Recenzja
pracy doktorskiej Pani mgr Matgorzaty Majewskiej
pt.: "Regulacja ekspresji genu zwigzanego z biosynteza prekursora tanszinondw

u Szatwii czerwonokorzeniowej (Salvia miltiorrhiza)”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Zaktadzie
Biologii i Botaniki Farmaceutycznej, Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego w todzi pod kierunkiem naukowym Pana dr hab. n. farm. tukasza Kuzmy,

prof. UM. Promotorem pomocniczym rozprawy byt Pan dr n. biol. Piotr Szymczyk.

Obiektem badan recenzowanej rozprawy doktorskiej jest Salvia miltiorrhiza
Bunge - szatwia czerwonokorzeniowa z rodziny Lamiaceae (jasnotowate). Jest to
gatunek pochodzacy z Azji, ktérego korzenie od ponad 1000 lat znajdujg zastosowanie
w leczeniu m.in. choréb uktadu krazenia, choréb immunologicznych, zapalenia watroby,

bezsennosci.

Rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Majewskiej stanowi spojny tematycznie
zbior trzech artykutéw opublikowanych w recenzowanych, anglojezycznych
czasopismach naukowych i opatrzony: wstgpem, celem pracy, opisem materiatéw
i metod stosowanych w realizacji zatozen pracy doktorskiej, prezentacjg kluczowych
wynikow, ich dyskusjg oraz wnioskami, piSmiennictwem oraz streszczeniami w jezyku
polskim i angielskim. Ponadto, podsumowujac swoje osiggniecia, Autorka wskazata
kierunek dalszych badari nad rola czynnikdw transkrypcyjnych w biosyntezie
tanszinondw. Praca zawiera réwniez oswiadczenia wspotautoréw publikacji, tacznie
z ktérymi liczy 128 stron.

Publikacje wchodzace w zakres rozprawy doktorskiej ukazaty sie w przedziale lat

2018 -2022, w takich czasopismach jak: Molecules, Plants oraz Gene. We wszystkich



publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem. Cafkowity‘ wspotczynnik

oddziatywania (IF) publikacji wynosi 12,223, a liczba punktow MNiSW — 230.

Wsrod publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej znajduje sie jedna praca
przegladowa: Majewska M., Wysokifiska H., Kuzma t., Szymczyk P. ,Eukaryotic and
prokaryotic promoter databases as valuable tools in exploring the regulation of gene
transcription: a comprehensive overview”, Gene, 2018, 644, 38-48, doi:
10.1016/j.gene.2017.10.079; IF = 2,638 (wg Journal Citation Reports 2018), pkt. MEIN =
20,

oraz dwie publikacje oryginalne doswiadczalne:

1) Majewska M., Kuzma t., Szymczyk P. ,lsolation and comprehensive in silico
characterisation of a new 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 4
(HMGR4) gene promoter from Salvia miltiorrhiza: comparative analyses of plant
HMGR promoters”, Plants, 2022, 11, 1861, doi: 10.3390/plants11141861; IF = 4,658;
pkt. MEIN = 70;

2) Majewska M., Szymczyk P., Gomulski J., Jelers A., Grabkowska R., Balcerczak E., Kuzma
t. ,The expression profiles of the Salvia miltiorrhiza 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
coenzyme A reductase 4 gene and its influence on the biosynthesis of tanshinones”
Molecules, 2022, 27, 4354, doi: 10.3390/molecules27144354; IF = 4,927), pkt. MEIN
= 140.

Wyniki pracy doktorskiej prezentowane byty takze na konferencji naukowej w formie

plakatu.

Dorobek naukowy Doktorantki stanowi réwniez pie¢ wspotautorskich publikacji spoza
zakresu pracy doktorskiej, siedem komunikatéw zjazdowych. Mgr Matgozrata Majewska
jest rowniez wspéttworczynia patentowanego wynalazku pt.: Strapagiel D., Majewska
M., Stomka M., Janik K., Sobalska M., Bartosz G. ,Sposéb ustalania ptci” Biuletyn Urzedu
Patentowego RP, 2015, 13, 1082, 406569. Ponadto praca, w ktorej mgr Matgorzata
Majewska byta wspdtautorka, uzyskata wyréznienie w konkursie »InnoTechAkademia Il

BioTechScience — droga do wtasnych marzen.



W przygotowaniu pracy przegladowej udziat Doktorantki byt znaczacy
i obejmowat opracowanie koncepgiji pracy, zebranie i analize pi$miennictwa oraz
napisanie manuskryptu. Praca ta zostata opublikowana w czasopismie Gene. Stanowi
ona opis wykorzystania 40 baz danych do poszukiwania informacji na temat regulacji
ekspresji genéw na poziomie ich transkrypcji, zaréwno u gatunkow eukariotycznych, jaki

i prokariotycznych.

W przygotowaniu publikacji eksperymentalnych udziat mgr Matgorzaty
Majewskiej byt réwniez znaczacy i polegat na: opracowywaniu koncepcji badan i ich
realizacji, analizie wynikéw oraz przygotowywaniu manuskryptow. Prace te prezentuja
spojng tematyke badawczg, ktérej celem byto zbadanie mechanizméw regulacji genu
kodujacego reduktaze 3-hydroksy-3- metyloglutarylokoenzymu A 4 (HMGR4) w gatunku
S. miltiorrhiza, genu ktérego poziom ekspresji jest jednym z czynnikow wptywajacych
ograniczajaco na wysokos¢ biosyntezy tanszinonéw. Tanszinony, abietanowe nor-
diterpenowe chinony, nalezg do gtéwnych metabolitéw wtérnych S. miltiorrhiza, ktére
biosyntetyzowane i gromadzone s3 w perydermie jej korzeni. Zwigzki te odpowiadajg za
aktywnos¢ przeciwzapalng, antyoksydacyjna, regulujagca metabolizm, fitoestrogenna
oraz przeciwdrobnoustrojowa tego surowca. Ponadto wykazuja one dziatanie ochronne
w chorobach uktadu krazenia, zapobiegaja chorobom uktadu nerwowego, osteoporozie
oraz chorobom nowotworowym. Tak szeroki zakres aktywnosci biologicznej
i wynikajgcych z niej zastosowan tanszinondw obecnych w korzeniach S. miltiorrhiza
skutkuje statym wzrostem zapotrzebowania na ten surowiec. Z uwagi na fakt, iz
zawartosc tanszinondw jest w korzeniach bardzo niska, wysoce zasadnym jest
opracowanie metod pozwalajagcych na zwiekszenie ich biosyntezy. Metody
biotechnologiczne pozwalaja, w sposéb nie ograniczony w czasie oraz w warunkach
podlegajacych petnej kontroli eksperymentatora, na prowadzenie bioproceséw
w organach bezposrednio zaangazowanych w biosynteze okreslonych metabolitéw
wtornych, zwigzkéw o czesto skomplikowanej strukturze chemicznej, ktérych synteza
chemiczna jest w wielu przypadkach niezwykle trudna i kosztowna, a w ostatecznym
rozrachunku nieoptacalna. Jedng z gtéwnych przyczyn limitujgcych produkcje

metabolitow wtérnych na skale przemystowg w roslinnych kulturach in vitro, jest



niewystarczajagca wiedza na temat mechanizmoéw lezgcych u podstaw regulacji ich

biosyntezy w komérkach roslinnych.

Uwazam, ze podjeta przez Doktorantke tematyka pracy jest aktualna
i nowoczesna, postawione cele badawcze i przeprowadzone badania s3 uzasadnione
i niezmiernie wazne. Zrealizowane badania wpisuja sie w zakres dziatarh majgcych na
celu optymalizacje bioproceséw zachodzacych w roslinnych kulturach in vitro,
prowadzacg do intensyfikacji produkcji metabolitéw wtornych. Gtéwny cel pracy
Doktorantka realizowata w trzech uzupetniajacych sie obszarach badawczych: biologii

molekularnej, biotechnologii roslin oraz fitochemii.

Do izolacji niepoznanego dotychczas promotora genu HMGR4, analizy jego sekwencji in
silico, badar poréwnawczych jego sekwencji, oceny konserwatywnosci oraz
wytypowania potencjalnych regulatoréow ekspresji genu HMGR4, Doktorantka
zastosowata szereg narzedzi bioinformatycznych, ktére pozwolity na: ustalenie
potozenia: promotora, kasety TATA, miejsca startu transkrypcji  (TSS) oraz
regionu 5’'UTR. Umozliwity réwniez identyfikacje i wskazanie miejsc wystepowania
powtdrzen tandemowych wysp CpG, miejsc wigzacych czynniki transkrypcyjne oraz na
identyfikacje czynnikéw transkrypcyjnych oraz ich wzajemnych oddziatywan
w odpowiedzi na zmieniajace sie warunki srodowiska. Ponadto mozliwe byto wykonanie
analiz wskazujacych na obecnos¢ miRNA oraz pozwalajacych na lokalizacje ich miejsc
wigzania do sekwencji promotora i 5’UTR.

Doktorantka, metodg qRT-PCR, przeprowadzita réwniez ocene wptywu trzech
wybranych regulatoréw wzrostu tj. kwasu giberelinowego GAs, kwasu inolilo-3-
octowego lub kwasu salicylowego, na poziom ekspresji genu HMGRA4. Metodg tg
wykonata réwniez analize poréwnawczg wptywu transformacji  konstruktem
zawierajagcym sekwencje kodujaca genu HMGR4 lub wektorem bez tego konstruktu, na
poziom jego ekspresji w transformowanych lisciach, fodygach i korzeniach S. miltiorrhiza
hodowanych in vitro. Doktorantka zbadata takze korelacje pomiedzy poziomem
ekspresji genu HMGR4 a wysokoscig biosyntezy tanszinonéw w liéciach, pedach oraz
korzeniach roslin hodowanych in vitro i traktowanych kwasem giberelinowym GA3 lub

kwasem inolilo-3-octowym. Uzyskane wyniki zostaty opracowane statystycznie.



Przeprowadzone przez mgr Matgorzate Majewska, w toku realizacji zatozen
pracy doktorskiej, badania sg bardzo pracochtonne i czasochtonne. Doktorantka
podotata temu wyzwaniu, a wszystkie uzyskane przez Nig wyniki przedstawione

w publikacjach sg innowacyjne.

Uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej wyniki w sposéb istotny poszerzyty aktualny stan

wiedzy na temat:

1) sekwencji regionu promotora genu HMGR4, ktéra zostata zdeponowana w GenBanku
pod numerem KT921337.1;

2) roli poszczegdlnych sekwencji promotora genu HMGR4 w regulacji biosyntezy
tanszinonoéw, w tym roli potencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych oraz miRNA
regulujgcych aktywnosé¢ tego promotora;

3) réznic w poziomie ekspresji genu HMGR4 w poszczegolnych organach S. miltiorrhiza;

4) korelacji miedzy poziomem ekspresji genu HMGR4 a wydajnoscig biosyntezy
tanszinonow w réznych organach rosliny w réznych wariantach hodowlanych.

Na szczegolne podkreslenie zastuguje poznanie i zdeponowanie w GenBanku
sekwencji promotora genu HMGR4 oraz identyfikacja potencjalnych czynnikéw
transkrypcyjnych oraz miRNA, wptywajacych na aktywnoé¢ regulacyjng tego promotora,
co ma bezposredni wptyw na wydajnosé biosyntezy badanych tanszinonéw.

Nie mam pytan do Doktorantki dotyczacych tematyki badawczej rozprawy
poniewaz jest ona tak dobrze przedstawiona pod wzgledem merytorycznym, ze
w trakcie czytania rozprawy znajdowatam w niej odpowiedzi na wszystkie nurtujgce
mnie pytania.

Podczas obrony chciatabym poprosi¢ Panig mgr Matgorzate Majewska

o przedyskutowanie nastepujgcego zagadnienia: przeprowadzone przez Panig badania

wskazujg na istotny wptyw poziomu ekspresji genu HMGR4 na mozliwoéé pozyskania

surowca roslinnego o wysokiej zawartosci tanszinonéw, czy w zwiazku z tym widzi Pani
mozliwo$¢ opracowania metody biotechnologicznej pozwalajgcej na wytwarzanie na

skale przemystowa tych zwigzkéw diterpenowych o znaczeniu terapeutycznym?

Podsumowujgc, uwazam, ze tematyka pracy jest aktualna i niezwykle istotna

w obszarze badan biotechnologicznych nad biosynteza zwigzkéow naturalnych



0 potencjale terapeutycznym w materiale roslinnym. Zakres wykonanych prac wskazuje
na wszechstronng wiedze teoretyczng Doktorantki w reprezentowanej dyscyplinie
naukowej, umiejgtno$¢ prowadzenia prac eksperymentalnych oraz ich wiasciwa
interpretacje.

Zwazywszy na powyisze uwazam, ze udziat Pani mgr Matgorzaty Majewskiej
W przygotowanie trzech publikacji naukowych, stanowigcych podstawe rozprawy
doktorskiej, upowaznia mnie do stwierdzenia, ze rozprawa doktorska Pani mgr
Matgorzaty Majewskiej pt.: "Regulacja ekspresji genu zwigzanego z biosyntezg
prekursora tanszinonéw u Szatwii czerwonokorzeniowej (Salvia miltiorrhiza)” spetnia
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.)

Przedstawiam zatem Radzie Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego
w todzi wniosek o dopuszczenie Pani mgr Matgorzaty Majewskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego i sktadam wniosek o wyréznienie rozprawy.
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Warszawa, 12 lipca 2023 r.



