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Podstawg formalng recenzji jest uchwala nr 15/XVI/18 Rady Naukowej Instytutu
Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk z dnia 11 grudnia 2018 r.

Przedstawiona do recenzji dysertacja liczy 300 stron, obejmuje wstep, cel pracy,
cze$ teoretyczna (podzielong na rozdzialy poswiecone roslinom plemienia Inuleae oraz
rodzajom Xerolekia i Carpesiunr, ten fragment rozprawy dotyczy systematyki |
charakterystyki botanicznej badanych rodlin oraz aktualnego stanu wiedzy o zawartosci
metabolitow wyspecjalizowanych) oraz czes¢ eksperymentalng, podzielong na kolejne dwie
czeéci, dotyczace analizy fitochemicznej oraz badan aktywnosci biologicznej; a nastgpnie
dyskusje, wnioski oraz streszczenie (w jezyku polskim i angielskim). Rozprawa zawiera
takze dodatek z danymi spektralnymi, spis tabel, spis rysunkéw i schematdw, spis
stosowanych skrotdéw oraz bibliografie, ztozong z 539 pozycji literaturowych. Doktorantka
zamieécita w rozprawie takze dodatkowe informacje o finansowaniu badan, otrzymanym
stypendium doktoranckim KNOW (Krajowego Naukowego Os$rodka Wiodacego)
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finansowanym przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz liste publikacji
zawierajgcych opisane w rozprawie wyniki badan.

Zgodnie z tytutem rozprawy, gidwnym celem podjetych badan bylo wyizolowanie i
identyfikacja wyspecjalizowanych metabolitow dwodch gatunkéw roslin nalezacych do
plemienia Inuleae: unikalnego alpejskiego endemitu Xerolekia speciosissima (L.) Anderb. i
roéliny leczniczej pochodzacej z Dalekiego Wschodu Carpesium divaricatum Sieb. & Zucc.,
a takze przeprowadzenie testow przesiewowych w kierunku aktywnosci biologicznej
wyizolowanych zwiazkéw. Przeprowadzono takze analize poréwnawcza profilu metabolitow
polifenolowych zidentyfikowanych w X. speciosissima z profilami tych zwigzkéw
wystepujacymi w blisko spokrewnionych gatunkach Telekia speciosa (Schreb.) Baumg. i
Buphthalmum salicifolium L., co doprowadzito do waznych wnioskéw chemotaksonomicz-
nych; za$ przeprowadzona analiza fitochemiczna C. divaricatum miata dodatkowo na celu
sprawdzenie, czy roslina ta, uprawiana w polskich warunkach klimatycznych, pozostanie
wartoéciowym Zrédlem charakterystycznych dla tego gatunku zwigzkéw bioaktywnych.

Podjety temat uwazam za bardzo interesujgcy i istotny z punktu widzenia
naukowego, gdyz przeprowadzone badania fitochemiczne przyczynily sie do znaczqcego
poszerzenia wiedzy o zawartoéci metabolitéw wyspecjalizowanych w badanych roslinach
(w tym identyfikacji nowych zwiazkow), a badania aktywnosci biologicznej, zwtaszcza
wilasciwosci  przeciwzapalnych, wskazaly na interesujacy potencjat leczniczy X.
speciosissima i doprowadzity do potwierdzenia tradycyjnych zastosowan C. divaricatum.

Rozpoczynajaca rozprawe czeSC teoretyczna jest bardzo obszerna (92 strony),
zostata przygotowana w oparciu o bogata, wiasciwie dobrang literature naukowa (mozna
odnie$¢ wrazenie, e Doktorantka zebrata jesli nie wszystkie, to na pewno znakomitg
wiekszos¢ publikacji dotyczacych omawianych zagadnien) i zawiera wiele cennych, szcze-
gbtowych informacji zaréwno z dziedziny botaniki i systematyki plemienia Inuleae i nale-
zacych do niego wybranych gatunkéw rodlin, jak i klasycznej fitochemii i etnofarmakologii.
Rozdzialy poswiecone zastosowaniom badanych rodlin i syntetyzowanych przez nie
bioaktywnych metabolitéw wyspecjalizowanych nie tylko w medycynie tradycyjnej, ale
takze wspotczesnej: w surowcach zielarskich, lekach i suplementach diety, uwazam za
bardzo interesujgce i wartosciowe. Cata cze$¢ teoretyczna zostata wzbogacona w liczne i
starannie opracowane przypisy, w ktorych Autorka zawarfa dodatkowe wyjasnienia i
komentarze do gitdwnego tekstu.
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Czeéé¢ eksperymentalna zostala podzielona na dwie czesci (A i B), dotyczace
odpowiednio analizy fitochemicznej i badan aktywnosci biologicznej. Taki podziat
spowodowat brak typowego dla rozpraw doktorskich wyodrebnienia jednej, zwartej czesci
metodycznej i kolejnej, poéwieconej oméwieniu wynikéw. Zwazywszy jednak na ztozonos¢
i wieloetapowo$¢ zastosowanych analiz, a nastepnie wykonanie testdw bioaktywnosci nie z
zastosowaniem catych ekstraktéw lub ich subfrakcji, ale czystych, wyodrebnionych
zwigzkdw, trzeba uznaé taki niekonwencjonalny podziat tresci za logiczny i bardziej
kiarowny.

Metody wybrane zaréwno do analiz fitochemicznych, jak i oznaczefi aktywnosci
biologicznych sa nowoczesne, a ich dobdr wiasciwy, w petni adekwatny do wyznaczonych
celéw i umozliwiajacy ich realizacje. Do frakcjonowania otrzymanych ekstraktow
Doktorantka zastosowata wieloetapowa analize chromatograficzng, oparta zaréwno na
réznych technikach chromatografii adsorpcyjnej, jak i preparatywnej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (semiprep. RP-HPLC-UV). Identyfikacje i analize strukturalng
zwiazkoéw przeprowadzita z wykorzystaniem takich metod jak analityczna wysokosprawna
chromatografia cieczowa (RP-HPLC-UV), ultrasprawna chromatografia cieczowa sprzgzona
ze spektrometrig mas (UHPLC-DAD-MS), wysokorozdzielcza spektrometria mas (HRESIMS)
i spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR). Badajac aktywnosci
biologiczne zastosowata test krazkowo-dyfuzyjny Kirby-Bauer do badan wiasciwosci
przeciwbakteryjnych (ktory zostat wykonany na dwdch szczepach gronkowca ziocistego
Staphylococcus aureus, wrazliwego i niewrazliwego na metycyling); test przesiewowy w
kierunku aktywnosci przeciwzapalnej z wykorzystaniem neutrofili izolowanych z ludzkiej
krwi obwodowej (badania obejmowaly oznaczenie cytokin prozapalnych i wolnych
rodnikéw) oraz testy aktywnosci cytotoksycznej (MTT i LDH) na liniach komorek
nowotworowych (m.in. nowotworu kosci, prostaty, jelita grubego i czerniaka) oraz liniach
normalnych, niezmienionych nowotworowo. Eksperymenty zostaly zaplanowane z
uwzglednieniem adekwatnych préb kontrolnych. Zastosowane metody s3 opisane
klarownie i przejrzyscie, na uwage zastugujg zwlaszcza starannie opracowane schematy
przeprowadzonych analiz fitochemicznych, ktdre ulatwiajg zrozumienie wieloetapowych
procesébw chromatograficznego frakcjonowania ekstraktow i analizy strukturalnej
wyizolowanych zwigzkéw, oraz tabele z zestawieniami frakcji w odniesieniu do sktadu fazy
rozwijajacej. Otrzymane dane spektralne identyfikowanych zwiazkéw, w postaci widm 4
NMR, zostaly zebrane jako wyodrebniony dodatek do rozprawy.

ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
tel.: 22 55 43 316, faks: 22 55 43 221

e-mail: a.szakiel@uw.edu.pl
hHtn-fhansnar kint 1 adin nl 3



Otrzymane wyniki analiz fitochemicznych obejmuja szczegblowe charakterystyki
(nazwy chemiczne, wzory strukturalne i sumaryczne, wybrane wiasciwosci)
zidentyfikowanych zwiazkéw oraz opisy interpretacji chromatograméw i uzyskanych
danych spektralnych. Wyniki badan aktywnosci biologicznej zostaly przedstawione w
postaci zdje¢, wykresow i tabel; analizy aktywnosci cytotoksycznej obejmujg m.in.
wyliczenie wartosci ICsp z wykorzystaniem programu AAT Bioquest. Wyniki zostaty
prawidlowo opracowane statystycznie za pomoca pakietu Statistica 13 z wykorzystaniem
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Dunnetta.

Zwienczeniem rozprawy jest obszerna i interesujaca dyskusja, ktorej szczegodlnie
interesujaca czedcia s3 rozdzialy poswiecone aktywnosci Dbiologicznej wybranych
metabolitow wyizolowanych z badanych surowcow roélinnych; rozdzialy te zostaly
opracowane (podobnie jak cze$¢ teoretyczna rozprawy) w oparciu o bogatg literature
naukowa. Doktorantka przedstawita w tej czeSci m.in. rdézne hipotezy dotyczace
mechanizméw dziatania przeciwzapalnego i przeciwnowotworowego badanych zwigzkdw.

Reasumujac, za najbardziej wartosciowe osiagniecia naukowe przedstawione w
recenzowanej rozprawie nalezy uznac:
- przeprowadzenie charakterystyki fitochemicznej niezbadanego wczesniej pod wzgledem
chemicznym alpejskiego endemitu Xerolekia speciosissima, ktéra doprowadzita do m.in. do
zidentyfikowania grupy monoterpenoidowych pochodnych tymolu (wéréd nich zwigzkéw
nieopisanych wczesniej w literaturze), flawonoidéw, pochodnych kwasu kawowego
(kwaséw kawoiloheksarowych i kawoilochinowych) oraz ich estréw, a w czeSciach
nadziemnych tej rosliny dodatkowo laktonéw seskwiterpenowych i apokarotenoidu;
- przeprowadzenie analizy poréwnawczej profilu metabolomicznego  Xerolekia
speciosissima z profilami blisko spokrewnionych gatunkéw 7. speciosa i B. salicifolium,
ktéra umozliwita potwierdzenie stusznosci ostatnio przyjetej klasyfikacji taksonomicznej z
wyodrebnieniem Xerolekia jako nowego rodzaju monotypowego; z kolei wykazanie
wystepowania w korzeniach X. speciosissima kwasu leontopodowego podwazyto znaczenie
tego zwiazku jako markera chemofenetycznego plemienia Gnaphalieae (do ktdrego
zaliczana jest m.in. szarotka alpejska);
- przeprowadzenie charakterystyki fitochemicznej Carpesium divaricatum, ktora wykazata
wystepowanie obok znanych laktondw seskwiterpenowych typu germakranu takze
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oksylipiny (kwasu frans-12-okso-fitodienowego, 12-OPDA) oraz znacznych ilosci
pochodnych kwasu kawowego i ich estréw;
- przeprowadzenie badan aktywnosci biologicznej na wyizolowanych, czystych zwigzkach
(trzech monoterpenoidowych pochodnych tymolu otrzymanych z X. speciosissima oraz
trzech laktonéw seskwiterpenowych i kwasu 12-OPDA otrzymanych z C. divaricatum),
badania te wskazuja na znaczace aktywnosci przeciwzapaine niektérych zwigzkéw (m.in.
jednej z pochodnych tymolu, izomaslanu, oraz kwasu 12-OPDA) i nieselektywna aktywnos¢
cytotoksyczng o mechanizmie niezaleznym od biatka p53 testowanych germakranolidéw.
Wyniki badan przeprowadzonych w ramach recenzowanej rozprawy majg istotng
wartos¢ chemotaksonomiczng i wnoszg nowe dane fitochemiczne, gdyz doprowadzity do
identyfikacji zwiazkéw nieznanych dotad z wystepowania w naturze, za$ niektdre
zidentyfikowane zwiazki opisano po raz pierwszy jako metabolity roslin nalezacych do
badanych taksondw. Badania aktywnosci biologicznych wykazaly potencjat leczniczy X
speciosissima i potwierdzily tradycyjne zastosowania C. divaricatum.

Obowiazkiem recenzenta jest takze zauwazenie niedociagnie rozprawy.

W czesci teoretycznej pojawia sie okreslenie ,wyspecjalizowane metabolity wtérne”.
Wydaje sie, ze Doktorantka chciata tu pogodzi¢ tradycyjny podziat metabolitéw roslinnych
na pierwotne i wtdrme (ang. primary and secondary) oraz nowa klasyfikacje na
podstawowe i wyspecjalizowane (ang. basic and specialized). Nowa klasyfikacja toruje
sobie droge z duzym trudem, zardowno w polskiej literaturze naukowej, jak i
anglojezycznej, mozna sie wiec spodziewac, ze podziat metabolitéw na pierwotne i wtdrne
jeszcze niepredko zniknie z publikacji, a nawet podrecznikédw. Niemniej nalezy raczej
unikaé¢ takich podwdijnych okreslen, bo natychmiast rodzi sie pytanie, ktére metabolity
wtorne sg niewyspecjalizowane.

W pewnym sensie kontrowersyjne jest stwierdzenie ze streszczenia rozprawy, gdzie
Doktorantka pisze, Ze ,opierajac sie na danych etnobotanicznych zakres poszukiwan
zwigzkdw o potencjale leczniczym mozna zawezi¢ do roslin uzywanych w medycynie
ludowej”. W jakim$ sensie tezie tej zaprzecza sama rozprawa, w ktdrej podjeto analize
fitochemiczng rodliny endemicznej o niezbadanym dotad skladzie metabolitéw
wyspecjalizowanych. To prawda, ze etnofarmakologia jest bogatym zrodiem inspiracji
badawczych, ale zapewne fitochemicy jeszcze nie raz podejmag trud przeprowadzenia
analiz ekstraktéw z roélin niestosowanych w medycynie tradycyjnej, nawet jesli jedynym
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powodem bedzie zwykia ciekawos¢ badawcza, i nie mozna wykluczy¢, ze takie badania
mogq doprowadzi¢ do identyfikacji nowych zwigzkéw bioaktywnych.

Cata rozprawa jest starannie zredagowana i napisana poprawnym jezykiem
naukowym, typowe literdwki i niedociagniecia redakcyjne s bardzo nieliczne. Natomiast
uwazam, ze nadmierng ostroznoscig bylo unikanie przenoszenia diugich, wielocztonowych
nazw chemicznych miedzy wersami tekstu, bo prowadzito to do niezamierzonych efektéw,
jak zbyt wielkie spacje miedzy wyrazami w poprzedzajgcym wersie, lub koniecznoé¢
przypadkowego przeniesienia kilku koricowych liter w nazwach o diugosci przekraczajacej
pojedyncza linijke tekstu (w jednym przypadku byla to jedna litera). Wydaje mi sig, ze nie
jest btedem wykorzystanie naturalnych fragmentow nazw chemicznych, dzielonych
przeciez mysinikami, do ich przenoszenia, dzieki czemu tekst zyskuje bardziej zwarty,
spdjny wyglad.

Powyzsze uwagi nie majg zadnego wplywu na wysoka oceng merytoryczng
rozprawy.

Podsumowujac - uwazam, ze temat podjety w recenzowanej rozprawie doktorskiej
jest istotny i wartosciowy, cele zostaly wytyczone poprawnie, zastosowane metody sg
nowoczesne i adekwatnie dobrane, doswiadczenia prawidtowo zaplanowane i starannie
przeprowadzone, a uzyskane wyniki sg oryginalne i interesujgce. Doktorantka wykazata si¢
samodzielnoscia, rozlegta wiedza, umiejetnoscig doboru i korzystania z literatury naukowej
oraz planowania eksperymentow i samodzielnego prowadzenia badan naukowych.

Whniosek koncowy

Stwierdzam, Ze przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Natalii Kteczek
p.t. ,Analiza fitochemiczna wybranych roslin z plemienia Inuleae - izolacja wtérnych
metabolitdw o potencjainym dziataniu przeciwbakteryjnym, przeciwzapalnym i
cytotoksycznym oraz wstepna ocena ich aktywnosci” stanowi oryginalne rozwigzanie
istotnego problemu naukowego, $wiadczy o nabyciu dogtebnej wiedzy teoretycznej i
umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Kandydatke oraz spetnia
wszystkie 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 (t.j. Dz.U. z 2017
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r., poz. 1789), jak i warunki okreSlone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).

W zwigzku z powyzszym, przedstawiam Radzie Naukowej Instytutu Farmakologii im.
Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie Pani mgr Natalii
Kleczek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego /wszczelego na podstawie
przepisow Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018, poz. 1669, art. 179, ust. 2) i Rozporzadzenia
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyziszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie
szczegofowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich,
w postepowaniu habilitacyjnym oraz postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.U.
2018, poz. 261)].

Jednoczesnie, biorac pod uwage wysoki poziom merytoryczny recenzowanej
rozprawy i wartos¢ naukowa przeprowadzonych badan, wnioskuje o wyrdznienie
rozprawy doktorskiej mgr Natalii Kleczek. Wniosek o wyrdznienie uzasadniam
szerokim zakresem i pracochionnoscig przeprowadzonych badan (byly to m.in. analizy
fitochemiczne wymagajace wieloetapowych procedur chromatograficznych, prowadzace do
identyfikacji kilku grup metabolitéw, w tym zwigzkdw oznaczonych po raz pierwszy; trzeba
takze podkredlic, ze badania aktywnosci biologicznych zostaly przeprowadzone na
wyizolowanych zwigzkach); wyrdzniajacg sie jakoscig i oryginalnoscia otrzymanych
wynikow (zostaly one opublikowane w czterech artykulach w renomowanych
czasopismach z listy JCR o wysokich wspotczynnikach bibliometrycznych), a takze
walorami poznawczymi rozprawy (na szczegdlng uwage zastuguje tu czes¢ teoretyczna,
ktéra ma charakter obszernej monografii o badanych roslinach).
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