Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. farm. Dariusza Kruszki
pt.: ,,Zmiany metabolomu Arabidopsis thaliana i Hypericum perforatum w odpowiedzi na
oddziatywanie nanoczastek metali”, w zwigzku z powierzeniem obowigzkoéw recenzenta

przez Rade Naukows Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu

Rozprawa doktorska powstata w Zaktadzie Biologii Roslin i Nanotechnologii Instytutu
Genetyki Roslin PAN pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra Kachlickiego. Praca zostala
przygotowana w formie manuskryptu zalecanego dla prac promocyjnych i obejmuje 146 stron
wraz z suplementem, przedstawiona zostala w formie bardzo obszernej. Recenzent uznaje
niniejszg rozprawe jako bardzo dobrg, co wynika z zakresu problematyki realizowanej przez
Autora.

Rozprawa doktorska powstala w wyniku realizacji projektu OPUS 11
2016/21/B/NZ9/01980, pt. HyperNano - Badanie zmian metabolizmu wtérnego u Hypericum
perforatum pod wplywem nanoczasteczek poprzez zastosowanie zintegrowanego podejscia i
technologii 'omics', ktérego kierownikiem byl dr Franklin Gregory. Doktorant ponadto
opublikowat cz¢$¢ wynikow w dwoch publikacjach:

1) Kruszka D, Sawikowska A, Kamalabai Selvakesavan R, Krajewski P, Kachlicki P,
Franklin G. Silver nanoparticles affect phenolic and phytoalexin composition of
Arabidopsis thaliana. Sci Total Environ. 2020; 716, 135361. IF 7,963, 200 pkt.

2) Kruszka D, Kamalabai Selvakesavan R, Kachlicki P, Franklin G. Untargeted
metabolomics analysis reveals the elicitation of important secondary metabolites upon
treatment with various metal and metal oxide nanoparticles in Hypericum perforatum L.
cell suspension cultures. Ind Crops Prod. 2022; 178, 114561. IF 6,449, 200 pkt.

Rozprawe rozpoczyna Spis tresci. Nastgpnie Autor zamiescil Streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, jak rowniez Spis stosowanych skrétow, Spis tabel oraz Spis rysunkéw,
na lacznie 9 stronach. We Wstepie obejmujacym 19 stron Doktorant wprowadza w zagadnienia
zwigzane z realizacja rozprawy doktorskiej przedstawiajagc podstawowe zastosowania
nanoczastek w rolnictwie i biotechnologii, przechodzi nastgpnie do mozliwosci wykorzystania
metabolomiki jako narzg¢dzia badawczego poprzez opis stosowanych metod analitycznych,
zastosowanie metabolomiki roslin w biologii systemow oraz podejscia metabolomicznego w
fitotoksykologii. W kolejnej czesci Wstepu przechodzi do zmian metabolomicznych
powstajgcych w roslinach w wyniku oddziatywania z nanoczgstkami. Zagadnienie to rozwija
poprzez opis sygnalizacji komdrkowej i fitohormonéw, wplyw nanoczastek na metabolizm

pierwotny i wtorny roslin, koficzac na przedstawieniu nanoczastek jako elicytorow zwigzkow



farmaceutycznie czynnych. W ostatniej czesci Wstepu, Doktorant charakteryzuje wybrane
roslinne modele badawcze obejmujgce rzodkiewnik pospolity Arabidopsis thaliana L. i
dziurawiec zwyczajny Hypericum perforatum L. jako przyklad znanej rosliny leczniczej.
Wszystkie czesci Wstepu zostaty wzbogacone tabelami i rycinami, ta czes¢ wprowadzajgca w
zagadnienia poruszane w rozprawie wnosi do rozprawy caty szereg kluczowych informacji,
bardzo przydatnych w czytaniu rozprawy i umozliwia plynne przejscie do kolejnej czesci
obejmujgcej Cele badawcze. Rozprawa doktorska oparta jest na zatozeniu, ze nanoczastki
metali i ich tlenkéw mogg by¢ potencjalnymi elicytorami, ktére indukuja akumulacje
metabolitow wtérnych w tym fitoaleksyn. Gléwnym celem badan bylo okreslenie zmian
zachodzacych w metabolizmie pierwotnym i wtérnym roslin pod wplywem nanoczastek.
Ponadto Doktorant zatozyt wytypowanie nanoczastek i warunkéw ich stosowania
sprzyjajacych akumulacji metabolitéw wtérnych. Podjeto réwniez prébe zbadania mechanizmu
hormonalnego, ktéry posredniczy w dziataniu nanoczastek. W badaniach zalozono
wykorzystanie hodowli zawiesinowych dziurawca Hypericum perforatum oraz siewek
Arabidopsis thaliana w uktadach in vitro. Cele uwazam za bardzo ambitne, trudne do realizacji
ze wzgledu na olbrzymi zakres podjetych prac.

Rozdzial Materialy i metody zostat przedstawiony na 11 stronach. Doktorant wyréznit
tutaj kilka czgsci, poczgwszy od szerokiego przedstawienia materiatéw obejmujgcych materiaty
niezbedne do kultur komoérkowych, stosowane nanoczastki metali i tlenki metali az do
materialéw stosowanych w analizach metabolicznych. Nastgpnie opisuje metodyke dotyczaca
badania wplywu nanoczastek na zawiesing komorkowa Hypericum perforatum, obejmujaca
trzy doswiadczenia. Przechodzi od wplywu nanoczastek Ag na metabolizm Arabidopsis
thaliana, poprzez przygotowanie probek i ekstrakcje metabolitow wtérnych, niecelowane
analizy metabolomiczne z uzyciem wysokorozdzielczej spektrometrii mas, celowane analizy
obejmujace oznaczanie zawartosci kwasu abscysynowego (ABA), jasmonowego (JA), i
salicylowego (SA) i kamaleksyny az do przedstawienia metod statystycznych.

Rozdzial Wyniki Autor przedstawit na 57 stronach, obejmujacych takze tabele i ryciny.
Doktorant wyr6znit pie¢ czesci poczawszy od charakterystyki profilu metabolomicznego kultur
komoérkowych dziurawca Hypericum perforatum, jako ukladu odniesienia, poprzez
przedstawienie efektu fitotoksycznego stosowanych nanoczastek oraz wplywu nanoczastek
metali 1 ich tlenkéw na akumulacje metabolitow wtornych i molekul sygnalowych az do
szczegblowych badan dotyczacych profilu metabolitéw wtornych H. perforatum w obecnosci

nanoczastek srebra i zlota oraz rzodkiewnika Arabidopsis thaliana w odniesieniu do



nanoczgstek srebra. Wyr6znione bloki tematyczne $ciSle odpowiadajg zatozonym celom
rozprawy.

Pierwsza czg$¢ badan dotyczyta charakterystyki metabolomu dziurawca obejmujac
przygotowanie biblioteki, jako punktu odniesienia. Doktorant przedstawit dane dotyczace
analiz z zastosowaniem UPLC-HRMS/MS przeprowadzone dla ekstraktéw uzyskanych z
kultur komorkowych H. perforatum. Nastepnie bardzo szczegblowo przedstawil wyniki
identyfikacji réznych substancji, wprowadzajac jednoczesnie numeracje ulatwiajgcg dalsza
identyfikacje zwigzkéw. Wsrdd analizowanych substancji, w tym fragmentéw tych substancji
byly: kwasy hydroksycynamonowe i fenylopropanoidy (substancje 1-14), flawonoidy
(substancje 15-39), zwigzki benzoesowe i ich pochodne (substancje 40-55), benzofenony
(substancje 56-66), ksantony i ich pochodne (substancje 67-154), zwigzki antrachinonowe
(substancje 164-174), zwigzki triterpenowe (substancje 175-181), wséréd metabolitow
pierwotnych zwiazki azotowe (substancje 182-216) oraz cukry i kwasy organiczne (substancje
217-238). Czgs¢ ta jest ilustrowana strukturami wybranych substancji i widmami
fragmentacyjnymi, a wszystkie wykryte zwiazki zamieszczono w Tabeli S1.

Sposréd szeregu badanych metali i tlenk6w metali Doktorant wybrat nanoczastki srebra,
dla ktérych efekt fitotoksyczny widoczny byt po 24 godz. i nasilat si¢ po 48 i 72 godz. hodowli.
Ta czg¢s¢ wynikow opublikowana byta w publikacji Kruszka D, Kamalabai Selvakesavan R,
Kachlicki P, Franklin G. Untargeted metabolomics analysis reveals the elicitation of important
secondary metabolites upon treatment with various metal and metal oxide nanoparticles in
Hypericum perforatum L. cell suspension cultures. Ind Crops Prod. 2022; 178, 114561. IF
6,449, 200 pkt.

Bardzo ciekawa cze$¢ rozprawy poswiecona jest analizie wplywu nanoczastek na
akumulacje metabolitow w biomasie komoérkowej. Sposrod badanych metali i ich tlenkéw
Doktorant wskazal, ze nanoczastki srebra oraz ztota wykazujg istotne réznice w poréwnaniu z
kontrolg oraz nanoczgstkami innych metali dla antrachinonéw, benzofenonéw, ksantonow,
prenylowanych ksantonéw, zwigzkéw triterpenowych, kwasu jasmonowego, a z molekut
sygnalowych kwas jasmonowy. Doktorant zaobserwowal wystepowanie statystycznie
istotnych zwigzk6w w grupie ksantonow (88% zidentyfikowanych zwiazkow), ksantolignanéw
(81%), benzofenonow (80%), cukrow (86%), aminokwasow (84%) i kwasow organicznych
(83%). Z kolei najmniej statystycznie istotne zwiazki wystgpowaly w grupie pochodnych
kwasu cynamonowego (64 ) i w grupie pochodnych purynowych (65%). Wsréd metabolitéw
wtornych, Doktorant zaobserwowal wystgpowanie zmian w akumulacji pochodnych kwasu

benzoesowego, benzofenonéw, ksantonéw oraz ich prenylowanych pochodnych,



ksantolignanéw, ksantonoidéw, pochodnych kwasu cynamonowego, flawonoidéw,
antrachinonéw oraz triterpenéw pod wptywem réznych nanoczastek. W przypadku wplywu
nanoczastek na poziom metabolitéw pierwotnych, Doktorant wykazat wystepowanie istotnych
zmian w poziomie kwaséw organicznych wchodzacych w cykl kwasu cytrynowego pod
wplywem nanoczastek srebra Ag, ztota Au oraz miedzi Cu. Wykazal wystepowanie zmian w
akumulacji kwaséw organicznych, cukréw i polioli, kwaséw thuszczowych, aminokwasow,
peptydéw, zasad pirymidynowych, purynowych oraz witamin i niesklasyfikowanych
zwigzkow. Ta czg$¢ jest bogato ilustrowana, zawiera wykresy pudetkowe zmian w akumulacji
dla sumarycznego poziomu metabolitéw, mapy cieplne istotnych zmian wybranych zwigzkow
pomiedzy traktowaniem a kontrolg.

Doktorant podjat si¢ réwniez analizy metabolitéw wydzielanych do pozywki,
zidentyfikowat 47 metabolitow wtérnych i 38 metabolitéw pierwotnych, przy czym wszystkie
nanoczgstki prowadzily do istotnych zmian w wydzielanych do pozywki zwigzkach. Ponadto
zaobserwowal istotny wplyw nanoczastek srebra Ag i miedzi Cu na poziom pochodnych kwasu
benzoesowego, cynamonowego, ksantonéw, ksantonoidéw, jak réwniez zwiazkéw
purynowych.

Analiza endogennych fitohormonéw wykazala istotne obnizenie poziomu kwasu
abscysynowego w kulturach traktowanych nanoczastkami srebra, ztota i miedzi w poréwnaniu
z kontrolg wzrost stgzenia kwasu jasmonowego pod wptywem nanoczastek srebra i ztota. W
przypadku kwasu salicylowego istotny wzrost stezenia zwigzany byt z nanoczastkami palladu.

Nastepnie Doktorant wybral nanoczastki srebra i ziota do oceny ich wplywu na profil
metabolitéw wtérnych dziurawca H. perforatum, ustalajac, ze najkorzystniejsze stezenie
nanoczastek wynosi 25 mg mg-L™! z zakresu wyjéciowego 0-50 mg mg-L™'. Zaobserwowal, ze
nanoczgstki Ag i Au prowadzily do istotnych zmian poziomu dla 97 wspdlnych metabolitéw,
nanoczgstki srebra prowadzity do zmian poziomu 25 metabolitéw, a nanoczastki zlota dla 19
metabolitdw. Doktorant analizowal ponadto zmiany metabolitéw po 4, 12, 24 i 72 godz.
dziatania nanoczastkami Ag i Au przy ich stezeniu 25 mg-mL". Wyniki przedstawit w postaci
mapy cieplnej, wskazujac, ze nanoczastki srebra najsilniej indukowaly heksozyd kwasu
benzoesowego (po 4 godz. i 24 godz.), kemferol (po 12 godz.) oraz
trihydroksymetoksyprenylksanton I (po 72 godz.), natomiast nanoczastki ztota odpowiednio
trihydroksybenzofenon (po 4 godz.), dihydroksymetoksyksanton (po 12 godz.), hyperksanton
B (po 24 godz.) oraz pentahydroksyksanton (po 72 godz.). Z kolei nanoczgstki srebra obnizaty
w poréwnaniu z kontrolg poziom antronu emodyny (po 4 godz.), trihydroksymetoksyksantonu
I (po 12 godz.), O-heksozydu hyperksantonu D/E 1 (po 24 godz.) oraz O-heksozydu



chryzoobtuzyny (po 72 godz.), a nanoczgstki zlota obnizaly poziom C-heksozydu
trihydroksymetoksyksantonu I (po 4 godz.), trihydroksymetoksyprenylksantonu I (po 12
godz.), tetrahydroksybenzofenonu (po 24 godz.), jak réwniez kwasu p-kumarowego (po 72
godz.).

Ciekawg cze$¢ rozprawy stanowi analiza wplywu nanoczastek srebra i ztota na stezenia
kwasow salicylowego, jasmonowego i abscysynowego w kulturze komérkowej dziurawca H.
perforatum, szczeg6lnie w odniesieniu do nanoczastek srebra.

Doktorant ocenial rowniez wpltyw nanoczastek srebra na poziom metabolitow wtérnych
w roslinie modelowej jaka stanowi rzodkiewnik Arabidopsis thaliana. Wykazat wystepowanie
115 gléwnych zwigzkéw obejmujgcych glukozynolany, zwigzki indolowe, aminokwasy i
peptydy, pochodne kwasu benzoesowego, pochodne kwasu cynamonowego i kumaryny,
lignany jak réwniez flawonoidy. Sposréd 47 wierzchotkéw chromatograficznych, 46 bylo
istotnych ze wzgledu na czas, osiem wierzchotkéw chromatograficznych istotnie r6znito sie ze
wzgledu na wariant traktowania.

Wiyniki sg bogato ilustrowane, a Doktorant przedstawit uzyskane dane w suplementach.
Materiat zawarty w tej czesci jest bardzo obszerny i trudny do przedstawienia, natomiast
Doktorantowi udalo si¢ tego dokona¢ w sposdb nie zanudzajacy czytelnika. Rozdzial ten
oceniam bardzo wysoko.

Dyskusja zostala przedstawiona na 19 stronach, obejmujgc profil metabolomiczny
kultur komérkowych H. perforatum, wptyw nanoczastek metali i ich tlenkéw na kulture
komorkowa H. perforatum. Nastepnie odnosi si¢ do nanoczastek srebra Ag i zlota Au jako
efektywnych elicytorow i dyskutuje zalezno$¢ poziomu fitohormonéw w kulturze komérkowej
H. perforatum od nanoczgstek. Dyskusja konczy sie odniesieniem do indukcji akumulacji
fitoaleksyn u A. thaliana przez nanoczastki srebra. Doktorant odnosi swoje wyniki do
dostepnych danych, tg czesé rozprawy mozna uzna¢ za w pelni satysfakcjonujaca.

Najwazniejsze wyniki Doktorant przedstawit w dziewieciu punktach w rozdziale
Podsumowanie i wnioski (2 strony). Rozdzial ten opatrzony jest polstronicowym
streszczeniem rozprawy. Doktorant wykazal, Ze najbardziej toksyczne dla hodowli
komorkowych H. perforatum s3 nanoczastki srebra Ag i miedzi Cu a fitotoksycznosé
nanoczastek wplywa na metabolizm pierwotny i wtérny komorek H. perforatum. Stres
wywolany nanoczastkami aktywuje systemy obronne obejmujace dziatania antyoksydacyjne,
chelatujgce jony metali i wydzielanie fitoaleksyn. Wskazal na funkcjonowanie
konkurencyjnych szlakéw metabolomicznych zwigzanych z odmiennym profilem akumulacji

zwiazkow fenolowych indukowanych przez nanoczastki metali. Doktorant wykazal, ze



nanoczgstki srebra Ag i zlota Au sg bardzo efektywnymi elicytorami o odmiennym
mechanizmie dzialania, a odpowiedZ metabolomiczna na dziatanie nanoczastek jest
uwarunkowana przez stezenie elicytora i czas trwania eksperymentu. Nastepnie odnosi si¢ do
indukcji zmian w poziomie fitohormonéw odpowiedzialnych za reakcje roélin na stres
srodowiskowy oraz akumulacji w komorkach Arabidopsis thaliana metabolitéw wtérmych w
tym fitoaleksyny pod wptywem réznych form nanoczastek srebra Ag poprzez uwolnienie
jonéw Ag+. Bardzo ciekawy jest wniosek ostatni, w ktérym Doktorant odnosi si¢ do moznosci
wykorzystania zdolnos¢ stymulacji biosyntezy metabolitéw wtérnych w tym fitoaleksyn przez
nanoczgstki do produkeji w uktadach in vifro waznych z gospodarczego punktu widzenia
metabolitow wtdrnych. Wskazuje réwniez na mozliwos¢ zwiekszenia odpornosci roélin
uzytkowych na stres biotyczny lub abiotyczny. Wnioski s przedstawione bardzo obszernie.
Doktorant prawdopodobnie sugerowat si¢ podziatem wynikéw i wnioskéw dotyczacych dwéch
modeli ro$lin, mozna by jednak pokusi¢ si¢ o potgczenie wnioskéw np. dotyczacych zmiany
metabolizmu w odniesieniu do stresu.

Bibliografia obejmuje 208 pozycji (13 stron) pochodzacych gléwnie z ostatnich 10 lat.
Suplement przedstawiony na 16 stronach zawiera dwie tabele z metabolitami wtérnymi i
pierwotnymi wystgpujace w kulturach komérkowych Hypericum perforatum oraz metabolity
obecne w Arabidopsis thaliana.

Doktorant przy przygotowywaniu rozprawy nie ustrzeg! si¢ drobnych bledéw. Nalezy
tu wymieni¢ nieprawidlowa numeracje rozdziatow w Materiatach i metodach oraz Wynikach.
Tym nie mniej powyzsze uwagi nie umniejszajg wartosci przygotowanej przez mgr. farm.
Dariusza Kruszki rozprawy doktorskiej, wspominam o nich jedynie z obowigzku recenzenta.

Whiosek koncowy. Zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Roslin PAN
w Poznaniu o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i
ogrodnictwo mgr. farm. Dariuszowi Kruszce. Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. o - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.
z 2020 r. poz. 85 z pdzn. zm.).

Ze wzgledu na opracowanie bardzo szerokiej problematyki zwigzanej z charakterystyka
metabolomu dwoch roélin w warunkach stresu wywolanego podaniem nanoczastek metali i
tlenkow metali zgltaszam wniosek o wyréznienie rozprawy. Wyrdznienie uzasadniam
uzyskaniem bardzo warto§ciowych wynikoéw przy zastosowaniu poglebionych analiz, o czym
swiadczy ukazanie si¢ publikacji zawierajacych czes¢ wynikoéw powstatych w trakcie realizacji
rozprawy doktorskiej o lgcznej wartosci punktéw ministerialnych wynoszacej 400 i tacznym IF
wynoszacym 14,412, przy czym Doktorant jest pierwszym autorem:
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