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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Angeliki Malgorzaty Michalak
pt. "Kultury in vitro i in vivo roslin z gatunku Iris pseudacorus zrédiem zwigzkow
biologicznie czynnych® (In vitro and in vivo cultures of Iris pseudacorus plants as a source
of biologically active compounds)

Rozprawa zostata przygotowana pod opiekg Pani dr hab. inz. Aleksandry Krolickiej,
prof. UG w Zaktadzie Badania Zwigzkdw Biologicznie Czynnych Uniwersytetu Gdanskiego.

Temat badawczy podjety przez Dokiorantke wpisuje sie w aktualny i istotny
z poznawczego oraz aplikacyjnego punktu widzenia nurt badan z zakresu poszukiwan
zwigzkow biologicznie czynnych w materiale roélinnym réznego pochodzenia.

Z powodu zakazen wywolywanych przez oporne drobnoustroje wzrasta $miertelnose,
ulegajg rowniez wyczerpaniu opcje terapeutyczne z tym zwigzane. Antybiotykoopornos¢ jest
coraz czestszym i coraz bardziej odczuwainym zagrozeniem dla pacjentéw. Zakres tego
zjawiska spowodowat, ze jest jednym z podstawowych niebezpieczenstw dla zdrowia
publicznego na catym $wiecie. Choroby nowotworowe zaliczane sg rowniez do najwiekszych
aktualnych zagrozen dla zdrowia i zycia cztowieka. Wobec tego podjeta przez Doktorantke
tematyka badawcza majgca na celu okreslenie czy materiat roslinny z gatunku /ris
pseudacorus otrzymany w warunkach in vitro i in vivo wytwarza z duzg wydajnoscig zwigzki
o okreslonej aktywnosci biologicznej - jest niezmiernie wazna i aktualna, dotyczy poszukiwan
zwigzkéw o dziataniu przeciwbakteryjnym i przeciwnowotworowym wsrdéd roslinnych
metabolitéw wtdrnych.

Prace doktorskg stanowi manuskrypt o ukfadzie klasycznym, ktéry obejmuje: wykaz
skrétow, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep wprowadzajgcy w tematyke
pracy, hipoteze badawczg z uzasadnieniem wyboru problematyki badawczej, cele pracy.
Nastepne rozdzialy to: materiaty i metody, wyniki i dyskusja, wnioski, bibliografia, suplement,
wykazy: tabel, fotografii, rycin, wykreséw, rozdziat poswiecony upowszechnieniu wynikéw
i dorobkowi naukowemu Doktorantki oraz podziekowania. Praca liczy 162 strony i jest bardzo
dobrze udokumentowana. Istotne dane i wyniki przedstawione sg w 26 tabelach, na 17
fotografiach, pieciu rycinach i na pieciu wykresach. W rozdziale — Suplement - umieszczono:
profile antybiotykoopornosci izolatéw klinicznych wykorzystywanych w badaniach, kopie
chromatogramow badanych ekstraktow, widma masowe w trybie jondw dodatnich i uiemnych
zwigzkéw aktywnych: iristektorigeniny B i nieznanego dimetoksy-dihydroksy-izoflawonu,
zidentyfikowanych w ekstrakcie z pozywki po hodowli korzeni anatomicznych /. pseudacorus
(ekstrakt C) oraz w ekstrakcie z korzeni stabo rosngcych. Pismiennictwo cytowane jest
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bogate, obejmuje 274 pozycje; jest wiasciwie dobrane do tematyki pracy - prezentuje
aktualny stan wiedzy w tym zakresie - co stanowito istoing podstawe teoretyczng
do sformutowania celéw rozprawy doktorskiej i wyboru wiasciwych metod badawczych.
Rozprawa doktorska mgr Angeliki M. Michalak zostata przygotowana bardzo starannie pod
wzgledem edytorskim i poprawnosci jezykowej, co budzi uznanie. Podczas lektury rozprawy
dostrzegtam nieliczne literéwki i nieliczne niefortunne sformutowania oraz szereg uwag
do pismiennictwa cytowanego. Uwagi te nie wplywajg na warto§¢ merytoryczng pracy
i zostaly przekazane Doktorantce.

Przechodzgc do oceny merytorycznej - przedmiotem badan recenzowanej rozprawy
doktorskiej jest fris pseudacorus — kosaciec 2z6ity (Iridaceae) znany w polskiej florze
i powszechnie wystepujagcy na Swiecie gatunek roslinny. Iris pseudacorus nie jest
wymieniony w ,Rozporzadzeniu Ministra Srodowiska z dnia 9 paZdziernika 2014 r. w sprawie
ochrony gatunkowej roslin” jako gatunek zagrozony wyginieciem w Polsce i dlatego nie jest
objety ochrona, tak jak dwa inne gatunki z tego rodzaju: Iris aphylla (kosaciec bezlistny) i /ris
sibirica (kosaciec syberyjski).

Ponadto z przeglgdu pismiennictwa naukowego przedstawionego przez Doktorantke
wynika, ze badany gatunek ma wiele zalet: tatwo rozmnaza sie w naturalnych warunkach,
jest odporny na niekorzystne warunki srodowiskowe i obecno$¢ metali cigzkich, moze byc
wykorzystywany w bioremediacji wod i gleby, jest bogatym Zzrédtem, m. in. terpendw,
zwigzkow fenolowych, izoflawonéw i flawonoidéw. Niektore zwigzki z tych grup metabolitow
wtornych sg juz objete badaniami naukowymi ukierunkowanymi na zastosowanie medyczne.

Jednakze wiedza dotyczaca mikrorozmnazania, chemizmu i wiasciwosci biologicznych
I. pseudacorus nie jest jeszcze bogato udokumentowana, co stwarza pole do nowych odkryc.

Uzasadniona jest zatem hipoteza badawcza sformutowana przez Doktorantkg — ,Rosliny
Iris pseudacorus mogg stanowi¢ nowe, fatwo dostepne Zrédfo metabolitow wtoémych
o szerokim  spektrum  akiywnosci  biologicznej, w  tym  przeciwbakteryjnej
i przeciwnowotworowej”.

Rozwinieciem dla tej konkluzji sa przedstawione nastgpnie cele pracy, t].: pozyskanie
materiatu roslinnego /. pseudacorus z hodowli in vifro do badan fitochemicznych
i biologicznych ze szczegdinym uwzglednieniem aktywnosci przeciwbakteryjnej ekstraktow
z tkanek i pozywki pohodowlanej z kultur in vifro, zbadanie aktywnosci przeciwbakteryjnej
i cytotoksyczne] ekstraktéw pozyskanych z roslin /. pseudacorus uprawianych w glebie,
izolacja i identyfikacja zwigzkow o aktywnosci przeciwbakteryjnej z roslin /. pseudacorus.

Co istotne, Doktorantka zbadata takze mozliwo$¢ wykorzystania ekstraktow z tego
gatunku, jako czynnika redukujgcego w ekologicznej syntezie przeciwbakteryjnych
nanoczastek srebra. Wpisuje sie to w nurt tzw. zielonej syntezy, w ktérej nie wykorzystuje sie
szkodliwych reagentéw oraz takich zwigzkow, ktérych pozyskanie lub utylizacja wigzg
sie z ujemnym wptywem na srodowisko.

Doktorantka prowadzita badania materiatu roslinnego [ pseudacorus pozyskanego
zaréwno z uprawy w gruncie, jak i z hodowli in vitro. Nawigzujac do tej informacji, chce
zwrocié uwage na niezbyt fortunne zastosowanie terminologii odnos$nie hodowli. Stosowano
sformutowanie - hodowla w glebie. Hodowla odnosi sie do takich dziatann praktycznych,
ktorych celem jest uzyskanie roslin lepszych jakosciowo, czyli dotyczy polepszenia ich cech
dziedzicznych. Natomiast Doktorantka stosowata w swoich badaniach rosliny . pseudacorus
pochodzace z kolekcji Ogrodu Roslin Leczniczych Wydziatu Farmaceutycznego GUMed,
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czyli z uprawy w gruncie, w ktorej starano sie stworzyé optymalne dla tych roslin warunki
srodowiskowe. Natomiast hodowla in vifro, czy kultura in vitro — odnosi sig do dziatan
niosacych dla roélin nienaturalne, sztuczne $rodowisko, ktére moze wywotywaé zmiany

somaklonalne w materiale roslinnym otrzymanym tym sposobem. W tym przypadku
stosowano wiasciwg terminologie.

Za cenne osiagniecia Doktorantki_ w obrebie przeprowadzonych badan. ktére
jednoczesnie cechuje nowosé uwazam:

1. Opracowanie metody otrzymywania pedéw [ pseudacorus w kulturze in vitro
z zastosowaniem hipokotyli tych roslin w potaczeniu ze stymulacjg okreslonymi
regulatorami wzrostu.

Opracowanie metody mikropropagacji dla gatunku, ktéry mnozy sie szybko i bez probleméw
bytuje w Srodowisku naturalnym moze wydawac sie nieuzasadnione. Nalezy jednak wziac
pod uwage, ze gotowa metoda moze by¢ przydatna w przypadku mnozenia in vitro innych
gatunkow z rodzaju Jris, np. zagrozonych wyginieciem, czy wytwarzajgcych cenne pod
wzgledem medycznym metabolity wtérne, co jest korzystne i optacalne. Oczywiscie metoda
moze potrzebowacd tylko pewnych modyfikacji do wymagan danego gatunku.

2. Otrzymanie wydajnie rosngcych kultur in vifro korzeni anatomicznych /. pseudacorus
niewymagajgcych udziatu regulacji hormonailnej, co stanowi korzystng alternatywe dla
kultur korzeni wiosnikowych.

3. Wykazanie mozliwosci integracji T-DNA z plazmidu bakterii Rhizobium rhizogenes
do genomu roéliny z rodzaju Iris i uzyskanie kultur teratoméw /. pseudacorus.

W badaniach nie uzyskano planowanych Kkultur typowych korzeni wiosnikowatych,
co potwierdza fakt ze roéliny z klasy jednolisciennych w przeciwienstwie do roslin
dwulisciennych sg praktycznie niewrazliwe na transformacje za posrednictwem wektorow
bakteryjnych, pomimo stymulacji acetosiryngonem. Jednakze analiza przeprowadzona
dla sekwenciji rolB i rolC z TL-DNA potwierdzita uzyskanie teratoméw — transformowanych
pedéw, ktérych ktacza zawieraty ok. 2 razy wigcej zwigzkow fenolowych, niz kigcza rosliny
nietransformowanej. Wynik ten potwierdza fakt, ze transformacja genetyczna moze byc
atrakcyjnym sposobem zwigkszania zdolnosci tkanek roélinnych do biosyntezy metabolitow
wtérnych.

4. Poznanie potencjatu przeciwbakteryjnego ekstraktow z tkanek oraz metabolitow wtdrnych
I. pseudacorus.

5. Wykrycie iristektorigeniny B w kulturach in vitro roslin z rodzaju Iris i dowiedzenie
aktywnosci przeciwbakteryjnej tego zwigzku.

6. Wykrycie w kulturze in vitro korzeni /. pseudacorus dwoch znanych zwiazkow z grupy
izoflawondw: daidzeiny i genisteiny o aktywnosci estrogenowej, przeciwutleniajgce;,
modulujacej i przeciwnowotworowe;.

7. Wskazanie na mozliwosé zastosowania ekstraktu z rolin I. pseudacorus w zwalczaniu
gronkowcowego biofimu bakteryjnego - stezenie ekstraktu A otrzymanego z roslin
|. pseudacorus z upraw w gruncie powodowato eradykacje biofilmu S. aureus w stgzeniu
tylko 2,5-krotnie wyzszym od stgzenia zastosowanego Wobec kultury planktonicznej tej
bakterii.



8. Wykazanie, ze tkanki /. pseudacorus charakteryzujg sig¢ wysokim stezeniem tanin, co
sugeruje mozliwo$¢ pozyskiwania tych zwigzkow z I. pseudacorus do réznorodnych celéw
przemysfowych.

Ponadto Doktorantka prowadzita diugoterminowg hodowle roslin [ pseudacorus
w systemie okresowo-zalewowym Plantform oraz w systemie okresowo-zalewowym
w kolumnie bioreaktora barbotazowego. Eksperymenty te miaty na celu uzyskanie duzej
objetosci biomasy roslinnej do oznaczenia zwigzkéw fenolowych. Stosowano rowniez zabiegi
biotechnologiczne, np.: elicytacie w celu intensyfikacji biosyntezy zwigzkéw fenolowych
w badanych roélinnych systemach in vifro. Zastosowano elicytory biotyczne (lizat
Cronobacter sakazakii, ekstrakt z mszycy) i abiotyczne (kwas jasmonowy, fenyloalaning,
zmniejszenie zawartosci azotu w pozywce MS) oraz rozny czas elicytacji. Badania te
wykazaly, ze wiek tkanki oraz warunki hodowli roslin majg kluczowe znaczenie dla
biosyntezy zwigzkéw aktywnych, w tym przypadku przeciwbakteryjnych, w kulturach in vitro
I. pseudacorus.

Praca doktorska mgr Angeliki M. Michalak jest wieloaspektowa. Wszystkie
przeprowadzone przez Doktorantkg badania wymagaty bardzo duzo czasu i pracy.

Na podkreslenie zastuguja zastosowane w pracy nowoczesne | odpowiadajgce
wspodiczesnym wymaganiom dla tych kierunkéw poszukiwan techniki badawcze (TLC
jednokierunkowa, TLC dwukierunkowa, HPTLC, HPLC, wysokosprawna chromatografia
cieczowa sprzezona ze spektrometria mas (HPLC-DAD-ESI-MS), PCR, bioautografia
metodg agaru gérnego, test MTT, analiza obrazowa (TEM), spektroskopia w podczerwieni
z transformacjg Fouriera (FT-IR), analiza dynamicznego rozpraszania Swiatta (DLS).

Poza wnikliwg dyskusjg potaczong z omowieniem wynikéw i wspomnianymi wczesniej
elementami nowosci, istotnymi zaletami recenzowanej pracy sa:

1. Bardzo dokladnie przeprowadzone oraz omoéwione badania i wyniki dotyczace procesu
transformacji roslin z wykorzystaniem, jako wektora Rhizobium rhizogenes oraz izolacji
DNA plazmidowego z bakterii, jak i izolacji DNA genomowego z tkanek roslinnych
nietransformowanych i transformowanych.

2. Przeprowadzenie w szerokim zakresie badan wiasciwosci przeciwbakteryjnej ekstraktow
z tkanek . pseudacorus wobec bakterii patogennych dla cztowieka, w tym wybranych
szczepéw referencyjnych (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinefobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, i Enterobacter spp.)
oraz izolatéw klinicznych, wrazliwych lub opornych na co najmniej dwie rézne grupy
komercyjnie stosowanych antybiotykow.

3. Wykazanie selektywnego dziatania ,ekstraktu A" (ekstrakt z kigczy /. pseudacorus) wobec
charakteryzujgcych sie obecnoscig receptoréw estrogenowych komoérek linii nowotworu
gruczolu piersiowego (MCF-7), co wskazuje na potencjat fitoestrogenow w terapii
niektdérych nowotworow.

4. Wykazanie, ze ekstrakt z kigczy /. pseudacorus w potgczeniu z komercyjnie dostgpnymi
nanoczgstkami  srebra  optaszczonymi  ligandem  HS-(CH2)1N(CHs)s  dziatajg
synergistycznie w zwalczaniu bakterii P. aeruginosa, co wskazuje na zasadnosc¢ podjgcia
szeregu nowych badan majgcych na celu sprawdzenie czy ekstrakty pochodzace z innych
gatunkéw roslin wchodza w takie interakcje z nanoczastkami srebra, kidre pozwolg na



obnizenie efektywnych dawek obu substancji, przy jednoczesnym zachowaniu badz
wzroscie ich aktywnosci biologiczne).

5. Poglebienie wiedzy z zakresu biotechnologii i kultur in vitro bezposrednio gatunku
Iris pseudacorus oraz posrednio innych gatunkéw z rodziny Iridaceae i gatunkow roslin
z klasy jednolisciennych.

Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze praca doktorska powstata w wyniku realizacji
Diamentowego Grantu - pt.. ,Terapeutyczne zastosowanie metabolitow wtérnych roslin
rodzaju Iris. Wydajne pozyskiwanie, analiza i zastosowanie ekstraktow aktywnych
biologicznie” (grant Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, projekt nr
0145/DIA/2015/44) oraz grantu uzyskanego w wyniku Konkursu dla Mtodych Pracownikow
Nauki 2017 pt.: ,Opracowanie metod syntezy nanoczgstek srebra o dziataniu biologicznie
czynnym przy uzyciu Jris pseudacorus jako czynnika redukujgcego”. Ponadto, Autorka
niniejszej pracy zostata objeta wsparciem ze $rodkéw na Dziatalnoé¢ Statutowq dla Zaktadu
Badania Zwiazkéw Biologicznie Czynnych, Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG
i GUMed.

Ponadto, cze&¢ wynikéw badan zostata juz opublikowana w czasopi$mie o zasiggu
miedzynarodowym. Jest to oryginalna eksperymentaina praca z 2021 roku, w czasopismie
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis (IF 3,935). Doktorantka jest rowniez
wspotautorkg oryginalnej publikacji opublikowanej w Arabian Journal of Chemistry
0 znaczacym wspdiczynniku odziatywania (IF 5,165) i wspoltwoérczynig patentu nr 226117 —
,Sposéb oczyszczania z chlorofili ekstraktéw roslinnych zawierajgcych metabolity wtérne”
oraz brata czynny udziat w licznych konferencjach naukowych.

Natomiast odnosnie uwag merytorycznych do pracy to sg one nastgpujace:

1) W pracy zabrakio systematyki badanego gatunku przy bardzo dobrze przedstawionej
charakterystyce, wystepowaniu, chemizmie i znaczeniu gatunku.

2) W rozdziale wyniki i dyskusja, na stronie 93 jest nastgpujgce zdanie ,Zidentyfikowany
w niniejszej pracy zwigzek (1) wykazujacy aktywno$¢ przeciwbakteryjng w stosunku
do bakterii z gatunku S. aureus, oznaczony jako iristektorigenina B (5,7,4™-trinydroksy-6,3-
dimetoksy-izoflawon), wystepuje w wielu gatunkach irysow, w tym w: /. tectorum (Shu iin.,
2010), /. spuria (Farag iin., 2009), /. carthaliniae (Farag i in., 1999), ale takze w gatunkach
spoza tej rodziny, w tym w Belamcanda chinensis (Li i in., 2009)" - w tym wzgledzie nie
zgadzam sie z Doktorantka poniewaz Belamcanda chinensis L. DC. to nazwa synonimiczna
gatunku fris domestica (L.) Goldblatt et Mabb. z rodziny Iridaceae. Gatunek ten dostarcza
Belamcandae chinensis rhizoma — kigcza iksji chinskiej. Monografia tej substancji roslinnej
znajduje sie w FP Xl i Xll oraz w Farmakopei Europejskiej.

Podczas obrony pracy doktorskiej chciatabym poprosi¢ Doktorantkg o odniesienie sie
do powyzszych uwag oraz o przedyskutowanie nastepujgcych zagadnien:

- w rozdziale rozprawy dotyczacym hipotezy badawczej napisano - "Globalne
zapotrzebowanie na ekstrakty roslinne nieprzerwanie rosnie i jest SciSle zwigzane
z rozwojem przemystu farmaceutycznego, kosmetycznego i spozywczego®. Bardzo proszg
o rozwiniecie tego stwierdzenia w kontekscie znaczenia ekstraktéw roslinnych dla rozwoju
réznych gatezi przemystu,



- na jakiej podstawie wybierano rodzaj i stgzenia regulatorow wzrostu i rozwoju roslin
do modyfikacji poditozy w prowadzonych badaniach biotechnologicznych, np. do inicjacji
kultury peddw /. pseudacorus.

Whniosek konncowy

Reasumujgc, rozprawa doktorska Pani mgr Angeliki Matgorzaty Michalak zawiera
elementy nowosci naukowej, wnosi elementy poznawcze oraz jest bardzo dobrze
zaplanowanym oryginainym zagadnieniem naukowym. Tematyka pracy jest aktualna i istotna
w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w obszarze badan biologicznych,
biotechnologicznych oraz badar zwigzkéw naturalnych w materiale roslinnym o potencjale
terapeutycznym. Wskazuje na wszechstronng wiedzg teoretyczng  Doktorantki
w reprezentowanej dyscyplinie naukowej, umiejetnosc prowadzenia prac eksperymentalnych
oraz wkasciwa ich interpretacjg.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Angeliki Matgorzaty Michalak
pt. ,Kultury in vitro i in vivo roélin z gatunku /Iris pseudacorus zrodiem zwigzkow biologicznie
czynnych” spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim okreslone w Art. 13 Ustawy
z dnia 27 wrzesnia 2017 r. o stopniach naukowych itytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2017 r., poz. 1789) oraz w Ustawie Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz.U. 2018r., poz. 1668).

Przedstawiam zatem Radzie Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdariskiego
wniosek o dopuszczenie Pani mgr Angeliki Matgorzaty Michalak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego oraz wniosek o wyroznienie pracy doktorskiej.

Whniosek o wyréznienie rozprawy doktorskiej

mgr Angeliki Matgorzaty Michalak pt. "Kultury in vitro i in vivo roslin z gatunku
Iris pseudacorus zrodlem zwigzkéw biologicznie czynnych” (In vifro and in vivo cultures of
Iris pseudacorus plants as a source of biologically active compounds).

Rozprawa doktorska mgr Angeliki M. Michalak wnosi elementy nowosci,
ma udokumentowane znaczgce osiggniecie naukowe, ktére zostato opublikowane
w recenzowanym czasopi§émie naukowym - Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis 0 wspdtczynniku odziatywania IF 3,93%.

Jest to publikacja pt.: “Iris pseudacorus as an easily accessible source of antibacterial and
cytotoxic compounds”, w ktérej Doktorantka jest pierwszg autorkg (Michalak, A, Krauze-
Baranowska, M., Migas, P., Kawiak, A., Kokotkiewicz, A., Krélicka, A. (2021).
Iris pseudacorus as an easily accessible source of antibacterial and cytotoxic compounds.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 195, 1-11).

Badania Doktorantki poszerzyly wiedze na temat chemizmu gatunku Iris pseudacorus
oraz wykazaly jego aktywnos¢ biologiczna. Dowiodly, ze kigcza /. pseudacorus syntetyzujg
galokateching o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wobec ludzkich patogenow, w tym
izolatéw klinicznych i Staphylococcus aureus tworzacych biofilm oraz wykazujg aktywnosc
cytotoksyczng wobec komorkowych linii nowotworowych, szczegdlnie wobec estrogenowo
dodatniej linii komérek raka piersi MCF-7. Ponadto zaproponowano nowy sposob
pozyskiwania zwigzkow polifenolowych o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, zwtaszcza
pochodnych flawan-3-olu, w hodowli in vifro korzeni anatomicznych [, pseudacorus
niezaleznej od egzogennych hormonoéw wzrostu i rozwoju roslin.
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