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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Marty Klimek-Szczykutowicz pt. ,,Kultury in vitro Nasturtium officinale R. Br. jako
potencjalne zrédlo biologicznie aktywnych metabolitow wtornych i biopierwiastkow”
wykonanej w Katedrze i Zakladzie Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Jagielloniskiego,
Collegium Medicum w Krakowie

Promotor rozprawy - dr hab. Agnieszka Szopa

Na rozprawg doktorska sklada si¢ cykl spdjny tematycznie osmiu wieloautorskich publikacji,
w tym pigciu prac juz opublikowanych w latach 2018-2020 i trzech prac poddanych procesowi
recenzji. W dniu 27.07.2021 zostalam poinformowana e-mailowo przez Promotora,
Panig dr hab. A. Szope, o zaakceptowaniu dwoch prac, w Plant Cell Tissue and Organ Culture
1 Molecules, ktore byly w recenzji. We wszystkich pracach Pani mgr Marta Klimek-Szczykutowicz
jest pierwszym autorem, a w czterech z nich autorem korespondencyjnym wraz ze swoim
Promotorem. Jak wynika z o$wiadczen Doktorantki, Jej udzial polegal na przeprowadzeniu
poszczegolnych eksperymentow - badan biotechnologicznych, analiz chromatograficznych, udziale
w przeprowadzeniu badan biologicznych, udziale w opracowaniu, analizie i interpretacji wynikow
oraz pisaniu manuskryptéw. Swdj udzial Pani magister oszacowata na 45-70%. Wsrod oswiadczen
Doktorantka nie zamiescita oswiadczenia jaki byl Jej udzial w powstaniu publikacji VI.1
(Polish Journal of Cosmetology, 2018). Laczny wspotczynnik oddziatywania Impact Factor prac
opublikowanych i zaakceptowanych wynosi 21,549 (punktacja MNiSW=637), a uwzgledniajac
zaktualizowana punktacje¢ wg Journal Citation Reports za rok 2020, 25,149. W skiad rozprawy
wchodza dwie prace pogladowe, w tym jedna w czasopiSmie krajowym (Polish Journal
of Cosmetology, 2018) oraz 6 oryginalnych prac doswiadczalnych w czasopismach bedacych na liscie
Journal Citation Reports. Ponadto, wyniki badan zostaly zaprezentowane przez Doktorantke w formie
ustnej prezentacji na 7 konferencjach krajowych i w formie posteréw na 13 konferencjach krajowych
i migdzynarodowych, a takze w postaci wykladu w ramach posiedzen Krakowskiego Oddziatu
Polskiego Towarzystwa Botanicznego, Instytut Botaniki PAN w 2018 roku. Badania zrealizowane
przez Panig magister mozliwe byly dzigki finansowaniu z tzw. ,,Projektow statutowych”™ w latach

2015-2020 oraz ,,Projektu wiasnego™ w latach 2020-2021.

C;}if N
o



| UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LOD7ZI

Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Rozprawe doktorska stanowi spdjny tematycznie cykl prac odnoszacy si¢ do kultur in vitro
Nasturtium officinale R. Br. Rozprawa doktorska sklada si¢ z kilku rozdziatow: Wprowadzenia
(str. 14-25), Celu pracy (str. 26-28), Metodologii i uzyskanych wynikéw (str. 29-60), ktory jest
merytorycznym podsumowaniem publikacji wchodzacych w sktad rozprawy (publikacje V.1.-V.6.),
Podsumowania, oceny biotechnologicznej i wnioskow (str. 282-293), Spisu tabel (str. 294) i rycin
(str. 295), Pismiennictwa (str. 296-306) obejmujacego 141 pozycji literaturowych w gléwnej mierze
z ostatnich dziesigciu lat, prawidlowo cytowanych w kolejnosci numerycznej oraz Streszczenia
w jezyku polskim (str. 323-327) i angielskim (str. 328-332). Ponadto, do rozprawy zalaczone sa kopie
publikacji wchodzacych w sklad rozprawy (str. 61-281) oraz o$wiadczenia Wspdlautoréw prac
(str. 307-322). W pracy zamieszczono 7 Tabel i 10 Rycin. Wigkszos¢ fotografii zostala wykonana
samodzielnie przez Doktorantk¢. Rozprawe doktorska poprzedza opis dorobku Doktorantki
i Jej aktywnosci naukowej. Rozprawe charakteryzuje bardzo staranne opracowanie,
w ktorym pojawiaja si¢ jedynie pojedyncze bledy typu ,literowki”, np. str. 56 - wynkow,
str. 57 - mimkropedow. Praca jest poprawna pod wzgledem formalno-jezykowym.

Ocena wyboru tematu rozprawy doktorskiej i celu pracy

We wprowadzeniu Doktorantka przedstawita charakterystyke botaniczng i przynaleznos¢
systematyczng N. officinale, wystgpowanie oraz surowiec pozyskiwany z tego gatunku i jego dziatanie
lecznicze. N. officinale (Brassicaceae) jest gatunkiem wodnym lub cz¢$ciowo wodnym bardzo rzadko
wystepujacym naturalnie na terenie Europy. W Polsce jest czgsciowo zagrozony wyginigciem.
Surowcem jest ziele, Nasturtii herba, ktore w Niemczech jest oficjalnie zaakceptowanym surowcem
roslinnym stosowanym w fitoterapii. Nasturtii herba ma zastosowanie w leczenia niezytu nosa
i standw zapalnych drog moczowych. Ponadto, ekstrakty z ziela N. officinale znalezé mozna
w skladzie kosmetykéw do pielegnacji cery tlustej, dojrzalej oraz skory glowy. Gatunek
ten ze wzgledu na swoje cenne wlasciwosci prozdrowotne, niska kalorycznos¢, bogaty sklad
chemiczny i walory smakowe moze by¢ skladnikiem satatek. Glownymi grupami metabolitow
wtérnych charakterystycznymi dla N. officinale sa glukozynolaty, izotiocyjaniany, zwiazki
polifenolowe (kwasy fenolowe, flawonoidy i proantocyjanidyny) oraz mono-, di-, tetra-
i seskwiterpenoidy. Szczegdotowy opis gatunku z uwzglednieniem skladu chemicznego, wiasciwosci
leczniczych, kosmetycznych i fitoremediacyjnych zostal zamieszczony w publikacji IV.1.,
Fitoterapia, 2018. Ponadto, w publikacji VL1., Polish Journal of Cosmetology, 2018, Doktorantka
przedstawila wykorzystanie N. officinale jako rosliny kulinarnej oraz jako skladnik preparatow

kosmetycznych, m.in. o dziataniu przeciwstarzeniowym, rozjasniajacym skore i przeciwtragdzikowym.
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Doktorantka wyznaczyla kilka celow badan i precyzyjnie zaplanowata zadania badawcze,
ktore konsekwentnie byly realizowane. Cel pracy jest prawidlowo okreslony i umotywowany. Celem
pracy bylo wyprowadzenie kultur pedowych N. officinale, optymalizacja warunkéw ich hodowli
(dobor odpowiednich regulatoréw wzrostu, ich stezenia, czasu hodowli, dlugosci fali swiatta LED,
hodowla na agarowym lub plynnym podlozu w kolbach lub bioreaktorach okresowo-zalewowych,
Plantform i Rita®) w celu pozyskania biomasy i metabolitow wtérnych. Ponadto, Doktorantka
przeprowadzila liczne zabiegi biotechnologiczne (elicytacje wybranymi zwigzkami oraz egzogenng
suplementacje podtoza hodowlanego zwiazkami o charakterze prekursorow biosyntetycznych) w celu
zwigkszenia biomasy i zawarto$ci metabolitow wtdrnych w materiale roslinnym pozyskanym z kultur
in vitro. Podczas prowadzenia ro$linnych kultur in vitro szczegolnie wazna i kluczowa jest
optymalizacja warunkow hodowli w odniesieniu, zaréwno, do produkcji biomasy, jak i zwigzkow
biologicznie czynnych. Obok badan biotechnologicznych, Doktorantka przeprowadzita badania
fitochemiczne (analiza jakosciowa i iloSciowa zwiazkow polifenolowych i glukozynolatéow, analiza
zawartosci akumulowanych biopierwiastkow oraz analiza catkowitej zawartosci glukozynolatow,
polifenoli, flawonoidow, barwnikow fotosyntetycznych i rozpuszczalnych cukréw), a takze badania
aktywnosci biologicznej (aktywnosé antyoksydacyjna, aktywnosé przeciwbakteryjna, aktywnosc
przeciwzapalna oraz zdolnos¢ hamowania aktywnosci tyrozynazy) ekstraktow z pedéw hodowanych
in vitro lub ziela V. officinale.

Biorac pod uwage nakreslone przez Doktorantke tlo naukowe rozprawy, m.in. zagrozony
wyginigciem gatunek, uwazam, ze cel badan podjety przez Doktorantke jest jak najbardziej
uzasadniony nie tylko z punktu widzenia naukowego, ale tez w przysztosci aplikacyjnego i wpisuje sig
w aktualny nurt poszukiwania nowych substancji pochodzenia roslinnego. Kultury in vitro
N. officinale dzieki optymalizacji warunkéw hodowli pod katem stymulacji endogennej produkcji
aktywnych biologicznie metabolitow, poprzez zabiegi biotechnologiczne takie, jak elicytacja, dodatek
prekursoréw ze szlaku biogenetycznego metabolitow wtornych, moga by¢ alternatywnym i wydajnym
zrodlem pozyskiwania surowca oraz bioaktywnych zwiazkéw (glukozynolatow i zwigzkow
polifenolowych), co daje potencjalne mozliwosci wykorzystania ich cennych wlasciwosci
biologicznych. Roslinne kultury in vitro moga by¢ prowadzone na duzg skale w bioreaktorach,
umozliwiajg pozyskiwanie surowca z rzadkich i chronionych gatunkéw roélin, niezaleznie od strefy
klimatycznej czy pory roku oraz pozyskiwanie cennych, biologicznie aktywnych, réznorodnych
metabolitow wtornych wykorzystywanych w terapii licznych schorzen.

Ocena metodologiczna i merytoryczna rozprawy doktorskiej
Doktorantka wykazata sie znajomoscia réznych metod badawczych dzigki, ktorym zostaty

zrealizowane sformutowane cele badawcze. Pani mgr M. Klimek-Szczykutowicz przeprowadzita

liczne doswiadczenia o charakterze interdyscyplinarnym, a wyniki swoich badan przedyskutowata
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z wynikami innych autoréw. Zaplanowane bardzo szczegdtowo, zaréwno, badania biotechnologiczne,

fitochemiczne i aktywnosci biologicznej byly konsekwentnie realizowane w kolejnych
doswiadczeniach, ktére sg przyktadem bardzo praco- i czasochfonnych badan. Z publikacji wynika
znakomita organizacja pracy i bardzo dobre przygotowanie naukowe Doktorantki do badan.
Prace te charakteryzuja si¢ wysokim poziomem naukowym oraz duzg dojrzatoscia
Pani mgr M. Klimek-Szczykutowicz na polu naukowym. Ponadto, Doktorantka wykazata sie
umiejetnoscig prowadzenia do§wiadczen w zespole badawczym o czym $wiadczg liczne wspélprace z
innymi o$rodkami naukowymi w kraju i za granica.

Doktorantka, wyprowadzila kultury pedowe N. officinale (publikacja V.1. i V.6.),
ktore hodowata w sumie na 27 wariantach agarowej (0,72% w/v) pozywki wg Murashige i Skoog'a
(MS) =zawierajgcej réine kombinacje regulatorow wzrostu. Kultury pedéw hodowala
takze w ptynnym, wytrzasanym podiozu MS uzupelnionym jedna z czterech cytokinin i jedna z trzech
zastosowanych auksyn (publikacja V.1.). Wskaznik wzrostu dla tych kultur, w optymalnych
warunkach, wynosit 5 (30 dzien, 1 mg/L BA+1 mg/L NAA) lub 10,5 (20 dziefi, 1 mg/L Zea+1 mg/L
NAA), odpowiednio, dla kultury prowadzonej na agarowym i pltynnym podlozu. W kulturach
pedowych Doktorantka przeprowadzila analize calkowitej zawartosci glukozynolatow i kwaséw
fenolowych, ktoéra zostala poréwnana z zawartoécig tych metabolitow wtérnych w zielu rosliny
macierzystej i stwierdzila, ze regulatory wzrostu wplywaly na zawarto§é badanych metabolitow
wtornych (publikacja V.1.). W kulturach pedow stwierdzono obecnos¢ 10 kwaséw fenolowych
z dominujgcym kwasem protokatechowym (132 i 138 mg/100g s.m.) i kwasem galusowym
(53 1 61 mg/100g s.m.), natomiast w zielu zidentyfikowano 7 kwaséw fenolowych z dominujacym
kwasem rozmarynowym (61,27 mg/100g s.m.). W tym miejscu poprositabym Doktorantke
o komentarz i wyjasnienie poniewaz w rozprawie Doktorantka napisata (str. 33), ze ,,Dominujgcymi
pod wzgledem iloSciowym metabolitami byly kwas ferulowy (maks. 38,44 mg/100 g s.m., 10 dzien
hodowli, wariant 1 mg/L BA i 1 mg/L NAA, kultury wytrzgsane), oraz kwas p-kumarowy
(maks. 31,66 mg/100 g s.m., 10 dzien hodowli, wariant 1 mg/L BA i 1 mg/L NAA, kultury
wytrzgsane).” oraz (str. 34) ,,W ekstraktach z ziela rosliny macierzystej zawarto§¢ poszczegdlnych
zwigzkow wahala si¢ od 0,48 do 61,27 mg/100 g s.m.. Dominujgcymi ilosciowo metabolitami byty:
kwas ferulowy (14,32 mg/100 g s.m.), oraz kwas galusowy (13,67 mg/100 g s.m.).”

Innymi czynnikami wplywajacymi na wzrost kultur in vifro oraz produkcje zwigzkow
biologicznie aktywnych moze by¢ swiatlo (jego rodzaj i dlugosé¢ fali), zastosowanie réznego typu
elicytorow lub suplementacja podlozy w prekursory szlaku metabolicznego. Dlatego tez kolejne

doswiadczenia zaplanowane przez Doktorantke sa jak najbardziej stuszne i trafne.
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Doktorantka, okreslita takze wplyw dlugosci fali $wiatta LED na wzrost pedow N. officinale

Z1

na agarowym podtozu MS uzupetnionym NAA i BA (publikacja V.3.), ktore zostalo wybrane, jako
optymalne dla wzrostu pgdow i biosyntezy metabolitéw wtérnych. Z literatury wiadomo, ze $wiatlo
jest jednym z czynnikéw wplywajagcym na  wzrost roSlinnych  kultur in  vifro
oraz produkcj¢ zwiazkéw biologicznie czynnych. Doktorantka zbadata takze wptyw swiatla LED badz
braku oswietlenia na akumulacje¢ glukozynolatow, zwiazkéw polifenolowych, rozpuszczalnych
cukrow i barwnikéw  fotosyntetycznych ~ w  kulturze  pedéw  rukwi  wodne;.
Doktorantka stwierdzila, ze $wiatlo LED wplywalo korzystnie na przyrost biomasy pedéw,
Jak i calkowita zawarto$¢ glukozynolatow. Po zastosowaniu $wiatta mieszanego RBY - 50% s$wiatla
zoltego (A=600, 630 nm ), 35% czerwonego (A=670 nm) i 15% niebieskiego (A=430 nm)
oraz RBG - 50% swiatla zielonego (A=528 nm), 35% czerwonego i 15% niebieskiego zaobserwowano
ponad 2-krotnie wyzsze indeksy wzrostu (odpowiednio, 13,4 i 11,8), niz po zastosowaniu $wiatta
fluorescencyjnego i biatego $wiatta LED. Swiatlo RBG wplywalo takze pozytywnie na catkowitg
zawartos¢ glukozynolatéw (237,92 mg SIN/100g s.m.). Warunki o$wietlenia LED nie mialy
znaczacego wplywu na produkcje zwigzkow polifenolowych i rozpuszeczalnych cukréw oraz potencjat
antyoksydacyjny kultur pedowych N. officinale (publikacja V.3.).

Doktorantka prowadzila takze kultury pedow N. officinale w ptynnym, wytrzasanym podiozu
MS w kolbach Erelenmeyera bez regulatorow wzrostu (publikacje V.6.) lub uzupelnionym BA i NAA
(publikacja V.4.). W publikacjach V.4. i V.6., Doktorantka zbadala wplyw wybranych pierwiastkéw
(wapnia, chromu, miedzi, zelaza, litu, magnezu, selenu i cynku) (V.6.) oraz elicytoréw biotycznych
(ekstrakt drozdzowy w stezeniach 1 i 3 mg/mL) i abiotycznych (etefon w stezeniach
25 i 50 pM, jasmonian metylu i salicylan sodu w stezeniach 50 i 100 uM) (publikacja V.4.)
na przyrost biomasy pedoéw N. officinale i produkcj¢ metabolitow wtornych. Doktorantka wykazala,
po raz pierwszy, wplyw wybranych makro- i mikroelementow i ich ste¢zenia na produkcje
glukozynolatow (172,9 mg/100 g s.m., Ca w stezeniu 1 mg/L) oraz kwasow fenolowych
(kwasu protokatechowego (96,58 mg/100g s.m., Fe w stezeniu 50 mg/L) i kwasu galusowego (68,59
mg/100g s.m., Cr w stgzeniu 5 mg/L)) w wytrzgsanych kulturach pedowych rukwi wodnej, a takze ich
zdolnosci do bioakumulacji pierwiastkow. Najwyzsza wartos¢ Gi (growth index) (11,65) osiagaly
kultury hodowane w podlozu uzupetnionym jonami Li w stezeniu 50 mg/L.

Produkcja metabolitow wtornych w roslinnych kulturach in vitro moze by¢ stymulowana
poprzez zastosowanie roznych elicytoréw biotycznych i abiotycznych, ktére wywolujac stres
w komorkach moga modyfikowaé wzrost, rozmnazanie i funkcjonowanie roslin. Zastosowanie
elicytorow podczas hodowli pedow rukwi wodnej w plynnym, wytrzasanym podlozu,
w optymalnych warunkach, nieznacznie wptywalo na wartos¢ wspotczynnika Gi w poréwnaniu do

pedow kontrolnych nietraktowanych elicytorami (Gi ok. 30) (publikacja V.4.). Zastanawiajgce jest
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jednak dlaczego wspdfczynnik ten byl tak wysoki réwniez dla kultury kontrolnej nietraktowanej

elicytorami, poniewaz dla kultur rosngcych w plynnym, wytrzasanym podlozu, o takim samym
skladzie regulatoréw wzrostu, wspolczynnik wzrostu byl ponad 4-krotnie nizszy (publikacja V.1.).
Calkowita zawartos¢ glukozynolatéw wazrastala po zastosowaniu salicylanu sodu (50 pM,
4 dzien) i jasmonianu metylu (50 pM, 1 dzief) osiagajac warto$é, odpowiednio, 320,6 mg/100 g s.m.
i 298,36 mg/100 g s.m. Salicylan sodu powodowal takze wazrost poziomu barwnikéw
fotosyntetycznych w kulturze pedow N. officinale. Zastosowane elicytory wplywaly réwniez
na wzrost zawartosci kwasu ferulowego, p-kumarowego, rutozydu oraz glukonasturcyny
i glukobrassycyny.

W kolejnych doswiadczeniach, w celu zwigkszenia skali hodowli, kultury pedow
N.  officinale Doktorantka prowadzita w komercyjnie dostepnych bioreaktorach
okresowo-zalewowych, Rita ® (publikacja V.2.) oraz Plantform (publikacja V.5.). Bioreaktory
tego typu charakteryzujg sig brakiem naprezen mechanicznych i dobrg wymiang gazowa. Po 20 dniach
hodowli indeks wzrostu wynosit ponad 30 dla kultur hodowanych w bioreaktorze Rita® (publikacja
V.2.) oraz 13,7 dla kultur hodowanych w bioreaktorze Plantform po suplementacji podloza
aminokwasem, L-tryptofanem (3,0 mM, dzien 10) (publikacja V.5.) i byly to wartosci wyisze,
niz te uzyskane dla kultur pgdoéw rosnacych w ptynnym podiozu w kolbach. Ponadto, w poréwnaniu
do kultur wytrzasanych, w pedach hodowanych w bioreaktorze Rita® odnotowano takze 1,5-krotnie
wyzszg catkowitg zawartos¢ glukozynolatéw (261,97 mg/100g s.m.) (publikacja V.2.).

W materiale pozyskanym z bioreaktora Rita® Doktorantka dokonala réwniez analizy
jakosciowej i ilosciowej glukozynolatow metoda UHPLC-DAD-MS/MS. Gléwnymi metabolitami
wtornymi byly glukonasturcyna, glukobrassycyna i 4-metoksyglukobrassycyna. Stezenia tych dwdch
ostatnich metabolitow byly znaczaco wyzsze w kulturach pedow, niz w zielu N. officinale. Catkowita
zawartos¢ polifenoli byla rowniez wyzsza w kulturach pedowych, niz w zielu rosliny macierzyste;.
Dominujagcym zwigzkiem w ekstraktach z kultur in vitro po 20 dniach hodowli byl rutozyd. Kwas
ferulowy i kwas p-kumarowy akumulowane byly w znacznie mniejszych ilosciach (publikacja V.2.),

niz w wytrzasanych kulturach peddw rosngcych w kolbach (publikacja V.1.).

Dla kultur hodowanych w bioreaktorze okresowo-zalewowym Plantform po suplementacji
podioza jednym z dwdéch aminokwaséw, L-fenyloalaning i L-tryptofanem (publikacja V.5.)
Doktorantka zaobserwowata wzrost catkowitej zawartosci glukozynolatéw (269,2 mg SIN/100g s.m.),
flawonoidow (1364,38 mg RE/100g s.m.) oraz polifenoli (1062,76 mg GAL/100g s.m.)
i byly to wartodci wyzsze, niz te uzyskane dla pedéw hodowanych w bioreaktorze Rita® (publikacja

V.5.). Fenyloalanina jest substratem w poczatkowych etapach szlaku fenylopropanoidowego
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i wykorzystywana jest jako prekursor w biosyntezie, m.in. kwaséw fenolowych i flawonoidéw.

Doktorantka wykazata wplyw egzogennej suplementacji podioza hodowlanego wybranymi
biosyntetycznymi prekursorami podczas hodowli pedéw w bioreaktorze Plantform na zawarto$é
rozpuszczalnych cukréw i barwnikéw fotosyntetycznych, jak rowniez wybranych metabolitow
wtornych, tj. glukonasturcyny, glukobrassycyny, 4-metoksyglukobrassycyny oraz kwasu
p-kumarowego, kwasu ferulowego i rutozydu (publikacja V.5.). Warto réwniez podkreslic,
ze zawartos¢ 4-metoksyglukobrassycyny w kulturach pedéw po suplementacji podioza
L-fenyloalaning i L-tryptofanem byla, odpowiednio, 3,0- i 1,5-krotnie wyisza w poréwnaniu
do zawartosci tego metabolitu w pedach hodowanych w bioreaktorze RITA®.

Celem rozprawy doktorskiej oprocz badan biotechnologicznych i fitochemicznych byta takze
ocena aktywnosci antyoksydacyjnej (publikacje V.1.-V.6.), przeciwzapalnej (publikacja V.2.)
i przeciwdrobnoustrojowej (publikacja V.2. i V.5.). Pedy uzyskane z kultur in vitro poddane réznym
zabiegom biotechnologicznym, w celu zwigkszenia biomasy i zawartosci metabolitow wtérnych,
wykazywaly aktywnos$¢ antyoksydacyjna w testach DPPH, FRAP, CUPRAC oraz QUENCHER-
CUPRAC.

Dzialanie przeciwzapalne oznaczono w oparciu o testy in vitro hamowania aktywnosci
enzymow 15-lipoksygenazy (15-LOX), cyklooksygenazy-1 (COX-1), cyklooksygenazy-2 (COX-2)
i sekrecyjnej fosfolipazy A; (sPLA»). Ekstrakt z pedéw hodowanych w bioreaktorze Rita® wykazywal
umiarkowane hamowanie 15-LOX i bardzo stabe hamowanie sPLA,. Hamowanie aktywnosci COX-2
i COX-1 przez ekstrakt z kultur pgdowych byto wyzsze lub poréwnywalne, jak przez ekstrakt z ziela
lub ibuprofen (publikacja V.2.).

Badania aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej obejmowaly szczepy bakterii
Gram-ujemnych (Escherichia coli ATCC 25922, Helicobacter pylori ATCC 43504, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 i ATCC 27853), Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus ATCC 25923
i ATCC 43300, S. epidermidis ATCC 12228, Propionibacterium acnes PCM 2400 i PCM 2334
i P. granulosum PCM 2462) oraz szczepy grzybow (Aspergillus niger ATCC 16404, Candida
albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22019, C. glabrata ATCC 90030, Microsporum canis
szczep kliniczny, Penicillum chrysogenum ATCC 10106 i Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533)
(publkacje V.2. i V.5.). Badania potwierdzily dzialanie przeciwbakteryjne w stosunku do bakterii
Gram-dodatnich (S. aureus i S. epidermidis) i Gram-ujemnych (H. pylori) ekstraktow z kultur
bioreaktorowych i z ziela rosliny macierzystej. Dzialanie przeciwgrzybicze ekstraktu z pedow
hodowanych w bioreaktorze Rita® stwierdzono w stosunku do szczepoéw grzybow, T. mentagrophytes

i M. canis (publikacja V.2.).
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Na rynku europejskim, w tym takze polskim, dostepne sa liczne preparaty kosmetyczne
zawierajgce w swym skladzie ekstrakty z N. officinale o dziataniu, m.in. rozjasniajacym skore
i przeciwtragdzikowym. Dlatego tez, jak najbardziej stuszne byly badania Doktorantki majace na celu
zbadanie zdolnosci hamowania aktywnosci tyrozynazy przez ekstrakty z pedéw hodowanych
w bioreaktorze Rita® lub ziela N. officinale (publikacja V.4.), jak rowniez ocena przeciwbakteryjna
ekstraktu otrzymanego z pgdéw hodowanych w bioreaktorze Plantform po suplementacji podioza
L-fenyloalaning wobec szczepoéw bakterii z rodzaju Propionibacterium (P. acnes i P. granulosum)
powodujgcych tradzik. Badania wykazaly, ze ekstrakt ten wykazywal znaczacg aktywno$é przeciwko
tym bakteriom. Co wazne, ekstrakt nie wykazywal cytotoksycznego dziatania wobec prawidtowych
komorek - fibroblastow ludzkich w zakresie stgzen 1,95-250 pg/mL (publikacja V.5.). Doktorantka
wykazala takze mozliwos¢ wykorzystania ekstraktu z kultur pedowych N. officinale w preparatach
kosmetycznych przeciw przebarwieniom skory. Ekstrakt w stezeniu 1250 pg/mL wykazywal podobna
zdolnos¢ hamowania aktywnosci tyrozynazy, jak kwas kojowy (publikacja V.4.).

Powyzsze wyniki pokazuja, ze kultury pedowe N. officinale moga by¢ wydajnym zrodlem
pozyskiwania materiatu z kultur in vitro jako surowca, a takze r6znych metabolitéw wtérnych. Wyniki

badan Doktorantki majg istotne znaczenie naukowe, jak rowniez majg charakter praktyczny.

Podsumowujac, jestem pod ogromnym wrazeniem iloSci przeprowadzonych
doswiadczen, co z punktu widzenia biotechnologa jest naprawde olbrzymim wyzwaniem. Dla
mnie, jako recenzenta, wazne jest podkreslenie, ze byla to wrecz ,benedyktyfiska praca”. Nalezy
podkresli¢ ogrom pracy jaki wlozyla Doktorantka podczas badan, Jej pracowitosé i wnikliwosé,
a takze starannos¢ przeprowadzonych doswiadczen. Zastosowane metody badawcze
sg jak najbardziej prawidlowe. Uwazam, ze Doktorantka na tym etapie kariery naukowej jawi sie
jako s$wietny naukowiec, a tak doskonale doswiadczenie Doktorantka mogla zdobyé pracujac
w zespole Pani prof. dr. hab H. Ekiert i pod kierunkiem Pani dr hab. A. Szopy, znakomitych
biotechnologow i fitochemikow. Bez watpienia mogg stwierdzié, ze precyzyjnie i niezwykle ambitnie
zaplanowane badania pozwolity na realizacj¢ zamierzonego, gtéwnego celu naukowego rozprawy
doktorskiej, ktorym bylo okreslenie biosyntetycznego potencjatu kultur in vitro N. officinale, jako
atrakcyjnego modelu badawczego, co nie bylo zadaniem tatwym i $wiadczy o bardzo dobrej
znajomosci warsztatu badawczego i dobrym przygotowaniu naukowym Doktorantki. Zakres
przeprowadzonych badan jest imponujacy. Doktorantka potrafita wyciaggna¢ najwazniejsze wnioski
z przeprowadzonych badan, co przy tak ogromnej liczbie uzyskanych wynikéw bylo szczegolnie
trudne. Niezmiernie milo mi bylo recenzowa¢ tak przemyslang i na wysokim poziomie naukowym

rozprawg doktorska. Widzac tak duzy potencjal naukowy Doktorantki nie mam zadnych watpliwosci,
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ze rozprawa doktorska Pani mgr Marty Klimek-Szczykutowicz w petni (a nawet i ponad) spehia
wymogi stawiane kandydatom ubiegajacym si¢ o stopiei naukowy doktora. Przedstawiona
mi do recenzji rozprawe doktorskg oceniam bardzo wysoko. Autorka jednak nie ustrzegla sie
pojedynczych biedow, co przy tak olbrzymiej liczbie przeprowadzonych doswiadczen i opisywanych
wynikow bylo nieuniknione. Z obowigzku recenzenta musz¢ si¢ odnies¢ do pojawiajacych sie
niescistosci, ktére sg minimalnym niedociagnieciem, nie wplywajacym na wysoka warto$é

merytoryczng pracy:

- we wstepie brakuje nazwy polskiej gatunku cho¢ Autorka podaje liczne nazwy tego gatunku w
Jezykach obcych. Nazwa ta pojawia sie dopiero w Streszczeniu.

- str. 27 - Autorka zalicza Propionibacterium acnes i P. granulosum do bakterii Gram-ujemnych,
sg to bakterie Gram-dodatnie,

- str. 33 - ,,w materiale ro$§linnym” - zastgpitabym ,,w zielu ro$liny macierzystej”,
- w Wykazie skrotow brakuje wyjasnienia skrotu GAL,

- str. 40 - ,Wyznaczony stosunek MBC/MIC dla ekstraktow z kultur prowadzonych w bioreaktorach
wynidst 2, powinno by¢ ,,1-2",

- str. 49 - Doktorantka napisata, ze ,,Badania zawartosci barwnikéw fotosyntetycznych w ekstraktach
z elicytowanych kultur mikropedowych N. officinale wykazaly istotne réznice.” W przypadku
dyskutowania istotnosci roéznic brakuje poziomu istotnosci p i komentarza, jakie testy statystyczne

zastosowano.

- str. 52 - ,Najwyzszg zawartos¢ karotenoidow stwierdzono w przypadku Phe dodawanej w dniu 0
w stezeniu 0,5 mM, i byla ona 2,9-krotnie wyzsza w poréwnaniu z kontrolg. ” - powinno

by¢ ,,w stezeniu 0,1 mM” (Tabela 3 i 4, publikacja V.5.),

- str. 35 - ,,P. acnes MBC w zakresie 4-8” - powinno byé¢ , MBC/MIC 8”oraz ,,S. aureus MBC 16” -
powinno by¢ ,MBC/MIC >8”,

- str. 287, Tabela 4 - ,,08” - powinno by¢ ,,SD”,

- str. 284 - ,1060,80 mg RE/100g s.m., 100 uM NaSA”, powinno by¢ ,,1131,33 mg RE/100g s.m., 100
M NaSA”,

- str. 285 - Autorka napisala, ze ,Najwyzsze zawartosci w kulturach mikropedowych N. officinale
uzyskano dla zwigzkéw polifenolowych w kulturach agarowych hodowanych na podlozu MS
z 1 mg/L Zea i 1 mg/L NAA (Tabela 4).” - prosze sprawdzié czy zgadza si¢ warto§é w Tabeli 4
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(str. 287) z wartoscig podang w publikacji. Moim zdaniem najwyzsza warto$¢ dla zwiazkow

polifenolowych uzyskano w pedach hodowanych w bioreaktorze Plantform, po suplementacji podtoza

tryptofanem 3 uM, 10 dzien.

- wplyw Swiatta na wzrost i produkcj¢ metabolitow wtornych w kulturach pedéw Doktorantka badata
z zastosowaniem fotoperiodu 16/8h $wiatlo/ciemnosé (publikacja V.3.). Pozostale badania
biotechnologiczne byly przeprowadzone z zastosowaniem cigglego oswietlenia lampami LED.
Czas ekspozycji kultur na s$wiatlo oprocz diugosci fali $wiatta mogt byé takze czynnikiem

wplywajacym na uzyskane wyniki badan.

- w badaniach biotechnologicznych istotna jest optymalizacja warunkéw hodowli pod katem produkcji
metabolitow wtdrnych, jak i przyrostu biomasy. Czytelniejsze byloby przedstawienie wynikow
w  odniesieniu  do produktywno$ci dla oznaczanych zwiazkéw biologicznie aktywnych.
Zatem, dla podsumowania uzyskanych wynikéw, prosz¢ Doktorantk¢ podczas publicznej obrony
o odpowiedzenie na pytanie ,.Jakie warunki prowadzenia kultur pedowych N. officinale sg optymalne
biorgc pod uwage produktywnos$¢ w odniesieniu do catkowitej zawartosci glukozynolatéw, polifenoli

oraz dominujacych metabolitoéw wtérnych?”

Podsumowanie i wniosek koncowy

Uwazam, ze temat rozprawy wpisuje si¢ w aktualny nurt poszukiwania nowych
surowcow roslinnych zawierajacych zwiazki aktywne biologicznie. Podjety cel badan uwazam
za, jak najbardziej uzasadniony. Byl on konsekwentnie realizowany podczas czesci
eksperymentalnej, co przy tak licznie zaplanowanych do$wiadczeniach nie bylo zadaniem
latwym i $wiadecza o bardzo dobrej znajomosci warsztatu badawczego i bardzo dobrym
przygotowaniu naukowym Doktorantki. Wyniki badain Doktorantki s3 nowatorskie
i niewatpliwie poszerzaja wiedz¢ w dyscyplinie prezentowanej przez Doktorantke.
Uzyskane wyniki maja nie tylko znaczenie poznawcze, ale moga mie¢ takze w przyszlosci
znaczenie aplikacyjne w odniesieniu do nowych surowcoéw roSlinnych bogatych w zwigzki
aktywne biologicznie, ktore mozna wykorzystaé w preparatach farmaceutycznych
i dermokosmetycznych. Dorobek naukowy Doktorantki jest bardzo liczny i wartoSciowy.
Publikacje naukowe charakteryzuja si¢ wysokimi wskaznikach bibliometrycznymi. IF tych prac
wynosi 25,149, punktacja MNiSW=637.
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W mojej ocenie rozprawa doktorska spetnia wszystkie przyjete ustawowo kryteria stawiane

rozprawom na stopien naukowy doktora wobec powyzszego z pelnym przekonaniem wnioskuje
do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki farmaceutyczne UJ CM w Krakowie o dopuszczenie
Pani mgr Marty Klimek-Szczykutowicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Dodatkowo,
biorac pod uwage wysoka wartos¢ merytoryczng uzyskanych wynikow i dorobek naukowy Pani mgr
Marty Klimek-Szczykutowicz wnoszg¢ o wyréznienie rozprawy doktorskiej.

.ij AT (—'i)\_-:)\\.x)_,

dr hab. n. farm. Ewa Skata, profesor UM w Lodzi

WYDZIAL FARMACEUTYCZNY
Katedra Biologii i Biotechnologii Farmaceutyczne;j
Zaklad Biologii i Botaniki Farmaceutycznej

ul. Muszynskiego 1. 90-151 Lodz 11



