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RECENZIA

pracy doktorskiej Pani mgr MałgarzaĘ }eziorek
pŁ ,,Cynoglassułtl caltłrrrnae Ten. - badania biotechnologiczne,

fitochemicztte i biologiczr:'.e" .

Przedstalt iona do recenzji rozpra}lia doktorska została lr,-r--konana !\i Zakladzie Biologii

Farmaceutycznej i Biotechnologii Roślin l_,eczńczych,\YydziaŁ FarmaceuĘczny z Oddziałem Medycr7ny

Laboratoryjnej, V,{arszawskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem Pani prof. dr hab. n. fatn,:r.

Agnieszki Pietrosiuk. }Ja u*,agg zasługuje takt, żę część łt,r,nikórąo" które rł-choclzą w skład rozpraltrrr

doktorskiej bvłv rłj,konane łrue rł.spółpracy międzynarodolvej r,t rannach progralrlu LlP-Erasnus pod

kierunkiem prof. dr Ioanny Chinou (Department of Pharmacognosy/ Faculty of Pharmacy, National and

Kapcdistriarr UniversiĘ *f Athens, Greece}.

Rozprawa doktorska sKada się ze streszczenia u" jęz1."ku pcisknn i angielskinr łraz 3 artrrkułów

naukowych (- tych 2 prac eksperymentalrrych i 1 pracy przeglądowej). Łączny współczynnik

cytcrvalrrości {ang. Iłłłprłct _ftłrtor} przedsta*.ionl-cl"l prac ltryrrcsi 8,736, co przekłada się na 95 punktółt-

ministerialnvch. Pani mgr F*{ał5orzata lezlarek jest pierNnsąnm autorerrr vr" dwóch publikacjach, & w

trzeciej jest drugim autorem. Wyniki pracy doktorskiej prezentowane były rówńeż na sześciu

kon{erencjach c zasĘgu międ,zr.narcldovrą,.rrr

Dwa artvkułr. naui<owe starrowią jednoliĘ temaĘkę baóawczą i dotvczą badań

biotechnologicznych, fitochemicznych i biologicznych gatunkl Cynoglossum columnae Ten. (rodzina

Błrsgiłzaceae, ogórecznikowate}. Z kolei §zeci artr.kui {przeglądowr,) do§,czv zastosołr-arria

naftochinonów (zaltarry.56 róu"nież łr, tkankach C, cokłnune} pozvski;,r,anvch z kultur transforrnolr"m},ch

korzeni w terapiach przeciwnowotworowych. Całość przedstawionego dorobku jest spójna i wzajemnie

się uzupełnia. Ze łl.zslędórą. for§,ia]rłroch doniesienia konfere*crjne mirn* fattu opub§kołiania ich i*.
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czasopiśfitie o zasięgu międzynarodowym Planta Medicn nie mogą byc w Ęm wypadku rozpatryłvane.

Zewzglę&unafakt, że badanv lt- lacrrach prac,", doktorskiĘ gatunek C. cgltttłttav naleą,, do rodziny

Bortłgiłareat, boguĘ ,w, szereg biologicznie ak§.wnlrh metabolitółr" wtórnych z grupy naftochinonó*",

alkaloidów pirolŁydynowych czy pochodnych kwasu rozmarvnolvego/ podjęcie badan głównie

§tochernicznycĘ biotcgicznr-,ch i biotechnologkznr.ch nad Ęrn gafułkiem ulĄrirzarl za zasadne i

rriezmiernie ważne. Pos:łukiwanie nolv_ł,ch źródd.pozyskiwania farmakologicznie czynnych metabolitórło

wtórnych w dobie narastającej anĘbioĘkoodporności drobnoustrojów oraz chorób nowotworowych jest

konieczne. trVpronadzenie przez dcrktcrarrtkę do kultur ilt z,itro śróeiziernnomorskiegrr endemicznego

gatunku C. nlunutłe Ten. pozrł"oliło jej tla utiezaieznienie się od ra"arułków ktrifia§lcznl"cĘ n3

szczegółowąanalŁę fitochemiczną tego gatunku oraz zbadarie akĘwności biologicznej (cytotoksycznej i

przeciwbakteryjnej} ekskaktów pozyskanvch z roślin rosnącvch ą" kultrłrach it titrs, Stw.ierdzanr, że na

szczególną u}t agę zasŁ'ngĄą kurfuł" korzeni anatomicznych C. coluntnae Ten. ze względu na uzyskarrie

interesujących i cennych wvników, które są podstawą do stwierdzeńa, że w przyszłości kultury te mogą

znaleźć zastoson anie łr, przemvśle biotechnologicznr.rn i farmacerrtl,czntT tl.

Piern"sza z prezentolr,anych prac opublikoT!-ana w. lndustńtll Crops tttlcl Prońucts ł, ża19 roku doĘrzy

wptowadzeńa Cynoglossuru coluntnae Ten. do kultur in zlitro z nasion otrzyrnanych z Irrstytutu Włókien

lriaturalnr.cłr i Roślin Zielarskich, które uzl.skano dzięki hodov1.ii roślin lt, ziemi z nasion uzr,.skanvch

rł"cześniej z Grecji. lrlasiona po rłl.kiełkcwaniu rosly rł, postaci ułorzenionych pędót. Kulturę iłł ritro

korzeni anatomicznycŁ. C. columnae uzyskano poptzez odcięcie korzeni regeneluiących spontanicznie w

kultrurach in ł,itro pęrtróx". odcięte korzerrie anatcmiczne hodolt-ano na lt vselekcjonowarrej pożr.łt"ce DcR

ze zmliĄszorrą a połołł,ę zawartrsścią vr.srystkich składnikółr z dodatkiem 3alo sachatory-. Hodowla

korzeni lul wyżej wymienionej poz)rwce zaowocowala wytwarzaniem pochodnych szikoniny,

rqidocznr.ch łł, pcstaci czerwonego zabatw,ienia korzeni i pozr.rt.ki pchoclorł-lanej, Dzięki zastosołraniu

*-1"sokosprawnej chromatografii cieczorrej z odrł,rócon}rm ułładem faz z detekcją diodową (RP-HPLC

DAD) po analżie ekstraktów uzyskanychzkorzeńorazpożywek pohodowlanych stwierdzono obecność

sześciu r.a,lązków o charakten"sŁEcznrlm tlia szikonin}. i jej pmhodnrrch lt idrde UY-Vis. Pa taz pierrroszy

w korzeniach i pożywce pohodow,ianej kotzystaląc z dodatkoxych metod chromatogralrcznych takich

jak: chłomatografia cienkowarstwowa (TLC), preparatywna chromatografia cienkowarstwowa

{prepTLC}, cłłromatogr#ia kolumnorva {CC,} próznio*.a chłomatografia cieczowa {YLC) i
chrcmatografia cieczolva ze spektrometrią mas (LC-MS} wy,Łolorł"ano dwie pochodne naftochinortu/ a

dzięki zidenĘfikowaniu ich strukfury metodami spektroskopowymi nadano trn nazwy: rinderol (2-

methoxv-5O, G(isohex-l-ęne-7,ż-djr,$-l,&tlihvr&ory"naphthalene-l,Łdione} i cvnoglosol i2-i{2§}-3-

methyl-&oxo-3,&dihydro-2H-pyrun-2-y7}-5,&dihydrolvnaphthalene-l,łdione). Ziden§"fikoą"ane dwa

barwne naftochinony i n-heksanowy wyciąg uzyskany z pożywlki pohodowlanej zostały następnie

zbadane pod kątem aktlrytno:ści biologicznej [cv-totoksvcznei względem trzech linii ludzkich kctmórek

norłrotworowvch: HLóO iostra białaczka promielocl,tołłra}, Hel-a (rak szljki macrry) i HCT-11ó (rak jelita
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grubego)] otaz pIzeciwbakteryjnej [bakterie G (+): Staphylococctts epidernńdis, Sttlpltylococcus alłreus,

Ełłerocora.l§ spp, oraz baktełie G {-}: |tenatroplwrrro?r{ls nnltaplńlia t Prsteus spp,X" Badania wvkazńv, że

rinderoł rłykazał naiwyższą ak§wność tł,obec linii HL{O (lC,o : 2 ż a,1 vg/tr'L},a qnnoglcsol był

selektywnie aktywny w stosunku do komórek ostrejbińaczki pron-Lielocytowej (ICso= 4,3 + 0,2vg/mL).

Rindenol br,ł również aktr.x.n}," ,w stosułku do bakterń 5. epideruidis {szczep 1,trzotrco}t,v {}raz łzczep

oporn}. na meĘrylinę, gdzie stęźenia halrrujące r,t"ztost gronkovnca skómego rłynosiło odpolt"iednia 3,97

vg/nLi7,81yg/rnL).
KclĘna ptacŁ opublikorłr;ma vr Pla3tocltłtistry kttłrs u.2016 roku dotr,-czv ała}:zv fitocherrricznej

pędów. arazkatzeń C. colttlltłge Ten. z upratrJr gruntowej prowadzonej ł- Ple*.iskach pod Poznarriem.

Dzięki tej publikacji można prześledzić jakie są różńce w zawartośct metabolitów wtórnych

svnteĘzor.,tml,ch rł" roślinach rosnąrych ilł ł,ka. Jest to niezmiernielą:azne rg korrtekście hodol"t§ tego

gafunku w kulturach ił ł,itra. W ekstraktach metanoiolrl.ch uzl.skanych z tkanki roślirurej rosnącej w

gruncie i zastosowaniu TLC, chromatogtafli gazowej sprzężonej ze spektrometrią mas oraz analizy

spektroskopołt ej rą-\.Łoloą,ano i oznaczono struktrrn, siedmiu zą.iązkóx.. trĄr pędach oznaczonc: P=

arbutl,nę {co istotne - po Taz pierw,sz1- rł- rodzinie Borugiłtsceae) otaz trzy alkaloidy plrokzydl"nowe: l,j-

tlenek 2'-epi-heliosupiny, N-tlerrek rinderynv i N-tlenek 3'-O-aceĘlorindervny. Alkaloidy

pirolizrdvnor,r-e rł,vkazuj ą dażą akh-rą,nosc biologiczn ą poprzez działanie tokst cznie i genotoksy czrre. Z

kolei rłl korzeńach rłryizolowano i.i-tlenek echinaĘ-ny, kw-as roz§urrynolĄ}, ofaz ester meĘlorły kwasu

litospermowego. Na uwagę zashlgaje fakt, że w materiale roślirnrym rosnącym w gruncie nie wvkazano

obecności pochoclnvch szikoninv- Z tego też wzglę<7u hodo*"1a korzeni anatołnicznych C. cłhłłłn*e Terr,

vl- kulturach itt tłitra na pozyl,v,ce DCR zapĘ-mallzolvarrej łł. ramach rcalŁagi pracy doktorskiej jest

niezmiernie istohra i zasadna.

Biorąc pod un,agę fakt, że Pani nrgł Małgorzata Jeziorek *,vkazała, ze rą. korzeniach anatomicznl.ch

C. colunmrłe Ten. hodov,-anych w kultulach in ł,itro obecne są dwa barrą,ne naftochinony (rinderol i
cynoglosol) wykanĄące aktywność przeciwnowotworową, próba uzyskania korzeni transformowanych

tego gafunku br.,ła oczr,łr.ista. Kultu*" korzeai r,t łośnikoąraĘrch sa Ł;owiem c€nnyrri źródłem łnetabołitór"t

wtómy-ch o właści$rościach biologicznie czvnn;,,ch, a óziękj rnożliwości hodorł,,,ania ich łt bioreaktorach

rozpvłowych stanowią atrakcyjną altematywę wobec klasycznych technologii pozyskiwania tych cennych

zwlązków" Korzenie transf,ormovl ane cechr{e ąrnsoka stabilność genetyczna i bardzo szt bkie prrvrostv

biomasy. Irniestety uzyskane ptzez Doktorantkę kultury. korzeni lt4clśnikorł.aĘ,ch C. colunmrc Ten. nie

synte§zowały pochodnych szikoniny. JednakżewŁączeńeptzezpani mgr Małgorzatę }eziorek publikacji

przeglądołr"ej datr.czącej łr,ykcrzr..starria kultur korzeni trarrsformolr.ałr.ich do r.twtxrarzarria

naftochinonórł" o vr.łaściwościach g"1o1gksycznvch r"t- cykl publika§i wchodząrych vł zakres jej prary

doktorskiej uważarn za zasadrre. Jest to trzecia praca/ w której Doktorantka jest pierwszyrn autorem. W

prac,i, przeglądoi+"ej apubliko-ł.anE lt. Current fu{edbirutł ClrcrńsĄ m. 2S18 rokłr Pani mgr iVlałgorzata

}eziorek korzystając z poład 90 poą,cji literaturowv.§ ąr przejrzys§ sposób przedstawiła obecn1" stan
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wiedzy doĘczący zastosowania Lransformowanych korzeni do syntezy naftochinonów wykazujących

akq.wność cytotoksyc zną- płkazńajaki ogromnv terapeuĘ,czn_v potencjał rłl"kazuje rodzina Barłgiłmcew ,

w ktOĘ wrystępuje wiele gatunkóvl, roślin zarłterająrych szikoninę i jej pochod*" (rp. Litlnspernrunł

erytltorlizon, Litltosperlnufll cąnescens, Arnebia ltispidissinn czy Arnebia euchrona). W publikacji omówione

są xłarurrki hodorą.tri i uz,fskarre rezu7taty pozvskiw.ania cennvch biologicznie naftochinonółt . Dodatkorą.o

łt artością dodaną jest zebranie informacji doĘvczącej informa§i zvriązanĄ z zebratiern nowotwrofovrrych

linii komórkowych, które były zbadane pod kątem wrażllwości na szeroką garnę na{tochinonów.

Podczas obrony praqv doktorskiej chciałab;,,m poprosić Panią mgr fulałgorzatę }eziorek o

przedyskutowanie kilku zagadnień:
-|,.|Ękońekłie akbJtl,noki cytotłksycznłj, czy zhadnłlo tlkĘrl,łtość ńudełwltt *nkłrntynacgtnrklub iłlltyclt

konńrfulclt fiieflołpakwrouyclt? 5kora rinilenoł jest akhjtłty tt, stostłttkłł da gronktlt cn skónego, to łłĘ tęn ,rtiązek

potencjalnie użyć na przykłnd do zlualczania fujże brtkterii trzeba sprarudzić czy nie jest toksyczny dla komórek

zdrozt27ch.

ż" |tlktł byłn u, dsjnosc trrłnsfonuĘi C. coltttlume ? lłe uzysk*tlo klonóu, i c:y dn trunsforxlĄi stagłłt ano tylL:o

jeden szczep agropinoluy ATCC 75834? |akie startery zostłłĘ zastosozuane do potuierdzenin tłansformacji nn

pazianńe nnlektilnrmJnt? |łkc nnze Ęć przyczynfi" ze k*rzenie trłnsfcnnołumt nie syntłĘzłstotlły ńłłbnał.u i
cynoglasolu?

3. Czy Doktorantkn próhoruała lrcdoruli korzeni anatomicznych i transformouanych C. columnae Ten. na

ktietle? |eśli Ęły poiljęte. takie próĘ, tCI czy btłńnłg łłttz ttzlJskłny wwtrńsł roślittlty pod kątan nnslizy

.fttłcheukztui?

4. Czy były podjęte badnnia doĘczqce elicytacji ruetabolitórtl rutórnych zazuartyclt zu tkankach C. columnae z

złstogtttlłie elin1toróu, ahioĘczłlych bqtlź bioĘc:ttyclt? |eśli nie, ta jłką elĄtacje młgłaĘ z*7łropanou,ń

Daktortnłtka łt, kontekkie rlanych liternhłrołtyclt daĘrzłcyclt nł prąlóad podttl|źszlnia poziannł nc{tacldnanołr u,

roślinnych kulturach in zlitro?

5. Czy Daktorłmtkłbndafu cka_rylltoi pr=cittłlrłkttnsiłą ekstrnktóu, p*zyskałlyclł : cnĘch raśIin C. t*hłłunrłe

Teu., c;y tylk* sprnłtld:łłłł nkhlłtlłgł ńftdeualu ohecnzgł u,korzeninclr cłegtołtticzltych? |eśli niłĘo tnkichbrłdąti,

to czy ltl śuietle doniesień literaturortyclt lu ocenie Doktorgntki ntożnn się spodzietuać efektu synergii pomĘdzy

ohecłokię rłlkntroicłólu 1łralizydyuounJclt i larnńu, ferrglg7lłydł ul ekstrgkfulclt z tklnek C. colunmge Ten. u, ttłłlce z

bskten1i rnpłti pntłgełłnłi człołłiekn?

Podsumowując recenzent stwierdza, że prezentowźme w placy doktorskiej wyniki i ich interpretacja

są wvstarczającr-rn materiałenr dla uzvskania stopnia doktora nauł farmaceutv-cznvch" Oświadczeńa

autorów pokazńy, ze **kład Pani rngr Nlńgarzat1 }eziorek ,w- połt,stanie 3 prac przedstawionr..ch w

rozprawie doktorskiej był wiodącv i znaczący, a dodatkowym argumentem jest fakt, ź doktorantka jest

pierwsąlrrr autorenr lą. dlr,óch publikacjach, a w trzłtiĄ drugim aatorern lf mojej ocerrie pani mgr

b{ałgorzata }eziorek uąrskała bardzo ciekawe **)"11iki o interesującej wańości naukowej i apłikac,vjne'.
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Poszerzenle wiedzy fitochemicznei o niezbadany dotąd \M tym zakresie gatunek rośliny jakim jest

Cynogłossllłu tołl.tlnłłae Teryr- i wvkazanie jego potencj ńłl do§czące8o rą-yttr.atzańa związków biologicznie

aktt"$.n3.gh parwnvch nafftxhinonów) jest doskcnałtm rnateriałem uyjścio,ttym dc dalsrych badań

związanych z wytvvarzaniem cerrnych metabolitów wtórnych w kulturach korzeni anatomicznl,ch.

}riaiezr- rówrriez wspornnieć, żępani nrgr Małgorzata Jeziarek jest lórł,niez rłIspółautorełn pięciu iru:rvch

prac o zasięgu nnięrlzl"narodorłiy.rrr, które nie są zw:rąąane z tematem jej ptacy doktr:rskiej , a iE indeks

Hirscha wynosi 5. Świadczy to o szerokich zainteresowaniach badawczych Doktorantki.

Uważam, że opisany lodział Pani rngr lVlałgorzaĘ }eziorek w pcNrstarrie trzech prac

naukołtrych o zasiggu międzynarodowytn zaprezentowanych do recenzji upawłżnia mnie do

stwierdzeltia,żetozprawa doktorska Pani mgr l/.ałgorzaĘ|eziorek spełnia wszystkie wymogi

stawiane iozpra$rom doktorskilrr {określone w Art. 13 punkt 1 Ustarłry z dńa 14 marca 2CIB3 o

stopniach naukowych i Ętule natrko*,ym araz o stopniach i Ętule w zakresie sztuki {Dz. U.

2003 Nr 65 poz.595 i test jednoliĘ Dz.U.2016, pozycja 882, 1311). Przedstawiona do recenzji

praca doktorska stanołtri oryginalne tozwięarrie problemrr badarłczego i wykaztłie ogótną

wiedzę teoreĘczną Doktorantki w dysryplinie naukowei. Na uwagę zasługaje tówn7eżfakt,

ze publikacje, któte są wynikiem pracy doktorskiej były jtż cytowane ptzez środowisko

natrkowe S-cio i 6-cio krotnie, mimo faktu, żelnkazały sig drukiem stosrrnkowo niedawno, bo

w 2016 i 2018 roku.

V'{ rwiązku z pov{yższym wnoszę do Rady Naukowej l.ffydzialu Farmaceutycznego z

Oddziałenn Medyryny Labaratory|nej, -Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego tr

dapuszczenie Pani mgr MałgorzaĘ }eziorek do dalszych etapów przewodu doktorskiego.
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