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Ocena pracy doktorskiej
mgr Weroniki Koziowskiej
pt. ,Zmiennos$¢ profilu terpenoiddw i fenylopropanoidéw

w kulturach in vitro azjatyckiej rosliny leczniczej Salvia yangii”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Weroniki Koztowskiej,
wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Sylwii Zielinskiej, prof. UMW w Katedrze
Biologii i Biotechnologii Farmaceutycznej, Zaktadzie Biotechnologii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, jest obszernym opracowaniem dotyczacym
biotechnologicznych aspektow kultur in vitro gatunku Salvia yangii.

Roslinne kultury in vitro sg istotng czescig biotechnologii i dowodza, ze
zamiast kosztownego dostosowywania warunkéw srodowiska, mozna uzyskiwaé
oczekiwane rezultaty m.in. dla fitoterapii, w sposéb wygodniejszy i tanszy.
Wychodzac z tego zalozenia Promotor i Autorka rozprawy doktorskiej postawity sobie
nietatwe zadanie majace na celu okreslenie wptywu réznych Zrédet Swiatla i
temperatury na produkcje lotnych pochodnych terpenowych, nielotnych pochodnych
diterpenowych oraz pochodnych fenylopropanoidowych w kulturach in vitro Salvia
yangir.

Tekst ocenianej pracy doktorskiej obejmuje wymagane czesci tj. czesé

teoretyczna, sprecyzowane cele, czesé eksperymentalng, wyniki i dyskusje, wnioski,
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spis literatury, wykaz stosowanych skrotow oraz streszczenie w jezyku polskim i
angielskim. Lektura 110 stronicowej, wielowatkowej pracy przekonuje, ze przed
rozpoczeciem badan, mgr Weronika Kozlowska nalezycie poznata ztozonos¢
problematyki jakiej dotyczyly. Znalazio to swoje odbicie w rozdziatach wstepnych
rozprawy oraz pismiennictwie, obejmujacym 131 pozycji, w wiekszosci przypadkow
dotyczacych badar wykonanych po 2010 roku.

W czesci teoretycznej, Autorka przedstawita charakterystyke badanego
gatunku rosliny, zarowno botaniczna, jak i fitochemiczna, opisujgc szczegotowo
metabolity wtdérne wystepujace w Salvia yangii B. T. Drew. Gatunek ten nalezy do
rodziny Lamiaceae i znany jest réwniez pod nazwg Perovskia atriplicifolia Benth.
Obszar naturalnego wystepowania Salvia yangii obejmuje kraje centralnej i
wschodniej Azji, takie jak Pakistan, Afganistan, Turkmenistan, Iran, poétnocno-
zachodnie Indie oraz Tybet. Na tych terenach Salvia yangii jest szeroko
wykorzystywana w leczeniu wielu dolegliwoéci. W lecznictwie uzywa sie gtéwnie
nadziemnych czesci rosliny — lisci i kwiatow, a wywar z nich sporzadzony jest
stosowany doustnie gtéwnie W bolach brzucha, wymiotach, czy zatruciach
pokarmowych. Zewnetrznie natomiast w leczeniu alergii skérnych, bélach
stawowych, czy ukaszeniach pszczét. Za dziatanie farmakologiczne badanego
gatunku rosliny niewatpliwvie sa odpowiedzialne gtowne metabolity wtérne rosliny.
Autorka rozprawy skupita si¢ na trzech grupach metabolitow — lotnych pochodnych
terpenowych — mono- i sekwiterpenach, diterpenach (w tym na kwasie karnozowym)
oraz pochodnych fenylopropanoidowych (w tym na kwasie rozmarynowym),
przedstawiajac szczegotowo ich strukture chemiczng oraz opisang do tej pory w
literaturze ich zawarto$¢ w Salvia yangii, zardwno w roslinach pochodzacych z
uprawy polowej, jak i kultur in vitro. Ponadto, w tej czesci rozprawy Autorka opisata w
interesujgcy sposob wiaéciwosci biologiczne Salvia yangii, W tym aktywno$¢
przeciwbakteryjna, przeciwwirusowa, czy tez cytotoksyczna.

W czesci teoretycznej Autorka wyjasnita rowniez podstawy teoretyczne
dotyczace roslinnych szlakéw transdukcji sygnatu, w tym roli receptoréw Swiatta oraz
sastosowania roznych zrodet $wiatta w uprawie i hodowli roslin. Doktorantka
szczegotowo  przedstawita  tu takze szlaki biosyntezy terpenoidow [
fenylopropanoidéw. Natomiast pewien niedosyt informacyjny dla czytelnikow moze
pozostawiaé zbyt krotki opis zwiazany z ogoélnymi zasadami prowadzenia kultur

roslinnych in vitro.
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W gwietle przedstawionych informaciji, Doktorantka w swojej pracy zajeta sie
istotng tematyka dotyczacg zbadania plastycznosci fitochemicznej Salvia yangii
hodowanej in vitro na skutek reakgji rosliny na rézne natezenia i spektra $wiatta oraz
podwyzszong temperature, a takze czas prowadzenia hodowli pod wzgledem
zawartosci i profilu  skladnikéw  frakgji lotnej oraz nielotnych metabolitéw
terpenoidowych i fenylopropanoidowych. Autorka realizujgc gtéwny cel zatozyta:

v okreslenie profilu zwigzkow terpenoidowych i fenylopropanoidowych w
zadanych warunkach hodowli ze szczeg6lnym uwzglednieniem lotnych
pochodnych terpenoidowych, nielotnych pochodnych diterpenowych,
nielotnych pochodnych fenyiopropanoidowych;

v okreslenie wplywu warunkéw hodowli na poziom ekspresji genéw
kluczowych enzymow szlakéw biosyntezy wybranych metabolitow
wyspecjalizowanych;

v okreslenie korelacji poziomu ekspresji genéw z zawartoécig wybranych
pochodnych terpenoidowych i fenylopropanoidowych.

Ponadto, Doktorantka zaplanowata okreslenie wplywu $wiatta o réznym
hatezeniu i spektrum emisji oraz temperatury na profil metaboliczny i morfogeneze
Salvia yangii hodowanej in vitro, w tym takze w wyniku dhugotrwatej hodowli w
zadanych warunkach oraz okreslenie warunkéw hodowli sprzyjajgcych biosyntezie
wybranych metabolitéw wyspecjalizowanych.

Przedstawione cele wskazuja na szeroki zakres zaplanowanych badan.

Unikajac przedstawiania streszczenia pracy i odnoszgc sie¢ do czesci
eksperymentalnej, mam nastepujace uwagi. Czy procedury ekstrakcji materiatu
roslinnego zostaty wykonane na podstawie opiséw metodycznych dostepnych w
literaturze, czy tez w wyniku optymalizacji wiasnej okreslonej metody? Ponadto,
dlaczego pedy hodowane z uzyciem réznych natezeri $wiatta i temperatury byty
ekstrahowane w nieco odmienny spos6b niz te inkubowane z roznymi rodzajami
spektrum $wiatta? _

W czesci dotyczacej wynikéw Doktorantka zestawita duza liczbe danych
dotyczacych wplywu natezenia i spektrum swiatta oraz temperatury, a takze diugosci
prowadzenia hodowli na odpowiedz morfogenetyczng rodlin hodowanych in vitro.
Doktorantka wykazata znaczenie zastosowanych warunkéw na wzrost, stopien
rozkrzewiania roslin, diugo$c todygi i wielkos¢ blaszki ligciowe;. Natezenie i spektrum
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Swiatta w sposob zauwazalny wplywaty na morfologie hodowanych roslin. W
przypadku roslin rosnacych w réznych spektrach Swiatta, diugo$é czasu hodowli
wynosit az 54 tygodnie.

W tej czesci pracy doswiadczalnej, Doktorantka przedstawita obszerng analize
parametrow stanu fizjologicznego kultur pedow Salvia yangii W zaleznosci od
zastosowanych warunkéw hodowli, w tym zawartoéé barwnikow fotosyntetycznych —
chlorofilu a, b i karotenoidow, zawartos¢ produktow peroksydacii lipidow (TBARS)
oraz stopien utleniania rodnika DPPH. Autorka stwierdzita, ze zastosowane W
badaniach warunki hodowli miaty znaczny wplyw na zawarto$¢ barwnikow
fotosyntetycznych w kulturach pedow. Swiatto LED miato najwiekszy udziat w
obserwowanej zmiennosci, natomiast temperatura, jako osobny czynnik, nie miata
znaczacego wptywu na sawartosé badanych barwnikéw. Natomiast w potgczeniu z
natezeniem $wiatta jej rola byta istotna. W tej czesci opisu wynikéw, w Tab. 7 i 8
brakuje jednostki zawartosci barwnikéw fotosyntetycznych w pedach Salvia yangii,
natomiast w tabeli 8 brak jest wskazania istotnych statystycznie roznic pomiedzy
uzyskanymi wynikami.

W przypadku analiz zawartoéci produktéw peroksydacii lipidéw w badanych
kulturach pedéw, Doktorantka wykazata, ze rodzaj swiatta ma istotny na nich wptyw.
lloéci produktow peroksydacii lipidéw byly istotnie wyzsze u roslin hodowanych z
zastosowaniem $wietléwek fluorescencyjnych w poréwnaniu z roélinami rosngcymi w
swietle LED, ponadto zawartos¢ tych produktow zalezata od natezenia $wiatta
fluorescencyjnego. Z kolei temperatura i czas hodowli, jako odrebnie analizowane
czynniki miaty mniej istotne znaczenie na zawarto$¢ produktow peroksydacji lipidow.
Doktorantka okreslita rowniez wptyw zastosowanych réznych natezen $wiatta
fluorescencyjnego oraz temperatury na aktywno$¢ antyoksydacyjna pedow Salvia
yangii. Na podstawie otrzymanych wynikow, Autorka stwierdzita, ze najstabsze
dziatanie antyrodnikowe zaobserwowano W przypadku materiatu roslinnego
pochodzacego z hodowli prowadzonych przy zastosowaniu 25°C, $éredniego
natezenia $wiatta i w 14 oraz 21 tygodniu hodowli. Z kolei w wyzszej zastosowanej
temperaturze aktywnos$¢ ta byla istotnie silniejsza. Tu mam pytanie do Doktorantki
dotyczace wyjasnienia uzycia w prezentowanych wynikach wartosci ECso zamiast
ICso.

W czesci dotyczacej analiz fitochemicznych gtéownych metabolitéow Salvia

yangii w petni uzasadniony jest wybor chromatografii cienkowarstwowej (TLC), jak
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réwniez wysokosprawnej chromatografii cieczowej (UHPLC-UV-VIS, UHPLC-QTOF-
MS) jako metod badania nielotnych zwigzkéw, a takze chromatografii gazowej (GC-
MS) w analizie zwigzkéw lotnych Salvia yangii. W przypadku zawartoéci zwiazkdw
triterpenowych  chromatografia TLC oraz HPLC nie wykazata obecnosc
wykrywalnych ilosci tych metabolitéw w badanym surowcu. Nie ma tu jednak
informaciji jakie substancje referencyjne byly uzyte w analizie z uzyciem TLC.

Na tym etapie badan, Doktorantka okreslita réwniez catkowita zawartos¢
zwigzkéw fenolowych z zastosowaniem spektrofotometru.

Gtownymi nielotnymi  metabolitami badanymi przez Autorke byly kwas
karnozowy i rozmarynowy. Doktorantka stwierdzita wptyw warunkéw hodowli na
zawartoS¢ badanych zwigzkéw, ktérych ilogé byta generalnie znacznie wyzsza w
pedach hodowanych w $wietle LED niz w $wietle fluorescencyjnym. Temperatura, w
przypadku eksperymentéw ze swiatlem fluorescencyjnym i czas hodowli rowniez
wplywaty na zawartosé obu metabolitéw w roslinach.

Analiza zwigzkéw lotnych dotyczyta okreélenia zawartosci weglowodoréow
monoterpenowych, tlenowych monaterpendw, acetylowanych monoterpendw,
weglowodoréw seskwiterpenowych i tlenowych  seskwiterpenéw. Autorka
zidentyfikowata tacznie 20 zwigzkow lotnych w badanych pedach Salvia yangii. Na
podstawie uzyskanych wynikéw, Doktorantka stwierdzita, ze najwigkszy udziat
procentowy w pedach inkubowanych w swietle fluorescencyjnym miaty tlenowe
monoterpeny. W wyzsze] temperaturze (30°C) obserwowano Zmiane proporgji
migdzy weglowodorami i tlenowymi pochodnymi w obrebie monoterpenéw — w tych
warunkach wiekszy udziat procentowy przypadat zwiazkom zredukowanym, ale
jedynie do 21 tygodnia hodowli. Podobnie w Swietle LED, wiekszo$¢ udziaty
przypadato utienionym monoterpenom | weglowodorom seskwiterpenowym, a
zawartos¢ tych ostatnich, jak réwniez acetylowanych monoterpenéw zwiekszata sie
W miarg uplywu czasu hodowli. Z kolei w przypadku tlenowych seskwiterpenow
diuzsza hodowla obnizata ich udziat procentowy. Autorka przedstawita réwniez
roznigcy sie skiad jakosciowy zwigzkéw lotnych w zaleznosci od uzytego rodzaju
swiatta, co ma istotne znaczenie w przypadku doboru warunkéw hodowli in vitro
celem uzyskania pozadanych metabolitow wtérnych.

Kolejnym etapem zaplanowanych przez Doktorantke eksperymentéw byto
okreslenie ekspresji genow kodujgcych enzymy wybranych szlakéw biosyntezy
metabolitéw lotnych i hielotnych w pedach Salvia yangii hodowanych w $wietle LED.
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Dla zwigzkéw nielotnych analiza obejmowata geny kodujace enzymy z€ szlaku
kwasu karnozowego - SyCPS i SyCYP76AH3 oraz kwasu rozmarynowego - SyRAS.
Natomiast w przypadku zwigazkow lotnych, Autorka okreslita ekspresje genu dla
enzymu z ostatniego etapu szlaku MEP — SyHDR, a takze enzymow z poczatkowego
etapu szlaku biosyntezy monoterpenéw -SyGPPS i seskwiterpenéw — SyFPPS oraz
dla enzyméw z koricowych etapow szlaku biosyntezy 1.8-cineolu (SyCinS) i kamfory
(SyBDH). Doktorantka wskazata na to, ze zaréwno rodzaj uzytego spektrum oraz
czas hodowli maja wplyw na ekspresje poszczegdlnych gendw. Autorka rowniez
podjeta préobe korelacji otrzymanych ilosci transkryptu z iloscig uzyskanych
produktow.

Nalezy stwierdzic, ze omawiana cze$¢ doswiadczalna pracy wymagata od
Doktorantki opanowania szeregu zabiegéw laboratoryjnych. Pani mgr Weronika
Koztowska wykonata duzg liczbe eksperymentow i uzyskata szereg wynikéw, co nie
tylko éwiadczy o je] zaangazowaniu w prowadzeniu badan, lecz rowniez wskazuje na
nabycie przez Autorke wielkiej wprawy w poczynaniach biotechnologicznych,
zwigzanych z osiggnieciem celu rozprawy. Podkreslic nalezy rowniez bardzo dojrzatg
dyskusije, jaka Autorka prowadzita w omawianiu otrzymanych wynikow, wskazujac na
istotne czynniki wpltywajgce na konicowe efekty prowadzonych badan.

Niewatpliwie, omawiajac efekty pracy i sukcesy Doktorantki nalezy wymieni¢
m.in. okreslenie po raz pierwszy:

v wplywu spektrum Swiatta na biosynteze kwasu karnozowego U Salvia
yangii. Ta czgsc eksperymentow stanowi oryginalny wktad w poznanie
czynnikow regulujgcych produkcje tego waznego antyoksydantu w
roslinach;

v poziomu ekspresji genu SyCYP76AH3 ze szlaku metabolicznego
kwasu karnozowego w pedach Salvia yangii in Vvitro;

v poziomu transkrypcji genow uczestniczacych w biosyntezie lotnych

pochodnych u Salvia yangii.

Doktorantka przedstawita wnioski swojej rozprawy doktorskiej w rozdziale
_Whnioski” w szesciu klarownie rozbudowanych punktach uwypuklajacych
najistotniejsze i oryginalne osiggniecia badan. Autorka wykazata zmiennosc profilu
metabolicznego Salvia yangii W warunkach stresu $rodowiskowego, co niewatpliwie

stanowi znaczace uzupetnienie wiedzy na temat plastycznosci fitochemicznej
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leczniczych roslin aromatycznych i ich adaptacji w trudnych warunkach. Tym samym
Doktorantka w petni zrealizowata zaplanowane cele badawcze.

W pracy brak jest wiekszych potknie¢ redakcyjnych. W trakcie lektury pracy
stwierdzitam tylko nieliczne bledy literowe i interpunkcyjne. Z obowigzku recenzenta
zwracam jednakze uwage na rézng forme osobowa przedstawiania swoich obserwacji
— raz Doktorantka pisze np. nZauwazytam®, za drugim razem bezosobowo np.
»Zaobserwowano”. Ponadto, z innych potknig¢, nalezy wymieni¢ bledne oznaczenie w
Tabeli 12 spektrum $wiatta R+B oraz najdiuzszego okresu trwania inkubacji. Pewien
dyskomfort sprawia réwniez podanie w hiektérych miejscach czesci teoretycznej
Wikipedii jako zrédta informadgii.

Oceniajac strone edytorskg pracy chce podkreslié starannogé z jakg zostala
przygotowana petna dokumentacja w postaci: 4 fotografii, 14 rycin, 9 diagraméw oraz
12 tabel.

Przedstawiona do oceny rozprawa $wiadczy o bardzo dobrym 0goélnym
przygotowaniu Autorki. Pani mgr Weronika Kozlowska w wysokim stopniu opanowata
umiejetno$¢ krytycznej oceny wynikow, wykazujac sie przy tym nie tylko dobrym
Zrozumiehiem zagadnien teoretycznych, ale takze doswiadczeniem
biotechnologicznym i analitycznym. W przypadku ocenianej pracy stwierdzam, ze
rozprawa mgr Weroniki Kozlowskiej speinia wymagania stawiane pracom na stopieri
naukowy doktora i bardzo dobrze dokumentuje opanowany przez Doktorantke
warsztat naukowy, umozliwiajgcy prowadzenie waznych, poznawczych i
aplikacyjnych badan obejmujacych biotechnologie roslin i fitochemie.

Whioski koricowe

Recenzowana prace oceniam WYysoKo z uwagi na duze walory naukowe i
utylitarne. Uzyskane wyniki mogg byC bardzo pomocne w badaniach
biotechnologicznych roslin. Beda stanowi¢ réwniez podstawe do podjecia kolejnych
projektow.

W Swietle wyzej przedstawionej, pozytywnej oceny recenzowanej
rozprawy doktorskiej, stwierdzam, ze zostaty spetnione wymogi formalne i
merytoryczne stawiane rozprawom doktorskim, zawarte 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. 22017 r., poz. 1789 ze zm.).
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Na tej podstawie wnoszg do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne

Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o przyjecie
Koztowskiej do dalszych etapow postepowania

rozprawy oraz

dopuszczenie mgr Weroniki
dotyczacego nadania stopnia doktora nauk farmaceutycznych.
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