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CEL PRACY, dotyczyl analizy jakosciowej i ilosciowej C-glikozydéw flawonowych i saponin
steroidowych Foenugraeci semen pochodzenia krajowego, a takze oceny aktywnosci
biologicznej surowca i wystepujacych w nim metabolitéw wtdrnych. Dodatkowo postawiono
cele czgstkowe umozliwiajace realizacje celu gtéwnego. Byty to:

e optymalizacja warunkéw ekstrakeji C-glikozydéw flawonowych z nasienia kozieradki,

e opracowanie metod analizy jakosciowej i ilosciowej C-glikozydéw flawonowych z
uzyciem jedno- i dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) w
sprzgzeniu z detektorem z matrycg diodows (DAD) oraz spektrometrem mas (MS),

e przeprowadzenie analizy izoflawonéw metoda HPLC-DAD,

e opracowanie metod analizy zespotu saponin steroidowych z uzyciem réznych technik
chromatograficznych (TLC, HPLC-ELSD, HPLC-MS),

e ocena aktywnosci przeciwnowotworowej i przeciwdrobnoustrojowej wyciggow, frakcji i

pojedynczych zwigzkdéw czynnych z Foenugraeci semen.

W CZESCI TEORETYCZNEJ pracy, liczacej 54 strony, znajduje si¢ przeglad stanu wiedzy
dotyczacego badanych przez Autorke zagadnien. Czeéé ta sklada sie z czterech rozdzialéw
podzielonych na podrozdziaty. Trzy pierwsze rozdzialy dotycza kolejno: charakterystyki
botanicznej, sktadu chemicznego i aktywnosci biologicznej nasion Trigonella foenum-graceum
L. Czgs¢ czwarta omawia stan badan zwigzkéw flawonoidowych za pomoca dwuwymiarowe;

chromatografii cieczowej w wersji heart-cutting (LC-LC) oraz comprehensive (LCxLC).

CZESC EKSPERYMENTALNA podzielona jest na cze$é A dotyczacg badan fitochemicznych
(rozpuszcezalniki i odczynniki, zwigzki wzorcowe, aparatura i sprzet, pochodzenie i ekstrakcja
materiatu roslinnego, analiza chromatograficzna) oraz cze§¢é B dotyczaca badan aktywnosci

biologicznej (cytotoksycznej i przeciwdrobnoustrojowe;).

CZESC 11, CZYLI BADANIA WLASNE zajmujg az 145 stron, z czego gléwna cze$é A, podzielona
na podrozdzialy, dotyczy oméwienia wynikow analizy fitochemicznej. Cze§é B to omodwienie

wynikow badan aktywnosci biologicznej.
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Uzyskane rezultaty zostaly podsumowane w rozdziale WYNIKI I WNIOSKI w postaci 10
wnioskéw gtéwnych, z ktérych dwa rozwinicto formutujac dodatkowo 9 wnioskéw

szczegolowych.

MERYTORYCZNA OCENA PRACY

Kozieradka pospolita Trigonella foenum-graecum L. (Fabaceae) wystepuje w stanie naturalnym
na terenie Azji i basenu Morza Srédziemnego. Opisana w hinduskiej Ayurwedzie pod nazwg
methi, kozieradka pospolita od wiekow stosowana jest w medycynie azjatyckiej. Jest rowniez
popularnym surowcem leczniczym w krajach europejskich. Foenugraeci semen posiada
monografi¢ w Farmakopei Polskiej X oraz w Farmakopei Europejskiej. Stosowany jest
wewngtrznie jako srodek odzywczy, wspomagajacy tfawienie 1 leczniczy w schorzeniach
przewodu pokarmowego, chorobie wrzodowej zotadka, stanach zapalnych oraz pomocniczo w
terapii cukrzycy; zewnetrznie za$ surowiec stosowany jest w postaci kataplazméw na trudno
gojgce sie rany oraz stany zapalne skory i tkanki podskornej. Nasienie kozieradki jest
sktadnikiem coraz wigkszej liczby suplementéw diety stosowanych jako pomocnicze w terapii
cukrzycy, tradziku oraz jako wzmacniajace organizm.

Aktywnos¢ biologiczna Foenugraeci semen m.in. przeciwzapalna, przeciwcukrzycowa,
przeciwdrobnoustrojowa oraz przeciwnowotworowa zwigzana jest z obecnoscig C-glikozydow
flawonowych i saponin steroidowych, ktére, obok polisacharydow, sa dominujgcymi
metabolitami wtérnymi. '

Dotychczasowe badania dotyczyly wylacznie surowca pochodzenia azjatyckiego i
afrykanskiego. Wobec wzrastajacej popularnosci nasion kozieradki, bardzo celowe wydaje sie
podjecie badan nad sktadem chemicznym i aktywnoscig biologiczng tego surowca pochodzenia
krajowego. Nasiona kozieradki otrzymano od trzech polskich firm zielarskich. Dla celéw analizy

poréwnawcze]j postuzyly nasiona kozieradki pochodzenia azjatyckiego i afrykanskiego.
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Teoretyczna czes¢ pracy napisana jest w sposob obszerny i z duzym znawstwem. Jak
wspomniano weczesniej, obejmuje aktualny stan wiedzy na temat skladu chemicznego i
aktywnosci biologicznej nasion kozieradki pospolitej oraz wykorzystania dwuwymiarowej
wysokosprawne] chromatografii cieczowej w analizie zwigzkow flawonoidowych. Szczegdlnie
duzo uwagi poswigcono przegladowi literaturowych doniesieri na temat sktadu i zawartosci
poszczegdlnych metabolitow wtornych w nasionach kozieradki uwzgledniajac metody ich
analizy. Dodatkowo przestudiowano doniesienia na temat aktywnosci przeciwcukrzycowej,
hipolipidemicznej, neurologicznej, antyoksydacyjnej, przeciwzapalnej, immunomodulajacej,
przeciwbélowej,  przeciwdrobnoustrojowej,  hormonalnej,  przeciw-nowotworowej i
cytotoksycznej. Omoéwiono takze wykorzystanie przetwordw z Foenugraeci semen w leczeniu
schorzen przewodu pokarmowego. Ostatni rozdzial czesci teoretycznej dotyczy analizy
zwigzkéw flawonoidowych za pomocg dwuwymiarowej wysokosprawnej chromatografii
cieczowej. Omoéwiono dwie podstawowe techniki heart-cutting (LC-LC) oraz comprehensive
(LCXLC) w trybie pracy off-line i on-line. W technice heart-cutting jedynie cze$é
nierozdzielonych sktadnikéw analizowanej mieszaniny, w formie poszczegdlnych frakcji z
rozdzielenia w pierwszym wymiarze, jest przenoszona na kolumne drugiego wymiaru.
Natomiast technika comprehensive obejmuje analiz¢ wszystkich sktadnikéw badanej probki w
dwoch wymiarach. Przedyskutowano wady i zalety poszczegdlnych wersji, jak tez wymagania
aparaturowe 1 mozliwe do zastosowania fazy ruchome i stacjonarne. Podano bardzo liczne
przykiady literaturowe. Mysle, ze dla poréwnania ogromnej liczby wariantow analitycznych
korzystne bytoby umieszczenie ich w tabeli. Z drugiej strony zdaje sobie sprawe, ze tabela

ogranicza mozliwosci wnikliwej dyskusji i przedstawienia szczegotow.

W czesci III (badania wlasne) zaprezentowano wyniki analizy fitochemicznej Foenugraeci
semen oraz jego skfadnikow. Do badan przeznaczono nasiona kozieradki pochodzenia krajowego
od trzech producentow - firm zielarskich Lewandowski, Flos i Kawon. Nasiona krajowe
poréwnano z nasionami kozieradki pochodzenia azjatyckiego i afrykanskiego. W rezultacie
przeprowadzonej analizy fitochemicznej opracowano, zoptymalizowano i zwalidowano szereg
metod chromatograficznych a takze wybrano najlepsze procedury ekstrakcji badanych zwiazkéw

czynnych z surowca.
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Ponadto przedstawiono wyniki badan aktywnosci przeciwnowotworowej i

przeciwdrobnoustrojowej surowca oraz zawartych w nim zwiazkéw czynnych.

Postawione przez Autorke cele pracy zostaly w pelni zrealizowane:

1. Zoptymalizowano warunki ekstrakcji C-glikozydéw flawonowych z nasienia kozieradki.
Wykazano, ze sposrdd zastosowanych metod ekstrakeji (ekstrakeja w klasycznym aparacie
Soxhleta, ekstrakcja w automatycznym aparacie Soxhleta, maceracja, ekstrakcja z uzyciem
mieszadla magnetycznego, sonikacja, ekstrakcja wspomagana mikrofalami, przyspieszona
ekstrakcja rozpuszczalnikiem) najbardziej wydajnym byto wytrawianie z uzyciem mieszadla

magnetycznego, stosujgc 70% metanol jako ekstrahent (2 x 3 h, 2 x 100ml, temp. 60°C).

2. Opracowano metody analizy jako$ciowej i ilos$ciowej C-glikozydéw flawonowych z
uzyciem jedno- i dwuwymiarowe] wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) w

sprzezeniu z detektorem z matrycg diodowa (DAD) oraz spektrometrem mas (MS).

3. Opracowano metode jednowymiarowej (1D) analizy jakosciowej HPLC C-glikozydow
flawonowych oraz izoflawondow. Zoptymalizowano parametry rozdzielenia wybierajac jako
optymalng kolumng Kinetex C-18 oraz elucje gradientowg o ztozonym profilu gradientu.
Uzyskano rozdzielenie mieszaniny 7 wzorcowych C-glikozyloflawondéw, 5 wzorcowych
izoflawonéw oraz 15 C-glikozyloflawonéw, stanowigcych zwigzki czynne wyciagu
metanolowego z Foenugraeci semen. Wykazano brak izoflawondéw w surowcu krajowym.

Metoda 1D nie umozliwita pelnego rozdzielenia zwiazkoéw flawonoidowych wystepujacych

W wyciagu.

4. Wobec niedoskonalosci systemu 1D LC, opracowano systemy 2D LC w technice
comprehensive (LCxLC) oraz heart-cutting (L.C-1.C) zarowno w trybie off-line jak i on-line,
ktore umozliwily rozdzielenie i identyfikacje zwigzkoéw flawonoidowych, obecnych w
wyciggu metanolowym z Foenugraeci semen.

System comprehensive (LCxLC) umozliwil separacje 17 z 20 C-glikozyloflawondw.

Rozdzielenia w 1D prowadzono na kolumnie Sphinx C-18-Phenyl z uzyciem elucji

mR
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izokratycznej, a nastgpnie liniowego gradientu, natomiast w 2D na kolumnie Discovery HS
C-18 z uzyciem skokowej elucji gradientowej. Natomiast zastosowanie systemu LC-LC off-
line pozwolilo na catkowite rozdzielenie C-glikozyloflawonéw nasion kozieradki.
Rozdzielenia w 1D prowadzono podobnie jak w systemie LCXLC na kolumnie Sphinx C-
18-Phenyl z uzyciem elucji izokratycznej, a nastepnie liniowego gradientu, natomiast w 2D
C-glikozyloflawony obecne w 9 frakcjach otrzymanych z 1D rozdzielano na kolumnie
Kinetex C-18 w eksperymentalnie dobranych dla kazdej frakcji warunkach elucji
izokratycznej i stosujaé fazy ruchome o roznych stezeniach mieszaniny ACN:woda:TFA

(50:50:0,1 v/v/v) w 0,1% TFA (20%, 23%, 30%, 32%, 35%, 45%, 50%).

Opracowane metody analizy 1D LC oraz 2D LC z wykorzystaniem detektoré6w DAD oraz
MS pozwolity na identyfikacje w nasieniu kozieradki 17 C-glikozyloflawonow tj.:
witeksyny, izowiteksyny, orientyny; izoorientyny, wiceniny-1, wiceniny-2, wiceniny-3,
szaftozydu 1 izoszaftozydu, di-C-(6/8)-heksozylo-pentozydu apigeniny, di-C-(6/8)-
pentozydéw apigeniny, mono-C-glikozydu apigeniny, estréw p-kumarowych witeksyny i
izowiteksyny oraz estrow p-kumarowych orientyny i izoorientyny. Obecnosé wiceniny-3
oraz izoszaftozydu, a takze grupy pigciu di-C-pentozyddw apigeniny ujawniono w surowcu
po raz pierwszy. Te ostatnie stanowig az 16% zespotu C-glikozydéw flawonowych.

Nalezy podkresli¢, ze opracowane metody 2D LC mogg by¢ przydatne w analizie sktadu
chemicznego nasion kozieradki réznego pochodzenia oraz w identyfikacji C-

glikozyloflawonow w innych matrycach ro$linnych.

W celu analizy ilosciowej C-glikozyloflawonéw opracowano zwalidowang metode LC-LC
on-line, stanowigca modyfikacje opracowanej metody LC-LC offline. Rozdzielenia w 1D
prowadzono w zoptymalizowanych warunkach elucji gradientowej na kolumnie Kinetex C-
18. Natomiast separacje nierozdzielonego zespotu zwigzkéw flawonowych z 1D uzyskano w
2D réwniez na kolumnie Kinetex C-18 o tej samej dlugosci i wielkosci ziarna ale wigksze;j
srednicy w warunkach elucji izokratycznej przy stezeniu 23% mieszaniny ACN:woda:TFA
(50:50:0,1 vA/v) w 0,1% TFA. Oznaczona zawarto$¢ C-glikozyloflawondéw wynosita 14,409
+ 0,26 mg/g surowca. Zwiazkami obecnymi w nasionach kozieradki w najwyzszym stezeniu

byly: izowiteksyna (2,508 + 0,50 mg/g), wicenina-1 (1,912 £+ 0,15 mg/g) 1 w‘i‘teksyna.
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(1,782+ 0,09 mg/g). Natomiast w mniejszych ilosciach wystepowaly: izoorientyna (1,307 =
0,61 mg/g), izoszaftozyd (1,120 + 0,46 mg/g) i orientyna (0,994 + 0,40 mg/g).

6. Analiza LC-DAD-ESI-MS wykazala rdznice jakosciowe w zespolach C-glikozydow
flawonowych w surowcu krajowym w poréwnaniu do surowcéw pochodzenia afrykanskiego
(Algieria) i azjatyckiego (Turcja), w ktérych ujawniono obecno$¢ 4 dodatkowych zwigzkow
flawonowych, prawdopodobnie dwéch di-C-(6/8)-heksozyddw apigeniny oraz dwéch di-C-
(6/8)-heksozylo-pentozydow apigeniny.

7. Opracowano warunki analizy zespotu saponin steroidowych w nasionach kozieradki t.j.:

e zoptymalizowano procedury ekstrakcji i hydrolizy kwasowej sapogeniny — diosgeniny,

¢ zoptymalizowano parametry separacji TLC (plytki HPTLC Si60 F»ss, faza ruchoma
heptan:octan etylu (7:3, w»), derywatyzacja r-rem aldehydu anyzowego o
zmodyfikowanym skladzie),

e oznaczono densytometrycznie diosgenine w komercyjnych krajowych surowcach
(metode zwalidowano),

e zoptymalizowano warunki rozdzielenia saponin steroidowych metoda HPLC w
sprzezeniu z detektorami ELSD i MS. Po raz pierwszy w separacji saponin steroidowych
z nasienia kozieradki zastosowano dwie potgczone szeregowo kolumny Discovery C-18 i
elucje gradientowa,

¢ na podstawie analizy HPLC-ELSD-ESI-MS zidentyfikowano 26 saponin furostanowych,
sposrod ktorych 24 to wezesniej identyfikowane w Foenugraeci semen zwiazki
saponinowe. Dominujagcymi okazaty si¢: protodioscyna oraz trigoneozyd Vb. Natomiast
w nizszych stezeniach obecne sg: trigoneozyd IVa i jego 25R-epimer — glikozyd F,
trigoneozyd Va i protoneodioscyna,

® oznaczono zawartos¢ saponin steroidowych w surowcu krajowym metodg HPLC-ELSD.
Wyniosla ona 0,14% i byta zblizona do zawartosci tych zwigzkéw w surowcu
pochodzenia afrykanskiego i azjatyckiego (0,20%). Wykazano, ze w badanym surowcu
dominujg pochodne diosgeniny i jamogeniny, z ktdrych w wyniku hydrolizy kwasowej

uwalniana jest diosgenina. Zawarto$¢ saponin steroidowych oznaczona opracowang




recenzja pracy doktorskiej mgr Barbary Krdl-Kogus

metodg HPLC-ELSD byta zblizona do zawartosci diosgeniny oznaczonej w warunkach
zwalidowanej metody TLC.
Nie wykazano istotnych réznic w zespole saponin steroidowych surowca krajowego w

poréwnaniu do surowca pochodzenia azjatyckiego i afrykanskiego.

8. Przeprowadzono ocene aktywnosci biologicznej (cytotoksycznej oraz
przeciwdrobnoustrojowej) nasion kozieradki pochodzenia krajowego. Przebadano wyciagi
wodne, wodno-alkoholowe oraz frakcje wyciaggu metanolowego oraz wybrane zwigzki
czynne z grupy C-glikozyddéw flawonowych, sapogenin steroidowych oraz alkaloidow.

Za pomocg testu MTT i systemu RealTimeXCEL Ligence w czasie rzeczywistym wykazano,
ze najsilniejszg aktywnodcig cytotoksyczng wobec linii komérkowych: raka szyjki macicy
Hela, gruczolakoraka jajnika SKOV-3 oraz biataczki limfoblastycznej MOLT-4
charakteryzowala si¢, otrzymana z wyciggu metanolowego z nasion kozieradki, frakcja D.
Zwigzane jest to z wysoka zawartoscig C-glikozyloflawondéw i saponin steroidowych.
Wykazano, ze obserwowany efekt cytotoksyczny jest wynikiem indukeji apoptozy, wzrostu
aktywnosci kaspaz 3 i 7, zmian blonowego potencjatu mitochondrialnego oraz wzrostu
poziomu wolnych rodnikéw w komoérkach nowotworowych. Stabszg aktywnoscig
cytotoksyczng charakteryzowat si¢ wycigg 70% metanolu, natomiast najstabszg - wyciag
wodny. Po raz pierwszy ujawniono aktywnos$é cytotoksyczng jamogeniny oraz tigogeniny

wobec linii komérkowych Hel.a, SKOV-3 i MOLT-4 oraz diosgeniny wobec linii SKOV-3.

9. Potwierdzono aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa badanych wyciggdéw wobec Helicobacter
pylori oraz wykazano efekt bakteriobdjczy wybranych C-glikozydow flawonowych i
sapogenin steroidowych (najwyzszy dla witeksyny - MBC 0,03 mg/ml). Aktywnosé
bakteriobdjcza witeksyny wobec Helicobacter pylori ujawniono po raz pierwszy. Wykazano
tez dzialanie bakteriostatyczne sapogenin steroidowych - tigogeniny i sarsasapogeniny oraz

dzialanie bakteriobdjcze tigogeniny wobec Staphylococcus aureus.

Podsumowujgc nalezy stwierdzi¢, ze w rezultacie przeprowadzonych badan zbadano sktad
chemiczny surowca krajowego, przede wszystkim pod wzgledem C-glikozydow flawonowych i

saponin steroidowych. Opracowano wiele metod chromatograficznych, w tym metody 2D LC _
o-oo me
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wymagajgce bardzo dobrego przygotowania teoretycznego i doswiadezenia eksperymentalnego.

Dodatkowo mogg one by¢ przydatne w analizie sktadu chemicznego nasion kozieradki réznego

pochodzenia oraz w identyfikacji C-glikozyloflawonéw w innych matrycach roslinnych.

Przeprowadzono tez szeroko zakrojong ocene aktywnosci biologicznej. Na podstawie badan,

postawiono nastepujgca teze:

»UWwzgledniajgc wykazany w surowcu krajowym brak izoflawondéw oraz oznaczona niska

zawartos¢ diosgeniny, wydaje si¢, ze nasiona kozieradki pochodzenia krajowego moga stanowié

bardziej bezpieczny surowiec w poréwnaniu do tego pochodzenia azjatyckiego, w zakresie

potencjalnego wptywu na gospodarke¢ hormonalng i poziomy hormonéw plciowych.”

Z obowigzku recenzenta jestem zmuszona zglosi¢ nastepujace uwagi:

PYTANIA I KOMENTARZE

1.

Cze$¢ teoretyczna i doswiadczalna nie maja nadanych gléwnych numeréw t.j.
odpowiednio I i II, podczas gdy rozdzial ,,Badania wilasne” jest oznaczony cyfra III.
Stosowane sg one za to w tekscie rozprawy np. str. 118 ... wedhug procedury opisanej w
punkcie 11.6.1.1.1.”; ,,...fazy ruchome S13 i S14, odpowiednio, 11.4.2.2.1....” ,....fazy
ruchome G+I, I1.4.2.2.1....”. Cze$¢ eksperymentalna podzielona jest na dwie czesci A i B,
do ktérych to oznaczen na ogédt nie ma odniesiert w tekscie (patrz: wymienione powyzej
przyktady — powinno np. by¢ II.A.6.1.1.1.). Str. 185: w tekscie jest odniesienie do rozdz.
AIL6.3.1. W spisie tresci rozdzial jest oznaczony A.6.1.3, a powinno by¢ I1.A.6.1.3

W rozdziale III brakuje numeréw rozdzialow.

Str.8 i 82, tytul rozdziatlu 7 czesci eksperymentalnej A napisany jest inng czcionkg niz
tytuty analogicznych rozdzialéw.

Odnosniki literaturowe nie sa cytowane kolejno, czyli 1, 2, 3 itd. Pierwsza cytowana
pozycja ma numer 229, potem kolejno 368, 589.

Bledy w kolejnosci rycin i ich odno$nikéw w tekScie, np. str. 28 ryc. 11 jest wymieniona
przed ryc. 10; str. 136 ryc, 36 jest wymieniona bezposrednio po 32; str. 153 ryc. 44 jest
wymieniana przed 43. Brakuje odniesienia w tekscie dla ryc. 41142 i dla 65-67

Rozdz. 6. Bardzo skomplikowany system oznaczania réznych ekstraktow moze

prowadzi¢ do bledéw (i prowadzi), np. na str. 186 czytamy:
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»W tym celu otrzymano rézne wyciggi metanolowe z nasion nieoczyszczonych oraz
wstepnie oczyszczonych eterem naftowym (SPP) lub eterem naftowym i chloroformem
(SPCh - a powinno by¢ chyba SPPCh) ekstrahowanych metanolem pod chtodnicg zwrotng
(50 ml, 2h, 80°C) (otrzymujac wyciagi: E, SPPE2, SPChE2, odpowiednio — a powinno by¢
chyba SPPChE2) Iub wyczerpujaco w aparacie Soxhleta (wyciggi SPPE3 SPChE3,
SPPChE, odpowiednio - chyba nie jest odpowiednio do serii E2). ...uzyskujac odpowiednio
hydrolizaty: E-H SPPE2-H, SPChE2-H, SPPE3-H, SPChE3-H, SPPE3-H, SPPChE-H,
UMEI1-H, UME2-H, UME3-H.”

Str. 70. Ciecz elucyjna to faza ruchoma i tak powinna by¢ w catym tek$cie nazywana.

Str. 117, 193. W systemie (ukladzie) odwréconych (normalnych) faz to sformutowanie
zargonowe. Powinno by¢ w odwrdconym (normalnym) uktadzie faz.

Dlaczego do oznaczenie czasu retencji stosowano symbol tg a nie tg?

STR. 232 ,,...przeprowadzono pomiar poziomu reaktywnych form tlenu (reactive oxygen

species - ROS) (ryc. 72 1 73). Wykazano, ze pod wplywem inkubacji z badang frakcja D z

nasion 7. foenum-graecum komoérek HelLa i SKOV-3 wzrasta poziom welnych rodnikéw,

co Swiadczy o wystepowaniu stresu oksydacyjnego...” Reaktywne formy tlenu i wolne
rodniki to nie synonimy. ROS mogg by¢ wolnymi rodnikami ale tez mogg to byé np.

czasteczki ozonu czy H,O,.

NIESCISLOSCI I NIEJASNOSCI

1.

NS kW

Ryec. 3, str. 16. Nie podano co oznaczaja R1, R2. Rozne sposoby zapisu indeksu 11 2 na
ryc.3A iryc.3B.

Str. 17. ,,W toku dalszych badan analizowano...” Nie wiadomo jakich badan - wiasnych
czy, jak si¢ domyslam - literaturowych

Str. 24. ,,... glikozydy ujawnione w toku badan”. Czyich badan?

Str. 22. ,,...atom wegla C-22 charakter spiro”. Co to znaczy?

Str. 22. ,,...pochodne...réznigce si¢ przede wszystkim rodzajem”. Co to znaczy?

Str.41. Brakuje informacji na temat preparatu INDO1.

Str. 43 i 44, ,,... w modelu obrzeku lapy...”. Czyjej tapy?
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8. Str. 51. Jak to mozliwe, ze badany ekstrakt w st. 15 pg/ml hamowal proliferacje uzytych
linii komérkowych, a w st. 10 upg/ml powodowal catkowita eliminacje komorek
nowotworowych tych samych linii?

9. Str. 69. Brakuje opisu komory Chropa (gl. producenta).

10. Rozdz. II.A.4.1.4.1. Korzystne byloby podanie pelnych przepiséw odczynnikow
wywolujgcych.

11. Rozdz. I1.A.7.1.1.2. ,Badany wyciag (10 kropli)....” O jakim wyciggu mowa?

12. Rozdz. I1.A.7.3.1.1.3. Co to jest Migas device?

13. Rozdzial B 1.5, str. 94. Dlaczego ponownie przygotowano wyciagi (A-D) a nie
wykorzystano wezesniejszych ekstraktow?

14. Str. 95. ,Do 4 ml zawiesiny komorkowej dodano 0,4% roztwor blekitu tryptanu w
stosunku 1:1”. R-r bi¢kitu w czym, stos. 1:1 zawiesiny do r-ru?

15. Rozdz. B 1.9.1.2-4., str. 97, 98. Co znaczy 1x stezony bufor?

16. Rye. 24, 25. Brak prawidlowego opisu osi: chromatograméw i profili gradientu.

17. Str. 179., tab. 14. R dotyczy 2 plamek (pasm) a nie tylko pasma diosgeniny.

18. Str. 217. HPLC-LLD. Brak wyjasnienia skrotu. Czy chodzi o light diffusion detector?

19. Ryec. 72. Wykresy A-E: co oznaczajg kolory czerwony i niebieski? Wykres F: co to s3
komérki ROS?

BLEDY

1. Str. 56. Frakcja jest zageszczana. Powinno by¢ — zatezana.

2. Str. 46. Jest: Gramm(+) oraz Gramm(-). Powinno byé Gram(+) oraz Gram(-).

3. Str. 62. Jest: wyciag wodny z LDX. Powinno by¢ LXD.

4. Str. 69. Jest: Komora ACD 2. Powinno by¢ ADC 2. Podobny btad na str. 167 i 188.

5. Rozdz. I.LA.4.1.1. Str. 71, 72 (podebnie 7.1.1.1. czy 7.3.1.1.2, str. 168). Nazwy ptytek
TLC powinny by¢ ujednolicone np. Kieselgel/ Silicagel, RP-18/C-18. Producentem plytek
Adamant jest Macherey-Nagel, Niemcy (a nie Merck).

6. Ryec. 15 odnosi sie do tab. 7 a nie do tab. 5

7. Str. 115 Blad w numeracji orientyny (3 lub 47?).

8. Str. 120. ...na kolumnie Kinetex C-18 (100 mm x 4,6 mm x 2,6 pm)... (Ryec. 26). W
podpisie tej ryciny jest Kinetex C-18 (100 mm x 2,1 mm x 2,6 pum)

9. Str. 147. W tekscie jest odniesienie do ryc. 38-2; powinno by¢ do 38-4. (] - {:F B
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10. Str. 148. Frakcje "puste" (brak Cglikozydoéw flawonowych, to frakcje IV’ i X’ a nie V’ i X.
Powinno tu by¢ tez odniesienie do ryc. 39

11. Str. 149. Powinno by¢ sorpcji jest adsorpcji.

12. Str. 164. Jest:...w trybie jonéw ujemnych; powinno by¢: dodatnich.

Powyzsze uwagi oraz dodatkowo inne drobne usterki, jak literowki czy przejezyczenia, zostaly
naniesione w tekscie rozprawy i w ten sposob przekazane Doktorantce. Mam nadzieje, ze uwagi
te bedg przydatne w dalszej karierze naukowej Doktorantki, do ktorej ma niewatpliwie
predyspozycje. Musze tez podkresli¢, ze powyzsze uwagi nie wptywajg na warto$é pracy, ktdrej

eksperyment zostat swietnie zaplanowany i z sukcesem zrealizowany.

Praca jest bardzo estetyczna, na duzym poziomie edycyjnym. Sposob prezentacji, oméwienia i
dyskusji wynikow $§wiadczy o dojrzatosci naukowej. Autorka wykazata bardzo dobre teoretyczne
jak i praktyczne przygotowanie do realizacji podjetego przez nig zadania. Realizacja celu
postawionego przez Doktorantk¢ wymagata dobrze zaplanowanej i wykonanej pracy
eksperymentalnej, a opracowanie wynikéw systematycznosci, cierpliwosci oraz wiedzy. Wyniki
sa przedstawione logicznie, klarownie i szczegélowo. Wszystkie dokonania sa
dyskutowane/poréwnywane z doniesieniami literaturowymi. Badania cechujg sie oryginalnoscia,

nowatorstwem oraz moga mie¢ praktyczne zastosowanie.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska mgr Barbary Krol - Kogus
spelnia wymagania Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 r.
(Dz. U. z 2016 r. poz. 882, 1311), poniewaz zawiera oryginalne rozwigzania postawionego
problemu naukowego, wskazuje na posiadanie przez autora wymaganej wiedzy teoretycznej i
umiejetnosci jej praktycznego wykorzystania.

Dlatego tez wnosze¢ o dopuszczenie Pani mgr Barbary Krol - Kogus do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Bedac pod wrazeniem wysokiej wartosci merytorycznej przedstawionej

rozprawy doktorskiej wnioskuje tez o jej wyroznienie.

Dr hab. Irena Choma, prof. nadzw. UMCS
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