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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Barbary Moniuszko-Szajwaj
pt. ,Saponiny z korzenia mydinicy lekarskiej (Saponaria officinalis L.) - budowa chemiczna,
oznaczanie ilociowe i aktywno$é biologiczna”

1. Znaczenie podjetych badan

Termin ,metabolizm wtérny” roélin powstat w XIX wieku, kiedy to badaczom
wydawato sig, ze zwigzki chemiczne wytwarzane w jego wyniku nie petnig istotnych funkcji
biologicznych i s3 one jakimi produktami ubocznymi metabolizmu czy tez efektem ewolucji
biochemicznej. Obecnie, gdy wiadomo, ze 15 do nawet 25% genomu roznych roslin jest
odpowiedzialne za biosynteze tych zwigzkéw i regulacje tego procesu oraz gdy okreslono
funkcje petnione przez rozmaite metabolity wtdérne, znacznie bardziej docenia sie ich role.
Substancje barwne, aromatyczne i smakowe z jednej strony wabig insekty zapylajgce z
drugiej strony zwierzeta Zywigce sie owocami i przenoszace nasiona umozliwiajac
rozmnazanie roslin i ich ekspansje. Réznorodne zwigzki chemiczne chronig rodliny przed
stresami $rodowiskowymi lub tez na skutek swych wtadciwosci toksycznych bronig je przed
patogenami i roslinozercami. Niezaleznie od funkcji biologicznej petnionej przez metabolity
wtorne dla wytwarzajacej je rosliny zwiazki te majq istotne znaczenie dla ich uzytkowania.
Wiasciwosci smakowe, zywieniowe, lecznicze i wielorakie inne cechy uzytkowe roglin zalezg
wtasnie od tych ich komponentéw.

Wsréd metabolitéw wtérnych jedng z najistotniejszych i najbardziej licznych grup
strukturalnych stanowia saponiny, tworzace grupg kilkudziesigciu tysiecy zwigzkdw
wystepujacych w taksonomicznie réznorodnych roélinach nalezacych do przynajmniej stu
réznych rodzin. Do niedawna nie uéwiadamiano sobie jak liczne i zréznicowane strukturalnie
zwigzki moga wystepowaé¢ w tkankach jednej rosliny, przy czym ich zestawy w roznych
czgsciach tej samej rosliny moga byé catkowicie odmienne. Oceniana rozprawa doktorska
bardzo dobrze wpisuje sie w nurt prac badawczych nad charakterystyka struktur i
wtasciwosci saponin prowadzonych w Instytucie Uprawy Nawoienia i Gleboznawstwa od
dziesigcioleci, a nalezy nadmieni¢, ze oérodek ten jest pod tym wzgledem uznanym
laboratorium w skali $wiatowej. Poznanie wiasciwosci saponin i uswiadomienie mozliwoéci
roznorakiego wykorzystania tych produktéow naturalnych jako $rodkéw ochrony roélin
poprzez rdéine moziliwe zastosowania farmaceutyczne po produkeje chatwy i innych
produktéw spozywczych moze przyczynié sig do popularyzacji upraw roélin nie znajdujacych
sig aktualnie w polu zainteresowan wspotfczesnego rolnictwa. Zastgpienie chemicznych
srodkéw ochrony roslin przez substancje pochodzenia naturalnego jest jednym z istotnych



trendow wspétczesnej dbatosci o érodowisko naturalne i dlatego nalezy docenia¢ wszelkie
prace zmierzajace w tym kierunku.,

Majgc na uwadze powyisze przestanki nalezy stwierdzi¢, ze w obecnej erze wyzwan
ekologicznych adresowanych do rolnictwa niezbgdne jest opracowywanie metod analizy
chemicznej majacych na celu dogtebna oceng wtasciwodci plonu roslin uprawnych. Taka role
petni oceniana rozprawa doktorska.

2. Ocena pracy

Rozprawa obejmuje 161 stron i posiada uktad typowy dla prac doktorskich. Zawiera
ona 21 rysunkdéw i 13 tabel.

Wykaz skrétéw zamieszczony na ponad dwdch stronach obejmuje skréty nazw
reagentow i technik stosowanych w pracach badawczych, nazw cukrowych podstawnikéw
saponin i innych poje¢ uzywanych w pracy.

Wstep stanowigcy bardzo obszerne wprowadzenie literaturowe na 63 stronach
bardzo szczegdétowo zaznajamia czytelnika z charakterystyka obiektu badan Autorki, jakim sa
saponiny, w tym zwfaszcza wytwarzane przez roéliny z rodziny gozdzikowatych. Opracowanie
to wymagato od Autorki krytycznego zapoznania sie z bardzo licznymi publikacjami
naukowymi i artykutami przegladowymi. Bardzo skrupulatnie i wnikliwie zostat omowiony
szereg zagadnien zwigzanych z opisem struktur, biosyntezy i wiasciwoéci badanych
zwigzkow. Jedynym drobnym zastrzezeniem zwigzanym z omdwieniem szlaku biosyntezy
saponin jest brak trzech wigzarii podwdjnych w strukturze 2,3-oksydoskwalenu (Rys. 3 i 4).
Natomiast niezaprzeczalng zalet3 wprowadzenia literaturowego jest przedstawienie
obecnego stanu wiedzy o wtasciwosciach biologicznych saponin, ich wptywie na inne
organizmy w tym zwierzeta roslinozerne, na chorobotwdrcze wirusy, bakterie oraz grzyby
czy tez allelopatyczne oddziatywanie na inne ro$liny.

W rozdziale 1.6 Autorka omawia wystepowanie saponin w roélinach ze szczegdlnym
uwzglednieniem kilku rodzin roslin uprawnych. Ze wzgledu na taksonomiczng przynaleznos¢
obiektu badai — mydinicy lekarskiej (Saponaria officinalis L.) - do rodziny gozdzikowatych tej
rodzinie poswiecita Ona szczeg6lng uwage. Duze uznanie budzi opracowanie Tabeli 1
bedacej szczegdtowym i pracochtonnym zestawieniem danych literaturowych dotyczacych
struktur zwigzkéw wytwarzanych przez rosliny ponad 30 gatunkéw plemienia Caryophylleae.
W kontekscie starannosci z jaka przygotowano te tabele pewnym zaskoczeniem jest fakt
pominigcia pracy Yuping Lu, Dang Van, Leah Deibert, Greg Bishop, John Balsevich (2015)
Antiproliferative quillaic acid and gypsogenin saponins from Saponaria officinalis L. roots.
Phytochemistry 113: 108-120. Autorzy tej publikacji przeprowadzili badania podobnymi
metodami do opisywanych w recenzowanej rozprawie i znalezli w kanadyjskim materiale
roslinnym kilka nowych saponin.

Rozdziat Cel pracy poprawnie i precyzyjnie przedstawia gtowne zamierzenia i
przewidywane efekty planowanych doswiadczen. Cel wykonywanych prac badawczych
podzielono na pie¢ podpunktow i nalezy stwierdzi¢, ze wszystkie one zostaty zrealizowane

Czes¢ dodwiadczalna zostata opisana w rozdziale Materiat i metody w sposdb
umozliwiajacy wysoko oceni¢ kompetencje Doktorantki zaréwno w prawidtowym doborze
stosowanych metod jak i sprawnosci w ich zastosowaniu. Metody doéwiadczalne zostaty
poprawnie i szczegétowo opisane, a opisy te nie pozostawiaja watpliwosci o ich umiejetnym



zastosowaniu. Wielkie uznanie budzi zwtaszcza zestaw biegle stosowanych metod
chemicznej analizy instrumentalnej (preparatywne i analityczne metody chromatograficzne,
roznorodne techniki jadrowego rezonansu magnetycznego, nisko- i wysokorozdzielcze
metody spektrometrii mas). Trzeba stwierdzic, ze biegto$¢ wykorzystania tych metod bytaby
wysoko oceniona takze u kandydata do uzyskania stopnia doktora nauk chemicznych.

Wyniki uzyskane przez Doktorantke zostaty opisane wraz z ich Dyskusjg w rozdziale
4. ocenianej pracy i zostaly podzielone na siedem podrozdziatéw odpowiadajacym réznym
obszarom przeprowadzonych badan.

Znaczacym sukcesem zakorczyty sig prace nad oczyszczaniem poszczegélnych
zwigzkow. Péipreparatywne rozdziaty HPLC s najlepszym z mozliwych do zastosowania w
tym celu narzedzi i sprawne wykorzystanie tej metody umotliwito otrzymanie 19 zwigzkéw w
stanie czystym. Do petnej oceny tego osiagniecia brakuje tylko informacji dotyczacej ilodci
uzyskanych zwigzkéw, zwtaszcza, ze wielkoéé probki uzytej w eksperymentach NMR bardzo
rzutuje na jakos¢ wykonywanych widm.

Analiza strukturalna wyizolowanych saponin byta najtrudniejszym zadaniem wéréd
prac do$wiadczalnych wykonanych przez Autorke. Z petnym uznaniem nalezy ocenié zakres
zastosowanych metod NMR i interpretacji wynikéw tych analiz. Widma protonowe, weglowe
i roinorodne widma 2D zwigzkéw, w ktorych strukturach wystepuje nawet 9
monosacharydéw potaczonych réznorakimi wigzaniami glikozydowymi zawierajg dziesiatki
sygnatow w bardzo niewielkich zakresach przesunig¢ chemicznych. Wtasciwa interpretacja
tych wynikéw, wyszukiwanie korelacji migdzy sygnatami i okreélanie na tej podstawie
przestrzennego usytuowania poszczegdlnych atomoéw i podstawnikdw jest trudne, lecz
Autorka znakomicie wywigzata sie z tego zadania. Zidentyfikowanie i petna analiza
strukturalna o$miu nowych zwigzkdéw jest wymiernym sukcesem tej czesci pracy.

Kolejnym zadaniem z zakresu analityki chemicznej, ktérego podjeta sie Doktorantka
byto oznaczanie ilo$ciowej zawartodci saponin w materiale roslinnym. Saponiny stanowia
grupe zwigzkow, dla ktérej szczegdlnie trudno jest opracowaé protokot analityczny. Zwiazki
te w wigkszoéci nie zawierajg w swojej strukturze chromoforéw umozliwiajacych ich detekcje
w powszechnie stosowanych detektorach UV chromatograféw cieczowych. Dotychczasowe
metody analityczne stosowaty pomiar absorbancji przy dtugosci fali 207 nm, co jednak nie
jest szczegdlnie dogodne ze wzgleddw technicznych. Dlatego zastosowanie metody HPLC-MS
w tym celu jest bardzo uzasadnione. Mam jednak pewne zastrzezenie odnoénie
wykorzystania tej metody przez Autorke. Jak zapisano w rozprawie (str. 79 i 111) krzywa
kalibracyjng do pomiaréw iloéciowych wykonano dla saponariozydu | tworzacego jon
molekularny o m/z 1281. Jak wiadomo, pole powierzchni wierzchotka chromatograficznego
w analizach HPLC-MS odzwierciedla liczbe jondw obecnych w tym wierzchotku. Dlatego tez
dla kazdego zwigzku wynik oznaczenia ilosciowego wyliczonego wedtug tak wykonane;j
krzywej kalibracyjnej nalezy skorygowa¢ uwzgledniajac stosunek masy do tadunku (m/z)
odpowiedniego jonu. | tak na przyktad dla dominujacego ilosciowo zwiazku 6 0 m/z 1861 ten
wspotezynnik korekceyjny stanowitby 1861/1281 = 1,45

Kolejnym zadaniem, ktérego podjeta sie Autorka byto poréwnanie zawartosci i profili
saponin w korzeniach roslin mydlnicy z réznych lokalizacji. W wyniku tych analiz doszta Ona
do wniosku, ze zaréwno jakosciowa jak i iloéciowa zawartoé¢ poszczegdlnych zwigzkdw jest
bardzo zréinicowana i zalezy od wieku roslin, ale takie od trudnych do zdefiniowania
czynnikow srodowiskowych. Nie jest réwniez wykluczona istotna zmiennoéé genetyczna w



obrebie tego gatunku odzwierciedlajagca odmiennoéé osobnikdw zbieranych z réinych
lokalizacji. Jak Autorka stusznie wskazuje dyskutujgc uzyskane wyniki (str. 118), nie jest to
jednak zjawisko tatwe do oszacowania zwtaszcza w przypadku tradycyjnych roélin
leczniczych, a dotyczy ono réznych kategorii metabolitéw wtérnych.

W trzech kolejnych rozdziatach przedstawione zostaty wyniki badan réznych
aktywnosci biologicznych (wtasciwosci allelopatyczne, aktywnogé przeciwgrzybowa i
wiasciwosci hemolityczne) frakcji saponin z korzeni mydinicy. Rezultaty przeprowadzonych
doswiadczen byty ogdlnie rzecz biorac zblizone do uzyskiwanych wczesniej przez réinych
autorow dla zwiagzkéw pochodzacych z réznych gatunkéw roélin. Badana frakcja saponin
wykazywata dziatanie allelopatyczne wobec wybranych roslin testowych, przy czym reakcje
rzezuchy (Lepidium sativum) takie jak zahamowanie wzrostu korzeni oraz wzrostu pedow w
najwyzszym stopniu uzaleznione byly od stezenia uzytych zwigzkéw. Z drugiej strony,
jakkolwiek zaobserwowano pewng aktywno$é przeciwgrzybowg saponin, byta ona jednak
stosunkowo niewielka, zwtaszcza w stosunku do Fusarium culmorum. Z kolei ich aktywnos¢
hemolityczna byta nieco wyisza od uzyskanej z uzyciem komercyjnego preparatu firmy
Merck.

Recenzowana rozprawa zakoriczona jest rozdziatem Podsumowanie i wnioski.
Doktorantka w 12 punktach podsumowuje uzyskane wyniki.

Streszczenie (w jgzyku polskim i angielskim) w zwiezly i precyzyjny sposob omawia
przedmiot i najwazniejsze wyniki pracy.

Bibliografia cytowana w rozprawie doktorskiej obejmuje 261 pozycji. Na uwage
zastuguje fakt cytowania takie artykutéw opublikowanych kilkadziesigt lat temu
przynoszacych istotne informacje dotyczace profili, struktur i wtaéciwoéci saponin z bardzo
réznorodnych gatunkéw roélin.

Koriczac recenzje rozprawy doktorskiej chciatbym podkreglié starannoéé wykonania
prac eksperymentalnych, zréznicowana metodyke badawcza zastosowang przez Doktorantke
oraz nalezytg ostroznos¢ w formutowaniu wnioskéw. Jednoczeénie stwierdzam, ze wszystkie
moje krytyczne uwagi zawarte w recenzji maja raczej charakter techniczny, mogg postuzy¢
Autorce podczas przygotowywania publikacji uzyskanych wynikéw i nie majg one wptywu na
pozytywna ocene przedstawionej rozprawy.

3. Whniosek koricowy

Po zapoznaniu sig z przedstawiong mi rozprawa doktorska stwierdzam, ze jest ona
interesujgcym  doniesieniem dotyczacym waznego zagadnienia analizy strukturalnej i
oznaczania ilosciowego saponin oraz efektywnodci ich wykorzystania w réznych
zastosowaniach praktycznych. Jest ona takze wainym przyczynkiem wskazujgcym mozliwosé
upraw alternatywnych roslin do zastosowan niezywnosciowych. Wszystkie cele wykonanej
pracy zostaty pomysinie zrealizowane. Poniewaz moim zdaniem praca spetnia wymagania
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.) zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu
Uprawy, Nawozenia i Gleboznawstwa PIB w Putawach o dopuszczenie pani mgr Barbary
Moniuszko-Szajwaj do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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