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Rozprawy doktorskiej Pani mgr farm. Marty Krzemiiskiej

pod tytulem:

,Kultury transformowanych korzeni i p¢dow Salvia bulleyana Diels jako zrédlo
bioaktywnych metabolitéw”

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

PROBLEMATYKA PODJETA W ROZPRAWIE

Recenzowana praca dotyczy badan nad uzyskaniem kultur transformowanych korzeni i pedow
Salvia bulleyana Diels jako zrédia bioaktywnych metabolitow wyspecjalizowanych. Na drodze
eksperymentalnej Doktorantka dokonata optymalizacji warunkéw hodowli uzyskanych kultur
korzeni i pgdéw transformowanych oraz zbadata wlasciwosci antyoksydacyjne, cytotoksyczne j

przeciwdrobnoustrojowe ekstraktow pozyskanych z obu typéw kultur organéw.
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Materialem przeznaczonym do badan byly cztery klony korzeni transformowanych Salvia
bulleyana (C1-C4) uzyskane w wyniku transformacji przy uzyciu bakterii Rhizobium rhizogenes
szczepu A4 oraz spontanicznie zregenerowane pedy wyksztalcajace si¢ na otrzymanych
korzeniach. Po przeprowadzeniu analiz potwierdzajacych zajscie procesu transformacji materiatu
roslinnego, Doktorantka zbadata jego profil fitochemiczny. W tym celu sporzadzita wyciagi
metanolowo-wodne z korzeni i pgdéw transformowanych, ktore zanalizowata z zastosowaniem
ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem mas (UHPLC-
PDA-ESI-MS). Sposréd badanych kultur korzeni, Doktorantka wyselekcjonowata klon C4, jako
charakteryzujacy si¢ najwyzsza produktywnoscia w kierunku biosyntezy zwigzkow
polifenolowych. Kolejno dokonata optymalizacji warunkéw hodowli tego materiatu,
suplementujac podloza hodowlane réznymi stezeniami witamin i sacharozy, a takze manipulujac
warunkami o$wietlenia. Po wyznaczeniu krzywej wzrostu celem ustalenia optymalnego terminu
zbioru materiahi roslinnego, Doktorantka zbadata wplyw elicytorow biotycznych i abiotycznych
na produkcje zwigzkéw polifenolowych w korzeniach transformowanych hodowanych w

zoptymalizowanych warunkach.

Kolejno, autorka dysertacji wykonata seri¢ zabiegéw w celu ustalenia najlepszych warunkéw
wzrostu biomasy oraz akumulacji zwiazkow polifenolowych w drugim badanym rodzaju materiatu
roslinnego, ktorym byly pedy S. bulleyana, spontanicznie zregenerowane z kultur korzeni
transformowanych. Postuzyla si¢ technikami wzbogacania ptynnego podloza hodowlanego w
egzogenne substancje wzrostowe z grupy cytokinin oraz zastosowala o$wietlenie lampami

fluorescencyjnymi w nat¢zeniu PPFD 40 pM/m?:s.

W celu zwickszenia skali hodowli korzeni i pgdéw transformowanych, materiat umieszczony
zostal takze w systemach okresowego zalewania podiozem plynnym, w tak zwanych

bioreaktorach typu PlantForm i Rita.

Na ostatnim etapie prac, wyciagi metanolowo-wodne sporzadzone z uzyskanego droga
biotechnologicznych zabiegow materiatu roslinnego, Doktorantka poddata ocenie w kierunku
zweryfikowania ich potencjalnych wlasciwosci antyoksydacyjnych, cytotoksycznych i

przeciwdrobnoustrojowych.



Z uwagi na potencjal leczniczy S. bulleyana zwiazany z obecnoscig w surowcu cennych
metabolitow wyspecjalizowanych takich jak zwiazki polifenolowe (kwas kawowy, kwas
rozmarynowy, kwasy salwianolowe i ich izomery) oraz tanszinony i wykorzystywanie tego
gatunku rosliny w chinskiej medycynie ludowej, wybor gatunku do badaf nad pozyskaniem
surowca metodami biotechnologicznymi jest uzasadniony. Zabiegi prowadzace do otrzymania
kultur roslinnych organéw transformowanych umozliwiaja pozyskiwanie wysokiej jakosci
surowca o ustabilizowanym profilu fitochemicznym, co jest wazne w kontekscie badan nad

otrzymywaniem biofarmaceutykow.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY

W dysertacji Pani Marty Krzeminskiej podjgte zostaty wysitki w celu poznania mozliwosci
zastosowania zabiegéw biotechnologicznych z zakresu transformacji materialu roslinnego z
udzialem wektora bakteryjnego (Rhizobium rhizogenes szczepu A4) do pozyskania wysoko-

produktywnego klonu korzeni i pgdow transformowanych chinskiej roéliny leczniczej Salvia

bulleyana.

Doktorantka wybrala za cel swoich badan gatunek rodliny znany w Tradycyjnej Chinskiej
Medycynie i stosowany zamiennie jako jeden z okoto 20 gatunkéw bogatych w tanszinony i kwasy
fenolowe, znanych pod wsp6lng nazwa surowca ,,Danshen”, posiadajacego swoja monografi¢ w

Farmakopei Chinskiej Republiki Ludowe;.

W czesci teoretycznej rozprawy Doktorantka dokonala charakterystyki botanicznej wybranego do
badan gatunku rosliny. Nakreslita takze rys historyczny zastosowania farmakopealnego surowca
Danshen, czyli wysuszonych i sproszkowanych korzeni oraz klagczy szatwii czerwonokorzeniowe;j
(S. miltiorrhiza), a takze zwrécita uwage na wciaz aktualng sprzedaz korzeni lokalnie
wystepujacych spokrewnionych gatunkéw szatwii jako powyzszego surowca. Wsréd nich

znajduje si¢ takze, analizowana w przedstawionej do recenzji dysertacji, S. bulleyana.

Wybér gatunku do badan wydaje si¢ uzasadniony z uwagi na dostgpne dane $wiadczace o
zastosowaniu surowca Danshen w leczeniu wielu réznych dolegliwosci, w tym ze strony uktadu
krazenia, dusznicy bolesnej, a takze jako $rodka skutecznego do zwalczania stanéw zapalnych i

marskoéci watroby oraz przy bolesnym miesigczkowaniu i w bezsennosci. Ponadto, pierwszy
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chinski ziolowy lek, stosowany w leczeniu choroby niedokrwiennej serca i dusznicy bolesnej,
ktory przeszedt trzecia faze badan klinicznych i uzyskal aprobate amerykarskiej Agencji

Zywnosci i Lekow, bazuje na recepturze Danshen.

W dalszej czesci teoretycznej pracy, Doktorantka wyczerpujaco przedstawita dane literaturowe na
temat struktury, szlakéw biosyntezy oraz whasciwosci biologicznych i zastosowania zwigzkow
polifenolowych (kwas kawowy, kwas rozmarynowy, kwasy salwianolowe, flawonoidow - gtéwnie
pochodnych luteoliny i fenyloetanoidéw), a takze diterpenéw (tanszinon IIA, kryptotanszinon) i
kwasow organicznych, obficie produkowanych zaréwno w czg$ciach nadziemnych jak i

korzeniach S. bulleyana.

Whasciwe tto dla podjetych w czesci doswiadczalnej eksperymentow, stanowi takze obszerny opis
metod pozyskiwania materiatu roslinnego, obfitujacego w metabolity wyspecjalizowane, réznymi
technikami biotechnologicznymi w warunkach hodowli w szkle. W tej czgéci pracy Doktorantka
przedstawita obszernie zagadnienia poswigcone transformacji metodami bezwektorowymi i
wektorowymi gtéwnie z udziatem dwéch popularnie stosowanych gatunkéw bakterii glebowych,
czyli Rhizobium rhizogenes oraz Agrobacterium radiobacter, choé w przypadku tego drugiego

gatunku, autorka w pracy postuguje si¢ uprzednio stosowang nomenklatura, tzn. 4. tumefaciens.

Doktorantka stosuje w pracy okreslenie ,transformacja genetyczna” w odniesieniu do modyfikacji
zachodzacych po wprowadzeniu do organizmu roslinnego dzikich szczepéw R. rhizogenes oraz A.
tumefaciens, co w $wietle aktualnego stanu wiedzy powinno by¢ terminem zarezerwowanym dla
modyfikacji dokonywanych przy wprowadzaniu do organizmu gospodarza tzw. konstruktow

genowych i tym samym uzyskiwaniu organizméw modyfikowanych genetycznie.

Opis metodyki pracy, odnoszacy si¢ do wszystkich przeprowadzonych eksperymentéw i analiz,

zostal przedstawiony w bardzo staranny i przejrzysty sposob.

W czesci eksperymentalnej pracy Doktorantka podjela trud uzyskania kultur organéw
transformowanych i ich hodowli w celu pozyskania surowca bogatego w kwasy fenolowe takie
jak pochodne kwasu kawowego, gléwnie kwas rozmarynowy i kwasy salwianolowe. Sposrod
czterech pierwotnie uzyskanych klonéw korzeni, po potwierdzeniu procesu transformacji,
Doktorantka wybrala jeden klon, ktéry okazal si¢ by¢ najefektywniejszym pod wzgledem

przyrostu biomasy i produkcji metabolitow wyspecjalizowanych. Dodatkowym materiatem do



badan staly si¢ kultury pedéw pozyskane na drodze spontanicznej regeneracji tych organéw na
dwoch klonach korzeni transformowanych (C7 i C9). Warto podkreslic, ze w badaniu majacym na
celu potwierdzenie transformacji zarowno w przypadku korzeni jak i pgdéw, do reakcji PCR
Doktorantka uzyla az szesciu genow, tzn. aux1, aux2, rolB, rolC, rolD oraz virG. Fragmenty DNA

odpowiadajace bakteryjnym genom aux2, rolB i rolD znalazla we wszystkich liniach korzeni.

Natomiast zadnego z wyzej wymienionych genow nie wykryto w korzeniach

nietransformowanych pochodzacych z roslin macierzystych hodowanych w glebie. W przypadku
klonu P7 pedéw transformowanych zidentyfikowano fragmenty odpowiadajace bakteryjnym
genom rolB oraz rolC i zadnego z nich w kulturze kontrolnej. Wyniki te swiadcza o dobrze
przygotowanym warsztacie weryfikujacym podjgte eksperymenty.

Analizy fitochemiczne wyciagow sporzadzonych z kultur organéw transformowanych,

przeprowadzone zostaly z zastosowaniem ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektrometrem mas (UHPLC-PDA-ESI-MS) oraz wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC). Do przeprowadzenia analiz jakosciowych i ilosciowych, Doktorantka
wykorzystata cechy spektralne badanych zwiazkéw oraz odpowiednie substancje referencyjne, a
uzyskane wyniki odnosita do danych zebranych z dostepnej literatury. Lista zidentyfikowanych
zwiazkéw zostala przedstawiona w Tabeli 2. w sposéb zwiezly i przejrzysty, cho¢ nagtowek
ostatniej kolumny w/w tabeli nie do konca odpowiada jej zawartosci. Znajduja si¢ w niej bowiem
dane dotyczace charakterystycznych fragmentow rozpadu w jonizacji ujemnej, a nie ,,piki
odpowiadajace jonom fragmentacyjnym” jak glosi nagtéwek. Z kolei, w przypadku analiz
ilosciowych, autorka pracy nie sprecyzowata z ilu punktow pomiarowych wyznaczone zostaty
krzywe kalibracyjne dla poszczegdlnych substancji.

W eksperymentach majacych na celu optymalizacj¢ warunkow hodowli wybranego klonu korzeni

transformowanych, Doktorantka wykorzystala cztery rutynowo stosowne W warunkach
prowadzenia kultur in vitro sklady podiozy hodowlanych z peing lub obnizong do potowy
zawartoscig mikro- i makroelementow. Byly to podtoza takie jak Woody-Plant (WP), wg Schenk’a
i Hildebrandt’a (SH), wg Murashige-Skoog’a (MS) oraz wg Gamborga (B5). Dodatkowo, autorka
pracy zadala sobie trud zweryfikowania wplywu zawarto$ci witamin i st¢zenia cukru w podtozu
hodowlanym oraz wptyw rodzaju éwiatta na wzrost kultur i produkcj¢ zwigzkéw polifenolowych

w wyselekcjonowanym klonie korzeni. Opis parametrow wzrostu Kkultur korzeni zostat



przedstawiony w pracy z najwyzsza starannoscia. Autorka pracy odnosi sig do szczegotow budowy
morfologicznej badanych organéw, kazdorazowo dolaczajac rzetelnie przygotowana
fotodokumentacje i odnoszac si¢ do ich profilu metabolicznego wraz z podaniem zawartosci
zwiazkéw dominujacych. Na podstawie obszernych badan poréwnawczych popartych analiza
statystyczna TOPSIS, Doktorantka dokonata wyboru najlepszego wariantu podfoza hodowlanego,
tzn. SH z obnizona do polowy zawartoscia mikro- i makroelementow oraz witamin. Selekcja
podioza hodowlanego byta wykonana pod katem przyrostu biomasy jak réwniez produkcji

zwiazkéw polifenolowych, w profilu ktérych zdecydowanie dominowat kwas rozmarynowy.

Testujac wplyw $wiatla zaréwno na rozw6j kultur korzeni jak i spontanicznie zregenerowanych
pedow, Doktorantka wykorzystata $wietlowki LED emitujace $wiatlo biale (390-760 nm),
niebieskie (430 nm), czerwone (670 nm) oraz mieszane (70% s$wiatta czerwonego i 30% swiatfa
niebieskiego). W pedach hodowanych w réznych warunkach $wiatta oznaczona zostala zawartos¢
barwnikéw asymilacyjnych oraz aktywnos¢ enzyméw antyoksydacyjnych takich jak dysmutaza
ponadtlenkowa, katalaza oraz peroksydaza ponadtlenkowa, a takze zawartos¢ biatka. W wyniku
eksperymentow, Doktorantka dowiodla, ze hodowla korzeni transformowanych na $wietle,
niezaleznie od jego rodzaju byla mniej korzystna niz w ciemnosci, zar6wno pod wzgledem
uzyskanej biomasy jak i akumulacji metabolitow wyspecjalizowanych. W przypadku pedow,
$wiatlo biate typu LED wplywato najkorzystniej na przyrost biomasy, natomiast aktywnos¢
enzyméw antyoksydacyjnych pobudzona byta réwniez w pozostatych warunkach o$wietlenia. Z

kolei najwyzsza zawartos¢ zwiazkéw polifenolowych Doktorantka odnotowata na Swietle

mieszanym.

W dalszych etapach pracy, Pani Marta Krzemifiska sprawdzita wptyw egzogennych regulatoréw
wzrostu i rozwoju roslin na parametry mikrorozmnazania p¢déw transformowanych. W tym celu
zastosowata jedno wybrane st¢zenie (0,1 mg/l) jedne; wybranej auksyny, ktorg byt kwas indoli-3-
octowy w kombinacji z trzema réznymi substancjami z grupy cytokinin, tzn. rybozydem 6-
benzyloaminopuryny, meta-topolinem i N-benzylo-9-(2-tetrahydropiranylo)-adening w trzech
stezeniach (0,5, 1,0 lub 2,0 mg/l). Eksperymenty z udzialem wybranych regulatoréw wzrostu i
rozwoju roélin prowadzita tylko w warunkach $wiatla bialego LED. Tu rodzi si¢ pytanie, czy
zasadnym byloby podjecie eksperymentéw poréwnawczych z udzialem pozostatych trzech

rodzajow $wiatla stosowanych w przedstawionych eksperymentach?



Doktorantka przetestowata takze rézne mozliwosci hodowli pedéw na podtozach ptynnych. W
tym celu zastosowata tzw. ,,podpory” dla pedéw transformowanych, hodowanych w stoikach i

kolbach Erlenmeyera oraz hodowata pedy w systemach bioreaktorowych typu Rita i PlantForm.

W zwiazku z niejednoznaczng odpowiedzia morfogenetyczng pedow, podobnie jak w przypadku

kultur korzeni, przy doborze najbardziej optymalnego podioza dla wzrostu kultur i produkcji
zwiazkéw polifenolowych, Doktorantka wykorzystala analiz¢ statystyczng TOPSIS dokfadajac

dodatkowy parametr, ktérym byl wspétczynnik namnazania. Dzigki takiemu podejsciu

metodycznemu, Doktorantce udato sig dobrac uktad eksperymentalny tak, aby 0siggnaé najwyzsze
wspétczynniki mnozenia klonalnego materialu roslinnego o mozliwie najwickszej zawartosci

metabolitéw wyspecjalizowanych.

Oprocz ustalenia warunkow hodowli i po wyznaczeniu krzywej wzrostu, zbadany zostal takze

wplyw elicytorow biotycznych i abiotycznych na produkcj¢ zwigzkow polifenolowych w

kulturach korzeni transformowanych. Do tego celu Doktorantka zastosowala rézne stezenia
u w postaci soli chlorkowej, oraz etanolowych roztworow

ekstraktow drozdzowych, kadm

jasmonianu metylu i trans-anetolu.
dziatanie stymulujace produkcje polifenoli w korzeniach transformowanych S. bulleyana miat

ester metylowy kwasu jasmonowego W stezeniu 100 pM. Wszystkie pozostate elicytory
czo wzmagaty produkcj¢ niektérych zwiazkéw polifenolowych,

W wyniku badaf, Doktorantka dowiodla, ze najsilniejsze

zastosowane w pracy Wwybior

jednak nie byly to warto$ci znaczace.
Hodowle korzeni transformowanych takze prowadzono na podtozach ptynnych w kolbach na
wytrzasarkac rm okresowo
ych podiozem hodowlanym. Poréwnujac produkcje zwiazkow poli

ty w przypadku

h, a takze w systemach bioreaktorowych typu Rita oraz PlantFo
fenolowych w

zalewan
ach hodowanych w tych systemach, najwyzsze wartosci osiggnigte zosta

korzeni
h. Kultury hodowane

i z naczyn typu Rita i czasie zalewania podlozem przez 3 min co 1.5

korzen
do 67% wiecej zwigzkow polifenolowych w poréwnaniu do

w ten sposéb wytwarzaly od 34%

korzeni hodowanych w pozostatych warunkach,

z hodowli o zoptymalizowanych warunkach

Korzenie i pedy transformowane pochodzace
gzkow polifenolowych zostaly zbadane pod katem

zaréwno dla przyrostu biomasy i produkcji zwi
Doktorantka zbadala zdolno$¢ ekstraktéw do

ich potencjalnej aktywnosci przeciwutleniajace;.
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.zmiatania” wolnych rodnikéw przy zastosowaniu testow DPPH, ABTS oraz O2+—, zbadata takze
zdolno$é¢ do redukcji jonéw zelaza testem FRAP, a takze zdolnos¢ do zahamowania peroksydacji
lipidéow metoda TBARS. Doktorantka zaobserwowala pozytywna zalezno$¢ migdzy iloscia
zwiazkéw polifenolowych w ekstraktach z korzeni, a ich aktywnoscia przeciwutleniajaca. Dla
poréwnania zbadata takze ekstrakty z pedéw transformowanych, ktére wykazaty duzo stabszy

potencjal w tym kierunku bioaktywnosci.

Ekstrakty uzyskane z kultur korzeni transformowanych pochodzacych z najkorzystniejszych
warunkéw hodowli z dodatkiem jasmonianu metylu zostaly poddane testom pod katem ich
potencjalnych whasciwosci cytotoksycznych in vitro. Testy przeprowadzono na czterech liniach
komérkowych takich jak linia ludzkich komérek nowotworowych szyjki macicy — HeLa, linia
ludzkich komérek nowotworowych zotadka — AGS, linia ludzkich komoérek gruczolakoraka
okreznicy — LoVo oraz referencyjna linia mysich fibroblastow — 929, ktéra jest wymagana wg
norm ISO 109935. Doktorantka zaobserwowala dziatanie cytotoksyczne ekstraktu z korzeni
wzgledem wszystkich wykorzystanych w doswiadczeniu linii komérkowych, a sifa tego dziatania
zalezala od stezenia ekstraktu i uzytej linii. Jednoczesnie, ekstrakt nawet w najwyzszym badanym
stezeniu (5 mg/ml) nie powodowat istotnego spadku zywotnosci komérek linii L929 w
poréwnaniu z kontrola, co wskazalo na bezpieczenstwo stosowania ekstraktu w testowanym

zakresie stezen.

W pracy przedstawione zostaly takze wyniki dotyczace badania wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych uzyskanych ekstraktow z korzeni. Doktorantka wyznaczyta
minimalne st¢zenie hamujace — MIC, minimalne st¢zenie bakteriobjcze — MBC i minimalne
stezenie grzybobdjcze — MFC dla szczepow bakterii Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus
ATCC 29,213 i S. epidermidis ATCC 12,228), Gram-ujemnych (Escherichia coli ATCC 29,212 i
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27,853), oraz grzybéw (Candida albicans ATCC 10,231 i
Candida glabrata ATCC). Ekstrakt z korzeni wykazywal umiarkowane dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe. Najsilniejszag ~ aktywnos$¢  przeciwbakteryjng  Doktorantka
zaobserwowala wobec bakterii Gram+, w szczeg6lnosci wobec szczepu S. epidermidis, w

poréwnaniu do bakterii Gram- oraz grzybow.



Wszystkie istotne wyniki badan zostaly przedyskutowane przez Doktorantke, w sposob krytyczny

w odniesieniu do aktualnego stanu wiedzy. W tej czgsci rozprawy, Pani Marta Krzeminska dla

pelnego zobrazowania uzyskanych przez siebie danych na temat produkcji gléwnych metabolitow

wyspecjalizowanych i aktywnosci biologicznej ekstraktow z transformowanych organéw S.

bulleyana, przytacza przykiady dostepnych wynikéw opublikowanych dla pokrewnych roslin w

obrebie grup taksonomicznych takich jak rodzaj i rodzina. Z kolei poréwnujac wyniki z zakresu
ekspresji genow bakteryjnych, obecnych w organach roslinnych po transformacji i ich znaczenia
w biosyntezie zwiazkow biologicznie aktywnych oraz z zakresu odpowiedzi morfogenetycznej
kultur na zadane warunki hodowli, Autorka odnosi si¢ do dostgpnych informacji, takze dla

odleglejszych filogenetycznie gatunkow roslin.
We wnioskach wysnutych na podstawie uzyskanych wynikéw, Doktorantka stwierdzifa, ze

zastosowane zabiegi eksperymentalne pozwolity uzyskaé¢ transformowany materiat roslinny o

niemal dwukrotnie wigkszej zawartosci zwigzkow polifenolowych, w szczegllnosci kwasu

rozmarynowego w poréwnaniu do kultur korzeni przed optymalizacja warunkow hodowli, a takze

od 5 do 13-razy wigksze od tych, raportowanych dla k
aca z badan w przedstawionej do recenzji

orzeni dwuletnich roslin matecznych

rosnacych w glebie. Inng istotna informacja wyptywaj
pracy, wydaje sie tez obiecujacy potencjat cytotoksyczny ekstraktu, sporzadzonego z wysoko

produktywnego klonu korzeni transformowanych, wzglgdem wszystkich stosowanych w

doswiadczeniach linii komérek nowotworowych. Zatem, surowiec ten ma szansg znalez¢

ywilizacyjnych, ale czy w obliczu przedstawionych

zastosowanie w profilaktyce i terapii chordb ¢
na za potencjalny substytut Danshen, jak to jest

rezultatéw badan mozna uzna¢ gatunek S. bulleya

praktykowane?

Podsumowujac, warto podkresli¢, ze praca doktorska Pani mgr farm. Marty Krzeminskiej jest

obszernym i wyczerpujacym opracowaniem technik pozyskiwania transformowanego materiatu
klonalnego z gatunku S. bulleyana, bogatego W zwiazki polifenolowe. Protokoly mnozenia

klonalnego oraz otrzymania organéw transformowanych wraz z oceng profilu fitochemicznego

surowca zostaly przedstawione do publicznej wiadomosci w formie trzech oryginalnych

artykutow. Byly to pie
surowca z tego gatunku roliny.

rwsze doniesienia naukowe na temat biotechnologicznego pozyskiwania



OPIS FORMALNY ROZPRAWY

Przedlozona do recenzji rozprawa Pani mgr farm. Marty Krzeminskiej zostata napisana w
ukladzie typowym dla rozpraw doktorskich. Obejmuje ona 240 stron, na ktérych Doktorantka w
przejrzysty sposéb nakreslita tlo teoretyczne dla podjetych w czgéci eksperymentalnej zadan
badawczych. Metodyka pracy zostata przedstawiona w sposéb nie budzacy zastrzezen, a wyniki
opisane w spos6b zrozumialy. Dyskusja na temat uzyskanych wynikéw ma ukfad strukturalny, w
ktérym Doktorantka w sposob uporzadkowany odnosi si¢ do aktualnego stanu wiedzy z zakresu

poszczeg6lnych zagadnien poruszonych w dysertacji.

Rozprawa podzielona jest na dziesigé rozdziatéw takich jak Skréty stosowane w pracy, Wstep, Cel
pracy, Materialy i metodyka, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, Bibliografia, Wykaz publikacji i komunikatow zjazdowych.

Poruszane zagadnienia i wyniki badan przedstawione sa w formie 23 tabel, 62 wykreséw, 6 rycin

i 17 fotografii.

Bibliografia obejmuje 317 pozycji literaturowych uwzgledniajac publikacje, ktore ukazatly si¢ w
krajowych i zagranicznych czasopismach naukowych w ciagu ostatnich lat, jak tez monografie

naukowe i pozycje podrgcznikowe.

Cel pracy zostal jasno sformutowany i rozbity na osiem celéw szczegétowych obejmujacych
zagadnienia dotyczace zabiegéw biotechnologicznych w celu pozyskania kultur organéw
transformowanych, oceng zawartosci metabolitow w materiale ro§linnym, optymalizacj¢ procesu
przyrostu biomasy i produkcji zwigzkéw polifenolowych w kulturach korzeni i pgdow
transformowanych, a takze oceng potencjatu bioaktywnosci wyciagow metanolowo-wodnych

sporzqdzonych Z otrzymanego materiatu roslinnego w warunkach in vitro.

Postepy prac ckspcrymcntalnych sg przedstawione a licznych fotografiach, co znacznie wzbogaca

prace i obrazuje stan uzyskanego surowca.
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Uwagi krytyczne:

W pracy brak wykazu tabel, wykreséw, rycin i fotografii.

Na chromatogramie obrazujacym rozdziat zwiazkow polifenolowych (rycina 6), pik oznaczony

numerem 4 odpowiadajacy kwasowi rozmarynowemu, nie jest w petni widoczny w poréwnaniu z

pozostatymi pikami zaprezentowanymi na tym samym chromatogramie. Z duzym

prawdopodobienstwem, probka poddana analizie HPLC nie zostala dostatecznie rozcienczona,

aby pik odpowiadajacy temu zwigzkowi mogt by¢ widoczny w calosci. Mozna przyjaé, ze stato

si¢ za sprawa tego, iz w analizowanym ekstrakcie byta duza dysproporcja w zawarto$ciach

pomigdzy  poszczegélnymi  zwiazkami polifenolowymi, ujawnionymi W rozdziale

chromatograficznym.
Na wykresach 1-18, 21-52 brakuje oznaczenia danych na osi ,y~ — odpowiednia informacja

znajduje si¢ jedynie w opisach pod wykresami. Na pozostatych wykresach obie osie opisane s3 W

spos6b niebudzacy zastrzezef.

W spisie skrotow brak wyjasnienia skrétu ,,POD” odpowiadajacemu jednemu z opisywanych

enzymow.

W podrozdziale zatytulowanym _Biotechnologia roslin” brakuje odniesien do literatury.

Na stronie 39 znajduje si¢ okreslenie ,redyferencjacji” zamiast ,.dedyferencjacja”.

W pracy napotkaé mozna nieliczne bledy edytorskie typu: na stronie 20 brak spacji miedzy

spojnikiem ,,i” a wyrazem ,,alternatywnymi”.

W pracy brakuje informacji na temat autorstwa wszystkich zamieszczonych fotografii.

WNOSKI KONCOWE

Podsumowujac stwierdzam, ze zatozone cele w pracy zostaly w petni zrealizowane. Rozprawa

doktorska Pani Marty Krzeminskiej odnosi si¢ do bardzo waznych aspektow pozyskiwania

wyzszej jakosci surowca farmaceutycznego. Autorka pracy zapewnila wzorowy warsztat

poprzez wiasciwy dobor metod analitycznych, ktére pozwolily na qlERymALIG Wisly
Przedstawiona do recenzji rozprawa

naj

badawczy
ciekawych wynikéw, opracowanie ich i wysnucie wnioskow.
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doktorska Pani Marty Krzeminskiej stanowi cenny wklad w dotychczas zgromadzong wiedzg z

zakresu badan nad gatunkiem Salvia bulleyana.

Potwierdzeniem wysokiej wartosci naukowej wynikow zaprezentowanych w rozprawie sg trzy
oryginalne artykuty Doktorantki opublikowane w latach 2020-2022 w czasopismach Journal of
Biotechnology, Molecules i International Journal of Molecular Sciences o wysokich
wspotczynnikach wptywu i wysokiej punktacji ministerialnej. Nalezy podkresli¢, ze w dwdch
sposréd trzech prac, Doktorantka jest pierwszym autorem. Dodatkowo wyniki byly réwniez
upowszechniane w formie o$miu krajowych doniesien zjazdowych. Ponadto Pani Marta

Krzeminska moze si¢ poszczycié pigcioma innymi publikacjami naukowymi (3 prace oryginalne

i 2 przegladowe) spoza zakresu badan przedstawionych w rozprawie doktorskiej.

Wymienione powyzej uwagi krytyczne i edytorskie nie wplywaja na wysoka oceng przedstawionej

do recenzji dysertacji.

W mojej opinii rozprawa Pani mgr farm. Marty Krzeminskiej spetnia warunki okreslone w art.
187 ust. 1 i 2 ww. Ustawy stawiane rozprawom doktorskim niniejszym sktadam do Rady
Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi wniosek o dopuszczenie
rozprawy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i nadanie stopnia doktora nauk medycznych
i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne. Jednoczesnie wnioskuj¢ 0 wyrdznienie

rozprawy doktorskiej Pani mgr farm. Marty Krzeminskiej.

Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu
Katedra Bvologiu i B‘ d¢chnologii Farmaceutycznej
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