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Tematyka rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Styrczewskiej wpisuje si¢ w bardzo
wazny obecnie nurt badar biochemicznych i molekularnych, ktérych celem jest poszukiwanie
zwigzkéw bioaktywnych, wystepujacych u rodlin. Zwigzki te moga byé nastepnie
wykorzystane do sporzadzania srodkéw farmaceutycznych o skuteczniejszym dziataniu niz
dotychczas stosowane. W przedstawionej do recenzji pracy obiektem badan byt len, ktéry
posiada wiele cennych wiasciwosci, dlatego tez jest wykorzystywany w r6znych galeziach
przemystu, a ostatnio takze w medycynie. Praca doktorska Pani mgr Moniki Styrczewskiej
Jest kontynuacja badan nad tym gatunkiem, ktore od szeregu lat prowadzi zesp6l naukowcow
z Zakladu Biochemii Genetycznej pod kierunkiem Pana profesora Szopy-Skdrkowskiego.
Doktorantka przeprowadzila szerokie i bardzo interesujace badania biochemiczno-genetyczne
nad sktadem widkien Inianych odkrywajac kanabidiol - zwigzek, ktérego wystepowanie, do
tej pory, stwierdzono jedynie u roélin konopi. Autorka udowodnila takze w szeregu
eksperymentach, ze wi6kna Inu mogg byé wykorzystywane w przyszioéci w celach
medycznych do wspomagania leczenia trudno gojacych sie ran. Szeroki zakres wykonanych
badan jak i nowoczesno$¢ technik badawczych zastosowanych w pracy zastuguje na uznanie,
a otrzymane wyniki stanowig cenne uzupetnienie wiedzy o Inie

Praca doktorska Pani Moniki Styrczewskiej, jest szerokim opracowaniem liczagcym 174
strony, o konstrukeji typowej dla rozpraw z zakresu nauk biologicznych. W wydzielonych 5
rozdziatach przedstawiono badania zaczynajac od naswietlenia problemu, podania celu i
metodyki badan, nastgpnie wynikéw i ich dyskusji, na spisie literatury obejmujacym az 360

pozycji i podsumowaniu pracy koficzac. Pracg uzupetnia wykaz skrotéw, streszczenie pracy w




j¢zykach polskim i angielskim oraz dane biograficzne. Dokumentacja wynikéw badan
przedstawiona zostala w 5 tabelach, 16 wykresach i 17 rysunkach.

Uwagi szczegélowe

Wstep, a wilasciwie przeglad literatury liczacy 41 stron jest do$¢ obszerny. Autorka
scharakteryzowata w nim zwiazki hydrofilowe i hydrofobowe wystepujace we wiéknach lnu.
Przedstawita wiasciwosci chemiczne szeregu grup pochodnych fenolowych, a zwlaszcza ich
prozdrowotne dziatanie, ktére dotyczylo wlasciwosci: antyoksydacyjnej, bakterio- i
grzybobojczej oraz przeciwnowotworowej. Autorka szczegdlng uwage poswiecila
kanabinoidom. Opisata ich budowg, biosyntezg, a takze funkcje biologiczng. W rozdziale tym
Doktorantka wykazata bardzo dobrg znajomos¢ literatury 'zwiqzanej zarbwno z obiektem
badan jak i biosyntezg metabolitow wtérnych u roélin. Rozdziat ten mimo, ze zawiera bardzo
duzg liczbg informacji napisany jest jasno i przejrzyscie. Jest tez dobrym wprowadzeniem do

badanych w pracy zagadnien.

Rozdziat ,Materialy i metody” dostarcza informacji o przebiegu eksperymentéw, ktére
zostaly wykonane zgodnie z postawionymi celami pracy, ktérych gléwnym zamierzeniem
byla identyfikacja i analiza wlasciwosci biomedycznych hydrofobowych sktadnikéw wiékna
Inianego. Wykonane eksperymenty zostaly dobrze i logicznie zaplanowane oraz byly
konsekwencja kolejno otrzymywanych wynikéw. Szkoda, ze Autorka nie przedstawila
ogdlnego schematu obrazujgcego zakres wykonanych badaf, ktory byt bardzo szeroki i
obejmowat rézne rodzaje zagadnien. W rozdziale ,Material i metody” Autorka dokladnie
przedstawila uzyte odczynniki, pozywki, linie komérkowe, szczepy bakteryjne oraz wektory
plazmidowe i oligonukleotydy uzyte w pracy, podajac Zrédlo pochodzenia oraz odnosng
literaturg. Opisata szczeg6lowo zastosowane metody badawcze. Wéréd nich byly: analizy
biochemiczne, chromatograficzne, genetyczne, transgeneza oraz kultury komérkowe ludzkich
fibroblastow i keratynocytow, a takze testy mikrobiologiczne. Nalezy podkresli¢ bardzo dobre
przygotowanie Autorki do badan z genetyki molekularnej (znajomo$é metod stosowanych we
wspdiczesnej genetyce do analizy DNA i RNA), a takze programéw bioinformatycznych.
Opis uzytych przez doktorantke technik genetycznych jest prawidlowy i nie budzi
watpliwosci. Zastanawia jednak fakt, dlaczego autorka nie opisata metod w kolejnosci
zgodnej z omawianymi wynikami? Wazng i pracochtonng czgécig rozprawy doktorskiej,
wymagajgcg specjalistycznej wiedzy, byly badania transkryptomu fibroblastéw ludzkich
wykonane za pomocg mikromacierzy ekspresyjnych. Autorka w ramach tej czesci badan
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Gliwicach, gdzie dokonano hybrydyzacji transkryptéw z macierzami genomu ludzkiego.
Natomiast analiza metodami bioinformatycznymi otrzymanych danych zostala
przeprowadzona we wspolpracy z Zakladem Inzynierii Systemow Instytutu Au{omatyki
Politechniki Slaskiej. Badania te pozwolity kompleksowo spojrze¢ na zmiany w ekspresji
genéw wywolane w fibroblastach (po indukcji stanu zapalnego) przez ekstrakt z wiékien Inu.
W analizach biochemicznych badanej frakcji Inu Doktorantka umiejetnie postugiwata si¢ 3
technikami: ultrasprawng chromatografia cieczowa, chromatografig cienkowarstwowa oraz
spektometria masowa, prawidiowo interpretujgc uzyskane chromatogramy. We wszystkich
doswiadczeniach Autorka odnosita analiz¢ otrzymanych danych do odpowiednio dobranej
kontroli, a wnioskowanie przeprowadzila w oparciu o t‘esty statystyczne. Sledzac opis
przebiegu poszczegdlnych doswiadcezen i stosowanych technik mozna stwierdzié, ze
Doktorantka byla dobrze przygotowana do przeprowadzenia zaplanowanych badan.

Wyniki.

Wykonane badania poszerzyly wiedz¢ o budowie i wlasciwosciach wiékien lnu. Do
najwazniejszych osiggnieé naukowych Doktoranki mozna zaliczy¢:

e okreslenie skladu chemicznego frakcji hydrofobowej wiékien Inu i wykrycie w niej
obok kwaséw thuszczowych i steroli, kanabidiolu, zwigzku unikalnie wystepujacego w
$wiecie roslin,

¢ potwierdzenie wystgpowania kanabidiolu w réznych organach Inu oraz udowodnienie
wplywu streséw abiotycznych oraz hormonéw roélinnych na jego zawartosé, co jest
zwigzane 2z aktywnodcig opisanego przez Autorke genu syntazy kwasu
kanabidiolowego, w sekwencji promotorowej ktorego odkryla elementy regulatorowe
zwigzane z reakcjg na stresy,

¢ wykazanie w hodowlach ludzkich fibroblastow i keratynocytéw, a takze na podstawie
analizy genéw, ktorych ekspresja jest zwigzana ze stanem zapalnym, korzystnego
wplywu badanego ekstraktu na zdolnoéé proliferacyjng komoérek, ich migracje oraz
dziatanie przeciwzapalne,

¢ udowodnienie hamujacego wplywu ekstraktu na wzrost bakterii Staphylococcus
aureus oraz Pseudomonas aeruginosa, co moze mie¢ znaczenie w leczeniu zakazen
wtérnych, wystepujacych w przypadkach trudno gojacych si¢ ran,

¢ uzyskanie linii transgenicznych Inu o zwigkszonej zawartosci kanabidiolu przez
wprowadzenie do genomu genu syntazy kwasu kanabidiolowego, waznego ogniwa w

jego biosyntezie.




Wyniki obejmujgce 48 stron sg dobrze udokumentowane rysunkami, wykresami i
tabelami. Opisy eksperymentéw sg czytelne i uporzadkowane. Mam jednak watpliwo$¢ czy
zawarty w podrozdziatach od 4.3.3.1 do 4.3.3.4 doé¢ skomplikowany opis $posobu
przeksztalcen i normalizacji danych otrzymanych z analizy mikromacierzy ekspresyjnych byl
potrzebny w tym rozdziale. Opisy te stanowig integralng cze$¢ metodyki badan i tam
ewentualnie mogly byé zamieszczone. Waznym bylo spostrzezenie Autorki, ze w kilku
przypadkach wystapila synergia w dzialaniu badanego zwiazku z innymi skiadnikami
ekstraktu, co dalo si¢ zauwazyé poréwnujgc dane po stosowaniu ekstraktu i czystego
chemicznie kanabidiolu. Takie przypadki odnotowano miedzy innymi w badaniach nad
morfologig komoérek i ich migracjg. Autorka ocen¢ zmiany morfologii fibroblastow i
keratynocytéw przeprowadzila jedynie wizualnie i udokumentowata je niezbyt czytelnymi
zdjgciami (rys. 9,10). Dla potwierdzenia zauwazonych zmian powinny byé wykonane
pomiary dlugosci i szerokosci komérek. W odrdznieniu od pozostalych rozdzialéw bardzo
pobieznie zostalty oméwione badania nad transgenezg, a byly one wazng i perspektywiczng
cz¢$cig pracy. Jaki jest dalszy los uzyskanych linii transgenicznych?

Warto$ciowa czgécia rozprawy doktorskiej Pani Moniki Styrczewskiej jest rozdziat
»Dyskusja” napisany w sposob jasny i logiczny. Autorka oméwila w nim otrzymane wyniki
zwracajgc szczego6lna uwage na prozdrowotne wlasciwosci zwigzkéw wykrytych we frakcji
hydrofobowej wiékien Inu. Doktorantka potwierdzita w tym rozdziale swoja szerokg wiedze i
znajomos¢ literatury. Nalezy wspomnieé, ze wigkszo$¢ cytowanych publikacji pochodzi z
ostatniego 10-lecia i obejmuje najnowszg wiedz¢ na temat funkcji i prozdrowotnych
wilasciwosci kanabinoidéw. Zwraca uwage umiejetno$é laczenia faktéw z réznych dziedzin
biologii, genetyki molekularnej i medycyny w celu wyjaénienia mechanizméw dzialania
kanabidiolu na komérki ludzkie oraz drobnoustroje, a takze dbato$é o rzeczowe wyjasnienie
wszystkich watpliwosci, jakie nasuwaja si¢ po analizie wynikéw. Rozdzial ten oceniam
bardzo wysoko.

Na zakoficzenie Doktoranta dokonala ,Podsumowania® wykonanych badan
wypunktowujgc 10 zagadnien, ktérymi si¢ zajmowata. Szkoda, ze autorka wykonujge tak
szeroki zakres badan sformulowata tylko jeden wniosek. Brakuje mi sugestii o kierunku
dalszych badan lub propozycji rozwigzan aplikacyjnych. Przy przygotowywaniu publikacji do
druku Doktorantka powinna zwréci¢ uwage na ujednolicenie literatury, bowiem czgsé tytutow
prac napisana jest duzymi a cz¢$¢ matymi literami, a takze dokonanie wickszej selekcji w
cytowanych publikacjach. Nalezy takze skorygowaé dogé czesto wystepujacy blad dotyczacy

pisowni nazw laciniskich ro$lin i mikroorganizméw. Zgodnie z zasadami powinno pisaé sie je




kursywa. Takze tytuly tabel powinny by¢ umieszczone w nagléwku, a nie pod spodem.
Nalezy zwréci¢ uwage na czytelno$¢ zamieszczonych wykresow i rysunkéw. Niektore z nich
sg zbyt mate, co utrudnia analiz¢ danych. Niezbyt czytelny jest rys. 8, ktorego interpretacja
stwarza problemy. Dla uproszczenia rysunki i wykresy powinno si¢ oznacza¢ jako ryciny, co
jest przyjete w wigkszosci czasopism. Autorka nie uniknela takze bledéw nomenklaturowych.
Poprawne nazwy to: widma a nie spektra, kwas trifluorooctowy a nie trojfluorooctowy, gaz
nos$ny a nie no$nik gazowy. Raza tez sformutowania: Iniane zwigzki terpenofenolowe, Iniane
geny, Iniane frakcje itd. Inne zauwazone bledy literowe, gramatyczne i stylistyczne
zaznaczylam w maszynopisie pracy i sg do wgladu dla Doktorantki.

Reasumujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma duzg warto$é poznawczg i
stanowi podwaliny dla wykorzystania aplikacyjnego. Autorka zrealizowala szeroko zakrojony
projekt badawczy, ktory pozwolit wykry¢é wystepowanie kanabidiolu - biologicznie
aktywnego zwigzku w roélinach Inu i wytworzonych z niego produktach. W oparciu o analize
genomu, hodowle komérkowe i bakteryjne udowodnila jego korzystne wiasciwosci w
leczeniu ran oraz w hamowaniu rozwoju chorobotworczych bakterii. Doktorantka wykazata
si¢ bardzo dobrag znajomoscig literatury oraz bogatym i nowoczesnym warsztatem
badawczym. Przedstawiona do recenzji praca ma charakter nowatorski i stanowi wazne

uzupelnienie wiedzy o Inie i mozliwosciach jego wykorzystania.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze praca doktorska Pani Moniki Styrczewskiej
spelnia kryteria stawiane rozprawom doktforskim wg Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki, okreslone
w artykule 13 Ustawy (Dz. U. 2003 Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm., nowelizacja Dz. U. 2011 nr
84 poz. 455, Dz. 2014, poz. 1198 z 2014). Ponadto dorobek naukowy Doktorantki uzasadnia
Jej starania o nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie
biotechnologia. Wnioskuje do Wysokiej Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego o przyjgcie dysertacji i dopuszczenie Pani mgr Moniki Starczewskiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ze wzgledu nowatorski charakter opracowania

wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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