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RECENZJA

rozprawy na stopien doktora nauk farmaceutycznych

zatytulowanej ,,Kultury transformowanych korzeni i pedéw Salvia bullevana Diels

jako zZrédlo bioaktywnych metabolitéw”
wykonanej przez mgr Marte Krzeminska

w Zakladzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Katedry Biologii i Biotechnologii

Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

pod kierunkiem dr hab. n. farm. Izabeli Grzegorczyk-Karolak, prof. UM

Niniejszg recenzje przygotowano w odpowiedzi na pismo Przewodniczacej Rady Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, prof. dr hab. n. med. Anny
Kilanowicz-Sapota, z dnia 28.03.2023 roku, z prosba o przyjecie funkcji recenzenta rozprawy
doktorskiej Pani mgr farm. Marty Anny Krzeminskiej.

Dorobek naukowy Pani mgr Marty Krzeminskiej obejmujacy wyniki opisywane
w rozprawie doktorskiej to 3 oryginalne artykuly naukowe w renomowanych czasopismach
0 zasiggu miedzynarodowym (Journal of Biotechnology MNiSW/MEiIN=70, IF=3,595;
Molecules MNiSW/MEiN=140, 1F=4,927; International Journal of Molecular Sciences,
MNiSW/MEiN=140, IF=6,208) o sumarycznej wartosci [F=14,73 i punktacji MNiSW/MEiN
réwnej 350. O aktywnosci naukowej Doktorantki §wiadczy takze przedstawienie wynikow

pracy doktorskiej w postaci 8 doniesien zjazdowych na krajowych konferencjach.
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Pozostaly dorobek naukowy stanowig 3 oryginalne artykuly naukowe (1 x Metabolites,
MNiSW/MEiN=100, [F=4,932; 2 x Biomolecules, MNiSW/MEiN=100, IF=6,064) oraz
2 przegladowe artykuly (2 x Farmacja Polska, MNiSW/MEiIN=70) o sumarycznej warto$ci
IF=17,06 1 punktacji MNiSW/MEiN rownej 440.

Podsumownujac, tgezny dorobek Doktorantki to 8 artykuléw naukowych o sumarycznej
wartosci IF=31,79 i punktacji MNiSW/MEiN r6wnej 790.

OCENA MERYTORYCZNA

Materiatem badawczym Doktorantki byt mato rozpowszechniony na $wiecie gatunek
szatwii Salvia bulleyana, substytut Danshen, stosowany w medycynie ludowej Chin glownie
w chorobach uktadu krazenia, w tym w dusznicy bolesnej, zapaleniu i marskosci watroby, przy
bolesnym miesigczkowaniu oraz w bezsennosci. Takson ten swoje szerokie spektrum
wiasciwosci  biologicznych / farmakologicznych oraz zastosowanie w tradycyjnym
ziotolecznictwie zawdziecza bogatemu skladowi cennych bioaktywnych zwigzkéw, w tym
zwigzkom fenolowym m.in. kwasom fenolowym i ich pochodnych, flawonoidom oraz
diterpenoidom i kwasom organicznym. Celem badan, opisanych w niniejszej rozprawie
przedlozonej na stopien doktora nauk farmaceutycznych, bylo zastosowanie
wyselekcjonowanych zabiegéw biotechnologicznych (selekcja klonéw, modyfikacje
w zakresie rodzaju pozywki, stezen witamin i sacharozy, typoéw regulatoréw wzrostu i rozwoju
roslin, elicytacja jasmonianem metylu, frams-anetolem, ekstraktem drozdzowym,
wykorzystanie roznych zrédel 1 dtugosci swiatta) dla uzyskania wysoko produktywnych kultur
korzeni / pedéw transformowanych Salvia bulleyana oraz wydajna hodowla cennej biomasy
w r6znych systemach wzrostowych, w tym bioreaktorowych. Ponadto, ekstrakty z korzeni
transformowanych tego cennego i znanego z medycyny tradycyjnej Chin taksonu poddane
zostaly badaniom biologicznym — zbadana zostala aktywno$¢ przeciwutleniajaca,
cytotoksyczna oraz przeciwdrobnoustrojowa. Optymalizacja warunkéw hodowli biomasy oraz
zastosowanie zabiegéw biotechnologicznych pozwolily uzyskaé wydajne hodowle
transformowanych korzeni i pedéw S. bulleyana, ktore mogg stanowié¢ cenne alternatywne
zrodto zwiazkéw fenolowych, gidwnie kwasu rozmarynowego o bardzo silnym dzialaniu
przeciwutleniajgcym i znaczacej aktywnosci cytotoksycznej. Doktorantka stawia konkluzje,
ze w przyszlosci surowiec ten moze znaleZé zastosowanie w terapii i profilaktyce choréb

cywilizacyjnych.
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Jest to wartosciowe opracowanie obejmujagce nowoczesne rozwigzania z zakresu
biotechnologii roslin, fitochemii i badan biologicznej aktywnosci biomasy organéw
transformowanych. Badania objete niniejszg pracg doktorskg sg nowatorskie i potencjalnie
aplikacyjne. Doktorantka swoj sukces zawdzigcza w duzym stopniu wysokiej pozycji naukowej
Prof. Izabeli Grzegorczyk-Karolak, ktora jest uznanym autorytetem w zakresie otrzymywania

1 hodowli korzeni transformowanych oraz analiz fitochemicznych.

Strona formalna pracy nie budzi zastrzezen. Praca napisana jest poprawnym jezykiem
naukowym bez blgdéw stylistycznych i gramatycznych. Zaréwno cze$é teoretyczna jak

i doswiadczalna opisane sg w sposob zrozumiaty dla odbiorcy.

OCENA METODOLOGICZNA

Spis pozycji piSmienniczych zawiera az 317 pozycji. Zdecydowana wigkszos$¢ to
anglojezyczne artykuly naukowe renomowanych czasopism z listy filadelfijskiej opublikowane
w ostatniej dekadzie, co $wiadczy o ich aktualnosci. Dobér zrodet oceniam na wiasciwy.

Doktoranta we wlasciwy sposob nakresla cel pracy adekwatny do problemu
badawczego oraz realizowane zadania badawcze dotyczace badan z zakresu biotechnologii

roslin, biologii molekularnej, fitochemii. Jednakze brakuje postawionej hipotezy.

W niniejszej pracy badawcezej Doktorantka wykazala sie znajomoécia:

e metod hodowli / selekcji / oceny transformowanych korzeni i pedéw w kontrolowanych
warunkach in vitro,

e zastosowania technik biotechnologicznych, w tym zréznicowanych biotycznych
1 abiotycznych elicytor6w w celu podwyzszania zawartosci cennych metabolitow
wtdérnych,

e analizy jakoSciowej biomasy przy uzyciu ultra wysokosprawnej chromatografii
cieczowe] sprz¢zonej ze spektrometrem mas (UHPLC-PDA-ESI-MS),

e analizy jakosciowej z zastosowaniem metody wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC).

e okreS§lania zdolno$ci  przeciwutleniajgcych  ekstraktow  testami  aktywnosci
przeciwrodnikowej: DPPH, ABTS 1 NBT; redukc;ji jonéw Zelaza: FRAP; zahamowania
peroksydacji lipidow: TBARS,
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oceniania cytotoksycznosci komérek nowotworowych traktowanych wybranymi
ekstraktami ro$linnymi przy uzyciu testu redukcji MTT,

okredlania aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej przy uzyciu metody
mikrorozcienczen rekomendowanej przez EUCAST,

zastosowania metod biologii molekularnej,

analizowania danych przy pomocy testu ANOVA, ktorej nastgpstwem byt test post-hoc
opracowany przez Johna Tukey’a czy Kruskala-Wallisa.

Uklad pracy doktorskiej jest prawidlowy. Praca zawiera spis skrétéw stosowanych

w pracy, czg$¢ teoretyczng dotyczaca systematyki, charakterystyki, wystepowania

i zastosowania Salvia bulleyana, opisu gtéwnych metabolitéw wtérnych obecnych w gatunku

oraz znaczenia biotechnologii ro§lin w otrzymywaniu wydajnego i jednorodnego surowca

roslinnego, cel badan i zakres realizowanych dziatan badawczych. W czesci doswiadczalnej

przedstawiony zostal badany materiat roslinny, metodyka z roslinnych kultur in vitro, analiz

fitochemicznych, badan biologicznych oraz analizy statystycznej a w dalszej kolejnosci wyniki

wraz z dyskusja wynikOw oraz wnioski. W pracy znajduje si¢ streszczenie w jezyku polskim

1 angielskim (abstract) oraz spis pozycji piSmienniczych.

W trakcie zapoznawania sie z praca doktorska nasunely mi sie nastepujace uwagi / zapvtania;

Z jakiego Zrodta zostal pobrany material badawczy do zapoczatkowania kultur in vitro?
W ktérvm roku? Gatunek ten jest czesto mylony z innymi pokrewnymi taksonami
z rodzaju Salvia, tak wigc prosz¢ o odpowiedZ na pytanie kto dokonal identyfikacji
gatunku i na jakiej podstawie? Czy okaz zielnikowy jest zdeponowany i posiada swoj
numer identyfikacyjny?

Ze wzgledu za rozlegly zakres badan i1 zastosowanych metod badawczych oraz
interdyscyplinarny charakter badan naturalnym jest ustalenie czy Doktorantka
samodzielnie wykonywata wszystkie opisane w rozprawie doswiadczenia / jezeli nic
wszystkie to w jakim zakresie i pod czyja opiekg merytoryczng?

Czy  Doktorantka  probowata  takze hodowaé  korzenie  przybyszowe
(nietransformowane)? Jezeli tak, czy charakteryzowaly si¢ one nizszym

wspotczynnikiem przyrostu biomasy i akumulacja wybranych bioaktywnych
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zwigzkow? Jaka przewage w produkcji biomasy i metabolitéw wtérnych maja korzenie
transformowane nad korzeniami przybyszowymi?

e Jak nalezaloby wyjasni¢ spostrzezenie, Zze korzenie klonu C3 charakteryzowaly sie
najwicksza liczba wytwarzanych korzeni bocznych a zarazem najstabszym wzrostem?

e Czy udaloby si¢ odpowiedzie¢ Doktorantce na pytanie z jakim zjawiskiem mozna
skorelowac¢ réznice w zabarwieniu korzeni transformowanych?

e Czy powszechnym zjawiskiem jest stosowanie bioreaktorow typu PlantForm oraz Rita
do hodowli biomasy korzeniowej?

e Fotografia 14 — czy u podstawy pedow tworzyt si¢ kalus / zachodzila organogeneza
posrednia?

e Tabela 23 — dlaczego jednostka zastosowang dla badanych ekstraktow jest mg a pg dla
substancji referencyjnych?

e Zauwaza Pani, ze wigkszos¢ eksplantatéw (pedéw transformowanych) niezaleznie od
rodzaju i stezenia cytokininy w pozywce charakteryzowala si¢ zblizonym procentem
odpowiedzi w postaci regeneracji pedow/pakow. Jak to jest w przypadku pedow
nietransformowanych? Czy pedy transformowane i nietransformowane cechowaly sie
podobng morfologig?

e W jaki sposob obliczata Pani wspoélczynnik mnozenia pedéw? Czy okolo 4-5 pedéow
potomnych to satysfakcjonujgca wartosé¢ dla rosliny o tym typie wzrostu?

e (Czy badano tozsamos¢ genetyczng pedéw potomnych mnozonych klonalnie?

WNIOSEK KONCOWY

W S$wietle wyzej przedstawionej, pozytywnej oceny recenzowanej rozprawy
doktorskiej, stwierdzam, ze zostaly spelnione wymogi formalne i merytoryczne stawiane
rozprawom doktorskim, okreslone w art. 187, ust. 1 i 2 ww. ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Na
tej podstawie wnosze do Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego we
Wroclawiu o przyjecie rozprawy oraz dopuszczenie mgr Marty Krzeminskiej do dalszych

etapow postgpowania dotyczacego nadania stopnia doktora nauk farmaceutycznych.
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Ponadto, wnosz¢ do Rady Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
0 wyroOznienie rozprawy doktorskiej mgr farm. Marty Anny Krzeminskiej pt. ,.Kultury
transformowanych korzeni i pedow Salvia bulleyana Diels jako zrodto bioaktywnych

metabolitéw” wykonanej pod promotorstwem dr hab. Izabeli Grzegorczyk-Karolak, prof. UM

ze wzgledu na duze walory naukowe rozprawy.

Dr hab. Malgorzata Kikowska
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