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Recenzje przygotowatam w odpowiedzi na pismo Pana prof. dr. hab. Pawla Krajewskiego,
Dyrektora Instytutu Genetyki Roélin, PAN Poznan. Stwierdzam, Zze otrzymany zestaw
dokumentow jest kompletny i umozliwia oceng, czy rozprawa doktorska spelnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789).

Tematyka przedstawionej do recenzji pracy dotyczy Hypericum perforatum (ziele
dziurawca), ktory jest najbardziej znanym przedstawicielem Rodzaju Hypericum. Jest to roslina
zaliczana do rolin leczniczych stanowi takze dogodny model organizmu do badania
rozmnazania bezplciowego. Jeden z metabolitow wtornych, hiperycyna wystgpujaca w tej
roélinie nalezy do najintensywniej badanych zwigzkéw bioaktywnych, ze wzgledu na swoje
znaczenie farmaceutyczne jako wiodacej czasteczki lekow o réznych zastosowaniach
medycznych. Pomimo swojego znaczenia, wiedza na temat biosyntezy hiperycyny jest
niekompletna. szlak biosyntezy hiperycyny nie jest znany.

Badania, ktére zostaly przedstawione w rozprawie doktorskiej Pana mgr Matam Pradeep sa
interesujace i istotne z punktu widzenia badan podstawowych, poniewaz wpisuja si¢ w nurt

wyjasnienia szlaku biosyntezy hiperycyny, co jest istotne poniewaz umozliwilo by



zastosowanie inzynierii metabolicznej do zwigkszenia produkcji hiperycyny w przemysle
farmaceutycznym aby sprosta¢ stale rosngcemu zapotrzebowaniu. Ponadto opracowana
ilosciowa metoda jednoczesnego oznaczania hiperycyn i ich prekursorow w ekstraktach z
hodowli in vitro H. perforatum L. moze mie¢ znaczenie aplikacyjne w przemysle

farmaceutycznym do kontroli jakosci Hypericum

Ocena ukladu pracy doktorskiej i strony formalnej

Rozprawa doktorska pana Matama Pradeepa zostala przygotowana jako cykl dwoch prac

eksperymentalnych, opublikowanych w 2020 i 2022 roku. Artykuly wchodzace w sklad
rozprawy doktorskiej:
1. Matam Pradeep,. Piotr Kachlicki, Gregory Franklin (2020). Simultaneous
determination of naphtodianthrones, emodin, skyrin and new bisanthrones in

Hypericum perforatum L. in vitro shoot cultures. Industrial Crops and Products. 144:
112003.

2. Matam Pradeep, Gregory Franklin (2022). Understanding the hypericin biosynthesis
via reversible inhibition of dark gland development in Hypericum perforatum L.
Industrial Crops and Products 182: 114876.

Nalezy podkresli¢, ze prace zostaly opublikowane w renomowanym czasopismie z listy JCR
(Industrial Crops and Products) o wysokim wspélczynniku wplywu i duzej liczbie punktow
MEIN. Laczna wartos¢ wspolczynnika IF dla tych prac wyniosta okolo. 11, a laczna liczba
punktéw MEIN wyniosta 400.

Obie prace wchodzace w sklad rozprawy sg wspolautorskie, doktorant jest pierwszym autorem,
a ponadto, zgodnie z zamieszczonymi o$wiadczeniami mial duzy udzial w tworzeniu tych
publikacji. We wszystkich pracach Matam Pradeep projektowal , przeprowadzat eksperymenty,
analizowal wyniki i opracowal manuskrypt, co $wiadczy o bardzo duzym zaangazowaniu i
niezalezno$ci Autora. Publikacje wchodzace w sklad Rozprawy sa bardzo dobrze i starannie
przygotowane, zawieraja przejrzysta dokumentacj¢ graficzna, odpowiednio dobrang do

prezentacji okre$lonego rodzaju wynikéw, w tym dokumentacje fotograficzng.

Uklad rozprawy doktorskiej Pana mgr Matam Pradeep jest zgodny z normami przyjetymi dla
tego typu opracowan, a na podkreslenie zastuguje bardzo duza syntetycznos¢ i systematycznosé
wynikajgca z wlasciwie przyjetej koncepcji przygotowania rozprawy. Recenzowana rozprawa

doktorska sklada si¢ z nastepujacych rozdziatow: (I, 1I) Streszczenia w jezyku angielskim i



polskim, (III) Introduction (IV) Aim of the study, (V) Materials and methods, (VI) The
most important results and discussions, (VII) Conclusions, (VIII) Future Prospects (IX)

References. Doktorant dolaczy! takze publikacje wehodzgce w sklad rozprawy.

W rozdziale Introduction Autor ograniczyl si¢ tylko do podania najwazniejszych informacji,
krotko charakteryzowal hiperycyng, jej wilasciwosci farmakologiczne i miejsce jej
wystgpowania w nadziemnych czg$ciach roslin. Podkreslit waznos¢ wyjasnienia szlaku
metabolicznego  hiperycynay i okreslenia genéw zaangazowanych w biosynteze
poliketydow, w tym hiperycyny, co moze przelozy¢ si¢ na zwigkszenie jej produkcji w
roslinach  przez genetyczne doskonalenie roslin. Opisal metody ekstrakcji i detekcji

hiperycyny i pseudohiperycyny.

W rozdziale Aim of the study rozprawy doktorskiej Autor opisal raczej cele szczegolowe i
wynikajagce z nich zadania badawcze takie jak: Opracowanie metody réwnoczesnego
oznaczania hiperycyn i ich domniemanych prekursoow w H. perforatum, czy ustalenie korelacji
biosyntezy hiperycyny a potencjalnymi genami z nig zwigzanymi, brakuje natomiast jasno

sformutowanego celu gtéwnego prowadzonych badan.

Do osiaggnigcia postawionych celow szczegoélowych Doktorant wykorzystal szereg
nowoczesnych narzedzi badawczych oraz metod bardzo dobrze dobranych i zmodyfikowanych
na potrzeby prowadzonych badan, ktore zostaly szczegélowo opisane w dolgczonych
publikacjach , a ich podsumowanie znajduje si¢ w rozdziale Materials and methods. W
swojej pracy Doktorant postuguje si¢ szerokim zakresem technik badawczych poczawszy od
pracy z materialem ro$linnym (prowadzenie kultur in vifre), analiz mikroskopowych, metod
chromatograficznych (UPLC i jej modyfikacji; UPLC- PDA-FLR, QE-MS) poprzez metody

molekularne obejmujace analizg ekspresji genow i analizg statystyczna.

W kolejnym rozdziale The most important results and discussions Autor opisuje
najwazniejsze wyniki i ich dyskusje¢ w odniesieniu do poszezegdlnych publikacji. SzczegéInym
osiggnieciem Autora jest opracowanie warunkéw ekstrakeji i detekeji roznych zwigzkow
wystepujacych w ekstraktach kultur pedéw H. perforatum, dzigki czemu mozliwa byla
identyfikacja  naftodiantronéw:  hiperycyny,  protohiperycyny,  pseudohiperycyny,
protopseudohiperycyny, bisantronow gdzie poza skyrinem zidentyfikowano cztery nowe

bisantrony: oksyskyrin, iridoskyrin, rubrosskyrin i luteoskyrin i antronu (emodiny).

Doktorant uzyskal takze bardzo ciekawe wyniki, ktore moga si¢ przyczyni¢ do zrozumienia

szlaku biosyntezy hiperycyny w badaniach zdolnosci do hamowania i przywracania syntezy



hiperycyny poprzez oslabianie ciemnych gruczolow, ktére syntetyzuja/gromadza hiperycyne.
Jako czynnik hamujgcy synteze¢ hiperycyny w regenerowanych pedach z eksplantatow
korzeniowych dziurawca zwyczajnego (Hypericum perforatum L Doktorant uzyl glifosat,
organiczny zwigzek chemiczny z grupy fosfonianéw, hamujacy dziatanie bardzo waznego
dla rodlin enzymu syntazy S-enolopirogroniano-szikimowo-3-fosforanowej, ktory jest
kluczowym enzymem w szlaku metabolicznym kwasu szikimowego. Uzycie glifosatu
spowodowato. ze zaréwno liczba jak i wielko$¢ ciemnych gruczolow ulegly istotnemu
zmniejszeniu, a wyniki chromatografii pokazaly, ze zaréwno naftodiantrony jak i ich
domniemane prekursory, tj. emodyna i bisantrony, byly znaczaco odwracalnie hamowane,
natomiast poziom zwigzkow fenolowych i floroglucynoli pozostawal na nie zmienionym
poziomie. Takze poziom ekspresji syntaz poliketydowych (HpPKS2 i HpOKS) oraz fenolowe
oksydacyjne bialka sprzegajace (HpPOCP2, HpPOCP1 i HpPOCP3) ulegly obnizeniu w
obecnosci glifosatu i zwigkszeniu po wycofaniu glifosatu, co wskazuje na zwiazek migdzy tymi

genami a biosynteza hiperycyny.

Rozdziat  Conclusions podsumowuje wyniki przedstawione przez Doktoranta w
autoreferacie oraz w pracach oryginalnych. Autor zamiescil szes¢ syntetycznie
sformulowanych wnioskow. Wnioski sa krotkie logiczne i rzeczowe. Poza podsumowaniem
wynikow swoich prac badawczych Doktorant nakreslit przyszle cele badawcze, ktorych
realizacja pozwoli wyjasni¢ szlak biosyntezy hiperycyny i opisal je w rozdziale Future
Prospects. Dysertacje zamyka rozdzial References, ktory zawiera 53 pozycje literatury i
$wiadczy o dobrej znajomosci pismiennictwa i prawidlowym jej dobraniu do tematyki i celow

rozprawy.

Poszczegdlne elementy rozprawy zostaly ocenione merytorycznie przez kompetentnych
recenzentéw wspolpracujacych z wydawnictwem Industrial Crops and Products i udostgpnione

do szerokiej weryfikacji srodowiska naukowego

Zagadnienia do dyskusji

Analizujac przedstawiona do recenzji rozprawe doktorska nasunely mi si¢ zagadnienie do
dyskusji, prosze Doktoranta o przedstawienie swojej opinii na ponizsze tematy:

1. Aby zwickszy¢ skutecznos¢ dzialania glifosatu stosuje si¢ rozne modyfikacje jego

czgsteczki, moze on wystepowa¢ w postaci kwasu badz soli sodowej, potasowej,

izopropylowej czy soli trimetylosiarczanu. Czy zastosowanie takich modyfikacji



mogloby wplynaé na hamowanie i przywracanie syntezy hiperycyny w regenerowanych

pedach z eksplantatow korzeniowych (Hypericum perforatum L)?

2. Glifosat hamuje dzialanie bardzo waznego dla roslin enzymu syntazy 5-
enolopirogroniano-szikimowo-3-fosforanowa (EPSPS), kluczowego enzymu w szlaku
metabolicznym kwasu szikimowego, zwiazanego z biosynteza
aromatycznych aminokwasow. Czy znane sg inne inhibitory dzialajgce podobnie do

glifosatu?

Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana mgr Matam Pradeep

pt. ,.Development of new tools for understanding the process of hypericin biosynthesis in
Hypericum perforatum L~ spelnia warunki wymagane Ustawg z dnia 14.03.2003 roku o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595) z pozniejszymi zmianami z dnia
18.03.2011 (Dz. U. Nr 84, poz. 455), w zwigzku z art. 179 ust.1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
(Dz. U. poz 1669).

W zwigzku z powyzszym wnioskuje¢ do Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo IGR w

Poznaniu o dopuszczenie mgr Matam Pradeep do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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