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Recenzja rozprawy doktorskiej Moniki Styrczewskiej zatytulowanej
»ldentyfikacja i analiza skladnikow wlokna Inianego o wlasciwosciach
biomedycznych”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani Moniki Styrczewskiej
zostata wykonana pod kierunkiem Pana profesora dr hab. Jana Szopy-Skorkowskiego w
Zaktadzie Biochemii Genetycznej Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego.
Tekst recenzowanej pracy doktorskiej obejmuje istotne i wymagane czesci sktadowe tj.
streszczenie w jezyku angielskim i polskim, wstep bedacy przegladem literatury, cel pracy,
materiaty i metody, wyniki, dyskusj¢, podsumowanie wynikow oraz spis literatury.

Przedstawiona do oceny rozprawa napisana jest jasnym i klarownym je¢zykiem,
wyniki badan sg dobrze udokumentowane, a cato$¢ reprezentuje nowoczesny kierunek
badawczy polegajacy nie tylko na identyfikacji aktywnosci biologicznej wybranych
metabolitow ro$linnych ale takze na scharakteryzowaniu mechanizmu warunkujacego te¢
aktywnos$¢. Tkanki roslinne sa znanym  zrodtem szerokiego spektrum substancji
biologicznie czynnych, czgsto wykorzystywanych jako farmaceutyki lub stuzacych jako
substraty do ich produkcji. O ile w wielu przypadkach znane jest dziatanie lecznicze
metabolitow pochodzenia ros§linnego o tyle mechanizm warunkujacy ich dziatanie nie jest
zwykle poznany.

Celem recenzowanej rozprawy byto identyfikacja zwiazkéw obecnych we wldknie
Inianym, analiza wtasciwosci biologicznych hydrofobowych sktadnikéw wiokna Inianego
oraz identyfikacja czynnikow molekularnych determinujacych produkcje, po raz pierwszy
opisanego w tkankach Inu, kanabidiolu. Przedstawione zagadnienia sa bardzo ciekawe
naukowo ale maja takze wazna znaczenie aplikacyjne, w szczegdlnosci dlatego, iz w
trakcie badan przedklinicznych sa zaprojektowane przez zespo6l prof. Jana Szopy opatrunki
na trudno gojace si¢ rany, ktorych podstawe stanowi tkanina Iniana.

Badania przeprowadzono w kilku etapach. W pierwszym zidentyfikowano metodami
chromatograficznymi i spektrofotometrycznymi sktadniki hydrofobowe wystepujace we
wioknie Inianym. W drugim etapie zbadano wplyw ekstraktu z witokna Inianego i
zidentyfikowanych zwigzkow na tempo proliferacji komérek fibroblastow i
keranocytéow. Kolejna czes¢ pracy dotyczyla poznania molekularnych podstaw



indukowanych przez sktadniki wtdkna Inianego, a W szczegélnosci zidentyfikowany po
raz pierwszy w tkankach Inu kanabidiol, szlakow metabolicznych. Zbadano wplyw
ekstraktu, kanabidiolu i B-sitosterolu na transkryptom fibroblastow ludzkich; oznaczono
takze poziom ekspresji wybranych genow w fibroblastach i keranocytach inkubowanych z
ekstraktem z tkanek Inu oraz kanabidiolem i sitosterolem. W kolejnym etapie pracy
przeanalizowano aktywno$¢ antybakteryjna ekstraktu zawierajacego zwiazki
hydrofobowe ze szczegdlnym uwzglgdnieniem kanabidiolu. Ostatnia cze$¢ badan
opisanych w rozprawie doktorskiej jest poswiecona identyfikacji w komérkach Inu genu
warunkujacego biosynteze kanabidiolu i oraz wykazaniu, iz nadekspresja genu
kodujacego syntaze kanabidiolu w komoérkach Inu prowadzi do zwigekszonej akumulacji
tego zwigzku.

Z duzym zainteresowaniem przeczytalam cze$¢ teoretyczng pracy (,,Wstep”)
zawierajacg wszechstronng charakterystyke catego spektrum metabolitéw akumulowanych
w ro$linach a w szczeg6lnos$ci w tkankach Inu. Doktorantka opisata budowe i znaczenie
fenoli prostych, flawonoidow, lignanow, tanin, poliamin, terpenoidow prostych,
karotenoidow, tokochromanoli, steroli 1 kwasow tluszczowych 1 zwigzkow
kanabinoidowych. Szczegodlnie doktadnie opisano procesy biosyntezy kanabinoidow w
komorkach ro$linnych, ich funkcje w roslinach oraz ich aktywno$¢ biologiczng takg jak
dzialanie psychotropowe, przeciwzapalne, przeciwbolowe 1 przeciwbakteryjne. Cato$¢
przegladu literatury jest napisana ciekawie i $wiadczy o znajomosci przedmiotu badan.

Rozdziat ,Materialty i Metody” zawiera w pierwszej czgsci wykaz wszystkich
stosowanych odczynnikow, pozywek do hodowli bakterii i prowadzenia kultur in vitro
komorek roslinnych oraz kultur fibroblastow 1 keranocytow oraz sekwencji
oligonukleotydéw uzywanych do analizy ekspresji badanych genow metoda Real-Time
PCR. W drugiej czg$ci opisano zastosowane metody badawcze. Analiza cze$ci
metodycznej oraz wynikow rozprawy doktorskiej pozwala na stwierdzenie, iz doktorantka
opanowala i z powodzeniem wykorzystata w swoich badaniach wiele nowoczesnych
metod i technik stosowanych w biotechnologii roslin (przygotowanie konstruktow do
transformacji Inu i transformacja tkanek Inu), inzynierii genetycznej (izolacje,
oczyszczanie 1 analize fragmentéw DNA genomowego 1 plazmidowego, klonowanie,
transformacje¢ komoérek bakteryjnych, izolacje i analiz¢ RNA, analizy PCR i Real-Time
PCR, analize transkryptomu fibroblastow metoda mikromacierzy) 1 analizie
fitochemicznej (ekstrakcja metabolitow, ich rozdzial chromatograficzny za pomocy
wysokosprawnej chromatografii cieczowej i chromatografii gazowej, analiza metabolitow
metoda spektrometrii mas). Wskazuje takze na umiej¢tno$é prowadzenia przez doktorantke
badan pozwalajacych na oznaczenie aktywno$ci cytotoksycznej, proliferacyjnej i
antybakteryjnej badanych zwigzkéw a takze sprawne postugiwanie si¢ podstawowymi
metodami bioinformatycznymi.

Podczas realizacji badan opisanych w recenzowanej rozprawie (,, Wyniki”) uzyskano
wiele bardzo interesujgcych, a nawet odkrywczych wynikéw. Za najcenniejsze uwazam
nastepujace wyniki badan:



1) wykazanie po raz pierwszy, iz zwigzek kanabinoidowy - kanabidiol jest
wytwarzany w tkankach Inu; dotychczas uwazano, iz zwiazki te sg obecne tylko w
konopiach; istotne byto wykazanie, iz kanabidiol jest obecny w ekstrakcie z tkanek Inu w
ilosci , ktora moze efektywnie aktywowaé receptory CB2 lub GPR55,

2) stwierdzenie, iz kanabidiol jest akumulowany w tkankach Inu w wyzszych
stezeniach w warunkach stresu wywolanego niskg temperaturg, zranieniem, zasoleniem
czy tez obecnoscig kwasu abscysynowego,

3) wykazanie pozytywnego wptywu ekstraktu zwigzkow hydrofobowych z widkna
Inu na potencjat proliferacyjny ludzkich fibroblastow i1 keratynocytow oraz na indukcje
procesu gojenia ran in vitro,

4) wykazanie, na podstawie analizy ekspresji wybranych genéw zwigzanych z
reorganizacja macierzy zewnatrzkomorkowej, zmian ekspresji charakterystycznych dla
aktywnosci biologicznej kanabinoidow i steroli; réwnoczesnie wykazano, iz najwicksza
aktywnos$¢ posiada ekstrakt hydrofobowy a sktada si¢ na nig zapewne synergistyczne
oddziatywanie szeregu zwigzkdéw obecnych w ekstrakcie,

5) wykazanie, iz za aktywno$¢ przeciwzapalng i aktywno$¢ zwigzang z reorganizacja
macierzy zewnatrzkomorkowej odpowiada kanabidiolu, a w mniejszym stopniu sitosterol,

6) identyfikacje w komorkach Inu genu warunkujacego biosynteze syntazy kwasu
kanabidiolowego i wykazanie, iz w transgenicznych ro$linach Inu, do genomu ktérych
wprowadzono gen syntazy kwasu kanabidiolowego z konopii gromadzi si¢ istotnie wigcej
kanabidiolu.

Uzyskane wyniki poza niewatpliwg warto$cig poznawcza maja wazny aspekt
praktyczny. Wykazano bowiem, iz to obecny we frakcji hydrofobowej wiokna Inu
kanabidiol i B-sitosterol majg cenne wtasciwosci proproliferacyjne i antybakteryjne a w
zwigzku z tym zastosowanie opatrunkéw przygotowanych na bazie wtokna Inianego W
leczeniu przewlektych ran, np. owrzodzen o etiologii cukrzycowej, moze by¢ uznane za
uzasadniong wynikami badan naukowych, racjonalng i innowacyjng terapig.

W rozdziale ,,Dyskusja” Pani mgr Monika Styrczewska w sposob kompleksowy i
dojrzaty przeanalizowala otrzymane w ramach przeprowadzonych badan wyniki i omowita
je w kontekscie danych literaturowych. Wykazata, iz uzyskane wyniki pozwalaja na
wyjasnienie na poziomie molekularnym mechanizmu dziatania sktadnikoéw ekstraktu
hydrofobowego z tkanek Inu. W szczegolnosci omowita efekty oddziatywania na komorki
fibroblastow i keranocytow kanabidiolu, sitoseroli i kwasow ttuszczowych.

Podsumowujac stwierdzam, iz rozprawa doktorska Pani Monika Styrczewskiej
zawiera bardzo cenne wyniki, a ich analiza pozwala na stwierdzenie, ze doktorantka
osiggnela wszystkie zalozone cele. Recenzowana rozprawa doktorska napisana jest
dobrym jezykiem, wyniki badan sg dobrze udokumentowane, a calo$¢ reprezentuje
nowoczesny kierunek badawczy zmierzajacy do wykorzystania potencjatu Inu do



opracowywania innowacyjnych lekéw, w tym przypadku funkcjonalnych opatrunkéw. Jest
to tym bardziej cenne, iz len jest rosling, ktora ma w Polsce diugg tradycje uprawy a
ostatnich dziesigcioleciach byta niedoceniana.

Recenzowana rozprawa jest przygotowana starannie tak w odniesieniu do tekstu jak i
dokumentacji graficznej i tabelarycznej. W tekscie znalaztam drobne uchybienia, ktore
polegaja raczej na nie najszczes$liwszych sformutowaniach (np. tluszczowe kwasy
wielonienasycone, Iniana sekwencja genu syntazy kanabidiolu) i skrotach mys$lowych niz
btedach.

Wyrazam uznanie dla Pani mgr Moniki Styrczewskiej i Pana Profesora Jana Szopy,
Promotora rozprawy doktorskiej. Oceniana praca dokumentuje opanowany przez Panig
magister warsztat naukowy, ktory umozliwia obecnie 1 w przysztosci prowadzenie
waznych, poznawczych i aplikacyjnych badan zwigzanych z szerokim zastosowaniem
metod inzynierii genetycznej do identyfikacji gendow warunkujacych biosyntezg zwigzkow
biologicznie czynnych i tworzenia linii hodowlanych i odmian ro$lin o podwyzszonej
wartosci dla przemystu farmaceutycznego.

Warto podkresli¢, iz czgs¢ z opisanych w rozprawie wynikéw zostata juz
opublikowana w postaci dwoch publikacji, w ktorych Pani Monika Starczewska jest
pierwszym autorem.

Whniosek koricowy

W swietle przedstawionej powyzej, pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej
Pani Moniki Styrczewskiej wnosze do Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego 0 dopuszczenie Jej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Rownoczesnie wnosze o wyroZnienie rozprawy stosownq nagrodgq.



