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RECENZJA

pracy doktorskiej Pani mgr Malgorzaty Jeziorek
pt. ,Cynoglossum columnae Ten. - badania biotechnologiczne,
fitochemiczne i biologiczne”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostala wykonana w Zakladzie Biologii
Farmaceutycznej i Biotechnologii Roslin Leczniczych, Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny
Laboratoryjnej, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem Pani prof. dr hab. n. farm.
Agnieszki Pietrosiuk. Na uwage zastuguje fakt, ze czes¢ wynikow, ktére wchodza w sklad rozprawy
doktorskiej byly wykonane we wspélpracy miedzynarodowej w ramach programu LLP-Erasmus pod
kierunkiem prof. dr Ioanny Chinou (Department of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy, National and
Kapodistrian University of Athens, Greece).

Rozprawa doktorska sklada si¢ ze streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz 3 artykulow
naukowych (w tych 2 prac eksperymentalnych i 1 pracy przegladowej). Laczny wspotczynnik
cytowalnosci (ang. Impact factor) przedstawionych prac wynosi 8,736, co pizeldada sie na 95 punktéw
ministerialnych. Pani mgr Malgorzata Jeziorek jest pierwszym autorem w dwoch publikagach, a w
trzeciej jest drugim autorem. Wyniki pracy doktorskiej prezentowane byly réwniez na szesciu
konferengjach o zasiegu miedzynarodowym.

Dwa artykuly naukowe stanowig jednolity tematyke badawcza i dotycza badan
biotechnologicznych, fitochemicznych i biologicznych gatunku Cynoglossum columnae Ten. (rodzina
Boraginaceae, ogorecznikowate). Z kolei trzeci artykul (przegladowy) dotyczy zastosowania
naftochinonéw (zawartych réwniez w tkankach C. columnae) pozyskiwanych z kultur transformowanych
korzeni w terapiach przeciwnowotworowych. Catoé¢ przedstawionego dorobku jest spojna i wzajemnie

si¢ uzupelnia. Ze wzgledéw formalnych doniesienia konferencyjne mimo faktu opublikowania ich w
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czasopismie o zasiegu miedzynarodowym Planta Medica nie mogg by¢ w tym wypadku rozpatrywane.

Ze wzgledu na fakt, ze badany w ramach pracy doktorskiej gatunek C. columnae nalezy do rodziny
Boraginaceae, bogatej w szereg biologicznie aktywnych metabolitow wtérnych z grupy naftochinonéw,
alkaloidow pirolizydynowych czy pochodnych kwasu rozmarynowego, podjecie badani gléwnie
fitochemicznych, biologicznych i biotechnologicznych nad tym gatunkiem uwazam za zasadne i
niezmiernie wazne. Poszukiwanie nowych Zrédel pozyskiwania farmakologicznie czynnych metabolitéw
wtérnych w dobie narastajacej antybiotykoodpornosci drobnoustrojéw oraz choréb nowotworowych jest
konieczne. Wprowadzenie przez doktorantke do kultur in vifro srédziemnomorskiego endemicznego
gatunku C. columnae Ten. pozwolilo jej na uniezaleznienie si¢ od warunkéw klimatycznych, na
szczegbdlowa analize fitochemiczng tego gatunku oraz zbadanie aktywnosci biologicznej (cytotoksycznej i
przeciwbakteryjnej) ekstraktow pozyskanych z roslin rosngcych w kulturach in vitro. Stwierdzam, ze na
szczegblna uwage zastuguja kultury korzeni anatomicznych C. columnae Ten. ze wzgledu na uzyskanie
interesujacych i cennych wynikéw, ktére sa podstawa do stwierdzenia, ze w przyszlosci kultury te moga
znalez¢ zastosowanie w przemysle biotechnologicznym i farmaceutycznym.

Pierwsza z prezentowanych prac opublikowana w Industrial Crops and Products w 2019 roku dotyczy
wprowadzenia Cynoglossum columnae Ten. do kultur in vitro z nasion otrzymanych z Instytutu Widkien
Naturalnych i Roslin Zielarskich, ktére uzyskano dzieki hodowli rodlin w ziemi z nasion uzyskanych
wczesniej z Gregji. Nasiona po wykielkowaniu rosly w postaci ukorzenionych pedow. Kulture in vitro
korzeni anatomicznych C. columnae uzyskano poprzez odciecie korzeni regenerujacych spontanicznie w
kulturach in vitro pedéw. Odciete korzenie anatomiczne hodowano na wyselekcjonowanej pozywce DCR
ze zmniejszong o polowe zawartoscig wszystkich skladnikéw z dodatkiem 3% sacharozy. Hodowla
korzeni na wyzej wymienionej pozywce zaowocowala wytwarzaniem pochodnych szikoniny,
widocznych w postaci czerwonego zabarwienia korzeni i pozywki pohodowlanej. Dzigki zastosowaniu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwréconym ukladem faz z detekcja diodowa (RP-HPLC
DAD) po analizie ekstraktow uzyskanych z korzeni oraz pozywek pohodowlanych stwierdzono obecnos¢
sze$ciu zwiazkoéw o charakterystycznym dla szikoniny i jej pochodnych widmie UV-Vis. Po raz pierwszy
w korzeniach i pozywce pohodowlanej korzystajac z dodatkowych metod chromatograficznych takich
jak: chromatografia cienkowarstwowa (TLC), preparatywna chromatografia cienkowarstwowa
(prepTLC), chromatografia kolumnowa (CC)) prozniowa chromatografia cieczowa (VLC) i
chromatografia cieczowa ze spektrometria mas (LC-MS) wyizolowano dwie pochodne naftochinonu, a
dzieki zidentyfikowaniu ich struktury metodami spektroskopowymi nadano im nazwy: rinderol (2-
methoxy-50, 6-(isohex-1-ene-1,2-diyl)-5,8-dihydroxynaphthalene-1,4-dione) i cynoglosol (2-[(2S)-5-
methyl-6-ox0-3,6-dihydro-2H-pyran-2-yl]-5,8-dihydroxynaphthalene-1,4-dione). Zidentyfikowane dwa
barwne naftochinony i n-heksanowy wyciag uzyskany z pozywki pohodowlanej zostaly nastepnie
zbadane pod katem aktywnosci biologicznej [cytotoksycznej wzgledem trzech linii ludzkich komérek
nowotworowych: HL-60 (ostra biataczka promielocytowa), HeLa (rak szyjki macicy) i HCT-116 (rak jelita
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grubego)] oraz przeciwbakteryjnej [bakterie G (+): Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
Enterococcus spp, oraz bakterie G (-): Stenotrophomonas maltophilia i Proteus spp.)]. Badania wykazaly, ze
rinderol wykazal najwyzszg aktywnos$¢ wobec linii HL-60 (IG5 = 2 £ 0,1 pg/mlL), a cynoglosol byl
selektywnie aktywny w stosunku do komorek ostrej bialaczki promielocytowej (ICso=4,3 £ 0,2 pg/mL).
Rindenol byl réwniez aktywny w stosunku do bakterii S. epidermidis (szczep wzorcowy oraz szczep
oporny na metycyline, gdzie steZenia hamujgce wzrost gronkowca skérnego wynosito odpowiednio 3,91
pg/mLi7,81 pg/mL).

Kolejna praca, opublikowana w Phytochemistry Letters w 2016 roku dotyczy analizy fitochemicznej
pedow oraz korzeni C. columnae Ten. z uprawy gruntowej prowadzonej w Plewiskach pod Poznaniem.
Dzigki tej publikacji mozna przesledzi¢ jakie sa réznice w zawartosci metabolitow wtdrnych
syntetyzowanych w roslinach rosngcych in vivo. Jest to niezmiernie wazne w kontekscie hodowli tego
gatunku w kulturach in vifro. W ekstraktach metanolowych uzyskanych z tkanki roslinnej rosnacej w
gruncie i zastosowaniu TLC, chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria mas oraz analizy
spektroskopowej wyizolowano i oznaczono struktury siedmiu zwigzkéw. W pedach oznaczono: B-
arbutyne (co istotne - po raz pierwszy w rodzinie Boraginaceae) oraz trzy alkaloidy pirolizydynowe: N-
tlenek 2'-epi-heliosupiny, N-tlenek rinderyny i N-tlenek 3'-O-acetylorinderyny. Alkaloidy
pirolizydynowe wykazuja duzg aktywnos¢ biologiczng poprzez dziatanie toksycznie i genotoksyczne. Z
kolei w korzeniach wyizolowano N-tlenek echinatyny, kwas rozmarynowy oraz ester metylowy kwasu
litospermowego. Na uwage zastluguje fakt, Ze w materiale roslinnym rosnacym w gruncie nie wykazano
obecnosci pochodnych szikoniny. Z tego tez wzgledu hodowla korzeni anatomicznych C. columnae Ten.
w kulturach in vitro na pozywce DCR zoptymalizowanej w ramach realizacji pracy doktorskiej jest
niezmiernie istotna i zasadna.

Bioragc pod uwage fakt, ze Pani mgr Malgorzata Jeziorek wykazala, Ze w korzeniach anatomicznych
C. columnae Ten. hodowanych w kulturach in vitro obecne sa dwa barwne naftochinony (rinderol i
cynoglosol) wykazujace aktywnosc¢ przeciwnowotworows, proba uzyskania korzeni transformowanych
tego gatunku byla oczywista. Kultury korzeni wlosnikowatych sa bowiem cennym Zrédlem metabolitow
wtornych o wlasciwosciach biologicznie czynnych, a dzieki mozliwosci hodowania ich w bioreaktorach
rozpylowych stanowia atrakcyjng alternatywe wobec klasycznych technologii pozyskiwania tych cennych
zwigzkow. Korzenie transformowane cechuje wysoka stabilnos¢ genetyczna i bardzo szybkie przyrosty
biomasy. Niestety uzyskane przez Doktorantke kultury korzeni wilosnikowatych C. columnae Ten. nie
syntetyzowatly pochodnych szikoniny. Jednakze wlgczenie przez Pani mgr Matgorzate Jeziorek publikacji
przegladowej dotyczacej wykorzystania kultur korzeni transformowanych do wytwarzania
naftochinonéw o wiasciwosciach cytotoksycznych w cykl publikacji wchodzacych w zakres jej pracy
doktorskiej uwazam za zasadne. Jest to trzecia praca, w ktorej Doktorantka jest pierwszym autorem. W
pracy przegladowej opublikowanej w Current Medicinal Chemistry w 2018 roku Pani mgr Malgorzata
Jeziorek korzystajac z ponad 90 pozydiji literaturowych w przejrzysty sposob przedstawila obecny stan



wiedzy dotyczacy zastosowania transformowanych korzeni do syntezy naftochinonéw wykazujacych
aktywnos¢ cytotoksyczna. Pokazala jaki ogromny terapeutyczny potencjat wykazuje rodzina Boraginaceae,
w ktorej wystepuje wiele gatunkéw roslin zawierajacych szikonine i jej pochodne (np. Lithospermum
erythrorhizon, Lithospermum canescens, Arnebia hispidissima czy Arnebia euchroma). W publikacji oméwione
sq warunki hodowli i uzyskane rezultaty pozyskiwania cennych biologicznie naftochinonéw. Dodatkowo
wartoscig dodang jest zebranie informacji dotyczacej informacji zwigzanej z zebraniem nowotworowych

linii komérkowych, ktére byly zbadane pod katem wrazliwosci na szeroka game naftochinonéw.

Podczas obrony pracy doktorskiej chcialabym poprosi¢c Pania mgr Malgorzate Jeziorek o
przedyskutowanie kilku zagadnien:

1. W kontekscie aktywnosci cytotoksycznej, czy zbadano aktywnosc rindenolu na keratynocytach Iub innych
komorkach nienowotworowych? Skoro rindenol jest aktywny w stosunku do gronkowca skdrnego, to aby ten zwigzek
potencjalnie uzy¢ na przyktad do zwalczania tejze bakterii trzeba sprawdzi¢ czy nie jest toksyczny dla komorek
zdrowych.

2. Jaka byta wydajnosc transformacji C. columnae? Ile uzyskano klondw i czy do transformacji stosowano tylko
jeden szczep agropinowy ATCC 158347 Jakie startery zostaly zastosowane do potwierdzenia transformacji na
poziomie molekularnym? Jaka moze byc przyczyna, ze korzenie transformowane nie syntetyzowaly rindenolu i
cynoglosolu?

3. Czy Doktorantka probowata hodowli korzeni anatomicznych i transformowanych C. columnae Ten. na
Swietle? Jesli byty podjete takie proby, to czy badala ona uzyskany materiat roslinny pod katem analiz
fitochemicznej?

4. Czy byly podjete badania dotyczqce elicytacji metabolitow wtornych zawartych w tkankach C. columnae z
zastosowanie elicytorow abiotycznych badZz biotycznych? Jesli nie, to jakq elicytacje mogltaby zaproponowac
Doktorantka w kontekscie danych literaturowych dotyczacych na przyktad podwyzszania poziomu naftochinonéw w
roslinnych kulturach in vitro?

5. Czy Doktorantka badata aktywnosc przeciwbakteryjng ekstraktow pozyskanych z catych roslin C. columnae
Ten., czy tylko sprawdzata aktywnosc rindenolu obecnego w korzeniach anatomicznych? Jesli nie bylo takich badar,
to czy w Swietle doniesien literaturowych w ocenie Doktorantki mozna si¢ spodziewac efektu synergii pomiedzy
obecnoscig alkaloidow pirolizydynowych i kwasow fenolowych w ekstraktach z tkanek C. columnae Ten. w walce z

bakteryjnymi patogenami cztowieka?

Podsumowujac recenzent stwierdza, ze prezentowane w pracy doktorskiej wyniki i ich interpretacja
sa wystarczajagcym materialem dla uzyskania stopnia doktora nauk farmaceutycznych. Oswiadczenia
autoréw pokazaly, ze wklad Pani mgr Malgorzaty Jeziorek w powstanie 3 prac przedstawionych w
rozprawie doktorskiej byt wiodacy i znaczacy, a dodatkowym argumentem jest fakt, iz doktorantka jest
pierwszym autorem w dwoch publikagach, a w trzeciej drugim autorem. W mojej ocenie Pani mgr
Malgorzata Jeziorek uzyskata bardzo ciekawe wyniki o interesujacej wartosci naukowej i aplikacyjhej.
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Poszerzenie wiedzy fitochemicznej o niezbadany dotad w tym zakresie gatunek rosliny jakim jest
Cynoglossum columnae Ten. i wykazanie jego potencjatu dotyczacego wytwarzania zwiazkéw biologicznie
aktywnych (barwnych naftochinonéw) jest doskonalym materialem wyjsciowym do dalszych badan
zwigzanych z wytwarzaniem cennych metabolitow wtérnych w kulturach korzeni anatomicznych.
Nalezy réwniez wspomnie(, ze Pani mgr Malgorzata Jeziorek jest rowniez wspétautorem pieciu innych
prac o zasiegu miedzynarodowym, ktére nie s3 zwigzane z tematem jej pracy doktorskiej, a jej indeks
Hirscha wynosi 5. Swiadczy to o szerokich zainteresowaniach badawczych Doktorantki.

Uwazam, ze opisany udzial Pani mgr Malgorzaty Jeziorek w powstanie trzech prac
naukowych o zasiegu miedzynarodowym zaprezentowanych do recenzji upowaznia mnie do
stwierdzenia, ze rozprawa doktorska Pani mgr Malgorzaty Jeziorek spelnia wszystkie wymogi
stawiane rozprawom doktorskim (okreslone w Art. 13 punkt 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2003 Nr 65 poz. 595 i test jednolity Dz. U. 2016, pozycja 882, 1311). Przedstawiona do recenzji
praca doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego i wykazuje ogolna
wiedze teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie naukowej. Na uwage zasluguje rowniez fakt,
ze publikacje, ktore sa3 wynikiem pracy doktorskiej byly juz cytowane przez srodowisko
naukowe 5-cio i 6-cio krotnie, mimo faktu, Ze ukazaly si¢ drukiem stosunkowo niedawno, bo
w 2016 i 2018 roku.

W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Naukowej Wydzialu Farmaceutycznego z
Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o
dopuszczenie Pani mgr Malgorzaty Jeziorek do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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