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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Barbary Krél-Kogus
pt. ,Badania sktadu chemicznego i aktywnosci biologicznej

surowca krajowego Foenugraeci semen”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska z dziedziny nauk farmaceutycznych
zostata wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. n. farm. Mirostawy Krauze-
Baranowskiej, w Katedrze i Zaktadzie Farmakognozji z Ogrodem Roslin Leczniczych
na Wydziale Farmaceutycznym, Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego i byta czesciowo
finansowana z projektéw badawczych Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

(MN 0-0024/08) oraz Narodowego Centrum Nauki (NN405669140).
Znaczenie i cel podjetych badan

Zasadniczym celem rozprawy doktorskiej mgr Barbary Krdél-Kogus bytfa analiza sktadu
chemicznego surowca roslinnego Foenugraeci semen (Trigonella foenum-graecum L.,
Fabaceae), uprawianego w Polsce, poszerzona o ocene jego wybranych witasciwosci
biologicznych in vitro. Materiat roslinny stanowity wysuszone nasiona pochodzace od trzech
producentéw krajowych (Flos, Kawon, Lewandowski), ktérych sktad frakcji flawonoidowej

i saponinowej zostat poréwnany do odnosnych parametréw nasion kozieradki zebranych ze



Wroctaw, 20.04.2017 r.

stanu naturalnego w potudniowo-zachodniej Turcji (prowincja Antalya) i z uprawy w Algierii

(Laghouat, Département des Sciences Naturelles).

Kozieradka pospolita uprawiana jest szeroko w Azji, Europie, Afryce i Ameryce
Pétnocnej jako gatunek dostarczajgcy surowca spozywczego, leczniczego i jako roslina
pastewna. Dotychczas szczegdétowo przebadano sktad nasiona T. foenum-graecum
pochodzacych z upraw azjatyckich i afrykanskich, ktére s3 materiatem wyjsciowym
w produkcji suplementéw diety dostepnych na rynkach swiatowych, a takze z uprawy
doswiadczalnej na potudniu Francji. Brak jednak odpowiednich danych w odniesieniu

do surowca krajowego, co skfonito Doktorantke do podjecia planowanych badan.

Cel rozprawy doktorskiej mgr Barbara Krél-Kogus zrealizowata przez systematyczne
wykonanie prawidtowo dobranych i zaplanowanych badan szczegdétowych, obejmujgcych
cele czastkowe t;j.:

- optymalizacje warunkéw ekstrakcji C-glikozydowych pochodnych flawonéw;

- opracowanie metod analizy jakosciowej i ilosciowej zespotu C-glikozydowych flawondw
z zastosowaniem roéznorodnych technik chromatograficznych, w tym chromatografii
cieczowej (1D i 2D LC) z detektorem diodowym (DAD) i detektorem mas (ESI-MS)
w uktadzie faz odwréconych oraz elucji w gradiencie fazy ruchomej, a takze chromatografii
cienkowarstwowej 1D i 2D (HP)TLC;

- identyfikacje izoflawonéw metodg HPLC-DAD-ESI-MS;

- opracowanie chromatograficznych metod analizy saponin steroidowych - 1D i 2D (HP)TLC
z densytometrig, HPLC-ELSD i HPLC-ESI-MS;

- ocene aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej otrzymanych wyciggdw, frakcji i pojedynczych
sktadnikdw Foenugraeci sem. wobec wybranych patogendw;

- ocene wifasciwosci cytotoksycznych wyciggéw, frakcji i pojedynczych sktadnikéw
w odniesieniu do linii komdérek nowotworowych i prawidtowych oraz analize mechanizmu

aktywnosci pro-apoptotyczne;j.

Pani mgr Barbara Krol-Kogus w swoich badaniach podjeta sie zatem nietatwego
zadania uzupetnienia wiedzy odnosnie sktadu fitochemicznego i potencjatu biologicznego

nasion kozieradki pospolitej uprawianej w kraju. Doktorantka do badan wtasnych wybrata
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interesujacy, jak sie okazuje wcigz nie w petni poznany surowiec roslinny, ktérego sktad

w duzym stopniu zalezy od warunkéw uprawy i pochodzenia geograficznego.
Ocena merytoryczna

Praca doktorska mgr Barbary Krél-Kogus przedstawia typowy uktad prac
farmakognostycznych. W czesci teoretycznej obejmujacej 66 stron Autorka przedstawita
stanowisko systematyczne gatunku, charakterystyke botaniczng T. foenum-graecum oraz
dotychczasowy stan badan nad sktadem chemicznym nasion kozieradki ze szczegdlnym
uwzglednieniem frakcji flawonoidowej i saponinowej. Kolejny rozdziat poswiecita oméwieniu
poznanych aktywnosci biologicznych tego surowca, m.in. wtasciwosci przeciwcukrzycowych,
przeciwzapalnych, immunomodulujgcych, cytotoksycznych, przeciwdrobnoustrojowych,
obnizajacych poziom lipidéw w osoczu, a takze wptywu na przewdd pokarmowy, uktad
endokrynny czy nerwowy. Interesujgcym elementem tej czesci rozprawy jest rozdziat 4,
w ktérym zamiescita na podstawie przegladu obszernego pismiennictwa naukowego opis
techniki wielowymiarowej chromatografii cieczowej (MD-LC) w aspekcie analizy ztozonych,

wielosktadnikowych przetworéw roslinnych.

Podsumowujgc, cze$¢ teoretyczna  stanowi  bardzo dobrg podstawe
do przedstawionych badan wtasnych. Opracowana jest w sposéb rzeczowy i z zachowaniem

zasad rzetelnosci naukowej oraz uwzglednia istote podjetej tematyki.

W czesci doswiadczalnej (liczacej 183 strony), mgr Barbara Krél-Kogus przedstawita
obszernie zastosowane metody badawcze i materiat wykorzystany w analizie fitochemicznej
oraz doswiadczeniach biologicznych in vitro. Badania wiasne Autorka dobrze zaplanowata
i metodycznie zrealizowata, a uzyskane wyniki z poszczegdlnych etapdéw szczegdtowo
omowita w kontekscie aktualnego piSmiennictwa z dziedziny. Rozdziat poswiecony
omowieniu wynikéw badan wifasnych wraz z dyskusjg obejmuje 145 stron. Zebrane
pismiennictwo, w liczbie cytowanych pozycji 629, budzi szacunek dla niezwyktych
umiejetno$é zarzadzania tak obszerng bazg danych. Na zakornczenie dysertacji, w rozdziale
LWYNIKI | WNIOSKI” zamiescita w formie 10 punktdw wnioski ptyngce z przeprowadzonych
badan, ktére raczej stanowig ich podsumowanie. Odnoszgc sie do tresci przytoczonego

rozdziatu nalezato wprowadzié¢ tytut ,PODSUMOWANIE WYNIKOW | WNIOSKI” , gdyz wyniki
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zostaty zawarte w rozdziale ,Illl. BADANIA WYASNE”, poswieconym ich prezentacji

i oméwieniu. Nastepnie znajdujg sie streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

Na wstepie planowanych badan, w celu opracowania optymalnych metod ekstrakcji
surowca roslinnego mgr Barbara Krol-Kogus przygotowata szereg wyciggéw przy
zastosowaniu rozpuszczalnikéw niepolarnych i polarnych, dobranych odpowiednio dla
saponin i flawonoidéw. Ekstrakcje prowadzita z uzyciem kilku technik - m.in. klasycznej
w aparacie Soxhleta (takze w wersji zautomatyzowanej, aparat B-811 Biichi, Szwajcaria),
wspomagane] ultradZzwiekami (UAE), wspomaganej mikrofalami (MAE) oraz technikg
przyspieszonej ekstrakcji za pomocg rozpuszczalnika (ASE), z wykorzystaniem nowoczesnej
aparatury naukowej. Ten pierwszy bardzo zmudny etap jest jednym z wazniejszych
elementéw analizy fitochemicznej, istotnie wptywajagcym na wyniki uzyskane w dalszych
etapach badan. W toku prac Doktorantka opracowata oryginalne metody analizy
chromatograficznej pochodnych flawonéw o budowie C-glikozyddéw, izoflawondéw i saponin
steroidowych, zaréwno w odniesieniu do sktadu jak i zawartos$ci poszczegdlnych zwigzkow.
Metody ilosciowe, zgodnie z obowigzujgcymi w badaniach analitycznych wytycznymi,
poddata procesowi walidacji (testy liniowosci, powtarzalnosci, precyzji posredniej,
specyficznosci, stabilnos¢, LOD i LOQ) by potwierdzi¢ ich wiarygodnos¢. ldentyfikacje
poszczegblnych sktadnikdw z analizowanych grup przeprowadzita w oparciu o wyniki
uzyskane z HPLC-DAD-ESI-MS (flawonoidy) lub HPLC-ESI-MS (saponiny) oraz dane
z piSmiennictwa naukowego. Szczegdlnie wartosciowe sg metody dwuwymiarowe on-line
heart-cutting LC-LC-DAD i comprehensive LCxLC-DAD-MS bedace nowatorskim
rozwigzaniem, zaproponowanym do analiz jakosciowych i ilosciowych C-glikozydow
apigeniny i luteoliny. Metoda LCxLC-DAD-MS przy zastosowaniu kolumn modyfikowanych
grupami fenylowymi i/lub oktadecylowymi i elucji w warunkach gradientu VIII (1D),
a nastepnie izokratycznej (2D), umozliwita rozdzielenie oraz identyfikacje 2 par izomeréw
potozeniowych — monoglikozydéw orientyny/izoorientyny i diglikozydéow szaftozydu/
izoszaftozydu. W toku prowadzonych doswiadczen mgr Barbara Krél-Kogus opracowata
takze efektywne metody chromatograficznej analizy saponin steroidowych kozieradki
pospolitej, ktére z uwagi na brak grup chromoforowych sg bardziej ktopotliwe
w analizie. W oznaczeniach zawartosci saponozyddéw typu furostanu zastosowata metode

HPLC z laserowym detektorem S$wiatta rozproszonego (ELSD) oraz metode HPTLC-
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densytometryczng na zelu Si60 dedykowang oznaczeniom diosgeniny uwolnionej w wyniku

hydrolizy w srodowisku kwasowym.

Zwienczeniem przeprowadzonej analizy sktadu fitochemicznego nasion kozieradki
jest identyfikacja 20 zwigzkéw o strukturze C-glikozydéw pochodnych flawondéw apigeniny
i luteoliny, w tym 2 par izomeréw acylowanych resztg kwasu p-kumarowego. Wsréd
oznaczonych struktur obecnos¢ 5 di-C-pentozyddéw apigeniny (zwigzki 9, 10, 11, 12a i 13)
opisata po raz pierwszy. Nie mniej jednak wyjasnienie ich petnej struktury wymaga dalszych
prac badawczych. W surowcu pochodzenia krajowego wykluczyta natomiast obecnosc
izoflawondéw, z wyjatkiem biochaniny A, wydzielonych wczesniej z nasion kozieradki
uprawianej w innych regionach geograficznych. Nie potwierdzita takze wystepowania
pochodnych O-glikozydowych, metoksylowych analogéw, estryfikowanych i wolnych
aglikonoéw. Badania frakcji saponinowej ujawnity natomiast w surowcu krajowym obecnosé
26 saponozyddéw typu furostanu, posiadajgcych od 2 do 6 czgsteczek cukru w czesci
glikozydowej, z posréd ktdrych 24 byty uprzednio zidentyfikowane w nasionach kozieradki
pochodzenia azjatyckiego lub afrykanskiego. Ponadto Doktorantka wykazata rdéznice
w zawartosci poszczegdlnych zwigzkéw w surowcu polskim, tureckim i algierskim, a takze
w odniesieniu do danych naukowych opublikowanych dla nasion pochodzenia azjatyckiego

i afrykanskiego.

W kolejnych etapach badan wtasnych mgr Barbara Krél-Kogus przeprowadzita testy
biologiczne — ocenita aktywnos¢ cytotoksyczng i przeciwdrobnoustrojowg wyciggow, frakcji
i indywidualnych skfadnikéw nasion kozieradki. W badaniach cytotoksycznosci in vitro
zastosowata standardowg (test MTT) i nowoczesng metode oceny aktywnosci (pomiar
zmiany impedancji RTCA, system Rea-Time xCEELigence) oraz wytyczne amerykanskiego
Narodowego Instytutu Raka (NCI). Mechanizm aktywnosci cytotoksycznej analizowata
z uzyciem cytometru przeptywowego, okreslajgc populacje komérek apoptotycznych,
potencjat mitochondrialny, aktywnos¢ kaspaz 3 i 7 oraz poziom stresu oksydacyjnego.
W przypadku testéw mikrobiologicznych wykorzystata metode mikrorozciericzen i dla
badanych substancji wyznaczyta minimalne stezenia hamujgce wzrost bakterii (MIC) oraz
minimalne stezenia bakteriobdjczego (MBC). Nie odnotowatam jednak w przywotanych
rozdziatach informacji o zastosowaniu w dos$wiadczeniach biologicznych kontroli pozytywnej,

np. standardowego antybiotyku w testach mikrobiologicznych.



Wroctaw, 20.04.2017 r.

Badane C-glikozydy i alkaloid trygonelina nie wykazaty dziatania cytotoksycznego
wobec komodrek ludzkich linii nowotworowych Hela (raka szyjki macicy), SKOV-3
(gruczolakoraka jajnika) i MOLT-4 (biataczki limfoblastycznej), ani wobec linii komodrek
prawidtowych HaCaT (keratynocytéw ludzkich). Aktywnoscig takg charakteryzowaty sie
natomiast sapogeniny i badane przetwory kozieradki. Analiza danych zamieszczonych
w tabelach 19, 21-23 (str. 222-223) skfania mnie do zadania pytania dotyczgcego wptywu
tych substancji na keratynocyty ludzkie. Z przedstawionych wynikéw mozna wnioskowac,
iz byly one bardziej toksyczne dla komérek prawidtowych, co nie zostato omdwione.
Interesujgce wyniki Autorka dysertacji uzyskata rowniez w badaniach mikrobiologicznych,
ktére potwierdzity aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg przetworéw kozieradki oraz ich
sktadnikéw w stosunku do testowanych szczepdéw bakterii gram(+) i gram(-), w tym

Helicobacter pylori.

W tym miejscu nalezy podkreslic, ze przeprowadzone badania fitochemiczne
i biologiczne, szczegdlnie dotyczace wiasciwosci cytotoksycznych i mechanizmoéw
molekularnych stojgcych u ich podstawy, w przypadku Foenugraeci sem. pochodzenia

krajowego maja charakter nowosci naukowe;.

Przedstawiona do recenzji monografia mgr Barbary Krél-Kogus zostata opracowana
starannie i zgodnie z zasadami przyjetymi dla prac doswiadczalnych w dziedzinie nauk
farmaceutycznych. Napisana jest poprawng polszczyzng. Oceniajgc strone graficzng pracy
dostrzegam obszerne udokumentowanie przeprowadzonych doswiadczen w postaci
zamieszczonych 23 tabel i 73 rycin (w tym licznych chromatogramdéw). Odnotowuje jednak
brak spisu tabel i rycin, co nieco utrudnia poruszanie sie w tym obszernym opracowaniu.

Funkcja recenzenta zobowigzuje mnie réwniez do omdwienia zauwazonych,
nielicznych bteddéw redakcyjnych. Zgodnie z nomenklaturg botaniczng i farmakognostyczng w
zapisie binominalnym naukowych nazw gatunkéw roslin cytat - nazwisko autora, nie
wyréznia sie kursywa, natomiast w nazwie facinskiej substancji roslinnej drugi czton pisany
jest z matej litery — Foenugraeci semen (str. 11, 12, 16 i in. ). Ponadto w innych
przytoczonych w teks$cie rozprawy nazwach gatunkow roslin brakuje cytatu (str. 50, 59, 60
i in.). Dalej, z uwagi na mnogos¢ stosowanych technik chromatograficznych (tylko w LC az 20

programow elucji gradientowej) nalezato ujednolici¢ zapis wykorzystanych w badaniach
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metod wtasnych, gdyz w monografii cytowane sg z uwzglednieniem sposobu detekcji lub

bez, komplikujgc tym samym analize zestawien i chromatogramoéw.

Powyzsze porzadkujgce uwagi nie wplywajg w zadnej mierze na wysokg wartosé
naukowg ocenianej rozprawy, a przedstawiona monografia spetnia wymagania stawiane
w dziedzinie nauk farmaceutycznych i swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu jej Autorki
do samodzielnego prowadzenia dalszych badan. Mgr Barbara Krél-Kogus z sukcesem
opanowatfa umiejetnos¢ planowania oraz systematycznej realizacji zadan naukowych.
Wykazuje przy tym bardzo dobre zrozumienie zagadnied teoretycznych, znajomosé
warsztatu badan fitochemicznych i biologicznych oraz potrafi podsumowaé i krytycznie
oméwié¢ wyniki wtasne w odniesieniu do danych z piSmiennictwa naukowego. Solidne
przygotowanie znalazto swdj wyraz w szerokiej dyskusji i prawidtowo wyprowadzonych

whioskach.

Dotychczasowy dorobek naukowy Doktorantki obejmuje 4 publikacje, w tym
1 anglojezyczng publikacje doswiadczalng w czasopismie z Listy Filadelfijskiej i 3 publikacje
przeglagdowe w jezyku polskim. Pani magister jest pierwszym autorem we wszystkich
powyzszych artykutach. Tematyka tych prac zwigzana jest z recenzowang rozprawg

doktorska.

Whnioski koncowe

Przedstawiong do recenzji monografie, z uwagi na duze walory naukowe
i praktyczne, oceniam bardzo wysoko. Pragne réwniez wyrazi¢ uznanie dla osiggniec
Doktorantki Pani mgr Barbary Krél-Kogus, ktdre mogty powstaé wytacznie pod naukowym
przewodnictwem tak znakomitego farmakognosty jak Pani Profesor Mirostawa Krauze-

Baranowska.

W sSwietle powyiszej, pozytywnej oceny stwierdzam, ze rozprawa doktorska
mgr Barbary Krél-Kogus spetnia wymogi formalne i merytoryczne stawiane w ustawie
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (z dn.

14 marca 2003 r. z pdzniejszymi zmianami).



Wroctaw, 20.04.2017 r.

Na tej podstawie wnioskuje do Wysokiej Rady Wydzialu Farmaceutycznego
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o jej przyjecie i dopuszczenie Pani mgr Barbary

Krél-Kogus do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Zaangazowanie w prace naukowg Doktorantki oraz opracowanie oryginalnych
i nowatorskich metod badawczych, wykorzystanych w analizie krajowego surowca

roslinnego o potencjale leczniczym zastuguje w moim przekonaniu na wyréznienie.

dr hab. n. farm. Izabela Fecka
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