Ocena rozprawy doktorskiej

pt. . Kultury in vitro Bacopa monnieri (L. Pennell) zrédlem pierwiastkow i zwigzkow
fizjologicznie aktywnych”

wykonanej przez mgr Macieja Y.ojewskiego w Katedrze i Zakladzie Botaniki
Farmaceutycznej Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medicum Uniwersytetu

Jagiellonskiego w Krakowie

Przedmiotem badan podjetych przez mgr Macieja Lojewskiego bylo uzyskanie kultur
in vitro zagrozonej wygini¢ciem ro$liny Bacopa monnieri (L. Pennell), okreslenie skladu
chemicznego biomasy ofrzymanej z takiej kultury oraz oznaczenie niektorych wilasciwosci
biologicznych ekstraktu metanolowego z tejze biomasy.

Bacopa monnieri jest rosling rosnacg w Indiach i wykorzystywang w ramach systemu
tradycyjnej medycyny hinduskiej Ayurweda. Z obszernego pis$miennictwa wynika, ze ziele,
ekstrakty 1 preparaty otrzymane z tej rosliny odznaczajg si¢ dzialaniem przeciwstresowym i
polepszajagcym pamigé, przeciwdepresyjnym, przeciwdrgawkowym, neuroochronnym,
przeciwzapalnym, przeciwdrobnoustriojowym, przeciwwrzodowym, ochraniajacym watrobg i
przeciwnowotworowym. Wytwarzane sg trakze preparaty ze sproszkowanych liséi oraz
ekstraktow z lisci i korzeni tej roliny, stosowane do leczenia wielu choréb, m.in.
neurodegeneracyjnych (choroba Alzheimera i Parkinsona), niedokrwistosci, cukrzycy, drég
oddechowych, zatrucia metalami szkodliwymi dla zdrowia, przerostu gruczohu krokowego, a
takze jako s$rodka adaptogennego, ulatwiajacego przystosowanie si¢ organizmu do
niekorzystnych warunkéw srodowiska.

Jej wihasciwoéci lecznicze spowodowaly masowe zbiory ze stanu naturalnego i
zZmniejszenie zasobdw w S$rodowisku, a w konsekwencji zagrozenie calkowyitym
wyginieciem. Stad proby hodowli tej rosliny na pozywkach sztucznych. Jednym z takich
rozwigzan jest hodowla na podtozu Murashige i Skooga, co stawia przed naukowcami nowe
problemy badawcze. Rozprawa doktorska mgr Macieja Lojewskiego jest proba rozwigzania
pewnych zagadniert zwigzanych z tg technika hodowli.

Moze na poczgtku mata uwaga co do tytuly, otdz uzycie w nim sformutowania, cyt.
»Zwiazkéw fizjologicznie aktywnych” nie jest w pelni adekwatne do tresci rozprawy. A

mianowicie termin ,fizjologiczny” odnosi si¢ do czynnosci i mechanizmoéw rzadzacych



zdrowymi. organizmami zywymi. Natomiast w rozprawie zamieszczone sa badania dotyczace
dziatania przeciwutleniajacego Zwigzanego ze stresem oksydacyjnym,
przeciwnowotworowego, przeciwzapalnego i neuroochronnego, a zatem zwigzane sg ze
stanami patologicznymi organizmu. Stad bardziej wlasciwe bedzie uzycie w tym przypadku
terminu ,,biologiczny”. Jest to pojgcie szersze i obejmujace zaréwno stany fizjologiczne, jak i
patologiczne organizmu. Dlatego poprawne bedzie sformulowanie — ,,zwiazkow biologicznie
aktywnych”.

Konstrukcja rozprawy doktorskiej opiera si¢ na kompilacji 5 publikacji, ktérych mgr
Maciej Lojewski jest wspétautorem. Dotycza one tematyki zwigzanej z hodowla in vitro
Bacopa monnieri na pozywce Murashige 1 Skooga, z modyfikacjami wzbogacajacymi
biomase tej rosliny w zwiazki biologicznie aktywne, a nastgpnie okreslenia skladu
chemicznego tej biomasy, jak réwniez oceny niektérych wlasciwosci biologicznych ekstraktu
metanolowego z biomasy przy uzyciu hodowli tkankowych komoérek linii patologicznych dla
organizmu ludzkiego. Wymieniona tematyka badawcza jest jednoczesnie celem zalozonej
rozprawy doktorskie;j.

Rozprawa doktorska mgr Macieja Lojewskiego liczy 95 stron. W jej sklad wchodzi:
Wykaz publikacji bgdacy podstawa rozprawy doktorskiej, Streszczenie polskie i angielskie,
Wstep, Cel pracy, Opis badan, Oznaczanie zawartosci fizjolologicznie aktywnych biometali i
zwigzkéw organicznych w biomasie z kultur in vitro Bacopa monnieri, Analiza zwigzkow
organicznych w biomasie z kultur in vitro Bacopa monnieri, Aktywnos¢ biologiczna
ekstraktéw z biomasy z kultur in vitro Bacopa monnieri, Wyniki badania aktywnosci
biologicznej ekstraktéw z kultur in vitro Bacopa monnieri, Dyskusja, Podsumowanie i
wnioski, Pi$miennictwo, Spis tabel i rycin oraz Prace bedace podstawg pracy doktorskiej
(zalaczono kserokopie petnych wersji 5 publikacji).

Uklad rozprawy doktorskiej jest dosé¢ przejrzysty, co w duzym stopniu ulatwia
§ledzenie wykonywanych badan i korzystanie z ich wynikéw. Sluza temu starannie
opracowane tabele i ryciny. Poza tym zwraca uwag¢ poprawny styl i forma przedstawianych
zagadnief teoretycznych, wynikéw i wnioskéw. Nalezy takze wspobnie¢ o obszernym
wstepie wprowadzajagcym w zagadnienie oraz dobrze przeprowadzonej dyskusji nad
uzyskanymi wynikami badan. Pi$miennictwo, obejmujace 138 pozycji, zostalo dobrane w
sposob przemyslany.

Po analizie rozprawy doktorskiej mozna z calg odpowiedzialnoscig stwierdzi¢, ze
wszystkie postawione przez doktoranta cele zostaly zrealizowane. A oto pokrétce dokonania

autora.



1. Na skutek modyfikacji klasycznego podloza Murashige i Skooga, poprzez jego
wzbocanie siarczanem magnezu, wodoroasparginianem cynku, L-tryptofanem, seryna
i kwasem antranilowym w réznych stezeniach i kombinacjach, uzyskano w biomasie
kultur in vitro B. monnieri zwigkszenie:

- stezenia biopierwiastkéw (Mg, Zn, Cu, Fe, K, Na, Ca),

- zwigzkow indolowych (L-tryptofanu i serotoniny,

- kwaséw fenolowych (chlorogenowy, neochlorogenowy, kawowy),

- bakozydéw (bakozydu A, bakozydu II, sapobakoniny C).

2. W skladzie biomasy kultur in vitro Bacopa monnieri wykryto i zidentyfikowano po raz
pierwszy wymienione powyzej pierwiastki, zwiazki indolowe, kwasy fenolowe oraz
kwasy nasycone (palmitynowy, stearynowy, mirystynowy, kaprynowy, laurynowy,
pentadekanowy) 1 kwasy nienasycone (linolowy, oleinowy, mirystooleinowy, cis-10-
pentadekanowy, palmitooleinowy). W przypadku kwasow tluszczowych okreslono
takze ich zawarto$¢ w wymienione) biomasie.

3. W badaniach na hodowlach tkankowych pochodzenia ludzkiego udowodniono, ze

ekstrakt metanolowy z biomasy kultury in vitro Bacopa monnieri wykazuje:

- dziatanie zapobiegajace uszkodzeniom komérek i tkanek pod wpltywem stresu
oksydacyjnego, hamowanie procesu apoptozy oraz hamowanie aktywnosci
enzymu kaspazy-3, wywolujacego stan zapalny organizmu (hodowla komérek
leukoblastomy linii SH-SY5Y),

- hamowanie migracji komoérek prostaty, dziatanie chemoochronne, cytotoksyczne
1 przeciwmutagenne, a w konsekwenc)i przeciwnowotworowe (hodowla komérek
ludzkiego raka prostaty linii DU 145),

- obnizenie ekspresji genéw COX-2 i cPGES, co wskazuje na efekt
przeciwzapalny (hodowla komérek ludzkiego raka nabtonka ptuc linii A549).

W opinii recenzenta nalezy jednak poczyni¢ pewne uwagi odnosnie konstrukcji i
zalozen rozprawy oraz efektow ich realizacji.

1. Cel pracy oraz Podsumowanie i wnioski sa sprecyzowane zbyt obszernie. Z
powodzeniem mozna je pogrupowa¢ w mniejsze, bardziej klarowne punkty. Poza tym
streszczenia (polskie i angielskie) nie odzwierciedlajg w pelni osiggnietych rezultatow.

2. W calej rozprawie brakuje jasno okreslonych danych na temat ekstraktu lub
ekstraktow otrzymanych z biomasy kultur in vitro Bacopa monnieri. Mowa jest o
nieokreslonych ekstraktach lub metanolowym ekstrakcie. Nie ma opisu jak te

ekstrakty otrzymywano. Dopiero w publikacji zamieszczone) w Planta Medica



(Eojewski M. i wsp., 2016, 82, 205-210) jest doktadny opis sporzadzenia ekstraktu

metanolowego z biomasy B.monnieri uzyskanej in vitro. Publikacja ta nie jest jednak

cytowana w rozprawie doktorskiej. Czy to ten ekstrakt stuzyt do badan biologicznych?

3. Czes¢ badan biologicznych na linii komérkowej DU 145 i calos¢ badan na linii
komérkowej A549 zostala opublikowana w pracach nie ujetych w rozprawie
doktorskiej, natomiast wnioski wynikajace z tych badan zostaly zamieszczone w
Podsumowaniu i wnioskach oraz czesciowo w Streszczeniu polskim i angielskim.

4. Okreslenie, cyt. ,.Ekstrakty z biomasy z kultur in vitro Bacopa monnieri mozna ujac
zwiezlej, np. jako ,ekstrakty z kultur B. monnieri” lub skrotem ,,EKBN”. Znacznie
ulatwi to $ledzenie przeprowadzonych badar i uzyskanych efektow.

Powyzsze uwagi nie umniejszaja oczywiscie wartosci przedstawionej do recenzji
rozprawy doktorskiej, nie mniej powinny by¢ one brane pod uwage przy dalszych
opracowaniach publikacyjnych.

W $wietle przeprowadzonej oceny recenzent jednoznacznie stwierdza, Ze rozprawa
doktorska mgr Macieja Eojewskiego jest wykonana i opracowana rzetelnie. Wyraznie
zaznacza sie¢ duzy wklad twoérczy autora w zakresie wykonywania badafh oraz ich
opracowywania i interpretacji. Uzyskane przez autora wyniki badan znacznie poszerzajg
nasza wiedze na temat hodowli in vitro, skladu chemicznego, biomasy oraz dzialania
biologicznego biomasy B.monnieri na linie komérkowe organizmu czlowieka.

W zwigzku z powyzszym uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Macieja Lojewskiego
spetnia warunki stawiane przez ustawe dotyczaca stopni i tytuléw naukowych 1 na tej
podstawie zwracam si¢ z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o przyjgcie rozprawy i

dopuszczenie jej autora do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

fPDO 301 O\, \4{1\ ,/\_J <,
Dr hab. n. farm. Bogdan Kedzia, prof. IWNiRZ

Poznan, dn. 28.07.2016 1.



