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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Malgorzaty Majewskiej zatytulowanej
~Regulacja ekspresji genu zwiazanego z biosynteza prekursora tanszinonéw
u Szalwii czerwonokorzeniowej (Salvia miltiorrhiza)”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana w Zakladzie Biologii i
Botaniki Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny w todzi pod
kierunkiem promotora Pana dr. hab. n. farm. tukasza Kuzmy, prof. UM oraz promotora
pomocniczego Pana dr. n. biol. Piotra Szymczyka.

Rozprawa doktorska opiera si¢ na trzech oryginalnych publikacjach naukowych (jednej
pracy przegladowej i 2 pracach eksperymentalnych), ktére ukazaty sie drukiem w latach 2018 -
2022. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera wprowadzenie dotyczace Salvia
miltiorrhiza Bunge (wlasciwosci biologicznie czynne ekstraktéw pozyskiwanych z tej rosliny,
metabolitéw wtérnych w niej zawartych ze szczegélnym uwzglednieniem abietanowych nor-
diterpenowych chinonéw - tanszinonéw, ktére akumulowane sa w roélinach w perydermie
korzeni w niewielkich ilosciach oraz ich szlakéw metabolicznych). Doktorantka wprowadzila
czytelnika w skomplikowany temat dotyczacy powstawania tanszinondow w rodlinie z
uwzglednieniem wysokoprzepustowych badart omicznym (genom, transkryptom, proteom i
metabolom). W pracy doktorskiej znalezé mozna réwniez streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, rozdzial dotyczacy materialéow i metod wykorzystywanych w pracy, oméwieniu

najwazniejszych wynikéw oraz ich dyskusja, wnioskéw koricowych oraz koncepcje dalszych
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badain zwigzanych z regulacja genu reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A
(HMGR4) S. miltiorrhiza oraz bardzo licznej literatury, ktéra zawiera 148 pozycji anglojezycznych.
Na konicu rozprawy Doktorantka zaprezentowala swoje pozostate osiggniecia w postaci innych
publikacji, patentu, doniesieri konferencyjnych oraz nagréd i wyréznient. Laczny wspélczynnik
oddziatywania (Impact Factor, IF) przedstawionych w pracy doktorskiej publikacji wynosi 12,223,
co przeklada si¢ na 230 punktéw ministerialnych.

Wyb6r publikacji przedstawionych w pracy doktorskiej jest zasadny i doskonale pokazuje ciag
przyczynowo-skutkowy dotyczacy regulacji ekspresji genu zwiazanego z biosynteza prekursora
tanszinonéw u Szalwii czerwonokorzeniowej. Ze wzgledu na fakt, Ze prace stanowigce rozprawe
doktorska przed opublikowaniem byly wnikliwie poddane procesowi recenzji (peer-review) oraz
edycdji, nie bede ich szczegélowo omawiac.

Metabolity wtérne wytwarzane przez tkanki roslinne stanowia nieocenione Zrédlo zwigzkow
biologicznie czynnych wykorzystywanych z powodzeniem w przemysle farmaceutycznym.
Doskonalym przykiadem jest S. miltiorrliza Bunge, ktéra byla wykorzystywana przez tysiaclecia
przez ludzi. Stosowana jest w chinskiej medycynie w leczeniu miedzy innymi schorzen wienicowych
i hematologicznych, co jest $ciSle zwigzane z obecnoscig w jej tkankach pigmentéw diterpenowych
~- tanszinonow, ktoére byly gléwnym tematem przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej. Ze
wzgledu na fakt Ze te cenne metabolity woérne roslina gromadzi w perydermie korzenia w bardzo
matych ilodciach, a zapotrzebowanie na surowiec roslinny jest ogromny, préba zwiekszenia
wydajnosci biosyntezy tanszinonéw w kulturach in vitro Szalwii czerwonokorzeniowej jest wysoce
wskazana. Z tego tez wzgledu podjecie przez Doktorantke badan nad reduktaza 3-hydroksy-3-
metyloglutarylokoenzymu A (HMGR), od ktérej w duzej mierze zalezy tempo biosyntezy
tanszinonéw uwazam za w pelni uzasadnione. Temat podjety przez Pania mgr Malgorzate
Majewska wydaje si¢ niezmiernie istotny nie tylko z punktu widzenia poznawczego, lecz rowniez
praktycznego, bo uzyskanie roélin bogatszych w cenne biologicznie czynne metabolity wtérne moze

pozwoli¢ na pozyskiwanie tanszinonéw na skale przemyslowa. Dzigki zastosowaniu przez
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Doktorantke na poczatku swoich badan analizy in silico pozwolilo w znacznym stopniu skrécié¢ czas
badan, obnizy¢ ich koszty i ukierunkowaé¢ badania na wiasciwe tory. Pani mgr Malgorzata
Majewska doskonale orientuje sie¢ w badaniach in silico, co pokazala w pracy przegladowe;
opublikowanej w czasopi$mie Gene w 2018 roku. Opisanie przez Doktorantke 40 wybranych
internetowych baz dostarczajacych eksperymentalnej i teoretycznej wiedzy na temat promotoréw
jako regulatoréw transkrypcji genéw u eukariontéw i prokariotow oraz dane opisujace organizacje
promotoréw i ich interakcje z czynnikami transkrypcyjnymi (TF) i miRNA uwazam za bardzo
wazne i $wiadczace o doskonalej znajomosci tematu. Doktorantka skorzystata z cennego narzedzia
wykorzystywanego w badaniach regulacji ekspresji genéw na poziomie transkrypcji. Doktorantka
wykorzystujac technike genome walking wyizolowala niepoznany dotad region promotora HMGR4
S. miltiorrhiza. Wykonala réwniez analize in silico sekwencji promotora HMGR4 S. miltiorrhiza
korzystajac z programu TSSP (Softberry Inc.), PlantPan 2.0, Tandem repeats Finder, aplikacje
CpGProD, Match oraz PWMs z baz PLACE, AGRIS i JASPAR. Zweryfikowala obecno$¢ miRNA i
miejsc ich wigzania do sekwencji promotora i 5UTR za pomoca miRBase. Uzyskana przez
Doktorantke sekwencja promotora HMGR4 S. miltiorrhiza o dlugosci 1646 pz zostala poddana
analizom strukturalnym. Dzieki uzyskanym wynikom zlokalizowano TATA box, powtoérzenia
tandemowe, sekwencje bogata w pirymidyny w regionie 5" niepodlegajacym translacji (5'UTR),
5369 potencjalnych miejsc wigzania czynnikéw transkrypcyjnych (TFBS), 365 oddziatujacych z mini
czynnikéw transkrypcyjnych znalezionych wczesniej w roslinie modelowej Arabidopsis thaliana oraz
12 miejsc wigzania dla dojrzalych miRNA. Bardzo istotng informacja jest to, ze Doktorantka
wykazala ze wiele miejsc wigzania czynnikéw transkrypcyjnych znalezionych w sekwengji
promotora HMGR4 S. miltiorrhiza oddziatuje z czynnikami transkrypcyjnymi aktywowanymi przez
swiatlo, kwas salicylowy, infekcje bakteryjne i fitohormony (auksyny, gibereliny, kwas
abscysynowy, kwas salicylowy, kwas jasmonowy). Kompleksowa analiza in silico , ktéra wykonata
Doktorantka przedstawia cenne nowe informacje na temat regulacji funkcji promotoréw HMGR, a

to moze by¢ w przyszlosci wykorzystane do tworzenia zmodyfikowanych/syntetycznych
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promotoréw, ktére moga by¢ aktywne w kontrolowanych warunkach, a w konsekwencji moze sie
to przelozy¢ na pozyskiwanie cennych metabolitéow wtérnych z tkanek roslinnych w znacznych
ilosciach.

Na szczegélng uwage zastuguje fakt, ze Doktorantka wykorzystala wyniki swoich analiz in
silico na modelu roélinnym. Uwazam, ze wyniki przedstawione w publikacji Molecules w 2022 roku
sq zwieniczeniem jest kilkuletniej pracy. Dzieki uzyskaniu transformantéw S. miltiorrhiza
zawierajacych konstrukt nadekspresyjny pRI201-AN-HMGR4 przy wykorzystaniu Rhizobium
radiobacter (Agrobacterium tumefaciens), Doktorantka mogta stwierdzi¢, ze najwyzsza ekspresja genu
HMGR4 obserwowana byta w liSciach i todygach, a w korzeniach poziom transkryptu byl nizszy.
Ponadto wczesdniejsze analizy in silico wykonane przez Pania mgr Malgorzate Majewska
wskazywaly na wplyw giberelin, auksyn i kwasu salicylowego na poziom ekspresji genu HMGR4
S. miltiorrhiza, co zostalo réwniez potwierdzone doswiadczalnie i opisane w publikacji Molecules.
Badania pokazaly, ze dzieki nadekspresji HMGR4 znaczaco zwigkszyla si¢ akumulaga
dihydrotanszinonu I (DHTI), kryptotanszinonu (CT), tanszinonu I (TI) i tanszinonu IIA (TIIA) w
korzeniach, a takze tanszinonu IIA w lodygach i lisciach. Korzenie S. miltiorrhiza uzyskane z hodowli
w glebie wykazywaly wyzsze stezenia badanych metabolitow niz hodowane w kulturach in vitro.
Ponadto Doktorantka wykazata, Ze dodatek kwasu giberelinowego na korzenie in vitro S. miltiorrhiza
z nadekspresja HMGR4 wplywa korzystnie na podwyzszenie poziomu syntezy kryptotanszinonu
0794,2 pg/g s.am. i tanszinonu IIA o 88,1 ng/g s.m. Z kolei inny hormon - IAA istotnie hamowat
biosynteze badanych tanszinonéw w korzeniach.

Podczas obrony pracy doktorskiej chciatabym poprosi¢ Panig mgr Matgorzate Majewska o
przedyskutowanie kilku zagadnieni i rozwianiu kilku moich watpliwosci, ktore pojawity sie podczas
analizy jej dysertacji:

1. Dlaczego czgsci nadziemne Szatwii czerwonokorzeniowej hodowano na pozywce Murashige i Skoog,
a korzenie w podtozu B% typu Gamborg?
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2. Na jakiej podstawie wytypowano okreslone stezenia kwasu giberelinowego (1 mg/L), kwasu indolilo-
3-octowego (0,5 mg/L) i kwasu salicylowego (20 mg/L), ktore zostaty uzyte do ekspresji genu HMGR4 S.
miltiorrhiza? Czy badano inne stezenia regulatorow wzrostu? Dlaczego do analizy materiatu genetycznego
metogq RT-qPCR ze starterami specyficznymi dla genow HMGR4 i ACT7 wybrano tylko liscie?

3. Czy zdaniem Doktoraniki indukcja morfogenezy S. miltiorrhiza z udzialem fazy kalusa po
transformacji mogto mie¢ wplyw na poziom tanszinonow w uzyskanych transformowanych pedach, skoro do
indukcji kalusa stosowano miedzy innymi auksyne?

4. Skoro Doktorantka hodowata rosliny szatwii w sterylnej glebie wolnej od bakterii to jak mozna
wyttumaczyé wyzszy poziom tanszinondw w korzeniach wtasnie z takiej hodowli? Czy korzenie hodowane w
glebie roznity sie morfologicznie od korzeni hodowanych w kulturach in vitro?

5. Jaki elicytor biotyczny bylby potencjalnie dobrym kandydatem do podwyzszenia poziomu
tanszinonow w transformowanej Szatwii czerwonokorzeniowej z nadekspresjq genu HMGR4?

6. Moje ostatnie pytanie do Pani Matgorzaty Majewskiej zwigzane jest z produktywnoscig tanszinonow
w transformowanych roslinach S. miltiorrhiza. Czesto sig bowiem zdarza, Ze nadekspresja genu wigze sig ze
wzrostem poziomu metabolitu wtdrnego, ale wplywa niekorzystnie na wzrost roslin, a tym samym
produktywnosc. Czy zauwazyta Pani takie niekorzystne zjawisko w przypadku nadekspresji genu HMGR4?

W podsumowaniu stwierdzam, ze prezentowane w rozprawie doktorskiej wyniki i ich
interpretacja sa wystarczajacym materiatem dla uzyskania stopnia doktora nauk farmaceutycznych.
Oswiadczenia wspétautoréw publikacji wskazuja jednoznacznie, ze wkiad Pani mgr Matgorzaty
Majewskiej w powstanie 3 prac stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej jest wiodacy i
znaczacy (we wszystkich jest ona pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym). Tylko w
jednej pracy w czasopi$émie Molecules drugim autorem korespondencyjnym jest promotor dr hab.
Lukasz Kuzma, prof. UM. W mojej opinii Doktorantka uzyskata bardzo ciekawe wyniki wnoszace
wartos¢ naukowa w dziedzinie szeroko pojetej biotechnologii roslin. Wykorzystujgc zaawansowane
badania bioinformatyczne regionu promotora genu HMGR4 S. miltiorrhiza wniosta nowe i cenne
informacje dotyczace jego budowy oraz potencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych i miRNA
regulujacych aktywnos¢ kontrolowanego przez niego genu. Wskazala ze nadekspresja sekwencji

kodujacej gen HMGR4 S. miltiorrhiza przeklada sie na podwyzszenie poziomu biosyntezy
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tanszinondw w korzeniach hodowanych w glebie oraz w kulturach in vitro. Poszerzenie wiedzy

dotyczacej mechanizméw regulacji ekspresji genéw HMGR4 S. miltiorrhiza pozwoli na

wykorzystanie tego zjawiska do pozyskiwania znacznych iloéci cennych biologicznie czynnych
tanszinonow, ktore z powodzeniem znajda zastosowanie w przemyéle farmaceutycznym.

Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze Pani mgr Malgorzata Majewska jest rowniez
wspotautorem pieciu innych prac, ktére ukazaly sie w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym
w latach 2014 - 2023 oraz patentu przyznanego w 2015 roku. Swiadczy to o szerokich

zainteresowaniach badawczych Doktorantki.

Uwazam, ze udzial Pani mgr Malgorzaty Majewskiej w powstanie trzech prac
naukowych o zasiggu migdzynarodowym wiaczonych do rozprawy doktorskiej upowaznia
mnie do stwierdzenia, ze rozprawa doktorska Pani mgr Malgorzaty Majewskiej pt.
~Regulacja ekspresji genu zwiazanego z biosynteza prekursora tanszinonow u Szalwii
czerwonokorzeniowej (Salvia miltiorrhiza)” spelnia wymagania okreslone w art. 13 ust. 1
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
I tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 ze zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.). Przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego i wykazuje ogolng
wiedze teoretyczna Doktorantki w dyscyplinie naukowej. Na uwage zastuguje réwniez
fakt, ze Pani mgr Malfgorzata Majewska potaczyla w swojej pracy wiele technik - od
hodowli roslin w kulturach in vitro, analizy in silico sekwencji promotora HMGR4 S.
miltiorrhiza, oznaczenia ekspresji genu HMGR4 przed i po elicytacji, po oznaczenie poziomu
tanszinonéw w  transformantach S. miltiorrhiza za pomoca ultrawysokosprawnej
chromatografii cieczowe;j.

W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych
Uniwersytetu Medycznego w o dopuszczenie Pani mgr Matgorzaty Majewskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Majac na wzgledzie warto§¢é poznawcza
zaprezentowanych przez nig badan oraz opublikowanie ich w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym wnoszg¢ ponadto o wyréznienie pracy doktorskiej stosowna nagroda.

Z wyrazani:saaHikk U,

Zaklad Badania Zwiarka v Bislogicznie
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