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1. Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

1.1. Ogodlna problematyka badawcza dysertacji i jej oryginalno$¢ naukowa

Problematyka badawcza przedtozonej do oceny dysertacji na stopie doktora nauk
farmaceutycznych, w aspekcie doswiadczalnym, dotyczyta analizy fitochemicznej,
ukierunkowanej na ocene profilu jakosciowego i iloSciowego oraz stabilnosci sktadnikéw
polifenolowych w 7 produktach leczniczych, wytwarzanych przez réinych producentdw,
zawierajacych przetwory etanolowo-wodne z substancji roslinnych (liscia miety pieprzowej,
liscia szatwii i ziela tymianku), pozyskiwanych z gatunkéw reprezentujacych rodzine
Lamiaceae (jasnotowate). W aspekcie teoretycznym, w pracy przedstawiono krétky
charakterystyke fitofarmakologiczng taksondw, z ktérych pozyskuje sie ww. substancje
roslinne, oraz zasady standaryzacji pojedynczych przetworéw i ztozonych produktow
leczniczych, zawierajgcych wyciggi/nalewki z tych substancji roslinnych w oparciu
o wymagania aktualnej Farmakopei Polskiej (FP) i Europejskiej (Ph. Eur.). We wprowadzeniu
do dysertacji, Autorka wskazata na potrzebe poglebiania usystematyzowanych badan
fitochemicznych ww. przetwordw, dotyczacych zaréwno skfadu i zawartosci metabolitéw
polifenolowych: flawonoidéw i pochodnych kwaséw hydroksycynamonowych (ze wzgledu
na ich synergetyczne efekty dziatania farmakologicznego ze sktadnikami olejku eterycznego),



jak réwniez oceny stabilnosci tych sktadnikéw w oparciu o obowigzujgce zalecenia zawarte
w zatwierdzonych dokumentach Europejskiej Agencji Lekow (EMA). We wskazanym powyzej
zakresie, dotyczacym grupy wybranych roslinnych produktéw leczniczych, dostepnych
na polskim rynku farmaceutycznym, podstawowy zrgb przeprowadzonych prac
eksperymentalnych wraz z uzyskanymi wynikami, przedstawiony w cyklu 3 publikacji
anglojezycznych (D1-D3), posiada charakter oryginalny i stanowi wktad Autorki
w poszerzenie aktualnego stanu wiedzy w obszarze analizy fitochemicznej oraz rozwoju
badan na lekiem roslinnym.

1.2. Ocena kluczowych rezultatéw badan i ich znaczenie dla nauki i praktyki

Gtéwne wyniki badan, zaprezentowane w rozdziale 4.1. dysertacji, odnosza sie do analizy
fitochemicznej profilu jako$ciowego i zawartosci zwigzkdw polifenolowych w 7 roslinnych
produktach leczniczych (wytwarzanych w Polsce przez kilku producentéw) z wykorzystaniem
zaawansowanych metod chromatograficznych, spektroskopowych i spektrometrycznych.

Analiza polifenoli w 23 komercyjnie dostepnych preparatach, zawierajgcych nalewke
mietowg z olejkiem eterycznym migtowym (Menthae piperitae tinctura cum Menthae
piperitae aetheroleo) zostata szczegétowo przedstawiona w publikacji D1. Badania
prowadzone z wykorzystaniem metody LC/MS zaowocowaty taczng identyfikacjg
33 zwigzkéw polifenolowych, w tym 12 pochodnych kwaséw hydroksycynamonowych,
20 sktadnikéw flawonoidowych (w tym: 12 flawonéw i 8 flawanonéw) oraz 1 lignanu,
a takze, odrebnych strukturalnie, 2 pochodnych kwasu jasmonowego z grupy kwaséw okso-
cyklopentylo-monokarboksylowych. Na podkreslenie zastuguje fakt potwierdzenia, poza
kwasem rozmarynowym, obecnosci innych, biologicznie aktywnych di- i oligomerycznych
form kwasow hydroksycynamonowych (HCA), w tym kwaséw litospermowych A i B
(oraz ich izomeréw) oraz kwasu didehydrosalwianolowego B, ktdre zostaty wczesniej opisane
przez innych autorédw w naparach i wyciggach alkoholowo-wodnych z liscia migty
pieprzowej. W obrebie ww. grupy chemicznej, Autorka dysertacji wykazata po raz pierwszy
obecnoéé kwasu salwianolowego C w nalewce z lidcia migty pieprzowej, ktéry zostat
wczeéniej zidentyfikowany przez hiszpanskich naukowcéw w zielu Mentha pulegium L.
Istotne wyniki badar z wykorzystaniem wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HR-MS/MS)
oraz zgromadzonych danych literaturowych zaowocowaty przedstawiong tabelarycznie
analiza szlakéw fragmentacji jonéw prekursorowych tri- i tetramerycznych form HCA
oraz interpretacjg powstatych produktéw fragmentacji, w tym dla jednego z oligomerdéw
HCA - kwasu salwianolowego E.

Sposréd  zidentyfikowanych polifenoli, 10 gtéwnych sktadnikéw poddano analizie
ilodciowej z wykorzystaniem rewalidowanej metody badawczej opartej na wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej z uzyciem detektora z matryca fotodiodowa (LC/PDA). Zaréwno
w grupie badanych polifenoli, jak i oznaczanych skfadnikéw flawonoidowych, najwyzsza
$rednig zawartos¢ wykazano dla eriocytryny  (7-O-B-rutynozydu eriodykcjolu),
co potwierdzito doniesienia innych autoréw na temat dominujgcej koncentracji tego
flawanonu w lidciu miety pieprzowej i jego przetworach. Okoto trzykrotnie nizszg srednig



zawarto$¢ (0,27 mg/mL) oznaczono dla glikozydu flawonowego: 7-O-B-rutynozydu luteoliny.

W grupie sktadnikéw flawonoidowych, o stezeniu przekraczajgcym wartos¢ granicy

oznaczalnosci (LOQ), znalazty sie dodatkowo: 7-O-B-glukuronid i 7-O-B-glukozyd luteoliny

(oznaczone tacznie), 7-O-B-rutynozyd naryngeniny, a takze hesperydyna i diosmina

(oznaczone tagcznie). Najwyzszg zawartos¢ w grupie zwigzkow klasyfikowanych jako kwasy

hydroksycynamonowe udokumentowano dla kwasu rozmarynowego, ktérego srednie

stezenie w badanych preparatach wynosito 0,14 mg/mL. Niestety, pozostate

di- i oligomeryczne pochodne HCA (w tym kwasy litospermowe i salwianolowe) nie zostaty

oznaczone ilosciowo ze wzgledu na niskie poziomy zawartosci (ponizej ustalonej

wartosci LOQ).

Analiza sktadu i zawartosci bioaktywnych polifenoli stanowita takze wiodacg tematyke
badan przedstawionych w publikacji D2. Ocenie poddano 6 typéw roslinnych produktéw
leczniczych (5 ptynéw do stosowania zewnetrznego i wewnetrznego i 1 syrop), zawierajgcych
wyciagi alkoholowo-wodne z liscia szatwii i/lub ziela tymianku, ktére nabyto w obrocie
aptecznym w latach 2017-2020 w tacznej liczbie 38 preparatow. W analizie jakosciowej
i ilosciowej polifenoli zastosowano analogiczne metody badawcze (LC/PDA i LC/MS)
jak dla produktéw, zawierajgcych przetwory z liscia miety pieprzowej, ktdre opisano
w publikacji D1. Efektem przeprowadzonej analizy jakosciowej byto zidentyfikowanie 65 i 57
sktadnikéw polifenolowych, odpowiednio, w produktach zawierajacych przetwory z liscia
szatwii i ziela tymianku, sposréd ktorych 8 zwigzkdéw z grupy HCA i flawonoidéw wytypowano
do dalszej analizy ilosciowej. O profilu jakosciowym i realnej zawartosci ww. sktadnikow
w odniesieniu do pierwotnych substancji rosSlinnych z rodziny Lamiaceae, z ktérych
otrzymano przetwory, mozna jednakze wnioskowac jedynie w odniesieniu do preparatow,
zawierajgcych pojedyncze ekstrakty roslinne, takich jak: nalewka z szatwii oraz syrop
tymiankowy, w ktérych jako dominujace sktadniki w grupie polifenoli zidentyfikowano kwas
rozmarynowy i 7-O-B-glukuronid luteoliny. W pozostatych czterech ztozonych produktach
leczniczych profil jakosciowy i ilosciowy stanowit wypadkowa sktadu i zawartosci polifenoli
nie tylko wystepujacych w wyciggach z ziela tymianku i liscia szatwii, ale takze ekstraktach
z innych substancji roslinnych, w tym m.in. lidcia miety pieprzowej czy ziela hyzopu,
pozyskiwanych z gatunkéow nalezacych do rodziny jasnotowatych. W zwigzku z tym,
poniewaz zaréwno w zafgczonej publikacji D2, jak i oméwieniu wynikdw nie przedstawiono
chromatograméw z przeprowadzonych analiz ww. produktow, kieruje moje pytanie
do Doktorantki:

e (Czy wielosktadnikowe matryce roslinne, zawarte w preparatach PEX1, PEX2, PEX3
oraz PIN1, nie wymagaty rewalidacji metody badawczej LC/PDA ze wzgledu
na nakfadanie sie pasm chromatograficznych (pikéw) i trudnosci w uzyskaniu
wiasciwego wspétczynnika rozdzielenia dla oznaczanych zwigzkéw polifenolowych?

e Prosze rowniez Autorke dysertacji o odniesienie sie do problemu bardzo wysokich réznic
(zmiennosci) w wynikach oznaczen zawartosci polifenoli, otrzymanych nie tylko dla tych
samych typdw preparatow, pochodzgcych od réznych producentéw, ale i réznych serii



tego samego produktu leczniczego. Wedtug moich szacunkowych obliczeri warto$¢
parametru CV przekraczata bowiem (w niektérych przypadkach) nawet 85%!

Najbardziej cenng, w cyklu prac zgtoszonych do oceny recenzenckiej, zaréowno
pod wzgledem oryginalnosci tematyki badawczej i uzyskanych wynikéw, jak i praktycznego
znaczenia w obszarze badan nad jakoscig leku roslinnego, jest dla mnie publikacja D3.
Zaprezentowano w niej szczeg6towe i bardzo dobrze udokumentowane badania dotyczace,
oceny stabilno$ci dominujacych sktadnikéw polifenolowych - kwasu rozmarynowego,
7-0-B-glukuronidu luteoliny oraz eriocytryny w wybranych produktach leczniczych,
zawierajacych wyciagi etanolowo-wodne z ziela tymianku, lidcia szatwii i liscia migty
pieprzowej, po przechowywaniu tych preparatéw w warunkach i czasie zgodnym
z wytycznymi ICH dla testéw stabilnosci: dtugoterminowego, posredniego i przyspieszonego.
Wyniki badari wykazaty m.in. najwyzsza stabilno$¢ kwasu rozmarynowego w preparatach
monosktadnikowych (nalewce z szatwii), zawierajacych wyciagi etanolowo-wodne
z substancji roélinnej. Wyzszg stabilno$¢ odnotowano takze dla 7-O-B-glukuronidu luteoliny,
obecnego w preparacie dwusktadnikowym, stanowigc mieszanine ekstraktéw etanolowo-
wodnych z lidcia szatwii i ziela tymianku. Autorka dysertacji, w oméwieniu wynikéw badan
z tej czedci prac eksperymentalnych (Rycina 2), przedstawita interesujace zestawienie
okreséw waznosci poszczegdlnych polifenoli, oszacowanych na podstawie badan stabilnosci,
oraz deklarowanych przez producentéw, ktore (niestety) potwierdzito niskg stabilnosc
badanych sktadnikéw polifenolowych, zwtaszcza w produktach o obnizonej zawartosci
etanolu (Thymi sirupus compositus). W tym miejscu, chciatabym odnies¢ sig¢ do ogdlnych
wnioskéw koricowych (Rozdz. 6) przedstawionych przez Autorke dysertacji. W mojej ocenie,
stwierdzenie (zawarte w trzecim wniosku), iz, Cyt. ,dla zapewnienia stafej i powtarzalnej
jakosci produktéw leczniczych, zawierajacych wyciagi ptynne z liscia migty pieprzowej, liscia
szatwii i ziela tymianku niezbedna jest rewizja dotychczasowego podejscia analitycznego
w odniesieniu do materialu wyjéciowego, jak i gotowego produktu leczniczego..
oraz poszerzenie wymagah o standaryzacje zawartosci kwasu rozmarynowego i/lub
flawonoidéw”, jest tyko po czesci uprawnione. Nalezy zwréci¢ uwage, ze cze$¢ z produktdw,
stanowigcych materiat do badain w niniejszej dysertacji to produkty farmakopealne.
Przyktadowo, badany produkt: nalewka mietowg z olejkiem eterycznym migtowym, znany
na polskim rynku farmaceutycznym pod synonimowa nazwa ,krople migtowe”, posiada
monografie narodowa w FP. Poniewaz, zgodnie z recepturg farmakopealng, nalewke
otrzymuje sie za pomoca ekstrakgji liscia migty pieprzowej etanolem (90% V/V), a nastepnie
do otrzymanego przetworu (95 cz.) dodaje sie 5 cz. olejku eterycznego migtowego, jest
uzasadnione, ze dla tego produktu ustalono wymagania jakosciowe, dotyczgce zawartosci
olejku eterycznego. Kontrole tozsamosci ww. przetworu (wg FP) prowadzi si¢ metoda TLC
z wykorzystaniem roztworu poréwnawczego, takze zawierajgcego sktadniki olejku
eterycznego mietowego (mentol, octan mentylu, cyneol) oraz dodatkowego markera
chemicznego: tymolu. Podobne kryteria oceny jakosciowej stosuje sie dla wyciggu
tymiankowego ptynnego (Thymi extractum fluidum), posiadajacego monografie narodowa
w FP, ktéry otrzymuje sie metodg wytrawiania ziela tymianku z uzyciem mieszaniny
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rozpuszczalnikdw, zawierajgcej wodorotlenek amonowy 10%, glicerol 85%, etanol 90-96%
(V/V) i wode oczyszczong. Wymagania jakosciowe dla tego preparatu, dotyczg zawartosci
tymolu, jako gtéwnego, biologicznie aktywnego sktadnika fenolowego olejku eterycznego,
wystepujgcego w zielu tymianku. Analogiczne kryterium jakosciowe, dotyczace zawartosci
tymolu, zawarto w monografii narodowej FP dla syropu tymiankowego ztozonego (Thymi
sirupus compositus), ktory de facto jest kompozycjg tréjsktadnikows, ztozong z ptynnego
wyciggu tymiankowego, tymolu i wodorotlenku amonowego 10% w bazie syropu prostego
(Sirupus simplex). W przypadku innych przetworéw roslinnych, stanowigcych sktadniki
produktéw leczniczych, objetych badaniami w niniejszej dysertacji, ich opisy w monografiach
FP s3 zblizone. Przyktadowo, nalewka z szatwii (wystepujgca w preparatach oznaczonych jako
PEX1, PEX4) ze wzgledu na jej otrzymywanie z liscia szatwii za pomocg 70% (V/V) etanolu
posiada réwniez zdefiniowane wymagania zawartosci, dotyczace olejku eterycznego.
Receptury preparatow roslinnych, opracowanych na bazie wyciggdw etanolowo-
wodnych, zostaty w odpowiednim czasie zgtoszone do Europejskiej Agencji Lekéw (EMA)
m.in. przez polskich ekspertéw w procesie gromadzenia danych naukowych z badan
oraz dokumentacji wytwdrczej, niezbednych do opracowania monografii EMA
oraz raportéw oceniajgcych (Assessment report) dla ziela tymianku, liscia miety pieprzowej
czy liscia szatwii. Nastepnie, poddano je ocenie i wskazano kryteria dotyczace standaryzacji
jakosciowej, ktore ostatecznie zostaty zaakceptowane przez grono specjalistow, skupionych
w Komitecie ds. Roslinnych Produktéw Leczniczych (Committee on Herbal Medicinal Products
- HMPC) EMA, odpowiedzialnym za wspieranie procesu harmonizacji i jakos¢ lekéw
roslinnych, podlegajacych dystrybucji na rynku europejskim. Decyzje te podjeto zaréwno
ze wzgledu na istotny udziat sktadnikéw olejku eterycznego w dziataniu farmakologicznym
tych produktéw, ale takie udokumentowang stabilnos¢ sktadnikdw olejku eterycznego
w_deklarowanym okresie ich przechowywania, ktéra jest niezbedna do akceptacji danego
fitosktadnika w procesie standaryzacji, jako markera aktywnego Ilub chemicznego.
Nalezy zauwazy¢, ze powyzsze stanowisko HMPC nie dotyczylo na przyktad wyciggow
suchych z liscia miety pieprzowej czy liscia melisy, ktére, zgodnie z monografiami Ph.Eur. i FP,
standaryzuje si¢ na zawarto$¢ kwasu rozmarynowego, poniewaz w ekstraktach suchych
sktadnik ten nie podlega dziataniu czynnikéw hydrolitycznych i zachowuje odpowiednig
stabilno$¢ w okresie dtugoterminowym. Ponadto, zaréwno kwas rozmarynowy (i inne HCA),
jak i okreslone zwigzki flawonoidowe, stanowig sktadniki roztworéw poréwnawczych,
wykorzystywanych w badaniach jakosciowych (Tozsamos$¢ C) prowadzonych metoda
chromatografii cienkowarstwowej, opisanych w monografiach FP dla znanych substancji
roslinnych z rodziny jasnotowatych: liscia miety pieprzowej, liscia rozmarynu,
ziela tymianku, ziela macierzanki czy korzenia i kigczy szatwii czerwonokorzeniowej (kwas
salwianolowy B). Tak wiec, nie dyskredytujac dobrych intencji Autoréw badar odnosnie
potrzeby polepszania jakosci produktéw leczniczych, opisanych w publikacjach D1-D3,
poprzez rozszerzenie wymagan jakosciowych, polegajace na dodatkowej ocenie zawartosci
sktadnikéw polifenolowych, nalezy uwzglednia¢, ze obecne wymagania farmakopealne sg
wtasnie efektem wypracowanego kompromisu, opartego na analizie wynikow




wieloos$rodkowych badar naukowych, a takze uwzgledniaja potrzebe zmniejszania wysokich
kosztéow rutynowej kontroli jakosci tych produktéw, zgtaszang przez europejskich
wytworcow lekéw roslinnych.

1.3. Poprawnos$é formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna

W uzasadnieniu podjetej tematyki badawczej oraz prezentacji wynikéw badan, Autorka
dysertacji nie ustrzegta sie btedéw i nieuprawnionych uproszczen sktadniowych,
$wiadczacych o nie do korica opanowanej przez Nig polskiej terminologii naukowej,
stosowanej zwtaszcza w opisie badar analitycznych, prowadzonych z wykorzystaniem
technik chromatograficznych, spektroskopowych i spektrometrycznych.

Z obowiagzku recenzenta, chciatabym odnies¢ sie ponizej do gtéwnych niescistosci
formalno-jezykowych, stylistycznych i interpunkcyjnych, jakie zauwazytam w opisie
zagadniei teoretycznych i doswiadczalnych oraz wynikéw badan, przedstawionych
w niniejszej rozprawie doktorskiej:

- str. 8 — jest: ,Za aktywno$¢ leczniczg liscia migty pieprzowej — Menthae piperitae folium,
odpowiedzialny jest olejek eteryczny” — powinno byc: ,Za aktywnos$¢ lecznicza liscia migty
pieprzowej — Menthae piperitae folium, odpowiedzialne sg okreslone sktadniki olejku
eterycznego”;

- na str. 8 (i kolejnych stronach dysertacji) zastosowano przestarzate nazewnictwo: ,kwasy
fenolowe (= fenolokwasy) pochodne kwasu kawowego”, ktére powinno by¢ zastgpione
terminem: ,kwasy hydroksycynamonowe” stosowanym dla tej grupy zwigzkow
w aktualnych edycjach Farmakopei Europejskiej (Ph.Eur.) i Farmakopei Polskiej (FP)
oraz najnowszych publikacjach naukowych;

- str. 8 — jest: ,Wedtug aktualnych edycji Farmakopei Europejskiej (Ph.Eur.) i Farmakopei
Polskiej (FP) w lisciu miety pieprzowej olejek eteryczny powinien wystgpowac w ilosci nie
mniejszej niz 12 mL/kg w nierozdrobnionej lub 9 mL/kg w pocietej substancji roslinnej..."—
powinno by¢é: ,Zgodnie z monografig liscia miety pieprzowej, zamieszczong w aktualnym
wydaniu Farmakopei Europejskiej (Ph.Eur.) i odpowiadajacym mu wydaniu Farmakopei
Polskiej (FP), zawarto$¢ olejku eterycznego w catej i rozdrobnionej substancji roslinnej
powinna wynosi¢, odpowiednio, nie mniej niz 12 i 9 mL/kg w przeliczeniu na bezwodna
substancje roélinng”; ponadto, w monografii FP liscia migty pieprzowej nie zawarto (jak to
opisata Autorka) wymagar dotyczacych wartosci granicznych zawartosci dla mentolu
oraz mentonu, ktére zamieszczono w monografii FP olejku eterycznego migtowego
(Menthae piperitae aetheroleum);

- str. 8 —jest: ,sktadéw nielotnych” — powinno by¢: ,sktadnikéw nielotnych”;

- str. 9 — jest: ,standaryzowane na kwas rozmarynowy” — powinno byc: ,standaryzowane
na zawarto$¢ kwasu rozmarynowego”;

- str. 9 — jest: ,zawarto$¢ pochodnych kwaséw orto-dihydroksycynamonowego
lub hydroksycynamonowego” — powinno byé: ,zawartos¢ sumy pochodnych kwasu orto-
dihydroksycynamonowego, w  przeliczeniu na akteozyd lub sumy pochodnych
hydroksycynamonowych, w przeliczeniu na kwas rozmarynowy”;



- str. 10 — jest: ,badanie ich stabilno$¢” — powinno by¢: ,badanie ich stabilnosci”;

- str. 11 — jest: ,,z zastosowaniem wspdtczesnych technik chromatograficznych” — powinno
byé¢: ,z zastosowaniem wspofczesnych technik chromatograficznych, spektroskopowych
i spektrometrycznych”;

str. 11 —jest: ,,0 réznych numerach seryjnych” — powinno by¢: ,,0 réznych numerach serii”;
str. 11 — jest: ,,w produktach leczniczych zawierajgcych wyciagi z roslin bedacych tematem
rozprawy” — powinno byc¢: ,w produktach leczniczych, zawierajgcych przetwory wodno-
etanolowe z ziela tymianku, liscia szatwii i liscia miety pieprzowej”;

str. 12 — w Tabeli 1 (kolumna: Sktadniki roslinne) nieprawidtowo podano nomenklature
facinska skfadnikow recepturowych, wchodzacych w sktad poszczegélnych produktow
leczniczych. Przyktadowo - jest: ,Wyciag ptynny tymiankowy (Thymus vulgaris L.)” — powinno
by¢: ,,\Wyciag ptynny tymiankowy (Thymi herbae extractum fluidum)”; jest: ,Nalewka z liscia
szatwii (Salvia officinalis L.)” — powinno byc¢: ,Nalewka z szatwii (Salviae tinctura)”, itd.;

str. 12 — w Tabeli 1, w sktadzie recepturowym produktu leczniczego oznaczonego symbolem
PEX2 (Salviasept, Herbapol-Lublin STR.A.), nie wymieniono 2 komponentéw terpenowych
olejkéw eterycznych: mentolu i cyneolu, wystepujacych odrebnie w tym preparacie;

str. 12 — w Tabeli 1 (kolumna: Sktadniki roslinne), dla opisu wyciggéw ptynnych,
wchodzacych w sktad ztozonych produktéw, oznaczonych symbolem PEX2, PEX3, PIN1,
powinno stosowac sie zapis formalny: Wyciagi ptynne z.. (ziela tymianku, liscia miety
pieprzowej, ziela hyzopu, itp.);

- str. 13 — jest: ,Otrzymane prébki rozciericzono do stezen....za pomocg 50% wodnego
roztworu metanolu (v/v)” — powinno byc¢: ,Sporzadzono serie rozciefczed roztworéw
podstawowych substancji wzorcowych z uzyciem 50% (V/V) metanolu w zakresie stezer od...
do..”;

- str. 13 — jest: , detektora diodowego DAD-3000 oraz detektora ESI-qTOF” — powinno byc:
»detektora z matrycg fotodiodowa DAD-3000 oraz analizatora mas ESI-qTOF”;

- str. 13 — jest: , jako eluenty zastosowano 0,1% roztwér kwasu mréwkowego w wodzie (v/v)
i 0,1% roztwor kwasu mrowkowego w acetonitrylu (v/v) — powinno byé: ,jako sktadniki fazy
ruchomej uzyto 0,1% (V/V) kwas mréwkowy i 0,1% (V/V) roztwér kwasu mréwkowego
w acetonitrylu”;

- str. 14 — jest: ,probki analizowano w trzech dtugosciach swiatta UV” — powinno byc¢:
»detekcje sktadnikéw polifenolowych w badanych prébach prowadzono w zakresie
promieniowania UV przy trzech dtugosciach fali”;

- str. 14 — jest: ,5% Wodny roztwor kwasu mrowkowego (v/v) i 5% acetonitrylowy roztwor
kwasu mréwkowego (v/v) zostaty uzyte jako eluent” — powinno by¢: ,jako sktadniki fazy
ruchomej uzyto 5% (V/V) kwas mréwkowy i 5% (V/V) roztwér kwasu mréwkowego
w acetonitrylu”;

- str. 15 — jest: ,testem Browna-Forsythea” - powinno by¢: ,z uzyciem testu Browna-
Forsythe’a”;

- str. 15 — jest: ,Otrzymane w publikacji D3 wyniki zostaty poddane analizie regresji w celu
oszacowania stabilnosci badanych produktéw leczniczych” — powinno byé: ,Wyniki oznaczen



ilosciowych, otrzymane w badaniach produktéw leczniczych, opisanych w publikacji D3,
zostaty poddane analizie regresji liniowej w celu oszacowania stabilnosci poszczegdlnych
sktadnikéw polifenolowych, zawartych w tych preparatach”;

- str. 15 — jest: ,dane zostaty przeliczone na procent poczatkowej zawartosci, nastepnie
zlogarytmowane i poddane testowi F dla wykazania jednorodnosci wariancji” — powinno
byc: ,Uzyskane wyniki oznaczen ilosciowych poddano rekalkulacji i wyrazono w postaci
procentowego udziatu, odniesionego do poczatkowej zawartosci polifenoli w badanych
preparatach. Nastepnie, uzyskane wartosci procentowe zlogarytmowano i poddano analizie
z uzyciem testu-F w celu oszacowania jednorodnosci wariancji w badanych szeregach
statystycznych”;

- str. 15 i na kolejnych stronach — jest: , wykryto obecnos¢ 35 zwigzkéw” — powinno byc:
,zidentyfikowano 35 zwigzkéw”;

- str. 15 — jest: ,Gtownym sktadnikiem byta eriocytryna (flawanon) z maksymalnym
stezeniem 1,77 mg/mL, minimalnym 0,09 mg/mL i $rednig 0,81 mg/mL” — powinno byc:
,Gtownym skfadnikiem byta eriocytryna (flawanon), dla ktdrej wyznaczone wartosci
maksymalnego, minimalnego i Sredniego stezenia wynosity odpowiednio: 1,77; 0,09 i 0,81
mg/mL”;

- str. 15 i podobne sformutowania na kolejnych stronach — jest: ,(Srednia 0,14 mg/mL)” -
powinno byc¢: ,(Srednia wartos¢: 0,14 mg/mL)”;

- str. 16, 17 i 19 — jest: ,Thymi sirupus compositum” — powinno byc: ,Thymi sirupus
compositus”;

- str. 16 — jest: ,Najwazniejsze flawonoidy oznaczone w tych ptynnych preparatach
do stosowania zewnetrznego to” — powinno by¢: ,Zwiazki flawonoidowe, wystepujace
W najwyzszym stezeniu w ptynnych preparatach do stosowania zewnetrznego to...”;

- str. 17 — jest: ,Rycina 1. Zestawienie zawartos$¢ zwigzkéw polifenolowych, fenolokwaséw
i flawonoidéw w analizowanych ptynnych lekach roslinnych, oznaczonych metodg HPLC-
DAD” — powinno by¢: ,Rycina 1. Zestawienie $rednich sumarycznych wartosci stezen
fenolokwaséw i flawonoidéw oraz t3cznej koncentracji obu grup polifenoli
w 7 produktach leczniczych poddanych badaniom z wykorzystaniem metody LC/DAD”;

- str. 17 (legenda do Ryc. 1) — jest: ,PEX1 (STE) — wycigg ptynny z szatwii i tymianku
do stosowania wewnetrznego” — powinno byc¢: ,PEX1 (STE) — wycigg ptynny z szatwii
i tymianku do stosowania zewnetrznego”;

- str. 18 — jest: ,Nie udato sie oszacowac stabilnosci tego zwigzku w preparacie wodnym —
syropie tymiankowym ztozonym (TS)” — powinno byc: ,Nie udato sie oszacowac stabilnosci
tego zwigzku w syropie tymiankowym ztozonym (TS), jako preparacie zawierajgcym
w sktadzie hydrofilowe substancje pomocnicze, w tym: wodorotlenek amonowy 10%, glicerol
85% i wode oczyszczong”;

- str. 18 — jest: ,,Amoniak wchodzacy w skfad syropu tymiankowego...” — powinno byc:
»Wodorotlenek amonowy 10%, wchodzgcy w sktad syropu tymiankowego”;

- str. 18 —jest: ,w 18 i 24 miesigcu badania” — powinno by¢: ,w 18. i 24. miesigcu badan”;



- str. 18 — jest: ,Oszacowane na podstawie badan stabilnosci indywidualnych polifenoli
(stupki wyréznione kolorem) oraz deklarowane przez producenta daty waznosci (stupki
szare) przedstawiono na Rycinie 2” — powinno by¢: ,Na Rycinie 2 przedstawiono okresy
waznosci poszczegdlnych polifenoli (stupki wyréznione kolorem), oszacowane na podstawie
badan stabilnosci oraz deklarowane przez producentéw (stupki szare)”;

- str. 19 — jest: ,W badaniach wtasnych przy wykorzystaniu metod chromatograficznych
i detektora mas..” - powinno byc¢: ,W badaniach wtasnych przy wykorzystaniu metod
chromatograficznych, spektroskopowych i spektrometrii mas...”;

Wszystkie powyzisze uwagi, odnoszace sie zaréwno do warstwy edytorskiej,
jak i merytorycznej tekstu dysertacji, nalezatoby uwzgledni¢ w przypadku planowania
dalszych, polskojezycznych opracowan zagadnien, stanowigcych przedmiot niniejszej
rozprawy doktorskiej. Uwagi te nie umniejszaja jednakze mojej wysokiej oceny w odniesieniu
do opisu metodologii i dyskusji wynikéw badan, zawartych w anglojezycznych publikacjach
D1-D3, zatagczonych w dysertacji.

2. Ocena metodologiczna rozprawy doktorskiej

2.1. Dobdr pisSmiennictwa, umiejetnos¢ wykorzystania Zrédet

Dobdr pismiennictwa naukowego w publikacjach D1-D3, zamieszczonych w cyklu
zgtoszonym do oceny recenzenckiej, jest bogaty i zostat wilasciwie wykorzystany
w omowieniu i dyskusji wynikéw, zawartych w ww. pracach. Niestety, umiejetno$é uzycia
tych samych Zrédet w polskojezycznym wprowadzeniu do dysertacji, a zwtaszcza prezentac;ji
gtéwnych wynikéw badan i ich podsumowaniu pozostawia pewien niedosyt. Na str. 23-24,
Doktorantka zamiescita co prawda 19 pozycji piSmiennictwa naukowego, jednakze zostaty
one wykorzystane w rozprawie prawie wylacznie do opisu znanych wtasciwosci
farmakologicznych skfadnikéw substancji roslinnych (lub ich przetworéw), wchodzacych
w sktad badanych produktéw, lub sg to rekomendacje i ogdlne kryteria oceny jakosci
zawarte w monografiach FP i Ph.Eur. oraz dokumentach koricowych EMA i ICH, odnoszacych
sie do tych produktéw leczniczych. W tym miejscu oraz we wczesniejszych rozdziatach
dysertacji, bardziej wskazane bytoby wykorzystanie tresci i zacytowanie prac,
ktére umozliwityby zwiezta (a zarazem krytyczng) prezentacje wynikéw wtasnych badan
doswiadczalnych na tle rezultatow opublikowanych przez innych autoréw.

2.2. Poprawnos¢ formutowania celéw i hipotez badawczych

Jako wiodacy cel prowadzonych badan doswiadczalnych, przedstawiony w rozdziale 2,
Autorka dysertacji wskazata ocene (weryfikacjg) profilu jakosciowego i ilodciowego
sktadnikow nielotnych z grupy polifenoli w 7 rodlinnych produktach leczniczych
(pochodzacych od réinych producentdw), ktére zawieraty przetwory z lidcia miety
pieprzowej, liscia szatwii oraz ziela tymianku, jak réwniez badania stabilnoéci wybranych
zwigzkow polifenolowych w ww. preparatach leczniczych. W rozdziale tym zabrakto, w mojej
ocenie, sformutowania wstepnych hipotez badawczych (odnoszacych sie m.in. do zasadnosci
rozszerzania kryteriow oceny zawartosci skfadnikdw badanych preparatéw o grupe

9



pochodnych HCA i/lub flawonoidéw), ktére nalezato weryfikowaé w trakcie, a zwtaszcza
po uzyskaniu wynikéw prac eksperymentalnych, odnoszac je do zgromadzonych danych
literaturowych i doswiadczen innych badaczy. Wspomniana wyzej problematyka zostata
bowiem tylko w pewnym zakresie omdéwiona we wprowadzeniu oraz dyskusji wynikéw,
zawartych w publikacjach D1-D3, ze wzgledu na zakres prezentowanych w nich czgstkowych
badan analitycznych, oceniajacych poszczegdlne aspekty zwigzane z oceng zawartosci
lub stabilnosci bioaktywnych polifenoli w badanych produktach leczniczych.

2.3. Trafnos¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnos¢ ich zastosowania

Dobor wiasciwej metodyki i narzedzi badawczych, zaprezentowanych w rozprawie
doktorskiej Pani mgr Agnieszki Bodalskiej niewatpliwie stanowi pochodng kilkunastoletnich
badan naukowych, prowadzonych pod kierunkiem Prof. dr hab. n. farm. Izabeli Feckiej
w osrodku wroctawskiej Farmakognozji. Dotyczyty one réznorodnych sktadnikéw biologicznie
aktywnych w przetworach, otrzymywanych z substancji roslinnych, ktérych zZrédio
pozyskiwania stanowig gatunki reprezentujgce rodzine jasnotowatych (Lamiaceae).
Efektem tego s3 m.in. opracowane wczesniej metody badawcze, obejmujgce analize
jakosciowg i ilosciowg sktadnikéw polifenolowych z grupy HCA i flawonoidéw
z wykorzystaniem sprzezonych  wysokosprawnych technik chromatograficznych
i spektroskopii UV oraz wysokorozdzielczych technik spektrometrycznych. W pracach
eksperymentalnych, prowadzonych w ramach realizacji niniejszej dysertacji, Doktorantka
umiejetnie zastosowata zrewalidowang procedure analityczng (LC/PDA), w ocenie zawartosci
polifenoli oraz stabilnosci kwasu rozmarynowego i wybranych zwigzkéw flawonoidowych
w badanych produktach leczniczych. W odniesieniu do trafnosci doboru metod i narzedzi
badawczych, na pochwate w niniejszej dysertacji zastuguje istotne wsparcie obrébki danych
eksperymentalnych  poprzez zastosowanie odpowiednich testéw statystycznych,
oferowanych w programie STATISTICA 13.3 (publikacja D2 i D3), co m.in. umozliwito
prawidfowg ocene istotnosci uzyskanych wynikéw oznaczen ilosciowych.

W nawigzaniu do zrealizowanych badan analitycznych z wykorzystaniem metody
LC/PDA, prositabym Autorke dysertacji o ustosunkowanie sie do nastepujacych
pytan/zagadnien:

e W jakim zakresie pierwotna metoda badawcza LC/PDA (opracowana przez Panig
profesor lzabelg Feckg i doktora Sebastiana Turka i opublikowana w 2008 r.
w czasopismie Food Chemistry) byta rewalidowana w zwigzku z procesem analizy
jakosciowej i ilosciowej sktadnikéw polifenolowych produktéw leczniczych, bedacych
przedmiotem badan w niniejszej dysertacji?

e Czy w ramach rewalidacji ww. metody analitycznej podjeto np. prébe jej optymalizacji
i zwiekszenia rozdzielczosci pikow niektérych  sktadnikéw polifenolowych,
np. 7-O-B-glukuronidu i 7-O-B-glukozydu luteoliny oraz hesperydyny i diosminy
(obecnych w preparatach zawierajgcych nalewke mietowg), ktére w badaniach,
przedstawionych w publikacjach D1 i D2, oznaczano tgcznie?
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e Poniewaz w tytule publikacji D3 zawarto sformutowanie , A Preliminary Study” — prosze
przedstawic, jakie dodatkowe badania stabilnosci tych produktéw bedga (lub s3 obecnie)
prowadzone.

2.4. Poprawnosc ukfadu pracy doktorskiej i struktury podziatu tresci

Rozprawa doktorska liczy 90 stron i charakteryzuje sie dobrze zaplanowang, przejrzysta
strukturg, odpowiednig dla tego typu opracowan. Giéwny zrab pracy poprzedzony jest
streszczeniami w jezyku polskim i angielskim oraz wykazem danych bibliograficznych
3 artykutow naukowych, stanowigcych podstawe dysertacji na stopien doktora nauk
farmaceutycznych. Kluczowe rozdziaty rozprawy doktorskiej obejmujg: wprowadzenie, cel
podjetych badan, materiaty i metody (ta cze$¢ zawiera m.in. tabelaryczng prezentacje 7 grup
produktéw leczniczych, objetych badaniami doswiadczalnymi oraz charakterystyke
przeprowadzonych testéw stabilnosci), najwazniejsze wyniki i ich podsumowanie, wnioski
oraz pisSmiennictwo. Zgodnie z wymaganiami dla rozpraw doktorskich, stanowigcych cykl
opublikowanych prac naukowych, zataczono o$wiadczenia okre$lajgce indywidualny wktad
wszystkich  wspotautorow. Autorka dysertacji przedstawita takie (potwierdzony
przez Biblioteke Gtéwnag Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu) opis bibliograficzny
swojego dorobku naukowego, obejmujgcego wspotautorstwo artykutéw w czasopismach
naukowych z IF (8 pozycji) i nieposiadajacych IF (3 pozycje), oraz streszczen zjazdowych
(21 pozycji), o tacznej wartosci- wspdtczynnika wptywu IF = 17,617 oraz punktacji MEiN = 645.
Ponadto, zaprezentowata swoje osiggniecia zwigzane z nabywaniem kompetencji
naukowych (studia, staze, szkolenia, projekty badawcze), dziatalnosciag dydaktyczng,
organizacyjng i popularyzujgcg nauke.

Uktad pracy doktorskiej i struktura podziatu tresci sg prawidtowe i nie budza moich

zastrzezen.

3. Podsumowanie i wnioski korncowe

W podsumowaniu oceny recenzenckiej niniejszej rozprawy na stopieri doktora
nauk farmaceutycznych, pragne podkresli¢, iz przedstawiona dokumentacja, obejmujaca
3 prace oryginalne w anglojezycznych czasopismach naukowych: Molecules, Acta Poloniae
Pharmaceutica — Drug Research oraz Pharmaceuticals, o tacznym wspétczynniku wptywu
IF = 10,604 (340 pkt MEIiN), a takze zataczona w opisie bibliograficznym lista 5 dodatkowych,
petnotekstowych publikacji (o sumarycznym IF = 7,013), 3 prac pogladowych
oraz 21 komunikatéw zjazdowych, ktérych Pani mgr farm. Agnieszka Bodalska jest
wspotautorky, Swiadcza o Jej zaangazowaniu i umiejetnoéci prowadzenia i dokumentowania
wynikéw nowoczesnych i wieloptaszczyznowych badari eksperymentalnych, prowadzonych
pod kierunkiem doswiadczonych naukowcéw Katedry i Zaktadu Farmakognozji i Leku
Roslinnego UM we Wroctawiu.

Odnoszac sie do catoksztaftu dokonan naukowych, zaprezentowanych w niniejszej
rozprawie doktorskiej, stwierdzam, iz przedtozona do oceny dokumentacja spetnia warunki
okreslone w art. 13, ust. 1 ustawy z dn. 14. marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
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naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r., poz. 1789 ze zm.),
zawierajac oryginalne rozwigzania probleméw naukowych. Zostato to réwniez potwierdzone
przez recenzentéw w procesie wydawniczym 3 anglojezycznych publikacji, zawartych w cyklu
stanowigcym podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej.

W  zwigzku z powyzszym, sktadam wniosek koncowy o dopuszczenie
Pani mgr farm. Agnieszki Bodalskiej do dalszych etapéw postepowania, dotyczgcego nadania
stopnia doktora nauk farmaceutycznych.

Jednoczesnie, ze wzgledu na wysoki poziom naukowy prowadzonych prac
eksperymentalnych, przedstawionych w niniejszej dysertacji, jak réwniez istotny aspekt
praktyczny uzyskanych wynikéw, w obszarze dotyczacym badan nad jakoscig leku roslinnego,
zwracam sie z prosbg o przyjecie mojego wniosku o wyrézinienie rozprawy doktorskiej
Pani mgr farm. Agnieszki Bodalskiej.

Lublin, 02. wrzesnia 2022 r.

dr hab. n. farm.

Grazynd Zgorka
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