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~Analiza fitochemiczna wybranych roélin z plemienia Inuleae - izolacja

wtornych metabolitéw o potencjalnym dzialaniu przeciwbakteryjnym,

przeciwzapalnym i cytotoksycznym oraz wstepna ocena ich aktywnoéci”

zrealizowanej w Zakladzie Fitochemii Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej
Akademii Nauk w Krakowie

pod opieka naukowa Promotora, dr hab. Anny Stojakowskiej

Uwagi dotyczace problematyki badawczej

Oceniana rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Kleczek, ztozona w toku postepowania o
nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauk medycznych, jest po$wiecona istotnemu
obszarowi badan, jakim jest poszukiwanie nowych substandji leczniczych w oparciu o
przestanki etnomedyczne. Historia medycyny i farmagji jest nierozerwalnie zwiazana z
lekami pochodzenia naturalnego, a wspélczeénie zwiazki izolowane z rodlin czy
organizméw morskich maja znaczacy udzial w ogélnej puli zarejestrowanych $rodkéw
terapeutycznych. Jest to szczegélnie zauwazalne w grupie lekéw przeciw-
nowotworowych, wéréd ktérych, wg. réznych szacunkéw literaturowych, ok. 60% to
czasteczki oryginalne lub pétsyntetyczne modyfikacje naturalnych struktur. Klasycznymi
przyktadami sa winkrystyna i winblastyna z Catharantus roseus, paklitaksel z Taxus
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brevifolia, czy pétsyntetyczna pochodna kamptotecyny — irinotekan. Odzwierciedleniem
nieustajacych poszukiwan nowych lekéw o naturalnym rodowodzie jest rejestracja w
ostatniej dekadzie kilku kolejnych chemioterapeutykéw, m.in.,, przeciwbiataczkowej
omacetaksyny w 2013 roku.

Sukces w tym obszarze badan jest S$ciSle zwiazany z postepem metod
analitycznych, zwlaszcza technik separacyjnych i spektralnych, jednak kluczowa role
odgrywa selekcja gatunku. Jednymi z najwazniejszych strategii, ktére przynosza
spodziewany efekt, sa selekcja oparta o przestanki etnofarmakologiczne oraz selekcja
botaniczna lub/i chemofenetyczna.

Takie wlasnie podejicie, zgodne ze §wiatowymi standardami, przyjeta Pani mgr
Natalia Kleczek w swoich badaniach nad poszukiwaniem nowych, bioaktywnych
zwiazkéw o potencjalnym dzialaniu przeciwbakteryjnym, przeciwzapalnym i
cytotoksycznym.

Wybér rodziny Asteraceae nie budzi zadnych watpliwosci. Jest to botanicznie
ogromnie bogaty i szeroko rozpowszechniony takson, ktérego przedstawiciele maja
znaczenie w fitoterapii, nie tylko europejskiej, ale tez innych rejonéw $wiata. Dodatkowa,
korzystna cecha rodziny Asteraceae jest wyrazna chemofenetyczna zalezno$¢, wyrazajaca
sie  specyficznym  profilem  fitochemicznym, m.in. obecno$cia laktonéw
seskwiterpenowych. Ta grupa naturalnych terpenoidéw znajduje sie w centrum
zainteresowan fitofarmakologii ze wzgledu na wysoka reaktywnos¢. Liczne doniesienia
literaturowe wskazuja takze mna przeciwzapalny, cytotoksyczny, czy przeciw-
drobnoustrojowy potencjat laktonéw seskwiterpenowych, a jednym z najwazniejszych
lekéw o takiej strukturze jest obecna w Artemisia annua artemizynina, stosowana od 2006 r.
jako Srodek przeciwmalaryczny.

Biorac pod uwage mnogo$¢ gatunkéw w obrebie rodziny Asteraceae, bardzo
rozsadna decyzja Doktorantki byto ograniczenie badan do jednego z plemion,
gromadzacego uznane roéliny lecznicze, plemienia Inuleae. Racjonalnym wyborem,
éwiadczacym o umiejetnoéci krytycznej analizy danych literaturowych, byla selekcja
gatunkéw do dalszych, doglebnych analiz fitochemicznych i farmakologicznych, 4.
Xerolekia speciosissima (L.) Anderb. oraz Carpesium divaricatum Sieb. & Zucc.

Pierwszy z nich to endemit, o nieznanym do tej pory skladzie fitochemicznym i

aktywnodci, stad wszelkie uzyskane w ramach badaii wyniki maja walor poznawczy,
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zwlaszcza w kontekscie chemofenetyki. Przestanka do selekcji tego wlasnie, rzadkiego
gatunku, z mySla o badaniach potencjatu farmakologicznego, bylo jego bliskie
pokrewiefistwo taksonomiczne z leczniczymi roSlinami rodzajéw Inula, Telekia czy
Carpesium. Drugi gatunek, bedacy przedmiotem badat, Carpesium divaricatum, to z kolei
uznany lek Tradycyjnej Medycyny Chinskiej (TCM). Podstawowym zamierzeniem
Doktorantki byta w tym przypadku ocena podobiefistw sktadu fitochemicznego surowca,
uprawianego w warunkach krajowych, wobec surowca pochodzenia azjatyckiego. Nalezy
podkresli¢, ze badania w tym zakresie maja ogromne znaczenie nie tylko dla oceny
biokompatybilnosci wyciagéw z roSlin pozyskiwanych z réznych lokalizagji
geoklimatycznych, lecz réwniez oszacowania mozliwosci uprawy réwnocennego surowca
leczniczego.

Reasumujac, problematyka rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalii Kleczek
swietnie wpisuje sie we wspdlczesne trendy badan z zakresu fitochemii, chemofenetyki,
fitofarmakologii i etnomedycyny. Chciatabym tez wyrazié uznanie dla przemyélanego
wyboru kierunku i przedmiotu podjetych badan wiasnych, §wiadczacego o znakomitej
orientacji Doktorantki w obszarze aktualnego stanu wiedzy i potencjatu leczniczego roslin

z plemienia Inuleae.

Uwagi dotyczace strony formalnej
Recenzowana rozprawa doktorska ma ksztalt klasycznego opracowania o charakterze
monografil. Przedstawione w niej wyniki badan, zgodnie z zamieszczona informacja,
zostaty opublikowane w czterech pracach (w punktowanych czasopismach z listy MEiN,
jak Phytochemistry Letters i Molecules), w ktérych Pani mgr Natalia Kfeczek jest pierwszym
autorem. Niniejsza recenzja odnosi si¢ jednak wytacznie do przedstawionej dysertacji.
Realizacja bardzo szeroko zaplanowanych prac byta mozliwa dzigki ogromnemu
do$wiadczeniu w izolagji i analizach struktury metabolitéw roslinnych i fitochemicznemu
zapleczu badawczemu Zaktadu Fitochemii Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie,
kierowanego przez Pania dr hab. Anne Stojakowska. Nalezy tez zaznaczyé, ze
przedstawione w ocenianej rozprawie badania maja charakter multidyscyplinarny i
wymagaty wspétpracy Doktorantki z innymi osrodkami badawczymi, w tym z kilkoma
jednostkami  Uniwersytetu Jagiellofiskiego oraz Warszawskiego Uniwersytetu

Medycznego, co zostato podkres§lone w zamieszczonych w dysertacji podzigkowaniach.
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Uwagi dotyczace strony merytorycznej oraz metodologii.

Gléwny trzon badan Pani mgr Natalii Kleczek stanowia prace fitochemiczne,
ukierunkowane na izolacje i okreSlenie struktury potencjalnie aktywnych metabolitéw
roélinnych, wystepujacych w dwéch gatunkach plemienia Inuleae, tj. Xerolekia speciosissima
(L.) Anderb. oraz Carpesium divaricatum Sieb. & Zucc. Ich dopelnieniem sa analizy
aktywnosci biologicznej wybranych izolatéw, przeprowadzone w modelach in vitro
dzialania przeciwbakteryjnego, przeciwzapalnego oraz cytotoksycznego wobec komérek
nowotworowych i prawidtowych. Wytypowane kierunki badan aktywnosci sa zgodne
zaréwno z tradycyjnym zastosowaniem (TCM) jak i danymi literaturowymi dotyczacymi
dziatan metabolitéw typowych dla plemienia Inuleae.

W poprzedzajacych opis samych eksperymentéw rozdzialach rozprawy,
Doktorantka przedstawita aktualny stan wiedzy, odnoszacy sie do klasyfikacji botanicznej,
chemizmu, zastosowan etnomedycznych i opublikowanych doniesieti o kierunkach badan
aktywnosci farmakologicznej, potwierdzajac doskonale przygotowanie teoretyczne do
prowadzenia badan z tej tematyki.

W odniesieniu do samej czesci fitochemicznej Autorka wytyczyla sobie bardzo
ambitne cele. W przypadku niezbadanego dotad endemicznego gatunku Xerolekia
speciosissima, identyfikacje metabolitéw zaréwno z grupy terpenoidéw jak i fenoli, w
czeSciach nadziemnych i podziemnych rodliny oraz izolacje potencjalnie aktywnych
zwiazkéw.  Dodatkowym  zamierzeniem  bylo  potwierdzenie  usytuowania
taksonomicznego tego rzadkiego endemitu poprzez poréwnanie profilu fitochemicznego
blisko spokrewnionych filogenetycznie gatunkéw, tj. Telekia speciosa (Schreb.) Baumg. oraz
Buphthalmum salicifolium L.

Z kolei azjatycki gatunek, bedacy lekiem Tradycyjnej Medycyny Chinskiej,
Carpesium  divaricatum, znany jest gléwnie z zawartoSci bioaktywnych laktonéw
seskwiterpenowych. Zatem podstawowym celem analiz fitochemicznych, podjetych przez
Doktorantke, bylo w pierwszej kolejnosci ustalenie, czy profil terpenoidowy surowca
pochodzacego z uprawy w warunkach krajowych jest por6wnywalny, a zatem czy
mozliwa jest introdukcja tego gatunku jako ro$liny leczniczej w fitoterapii europejskiej.
Drugim celem byta identyfikacja i izolacja z tego gatunku metabolitéw nie bedacych

terpenami.
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Pani mgr Natalia Kteczek w pelni zrealizowata te ambitne plany. Uzyskane wyniki
pozwolily okresli¢, po raz pierwszy na §wiecie, nieznany dotad profil terpenoidéw i fenoli
w réznych czeSciach morfotycznych Xerolekia speciosissima. Doktorantce udato sie
wyizolowac i okresli¢ struktury az dziesieciu zwiazkéw, m.in. jednego apokarotenoidu i
czterech laktonéw seskwiterpenowych. Na szczegblne podkreslenie zastuguje
wyodrebnienie pieciu monoterpenéw pochodnych tymolu, w tym dwéch nowych, nie
opisanych ~w literaturze $wiatowej. Sa to  8-hydroksy-9-izobutyryloksy-10-
izowaleryloksytymol oraz 8-hydroksy-9,10-di-izowaleryloksy-tymol. Ponadto,
Doktorantka wykazala obecnos¢ w tym endemicznym gatunku licznych pochodnych
fenolowych, jak flawonoidy, lignany czy kwasy kawoilochinowe i kawoiloheksarowe oraz
ich estry.

Efekty prac fitochemicznych nad Carpesium divaricatum sa podobnie imponujace.
Wyizolowano bowiem pie¢ laktonéw seskwiterpenowych typu germakranu oraz zwiazek
z grupy oksylipin — kwas trans-12-oksofitodienowy. Zidentyfikowano ponadto loliolid,
izololiolid, pochodna tymolu oraz 17 fenolokwaséw, w tym gléwnie kwasy
kawoiloochinowe, kawoiloheksarowe i ich estry.

Z punktu widzenia taksonomii ro$lin bardzo ciekawe poznawczo sa uzyskane w
ramach pracy wyniki analizy poréwnawczej skladnikéw polifenolowych Xerolekia
speciosissima w odniesieniu do gatunkéw uznawanych za pokrewne, tj. Telekia speciosa oraz
Buphthalmum  salicifolium. Doktorantka wnikliwie prze§ledzita dane fitochemiczne,
dowodzac stusznoéci przyjetej w oparciu o badania filogenetyczne klasyfikacji
wyodrebniajacej rodzaj Xerolekia.

Wymienione powyzej osiagniecia sa niewatpliwym sukcesem Pani mgr Natalii
Kteczek i stanowia oryginalne rozwiazanie podjetych zadan badawczych, wnoszac przy
tym istotny zaséb nowej wiedzy o chemizmie gatunkéw z plemienia Inuleae.

Chce zarazem podkreslié, ze ogrom pracy fitochemicznej oraz wysokie
umiejetnosci Doktorantki, widoczne w swobodzie z jaka korzysta z nowoczesnych metod
analitycznych, separacyjnych i spektralnych, oraz we wiasciwej interpretacji wynikéw,
zastuguja na najwyzsze uznanie. W toku izolacji i identyfikacji zwiazkéw zastosowata cate
spektrum podejé¢ analitycznych, jakimi operuje wspéiczesna fitochemia, poczawszy od
ekstrakgji i doboru odpowiednich ekstrahentéw, poprzez odpowiednio kojarzone techniki

separacyjne, w ktérych wykorzystata eksperymentalnie dobrane no$niki i fazy ruchome.
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Poza preparatywna chromatografia cienkowarstwowa i konwencjonalna chromatografia
kolumnowa, Doktorantka postugiwala sie wysokosprawna chromatografia cieczowa,
analityczna i preparatywna, oraz ultrasprawna chromatografia cieczowa, sprzezona ze
spektrometria mas.

Proces izolacji pojedynczych metabolitéw z tak ztozonej matrycy chemicznej, jaka
jest kazda roélina, jest zmudny i czasochtonny. Wymaga przy tym precyzji, umiejetnosci
podejmowania decyzji, dotyczacych warunkéw separacji na kazdym etapie eksperymentu
- nie ma bowiem identycznego schematu, ktéry mozna by bylo zastosowaé do kazdej
partii materiatu roslinnego. Izolacja czystego zwiazku i wydajnosé tego procesu jest przy
tym niezbedna dla ustalenia pelnej struktury chemicznej, a takze mozliwosci prowadzenia
badani farmakologicznych, okreslajacych kierunek dziatania i mechanizm. Efekty pracy
Pani mgr Natalii Kieczek sa, z punktu widzenia fitochemii, ogromnym osiagnigciem.

Siedem wyodrebnionych z obu gatunkéw zwiazkéw, zgodnie z koncepcja
ewaluadji ich potencjatu jako roslin leczniczych, poddano w dalszej czesci badan analizom
aktywnosci biologicznej. Badania te wykonano we wspéltpracy z wyspecjalizowanymi
jednostkami badawczymi, wykorzystujac ich do$wiadczenie metodyczne. Bardzo
pozytywnie oceniam umiejetnosci Pani mgr Kleczek w zaplanowaniu badan aktywnosci
biologicznej, szczegdlnie w odniesieniu do wyboru zwiazkéw. Doktorantka kierowata sie
nie tylko zatozeniami wynikajacymi z przestanek literaturowych, lecz takze wnioskami z
przeprowadzonych badan izolacyjnych, tj. realnych mozliwosciach wydajnego pozyskania
tych zwiazkéw w przysztoéci, w przypadku stwierdzenia ich bioaktywnosci.

W toku pracy wykazano, ze zaden z testowanych zwiazkéw, pochodnych tymolu,
nie posiada aktywnoSci przeciwbakteryjnej wobec szczepéw Staphylococcus aureus.
Natomiast dziatanie przeciwzapalne, oceniane poprzez wplyw na uwalnianie
reaktywnych form tlenu (ROS) oraz prozapalnych cytokin (IL-8, IL-18, TNFa) przez
stymulowane LPS lub f-MLP ludzkie neutrofile, potwierdzono zaréwno dla pochodnej
tymolu (izomaslan 7,10-diizobutyryloksy-8,9-epoksy-tymolu), jak i dla dwéch laktonéw
seskwiterpenowych oraz kwasu frans-12-oksofitodienowego. Tym samym, Doktorantce
udato sie wyjaéni¢é molekularne mechanizmy dziatania, stojace za tradycyjnym

wykorzystaniem przetworéw z Carpesium divaricatum w leczeniu dolegliwosci o podiozu
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zapalnym w systemie TCM. Jest to bardzo cenny wynik badan, wspétczesna fitoterapia
wymaga bowiem weryfikagji tradycyjnych zastosowan badaniami farmakologicznymi.

W ocenie aktywnoéci cytotoksycznej, opierajac si¢ na danych literaturowych,
dotyczacych aktywno$ci cytotoksycznej laktonéw z grupy germakranolidéw, podjeto
stuszna decyzje o ewaluadji tego kierunku dziatania dla trzech izolatéw o takiej budowie
chemicznej. Na podkreslenie zastuguje podjecie oceny selektywnoéci w odniesieniu do
prawidtowych linii komérkowych, czego brakuje w wiekszosci doniesien literaturowych,
dotyczacych cytotoksycznosci in vitro zwiazkéw naturalnych oraz préba okreélenia
mechanizmu dziatania cytotoksycznego poprzez ocene roli bialtka p53 w odpowiedzi
komérkowej. Badane germakranolidy wykazaty w efekcie umiarkowana i nieselektywna
aktywno$¢, niezalezna od biatka p53.

Doktorantka w obszernej dyskusji omoéwita uzyskane wyniki badan
fitochemicznych i badan aktywno$ci na tle danych literaturowych, a nastepnie
sformutowata dziesie¢ wnioskéw, podsumowujacych najwazniejsze obserwacje. Przebieg
analiz, przedstawiony w czeSci eksperymentalnej pracy, jest skrupulatny i rzetelny,
umozliwiajacy odtworzenie dziala. W tym miejscu mam kilka uwag. Zaréwno w opisie
prac fitochemicznych, jak i w oméwieniu wynikéw, Autorka postuguje sie okresleniem
»czeSci nadziemne”, ktére, zwlaszcza w odniesieniu do gatunku Xerolekia speciosissima,
stosuje niekonsekwentnie, co moze wprowadzaé czytelnika w btad. Za czesci nadziemne,
w przypadku rodlin zielnych, uwaza sie todygi wraz z li$émi, a w znaczeniu
farmaceutycznym, najczesciej wraz z kwiatami, gdyz zbiera sie je w okresie kwitnienia. W
rozdziale 4.1, w ktérym opisany jest material roslinny, tak okreslono materiat dla gatunku
Carpesium divaricatum, cyt. ,badanym surowcem byly czeSci nadziemne zebrane we
wczesnej fazie kwitnienia” (str.116). Natomiast, w przypadku X. speciosissima podano
wyraznie, ze zebrano korzenie, licie i kwiatostany tej rosliny, bez todyg. Zatem trzy
odrebne surowce. Z kolei, dla gatunkéw uzytych do badafhi poréwnawczych, tj. Telekia
speciosa i Buphthalmum salicifolium, zebrano cyt. ,pojedyncze liscie” (str. 117), tymczasem w
tytule rozdzialu 8.3 widnieje, cyt. ,Wyniki analizy poréwnawczej polifenolowych
metabolitéw wtérnych czesci nadziemnych T. speciosa, B. salicifolium i X. speciosissima.”
Zatem budzi sie watpliwo$¢, ktére konkretnie surowce byly poréwnywane.

Drugie pytanie dotyczy powod6éw decyzji o poréwnaniu w obrebie tych trzech

gatunkéw wytacznie metabolitéw z grupy polifenoli. Dlaczego zrezygnowano z analizy
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zwiazkéw terpenowych oraz z poréwnania profilu fitochemicznego korzeni? W dyskusji
(rozdz. 13) Doktorantka omawia wprawdzie kwestie obecnodci seskwiterpenéw w
gatunkach referencyjnych w oparciu o dane literaturowe, ale biorac pod uwage zmiennos¢
profilu fitochemicznego, zaleznie od warunkéw glebowo-klimatycznych szkoda, ze
zrezygnowano z szerszej analizy poréwnawczej majac do dyspozycji materiat rodlinny
pochodzacy z tej samej lokalizacji. Wszystkie trzy gatunki roslin pozyskano bowiem z
uprawy w Ogrodzie Roslin Leczniczych przy Zakltadzie Fitochemii Instytutu Farmakologii
PAN w Krakowie.

Kolejne pytanie dotyczy wynikéw badan fitochemicznych Carpesium divaricatum.
Jednym z celéw badah tego gatunku byla ocena ewentualnych réznic jako$ciowych w
obrgbie germakranolidéw, w warunkach uprawy na terenie Polski. W dyskusji
Doktorantka powoluje si¢ na dane literaturowe, dotyczace sktadu rosliny pochodzenia
azjatyckiego, méwiace o wystepowaniu czterech grup zwiazkéw o szkielecie germakranu.
Cztery z pieciu wyizolowanych z surowca krajowego laktonéw seskwiterpenowych to
zwiazki jednego typu strukturalnego (poch. 4,5,8,9-tetrahydroksy-3okso-germakran-6,12-
olidu). Czy, niezaleznie od izolacji, Doktorantka nie stwierdzita obecnoéci przedstawicieli
pozostatych grup? Zabrakto tez szerszego komentarza, podsumowujacego w jakim
stopniu profil fitochemiczny surowcéw z réznych lokalizadji jest rozbiezny, zwlaszcza, ze
brak jest danych iloéciowych. Czy w ogoéle Carpesium divaricatum wyhodowany w
warunkach europejskich moze dostarczy¢ réwnocennego surowca leczniczego?

Z kolei w odniesieniu do badan aktywnosci cytotoksycznej nasuwa sie pytanie o
kryterium selekcji do badan selektywnosci tylko jednego z germakranolidéw, a takze

czym kierowano sie przy wyborze linii komérkowych.

Powyzsze uwagi nie wplywaja na wysoka ocene merytoryczna niniejszej rozprawy
doktorskiej. Na postawie zakresu badan, ich planowania i sposobu realizacji mozna
jednoznacznie stwierdzié, ze Pani mgr Natalia Kleczek jest w pelni przygotowana do
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Uzyskane wyniki badah sa nowatorskie,
stanowia oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i maja istotny wkiad w

poszukiwania nowych leczniczych substancji pochodzenia naturalnego.
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Uwagi dotyczace ukladu pracy i podzialu tresci oraz strony edytorskiej.

Recenzowana rozprawa jest bardzo obszerna, obejmuje 300 stron, wraz z literatura (az 539
pozycji) oraz spisem tabel, rysunkéw i schematéw. Uklad pracy jest klasyczny, obejmuje
wstep, cel, czeS¢ teoretyczna, czedé eksperymentalna, dyskusje, wnioski oraz dwujezyczne
streszczenie (polski i angielski). Autorka bardzo drobiazgowo przedstawia
skomplikowana systematyke plemienia Inuleae oraz poszczegélne grupy metabolité6w
wtérnych, zaréwno terpenowych, jak i fenolowych, a nastepnie aktywno$¢ i zastosowania

lecznicze najwazniejszych przedstawicieli, §j. roslin z rodzaju Inula i Blumea.

W mojej opinii, ta cze$¢ jest nadmiernie rozbudowana i jednoczeénie trudna w
lekturze, szczegdlnie gdy Autorka skrupulatnie wymienia wszystkie opisane w literaturze
zwigzki i ich rozpowszechnienie. Znacznie korzystniej bytoby ujaé wigkszosé informacji
fitochemicznych w formie tabelarycznej, a z niektérych watkéw w ogéle zrezygnowad.
Podobny schemat powtarza sie przy omawianiu gatunkéw bedacych przedmiotem badat
oraz catego rodzaju Carpesium i Xerolekia. Ujecie tabelaryczne niektérych tresci nadatoby

pracy przejrzystosci.

Jednoczeénie, przy catej swojej drobiazgowosci, Autorka opuszcza pewne istotne
kwestie, a inne upraszcza. Przyktadowo, w konteksScie pdzniejszych dywagadji
dotyczacych pokrewiefistwa taksonomicznego rodzajéw Xerolekia, Telekia, Buphthalmum i
Carpesium pomocny bylby jaki§ schemat obrazujacy ich pozycje systematyczna oparta o
analizy filogenetyczne. Z kolei w rozdziale 1.3.1 Terpenoidy, Autorka zaznacza cyt.
~uwzgledniono te rodzaje, u ktérych dane zwiazki wystepuja w najwiekszej ilosci”,
jednak przy braku danych ilodciowych trudno sie domysli¢ o co chodzi. Wreszcie,
omawiajac grupe laktonéw seskwiterpenowych, trudno nie wspomnie¢ o ich potencjale
alergizujacym, ktéry ma znaczenie dla péZniejszego rozpatrywania tych zwiazkéw jako
potencjalnych lekéw. Te kwestie, wraz z zaleznodciami strukturalnymi, jednak zupelnie

pominieto, co, w mojej opinii, jest niedopatrzeniem.

Do czesSci eksperymentalnej nie mam wigkszych zastrzezen, jak wspominatam
wczedniej, precyzyjny opis wszystkich procedur umozliwia odtworzenie eksperymentéw.
Tekst jest dobrze zilustrowany tabelami, schematami, wykresami, zdjeciami oraz

wydrukami chromatograméw i widm H NMR. W odniesieniu do zwiazkéw nr 1-5
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brakuje natomiast widm C NMR oraz 2D NMR, o wyniki ktérych Autorka opiera analize
struktur. Uwazam, ze szczegllnie w przypadku dwoch nowo zidentyfikowanych
zwiazkéw, tj. nr 1 i 2, widma te powinny by¢ zamieszczone. Cho¢ dla zwiazku nr 1
(XeK10) szersze dane NMR sa umieszczone w tabeli (tab. 8.1, str.158), to dla zwiazku nr 2
(XeK6=Xek11), tabelarycznie zestawiono wylacznie sygnaly widma protonowego H

NMR.

Kolejna uwaga dotyczy powtarzania pewnych tre$ci oméwionych w wydzielonych
na wstepie metodach chromatograficznych TLC, CC czy HPLC w czgsci szczegblowsej,
odnoszacej sie do procesu izolagji. Ponadto, schematy od 5.1 do 5.6 powinny raczej
podsumowywa¢ fitochemiczna cze$¢ eksperymentalna dla poszczegblnych gatunkéw, a

nie jg rozpoczynac.

Praca jest stylistycznie poprawna, =z niewielka iloScia nieprecyzyjnych
sformutowan, najczeSciej pojawia sie ,aktywno$¢ przeciwnowotworowa” zamiast
aktywnos¢ cytotoksyczna lub antyproliferacyjna w odniesieniu do badaf in vitro (np. str.
107, rozdz. 3.5.1.1). Zauwazytam tez kilka przykladéw zargonu technicznego (np. str. 143.
~frakcji otrzymanych metoda CC na silikazelu”) oraz fragmentéw pisowni angielskiej w
nazwach zwiazkéw, ,0x0” czy ,hydroxy”. W spisie treici blednie ponumerowano czesci
pracy, powinno by¢ sze$¢ a nie dziewieé. Sa to jednak minimalne uchybienia, biorac pod

uwage objetosé recenzowanej rozprawy.

Podsumowanie i wnioski koficowe.

Wszystkie komentarze dotyczace niedociagnie¢ nie maja wplywu na bardzo wysoka
ocene wartosci naukowej rozprawy Pani mgr Natalii Kleczek. Tematyka badan jest
aktualna i bardzo istotna z punktu widzenia nauk medycznych. Uzyskane wyniki
znaczaco poszerzaja wiedze fitochemiczna i fitofarmakologiczna, potwierdzajac celowo$é
badanh bazujacych na danych etnomedycznych w poszukiwaniu nowych bioaktywnych
struktur. Walor naukowy przeprowadzonych badan potwierdzaja opublikowane juz
artykuly w renomowanych czasopismach z bazy JCR, oparte o uzyskane w ramach pracy
doktorskiej wyniki. Zawarte w rozprawie treéci $wiadcza o bardzo szerokiej wiedzy

Doktorantki, dotyczacej waloréw leczniczych, chemizmu i aktywnosci farmakologicznej
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ro$lin plemienia Inuleae i calej rodziny Asteraceae oraz o doskonatej orientacji w

skomplikowanych kwestiach taksonomiczno-fitochemicznych.

Reasumujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
autorstwa Pani mgr Natalii Kleczek spelnia 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 (tj. Dz.U. z 2017 r., poz. 1789).

JednoczeSnie zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im.
Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk z wnioskiem o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie Pani mgr Natalii Kleczek do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego [wszczetego na podstawie przepiséw Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajqce ustawe Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018, poz. 1669, art. 179,
ust. 2) i Rozporzqdzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w
sprawie szczegoltowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w
postepowaniu habilitacyjnym oraz postgpowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz.U. 2018, poz.
261)].

Ponadto wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej, co zawartam w
odrgbnym pi$mie skierowanym do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego

Maja Polskiej Akademii Nauk.

Irma Podolak
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WNIOSEK O WYROZNIENIE ROZPRAWY DOKTORSKIE]

Pani mgr Natalii Kteczek

pt.

»Analiza fitochemiczna wybranych roélin z plemienia Inuleae - izolacja
wtornych metabolitéw o potencjalnym dziataniu przeciwbakteryjnym,

przeciwzapalnym i cytotoksycznym oraz wstepna ocena ich aktywnoéci”

Niniejszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk o przyznanie wyréznienia przedtozonej mi do oceny rozprawy
doktorskiej Pani mgr Natalii Kleczek pt. ,Analiza fitochemiczna wybranych roélin z
plemienia Inuleae - izolacja wtérnych metabolitéw o potencjalnym dziataniu
przeciwbakteryjnym, przeciwzapalnym i cytotoksycznym oraz wstepna ocena ich

aktywnosci”.

Uzasadnienie:

Tematyka ww. rozprawy doktorskiej $wietnie wpisuje sie we wspélczesne trendy badani z
zakresu fitochemii, chemofenetyki, fitofarmakologii i etmomedycyny. Szczegélne
znaczenie ma tu selekga gatunkéw o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym oraz
rewizja tradycyjnych kierunkéw stosowania surowcéw wraz z identyfikacja gléwnych
sktadnikéw odpowiedzialnych za okreslony profil aktywno$ci. Badania przeprowadzone
przez Doktorantke pozwolily przedledzié¢ te kwestie dla dwéch gatunkéw plemienia
Inuleae, tj. Xerolekia speciosissima (L.) Anderb. oraz Carpesium divaricatum Sieb. & Zucc.

Skoncentrowano sie w nich na izolacji metabolitéw wtérnych z grupy terpenéw i fenoli
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oraz analizie aktywnodci in wvitro ukierunkowanej na dzialanie przeciwbakteryjne,
przeciwzapalne i cytotoksyczne wobec komérek nowotworowych.

Zakres przeprowadzonych badan jest bardzo szeroki, a uzyskane wyniki sa
nowatorskie, posiadaja wysokie walory poznawcze oraz potencjat aplikacyjny.

Wyizolowano az pigtnadcie zwiazkéw, w tym 9 laktonéw seskwiterpenowych. Na
szczegllne podkreslenie zastuguje wyodrebnienie dwoéch —strukturalnie nowych
monoterpenéw pochodnych tymolu, nie opisanych dotad w literaturze $wiatowe;.
Doktorantka okreélita wielokierunkowa aktywno$é siedmiu izolatéw potwierdzajac
zasadno$¢ stosowania Carpesium divaricatum we wskazaniach wykorzystywanych w
Tradycyjnej Medycynie Chifiskiej.

Waznym efektem aplikacyjnym badan jest wykazanie podobiefistwa profilu
fitochemicznego surowca uprawianego w warunkach krajowych wobec surowca
pochodzenia azjatyckiego. Daje to podstawy do rozpatrywania uprawy Carpesium
divaricatum w celu pozyskania réwnocennego surowca leczniczego, a ponadto ma
ogromne znaczenie dla oceny biokompatybilnosci wyciagéw z roslin pozyskiwanych z
réznych lokalizacji geoklimatycznych.

Na wyréznienie zastuguje umiejetno$¢ planowania eksperymentu, wnikliwej
interpretacji wynikéw i zwiazanej z tym modyfikacji zakresu badaf. Zwraca uwage
réwniez bieglos¢ Doktorantki w korzystaniu z nowoczesnych metod analizy
fitochemicznej.

Uzyskane w ramach pracy doktorskiej wyniki stanowia przedmiot czterech
artykutéw oryginalnych, w ktérych Pani mgr Natalia Kleczek jest pierwszym autorem.
Wszystkie publikacje ukazaty sie w renomowanych czasopismach z bazy JCR, wysoko
punktowanych przez MEiN, tj. Molecules i Phytochemistry Letters.

Jako recenzent, z pelna odpowiedzialno$cia stwierdzam, ze caloksztalt prac
badawczych wykonanych przez Pania mgr Natalie Kleczek wyraznie przewyzsza

wymagania stawiane pracom doktorskim i zastuguje na wyréznienie.
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Irma Podolak
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