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pracy doktorskiej mgr Agnieszki Bodalskiej

pt: ,,Ocena zawartosci i stabilnosci zwigzkéw polifenolowych w produktach leczniczych

zawierajacych przetwory z wybranych substancji roslinnych z rodziny Lamiaceae”

przedstawiona Radzie Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne

Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu

Pragne podziekowac Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu
Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu za powierzenie mi zaszczytu recenzowania
rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Bodalskiej zatytutowanej ,,Ocena zawartosci i stabilnosci
zwigzkow polifenolowych w produktach leczniczych zawierajacych przetwory z wybranych
substancji  roslinnych z rodziny Lamiaceae” przygotowanej w Katedrze i Zaktadzie
Farmakognozji i Leku Roslinnego, Wydziatu Farmaceutycznego pod kierunkiem prof. dr hab.
n. farm. Izabeli Feckiej i dr n. farm. Adama Kowalczyka jako promotora pomocniczego.

Inspiracjg dla podjetej przez Doktorantke tematyki badawczej, w przedstawione;j
Wysokiej Radzie rozprawie, sg zainteresowania naukowe i dorobek Promotora Pani prof. dr
hab. n. farm. lzabeli Feckiej, ktéra nalezy do grona wybitnych polskich farmakognostow
mtodszego pokolenia i specjalistow w obszarze produktu ziotowego — jego jakosci i

skutecznosci oraz bezpieczeistwa stosowania.



Nowoczesny lek pochodzenia roslinnego, charakteryzuje sie powtarzalnym efektem
terapeutycznym  jako  konsekwencjg  przeprowadzanego  procesu  standaryzacji
monoekstraktéw roslinnych bedacych materiatami wyjsciowymi do wytwarzania produktéw
leczniczych roslinnych. Skutecznos$¢ terapeutyczna lekéw roslinnych wynika nie tylko z
okreslenia zawartosci zwigzkéw czynnych determinujacych ich podstawowe dziatanie
lecznicze ale jest réowniez zwigzana ze zjawiskiem synergizmu i poliwalencji
charakterystycznych dla tej kategorii produktéw leczniczych. Z tego punktu widzenia maja
zasadnicze znaczenie badania szerokiego spektrum zwigzkéw obecnych w surowcach
roslinnych, dla ktérych wykrywane sg nowe, interesujgce zakresy aktywnosci biologicznych,
poprzez ktdre wtagczajg sie one w finalny efekt terapeutyczny surowca/produktu roslinnego.
Nauka dostarcza systematycznie nowych danych i muszg byé one uwzgledniane w ocenie
jakosci i efektywnosci leczniczej produktéw ziotowych, obecnych na rynku farmaceutycznym,
szczegodlnie tych o statusie produktu leczniczego roslinnego. W obszar tych badan wtgcza sie

przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Agnieszki Bodalskiej.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi cykl 3 prac eksperymentalnych
opublikowanych w recenzowanych czasopismach o tgcznej wartosci wspoétczynnika wptywu IF
— 10,604, mianowicie
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sposrdod ktorych, 2. zostaty opublikowane w czasopismach nalezgcych do | kwartyla w
dziedzinie nauk farmaceutycznych (publikacja 1 -Molecules i publikacja 3 - Pharmaceuticals).
Jest to potwierdzeniem wysokiej wartos$ci naukowej prac objetych cyklem. Wymienione prace,
stanowig tematycznie spoéjny zbiér artykutdéw, w ktéorych pierwszym autorem jest
Doktorantka, a udziaty okreslajgce indywidualny wkfad poszczegdlnych wspétautorow w
powstanie prac zostaty przedstawione w zatgczonych w rozprawie doktorskiej

oswiadczeniach.



W publikacji 1. jest to wykonanie badan przez Doktorantke, opracowanie otrzymanych
danych eksperymentalnych oraz przygotowanie oryginalnego tekstu pracy (udziat 30%), w
publikacji 2. przygotowanie projektu badan, walidacja metod, analiza formalna, wykonanie
badan, przygotowanie oryginalnego tekstu pracy (udziat 35%), w publikacji 3. przygotowanie
projektu badan, walidacja metod, analiza formalna, wykonanie badan, opracowanie
otrzymanych danych eksperymentalnych, przygotowanie oryginalnego tekstu pracy (udziat
40%).

Doktorantka badaniami, przede wszystkim o charakterze fitochemicznym,
wiaczajacym analize jakosciowa i ilosciowq zwigzkdw chemicznych o aktywnosci biologicznej,
objeta przetwory z trzech surowcéw z rodziny Lamiaceae, mianowicie liScia miety pieprzowej,
ziela tymianku oraz liscia szatwii jako pojedynczych substancji czynnych roslinnych oraz jako
sktadnikdw produktdw o ztozonym sktadzie — bedacych mieszaninami przetworéw
otrzymywanych réwniez z innych surowcéw roslinnych, obok tych badanych przez
Doktorantke szczegdétowo. Do badan uzyta powszechnie stosowanych narzedzi w analizie
fitochemicznej, mianowicie technik chromatograficznych, gtéwnie wykorzystata systemy
sprzezenia wysokosprawnej chromatografii cieczowej z selektywnymi detektorami,
mianowicie: detektorem stanowigcym matryce diodowa, spektrometr mas z jonizacja ESI oraz
tandemowg spektrometrie mas MS/MS.

Zastosowanie chromatograficznych metod sprzezenia HPLC-DAD/ESI-MS oraz MS/MS
umozliwito rozpoznanie szeregu zwigzkdéw aktywnych biologicznie jako sktadnikéw badanych
matryc roslinnych w oparciu o porédwnanie parametréw chromatograficznych takich jak
wartos¢ tg, wartosci m/z [M-H] jonéw pseudomolekularnych, jonéw fragmentacyjnych, ze
zwigzkami wzorcowymi, pochodzacymi ze zrédet komercyjnych jak i izolowanych przez
Doktorantke z innych surowcéw roslinnych. Ponadto poprzez analize otrzymanych wartosci
parametréw chromatograficznych, wymienionych powyzej, z wykorzystaniem dostepnych
danych literaturowych i poréwnanie Sciezek fragmentacyjnych, zidentyfikowata wstepnie
rowniez pozostate liczne sktadniki fitochemiczne badanych matryc roslinnych oraz produktow
roslinnych, i na tej podstawie niektére zwigzki chemiczne wykryta po raz pierwszy w badanych
substancjach czynnych roslinnych, w tym zaproponowata rowniez dla niektérych z nich sciezki
fragmentacyjne MS/MS np. dla tetrameru kwasu salwianolowego E. Przeprowadzenie badan
chromatograficznych oraz interpretacja otrzymanych danych wymagata od Doktorantki

pogtebionej wiedzy z zakresu spektroskopii UV i spektrometrii mas metabolitéw wtérnych
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nalezgcych do réznych klas naturalnych zwigzkéw chemicznych - flawonoidéw, kwaséw
fenolowych pochodnych kwasu kawowego, lignanéw, fenylopropanoidéw i innych. Z tego
obszaru kieruje pytanie do Doktorantki, czy w oparciu o otrzymane widma UV zwigzkdw
flawonoidowych w systemach HPLC-UV (DAD) mozemy rozrézni¢ pochodne apigeniny od
luteoliny ?.

Do znaczacych osiggnie¢ przeprowadzonych przez Doktorantke, w toku realizacji pracy

doktorskiej, analiz fitochemicznych z uzyciem narzedzi chromatograficznych nalezy zaliczy¢:

e rozpoznanie w nalewce mietowej 35. zwigzkdéw, wsrdd nich 12. kwaséw fenolowych
pochodnych kwasu kawowego nalezgcych do garbnikéw typu Lamiaceae, 12.
flawondw, 8. flawanondéw, 2. pochodnych kwasu jasmonowego i 1. lignanu, w tym po
raz pierwszy zidentyfikowanie w tym przetworze i surowcu stanowigcym lis¢ miety
pieprzowej, 3. zwigzkéw, mianowicie kwasu salwianolowego C, siarczanu kwasu
tuberonowego i glukozydu kwasu tuberonowego

e w przetworach z lisci szatwii 65. zwigzkdw, w tym 7. pochodnych kwasu kawowego,
14. flawonoidéw pochodnych luteoliny i apigeniny w formie glikozydow i
glikozydoestréw, 13. zwigzkéw z grupy terpendw i ich pochodnych oraz
fenylopropanoidow, pochodnych kwasu 12-hydroksy-jasmonowego, pochodnych
alkoholu benzylowego i glikozydu fenolowego szimobaszirazydu C

e w przetworach z ziela tymianku (T.vulgatis/T. zygis) 57. zwigzkéw, mianowicie 10.
estrow kwasu kawowego, jako grupy metabolitéw dominujgcej, w tym rozpoznata po
raz pierwszy w tych gatunkach przypuszczalnie kwas sagerynowy (lub jego izomer) oraz
heksozyd (a-hydroksyhydroferuloilokawoilo)-kawoilowy, obok znanych: kwasu
rozmarynowego, kwaséw salwianolowych A, B, K, 12. flawondéw, w tym dwéch nowych
w badanych gatunkach, mianowicie 7-O-(apiozylo- acetylo)-glukozydu luteoliny, 3’-O-

glukozydu 7-O-glukuronidu luteoliny i 6.flawanondw.

Ponadto Doktorantka ocenita metodg HPLC-DAD profil ilosciowy sktadnikéw fitochemicznych
badanych przetworéw (przebadata okoto 60 komercyjnych produktéw), wskazujac na
znaczace rozbieznosci w poziomach ich zawartosci w réznych seriach danego produktu oraz
w produktach pochodzacych od réznych producentéw. W przetworach z liscia miety
pieprzowej oznaczyta zawartos¢ 10. dominujgcych zwigzkdéw z grupy flawonoidéw i kwaséw

fenolowych, natomiast w przetworach z ziela tymianku i liscia szatwii - 8. zwigzkdw.
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Sformutowany przez Doktorantke wniosek, ze odnotowane réznice bedg miaty wptyw na site
efektu terapeutycznego badanych produktéw uwazam za stuszny, w kontekscie
wykazywanych przez nie rodzajéw aktywnosci biologicznej, jakkolwiek w mojej opinii, mdgt on
zosta¢ wstepnie zweryfikowany chociazby poprzez wybidrcze oznaczenie aktywnosci
biologicznej, np. w testach aktywnosci antyoksydacyjnej. Wyniki analiz ilosciowych uwazam za
bardzo wartosciowe, poniewaz rdznicujg one badane substancje czynne roslinne w zakresie
profili metabolicznych, mianowicie klasyfikujg przetwory z liscia szatwii i ziela tymianku jako
bogatsze w kwasy fenolowe, gtéwnie kwas rozmarynowy, i ubozsze we flawonoidy (wykazane
nizsze stezenia zwigzkéw flawonoidowych), natomiast przetwory z liscia miety pieprzowej jako
bogatsze we flawonoidy z nizszg zawartoscig kwasow fenolowych, z dominujgcym kwasem
rozmarynowym. Rozpatrujgc proporcje stezen kwasy fenolowe/flawonoidy w kontekscie ich
wiasciwosci farmakologicznych i biologicznych, znajdujemy wyjasnienie silniejszej aktywnosci
spazmolitycznej liscia miety pieprzowej (dominujg flawonoidy) i silniejszej aktywnosci
przeciwzapalnej, przeciwdrobnoustrojowej dla ziela tymianku/liscia szatwii. W kontekscie
analiz iloSciowych, przeprowadzonych przez Doktorantke, nasuwa sie pytanie dlaczego do
analiz ilosciowych wybrata system HPLC-DAD a nie system HPLC-MS, ktérym dysponowata i
ktéry umozliwia oznaczenie stabo rozdzielajgcych sie z uzyciem detektora UV zwigzkdw ?.

Wartosciowym watkiem podjetym przez Doktorantke sg badania stabilnosci nielotnych
sktadnikdw ocenianych przetworéw, po raz pierwszy przeprowadzone dla krajowych
produktow ziotowych z uzyciem 3 testow stabilnosci (dtugoterminowym, posrednim i
krotkoterminowym), ujawniajgce krétsze okresy stabilno$ci wyznaczone na podstawie badan
indywidualnych polifenoli: kwasu rozmarynowego i eriocytryny w wiekszo$ci badanych
przetworéw i produktéw, z wyjatkiem 7- O-glukuronidu luteoliny w produkcie stanowigcym
wyciagg ptynny z szatwii i tymianku do stosowania zewnetrznego.

Opublikowane w formie oryginalnych artykutéw naukowych wyniki witasciwie
zaplanowanych eksperymentéw, z prawidtowq ich oceng statystyczng (warto podkreslié, ze
Doktorantka ukonczyta w 5-dniowy kurs z zakresu biostatystyki na Uniwersytecie Medycznym
w Rotterdamie w roku 2020), poprzedzono w dysertacji streszczeniem w jezyku polskim i
angielskim. We wprowadzeniu Doktorantka przedstawita wymagania farmakopealne w
zakresie oceny wartosci leczniczej badanych substancji roslinnych, w tym rdéwniez
otrzymywanych z nich przetworéw, na tle krétkiej charakterystyki ich sktadu chemicznego

oraz omowienia znaczenia zwigzkow polifenolowych dla wywieranych przez nie efektéw

5



biologicznych (antyoksydacja) i leczniczych. Obejmujgce okofo 3 stron wprowadzenie jest
sprawnym, opartym na naukowych odniesieniach przedstawieniem probleméw ze
standaryzacjg efektéw terapeutycznych znanych i popularnych surowcéw roslinnych oraz
zawierajgcych, otrzymywane z nich przetwory, produktach leczniczych, stanowigc
jednoczesnie merytoryczne odniesienie do sformutowanego celu pracy. Nalezy podkreslié, ze
osiggnieciem pracy jest nie tyle zaktadana w celu pracy ,weryfikacja profilu sktadnikow
nielotnych i ocena zawartosci gtéwnych zwigzkdw polifenolowych” ale przede wszystkim
rozpoznanie po raz pierwszy w badanych przetworach szerokiego profilu zwigzkéw czynnych
z réznych grup metabolitdw wtdrnych.

Tekst rozprawy zostat przygotowany z bardzo duzg starannoscia i nie odnotowatam w
nim znaczacych bteddw np. typograficznych, stylistycznych i innych. Doktorantka w sposdob
przejrzysty, scharakteryzowata w rozdziale Materiaty i metody uzyty materiat do badan
(Tabela 1), opisata pochodzenie zwigzkéw wzorcowych, scharakteryzowata warunki analiz
HPLC-MS i HPLC-DAD oraz uzyte testy stabilnosci a takze zastosowane narzedzia analizy
statystycznej, nastepnie omdwita na 3. stronach Najwazniejsze wyniki, zawarte w publikacjach
z cyklu stanowigcego rozprawe, oraz dokonata Podsumowania osiggnietych celéw
czgstkowych, na podstawie ktérych sformutowata Wnioski koncowe.

W zakoniczeniu mojej recenzji stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska Pani mgr Agnieszki Bodalskiej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, wnosi znaczace elementy nowosci do stanu wiedzy o kompozycji zwigzkéw
czynnych w substancjach czynnych roslinnych — lisciu miety pieprzowej, lisciu szatwii i zielu
tymianku, stanowigcych sktadniki produktéw leczniczych roslinnych, posiada réwniez duze
znaczenie praktyczne w kontekscie kontroli jakosci i skutecznosci terapeutycznej produktéw
leczniczych roslinnych. Kandydatka wykazata sie ogdlng wiedzg teoretyczng oraz praktyczng w
dyscyplinie nauki farmaceutyczne. Zatgczony w dysertacji wykaz publikacji (8. publikacji w
czasopismach z IF, i 3. w czasopismach bez IF) i streszczen zjazdowych (21) w ktérych mgr
Agnieszka Bodalska jest jednym ze wspotautoréow, przygotowany przez Biblioteke Gtéwna
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, swiadczy o jej duzej aktywnosci naukowej,

wybiegajgcej poza watki zwigzane z realizacjg tematu doktorskiego.



Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Bodalskiej spetnia wymagania dotyczace nadawania
stopni wg. ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 22017 r., poz. 1789). Na tej podstawie whnioskuje do Wysokiej Rady
Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie mgr
Agnieszki Bodalskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczes$nie biorac pod
uwage znaczacy wartosc, zaréwno naukowg jak i praktyczng podjetego tematu, wkiad w
rozwoj nauk o leku rodlinnym, rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Bodalskiej wnosze o jej

wyroznienie.
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