poprzez
cyklizacje z wytworzeniem dodatkowego pieciocztonowego pierscienie heterocyklicznego do auronu
(3) oraz obecnos¢ duzej polarnej grupy cukrowej w bezposrednim sgsiedztwie grupy prenylowej,
wplywa na zmiane aktywnosci przeciwzapalnej ksantohumolu (1). Jako parametr aktywnosci
przeciwzapalnej uznano zdolno$¢ do hamowania konstytutywnej cyklooksygenazy 1 (COX-1),
odpowiedzialnej m.in. za produkcje w przewodzie pokarmowym prostaglandyn, ktdre biorg udziat w
ochronie btony S$luzowej i innych czynnosciach fizjologicznych oraz indukowanej czynnikami
zwigzanymi ze stanem zapalnym cyklooksygenazy 2 (COX-2), ktdra odpowiada za produkcje
prostaglandyn zaangazowanych w przebieg procesu zapalnego, takich jak powstawanie obrzeku,
goraczki i bélu.

Otrzymane wyniki wskazujg ze gtéwnymi czynnikami determinujgcymi wysokg aktywnosc
przeciwzapalng sg zaréwno rodzaj szkieletu flawonoidu jak i obecnos¢ grupy cukrowej w czgsteczce
flawonoidu. Redukcja podwdjnego wigzania ao,B, jak réwniez cyklizacja typu chalkon-auron nie jest
pozgdana. Obie pochodne ksantohumolu (1): a,B-dihydrochalkon 2 i auron 3 wykazywaty dwukrotnie
nizszg zdolno$¢ hamowania aktywnosci obu cyklooksygenaz. Obecnos¢ duzej polarnej grupy cukrowej
sprzezonej z prenylowanym flawonoidem powodowata z kolei az 3-4-krotny spadek aktywnosci w
porownaniu do aglikonéw. Sposrdod przebadanych zwigzkdw najnizszg aktywnos$¢ wykazywaty

pochodne zawierajgce w swej strukturze O-metylowang pochodng glukozy.
Badania zdolno$ci wigzania do albuminy ludzkiej surowicy krwi

Albumina jest jednym z gtéwnych biatek osocza wytwarzanym w watrobie u ludzi i wielu gatunkéw
zwierzat, jest rezerwg biatkowg organizmu wykorzystywang jako endogenne zrédto aminokwasow do
syntezy biatek poza watrobg. Biatko posiada liczne wtasciwosci biologiczne i fizjologiczne w tym:
dziatanie przeciwzapalnie, przeciwutleniajgce, przeciwzakrzepowe, zapobiegajgce agregacji ptytek

krwi *!, petni wazne funkcje utrzymujac koloidalne cisnienie osmotyczne i oraz prawidfowa warto$¢ pH
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krwi, jednak fundamentalne znaczenie przypisuje sie jej funkcji transportowej. Albumina jest w stanie
wigzac sie z prawie wszystkimi znanymi lekami, a takze z wieloma nutraceutykami i substancjami

52 Efektywno$é

toksycznymi, w duzej mierze determinujgc ich farmako- i toksykokinetyke
rozprowadzania substancji bioakatywnych uzalezniona jest wiec w duzej mierze od mozliwosci
zwigzania sie z albuming jako ich transporterem. W celu okreslenia czy pochodne ksantohumolu oraz
ich glikozydy otrzymane w procesach biotransformacji mogg by¢ efektywnie rozprowadzane po
ustroju, przeprowadzono badania ich interakcji z albuming. Okreslono m.in. mechanizm wigzania, jego
site oraz rodzaje wigzan i odziatywan jakie wystepujg miedzy biatkiem i flawonoidem. Na podstawie
otrzymanych danych okreslono jak zmiana szkieletu flawonoidowego oraz obecnos$¢ grup cukrowych
wplywa na efektywnos¢ wigzania. Wykazano, iz wszystkie testowane flawonoidy wigzg sie do albuminy
gtéwnie za pomocg wigzan wodorowych oraz oddziatywan van der Waalsa, sam proces jest
spontaniczny, a wigzanie odbywa sie w uktadzie jedna czasteczka flawonoidu - jedna molekuta biatka.
Zaréwno redukcja wigzania a,B-olefinowego (zwigzek 2), jak rowniez cyklizacja chalkonu (1) do auronu
(3) znaczaco zmniejsza powinowactwo wigzania. Sugeruje to, ze rodzaj szkieletu prenylowanych
aglikonébw ma ogromne znaczenie w wigzaniu sie z biatkami ludzkiego osocza, a sam parametr sity
wigzania przedstawiajg sie nastepujgco: chalkon 1 > a,B -dihydrochalkon 2 > auron 3. Podobnie na
powinowactwo wigzania do albuminy wptywa glikozylacja, obecno$¢ duzej polarnej grupy w
bezposrednim sgsiedztwie grupy prenylowej znaczaco je obniza. Prawdopodobnie zwigzane jest to z
rozmiarem grupy cukrowej, ktdra stanowi¢ moze zawade steryczng i ogranicza dostep do kieszeni
wigzgcej. Ponadto obecnos¢ cukrowca w strukturze, znaczgco zwieksza polarnos¢ w catej czgsteczki,
co wptywa na zmniejszenie zdolnosci glikozydéw flawonoidowych do penetracji bogatych w tryptofan

hydrofobowych obszarow wewnetrznych albuminy, gdzie wigze sie ksantohumol (1).
Badania cytotoksycznosci

Otrzymany w wyniku opatentowanej metody syntezy (Z)-6,4’-dihydroksy-4-metoksy-7-
prenyloauronu (3) oraz ksantohumol (1) s przedmiotem publikacji P4. Chalkon 1iauron 3 badane byty
pod wzgledem aktywnosci antyproliferacyjnej in vitro wobec dziesieciu linii ludzkich komdérek
nowotworowych oraz dwéch linii komédrek prawidtowych, w poréwnaniu do pozytywnej kontroli, z
zastosowaniem zwigzku referencyjnego jakim byta cisplatyna — lek cytostatyczny powszechnie
stosowany w chemioterapii wielu rodzajéw nowotwordéw ztosliwych.

Powszechnie stosowane leki przeciwnowotworowe, takie jak doksorubicyna czy cisplatyna,
cechuje nieselektywne dziatanie, s3 bowiem toksyczne zaréowno dla komodrek rakowych, jak i
prawidtowych. Z tego powodu intensywnie poszukuje sie nowych, potencjalnych lekéw o selektywnym
dziataniu, ktdre aktywne bytyby gtdwnie przeciwko komdrkom nowotworowym, wykazujgc zarazem
niskg toksycznos¢ wobec prawidtowych komérek pacjenta. Idealnymi kandydatami do badan wydaja
sie by¢ zwigzki izolowane z ziét oraz roslin leczniczych wykorzystywanych w tradycyjnej medycynie
ludowej, gdyz wiele z nich wykazuje silng aktywnos¢ biologiczng przy jednoczesnej niskiej toksycznosci.

Celem niniejszej pracy (P4) byto wykazanie, w jaki sposdb modyfikacja struktury prenylowanego
chalkonu 1 o dowiedzionej aktywnosci przeciwnowotworowej, do jego pochodnej o szkielecie auronu
3, moze wptywaé na hamowanie wzrostu i selektywnos¢ dziatania wobec ludzkich linii komdrek

nowotworowych in vitro oraz poréwnanie aktywnosci obu zwigzkéw do cisplatyny. W tym celu oba
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prenylowane flawonoidy 1 i 3 oraz zwigzek referencyjny testowano w kierunku wtasciwosci
antyproliferacyjnych wobec dziesieciu linii ludzkich komérek nowotworowych: raka piersi (MCF-7, SK-
BR-3, T47D), raka okreznicy (HT-29, LoVo, LoVo/Dx — linia oporna na lek doksorubicyne), raka prostaty
(PC-3, Dul145), raka ptuc (A549) i biataczki (MV-4-11). W celu wykazania selektywnosci dziatania
badanych zwigzkéw, aktywnos$¢ antyproliferacyjng testowano réwnolegle wobec komodrkem
prawidtowym, w tym linii komérkowej HLMEC (prawidtowe komarki ludzkiego srddbtonka ptuc) oraz
czesto wykorzystywanej do tego typu badan linii komdrkowej BALB3/T3 (prawidtowe fibroblasty
mysie). Zdolnos$¢ antyproliferacyjng wyrazono jako ICsp w pM (ang. half maximal Inhibitory
Concentration), stezenie badanego zwigzku, ktore hamuje wzrost badanej populacji komoérek o
potowe.

W przeprowadzonych badaniach zaréwno ksantohumol (1), jak i auron 3 wykazywaty od silnej
(MCF-7, T47D, LoVo, LoVo/Dx, MV-4-11) do umiarkowanej (SK-BR-3, PC-3, Du145, A549) aktywnosci
cytotoksycznej wobec badanych linii komdrek nowotworowych. Wyjatek stanowity komérki raka jelita
grubego (HT-29), w przypadku ktdrych ICso dla obu zwigzkéw 1 i 3 wynosito > 50 uM, co mozna uznac
za stosunkowo wysokie stezenie, zatem niskg aktywnosc¢ antyproliferacyjng. Zaréwno chalkon 1, jak i
auron 3 okazaty sig tak samo skutecznym cytostatykami co lek cisplatyna w przypadku az siedmiu
nowotworowych linii komdérkowych (MCF-7, SK-BR-3, T47D, LoVo, LoVo/Dx, PC-3 i A549, brak
znaczacych réznic przy p < 0,05). Badane flawonoidy 1 i 3 wykazywaty natomiast zdecydowanie nizsza
aktywnos¢ antyproliferacyjng wobec komarek prawidtowych, przy czym najmniej aktywnym zwigzkiem
okazat sie (Z)-6,4’-dihydroksy-4-metoksy-7-prenyloauron (3), ktéry byt 1,5-krotnie mniej aktywny
wobec linii komérkowej HLMEC i 2,3-krotnie wobec BALB3/T3 niz ksantohumol (1) oraz analogicznie
blisko 42-krotnie i 5-krotnie niz cisplatyna.

Zestawiajgc ze sobg wyniki aktywnosci antyproliferacyjnej badanych zwigzkéw wobec komérek
nowotworowych oraz komédrek prawidtowych, mozna wyznaczy¢ parametr selektywnosci dziatania
potencjalnego terapeutyku —wspdtczynnik selektywnosci Sl (ang. Selectivity Index). Ze wzgledu na fakt,
ze w badaniach opisanych w pracy P4 wykorzystano dwie rdézne prawidtowe linie komérkowe (mysie i
ludzkie), dla kazdej z nich oddzielnie wyznaczono wspdtczynnik selektywnosci Sl, dzielgc wartos¢ 1Cso
wyznaczong dla linii prawidtowej (HLMEC - Sla, BALB3/T3 — Slg) przez warto$¢ 1Cso wyznaczong dla

konkretnej badanej linii nowotworowej:

S = ICy, linii prawidtowej
" ICs, linii nowotworowej

Wartosci wspotczynnikdw selektywnosci w stosunku do obu prawidtowych komaérek ludzkich (Sla)

i mysich (Sls) przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Obliczone wartosci wspétczynnika selektywnosci

Wspétczynnik selektywnosci (SI)

Linia
nowotworowa 1 3 Cisplatyna
Sla Slg Sla Slg Sla Slg

MCF-7 3,91 2,11 5,69 4,79 0,11 0,79
SK-BR-3 2,89 1,56 4,67 3,93 0,06 0,42
T47D 4,39 2,37 6,53 5,50 0,10 0,69
HT-29 0,40 0,21 0,85 0,72 0,07 0,47
LoVo 6,56 3,55 5,97 5,02 0,29 2,07
LoVo/Dx 4,99 2,70 6,75 5,68 0,14 1,00
PC-3 3,97 2,14 2,77 2,33 0,08 0,59
Dul45 3,51 1,90 3,59 3,02 0,13 0,96
A549 3,62 1,96 3,18 2,68 0,11 0,79
MV-4-11 4,50 2,43 7,09 5,97 1,14 8,07

Dane z tabeli, w publikacji P4 przedstawione sg w postaci graficznej (Fig. 3)
Jesli wartos¢ wspétczynnika selektywnosci jest wyzsza od 1, oznacza to, ze badany zwigzek dziata

selektywnej wobec komdrek nowotworowych niz prawidtowych.

Zaréowno chalkon 1 jak i auron 3 wykazujg selektywnos$¢ dziatania w stosunku do wszystkich
badanych ludzkich komérek nowotworowych, za wyjatkiem komadrek raka okreznicy (HT-29), co
zwigzane jest z niskg aktywnoscig antyproliferacyjng obu flawonoidéw wobec tej wtasnie linii.
Cisplatyna wobec wiekszosci badanych linii nowotworowych dziata nieselektywnie badZ bardzo
nieselektywnie. Poréwnywalna aktywnos¢ antyproliferacyjna flawonoidéw 1 i 3, a takze znacznie
nizsza cytotoksycznos¢ auronu 3 w stosunku do prawidtowych linii komoérkowych sprawia, ze zwigzek
ten jest bardziej selektywnym srodkiem przeciwnowotworowym niz ksantohumol (1) w stosunku do
komdrek nowotworowych piersi (MCF-7, Sk-Br-3, T-47D), raka okreznicy opornego na doksorubicyne
(LoVo/Dx) i biataczki (MV-4-11), podczas gdy w przypadku komérek raka prostaty (PC-3, Du145) i raka
ptuc (A549), auron 3 charakteryzuje sie poréwnywalng do ksantohumolu (1) selektywnoscia dziatania.

Przedstawione w publikacji P4 wyniki wskazujg, ze zmiana szkieletu flawonoidowego
ksantohumolu 1 z chalkonu na auron, nie tylko nie wptyneta negatywnie na silng aktywnosc
antyproliferacyjng wobec badanych linii komodrek nowotworowych, ale znaczaco zwiekszyta
selektywnos¢ dziatania, co sprawia, ze auron 3, moze by¢ traktowany jako zwigzek o duzym potencjale
przeciwnowotworowym i stanowi ciekawy obiekt do dalszych badan w celu okreslenia mechanizmoéw
molekularnych jego dziatania na komarki nowotworowe.

Ksantohumol (1) ktdry jest gtdwnym prenyloflawonoidem szyszek chmielowych stanowi okoto 80-
90% catosci flawonoiddw *°. Pozostate flawonoidy nalezace do tej grupy, m.in. prenylowane flawanony
takie jak izoksantohumol (10), 8-prenylonaringenina (11) i 6-prenylonaringenina (12), ktérych struktury

przedstawiono na rysunku 5, rGwniez wykazujg silng aktywnos¢ biologiczna.
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Rysunek 5. Prenylowane flawanony chmielu zwyczajnego: izoksantohumol (10), 8-

prenylonaringenina (11) i 6-prenylonaringenina (12)

Zwigzki te majg duze znaczenie ze wzgledu na swoje unikalne wtasciwosci biologiczne, w tym
przede wszystkim, aktywnosc estrogenng (zwigzki 11 i 12) oraz fakt, iz stanowig wazny sktadnik ludzkiej
diety ze wzgledu na ich obecnos$¢ w piwie, ktorego spozycie w takich krajach jak Czechy, Niemcy czy
Austria przekracza 100 litréw na osobe na rok 3. 1zoksantohumol (10) jest gtéwnym prenylowanym
flawonoidem piwa, powstaje bowiem na skutek termicznej izomeryzacji ksantohumolu (1) w trakcie
gotowania brzeczki z chmielem, z kolei 6-prenylo- (12) i 8-prenylonaringenina (11) wykazujg silne
wiasciwosci estrogenne, przy czym ten ostatni jest za najsilniejszy fitoestrogen jaki kiedykolwiek

wyizolowano z roslin >*

. Spozywany wraz z piwem izoksantohumol (10) jest metabolicznym
prekursorem 8-prenylonaringeniny (11), ktéra powstaje w wyniku dziatania watrobowego cytochromu
CYP1A2 oraz mikroflory jelitowej *°. Ze wzgledu na silng aktywno$¢ estrogenng prenyloflawonoidéw
chmielowych oraz ich obecnos$é w piwie w artykule przeglagdowym P2 przedstawiono stan aktualnych
badar w zakresie fitoestrogendw z chmielu, w ktdrej zaprezentowano réwniez wiasne badania 3% >®
(zat. 3., 1, 4.19. oraz 4.20.). Oprdcz przedstawienia biosyntezy gtéwnego prenylowanego flawonoidu
chmielu — ksantohumolu (1), pokazano réwniez sciezke tworzenia kwercetyny, bioaktywnego,
nieprenylowanego flawonoidu chmielu (Fig. 1, P2), bedgcego przedmiotem badan opisanych w
publikacji P5.

Kwercetyna (13) wraz kemferolem (14), przedstawione na rysunku 6, stanowig gtéwne flawonole

tej cennej rosliny *’.

Rysunek 6. Gtéwne flawonole chmielu zwyczajnego: kwercetyna (13) i kemferol (14)

Badania nad kwercetyng (13) oraz jej glikozylowanymi pochodnymi otrzymanymi metodami
biotechnologicznymi realizowano w ramach projektu badawczego SONATA 9 (Zat. 3., 1l, 9.5.) i opisano,
w publikacji P5.

Kwercetyna (13) oprdcz chmielu, wystepuje rowniez w herbacie, kawie, jabtkach, jagodach, przy
czym najwyzszg zawartos$¢ tego flawonolu odnotowano w cebuli *8, dzieki czemu, jest powszechnym
flawonoidem ludzkiej diety. Zwigzek ten wykazuje silng aktywnos¢ biologiczng m.in.:

przeciwutleniajaca, przeciwzapalng, przeciwalergiczng, przeciwnowotworowa,
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przeciwdrobnoustrojowg i przeciwwirusowg, w tym przeciwko koronawirusom SARS-CoV-2 i MERS-
CoV °%%° podobnie jak w przypadku innych aktywnych flawonoiddw, jej potencjat terapeutyczny
limitowany jest m.in. niskg biodostepnoscig, zwigzang ze stabg rozpuszczalnoscig w wodzie, szybkim
metabolizmem oraz krétkim okresem péttrwania ®°. Rozpuszczalno$é kwercetyny (13) w wodzie wynosi
zaledwie 0,512 mg/L *°, podczas gdy 3-O-rutynozyd kwercetyny (rutyna) rozpuszcza sie 240 razy lepiej
(125 mg/L) niz jej aglikon 13 %%, co jednoznacznie dowodzi, ze obecno$é duzego polarnego podstawnika
w strukturze flawonoidu znaczgco zwieksza jego rozpuszczalno$¢ w wodzie. Obecnos¢ fragmentu
cukrowego moze wptywaé na zwiekszenie biodostepnosé flawonoidéw poprzez polepszenie ich
wchtaniania, przy czym fundamentalne znaczenie ma rodzaj przytaczonego cukru. W badaniach
przeprowadzonych na psach rasy Beagle wykazano, ze biodostepnos¢ 3-O-glukozydu kwercetyny
(izokwercetyny) byta wyzsza (235%) niz aglikonu kwercetyny (13), natomiast rutyna absorbowata sie
juz tylko w 92% %% 62, 7 kolei badania przeprowadzone na szczurach wskazujg, ze biodostepno$¢
glukozydu wynosi 185%, podczas gdy ramnozydu kwercetyny ponizej 25% 3. Najwieksze réznice w
biodostepnos¢ zaobserwowano u ludzi, gdzie przy dawce 500 mg/kg masy ciata catkowita ilo$¢
przyswojonej kwercetyny (13) wyniosta 3,8 h x umol/L (AUCo>24n), a izokwercetyny az 18,3 h x umo/L
(482%) . Wyniki te wskazuja na dominujacy role czasteczki glukozy w zwiekszaniu wchtanianiu
kwercetyny (13). Dowiedziono, ze glukozydy kwercetyny sg substratami dla laktazy (EC 3.2.1.108) .
Enzym ten, znajdujgcy sie m.in. w kosmkach jelitowych, katalizuje hydrolityczny rozpad wigzan
glikozydowych w glukozydach wielu flawonoidéw, w tym kwercetyny (13), dzieki czemu jest ona
enzymatycznie uwalniana z postaci glukozydu do aglikonu i wchtaniana gtéwnie w jelicie cienkim, co
znaczaco zwieksza biodostepnos¢ kwercetyny (13) z jej glukozydow.

W publikacji P5, przedstawiono badania dotyczgce biotechnologicznych metod otrzymywania
glikozydéw kwercetyny (13) z wykorzystaniem biotransformacji w kulturach entomopatogennych

grzybow strzepkowych, w wyniku ktérych otrzymano trzy glukozydy kwercetyny (15-17).

Rysunek 7. Biotransformacje kwercetyny (13), w kulturach entomopatogennych grzybdéw

W wyniku mikrobiologicznych transformacji prowadzonych przez entomopatogenne grzyby
otrzymano trzy metabolity kwercetyny: 7-O-B-D-4"-O-metyloglukopiranozyd kwercetyny (15), 3-O-B-
D-4"-O-metyloglukopiranozyd kwercetyny (16) i 3-O-B-D-glukopiranozyd kwercetyny (17)
(izokwercetyna) (Rys. 7). Zwigzki powstaty w wyniku regioselektywnego przytgczenia czgsteczki 4-O-
metyloglukozy w pozycjach C7-OH (15) i C3-OH (16) oraz glukozy w pozycji C3-OH (17). Otrzymane
metabolity sg znane i zostaty wczesniej otrzymane w wyniku biotransformacji kwercetyny (13), przez

szczep Beauveria bassiana AM278 — glukozyd 15 °° (Zat. 3, II, 4.16) oraz Isaria fumosorosea KCh J2 —
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glukozydy 16 i 17 ’, ponadto zwigzek 17 (izokwercetyna) wystepuje naturalnie m.in. w mango oraz
rosnacej w Himalajach na wysokosci powyzej 4000 m n.p.m. roélinie Rheum rhabarbarum ®8. Do badan
wykorzystano pietnascie szczepow mikroorganizmoéw nalezacych do rodzajow Beauveria, Isaria,
Metapochonia, Lecanicillium oraz Metarhizium, z czego pie¢ wyizolowanych z owaddéw szczepdéw
opisano jako biokatalizatory po raz pierwszy, byly to grzyby Beauveria feline ENC3, Isaria tenuipes
MU35, 1. tenuipes CYS30, Metapochonia bulbillosa CYS17, Metarhizium anisopliae MU4.

Najbardziej efektywnymi biokatalizatorami wytwarzajgcymi glukozyd 15 byty grzyby B. bassiana
KCh J1.5i B. bassiana KCh BBT (99% i 72% po 10 dniach transformacji, wg. HPLC). Postep w produkgji
glukozydu 15, przedstawiono na rysunku 8.

Postep w produkcji glikozydu 15
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& Beauveria bassiana KCh J1.5 M Beauveria bassiana KCh BBT i Beauveria bassiana KCh J2.1 Beauveria caledonica KCh J3.3
W Isaria farinosa KCh KW 1.1. W Isaria tenuipes MU35 M Isaria tenuipes CYS30

Rysunek 8. Postep produkcji glikozydu 15 w czasie

Réznice istotne statystycznie przy wartosci p < 0,05: A - vs otrzymywanie zwigzku 15 przez B. bassiana KCh J1.5; B - vs B.
bassiana KCh BBT; C - vs B. bassiana KCh J2. 1; D - vs B. caledonica KCh J3.3; E - vs I. farinosa KCh KW 1.1; F - vs |. tenuipes
MU35; G - vs I. tenuipes CYS30

Do produkgji 3-O-B-D-4"-O-metyloglukopiranozydu kwercetyny (16) zdolne byty wytgcznie grzyby

z rodzaju Isaria, przy czym najefektywniejsze byty szczepy z gatunku I. tenuipes MU35 i CYS30 (12-13%
po 10 dniach biotransformacji).
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Postep w produkcji glikozydu 16
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Rysunek 9. Postep produkcji glikozydu 16 w czasie

B
C

Isaria tenuipes CYS30

10

Réznice istotne statystycznie przy wartosci p < 0,05: A - vs otrzymywanie zwigzku 16 przez /. farinosa KCh KW 1.1; B —vs |.

tenuipes MU35; C—vs I. tenuipes CYS30

Dwa z testowanych biokatalizatoréw, I. tenuipes MU35 i I. tenuipes CYS30, charakteryzowaty sie
zdolnoscig do produkcji izokwercetyny (17). Pomimo rdznic w wydajnosci obserwowanej przez

pierwsze 7 dni biotransformacji, po 10 dniach ilos¢ produktu byta podobna, co moze by¢ zwigzane z

niewielkg degradacjg produktu 17 w kulturach grzybow I. tenuipes MU35 (Rys. 10.).

Postep w produkcji glikozydu 17
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Rysunek 10. Postep produkcji glikozydu 17 (izokwercetyny) w czasie

Réznice istotne statystycznie przy wartosci p < 0,05: A - vs otrzymywanie zwigzku 17 przez I. farinosa KCh KW 1.1; B—vs .

tenuipes MU35; C —vs I. tenuipes CYS30; D — vs M. anisopliae MU4
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Produkt 15 otrzymano wczesniej w wyniku biotransformacji kwercetyny (13) przez szczep B.
bassiana AM278, co umozliwito okreslenie jego aktywnosci w testach in vitro: zdolnosci wigzania do
ludzkiej albuminy krwi, aktywnosci przeciwzapalnej, zdolnosci do interakcji i penetracji podwadjnej
btony fosfolipidowej ® (Zat. 3, Il, 4.16.). Niniejsza praca stanowifa fragment rozprawy doktorskiej, w
ktérej petnitem funkcje promotora pomocniczego.

Biotechnologiczna metoda otrzymywania 3-0O-glukozydu kwercetyny 17 (izokwercetyny), z
wysokg, okoto 70-procentowg wydajnoscig przez szczepy Isaria tenuipes (MU35 i CYS30) zastuguje na
szczegblng uwage, nie tylko dlatego, ze izokwercetyna (17) wchtaniania sie blisko 5-krotnie lepiej od
kwercetyny (13) ®, ale posiada réwniez silne wiasciwosci przeciwwirusowe, moze zatem staé sie
przedmiotem zainteresowania firm farmaceutycznych poszukujgcych skutecznych lekéw
przeciwwirusowych. W literaturze przedmiotu mozna znalezé¢ informacje, ze izokwercetyna (17)
hamuje wirusy grypy A i B (IAV, IBV) 40-krotnie silniej niz kwercetyna (13), a w kombinacji z lekami
przeciwwirusowymi znosi odporno$¢ wirusa na leki °% 9. Skuteczniej od aglikonu 13 hamuje réwniez
wirusa ptasiej grypy H5N1 7°. Ponadto, wykazuje silng aktywno$é przeciwko przenoszonym przez
komary wirusom Zika (ZIKV) i Dengi (DENV) 772, Z kolei badania przeprowadzone na myszach dowiodty
skutecznego dziatania izokwercetyny (17) przeciwko wysoce $miertelnemu wirusowi Ebola (EBOV) (1Cso
= 5,3 uM, ICq0 = 9,3 uM). Dootrzewnowe wstrzykiwanie izokwercetyny (17) w dawce 50 mg/kg masy
ciata 30 minut przed zakazeniem s$miertelng dawka wirusa, ponawiane co drugi dzien, chronito
90-100% zwierzat przed $miercia, co czyni izokwercetyne (17) jednym z najskuteczniejszych
kandydatéw na lek przeciwko wirusowi Ebola 7. Skutecznoé¢ izokwercetyny (17) opisano réwniez
przeciwko koronawirusom SARS-CoV, MERS-CoV oraz SARS-CoV-2, ktéry wywotat ogdlnoswiatowg
pandemie i stat sie przyczyng $mierci blisko dziesieciu miliondw ludzi *® oraz wirusom opryszczki (HSV-
1i HSV-2) 74, ospy wietrznej i pdtpasca (VZV) oraz ludzkiemu wirusowi cytomegalii (HCMV) 7>,

Kwercetyna (13) oraz otrzymane glukozydy 15-17, staty sie przedmiotem badan in silico z
wykorzystaniem narzedzi chemoinformatycznych, stuigcych do przewidywania parametréw
farmakokinetycznych oraz wtasciwosci farmakodynamicznych przydatnych w chemii medycznej m.in.
do projektowania nowych lekdw. W tym celu wykorzystano oprogramowanie SwissADME opracowane
przez Grupe Modelowania Molekularnego Szwajcarskiego Instytutu Bioinformatyki (ang. Molecular
Modeling Group of the SwisslInstitute of Bioinformatics (SIB)) do kalkulacji rozpuszczalnosci w wodzie
oraz parametréw ADME (wchtaniania, dystrybucji, metabolizmu i wydalania) oraz platforme Way2Drug
PASS Online umoizliwiajgcg bioinformatyczne przewidywanie najbardziej prawdopodobnych
aktywnosci biologicznych wynikajgcych z budowy molekularnej potencjalnego leku.

Na podstawie wynikow badan farmakokinetycznych wykazano, ze otrzymane produkty (15-17)
majg znaczaco nizszg lipofilowosé oraz znacznie wiekszg rozpuszczalnos¢ w wodzie. Glukozydy 15 i 16
blisko 18-krotnie, a metabolit 17 84-krotnie wyzsza rozpuszczalno$¢ w wodzie niz kwercetyna (13), co
zwigzane jest z obecnoscig polarnej czgsteczki cukrowca w strukturze tych produktéw. Na podstawie
wynikéw przewidywan farmakokinetycznych in silico zaréwno badany substrat (13), jak i otrzymane
produkty (15-17) nie powinny biernie przenikac¢ przez bariere krew/mdzg. Natomiast kwercetyna (13)
moze biernie przenika¢ przez bariere jelito-krew, podczas gdy, glikozydy 15-17 tej witasciwosci nie

majg. W efekcie obliczona biodostepnos¢ glukozyddéw 15-17 jest znacznie nizsza niz kwercetyny (13).
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Przewidywane wyniki biodostepnosci produktéw 15-17 przecza ogdlnie przyjetej tezie, potwierdzonej
badaniami in vivo, ze glukozydy kwercetyny sg zdecydowanie lepiej przyswajalne niz aglikon
kwercetyna (13) ®* 76, Réznice w wynikach in silico i uzyskanych in vivo sy prawdopodobnie zwigzane z
metodologig okreslania wifasciwosci fizykochemicznych dotyczacych tylko charakterystycznych
fragmentéw czasteczki (deskryptorow) w badaniach in silico. W rezultacie przewidywana zwiekszona
hydrofilowos¢ glukozydéw kwercetyny (15-17) skutkuje jednoczesnie zmniejszong lipofilowoscig
czasteczek, co zmniejsza powinowactwo do bton biologicznych i utrudnia bierny transport przez
bariere jelitowg. W oparciu o badania in silico, glikozylacja moze hamowac bierne przenikanie
glikozydéw do krwiobiegu, co potwierdzono w badaniach in vivo, ale wytacznie dla glikozydéw nie
bedacych glukozydami kwercetyny — rutynozydu i ramnozydu kwercetyny %528, Glikozylacja zwieksza
stabilnos¢ i rozpuszczalnos$é kwercetyny w wodzie, dzieki czemu zwigzki te efektywniej przechodza
przez zotgdek do jelita niz aglikon 13. Obecnos¢ enyzmu laktazy (LPH, EC 3.2.1.108), ktéra rozpoznaje
czgsteczki glukozy i hydrolizuje wigzania O-glikozydowe w glukozydach kwercetyny, przeksztatca je do
bardziej lipofilowej, fatwiej penetrujgcej btone mikrokosmkdéw jelitowych, przez co lepiej wchtanianej,
kwercetyny (13) ®°. Ponadto, obecnoé¢ zaleznych od jondw sodu transporterdw glukozy (biatka SGLT1),
odpowiedzialnych za absorpcje glukozy w jelitach, powoduje aktywny transport glukozyddéw

kwercetyny w poprzek btony enterocytéw 7778

, przy czym duze znaczenie ma tutaj pozycja glukozylacji,
wykazano bowiem, ze 4'-O-glukozyd kwercetyny transportowany jest zaréwno aktywnie z
wykorzystaniem transporteréw SGLT1 jak i pasywnie w wyniku hydrolizy przez LPH, podczas gdy 3-O-
glukozyd kwercetyny (17), wytacznie po uprzedniej hydrolizie prowadzonej przez laktaze 7°.
Przewidywania biodostepnosci in silico braty pod uwage wytgcznie parametry fizykochemiczne
badanych zwigzkéw, w efekcie czego mniej lipofilowe glukozydy (15-17) powinny by¢ gorzej
wchtaniane od aglikonu 13. Metody obliczeniowe nie zaktadaty bowiem, dodatkowych mechanizmoéw
molekularnych towarzyszacych przenikaniu glukozydéw kwercetyny przez btone enterocytéw (LPH i
SGLT1), dowodzi to, ze narzedzia chemoinformatyczne okreslania parametrow farmakokinetycznych
aktywnych zwigzkéw muszg by¢ nadal rozwijane i dopracowywane.

Bioinformatyczne przewidywania najbardziej prawdopodobnych aktywnosci biologicznych oraz
cytotoksycznosci otrzymanych glukozydéw (15-17) i kwercetyny (13) wykonano z wykorzystaniem
platformy Way2Drug: PASS Online oraz GUSAR. Aktywnosci przedstawiono w tabeli 3, publikacji P5.
Aktywnosci te sg zgodne z badaniami przeprowadzonymi empirycznie i pokazujg, ze kwercetyna (13)
moze dziataé m.in. przeciwko chorobom sercowo-naczyniowym (CVD) 88, Badania potwierdzity, ze
réwniez izokwercetyna (17) moze byé potencjalnym $rodkiem terapeutycznym dla CVD 3. W oparciu
o dane zebrane w tabeli 3 (P5), podobng aktywnos¢ powinny wykazywaé rowniez O-metylo-glikozydy
kwercetyny 15 i 16, aby potwierdzi¢ te dziatania, kluczowe jest jednak przeprowadzenie badan in vitro
i in vivo.

Przedstawione w publikacji P5 nowoczesne narzedzia chemoinformatyczne moga przyspieszy¢
proces badan przesiewowych dla struktur wiodacych, bedgcych podstawg do szukania farmakoforéw
dla nowych lekéw. Narzedzia obejmujgce przewidywanie parametréw farmakokinetycznych, takich jak
biodostepnosc i wchtanianie oraz potencjalnych aktywnosci biologicznych mogg znaczgco skrdcié czas

i usprawnic¢ poszukiwanie nowych bioaktywnych zwigzkéw, dzieki czemu przyczynic sie do szybszej
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oceny ich potencjatu terapeutycznego. Nie mniej jednak to badania in vivo, in vitro oraz kliniczne s3
fundamentalne dla badania wtasciwosci zwigzkéw i nadal pozostajg niezbedne do kompleksowego
zrozumienia aktywnosci biologicznej, cytotoksycznosci i molekularnych mechanizméw dziatania
potencjalnych nowych lekéw. Przeprowadzone przewidywania in silico potencjalnej aktywnosci
biologicznej glukozyddw kwercetyny 15-17, umozliwity okreslenie kierunkéw badan w jakich zwigzki te

powinny by¢ w przysztosci testowane.

Otrzymywanie i biotransformacje flawonoidow z tarczycy bajkalskiej (Scutellaria baicalensis Georgi)

Badania objete powyzszym tematem zostaty opisane w sktadajgcej sie na osiggniecie naukowe
publikacji:
P3. Tronina, T*., Mrozowska, M., Bartmarnska, A., Poptoniski, J., Sordon, S., Huszcza, E. (2021). Simple and rapid method

for wogonin preparation and its biotransformation. International Journal of Molecular Sciences, 22(16), 8973. DOI:
10.3390/ijms22168973

Tarczyca bajkalska (Scutellaria baicalensis Georgi) jest jednym z najczesciej stosowanych ziét w
tradycyjnej medycynie chiniskiej. Roslina ta pochodzi i jest szeroko rozpowszechniona w Azji, w krajach
takich jak Chiny, Japonia, Kora Pétnocna, Rosja i Mongolia. Ze wzgledu na swoje lecznicze wtasciwosci
obecnie aklimatyzowana i uprawiana jest rowniez w warunkach srodkowoeuropejskich, gdzie staje sie
coraz bardziej popularna i wykorzystywana jako nutraceutyk. Jako tradycyjny lek chinski,
wykorzystywany jest gtéwnie suchy korzen tarczycy (Radix Scutellariae), ktéry stosowany jest przy
leczeniu biegunek, wymiotéw, wysokiego ci$nienia krwi oraz infekcji bakteryjnych i wirusowych #°.
Szczegdlne zainteresowanie badaczy budzg wtasciwosci przeciwwirusowe, wykazano bowiem, ze
tarczyca hamuje wirusy: HIV 8% grypy typu A i B (IVA, IVB) 8, zéttaczki typu B (HBV) 8 i typu C (HCV)
% oraz herpeswirusy: opryszczki (HSV-1, HSV-2) oraz jednego z najpowszechniej wystepujacego u ludzi
wirusa Epsteina-Barr (EBV, HHV-4) °1. Najnowsze badania dowiodty réwniez, ze zwiazki z tarczycy

bajkalskiej, wykazujg zdolnos¢ hamowania koronawirusa SARS-CoV-2, odpowiedzialnego za COVID-19
92-96

o OH O o OH
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Rysunek 11. Gtéwne flawonoidy korzenia tarczycy bajkalskiej: bajkalina (18), wogonozyd (19),
bajkaleina (20) i wogonina (21)
Wysoka aktywnos$¢ biologiczna korzenia tarczycy przypisywana jest gitéwnie obecnosci

flawonoidéw jakie w nim wystepujg, glukuronidom: bajkalinie (18) i wogonozydowi (19) oraz ich
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aglikonom: bajkaleinie (20) i wogoninie (21), ktdérych struktury przedstawiono na rysunku 11.
Zawarto$¢ poszczegdlnych flawonoidéw zalezy w duzej mierze od odmiany oraz warunkéw
geograficznych i klimatycznych, w jakich uprawiane sg rosliny. Ich zawarto$¢ w suchym korzeniu
tarczycy moze wynosi¢ odpowiednio: bajkalina (18) do ponad 11%, wogonozyd (19) do 5%, bajkaleina
(20) do 1,5% oraz wogonina (21) do 0,35% °7%°. Wyzszg aktywno$¢ biologiczng, w tym m.in. anty SARS-
CoV-2, przypisuje sie formom pozbawionym reszty kwasu glukuronowego 20 i 21, jednak, ze wzgledu
na niewielka, kilkukrotnie nizszg w poréwnaniu do glukuronidéw, zawartosc¢ tych zwigzkdéw w tarczycy,
mozliwos¢ ich terapeutycznego zastosowania jest limitowany wysoky ceng i niskg dostepnoscia
rynkowq. Dlatego intensywnie poszukuje sie nowych, efektywnych i tanich metod otrzymywania tych
cennych zwigzkow.

W publikacji P3 opisano badania nad opracowaniem taniej i szybkiej metody otrzymywania
bajkaleiny (20) oraz wogoniny (21) bezposrednio z suchego korzenia tarczycy bajkalskiej. Uzyskany w
ten sposdb aglikon 21 poddano modyfikacji z wykorzystaniem metod biotechnologicznych, otrzymujac
pochodne o aktywnosci biologicznej w tym m.in. przeciwnowotworowej. Izolowanie aglikonow z
tarczycy, a w szczegdlnosci wogoniny (21), ze wzgledu na jej bardzo niskg zawartos¢ jest procesem
zmudnym, czasochtonnym, nieefektywnym i kosztownym. Z kolei otrzymywanie wogoniny (21) na
drodze hydrolizy z wogonozydu (19) wymaga izolowania z tarczycy bajkalskiej czystego glukuronidu 19,
co czesto komplikuje proces i znaczgco podwyzsza koszty, ponadto generuje duze ilosci odpadéw w
postaci zuzytych rozpuszczalnikdw organicznych. Znane sg metody chemicznej syntezy wogoniny (21),
jednak wydajnos¢ tego procesu jest relatywnie niska (24% ), a w trakcie syntezy w znacznie wiekszej
ilosci (46%), powstaje trudny do oddzielenia izomer wogoniny (21) — oroksylina A, co dyskwalifikuje
ten proces do zastosowania przemystowego .

W pracy P3, opisujgcej badania realizowane w ramach projektu badawczego SONATA 9 (Zat. 3., 1,
9.5.), zaproponowano szybka, prostg, tanig i skuteczng metode otrzymywania czystej bajkaleiny (20)
oraz wogoniny (21). Zaktada ona szybki, jednoczesny i wydajny proces hydrolizy bajkaliny (18) do
bajkaleiny (20) (stopien konwersji 91%) oraz wogonozydu (19) do wogoniny (21) (stopien konwersji
99%). Innowacja tego procesu polega na tym, ze zamiast czystych, wyizolowanych z tarczycy
glukuronidéw bajkaleiny (18) i wogonozydu (19) do hydrolizy stosuje sie tani, dostepny w handlu, suchy
sproszkowany korzen tarczycy bajkalskiej jako zrédto glukuronidéw 18 i 19, z pominieciem etapu
czasochtonnego i kosztownego izolowania i separacji czystych flawonoidéw 18 i 19 jako prekursoréw
aglikonéw 20 i 21. Mieszanina poreakcyjna jest nastepnie selektywnie ekstrahowana w celu
wzbogacenia ekstraktu w pozgdane zwigzki oraz usuniecia znacznych ilosci produktéw ubocznych
powstatych po hydrolizie catego korzenia. Przygotowany w ten sposdb, wzbogacony w aglikony 20i 21
ekstrakt jest oczyszczany do czystych zwigzkdw za pomocg prostych, znanych metod, np.
chromatografii flash lub krystalizacji. Opracowana metoda zapewnia szybkie otrzymanie gramowych
ilosci bajkaleiny (20) i wogoniny (21), ktére mozna fatwo i tanio uzyskac z ogdlnie dostepnego surowca

— catego korzenia tarczycy bajkalskiej.
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18:R' = OH,R = H 20: R =OH,R = H
19:R'=H,R’ = OCH, 21:R'=H,R = OCH,

Rysunek 12. Hydroliza gtéwnych glukuronidéw 18 i 19 korzenia tarczycy bajkalskiej

Opracowana metoda otrzymywania bajkaleiny (20) oraz wogoniny (21) o czystosci > 98%) opiera
sie na kwasowej hydrolizie suchego, sproszkowanego korzenia tarczycy za pomocg czystego kwasu
siarkowego(VI) oraz wody destylowanej w stosunku 1:1. Po zakoficzonym procesie reakcje przerywa
sie poprzez dodanie do mieszaniny reakcyjnej lodowatej wody destylowanej w stosunku
objetosciowym od 5:1 do 15:1. Duzymi zaletami opracowanej metody s3:

1) brak koniecznosci grzania reakcji, gdyz w wyniku wkraplania wody destylowanej o znacznie
nizszej gestosci (d= 0,998 g/cm* w temp. 20 °C) w stosunku do mieszaniny reakcyjnej korzenia
tarczycy rozpuszczonego w czystym kwasie siarkowym(VI) (d=1,83 g/cm3 czystego H,SO, w
temp. 20 °C), wydziela sie znaczna iloSci ciepfta,

2) krotki czas reakcji (przy 15 gramach korzenia czas reakcji wynosi 25 min.),

3) duzy ubytek masy niepozgdanych sktadnikdéw (przy 15 gramoéw korzenia ubytek masy po
reakcji wynosi blisko 47%, co sSwiadczy o tworzeniu duzej ilosci rozpuszczalnych w wodzie
produktow ubocznych, ktére nie sg zatrzymywane w precypitacie zawierajgcym flawonoidy).

Pomimo duzego ubytku masy otrzymany po reakcji hydrolizat wcigz zawiera relatywnie duzg ilos¢
produktow ubocznych. W celu zmniejszenia ilosci rozpuszczalnikéw oraz ztozy niezbednych do
oczyszczania metodami chromatograficznymi, otrzymany hydrolizat poddano procesowi ekstrakcji w
uktadzie ciecz-ciato state, z wykorzystaniem szesciu komercyjnie dostepnych rozpuszczalnikéw
organicznych posiadajgcych zdolnos$¢ do rozpuszczania flawonoidow. W wyniku selektywnej ekstrakcji
najlepsze wyniki (najmniejsza ilos¢ otrzymanego ekstraktu, a zarazem najwyzsze ilosci bajkaleiny (20) i
wogoniny (21) w przeliczeniu na 1000 mg otrzymanego ekstraktu) zaobserwowano dla eteru
dietylowego oraz octanu etylu. Poniewaz niska temperatura wrzenia eteru dietylowego, ktéra wynosi
ponizej 35 °C przy cisnieniu atmosferycznym, moze przysparzac trudnosci np. ryzyka wybuchu przy
przeniesieniu/prowadzeniu procesu na wiekszg skale, dlatego ostatecznie, jako selektywny
rozpuszczalnik flawonoidéw po procesie hydrolizy wybrano octan etylu, ktory pozwalat na ekstrakcje
ponad 470 mg bajkaleiny (20) oraz blisko 330 mg wogoniny (21) z 1000 mg otrzymanego ekstraktu.
Frakcja wszystkich flawonoidéw otrzymanych w wyniku ekstrakcji hydrolizatu stanowita powyzej 80%,
co znaczgco obniza ilosci wykorzystanych rozpuszczalnikdw oraz ztozy do oczyszczania zwigzkéw
metodami chromatograficznymi. Ma to pozytywny wptyw na Srodowisko (mniejsza ilo$¢ odpaddw)
oraz obniza koszty samego procesu separacji. Wykorzystujgc zautomatyzowany system btyskawicznej
chromatografii Flash do oczyszczania ekstraktu hydrolizatu, z 15 graméw suchego korzenia otrzymano

ostatecznie 152 mg bajkaleiny (20) oraz 109 mg wogoniny (21), co w przeliczeniu na 100 gramow
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taniego, ogdlnie dostepnego korzenia tarczycy, daje odpowiednio ponad 1000 mg bajkaleiny (20), oraz
720 mg relatywnie drogiego aglikonu wogoniny (21) (cena za 25 mg monohydratu wogoniny o czystosci
98% wynosi 4700 zt netto, Zrédto: https://www.sigmaaldrich.com/PL/pl ; produkt numer: w0769
Merck, Darmstad, Niemcy, dane z 09.09.2023).

Wogonina (21) uzyskana za pomocg opisanej powyzej metody wykorzystana zostata jako substrat
do otrzymania pochodnych metodami biotechnologicznymi na drodze biotransformacji. Jak do tej
pory, ukazata sie tylko jedna publikacja w ktérej jako substrat do reakcji biotransformacji zastosowano
wogonine (21) do $ledzenia metabolizmu (glukuronidacji) flawonu 21 do wogonozydu (19) w

mikrosomach watrobowych i jelitowych cztowieka, matpy, psa, szczura i myszy %

Brak innych
publikacji dotyczacych biotransformacji wogoniny (21) moze swiadczy¢ o tym, ze jak dotad nie
opracowano taniej i wydajnej metody otrzymywania tego bioaktywnego aglikonu tarczycy bajkalskiej,
co potwierdza wage opisanego w publikacji P3 szybkiego, niedrogiego i wydajnego sposobu

otrzymywania wogoniny (21) w gramowych iloSciach.

Wogonine (21) poddano biotransformacjom skriningowym w celu wytonienia efektywnych
biokatalizatorow. W tym celu przebadano trzydziesci piec szczepdw grzybdéw strzepkowych oraz jeden
szczep drozdzy. Dwadziescia z nich wykazywata zdolno$¢ do biotransformacji wogoniny (21), dwa
degradowaty jg, a czternascie nie byto zdolnych do przeksztatcenia tego substratu. Szczepy
najefektywniej przeksztatcajgce wogonine (21) zastosowano do przeprowadzenia biotransformacji w
powiekszonej skali, w wyniku ktérych wyizolowano i okreslono struktury trzech metabolitow (22-24)

przedstawionych na rysunku 13.

Rysunek 13. Produkty (22-24) metabolizmu wogoniny (21) otrzymane w kulturach wybranych grzybéw
strzepkowych
Sposoby otrzymywania przedstawionych na rysunku 13 produktéw przez najefektywniejsze
biokatalizatory zostaty zgtoszone do ochrony w Urzedzie Patentowym RP (Zat. 3., lll, 3.2.14., 3.2.15.,
3.2.16.,3.2.17.,3.2.18.).

Biotransformacje wogoniny (21) w kulturach grzybéw Absidia cylindrospora AM336 oraz
nalezacych do rodzaju Mortierella oraz Penicillium prowadzity do regioselektywnej hydroksylacji w
pierscieniu B (pozycja C4’), w efekcie ktérej otrzymano produkt fazy | metabolizmu - 4'-
hydroksywogonine (22) z wydajnoscia od 4,5% do 38%, w zaleznosci od wykorzystanego
biokatalizatora. Zwigzek ten w niewielkich ilosciach naturalnie wystepuje w roslinach, np. w niektdrych

102103 graz wykazuje silng aktywno$é biologiczng. Najnowsze badania pokazaty,

gatunkach Scutellaria
ze 4’-hydroksywogonina (22) hamuje indukowane lipopolisacharydem odpowiedzi zapalne w

makrofagach RAW 264.7 oraz u myszy z ostrym uszkodzeniem ptuc %4, Wykazuje réwniez aktywno$é
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przeciwnowotworowg poprzez hamowanie angiogenezy raka jelita grubego 1. Indukuje apoptoze
oraz hamuje proliferacje komérek ludzkiej ostrej biataczki limfoblastycznej 1%. Opisano réwniez silng
aktywnos$¢ przeciwwirusowa in vivo tego zwigzku przeciwko wirusom grypy typu A i B 7
Zaproponowana biotechnologiczna metoda otrzymywania 4’-hydroksywogoniny (22) z wogoniny (21),
moze okazac sie zatem skuteczng alternatywg w produkcji tego rzadkiego flawonoidu do badan
biologicznych, w stosunku do izolowania z roslin w ktorych wystepuje tylko w niewielkich ilosciach.
Oprdcz metabolitdow fazy | (funkcjonalizacji) obserwowano réwniez produkty fazy Il metabolizmu
(sprzegania). W wyniku regioselektywnej glikozylacji w pozycji C7-OH w pierscieniu A, przytgczana byta
B-D-glukopiranoza (produkt 23) Ilub jej 4-O-metylowa pochodna (metabolit 24). Sposrod
przetestowanych mikroorganizméw szes¢ sprzegato wogonine (21) z glukozg (metabolit 23).
Najskuteczniejszym biokatalizatorem tej reakcji byt szczep Cunninghamella japonica AM472 (stopien
przereagowania blisko 54%), pozostate grzyby z rodzajéow Absidia, Beauveria i Mucor prowadzity
reakcje z wyraznie nizsza wydajnoscig (6,5% — 25,3%). Z kolei zdolno$¢ do przytaczania 4-O-
metyloglukozy (produkt 24) posiadaty tylko grzyby Beauveria bassiana AM278, ktére wytwarzaty
jednoczesnie oba glukozydy 23 i 24, natomiast inne zdeponowane w Katedrze Chemii Zywnosci i
Biokatalizy UPWr grzyby nalezgce do tego samego gatunku Beauveria bassiana AM737 degradowaty
wogonine (21). Reakcje glukozylacji wogoniny (21), mogg by¢ pozgdane, gdyz podobnie jak w
przypadku innych aktywnych flawonoiddw o niskiej biodostepnosci, poprzez zwiekszenie
rozpuszczalnosci w wodzie mogg mieé istotny wptyw na przyswajanie wogoniny (21) z uktadu
pokarmowego. Otrzymanie w kulturze grzybow Beauveria bassiana AM278 jednoczesnie dwdch
glikozylowanych pochodnych (23 i 24) z przytaczong do wogoniny (21) czasteczka glukozy (23) oraz 4-
O-metylowga pochodng glukozy (24), jest nietypowe i niezwykle rzadkie. Udowodniono bowiem ze B.
bassiana dla wielu réznych zwigzkdw, w tym licznych flawonoiddw, katalizuje reakcje przytaczenia 4-
O-metylowanej pochodnej glukopiranozy do substratu jako gtéwnego i bardzo czesto jedynego
produktu biotransformacji 4°-4¢: 66 108112 (75t 3 ||, 4.1., 4.2, 4.4., 4.6., 4.15., 4.16., 4.24., 4.27.). To
rzadkie zjawisko sprzegania zaréwno glukozy jak jej metylowej pochodnej zaobserwowano w
przypadku biotransformacji flawonoidéw z niepodstawionym pierscieniem B, takich jak chryzyna i
pinocembryna, co wskazuje na to, ze brak grupy hydroksylowej przy C4’ (pierscien B) ma
fundamentalne znaczenie dla otrzymywania réznych glikozydéw przez B. bassiana 12 (zat. 3, Il, 4.22.).
Wczesniejsze badania pokazaty, ze grzyby z rodzaju Absidia, Beauveria, Rhizopus i Cunninghamella
posiadajg wysoce specyficzne glikozylotransferazy, ktore preferujg przytaczanie fragmentow
cukrowych gtéwnie w pozycji C7-OH (lub ekwiwalentnych pozycjach C6-OH w auronach, oraz C-4 w
chalkonach i a,B-dihydrochalkonach), #°-46 66108112 (75t 3 || 4.1, 4.2, 4.4., 4.6., 4.15., 4.16., 4.24.,
4.27.). Wogonina (21), posiadajgca w swej strukturze niepodstawiony pierScien B oraz dodatkowa
grupe metoksylowg w pozycji C8, jest zatem bardzo ciekawym obiektem badania procesu glikozylacji
w tym jej regioselektywnosci, gdyz obecnos¢ grupy metoksylowej w bardzo bliskim sgsiedztwie
preferowanej przez enzymy pozycji przytaczania grup cukrowych, moze stanowic¢ zawade steryczng i
uniemozliwié przytaczenie cukrowca w pozycji C7-OH. Przeprowadzone biotransformacje wogoniny
(21) uzupetnity i poszerzyty wiedze na temat wptywu podstawienia pierscieni A i B na mikrobiologiczng

glikozylacje flawonoiddw w tym regioselektywnos$¢ procesu, potwierdzajgc, ze brak grupy
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hydroksylowej w pozycji C4’ (pierscien B) prowadzi do wytworzenia dwdch produktéw przez grzyby z
gatunku B. bassiana, oraz ze obecnos$¢ grupy metoksylowej w pozycji C8, nie wptywa na sgsiadujaca z

nig preferowang pozycje glikozylacji prowadzong przez glikozylotransferazy grzybéw strzepkowych.

Podsumowanie wynikéw osiggniecia naukowego bedgcego cyklem powigzanych tematycznie

artykutéw naukowych

Zaréwno naturalnie wystepujacy w Polsce chmiel zwyczajny (Humulus lupulus L.), jak rosngca w
Azji, a od niedawna uprawiana rowniez w Europie, tarczyca bajkalska (Scutellaria baicalensis Gerogi)
od zarania dziejow wykorzystywane s3g jako naturalne leki tradycyjnej medycyny ludowej oraz
nutraceutyki. Ich dobroczynne i terapeutyczne dziatanie przypisuje sie gtéwnie obecnosci rzadkich,
bardzo aktywnych zwigzkow flawonoidowych. Zawartos$¢ najaktywniejszych z nich jest czesto bardzo
niska, co powoduje, Ze izolowanie i oczyszczanie tych zwigzkdw jest procesem zmudnym,
czasochtonnym, czesto nieefektywnym oraz nieoptacalnym, z tego wzgledu nieustannie poszukuje sie
nowych efektywnych metod pozyskiwania tych cennych zwigzkéw. W wyniku realizacji prac

badawczych wchodzgcym w sktad osiggniecia:

1) udoskonalono metode izolowania i oczyszczania gtdwnego prenylowanego flawonoidu szyszek
chmielowych - ksantohumolu (1) z materiatu odpadowego jakim s3 wychmieliny, dzieki czemu
zwiekszono jego czystos$¢ do 98% przy jednoczesnym rozszerzeniu puli izolowanych zwigzkéw o
inne cenne pod wzgledem biologicznym, prenylowane flawonoidy chmielu, m. in. ksantohumol
Ci ksantohumol D.

2) opracowano szybka, tanig i efektywng metode izolowania gramowych ilosci najaktywniejszych
flawonoidow tarczycy bajkalskiej: bajkaleiny (20) i wogoniny (21), poprzez hydrolize zwigzkéw
zawartych w catym korzeniu, selektywng ekstrakcje oraz oczyszczanie metodami

chromatograficznymi

Otrzymane w wiekszych ilosciach zwigzki mogg postuzyé do badan nad ich aktywnoscig biologiczng
oraz jako materiat wyjsciowy do otrzymania ich pochodnych (czesto nowych) w celu okreslenia
determinantéw strukturalnych warunkujgcych ich wysokg aktywnos$¢, co jest niezwykle istotne w
uzyskaniu oraz projektowaniu nowych lekow. Brak skutecznej i taniej metody pozyskiwania wogoniny

(21), dyskwalifikowat dotad wykorzystanie tego cennego flawonoidu jako potencjalnego leku.

Otrzymany z wychmielin ksantohumol (1) postuzyt do opracowania metody syntezy nowej, pochodnej

nalezacy do klasy aurondéw (3), dzieki czemu mozna byto:

okresli¢ wptyw budowy szkieletu prenylowanych flawonoidéw (chalkon (1) versus auron (3)) na
aktywnos¢ antyproliferacyjng i selektywno$¢ dziatania w stosunku do dziesieciu linii komérkowych

ludzkich nowotworéw i dwéch prawidtowych linii komérkowych

Otrzymana pochodna wykazuje nie tylko rownie wysokg aktywnos¢ przeciwnowotworowg w tym m.in.
przeciwko odpornemu na dziatania doksorubicyny nowotworowi okreznicy, jak ksantohumol (1), ale

cechuje sie wysokg selektywnoscig dziatania wobec wiekszosci przetestowanych linii komdérkowych
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ludzkich nowotwordw, co czynni jg atrakcyjnym zwigzkiem do dalszych badan nad dziataniem

przeciwnowotworowym.

Szerokie spektrum dziatania oraz silna aktywnos¢ biologiczna flawonoidéw sg czesto limitowane
ich niskg biodostepnosciag, co zwigzane jest ze stabg rozpuszczalnoscia w wodzie, szybkim
metabolizmem oraz krétkim okresem pottrwania. W celu zwiekszenia stabilnosSci oraz rozpuszczalnosci
flawonoidéw w wodzie, poszukuje sie modyfikacji wptywajgcych na zwiekszenie ich polarnosci. Bardzo
dobrym narzedziem do modyfikacji bioaktywnych zwigzkéw sg metody biotechnologiczne takie jak
biotransformacje. Bogaty uktad enzymatyczny mikroorganizméw, a w szczegdlnosci grzybow
strzepkowych, umozliwia prowadzenie modyfikacji ksenobiotycznych substratow z wysokg chemo-,
regio- i stereoselektywnoscig. Grzyby strzepkowe mogg prowadzic rekcje | i Il fazy metabolizmu, ale w
odrdznieniu od ssakdw, u ktérych w fazie Il przytaczane sg gtdwnie kwas glukuronowy, reszta kwasu
siarkowego(VI), aminokwasy lub glutation, grzyby strzepkowe najczesciej regioselektywne dotgczajg
czasteczki glukozy i jej pochodne (4-O-metyloglukoze) lub rzadziej reszte kwasu siarkowego(VI).
Biotransformacje z wykorzystaniem komdrek drobnoustrojéw czesto umozliwiajg otrzymanie
wystarczajgcych ilosci produktu do okreslenia jego struktury, co pozwala na przewidywanie
metabolizmu zwigzku w organizmach ssakdw, ale rdwniez okreslenie aktywnosci biologicznej, wptywu
budowy na aktywnos¢ oraz cytotoksycznosc.

Ksantohumol (1), jego dwie pochodne otrzymane na drodze syntezy, auron (3) i wystepujacy w
niewielkich ilosciach w chmielu i wykazujgcy udowodniong aktywnos$¢ przeciwnowotworowg in vitro
a,B-dihydroksantohumol (2), oraz wystepujagca naturalnie w chmielu kwercetyne (13) poddano
biotransformacjom w kulturach grzybdow strzepkowych styngcych ze swoich zdolnosci do przytaczania

fragmentéw cukrowych do czgsteczek flawonoidéw, co umozliwito:

4) okreslenie wptywu budowy szkieletu prenylowanych flawonoidéw oraz obecnosci polarnego
fragmentu cukrowego na aktywnos$¢ przeciwzapalng wyrazong jako zdolnos¢ hamowania
cyklooksygenazy 1 i 2 oraz zdolno$¢ wigzania do ludzkiej albuminy surowicy krwi
prenylowanych flawonoidéw .

5) otrzymanie z wysoka wydajnoscia izokwercetyny (17), zwigzku o silnej aktywnosci
przeciwwirusowej w tym miedzy innymi anty-Ebola i anty-SARS-CoV-2, ktéra wykazuje 482%
wyisze wchtanianie droga doustng niz jej prekursor kwercetyna (13), co stanowi¢ moze o jej
potencjalnym wykorzystaniu jako lek

Opracowanie szybkiej, taniej i wydajnej metody otrzymywania wogoniny (21) z korzenia tarczycy

bajkalskiej umozliwito:

6) przeprowadzenie po raz pierwszy biotransformacji tego aktywnego zwigzku z udziatem grzybow
strzepkowych oraz drozdzy

7) otrzymanie z dobrg wydajnoscig, na drodze biotechnologicznej, aktywnego biologiczne i
rzadkiego flawonoidu jakim jest 4’-hydroksywogonina (22)

8) otrzymanie na drodze biotechnologicznej glukozylowanych pochodnych wogoniny (23-24)

9) okreslenie wptywu podstawienia pierscienia B na proces mikrobiologicznej glikozylacji
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10) okreslenie wptywu obecnosci grupy metoksylowej w pozycji C8 na regioselektywnos¢ procesu
glikozylacji prowadzonego przez grzyby strzepkowe

Cykl publikacji osiggniecia naukowego uzupetniono o:

11) przeglad najwazniejszych flawonoidéw piwa o aktywnosci pro- i estrogennej, uwzgledniajac ich

powstawanie, metabolizm oraz aktywnos¢ biologiczng

Badania opisane w trzech, sposrdd publikacji ujetych w osiggnieciu naukowym (P1, P3, P5)
finansowane byty z projektu SONATA 9, ktérego bytem KIEROWNIKIEM i WYKONAWCA (Zat. 3., 1,
9.5).

W ramach realizacji badan ujetych w osiggnieciu naukowym uzyskano cztery patenty RP, oraz
zgtoszono do ochrony kolejnych pie¢ innowacyjnych rozwigzan.

Podsumowujac, cykl publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia, dotyczy opracowania nowych metod
pozyskiwania cennych, aktywnych biologicznie zwigzkéw nalezgcych do grupy flawonoiddw.
Modyfikacje ich struktury na drodze biotechnologicznej poprzez mikrobiologiczne transformacje z
wykorzystaniem grzybow strzepkowych, prowadzity do nowych, czesto aktywnych biologicznie
pochodnych, ktére trudno jest otrzymac na drodze klasycznej syntezy chemicznej. Zbadanie ich
aktywnosci biologicznej umozliwito okreslenie czynnikdw strukturalnych w czgsteczkach flawonoidéw,
determinujgcych ich wysokg aktywnos¢ biologiczng w tym przeciwnowotworowg i przeciwzapalng oraz
mozliwosci rozprowadzania w organizmie poprzez wigzanie z ich albuming, gtdwnym transporterem
we krwi. Opracowane mikrobiologiczne metody wprowadzania duzej polarnej czgsteczki glukozy badz
4-0O-metyloglukozy, ktora zwieksza rozpuszczalnos$¢ i stabilno$¢ flawonoiddw w wodzie, moze
przyczyni¢ sie do znacznie skuteczniejszego wchtaniania flawonoidéw z przewodu pokarmowego (co
zostato potwierdzone na przyktadzie izokwercetyny (17)) niz to ma miejsce w przypadku ich
aglikonowych prekursoréow, co wptyng¢ moze na zwiekszenie ich potencjatu terapeutycznego.
Przeprowadzone po raz pierwszy biotransformacje wogoniny (21) z udziatem grzybow strzepkowych,
prowadzity do otrzymania rzadkiej i cennej pod wzgledem aktywnosci biologicznej 4'-
hydroksywogoniny (22) oraz poszerzyly wiedze na temat procesu mikrobiologicznych glikozylacji
flawonéw, w tym wplywu budowy pierscienia B na rodzaj przytgczanego cukru oraz wptywu
podstawienia pierscienia A na regioselektywnosc¢ tego procesu, co utatwi¢ moze opracowanie nowych

metod otrzymywania aktywnych zwigzkow o wysokim potencjale terapeutycznym.
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowa albo
artystyczna realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej
lub instytucji kultury, w szczegdlnosci zagranicznej.

Zagraniczny staz naukowy realizowany w Centrum Algatech, Instytut Mikrobiologii Czeskiej
Akademii Nauk w Trzeboniu (Tfebor) w Republice Czeskiej (Zat. 3., 11, 11.1)

W roku 2013 wygratem otwarty konkurs na stanowisko pracownika naukowego (Post-doc) w
miedzynarodowym projekcie badawczym ,Algain” (Zat. 3, Il, 9.7.) w ramach, ktérego zostatem
zatrudniony na okres 28 miesiecy (04.03.2015 — 30.06.2015) w Centrum Algatech (Centrum
Biotechnologii Alg), w Instytucie Mikrobiologii Czeskiej Akademii Nauk (Tfebon, Republika Czeska).
Projekt badawczy realizowali naukowcy z Czech, Niemiec, Wielkiej Brytanii, Hiszpanii, Wegier, Japonii,
Chile i Peru. Centrum Algatech jest uznang na Swiecie jednostkg naukowa, ktéra zajmuje sie badaniami
podstawowymi oraz zastosowaniem mikroalg, cyjanobakterii oraz bakterii fotosyntetycznych w
przemysle spozywczym, paszowym oraz w medycynie i weterynarii i znane jest na $wiecie z wybitnych
badan nad fotosyntezg i cyklem komorkowym glondw.

Zadanie badawcze pt. ,The Structure and Origin of Modified Products of the Tetrapyrrol
Biosynthetic Pathway Excreted by Cyanobacteria” ktorego bytem gtéwnym wykonawcg, realizowatem
pod opieka naukowg profesora Josefa Komendy (prof. RNDr. CSc., DSc, h-indeks = 49 wedtug Google
Scholar). Dotyczyto ono badan nad nowymi rozpuszczalnymi w wodzie, z6ttymi metabolitami wtérnymi
biosyntetyzowanymi przez komarki dzikich szczepdw cyjanobakterii Synechocystis sp. PCC 6803 oraz
ich mutantow z knock-out’em gendw fotosystemu Il. Badania obejmowaty m.in.:

1) okreslenie warunkéw biosyntezy metabolitéw z uwzglednieniem hodowli autotroficznych i

heterotroficznym.

W tym celu przeprowadzono szereg badan wptywu czynnikdw warunkujgcych wzrost cyjanobakterii.
W hodowlach autotroficznych oraz heterotroficznych badano wptyw rodzaju oraz stezenie
niezbednych do wzrostu zwigzkéw azotowych, fosforu, jonow: zelaza, boru, manganu, cynku, miedzi,
molibdenu i kobaltu oraz pH podtoza z uwzglednieniem buforéw organicznych i nieorganicznych. Dla
hodowli autotroficznych badano dodatkowo wptyw natezenia $wiatta oraz ilosci rozpuszczonego w
podtozu dwutlenku wegla, natomiast dla hodowli heterotroficznych wptyw stezenia oraz rodzaju
organicznych Zrodet wegla. Oprocz kontroli wydzielania zéttych metabolitéw wtdrnych badano
rowniez stezenie barwnikéw fotosyntetycznych. W pierwszym etapie badan obecnosé wydzielanych
metabolitéw badano z wykorzystaniem metod spektroskopii UV-VIS.
Po okresleniu optymalnych warunkéw hodowli do produkcji metabolitéw

2) opracowano metody analityczne niezbedne do oznaczanie nowych metabolitow.
W tym celu przeprowadzono kompleksowe badania z wykorzystaniem metod wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) sprzezonej z detektorem UV-VIS, fluorescencyjnym (FLD) oraz
ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej (UHPLC) sprzezonej z wysokorozdzielczym detektorem
spektrometrii mas (HR-ESI-gTOF-MS/MS). Przetestowano szereg metod chromatografii w uktadzie faz
odwrdconych (kolumny C18, C8 w tym umozliwiajace prace przy 100% stezeniu wody i pH < 2) oraz

chromatografii oddziatywan hydrofilowych (HILIC) stosujgc jako eluenty uktady zawierajgce wode,
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bufory, metanol i acetonitryl oraz kwasy organiczne (mréwkowy, octowy i trijflourooctowy) oraz
zasady. Opracowane metody pozwolity na wstepng analize metabolitow wytwarzanych przez szczepy
dzikie oraz ich mutanty. Przyktadowe chromatogramy HILIC HPLC z hodowli przedstawiono na rysunku
14.
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Rysunek 14. Przyktadowe chromatogramy HILIC HPLC-UV-VIS hodowli A: szczepu dzikiego
Synechocystis sp. PCC 6803 (WT NIX) oraz B: mutanta Synechocystis Tol145 (AD2),
detekcja przy A = 415 nm.

Kolejnym etapem byto:

3) opracowanie metod oczyszczania badanych metabolitéw wtérnych.
Poniewaz badane z6tte metabolity wykazaty wysoka rozpuszczalno$é w wodzie w duzym zakresie pH,

metody ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi w uktadzie ciecz-ciecz okazaty sie nieskuteczne. Po
zakonczeniu hodowli i odwirowaniu biomasy konieczne byto zmudne zatezanie ptynu pohodowlanego
z wykorzystaniem wyparek prézniowych. Nastepnie w celu odseparowania badanych metabolitéw od
innych, rozpuszczalnych w wodzie zwigzkdw wytwarzanych przez cyjanobakterie (w tym m.in. cukrow
zewnatrzkomorkowych) oraz sktadnikow podtoza, opracowano metody precypitacji z wykorzystaniem
antyrozpuszczalnikéw, polegajgce na selektywnych strgcaniu frakcji sktadnikéw ptynu pohodowlanego
za pomocy dodatku rozpuszczalnikéw organicznych o réznej polarnosci w réznej temperaturze. W tym
celu wykorzystano: 2-propanol, aceton, acetonitryl oraz niemieszajgce sie swobodnie z wodg 2-
butanol, octan etylu, chlorek metylenu oraz chloroform. Metody te umozliwity usuniecie znacznych
ilosci produktéw ubocznych oraz otrzymanie frakcji wzbogaconych w badane metabolity, co
umozliwito ich dalszy rozdziat.
W tym celu opracowano:

4) metody oczyszczania przy uzyciu chromatografii kolumnowej z wykorzystaniem ziemi

okrzemkowej (Celite) oraz zelu krzemionkowego (Silica 60) jako wypetnienia.

Otrzymane w ten sposdb zwigzki badano strukturalnie z wykorzystaniem metod magnetycznego
rezonansu jadrowego 1D NMR: *H NMR, 3C NMR, *C NMR (DEPT 135°), >N NMR, 3!P NMR oraz 2D
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NMR: H-'H NMR (COSY), 'H-'H NMR (NOESY), *H-*C NMR (HSQC), 'H-*C NMR (HMBC) oraz
spektrometrii mas (HR-ESI-gTOF-MS/MS).

Zagraniczny staz naukowy realizowany na Wydziale Biologii Uniwersytetu Waszyngtonskiego w Saint

Louis w Stanach Zjednoczonych (Zat. 3., 11, 11.2)

W ramach realizacji zadania badawczego pt., The Structure and Origin of Modified Products of
the Tetrapyrrol Biosynthetic Pathway Excreted by Cyanobacteria” w miedzynarodowym projekcie
badawczym ,Algain” (Zat. 3, Il, 9.7.) prowadzitem réwniez badania na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Waszyngtonskiego w Saint Louis w Stanach Zjednoczonych pod opiekg naukowg profesora Roberta E.
Blankenshipa (Lucille P. Markey Distinguished Professor of Arts and Sciences, h-indeks = 86, wedtug
Google Scholar), ktére dotyczyty interakcji pomiedzy biatkami kompleksu enzymatycznego zwigzanego
ostatnimi etapami szlaku syntetycznego chlorofilu w komaérkach cyjanobakterii Synechocystis sp. PCC
6803 z wykorzystaniem sieciowania (cross-linking) oraz wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HR-MS)
oraz badania odziatywan pomiedzy barwnikami fotosyntetycznymi, karotenoidami i chlorofilem
zwigzanym w kompleksie biatkowym syntazy chlorofilu, z zastosowaniem technik ultraszybkiej
czasowo-rozdzielczej spektroskopii absorpcyjnej. W tym celu nawigzatem wspodtprace z profesorem
Haijun Liu (Research Assistant Professor, h-indeks = 24 wedtug Google Scholar) oraz doktorem
Dariuszem Niedzwiedzkim (h-indeks = 37 wedtug Google Scholar). W ramach wspdlnie realizowanego
projektu badano interakcje miedzy czterema biatkami wchodzgcymi w skfad kompleksu syntazy
chlorofilu (ChlG-HIiD-Ycf39-YidC) enzymu odpowiedzialnego za terminalny etap syntezy chlorofliu,
przytgczanie fitolu do fragmentu porfirynowego chlorofilu, sktadajgcego sie z biatek: syntazy chlorofilu
- ChlG, biatka indukowanych silnym swiattem, (ang. High Light-inducible Polypeptides- Hlip) wigzgcego
m.in. karotenoidy - HIiD, biatka biorgcego udziat w sktadaniu fotosystemu Il u cyjanobakterii - Ycf39
oraz biatka YidC biorgcego udziat w prawidtowym fatdowaniu biatek btonowych i we wstawianiu ich w
wewnetrzng btone bakterii. W tym celu stworzono mutanta cyjanobakterii Synechocystis (Flag-
chlG/AchlG), u ktérego zastgpiono natywnie wystepujgce biatko syntazy chlorofilu (ChlG), na biatko
sytntazy chlorofilu zawierajgce dodatkowy krétki fragment peptydowy bogaty w kwas asparaginowy
(3xFlag-tag), umozliwiajgcy jego tatwe oczyszczanie za pomocy chromatografii powinowactwa
wykorzystujgc wypetnienie z przeciwciatem na Anty-Flag (Anti-DYKDDDDK). Po ekspresji klonowanego
biatka i potwierdzeniu jego funkcjonalnosci (prawidtowa biosynteza chlorofilu u mutanta) wyizolowany
i oczyszczony kompleks syntazy chlorofilu postuzyt do badan interakcji oraz struktury kompleksu. W
tym celu opracowano metode sieciowania biatek kompleksu polegajgcg na doborze odpowiednich
ylinkeréw”, a w nastepnym etapie ich optymalnego stezenia do reakcji sieciowania. Oczyszczone
elektroforetycznie biatko po reakcji sieciowania (analizy Top-Down) oraz po sieciowaniu i trawieniu
proteazami (analizy Bottom-Up) badano nastepnie metodami wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (UHPLC) sprzezonej z detektorami wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HR-MS) z
wykorzystaniem MALDI i ESI jako metody jonizacji. W celu okreslenia budowy kompleksu syntazy
chlorofilu koniecznie byto modelowanie molekularne biatek, nie posiadajgcych zdeponowanej
struktury krystalograficznej, w oparciu o ich sekwencje nukleotydowe. W tym celu postuzono sie

narzedziem przewidywania i modelowania struktury biatek |-TASSER (University of Michigan).
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Przeprowadzone badania sieciowania oraz spektrometrii mas umozliwito czeSciowe okreslenie pozycji
poszczegodlnych sktadowych biatek kompleksu oraz ich orientacji w btonie komérkowej.

Drugim projektem realizowanym w ramach wspotpracy z Uniwersytetem Waszyngtonskim w
Saint Louis byto badania roli biatek indukowanych silnym swiattem - Hlip (HIiD i HIiC) oraz zwigzanych
w nich strukturze karotenoiddw — B-karotenu, zeaksantyny oraz myksoksantofilu na wygaszanie stanu
wzbudzenia czasteczek chlorofilu zwigzanych w kompleksie syntazy chlorofilu — ChlG. Obecnos¢
karotenoidow w kompleksie syntazy chlorofilu zwigzane jest z fotoprotekcjg. W warunkach silnego
oswietlenia karotenoidy wygaszajg singletowe stany wzbudzone chlorofilu a, aby zapobiec tworzeniu
ich stanow tripletowych, ktére mogg sta¢ sie sensybilizatorami promujgcymi tworzenie silnie
reaktywnego i utleniajgcego tlenu singletowego. Karotenoidy, jako akceptory energii wygaszajg
niebezpieczne, trypletowe stany chlorofilu oraz zmiatajg tlen singletowy, po czym same sie wygaszajg
114116 Badania przeprowadzone na kompleksie syntazy chlorofilu wyizolowanym z mutantéw
cyjanobakterii  Synechocystis, z zastosowaniem technik ultraszybkiej czasowo-rozdzielczej
spektroskopii absorpcyjnej w temperaturze pokojowej oraz kriogenicznej, umozliwity okreslenie
funkcji i mechanizmu dziatania karotenoidéw zwigzanych z biatkami Hlip w kompleksie. Dowiedziono,
ze biatka Hlip dziatajg jako konserwatywny modut funkcjonalny, ktéry zapobiega fotouszkodzeniu
zarowno kompleksow biatkowych podczas biosyntezy chlorofilu jak rowniez podczas sktadania samego

fotosystemu II.

Realizacja zadania badawczego pt. “The Structure and Origin of Modified Products of the
Tetrapyrrol Biosynthetic Pathway Excreted by Cyanobacteria” w ramach projektu “Algain”

zaowocowata trzema doniesieniami naukowymi:

1) Niedzwiedzki, D. M., Tronina, T., Liu, H., Staleva, H., Komenda, J., Sobotka, R., Blankenship R.
E., Polivka T. (2016). Carotenoid-induced non-photochemical quenching in the cyanobacterial
chlorophyll synthase—HIiC/D complex. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Bioenergetics,
1857(9), 1430-1439. (IFicr = 4,932; MEIN = 40 pkt.) (Zat. 3, 11, 4.14.)

2) Tronina T., Sobotka R., Komenda J.: Specific growth conditions elicit secretion of unusual
yellowish-brown pigments in the TOL145 strain of the cyanobacterium Synechocystis PCC
6803. 54th workshop conference of the Czech Phycological Society, Trebon, Czechy, 2013.
(Zat. 3, 11, 7.1.20)

3) Niedzwiedzki D.M., Tronina T., Liu H., Staleva H., Komenda J., Sobotka R., E. Blankenship R.E.,
Polivka T. , Carotenoid-induced Non-photochemical Quenching in Chlorophyll-Carotenoid
Protein from Cyanobacteria”. All Hands 2016, 6th Annual Meeting at Washington University in
St. Louis. Saint Louis, 2016 Stany Zjednoczone (Zat. 3, 11, 7.1.40)

Wiedza zdobyta w Centrum Algatech w Czechach oraz na Uniwersytecie Waszyngtoriskim w Saint
Louis w Stanach Zjednoczonych dotyczgca sktadania komplekséw biatkowych fotosystemow oraz ich
oznaczania za pomocg technik sieciowania chemicznego oraz wysokorozdzielczej spektrometrii mas
stanowita przyczynek do stworzenia wyktadéw bedacych czescig obligatoryjnego bloku przedmiotu
Biotransformacje dla studentow Il stopnia kierunku biotechnologia, specjalizacji Biotransformacje.

Potwierdzenie odbycia opisanych stazéw naukowych znajdujg sie w zatgczniku 7.
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6.

Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujgcych nauke lub sztuke

6.1. Osiggniecia dydaktyczne

Koordynator przedmiotéw (opracowanie tresci programowych, sposobu realizacji wszystkich form

zajec i oceny efektow uczenia):

Jestem autorem i wspotautorem programow kursdw realizowanych dla studentéw Wydziatu

Biotechnologii i Nauk o Zywnosci w tym:

O

Chemia ogdlna i nieorganicznej — dla studentow kierunku Dietetyka, studia stacjonarne |
stopnia w latach 2015/2017
Chemia ogdlna - dla studentéw kierunku Zywienie Cztowieka i Dietetyka, studia stacjonarne |
stopnia od roku 2017/2018
Basics of biotransformations — dla studentéw kierunku Biotechnologia, studia stacjonarne |
stopnia (zajecia prowadzone w jezyku angielskim do wyboru zamiast jezyka polskiego) oraz dla

studentow programu Erasmus od 2016/2017

Prowadzqcy lub wspoétprowadzgcy:

O

Enzymology — zajecia prowadzone w jezyku angielskim dla studentéw Uniwersytetu
Potudniowoczeskiego w Czeskich Budziejowicach dla studentéw miedzynarodowego kierunku
Biological Chemistry, studia stacjonarne Il stopnia, zajecia prowadzone w ramach realizacji
miedzynarodowego projektu naukowego ,Algain” (Zat. 3, 1l, 9.7), 2013/2014

Chemia — dla studentow kierunku Odnawialne Zrédta energii i gospodarka odpadami, studia
stacjonarne | stopnia, 2015/2016

Chemia ogdlna i nieorganiczna — dla studentéw kierunku Zarzadzanie jakoscig i analiza
zywnosci, studia stacjonarne | stopnia, 2015/2016 oraz studentéw kierunku Technologia
Zywnosci i Zywienie Cztowieka, studia stacjonarne | stopnia, 2017/2021

Modyfikacje struktur zwigzkéw organicznych — dla studentow kierunku Biotechnologia, studia
stacjonarne Il stopnia, 2015/2021

Biochemia — dla studentéw kierunku Zootechnika, studia stacjonarne | stopnia, 2015/2019
oraz 2022/2023 oraz Bioinformatyka, studia stacjonarne | stopnia, 2018/2019 oraz 2022/2023
Chemia Zywnosci — dla studentéw kierunku Zywienie cztowieka i dietetyka, studia stacjonarne
| stopnia, 2017/2018 oraz studentéw kierunku Technologia i organizacja gastronomii, studia
stacjonarne | stopnia, 2018/2019

Podstawy Biotransformacji — dla studentow kierunku Biotechnologia, studia stacjonarne |
stopnia, 2021/2023

Instrumentalne metody analizy zywnosci — dla studentéw kierunku Zarzadzanie jakoscig i
analiza zywnosci, studia stacjonarne | stopnia, 2022/2023 oraz studentéw kierunku
Biotechnologia, studia stacjonarne | stopnia, 2022/2023

Biotransformacje — dla studentéw kierunku Biotechnologia, studia stacjonarne Il stopnia
2021/2023
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Promotor prac inZynierskich:

1)

2)

3)

4)

Agnieszka Smandek ,Analiza pordwnawcza chemicznych i biotechnologicznych metod
otrzymywania prenylowanych flawonoidéw chmielowych”, Data egzaminu dyplomowego:
07.02.2017

Maja Morawska , Opracowanie warunkdw rozdziatu chmielowych zwigzkédw bioaktywnych
przy uzyciu chromatografu Flash”, Data egzaminu dyplomowego: 05.02.2018

Patryk Kupaj ,Opracowanie warunkéw rozdziatu bioaktywnych zwigzkéw tarczycy bajkalskiej
przy uzyciu chromatografu Flash”, Data egzaminu dyplomowego: 01.02.2019

Weronika Pistor ,Opracowanie biokatalizatora do reakcji regioselektywnej glikozylacji

flawonoidéw”, Data egzaminu dyplomowego: 03.02.2019

Promotor prac magisterskich:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Monika Juzak ,Otrzymywanie wzorcédw do analizowania zwigzkéow bioaktywnych z
suplementow diety zawierajgcych ekstrakty z ziot”, Data egzaminu dyplomowego: 28.06.2017
Magdalena Owczarek , Otrzymywanie naturalnych polifenoli o zwiekszonej biodostepnosci
metodami biotechnologicznymi”, Data egzaminu dyplomowego: 26.09.2018

Elzbieta Zidtkowska ,Zwiekszanie potencjatu terapeutycznego naturalnych flawonoidéw
metodami biotechnologicznymi”, Data egzaminu dyplomowego: 26.09.2018

Maja Morawska ,Biotransformacje bioaktywnych zwigzkéw wystepujgcych w tarczycy
bajkalskiej”, Data egzaminu dyplomowego: 15.07.2019

Estera Mielczarek ,,Mikrobiologiczne transformacje naturalnych, bioaktywnych flawonoidow o
potencjale terapeutycznym”, Data egzaminu dyplomowego: 15.07.2019

Monika Mrozowska ,Biotransformacje flawonoidéw o potencjale terapeutycznym”, Data
egzaminu dyplomowego: 28.09.2020

Olga Chachuta ,Mikrobiologiczne transformacje zwigzkéw biologicznie aktywnych z konopi
siewnych (Cannabis sativa)”, Data egzaminu dyplomowego: 24.09.2021

Natalia Skowerska ,,Mikrobiologiczne transformacje kannabinoidéw”, Data egzaminu
dyplomowego: 27.09.2022

Promotor pomocniczy prac doktorskich:

1)

Paulina Strugata (aktualnie Paulina Strugata-Danak) ,,Aktywne biologicznie ekstrakty z owocow
i ich oddziatywanie z biomolekutami”, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Uniwersytet

Przyrodniczy we Wroctawiu, Data obrony: 15.12.2017, Data nadania stopnia: 09.01.2018

Opiekun projektow badawczych w kotach naukowych

1)

2)

Weronika Kotodziej , Mikrobiologiczne transformacje flawonoidéw” projekt realizowany na
Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci w Studenckim Kole Naukowym ,,SKN OrgChem” ,
2022/2023

Daniel £éj ,Mikrobiologiczne transformacje prenylowanych flawonoidéw z chmielu” projekt
realizowany na Wydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnoéci w Studenckim Kole Naukowym ,,SKN
OrgChem”, 2022/2023
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Nagrody otrzymane za dziatalnos¢ dydaktyczng

Nagroda Ill stopnia w dziedzinie dydaktycznej, w szczegdlnosci za najwyiszg ocene w ankiecie
studentéw Wydziatu Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, w semestrze zimowym roku akademickiego
2017/2018. 15.11.2019

Osiggniecia organizacyjne oraz popularyzujace nauke

W latach od 2015 do 2020 petnitem funkcje opiekuna roku kierunku Technologia Zywnosci i
Zywienie Cztowieka powotanego na okres | i Il cyklu ksztatcenia (tj. od roku akademickiego 2015/2016
do roku akademickiego 2019/2020).

Udziat w pracach organow kolegialnych uczelni:

o Cztonek Wydziatowej Komisji do spraw biezgcej oceny nauczycieli akademickich (2017)

o Zastepca Komendanta Uczelnianej Formacji Obrony Cywilnej (UFOC) Uniwersytetu
Przyrodniczego We Wroctawiu od 2016 do 2021 roku

o Cztonek Komisji Rekrutacyjnej projektu PROM , Miedzynarodowej wymiany stypendialnej
doktorantéw i kadry akademickiej (PPI/PRO/20199/1/0000U/001), (2019)

o Cztonek rady programowej kierunku studidéw Biotechnologia na Wydziale Biotechnologii i Nauk
o Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego We Wroctawiu na okres od dnia 1 wrze$nia 2020 roku
do dnia 31 sierpnia 2024 roku.

o Komendant Uczelnianej Formacji Obrony Cywilnej (UFOC) Uniwersytetu Przyrodniczego We
Wroctawiu od 2021 roku

W ramach Festiwalu Nauki bratem czynny udziat w przygotowywaniu i prowadzeniu pokazéw i
warsztatow , Naturalne barwniki w zywnosci”, w kategorii: Tajemnice zywnosci, Wroctaw, 23.09.2008.

Opracowatem i prowadzitem warsztaty dla uczniéw klas VIl i VIII Szkoty podstawowej w Bukowinie
Sycowskiej dotyczace naturalnych barwnikdw wystepujgcych w roslinach, uczac m.in. metod
izolowania, ekstrakcji w uktadach ciecz-ciecz i ciecz-ciato stato oraz metod oczyszczania z
wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwowej. 21.12.2022, Bukowina Sycowska.

Bytem cztonkiem komitetu organizacyjnego prestizowej konferencji miedzynarodowej , The 19t
FEBS Young Scientists' Forum alongside the 4™ FEBS Fellows Meeting, organizowana przez FEBS
(Federation of European Biochemical Societies), ktdra odbyta sie 3—6 lipca 2019 r. w Krakowie (Zat. 3,
I, 8.1.1.). Bratem réwniez czynny udziat, jako zastepca przewodniczgcego komitetu organizacyjnego,
organizowanego przez Polskie Towarzystwo Technologdw Zywnoéci, jubileuszowej, XXV Ses;ji
Naukowej Sekcji Mtodej Kadry Naukowej PTTZ ,,Przyszto$¢ w zywnosci — zywno$é w przysztosci” ktéra
odbyta sie 20-21 maja 2021, we Wroctawiu (Zat. 3, 11, 8.2.1.).

Jestem rdwniez wspotautorem szeregu opracowan patentowych, ktdére znalazty uznanie
zdobywajac nagrody w prestizowych konkursach ogdlnopolskich i miedzynarodowych:

o Srebrny medal miedzynarodowych targéw 48" International Exhibition of Inventions Geneva
(01.16.2021, Genewa, Szwajcaria) za ,Cykl 45 wynalazkéw dotyczacych wytwarzania
bioaktywnych zwigzkéw flawonoidowych uzyskanych w wyniku biotransformacji”. Autorzy:
Mateusz tuzny, Ewa Koztowska, Martyna Krzywda, Monika Dymarska, Marcelina Mazur,
Sandra Sordon, Tomasz Tronina, Jarostaw Poptonski, Edyta Kostrzewa-Sustow, Tomasz

Janeczko;
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O

Srebrny medal w konkursie International Warsaw Invention Show — IWIS 2020 (21.11.2020,
Warszawa), za cykl opracowan patentowych dotyczacy uzyskiwania biologicznie aktywnych
zwigzkow flawonoidowych w wyniku biotransformacji. Autorzy: Mateusz tuzny, Ewa
Koztowska, Martyna Krzywda, Monika Dymarska, Marcelina Mazur, Sandra Sordon, Tomasz
Tronina, Jarostaw Poptoniski, Edyta Kostrzewa-Sustow, Tomasz Janeczko;

Gtéwna nagroda w X edycji Ogdlnopolskiego Konkursu Student-Wynalazca (luty 2020, Kielce):
Mateusz tuziny, Ewa Koztowska, Monika Dymarska, Martyna Krzywda z Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu oraz opiekunowie naukowi: dr hab. Tomasz Janeczko, dr hab.
Edyta Kostrzewa-Sustow, dr inz. Tomasz Tronina, dr inz. Marcelina Mazur, dr inz. Jarostaw
Poptoniski, dr inz. Sandra Sordon — za rozwigzanie Cykl 45 wynalazkéw dotyczacych
wytwarzania bioaktywnych zwigzkéw flawonoidowych w wyniku biotransformacji.
Nagrodzone wynalazki dotyczyty nowych sposobdéw otrzymywania aktywnych biologicznie
flawonoiddw na drodze transformacji mikrobiologicznych. Zwigzki przedstawiane w
zgtoszeniach mogg zostac¢ zastosowane jako substancje czynne lekow, sktadniki produktéw
spozywczych i suplementow diety. Posiadajg m.in. witasciwosci antyoksydacyjne,
przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, antydiabetyczne, antybakteryjne, przeciwgrzybicze
czy przeciwwirusowe. Oprocz swoich dobroczynnych dla zdrowia wtasciwosci, otrzymane
flawonoidy charakteryzujg sie stodkim smakiem, dzieki czemu istnieje mozliwos¢ stworzenia z
nich niskokalorycznych, prozdrowotnych stodzikow o stodkosci odpowiadajgcym sacharozie,

dedykowanych réwniez diabetykom;

Popularyzowatem réwniez nauke, bedgc gosciem zaproszonym do wygtoszenia wyktadéw (Zat. 3, I,
7.2.1.,7.2.2.,7.2.3.):

O

Ksantohumol - gtéwny prenylowany flawonoid chmielu jako zwigzek wiodacy do
otrzymywania lekdw przeciwnowotworowych”. VI todzkie Sympozjum Doktorantéw Chemii,
t6dz 10-11 maja 2018.

Aktywnos¢ biologiczna prenylowanych flawonoidow chmielu (Humulus lupulus L.) oraz ich
pochodnych otrzymanych na drodze biotransformacji oraz syntezy chemicznej”’. OSMCh -
Ogdlnopolskie Studenckie Mikrosympozjum Chemikéw. Biatystok 2017.

Biotransformacje i biokataliza jako alternatywa dla klasycznej syntezy chemicznej, Zjazd
Wiosenny Sekcji Studenckiej PTChem 2016. Biatowieza 13-17 kwietnia 2016.

Bratem udziat w przygotowaniu artykutu dla ,Gtosu Uczelni” Uniwersytetu Przyrodniczego we

Wroctawiu dotyczgcego chemii syntetycznej oraz projektu badawczego Horyzont 2020, SynBio4Flav,

ktorego bytem jednym z wykonawcow (Zat. 3, 11, 9.3.)

(http://www.glos.upwr.edu.pl/aktualnosci/50653/synbio4flav_przemyslowa_produkcja_flawonoido

w_dzieki_biologii_syntetycznej.html)
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7. Oproacz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac
inne informacje, waine z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery
zawodowe;j.

7.1. Omdéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowych

Zainteresowania biotechnologicznymi metodami otrzymywania zwigzkdw bioaktywnych, ktére sg,
jednym z moich gtéwnych nurtéw badawczych, rozpoczeto sie po zakonczeniu studidw inzynierskich,
dlatego prace magisterska pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Ewy Huszczy realizowatem wybierajac
specjalizacje ,,Biotransformacje”. Gtéwnym celem pracy pt. ,Izolowanie i biotransformacje sktadnikéw
wychmielin” w ktérej opracowano metode pozyskiwania ksantohumolu z produktu odpadowego
przemystu browarniczego — wychmielin. Uzyskano rdwniez szereg produktow na drodze
biotransformacji ksantohumolu (1), z wykorzystaniem grzybow strzepkowych. Cze$¢ wynikéw

obronionej z wyrdznieniem pracy magisterskiej zostata opublikowana w Zeitschrift fiir Naturforschung

C(Zat. 3., 1, 4.1.). Po zakonczeniu studiéw Il stopnia, naturalnym stato sie kontynuowanie badan nad
przeksztatceniami ksantohumolu (1) w ramach pracy doktorskiej, pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Ewy
Huszczy. W trakcie realizacji pracy doktorskiej przeprowadzono szeroko zakrojone badania
przesiewowe, w celu znalezienia najbardziej efektywnych biokatalizatorow zdolnych do modyfikacji
czasteczki ksantohumolu (1). Przebadano sto pietnascie mikroorganizméw nalezgcych do bakterii,
drozdzy oraz grzyboéw strzepkowych, z czego czterdziesci pie¢ wykazato zdolnosé do modyfikacji tego
chalkonu 1. Wykorzystane do dalszych badan mikroorganizmy (gtéwnie grzyby strzepkowe)
katalizowaty reakcje fazy | i Il metabolizmu). Wsréd otrzymanych metabolitow wyizolowano i
oznaczono struktury produktéw bedgcych efektem reakgcji: regioselektywnej addycji czgsteczki wody
do wigzania podwdjnego, epoksydacji grupy prenylowej z pdzniejszym wytworzeniem dodatkowego
pierscienia heterocyklicznego, regioselektywnego uwodornienia, enacjoselektywnej cyklizacji typu
chalkon — flawanon, hydroksylacji pierscienia aromatycznego, cyklizacji typu chalkon — auron,
regioselektywnej reakcji sprzegania czgsteczki glukozy lub 4-O-metyloglukozy. Oprécz ksantohumolu
(1), na drodze chemicznej otrzymano, rowniez inne analogiczne mu zwigzki, ktére poddano
biotransformacjom. W trakcie realizacji doktoratu wystgpiono o finansowanie projektu badawczego
(grant promotorski) do Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, ktdore uzyskano (Zat. 3., Il, 9.9.).
Ponadto od 01.01.2010 roku zostatem zatrudniony w Katedrze Chemii (obecnie Chemii Zywnosci i
Biokatalizy Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu) jako asystent naukowy — wykonawca zadania
,Synteza i biotransformacje zwigzkéw flawonoidowych” w ramach realizacji miedzynarodowego
projektu badawczego ,Biotransformacje uzyteczne w przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym”
(zat. 3., 1l, 9.8.). Realizowanie zadan badawczych w wymienionych projektach zaowocowato
poszerzeniem biblioteki zwigzkéw o dodatkowe pochodne ksantohumolu (1), produkty ich
biotransformacji oraz produkty fotochemicznych reakcji ksantohumolu (1). Nowe zwigzki oraz sposoby
ich otrzymywania zgtoszono do ochrony patentowej. Ksantohumol (1) oraz jego pochodne poddano
nastepnie badaniom biologicznym w tym: aktywnosci przeciwutleniajgcej wyrazonej jako zdolnosé
zmiatania wolnego rodnika DPPH oraz aktywnosci przeciwnowotworowej in vitro. W celu przebadania

aktywnosci przeciwrakowej nawigzano wspodtprace z zespotem prof. dr hab. Joanny Wietrzyk z
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Instytutu Immunologii oraz Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk,
ktéra trwa do dzis.

Badania dotyczgce biotransformacji ksantohumolu (1), otrzymywania jego fotochemicznych
pochodnych oraz aktywnosci biologicznej ksantohumolu (1) oraz jego metabolitéw staty sie

przedmiotem czterech publikacji Bioorganic & Medicinal Chemistry (Zat. 3., I, 4.5.), Bioorganic &

Medicinal Chemistry Letters (Zat. 3., Il, 4.6.), Tetrahedron Letters (Zat. 3., 1, 4.7.) finansowanych w

ramach projektu (Zat. 3., Il, 9.8.) oraz Journal of Basic Microbiology (Zat. 3., II, 4.10.) finansowany ze

Srodkow projektu (Zat. 3., II, 9.9.). Sposrdd przebadanych zwigzkéw na szczegdlng uwage zastugiwat
produkt regioselektywnego, mikrobiologicznego uwodornienia wigzania podwdjnego ksantohumolu —
o,B-dihydroksantohumol (2) przez grzyby Fusarium tricinctum AM16 (metode opatentowano: Zat. 3, Il,
3.1.48.), ktdry naturalnie wystepuje w chmielu wytgcznie w sladowych ilosciach. Posiadat on bowiem
wyzszg aktywnos$¢ antyproliferacyjng przeciwko liniom komadrkowym ludzkich nowotworéw sutka
(MCF-7) oraz okreznicy (HT-29). Wyzsza aktywnosc¢ biologiczna wzgledem ksantohumolu (1), $ladowe
ilosci w chmielu (co dyskwalifikuje jego pozyskiwanie z tego zrddta), zachecito do opracowania nowych,
wydajniejszych w stosunku do mikrobiologicznej, metod syntezy chemicznej tego zwigzku, ktore

opublikowano w branzowym czasopismie Przemyst Chemiczny (Zat. 3, Il, 4.11.) oraz niektore

opatentowano (Zat. 3, 1, 3.1.42.). Opracowanie efektywnej metody syntezy a,B-dihydroksantohumolu
(2) z ksantohumolu (1) umozliwita otrzymywanie tego zwigzku w ilosciach umozliwiajgcych
prowadzenie badan nad biotransformacjami oraz aktywnoscig biologiczng, w efekcie czego po
zakonczeniu doktoratu i powrocie ze stazy zagranicznych, a,B-dihydroksantohumol (2), ksantohumol
(1) oraz najsilniejszy znanym fitoestrogen - 8-prenylonaringenine (11) we wspétpracy z zespotem prof.
dr hab. Joanny Wietrzyk, dr inz. Magdaleng Milczarek oraz dr inz. Beatg Filip — Psurska, poddano
badaniom in vivo na myszach z wszczepionym estrogenozaleznym nowotworem sutka (linia
komodrkowa 16/C) w ramach realizacji projektu badawczego finansowanego przez Krajowy Narodowy
Osrodek Wiodacy (Konsorcjum Wroctawskie Centrum Biotechnologii), ktérego bytem kierownikiem
oraz wykonawca (Zat. 3., I, 9.4.). Badania miaty wykazaé czy podawanie prenylowanych flawonoidow
chmielu (1, 2, 11) w dawkach chemoprewencyjnych (36,8 mg/kg masy ciata) moze wptywaé na
hamowanie lub promowanie wzrostu guzéw litych u 6-8 tygodniowych samic myszy C3H z

wszczepionym nowotworem. Badania realizowane w ramach projektu przedstawiono na schemacie 4.

Dzier 0 <~ Dzien 2 Dzien 18 Dzien 38
R u,
//.,. \OQ_ - P \Q\Q P 0 'y ) e 2
i —> P RS %‘/’Z\'h _— > Y

5 S e S
Suplementacja:

1, 2,11 (dni: 0>38) Wszczepienie 16/C Pobranie krwi Koniec eksperymentu

| codziennie: wazenie

| co dwa/trzy dni: mierzenie wielkosci guza

Schemat 4. Badanie wptywu ksantohumolu (1), a,B-dihydroksantohumolu (2) i 8-prenylonaringeniny
(11) na rozwdj estrogenozaleznego nowotworu sutka 16/C u myszy C3H.
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Badania przeprowadzono wzgledem prdby kontrolnej (grupa myszy, ktorej podawano wodny
roztwor dimetylosulfotlenku (DMSO), bedacy nietoksycznym rozpuszczalnikiem flawonoidéw 1, 2, 11,
ale nie zawierajacy ich. Myszy codziennie wazono, w celu korekty masy podawanych flawonoidéw, tak
by zawsze wynosita 36,8 mg/kg masy ciata, a co drugi/trzeci dzieh mierzono nowotwory, zeby obliczy¢
ich objetosci.

Po osiemnastu dniach od rozpoczecia eksperymentu, pobrano myszom krew do badan w celu,
przebadania ich ogdlnego stanu zdrowia. Po 38 dniach zakonczono eksperyment. W trakcie trwania
badan srednie objetosci guzéw u myszy suplementowanych flawonoidami 1, 2 i 11, poréwnywano ze
Srednimi objetosciami guzéw z grupy kontrolnej. U wszystkich grup myszy (wraz z kontrolng), guzy
nowotworowe pojawity sie w dwudziestym drugim dniu, od rozpoczecia suplementacji flawonoidami.
Od dwudziestego dziewigtego dnia zaobserwowano znaczacy wzrost guzow u wszystkich badanych
grup, przy czym nie wykazano roznic miedzy kontrolg, a grupg myszy suplementowanych
ksantohumolem (1) i a,B-dihydroksantohumolem (2). Znaczaco rdznita sie wytgcznie grupa, ktérej
podawano 8-prenylonaringenine (11). W koricowych dniach eksperymentu (36 i 38 dniu suplementacji)
zaobserwowano, ze ksantohumol (1) oraz a,B-dihydroksantohumol (2) hamowaty wzrosty guzéw,
podczas, gdy w grupie, ktorej podawano 8-prenylonaringenine (11) objetosci guzéw byty znaczaco
wyzsze niz u grupy kontrolnej. Flawononoidem najsilniej hamujgcym rozwdj raka okazat sie a,B-
dihydroksantohumol (2). Ksantohumol (1), mimo, iz wykazuje zdolno$¢ inhibicji wzrostu guza, dziatat
stabiej. Natomiast 8-prenylonaringenina (11) promowata rozwdj estrogenozaleznego nowotworu
sutka linii 16/C, co zwigzane jest prawdopodobnie z jej aktywnos$ci estrogenng. Nizsza wzgledem
flawonoidu 2, aktywnos¢ ksantohumolu (1), pomimo jego silnego dziatania potwierdzona badaniach w
in vitro, moze by¢ spowodowana, jego metabolizmem. Bowiem, zwigzek ten czeSciowo, spontanicznie
cyklizuje do izoksantohumolu (10), ktdry przeksztatcany jest nastepnie za pomoca watrobowego
cytochromu CYP1A2 oraz mikroflory jelitowej do promujacej rozwdj nowotworu 8-prenyloringeniny
(11) *°. Z kolei a,B-dihydroksantohumol (2), nie posiadajagcy w swej strukturze a,B-nienasyconego
wigzania olefinowego, przez co nie ma mozliwosci cyklizacji typu chalkon-flawanon i nie jest
metabolizowany do 8-prenylonaringeniny (11). Przeprowadzone badania, wskazujg, ze prenylowane
flawonoidy 1 i 2 spozywane w diecie, mogg dziata¢ prewencyjnie i chroni¢ przed rozwojem
estrogenozaleznych nowotwordw piersi.

Cho¢ ksantohumol (1) byt gtdwnym obiektem badan pracy doktorskiej, moje zainteresowanie
przykuwaty réwniez inne, nalezgce do klasy flawanonéw, prenylowane flawonoidy chmielowe, w tym
gtéwnie izoksantohumol (10) i 8-prenylonaringenia (11). W efekcie czego bratem réwniez udziat w
badaniach prowadzonych przez dr hab. Agnieszke Bartmanska profesor uczelni, nad
mikrobiologicznymi transformacjami oraz badaniem aktywnosci biologicznej tych zwigzkow i ich

pochodnych. Wyniki tych badan opublikowano (w trakcie trwania doktoratu) w: Journal of Molecular

Catalysis B: Enzymatic (Zat. 3., Il, 4.2.), Zeitschrift fiir Naturforschung C (Zat. 3., Il, 4.3.), Bioorganic &

Medicinal Chemistry Letters (Zat. 3., Il, 4.3.) oraz po zakonczeniu doktoratu: Zeitschrift fiir
Naturforschung C (Zat. 3., 1, 4.8.), Current Drug Metabolism (Zat. 3., 1l, 4.9.), Molecules (Zat. 3., ll,
4.19.), Molecules (Zat. 3., 11, 4.20.) oraz Zeitschrift fiir Naturforschung C (Zat. 3., 11, 4.26.).
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Po zakonczeniu doktoratu i odbytych stazach zagranicznych, w tym 26-miesiecznego stazu w
Centrum Algatech w Instytucie Mikrobiologii Czeskiej Akademii Nauk w Treboriu w Republice Czeskiej
(zat. 3., 11, 11.1) oraz 2-miesiecznego stazu na Wydziale Biologii Uniwersytetu Waszyngtoriskiego w
Saint Louis w Stanach Zjednoczonych i (Zat. 3., Il, 11.2), moje zainteresowania naukowe oprocz
biotransformacji i aktywnosci biologicznej, poszerzyty sie o biodostepnos¢ i wchtanianie flawonoiddw,
ktore z uwagi na lipofilowy charakter oraz obnizong stabilno$¢ w roztworach sg stabo wchtaniane, co
znacznie limituje ich wysoki potencjat terapeutyczny. W efekcie czego ztozytem projekt badawczy do
Narodowego Centrum Nauki w ramach programu SONATA 9 pt. ,Otrzymywanie naturalnych
flawonoidéw o zwiekszonej biodostepnosci metodami biotechnologicznymi” (Zat. 3., 11, 9.5.), ktérego
finansowanie uzyskatem. W projekcie tym petnitem role kierownika oraz wykonawcy. Ze wzgledu na
fakt, iz glikozylacji, a w szczegdlnosci glukozylacja flawonoidow, moze korzystnie wptywac na stabilnosc
i wchfanianie flawonoidéw, gtéwnym celem projektu byto uzyskanie na drodze mikrobiologicznych
transformacji pochodnych wybranych flawonoidéw o udowodnionej wysokiej aktywnosci biologicznej
oraz ocene czy transformacja ta moze wptyngé na zwiekszenie ich biodostepnosci. Podstawowe
zatozenia projektu obejmowaty biotransformacje pieciu flawononoidéw: chryzyny (25), diosmetyny
(26), baikaleiny (20), wogoniny (21), biochaniny A (27) oraz flawolignanu — sylibiny (28). Jednak w toku
realizacji projektu pule zwigzkéw rozszerzono o pietnascie dodatkowych aglikonéw flawonoidow. Tak
znaczace zwiekszenie poddanych biotransformacjom zwigzkdw, zwigzane byto z checig doktadnego
poznania i przebadania procesu glikozylacji flawonoidéw prowadzonych przez mikroorganizmy.
Zastosowanie puli zwigzkow flawonoidowych réznigcych sie strukturalnie, zaréwno naturalnych jak i
ich syntetycznych pochodnych, umozliwito stworzenie biblioteki glikozylowanych flawonoidéw
nalezgcych do réznych klas (flawondw, flawanonoéw, chalkonéw, dihydrochalkonéw, auronéw oraz
izoflawondw). Zwigzki te réznity sie podstawnikami w pierscieniu A i B. Badania nad nimi, dostarczyty
bardzo cennych informacji dotyczacych czynnikéw strukturalnych, w tym miedzy innymi wptywu
szkieletu flawonoidowego oraz potozenia i obecnosci grup hydroksylowych oraz metoksylowych na
wydajnosé oraz regioselektywnos$¢ reakcji glikozylacji dla danego biokatalizatora. Stworzenie duzej
biblioteki zwigzkow, wigzato sie rdwniez z ich syntezg chemiczng, dlatego w trakcie realizacji projektu
nawigzano wspotprace z pracownikiem Katedry Chemii Zywnosci i Biokatalizy UPWr, dr hab. Tomaszem
Janeczko profesorem uczelni oraz jego zespotem. W efekcie czego powstaty trzy oryginalne prace

naukowe opublikowane w: International Journal of Molecular Sciences (Zat. 3., Il, 4.24.), Journal of

Agricultural and Food Chemistry (Zat. 3., Il, 4.27.) oraz International Journal of Molecular Sciences

publikacja P5.

Wyniki otrzymane w trakcie realizacji projektu stanowig réwniez czes¢ dysertacji doktorskiej: dr
Sandry Sordon ,,Otrzymywanie biologicznie aktywnych flawonoidéw na drodze biotransformacji” (data
obrony 09.10.2018) oraz dra Mateusza tuznego ,Synteza i biotransformacje wybranych zwigzkéw
flawonoidowych” (Data obrony 22.10.2021)

Na rysunku 15 przedstawiono wszystkie flawonoidy, ktdre poddano procesowi mikrobiologicznych
transformacji w badaniach skriningowych oraz reakcjach preparatywnych w trakcie realizacji

niniejszego projektu. Efektem biotransformacji substratéw przedstawionych na rysunku 15 byto
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otrzymanie 52 glikozylowanych pochodnych flawonoidowych, sposréd ktorych, wiele to zwigzki, ktore

wczesniej nie byty publikowane w literaturze.
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Rysunek 15. Aglikony flawonoidoéw poddane mikrobiologicznym glikozylacjom w trakcie realizacji
projektu ,Otrzymywanie naturalnych flawonoidéw o zwiekszonej biodostepnosci metodami
biotechnologicznymi”

W celu wyselekcjonowania mikroorganizmow zdolnych do katalizowania reakcji regioselektywnej
glikozylacji przeprowadzono szerokie badania selekcyjne z wykorzystaniem ponad 60 mikrorganizméw
nalezgcych do grzybdéw strzepkowych oraz drozdzy, zdeponowanych w kolekcjach mikroorganizmoéw
Katedry Chemii Zywnosci i Biokatalizy oraz Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnoéci

Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Na podstawie otrzymanych wynikow wyselekcjonowano
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19 szczepdw zdolnych do prowadzenia regioselektywnej reakcji glikozylacji flawonoidow.
Przytgczanym cukrem najczesciej byty B-D-metyloglukopiranoza i B-D-4-O-metyloglukopiranoza,
rzadziej ramnoza.

W celu okreslenia optymalnych warunkéw mikrobiologicznej glikozylacji katalizowanej przez grzyby
strzepkowe przebadano m.in. wptyw pH (w zakresie od pH=3,5 do pH=7 stosujgc bufory fosforanowe
H3PO./ H,PO4 oraz H,PO,/ HPO4* o stezeniu 50, 100, 150 oraz 200 mM) oraz dodatek UDP (urydyno-
5'-difosforan sodu, bedgcego substratem dla UDP-zaleznych glikozylotransferaz, w stezeniu 10, 20 40
UM) na wydajnosc¢ procesu.

W celu okreslenia mozliwosci rozprowadzania glikozylowanych flawonoidéw w organizmie
nawigzano wspotprace z zespotem prof. dr hab. Janiny Gabrielskiej z Katedry Fizyki i Biofizyki
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. W ramach ktérej zbadano mozliwosci wigzania
niektérych z otrzymanych glukozydéw z ludzky albuming surowicy krwi, w tym m.in. mechanizm
wigzania, site wigzania i rodzaje oddziatywan miedzy flawonoidem i albuming. W efekcie wspodtpracy
powstaty dwie publikacje naukowe opublikowane w czasopismie: Molecules (Zat. 3., Il, 4.16.) oraz
Molecules publikacja P1. Wyniki otrzymane w toku realizacji projektu i opublikowane (Zat. 3., 11, 4.16.),
stanowig czes¢ dysertacji doktorskiej dr inz. Pauliny Strugaty-Danak pt. ,,Aktywne biologicznie ekstrakty
z owocow i ich oddziatywanie z biomolekutami” (Data obrony: 15.12.2007), ktérej bytem promotorem
pomocniczym.

Cze$¢ z otrzymanych glikozydéw flawonoidéw przebadano réwniez pod katem
farmakokinetycznym w badaniach in vivo na modelu mysim we wspodtpracy z zespotem prof. dr hab.
Joanny Wietrzyk z Instytutu Immunologii oraz Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk, wykorzystujgc do analiz opracowane w trakcie projektu metody ultrawysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej z wysokorozdzielczym spektrometrem mas (UHPLC-HR-ESI-qTOF-
MS/MS)

Podsumowujgc, osiggniecie naukowe jakim byto realizacja projektu badawczego finansowanego
przez Narodowe Centrum Nauki w ramach programu SONATA 9 pt. , Otrzymywanie naturalnych
flawonoidéw o zwiekszonej biodostepnosci metodami biotechnologicznymi” (Zat. 3., I, 9.5.), ktérego
bytem kierownikiem oraz wykonawcg, w toku realizacji badan powstato siedem oryginalnych prac,
ktore opublikowano w renomowanych czasopismach naukowych: Molecules (Zat. 3., 1l, 4.16.),

Molecules publikacja P1, Bioorganic Chemistry (Zat. 3., 1l, 4.22.), International Journal of Molecular

Sciences (Zat. 3., I, 4.24.), Journal of Agricultural and Food Chemistry (Zat. 3., 11, 4.27.), International

Journal of Molecular Sciences publikacja P3 oraz International Journal of Molecular Sciences publikacja
P5.

Przeprowadzone badania charakteryzowaty sie innowacyjnoscig, o czym S$wiadczg uzyskane
dwadziescia dwa patenty Urzedu Patentowego RP (Zat. 3., Illl, od 3.1.1. do 3.1.4. oraz od 3.1.7. do
3.1.21. oraz3.1.23. do 3.1.25.) oraz sze$¢ zgtoszen ochrony patentowej (Zat. 3., 1ll, 0d 3.2.14. do 3.2.18.

oraz 3.2.20.) z zakresu nowych naturalnych zwigzkéw o potencjale terapeutycznym oraz metod ich

otrzymywania.
Wyniki otrzymane w ramach realizacji projektu prezentowano na 4 konferencjach
miedzynarodowych (Zat. 3.,11,7.1.54., 7.1.56.,7.1.61., 7.1.63.).
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Szerokie badania prowadzone z wykorzystaniem flawonoidow, w tym ich otrzymywanie na drodze
biotransformacji oraz doswiadczenie w prowadzeniu mikrobiologicznych glikozylacji z wykorzystaniem
grzybow strzepkowych przez zespdt badawczy prof. dr hab. inz. Ewy Huszczy, ktérego jestem
cztonkiem, zaowocowato zaproszeniem do realizacji zadania badawczego w miedzynarodowym
projekcie naukowo-przemystowym SynBio4Flav , Synthetic microbial consortia-based platform for
flavonoids production using synthetic biology” z unijnego programu badan i innowacji Horyzont 2020
(zat. 3., 11, 9.3.). Jako wykonawca, zaangazowany byty m.in. w opracowanie metod analitycznych z
wykorzystaniem ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej (UHPLC), umozliwiajgcej oznaczanie
duzego panelu zwigzkéw flawonoidowych, w tym aglikondw oraz ich hydroksylowanych oraz
glikozylowanych pochodnych.

Zagadnienie biotransformacji, aktywnosci biologicznej i biodostepnosci flawonoidéw nie jest
jedynym nurtem badawczym, jaki jest w kregu moich zainteresowan. Ws$réd naturalnych,
bioaktywnych zwigzkéw jakie posiadajg w swej strukturze grupy fenolowe sg kannabinoidy, naturalnie
wytwarzane przez konopie (Cannabis sativa ssp. sativa, C. sativa ssp. indica, oraz C. sativa ssp.
ruderalis) — ktore wraz z chmielem, nalezg do tej samej rodziny konopiowatych. Zwigzki te, podobnie
jak prenylowane flawonoidy, posiadajg grupy fenolowe oraz izoprenoidowe. Jednym z
najaktywniejszych biologicznie zwigzkéw z tej grupy jest kannabidiol (CDB) (41), ktorego strukture

przedstawiono ponizej.

AT
kannabidiol (CBD) 41

Rysunek 16. Struktura chemiczna kannabidiolu (41)

Kannabidiol (41), bedacy niepsychoaktywnym zwigzkiem z konopi, wykazuje duzg aktywnosc
biologiczng. Zwigzek ten pod handlowg nazwg Epidyolex® stosowany jest w leczeniu napadow
padaczkowych zwigzanych: z zespotem Lennoxa-Gastauta (LGS), z zespotem Dravet (DS) oraz
zwigzanych z zespotem stwardnienia guzowatego (ang. tuberous sclerosis complex, TSC) oraz jako
Sativex® - bedacy mieszaning CBD i A%-THC w stosunku masowym 1:1, wykorzystywany w leczeniu
spastycznosci miesni o umiarkowanym lub ciezkim przebiegu, u pacjentow chorujagcych na
stwardnienie rozsiane. Zwigzek ten jest obecnie testowany klinicznie na wiele schorzen, z czym wigze
sie duze nadzieje. Badany jest w leczeniu zaburzen psychotycznych, stanow lekowych, bezsennosci,
chorobie Parkinson’a, Lesniewskiego-Crohna oraz COVID-19 we weczesnych stadiach zakazenia,
ponadto wykazuje on silne wtasciwoéci przeciwzapalne i przeciwbélowe 11712,

Nierefundowany lek Epidyolex®, jest bardzo kosztowny, szacuje sie bowiem, ze cena kuracji moze
wynosi¢  200-250 tys. zt  rocznie przy zatozeniu wagi pacjenta  45-55  kg.
(https://bipold.aotm.gov.pl/assets/files/zlecenia_mz/2021/111/SRP/U_43 252 13092021 s 112 Ep
idyolex_cannabidiolum_import_doc_zacz_REOPTR.pdf).

Dlatego pacjenci, w tym w szczegdlnosci cierpigcy na lekooporng padaczke, dla ktéry CBD (41) moze

by¢ jedynym skutecznym lekarstwem, czesto wybierajg kilkadziesigt razy tanszg alternatywe, dostepne
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powszechnie na rynku, suplementy diety - olejki CBD. Olejki te zawierajg CBD (41), lub ekstrakt z
kwiatostandw konopi siewnej zawieszony w oleju (najczesciej konopnym lub MCT). ,Lek” w tej postaci
stosowany jest najczesciej poprzez podanie kilku/kilkunastu kropli olejku podjezykowo. Taka forma
podazy, jest niestety mato skuteczna, kannabinoidy, bowiem podobnie jak flawonoidy, ze wzgledu na
swoj lipofilowy charakter wykazuje stabg rozpuszczalno$¢ w wodzie, co wptywa znaczgco na ich niska
biodostepnos¢. Podanie kannbinoidéw rozpuszczonych w oleju tylko nieznacznie zwieksza ich
wchtanianie.

W 2020 roku wraz z dr inz. Grzegorzem Kietbowiczem oraz dr inz. Pawtem Mitutg stworzyliSmy we
Wroctawski Parki Technologicznym (WPT) biotechnologiczno-farmaceutyczny Start-Up Healthcann Sp.
z 0.0., ktérego gtéwnym celem byto stworzenie nowoczesnej technologii umozliwiajgcej szybsze i
skuteczniejsze wechtanianie substancji lipofilowych, w tym kannabinoidéow, w celu tworzenia
innowacyjnych lekdw. W tym celu wystgpiliSmy o finansowanie projektu badawczego do Narodowego
Centrum Badan i Rozwoju, ktére uzyskalismy (Zat. 3., 11, 9.2.), bytem jego wykonawca. W ramach
realizacji projektu stworzyliSmy innowacyjng technologie zarejestrowang pod nazwg AdvanDrop®,
ktora umozliwia rozpuszczanie kannabinoidow w wodzie. Opracowana technologia stanowi nosnik dla
rozpuszczonej w niej aktywnej substancji lipofilowej, a dodana do wody, po delikatnym mieszaniu,
natychmiast tworzy nanokrople (nanoemulsje o Srednicy kropli od 40 nm.) w ktdrej rozpuszczony jest
CBD (41). Dzieki tak niewielkim rozmiarom, nanokrople bez problemu przenikajg przez btone $luzowa
m.in. jamy ustnej i sg natychmiast rozprowadzane (gtéwnie przez uktad limfatyczny) po organizmie. W
celu potwierdzenia skutecznosci technologii w zwiekszaniu biodostepnosci i wchtaniania CBD (41) z
uktadu pokarmowego po podaniu doustnym, przeprowadzilismy badania farmakokinetyczne in vivo na
szczurach, w renomowanym finskim laboratorium Admescope, ktore wspdtpracuje z licznymi
osrodkami badawczymi na Swiecie. Niezalezne badania dowiodty skutecznosci dziatania technologii

AdvanDrop®, w poréwnaniu do tradycyjnie podawanych podjezykowo kropli CBD (rysunek 17).

Wykres zaleznosci stezenia CBD (41) w plasmie od czasu
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Rysunek 17. Wykres zaleznosci stezenia CBD (41) po podaniu doustnym tradycyjnego olejku CBD oraz
CBD w technologii AdvanDrop® (oba testowane produktu zawieraty to samo stezenie CBD 41)
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CBD (41) podawane w technologii AdvanDrop® wchtania sie blisko 200% lepiej (AUCp->38h), 0siggajac
2,5-krotnie wyzsze stezenie maksymalne (Cmax) W stosunku do tradycyjnego olejku.

Przy leczeniu objawowym schorzen takich jak ostre bodle, stany lekowe czy napady padaczkowe,
fundamentalne znaczenie ma szybkos$¢ dziatania terapeutyku. Przeprowadzone badania dowiodty,
ogromnej przewagi CBD (41) w technologii AdvanDrop® w stosunku do tradycyjnego olejku
podawanego podjezykowo. Po 5 minutach od momentu doustnego podania, stezenie CBD (41) w
technologii AdvanDrop® byto az 26-krotnie wyzsze niz tradycyjnego olejku CBD (rysunek 18).

Stezenie CBD we krwi w ciggu pierwszych 30 minut od podania
175

Tradycyjny olejek CBD AdvanDrop
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Rysunek 18. Stezenie CBD (41) we krwi w ciggu pierwszych 30 minut po podaniu doustnego,
tradycyjnego olejku CBD oraz CBD w technologii AdvanDrop®

Opracowana technologia AdvanDrop® zostata zgtoszona do ochrony patentowej w Urzedzie
Patentowym RP (Zat. 3., Illl, 3.19.) oraz do ochrony miedzynarodowej (nr zgtoszenia
PCT/PL2021/050035) oraz wdrozona do produkcji innowacyjnych produktow zawierajacych CBD (41)
w tym trzech produktéw w postaci rozpuszczalnych w wodzie kropli CBD (41) oraz pastylek do ssania z
CBD (41) produkowanych w standardach farmaceutycznych (nazwa handlowa Canaticann®) (Zat. 3.,
., 4.).

Aktualnie Start-Up opracowuje i bada inne, nowoczesne technologie dostarczania substancji
aktywnych o wysokim potencjale terapeutycznym, zwiekszajgc ich szybko$¢ dziatania oraz
biodostepnos¢ w celu opracowania nowoczesnych, innowacyjnych i skutecznych produktéw m.in. dla
przemystu farmaceutycznego, w ramach finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju

projektu badawczego, ktérego jestem kierownikiem B+R (Zat. 3., 11, 9.1.).

Podsumowujgc osiggniecia naukowe, moje dotychczasowe badania, skupiaty sie w duzej mierze na
szeroko pojetej grupie metabolitéw, w tym pochodzacych z roslin flawonoidéw oraz kannabinoidéw,
otrzymanych na drodze biotransformacji ich produktéw metabolizmu mikroorganizmoéow oraz
metabolitéw wtérnych biosyntezowanych przez bakterie fotosyntetyzujgce. Kluczowe w realizacji
badan byto otrzymywanie pochodnych, w tym nowych, nie opublikowanych dotgd zwigzkéw na drodze
mikrobiologicznych transformacji, opracowanie metod ich analizy, izolowania i oczyszczania, co
umozliwito ich pdzniejsze badania biologicznej, okreslenie czynnikdw strukturalnych wptywajgcych na
aktywnosé, biodostepnos¢ i cytotoksycznosé. Od rozpoczecia doktoratu realizowatem badania w

ramach dziewieciu projektéw badawczych (Zat. 3., 1l, 9.1.-9.9.) z czego w trzech petnitem funkcje
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kierownika (Zat. 3. 11, 9.1., 9.4., 9.5.). Pie¢ sposréd realizowanych projektow wspotfinansowane byty z
funduszow Unii Europejskiej (zat. 3. I, 9.1.-9.3., 9.7., 9.8.), trzy byty projektami naukowo-
przemystowymi (Zat. 3., 1l, 9.1.-9.3.) a dwa projekty byty miedzynarodowe (Zat. 3., 11, 9.3., 9.7.). Wiele
z badan okazato sie innowacyjnymi, co zaowocowato uzyskaniem 61 patentéow (Zat. 3., Ill, 3.1.). 20
kolejnych wynalazkéw zostato zgtoszone do ochrony (Zat. 3., Ill, 3.2.). Opracowana, nowa,
innowacyjna technologia AdvanDrop® poprzez skuteczne rozpuszczanie w wodzie, znaczgco zwieksza
szybkos¢ dziatania i wchtanianie kannabidiolu (CBD) (41), leku wykorzystywanemu m.in. w leczeniu
epilepsji i stwardnieniu rozsianym. Technologia ta zostata zgtoszona do ochrony miedzynarodowej
(zgtoszenie w Urzedzie Patentowym RP, Zat. 3., Ill, 3.19., zgtoszenie do ochrony miedzynarodowe;j
(PCT/PL2021/050035) oraz wdrozona do produkcji, na rynku dostepne s3g cztery produkty

wykorzystujgce tg innowacyjng technologie.

Moje dalsze plany naukowe, to kontynuowanie badan dotyczgcych biotechnologicznych metod
otrzymywania zwigzkdw o wysokiej aktywnosci biologicznej, w tym selektywnie hamujacych
nowotwory oraz badanie ich metabolizmu, okreslanie wtasciwosci biologicznych oraz czynnikéw
strukturalnych decydujgcych o potencjale terapeutycznym. Ponadto chciatbym kontynuowad prace
nad opracowaniem metod wptywajgcych na szybsze i wydajniejsze wchtanianie zwigzkéw
bioaktywnych takich jak flawonoidy, kannabinoidy oraz substancje aktywne lekow (API) z uktadu
pokarmowego, co ma fundamentalne znaczenie przy skutecznym leczeniu oraz obnizaniu ich stezenia
w celu minimalizowania skutkdw ubocznych i niepozgdanego dziatania.

Podsumowujac moj dorobek naukowy (dane na dzien 25.08.2023), facznie z publikacjami
wchodzgcymi w sktad osiggniecia naukowego wymienionego w pkt. 4 autoreferatu, jestem
wspotautorem 30 publikacji (wszystkie z bazy JCR) z czego 28 to oryginalne prace tworcze, a 2 to
artykuty przegladowe.

Sumaryczny wskaznik oddziatywania (IF) wynosi 99,071.

Suma punktéw MEIN za publikacje naukowe wynosi 1773.

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy:

o Web of Science wynosi 605 (w tym bez autocytowan: 480), h-indeks = 16,
o Scopus wynosi 621 (w tym bez autocytowan 480), h-indeks = 17,
o Google Scholar wynosi 765, h-indeks = 17.

Wyniki badan prezentowatem w formie 3 wyktadéw na zaproszenie oraz 4 referatow wygtoszonych
w jezyku angielskim. Wyniki badan, ktérych jestem wspdtautorem prezentowane byty w postaci 61
komunikatéw konferencyjnych. Otrzymatem dziesie¢ Nagrod Rektora Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu:
o Nagroda zespotowa za osiggniecia naukowe 19.05.2023
Nagroda zespotowa za osiggniecia naukowe, 21.05.2022
Nagroda zespotowa lll stopnia za osiggniecia naukowe, 15.11.2021

Nagroda zespotowa lll stopnia za osiggniecia naukowe, 15.11.2020

o O O O

Nagroda Il stopnia w dziedzinie dydaktycznej, w szczegdlnosci za najwyzszg ocene w ankiecie

studentéw w semestrze zimowym roku akademickiego 2017/2018, 15.11.2019
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o Nagroda zespotowa Il w dziedzinie badarnn naukowych za cykl publikacji dotyczgcych
mikrobiologicznych przeksztatcen polifenoli oraz oceny ich aktywnosci biologicznej,
24.11.2018

o Nagroda zespotowa Ill stopnia w dziedzinie naukowej, w szczegdlnosci za cykl publikacji i
patentéw dotyczgcych mikrobiologicznych i chemicznych przeksztatcen zwigzkdw naturalnych,
14.11.2017

o Nagroda zespotowa | stopnia za osiggniecia naukowe a w szczegdlnosci za uzyskanie 13
patentow w roku 2015 dotyczacych metod otrzymywania biologicznie aktywnych
flawonoiddw, mogacych znalez¢ zastosowanie w przemysle farmaceutycznym, 14.11.2016

o Nagroda Il stopnia za osiggniecia naukowe a w szczegdlnosci za wspotautorstwo cyklu
publikacji dotyczacych mikrobiologicznych i fotochemicznych przeksztatcenn flawonoidow,
22.11.2014

o Nagroda zespotowa Il stopnia za osiggniecia naukowe a w szczegdlnosci za prace doktorska pt.:
»Mikrobiologiczne transformacje zwigzkéw biologicznie czynnych pochodzgcych z chmielu
oraz ich pochodnych”, 13.11.2013

Szczegdtowy wykaz mojego dorobku naukowego zawiera zatgcznik 3, a jego podsumowanie

przedstawia tabela ponize;j.

Tabela 3. Podsumowanie dziatalnosci naukowo-badawczej

Kategorie Przed doktoratem Po doktoracie tacznie
. . Punkty . Punkty . Punkty
opracowan Liczba MEIN IF Liczba MEIN IF Liczba MEIN IF
Oryginalne prace
tworcze w 3 53 3,894 25 1535 87,278 28 1588 91,172
czasopismach z IF
Artykuly 0 0 0 2 135 7,899 2 135 7,899
przegladowe
Razem publikacje 3 53 3,894 27 1670 95,177 30 1723 99,071
Patenty 4 100 - 57 3195 - 61 3295 -
RAZEM liczba
opracowar; 7 153 3,894 84 4865 95,177 91 5018 99,071
punkty MEiN, IF

4}’}’@5& 40»%%

(podpis wnioskodawcy)
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