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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anety Starzec
pt.: ,,Badania zwigzkow wielofenolowych w gatunku Cistus x incanus L.”, wykonanej
pod kierunkiem Promotor — Pani prof. dr hab. n. farm. Izabeli Feckiej oraz Promotora

pomocniczego — Pana dr n. farm. Macieja Wlodarczyka

Obiektem badan recenzowanej rozprawy doktorskiej jest czystek szary (Cistus x
incanus L.) zrodziny Cistaceae Juss, bedacy mieszancem C. albidus L. i C. crispus L., rosnacy
naturalnie w krajach potozonych w basenie Morza Srédziemnego oraz w pétocno-zachodnie]
Afryce. Ten wiecznie zielony krzew nie dostarcza wprawdzie substancji ani przetworéw
farmakopealnych ale jak wskazujg dane etnofarmakologiczne jest ro$ling stosowang w
tradycyjnej medycynie Bliskiego Wschodu w: przezigbieniach, zaburzeniach przewodu
pokarmowego, stanach zapalnych skory, uktadu oddechowego i nerek, a takze jako $rodek
przeciwcukrzycowy. Wspdlczesne badania biologiczne potwierdzily wiele ze wspomnianych

powyzej zastosowan czystka, podkreslajac, ze zar6wno bogata frakcja polifenolowa jak i



terpenowa zawarta w omawianym gatunku wykazujg m.in. aktywno$é: antyoksydacyjna,
przeciwzapalng, przeciwdrobnoustrojowa, immunostymulujgcg itd. Stad tez w ostatnich
dziesieciu latach wzrosto zainteresowanie powyzsza rosling w grupie naukowcow zajmujgcych
si¢ lekiem naturalnym oraz fitoterapeutdw polecajacych przetwory z czystka szarego w
zapobieganiu oraz leczeniu szeregu jednostek chorobowych.

W zwigzku z powyzszym oraz biorac pod uwage wyniki przeprowadzonej szczegdtowo
kwerendy literaturowej, a takze wstepne badania fitochemiczne, Pani mgr Aneta Starzec
sformulowata podstawowy cel projektu doktoranckiego, ktérym byto scharakteryzowanie
jakosciowego oraz ilosciowego skladu chemicznego lisci Cistus x incanus L. w zakresie
polaczen polifenolowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem garbnikéw hydrolizujgcych, tzw.
elagotanin. Ponadto, Doktorantka zaplanowata okreslenie, dla wyciggéw wodno-
metanolowych z lisci czystka szarego, pochodzacych z roznych krajow (52 probki), wybranych
kierunkéw aktywnosci biologicznej (inhibicja a-glukozydazy oraz dziatanie antyoksydacyjne),
istotnych dla potencjalnego efektu przeciwcukrzycowego przetworéw z niniejszego surowca.

Cel badan zostal okreslony w sposob jasny, a przedstawiony dodatkowo szczegdtowy
plan dotyczacy poszezegdlnych zadan eksperymentalnych, realizowanych w obrebie szeroko
rozumianego profilowania metabolicznego C. incanus pozwala zorientowaé sie w zakresie
podjetych wyzwan naukowych.

Ogolnie uymujgc rozprawa doktorska mgr Anety Starzec stanowi, spojny tematycznie,
zbior trzech, wieloautorskich artykuldw, dwoch eksperymentalnych, opublikowanych w
recenzowanych, anglojezycznych czasopismach naukowych (Industrial Crops and Products —
IF: 5,64 / MNiSW: 200,0; Antioxidants —1F: 7,67 / MNiSW: 100,0 ), o tgcznym wspotezynniku
oddzialywania 1F=13,32 i punktacji MNiSW=300 oraz jednej pracy przegladowej, ktéra
ukazalg si¢ w czasopismie krajowym Farmacja Polska (MNiSW: 70,0). Powyzsze publikacje
zostaly opatrzone streszczeniem, przedstawionym w jezyku polskim i angielskim,
wprowadzeniem, celem pracy, rozdzialami po§wigconymi materiatom i metodom badawczym,
wynikami przeprowadzonych eksperymentéw, a takze dyskusji nad nimi, podsumowaniem,
wnioskami i bibliografig. Praca zawiera rowniez o$wiadczenia Wspolautoréw publikacii
odnosnie ich udziatu w poszczegdlnych manuskryptach. Ogétem rozprawa doktorska Pani mgr
Anety Starzec liczy 96 stron, a tekst mieszczacy si¢ na 37 stronach, poprzedzajgcy zalgczone
publikacje wsparto 33 pozycjami literaturowymi, 2 tabelami oraz trzema rycinami.

We wprowadzeniu, opartym o bardzo starannie dobrane dane literaturowe, Autorka
omowila kluczowe zagadnienia, konieczne do uzasadnienia celu pracy, a takze poszczeg6lnych

zalozen badawczych, ktére, jak juz wspomniatam zostaly precyzyjnie okre$lone wraz ze
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sposobami ich osiggnigcia. Szczegdélng uwage zwraca bardzo dokladny opis czgsci
doswiadczalnej projektu, nietypowy w przypadku rozpraw doktorskich przygotowanych na
bazie cyklu publikacji. Opis ten pozwala na przesledzenie sposobu prowadzenia
eksperymentéw, doboru materialu roslinnego, metod fitochemicznych oraz biologicznych,
analizy statystycznej, a takze weryfikacji uzyskanych danych oraz wyjasnienia ewentualnych
niescistosci. Nastepnie Doktorantka oméwita wyniki, odwotujac sie do publikacji stanowigcych
integralng cze$¢ prezentowanej rozprawy. Nalezy tu podkresli¢, ze mgr A. Starzec przedstawita
te czes¢ rozprawy doktorskiej w sposob spojny, przejrzysty, stanowigcy samodzielng calosé, w
wiekszosci prawie nie wymagajacg rownoczesnego $ledzenia, przez czytelnika, tekstow
zalgczonych manuskryptéw, celem okres$lenia zakresu wykonanych badan, uzyskanych
wynikow, a przede wszystkim zgodnosci przeprowadzonych eksperymentéw i analiz z
zalozonym planem projektu. Co najwazniejsze uktad rozprawy pozwolil na dokonanie oceny
umiejetnosci 1 kompetencji Doktorantki, co w przypadku publikacji wieloautorskich jest
kluczowe.

W tym miejscu cheiatabym réwniez podkresli¢, ze przeprowadzone przez Panig mgr
Anete Starzec poszczegélne prace eksperymentalne, w tym ich poziom, aktualnosé, trafnosé
podjetej tematyki badawczej, sposéb wykonania do$§wiadczen oraz poprawno$¢ i znaczenie
uzyskanych wynikéw z uwagi na ich walory poznawcze, a takze aplikacyjne zostaly juz
pozytywnie zweryfikowane w toku procedur zwigzanych 2z publikacjg kolejnych
manuskryptéw. Z tego wzgledu moja recenzja ma charakter bardziej ogdlny 1 poza
potwierdzeniem wymienionych powyzej aspektéw dotyczacych wysokiej jakosci
prowadzonych badan ma na celu réwniez ocen¢ poziomu naukowego samej Doktorantki.

Przechodzac do recenzji szczegdtowej doktoratu nalezy zaznaczyé, ze cykl prac
eksperymentalnych, w ktorych opisano realizacje poszczegdlnych zadan projektowych zostat
uzupelniony o publikacje przegladowa w jezyku polskim pt.: ,,Charakterystyka, potencjat
leczniczy 1 prozdrowotny Cistus x incanus L.”, opublikowang w 2020 roku na tamach Farmacji
Polskiej, ktora stanowi bogate kompendium wiedzy dotyczgce taksonomii, botaniki, ekologii,
sktadu chemicznego, aktywnosci biologicznej oraz tradycyjnego i wspotczesnego zastosowania
czystka szarego. Udzial Doktorantki w omawianej pracy, ktorej jest pierwszg autorkg polegat
na zebraniu oraz analizie pi$miennictwa naukowego, przygotowaniu manuskryptu wraz ze
strong graficzng, a takze korespondencji z redakcjg i tym samym byt znaczacy. W tym miejscu
trzeba podkresli¢, ze w krajowym pismiennictwie naukowym dysponujemy pracg pogladowa
dotyczacg rodzaju Cistus, opublikowang w 2016 r. w Postegpach fitoterapii przez P. Kubice i

wsp. zawierajgeg rowniez podsumowanie szeregu danych zwigzanych z czystkiem szarym,
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ktorg Doktorantka cytuje w swoim artykule przegladowym (pozycja [2]). Z tego wzgledu mgr
A. Starzec miala utrudnione zadanie w zakresie oryginalnosci przygotowanego manuskryptu, z
ktorego wywigzata si¢ znakomicie. Praca oparta na 78 pozycjach literaturowych zostalta
napisana poprawng polszczyzng zar6wno z uwagi na prawidtowe stownictwo fachowe, wolne
od niepotrzebnych zapozyczen z jezyka angielskiego, styl wypowiedzi, sktadni¢ zdan oraz
interpunkcje. Ten godny podkreslenia fakt jest coraz rzadszy w przypadku rozpraw i publikacji
przygotowanych w jezyku ojczystym i niejednokrotnie utrudnia, a nawet uniemozliwia
prawidlowe zrozumienie tekstu. Omawiana publikacja stanowi doskonate Zrédlo w zakresie
szczegOtowej charakterystyki C. incanus, niezb¢dne dla naukowcoéOw zajmujacych sie
przedstawionym gatunkiem, wykladowcéw uniwersyteckich oraz fitoterapeutow. Na uwage
zastuguja przygotowane, niezwykle szczegblowo, rozdzialy dotyczace wlhasciwosei
leczniczych i prozdrowotnych czystka szarego, w tym: dzialania przeciwutleniajacego,
przeciwdrobnoustrojowego, przeciwzapalnego, antyproliferacyjnego, cytotoksycznego oraz
wielu innych. Autorka omdwita w nich, bardzo dokladnie, stosowane modele badawcze,
uzyskane wyniki, a takze ich znaczenie dla ewentualnego zastosowania wyciggéw z czystka
szarego lub wyizolowanych z tego gatunku polgczen naturalnych w nowoczesnym lecznictwie
alopatycznym. Pani mgr Aneta Starzec poswiecila duza uwage aktualnemu stanowi wiedzy,
dotyczgcej skladu chemicznego rosliny, a takze zjawisku hybrydyzacji C. incanus z
pokrewnymi gatunkami, wigzacemu si¢ z powstawaniem szeregu podgatunkdw, réznigeych si¢
profilem metabolicznym, przekladajagcym si¢ na ich dziatanie farmakologiczne. W efekcie
Doktorantka przygotowata si¢ z duzg starannoscig do realizacji kolejnych zadan
doswiadczalnych, a sformutowane przez Nig cele oraz tezy byly ze wszech miar uzasadnione.

W warstwie empirycznej projektu doktoranckiego mozna wyrézni¢ dwa gléwne
kierunki do§wiadczalne. Pierwszy z nich dotyczyl analizy fitochemicznej lisci czystka szarego
w zakresie polgczen polifenolowych, takich jak: garbniki hydrolizujgce (elagotanoidy),
flawonoidy oraz kwasy fenolowe. Drugi obszar eksperymentalny zwigzany byl z testowaniem
okreslonych kierunkéw aktywnosci biologicznej (dzialanie antyoksydacyjne oraz hamujace o-
glukozydaze) ekstraktow wodno-metanolowych otrzymanych z badanych surowcow, a takze
indywidualnych polifenoli zawartych w lisciach C. incanus, w tym polaczen wyizolowanych z
matryc roslinnych w toku realizacji poszczegdlnych zadan projektowych.

Pierwszemu z wymienionych kierunkéw doswiadczalnych poswigcona jest w calosci
publikacja P2 pt.: ,, Isolation and structure elucidation of cistusin: a new ellagitannin from
Cistus x incanus L. leaves”, opublikowanej w Industrial Crops and Products. Problemy

zwigzane z zawarto$cig wtornych metabolitdéw z grupy polifenoli w czystku szarym zostaly
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rowniez zawarte w pracy P3 pt: ,,Polyphenol profile of Cistus x incanus L. and its relevance to
antioxidant effect and glucosidase inhibition”, ktéra ukazata si¢ w 2023 r. w czasopismie
Antioxidants.

Pierwsza z wymienionych publikacji dotyczy izolacji oraz identyfikacji elagotanoidow
w badanym gatunku. W tym wzgledzie Doktorantka postawita sobie bardzo ambitne zadanie,
gdyz, jak opisata w publikacji przegladowej P1, do tej pory, z lisci czystka szarego
wyizolowano i okreslono struktury ponad 30 zwigzkéw polifenolowych, w tym szeregu
garbnikow.

Do prac izolacyjnych mgr. Aneta Starzec przeznaczyla wysuszone liscie C. incanus,
pochodzace z firmy Herbapol Krakéw S.A. (Poland), ktérych probke zdeponowata w
Herbarium Katedry i Zaktadu Farmakognozji i Leku Roslinnego Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu. Szkoda, ze w toku prowadzonych prac do$wiadczalnych nie potwierdzono
metodami genetycznymi tozsamosci badanego materiatu roslinnego co z uwagi na
hybrydyzacje czystka szarego z pokrewnymi gatunkami wydaje si¢ bardzo wazne, a takze
istotne ze wzgledu na charakter prowadzonych do$wiadczen (izolacja oraz identyfikacja
garbnikéw wraz z przypisaniem ich obecnosci do konkretnego surowca). Niemniej chcialabym
w tym miejscu zaznaczy¢, ze wybrana firma komercyjna, dostarczajgca surowce roslinne
szezyci sie wieloletnia tradycja i gwarantuje tozsamo$¢ oferowanego materiatu roslinnego, a
sugerowane przeze mnie dodatkowe badania moglyby dodatkowo uwiarygodnic prezentowane
wyniki.

Prace eksperymentalne nad izolacja elagotanoidow dotyczyly otrzymania, z lisci
czystka, wyciagu wodno-acetonowego, zawierajacego zespdt badanych polaczen, zageszczenia
powyzszego ekstraktu technika SPE, a nastepnie izolacji poszczeg6lnych metabolitdéw metoda
preparatywnej chromatografii kolumnowej, z wykorzystaniem zloza C18 oraz uktadu faz
odwréconych. Otrzymane pofaczenia naturalne Doktorantka poddata procedurze oczyszczania
na sitach molekularnych (Sephadex LH-20) oraz po etapie odparowania rozpuszczalnikow i
krystalizacji przeznaczyla do szczeg6towej analizy spektroskopowej i spektrofotometrycznej,
celem ustalenia ich tozsamogci. Strukture wyizolowanych metabolitow okreslono na podstawie
widm UV, MS, '"H NMR, *C NMR, HSQC, HMBC, COSY, DOSY oraz NOESY. W warstwie
eksperymentalnej projektu, dotyczacej: ekstrakeji, izolacji oraz oczyszczania elegotanoidow
Doktorantka umiejetnie wykorzystala techniki powszechnie stosowane w badaniach
fitochemicznych, stad tez przedstawione z tego zakresu osiggnigcia nie mieszcza sig¢ W kategorii
nowosci metodycznych, posiadaja natomiast istotne walory aplikacyjne. Pani mgr Aneta

Starzec podczas realizacji kolejnych zadan badawczych osiggneta duza biegtosé w zakresie
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postugiwania si¢, przede wszystkim, zréznicowanymi technikami chromatograficznymi
(HPLC, TLC), zar6wno w ujeciu preparatywnym jak i analitycznym. Szczegdlnie w drugim
przypadku zoptymalizowata metodg rozdzielania zespotu polifenoli wystepujgcych w czystku,
ktérg po walidacji (praca P2) oraz rewalidacji (publikacja P3) wykorzystata do kontroli frakcji
otrzymanych na etapie izolacji elagotanoidéw, a takze do analiz poréwnawczych sktadu
chemicznego lisci czystka o r6znym pochodzeniu (publikacja P3). Jak wskazujg o$wiadczenia
odnosnie udzialu poszczegdlnych Autoréw w obydwu manuskryptach, rola Doktorantki w
wyzej opisanych pracach laboratoryjnych byla wiodaca. Oczywiscie, podczas analiz
spektroskopowych wyizolowanych zwigzkéw naturalnych, w szczegdlnosci widm NMR, Pani
mgr A. Starzec musiala korzysta¢ z pomocy Promotor oraz Promotora pomocniczego, co
zostato rowniez podkreslone w dotaczonych oswiadczeniach. Umiejetnosé oceny widm NMR
zwigzkéw pochodzenia naturalnego stanowi najwigkszy stopien ,,wtajemniczenia”
fitochemika, zajmujacego si¢ identyfikacjg wtérnych metabolitéw. W tym miejscu nalezy
zaznaczyC, ze Promotor, Pani prof. dr hab. n. farm. Izabela Fecka, w tym wzgledzie, jest
uznanym, wysokiej klasy ekspertem, a doswiadczenie uzyskane przez Doktorantke, pod jej
opiekg, bedzie procentowa¢ by¢ moze w dalszej karierze naukowej Pani mgr A. Starzec.

Jak juz wspomniatam wyizolowanie, z lisci C. incanus, 3 polaczen z grupy
elagotanoidéw oraz okreslenie ich struktur, w wyniku pelnej analizy spektroskopowej, jako:
punikalaginy, terflawiny A oraz cystuzyny nalezy uzna¢ za najwigksze osiggniecie natury
poznawczej w przedstawionej rozprawie doktorskiej. Jak podaje Doktorantka obecno$é
pierwszego z wymienionych metabolitow byla uprzednio odnotowana w badanym gatunku,
drugi zostat stwierdzony w roslinie, po raz pierwszy, w ramach zaprezentowanych badan, trzeci
natomiast stanowi polgczenie zupelnie nowe, nie tylko nie zidentyfikowane dotychczas w
czystku szarym ale réwniez nie okreslone do tej pory w $wiecie rodlin. Tym samym
Doktorantka z udzialem Promotor i Promotora pomocniczego poszerzyta wiedze odnosnie
sktadu chemicznego Cistus incanus L. oraz szeroko rozumianej bior6znorodnosci. Powyzsze
osiggnigcie uprawnilo Autoréw publikacji P2 do nadania wyizolowanej strukturze nazwy
zwyczajowej, tj. cystuzyny.

Poza wymienionymi elagotanoidami, z matryc roslinnych czystka szarego Doktorantka
wyizolowala réwniez 7 polaczen flawonoidowych, ktérych struktury okreslita w oparciu o
kochromatografi¢ ze zwigzkami wzorcowymi, analize widm UV, HRMS, MS/MS oraz NMR (
eksperymenty jedno- i dwuwymiarowe). Powyzsze badania wraz z szeroko rozumianym
profilowaniem metabolicznym lisci C. incanus w zakresie polifenoli (elagotanoidy, flawonoidy

— glikozydowe pochodne: mirycetyny, kwercetyny, kemferolu oraz estry tilirozydu z kwasem
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kumarowym, kwasy fenolowe, a takze flawan-3-ole) zawarto w publikacji P3 pt. ,,Polyphenol
profile of Cistus x incanus L. and its relevance to antioxidant effect and a-glucosidase inhibition
(Antioxidants, 2023), w ktorej mgr Aneta Starzec jest pierwszag autorka.

W grupie analizowanych zwigzkéw naturalnych Doktorantka, wykorzystujgc 6 probek
czystka szarego o réznym pochodzeniu, zidentyfikowala 54 polifenole, z bardzo bogata frakcjg
flawonoidowa (26 zwigzkéw). Tozsamos¢ poszczegélnych potaczen, z wylgczeniem
metabolitéw wtoérnych wyizolowanych uprzednio z lici C. incanus metodg preparatywnej
chromatografii kolumnowe;j (publikacje P2 i P3), okreslita w zespotach, w toku analiz UHPLC-
ESI-qTOF-MS, poprzez pordwnanie ich czaséw retencji ze wzorcami, oceng widm UV/Vis
oraz MS (obecno$¢ jonéw pseudomolekularnych i fragmentacyjnych). Dotychczas w zadnej z
opublikowanych prac eksperymentalnych nie opisano profilu metabolicznego czystka szarego
tak szczeg6lowo, identyfikujac jedynie kilkanascie zwigzkéw polifenolowych (Viapiana i wsp.,
2021). Z tego wzgledu nalezy uznaé osiggnigcie Pani mgr A. Starzec za znaczace z punktu
widzenia poznawczego. W tym miejscu trzeba roéwniez zaznaczy¢, ze badania fitochemiczne
umozliwiajgce przewidywanie, z wieksza precyzja, nowych kierunkéw aktywnosci
biologicznej omawianego surowca, opisane w publikacji P3, mialy rowniez charakter
ilosciowy, realizowany na plaszczyznie poréwnawczej, dla 52 probek czystka szarego,
pochodzgcych z: Turcji (23), Albanii (10), Grecji (3) oraz blizej nieokreslonych krajow —
prawdopodobnie Albanii. Metoda HPLC-DAD, na kolumnie C18, w ukladzie faz
odwroconych, z wykorzystaniem elucji gradientowej, mgr A. Starzec okreslita, w testowanych
surowcach, sumaryczng zawartos¢ polifenoli, flawonoidow, elagotanin oraz kwaséw
fenolowych, a takze stezenie indywidualnych polgczen ze wspomnianych grup metabolitéw
wtornych, wskazujgc zwigzki dominujgce. Opublikowane badania ilosciowe zostaly réwniez
uzupetnione o analizy spektrofotometryczne poszczegdlnych matryc roslinnych, w wyniku
ktorych oznaczono w czystkach zawarto$¢ polifenoli i flawonoidow ogétem, stosujac dla
wymienionych grup potaczen naturalnych, odpowiednio metode: Folina-Ciocalteu oraz opisang
w Farmacji Polskiej/Europejskiej dla Betulae folium. W wyniku przeprowadzonych prac
eksperymentalnych Doktorantka wykazala istotne ststystycznie réznice miedzy ocenianymi
surowcami, pochodzacymi z poszczegdlnych krajéw, w zakresie: elagotanoidéw, w ktére
obfitowaly przede wszystkim probki pochodzgce z Turcji. Réznic takich nie stwierdzita
natomiast w grupie flawonoidow i kwasow fenolowych. Przedstawiona, fitochemiczna analiza
poréwnawcza, ma istotne znaczenie aplikacyjne, wskazuje bowiem na warto$¢ terapeutyczng

surowcow importowanych z okreslonych krajéw, bedaca pochodng ich sktadu chemicznego. W



tym miejscu chcialabym rowniez podkresli¢ duza czasochtonno$é prowadzonych badan oraz
konieczno$¢ precyzji podczas ich wykonywania, ktéra cechowata Doktorantke.

Przechodzac do osiggnie¢ natury metodologicznej, w omawianej czesci projektu
doktoranckiego, za najwazniejsze nalezy uzna¢ opracowanie metody ekstrakcji polifenoli z lisci
czystka szarego, warunkujacej poprawna ocen¢ profili metabolicznych poszczegdlnych
surowcow tak w ujeciu jakosciowym jak i ilosciowym. Wymienione procedury badawcze bedg
mogly by¢ wykorzystane w przysztoséci do rutynowych analiz roslin, importowanych w celach
leczniczych. W opisywanym projekcie Doktorantka poréwnata réwniez, w testowanych
probkach czystkéw, sumaryczng badz ogdlng zawarto$¢ polifenoli, w tym flawonoidow,
obliczong  na podstawie odpowiednich analiz chromatograficznych lub
spektrofotometrycznych, wskazujac, ze druga ze wspomnianych metod mozna uzyskac jedynie
wyniki o warto$ci szacunkowej (zawyzone poziomy ocenianych grup metabolicznych), za$
analize chromatograficzng charakteryzuje wyzsza precyzja, a tym samym ma ona wigksze
znaczenie poznawcze.

Jak juz wspomniatam na poczatku recenzji, obok badan typowo fitochemicznych mgr
A. Starzec, w projekcie doktoranckim, realizowata rowniez prace eksperymentalne majace na
celu okreslenie wybranych kierunkéw aktywnosci biologicznej wyciggdw z czystka szarego,
zawierajacych polifenole oraz indywidualnych potaczen wystepujacych jako dominujace
sktadniki lisci C. incanus L. réznego pochodzenia. Bazujac na kwerendzie literaturowej
Doktorantka skoncentrowata si¢ na dziataniu przeciwcukrzycowym rosliny, opisanym zaréwno
w doniesieniach o charakterze etnofarmakologicznym jak i we wspotezesnych publikacjach
eksperymentalnych. Jako, ze stres oksydacyjny jest réwniez posrednio skorelowany z
nadmierng, po posilkowg hiperglikemia, zaliczang do najwazniejszych czynnikéw rozwoju
cukrzycy typu-2, mgr A. Starzec we wstepnych badaniach z powyzszego zakresu
skoncentrowala si¢ na aktywnosci przeciwutleniajgcej wodno-metanolowych ekstraktow
pochodzacych z 52 probek testowanego gatunku, wykorzystujge w tym celu trzy testy: ABTS,
DPPH i FRAP, stosowane rutynowo w tego typu analizach. W toku badan poréwnawczych
Doktorantka wykazata, ze najwigkszy potencjal antyoksydacyjny (testy ABTS i FRAP)
wykazywaly surowce pochodzenia tureckiego i byt on dodatnio skorelowany zaréwno z
poziomem elagotanoidow jak i flawonoidow w poszczegdlnych matrycach roslinnych.
Whiosek ten ma wiec istotne znaczenie aplikacyjne.

Badania dotyczgce aktywnosci antyoksydacyjnej czystka szarego byly prowadzone

przez kilka osrodkéw naukowych, w tym grupe badaczy z GUMed (Viapiana i wsp., 2022).



Doktorantka, w swoich badaniach, potwierdzita ich spostrzezenia, jednak znacznie
wigksza ilos¢ analizowanych, w projekcie doktoranckim, matryc roslinnych upowaznila Panig
mgr A. Starzec do wysuwania wnioskow o bardziej ogdlnym charakterze. Réwniez
skorelowanie aktywnos$ci przeciwutleniajacej testowanych wyciggdw, w szczegdlnosci z
zawartymi w nich flawonoidami i elagotaninami, a nie tylko polifenolami ogétem, ma pewne
cechy nowos$ci naukowe;.

W badaniach biologicznych o bardziej zaawansowanym charakterze Pani mgr A.
Starzec okreslila aktywnos$¢ hamujaca wodno-metanolowych wyciggéw z czystka szarego oraz
wybranych polaczen naturalnych z zespotu wystepujacych w nich polifenoli (12 metabolitéw
— 3 elagotanoidy, 3 aglikony i 4 glikozydy flawonoiowe, a takze 2 kwasy fenolowe), wobec o-
glukozydazy, jednego z kluczowych enzymdéw, biorgecych udziat w metabolizmie
polisacharyd6éw oraz transporcie cukrow prostych. W eksperymencie wykorzystano rutynowa
metod¢ spektrofotometryczng z uzyciem p-NPG (4-nitrofenylo-o-D-glukopiranozyd),
stosowang w tego typu analizach. W przebiegu badan oceniono réwniez wplyw stezenia
testowanych wyciggdw na spodziewang aktywno$¢ biologiczng oraz charakter obserwowanych
interakcji zwigzek-enzym (kinetyka inhibicji), z uwzglednieniem budowy poszczegdlnych
polaczen naturalnych.

W wyniku przeprowadzonej serii eksperymentow mgr A. Starzec wykazata istotng, pod
wzgledem statystycznym, aktywnos$¢ wyciagéw z czystka szarego w zakresie hamowania a-
glukozydazy, zalezng od ich st¢zenia. Doktorantka stwierdzita, ze wszystkie analizowane
polaczenia naturalne, w stosowanym stezeniu, charakteryzujg si¢ silniejszym dziataniem
hamujagcym wobec a-glukozydazy niz askarboza (wzorzec dodatni), zaleznym od typu
polaczenia oraz okreslonych elementéw jego struktury. Zgodnie z powyzszym najsilniej
zaznaczong inhibicj¢ wobec a-glukozydazy zaobserwowano w klasie elagotanoidéw, a w
szczegblnodci dla cystuzyny, a najstabsza w przypadku flawonoidéw. Liczna grupa
testowanych flawonoidéw o charakterze aglikonow, glikozydéw oraz estrow (7 zwigzkow)
pozwolita rowniez na stwierdzenie pozytywnego wplywu wzrastajgcej ilosci grup -OH w
czasteczcee na jej aktywnos¢ biologiczng oraz brak znaczenia w tym wzgledzie rodzaju cukru w
polaczeniu glikozydowym.

Na uwage zastuguje rowniez seria eksperymentéw, dotyczgca typu obserwowanej
inhibicji wobec a-glukozydazy, ktéra miata charakter kompetycyjny (terflawina A) lub
mieszany (pozostate zwigzki naturalne).

Przedstawione wyniki badan, uzyskane, w opisanym zakresie, po raz pierwszy dla lisci

czystka szarego, majg istotne znaczenie z uwagi na potwierdzenie wiaSciwosci anty-
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hiperglikemicznych przetworéw z niniejszego gatunku. Sklaniaja one réwniez do kontynuacji
projektu, w oparciu o kolejne modele eksperymentalne in vitro oraz in vivo.

7 uwagi na powyzsze oceniam je wysoko. W zakresie badan biologicznych Pani mgr
A. Starzec wspétpracowata $cisle z Zakladem Biomedycznych Analiz Srodowiskowych, przy
Katedrze Biochemii Farmaceutycznej, Wydzialu Farmaceutycznego, Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu. Opisane udzialy w publikacji P3, w ktérej
zawarto wspomniane eksperymenty, wskazuja na wiodaca role, w okreslaniu inhibicji o-
glukozydazy przez testowane wyciggi 1 zwiazki polifenolowe, Pani mgr Dominiki
Kunachowicz. W zwigzku z tym, chcialabym spyta¢ Doktorantke czy miata mozliwosé
osobistego uczestniczenia w tych badaniach, co znakomicie podniostoby Jej kompetencje
naukowe, czy jedynie analizowata otrzymane rezultaty? Pragne jednak podkresli¢, ze
odpowiedZ na moje pytanie nie ma wpltywu na pozytywna ocen¢ dokonan pani mgr. Anety
Starzec, przedstawionych w przywolanej publikacji P3. Ogoélnie, zaprezentowane w
manuskrypcie P3 badania sg przykladem nowoczesnego podejscia farmakognostycznego,
Iaczacego klasyczne eksperymenty fitochemiczne oraz testy biologiczne w obrebie matryc
rodlinnych. Uzyskane w nich rezultaty sa wyjatkowo cenne zaréwno pod wzgledem
aplikacyjnym jak i poznawczym, co jest szczeg6lnie wazne w naukach farmaceutycznych.

Oceniajac strone edytorskg pracy nalezy zauwazy¢ duzg starannos$¢ przygotowanego
opracowania, brak btedow stylistycznych oraz obecnos¢ tabel i rycin ulatwiajacych lekture
tekstu. Wobec roznorodnosci izolowanych i identyfikowanych potgczen polifenolowych,
uwazam, ze korzystne byloby dodatkowe, tabelaryczne przedstawienie listy zidentyfikowanych
zwigzkdéw, z uwzglednieniem ich nazewnictwa chemicznego i zwyczajowego, umieszczenia
informacji na jakiej podstawie okreslono ich tozsamos¢ oraz czy zostaty stwierdzone w czystku
szarym po raz pierwszy czy tez potwierdzono obecno$¢ poszezegdlnych polaczen w rodlinie.
Zdaje sobie sprawe, ze zestawienie takie byloby rozlegle, zwazywszy jednak fakt, ze obecnie
Autorka odsylta czytelnika do materialow dodatkowych, ktére nie znajdujg sie¢ w dolgczonych
publikacjach, a zapoznanie z nimi wymaga siegni¢cia do zrddet elektronicznych, sadze, ze
przedstawienie wspomnianego zestawienia w pracy wplynetoby korzystnie na spdjnosé
opracowania, w takze utatwitoby ocene osiggniec.

Nie mam do Doktorantki pytan dotyczacych tematyki badawczej rozprawy, poniewaz
jest ona tak dobrze przygotowana pod wzgledem merytorycznym, ze w trakcie jej czytania
mogtam znalez¢ odpowiedzi na wszystkie nurtujgce mnie pytania.

Podczas obrony chcialabym poprosi¢ Panig mgr Anete Starzec o przedyskutowanie

zagadnienia zwigzanego z zastosowaniem czystka szarego i jego przetworéw leczniczych.
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Bedac ekspertem w zakresie chemizmu oraz aktywnosci biologicznej Cistus incanus
prositabym Panig o ustosunkowanie si¢ co do zasadnosci wykorzystywania wspomnianego
gatunku w zapobieganiu oraz leczeniu okreslonych jednostek chorobowych, biorgc pod uwage
skutecznos¢ surowca, bezpieczenstwo, ewentualng toksycznos$é, modele podawania (dawki,

dhugo$¢ terapii) oraz spodziewane efekty.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani mgr Anety Starzec zawiera elementy nowosci
naukowej o charakterze poznawczym oraz aplikacyjnym. Tematyka pracy jest aktualna i istotna
w obszarze badan farmakognostycznych. Doktorantka wykazala si¢ szerokg wiedzg teoretyczng
w reprezentowanej dyscyplinie naukowej, a takze umiejgtnoscig prowadzenia doswiadczen
oraz ich interpretacji.

Tym samym niniejsza rozprawa, zatytutowana: ,,Badania zwigzkéw wielofenolowych
w gatunku Cistus x incanus L.”, w pelni spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim,
okreslone w Art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z2022r., poz. 574).

Przedstawiam zatem Radzie Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego im.
Piastéw Slaskich we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie Pani mgr Anety Starzec do dalszych

etapdw przewodu doktorskiego i sktadam wniosek o wyréznienie rozprawy.
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