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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

pani mgr Izabeli Nawrot-Hadzik

pt.

,,R6znorodno$¢ fitochemiczna kiaczy inwazyjnych roslin leczniczych z
rodzaju Reynoutria oraz ich aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa i
przeciwutleniajgca”

Uwagi ogolne

Na przedlozong do oceny rozprawg doktorska pani mgr Izabeli
Nawrot-Hadzik skiada sie liczacy 49 stron tekst, stanowiacy opracowanie
teoretyczne podjetego tematu, oraz kopie trzech spoéjnych z nim publikacji,
ktore ukazaly sie w latach 2018-2019. Prace te sa wieloautorskie, czego
wymagaly szeroko zakrojone badania podjete przez Doktorantke ale we
wszystkich jest ona pierwszym autorem. Ponadto, dotgczone do dysertacji
o$wiadczenia wspotautoréw potwierdzajg Jej wiodaca role w koncepcji i
przeprowadzeniu badan ujetych w przedstawiony cykl prac. Czasopisma, W
ktorych pani mgr Nawrot-Hadzik opublikowala prezentowane w ramach
rozprawy doktorskiej wyniki, tj. Planta Medica, Molecules i Medical Science
Monitor, znajduja si¢ w wykazie Journal Citation Reports (JCR) i nalezy
odnotowaé ich wysoki lgczny wspdlczynnik oddzialywania impact factor
wynoszacy 7,486.

Badania stanowigce podstawe ww. publikacji zostaly wykonane w Katedrze 1
Zakladzie Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego we
Wroclawiu, pod kierownictwem naukowym Promotora, pana prof. dr. hab.
Adama Matkowskiego oraz Promotora pomocniczego, pana dr Sylwestra
Slusarczyka. Byly one czg$ciowo finansowane ze $rodkéw Narodowego
Centrum Nauki w ramach grantéw PRELUDIUM i OPUS, a takze wsparte
wsp6lpraca z innymi osrodkami naukowymi, zarébwno w obrebie macierzystej
uczelni jak i poza nig. Doktorantka wspoéipracowata m.in. z Instytutem
Uprawy, Nawozenia i Gleboznawstwa (IUNG) w Pulawach, Uniwersytetem
Medycznym w Poznaniu, z Technicznym Uniwersytetem w Dreznie. Dwie
prace powstaly w kooperacji z Katedrg Farmakognozji i Molekularnych
Podstaw Fitoterapii w Warszawie.

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI

COLLEGIUM
MEDICUM

Wydziat Farmaceutyczny

Katedra Farmakognozji

ul. Medyczna 8
PL 30-688 Krakdw
tel. +48 (12) 620 55 60

fax +48 (12) 620 55 75

farmakog@cm-uj.krakow.pl

www.farmacja.cm-uj.krakow.p!



We wstepie dysertacji Autorka zacytowala 91 pozycji literaturowych z lat
1954-2019 w bezposredni sposob odnoszacych si¢ do tematyki prowadzonych
badan wilasnych. Wybér pismiennictwa, a takze sposéb ujecia omawianych
tre$ci, w tym usystematyzowane przedstawienie state of the art wraz z
uwypukleniem niejasnosci i niespdjnosci wynikéw literaturowych i ich
wnikliwa dyskusja, $wiadcza o bardzo szerokiej i doglebnej orientacji
Doktorantki w zagadnieniach taksonomii, fitochemii i farmakologii
rdestowcow.

Praca jest dobrze napisana i zilustrowana fotografiami, mapkami, tabelami i
schematami co ulatwia lekture. Dodatkowym walorem jest umieszczenie
zwiezlego i klarownego streszczenia. Poza kilkoma blgdami literowymi nie
dostrzegtam wickszych uchybien edytorskich. W mojej opinii, opracowanie
umieszczone w rozprawie doktorskiej pani mgr Izabeli Nawrot-Hadzik w
sposéb wyczerpujacy traktuje zalozony problem badawczy, uzupelniajac i
scalajac tresci ujete w cyklu trzech zawartych w niej opublikowanych prac.

Ocena merytoryczna

Rdestowce — Reynoutria s3 wieloletnimi roslinami o duzej
ekspansywnosci, stad ich zasigg, ograniczony pierwotnie do Azji wschodniej,
wtornie objal inne rejony $wiata, zwlaszcza Europe i Ameryke Poéinocna.
Gléwnym obszarem zawartych w pracy doktorskie] zainteresowan
badawczych mgr Izabeli Nawrot-Hadzik bylo komparatystyczne spojrzenie na
fitochemie oraz aktywno$é¢ biologiczng przedstawicieli rodzaju Reynoutria w
kontekscie ich wartosci jako surowcéw farmakopealnych. Doktorantka zajeta
sie gatunkiem o ugruntowanej pozycji w Tradycyjnej Medycynie Chinskiej, a
mianowicie rdestowcem ostrokonczystym Reynoutria japonica Houtt.
traktujac go jako modelowy. Ponadto, wytypowala blisko spokrewniony
takson jakim jest rdestowiec sachalinski R. sachalinensis [F.Schmidt] Nakai
oraz hybryde obu wymienionych wyzej — rdestowiec posredni R. x bohemica
Chrtek & Chrtkova.

Wybér gatunkéw do badan nie byt przypadkowy i miat racjonalne przestanki,
oparte dodatkowo na doglebnej analizie danych literaturowych. Punktem
wyjscia byt fakt wiaczenia w roku 2017 kigczy rdestowca ostrokonczystego
do Farmakopei Europejskiej i wynikajgca z tego konieczno$é potwierdzania w
spos6b jednoznaczny tozsamosci surowca. Poza oceng cech morfologicznych,
wymagane monografig analizy stuzace identyfikacji kigczy R. japonica
opieraja si¢ aktualnie na ocenie dwéch zwigzkéw, tj. polidatyny (znanej pod
czeéciej uzywang synonimiczng nazwg piceid) i emodyny. Reprezentujg one
dwie grupy fitosktadnikéw o znaczeniu chemotaksonomicznym dla rodzaju,
czyli stilbeny oraz antrachinony. Analiza oparta o te zwigzki pozwala
wzglednie jednoznacznie wyeliminowa¢ ewentualne pomyiki z rdestowcem
sachalinskim, ktérego skiad, w odniesieniu do wymienionych wyzej grup
metabolitéw, odbiega jakosciowo i ilosciowo od gatunku farmakopealnego,
lecz pomija hybrydy, na temat ktorych fitochemicznych danych
literaturowych jest niewiele.

Problem substytucji lub zanieczyszczenia surowca leczniczego kilgczami
rdestowca posredniego moze byé szczegblnie wazny wiasnie w Europie,



gdzie wystepowanie tego oktoploidalnego mieszanca zostalo opisane znacznie
wczedniej niz na obszarze macierzystym dla gatunku farmakopealnego.
Autorka we wstepie swojej rozprawy zwraca uwage na ogromna inwazyjnos¢
R. X bohemica, co przekiada si¢ na rosngca liczbg stanowisk oraz mozliwos$¢
kolejnych krzyzéwek. To z kolei wplywa na watpliwosei identyfikacyjne
zwiazane ze zblizonymi do farmakopealnego gatunku (R. japonica) cechami
morfologicznymi.

Zatem pierwszy cel, ktory zalozyla sobie Doktorantka, obejmowat
wytypowanie bardziej specyficznego zestawu fitoskladnikow, pozwalajgcego
w sposéb uniwersalny i jednoznaczny okresli¢ tozsamo$¢ surowca
pozyskanego z badanych gatunkow Reynoutria. Dodatkowym wyzwaniem
bylo opracowanie i walidacja odpowiedniej metody analitycznej,
umozliwiajacej ich jednoczesne oznaczenie ilosciowe.

Drugim celem bylo zrewidowanie literaturowych doniesieft wigzacych efekty
terapeutyczne  klgczy  Reynoutria japonica z  ich aktywnoscia
antyoksydacyjna, a t¢ z kolei, albo z zawarto$cig stilbenéw albo innych,
niesprecyzowanych — zwigzkow. Kolejnym, istotnym  zagadnieniem
badawczym byto poréwnanie potencjatu antyoksydacyjnego
niefarmakopealnych —rdestowcow, —sachalinskiego i posredniego oraz
powigzanie go z ich profilem fitochemicznym.

Wreszcie jako trzeci cel, ktory Doktorantka wytyczyla w oparciu o tradycyjne
wskazania dla rdestowca ostrokonczystego, stosowanego w Korei w higienie
jamy ustnej, postanowiono okresli¢ potencjal przeciwbakteryjny wszystkich
analizowanych surowcoéw rodzaju Reynoutria wobec kilku patogennych
szczepdw Streptococcus odpowiedzialnych za zmiany prochnicze.

Chcialabym wyrazi¢ uznanie dla przemyslanego wyboru zatozonych celow
badawczych, ktére bardzo dobrze odzwierciedlaja oblicze wspolczesnej
farmakognozji. Lacza bowiem w sobie tradycyjny obszar dzialan zwigzanych
7 towaroznawstwem oraz nowoczesne, Wyspecjalizowane podejscie
metodologiczne i koncepcyjne. Na wyréznienie zastuguje tez logiczne i
przejrzyste  uzasadnienie podjetych celéw badawczych. Doktorantka
szczegblowo omawia kwestie zwigzane z biologia i fitochemig rdestowcow
bedacych przedmiotem badaf, ich usytuowanie taksonomiczne, szlaki
hybrydyzacji, zréznicowanie cech morfologicznych i chemicznych, wyraznie
akcentujac literaturowe niespdjnosci oraz ,,biate plamy”.

Realizacje badan rozpoczgto od analiz fitochemicznych zebranych surowcow,
wykorzystujac metode  wysokosprawnej chromatografii cieczowej z
detektorem diodowym 1 masowym (HPLC-DAD-MS?). Doktorantka
zidentyfikowala 25 zwiazkow, z ktorych dziewiegc zostalo wyizolowanych, a
ich pelng strukture ustalono w oparciu o dalsze analizy NMR. Warto
podkresli¢, ze udalo si¢ zaobserwowa¢ szereg nie odnotowanych do tej pory
w badanych rdestowcach fitoskladnikow, nalezacych do réznorodnych grup
chemicznych, w tym stilbendw, antrazwigzkéw, procyjanidyn —czy
pochodnych kwasu hydroksycynamonowego. Na szczeg6lng uwage zastuguja
pionierskie wyniki w odniesieniu do oligomeréw ligniny, jak 1



disacharydowych estréw fenylopropanoidéw, na temat ktérych doniesien
innych autoréw jest bardzo niewiele.

Uzyskane dane stanowily bazg do realizacji podstawowego celu podjetych
badan, umozliwiajac Doktorantce wytypowanie szesciu zwigzkéw, jako
optymalnego zestawu, w zalozeniu pozwalajacego na jednoznaczne
potwierdzanie tozsamosci surowca. Poza objetymi aktualnymi wymogami
farmakopealnymi piceidem i emodyna, zaproponowano kolejne dwa zwigzki
reprezentujace te samy klasy chemiczne, tj. resweratrol i fiscjon, oraz dwdéch
przedstawicieli grupy disacharydowych estrow fenylopropanoidowych,
mianowicie wanikozydy A i B. Opracowano i zwalidowano metode
oznaczania iloéciowego ww. fitoskladnikéw, a potwierdzeniem jej
przydatnosci bylo okreslenie réznic migdzy farmakopealnym gatunkiem R.
japonica pochodzacym z pierwotnego i wtérnego obszaru wystepowania oraz
pokrewnym rdestowcem sachalinskim i hybryda wyzej wymienionych, tj. R. X
bohemica. Waznym wnioskiem uzyskanym na podstawie tych badan jest
wykluczenie mozliwosci stosowania analizowanych rdestowcow jako
substytutow surowca farmakopealnego. Potwierdzono ponadto, ze materiat
pochodzacy z Chin byt bogatszy w resweratrol i piceid niz ten zebrany w
Polsce.

W kolejnym etapie badan, zgodnie z przyjetymi zalozeniami, Doktorantka
zajela si¢ weryfikacja ugruntowanego pogladu wigzacego wysokg aktywnosé
antyoksydacyjng rdestowca ostrokonczystego z wystepujgcymi w  nim
stilbenami. W tym celu uzyskane dane LC-MS, dotyczace ogélem 171
zwiazkéw obecnych w badanych przez Doktorantke wyciagach, korelowano z
wynikami testéw in vitro aktywnoéci antyoksydacyjnej wykorzystujgc takie
narzedzia statystyczne jak analiza czynnikéw gléwnych (PCA). W ten sposéb
ustalono, iz obserwowana aktywno$¢ in vitro zalezy w gléwnej mierze od
galoilowanych procyjanidyn. Poza rozwigzaniem niejasnosci literaturowych
dotyczacych tej kwestii, istotnym wkladem w poznanie profilu
farmakologicznego rdestowcéw bylo wykazanie réwnocennosci potencjatu
antyoksydacyjnego ekstraktow acetonowych z modelowego surowca, jakim
sa kigcza R. japonica, oraz nieprzebadanych w tym zakresie R. sachalinensis i
R. x bohemica. Wyniki te stwarzaja mozliwo$é wykorzystania w celach
leczniczych réwniez tych taksonow.

Ostatnim etapem badan bylo okreslenie aktywnosci bakteriostatycznej i
bakteriobdjczej wyciagéw z wszystkich trzech analizowanych rdestowcédw
wobec czterech patogennych szczepéw Streptococcus, zwigzanych z
rozwojem préchnicy zebéw. Dodatkowo sprawdzono, czy w stgzeniach na
poziomie wartosci MIC i MBC wyciagi te nie uszkadzajg prawidlowych
fibroblastéw, bedacych izolatami z jamy ustnej. Takie kompleksowe
podejscie do zagadnienia zastuguje na duze uznanie.

W mojej opinii najistotniejszymi efektami prowadzonych badan sg:

i. okredlenie profilu fitochemicznego, uwzgledniajacego az 171 zwigzkéw, dla
trzech przestawicieli rodzaju Reyrnoutria, w tym gatunku farmakopealnego;

ii. izolacja i ustalenie struktury 4 zwiazkow stwierdzonych po raz pierwszy w
rdestowcach, w tym jednego uprzednio nie opisanego w $wiatowej literaturze



naukowej. Jest to 3,6-O—di-p-kumarylo)-[S-fruktofuranozylo-(2—+1)-(2’-0—
acetylo-6’-O-feruloilo)-B-glukopiranozyd,

iii zdefiniowanie zestawu fitosktadnikéw, pozwalajacego na jednoznaczne
odréznienie farmakopealnego surowca, jakim sa klacza Reynoutria Japonica,
od spokrewnionych i morfologicznie zblizonych R. sachalinensis i hybrydy R.
X bohemica,

iv. opracowanie zwalidowanej metody HPLC-DAD-MS do oznaczania
ilosciowego ~ ww.  skladnikéw,  przydatnej zarbwno do  celow
farmaceutycznych, jak i badan poznawczych w zakresie bioréznorodnosci
rdestowcow,

v. wykazanie niezbednosci analiz zmierzajacych nie tylko do potwierdzenia
tozsamosdei surowcow farmakopealnych, ale takze zroznicowan migdzy
poszczegdlnymi sortami, wynikajacych z uwarunkowan siedliskowych,

vi. rozwiazanie niejasnosci dotyczacych grup zwiazkéw odpowiedzialnych za
potwierdzona w literaturze wysoka aktywnos¢ antyoksydacyjna R. japonica,
vii. ocena aktywnosci antyoksydacyjnej oraz przeciwbakteryjnej wykonana
dla $cisle zdefiniowanych fitochemicznie wyciagow, co ulatwi porownywanie
wynikéw z badaniami farmakologicznymi prowadzonymi przez innych
autorow.

Chcialam w tym miejscu wyrazi¢ uznanie dla ogromu wykonanej pracy
fitochemicznej i wysokich umiejetosci pani mgr [zabeli Nawrot-Hadzik,
widocznych w swobodzie z jakg korzysta z nowoczesnych metod
analitycznych oraz we wiasciwej interpretacji danych. Mozliwo$¢ wspodtpracy
z innymi jednostkami pozwolila Doktorantce szerzej zarysowaé podjety
problem badawczy, czego efektem jest wymieniona wyzej wielo$¢ osiagnigc
naukowych.

Lektura rozprawy doktorskiej nasuneta mi kilka komentarzy.

Ocena profilu fitochemicznego mieszanca Reynoutria X bohemica wydaje mi
sie na tym etapie jedynie szacunkowa. Material do badan zostat zebrany tylko
z jednego stanowiska. W przypadku gatunkéw macierzystych, tj. rdestowca
ostrokoficzystego oraz sachalinskiego, dostgpnosé danych literaturowych
pozwala na przesledzenie i oszacowanie roznic w skladzie wynikajacych
m.in. z czynnikéw $rodowiskowych. Jak wspomniano wyzej, Doktorantka w
badaniach wlasnych réwniez zaobserwowata, ze surowiec pozyskany z R.
japonica pochodzacego z Chin i z Polski nie jest rownocenny. Tak wigc
dysponujac juz przetestowang metodyka mozna by w przysztosci poréwnal
zbiér réznych populacji rdestowca posredniego aby moc ocenié, czy opisany
w ramach niniejszej pracy doktorskiej profil fitochemiczny tego mieszanca
jest cecha gatunkowa czy osobnicza, uwarunkowana w wiekszym stopniu
czynnikami srodowiskowymi niz genetycznymi. Autorka zresztg w dysertacji
wspomina o planach wykorzystania opracowanej metody do rozrézniana
gatunkéw rdestowcow z uwzglednieniem ich ploidalnosci oraz krzyzéwek
wtornych.

Zwigzane z powyzszym watkiem pytanie dotyczy analizowanego w pracy
rdestowca  ostrokonczystego. We  wstepie  rozprawy Doktorantka
wyszczegélnia, ze znanych jest pie¢ odmian Reynoutria Jjaponica, czy



wiadomo, ktéra z nich zostala zebrana jako materiat do badan w Polsce oraz
zakupiona w Chinach?

Kolejna uwaga dotyczy aktywnosci antyoksydacyjnej. Przeprowadzone przez
Doktorantke badania i opracowanie wynikéw z uzyciem analizy PCA
wykazaly, ze istotny wplyw na obserwowany efekt maja przede wszystkim
galoilowane procyjanidyny. Nalezy podkreslié, ze wynik ten zrewidowal
poglad o decydujacym wplywie zwigzkow stilbenowych, co stanowi cenny
wklad w wiedze o zaleznosciach miedzy chemizmem a aktywnoscia
rdestowcéw. Czy jednak mozna wigza¢ potencjal antyoksydacyjny zalezny od
procyjanidyn z przelozeniem na aktywnos¢ farmakologiczng 1 szersze
wykorzystanie nie uznawanych do tej pory za surowce farmakopealne kiaczy
rdestowcow sachalifiskiego i posredniego, co sugeruje Autorka, jest kwestig
dyskusyjng. Niezaleznie od obiecujacych wynikéw in vitro procyjanidyny
dimeryczne i trimeryczne wykazujg si¢ slaba biodostepnoscia i efekt
obserwowany iz vivo bedzie raczej zalezny od ich metabolitow.

W omdwieniu teoretycznym stanowigcym CzgSC rozprawy doktorskiej
zabraklo mi tez szerszego komentarza dotyczgcego zaobserwowane]
aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec patogennych szczepdw Streptococcus
odpowiedzialnych za rozwdj préchnicy zgbdw oraz innych schorzen w
obrebie jamy ustnej. W odnos$nej publikacji (C) jest on z racji wymogow
czasopisma ograniczony i ukierunkowany na niezaprzeczalnie ciekawg
dyskusje odnoszaca sie do skladu chemicznego. Poréwnano tu wyniki innych
autoréw uzyskane dla wyciggu metanolowego z R. japonica oraz dla
izolowanych zwigzkéw typowych dla rdestowcdw, jak emodyna czy stilbeny.
Natomiast w tekdcie rozprawy, Autorka komentuje uzyskane przez siebie
wyniki wylgcznie dla analizowanych trzech rdestowcow konstatujgc, ze
.wyciag z R. japonica mozna uzna¢ za potencjalny antybakteryjny $rodek,
pomocny w prewencji i leczeniu préchnicy”. Wniosek ten wydaje si¢ nie do
kofica przekonujacy. Uzyskane wartosci MIC i MBC dla ww. wyciagu, ktére
miescily sie w granicach 1000-2000 pg/ml, nie przewyzszajg tych opisanych
w literaturze dla wielu innych surowcédw fenolowych (np. Camelia sinensis).
W tym zakresie proponowany gatunek wydaje si¢ tez mato konkurencyjny w
stosunku do innych, tradycyjnie wchodzacych w sktad preparatéw do higieny
jamy ustnej, jak np. Salvia officinalis czy Zingiber officinale (MIC 256 ug/ml
wobec S. mutans w Hasan S et al. BMC Microbiol. 2015,15,1).

Natomiast bardzo ciekawym elementem badan wiasnych Doktorantki byta
rownoczesna ocena wplywu wyciggéw z analizowanych rdestowcéw na
zywotno$¢ fibroblastéw jamy ustnej. To podejécie dostarcza istotnych
informacji zwigzanych z bezpieczenstwem stosowania. Sugerowany przez
Doktorantke stymulujgcy wplyw niskich stgzen ekstraktu z Reynoutria
Jjaponica na zywotno$é ludzkich fibroblastow i proponowane wykorzystanie
go w leczeniu uszkodzen dzigsel nalezaloby potwierdzi¢ testami oceniajacymi
wplyw na proliferacje tych komoérek.

Powyzsze komentarze sg jedynie glosem w dyskusji i nie wplywajg na moja
bardzo pozytywng opini¢ o pracy doktorskiej pani mgr Izabeli Nawrot-
Hadzik.



Zaréwno pod wzgledem merytorycznym jak i formalno-jezykowym spetnia
ona wszelkie wymagania stawiane doktoratom z zakresu nauk
farmaceutycznych. Zawarte w rozprawie tresci $wiadezg o wysokim poziomie
wiedzy i umiejetnosci Autorki. Jest to dodatkowo poparte znaczacym
dorobkiem nie wchodzacym w zakres recenzowanej pracy doktorskiej,
obejmujacym 11 publikacji oryginalnych i pogladowych o lagcznym IF =
10,146 oraz 30 doniesien konferencyjnych.

Tematyka ocenianej rozprawy jest bardzo aktualna, a ponadto ma wyrazny
walor aplikacyjny. Wszystkie zalozone cele zostaly zrealizowane, a wyniki
opublikowano na }amach renomowanych czasopism z bazy JCR, co
potwierdza walor naukowy prowadzonych przez Doktorantke badan i stanowi
istotny wklad w literatur¢ $wiatowg z obszaru farmakognozji i fitochemii.

W zwiazku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu o dopuszczenie
pani magister Izabeli Nawrot-Hadzik do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Ponadto wnioskujg¢ o wyréznienie rozprawy doktorskiej, co
zawarlam w odrebnym pi$mie skierowanym do Dziekana Wydzialu
Farmaceutycznego UM we Wroclawiu.
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