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RECENZJA
rozprawy doktorskiej
na temat ,,Kultury in vitro i in vivo roslin z gatunku Iris pseudacorus zrodlem

zwiazkow biologicznie czynnych”

mgr Angeliki Malgorzaty Michalak

wykonanej pod kierunkiem Dr hab. inz. Aleksandry Krolickiej, prof. UG,

w Zakladzie Badania Zwiazkow Biologicznie Czynnych, Miedzyuczelnianego
Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego

Obserwowane obecnie intensywne zainteresowanie zwigzkami pochodzenia
ros$linnego niesie za sobg pewne niebezpieczenstwa zwigzane z potrzeba ochrony przed
nadmierng eksploatacja zasobow roslinnych ze stanu naturalnego. Coraz czgéciej wskazuje
si¢ na dodatkowe zrodla poszukiwan surowcoOw w tym obecnych w nich metabolitow
wtornych, a pozyskiwanych alternatywnymi metodami migdzy innymi z kultur tkankowych
i komorkowych uzyskanych w modelach in vitro. Przedstawiona do oceny rozprawa
doktorska wpisuje si¢ w aktualny nurt prowadzonych obecnie na catym $wiecie badan
w zakresie udoskonalania technik biotechnologicznych w zakresie materiatu roslinnego,
potencjalnie leczniczego w polaczeniu zarowno z precyzyjng oceng jego sktadu chemicznego
oraz aktywnosci biologicznej.

Postawione przez Doktorantke w rozprawie hipotezy badawcze z uzasadnieniem
wyboru podjetej tematyki badawczej nie budza moich zastrzezen tym bardziej, ze stawia Ona
sobie za zadanie odpowiedz na pytanie czy kosaciec zolty Iris pseudacorus L. (kosaccowate,
Iridaceae Juss.) moze by¢ bogatym zrddlem substancji biologicznie aktywnych. Jasno
sprecyzowane cele naukowe obejmujace szereg moduléw zadaniowych w tym 1)

opracowanie metod hodowli tkankowej i mikrorozmnazania w warunkach in vitro roslin
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z gatunku I. pseudacorus, w celu pozyskiwania zwigzkow o aktywnosci biologicznej, 2)
analiz¢ aktywnosci biologicznej (przeciwbakteryjnej i cytotoksycznej) ekstraktow z tkanek
roslin I. pseudacorus hodowanych w glebie, 3) ocen¢ aktywno$ci przeciwbakteryjnej
ekstraktow z tkanek i pozywki pohodowlanej z kultur in vitro, 4) podjecie si¢ prob izolacji i
identyfikacji zwigzkow biologicznie czynnych, o aktywno$ci przeciwbakteryjnej oraz 5)
analiz¢ mozliwo$ci wykorzystania ekstraktow z . pseudacorus jako czynnika redukujacego
w ekologicznej syntezie przeciwbakteryjnych nanoczgstek srebra czy oceng aktywnos$ci
cytotoksycznej. Istotng kwestia, poza aspektem poznawczym, na ktorg wskazuje Doktorantka
jest potencjalne wykorzystanie analizowanego surowca w produkcji suplementow diety czy
zastosowaniu  jako czynnika zywnosci funkcjonalnej 0 wysokim  potencjale
farmaceutycznym.

Praca doktorska Pani mgr Angeliki Michalak stanowi bardzo logiczne rozwigzywanie
szeregu zadan badawczych opartych o prawidlowo postawione hipotezy i cele badawcze.
Wszystkie zadania zostaly wzorowo zaplanowane poczawszy od wprowadzenia ro$lin
I. pseudacorus do kultury in vitro, poprzez transformacj¢ roslin przy pomocy bakterii
Rhizobium rhizogenes celem zainicjowania kultury korzeni wlosniczkowych czy
transformowanych pedow, teratoméw. W dalszej kolejnosci zainicjowata kultury pedowe
z wykorzystaniem dwoch typow eksplantatow znajdujacych si¢ w warunkach in vitro:
hipokotyli oraz merystemoéw wierzchotkowych mlodych klonéw roslin. Co wazne,
zastosowanie hipokotyli w potaczeniu ze stymulacjg regulatorami wzrostu nie byta dotad
stosowana do uzyskiwania kultury pedow roslin z rodzaju Iris. Kolejne etapy, bardzo
pracochtonnego eksperymentu biotechnologicznego oparla na zainicjowaniu kultury
nietransformowanych korzeni anatomicznych z odcigtych korzeni przybyszowych roslin
I. pseudacorus utrzymywanych w warunkach in vitro. Eksperyment przedstawiony na tym
etapie pracy pozwolit sprawdzi¢, czy mozliwe jest uzyskanie podobnej kultury korzeni,
wykorzystujac jako eksplantaty korzenie odcigte od prawidtowo rozwijajacych sie roslin, bez
stosowania suplementacji regulatorami wzrostu. Z analizy dostepnej literatury naukowe;j
wynika, ze dotychczas nie opisano tego typu kultury dla zadnego z przedstawicieli roslin
rodzaju Iris.

Bardzo precyzyjny warsztat laboratoryjny Pani mgr Michalak, zastugujacy na
podkreslenie, w dalszej kolejnosci przyczynit si¢ do podjgcia si¢ prob analizy obecnosci
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anatomicznych analizowanego gatunku. Wykorzystane w tym etapie pracy zostalty bardzo
trudne techniki w analizie fitochemicznej w tym chromatografia TLC z elementami
autobiografii — ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej czy wielkoskalowe techniki separacyjne
z r6znymi typami detektorow - LC-DAD-ESI-MS. Dodatkowo, doktorantka wykorzystuje
potpreparatywna TLC do izolacji zwiazkow biologicznie czynnych z bardzo trudnej
i ztozonej matrycy roslinnej. To niewatpliwie bardzo czasochtonne zadanie. Jednakze, nie
odnajduje tutaj informacji o ilosci uzyskanych zwiazkow: 1 (iristektorigeniny B)
I 3 (prawdopodobnie dimetoksy-trihydroksyizoflawon) z ekstraktow z pozywki po
hodowli korzeni I. pseudacorus oraz zwiazku 4 (galokatechina) uzyskanego z ekstraktu
z klacza rosliny. Dyskusyjna jest rowniez informacja o analizie zawartosci dwoch
izoflawonéw genisteiny i daidzeiny, podczas gdy nie odnajduje w tek$cie rozprawy
jakichkolwiek danych analitycznych (rozdziat 7.7.7.). Cennym byloby poznanie tych
wartosci szczegolnie w kontekscie ich znanych cennych wlasciwosci farmakologicznych
a w szczegolnosci w kontekscie badanego gatunku. W pracy wykazano jedynie ogdlng
ilosciowa zawarto$¢ zwigzkow 0 charakterze polifenoli. Precyzyjne okreslenie struktury
wyizolowanych zwigzkéw wymaga dodatkowo szczegdtowej charakterystyki w oparciu
o techniki spektralne w tym UV, IR, czy 1D, 2D NMR, jednak w tej pracy nie wykonywane.
W dalszej czgsci rozprawy Doktorantka podejmuje si¢ oceny aktywnosci przeciwbakteryjnej
zardwno przeciw bakteriom wzrastajacym w kulturze planktonicznej, jak réwniez przeciw
mikroorganizmom zdolnym do wytwarzania biofilmu bakteryjnego. Aktywnosé
przeciwbakteryjna ekstraktow z tkanek |. pseudacorus nie byla jak dotad przedmiotem
whnikliwej analizy naukowej stad stanowi dobrze przemyslane i zrealizowane uzupehienie do
wlasciwych badan. Niewatpliwie, wyniki tej oceny potwierdzily wcze$niejsze
przypuszczenia, iz |. pseudacorus jest zrodlem zwigzkow o aktywnosci przeciwbakteryjnej
w stosunku do wybranych do badan szczepoéw patogendéw ludzkich Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa oraz Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli. W tym miejscu
nasuwa si¢ jednak pytanie, czy w badaniach mikrobiologicznych zastosowano kontrole
pozytywne? Bakterie S. aureus oraz P. aeruginosa to mikroorganizmy zdolne do tworzenia
trudnego do zwalczania biofilmu. Podj¢to rowniez analize¢ aktywnosci ekstraktu rowniez
w stosunku do wytwarzanego przez nie biofilmu co stanowi pierwsze doniesienie wskazujace
na mozliwos¢ zastosowania ekstraktu z tego gatunku roslin w walce z gronkowcowym
biofilmem bakteryjnym. Ciekawym aspektem w ocenianej rozprawie jest rOwniez poszukanie
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substancjg przeciwbakteryjng, pozwoli na obnizenie efektywnych dawek obu substancji, przy
jednoczesnym zachowaniu badz wzroscie ich aktywno$ci biologicznej. W tym celu
Doktorantka wykorzystata komercyjnie dostepne nanoczastki srebra (AgNPs) laczac je
z metanolowym ekstraktem z ktaczy |. pseudacorus. Analiza wykazata, ze zastosowanie
nanoczastek srebra AgNPs wraz z ekstraktem, obniza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
obu czynnikow, w stosunku do S. aureus, a tym samym wykazuje dziatanie antagonistyczne.
W przypadku bakterii P. aeruginosa, zastosowanie ekstraktu A i AgNPs umozliwilo
podwyzszenie aktywnos$ci czynnikow i obnizenie dawek obu substancji ok. 4-krotnie
w stosunku do szczepu referencyjnego PAK oraz ok. 16-krotnie dla ekstraktu i 2-krotnie dla
AgNPs w stosunku do opornego izolatu klinicznego P. aeruginosa. Za bardzo warto§ciowy
uwazam pomyst kontynuacji badan mikrobiologicznych dodatkowo identyfikujacych zwiazki
potencjalnie przeciwbakteryjne z wykorzystaniem bioautografii metodg agaru goérnego
z bakteriami S. aureus na ptytkach TLC. Analiza potwierdzila, ze uzyskana wczesniej
galokatechina (zwiazek 4) wykazuje dziatanie przeciwbakteryjnie w stosunku do szczepu
S. aureus. Galokatechina moze wigc by¢ jednym z glownych zwigzkow odpowiedzialnych za
aktywnosc¢ przeciwbakteryjng ekstraktu metanolowego z ktaczy I. pseudacorus. Dodatkowo,
zostaje opisana obecno$¢ (metoda HPLC-DAD-ESI-MS) w badanym ekstrakcie innych
zwigzkow w tym pochodnych prodelfinidyny B, ktére rowniez moga wplywac na aktywnos¢
biologicznga w tym na oceniang w badaniu aktywno$¢ przeciwbakteryjna.

Ostatnim etapem w badaniach byla ocena aktywnosci cytotoksycznej wybranego
ekstraktu z kitaczy |. pseudacorus, z wykorzystaniem trzech linii ludzkich komorek
nowotworowych: MCF-7 (nowotwor gruczotu piersiowego), HeLa (nowotwoér szyjki
macicy), HCT-116 (nowotwor okre¢znicy) oraz nienowotworowej linii: MCF-10A (komorki
nablonkowe gruczotu piersiowego). Najwyzszg cytotoksycznos¢ uzyskano wobec komoérek
linit MCF-7 w poroéwnaniu do 3,7-krotnej nizszej wrazliwosci uniesmiertelnionych komorek
nablonka gruczotu piersiowego (MCF-10A). Prawidlowo przeprowadzony powyzszy
eksperyment nasuwa pytanie 0 wybor linii komérkowych do badan w aspekcie
biodostepnosci zwiazkow o charakterze polifenoli oraz ich aktywnych metabolitow. Czy
nie warto byloby w przyszlosci zastosowa¢ na przyklad wybrang linie komorkowa
czerniaka skory?

Niezwykle wysoko oceniam rangg i znaczenie tych bez watpienia wielokierunkowych
badan podjetych w zespole badawczym Pani Prof. Aleksandry Krolickiej i Jej
wspotpracownikow przedstawionych przez mgr Angelike Michalak. Lektura dysertacji



uprawnia mnie do stwierdzenia, ze Doktorantka wykazata si¢ wyjatkowa zdolno$ciag
W opanowaniu ogromnej ilosci nowatorskich technik pracy w laboratorium nie tylko
biotechnologicznym i fitochemicznym ale i biologicznym. Przedstawione w monografii
poszczegolne etapy badan jak i wyniki zostaty zestawione z niebywalg starannos$cig, a ich
obszerne opisanie potwierdzaja dojrzatosc¢ i dociekliwos$¢ badawcza Doktorantki oraz wysoka
umiejetnos¢ rozwigzywania problemow badawczo-naukowych. Moja uwage skupity rowniez
r¢cznie wykonane ryciny, co jednocze$nie bardzo uwierzytelnia wysoki wktad wiozony
w uzyskanie tak obszernych wynikéw badan.

Przedstawione w recenzji komentarze nie wpltywaja na moja pozytywna oceng
rozprawy doktorskiej Pani mgr Angeliki M. Michalak. Przedstawiono w niej szereg
interesujacych, nowych i waznych dla nauki obserwacji. Wszystkie zostaly rzeczowo
przedyskutowane w oparciu o dobrg znajomos¢ bardzo aktualnych danych literaturowych.
Poza danymi literaturowymi monografia ma typowy uktad pracy doktorskiej z zachowaniem
poszczegblnych jej elementow w tym bardzo dobrze przygotowanego wstepu pracy
uwzgledniajacego omdOwienie znaczenia metabolizmu wtorego u roslin, poprzez zagadnienia
zwigzane bezpos$rednio z ro$linnymi  kulturami tkankowymi w  kontekscie
biotechnologicznym, a konczac na opisie gatunkow z rodzaju Iris L. W mojej ocenie to bardzo
interesujacy material poznawczy.

Konczac swoja opinig, chciatbym rowniez zwroci¢ uwage na dotychczasowy dorobek
naukowy mgr Angeliki Michalak obejmujacy miedzy innymi autorstwo i wspotautorstwo
dwoch prac oryginalnych o tacznym wspotczynniku IF2020 = 9.1 (pkt MEIN=170), dwunastu
doniesien zjazdowych oraz jednego patentu. Wyrazem bardzo jeszcze wczesnego
zaangazowania naukowego oraz przygotowania do pracy naukowej jest otrzymanie
stypendium ,,.Diamentowy Grant” - Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Projekt nr
0145/DI1A/2015/44, pt. ,, Terapeutyczne zastosowanie metabolitow wtornych roslin rodzaju
Iris. Wydajne pozyskiwanie, analiza i zastosowanie ekstraktow aktywnych biologicznie” oraz
grantu uzyskanego w Konkursie dla Mtodych Pracownikéw Nauki w roku 2017 jako
kierownik projektu, nt. ,,Opracowanie metod syntezy nanoczastek srebra o dzialaniu
biologicznie czynnym przy uzyciu Iris pseudacorus jako czynnika redukujgcego”.

Podsumowujac, jednoznacznie stwierdzam, ze przedstawiona do oceny monografia
rozprawy doktorskiej mgr Angeliki Matgorzaty Michalak jest niezwykle wartoSciowa

zarOwno z naukowego jak 1 aplikacyjnego punktu widzenia. Wnosz¢ tym samym do Rady



Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu Gdanskiego 0 dopuszczenie mgr Angeliki

Matgorzaty Michalak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczeénie z racji na

wysoka warto$¢ merytoryczna rozprawy wnosze o jej wyrdznienie.
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