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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Barbary Moniuszko-Szajwaj
pt. ,,Saponiny z korzenia mydinicy lekarskiej (Saponaria officinalis L.) — budowa chemiczna,

oznaczanie iloSciowe i aktywno$¢ biologiczna”

Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska wykonana w Zakladzie Biochemii 1 Jako$ci
Plonéw Instytutu Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa Pafistwowego Instytutu Badawczego w
Putawach pod kierunkiem prof. dr hab. Anny Stochmal. Rozprawa wchodzi w zakres dziedziny
nauk rolniczych, dyscypliny: rolnictwo i ogrodnictwo. Podstawa formalng recenzji jest pismo Rady
Naukowej IUNG-PIB w Putawach RN.470.3.2019.BE z dnia 20.12.2019 r. Przedstawiona do
recenzji dysertacja liczy 161 stron, ma uklad tresci typowy dla prac eksperymentalnych — obgjmuje
wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki i dyskusj¢, podsumowanie i wnioski, a takze

streszczenie w jezyku polskim i angielskim, literature oraz stosowne spisy i zataczniki.

Rozprawa doktorska Pani mgr Barbary Moniuszko-Szajwaj jest szeroko zakrojong
charakterystykg saponin z korzenia mydlnicy lekarskiej Saponaria officinalis, przeprowadzona pod
katem ustalenia ich pelnej struktury chemicznej, analizy ilo$ciowej poszczego6lnych saponin,
okreslenia skladu i zawarto$ci tych zwigzkéw w korzeniach mydlnic pochodzacych z réznych
stanowisk, a takze zbadania wybranych aktywnosci biologicznych: allelopatycznej, przeciw-
grzybowej i hemolitycznej. Jest to zatem typowa praca fitochemiczna poswiecona okreslonej grupie
zwigzkéw wystepujacych w wybranym surowcu roélinnym, majaca na celu weryfikacje 1
uporzadkowanie istniejacych danych na temat ich struktury, ewentualng identyfikacje zwiazkow
dotad nieznanych, ewaluacje mozliwego zréznicowania jakosciowego i ilosciowego oznaczonych
zwigzkéw w surowcach réznego pochodzenia oraz zbadanie potencjalnie interesujacych aktywnosci
biologicznych. Recenzowana rozprawa zostala zrealizowana wedlug tego klasycznego i
sprawdzonego schematu, trzeba jednak podkre$lié, ze =zaréwno bardzo rozbudowany,
wielowgtkowy wstep, jak i otrzymane przez Autorke oryginalne wyniki i ich interpretacja
bynajmniej schematyczne nie sg, praca jest bardzo interesujgca, wartosciowa i dostarcza nowych
waznych danych dotyczacych budowy i wlasciwosci saponin roslinnych.
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W obszernym wstepie Autorka definiuje i klasyfikuje saponiny, charakteryzuje ich
wlasciwosci fizykochemiczne i aktywno$ci biologiczne, zwraca tez uwage na znaczenie tych
zwiazkéw w rolnictwie, ich wykorzystanie komercyjne i potencjal przemystowy. Duza czes¢
wstepu zajmuje oméwienie wystepowania saponin w rolinach przeprowadzone z punktu widzenia
systematyki taksonomicznej. Na szczeg6lng uwagg zastuguje imponujacy rozdzat o wystepowaniu
saponin w rodzinie gozdzikowatych (Caryophyllaceae), w ktérym Autorka umiescita ogromng, 12-
stronicowa tabele ze strukturami dotychczas poznanych saponin uporzadkowanych wediug
gatunkéw roslin i uwzgledniajacych wystgpowanie tych zwiazkéw w poszczeg6lnych organach
(korzeniach, cze$ciach nadziemnych, nasionach). W literaturze mozna znalezé znacznie
skromniejsze zestawienie z 2011 roku (Bottger i Melzig, Phytochemistry Letters; cytowane w
rozprawie), natomiast dane prezentowane aktualnie przez Autorke zostaly uscislone, uaktualnione i

lepiej usystematyzowane.

Czes¢ eksperymentalna rozpoczyna si¢ od jasno i zwiezle sformulowanych zalozen i celu
pracy, rozpisanego na poszczegoélne zadania, ktoére postawila przed soba Doktorantka. Zastosowane
metody opisane sa poprawnie i z dbaloscia o podanie najistotniejszych szczeg6low procedur.
Instytut, w ktérym Pani mgr Moniuszko-Szajwaj przygotowywala swojg rozprawe, jest wiodaca
placowka badawcza w zakresie ustalania struktury metabolitéw roslinnych, co znajduje
odzwierciedlenie w jakosci przedstawionej pracy eksperymentalnej i adekwatnosci zastosowanych

metod analitycznych.

Za dwa najwazniejsze i najbardziej spektakularne osiagniecia Autorki rozprawy mozna bez
watpienia uznaé wyizolowanie i okre$lenie struktury chemicznej saponin wystepujacych w korzeniu
mydlnicy lekarskiej oraz opracowanie metody ich oznaczania ilo$ciowego. Stosujgc metody
ekstrakcji do fazy stalej, frakcjonowania za pomoca ekstrakcji ciecz-ciecz oraz réznych,
zastosowanych sekwencyjnie technik chromatograficznych (cieczowej, sita molekulamego)
Autorka wyodrebnila z wyjéciowego ekstraktu z korzenia mydlnicy 19 saponin, kiérych struktury
chemiczne zidentyfikowata nastepnie metodami spektralnymi (spektrometrii mas, MS 1
magnetycznego rezonansu jadrowego, NMR). Oczyszczanie saponin i okreslanie ich struktury to
jedne z najtrudniejszych, najbardziej skomplikowanych i wymagajacych zmudnej pracy wyzwan
fitochemii, tak wiec doprowadzenie do uzyskania 19 wyizolowanych i oczyszczonych zwiazkow
oraz charakterystyka ich struktury, wlaczajac konfiguracje lancuchéw cukrowych, jest godnym
podkreslenia sukcesem Autorki. Sposréd tych scharakteryzowanych zwigzkéw, 8 saponin to
zwigzki nowe, nieopisane dotychczas w literaturze; natomiast wystgpowanie dwoch sposréd
znanych saponin zostalo po raz pierwszy stwierdzone w mydlnicy (wedlug danych literaturowych,
zwiazki te zidentyfikowano dotychczas w goZzdziku chinskim i krowiziele zbozowym). Autorka

poréwnala scharakteryzowany w jej pracy profil saponin z wynikami uzyskanymi przez zespot
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japonski [Jia, Koike i wsp.] w koncu lat 90-tych XX-wieku, wykazujac brak zidentyfikowanych
wczesniej przez Japonczykow czterech saponariozydéw - 1 thumaczge zaobserwowang réznice badz
zmiennos$cig populacyjng roslin, badz wystepowaniem tych brakujgcych saponin w czg$ciach
nadziemnych mydlnicy, gdyz aktualne wyniki dotycza tylko korzeni, a prace japonskie calej
roéliny. Nastepnie opracowala metode ilo§ciowego oznaczania saponin za pomoca chromatografii
cieczowej sprezonej ze spektrometrem mas wyposazonym w potrdjny kwadrupol UPLC-ESI-MS.
Metoda ta stuzy do iloSciowego oznaczenia niezmodyfikowanych saponin we frakcji saponinowej
otrzymanej w wyniku ekstrakcji do fazy stalej (SPE). Opracowana metode Autorka wykorzystala
do poréwnania zawartosci saponin w korzeniach mydlnicy pochodzacych z réznych stanowisk w
Polsce i na Ukrainie, oraz poletka doswiadczalnego IUNG-PIB w Pulawach. Wykazata, ze badane
roéliny r6znig sie catkowitg zawartoscig saponin (najwyzsza zawarto$¢, 7,4% suchej masy, Autorka
oznaczyla w korzeniu mydlnicy zakupionym w Herbapolu i stuzacym do podstawowych badan nad
strukturg saponin; zblizong zawarto$cig (ok. 7%) charakteryzowaly si¢ korzenie z naturalnych
siedlisk koto Zaklikowa w wojewddztwie podkarpackim i Mszanca na Ukrainie, a ponad
dwukrotnie mniejszg zawarto$¢ saponin wykazaly probki korzeni z niektoérych stanowisk w
okolicach Pulaw, Plonska oraz rejonu Warminsko-Mazurskiego). Co jeszcze bardziej ciekawe,
badane roéliny roznily si¢ takze w istotny sposéb profilem jakosciowym, czyli skladem saponin,
zadna z badanych mydlnic nie zawierala wszystkich saponin zidentyfikowanych w pierwszej
prébcee zakupionej w Herbapolu, istotne roéznice dotyczyly nawet zwigzku dominujacego, ktérym w
czgsci zebranych korzeni byl saponariozyd C, w czesci saponariozyd D lub I, a w jednej prébce
saponariozyd G. Te wyniki zdajg sie¢ zatem potwierdzaé¢ przypuszczenia Autorki co do duzej
zmienno$ci populacyjnej mydlnicy i w ich kontek$cie przestajg dziwi¢ rozpatrywane wczeéniej
rdznice obserwowane w zestawieniu wynikow Doktorantki z cytowanymi pracami japonskiej grupy

badaczy.

Kolejna cze$é rozprawy zostala poswiecona badaniu wybranych aktywnosci biologicznych
saponin z korzeni mydlnicy. Do biotestéw Autorka uzyla liofilizowanej frakcji saponin, a takze — w
przypadku badania aktywnosci hemolitycznej — podfrakeji saponin o wyzszej polarnosci. Potencjat
allelopatyczny (czy tez aktywnosé fitotoksyczna) saponin mydlnicy zostal oszacowany przy uzyciu
testu na hamowanie kietkowania nasion oraz wzrostu pedéw i korzeni kilku roslin testowych.
Doktorantka wykazala, 7e hamowanie kietkowania zachodzi w niewielkim stopniu (niskie stgzenia
frakcji saponinowej w przypadku nasion niektérych roslin nawet stymulowaly kielkowanie),
natomiast bardziej istotny efekt zachodzi w przypadku hamowania wzrostu siewek roslin
testowych, a zwlaszcza ich korzeni. Aktywnos$é przeciwgrzybowa Doktorantka zbadala metoda
dyfuzyjno-krazkowg wobec grzybow patogennych zbdz (Gaemannomyces graminis var. tritici 1
Fusarium culmorum), wykazujac wiekszg zdolno$¢ saponin mydlnicy do hamowania wzrostu G.

graminis niz F. culmorum. W tescie hemolitycznym (jakosciowym i ilo§ciowym) Doktorantka
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wykazala, ze zar6wno catkowita frakcja saponin z korzenia mydlnicy, jak i wyodrgbniona
subfrakcja bogata w glikozydy kwasu kwilajowego, dzialaja na czerwone krwinki silnie
hemolizujagco, efekt ten jest silniejszy niz wywierany przez komercyjng mieszaning saponing
Merck®. Cze$é rozprawy poswiecona aktywno$ciom biologicznym saponin zawiera bardzo
interesujace dyskusje przeprowadzone w oparciu o literature¢ naukows, zwlaszcza wyniki
oryginalnych prac eksperymentalnych roéznych zespoléw badawczych. Na uznanie szczeg6lnie
zasluguja wnikliwe rozwazania Autorki dotyczace zaleznosci migdzy aktywnoscig hemolityczng a
budows strukturalng czasteczki saponin. Trzeba tu podkresli¢, ze znajomos¢ literatury naukowej i
dobér cytowanych publikacji jest mocng strona Doktorantki, spis bibliografii umieszczony w

dysertacji jest wyjgtkowo bogaty i liczy 261 pozycji.

Rozprawe doktorskg Pani mgr Barbary Moniuszko-Szajwaj oceniam merytorycznie bardzo
wysoko, ale obowigzkiem recenzenta jest takze wskazanie niedociagnie¢ oraz zasygnalizowanie
watpliwosci, ktére moga pojawié sie w trakcie czytania dysertacji. Moja pierwsza uwaga dotyczy
sformulowania z rozdziatu 1.3. wstepu (Biosynteza saponin) méwigcego, ze saponiny pochodzg z
metabolitéw anabolicznych fitosteroli. Czy stwierdzenie to dotyczy wszystkich saponin, nie tylko
steroidowych, ale takze triterpenoidowych? Na nastgpnej stronie Autorka pisze, ze 2,3-
oksydoskwalen jest uwazany za ostatni wspolny prekursor saponin triterpenoidowych, fitosteroli i

saponin steroidowych, co poniekad przeczy wczesniejszej tezie.

Kolejng uwagg jest brak oceny statystycznej istotnodci otrzymanych wynikéw, zwlaszcza
tych dotyczacych oznaczen ilosciowych saponin i niektérych aktywnosci biologicznych. Autorka
pisze, ze wszystkie doswiadczenia wykonata w co najmniej trzech powtérzeniach i podaje wartosci
odchylenia standardowego, dysponujgc tymi danymi mogla zatem wykona¢ odpowiednie testy

statystyczne pozwalajace stwierdzi¢, na ile istotne sg opisywane réznice wynikow.

Podajac wyniki testow hemolitycznych, Autorka umieécita w tabelach procent hemolizy z
dokladno$cia do trzeciego miejsca po przecinku, co w tym przypadku jest precyzja raczej przesadng
i wymagaloby jednak rozsagdnego zaokraglenia Ponadto wyniki testéw hemolitycznych
wynoszacych 112 czy 114% (w stosunku do wyniku uzyskanego dla wody destylowanej okre$lone;
jako maksymalna - czyli 100%-owa kontrola hemolityczna) wymagalyby jednak jakiego$

komentarza, podobnie jak pojawiajacy sie w Tabeli 11 procent ujemny.

Doktorantka nie wspomina, w jaki sposéb zidentyfikowano uzyte do badan aktywnosci
przeciwgrzybowej izolaty grzybéw patogennych. Izolaty grzybéw bardzo czesto uzyskuje si¢ z
materiahu biologicznego (a nawet po prostu z powietrza, w ktérym unosza sig ich zarodniki), jednak
w takich przypadkach, gdy nie pochodza one z certyfikowanych kolekcji, ich identyfikacja wymaga
potwierdzenia.




Rozprawa napisana jest poprawnym jezykiem naukowym, chociaz Autorka nie ustrzegla si¢
pewnych typowych niedociagnie¢ redakeyjnych i literéwek (amaryna - amyryna, olean — oleanan,
glukopiranosylo- i glukopiranozylo- uzywane zamiennie w jednej nazwie saponiny, itp.), wyrazen
zargonowych (krzywa dawka-odpowiedz; procent efektu dziatania; koncentracja zamiast stezenie)
oraz bledéw interpunkcyjnych. Oczywiscie te niedociagnigcia sa drugorzedne i ani nie obniZajg
warto$ci rozprawy, ani nie utrudniajg czytania czy zrozumienia tekstu, natomiast ich zauwazenie

wchodzi w zakres obowigzkow recenzenta.

Przedstawione powyzszej uwagi krytyczne nie wplywaja na ogélng wysoce pozytywng
ocene merytoryczng dysertacji. Nalezy ponadio zauwazyé, ze zawarte w rozprawie wyniki
dotyczace identyfikacji struktury chemicznej saponin z korzenia mydlnicy zostaly opublikowane w
postaci oryginalnych prac naukowych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym (Nafural
Product Communications, Helvetica Chimica Acta), a Doktorantka pelni w nich role pierwszego 1

korespondujacego autora.

Podsumowujac nalezy podkreslié, ze przedstawiona przez Panig mgr Barbare Moniuszko-
Szajwaj rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, dowodzi
posiadania przez Doktorantke szerokiej wiedzy teoretycznej, znajomosci wielu metod
eksperymentalnych, umiejetnosci planowania do$wiadczen i doboru odpowiednich technik
analitycznych, a takze potwierdza nabycie przez nig umiejetnosci samodzielnego prowadzenia

pracy naukowej.

Stwierdzam zatem, e rogprawa doktorska Pani mgr Barbary Moniuszko-Szajwaj spelnia
warunki ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i wnioskuje o dopuszczenie Autorki do
dalszego toku priewodu doktorskiego i publicznej obrony. Biorgc pod uwage wysoki poziom
merytoryczny i zakres prieprowadzonych badan, wnioskuje takie o wyrdéinienie pracy.
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