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pracy doktorskiej mgr Marty Kuli
pt ,,Badania skladu chemicznego z ocena aktywnosci biologicznej niektérych gatunkéw
zrodzaju Rubus i Lonicera”

przedstawiona Radzie Wydziatu Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

Pragng na wstepie podzieckowaé Radzie Wydzialu Farmaceutycznego Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego za powierzenie mi zaszczytu recenzowania pracy doktorskiej mgr
Marty Kuli pt: ,,Badania skladu chemicznego z oceng aktywno$ci biologicznej niektérych
gatunkéw z rodzaju Rubus i Lonicera” wykonanej w Katedrze 1 Zaktadzie Farmakognozji
pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Mirostawy Krauze-Baranowskiej.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska obejmuje badania nad kompozycja
chemiczng 1 wladciwodciami biologicznymi oraz farmakologicznymi surowcéw medycyny
tradycyjnej stosowahych w przezigbieniu - owocdéw 1 peddw otrzymywanych z dwédch
gatunkoéw z rodzaju Rubus - Rubus idaeus (malina wlasciwa) 1 Rubus occidentalis (malina
czarna) (Rosaceae) oraz owocdéw i kwiatow z gatunku Lonicera caerulea var. edulis
(wiciokrzew siny) (Caprifoliaceae).

W ostatnich latach, szczegdlnie owoce maliny sg przedmiotem wielu prac naukowych,
potwierdzajacych ich cenne dla zdrowia wlasciwosci antyoksydacyjne oraz przeciwzapalne i
przeciwdrobnoustrojowe. Ponadto przeprowadzone w Katedrze 1 Zaktadzie Farmakognozji
Wydziatu Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, badania nad pedami
malin dostarczyty warto$ciowych danych uzasadniajacych ich tradycyjne zastosowanie we
wschodnich rejonach Polski oraz Litwy 1 Biatorusi.

Przedstawiona do oceny praca doktorska rozszerza wiedze o zwiazkach czynnych
surowcow leczniczych, pozyskiwanych z niektdrych odmian uprawowych maliny wtasciwej 1
maliny zachodniej oraz wnosi nowe cenne informacje o sktadzie chemicznym owocoéw i
kwiatow odmian krajowych wiciokrzewu sinego.

Przeprowadzone przez Doktorantke eksperymenty obejmowaty analize fitochemiczng
zebranego materialu roslinnego oraz badania aktywnodci biologicznej i farmakologicznej

otrzymanych z niego ekstraktéw roslinnych.
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W ramach rozprawy dla celow badan fitochemicznyvch - jakosciowych i ilosciowych
Doktorantka opracowata szereg systeméw chromatograficznych, w tym systeméw
dwuwymiarowej chromatografii cieczowej (2D LC) z uzyciem technik comprehensive 1
heart-cutting off-line/on-line, w sprzezeniu z detektorami MS (ESI-MS, APCI-MS, DUIS)
oraz DAD. Badania z zakresu systeméw 2D LC stanowig o wysokiej wartodci pracy 1 sg
znaczgcym elementem jej nowoscl.

Opracowanymi metodami LC (zaréwno 1D jak i 2D LC) Doktorantka analizowata w
toku prac szereg grup metabolitéw wtdrnych obecnych w powyzszych matrycach rodlinnych
w tym:

- zespolow zwigzkéw czynnych z pedéw maliny wiasciwej, stanowigcych
elagotaniny, pochodne kwasu elagowego, kwasu metyloelagowego, fenolokwasy, flawonoidy
oraz

- zespotdw zwigzkoéw czynnych z kwiatéw wiciokrzewu sinego — fenolokwasow,
flawonoiddw, irydoiddéw

- zespotéw zwigzkéw czynnych z owocow wiciokrzewu — kwaséw fenolowych,
pochodnych mono- i*dimerycznych flawan-3-olu oraz flawonoidéw i antocyjanéw

-zespotéw zwigzkow czynnych z owocéw malin — flawonoidow, prostych fenoli,
flawan-3-oli.

Doktorantka w systemach 2D LC umiejetnie laczac fazy stacjonarne bedace
modyfikowanymi chemicznie zelami krzemionkowymi typu C-18 i zawierajagcymi reszty
pentafluorofenylowe generowata ortogonalnosé systeméw 2D LC. Réwnoczednie stosujac
rézne programy elucji gradientowej w obydwu wymiarach ('D i D) osiggneta w
opracowanych systemach wyzsze wartoéci parametru pojemnosci wzgledem pikéw (P).
Nalezy podkresli¢, ze niewatpliwym sukcesem Doktorantki jest rozpoznanie z uzyciem
opracowanego systemu 2D LC ,, heart-cutting” off-line/on-line sktadu chemicznego kwiatow
badanych krajowych odmian uprawowych wiciokrzewéw oraz kompozycji zwigzkow
czynnych z pedéw malin z uzyciem opracowanego systemu 2D LC ,,comprehensive”. Ta
cze$é rozprawy doktorskiej wymagata od Autorki bardzo dobrej znajomosci podstaw techniki
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, nie tylko w zakresie doboru parametréw separacji
- faz rtuchomych, profili elucji ale réwniez odpowiedniej selekcji kolumn
chromatograficznych. Do osiggnie¢ Doktorantki nalezy réwniez opracowanie warunkow
separacji 1D HPLC-DAD-ESUVAPCI-MS zwiazkéw irydoidowych w owocach 3 odmian
krajowych wiciokrzewu sinego. W oparciu o dane widm UV 1 MS doktorantka

zidentyfikowata w owocach L. coerulea m. in .loganine, kwas loganowy i swerozyd oraz
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ujawnita w obrebie badanych odmian kultywarowych réznice ilosciowe w zawartosci
poszczegblnych  irydoidow.  Uwzgledniajgc  dane literaturowe o  whasciwosciach
przeciwzapalnych identyfikowanych irydoidow (loganiny, kwasu loganowego), wskazala ze
moga one whaczaé sie w efekt przeciwzapalny owocow, obok zwigzkdw antocyjanowych

Przedstawiona  rozprawa jest  wartosciowym osiagnieciem w  zakresie
chemotaksonomii rodzaju Lonicera. Doktorantka walidujac opracowang metode 2D LC
Jheart-cutting” off-linelon-line wykazala wysoka zawarto$é zwiazkéw flawonoidowych w
kwiatach badanych odmian L. caerulea var. edulis, co wyréznia je sposrdd innych gatunkow z
rodzaju Lonicera. W owocach wiciokrzewow badanych odmian uprawowych wykazala
obecno$¢ szeregu polifenoli niezidentyfikowanych przez innych badaczy — pochodnych
flawan-3-olu (mono- i dimerycznych), w tym procyjanidyng B,, niektérych antocyjandéw
pochodnych peonidyny.

W oparciu o opracowany system 2D LC potwierdzita obecno$¢ bogatego zespotu
polifenoli w pedach malin, rozpoznajgc na tle dotychczasowych danych literaturowych, wiele
dodatkowych pochodnych z grupy elagotanin. Analizujac W cyklu wegetacyjnym metoda
HPLC zmiany proﬁli zwigzkéw czynnych w pedach maliny wiasciwe] pozyskanych z
warunkow naturalnych, wykazata ze najkorzystniejszym okresem zbioru pedéw maliny
whasciwe] jako surowca przeciwprzezigbieniowego jest okres wiosenny.

Doktorantka kontynuowata prowadzone wczesniej W Katedrze 1 Zakladzie
Farmakognozji badania nad skiadem chemicznym owocow maliny wiasciwej 1 maliny
zachodniej. W oparciu o przeprowadzone jakosciowe analizy metodg 1D HPLC-DAD-ESI-
MS i poréwnanie profili zwigzkdw czynnych, wskazata ze obecne w owocach malin pozostate
zwiazki polifenolowe (z wyjatkiem dominujacych antocyjanéw) z grupy flawonoidow i
prostych fenoli oraz elagotanin, poza sangwing H-6 nie maja wptywu na ujawnione wezesniej
r6znice w efektach biologicznych owocéw réznych odmian maliny wiasciwej.

Do interesujacych wynikéw rozprawy nalezy ocena wlasciwosci przeciwzapalnych
(model obrzeku indukowany karagening), przeciwbakteryjnych, oraz antyoksydacyjnych
(DPPH. test fosforomolibdenowy) owocow L caerulea var. edulis “Wojtek’. W oparciu 0
uzyskane wynili Doktorantka wykazala, ze w poréwnaniu do owocow maliny zachodniej,
owoce wiciokrzewu sinego charakteryzujg si¢ stabsza aktywno$cig przeciwzapalna,
antyoksydacyjng oraz przeciwdrobnoustrojows, natomiast silniejsza w pordéwnaniu do
owocOw maliny wiasciwej. Jest to przypuszczalnie zwigzane z obecnosdcia w wyzszym
stezeniu antocyjandéw pochodnych cyjanidyny, niektorych irydoidéw a brakiem elagotanin.

Badania zostaly wykonane we wspdtpracy z Zaktadem Farmakodynamiki Katedry
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Biofarmacji i Farmakodynamiki GUMed oraz Katedra Biologii i Botaniki Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

W kontekécie interesujgcych  wynikéw  wczeéniejszych  badafi  aktywnosci
przeciwbakteryjnej owocéw i pedéw maliny wiaSciwej oraz zachodniej Doktorantka
przeprowadzila ocene oddzialywan kombinacji ekstrakt roslinny- antybiotyk i wykazata, ze
obserwowane oddzialywania - synergizm, antagonizm lub addycja byly zalezne od typu
zastosowanego ekstraktu, antybiotyku oraz szczepu bakteryjnego - s to pierwsze dane o
interakcjach wyciggdw z malin (owoce, pedy) z antybiotykami.

Wartosciowa czescig pracy sg badania w zakresie aktywnosci biologicznej urolityn -
produktéw metabolizmu elagotanin i kwasu elagowego, zwiazkéw czynnych nie tylko
owocéw 1 pedéw malin ale réwniez innych produktéw zywnosciowych pochodzenia
roslinnego — owocdw granatu, orzechow, truskawek i innych. Aktywnos¢ biologiczna urolityn
jest obecnie przedmiotem wielu opublikowanych prac naukowych. Badania nad urolitynami
byly mozliwe dzieki wspétpracy jaka Doktorantka nawigzata z Katedrg i Zakladem Chemii
Organicznej GUMed, gdzie zwigzki te byty syntezowane. Przeprowadzone przez Doktorantke
badania obejmowaly ocene wiasciwosci przeciwbakteryjnych oraz cytotoksycznych wobec
kilku linii komérek nowotworéw piersi. Doktorantka we wspétpracy z Katedra i Zaktadem
Mikrobiologii Farmaceutycznej po raz pierwszy ocenita aktywno$é przeciwbakteryjng
urolityn A-C oraz metylourolityn A-B wobec wybranych szczepoéw bakterii Gram-dodatnich i
Gram-ujemnych, stwierdzajac, ze whasciwosci przeciwbakteryjne urolityn, z wyjatkiem
urolityny C, sg slabsze od wiasciwosci przeciwbakteryjnych ich prekursoréw - sangwiny H-6
i kwasu elagowego. Natomiast aktywno$é cytotoksyczna urolityn A i C wobec linii komorek
nowotworéw piersi byla silniejsza od zwiazkéw wyjéciowych sangwiny H-6 1 kwasu
elagowego.

Praca od strony edytorskiej nie wzbudza zastrzezen. Podzial poszczegdlnych czgscl
stanowiacych konstrukcje dysertacji jest czytelny i tworzg je: cze$¢ teoretyczna, cel pracy,
cze$é dodwiadczalna, wyniki, omowienie wynikéw badaf wiasnych, wyniki 1 wnioski. W
obszernej czedci teoretycznej liczacej 52 strony Doktorantka przedstawita charakterystyke
botaniczng i fitochemiczng gatunkdw Rubus idaeus 1 Rubus occidentalis, oraz charakterystyke
surowcow z gatunku Lonicera coerulea. Ponadto omoéwila aktualny stan wiedzy o
bioaktywnych metabolitach elagotanin na tle ich biodostgpnodei i wiasciwosci biologicznych.
Ta czgé¢ pracy, obok obszernego rozdzialu poswigconego omoéwieniu dwuwymiarowe]

chromatografii cieczowej, stanowi poparty licznymi pozycjami cytowanej literatury, wstep



do wiasciwie zaplanowanych i zrealizowanych eksperymentéw. Ich wyniki Doktorantka

przedstawita w 35 tabelach i na 51 rycinach.

Zalozone przez Doktorantke cele pracy zostaly zrealizowane a wyniki wiekszosci
badan opublikowane na tamach czasopism: Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis (2 publikacje), Journal of Food Composition and Analysis (1), Academia Joumnal of
Medicinal Plants (1), Nutrition and Cancer (1) oraz Postepéw Fitoterapii (2) o tacznej

wartosci Impact Factor 11,359.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca jest przedsiewzieciem o znacznym
stopniu trudnosci, wymagajacg od Doktorantki wszechstronnych umiejetnosei w tym przede
wszystkim sprawnosci w zakresie analizy fitochemicznej w tym analizy chromatograficzne;.
Zakres przeprowadzonych badan dowodzi duzej pracowitosci, konsekwencji, umiejetnosci

planowania prac badawczych.

Przedstawiona dysertacja wnosi nowe informacje o sktadzie chemicznym i aktywnosci
biologicznej badanych surowcdw. Rozprawa doktorska spetnia kryteria art.13 ust. 1. Ustawy z
dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym [Dz. U. Nr 65 p0z.595 z
poézn. zm.] co upowaznia mnie do wystapienia z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydziatu o

dopuszczenie mgr Marty Kuli do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Recenzent pracy doktorskiej prof., dr. habil. Valdimaras Janulis,
Kierownik Katedry Farmakognozji Wydziatu Farmaceutycznego

Litewskiego Uniwersytetu Nauk Zdrowia

Kaunas (Lithuania), 8. 03. 2017



