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pt ., Kultury in vitro Verbena officinalis L. jako model do badan nad akumulacja zwiazkéw

bioaktywnych oraz potencjalne, biotechnologiczne zrédlo ich pozyskiwania”

wykonanej w Katedrze i Zakfadzie Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Jagielloniskiego Collegium

Medicum pod kierunkiem prof. dr hab. Haliny Ekiert

Tematyka rozprawy doktorskiej mgr Pawta Kubicy dotyczy jednego z waznych i aktualnych
kierunkoéw wspélczesnej biotechnologii rolin. Celem tego kierunku badawczego jest ocena mozliwosci
wykorzystania kultur in vitro do pozyskiwania materiatu roslinnego z wysoka zawartoscig biologicznie
czynnych metabolitow. Wybér kierunku badan uwazam za trafny i w pelni uzasadniony. Aktualne dane
pismiennictwa wskazuja, ze kultury in vitro prowadzone w $cisle kontrolowanych warunkach moga byé
wydajnym i stabilnym Zrédtem wysoko standaryzowanego surowca roélinnego. Wiaze sie to jednak
z koniecznoscig podjecia wielokierunkowych, zmudnych badan, celem optymalizacji warunkéw hodowli
I wyselekcjonowania najbardziej produktywnej kultury. Dziatania takie podjat mgr Kubica, a wybranym
do badan obiektem byta Verbena offcinalis L. - werbena lekarska, ro§lina zielna z rodziny Verbenaceae.
Ziele tej rosliny wykazuje udokumentowane dziatanie lecznicze i jest wykorzystywane w przemysle
farmaceutycznym oraz kosmetycznym. Charakterystyke botaniczng badanego gatunku, sktad chemiczny,
struktury najwazniejszych metabolitow, aktywno$¢ biologiczng ekstraktéw z ziela werbeny
z uwzglednieniem niektérych poznanych juz mechanizméw dziatania i odpowiedzialnych za to zwigzkow
przedstawit doktorant w pierwszej czgéci rozprawy zatytutowanej ,, Wprowadzenie”, W rozdziale wymienit
rowniez niektore dostgpne na rynku europejskim preparaty lecznicze i suplementy diety, ktérych
sktadnikiem jest ziele werbeny lekarskiej. Surowiec, wprowadzony do oficjalnego lecznictwa
europejskiego w 2008 roku, pozyskiwany jest gtéwnie z upraw lub rzadziej ze stanu naturalnego,
a w przemysle kosmetycznym, jak podaje doktorant, wykorzystywany jest m.in. lizat z komérek kalusa.
Badania biotechnologiczne ograniczaly si¢ dotychczas do opracowania procedury mikrorozmnazania
V. officinalis. Mgr Kubica, jako pierwszy, podjat badania nad uzyskaniem réznego typu kultur in vitro
z tego gatunku rosliny i ocenit mozliwosci wykorzystania pozyskanego w ten sposéb materiatu roélinnego,
Jjako zrodta metabolitow o znanym lub spodziewanym dziataniu biologicznym. Zakres badan
przedstawionych w rozprawie doktorskiej jest bardzo szeroki i obejmuje trzy gtéwne obszary: badania

biotechnologiczne, badania fitochemiczne i analityczne oraz oceng aktywnosci biologicznej ekstraktow
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z rdznego typu kultur in vitro V. officinalis.

Pierwszym etapem prac biotechnologicznych  bylo zapoczgtkowanie 1 prowadzenie
niezréznicowanych kultur kalusowych i zawiesinowych werbeny lekarskiej. Zwraca uwage olbrzymi
naktad pracy, ktorg doktorant wykonal, aby ustali¢ warunki hodowli zwigkszajace przyrost biomasy
i stymulujace procesy biosyntezy pozadanych metabolitéw. Skiadaty sie na to liczne eksperymenty
zwigzane z wyborem odpowiedniego podioza, rodzaju i stezenia regulatoréw wzrostu, wlasciwych
warunkow o$wietlenia, czasu trwania cyklu wzrostu i optymalizacji masy inokulatu w stosunku do objetosci
hodowlanego podtoza. Dalszym etapem bylo zatozenie organogennej kultury V. officinalis réznicujace;
mikropedy, ktora doktorant prowadzil jako kultur¢ agarowa, ptynng stacjonarng i ptynng wytrzasang.
Kolejnym, catkowicie nowym osiagnieciem mgr Kubicy bylo zwiekszenie skali hodowli i przejscie
od hodowli w naczyniach laboratoryjnych (pojemniki Magenta, kolby Elenmeyera) do hodowli w réznego
typu bioreaktorach. Ustalono warunki wzrostu dla kultur zawiesinowych w bioreaktorze balonowym
skonstruowanym wg projektu dr A. Kokotkiewicza i w bioreaktorze mieszajgco-napowietrzajacym.
Ten drugi jest obecnie najczesciej wykorzystywanym typem bioreaktora dla przemystowej produkcji
metabolitéw w kulturach zawiesinowych. Kultury mikropedéw prowadzono w komercyjnie dostgpnych
bioreaktorach RITA i Plantform, pracujacych w systemie okresowego zalewania biomasy pozywks.
Wszystkie podstawowe parametry, stosunek inoculum do pozywki, czas zalewania, czas spoczynku

i dtugod¢ cyklu wzrostu zostaly ustalone do$wiadczalnie.

Rownolegle do badan biotechnologicznych realizowanym kierunkiem byty badania fitochemiczne
poswigcone analizie metabolitéw wtérnych w otrzymanym ir vitro materiale roslinnym. Materiat do badan
byl bardzo zréznicowany i obejmowat 8 rodzajéw kultur in vitro o réznym stopniu morfologicznego
zrdznicowania, rosnacych w réznych warunkach, pochodzacy z kultur statych, ptynnych i bioreaktorowych.
Badania prowadzone byly w ekstraktach z biomasy i z hodowlanego podioza. Przedmiotem analizy byty
kwasy fenolowe, glikozydy fenylopropanoidowe, glikozydy irydoidowe, flawonoidy oraz skiadniki olejku
eterycznego. Dla poréwnania wymienione wyzej grupy zwigzkéw badano takze w ekstraktach z ziela
rosliny pochodzacej z gruntu. Identyfikacje i analizg ilociowg kwaséw fenolowych, fenylopropanoidéw,
irydoidéw i flawonoidéw prowadzono metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem
diodowym (HPLC-DAD). Dodatkowo, ekstrakty z kultur mikropedéw i ziela rosliny badano na obecno$¢
fenylopropanoidéw i irydoidow metoda ultrasprawnej chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas
o ultrawysokiej rozdzielczo$ci pomiaru czasu przelotu (UHPLC-hr-q-TOF/MS). Badania te wykonano

w specjalistycznym laboratorium naukowym w Innsbrukuy.

W odr6znieniu od ziela ro$liny, ktéra wytwarzata glikozydy iridoidowe (werbenaline i hastalozyd)

oraz flawonoidy (skutelaryng i 7-O-glukuronid apigeniny) w kulturach in vitro werbeny, niezaleznie
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od stopnia zréznicowania i warunkéw hodowli nie stwierdzono obecnosci tych zwigzkéw. Wyniki
doswiadczen wyraznie wskazuja, ze dla stymulagji biosyntezy tych metabolitow wymagane sa inne
strategie biotechnologiczne niz te zastosowane przez doktoranta. Wszystkie testowane kultury
charakteryzowaly sie zdolnoscig do biosyntezy glikozydow fenylopropanoidowych: werbaskozydu
i izowerbaskozydu. Rozdziat chromatograficzny (UHPLC-hr-q-TOF/MS) ekstraktéw z kultur mikropedéw
i ziela werbeny wykazal dodatkowo obecnogé leukosceptozydu A i cistanozydu D oraz ich izomeréw.
Ze wzgledu na brak wzorcow tych fenylopropanoidéw doktorant w dalszych badaniach ograniczyl sie do
analizy ilo$ciowej werbaskozydu i izowerbaskozydu. Zawarto§é tych zwigzkéw w ekstraktach
z testowanych kultur byla kilkakrotnie wyzsza niz w zielu werbeny. Wazng czescig badan byt dobér
odpowiedniego podtoza (Murashige i Skoog’a z dodatkiem 1 mg/LIBA i I mg/L BAP) i okreslenie wplywu
warunkéw $wietlnych (Swiatlo fluorescencyjne, $wiatto LED: niebieskie, czerwone, kombinacja $wiatta
czerwonego i niebieskiego w proporgji, odpowiednio, 70% i 30%, a takze brak S$wiatla), masy inokulatu
(0,3; 0,6; 0,9 g/30 mL podtoza) oraz czasu trwania cyklu wzrostu (2, 3, 4 tygodnie) na proces przyrostu
biomasy i dynamike akumulacji  glikozydow fenylopropanoidowych w  kulturach kalusowych.
Na podstawie wartosci suchej masy, wskaznika przyrostu suchej masy (GI), jak réwniez zawartodci
metabolitéw w biomasie, doktorant poréwnat wydajnosci testowanych typow kultur w odniesieniu
do wzrostu i produkcji werbaskozydu i izowerbaskozydu. Doktorant ustalit, ze wigcej fenyloetanoidéw byto
wytwarzanych w kulturach o nizszym stopniu morfologicznego zréznicowania. Osiagnieciem szczegéline;
wagi byto wytypowanie sposréd testowanych kultur, wysokowydajnej w odniesieniu do werbaskozydu,
kultury zawiesinowej V. officinalis. Kultura byla prowadzona w bioreaktorze mieszajaco-napowietrzajacym
z objetoscig pozywki 1000 mL i wytwarzala w ciagu stosunkowo krétkiego bo 14-dniowego cyklu wzrostu
9,18 g werbaskozydu w 100 g suchej masy tj. ponad pieciokrotnie wigeej niz ziele kwitngcej rosliny.
Produktywnos¢ tej kultury liczona w mg/L/dzien dla werbaskozydu i izowerbaskozydu wynosila,
odpowiednio, 115,2 i 4,27. W rezultacie w oparciu o bioreaktorows kulturg zawiesinowg V. officinalis
opracowano system, ktéry moze by¢ wykorzystany do biotechnologicznego pozyskiwania werbaskozydu
na skala wigkszg niz skala laboratoryjna. Jest to nowym i waznym, zar6wno w aspekcie poznawczym
jak i praktycznym, osiggnigciem doktoranta. Nalezy réwniez pozytywnie ocenié skutecznodé strategii
wybranych przez doktoranta celem stymulacji biosyntezy glikozyd6éw fenylopropanoidowych w kulturach

in vitro werbeny.

Doktorant zajat sie takze analizg jakosciows i ilosciows fenolokwaséw w ekstraktach z materiatu irn
vitro i z ziela V. officinalis. Wszystkie testowane kultury wykazywaty, cho¢ w réznym stopniu, zdolnogé
do biosyntezy kwaséw fenolowych, ale ilosci tych zwigzkéw byly niskie. Zwiekszenie zawartosci
fenolokwaséw w ekstraktach z kultury zawiesinowej doktorant osiggnal po ustaleniu odpowiedniej

proporcji migdzy masg inoculum, a objetoscig hodowlanego podioza. Wyniki analizy jakosciowej wykazaly
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szersze spektrum fenolokwaséw w wyciagach z niezréznicowanych kultur kalusowych i zawiesinowych
(6 zidentyfikowanych fenolokwasow), w poréwnaniu z kulturami mikropedéw (2 zwigzki) i zielem rosliny
macierzystej (3 fenolokwasy). We wszystkich ekstraktach gtownymi skladnikami byl kwas ferulowy
i protokatechowy. Ciekawych wynikéw dostarczyly badania olejkéw eterycznych. Znany jest fakt,
ze niezréznicowane lub stabo zréznicowane kultury kalusowe i zawiesinowe nie s wydajnym Zrodlem tej
grupy zwigzkéw. Doktorant stusznie zatem wybrat jako model doswiadczalny kultury pedéw werbeny.
Kultury rosty na agarowym podiozu i w ptynnych pozywkach, w komercyjnych bioreaktorach
okresowo-zalewowych RITA i Plantform o objetosci pozywki, odpowiednio, 200 mL j 500 mlL. Skiad
olejkéw i zwartosé glownych skiadnikéw analizowano metodg chromatografii 8azowej sprzezonej
ze spektrometriy mas (GC-MS) i chromatografii gazowej z detektorem ptomieniowo-jonizujgcym
(GC/FID). Najwyzsza zawarto$é olejku (ok. 8 g/kg s.m.) poréwnywalng z zawartoscia olejku z ziela rosliny
macierzystej uzyskano w pedach hodowanych w bioreaktorze Plantform po wydhuzeniu czasu
eksperymentu z 35 do 56 dni. Wigzato si¢ to jednak z obnizeniem biomasy i produktywnogci kultury.
Jakosciowy sktad olejku eterycznego wyodrebnionego z hodowanych in vitro pedéw V. officinalis réznit sig
istotnie od skladu olejku pozyskanego z ziela. W zielu dominowat kwas heksadekanowy, linalol i anetol.
W olejku z kultury pedéw, obok kwasu heksadekanowego, gléwnymi sktadnikami byly 1-okten-3-ol,
alkohol benzylowy i alkohol fenyloetylowy, zwigzki o znanych juz wlasciwodciach biologicznych.
Nie mozna stwierdzi¢ czy te zwigzki bgda mialy istotne znaczenie dla dziatania biologicznego olejku
eterycznego z kultur in vitro V. officinalis. Wyniki posiadaja jednak duzq warto$¢ poznawcza i zachecajg do

dalszych badan.

Wprowadzenie po raz pierwszy gatunku V. officinalis do hodowli in vitro i otrzymanie réznego
rodzaju kultur jest niewatpliwym osiaggnieciem doktoranta. Polaczenie badan biotechnologicznych
ze szczegbtowymi badaniami fitochemicznymi pozwolitlo na oceng zdolnosci  biosyntetycznych
otrzymanych kultur in vitro. Mgr Kubica ustalil, ze analizowane metabolity akumulowane s w biomasie i
nie sg wydzielane do podtoza. Poprzez zwigkszenie skali eksperymentu i optymalizacje warunkéw hodowli
doktorant uzyskat wysokoproduktywna kulture zawiesinowa rosngcg w bioreaktorze z mieszadlem
mechanicznym, ktéra wytwarzala wysokie, znacznie wyzsze niz ziele rosliny macierzystej, ilosci
werbaskozydu i izowerbaskozydu. Rezultatem przeprowadzonych badan byto takze pogigbienie wiedzy

na temat chemizmu badanego gatunku roéliny.

Uzupelnieniem badaf biotechnologicznych i fitochemicznych byty badania biologiczne, w ktérych
doktorant ocenit aktywnosé przeciwutleniajaca, cytotoksyczna, antyproliferacyjna i przeciwbakteryjng
metanolowych ekstraktow z biomasy z réznego typu kultur in vizro V. officinalis. Badania zostaty wykonane

testami in vitro. Wyniki poréwnywano z rezultatami dla réwnoczegnie prowadzonych analogicznych testéw
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z wyciggami z ziela werbeny. Dla oceny aktywnosci antyutleniajgcej zastosowano kilka testéw (DPPH,
FRAP, Cuprac, Quencher-Cuprac i test okreslajacy chelatujacg aktywnosé ckstraktéw), uwzgledniajacych
rozne mechanizmy dziatania antyoksydacyjnego. Oznaczono réwniez catkowita zawarto$é polifenoli
W testowanych ekstraktach spektrofotometryczng metodg Folin-Ciocalteu. Uzyskane wyniki pozwolity
na sformutowanie wniosku, ze wyciagi z kultur in virro charakteryzuja si¢ wysokim potencjatem
antyutleniajagcym szczegélnie w zakresie redukeji wolnych rodnikéw. Aktywnosé ta okazala sig, zaleznie
od typu kultury, wyzsza lub zblizona do aktywnosci wyciggu z ziela werbeny i pozytywnie skorelowana
z catkowitg zawarto$cig polifenoli. Dalsze badania wykazaly, zréznicowang cytotoksyczno$é¢ ekstraktow
in vitro w tescie Atremia salina i aktywnosé antyproliferacyjng wszystkich testowanych wyciaggow
w stosunku do komérek ludzkiego nerwiaka zarodkowego SH-SYSY. Drziatanie przeciwbakteryjne
ekstraktéw badano wobec 4 szczepéw bakterii Gram-dodatnich i 8 szczepow bakterii Gram-ujemnych,
okreslajgc najwyzsze stgzenie hamujace MIC i najnizsze stezenie bakteriobdjcze MBC., Bardziej wrazliwe
na dziatanie wyciggdw z kultur in vitro okazaly sie bakterie Gram-dodatnie. Badania wykazaty aktywnosé
biologiczng testowanych wyciggdw, a zaobserwowane réznice w dziataniu ekstraktéw z réznych typow
kultur in vitro werbeny moga mieé¢ znaczenie przy wyborze odpowiedniego materiatu roslinnego w zakresie

wiasciwosci antyutleniajgcych, antyproliferacyjnych czy przeciwbakteryjnych.

Reasumujac, recenzowana rozprawa doktorska mgr Pawla Kubicy zastuguje na wysokg oceng
merytoryczng. Praca jest bardzo obszerna, a zakres zrealizowanych badan bardzo szeroki, poczawszy
od zatozenia réznego typu kultur in vitro V. officinalis, poprzez jako$ciows i ilosciows analize gtéwnych
metabolitéw, az do okreslenia wlasciwosci biologicznych wyciggéw z materiatu otrzymanego in vitro
i poréwnania z dzialaniem wyciagow z ziela rodliny. Badania zostaly wlasciwie zaplanowane, starannie
wykonane w oparciu o nowoczesny warsztat analityczny, whasciwie dobrany do realizacji zatozonych
celow. Wazne jest takze poparcie uzyskanych wynikéw odpowiednig liczbg powtérzefi i analizg
statystyczng. Tematyka pracy jest wieloproblemowa i Jej realizacja byla mozliwa z uwagi na wsp6lprace
macierzystego zaktadu doktoranta z réznymi o$rodkami naukowymi w kraju i za granicg oraz dzigki
doswiadczeniu i osiggnieciom naukowym w dziedzinie biotechnologii roslin, promotora pracy
prof. dr hab. Haliny Ekiert.

W trakcie czytania pracy nasunelo mi si¢ kilka uwag odnosnie uzytych przez doktoranta

sformutowan i pytan, do ktérych cheiatabym, zeby doktorant sie odnidst:

1. str. 17 - irydoidy nie nalezg do zwiazkéw polifenolowych

2. str. 44 — jest niezgodnos¢ miedzy tekstem a danymi zamieszczonymi w tabeli 7.

3. Wolatabym aby doktorant nie uzywal sformutowania »-..- O TOZNYM stopniu organogenezy”
(str. 288) oraz »-- O MNiZszym stopniu organogenezy” (str. 65) w odniesieniu
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do wykorzystywanych w badaniach kultur kalusowych i zawiesinowych.
4. Czy Autor ma jakie$ wtasne przemyslenia co do przyczyny nieobecnosci irydoidéw i flawonoidéw
w kulturach in vitro V. officinalis? Czy Autor méglby zasugerowaé strategie, ktére moglyby

doprowadzi¢ do biosyntezy tych metabolitéw w badanych kulturach.
Sg to drobne uwagi i nie majg zadnego wptywu na wysokg ocene pracy doktorskiej mgr Kubicy.

Mocna strong rozprawy doktorskiej mgr Kubicy jest fakt, ze wszystkie uzyskane wyniki zostaly juz
opublikowane. Doktorant jest wspotautorem sze$ciu prac oryginalnych i 3 prac pogladowych. Kopie prac
zostaty wigczone do rozprawy doktorskiej. Publikacje pogladowe rozwijaja tematyke przedstawiong
we wstepie dysertacji, natomiast prace eksperymentalne dotycza catej czesci doswiadczalnej zawartej
W rozprawie. Artykuty opublikowano w latach 2017-2022 w czasopismach indeksowanych, z wyjatkiem
dwach prac pogladowych. Sumaryczna wartosé IF=23,535, punktacja MNiSW=602. Wszystkie prace
sg wieloautorskie. W siedmiu pracach mgr Kubica jest pierwszym wspétautorem, w jednej drugim
i w jednej trzecim. W trzech publikacjach jest autorem korespondencyjnym. W zalaczonych
o$wiadczeniach Autor swoj procentowy udziat w powstawaniu publikacji ocenia w zakresie 30-75%,
podkreslajac  udziat w prowadzeniu prac z zakresu hodowli in vitro, wykonywaniu analiz
chromatograficznych, przygotowaniu materiatu do badan, opracowaniu i interpretacji wynikéw oraz
redagowaniu manuskryptu. Doktorant przedstawit réwniez o$wiadczenia wspotautoréw, z ktérych wynika,
ze ich procentowe udzialy w pracach wynosity od 3% do 35%. Wszyscy wspétautorzy wyrazaja zgode

na wiaczenie tych prac, jako czesci rozprawy doktorskiej mgr P. Kubicy.

Fakt tak duzej aktywnosci publikacyjnej jest raczej rzadko spotykany u doktorantéw. Nadaje to
wiarygodnos¢ i duza warto§é naukowg uzyskanym wynikom, a takze swiadczy o pracowitosci,

zaangaZowaniu i dojrzatosci naukowej doktoranta,
Whiosek

Przedstawiona do recenzji praca wnosi trwaly wklad w rozwéj biotechnologii roslin
leczniczych i w pelni spelnia wymagania stawiane dysertacjom doktorskim. Uwazam réwniez,
Ze praca zasluguje na wyréznienie, W zwigzku z tym wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki
farmaceutyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Pawla Kubice do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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prof. dr hab. Halina Wysokifiska



